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Enfermedades Emergentes

Microbial Threats to Health in the United States
1992, Instituto de Medicina (USA)

(Joshua Lederberg & Robert Shope)

« Enfermedades emergentes: se reconocen nuevas
enfermedades / nuevos patdgenos / nuevos territorios/ nuevos
huespedes/ nuevas variantes

« Enfermedades re-emergentes: Ya se habian controlado pero
“re-aparecen” por diversos factores aumentando la incidencia
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Enfermedades emergentes & re-emergentes,
1996-2015

Antimicroblal-  Enterovirus 068 Cryptosporidiosis  gpgla virus discase Diphtheria . MERS-CoV
resistant threats West Nile E coli O104:H8 | Drug.resistant malaria Akhmeta virus
:Z.:.g‘ muo'_’\ N }* PR = / Rift Valley fever
. C. difficile ' / b - Typhoid fever
”3;0:; influenza Vs . ﬂ ( e . S SFTSV
~ “ o . VL ’»/ — bunyavirus
Cyclosporiasis — DB~ . - S
E. coll O157:M7 yf C . J;‘ —— O157:H7
, Mossien VR G\ P - ons
monkeypox . A o -y :m'
Listeriosis v Influonse
Bourbon <
virus | mm
2000 H1NY N enza
influenza SARS
Adenovirus 14 Nipah
Anthrax V-
wih
Chikungunya L o R
;I‘.‘nhvim o Human monkeypox
syndrome J ‘ Ebola virus disease
Marburg  MDR/XDR tuberculosis  © 9ue
Human African trypanosomiasis * Cholera Nemorrhagic fever
© Newly emerging © Re-emerging/resurging @ “Deliberately emerging” e

National Institute of Allergy and Infectious Diseases, reproduced by The Washington Post, 2016



Enfermedades Emergentes

» Arbovirus (Arthropod-Borne Virus): Transmitidos por
artropodos hematofagos (mosquitos, garrapatas, pulgas, etc.)

La emergencia y circulacion dependen de la
presencia, distribucion y abundancia del vector

g ) Pan American «f@ World Health
i) Health WY Organization

& 0 izati e

> rgan Ization resonomcerorre AMericas

745




Enfermedades Emergentes

Fiebre amarilla
Dengue

Zika

West Nile
Encefalitis Japonesa
(=70...)

Chikungunya
Mayaro

Ross River
Encefalitis Equinas
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Enc La Crosse
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Enfermedades Emergentes

_ Flaviviridae . Togaviridae Bunyavmdae 6

Fiebre amarilla
Dengue

Zika

West Nile

Encefalitis Japonesa °

(=70...)

Chikungunya
Mayaro

Ross River
Encefalitis Equinas
(=30...)

Enc La Crosse
Oropouche
Valle de Rift
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Un reto para el diagndstico (similaridades y
diferencias)

Dengue Fiebre amarilla

Chikungunyze Zika

Slide adapated from Dr. Jorge Munoz,

CDC Pto. Rico
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Algoritmos de laboratorio

Dinamica de la infeccion: Replicacion / Respuesta inmune

Viremia

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dia inicio de sintomas

Con base en esta dinamica se debe seleccionar el mejor tipo de

ensayo
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Algoritmos de laboratorio

Dinamica de la infeccion: Replicacion / Respuesta inmune

-« Dx. VIROLOGICO - Dx. SEROLOGICO
— Aislamiento (células, etc.) — MAC-ELISA
— Deteccion de antigenos — Hi
(ELISA, IF, IHQ) _ PRNT
— Deteccion de RNA (RT-PCR) —  Otros
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Fiebre amarilla
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Fiebre Amarilla

Viraemia
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Fiebre Amarilla

» Virus viscerotropico; coagulopatias y lesiones multiorganicas graves

« Cerca de 50% de los casos en fase toxica resultan en casos fatales

PERIODO DE INFECCION |PERIODODE |PERIODO DE INTOXICACION
. REMISION
(3-6 dias)
24 horas
i 39°C Remision
Fiebre 38-39°C
’ Muerte
¢ Dolor de cabeza i Dolor de cabaza, Dalor
Mislai RE-‘CUDEI'ECIDI"I epigastrico, Vomito, Postracion
ialgias
. . Dolor Lumbar ICTERICIA

Manifestaciones Oliguria
clinicas \  Nauses -

Bradicardia Hepatitis

Congestion en HIDOTEH? ":.'"' Shock

“ conjuntlvasy rostro Hemamragias

Leucopenia Trombocitopenia

|_ b t . Neutropenia Leuctosis
daboratorio

Y asTiaLt $ ASTIALT
.......................................................... Proteinuia......... . Hipoglicémia, Acidosis
Infeccion e {"-.-f Produccion de Acs.

iremia

Inmunidad

Adaptado de: Monath T. Yellow fever: an update. Volume 1, No. 1, p11-20, August 2001



Fiebre Amarilla

Viremic phase

(1 - 5 days after symptom onset)

YFV Suspected case (Regarding the
symptoms and epidemic scenario)’

|

Onset of

RT-PCR YFV

Positive

Confirmed YFV
case

Negative

|

YFV ELISA IgM

symptoms vs
taking of samples

Icteric phase
(= 5 days after symptom
orjset)

YFVELISA IgM

Positive

!

Negative

Diferential
diagnosis?

Positive

!

Negative

!

Clinical and
epidemiological analysis

Confirmed YFV
case
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Fiebre Amarilla

Indicacion diagnostica segun numero de dias de infeccidn

| T I | I I I I I I I [ I

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Fase virémica Fase pos-virémica >

Diagnostico Molecular essmsssssssshess e Femmmes -
g ' Diagnostico Sorolagico
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Fiebre Amarilla

<10 dias desde elinicio de

sintomas

Casosospechosode FA'

Inicio de sintomas

RT-PCRdeFA®

Positivo

Negativo

FA

Caso confirmado de

vS.
Toma de muestra
ELISAlgMde FA®
Positivo Negativo
] Diagnéstico toma de muestra toma de muestra
diferencial por IgM* <7 diasdesde el 28 dias desde el
inicio de inicio de
sintomas sintomas
Positivo Negativo
Inconcluso”’ Excluir FA®
Infeccidn reciente por ;
flavivirus 5 Caso probable de FA
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Fiebre Amarilla
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Figura 2. Microfotografia hepatica H&E 20X, se identifica ! " . = ; o : ’ =
necrosis generalizada en las diferentes zonas del lobulillo Figura 3a. M'ncrofotografia hepét;ca con |n|m1:§r;orreacmgdad Figura 3b. Mlcnl)fotograha hepatica c<|)n mmunorrleac;Mdad

; 7 : : positiva para los antigenos amarilicos, con la técnica avidina-  negativa para los antigenos amarilicos, con la técnica
i':\?lz ?:":.t;'ﬁ[.a::cmr;:i:g'ca ol area: perivenular; el Infiltrado biotina-fosfatasa alcalina. 40X. avidina-biotina-fosfatasa alcalina. 40X.

Méndez JA, Parra E, Neira M, Rey GJ Biomédica 2007;27:461-7
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Fiebre Amarilla

Caso fatal suspeito de FA

Coleta de Amostras (Sangue,

urina, figado e outros tecidos)

RT-PCR FA

Negativo

Positivo

Imunohistoquimica de figado / tecido

Positivo

—
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Fiebre Amarilla

Caso fatal suspeito de FA

Coleta de Amostras (Sangue,

urina, figado e outros tecidos)

RT-PCR FA

Negativo

ELISA
IgM

Positivo

\

Imunohistoquimica de figado / tecido

Negativo

}

Positivo
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Chikungunya
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Paisesterritorios con tr: s stoct

mzmnSI“‘;ﬁs SE 39, 2017 2015:

Casos sospechosos: 541.468
Casos confirmados: 18.039
Fallecidos: 60

2016 (Casos Acumulados desde SE 1
hasta 52 (actualizado 27/01/2017):
Casos sospechosos: 351.334
Casos confirmados: 152.769
Fallecidos: 172

2017 (Casos Acumulados desde SE 1
hasta 39 (actualizado 29/09/2017):
Casos sospechosos: 60.039
Casos confirmados: 122.856
Fallecidos:101
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Chikungunya

- Fiebre

Virus / Antigeno
Anticuerpos IgG
|

Anticuerpos IgM

3-7 dias 1-8 dias (max) 15-20 dias
Incubacion Viremia nticuerpos) | ,
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Chikungunya

« VIROLOGICO - SEROLOGICO
— Aislamiento viral — MAC-ELISA
BSL 3 — HI
— Deteccion RNA (RT-PCR) — PRNT
S i }
0) 8 16
Dias de inicio de los sinfomas
Deteccion viral: Dias 0 a 5 (max 8)
Deteccion Acs (IgM): Dia 5 en adelante
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Chikungunya: Diagndstico serologico

Consideraciones
y limitaciones

Deteccion en una sola muestra es PRESUNTIVO

Confirmacidn seroldégica involucra muestras
pareadas (10 -14 dias después de la primera
muestras)

= Seroconversion (Neg a Pos)
=  Aumento de titulos (4 veces)

ELISA es QUALITATIVO (no-cuantitativo)

Técnicas cuantitativas incluyen Hl o
nevutralizacion (> especificidad)

Reacciones cruzadas con otros alphavirus tienen

que ser consideradas (depende de la
epidemiologia del pais; MAYV, p.e.)
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Muestra de caso sospechoso*

CHIKV
Inicio de 5in_tn_m_a_s vs. toma ‘1'" muestra
E <8 dias |
| PCR+lgM > 8 dias
[P .
L
RT-PCR DENV lgM DENV
Pos Neg Neg Pos
rRT-PCR CH”‘("#" |TM CHIKV
Neg Pos Pos Neg
E -Enviar 25 muestras positivas al 2da muestra
- ====<| centro colaborador: Aislamients viral 10-14 dias despuds de la muestra aguda

(BSL3), secuenciacion, PRNT)
-Enviar 10% de muestras negativas
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Investigacion epidemioldgica de sindrome
con rash
Noreste de Brasil, Mayo 2015
Rash, inflamacidn en articulaciones, hiperemia conjuntival (dengue-like)

-

FU ente: Research team of the S&o Luis/MA municipal health office - From a presentation by the Ministry of Health of Brazil, 2015
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Zika: Diagnaostico

- Diagnéstico diferencial: DENV, CHIKV, YFV, WNV

Carga viral

ZIKV, dinamica de la replicacion: viremia
relativamente baja

| | : ——

3 5 7 9
Dias de sintomas
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Zika: Diagnaostico

- Diagnéstico diferencial: DENV, CHIKV, YFV, WNV

Carga viral

ZIKV, dinamica de la replicacion: viremia
relativamente baja

3 4 7
Dias de sintomas

\ )
!

Deteccion molecular (RT-PCR)
Nivel de contencion requerido: BSL2
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Zika: Diagnostico

Days of symptoms

I I T T T | T T I T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Serum
Urine
E ................................................... MolecularDlagnOS|S ..............................................E
(Real-Time RT-PCR)
Serum *
S Serologic Diagnosis
(ELISA IgM)
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Algoritmo para la vigilancia integrada de las
arbovirosis

Muestra de suero tomada 1-5
dia de sintomas

l

RT-PCR ZIKV

Algoritmo A: Secuencial

l l

“hegaio [

A

RT-PCR DENV
v I v
L
RT-PCR CHIKV
v I v
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Algoritmo para la vigilancia integrada de las
arbovirosis

Muestra de suero tomada 1-5
dia de sintomas

l

RT-PCR DENV

Algoritmo A: Secuencial

l l

“hegaio [

A

RT-PCR ZIKV
v I v
L
RT-PCR CHIKV
v I v
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Algoritmo para la vigilancia integrada de las
arbovirosis

Algoritmo B: Paralelo

Muestra de suero tomada 1-5
dia de sintomas { J

| DElNV | —— F

RT-PCR DENV RT-PCR CHKV RT-PCR ZIKV

I
Negativo Positivo :
i - Negativo Positivo

|
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Zika: Diagnostico molecular

Ensayo multiplex:

Trioplex Real-time RT-PCR Assay

Centers for Disease Control and Prevention

For use under an Emergency Use
Authorization only
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Comentarios finales y
conclusiones
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Comentarios y conclusiones

« Los algoritmos de laboratorio deben estar articulados con la
epidemiologia para dar respuesta a la vigilancia nacional
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Elementos criticos en la vigilancia
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Elementos criticos en la vigilancia

Tipo de vigilancia

. XN World Health
- Representatividad @"
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Elementos criticos en la vigilancia

Definicion de caso sospechoso
- Sensibilidad/especificidad

Tipo de vigilancia
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Elementos criticos en la vigilancia
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Algoritmos de procesamiento
-> Valores predictivos

Definicion de caso sospechoso
- Sensibilidad/especificidad

Tipo de vigilancia
- Representatividad
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Comentarios y conclusiones

* Los algoritmos de laboratorio deben estar articulados con la
epidemiologia para dar respuesta a la vigilancia nacional

« Los algoritmos no son estaticos y deben adecuarse a cada situacion
epidemiologica
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Algoritmo para el diagndstico diferencial de la infeccidn por arbovirus y leptospira en zonas de

co-circulaciéon documentada y en areas de riesgo post-emergencia

Algoritmo 1: paciente sospechoso en fase virémica o bacteriémica

Muestra de suero tomada 1-5
dias de sintomas(%2)

Muestra de sangre total tomada
con EDTA 1-10 dias de sintomas

@ ELISA NS1

o

O—

DENGUE®)

PCR Leptospira®®

©

Tipificacion por RT-PCR

!

Infeccion
por DENV

(1)

(2)
3)
(4)
(5)

Deteccion de Arbovirus (muestra de suero) ()

@—
j ©
o

O

Determinacion de
serovariedad

Diagndstico
diferencial
con otras

RT-PCR DENV RT-PCR ZIKV RT-PCR CHIKV

bacterias:

Bartonella
Rickettsia
Ehrlichia

Con esta muestra de suero se realizard la primera prueba ELISA IgM para Leptospirosis para detectar eventual seroconversidon en una segunda muestra tomada con al

menos 14 dias de diferencia

Garantizar un volumen de muestra minimo de 5ml para obtener 1ml de suero para arbovirus y 1ml de suero para leptospiras
Se ha demostrado que la sensibilidad puede variar segun el serotipo viral (menor para DENV 4)
La deteccion molecular puede hacerse de manera secuencial (singleplex, empezando por el agente mas probable segun criterio clinico) o en paralelo (multiplex)
ZIKV puede ser detectado por PCR también en orina desde el dia 1y hasta el dia 15 (en promedio) tras el inicio de los sintomas




Algoritmo para el diagndstico diferencial de la infeccion por arbovirus y leptospira en zonas de

co-circulacion documentada y en areas de riesgo post-emergencia

Algoritmo 2: Diagndstico serolégico

Muestra de suero tomada > 6 dia de
sintomas

IgM (ELISA)

v \ v

DENV reactivo DENV no reactivo DENV reactivo DENV no reactivo LEPTOSPIRA

| l | | l |
(ZWVnoreactvo  ZKVreacto  ZKVreacto  ZKVnoreactvo  MNoresctvo  Reactbo

PreDsEJlG:/iv0 Presuntivo INFECCION POR Considerar otras VSl Szt MAT
ZIKV FLAVIVIRUS arbovirosis (CHIKV, YFV, muestra para >1/200 en la costa
MAYV, OROV, WNV, IgM leptospira >1/800 en la selva
etc_) y leptospira (seroconversién, INFECCION POR
al menos 14 dias LEPTOSPIRA

de diferencia)

En el intervalo
considerar pasar
al algoritmo
serologia de
Arbovirus




Comentarios y conclusiones

Los algoritmos de laboratorio deben estar articulados con la
epidemiologia para dar respuesta a la vigilancia nacional

Los algoritmos no son estaticos y deben adecuarse al momento
epidemioldgico

Se debe fortalecer la deteccion de otros arbovirus emergentes por
medio del diagnodstico diferencial de las muestras negativas en
laboratorio
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o — Algoritmo para la vigilancia integrada
uestra de suero tomada 1- . .
dia de sintomas de las arbovirosis

l

RT-PCR DENV

!
l i J RT-PCR ZIKW
[
+ :

RT-PCR CHIKV
|

¥ *
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Comentarios y conclusiones

« Generar estrategias para hacer mas eficiente la vigilancia y la
deteccion (protocolos genéricos...?)
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Algoritmo para protocolos genéricos

Muestra de suero tomada 1-5
dia de sintomas

l
| FIavilvirus | —

v v

| |

RT-PCR Especifica RT-PCR ESPECIFICA
(DENV, ZIKV, YFV...) (CHIKV, MAVYV...)
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Algoritmo para protocolos genéricos

Muestra de suero tomada 1-5

dia de sintomas \ |

l

B - *

RT-PCR DENV RT-PCR CHKV RT-PCR ZIKV

[ l ! ) ] l

Genérica Alpha & Flavi para otros virus emergentes
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Comentarios y conclusiones

« Si bien existen retos para el diagndstico por laboratorio, la
interpretacion adecuada debe ser fortalecida
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