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Virus Patogenos Especiales

*  Son virus con alta consecuencia, pero baja incidencia
* La mayoria son virus zoonoéticos de ARN, que requieren BSL3 -4 y son “Select Agents” (biopeligrosos)
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Ebolavirus genus Lassa virus Hantavirus genus Henipavirus genus Flavivirus genus
Sudan ebolavirus Lujo virus HPS hantaviruses Nipah virus Kyasanur Forest
Bundibugyo ebolavirus Machupo virus HFRS hantaviruses Hendra virus Disease virus
Tai Forest ebolavirus Junin virus Nairovirus genus Pararubulavirus genus Omsk HF virus
Reston ebolavirus Guanarito virus Crimean-Congo HF virus Sosuga virus TBE virus (Far Eastern,
Zaire ebolavirus Sabia virus Phlebovirus genus Siberian, European)
Marburgvirus genus Chapare virus Rift Valley fever virus
Marburg virus
Ravn virus



Hantavirus

Orden: Buanyavirales
Familia: Hantaviridae

Genero: Orthohantavirus
38 species (per last ICTV pub.)
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(2011)- ICTV (ictvonline.org) and ICTV (ictvonline.org)

Lastreport2011; there is a new one, 2020, not released yet




Ciclo de replicacion viral

Negative stranded RNA
vi[us eplicatio

Inhibition of
host- PKR

ViralZone: a knowledge resource to understand virus diversity (PMID:20947564, DOI:/10.1093/nar/gkq901)




Distribucion geografica de los Hantavirus del Nuevo
Mundo

Unknown-pathogenic

Rio Segundo (RIOSV)
Redthrodontomys maricarnus

Calabazo (CALV)

Monongabela (MGLY)
Paromyscus leucopus

Oryromys paiustris
Black Crook Canal (BCCV)

= 1999 : Se publicé el
aislamiento del hantavirus
del rio Mamoré

https://doi.org/10.4269/ajtmh.1999.61.92

= 2007-2010: Estudio de
seroprevalencia IgM e IgG
Hantavirus

DOI: 10.1089/vbz.2011.0820

= 2011: Identificacion por PCR
Rio Mamoré

https://rpmesp.ins.gob.pe/index.php/rpmesp/article/view/3

= 2020: Hantavirus Rio

Mamore
DOI:_10.3201 /eid3012.240249




Diagnostico por
laboratorio




Dynamics of hantavirus infection

Onset of
symptoms Based on current knowledge on the
|gG natural history and available tests
|
1 . .
| Viremia / /—————U"———'_ Number of days are indicative
|
|

El virus Andes (ANDV) suele tener una viremia mas
prolongada

0123456789101 / 30 60 >90 days

T. Avsic-Zupanc et al. / Clinical Microbiology and Infection 21 (2019) e6ee16



Recoleccion de muestras y reduccion del riesgo

" TIPO DE MUESTRAS

u Pruebas moleculares
Sangre total (recolectada en EDTA)
Suero

Tejido respiratorio en casos fatales

0 Q9 Q

Se pueden recolectar otras muestras para
fines de investigacion

"  Pruebas seroldgicas

O Suero

REQUISITOS DE BIOSEGURIDAD
= Personal capacitado
= Recoleccion de muestras

O Uso de EPP (respirador N95, proteccion ocular,
guantes, mandildn)

Bioseguridad de laboratorio para procedimientos de
diagnostico
O Uso de EPP (respirador N95, proteccidn ocular,
guantes, mandilon)

O Incl. CSB (Cabina de Seguridad Bioldgica)
adecuada, inactivacion de muestras, limitacion
de procedimientos que generen aerosoles



Conservacion y envio de muestras

Mantener refrigerado (2 a 8 °C) dentro de las 48
horas.
Mantener congelado (-10 a -20 °C) >48 horas.

Otras consideraciones para muestras de tejido
El transporte debe cumplir con las regulaciones
nacionales Siempre se debe utilizar el triple
embalaje.

Envio Dx Hantavirus
iInmediato LRN-MEZOV-INS




Diagndstico Serologico

® ELISAIgM e IgG

® Interpretacion

O
O

IgM (+) e IgG (+): infeccidn por hantavirus

IgM (+) e IgG (-): infeccion probable; requiere repetir
la prueba para confirmacidn con una segunda
muestra recolectada al menos 3—4 dias después para
evaluar la seroconversion de 1IgG, a menos que
también se obtenga un resultado positivo por RT-PCR
IgM (-) e 1gG (+): infeccidon pasada, no es un caso
agudo

IgM (-) e IgG (-): no excluye la infeccidn si la muestra
fue recolectada antes del dia 4, recolectar una
segunda muestra al menos 48h después.




Diagndstico Molecular

® RT-PCR convencional

® |RT PCR tiempo real

® Interpretacion
® Resultado positivo: infeccion por hantavirus

® Resultado negativo: no descarta completamente la infeccidn;
realizar pruebas seroldgicas

® Si existe una alta sospecha clinica/epidemioldgica, se puede
considerar repetir la prueba en una muestra recolectada
después de 48 horas (+48h)

RT-PCR Tiempo Real
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RT-qPCR para Hantavirus del Nuevo Mundo (NW) - CDC

Ctvalues for each RNA extracted with MagMax_King Fisher from different hantavirus seed pools_for each dilution (10 exp) using
2plex NW Hantavirus RT-qPCR

No of
-1 -2 -3 -4 -5 -6 -7 -8 missmatches
Primers/Probes
ANDES VIRUS 19 23 26 29 33 37 40* N/A 0
. |BLACK CREEK CANAL 24 28 31 34 a1 N/A N/A N/A 1
T % |coNvVICT CREEK 30 34 37 a2* | NA | NA | NA | N/A 3
= 3 [LECHIGUANAS 25 29 32 36 40 N/A N/A N/A 0
§ E LAGUNA NEGRA 27 30 34 38 40* a4+ N/A N/A 2
MACIEL 22 26 29 33 37 39* 43 N/A 1
SIN NOMBRE VIRUS 30 34 37 40 N/A N/A N/A N/A 3
o § [SEOULCherwell N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A IN/DEL**

5 2 |seouL N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A IN/DEL

z .§ PUUMALA N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A IN/DEL

© 2 [HANTAAN N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A IN/DEL

. Usualmente la serologia era considerada el standard de oro diagndstico para la
deteccion de hantavirus en muestras humanas

. El CDC desarrollo el ensayo RT-gPCR probado con la coleccion de Hanta de VSPB
—  Deteccidon de todos los NW hantavirus pero no de los OW hanta
—  Ensayo duplex con “house keeping genes” (hB2M o pan-rodent PPIA)

Rodent distribution from: [IUCN Red List of Threatened Species

Virus
@ Andes
@ Black Creek Canal
@ Convict Creek ».
@ Laguna Negra Bolivia
Laguna Negra Paraguay
@ Lechiguanas
Lechiguanas-like
Maciel
Oran
£ Sin Nombre Virus
® Tunari

Rodent Species

B Bolomys obscurus

B Calomys laucha
Peromyscus maniculatus

S Sigmodon hispidus

Bl Oligoryzomys flavescens

% Oligoryzomys longicaudatus

Oligoryzomys higripes

@ Choclo, Calabazo

N
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Secuenciacion Genomica NGS

® Plataforma lllumina, Nanopore 6T PVBOBATS. TANDV/CHFHG13734P1 '
i s [l OPSS5720.1 ANDV/ARG p3

MN258226.1 ANDV/NRC-4/18 06/01/2018

[ANDV/Switzerland/Hu-3337/2026 |

— MT956618.1 ANDV/CHI-7913

- OR405520.1 ANDV/ANDV-CH-LS-2022

1~ MN258224.1 ANDV/NRC-2/97 06/01/1996

MN258227.1 ANDV/NRC-5/18 06/01/2018

AF324902.1 ANDV/AH-1

MT956622.1 ANDV/Chile-9717863

il

MNBS0087.1 ANDV/ARLA17/NRC2

MN258223.1 ANDV/Epilink/96 2/6/19

IMN258242.1 ANDV/Epuyen/18-19 Patient 23 1/7/19|
MN258228.1 ANDV/NRC-6/18 05/21/18

— MNB850086.1 ANDV/ARCHI4/NRC1 & Puyen
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4 100 |- AF325966.1 ORNV/AND Nort \
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— OR908898.1 LECV/BA18-LD1633
100 [ AF482714.1 LECV/22819

—— OR184959.1 JUQV/TK184992

! 100 L— AY740633.1 ARAUV/HPR/04-102
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AISLAMIENTO VIRAL

* Virus de crecimiento muy lento
*  Muy dificiles de aislar

* Cultivos celulares / animales

* Niveles de bioseguridad 3

* Personal entrenado




AISLAMIENTO CEPAS

CEPAS ORIGEN HUESPED Produccion de Antigenos
Vero E6 + irradiacion (40KGys)
Lechiguanas Oligoryzomys flavescens O. flavescens + test de seguridad NEGATIVO (Vero
EG)

+ liofilizacion

Vero E6 + irradiacion (40KGys)
Andes Oligoryzomys longicaudatus Vero E6 + test de seguridad NEGATIVO (Vero
EG)
+ liofilizacion

Vero E6 + irradiacion (40KGys)
+ test de seguridad NEGATIVO (Vero
Maciel Necromys lasiurus N. lasiurus EG)
+ liofilizacion
+ distribucion a labos nacionales e
internacionales




Algoritmo de prueba para casos sospechosos de hantavirus

Volumen minimo: Adulto: 1 tubo (5mL); Nifios: 1 tubo (3mL)
Datos minimos para la interpretacion: fecha de inicio de los sintomas (FIS), sintomas, fecha de toma de muestra

Tipos de muestras: sangre completa*

Inactivacion de muestra (BSL3)

!

para hantavirus

ELISA IgM e IgG y RT-qPCR

Guia para interpretar los resultados

PCR positivo o titulo de IgM
21:400 (independientemente del

IgG)

PCR negativo, titulo de IgM <
1:400 y titulo de IgG 21: 400

PCR negativoy

titulo de IgG y IgM < 1:400

Los resultados son positivos e
indican una infeccion reciente

Los resultados son positivos
IgG e indican una infecciéon >6
meses antes

Los resultados son negativos y no

pd

indican evidencia de infeccion

N\

Si la muestra fue
recolectada
>4 dias después de FIS**

Si la muestra fue
recolectada

Reporte caso reciente confirmado
1) Acciones de seguimiento para un caso de

hantavirus
2) Secuenciar muestras positivas a PCR

Reporte caso pasado
Los resultados sugieren una infeccidn pasada que

indica que el virus esta circulando en el area; Sin
embargo, esta probablemente no sea la causa de
la enfermedad en el paciente

0-3 dias después de FIS**

pd

No es un caso

™~

Incluye la siguiente recomendaciéon en informacion adicional
sobre la seccidn de resultados del laboratorio:

FIS deben interpretarse con precaucion debido al potencial de
retraso en la seroconversion y la viremia transitoria. Si la
sospecha clinica permanece, se recomienda recolectar una
muestra de sangre después de 3 dias después de FIS

*El laboratorio puede usar suero también pero no es recomendado centrifugarlos tubos fuera de un BSL3

**F|S = la fecha de inicio de los

sintomas




LABORATORIO DE REFERENCIA NACIONAL DE METAXENICAS Y ZOONOSIS VIRALES

Blgo. Adolfo Ismael Marcelo Nique (Responsable)
Lic. TM. Maria Paquita Garcia Mendoza
MV. Ricardo Lépez Ingunza

Lic.TM. Nancy Susy Merino Sarmiento
Blgo. Luis Gabriel De Lucio Burga

Blga. Maribel Dana Figueroa

Blga. Princesa Medrano

Blga. Elizabeth Camargo

Blga. Betsabeth Paucar

Blga. Jackelyn Noemi, Caico Laura

Blga. Iris Trujillo Quijano

Lic.TM. Gabriela Ayuque

MV. Carina Mantari Torpoco

Blgo. Klissman Romero

Lic. TM. Zarela Tiburcio

Blga. Lucero Arias

Blga. Nataly Forcelledo

Tec. Lab. Karina Rocio Huaman Ovalle.
Tec. Lab. Tomas Paredes Astupifa

Tec. Lab. Viviana Chavarria.

Tec. Lab. Jhonatan Pacheco. GRACIAS POR LA ATENCION




