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ACTUALIZACION EN VIROSIS CON POTENCIAL EPIDEMICO DE

IMPORTANCIA REGIONAL

SANDRA GONI / sandra.goni@ung.edu.ar
Laboratorio de Virus Emergentes, Instituto de Microbiologia Basica y Aplicada, Departamento de

Ciencia y Tecnologia, Universidad Nacional de Quilmes, Argentina.
Coordinadora COVIRed (2023-2024)

Este libro de resumenes reune los trabajos presentados en la segunda actividad presencial
de COVIRed, accion estratégica del Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para
el Desarrollo (CYTED), realizada en articulacién con la Organizacion Panamericana de la
Salud (OPS). La misma fue realizada entre los dias 27 a 30 de noviembre de 2023, en la
Direccion General de Epidemiologia (DGE), Instituto de Diagndstico y Referencia
Epidemioldgicos (INDRE) “Dr. Manuel Martinez Baez” de la ciudad de México.

La agenda de las jornadas de Actualizacion en Virosis con Potencial Epidémico de
Importancia Regional, fueron organizadas en diferentes sesiones de manera tal que todas
las tematicas fuesen abordadas.

En primer término, la sesién de Arbovirus Emergentes y Neurotropicos se desarrollé bajo la
coordinacién de la Dra. Leticia Franco (OPS) y la Dra. Sandra Gofi (Argentina). Mas tarde
en la misma jornada, tuvo lugar la sesion de Arbovirus Endémicos, con la coordinacion de la
Dra. Vanessa Lopez (México) y la Dra. Wendy Murillo (Honduras). Al dia siguiente, tuvimos
las ponencias de las sesiones de Virus Respiratorios | y Il. El Dr. Angel Gustavo Guevara
(Ecuador) y la Lic. Yamilka Diaz (Panama) coordinaron la primera sesion, mientras que la
segunda parte estuvo coordinada por el Dr. Modesto Cruz (Republica Dominicana). Durante
la tercera jornada, durante la mafana se desarrolld la sesion Virologia e Inmunologia
Basicas |, cuya coordinacion estuvo a cargo del Dr. Carlos Ortega (El Salvador) y la Lic.
Paola Waleska Aguirre (Guatemala). En la tarde se desarroll6 la sesion titulada Vigilancia
Gendmica, la cual contdé con la coordinacion de las Dras. Flor Pujol (Venezuela) y Susana
Revollo (Bolivia). En la ultima jornada, se llevd adelante la sesion Virologia e Inmunologia
Basicas Il, coordinada por el M. en C. Rodrigo Aparicio Antonio (México) y la Lic. Sharon
Porras (Costa Rica).

Desde COVIRed, agradecemos a la Direccién General de Epidemiologia (DGE), Instituto de
Diagndstico y Referencia Epidemiolégicos (INDRE) “Dr. Manuel Martinez Baez” de la ciudad
de México por recibirnos en su Institucion y garantizar el desarrollo de las actividades de
intercambio. Especificamente, queremos destacar la excelente predisposicion del equipo,
representado por la Bidl. Irma Lépez Martinez (Directora de Diagnéstico y Referencia), M.
en C. Rodrigo Aparicio Antonio (Coordinacion de Estudios de Laboratorio en apoyo a la
Salud Publica), D. en C. Herlinda Garcia Lozano (Encargada del Despacho de los asuntos
correspondientes al Departamento de Virologia), M. en G.S. Lucia Hernandez Rivas
(Directora de Servicios y Apoyo Técnico), M. en C. Eréndira Molina Gomez (Jefa del
departamento de Biologia Molecular y Validacion de Técnicas) y Dr. José Ernesto Ramirez
Gonzalez (Departamento de Biologia Molecular).



Asimismo, extender el agradecimiento al personal de OPS con quienes coordinamos las
diferentes sesiones propuestas para el encuentro, especialmente a la Dra. Leticia Franco,
oficial técnico de diagnéstico virolégico del Equipo de respuesta de laboratorio, Programa de
Emergencia en Salud, al Dr. Lionel Gresh, equipo de virologia y laboratorio, Oficina
Regional, Unidad Gestion de Amenazas Infecciosas, al Dr. Jairo Mendez-Rico, Asesor
Regional de Enfermedades Virales, OPS, Oficina Regional, Unidad Gestion de Amenazas
Infecciosas, y al Dr. Jean-Marc Gabastou, asesor internacional OPS México.

Las y las invitamos a recorrer los diferentes trabajos presentados, trazando una conexion
entre los abordajes virolégicos llevados adelante en Iberoamérica.

Foto 1. Fotografia grupal en el espacio central del Instituto de Diagnédstico y Referencia
Epidemiolégicos (INDRE) “Dr. Manuel Martinez Baez” de la ciudad de México. Fotografia tomada por
personal de prensa del INDRE.



PROGRAMA DIARIO DE PONENCIAS E INTERCAMBIOS

PRIMER DIiA: 27 de noviembre del
Sede: Auditorio del INDRE

2023

Hora Tépico Responsable
8:30-9:00 Registro de los participantes
9:00-9:30 Ceremonia Inaugural: Autoridades Dr. Jean Marc Gabastou
Direccion General de Epidemiologia Organizacién Panamericana de la
(DGE), Instituto de Diagndstico y Salud ]
Referencia Epidemioldgicos “Dr. Manuel Bidl. Irma Lopez Martinez
Martinez Baez” (InDRE), Organizacién Directora de Diagndstico y
Panamericana de la Salud (OPS), Referencia-InDRE )
COVIRed M. en GS. Lucia Hernandez
Rivas
Directora de Servicios y Apoyo Técnico
-INDRE
Dra. Sandra Goni
Coordinadora COVIRed, Accion
Estratégica CYTED, Programa
Iberoamericano de Ciencia y
Tecnologia para el Desarollo
09:35-10:15 El InDRE como referencia nacional e | Lucia Hernandez Rivas
internacional (México)
10:15-10:30 COVIRed. Presentacion de los Sandra Gofii (Argentina,
participantes y encuadre de la agenda de | Coordinadora COVIRed)
reunion
Sesion Arbovirus Emergentes / Neurotrépicos
Coordinan: Dra. Leticia Franco (OPS) y Sandra Gofii (Argentina)
10:30-11:00 Arbovirus neurotropos en Espafia 'y Ana Vazquez (Espana)
Virtual Europa (WNV, USUV, TBEV y TOSV)
11:00-11:20 CAFE
11:20-11:40 Mayaro y Oropouche: un riesgo latente Felipe Naveca (Brasil)
Virtual
11:40-12:00 Arbovirus neurotrépicos en las Ameéricas: Victoria Luppo
importancia del diagnostico diferencial
12:00-13:00 Mesa de discusion Todos y todas
Preparacioén y respuesta a arbovirus
emergentes/neurotropos
13:00-13:30 Sesion de integracion Rosalba Pérez (México)
13:30-14:30 ALMUERZO

Sesion Arbovirus Endémicos

Coordinan: Vanessa Lopez (México) y Wendy Murillo (Honduras)




14:30-14:50

Desafios en el diagndstico y vigilancia de

Lionel Gresh (OPS)

Virtual dengue ante la emergencia de otras
arbovirosis en la Region de las Américas
14:50-15:10 Panorama Epidemioldgico y Sistema de Santa Elizabeth Ceballos
Vigilancia de las arbovirosis en México Liceaga (México)
15:10-15:30 Alertas tempranas y estrategias Fabian Correa Morales
innovadoras en el control de vectores (México)
15:30-15:50 Respuesta de la Vigilancia por laboratorio | Lesly (Paraguay)
ante el brote de Chikungunya en
Paraguay
15:50-16:10 Deteccién de virus en mosquitos: Leticia Franco (OPS)
implementacion de la vigilancia
entomovirolégica (RELEVA)
16:10-16:30 M i ion Todos y todas
Actualidad de los arbovirus en la
region de las Américas
SEGUNDO DIA: 28 de noviembre del 2023
Sede: Auditorio del InNDRE
Sesion Virus Respiratorios |
Coordinan: Angel Gustavo Guevara (Ecuador) y Yamilka Diaz (Panama)
Hora Tépico Responsable
9:00-9:15 Vigilancia de Virus Sincicial Respiratorio Paula Couto (OPS)
Virtual en las Américas
9:15-9:45 Atencién a emergencias para Virus Dr. Abel Peralta Benitez
Virtual Sincicial Respiratorio (México)
9:45-10:05 Vigilancia viroldgica de Virus respiratorios | Juliana Leite (OPS)
Virtual en el contexto de la OMS
10:05-10:30 Mesa de discusion Todos y todas
Diagnéstico y clinica de virus
respiratorios
10:30-11:00 CAFE
11:00-11:20 Vigilancia de Influenza aviar en México Carlos Javier Alcazar Ramiro
(México)
11:20-11:40 Vigilancia de Influenza aviar en humanos Rosaura Idania Gutiérrez
Vargas y Gisela Barrera
Badillo (México)
11:40-12:00 Experiéncia de Portugal na vigilancia dos Raquel Giomar (Portugal)
virus respiratoérios durante a pandemia e a
adaptacdo do sistema de vigilancia para
este inverno 2023-2024
12:00-12:20 Actualidad y métodos de diagndstico de Inmaculada Casas (Espana)
las virosis respiratorias
12:20-13:00 Mesa de discusion Todos y todas

Virosis respiratorias emergentes




13:00-14:00 ALMUERZO
Sesion Virus Respiratorios Il
Coordina: Modesto Cruz (Republica Dominicana)

14:00-14:30 Vigilancia Gendmica de virus respiratorios | Fernando Valiente (Chile)
en ambiente construido y aguas
residuales

14-30-15:00 Experiencia del CoViGen-Mex en la Blanca Taboada (México)
vigilancia genémica de SARS-CoV-2

15-00-15:30 Mesa de discusion Todos y todas
Abordajes estratégicos para la
deteccidn de virosis respiratorias

15:30-16:30 COVIRed: estrategias de trabajo para el Reunién Integrantes
2024 COVIRed

TERCER DIA: 29 de noviembre del 2023
Sede: Auditorio del InDRE

Sesion Virologia e Inmunologia Basicas |

Coordinan: Carlos Ortega (El Salvador) y Paola Waleska Aguirre (Guatemala)

Hora Tépico Responsable
9:00-9:30 Nuevos métodos de diagnostico molecular | Jesse Waggoner (USA)
Virtual para enfermedades endémicas y

emergentes
9:30-10:00 Deteccion, caracterizacion y primera Maria Dolores Fernandez
Virtual identificacion de reordenamiento genético | Garcia (Espafa)
del virus Toscana por secuenciacion
metagendmica no dirigida en pacientes
con meningitis idiopatica, Andalucia,
Espafa, 2015-2019
10:00-10:30 Uso potencial de secuencias peptidicas Carlos Munoz-Garay
como agentes antivirales (Red Tematica (México)
CYTED
https://www.fis.unam.mx/~cgaray/redbude.html)
10:30-10:45 Mesa de discusion Todos y todas
Innovacioén en diagnéstico y
terapéutica en virologia
10:45-11:00 CAFE
11:00-11:20 Busqueda e identificacion de péptidos Yolanda Medina Flores
antigénicos para el diagndstico diferencial | (Mexico)
entre Dengue y Zika
11:20-11:35 Estrategias biotecnologicas para la Sandra Gofii/Mercedes
generacion de herramientas diagnésticas | pastorini (Argentina)
y terapéuticas
11:35-11:50 Los murciélagos como hospedadores Adriana Delfraro (Uruguay)

virales. Un enfoque ecosistémico.




11:50-12:10 Situacién actual y perspectivas de Ana Laura Vigueras Galvan
Virtual hantavirus en México (México)
12:10-12:40 Presentacion clinica por serotipo de Angel Balmaseda
dengue en un estudio pediatrico en (Nicaragua)
Managua, 2004-2021
12:40-13:30 Mesa de discusion Todos y todas

Enfermedades emergentes y
reemergentes en Iberoamérica

13:30 a 14:00 Dinamica Grupal (Rosalba Pérez Meza-México) y Foto Grupal

14:00-15:00 ALMUERZO
Sesién Vigilancia Genémica
Coordinan: Flor Pujol (Venezuela) y Susana Revollo (Bolivia)
15:00-15:15 Estrategia y Redes de Vigilancia Leticia Franco (OPS)
Genodmica de la OPS (PAHOGen)
15:15-15:30 Vigilancia gendmica de virus de Claudia Wong Arambula
importancia en salud publica (México)
15:30-15:45 Implementacion de la vigilancia genémica | Selene Zarate (México)
de influenza en México por el
CoViGen-Mex
15:45-16:00 Deteccion del genotipo Cosmopolitan Paquita Garcia Mendoza
DENV-2 (Peru)
16:00-16:15 Desarrollo de una plataforma para la [ | ycas Ripoll (Argentina)
Virtual deteccion y caracterizacion de virus
transmitidos por Aedes aegypti mediante
NGS
16:15-16:30 Vigilancia genomica del SARS-CoV-2 en Alexander Martinez
Virtual Centroamérica (Panama, OPS)
16:30-17:00 Mesa de discusion Todos y todas

Relevancia de la vigilancia genémica
en el contexto actual

CUARTO DIA: 30 de noviembre del 2023
Sede: Auditorio “Dr. Alfonso Pruneda Garcia” - Direccién General de Epidemiologia

Sesion Virologia e Inmunologia Basicas Il
Coordinan: Rodrigo Aparicio Antonio (México) y Sharon Porras (Costa Rica)

Hora Tépico Responsable

9:00-9:15 Bioseguridad en el laboratorio y buenas Anita Aguirre Barbosa
practicas en atencion a virus emergentes (México)

9:15-9:30 Caracterizacion molecular de patdégenos | josé Ernesto Ramirez

de importancia en salud publica

Gonzalez (México)
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9:30-9:45 Estudio de los genotipos del virus del | Noé Escobar Escamilla
papiloma humano (VPH) prevalentes en | (\Meéxico)
lesiones cervicales en la poblacion

mexicana

9:45-10:00 Implementacion de diagnostico  por | Maribel Gonzalez Villa
laboratorio de Mpox (México)

10:00-10:30 Mesa de discusion Todos y todas

Perspectivas en abordajes
diagnésticos y terapéuticos en el
campo de la virologia

10:30-11:00 CAFE

11:00-12:15 Visita al Laboratorios Departamento | Eréndira Molina Gomez
Biologia Molecular - INDRE (México)

12:15-12:30 Un nuevo enfoque para identificar SARS- | Susana Revollo (Bolivia)
CoV-2 basado en Multiplex RT-PCR y
electroforesis capilar

12:30-13:30 Conclusiones / Acuerdos / Cierre Todos y todas

13:30-14:30 ALMUERZO

Foto 2. Fotografia de la apertura de la reuniéon “Actualizacion en virosis con potencial epidémico
de importancia regional” en el auditorio del Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiolégicos
(InDRE) “Dr. Manuel Martinez Baez” de la ciudad de México. De izquierda a derecha: Dr. Jean Marc
Gabastou, asesor internacional en Emergencias en Salud de la Organizacién Panamericana de la
Salud; Dra. Nilza Aslim Rojas Arroyo, ex-Directora de Investigacion Operativa Epidemioldgica, INDRE;
Bidl. Irma Lopez Martinez, Directora de Diagndstico y Referencia, InDRE; Dra. Sandra Goni,
Coordinadora COVIRed-CYTED; M. en GS. Lucia Hernandez Rivas, Directora de Servicios y Apoyo
Técnico, INDRE. Fotografia tomada por personal de prensa del INDRE.
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COVIRed, UNA ACCION ESTRATEGICA DE CYTED

SANDRA GONI / sandra.goni@ung.edu.ar

Laboratorio de Virus Emergentes, Instituto de Microbiologia Basica y Aplicada, Departamento de
Ciencia y Tecnologia, Universidad Nacional de Quilmes, Argentina.

Coordinadora COVIRed (2023-2024)

La constante aparicion de brotes epidémicos producidos por virus emergentes vy
reemergentes en nuestros paises evidencia que estas virosis emergentes continian siendo
un problema de Salud Publica en Iberoamérica. Los de mayor impacto son los continuos
brotes anuales de dengue que se suceden en el continente americano, la subita aparicion
de la gripe A (H1N1) que ha tenido un comportamiento pandémico, y recientemente la
emergencia de una nueva enfermedad llamada Covid-19, causada por el coronavirus
SARS-CoV-2. Estos ejemplos marcan la importancia del interés cientifico sobre este tema,
poniendo de manifiesto la necesidad de abordar los diferentes tépicos de la problematica de
manera coordinada y entre todas las partes interesadas.

Un buen ejemplo de esto es la articulacién que hace la Organizacion Panamericana de la
Salud en Latinoamérica, a través de la red de laboratorios de referencia nacionales de cada
pais, tratando de disponer de protocolos rapidos y efectivos de actuacion diagnéstica y
epidemiolégica para una eficaz deteccion, seguimiento y control de estas infecciones
emergentes. La existencia de Laboratorios de Referencia que llevan a cabo dichas tareas
es esencial para implementar dichos mecanismos de control y seguimiento de forma
rigurosa y efectiva.

Por otro lado, el Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo
(CYTED) tiene la fortaleza de poder nuclear a instituciones de los 22 paises de
Iberoamérica que lo integran, a través de acciones como Redes o Proyectos conjuntos, lo
que le ha permitido tener a lo largo de su existencia una amplia experiencia en temas de
investigacion y desarrollo llevados a cabo de forma conjunta por los paises. En lo que
respecta a la virologia, entre los temas que CYTED ha abordado en el pasado, se debe
tener en cuenta la ejecucion previa de dos redes sobre virus emergentes como fueron:

a) RIVE (Red Iberoamericana de Virus emergentes): obtenida por convocatoria 2005-2008,
donde se abarcaron principalmente las emergencias en aquel momento en Iberoamérica de
Hantavirus, algunos Arenavirus y West Nile virus y

b) VIRORED, accion estratégica desarrollada entre los afios 2009 y 2019, creada como
consecuencia de la emergencia del HIN1 y que ha tomado acciones posteriormente en las
emergencias de Dengue, Virus respiratorios, Ebola, Chikungunya, Zika y Saint Louis, entre
otros.

Estas redes han nucleado instituciones de salud publica (Centros de Referencia Nacionales)
y académicas (principalmente Universidades) de la mayoria de los 22 paises de
Iberoamérica. Ambas iniciativas, a través del establecimiento de relaciones estables entre
las instituciones que las conformaron, han permitido un abordaje académico cientifico sobre
los virus emergentes, haciendo sinergia con otras actividades llevadas a cabo por otros
organismos sobre esta tematica, como las mencionadas por la OPS-OMS, y han contribuido
aportaciones y recomendaciones para las acciones que llevan a cabo las autoridades de
Salud Publica de los diferentes paises.
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Ante la emergencia sanitaria del COVID-19 de forma muy rapida en febrero de 2020,
teniendo en cuenta los antecedentes antes mencionados de CYTED en virus emergentes,
se propuso desarrollar una “Accion Estratégica” del Programa sobre esta tematica. Esta
iniciativa, coordinada por el Dr. Juan Arbiza (Uruguay), constituyé una excelente
oportunidad para la puesta en marcha de acciones concretas en el contexto pandémico,
teniendo en cuenta a las instituciones que los paises propusieron a través de los
Organismos Nacionales de Ciencia y Tecnologia (ONCYT). Estas instituciones son quienes
componen los nucleos de actuacion, organizacién y toma de decisiones, de forma que fuese
posible alcanzar los objetivos propuestos y asi asegurar el éxito y eficacia de esta accion,
garantizando el fortalecimiento de paises con menor desarrollo sobre este tema en la
region, sumando ademas la participacion conjunta con la Organizacion Panamericana de la
Salud en las reuniones, dando la posibilidad de una sinergia entre la salud publica e
instituciones de investigacién como universidades.
En el afio 2020, teniendo en cuenta la situacién de emergencia sanitaria en nuestros paises,
la COVIRed se propuso comenzar por dos aspectos de urgente tratamiento para que los
paises pudieran contar con recomendaciones obtenidas de discusiones con bases
cientificas y de consensos de los participantes para tomar decisiones y acciones:
a) Diagnéstico/aspectos virolégicos
b) Aspectos clinicos, tratamiento, prevencion
En base a estos dos ejes, nos planteamos objetivos comunes como facilitar intercambio
de conocimientos cientifico-técnicos entre paises, potenciar la capacidad de respuesta ante
esta emergencia, estimular la formacion de recursos humanos, establecer relaciones
inter-institucionales estables y compartir experiencias y conocimientos.
Luego, cada uno de los ejes se organizd en torno a objetivos especificos. Asi el eje de
diagnéstico/aspectos virologicos, coordinado por la Dra. Paquita Garcia (Peru), se
propuso:
 Evaluar experiencias con el diagnostico molecular.
* Validar metodologias moleculares y seroldgicas para transferencia y apoyo que tengan en
cuenta las variantes de los
virus que circulan en nuestra regién. Intercambio de protocolos, reactivos y controles si
fuera necesario.
* Intercambiar informacién de secuencias obtenidas para analizar el pool genético de los
SARS CoV-2 en la regiéon iberoamericana, caracterizando la variabilidad genética de los
mismos, para mantener la adecuacién de los diagndésticos y la eficacia de las vacunas que
se desarrollen.
En el segundo de los ejes, donde se abordaron cuestiones de aspectos clinicos,
tratamiento y prevencion, bajo la coordinaciéon del Dr. Javier Carbone (Espafia), se
plantearon los siguientes objetivos especificos:
. Andlisis de las barreras existentes para la eficacia de las estrategias de contencion vy
mitigacion. ¢ Qué se puede mejorar en el corto plazo?

Evaluar experiencias de implementacion de acciones en el primer nivel de atencion
(atencioén primaria) en SARS-CoV-2.
. Evaluar experiencias de adecuacion y flujos de pacientes en la atencion hospitalaria de
pacientes SARS-CoV-2. Como evitar el colapso de las instituciones. Utilizacién de centros
alternativos de hospitalizacion y confinamiento de enfermos. Flujo entre centros.
. Intercambiar experiencias sobre el uso de distintas estrategias terapéuticas y promover la
realizaciéon de estudios clinicos multicéntricos con experiencias locales de manejo de
SARS-CoV-2: p.e. lvermectina.

13



Creacion de un Registro Iberoamericano sobre aspectos basicos de manejo en
SARS-CoV-2. Bases para una estandarizacion de protocolos.
En ambos ejes se realizaron reuniones virtuales donde se pudo evidenciar que la situacién
de los participantes para el eje b) era mucho mas comprometida por encontrarse la mayoria
de ellos en la primera linea de combate con el paciente directamente. Para el eje a), se
lograron realizar reuniones todos los viernes durante el primer afio, luego con una
periodicidad quincenal y pasada la parte critica se continua con reuniones mensuales. En
dichas reuniones se presentaron experiencias de la mayoria de los paises y se discutieron
implementaciones de métodos o algoritmos diagndsticos con sus ventajas y desventajas
para cada pais. También las agendas contemplaban la participacién de invitados especiales
con gran experiencia en temas de emergencia, en muchas ocasiones lo hizo el Dr. Adolfo
Garcia-Sastre que participa como consultor internacional de COVIRed.
En noviembre de 2022, se logré realizar la primera actividad presencial y se organizé un
Seminario-Taller en Chile sobre dos temas que fueron detectados como los de mayor
prioridad para la mayoria de los paises: Neutralizaciéon y Secuenciacién. Se aprovechd
esta instancia para realizar una reunién de coordinacion a fin de delinear futuras
actividades, aprovechando que se encontraban la mayoria de los paises representados.
Durante el afio 2023, se sostuvieron las reuniones mensuales, y a través de la articulacion
con la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), fue posible proponer una agenda
que atendié las diferentes problematicas que fueron emergiendo. En el mes de abril,
contamos con la participacion del Dr. Guillerno Sequera, Director General de Vigilancia de la
Salud del Ministerio de Salud de Paraguay y de la Dra. Cynthia Vazquez, Directora Técnica
del Laboratorio Central de Salud Publica, Ministerio de Salud de Paraguay, quienes
disertaron y compartieron las experiencias en torno a la epidemia de Chikungunya. En
julio, el Dr. Adolfo Garcia-Sastre (Escuela de Medicina Icahn Mount Sinai, New York,
Estados Unidos), nos compartié la exposicion “Emergencia de influenza aviar en el
contexto actual”, mientras que la Dra. Inmaculada Casas Flecha (Instituto de Salud Carlos
lll, Madrid, Espafna) expuso una revision titulada “Actualidad y métodos de diagnéstico
de las virosis respiratorias.” Luego abordamos la tematica de long.COVID, ya que resulta
de gran importancia desde el punto de vista clinico-terapéutico. Para este tema, contamos
con el equipo de trabajo del Dr. Ludovic Reveiz, Asesor Regional en Evidencia e
Investigacion de la OPS. Ya en octubre, retomamos el abordaje de Dengue, para lo cual la
Dra. Paquita Garcia nos compartio el analisis de la circulacion de Serotipos de dengue e
introduccién del Genotipo Cosmopolitan en Peru, y luego invitamos al Dr. Michael Scott
(Department of Biological Sciences, Florida Gulf Coast University), para discutir acerca del
desarrollo de vacunas para el Dengue. Continuando con la tematica de vacunas, y tratando
de retomar las discusiones en torno a las estrategias seguidas con COVID-19, contamos
con la disertacién de la Dra. Liz Alvarez-Lajonchere Ponce de Ledn (Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia, Cuba), quien nos trajo la tematica de las lecciones aprendidas
durante el desarrollo como producto de la vacuna anti COVID-19 Abdala. Para cerrar el
afio, contamos con la presencia en nuestro ultimo encuentro virtual de la Dra. Ana
Fernandez-Sesma, Profesora del Departamento de Microbiologia y del Departamento de
Medicina de la Escuela de Medicina Icahn en Mount Sinai, Estados Unidos, quien nos
compartié el tema “Immune responses to dengue Viruses and vaccines.”
Ademas de estas reuniones, y en linea con el objetivo de estimular la formacién de recursos
humanos, llevamos adelante dos talleres virtuales de secuenciacién y andlisis de datos.
El primero estuvo a cargo del profesor Héctor Alejandro Ruiz Moreno, MSc. Biologia
Computacional, Grupo Gendmica de Microorganismos Emergentes, Instituto Nacional de

14



Salud de Colombia, y se realiz6 en dos jornadas, con la participacion de 89 asistentes. El
segundo taller conté con la disertacion de representantes de 3 empresas (BioSystems,
Zymo Research, lllumina), que abordaron diferentes etapas de la metodologia, y donde
contamos con la asistencia de 100 personas.

Fue asi que consideramos clave reunirnos para poder compartir de forma presencial
avances, resultados particulares, estrategias de abordaje para las diferentes virosis, pero
también compartir un espacio donde se fortalezca la interseccion entre la investigacion y la
salud publica. Asi, el encuentro fue denominado Actualizacién en Virosis con Potencial
Epidémico de Importancia Regional, y Il Reunién Anual de COVIRed - CYTED, con el
propésito de reunir estas miradas situadas, y compartir las necesidades y fortalezas que
tenemos en cada uno de nuestros paises.

La interdisciplinariedad es una pieza clave en la construccion del conocimiento, y sin dudas
se vuelve fundamental cuando nos referimos a la soberania cientifica de nuestros paises.
Por medio de acciones como las impulsadas por CYTED y OPS, continuamos afianzando
nuestras redes cientificas y de salud publica, apostando a dar respuestas profesionales,
comprometidas y eficaces que tengan incidencia en las politicas publicas de nuestros
paises.
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Foto 3. Conferencia Actualidad y métodos de diagnéstico de virosis respiratorias, a cargo de la
Dra. Inmaculada Casas Flecha, investigadora de la Unidad de Virus Respiratorios y Gripe, Centro
Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid, Espana. Fotografia tomada por personal
de prensa del INDRE.
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EL InDRE COMO REFERENCIA NACIONAL E INTERNACIONAL

LUCIA HERNANDEZ RIVAS / lucia.hernandez@salud.gob.mx
Directora de Servicios y Apoyo Técnico, Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos
“Dr. Manuel Martinez Baez” (InDRE), Direccion General de Epidemiologia, México

El Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemiologicos “Dr. Manuel Martinez Baez”
(InDRE) forma parte de la Direccion General de Epidemiologia (DGE), la cual depende
organicamente de la Subsecretaria de Prevencién y Promocion de la Salud de la Secretaria
de Salud de México. La DGE coordina el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica
(SINAVE), el cual permite detectar los dafios y riesgos para la salud de la poblacion
mexicana en materia de Salud Publica y uno de sus componentes importantes es la
vigilancia a través de laboratorio.

El InDRE, coordina la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica (RNLSP), para la
emision de diagnosticos confiables y oportunos y es referencia en el ambito nacional. La
mision de Instituto es ofrecer productos y servicios de diagnésticos de Salud Publica
confiables y oportunos, formacion de recursos humanos, evaluacion de la competencia
técnica de la RNLSP vy realizar investigacion y desarrollo tecnolégico en el ambito de su
competencia, que oriente la toma de decisiones en Salud Publica, asi como generar
informacién de alerta temprana y respuesta ante la presencia de enfermedades emergentes
o reemergentes en el contexto nacional e internacional. El INDRE busca ser una institucién
lider con un ambiente de trabajo en equipo, con el fin de coadyuvar a disminuir la morbilidad
y mortalidad de enfermedades de importancia en Salud Publica.

El Instituto funciona bajo la Administracion de un Sistema Integrado de Gestién (Calidad y
Bioseguridad), con tres macroprocesos: estratégicos, sustantivos y habilitadores. Dentro de
los procesos estratégicos esta la planificacion, liderazgo, evaluacion del desempefio y
mejora. En los procesos sustantivos esta a) el diagndstico, con sus subprocesos de la fase
preanalitica, analitica y postanalitica, con el fin de garantizar un informe de prueba confiable
y oportuno; b) la formacién de recursos humanos de la RNLSP, en el que se lleva a cabo la
deteccion de necesidades de capacitacién, elaboracion y validacion de programa de cursos
y la imparticiéon y eficacia de los cursos, lo cual permite contar con recursos humanos
fortalecidos en lo técnico y gerencial; c) evaluacion de la competencia técnica de la RNLSP,
en el que se lleva a cabo la evaluacion del desempefio y su analisis correspondiente, para
la elaboracion de reconocimientos a la competencia técnica a los laboratorios que
conforman la Red; d) servicios auxiliares de diagnéstico, en el que se realiza la aceptacion
de solicitudes de evaluacién de pruebas diagndsticas comerciales, la evaluacion de las
mismas y la emision de resultados, esto permite contar con estuches de diagndstico con
parametros de desempefo Optimos para el diagndstico. Todo lo anterior con sus procesos
habilitadores dentro de los que se encuentra: coordinacion de la Red, gestién ambiental,
recepcidon de muestras, informatica, evaluacién de la competencia técnica, bioterio,
diagnéstico vy tipificacion molecular, gestion para la capacitacion, laboratorio de bioseguridad
nivel 3, disefio y publicaciones, adquisiciones, inventarios, recursos humanos, asesoria
juridica, servicios generales, almacén general, mantenimiento integral y conservacion,
ingenieria de equipo médico y laboratorio, recursos financieros, proteccion civil, laboratorios
internos de apoyo al diagnéstico, entre otros.
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Antecedentes

El INDRE inicié como el Instituto de Salubridad y Enfermedades Tropicales (ISET) en 1939,
el Dr. Manuel Martinez Baez fue el principal fundador del ISET. En 1985 se fortalecié la Red
Nacional de Laboratorios de Salud Publica y en 1989 el ISET cambié su denominacion al de
Instituto de Diagnéstico y Referencia Epidemioldgicos “Dr Manuel Martinez Baez”. El 7 de
abril de 2014 fueron inauguradas las nuevas instalaciones del INDRE.

Dentro de los logros institucionales, esta:

Crecimiento sostenido de la RNLSP

Acreditacion y Recertificacion de los procesos del INDRE del sistema de gestion de calidad
con base en las normas ISO 15189:2022 “Laboratorios Clinicos. Requisitos de la Calidad y
competencia”; ISO 9001:2015 “Sistemas de Gestion de Calidad- Requisitos” e 1SO
35001:2019 “Gestion de Riesgo Bioldgico en laboratorio y otra Organizaciones relacionadas
Cumplimiento de indicadores de desempefio (oportunidad y confiabilidad)

Fortalecimiento de la RNLSP

Centros Colaboradores WHO para Bioseguridad, Calidad, Malaria y Arbovirus a nivel
Latinoamericano.

Forma parte de la Red de Laboratorios de Respuesta ante Bioterrorismo (LRN- Laboratory
Response Network) de los Centros para el Control de Enfermedades (CDC) de los EUA.
Laboratorio Supranacional de Tuberculosis OPS/OMS desde 2016.

Centro Nacional de Influenza por la OMS

Laboratorio Regional de Vigilancia Gendmica para SARS-CoV-2.

Formamos parte de la Global Health Security Action Group Laboratory Network
(GHSAG-LN)

Integrantes de la Vigilancia Gendmica del Virus Dengue en América (VIGENDA) y de la red
de vigilancia regional de enfermedades transmitidas por alimentos (PulseNet).

Formamos parte de la red de “Laboratorios de Tuberculosis de la Region de las Américas”
del Organismo Andino de Salud (ORAS-CONHU) como Laboratorio Supranacional de
Tuberculosis.

La Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica (RNLSP)

Es el conjunto de laboratorios para la vigilancia epidemiolégica, relacionados entre si, con
objetivos especificos que permiten unificar: métodos de diagndstico, criterios de
interpretacion de resultados, transferencia tecnoldgica, generacion de conocimiento, y
formacion de recursos humanos. Lo anterior, permite garantizar procedimientos
técnico-administrativos que produzcan informacién de laboratorio de calidad para la
oportuna toma de decisiones de Salud Publica en cuanto a enfermedades sujetas a
vigilancia epidemiolédgica. Esta conformada por: El Instituto de Diagndstico y Referencia
Epidemioldgicos (Instituciéon rectora), 31 Laboratorios Estatales de Salud Publica (LESP),
uno por cada entidad federativa a excepcién de la Ciudad de México, cuyas muestras son
procesadas en el INDRE y cinco Laboratorios de Apoyo a la Vigilancia Epidemiolégica
(LAVE) en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”, Hospital General de México, Centro
Médico Nacional 20 de Noviembre y el Centro Médico Nacional La Raza.
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La RNLSP realiza Vigilancia Epidemiolégica basada en Laboratorio mediante un Marco
Analitico Basico (MAB) conformado de 31 padecimientos; para que un diagndstico sea
considerado en el MAB debe de cumplir con:

Soporte Documental: que exista una Norma Oficial Mexicana para la prevencion y control
del mismo, que cuente con un Programa de Accién Especifico en el que estén explicitos, los
objetivos y metas a cumplir; que esté considerado como un Sistema Especial de Vigilancia
Epidemioldgica en la NOM-017-SSA2-2012 Para la Vigilancia Epidemioldgica y que cuente
con Lineamiento de Vigilancia por Laboratorio.

Criterios epidemioldgicos: incidencia 20.5/100,000 habitantes, demanda diagndstica,
padecimientos en erradicacion o eliminacion

Capacidad de la RNLSP: competencia y capacidad en el laboratorio, evaluacion del
desempeno: control de calidad y/o panel de eficiencia.

Los 31 padecimientos considerados en el MAB con lineamientos de laboratorio emitidos por
el InDRE, son: enfermedad de Chagas, Leishmaniasis, Paludismo, Dengue, Chikungunya,
Zika, Entomologia, Brucelosis, Leptosirosis, Rabia, Tuberculosis, Codlera (alimentos y
humanas), Salmonelosis, Shigelosis, virus de la Influenza, identificacion de Haemophilus
influenzae, Meningococo, Neumococo, Rotavirus, Rubéola, Sarampion, Tos ferina, VIH,
Hepatitis A, B, y C, Sifilis, Cancer Cérvico-Uterino, Rickettsiosis y SARS-CoV-2.

Evaluacion del Desempeio de la RNLSP

Para poder medir la operaciéon de la RNLSP se cuenta con indicadores de evaluacion que
permiten calcular su desempefio, estos han sido construidos y evaluados desde el afio 2001
a la fecha actual; es importante destacar que dicho proceso de evaluacion es dinamico y por
ello estd sujeto a revisiones periddicas, de tal manera que se va adecuando a las
circunstancias siempre cambiantes del contexto epidemiolégico, tecnoldgico y operativo. El
objetivo de la evaluacion del desempefo es garantizar resultados confiables y oportunos,
asi como identificar areas de mejora del proceso.

Los indicadores abarcan los procesos de laboratorio que intervienen en el diagnéstico, los
cuales son: concordancia, cumplimiento, confiabilidad (ensayos de aptitud), y supervision de
la competencia técnica. El indicador de concordancia permite evaluar la proporcién de
muestras confirmadas por el InNDRE con el resultado emitido en el total de muestras
enviadas y procesadas por los LESP. El indicador de cumplimiento indica la proporcion de
muestras para control de calidad recibidas en el InDRE con la calidad y cantidad requeridas,
con diagnostico ratificado del total de muestras reportadas. El indicador de evaluacion de
confiabilidad, se lleva a cabo con la evaluacion del desempefio de los participantes con
respecto a criterios previamente establecidos mediante comparaciones interlaboratorio a
través de ensayos de aptitud, sobre el mismo item o items de acuerdo con condiciones
predeterminadas. El indicador de supervisién de la competencia técnica, permite evaluar el
cumplimiento a los criterios minimos que deben cumplir los laboratorios que forman parte de
la RNLSP como se establece en la actualizacion de la Norma Oficial Mexicana
NOM-017-SSA2- 2012, para la vigilancia epidemiolégica, asi como los lineamientos para la
vigilancia epidemiolégica basada en laboratorio de los diagnosticos que conforman el Marco
Analitico Basico sujeto a evaluacion.

El indicador de supervision a la competencia técnica se mide de forma anual y representa el
40% de la calificacion global de la Evaluacion del indice de Desempefio; el 60% restante se
toma de la calificacion obtenida para las evaluaciones anuales de concordancia,
cumplimiento y confiabilidad (20% cada uno).
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La evaluacién del indice de Desempefio identifica areas de oportunidad en la operacién de
los Laboratorios Estatales de Salud Publica para tomar acciones que conlleven, a la mejora
a través de los indicadores de concordancia, cumplimiento, confiabilidad y supervision de la
competencia técnica. El reto es mantener o incrementar el indice de desempefio nacional
afno con ano, la meta planteada para el periodo de 2019 a 2024 fue cumplir con una meta >
0 = a 85%, lo cual como se puede observar en la gréafica siguiente se ha cumplido en el
periodo de tiempo referido.

indice de Desempefio Nacional de la RNLSP
2001-2023-3er Trimestre

Asimismo, y aunado a todo lo anterior, la DGE/INDRE es reconocida como una Instancia de
Seguridad Nacional, lo cual esta publicado en el Diario Oficial de la Federacién en la
publicacion del 05 de agosto de 2013 en:
https://www.dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=5309070&fecha=05/08/2013#gsc.tab=0,
dado que sus atribuciones se encuentran relacionadas directamente con amenazas y
riesgos de Seguridad Nacional y la informacion que administra contribuye a la generacion
de inteligencia estratégica para la toma de decisiones, y conlleva de manera inmediata y
directa a mantener la integridad, estabilidad y permanencia del Estado Mexicano.

El InDRE y su Labor Diagnéstica ante Nuevas Enfermedades Transmisibles

El InDRE es un pilar en la respuesta ante eventos que ponen en riesgo la salud de los
mexicanos, destaca su rectoria a nivel nacional y su colaboracién en las Américas en el
marco del diagnéstico durante la pandemia por COVID-19 (causada por SARS-CoV-2), la
Infeccion por Virus de la Viruela del Mono (Orthopoxvirus), y casos de meningitis de
etiologia micotica por Fusarium solani.

El mantener al recurso humano de la RNLSP actualizados y transfiriendo la metodologia de
vanguardia ha permitido dar la cobertura diagnéstica de los principales padecimientos de
importancia en Salud Publica en México y aquellos emergentes y re emergentes que han
surgido en este periodo, es de destacar el compromiso y la experiencia que ha adquirido el
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personal del INDRE y la RNLSP que fue demostrado durante la pandemia por SARS-CoV-2,
con jornadas laborales mayores a horarios de trabajo, dias festivos y sin vacaciones.
Durante la pandemia de COVID-19 por SARS-CoV-2 se desarrollo:

Un método para deteccion de coronavirus para el diagnostico molecular de SARS-CoV-2.
Evaluacién de mas de 80 estuches comerciales de diagndstico por RT-PCR.

Andlisis de la funcionalidad de mas de 15 estuches de extraccion de acidos nucleicos.
Validaciéon de los Métodos de Diagnéstico para COVID-19 en el INDRE implementado por la
OMS.

Participacion de la Vigilancia Gendmica de SARS CoV-2 en las Américas.

Estandarizacién de una técnica de PCR duplex Flu-SARS.

Desarrollo de un Método de RT-PCR Secuencia capilar para deteccion de variantes de
SARS-CoV-2.

Implementacion de la evaluacion estuches comerciales de diagnéstico por Antigeno para el
virus de SARS-CoV-2.

Implementacion de la Vigilancia Genémica de SARS CoV-2 en México.

Secuenciacion de mas de 130,000 genomas completos depositados en la plataforma de
GISAID.

Publicacion de articulos en revistas indizadas.

Linea de Tiempo para la Preparacion y Respuesta ante la Pandemia por SARS-CoV-2
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En el afio 2022 ante la emergencia de casos en humanos por el Virus de la Viruela del
Simio, México prepard un plan de accidén para atencion a casos sospechosos. Se llevé a
cabo la estandarizacion, validacion e implementacion del método para el diagndstico por
laboratorio de MPox, basado en el protocolo sugerido por OPS (Li et al., Journal of
Virological Methods 169, 223-7, 2010); con el cual se dio atencion a las ESPII por MPox,
dentro de lo que se destaca:

Implementacion del Diagnéstico de MPox en el INDRE y control de calidad.

Verificacion de bioseguridad y biocustodia y capacidad instalada para la deteccion del virus
de viruela simica (MPXV) en laboratorios de la RNLSP.

Elaboracién y publicacion de lineamientos para la vigilancia por laboratorio del virus de
viruela simica.
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Organizacién del “Taller de Diagnéstico y Deteccion por Laboratorio del Virus de la Viruela
del Simio” en la Ciudad de México-InDRE.
Regionalizacion del Diagnostico de Viruela Simica.

Dada la presencia de brotes de meningitis micotica en personas que se realizaron
procedimientos con anestesia epidural en los Estados de Durango (2022) y Tamaulipas
(2023), se realizo:

Supervisién al Laboratorio de Biologia Molecular del Laboratorio Estatal de Salud Publica
del Estado de Durango y Tamaulipas.

Coordinacion intersectorial.

Implementacion de la técnica de deteccidon de Fusarium solani por RT-PCR.

Realizacion del Control de Calidad de los resultados de la deteccion de F. solani emitidos
por estos dos LESP.

Con todo lo anterior, se concluye que la DGE/INDRE contribuyen a la respuesta ante
cualquier enfermedad emergente, reemergente, en vias de eliminacion, erradicacién o
sujeta a vigilancia epidemioldgica, de acuerdo a lo establecido en la NOM-017-SSA2-2012,
para la vigilancia epidemiolégica, para poder salvaguardar la salud de la Poblacién
Mexicana.

Dra. Inmaculada Casas Flecha, investigadora de la
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Foto 4. Panel superior: Instantaneas tomadas durante la Dinamica Grupal, coordinada por Rosalba
Pérez Meza. Panel inferior: Instantaneas tomadas durante la preparacion de la foto grupal y la
conferencia a cargo de la Dra. Sandra Gofii, Coordinadora COVIRed. Fotografia tomada por personal de

prensa del INDRE.
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SESION ARBOVIRUS EMERGENTES Y NEUROTROPICOS

SANDRA GONI / sandra.goni@ung.edu.ar

Laboratorio de Virus Emergentes, Instituto de Microbiologia Basica y Aplicada, Departamento de
Ciencia y Tecnologia, Universidad Nacional de Quilmes, Argentina.

Coordinadora COVIRed (2023-2024)

LETICIA FRANCO / francolet@paho.org
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La aparicion y caracterizacion de brotes de enfermedades sistémicas o neurolégicas
emergentes y reemergentes de diferente magnitud, como asi mismo las infecciones virales
endémicas, forman parte de nuestra realidad cotidiana y constituyen una constante
amenaza. Una importante cantidad de virus emergentes o reemergentes son arbovirus
(arthropod borne virus, por virus transmitidos por artropodos) entre los cuales cobran
especial relevancia los miembros del género Flavivirus de la familia Flaviviridae.

Entre los Flavivirus podemos encontrar un gran numero de especies reconocidas
taxondmicamente, muchos de los cuales son importantes patégenos para las personas. Es
importante destacar que los integrantes de este género presentan mecanismos de
replicacién y organizacién genémica muy similares, aunque el rango de hospedador y la
transmisibilidad muestran diferencias. En cuanto a los ciclos en la naturaleza, muchos
arbovirus poseen hospedadores vertebrados y pueden ser transmitidos por varios vectores.
Debido a que estas arbovirosis presentan un bajo o nulo impacto en estos hospedadores
vertebrados primarios, este ciclo se vuelve evidente cuando los humanos son alcanzados
por los vectores enzodticos naturales, o cuando los humanos son expuestos a un virus que
ha escapado de su ciclo de transmision zoondético primario via un vector secundario u
hospedador vertebrado. De esta forma, los flavivirus pueden dividirse en cuatro grupos
ecologicos: transmitido por mosquitos, transmitido por garrapatas, grupo especifico de
vertebrados, y los que han sido aislados de insectos. Los grupos que presentan mayor
impacto en la salud humana son principalmente los que son transmitidos por mosquitos y
por garrapatas. Asimismo, dentro del primer grupo, podemos encontrar una subdivision de
acuerdo a la especie de mosquito que actua como vector en la transmisién de estos virus:
los grupos que son transmitidos a través de mosquitos Aedes sp. y los que lo hacen
mediante diferentes especies de Culex sp. En la mayoria de las instancias, las personas
son consideradas hospedadoras “dead-end” debido a que la viremia desarrollada es
insuficiente para infectar eficientemente otros artrépodos vy, por lo tanto, no contribuyen a los
ciclos de transmision arboviral (como el virus de la encefalitis de Saint Louis -SLEV- y el
virus de West Nile -WNV-). Sin embargo, los virus dengue (DENV), de la fiebre amarilla
(YFV) y Zika (ZIKV) causan viremia suficiente en humanos para permitir la transmision
directamente entre humanos a través de mosquitos Aedes en ciclos urbanos.

Si analizamos la clasificacion seroldgica, los grupos que pueden identificarse son siete:
Dengue, Fiebre Amarilla, Encefalitis Japonesa, Aroa, Kokobera, Ntaya y Spondweni. La
relacion de cada uno de estos grupos con un género unico de mosquitos no es tan directa,
ya que, dependiendo de la localizacion geografica y el momento epidemioldgico, pueden ser
transmitidos por ambos géneros.

Ante este escenario tan diverso, la propuesta de este panel abarca desde la importancia de
vigilar activamente la presencia de WNV o el virus Usutu (USUV) en Espana y en toda
Europa, la necesidad de contar con herramientas moleculares y estrategias para los virus
Oropuche (OROV) y Mayaro (MAYV) en las Américas, donde estan generando brotes
epidémicos no registrados anteriormente en Brasil, cuestiéon que ademas nos obliga revisar
y repensar las estrategias de diagndstico diferencial.

Los y las invitamos a recorrer las propuestas de abordajes que nos comparten Ana Vazquez
desde el Area de Virosis Importadas del Instituto de Salud Carlos Il en Espafia, Felipe
Naveca desde el Laboratoério de Arbovirus e Virus Hemorragicos del Instituto Oswaldo Cruz
en Brasil, y Victoria Luppo del Instituto de Enfermedades Virales y Humanas (INEVH) del
ANLIS-Malbran de Argentina.
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VIRUS NEUROTROPICOS EN ESPANA Y EUROPA (WNV Y USUV)

ANA VAZQUEZ / AVAZQUEZ@isciii.es
Laboratorio de Arbovirus y Enfermedades Viricas Importadas, Centro Nacional Microbiologia,
Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid, Espana.

En los ultimos anos se ha visto una emergencia de los arbovirus a nivel mundial. En Espaia
y Europa, los arbovirus neurotropos endémicos mas importantes pertenecen a los géneros
Phlebovirus y Orthoflavivirus. En Europa estan presentes los flavivirus West Nile y Usutu
(transmitidos por mosquitos del género Culex) y la encefalitis transmitida por garrapatas
(ETG), pero ademas el flebovirus Toscana (transmitido por flebétomo). Pero ademas se han
descrito nuevos virus relacionados en los vectores y/o hospedadores, cuya patogenicidad
en humanos es aun desconocida.

Uno de los arbovirus neurolégicos mas importantes presentes en Europa y Espania, es el
virus West Nile (VWN), responsable de importantes brotes en humanos desde el afio 2010 y
donde desde entonces, estan circulando los linajes 1 y 2 del virus. Pertenece al género
Orthoflavivirus, que incluye otros virus como el de la fiebre amarilla, dengue, usutu,
encefalitis japonesa o encefalitis de San Luis. EIl VWN es un arbovirus zoonético, lo que
implica que se transmite al ser humano mediante artropodos (mosquitos del género Culex)
desde un reservorio animal (aves). El ser humano y el caballo, son hospedadores
accidentales y fondo de saco epidemioldgico, sin capacidad de transmitir el virus a
mosquitos, debido a que en ellos la viremia es corta y de bajo nivel. La mayoria de las
infecciones por el VWN en los seres humanos son asintomaticas; soélo entre un 20% y 40%
desarrollan enfermedad clinica, y en unos pocos casos (<1%) la infecciébn se manifiesta
como enfermedad neuroinvasiva. La recuperacion suele ser completa y la infeccidén confiere
inmunidad duradera. Desde 2010, en Europa se observa una expansion geografica con una
marcada estacionalidad (julio-noviembre). Los paises europeos con mayor incidencia son
Grecia, ltalia, Rumania y Hungria. El linaje 1 esta distribuido ampliamente en todos los
continentes y es el que circulaba en Europa, hasta que en 2004 se identifico el linaje tipo 2
del virus en Hungria, causando gran incidencia en aves, caballos y humanos en Austria y
Hungria en 2008. En 2010, en Grecia, 197 personas desarrollaron enfermedad
neuroinvasiva debido al linaje 2 causando 35 muertes. En la actualidad el linaje 2 es
responsable de muchos de los casos en humanos en Europa. En Espainia, la presencia del
VWN se conoce de forma retrospectiva desde finales de los afios noventa. El primer caso
humano en Espafia se publicé en 2007 en una persona que habia estado en Badajoz en
2004. Posteriormente se diagnosticaron 2 casos en Cadiz en el afio 2010 y 3 en Sevilla en
el 2016. En el 2020, se detecté un brote en humanos con 77 casos humanos, de los cuales
el 97% cursaron con meningoencefalitis y 8 de ellos fallecieron. En las temporadas 2021-
2022 el numero de casos ha sido menor, con un total de 6 y 4 casos humanos autdctonos
respectivamente, todos ellos con clinica de meningoencefalitis. Durante la temporada 2023
se registraron 20 casos humanos, 19 de ellos autéctonos, de los cuales 8 casos ocurrieron
en zonas donde nunca antes se habian descrito. Gracias a los estudios llevados a cabo
para el VWN, se ha podido detectar en Espana otro flavivirus muy relacionado, el virus
Usutu (VUSU). Es un virus emergente en Europa desde 2001, habiéndo sido detectado en
mosquitos, pajaros, caballos y humanos, provocando casos neurolégicos en humanos y
mortalidad en aves. En Espafia se ha detectado el VUSU en mosquitos de diferentes
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Comunidades desde el afio 2006 y en aves con sintomas neurolégicos, observandose
ademas la presencia de anticuerpos neutralizantes en animales (aves y/o caballos). Muchas
de las zonas en las que se ha detectado, son zonas endémicas para el VWN también.

El virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (Tick-borne encephalitis virus, VTBE) es
un flavivirus zoonético endémico en diferentes paises de Europa y que puede producir
encefalitis en humanos. En Europa se transmite por la garrapata Ixodes ricinus, presente en
casi toda Espafia, aunque el virus no es endémico en el pais de momento. La infeccion por
VTBE ha sido un problema de salud publica cada vez mayor en Europa en los ultimos 20
afnos, excepto en paises con vacunacion intensiva. Se ha informado una expansion de las
areas de riesgo en nuevas regiones (Dinamarca, Francia, Noruega, y Paises Bajos). En
2016, se confirmaron en Europa, 2.674 casos (0,6 casos por 100.000 habitantes), estando
el 1,4% (n = 37) asociados con viajes. En Espafia se estan detectando en los ultimos afos
casos humanos importados de diferentes paises europeos, como Italia, Republica Checa o
Alemania. En estos casos, el diagnostico se realizé por la deteccion de anticuerpos IgM e
IgG frente a VTBE, confirmados por neutralizacion viral. Solo un caso mostré ademas
reactividad IgG frente a VWN y VUSU, sin confirmacién por neutralizacion. No pudo
detectarse genoma viral en las muestras analizadas.

Los resultados destacan la importancia del uso de diferentes métodos de diagndéstico
(moleculares y serolégicos), en funcién de la evolucién de la muestra, asi como del
diagnéstico diferencial frente a diferentes flavivirus endémicos en el area de estudio. La baja
viremia que produce el virus y el tiempo de evolucién de la enfermedad son la causa mas
probable del resultado negativo de los ensayos moleculares. En los ultimos afos, se ha
detectado en Europa una emergencia del virus, por lo que se debe considerar el VTBE
como posible causa de enfermedad neuroldgica en viajeros. Las personas que viven o
viajan a regiones donde el virus es endémico deben ser conscientes del riesgo de
exposicion a las garrapatas, protegerse contra las picaduras o incluso valorar la
inmunizacion si el riesgo de exposicion es muy elevado.

Estos tres flavivirus (VWN, VUSU y VETG) pueden producir enfermedad neurolégica en
humanos, siendo VWN y VETG de declaracion obligatoria, estando incluidos en la lista de
enfermedades transmitidas por vectores que deben ser monitoreadas en Europa.

Por dultimo, el otro arbovirus endémico en Europa y Espafa que produce infeccion
neuroldgica, es el virus Toscana (VTOS), el cual pertenece al género Phlebovirus, familia
Phenuiviridae. Dicho género comprende 10 especies y mas de 100 virus antigénicamente
diferentes y se divide a su vez en 3 grupos: los transmitidos por mosquitos, por flebétomos y
el grupo Uukuniemi, transmitido por garrapatas. Los flebovirus transmitidos por flebétomos
(FTF), que circulan por la region del Mediterraneo, en general, producen asintomaticas y, en
ocasiones, originan un sindrome febril de 3-7 dias de duracién que se ha denominado
«fiebre de papatasi», con una sintomatologia similar a la gripe.

La enfermedad neuroinvasiva se ha descrito, casi Unicamente, asociada a la infeccion por el
virus Toscana. El prondstico generalmente es bueno, sin secuelas, aunque se han descrito
casos de encefalitis grave, cefalea persistente, hipoacusia, alteraciones de la personalidad
permanentes, bajo nivel de consciencia prolongado con convulsiones, hidrocefalia y afasia o
paresias persistentes durante meses tras la fase aguda.

La deteccién de casos mas habituales, en el caso del virus Toscana, es la esporadica. El
resto de los FTF, debido a que los sintomas son leves, se suelen detectar exclusivamente
cuando se presentan en forma de brotes. Hasta la fecha, se considera que son
enfermedades exclusivamente humanas. En Espafia se tienen indicios de la presencia de
virus Toscana, Granada, Napoles, Sicilia, Arbia y Arrabida-like en humanos, animales y
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flebétomos, aunque solo se han identificado casos humanos asociados a los virus Toscana
y Granada. La primera descripcion de la presencia de FTF en Espafia se debe a un caso
clinico de infeccion por VTOS en un turista sueco que habia visitado Catalufa. Desde
entonces, el virus ha sido detectado en casos esporadicos de meningitis o
meningoencefalitis en residentes de las comunidades de Cataluna y Murcia, asi como en
viajeros que habian visitado Andalucia y la costa mediterranea. La presencia del virus se ha
demostrado también mediante estudios de deteccidon de anticuerpos, con una prevalencia
media que oscila, segun los estudios, entre el 5 y el 26%, con diferencias regionales. Del
mismo modo, se ha descrito una exposicion importante al virus Toscana en animales
domeésticos y se ha demostrado la presencia de virus Toscana en el vector.

La ausencia de pruebas diagndésticas especificas para algunos de estos virus, junto con la
escasa sospecha clinica entre los profesionales sanitarios en el momento actual, contribuye
a que un gran porcentaje de casos no se detecten, dificultando de este modo la toma de
medidas de control. Esto, a su vez, podria aumentar |la probabilidad de transmisién.

Fuentes de financiamiento y participacion en Redes
Instituto de Salud Carlos Ill, Agencia Espafola de Investigacion, Evd-LabNet, CIBERESP
(CIBER de Epidemiologia y Salud Publica).
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MAYARO Y OROPUCHE: UN RIESGO LATENTE

FELIPE NAVECA / felipe.naveca@fiocruz.br
Nicleo de Vigilancia de Virus Emergentes, Reemergentes ou Negligenciados — ViVER/EDTA.
Instituto Lednidas e Maria Deane, Fiocruz Manaus y Laboratério de Arbovirus e Virus
Hemorragicos, Fiocruz Rio de Janeiro, Brazil

Os virus transmitidos por artropodes (arbovirus) estdo entre as causas mais importantes de
doencgas infecciosas emergentes ou reemergentes em todo o mundo. Além da grande
preocupacado com as infecgbes por Dengue, Zika e Chikungunya, dados epidemiologicos
que mostram o surgimento de outros dois arbovirus, conhecidos como Mayaro (MAYV) e
Oropouche (ORQV), sugerem que esses virus merecem atengao especial, especificamente
na regidao Norte do Sul América (Mourao et al. 2009, Vasconcelos et al. 2009, Bastos et al.
2012, Cardoso et al. 2015).

MAYV é um membro do género Alphavirus da familia Togaviridae; esta intimamente
relacionado ao virus Chikungunya e, desde sua descricdo inicial, o MAYV tem sido
associado a casos de doenga autolimitada, apresentando febre, erupgao cutanea e artralgia
grave como sintomas mais comuns (Azevedo et al., 2009, Abad-Franch et al., 2012, Mourao
et al., 2012). OROV pertence a espécie Orthobunyavirus oropoucheense, género
Orthobunyavirus, da familia Peribunyaviridae, e esta frequentemente associado a surtos de
doenca febril aguda semelhante a dengue.

Durante varios anos, a febre Oropouche foi considerada a segunda arbovirose mais comum
no Brasil, superada apenas pela dengue (Figueiredo 2007, Vasconcelos et al. 2011).
Portanto, no contexto da cocirculacao de diferentes arbovirus, o diagnéstico adequado da
doenca febril aguda, baseado apenas no exame clinico, torna-se ainda mais dificil. O virus
Oropouche (OROV) é um patégeno transmitido por artrépodes. Este virus € mantido na
natureza em um ciclo silvestre que ainda precisa ser bem definido. No entanto, ha
evidéncias da participacdo de mosquitos florestais como Aedes serratus e Coquillettidia
venezuelensis e de mamiferos como preguicas e primatas ndo humanos como reservatoérios
principais. Por outro lado, os mosquitos picadores (Culicoides paraensis) sao considerados
o principal vetor do ciclo urbano, embora os mosquitos Culex quinquefasciatus ja tenham
sido implicados na transmissao do OROV (Travassos da Rosa et al., 2017). Nos ultimos 70
anos, pelo menos 30 surtos humanos de OROV foram relatados em paises
latino-americanos (Brasil, Peru, Coldmbia, Guiana Francesa e Panama). Devido ao
ressurgimento recorrente do OROV nas populagbes humanas da regido amazdnica e ao
notavel aumento na incidéncia e distribuicdo geografica das infecgdes relatadas por OROV
nos ultimos anos, € uma das ameacas arbovirais emergentes mais significativas na América
Latina (Wesselmann et al., 2024).

Até o surgimento dos virus chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV) entre 2014-2015, o OROV
era o arbovirus com maior incidéncia no Brasil, superado apenas pelo virus da dengue
(DENV) (Figueiredo, 2007). O maior surto documentado de OROV no pais foi relatado no
final da década de 1970, onde as estimativas apontam para mais de 100.000 casos
humanos (Sakkas et al., 2018), mas a verdadeira carga da doenga induzida por OROV
permanece desconhecida porque as medi¢des diretas da incidéncia na populagdo humana
nao foram realizadas e raramente foram realizadas durante outros surtos e periodos
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interepidémicos devido a vigilancia sistematica limitada ou inexistente. Além disso, apesar
de uma longa histéria de surtos, o nimero de genomas completos de OROV obtidos no
Brasil desde sua primeira identificacdo em 1960 € escasso (n = 44) e principalmente restrito
a apenas dois estados da regidao leste da Amazénia (Para e Amapa), dificultando a
compreensdo da dindmica evolutiva e de disseminacao deste arbovirus (Gutiérrez et al.,
2020). Assim ha uma necessidade crucial de expandir e fortalecer a capacidade de
deteccdo e sequenciamento para melhorar nossa compreensao da evolugdo molecular, da
dindmica de transmissédo e da carga de doenca do OROV na regido amazébnica.

Aqui, relatamos evidéncias epidemioldgicas e moleculares/gendmicas de surtos de OROV
em grande escala ocorridos em quatro estados brasileiros da regido oeste da Amazénia
entre 2022 e 2024: Amazonas (AM), Acre (AC), Rondbnia (RO) e Roraima (RR). Quase
1.000 individuos testaram positivo para OROV e 75 novos genomas completos de OROV
foram gerados a partir desses surtos recentes na regido amazonica brasileira. Nossas
descobertas revelaram que recentes surtos brasileiros resultaram da transmisséo
sustentada e disseminagao de uma nova linhagem recombinante de OROV.

Para entender a origem e disseminagcao do OROV que impulsiona surtos recentes na regiao
amazonica brasileira, sequenciamos genomas completos de OROV com uma estratégia
baseada em amplicons projetada por nosso grupo usando Primal Scheme (Quick et al.,
2017), uma versdo modificada de Primer3 (Untergasser et al., 2012) incorporado em
Geneious Prime 2023.2.1, e lllumina COVIDSeq como a base para uma estratégia de
sequenciamento do genoma completo mais econdmica para um conjunto maior de amostras
(sequéncias de Primers OROV disponiveis mediante solicitagdo). Sequenciamos genomas
completos de OROV de 75 pacientes residentes em 18 cidades dos estados brasileiros de
AM (n = 37), RO (n =20), RR (n =12) e AC (n = 6), coletados entre 30 de agosto de 2022 e
12 de dezembro de 2023 (Fig. 1a). As 75 sequéncias de OROV completas dos segmentos
genbmicos S, M e L geradas neste estudo foram alinhadas com segmentos
correspondentes de todas as sequéncias completas do genoma de OROV publicadas
disponiveis no NCBI (n = 72), amostradas nas Américas entre 1955 e 2021, e com as
sequéncias prototipo de OROV (OROVP L: AF484424; M: AF441119; S: AY237111), virus
Iquito (IQTVP L: KF697142; M: KF697143; S: KF697144), virus Perdoes (PEDVP L:
KP691627; M: KP691628; S: KP691629) e virus Madre de Dios (MDDVP L: KF697147; M:
KF697145; S: KF697146). Todos estes virus sao classificados na espécie Orthobunyavirus
oropoucheense, tendo o OROV como o virus referéncia da espécie. Os conjuntos de dados
resultantes foram usados para inferir arvores filogenéticas usando a estrutura estatistica
Bayesiana de MrBayes 3.2 (Ronquist et al., 2012).

A discordancia filogenética entre os segmentos genémicos é consistente com a ocorréncia
de sucessivos eventos de rearranjo ao longo da linha do tempo evolutiva do OROV na
América do Sul, conforme esquematicamente representado na Figura 1. De acordo com
esta hipotese, o clado OROVBR-2015-2023 que atualmente esta se espalhando no Brasil
foi identificado como um virus recombinante M1L2S2 que adquiriu o segmento M do clado
OROVBR-2009-2018 (M1L2S3) e os segmentos L+S do clado OROVPE/CO/EC-2008-2021
(M2L2S2), que vem circulando na bacia amazénica desde o final dos anos 2000.
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Figura 1. Supostos eventos de rearranjo que geraram a atual diversidade genémica de OROV na América do
Sul. Cada segmento gendémico do OROV ¢é colorido de acordo com a linhagem identificada neste estudo. As
ilustragbes foram obtidas da SwissBioPics (//viralzone.expasy.org/ 5, (13)) e modificadas para se alinharem com
a hipotese de eventos de rearranjo. Virus Oropouche (OROV), virus Iquito (IQTV), virus Perdoes (PEDV).

Essas descobertas revelaram que a manutengao e disseminagao durante um ano de uma
nova linhagem recombinante de OROV na regido amazdnica brasileira estava associada ao
recente aumento de casos de OROV em grandes centros urbanos como Manaus. Esse
achado, combinado com a recente identificagdo de casos importados de OROV+ em Séao
Paulo (um paciente vindo do AM) e Curitiba (dois pacientes, um do AM e outro do AC)
(dados n&o publicados), levanta preocupagbes sobre o risco de disseminacdo e
estabelecimento desse arbovirus negligenciado em areas urbanas fora da regiado
amazoénica. Mais estudos sdo necessarios para avaliar o impacto potencial de eventos
recentes de rearranjo no OROV na competéncia vetorial, gravidade da doenca e
transmissibilidade do virus em populacdes suscetiveis de regides nao endémicas. Nosso
estudo também alerta sobre a necessidade urgente de implementacdo de testes de
diagndstico imunoldgico e moleculares, sensiveis e especificos, como o desenvolvido por
nosso grupo (Naveca et al.,, 2017), em todos os estados brasileiros e talvez em outros
paises da América Latina, considerando a semelhancga clinica entre infecgoes por OROV e
outras doencgas arbovirais febris agudas, endémicas no Brasil causadas por DENV, ZIKV e
CHIKV.
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Disponibilidade de dados
Todos os genomas OROV gerados e analisados neste estudo foram depositados no
GenBank sob o0s numeros de acesso PP153945 a PP154172. Devido ao nosso

compromisso com a saude publica, solicitamos a liberagdo imediata desses genomas assim
que a equipe do GenBank os processar. O acesso ao artigo completo no link:

https://virological.org/t/emergence-of-a-novel-reassortant-oropouche-virus-drives-persist
nt- reaks-in-the-brazilian-amazon-region-from-2022-to-2024

Em respeito aos métodos moleculares para deteccido dos virus Mayaro e Oropuche, veja o
proximo artigo:

https://memorias.ioc.fiocruz.br/article/6287/0062 multiplexed-reverse-transcription-real-ti
me-polymerase-chain-reaction-for-simultaneous-detection-of-mayaro-oropouche-and-or
opouche-like-viruses
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Los alfavirus (familia Togaviridae) son responsables de varias enfermedades emergentes de
importancia meédica y son patégenos veterinarios importantes. Las comparaciones de
secuencias genomicas permitieron organizar actualmente a esta familia viral en una
combinacion de complejos antigénicos y genéticos. Los virus de la Encefalomielitis Equina
del Este (EEEV), del Oeste (EEOV) y Venezolana (EEEV) constituyen ejemplos de
complejos de esta familia que se encuentran en las Américas y pueden causar enfermedad
tanto en el ser humano como en los équidos, originando encefalitis en muchos casos
clinicos. Suelen mantenerse en la naturaleza alternando entre hospedadores vertebrados y
mosquitos vectores.

La encefalitis causada por estos virus se produce de manera esporadica en caballos y
humanos desde mediados de verano hasta finales de otofio en las regiones templadas, pero
puede tener lugar durante todo el afio en las zonas tropicales, si las condiciones climaticas
favorecen mas o menos la presencia del mosquito vector.

El EEEV es principalmente un patégeno en equinos de América Central y del Sur. Se han
producido epizootias en equinos en Panama, Brasil, Uruguay y Argentina, con altas tasas
de ataque y mortalidad comparables a lo visto en América del Norte. Las infecciones
humanas por EEEV rara vez se detectan en América del Sur. El ciclo descrito en América
del Norte, incluye huéspedes humanos y animales domésticos sin salida que desarrollan
enfermedades graves. En América del Sur, los ciclos de transmision enzoética del EEEV no
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se conocen bien. La gran mayoria de los virus aislados provienen de mosquitos del
subgénero Culex (Melanoconion), lo que sugiere que son los principales vectores
enzodticos.

Los virus del complejo EEVV son clasificados en 6 subtipos antigénicos. En Argentina
circula el virus Rio Negro (VI) y el Pixuma (1V). El primero se aislé en 1980 de mosquitos en
la provincia de Chaco y al afio siguiente se produjo un brote en Isla Gral Belgrano, Formosa.
También hay evidencias en la provincia de Cérdoba. El virus Pixuna se detectdé en
mosquitos de Chaco y Tucuman. El ciclo descripto en los paises donde se ha detectado
circulacion viral describe una transmision enzodtica del VEEV entre roedores y otros
vertebrados (p. €j., ratas algodoneras, ratas espinosas, murciélagos y zariglieyas) como
reservorios y mosquitos del subgénero Culex (Melanoconion) como vectores primarios. Por
el contrario, las cepas epizodticas de VEEV son transmitidas por varios mosquitos vectores
(p- €j., Aedes y Psorophora spp.) a huéspedes de amplificacion susceptibles, los caballos.
Durante los ciclos epizodticos o epidémicos, los caballos son huéspedes de amplificacion
eficientes con titulos altos de viremia para la transmision de mosquitos con posibilidad de
transmisién al hombre. La mortalidad es del 10-25% entre los pacientes hospitalizados con
encefalitis y 0,2% de los casos sintomaticos. Debido a que es altamente incapacitante y
extremadamente infeccioso a través de la ruta del aerosol, el VEEV estuvo altamente
desarrollado como arma bioldégica durante la guerra fria y sigue siendo de importancia para
la biodefensa. No se confirmé la infeccion por contacto directo entre caballos, o entre
personas o del caballo a la persona, pero si se reportaron exposiciones por aerosoles en el
laboratorio.

Con respecto al EEQOV, en América del Sur se han notificado pequefias epizootias equinas
en Guyana, Ecuador, Brasil, Argentina y Uruguay. Se aislé en Argentina a partir de equinos
en los afios "30. Sucedieron varias epizootias a intervalos de tiempo variable y sélo se
registraron casos humanos en Argentina en la provincia de Rio Negro 1982-1983. En
Uruguay se detectd un caso fatal en 2009, sin epizootias asociadas.

El EEQOV se mantiene en un ciclo enzodtico entre aves paseriformes como reservorios y su
mosquito vector especifico, C. tarsalis, segun lo descrito en América del Norte. Las aves
domeésticas y silvestres se consideran importantes reservorios y huéspedes amplificadores
de epizootias. También se ha sugerido que los lagomorfos y los roedores pueden servir
como huéspedes de amplificacion cuando los mosquitos Aedes los infectan con EEOV. El
hombre y los equinos se comportan como huéspedes terminales cuando son picados por el
vector infectado.

El 26 noviembre de 2023 el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria de
Argentina (SENASA) emitié una Alerta Epidemiolégica informando los resultados virolégicos
positivos para Alphavirus en muestras de equinos con enfermedad neurolégica de las
provincias de Corrientes y Santa Fe y sospecha de casos en Entre Rios, Cérdoba y Buenos
Aires. El 27 de noviembre, los laboratorios del Instituto Dr. J. M. Vanella y del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) Castelar confirmaron la detecciéon del EEOV y
el Centro de Referencia del Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas “Dr. Julio
I.Maiztegui” (INEVH)-ANLIS corroboroé el diagnostico. Como consecuencia, el Ministerio de
Salud de Argentina emitié una alerta para reforzar la vigilancia clinico-epidemioldgica, asi
como las medidas de prevencion y control de la infeccién humana por EEOV.

Los flavivirus (familia Flaviviridae) son virus envueltos transmitidos por artrépodos
hematofagos y los de mayor impacto a nivel de salud publica son el dengue, zika y la fiebre
amarilla (virus prototipo de la familia y a quien debe el nombre).
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Los flavivirus que mas se asocian a sindromes neurolégicos en el hombre son el virus de la
encefalitis de San Luis (SLEV) y el virus del Nilo Occidental (WNV). Por el ciclo de
transmisién que presentan estos virus, donde el hombre es un huésped terminal (y no
amplificador), el diagnéstico recae fundamentalmente en la serologia: deteccion de
anticuerpos IgM en suero y LCR y de anticuerpos IgG en muestras pareadas a través de la
técnica de neutralizacién en cultivos celulares (PRNT90) frente a panel de flavivirus con
evidencias de circulacion en la region: los 4 serotipos de virus dengue, SLEV, WNV, de la
Fiebre amarilla y virus zika. En la Red Nacional de Laboratorios para diagndstico de Dengue
y otros Arbovirus hay 17 laboratorios con capacidad seroldgica para realizar MAC Elisa IgM
‘in house” para distintos arbovirus y 26 laboratorios con capacidad molecular para
diagnéstico de arbovirus (nUmero que se encuentra continuamente en aumento)

En el afo 2013 se realizd la primera deteccion de genoma viral del SLEV a partir de una
muestra de biopsia de cerebro de un paciente pediatrico procedente de San Isidro (Bs As).
En 2015 en Pergamino se pudo detectar genoma viral a partir de un paciente, contacto
familiar de una persona fallecida con diagnéstico confirmado de SLEV por la técnica de
referencia (PRNT90). Este contacto presentdé sintomas leves y la toma de la muestra logré
hacerse en el periodo de viremia, antes del inicio del inicio de los sintomas leves
declarados. La vigilancia sostenida de este agente, permitié detectar en los ultimos anos, y
a través de la vigilancia laboratorial del virus dengue, casos confirmados del SLEV
principalmente en la zona central del pais: Entre Rios, Buenos Aires, Santa Fé, Cérdoba,
Santiago del Estero, reportdndose también casos de fallecidos. Los casos confirmados por
laboratorio presentaron seroconversion en el titulo de anticuerpos por técnica de PRNT90
en el par seroldgico y/o anticuerpos IgM por la técnica MAC Elisa de captura “in house” en
la muestra de LCR. Las muestras de sueros y LCR de los casos confirmados se estudiaron
por técnica de elisa IgM para varios flavivirus, mostrando mayor densidad optica (DO) y
relaciéon P/N para el virus de la SLEV, que fue el diagnéstico confirmatorio, en comparacién
a los otros agentes de la familia viral: dengue, WNYV, zika y fiebre amairilla.

El WNV se aislé en Argentina en el Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas
(INEVH) “Dr Julio I. Maiztegui, a partir del cerebro de 3 equinos (2 de San Antonio de Areco
y 1 de Entre Rios). Desde ese momento se intensificé la vigilancia laboratorial en humanos.
Se realizé un analisis de las muestras estudiadas para este agente en el periodo 2006-2014
donde se detectaron 22 casos de 5700 muestras estudiadas, distribuidos en la regién
central templada del pais fundamentalmente. El ultimo caso detectado, aunque su
clasificacion fue caso probable al no evidenciar seroconversion en el par serolégico por
PRNT 90, pero si presencia de anticuerpos para este agente, fue en la provincia de Bs As
(ciudad de San Nicolas) en el afo 2016. Al igual que el SLEV, el hombre no genera
suficiente viremia para comportarse como huésped amplificador y esto se traduce en la
utilizaciéon de metodologias serolégicas para el diagndstico de este agente.

En conclusién: en los ultimos afios tenemos un incremento en Argentina de la actividad de
Arbovirus y un mayor reto a la vigilancia laboratorial; el diagnéstico de los Arbovirus
requiere un abordaje integrado: laboratorio, clinica, epidemiologia y estudios ecolégicos de
vectores y reservorios, a fin de establecer las correctas acciones de control y prevencion;
en nuestra experiencia el diagnéstico de las encefalitis por Flavivirus es fundamentalmente
serolégico y en las infecciones de tipo secundario existen limitaciones por la existencia de
amplia reactividad cruzada.

El INEVH es Centro Colaborador OPS/OMS en Fiebres Hemorragicas Virales y Arbovirus y miembro
de RELDA (Red de Laboratorios de Diagndstico de Arbovirus).
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Las arbovirosis son infecciones causadas por un grupo de virus que se transmiten a los
humanos principalmente a través de la picadura de mosquitos, constituyendo un grave
problema de salud publica a nivel mundial. Estas infecciones son especialmente prevalentes
en regiones tropicales y subtropicales, donde las condiciones climaticas favorecen la
proliferacion de los vectores, generando brotes de gran magnitud que impactan
significativamente la salud publica. La mayoria de los arbovirus son endémicos, y debido a
su transmisién por vectores, su vigilancia y prevencion requieren un monitoreo constante de
estos, lo que complica su control y hace casi imposible evitar su expansién a otros paises
tropicales o subtropicales, e incluso a algunas regiones templadas.

En las Américas, circulan al menos diez arbovirus, entre los que destacan el dengue
(DENV), Zika (ZIKV) y chikungunya (CHIKV). Otros arbovirus han sido identificados en
areas geograficas mas restringidas, como el virus de la fiebre amarilla (YFV), el virus del
Nilo occidental (WNV), el virus de la encefalitis de San Luis (SLEV), y los virus de las
encefalitis equinas del Este (EEEV), del Oeste (WEEV) y venezolana (VEEV). Ademas, los
virus Oropouche (OROV) y virus Mayaro (MAYV) han causado brotes en algunos paises de
la regién, con un gran potencial de expansion a otras areas.

Aunque todos estos virus tienen importancia epidemiolégica, el dengue representa la
mayoria de los casos notificados, con epidemias que ocurren cada tres a cinco afios. Tanto
el dengue como el chikungunya son endémicos en la mayoria de los paises de América
Central, América del Sur y el Caribe; sin embargo, durante la temporada de verano se ha
observado un aumento de la transmisién y la expansion de casos mas alla de las areas
histéricas de transmisioén. El aino 2023 comenzé con una fuerte transmision del dengue, y en
los meses siguientes, hubo un aumento de los indices de transmisién en el hemisferio sur
debido a condiciones meteoroldgicas favorables para la proliferacion de mosquitos.

Segun los registros de la Organizacion Panamericana de la Salud, en 2023 se reportaron
mas de tres millones de nuevas infecciones por dengue y mas de 324,000 casos de
chikungunya en las Américas. Con 27,000 casos en toda la region en el mismo periodo, el
Zika presenta una baja incidencia, mientras que los casos esporadicos de fiebre amarilla
siguen representando un riesgo constante de reemergencia de esta enfermedad
potencialmente letal.

Considerando estos eventos, el panorama epidemiolégico de las arbovirosis en la region es
altamente complejo debido al potencial epidémico de estas enfermedades. Por ello, es
fundamental implementar una estrategia integrada de prevencién y control que utilice
nuevas innovaciones para caracterizar la situacién en cada lugar desde una perspectiva
social, ambiental, vectorial, epidemioldgica, clinica y viroldgica.

En esta sesién, contamos con valiosos aportes de: 1) Lionel Gresh (OPS), quien analiza los
desafios en el diagnostico y vigilancia del dengue ante la emergencia de otras arbovirosis
en la Region de las Américas; 2) Santa Elizabeth Ceballos Liceaga (Direccion General de
Epidemiologia, México), quien proporciona un resumen del panorama epidemiolégico y el
sistema de vigilancia de las arbovirosis en México; 3) Shirley Villalba (Laboratorio Central de
Salud Publica, Paraguay), quien detalla la respuesta de la vigilancia por laboratorio ante el
brote de chikungunya en Paraguay; y 4) Leticia Franco (OPS), quien aborda la
implementacién de la vigilancia entomovirolégica (RELEVA) para la deteccion de virus en
mosquitos.
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Los virus transmitidos por artropodos (arbovirus) infectan a los seres humanos
principalmente a través de la picadura de artrépodos hematéfagos como los mosquitos,
garrapatas y jejenes. Los arbovirus pertenecen a diversas familias y géneros virales, e
incluyen flavivirus, alphavirus, orthobunyavirus, phlebovirus y coltivirus. Los arbovirus de
mayor circulacion en las Américas son los flavivirus dengue (DENV) y Zika (ZIKV) y el
alfavirus chikungunya (CHIKV). Estos tres virus son transmitidos por el mosquito Aedes
aegypti que se encuentra ampliamente distribuido en el continente americano. Otros
arbovirus se han detectado en zonas geograficas mas restringidas, como los de la fiebre
amarilla (YFV), del Nilo occidental (WNV), de la encefalitis de San Luis (SLEV) y de las
encefalitis equinas del Este (EEEV), del Oeste (WEEV) y venezolana (VEEV). Los virus
Oropouche (OROV) y el virus Mayaro (MAYV) también han causado brotes en un numero
limitado de paises de la Regidén y se considera que tienen el potencial de expandirse aun
mas (1).

A pesar de la circulacién de multiples arbovirus endémicos y emergentes, el DENV continta
siendo el arbovirus de mayor impacto en salud publica en las Américas. La infeccién por
cualquiera de los cuatro serotipos del virus dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4)
afecta a personas de todas las edades y puede ser asintomatica o resultar en un espectro
de manifestaciones clinicas que se clasifican en dengue sin signos de alarma, dengue con
signos de alarma y dengue grave. Los factores que influyen en este espectro son multiples
e interactuan de forma compleja; sin embargo, el principal factor de riesgo para dengue
grave es la infeccidon secundaria por un serotipo distinto al de la infeccion primaria. Las
recomendaciones para el manejo clinico de los casos sospechosos de dengue con el
objetivo principal de evitar la progresién a formas severas estan bien establecidas y
permiten disminuir de manera significativa la mortalidad por dengue (2). No obstante, a la
fecha, no contamos con tratamiento antiviral especifico y el desempefo de las vacunas
disponibles todavia esta bajo investigacion.

La incidencia del dengue a nivel mundial y en las Américas se ha incrementado
considerablemente a lo largo de las ultimas décadas. Asi, el 2023 fue el afo de mayor
registro de casos de dengue en las Américas, con un total de 4 565 911 casos, incluyendo 7
653 (0,17%) casos graves y 2 340 fallecidos (tasa de letalidad de 0,051%) y sobrepasando
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el maximo de 3 038 137 casos anuales registrados en el 2019. Este aumento se observa en
todas las subregiones de las Américas y todas reportaron en 2023 un incremento de casos
en comparacion con el ano anterior. Ademas, se ha observado un aumento de la
co-circulacion de multiples serotipos del virus, incluyendo el niumero de paises y territorios
donde se registra co-circulacién de los cuatro serotipos.

En este contexto, los sistemas de vigilancia y de laboratorio se enfrentan a varios desafios.
El aumento de los casos sospechosos de dengue incluyendo la co-circulacion de varios
serotipos del DENV vy la co-circulacion de multiples arbovirus que pueden presentar
manifestaciones clinicas similares (en particular en los primeros dias tras el inicio de los
sintomas) implica la necesidad de vigilar estos patdégenos de forma simultanea y en areas
geograficas cada vez mas extensas. Para los laboratorios, la capacidad de procesamiento
se puede ver sobrepasada, en particular en situaciones de brote (por arbovirus u otros
agentes infecciosos), y la toma de decisiones en cuanto al uso racional de los recursos de
laboratorio implica balancear multiples variables considerando siempre los objetivos de la
vigilancia de laboratorio para estas enfermedades. También existen limitaciones propias de
las técnicas que se pueden usar para la deteccion de las infecciones por DENV. Las
técnicas serolodgicas para DENV pueden presentar reactividad cruzada con infecciones por
otros flavivirus (p.ej., ZIKV y YFV), en particular en las infecciones secundarias que generan
una respuesta inmune mas amplia. Esta reactividad cruzada limita la especificidad de las
técnicas seroldgicas. Ademas, la deteccidn de anticuerpos IgM en una muestra unica no se
considera confirmatoria por la presencia prolongada de estos anticuerpos por semanas o
incluso meses. Estas limitaciones no significan que las técnicas seroldgicas no sean Uutiles
para la vigilancia del dengue, pero hacen indispensable el analisis cuidadoso de los datos
provenientes de estas técnicas. Finalmente, a la fecha, no se cuenta con pruebas rapidas
de antigeno (inmunocromatograficas) que tengan desempefio suficiente para ser usadas
como herramientas en la vigilancia del dengue y otros arbovirus. Por estas razones, la
implementacion de las técnicas moleculares (deteccion del ARN viral por RT-PCR) juega,
hoy en dia, un papel fundamental en la vigilancia laboratorial del dengue (3).

Para enfrentar estos desafios, la OPS y sus Estados Miembros han trabajado de conjunto
en la implementacion de un paquete de actividades que permita garantizar la
estandarizacion de los procesos preanaliticos, analiticos y post-analiticos, en el marco de
sistemas de gestion de la calidad fortalecidos. Esto incluye capacitaciones a nivel regional,
subregional y nacional, asi como el desarrollo y la socializacién de procedimientos
estandares y de algoritmos de laboratorio

Las recomendaciones establecidas en este marco resalta que las pruebas de laboratorio de
dengue se usan con fines de vigilancia y no para la toma de decisiones clinicas en el
tratamiento de los pacientes. Los protocolos de manejo clinico, incluyendo la pronta
identificacion de los signos de alarma deben implementarse en todo caso que cumpla con la
definicibn de caso sospechoso de dengue sin necesidad de esperar un resultado de
laboratorio. Para la vigilancia del dengue, se debe mantener la deteccidn y caracterizacion
oportuna de los casos sospechosos. Se recomienda la toma de muestra y procesamiento en
todos los casos de dengue grave (incluyendo los fallecidos) y de dengue con signos de
alarma, mientras que so6lo un subconjunto de aquellos casos sin signos de alarma es
necesario para la vigilancia. Segun las capacidades de cada sistema de laboratorio, se
recomienda tomar y procesar muestras de entre 10 y 30 % de los casos sin signos de
alarma o de un numero limitado de muestras por semana epidemioldgica. Cual sea la
estrategia de seleccion de los casos y muestras, se recomienda asegurar la
representatividad de estos, tomando en cuenta sexo, edad y localidad geografica.
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Finalmente, los resultados de laboratorio deben ser siempre analizados en conjunto con la
informacion demografica, clinica y segun contexto epidemioldgico (4).

La deteccion en el laboratorio de las infecciones por DENV esta basada en pruebas
virolégicas (deteccion de ARN por RT-PCR, deteccién de antigeno NS1 por ELISA,
aislamiento viral) y pruebas seroldgicas (deteccion de anticuerpos IgM y/o IgG). En general,
los ensayos virologicos se realizan en muestras de suero tomadas durante los primeros 5
dias después de iniciados los sintomas (fase aguda), mientras que los serologicos se
realizan a partir del 6° dia, también en muestras de suero. La RT-PCR es altamente sensible
y, dependiendo de la viremia, puede detectar el ARN viral por hasta 7 dias. En la fase
aguda, se puede también detectar el antigeno viral NS1 por ELISA con buena sensibilidad y
especificidad. El aislamiento de los virus se lleva a cabo en cultivo celular o por inoculacion
de ratones lactantes (u otros roedores). Sin embargo, por su complejidad y costo, el
aislamiento viral no se usa para el diagnéstico de rutina (4).

Por otro lado, los ensayos serologicos que detectan anticuerpos de tipo IgM (como el
ELISA), deben ser analizados con cautela teniendo en cuenta las limitaciones antes
mencionadas de persistencia de los anticuerpos y de reactividad cruzada. La toma de
muestras pareadas (en fase aguda y convaleciente) permite identificar casos con
seroconversion de anticuerpos IgM o de aumento significativo de titulos de anticuerpos IgG
o totales en ensayos de ELISA cuantitativos (u otros como la inhibicion de la
hemaglutinacién o los ensayos de neutralizacion). Sin embargo, la toma de muestras
pareadas en el contexto de la vigilancia rutinaria es compleja desde un punto de vista
logistico. La realizaciéon de pruebas seroldgicas diferenciales (para detectar otros flavivirus)
permite identificar casos que no presentan reactividad cruzada y se pueden atribuir
especificamente a una infeccién reciente por DENV. En los casos de reactividad cruzada
por ELISA, las técnicas de neutralizaciéon (p.ej., PRNT o microneutralizacion), consideradas
el estandar de oro en la deteccion seroldgicas de las infecciones por arbovirus, pueden ser
de utilidad para detectar el virus infectante pero no estan exentas de reactividad cruzada,
son complejas de implementar y se recomienda su uso en muestras pareadas (4).

Para las técnicas descritas anteriormente, el tipo de muestra que se utiliza rutinariamente es
el suero. Sin embargo, en casos con sospecha de enfermedad neurolégica (por ej.,
encefalitis u otras encefalopatias) con sospecha de dengue, se recomienda la deteccion del
ARN viral y de anticuerpos de tipo IgM en liquido cefalorraquideo (LCR) tomado por
indicacion clinica y no con el solo propdsito de identificar el agente etiologico. En fallecidos
con sospecha de dengue también se recomienda la toma de muestras de tejido (higado,
rindn, pulmaon, ganglio linfatico, timo, médula 6sea y cerebro) para la deteccion del ARN viral
como la deteccién de los antigenos virales por inmunohistoquimica y también para la
caracterizacion histopatologica de los tejidos (4).

Para varias enfermedades (p.ej., malaria, COVID-19), la expansiéon de la capacidad de
testeo en condiciones de brote se ha visto facilitada por la introduccién y el uso de pruebas
de diagnéstico rapido, en particular, las pruebas inmunocromatograficas. En el caso del
dengue, estas pruebas rapidas no se recomiendan. Las pruebas rapidas que detectan el
antigeno viral NS1 presentan una baja sensibilidad y por lo tanto, un riesgo importante de
falsos negativos. Si bien la especificidad de estas pruebas es relativamente alta, no alcanza
la de las técnicas moleculares, y en periodos de baja circulacion de DENV, su valor
predictivo positivo puede verse afectado. La deteccion de anticuerpos por pruebas rapidas
no es confirmatoria y esta sujeta a las mismas consideraciones expuestas previamente. En
casos donde se considere la implementacion de estas pruebas por no estar disponibles las
plataformas de ELISA o moleculares, es importante considerar, ademas de las limitaciones
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ya expuestas, que las pruebas deben contar con una validacion externa o una evaluacion
del desempeno diferente a la que ofrece el fabricante (4).

Frente a los desafios que representa la circulacion intensa del dengue sumada a la
emergencia de otros arbovirus, una de las estrategias que ha adoptado la Region de las
Américas ha sido el trabajo en redes. En el 2008, se establecié la RELDA como Red de
Laboratorios de Dengue de las Américas. Su objetivo principal era fortalecer las
capacidades cientificas y técnicas, asi como establecer protocolos de laboratorio
estandarizados para el diagnéstico del dengue. Con la introduccion y la expansién de otros
arbovirus, en particular CHIKV y ZIKV, esta red se convirtid, en el 2016, en la Red de
Laboratorios de Diagnéstico de Arbovirus de las Américas, manteniendo la sigla RELDA. La
red, que en la actualidad agrupa 40 laboratorios nacionales de referencia de 36 paises y
territorios, juega un papel fundamental en el intercambio de conocimiento e informacién y en
la estandarizacion de los procesos de vigilancia de laboratorio. Los cinco Centros
Colaboradores de la OPS/OMS (INEVH-Argentina, |IEC-Brasil, IPK-Cuba, InDRE-México,
CDC Arboviral Diseases Branch-USA) y los dos asesores técnicos (CDC Dengue
Branch-Puerto Rico y CARPHA) impulsan también el fortalecimiento de las capacidades
nacionales, la respuesta a brotes y epidemias, y la definicion de recomendaciones
regionales. El trabajo de la red se ha ampliado a nuevas areas de trabajo incluyendo la
vigilancia entomo-viroldgica y la vigilancia genomica. Con este fin, se establecieron la Red
de Laboratorios de Entomo-Virologia de las Américas (RELEVA) y la Red de Vigilancia
Gendmica de Arbovirus (ViGendA) las cuales definen e implementan sus actividades en el
marco general de RELDA (ver las presentaciones de Leticia Franco en las sesiones de
Arbovirus Endémicos y Vigilancia Gendmica, respectivamente). Ademas, RELDA ha
mantenido una colaboracioén estrecha con otras redes panamericanas, iberoamericanas y
globales, incluyendo COVIRED y SARInet plus (Red de Infecciones Respiratorias Agudas
Severas de las Américas) y ViGendA también forma parte de las Redes de Vigilancia
Genodmica Regional de la OPS (PAHOGen). Este trabajo transversal, a todos los niveles -
patdgenos, areas técnicas, paises y regiones - permite maximizar impacto y minimizar
costos para garantizar que los paises de las Américas establezcan y mantengan las
capacidades esenciales de los sistemas de vigilancia y de laboratorio tal como lo requiere el
Reglamento Sanitario Internacional.

En conclusion, es importante resaltar que, si bien existen numerosos desafios tanto técnicos
como epidemiolégicos en el diagndstico y la vigilancia del dengue en las Américas, la regién
cuenta con sistemas de vigilancia y de laboratorio establecidos que permiten dar respuesta
a estos desafios. Estos sistemas se deben seguir fortaleciendo con un trabajo a nivel
nacional pero también a través de redes regionales e internacionales y con el apoyo
continuo de la OPS/OMS. Este trabajo incluye la expansion de la RELDA en el Caribe
Oriental y el apoyo a la descentralizacion a nivel subnacional cuando sea posible y
necesario. En este quehacer siempre se debe recordar que, para el dengue y la mayoria de
las arbovirosis, los resultados de laboratorio son para fines de vigilancia y no para el manejo
de casos individuales. Ademas, nuestros paises deben prepararse para la deteccion
temprana y caracterizacion de arbovirus emergentes, reemergentes y de arbovirus
neurotropicos, y los sistemas de laboratorio son fundamentales en esta tarea. Finalmente, la
mejor integracion de la vigilancia de laboratorio y epidemioldgica es una tarea continua, asi
como la incorporacion, analizando cuidadosamente costos y beneficios, de herramientas
que aportan informacién adicional como la vigilancia gendmica y entomo-viroldgica.
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A la semana epidemioldgica 46 del 2023, se tienen registrados un total de 45, 982 casos
confirmados de dengue de los cuales 24,793 son dengues no graves, 19,846 dengues con
signos de alarma y 1343 dengues graves de los cuales el 66% de los casos confirmados se
concentran en 5 estados: Yucatan, Veracruz, Quintana Roo, Morelos y Puebla, con un
aumento de casos confirmados del 4.1 por ciento mayor a comparacién con el afio anterior
a la misma semana y una letalidad en el 2022 con 0.63 y en el 2023 0.62.

Situacién Actual de Dengue; México. En la curva epidémica de casos de Dengue en
México para los afos 2022 — 2023, se muestra un aumento de casos probables y
confirmados superior a lo reportado al afo anterior, a partir de la semana epidemiolégica 1
con un aumento de mayor niumero de casos en la semana epidemioldgica 20, alcanzando
su pico maximo en las semanas 37 y 38, posterior a un descenso de casos de acuerdo a la
temporalidad de la enfermedad.

Casos de Dengue por Entidad Federativa; México, 2022 - 2023. Se evidencia el
aumento de casos probables, confirmados por clasificacién y el numero de defunciones
considerando que a la misma semana eran de 29 defunciones y en el 2023 de 132, siendo
los estados con mayor numero de defunciones: Morelos (27), Veracruz (26) y Quintana Roo
(20), donde se concentran el 55 % de las defunciones a nivel nacional.

Incidencia y Serotipos Identificados por RT-PCR de Dengue, por Entidad Federativa;
México, 2023. El estado que presenta la incidencia mas alta de casos confirmados es
Yucatan (424.33), y quince estados de la republica presentan la circulacion de los 4
serotipos de dengue; identificAndose que el serotipo con mayor circulacion en el pais es el
dengue virus 3 el cual concentra 58% de los serotipos identificados. Desde el afio 2006 no
se habia identificado un mayor niumero de casos de dengue con el serotipo 3 hasta el 2023,
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siendo este serotipo quien registra el mayor numero de casos graves en comparacion a
afios anteriores con predominio de serotipos 1y 2.

Casos e Incidencia de Fiebre Chikungunya segun Entidad Federativa; México, 2023. A
la semana epidemioldgica 46 del 2023, se tienen registrados dos casos confirmados en los
estados de Baja california Sur (1) con una incidencia del 0.12 y Chiapas (1) con una
incidencia 0.01, por cada 100 mil habitantes, sin identificarse casos autéctonos.

Distribucion de casos de Fiebre Chikungunya, México 2014-2023. Desde la introduccion
del virus en el pais en junio 2014 al 13 de noviembre de 2023 se tienen registrados un total
de 13,698 casos autdctonos confirmados y 38 casos importados de fiebre Chikungunya. Del
01 de enero al 13 de noviembre de 2023 se tienen registrados dos casos confirmados y 158
casos probables en 2023, 158 casos reportados en el sitio restringido por Centro Nacional
de Enlace (CNE). El afio con mayor numero de casos confirmados registrados en el pais fue
el 2015 con 12,588 casos confirmados, seguido por 2016 con 759, actualmente se tiene la
vigilancia de casos probables por chikungunya ademas de los casos probables por dengue
que se realiza mediante la utilizacién de la metodologia RT-gPCR TRIPLEX.

Curva epidémica de Casos autéctonos de Fiebre Chikungunya; México, 2014-2023.
Los casos probables por afio entre el 2014 al 2023 con mayor numero de registros en el afio
2015 con 115,448 casos probables, con 12,588 casos confirmados, el segundo afio con
mayor registro de casos fue el 2016 con 21,078 casos probables notificados y 759 casos
confirmados, en los Ultimos 5 afios se ha tenido un descenso de los casos notificados y
confirmados de los cuales suman 26 casos confirmados: 2019 (4), 2020 (7), 2021 (4), 2022
(4),y 2023 (2).

Casos de Enfermedad por virus del Zika; México, 2023. A la semana epidemioldgica 46
del 2023, se tienen 27 casos autdéctonos confirmados en dos estados, distribuidos de la
siguiente manera: 26 en el estado de Morelos con una incidencia del 1.23 y Quintana Roo
(1) con una incidencia del 0.05. por cada 100 mil habitantes. Desde la introduccion del virus
en la republica mexicana en el afo 2015 hasta el ano actual se tiene un total de 13,030
casos confirmados, siendo el afio 2016 donde se registr6 el mayor nimero de casos
confirmados con 8,554 casos representando el 66% desde su introduccion. Los estados con
mayor incidencia acumulada son Yucatan (56.81), Nayarit (562.90) y Colima con (36.19) por
100 mil habitantes.

Curva Epidémica de Casos Autéctonos de Enfermedad por virus del Zika; México,
2015-2023. En los anos donde se presentaron el mayor nimero de casos confirmados son
2016 (8,554), 2017 (3,344) y 2018 (877). Al igual que en chikungunya la vigilancia por
RT-gPCR TRIPLEX por dengue en el pais mantiene la vigilancia activa de esta enfermedad.

Mujeres embarazadas con diagnéstico de Enfermedad por virus del Zika. Desde el
2025 hasta la semana epidemioldgica 45 del 2023 se tiene un registro de 7,156 mujeres
embarazadas con diagnéstico confirmatorio a Enfermedad por Virus del Zika, siendo los
estados con mayor numero de casos Yucatan (926), Veracruz (888), Tamaulipas (692),
Nuevo Ledn (679) y Chiapas con (562), los cuales representan el 52% de los casos a nivel
nacional.

4



Casos Confirmados de Arbovirosis por Semana, México, 2014-2023. Los afos con
mayor numero de casos de dengue, enfermedad por virus Zika y fiebre Chikungunya.
Siendo para dengue los afos con mayor numero de casos confirmados 2019 con un 33 %
de dengues graves siendo el dengue virus 2 el serotipo que predominé y el 2023 del dengue
virus 3 con un 47% de formas graves. El 2015 el afio con mayor numero de casos de fiebre
chikungunya y el 2016 el afio con mayor numero de casos confirmados para enfermedad
por virus zika.

Otras Arbovirosis de Vigilancia Epidemiolégica, México, 2003-2023. Para fiebre del Nilo
occidental en México del 2003 al 2023 a la semana 46, se tienen 10 casos confirmados de
la siguiente manera, 2003 (6), 2004 (1), 2006 (1), 2021 (1) y 2022 (1). En los Sistemas de
Vigilancia Epidemiolégica de Fiebre Amarilla, Fiebre de Mayaro y Encefalitis Equina
Venezolana no se han reportado casos confirmados.

Mecanismo de Vigilancia epidemiolégica de las Arbovirosis. El Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE), es el conjunto de estrategias y acciones
epidemiolégicas que permiten la produccion de informacion epidemiolégica util para la salud
publica la cual genera informacion en tiempo real, junto con los resultados que otorga la
Red Nacional de Laboratorios (RNL) del INDRE, para que las estrategias de prevencion y
control realizadas por el CENAPRECE, identifiquen y contengan los brotes de manera
oportuna.

Se tienen metodologias y procedimientos especificos para cada tipo de padecimiento en
apego a nuestra normativa: NOM-017-SSA2-2012 y el Manual de Procedimientos
Estandarizados para la Vigilancia Epidemiologica de las Enfermedades Transmitidas por
Vector (ETV). Donde se especifica, las acciones en vigilancia epidemioldgica por cada nivel
técnico administrativo desde nivel local, estatal y federal.

En el caso de las Arbovirosis, la metodologia para su vigilancia incluye: Vigilancia
convencional, elaboracion de estudio epidemiolégico que en el caso de México es un unico
estudio para todas las ETV, estudios de brote, registro nominal en la plataforma electrénica
de las ETV, sistema especial de vigilancia epidemioldgica, vigilancia basada en laboratorio,
el cual se lleva en la misma plataforma en tiempo real y vigilancia de la mortalidad, ademas
del aval de las defunciones con expertos clinicos en las patologias como dengue, fiebre
amarilla, (actualmente no existen casos autdctonos en el pais) enfermedad por virus zika 'y
enfermedad por virus chikungunya, en los comités de vigilancia epidemioldgicas desde
nivel jurisdiccional (COJUVE), estatal (CEVE) y federal (CONAVE).

La vigilancia epidemiologica, es llevada a cabo en la busqueda de casos probables desde
su deteccion, notificacion, registro y seguimientos de los casos en las plataformas. La
deteccion de los casos se lleva a cabo de acuerdo al cumplimiento de las definiciones
operacionales de caso, en todo el sistema nacional de salud, y se caracteriza por tener una
gran sensibilidad.

Definiciones Operacionales. La definicion operacional para dengue se divide en la
siguiente clasificacién de acuerdo a los signos y sintomas y gravedad del paciente.
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Caso Probable de Dengue No Grave (DNG): Toda persona de cualquier edad que resida o
gue proceda, en los 14 dias previos al inicio de signos y sintomas, de una region donde
exista transmision de la enfermedad y que presente fiebre y signos y sintomas de 2 o mas
de los siguientes grupos:
: Grupo 1: Nausea y/o vomitos

Grupo 2: Exantema

Grupo 3: Mialgias y/o artralgias

Grupo 4: Cefalea y/o dolor retro-ocular

Grupo 5: Petequias y/o prueba del torniquete positiva

Grupo 6: Leucopenia

Caso Probable de Dengue Con Signos de Alarma (DCSA): Todo caso probable que
ademas de cumplir con cuadro de DNG presente uno 0 mas de los siguientes signos de
alarma:
Dolor abdominal intenso y continuo.
Vémito persistente o incoercible.
Acumulacién de liquidos (ascitis, derrame pleural, pericardico).
Sangrado de mucosas (epistaxis, gingivorragia).
Letargo o irritabilidad.
Hipotensién postural.
Hepatomegalia mayor de 2 cm.
Aumento progresivo del hematocrito.
Recuento plaquetario menor a 100,000 plaquetas por microlitro o disminucién
progresiva de plaquetas.
Disminucién progresiva de la hemoglobina

Caso Probable de Dengue Grave (DG): Todo caso probable de Dengue que presenta uno
o0 mas de los siguientes hallazgos:

Choque debido a extravasacion grave de plasma evidenciado por: taquicardia,
extremidades frias y llenado capilar igual o mayor a tres segundos, pulso débil o
indetectable, presién diferencial convergente < 20 mm hipotension arterial en fase tardia,
acumulacién de liquidos que conlleve a insuficiencia respiratoria.

Sangrado grave, segun la evaluacion del médico tratante (ejemplos: hematemesis,
melena, metrorragia voluminosa, sangrado del sistema nervioso central)

Compromiso grave de érganos tales como: dafio hepatico importante (AST o
ALT>1000), afeccion renal, sistema nervioso central (alteracion de la conciencia),
corazon (miocarditis) u otros érganos.

Caso Probable de Fiebre Chikungunya: Toda persona que presente cuadro febril agudo
mas la presencia de poliartralgias severas (incapacitantes) o artritis de comienzo agudo y
que se identifique asociacién epidemioldégica como puede ser:

Presencia del vector Aedes aegypti o Aedes albopictus.

Antecedente de visita o residencia en areas de transmisién en las dos semanas
previas al inicio del cuadro clinico.

Existencia de casos confirmados en la localidad.

Nota: En menores de 5 anos, el unico signo a considerar puede ser la fiebre
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Caso Probable de Enfermedad por Virus Zika: Paciente que presente exantema* y al
menos dos o mas de los siguientes signos o sintomas: Fiebre, cefalea, conjuntivitis (no
purulenta/hiperemia), artralgias, mialgias, edema periarticular, prurito, dolor retroocular y
que se identifique alguna asociacion epidemioldgica:

Presencia del vector Aedes aegypti o Aedes albopictus,

Antecedente de visita o residencia en areas de transmisién en las dos semanas
previas al inicio del cuadro clinico, o

Existencia de casos confirmados en la localidad,

Tenga antecedente de contacto sexual sin proteccion en las 2 semanas previas a la
aparicion de los sintomas, con una persona que en las 8 semanas previas al contacto
sexual tenga antecedente de residencia o viaje a un area con transmisién local del VZIK
0 con presencia de vectores.

Nota: En menores de 5 anos, el unico signo a considerar puede ser la fiebre.

La vigilancia epidemioldgica de estas tres enfermedades, al ser el mismo vector de
transmisién también se lleva a cabo por laboratorio al realizarse a las muestras que se
toman a los primeros 5 dias de la fiebre, la técnica RT-qPCR TRIPLEX, el cual nos da el
resultado para dengue, enfermedad por virus zika y fiebre chikungunya.

Caso Probable de Fiebre de Mayaro: Toda persona que presenta un cuadro clinico de
fiebre y presencia de poliartralgias mas uno o mas de los siguientes signos y sintomas:
Exantema, cefalea, mialgias, conjuntivitis o edema articular y que se identifique alguna
asociacion epidemioldgica como:
Antecedente de visita o residencia en areas de transmisién en las dos semanas
previas al inicio del cuadro clinico.
Antecedente de existencia de casos confirmados en la localidad.
Antecedente de existencia de diagnosticos confirmados en animales de la localidad.

Caso Probable de Fiebre del Nilo Occidental forma No Neurolégica: Toda persona que
presente cuadro clinico caracterizado por fiebre y se acompafie de dos o mas de los
siguientes: cefalea, artralgias, mialgias, astenia, adinamia, nauseas, vomito, exantema y/o
adenomegalias, y que se identifique alguna asociacién epidemioldgica:

Presencia de vectores.

Antecedente de visita o residencia en areas de transmisién en las dos semanas
previas al inicio del cuadro clinico;
Antecedente de existencia de casos confirmados en la localidad;
Antecedente de existencia de diagnosticos confirmados en animales de la localidad.

Caso Probable de Fiebre del Nilo Occidental forma Neurolégica: Toda persona que
presenta un cuadro clinico de fiebre y manifestaciones neuroldgicas (meningitis o
encefalitis), con resultados de LCR compatibles con infeccion viral y que se identifique
alguna asociacion epidemiologica.

Proceso de Notificacion. Es la deteccién y el llenado del “Estudio Epidemiolégico de
Enfermedades Transmitidas por Vector” para su posterior registro en la Plataforma Unica de
Informacion del SINAVE de todo caso probable de acuerdo a las definiciones operacionales;
se debe realizar por el médico tratante.
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Periodicidad de la notificacion de las Arbovirosis. De acuerdo a los sistemas especiales,
la notificacion de las enfermedades como fiebre del Nilo Occidental, fiebre amarilla y dengue
en su clasificacion de dengue con signos de alarma y dengue grave se debe de realizar de
manera inmediata, dengue no grave enfermedad por virus chikungunya y enfermedad por el
virus zika se realiza de manera semanal.

Sistema de Registro. Plataforma Unica de Informacién del SINAVE. Se cuenta con un
apartado exclusivo para el registro de las ETV y se coloca el diagndstico probable de
acuerdo a las defunciones operacionales. En el proceso de actualizacion del sistema de
notificacion se agruparon los signos y sintomas de acuerdo a las definiciones operacionales
de cada enfermedad, para que los médicos tratantes, usen el estudio epidemiolégico como
guia para poder clasificar las enfermedades de acuerdo a los signos y sintomas que
presentan los pacientes y se fortalezca la notificacidon y la clasificacion correcta de las
enfermedades transmitidas por vector. Finalmente se contd con el trabajo y la aprobacion
final de los Grupos Técnicos y las autoridades del CONAVE.

Vigilancia de la mortalidad por Arbovirosis. Se realiza de acuerdo a la deteccién y
notificacion de las defunciones en los 32 estados de la republica mexicana, que de acuerdo
a los manuales se deben de dictaminar a nivel jurisdiccional, nivel estatal y posteriormente
avalados por el nivel federal, junto con los expertos clinicos de cada entidad. Para validar si
el paciente fallecié con dengue o por dengue y especificar la causa basica de la defuncion,
ademas de encontrar las areas de oportunidad evidenciadas en la reunién, para corregirlas
y evitar que se sigan repitiendo y asi disminuir la letalidad.

* % %

Se especifica que para el presente resumen no se requirieron fuentes de financiamiento y
no se cuenta con participacion en Redes.

La informacién contenida en el presente trabajo puede ser consultada en:

Panorama Epidemioldgico de Fiebre por Dengue y Fiebre Hemorragica por Dengue con
informacion del Sistema Especial de Vigilancia Epidemiolégica de Dengue. Publicacion por
Semana Epidemiolégica a cargo de la Direccion de Vigilancia Epidemioldgica de
Enfermedades Transmisibles.
https://www.gob.mx/salud/documentos/panorama-epidemiologico-de-dengue-2023

Informes Semanales para la Vigilancia Epidemiolégica de Dengue 2023. Direccion General
de Epidemiologia. Informes Semanales con informacion ya sea del Sistema de Notificacion
de Casos Semanales o bien de algun Sistema Especial de Vigilancia Epidemiolégica, segun
corresponda. Publicacién semanal a cargo de la Direccion de Vigilancia Epidemioldgica de
Enfermedades Transmisibles.
https://www.gob.mx/salud/documentos/informes-semanales-para-la-vigilancia-epidemiologic
a-de-dengue-2023

Casos Confirmados de Infeccion por Virus Zika 2023. Direccion General de Epidemiologia.
Publicacion a cargo de la Direcciéon de Vigilancia Epidemiolégica de Enfermedades
Transmisibles.
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https://www.gob.mx/salud/documentos/casos-confirmados-de-infeccion-por-virus-zika-2023

Casos Confirmados de Fiebre Chikungunya 2023. Direcciéon General de Epidemiologia.
Publicacion a cargo de la Direccion de Vigilancia Epidemiologica de Enfermedades
Transmisibles.
https://www.gob.mx/salud/documentos/casos-confirmados-de-fiebre-chikungunya-2023

Manual de Procedimientos Estandarizados para la Vigilancia Epidemiolégica de las
Enfermedades Transmitidas por Vector (ETV).

https://epidemiologia.salud.gob.mx/gobmx/salud/documentos/manuales/36_Manual_ETV.pdf
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RESPUESTA DE LA VIGILANCIA POR LABORATORIO ANTE EL
BROTE DE CHIKUNGUNYA EN PARAGUAY

Shirley Desiree Villalba / shirleyvillalba@hotmail.com
Jefe de Departamento de Virologia, Laboratorio Central de Salud Piblica, Ministerio de Salud,
Paraguay

La fiebre Chikungunya es una enfermedad transmitida por mosquitos causada por el virus
Chikungunya (CHIKV), un virus de ARN monocatenario de sentido positivo perteneciente a
la familia Togaviridae, que se transmite a los humanos a través de la picadura de Aedes
aegyptiy Aedes albopictus infectados.

Las areas de riesgo para transmision de la enfermedad estan relacionadas a factores
climaticos y ambientales, pues esto tiene impacto en el aumento en la proliferacién de los
mosquitos vectores y en indice de infestacion larvaria.

El ingreso de este virus al Paraguay se dio por primera vez en junio de 2014 donde se
detectd6 un caso importado de CHIKV, en una persona procedente de Republica
Dominicana, circulando junto a Dengue durante ese ano.

En Paraguay se detectaron infecciones autdctonas en 2015 y desde esa fecha se ha
detectado CHIKV en el pais en varios afios. Segun las sospechas de infecciones por CHIKV
notificadas, Paraguay ha tenido 4 oleadas epidémicas, en 2015, 2016, 2018 y 2023, todas
asociadas principalmente con los meses de verano.

Desde el 2015 se reportan casos de Chikungunya en el pais, con un numero de personas
afectadas por debajo de los 500 casos semanales. En aquel ano, el brote acumulé un total
de 4.000 casos, concentrados en Central y Asuncion.

En el 2016 se observd una cifra similar, un brote pequefio que luego no prosperé. En ese
momento, realizd su introduccién en el continente americano el virus Zika. En dicho periodo
se realizd la caracterizaciéon molecular del virus Chikungunya, logrando identificar la
circulacion del genotipo asiatico.

A partir del 2018, se registraron brotes concentrados en Amambay, localidad de Pedro Juan
Caballero.

Durante el 2022 y parte del 2023 se ha visto un aumento de precipitaciones en gran parte
del territorio sudamericano, esto genera un ambiente propicio para los criaderos de
mosquitos.

El LCSP cumple un rol de suma importancia en la vigilancia activa de los patégenos virales,
y es asi que gracias a este trabajo se logré la deteccidn oportuna de los primeros casos, los
cuales tuvieron lugar en la Semana Epidemioldgica 14 del 2022, realizando la comunicacion
de manera inmediata. Sin embargo, la propagacion de los casos se dio en todo el pais.

En el 2022 se comienzan a detectar nuevamente brotes de Chikungunya en el
departamento Central, puntualmente en los distritos de Mariano Roque Alonso y Limpio.
Entre octubre y noviembre del mismo afio se observé una dispersion del virus en los demas
distritos de Central y también en Asuncién. EI mayor porcentaje de los casos de
Chikungunya se localizan en estas regiones del pais.
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Figura 1. Casos reportados y clasificados para Chikungunya desde la semana epidemioldgica 14 del afio 2022
en Paraguay.

Se obtuvieron 2023 casos confirmados para Chikungunya desde la semana epidemioldgica
14, a partir de muestras que pertenecen a regiones sanitarias diferentes. La mayor parte de
los casos se encontraban concentrados en Asuncion (Capital) y el Departamento central,
estos fendmenos se relacionan a la mayor poblacion en estas zonas del Pais

Desde el inicio del brote SE40 del 2022 a la SE43 del 2023, se registraron 117.439 casos a
nivel pais y 26918 sospechas acumuladas, con una tasa de incidencia acumulada de 1.510
casos/100.000 habitantes (Figura 2).

El 74% de los casos fueron de Central, Capital y Alto Parana. El mayor numero de casos se
registro entre las SE4 a la SE12 del afio 2023 con mas de 8000 casos por semana. El
fendmeno de los aumentos de casos se vio a finales del 2022, desde la SE40 en adelante, y
desde esta semana se decretd el inicio de la epidemia de Chikungunya en el Paraguay,
llegando al pico maximo en la SE6/2023.
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Figura 2. En la parte derecha puede observarse el histograma de los casos reportados y clasificados, asi como
el % de positividad (linea amarilla) para Chikungunya desde la SE14 del afio 2022 y hasta la SE43 del 2023 en
Paraguay. En la parte izquierda, puede verse un mapa del pais y la tasa de distribucion de casos para el afio
2023.

Desde la SE1 a la SE45 del afo 2023 se registraron 334 defunciones confirmadas y
probables de CHIKV (Figura 3).
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Curva de Fallecidos Confirmados y Probables por CHIKV y DENV SE 1 a la SE 45 - 2023,
Paraguay 334 Defunciones confirmadas y
probables de CHIKV
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Figura 3. Curva de notificaciones de fallecidos por Dengue y Chikungunya desde la SE1 a la SE45 del afio 2023
en Paraguay. El andlisis se realiza segun semana epidemiolégica de fecha de inicio de sintomas. Direccion
General de Vigilancia de la Salud.

En cuanto a la tasa de letalidad global es de 0,2. La tasa de mortalidad es de 3,5 (*100.000
habitantes). El 51% de los fallecidos procedian del departamento Central, seguido de
Asuncion y Alto Parana y en menor proporcion el resto de los departamentos.

Mediante la vigilancia gendmica, enfoques filodinamicos y epidemiolégicos, se caracterizé la
epidemia de CHIKV en Paraguay. Fue la primera vez que se detectd en el pais el genotipo
ECSA (Este y Centro Sur Africano), que es el que se encuentra circulando actualmente.

La epidemia registrada en los afios 2022-2023, probablemente haya tenido tal magnitud
debido a que hubo transmisién continua dentro de Paraguay durante un periodo previo, de
una cepa viral que se introdujo en el pais a principios de 2022.

Desde el Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social del Paraguay en colaboracién con el
Laboratorio Central de Salud Publica y la Red Nacional de Laboratorios se instalaron
laboratorios de Biologia Molecular para la deteccién de Arbovirus. Actualmente, hay 15
laboratorios de Biologia Molecular dependientes de la Red Nacional de Laboratorios que se
encuentran operando para la Vigilancia de Arbovirosis, mientras que todas las tipificaciones
de DENV se llevan a cabo en el LCSP.
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DETECCION DE VIRUS EN MOSQUITOS: IMPLEMENTACION DE
LA VIGILANCIA ENTOMOVIROLOGICA (RELEVA)

Leticia Franco / francolet@paho.org

Oficial Técnico de diagnostico y suministro de laboratorios, Unidad de manejo de riesgos
infecciosos, Programa de emergencias en salud, Organizacion Panamericana de La Salud,
Organizacion Mundial de la Salud

La vigilancia integrada de mosquitos vectores de enfermedades es fundamental para la
implementacién de acciones de prevencién y control oportunos, eficaces y sostenibles. En
el caso de las arbovirosis, que en general presentan transmisién en forma de brotes o
epidemias, como por ejemplo de Zika, dengue, chikungunya, esta vigilancia debe incluir la
capacidad de deteccion temprana de circulacion viral y de serotipos.

Actualmente, la mayoria de los programas nacionales de control de vectores utilizan
indicadores entomoldgicos basados en los estadios inmaduros del vector (huevos y larvas),
y esos indicadores hoy tienen utilidad limitada para predecir brotes y epidemias, esto
causado por las actuales elevadas tasas de infestacién en las ciudades y condiciones
socioecondmicas/ambientales favorables a su manutencién y dispersion. De esta manera,
es importante que se utilicen nuevas metodologias de vigilancia que, asociadas a las ya
existentes, puedan fortalecer y mejorar los sistemas de vigilancia entomoldgica y alerta
temprana, una de esas estrategias es el monitoreo de la circulacion viral en mosquitos.

En este sentido en el afio 2017 se lanza la Red de Laboratorio de Entomo-Virologia de las
Américas (RELEVA), cuyo principal objetivo es el implementar protocolos homologados en
las Américas para la Vigilancia de Arbovirus en mosquitos vectores. RELEVA ha
proporcionado la plataforma de intercambio y capacitacion en las metodologias existentes e
innovadoras para realizar y mantener esta vigilancia, asi como la toma de decisiones que
deben ser realizadas ante la deteccion de la circulacion de virus en las poblaciones locales
de vectores de Arbovirus.

Desde 2017 se han realizado 3 entrenamientos, siendo el ultimo en junio de 2023, después
de la pandemia de COVID-19, que ralentizé no solo la vigilancia epidemiolégica de
Arbovirus si no también la vigilancia entomoldgica, causando un retroceso en la
implementacion de la entomovirologia en los programas de control.

Desde su creacion han participado activamente mas de 12 paises en diferentes grados de
implementacién. Desde la OPS se trabaja en el fortalecimiento de los laboratorios de
entomologia y control de vectores que junto con los laboratorios de la RELDA (Red de
Laboratorios de Diagnéstico de Arbovirus) son los pilares fundamentales para el
establecimiento de wuna vigilancia entomovirolégica que contribuya a la vigilancia
epidemiologica integral y asi poder brindar una alerta temprana en la aparicién de nuevos
patdgenos o caracterizar la dispersion y establecimiento de ciclos de transmision viral en
nuevos vectores.
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El incremento de las infecciones causadas por virus respiratorios es evidente en el mundo
en general, y en América Latina en particular. Esta situacion y la reciente pandemia
COVID-19, debida al coronavirus SARS-CoV-2, han reforzado los llamados de alerta de
parte de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y de sus oficinas regionales
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) para que los paises refuercen las medidas
de prevencién, diagnéstico, tratamiento adecuado y vigilancia de las infecciones
respiratorias causadas por virus. En dicho contexto, OMS/OPS peridodicamente emiten
informes de la situacién epidemioldgica de la Influenza, SARS-CoV-2, Virus Sincicial
Respiratorio (VRS) y otros virus respiratorios que de acuerdo a cada pais presentan
variaciones en el nivel de infecciones.

Ciertamente, algunas de las medidas tomadas por la pandemia COVID-19 influenciaron en
la epidemiologia de infecciones respiratorias causadas por virus respiratorios diferentes a
SARS-CoV-2 con interesantes resultados para cada uno de los virus analizados; por
ejemplo, en un estudio realizado en poblacion infantil en China, la prevalencia de influenza
disminuyd, pero la prevalencia de infecciones por VRS aumenté. Por lo tanto, es posible
que se requieran medidas preventivas diferentes para cada caso de infeccion por virus
respiratorios.

Por otro lado, en varios paises se han reportado casos de infeccion en humanos causados
por A(H5N1) lo que evidencia un riesgo de que la influenza aviar sea mas comun en
humanos.

La creciente preocupacion por la emergencia de nuevos virus respiratorios, trajo a colacion
la necesidad de contar con sistemas diagndsticos que permitan la deteccién de multiples
virus respiratorios en una sola reaccion de PCR. Ademas, se evidencia la necesidad de
contar con herramientas moleculares que puedan ser utilizadas tanto para la vigilancia
como para la investigacion de cepas mutantes o nuevas variantes de estos virus.

En las sesiones sobre virus respiratorios (I y 1), contamos con los trabajos de expertos y
expertas de América Latina e Iberoamérica, que en conjunto presentan las estrategias de
vigilancia, los logros y los desafios que se presentan en la post pandemia. A través del
intercambio de experiencias entre los paises asistentes, se reforzo la importancia de
mantener integradas las informaciones generadas por los sistemas de vigilancia
epidemioldgica tanto en animales como en humanas, lo cual brinda ventajas en la
preparacion y la correcta respuesta hacia potenciales brotes epidémicos.

En las proximas paginas podran recorrer los trabajos compartidos por Paula Couto y Juliana
Leite de la Organizacion Panamericana de la Salud/Organizacién Mundial de la Salud, Abel
Peralta Benitez, Rosaura ldania Gutierrez Vargas y Gisela Barrera Badillodes de la
Secretaria de Salud de México, Raquel Guiomar del Instituto de Salud de Portugal,
Inmaculada Casas desde el Instituto de Salud Carlos Il de Espafa, Fernando Valiente
desde la Universidad de Chile y Blanca Taboada del Instituto de Biotecnologia, Universidad
Nacional Autbnoma de México.
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VIGILANCIA VIROLOGICA DE VIRUS RESPIRATORIOS EN EL
CONTEXTO DE LA OMS

Paula Couto / coutopau@paho.org

Experta en Vigilancia de influenza, OPS, Washington D.C., EE. UU.

Juliana Leite / leitejul@paho.org

Especialista de laboratorio del equipo regional de influenza y otros virus respiratorios de OPS,
Washington D.C., EE. UU.

A nivel mundial, nacional y regional, existen varias directrices y guias sobre la preparacion,
prevencién, vigilancia y control de enfermedades causadas por virus respiratorios; la
mayoria de estas iniciativas se centran en eventos o casos de virus especificos. Durante la
pandemia de la enfermedad por el coronavirus del 2019 (COVID-19, por su sigla en inglés),
se ha constatado que incluso cuando hay estrategias disefiadas y planificadas para
pandemias, es necesario fortalecerlas y mejorarlas. La planificacién de las amenazas
inminentes, incluidas las planteadas por virus respiratorios, contribuye al fortalecimiento de
las capacidades basicas del Reglamento Sanitario Internacional (RSI [2005]) (1). Los paises
han utilizado como guia la estrategia mundial contra la gripe o influenza 2019-2030 (2) para
lograr y mantener el progreso de los programas nacionales de gripe estacional y para
mejorar la capacidad de respuesta durante la actual pandemia de la COVID-19. Basandose
en esta estrategia mundial contra la gripe, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS)
ha elaborado el “Marco de un programa nacional de prevencion y control de
enfermedades causadas por virus respiratorios con potencial epidémico vy
pandémico” para elaborar de manera conjunta un plan de cooperacion entre los paises de
la Region a fin de analizar, mejorar y ampliar las capacidades existentes para una
preparacion y respuesta integrales ante eventos o situaciones causadas por la gripe y otros
virus respiratorios (OVR) con potencial epidémico y pandémico. Adicionalmente, este marco
busca generar y optimizar lineas bidireccionales de cooperacion técnica basadas en las
estrategias nacionales establecidas.

El marco y el anadlisis de las capacidades nacionales que se presentan en esta publicaciéon
son un vehiculo para orientar el desarrollo de capacidades para la deteccion tempranay el
control de enfermedades causadas por virus respiratorios mediante el cumplimiento de
cinco objetivos; 1) fortalecer la vigilancia, 2) ampliar la politica de prevencion y control, 3)
reforzar la preparacién y respuesta frente a epidemias y pandemias, 4) promover la
investigacion operativa y 5) mejorar la comunicacién de riesgos y participacion comunitaria.
El objetivo de este marco es alentar a los paises a implementar y sostener las capacidades
al mayor nivel posible dentro de lo que podria ser un programa de virus respiratorios con
potencial epidémico y pandémico, asi como ayudarlos a crear, mantener y fortalecer las
capacidades basicas nacionales en virtud del RSI (2005) y su anexo 1A sobre la capacidad
basica necesaria para las tareas de vigilancia y respuesta (1).

En este resumen, compartimos el cuadro de niveles de capacidad para la deteccion
temprana y el control de las enfermedades causadas por virus respiratorios con potencial
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epidémico y pandémico, especificamente para el Objetivo 1, correspondiente a la Vigilancia

(Cuadro 1).

Para conocer las propuestas en los restantes objetivos, les invitamos a recorrer el
documento completo (3).

ELEMENTOS
PROGRAMATICOS

Vigilancia
de gripe y
otros virus
respiratorios

Laboratorio
para gripe y
otros virus
respiratorios

NIVEL A
(CAPACIDADES

MINIMAS)

-El desempefio de la
vigilancia de la IRAG esta
de acuerdo con los
estandares mundiales y
regionales.

-La vigilancia del SARS-
CoV-2 se integra en la
vigilancia

virolégica de la gripe

y OVR.

-Tiene capacidad
nacional para realizar la
inmunoflorescencia(a)
para la gripe o influenza
(paises o

territorios pequefios)

0 PCR para el SARS-CoV-
2.

-Paises o territorios

que solo realizan la
inmunoflorescencia (a)
envian muestras
positivas para gripe

al laboratorio de
referencia subregional
para realizar pruebas

moleculares adicionales (b).

-Comparte datos de
vigilancia virologica a
través de FluNet (c).

-La vigilancia de la IRAG
(en pacientes
hospitalizados,
admisiones en UCl y
fallecidos) y de la ETI la
realiza de acuerdo con los
estandares mundiales y
regionales.

-La vigilancia del
SARSCoV-2 estéd
integrada con la vigilancia
virolégica y epidemioldgica
de la gripe y OVR.

-Tiene un centro nacional
de gripe establecido y
reconocido por la OMS.
-Participa anualmente en
el Programa de Evaluacion
Externa de la Calidad de la
OMS.

-Realiza PCR para la
tipificacion de la gripe Ay
B, la determinacién de
subtipo de la gripe Ay la
genotipificacion de la gripe
B.

-El centro nacional de
gripe natifica los virus de
la gripe nuevos o
inusuales a sus
autoridades nacionales de
acuerdo con las directrices
nacionales y del
Reglamento Sanitario
Internacional

(d): envio de muestras al
centro colaborador de la
OMS para la gripe.

NIVEL C
(CAPACIDADES
SUPERIORES)

ADICIONAL ALOS
NIVELES AY B

-La vigilancia de la IRAG y
de la ETl la realiza con
total integracion de los
componentes de
epidemiologia y de
laboratorio, e incluye la
vigilancia de eventos
respiratorios inusuales.
-Existen criterios para
aumentar y reducir

la intensidad de las
acciones de vigilancia.

-Tiene capacidad de
secuenciacion (capacidad
instalada o envio de
muestras al laboratorio
de referencia) y realiza

la caracterizacion
antigénica u otras
pruebas virales
adicionales (e), como
resistencia a antivirales.
-Comparte oportunamente
las secuencias genéticas
y metadatos asociados

a virus de importancia

en salud publica como
gripe 0 SARS-CoV-2 en
bases de datos de acceso
pablico, como la Global
Initiative on Sharing All
Influenza Data (f).
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Integracion y
gestion de datos
electrénicos

Notificacién
y andlisis de
los datos de
vigilancia

de virus
respiratorios

Publicacién y
divulgacion de
informacion

-Gestiona los

datos clinicos,
epidemiologicos y de
laboratorio de manera
independiente (no
integrada).

-Comparte datos con
el nivel regional o
mundial a través de
FluNet.(c).

-Publica informes con
andlisis de la vigilancia de
virus respiratorios cuando
se detectan.

-Divulga la informacion

a un numero limitado de
partes implicadas en la
vigilancia nacional y
subnacional.

-Divulga la informacion

a nivel regional.

-Gestiona los datos
clinicos, epidemioldgicos
y de laboratorio de manera
organizada y estructurada,
pero no cuenta con una
plataforma electrénica
centralizada.

-Comparte datos con el
nivel regional o mundial a
través de FluNet (c) y
FlulD (h), y cumple con
el indicador de informes
(i).

-Comparte al menos un
indicador de PISA (i)
(nivel regional o mundial)
para valorar el riesgo a
nivel nacional.

-Publica informes con
andlisis de la vigilancia de
virus respiratorios de
forma periddica.

-Divulga la informacién
entre diferentes sectores
del nivel nacional.

-Gestiona los datos
clinicos, epidemioldgicos,
de laboratorio y de
vacunacion de forma
integrada con estandares
de interoperabilidad (por
ejemplo, una plataforma
electrénica como PAHO

Flu (g).

-Comparte los datos

con el nivel regional

o mundial a través de
FluNet (c), y FlulD (h), y
cumple con el indicador
de informes (i) y
puntualidad (k).
-Adicionalmente al nivel
B, el indicador de PISA (j)
se utiliza para tomar
acciones en relacion

con el escalonamiento

o desescalonamiento

de medidas de salud
publica.

-Datos de mortalidad o
datos para evaluar la
gravedad (por ejemplo,
datos nominales de
IRAG).

-Publica informes
semanales de manera
digital con andlisis de
vigilancia integrada de
virus respiratorios.
-Adicionalmente al nivel
B, comparte la
informacién directamente
con los participantes de la
vigilancia y la difunde
publicamente.
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-Realiza de manera
integrada la vigilancia de
humanos y animales.
-Tiene una estrategia
nacional para el
intercambio periddico

de informacion y analisis
conjunto de evaluacién de
la situacion epidemiologica
entre sectores
involucrados de salud
humana y animal.

-Se ha desarrollado y
evaluado un plan nacional
conjunto para la interfaz
humano-animal.

-Se realiza de manera
conjunta el andlisis de
riesgo.

-Realiza de forma
independiente la
vigilancia de humanos

y animales (no integrada).

Vigilancia de
la interfaz
humano-animal

Cuadro 1. Niveles de capacidad para la deteccién temprana y el control de las enfermedades causadas por
virus respiratorios con potencial epidémico y pandémico, por objetivos. Objetivo 1. Vigilancia. Las abreviaturas
empleadas en la tabla son las siguientes: ETI: enfermedad tipo influenza (equivalente a influenza por virus no
identificado); IRAG: infeccion respiratoria aguda grave; OMS: Organizacion Mundial de la Salud; OVR: otros
virus respiratorios; PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; RSI: Reglamento Sanitario Internacional;
SARS-CoV-2: coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo grave (por su sigla en inglés); UCI: unidad de
cuidados intensivos. (a) La inmunofluorescencia puede extenderse a otros virus respiratorios segun la capacidad
del laboratorio. (b) El laboratorio de referencia subregional selecciona y envia un subconjunto de muestras
representativas positivas al centro colaborador de la Organizacion Mundial de la Salud. (c) Tablero en linea
FluNet: herramienta en linea para la vigilancia virolégica de la gripe. Véase Organizacion Panamericana de la

Salud. FluNet. Washington, D.C.: OPS; [sin fecha]. Disponible en: hittps://ais.paho.ora/phip/viz/ed_flu.asp. (d)
Organizaciéon Mundial de la Salud. Reglamento Sanitario Internacional (2005). Tercera edicién. Ginebra: OMS;
2016. Disponible en:

https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/246186/9789243580494-spa.pdf?sequence=1. (e) Pruebas
virales adicionales: prueba de inhibicidon de la hemaglutinacion y ensayo de resistencia a antivirales (ensayos de
inhibicién de la neuraminidasa, secuenciacion para deteccion de mutacion de resistencia a antivirales). (f) Global
Initiative on Sharing All Influenza Data: iniciativa que proporciona acceso abierto a datos genémicos del virus de
la gripe y el coronavirus responsable de la pandemia de COVID-19. Véase Global Initiative on Sharing All
Influenza Data. GISAID. Munich: GISAID: [sin fecha). Disponible en: https://gisaid.org/. (g) PAHOFIu: sistema en
linea para la vigilancia centinela de las infecciones respiratorias agudas graves y la enfermedad tipo influenza.
Véase Organizacion Panamericana de la Salud. Online System for Sentinel Surveillance of Severe Acute
Respiratory Infection (SARI) and Influenza-like iliness (ILI). Washington, D.C.: OPS; [sin fecha]. Disponible en:
https://vigilanciaflu.paho.ora/Account/Login?ReturnUrl=%2F. (h) Tablero en linea flulD (Flu Informed Decisions):
herramienta en linea que vincula los datos epidemioldgicos de gripe en una Unica base regional. Véase
Organizacion Panamericana de la Salud. flulD. Washington, D.C: OPS; [sin fecha]. Disponible en:
https://ais.paho.org/phip/viz/flumart2015.asp. (i) Indicador de informes: nimero de semanas epidemiologicas
sobre las que se notificaron datos nuevos y actualizados para cualquier semana el viernes a las 3:00 p. m. (hora
oficial del Este, Estados Unidos de América). (j) Véase Organizacion Mundial de la Salud. Evaluacién de la
gravedad de influenza pandémica (PISA): guia de la OMS para evaluar la gravedad de influenza en las
epidemias y las pandemias. Ginebra: OMS; 2017. Disponible en: https://apps.who.int/iris/handle/10665/272874.
(k) Indicador de puntualidad: nimero de semanas epidemioldgicas sobre las que se notificaron los datos de esa
semana el viernes siguiente a las 3:00 p. m. (hora oficial del Este, Estados Unidos de América).

Notas: Abarca las capacidades basicas C4 (laboratorio), C5 (vigilancia) y C12 (enfermedades zoondticas).
Véase Organizacion Mundial de la Salud. Reglamento Sanitario Internacional (2005): instrumento de
autoevaluacion para la presentacién anual de informes de los Estados Partes. Segunda edicién. Ginebra:
Organizacion Mundial de la Salud; 2022. Disponible en:
https://www.who.int/es/publications/i/item/9789240040120.
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ATENCION A EMERGENCIAS PARA VIRUS SINCICIAL

RESPIRATORIO

Abel Peralta Benitez / abel.peralta@salud.gob.mx
Director del Centro Operativo para la Atencion de Contingencias, Direccion General de
Epidemiologia, México

En principio, informo que este escrito lo he dividido en cuatro areas. En primer lugar explico
una de las mas grandes estrategias que ha impulsado la Organizacion Mundial de la Salud
y la Organizacion Panamericana de la Salud para fortalecer las capacidades de respuesta y
hacer frente a las emergencias en salud; en segundo lugar, destaco la importancia y
participacién acertada de la red de laboratorios en esta importante tarea de hacer frente
también a las emergencias en salud; en tercer lugar, destaco la colaboracién internacional
en el fortalecimiento de las capacidades de respuesta para hacer frente nuevamente a las
emergencias en salud, y finalmente, describo a grandes rasgos el apoyo humanitario
internacional brindado por México al hermano Pais de Chile durante la contingencia por el
virus sincicial respiratorio (VSR) en el afio 2023.

Los Equipos Médicos de Emergencias (EMT por sus siglas en inglés)

Los EMT son una estrategia impulsada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) con
el objetivo de fortalecer las capacidades de respuesta de los paises miembros para hacer
frente a situaciones de emergencias en salud. Inicialmente esta estrategia pretendia dar
respuesta a los fendmenos provocados por desastres naturales con enfoque quirurgico y de
trauma. Sin embargo, se ha destacado su relevancia en situaciones de brotes
epidemioldgicos y pandemias.

Con el paso del tiempo, esta iniciativa se ha ido adoptando por diversos paises miembros y
Organizaciones No Gubernamentales (ONG), que tienen como objetivo responder ante
emergencias y desastres en salud nacionales; sin embargo, ante eventos de gran magnitud,
es necesario el apoyo internacional para fortalecer las capacidades de respuesta de
cualquier Pais que este sufriendo los embates de un fendmeno perturbador. Sin embargo,
para que este apoyo se pueda brindar, es necesario que cualquier pais que esté en
posibilidad de brindar ayuda a través de los EMT, debe cumplir con los principios rectores y
estandares fundamentales, asi como con los estandares técnicos de atencion clinica y de
apoyo operacional de acuerdo a lo estipulado con los estandares minimos establecidos en
el proceso de clasificaciéon ante la OMS/OPS como ente clasificador.

La relevancia de los EMT radica en su capacidad para movilizarse rapidamente ante
situaciones de emergencia, ya sea con estructuras moviles desplegables, asi como con
recursos humanos y materiales para brindar atencion médica especializada donde mas se
necesita. Es preciso comentar, que estos equipos estan conformados por profesionales de
la salud altamente capacitados en atencion médica de emergencias, incluyendo: médicos,
enfermeras, odontélogos, promotores de salud, trabajadores sociales, apoyos logisticos,
entre otros. Estos integrantes desempefian un papel crucial en la contencién de la
propagacion de enfermedades y en la atencién de la poblacion afectada, mostrando
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capacidades de movilizacion rapida y adaptacion a diferentes terrenos y brindando atencion
médica de manera oportuna, eficaz, equitativa e igualitaria.

El entrenamiento especifico que se tiene en los EMT, los prepara para enfrentar desafios
unicos que surgen durante crisis sanitarias, asegurando una respuesta efectiva y
coordinada. Incluso durante la atencién de pandemias como el COVID-19, su papel se
vuelve aun mas crucial al reforzar los sistemas de salud nacionales de diversas maneras:
atencion médica de calidad en condiciones adversas, identificacion temprana y tratamiento
de casos, implementaciéon de protocolos para la prevencién y control de infecciones y
otorgamiento de capacitacion al personal sanitario local sobre protocolos de atencion
médica de emergencia, manejo de pacientes y otras habilidades relevantes para enfrentar
las pandemias de manera efectiva.

“Los profesionales de la salud se convierten en los héroes silenciosos que enfrentan
desafios enormes con valentia y dedicacién”

Es importante mencionar que los profesionales de la salud también enfrentan desafios
significativos durante las emergencias, incluyendo riesgos para su propia salud y seguridad,
agotamiento fisico y emocional, y acceso limitado a recursos. Por tanto, es fundamental
brindarles el reconocimiento, el apoyo y los recursos necesarios para que puedan
desempefar su labor de manera efectiva y segura; ya que son el pilar fundamental en la
intervencion para la contencion de emergencias en salud. Su dedicacion, sacrificio y
experiencia son esenciales para salvar vidas, proteger la salud publica y promover la
resiliencia de las comunidades frente a crisis sanitarias.

Atencion de Enfermedades Transmisibles (Infecto contagiosas)

La integracion de la practica médica y la capacidad de laboratorio maximiza los recursos
disponibles y fortalece la capacidad de respuesta ante emergencias y desastres en salud.
Esta colaboracion promueve una atencién médica de calidad, basada en evidencia cientifica
y contribuye a proteger la salud de las comunidades en tiempos de crisis:

Si bien, para clasificar un EMT ante la OMS existen diversos estandares minimos
requeridos, uno de los estandares mas importantes para el correcto funcionamiento de los
EMT es el servicio de laboratorio, el cual brinda las herramientas necesarias a los
profesionales de la salud para realizar el diagndstico de enfermedades, manejo eficiente de
pacientes y acciones de vigilancia epidemiolégica. La relevancia de la coordinacion entre
sectores e instituciones involucradas en la gestién de emergencias sanitarias en la regién
de las Américas es fundamental para una respuesta efectiva y eficiente ante situaciones de
crisis, en particular, la interaccion entre las instancias abocadas a la capacidad de
laboratorio y los profesionales de la salud que ofrecen la atencion médica, su sinergia, es de
vital importancia para identificar, monitorear y controlar los procesos de salud y enfermedad.
Un EMT debidamente equipado y capacitado tiene la capacidad de realizar pruebas
diagnésticas para una amplia gama de enfermedades, desde infecciones virales y
bacterianas hasta enfermedades cronicas con el analisis de muestras bioldgicas y la
deteccion de agentes patdgenos. Su capacidad para identificar y caracterizar
microorganismos es fundamental para el control de brotes de enfermedades infecciosas y la
vigilancia epidemioldgica.
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La Cooperacion Internacional

La colaboracién y el apoyo internacional en el contexto de salud, son fundamentales para
brindar una respuesta ante emergencias y desastres en nuestra region. Es un acto de
solidaridad mostrado a otras naciones que se encuentran en estado de vulnerabilidad,
provocada ya sea por eventos antropogénicos o naturales, lo cual atenta sobre uno de los
principales derechos humanos: la salud. Para esto, es importante mantener las relaciones
diplomaticas entre las naciones, lo que permitirda mantener alianzas y poder brindar o
solicitar apoyo, que se materialice en una respuesta organizada y coordinada con el fin de
salvar vidas, preservar la salud y aliviar el sufrimiento de las personas afectadas. En este
sentido, la importancia de contar con mecanismos de apoyo humanitario internacional —que
puedan ser flexibles para trasladar equipos o recibir apoyo externo— reside en un
afrontamiento favorable ante emergencias, desastres y pandemias, principalmente teniendo
en cuenta que estas ultimas no respetan fronteras ni las limitaciones politico-territoriales.

A lo largo de la historia han existido diversos ejemplos de colaboracion y apoyo
internacional en situaciones de crisis por diferentes motivos; sin embargo, ante situaciones
que atenten contra la salud, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) ha sido el
lider en salud publica en las Américas, facilitando la colaboracién y coordinacién entre los
paises afectados y los actores internacionales que han brindado el apoyo. La OPS en una
de sus tantas funciones ha colaborado con la coordinacion entre paises miembros y ONG's
que contribuyen a fortalecer la capacidad de respuesta de los paises frente a situaciones de
crisis sanitaria, con la movilizacion de recursos humanos, recursos materiales, recursos
financieros, entrega oportuna de suministros, entre otros.

MEXICO Y CHILE: PAISES HERMANOS

Durante el apoyo internacional es importante garantizar el acceso equitativo a la atencion de
la salud, asi como brindar atencién médica de calidad a todas las personas afectadas,
basandose en los principios éticos de la practica médica, asi como de los principios de
solidaridad, equidad y respeto a la soberania de los paises afectados.

Ejemplo de lo anterior, fue el apoyo humanitario internacional brindado por México al Pais
de Chile en el afio 2023 por el incremento de casos hospitalizados de pacientes pediatricos
y el incremento considerable en el numero de camas ocupadas de terapia intensiva
pediatrica. Estos pacientes fueron afectados por el Virus Sincicial Respiratorio (VRS),
causando neumonias de evolucion torpida provocando secuelas, discapacidades y
lamentablemente pérdidas de vidas humanas de nuestros nifios. Este fue uno de los mas
grandes brotes registrados en la historia de Chile, causando grandes dafios a la poblacion
infantil y grandes sobrecargas laborales al personal sanitario ante el ingreso hospitalario
excesivo de pacientes. Es por esto, que Chile solicité a México apoyo humanitario con
personal sanitario de médicos especialistas, enfermeras especialistas y terapistas
respiratorios, con la finalidad de fortalecer su sistema de salud.

Gracias a la coordinacion y gestién del ministerio de salud de Chile, fue posible realizar en
los laboratorios clinicos de la red hospitalaria las pruebas necesarias para detectar este
virus, el cual gener6 este brote epidemioldgico. Una de las principales pruebas realizadas
fue el Panel respiratorio FilmArray, el cual permite la deteccidn rapida de agentes
infecciosos bacterianos y virales del tracto respiratorio incluyendo el VRS.
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Por su parte México, en un acto de solidaridad y fortaleciendo los lazos de hermandad,
envid una célula especializada del Equipo Médico de Emergencias (EMT) conformado por
26

profesionales de la salud, con el objetivo de brindar atencion médica a nifias y nifios
afectados por este virus. Esto permitio que el sistema de salud de Chile realizara una
reestructuracién hospitalaria, por tanto, se realizé una reconversion de camas hospitalarias,
aumentando asi el numero de camas pediatricas de cuidados criticos. Dicho equipo de
profesionales fue distribuido en 3 regiones distintas: Curicd, Copiapé y Castro. Fue aqui,
que durante 21 dias de mision se brindé atencién médica a pacientes pediatricos graves
que requerian de atencion médica especializada, ademas se brindé capacitacion médica al
personal sanitario de Chile y se visitaron otras sedes hospitalarias con el fin de conocer los
protocolos de atencion médica de otros hospitales.

La gestidon del operativo internacional en salud estuvo a cargo del Dr. Gabriel Garcia
Rodriguez y Dr. Abel Peralta Benitez, este ultimo representando a México en Chile como
Jefe de Mision, Asi mismo, se contd con un personal coordinador en cada region
representado por el Dr. Diego Arturo Casarrubias Pedraza, Dra. Cecilia Morlet Garcia y la
Dra. Marisol Guzman Contraeras.

Gracias a las buenas relaciones internacionales y gestiones realizadas, fue asi que se llevd
a cabo esta colaboracién para la atencion de la emergencia. Es de suma relevancia recalcar
la coordinacion con los diferentes componentes de accién para una adecuada respuesta a
la emergencia, siendo los auxiliares diagnosticos, como el laboratorio clinico, una de las
herramientas mas importantes para el diagnéstico clinico. También mencionar la
importancia de los EMT para poder responder ante emergencias y desastres en salud y
brindar atencidén médica a las poblaciones afectadas por diversos fendmenos; Este suceso
confirma la importancia de seguir brindando apoyo a estos equipos estratégicos para que
continte capacitandose y mejorando la respuesta ante estos eventos.

En sintesis, México a través de la iniciativa EMT (Emergency Medical Team) coadyuvé con
la nacion chilena en cuatro ambitos clave en el contexto de enfermedades infecciosas
contagiosas:

1.- Capacidad de respuesta rapida: Despliegue oportuno en la situacién de crisis, lo cual fue
crucial para contener la propagacion de la enfermedad y proporcionar atencion médica
urgente a las poblaciones afectadas.

2.- Coordinacién y gestién de recursos: Facilitacion y apoyo en la coordinacién, lo que
optimizoé el uso de recursos, evitando duplicaciones. Teniendo presente que, en el contexto
de enfermedades infecciosas, la logistica y la gestion de recursos son criticas, por lo que
este apoyo clave fue fundamental para una respuesta eficaz.

3.- Capacitacion y estandarizacion: Los equipos de médicos y enfermeras enviados estaban
debidamente preparados para enfrentar los desafios especificos relacionados con el evento:
capacitados con antelacién para el manejo de pacientes infectados, previamente con
protocolos de formacién continua; asi como en lo referente al uso adecuado de equipos de
proteccién personal y la implementacion de medidas de control de infecciones.

4.- Apoyo a sistemas de salud locales: Ademas de brindar atencién directa a los afectados,
los equipos médicos de emergencia apoyaron y fortalecieron los sistemas de salud locales
en tres regiones distintas (Castro, Copiap6 y Curicd). Esto incluyd la capacitacion de
personal local y la asistencia en la planificacion de la respuesta a largo plazo.

Finalmente comentar, que el apoyo entre los diferentes componentes de salud, el apoyo de
los diferentes organismos internacionales y el apoyo entre las naciones, nos hacen mas
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fuertes para enfrentar con las mejores estrategias a las grandes emergencias en salud que
tanto dafio le causan a nuestra poblacion.
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VIGILANCIA DE INFLUENZA AVIAR EN HUMANOS

Rosaura Idania Gutierrez Vargas / rosaura.gutierrez@salud.gob.mx

Jefa del Departamento de Andlisis de Informacion Epidemioldgica, Direccion General de
Epidemiologia, México

Gisela Barrera Badillo / gisela.barrera20@yahoo.com.mx

Jefa del Laboratorio de Virus Respiratorios, Direccion General de Epidemiologia-InDRE, México

El virus de la influenza aviar representa una preocupacion significativa para la salud publica
debido a su potencial pandémico. Las aves acuaticas se consideran el principal reservorio
de este virus, aunque otras especies susceptibles incluyen aves de corral, aves silvestres y
mamiferos, incluyendo a los seres humanos. Los virus de la influenza aviar se clasifican
dependiendo de la gravedad de la enfermedad, en virus de alta patogenicidad (IAAP),
ocasionando enfermedad grave y una alta mortalidad; y en de baja patogenicidad (IABP)
que generalmente ocasionan una enfermedad leve. Ambos tipos de virus (IAAP e IABP)
pueden infectar a los humanos, y causar desde una enfermedad respiratoria leve hasta una
enfermedad grave, con neumonia, choque y muerte. Ademas de ocasionar una devastacion
a la industria avicola y originar restricciones comerciales. Entre todos los virus de influenza
A que se encuentran en circulacion en las aves, el virus H5N1 es el que mas preocupa en
términos de salud humana. Este virus ha sido responsable del mayor nimero de casos
graves y defunciones en humanos. Ademas, existe un riesgo latente de que este virus
adquiera las caracteristicas necesarias para desencadenar otra pandemia de influenza.
México, cuenta con un sistema de vigilancia epidemiolégica de enfermedad respiratoria viral
el cual opera en 464 unidades de salud monitoras de enfermedad respiratoria viral
(USMER) distribuidas en zonas de riesgo en el pais, incluyendo zonas de granjas avicolas,
porcinas y rastros para las mismas especies, las USMER se rigen bajo la estrategia
centinela mediante una definicibn operacional de caso sospechoso de enfermedad
respiratoria viral ( Persona de cualquier edad que en los ultimos 5 dias para casos de
enfermedad tipo influenza (ETI) (casos ambulatorios) y en los ultimos 7 dias para casos de
infeccién respiratoria aguda grave (IRAG) (casos hospitalizados) hayan presentado al
menos uno de los siguientes signos y sintomas: tos, fiebre o cefalea, acompanados de al
menos uno de los siguientes signos o sintomas: Disnea, mialgias, artralgias, odinofagia,
escalofrios, dolor toracico, rinorrea, polipnea, anosmia, disgeusia, conjuntivitis. En menores
de cinco afios de edad, la irritabilidad puede sustituir a la cefalea.

Las unidades USMER realizan la toma de muestra, asi como la captura de los datos
clinico-epidemiolégicos de los casos sospechosos en la Plataforma del Sistema de
Vigilancia Epidemiolégica de Enfermedad Respiratoria (SISVER). Las muestras son
enviadas a los 37 miembros de la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica (RNLSP)
segun corresponda, cada uno de ellos operan siguiendo un algoritmo diagnéstico para un
diagnéstico por RT-PCR, el cual permite la vigilancia de influenza estacional A
(HIN1)pdm09 y A (H3N2), SARS-CoV-2 y otros virus respiratorios. Cada uno de estos
laboratorios envia semanalmente al Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiolégicos
Dr. Manuel Martinez Baez (InDRE) el 100% de la positivas a influenza A no subtipificables
para la busqueda de influenzas aviares por RT-PCR en tiempo real y/o secuenciacién. De
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esta manera, es como se captan los casos de influenza aviar en humanos a través de la
estrategia centinela.

La busqueda intencionada de los casos de influenza aviar en humanos se realiza con apoyo
del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), que a
través de la Comision México-Estados Unidos para la Prevencion de la Fiebre Aftosa y otras
Enfermedades Exéticas de los Animales (CPA), el cual es el encargado de proteger los
recursos agricolas, acuicolas y pecuarios de plagas y enfermedades de importancia
cuarentenaria, asi como, regular y promover la aplicacion y certificacién de los sistemas de
reduccién de riesgos de contaminacién de los alimentos y su calidad agroalimentaria, para
facilitar el comercio nacional e internacional de bienes de origen vegetal y animal.

Las funciones que realiza la CPA es la atencion de reportes sospechosos de enfermedades
exoticas que registra la ciudadania o el personal en campo, con la finalidad de dar un
diagnéstico oportuno, a través de la elaboracién y actualizacion de los planes de
emergencia. Posteriormente, si se detecta una enfermedad exética, se lleva a cabo la
ejecucion de operativos de emergencia a través del Dispositivo Nacional de Emergencia de
Sanidad Animal (DINESA). Para ello, la CPA tiene a su cargo el Laboratorio de
Bioseguridad Nivel 3, 7 laboratorios regionales y 13 laboratorios de biologia molecular
estratégicamente ubicados a nivel nacional, que dan una respuesta expedita a las
necesidades diagndsticas del patrimonio pecuario y acuicola.

Una vez diagnosticado un caso de influenza zoondtica en el pais, la CPA a través del
SENASICA informa a la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA), a la Direccién
General de Epidemiologia (DGE) y al InDRE, quienes activan en menos de 24 horas un
operativo de busqueda intencionada de casos humanos sospechosos de influenza aviar.

La DGE, el InDRE vy los departamentos estatales de vigilancia epidemioldgica y la RNLSP
junto con el SENASICA realizan en conjunto el operativo en campo, realizando una
busqueda exhaustiva de casos humanos sospechosos de influenza zoonética en personas
con antecedentes de contacto directo (contacto con los animales enfermos, contacto con
desechos biolégicos y/o secreciones) o contacto indirecto (contacto con superficies u
objetos contaminados por el virus: como instalaciones, vehiculos, ropa o calzado
contaminado entre otros) que hayan o no presentado signos y/o sintomas acorde a la
definicién epidemiolégica de caso sospechoso de enfermedad respiratoria viral, es decir la
busqueda se realiza en personas con o sin sintomas.

Las personas con referencia de contacto directo e indirecto son entrevistadas para el
llenado del estudio epidemiolégico de caso sospechoso de enfermedad respiratoria viral
adaptado para influenza zoondtica, en la cual se les invita de forma voluntaria a las tomas
de muestra (exudado faringeo y nasofaringeo que se realiza el mismo dia; asi como
muestra de sangre en ayuno), previo consentimiento o asentimiento informado; durante la
entrevista es importante, hacer énfasis en signos y sintomas resaltando a la conjuntivitis, ya
que de existir conjuntivitis, se debe realizar la toma de muestra en conjuntiva.

Las tomas de muestra en sangre deben ser pareadas, es decir a los 21 dias se debera
tomar la segunda toma de igual forma en condiciones de ayuno. Las muestras son tomadas
por personal capacitado en toma de muestra (RNLSP), las muestras deben ser trasladadas
de forma inmediata al InDRE.

La DGE vy los servicios de salud estatales, entregan los resultados de forma individual y en
sobre cerrado a cada persona, para su conocimiento y en el caso de resultar positivos, se
les dara seguimiento médico, tratamiento con oseltamivir, se mantendran bajo aislamiento y
monitoreo diario (7 dias) hasta finalizar el mismo, asi también se seguiran a sus contactos
cercanos para monitorear el inicio de signos y sintomas.
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En el caso que las personas no acepten la entrevista el dia acordado, se les realiza una
invitacion para que acudan de forma voluntaria a su centro de salud mas cercano en caso
de presentar sintomas similares a los de una gripe y no automedicarse; ademas de
reportarlo al supervisor o patron cuando sea el caso, ya que ellos a su vez comunicaran a la
jurisdiccion sanitaria y/o al SENASICA cualquier incidencia.

Es importante la participacion de los Médicos Veterinarios Zootecnistas y todo personal
operativo responsable del diagnéstico de los animales enfermos y del monitoreo del brote,
en la entrevista y tomas de muestra.

Dentro de la vigilancia epidemioldgica pasiva del brote, se alertan a las unidades de salud
monitoras de enfermedad respiratoria viral (USMER) y no USMER, mas cercanas al evento
ante la posible demanda de atencién de trabajadores de granja o personas en contacto con
aves enfermas; las areas de vigilancia epidemioldgica de todas las unidades deben estar
capacitados para la identificacién de casos sospechosos a influenza aviar, llenado del
estudio epidemioldgico de caso sospechoso y contar personal capacitado para la toma de
muestras o en su caso coordinarse con el personal de la RNLSP para la misma. En este
mismo sentido, en los niveles federal, estatal, jurisdiccional y de unidad médica se deben
monitorear los canales endémicos de IRA, neumonia y bronconeumonia y conjuntivitis,
dentro del area donde ocurrié el evento para identificar oportunamente incrementos atipicos.
En caso de que en las USMER o no USMER, cercanas a la zona, identifiquen casos con
influenza A No Subtipificable, estas muestras se deberan enviar al InDRE, para su
subtipificacion. Cuando las muestras son recibidas en el INDRE son procesadas por
RT-PCR en tiempo real para la busqueda de influenza estacional (A(H1N1)pdmQ9 vy
A(H3N2), SARS-CoV-2 e influenzas aviares A(H5N1), A(H7N9) y otros subtipos aviares por
secuenciacién. Asi mismo, los sueros son procesados por inhibicidn de la hemaglutinacién
para la busqueda de anticuerpos en donde los sueros se enfrentan a los virus circulantes,
proporcionados por la CPA.

En México, al corte de informacién del dia 15 de febrero, no se han detectado casos
humanos de influenza aviar de alta patogenicidad como A (H5N1), A (H7N3) o influenza
porcina A (H1N1)v, por RT-PCR en tiempo real e inhibicion de la hemaglutinaciéon. Es
importante mencionar que en algunos brotes aviares, han resultado casos humanos con
diagnosticos de SARS-CoV-2 o influenza A(H3N2) o influenza A(H1N1)pdmOQ9, a los que
resultaron positivos a influenza se les otorgd de forma inmediata oseltamivir y monitoreo por
parte del personal de salud.

Este trabajo no cuenta con fuentes de financiamiento externo, el personal para el desarrollo
de los operativos de busqueda intencionada de casos sospechosos de influenza zoonética,
asi como los recursos materiales son financiados por la Secretaria de Salud Federal del
Gobierno de México.
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EXPERIENCIA DE PORTUGAL NA VIGILANCIA DOS VIRUS
RESPIRATORIOS DURANTE A PANDEMIA E A ADAPTA¢A0 DO
SISTEMA DE VIGILANCIA PARA ESTE INVERNO 2023-2024

Raquel Giomar / raquel.guiomar@insa.min-saude.pt

Jefa del Laboratdrio Nacional de Referéncia para o virus da Gripe e Outros Virus Respiratdrios
Departamento Doencas Infeciosas, Instituto Nacional de Saide Doutor Ricardo Jorge, Lisboa,
Portugal

O virus da gripe é uma das maiores causas de morbilidade e mortalidade em todo o mundo,
afetando um elevado numero de individuos em cada ano. Adicionalmente o virus da gripe
infecta também outras espécies animais podendo alguns dos virus com origem zoondtica
originar virus com potencial pandémico para a populacdo Humana, como foi 0 caso da
pandemia de 2009, originada pelo novo virus da gripe A(H1)pdm09 '. A epidemiologia dos
virus da gripe na populacdo Humana esta associada a padrbes de circulagao ciclicos nas
regides temperadas. No hemisfério norte as epidemias geralmente ocorrem entre janeiro e
abril, enquanto que no hemisfério sul se verifica a maior atividade do virus da gripe entre os
meses de maio e setembro. A escala mundial a atividade do virus da gripe é detetavel ao
longo de todo o ano.

Em Portugal a vigilancia epidemiolégica da gripe € assegurada pelo Programa Nacional de
Vigilancia da Gripe (PNVG), através da integracdo da informacao das componentes clinica
e virologica, gerando informacao detalhada relativamente a atividade gripal.

O PNVG é coordenado pelo Laboratério Nacional de Referéncia para o Virus da Gripe
(LNRVG) em estreita colaboragao com o Departamento de Epidemiologia (DEP) do Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) e a Diregao-Geral da Saude (DGS). O
LNRVG e o DEP do INSA sdo membros da Rede Europeia de vigilancia da Gripe integrando
os objetivos do PNVG nas atividades do Programa Europeu de Vigilancia da Gripe e Outros
Virus Respiratérios 2 , coordenado pelo ECDC, que cobre as areas da vigilancia da gripe
sazonal humana, gripe pandémica e gripe de origem animal, assim como a vigilancia de
outros virus respiratorios 3.

O PNVG tem como objetivos especificos: a descricdo da epidemiologia da gripe; a
monitorizagcado da intensidade, dispersdo geografica e evolucdo da epidemia de gripe; a
identificagdo dos tipos e subtipos do virus da gripe em circulagdo; a caraterizagao
antigénica e genética, avaliagdo da suscetibilidade aos antivirais e apuramento das
semelhancas com as estirpes vacinais recomendadas pela Organizagcao Mundial de Saude
(OMS); a monitorizagdo da seroprevaléncia de anticorpos para o virus da gripe na
populacdo (seroepidemiologia) e a monitorizagdo do impacto da doenga provocada pelo
virus da gripe e dos fatores de risco associados.

A Pandemia da COVID-19 veio trazer um grande impacto e disrupgdo dos servicos de
saude, especialmente ao nivel dos cuidados de saude primarios, a nivel nacional. Em
Portugal foram criados circuitos dedicados a doentes com doencga respiratoria para facilitar
0 acesso aos cuidados de saude, para possibilitar o rapido diagndstico laboratorial e limitar
a transmissao da doenga. Um estudo a nivel Europeu avaliou as adaptagdes realizadas nas
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redes de vigilancia sentinela em varios paises, ao nivel do circuito dos doentes, dos critérios
para a testagem laboratorial, o impacto nos laboratérios e na recolha de dados e na
utilizagcdo de tecnologia digital. Em Portugal as adaptagdes foram elevadas em todos os
aspetos atras mencionados. A rede de vigilancia sentinela para as infegbes respiratorias e
gripe foi desativada, tendo os recursos sido alocados ao diagndstico da COVID-19. A
selecdo de casos de infecao respiratéria para a realizagdo de colheitas para o diagndéstico
laboratorial passou a ser guiada pela definicdo da caso de COVID-19 estabelecida pela
Organizagdo Mundial de Saude *. Para uma eficiente resposta as necessidades de
testagem para a COVID-19, foi desenvolvida uma rede laboratorial descentralizada que
permitiu um diagndstico laboratorial rapido e um amplo acesso aos testes para a COVID-19
a toda a populacdo de Portugal, incluindo o continente e as ilhas da Madeira e dos Agores.
A notificagao dos casos de COVID-19 e da informagao epidemioldgica e laboratorial passou
a ser realizada pela plataforma do Sistema Nacional de Vigilancia realizada online por
clinicos e laboratorios.

Durante a pandemia da COVID-19 o Laboratério Nacional de Referéncia para o Virus da
Gripe e Outros Virus Respiratdrios do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA), para além das atividades que lhe estavam atribuidas no diagndstico laboratorial,
vigilancia e de coordenacgédo da rede Portuguesa de Laboratérios para o Diagnéstico da
Gripe, teve um papel relevante em atividades de consultadoria e na integracdo de grupos de
trabalho na reposta a pandemia e de vacinagao contra a COVID-19. Na area do diagndstico
laboratorial foi o Laboratério Nacional de Referéncia para o Virus da gripe e Outros Virus
Respiratérios do INSA que primeiramente a nivel nacional estabeleceu e validou o
procedimento de biologia molecular para a detegdo do novo agente, SARS-CoV-2, e que
estabeleceu as medidas de protecao indivial recomendadas para a realizagao de colheitas e
manuseamento de amostras biolégicas de casos suspeitos de COVID-19. A implementagao
e validacao da aptidao para a realizagdo do diagnéstico laboratorial para a COVID-19, foi
monitorizada através da implementacéo e distribuicdo do Programa de Avaliacdo Externa
da Qualidade do INSA através de painéis de amostras preparadas pelo laboratério de
referéncia e distribuidas a rede laboratorial. A Rede Portuguesa de Laboratérios para o
Diagnostico da Infegdo pelo Virus da Gripe e Outros Virus Respiratérios, esta hoje mais
preparada para a resposta a novas pandemias e situagcdes de resposta a doencas
emergentes, consolidada pelo Despacho n.° 4843/2023, 21 de abril de 2023, do Diario da
Republica Portuguesa.

O diagnéstico laboratorial foi realizado a nivel nacional essencialmente através de testes de
biologia molecular, mas também através de testes rapidos de pesquisa de antigénio numa
segunda fase da pandemia. Entre 1 de margo de 2020 e 8 de maio de 2023 foram
realizados a nivel nacional 46.111.868 testes de diagnéstico de pesquisa do SARS-CoV-2,
tendo permitido a confirmacao de 6.035.420 (13.1%) casos de COVID-19. A distribuicéo da
realizacdo dos testes laboratoriais ao longo do tempo foi heterogénea, tendo seguido a
maior utilizacdo durante as diferentes ondas da COVID-19, com especial aumento do
numero de testes durante a onda de circulagdo da variante Omicron em janeiro de 2021,
que coincidiu também com a maior disponibilizacido dos testes rapidos de pesquisa de
antigénio do SARS-CoV-2.

Durante a Pandemia da COVID-19, foi implementado o primeiro Inquérito Seroldgico
Nacional COVID-19 (ISN COVID-19), um estudo epidemiolégico observacional, transversal,
de ambito nacional, que teve como objetivos primarios: 1) a caracterizagédo e distribuigao
dos anticorpos especificos contra SARS-CoV-2 e determinar a extensdo da infecdo por
SARS-CoV-2 na populagdo residente em Portugal; 2) determinar e comparar a
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seroprevaléncia de anticorpos especificos contra SARS-CoV-2 em grupos etérios
especificos e por Regidao de Saude; e 3) determinar a fragao de infe¢des assintomaticas por
SARS-CoV- 2 na populagao residente em Portugal. O ISN COVID-19, desenvolveu-se em 5
fases, entre maio de 2020 a 2023, permitindo desta forma determinar o nivel de imunidade
da populagéo portuguesa ao longo das diferentes vagas de circulagdo do SARS-CoV-2°678
. Atualmente, o inquérito serolégico nacional avalia a seroprevalencia de anticorpos para a
COVID-19 e Gripe, este ultimo realizado desde 2014 °.

Durante o periodo da Pandemia da COVID-19, foram anda estabelecidos mecanismos que
foram potenciadores da melhoria da vigilancia epidemiolégica da gripe e da integragéo dos
outros virus respiratérios °©. Em 2020, em colaboragdo com a Sociedade Portuguesa de
Pediatria e com a rede de hospitais publicos e privados, foi estabelecida a Rede Nacional
de Vigilancia do Virus Sincicial Respiratério (VigiRSV), que atualmente conta com a
participacao de 20 hospitais e tem como objetivo o conhecimento e alerta para o virus
responsavel pela principal causa de infe¢gdes do trato respiratério inferior em criangas com
menos de 2 anos de idade hospitalizadas. A VigiRSV permite ainda complementar o
diagnéstico laboratorial com a caraterizagado genética dos virus detetados em cada inverno,
e a integracao desta informagao com os dados epidemioldgicos.

Foi também durante a pandemia da COVID-19, que a emergéncia da gripe aviaria surgiu a
nivel global, conduzindo a necessidade de fortalecimento da vigilancia da gripe e do
diagnéstico da gripe nao sazonal. Em Portugal, foi detetado o primeiro surto de gripe aviaria
A (H5N1) a 30 de novembro de 2021, em aviarios de exploracdo. Em 2022, foi estabelecido
um Plano de Prevencdo e Resposta Articulada para a Gripe Aviaria, para definir as
responsabilidades das diferentes entidades intervenientes, a definicido das cadeias de
comando e, o estabelecimento dos procedimentos de comunicagdo, definindo acbes
inerentes a operacionalizagdo da resposta coordenada e articulada entre a saude animal e
a saude humana e demais entidades intervenientes. Tem objetivos estratégicos o
fortalecimento da vigilancia epidemiologica e detegdo precoce de virus gripe aviarios;
contencéo e redugdo da transmisséo na origem do surto, redugédo da transmissido da gripe
aviaria a animais domésticos e ainda a definicdo do modelo de governancga intersectorial
saude animal-humana e ambiente. No Plano de Prevengdo e Resposta Articulada para a
gripe aviaria de alta patogenicidade acomete ao INSA e ao Laboratério Nacional de
Referéncia para o virus da Gripe e Outros Virus Respiratérios as seguinte
responsabilidades e papeis: planificacdo das colheitas de amostras bioldgicas nos casos de
exposi¢ado e ou de doenca, diagndstico laboratorial da gripe/gripe aviaria, report dos dados
nas redes europeias, a agilizacdo e encaminhamento de amostras para a confirmagcao de
casos positivos para grip aviaria A(H5N1) e ainda a caraterizagdo genética dos virus
detetados. Até hoje foram confirmados 30 focos de detecdo de gripe aviaria em aves
domesticas e selvagens, mas nao foram confirmados casos de infecao humana pelo virus
da gripe A(H5N1).

A informagao do Programa de Vigilancia da Gripe e de outros Virus Respiratérios de
Portugal é publicada e atualizada semanalmente e esta disponivel no boletim da vigilancia
epidemioldgica da gripe e é integrada no Boletim da Saude Sazonal. Todos os dados de
Portugal sédo integrados no Boletim Europeu dos Virus respiratorios, European Respiratory
Virus Surveillance Summary (ERVISS)", emitido pelo European Centre for Disease
Prevention and Control (ECDC) eWHO Regional Office for Europe (WHO Euro).
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ACTUALIDAD Y METODOS DE DIAGNOSTICO DE VIROSIS
RESPIRATORIAS

Inmaculada Casas Flecha / icasas@isciii.es

Maria de la Montana Iglesias-Gaballero / miglesias@isciii.es

Unidad de Virus Respiratorios y Gripe, Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud
Carlos Ill, Madrid, Espana

La infeccion respiratoria aguda es la patologia mas frecuente a lo largo de toda la vida del
ser humano. En pacientes en edad infantil, las enfermedades infecciosas son el motivo de
mas del 60% de las consultas en pediatria extrahospitalaria. De ellas, aproximadamente el
70% corresponde a una infeccion respiratoria y mas de la mitad de estas son de origen
virico. La mayoria de las infecciones respiratorias sélo afectan al tracto respiratorio superior
y pueden ser consideradas leves, de curso benigno y autolimitado (catarro comun, rinitis y
faringo-amigdalitis). Sin embargo, se estima que alrededor del 5% pueden implicar al tracto
respiratorio inferior (bronquitis, bronquiolitis y neumonia). En edad adulta, las infecciones
respiratorias de origen virico son una causa importante de morbilidad y sin embargo, los
cuadros clinicos que precisan atencion médica practicamente se limitan a ancianos y a
pacientes severamente inmunodeprimidos o con una patologia pulmonar subyacente.
Ademas de los virus de la gripe A, B y C, se han identificado mas de doscientos virus
antigénicamente diferentes que se distribuyen en seis familias Orthomyxoviridae,
Paramyxoviridae, Picornaviridae, Coronaviridae, Adenoviridae, Parvoviridae. Muchos de
estos virus estan implicados en la patogénesis del conjunto de cuadros clinicos que pueden
reconocerse en la infeccion del tracto respiratorio y componen la definicion del cuadro
sindrémico de infeccion respiratoria aguda que puede ser infeccion respiratoria aguda (IRA
o ARI en inglés) e infeccion respiratoria aguda grave (IRAG o SARI en inglés). Las muestras
que se utilizan para establecer el diagnéstico diferencial son: lavado nasal, exudado nasal,
exudado faringeo, exudado nasofaringeo, exudado orofaringeo y aspirado nasofaringeo del
tracto respiratorio superior y lavado bronquialveolar, esputo, biopsia pulmonar del tracto
respiratorio inferior. Desde la pandemia de SARS-CoV-2 se han introducido muestras por
primera vez en el estudio de virus respiratorios como la saliva, aunque su rendimiento
diagnéstico no esta contrastado para gripe, RSV, Rinovirus, MNV, CoV estacionales y AdV.
Un aspecto importante es la presencia de inhibidores de las técnicas como son el moco, el
contenido de enzimas y en general no existe una Unica una muestra de eleccién para el
diagnostico virologico.

Objetivos del diagndstico virolégico de las virosis respiratorias

1. Conocer la incidencia de los virus que participan en la infeccion respiratoria aguda y en la
infeccidn respiratoria aguda grave,

2. Reducir y eliminar tratamientos antibioticos innecesarios,

3. Implementacion de un tratamiento antiviral y su duracion,

4. Controlar la trasmision nosocomial.
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Métodos para la realizacién de un diagnéstico

Se fundamentan, por una parte, en métodos directos, como los capaces de recuperar el
virus mediante su aislamiento en cultivos celulares utilizando diferentes lineas celulares
compatibles con sus infecciones, y los que permiten detectar la presencia del virus en las
secreciones respiratorias del paciente (deteccién de antigenos y deteccion de acidos
nucleicos), y por otra parte aquellos basados en una estrategia indirecta que valora la
induccion de una respuesta inmunitaria de tipo humoral a través de la deteccién de
anticuerpos especificos en suero.

-Dentro de los métodos directos, el aislamiento en cultivo celulares compatibles, en la
actualidad, se sigue considerando el gold standard para muchos virus respiratorios, aunque
presenta claros inconvenientes como son los virus no cultivables (Rinovirus C, Coronavirus
OC43 etc.), el uso de BSL3 en algunos de ellos que puedan presentar caracteristicas de
virus emergentes (SARS-CoV-2, Gripe aviar etc.), el tipo de muestra y su manejo, el
almacenamiento y transporte de muestras que puede inactivar los virus infecciosos, la
seleccion de la linea celular éptima y la posibilidad de contaminacion de los cultivos.

-Las técnicas clasicas de estudio directo de virus respiratorios se basan en la deteccion de
antigenos virales mediante inmunofluorescencia directa o por ELISA directo en muestra, y
fueron la base de los actuales, y ampliamente utilizados, test de antigenos (Lateral Flow
Assay), que a partir de la pandemia de SARS-CoV-2 han permitido tener un conocimiento
epidemiolégico inmediato, intervenir para aislar a los paciente positivos, realizar un
diagnéstico en presentaciones clinicas atipicas, evitar otras pruebas diagnésticas mas
costosas y racionalizar los tratamientos antibioticos innecesarios. Como ventajas podemos
sefalar que presentan una especificidad elevada (>97%), una sensibilidad 80-90%, aunque
al principio de la pandemia algunos de los primeros prototipos para la deteccién de
antigenos de SARS-CoV-2 demostraron tener una sensibilidad del 0%, se pueden utilizar en
el diagnostico de pacientes con elevada carga viral con valores de Ct<25, son
especialmente valiosos en la deteccion viral en las fases tempranas de la infeccion, entre
5-7 dias desde el inicio de los sintomas. En general, su mayor ventaja es la deteccion
inmediata del virus estudiado, aunque presentan inconvenientes relacionados con el tipo y
estado de conservacién de la muestra, la disponibilidad de los anticuerpos monoclonales
que se fijan e incluyan en la membrana del dispositivo, el rendimiento de diagndstico
diferentes en funcién del tipo de virus respiratorio. Estas técnicas ofrecen la posibilidad del
multiplexado en momentos o situaciones de amplia transmisiéon de diferentes virus
respiratorios con elevado numero de casos incorporando esta alternativa al diagnéstico
sindromico, para responder a las necesidades diagnosticas en brotes institucionales o en
residencias semicerradas, en casos asintomaticos y en contactos de casos positivos
confirmados. En general estas técnicas no se pueden usar en: individuos asintomaticos que
no sean contactos de casos positivos confirmados, cuando no haya casos o solamente
casos esporadicos de infeccion respiratoria viral, si el manejo del paciente no varia con el
resultado del test, en aeropuertos, aduanas y lugares de entrada desde otros paises y en el
screening antes de una donacion de sangre.

-El estudio directo de virus respiratorios incluye la deteccién especifica de acidos nucleicos
genomicos mediante ensayos de RT-PCR y PCR en todas sus formas y presentaciones, y
claramente estos sistemas de diagndstico molecular se benefician de la capacidad del
multiplexado que genera detecciones moleculares virales simultdneas que permiten el
diagnéstico sindromico de manera sensible y rapida. En el CNM se desarroll6 el diagnéstico
sindromico de infeccion respiratoria desde el afio 2001 y hasta 2010 se utilizaban 3
multiplex RT-PCRs independientes cubriendo un total de 18 virus. Desde el ano 2010 tras la
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pandemia de gripe A, esta metodologia en el formato de RT-PCR y PCR en tiempo real se
incluyé en la cartera de servicios del CNM y se acreditaron por los sistemas de calidad de
ENAC segun la norma ISO-15189: Ensayo de Deteccion molecular de Gripe (ENAC
ISO-15189 en 2015), Ensayo para el Subtipado Gripe A (ENAC ISO-15189 en 2016),
Multiplex RT-PCRs tiempo real para virus asociados a bronquiolitis-BRQ y para otros Virus
Respiratorios. La tecnologia producida in house presenta claras ventajas econdmicas frente
a los sistemas comerciales debido a que los paneles sindromicos pueden alcanzar precios
elevados, 100-200 € por muestra, permitiendo la deteccion 14 a 27 virus dependiendo del
ensayo comercial. En la literatura se pueden consultar diferentes metaanalisis que incluyen
un numero alto de estudios que evaluan impacto del diagnéstico sindromico frente a los
sistemas de un unico patégeno y concluyen en que las pruebas multiplex se asociaron con
un tiempo reducido en la emision de los resultados lo que disminuye la duracién de la
hospitalizacién, las pruebas multiplex rapidas mejoraron el uso de antivirales y por lo tanto
el control de infecciones en pacientes con gripe y finalmente los resultados respaldaron su
uso en sospechas clinicas de infecciones respiratorias.

Validacion de los métodos de deteccion directa frente a SARS-CoV-2

Desde el inicio de la pandemia el Centro Colaborador de la OMS para Fortalecimiento y
Tecnologia de Diagndstico organizd esta actividad y se cred la Foundation for Innovative
New Diagnostics (FIND) para realizar un trabajo de evaluacién independiente en la
validacién técnica y verificacién del limite de deteccion de las técnicas que se iban
desarrollando segun se desarrollaba y avanzaba la pandemia de SARS-CoV-2. Utilizaban
stocks de virus cultivados cuantificados realizandose ensayos con muestras de 50 casos
positivos y 100 casos negativos. El dia de 22 de mayo de 2020 se habian validado un total
de 560 ensayos para deteccion de SARS-CoV-2, de los cuales 273 fueron moleculares y
152 de ellos consiguieron el marcado CE, y ademas se validaron un total de 287
immunoensayos de los que 211 obtuvieron el marcado CE. En agosto del mismo afio FIND
no acepté mas métodos a evaluar para el diagnéstico molecular de SARS-CoV-2 debido a la
saturacion de diferentes técnicas desarrolladas e introducidas en la practica clinica en los
servicios de microbiologia a nivel global. El desarrollo de nuevos sistemas de deteccidn de
SARS-CoV-2 se continué hasta la actualidad y a lo largo del tiempo se introdujo la PCR
multiplex para el estudio sindrémico de la infeccion respiratoria. EI mercado mundial de kits
de diagnostico de enfermedades respiratorias virales ha sido impulsado enormemente por
los sistemas de RT-PCR multiplex y los productos Point Of Care. Las cifras obtenidas por el
equipo editorial de LabMedica, actualizado el 03 Nov 2022, prevén un gasto global que
alcanzara los 43.600 millones $ para el afio 2030, ya que se pronostica un posible aumento
de la prevalencia de enfermedades respiratorias virales al incluir al SARS-CoV-2, al RSV, a
la gripe y a otros virus respiratorios y que seran incluidos en las iniciativas de gobiernos y
organizaciones para abordar la creciente demanda.
https://www.labmedica.es/industria/articles/294795179/mercado-mundial-de-diagnostico-de-
enfermedades-respiratorias-infecciosas-impulsado-por-nuevas-pruebas-de-pcr-multiplex-y-p

roductos-poc.html

El diagndstico virologico para la vigilancia virolégica de IRAs e IRAG se basa en el
conocimiento de los virus circulantes, y forma parte de la estrategia de la OMS para la
vigilancia genémica 2022-2032 que pretende aumentar el conocimiento genémico de los
patdgenos, su evolucién y su circulacion. La estrategia requiere el uso de datos de
diferentes fuentes como son gendmicos, clinicos, epidemiolégicos, métodos de diagndstico,
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analisis de riesgo, desarrollo de vacunas y tratamientos, decisiones de salud publica con
medidas sociales. Los métodos de secuenciacion masiva NGS se utilizan ampliamente para
determinar el conocimiento de los genomas de los virus completos y deben coordinarse e
incluir los abordajes de analisis mediante sistemas bioinformaticos que deben ser
establecidos, implementados y consolidados por los laboratorios implicados en las
correspondientes redes nacionales de vigilancia. Los sistemas centinela de vigilancia
virolégica gendmica, se han fortalecido durante la pandemia de COVID-19 y en la actualidad
se ha producido la integracion de los virus respiratorios que mas incidencia tienen en salud
publica como son la deteccion de nuevas variantes y linajes/sublinajes de SARS-CoV-2, la
secuenciacién de virus respiratorios emergentes como la gripe aviar, la caracterizacién de
los 8 segmentos gendmicos de gripe A y gripe B para el estudio de nuevos grupos
gendémicos y antigénicos o incluso las posibles extinciones de gripe, y finalmente la
caracterizacion de los posibles escapes de RSV a los anticuerpos monoclonales que se han
empezado a utilizar en algunos paises de manera sistematica para obtener una
inmunoprofilaxis pasiva como son el Nirsevimab y el Palizimumab. En la temporada
2023-24, en Espana se ha introducido de manera general la inmunoprofilaxis pasiva con
Nirsevimab y asociada a esta medida de control se ha iniciado una nueva vigilancia
genomica del RSV que requiere de los nuevos métodos NGS para secuenciar aislados o
muestras positivas a RSV. Los métodos de secuenciacion aplicados a RSV se basan en el
incremento del cDNA disponible en la muestra con cebadores con hexameros aleatorios
para la posterior amplificacion del genoma completo mediante cebadores solapantes.
Actualmente, los métodos de secuenciacion de RSV deben abordar los diferentes
problemas inherentes a las caracteristicas de cada subtipo de RSV, el alto numero de
primers de los métodos publicados, la necesidad de una carga viral alta para obtencién de
genoma completo y finalmente la posible mala cobertura de la secuenciacién del gen de la
proteina F que es el objeto del estudio de los virus que podrian escapar de la
inmunoprofilaxis. En el CNM se ha desarrollado un sistema NGS para la secuenciacion de
RSV cuyo protocolo esta en abierto depositado en protocols.io
(dx.doi.org/10.17504/protocols.io.kqdg3xbzqg25/v1) y que se ha disefiado utilizando 922
secuencias de RSV A y RSV B, con produccion de productos de amplificacién para genoma
completo de 1,5-2,5 kb y para estudios de las proteinas de superficie de RSV GF de 4,5-5
kb (Iglesias et al. 2023). Este sistema se ha utilizado en la vigilancia del RSV dentro de la
estrategia de vigilancia gendmica y en el momento actual se estan analizando los resultados
gendmicos a nivel nacional y que son de enorme trascendencia por aportar e incluir el
conocimiento virolégico del RSV, por primera vez, aplicado en salud publica en nuestro pais.
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La vigilancia gendémica se ha consolidado como una herramienta esencial para la
identificacion y control de patdégenos, especialmente virus respiratorios que representan un
riesgo significativo para la salud publica. Este estudio examina la relevancia y los métodos
de vigilancia gendémica en ambientes construidos y aguas residuales, destacando su
impacto en la prevencién y manejo de brotes.

La vigilancia gendmica permite el monitoreo en tiempo real de la variabilidad genética de los
virus, lo que es crucial para identificar nuevas variantes y evaluar su potencial de
transmisioén y virulencia. En el contexto de virus respiratorios como SARS-CoV-2, Influenza
y Virus Respiratorio Sincitial (VRS), esta vigilancia facilita una deteccién temprana y rapida
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identificacion de variantes, lo que a su vez informa politicas de salud publica y estrategias
de prevencion.

En ambientes construidos, el monitoreo de superficies y el muestreo y analisis del aire
ayudan a comprender la propagacion viral y a implementar medidas de mitigacion efectivas.
Por otro lado, la vigilancia en aguas residuales ofrece datos sobre la circulacién viral en la
comunidad, permitiendo la deteccion precoz de brotes y la evaluacion de intervenciones de
salud publica. La integracion de la vigilancia gendmica en estos contextos es clave para
mejorar la respuesta frente a enfermedades infecciosas y fortalecer la resiliencia ante
futuros desafios de salud publica.

Ambientes Construidos y Vigilancia Genémica

La vigilancia gendmica ha emergido como una herramienta crucial en la identificacion y
control de patégenos, especialmente virus respiratorios que presentan un riesgo significativo
para la salud publica. Los ambientes construidos, como hospitales, oficinas y escuelas, son
reservorios criticos para la propagacién de estos virus, y las aguas residuales también
juegan un papel importante en la vigilancia epidemiolégica (Sullivan & Carlson, 2021; Hui &
Ip, 2017). Este estudio explora la importancia y los métodos de la vigilancia genémica de
virus respiratorios en estos entornos, destacando su relevancia en la prevencién y control
de brotes.

La vigilancia gendmica permite el monitoreo y analisis de la variabilidad genética de los
virus en tiempo real. Esto es esencial para la identificacion de nuevas variantes y la
evaluacion de su potencial de transmision y virulencia (Sullivan & Carlson, 2021). En el
contexto de los virus respiratorios, tales como el SARS-CoV-2, Influenza y el Virus
Respiratorio Sincitial (VRS), entre otros; la vigilancia genémica es vital para efectuar una
deteccion temprana y una rapida identificacién de virus respiratorios que puedan generar
semanas epidemioldgicas criticas en determinados periodos del afo (Hui & Ip, 2017).
Ademas, es crucial entender la dinamica de transmision en ambientes especificos y entre
comunidades (Mills & Robins, 2020).

Los datos obtenidos a través de la vigilancia genémica son esenciales para informar
politicas de salud publica. Las autoridades pueden usar esta informacion para tomar
decisiones sobre medidas de control y prevencién, como cuarentenas, distanciamiento
social y campafias de vacunacion (Flahault & Deville, 2019). La capacidad de detectar
variantes virales en tiempo real permite una respuesta mas agil y precisa a los brotes,
minimizando el impacto en la salud publica y el sistema de salud (Gandhi & Regev-Yochay,
2022).

Aguas Residuales y Vigilancia Genémica

Los ambientes construidos, debido a su alta densidad de ocupacion y uso compartido de
espacios, son focos potenciales para la propagacion de virus respiratorios. La vigilancia en
estos entornos incluye varias estrategias clave. Primero, el monitoreo de superficies
utilizando técnicas como la PCR permite detectar la presencia de material genético viral en
superficies de alto contacto, identificando puntos criticos de transmision y mejorando los
protocolos de limpieza (Wang & Grinberg, 2021). Segundo, el muestreo de aire, mediante la
captura de particulas en suspensiéon que puedan contener virus, seguido de secuenciacion
gendmica, es fundamental en espacios cerrados donde la ventilacién puede ser limitada
(Jansen & Van der Meer, 2021). Tercero, el analisis de sistemas de Calefaccion, Ventilacion
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y Aire Acondicionado (HVAC en inglés) investiga los sistemas de ventilacion y aire
acondicionado que pueden dispersar particulas virales por todo el edificio. La mejora de
estos sistemas puede reducir significativamente la propagacién de virus en ambientes
cerrados (Ma & Chiu, 2019). Estas estrategias permiten una comprension detallada de
cémo los virus se propagan en ambientes construidos y facilitan la implementacion de
medidas de mitigacién eficaces, como mejoras en la ventilacién y protocolos de limpieza
mas estrictos (Baker & McCullers, 2020).

Las aguas residuales representan otra fuente de informacién para la vigilancia de la salud
publica. Los virus excretados en las heces y la orina pueden ser detectados y secuenciados,
proporcionando una imagen general de la presencia de virus en una comunidad (Rosenberg
& Sullivan, 2022). Las ventajas de la vigilancia en aguas residuales incluyen la deteccion
precoz de brotes, lo que permite la identificacién de virus antes de que se manifiesten en
casos clinicos, facilitando la implementacién temprana de medidas de control (Gans &
McLaughlin, 2016). Ademas, el monitoreo comunitario proporciona datos sobre la
circulacion viral a nivel poblacional, incluso en ausencia de sintomas en individuos, lo cual
es particularmente util para detectar infecciones asintomaticas y evaluar la prevalencia real
de algunos virus (Kramer & Simonsen, 2018). También permite evaluar la efectividad de
medidas de control, como campafas de vacunacién, a través de cambios en la carga viral
en las aguas residuales, proporcionando una evaluacion objetiva de las estrategias de salud
publica implementadas (Slaoui & Fareed, 2019).

La vigilancia gendmica en estos contextos requiere una combinacién de técnicas avanzadas
de muestreo y analisis. Los métodos comunes incluyen la extraccion de material genético
viral, la amplificacién por (RT) -PCR y la secuenciacion de nueva generacién (NGS) (Levin,
2017). Sin embargo, la implementacion efectiva enfrenta varios desafios, como la
variabilidad de muestras, que requiere métodos sensibles y consistentes de muestreo y
andlisis debido a las bajas y variables concentraciones virales (Monto & Malosh, 2019).
Ademas, evitar la contaminacion cruzada es crucial para obtener resultados precisos, lo que
implica la implementacion de estrictas medidas de control de calidad en los laboratorios
(Cobb & Smith, 2020). La interpretacién de datos es otro desafio importante, ya que la gran
cantidad de datos generados por NGS requiere plataformas bioinformaticas robustas para
analisis e interpretacion (Levin, 2017). La capacidad de traducir estos datos en informacién
accionable es fundamental para la vigilancia efectiva (Flahault & Deville, 2019).

Las escuelas como modelo de estudio: Escuela Rebeca Matte

En el marco de nuestro estudio sobre la vigilancia gendmica de virus respiratorios
relacionados con el proyecto Anillo ATE220007, se llevaron a cabo muestreos de aire y
aguas residuales en la Escuela Rebeca Mate Bello, ubicada en la Regién Metropolitana de
Santiago, Chile. Este muestreo se realizé con el objetivo de evaluar la presencia y
circulacion de patégenos respiratorios en un entorno educativo, que es un punto critico para
la propagacion de virus debido a la alta densidad de estudiantes y la interacciéon constante
en espacios compartidos. Esta investigacion estd enmarcada dentro del concepto de
implementacion de vigilancia epidemiolégica en estos espacios.

Obtencion y Analisis de Muestras de Aire y Aqua Residual

Para el muestreo de aire, se utilizé un muestreador de aire Coriolis (Bertin Technologies,
Montigny-le-Bretonneux, Francia). El muestreo se realizé durante 60 minutos a una tasa de
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200 L/min, capturando el aire en un vial conico con 15 ml de buffer fosfato (PBS 1x). Las
muestras obtenidas fueron procesadas vy, tras la purificacién de acidos nucleicos utilizando
el kit Viral RNA Mini de QIAGEN (CA, USA), se determind la presencia de virus respiratorios
mediante gPCR utilizando el PowerChek™ 18 RV Panel Kit.

Para las aguas residuales, se recolectd una muestra compuesta durante 8 horas, con un
volumen total de 2 litros de agua residual proveniente de la comunidad escolar. La muestra
fue obtenida mediante un automuestreador compacto instalado en el sistema de
alcantarillado de la escuela, que realizé la extraccién durante la jornada escolar. Las
muestras fueron procesadas v, tras la purificacion de acidos nucleicos con el kit Viral RNA
Mini de QIAGEN (CA, USA), se determind la presencia de virus respiratorios utilizando
gPCR con el PowerChek™ 18 RV Panel Kit.

Resultados

El andlisis de las muestras de aire y aguas residuales reveld la presencia de virus
respiratorios tanto en el aire de las salas de clases como en el agua residual. Se realizaron
tres campafias de muestreo durante el afio 2023 (abril, julio y octubre). En todas las
campafnas se detecto la presencia de Adenovirus, tanto en el aire como en el agua residual.
Ademas, durante las campafas de julio y octubre, se detectdé rinovirus, bocavirus y
SARS-CoV-2, tanto en el aire como en el agua residual. El virus respiratorio sincicial (VRS)
solo se detecto en el aire durante la campafia de julio.

Estos resultados destacan la importancia de la vigilancia continua en ambientes educativos
para la deteccién temprana de patdgenos respiratorios y la implementacion de medidas de
control adecuadas para prevenir la propagacion de enfermedades infecciosas en la
comunidad escolar.

La vigilancia gendmica de virus respiratorios en ambientes construidos y aguas residuales
es una estrategia poderosa para el control de enfermedades infecciosas. Al permitir la
deteccion temprana de virus y sus variantes, y al proporcionar datos sobre la transmisién y
efectividad de las intervenciones, esta vigilancia puede informar decisiones criticas de salud
publica y mitigar el impacto de brotes (Hui & Ip, 2017). La integracién de estas practicas en
los sistemas de vigilancia existentes sera esencial para fortalecer la resiliencia frente a
futuras pandemias y otros desafios de salud publica (Sullivan & Carlson, 2021). La
colaboracion entre cientificos, autoridades de salud y responsables politicos sera clave para
maximizar los beneficios de la vigilancia genémica y proteger la salud de la poblaciéon (Mills
& Robins, 2020).

Financiamiento
ANID Chile a través de los FONDECYT 1211547 (FV), 1210633 (CS) y 2023 Anillo-ANID
ATE220007.
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Introduccion

Durante la pandemia de COVID-19, el Instituto de Diagnéstico y Referencia Epidemioldgicos
(InDRE), el laboratorio nacional de referencia en Salud Publica se enfrenté a desafios
significativos, requiriendo el apoyo de otras instituciones para llevar a cabo la vigilancia
genomica de SARS-CoV-2 en México. En respuesta a esta necesidad, en 2021, se
establecio el Consorcio Mexicano de Vigilancia Gendmica (CoViGen-Mex), compuesto por 7
Instituciones (en orden alfabético): el Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo
en Mazatlan, el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico
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Nacional en Zacatenco e lrapuato, el Instituto Mexicano del Seguro Social, el Instituto
Nacional de Cardiologia, el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, la
Universidad Autéonoma de la Ciudad de México, y la Universidad Nacional Auténoma de
México con su Facultad de Medicina y el Instituto de Biotecnologia. Este consorcio
multidisciplinario esta compuesto por investigadores con amplia experiencia en diversas
areas, incluyendo virologia, epidemiologia, biologia molecular, bioinformatica, microbiologia
y medicina.

El CoViGen-Mex ha tenido un impacto significativo en el seguimiento de la evolucion de
SARS-CoV-2 en el pais durante los ultimos tres afos. Los resultados obtenidos han
permitido identificar variantes que podrian tener un impacto en la salud publica nacional,
como aquellas que presentan mutaciones que podrian modificar la transmisibilidad,
capacidad de replicacion y/o patogenicidad del virus, asi como mutaciones que podrian
asociarse con la evasion del virus a la inmunidad generada por las vacunas o por la
infeccion natural. Igualmente, esta vigilancia gendmica ha permitido detectar mutaciones
que podrian afectar la eficacia de los métodos de diagndstico moleculares o de los
antivirales especificos que puedan disefarse en el futuro.

La labor del CoViGen-Mex ha permitido determinar la secuencia de mas de 30,000
genomas virales, lo que representa el 35% de la informacién generada en México. Este
proyecto se ha realizado en coordinacion con el Instituto de Diagnéstico y Referencia
Epidemioldgicos (InDRE), y de acuerdo con los lineamientos para vigilancia de variantes del
virus elaborados por la Direccion General de Epidemiologia de la Secretaria de Salud.
Asimismo, las secuencias del genoma han sido depositadas de manera oportuna tanto en la
base de datos MexCoV2 como en la base internacional de GISAID. Los linajes virales
identificados son informados también oportunamente al INDRE.

Epidemiologia de casos y muertes en México durante la Pandemia

México se ha visto severamente impactado por la pandemia de COVID-19, como evidencian
las cifras de casos y muertes acumuladas en comparacion con otros paises de América
Latina. Hasta el 15 de noviembre de 2023, se reportaron un total de 7.70 millones de casos
y 334,915 defunciones, asi como seis olas de casos.

La primer ola epidemiolégica, que abarcé de mayo a agosto de 2020, alcanzd su punto
maximo con 7,275 casos diarios (promedio mévil de 7 dias), el 18 de julio de 2020. La
segunda ola, de diciembre de 2020 a marzo de 2021, registr6 nu maximo de 16,009 casos
el 10 de enero de 2021, mientras que, durante la tercera ola, de junio a octubre de 2021, se
reportaron 19,305 casos el 10 de agosto de 2021. La cuarta ola, que transcurrié de
diciembre de 2021 a marzo de 2022, registré6 el récord mas alto de casos diarios,
alcanzando un maximo de 62,134 el 15 de enero de 2022. La quinta ola, de junio a agosto
de 2022, alcanzé un maximo de 30,475 casos el 10 de julio de 2022. Finalmente, la sexta
ola, de noviembre de 2022 a enero de 2023, registré un pico de solo 4,852 casos el 30 de
diciembre. Desde entonces, el nimero de nuevos casos confirmados diarios en México ha
disminuido considerablemente, siendo actualmente menos de 10 en promedio.

Es relevante destacar que la sexta y quinta olas epidémicas han registrado el menor
numero de hospitalizaciones y muertes hasta la fecha, con picos de 43 muertes diarias
(promedio moévil de 7 dias) el 16 de enero de 2023 y 91 el 4 de agosto de 2022,
respectivamente. En comparacion, la cuarta ola registro 557 muertes el 12 de febrero de
2022, la tercera ola 798 el 17 de julio de 2020, la segunda 1,432 el 22 de enero de 2021, y
la primera 812 el 12 de agosto de 2021. Esta disminucién en la mortalidad de las ultimas
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dos olas probablemente esté relacionada con el aumento de la inmunidad de la poblacién
adquirida a través de la vacunacion, infecciones previas o una posible disminucién de la
virulencia de las variantes circulantes.

Dispersion y Evolucién de Variantes Circulantes en México Durante la Pandemia

Hacia finales de 2020, la aparicion de variantes con un mayor potencial de riesgo para la
salud publica global llevo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a categorizarlas en
distintos grupos a nivel mundial: variantes de preocupacion (VOC), variantes de interés
(VOI) y variantes a monitorear (VOM), siendo estas ultimas de menor grado de alerta que
las primeras dos. Al examinar todas las secuencias depositadas en GISAID procedentes de
México, se observa una amplia circulaciéon de multiples linajes de SARS-CoV-2 a lo largo de
la pandemia, incluyendo variantes VOC, VOI y VOM. El analisis de su dispersion vy
evolucién ha permitido identificar diversas zonas geograficas en cada una de las olas
epidemioldgicas.

En la primera ola en el pais, se observo la co-circulacion de numerosos linajes con
propiedades biolégicas estables. Se identificaron 96 linajes en el afio 2020, derivados de B
y B.1, con multiples introducciones de estos linajes al pais. Durante la segunda oleada, la
variante VOM BA.1.1.519 domind de enero a marzo de 2021, alcanzando un pico en febrero
con una frecuencia nacional superior al 80%. Se estima que esta variante surgié en México,
respaldado por andlisis bayesianos que sugieren 121 introducciones de Estados Unidos a
México y 391 de México a Estados Unidos. Los analisis filodinamicos indican que su
distribucién probablemente comenzdé en el centro del pais y se expandié primero hacia el
sur y luego al resto del territorio nacional.

La variante Alfa estuvo presente en México desde febrero hasta agosto de 2021, pero no
logré alcanzar predominancia en todo el pais como en otras naciones, circulando de manera
mas destacada durante un periodo inter-ola. A nivel nacional, la prevalencia de la variante
Alfa aumenté de menos del 1% en marzo de 2021 al 8.8% en abril y al 19% en mayo. Sin
embargo, para junio, su prevalencia disminuyé al 14.3%, y en julio descendio al 2.2%, para
luego llegar a menos del 0.2% en agosto, hasta desaparecer completamente del pais en
septiembre. No obstante, la variante Alfa circulé6 de manera mas predominante en el norte
del pais, especialmente en aquellos estados donde la prevalencia de la variante B.1.1519
fue menor. A su vez, la expansion inicial de la variante Gamma (P.1) por el sur del pais
hacia el centro, seguida por la expansion de la variante Delta en la misma direccién, impidié
su expansiéon dominante en todo el pais. Es interesante destacar que, segun analisis
bayesianos, se estimaron 224 introducciones de la variante Alfa a México; sin embargo, se
identificaron diferentes haplotipos nacionales caracterizados por mutaciones especificas,
unicas en el pais.

Por otro lado, la variante Gamma fue detectada en menos del 4.3% de las muestras en abril
de 2021, aumentando luego al 18.3% en mayo. En junio, alcanzé su punto maximo de
prevalencia en el pais, llegando al 31%. Sin embargo, esta cifra disminuyd notablemente,
siendo inferior al 7.8% en julio, 1.6% en agosto y menos del 0.2% en septiembre. Al igual
que la variante Alfa, la Gamma fue mas predominante en el periodo inter-ola, pero a
diferencia de la Alfa, esta predominancia se observd en el sur del pais. Ambas variantes
fueron completamente desplazadas por la variante Delta.

En mayo de 2021, la variante Delta y sus sublinajes, responsables de la tercera ola en el
pais, fueron identificados en 10 estados con una frecuencia del 2.7%; en junio aumento a
26.2% vy fue identificada en todo el pais; en julio y agosto alcanzé el 76.2% y el 90.4%,
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respectivamente; y de septiembre a noviembre representdé mas del 99%, comenzando a
disminuir en diciembre. Se identificaron 142 introducciones al pais mediante métodos
bayesianos. Asimismo, se identificaron linajes de circulacién nacional, habiendo
regionalizacién de las variantes de Delta en el pais. De julio a noviembre, el linaje AY.20 fue
el mas frecuente, con una prevalencia superior al 41.5% a nivel nacional. Sin embargo, este
circul6 mas predominante en la region centro, centro-sur, centro-norte y centro-oeste del
pais. Por otra parte, el linaje AY.26 fue el segundo mas prevalente, con una prevalencia del
8.6% en junio, un pico del 24.9% en julio, y un descenso al 6.2% en diciembre, circulando
mas fuertemente en el sureste y noroeste del pais. En contraste, AY.100 aumenté de 0.6%
en junio a 10% en diciembre, siendo mas prevalente en la region sureste. Mientras que
AY.113 y AY.103 aumentaron de 0.6% a 4.1% y de 0.1% a 4.4%, respectivamente,
circulando ambas en el noreste del pais. Curiosamente, la prevalencia de AY.20, AY.26 y
AY.100 fue inferior al 1.5% a nivel mundial, siendo México el Unico pais con una frecuencia
tan alta.

La variante BA.1 de Omicron fue identificada por primera vez en noviembre de 2021 en el
sureste de México, extendiéndose posteriormente hacia el centro del pais y luego hacia el
noroeste. En un lapso de 5 a 6 semanas, esta variante desplazé a la variante Delta,
convirtiéndose en dominante en enero de 2022 en todo el pais. La prevalencia de BA.1.* fue
del 0.2% en noviembre, aumentando drasticamente al 49.7% en diciembre, al 96.6% en
enero de 2022 y alcanzando el 100% en abril. El sublinaje BA.1.1 de Omicron fue el mas
dominante de enero a marzo, superando el 75% de prevalencia, y estuvo asociado con la
cuarta ola de casos en el pais; sin embargo, su frecuencia disminuy6 al 11% en mayo.
Mientras tanto, los sublinajes BA.2 (>20%), BA.2.9 (>25%) y BA.2.12.1 (>17%) aumentaron
en frecuencia durante el periodo inter-ola.

En junio 2022, los linajes BA.5.1, BA.5.2 y BA.5.2.1 fueron los mas prevalentes, superando
el 80% de frecuencia, junto con BA.4., y se asociaron con la quinta ola de casos. A partir de
septiembre, se identificaron multiples nuevos sublinajes, incluido el BW.1, que para
noviembre ya estaba presente en mas del 30% de las secuencias y ganaba fuerza en la
region sureste del pais. Ademas, en octubre se identificaron distintos linajes BQ.1.* en todo
el pais, habiéndose encontrado inicialmente en el norte y noreste del pais. En noviembre,
los linajes BQ.1.* y XBB.*, y en menor proporcion BW.1, empezaron a dominar la circulacion
nacional, y se asocian con la séptima ola de casos en el pais.

Conclusiones

Durante el primer afio de la pandemia en México, se observé una circulacion significativa de
varios linajes con capacidades de transmisién equivalentes, lo que reflejé la dinamica
evolutiva del virus SARS-CoV-2. Las variantes B.1.1.519, Delta, Omicron (BA.1), Omicron
(BA.5), Omicron (BQ.1) y XBB se destacaron como las mas prominentes en diferentes
etapas de la crisis sanitaria, asociadas con la segunda, tercera, cuarta, quinta y sexta ola de
la pandemia, respectivamente.

La identificacibn de patrones regionales de circulacion de estas variantes resalté la
importancia de ciertas areas geograficas como puntos criticos en la introduccion y
diseminacion de nuevos linajes. La frontera norte, la Ciudad de México y los destinos
turisticos de Quintana Roo y Baja California Sur surgieron como areas clave de entrada y
propagacion de las variantes, dada la alta movilidad de personas.

Factores como la densidad poblacional, la tasa de casos positivos, la prevalencia de
variantes circulantes y el numero de introducciones de nuevas variantes al pais
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desempefaron un papel crucial en la dinamica de dispersion de los diferentes linajes. El
seguimiento continuo y exhaustivo de la evolucidn gendmica del virus es esencial para
comprender mejor su comportamiento y adaptar las estrategias de salud publica en
consecuencia. Por lo tanto, es importante fortalecer la vigilancia genémica no solo del
SARS-CoV-2, sino también de otros virus patégenos como la influenza, el virus respiratorio
sincitial (RSV), el dengue y otros agentes infecciosos de importancia médica. Este enfoque
integral permitira una respuesta mas efectiva ante la amenaza continua de enfermedades
infecciosas emergentes y reemergentes, contribuyendo asi a la protecciéon de la salud
publica y al control de futuros brotes.
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Los arbovirus, en general designados como virus transmitidos por artropodos, y los
robovirus, virus transmitidos por otros animales como roedores, son un gran problema de
salud publica a nivel mundial. Los arbovirus son un conjunto de agentes transmitidos por
mosquitos que afectan a millones de personas en areas tropicales y subtropicales por
ejemplo desde México hasta la Argentina, incluso regiones calidas en Estados Unidos. Hay
un poco mas de 400 enfermedades producidas por arbovirus, pero las que tienen mayor
incidencia son la Fiebre amarilla, Dengue, Chikungunya y Zika, de igual forma hay otros
agentes virales no menos importantes que causan enfermedades endémicas y emergentes
como virus Toscana y Hantavirus entre otros. Estos agentes virales pueden ser transmitidos
por varias especies de mosquitos presentes en las Américas, algunos de estos vectores
incluso tienen capacidad biolégica de poder transmitir mas de uno de estos virus.

El abordaje de las arbovirosis desde el punto de vista de la virologia e inmunologia basica
es importante y se destaco en las siguientes tematicas desarrolladas en esta sesién. En
primer término contamos con la presentacion del profesor Jesse Waggoner de Emory
University, a través del cual ha compartidos importantes aportes en el diagnéstico de
Dengue a través de un meétodo multiplex en tiempo real que dio lugar a la cuantificacién y
serotipado de virus del dengue en una unica reaccion, con un resultado de entre 6 y 275
veces mas sensibles que la técnica mas utilizada para diagnéstico (RT-PCR hemi-nested).
Estos mismos abordajes flexibles y faciles de reproducir en el laboratorio se han aplicado
por el equipo investigador para los virus Zika, SARS-CoV-2 y Chikungunya.

La realizacién de esta reunién en la ciudad de México, nos dio la oportunidad de contar con
la presentacion del trabajo realizado en la red tematica de CYTED BUDE Pav-am, donde se
explora el uso potencial de secuencias peptidicas como agentes antivirales, a través de la
disertacion de su coordinador, Carlos Mufioz-Garay (UNAM).

Luego, desde Espafia, la Dra. Maria Dolores Fernandez Garcia del Instituto de Salud Carlos
lll, nos compartid el trabajo realizado respecto a la deteccion, caracterizacion y primera
identificacion de reordenamiento genético del virus Toscana por secuenciacion
metagendmica no dirigida en pacientes con meningitis idiopatica, Andalucia, Espana,
2015-2019, poniendo en evidencia la implicancia de esta virosis en un cuadro clinico
neuroldgico.

Continuando con los métodos innovadores para el diagnéstico, desde el INDRE, la profesora
Yolanda Medina Flores nos compartio la estrategia de busqueda e identificacion de péptidos
antigénicos para el diagnéstico diferencial entre Dengue y Zika, mientras que la Dra. Sandra
Goni y la Lic. Mercedes Pastorini sumaron su perspectiva respecto a las lineas de trabajo
para el abordaje de estrategias biotecnolégicas para la generacion de herramientas
diagnésticas y terapéuticas.

Desde Uruguay, la Dra. Delfraro nos compartié un enfoque sistémico en el rol de los
murciélagos como hospedadores virales, mientras que la Dra. Ana Laura Vigueras Galvan
diserté acerca de la situacion actual y perspectivas del hantavirus en México.

En el cierre de la sesion, contamos con un estudio sobre la presentacion clinica por serotipo
de dengue en un estudio pediatrico en Managua (2004-2021), a cargo del Dr. Balmaseda,
donde pudo evidenciarse el dialogo entre el laboratorio y su aplicacion en la salud.

En todos estos trabajos puede notarse el dialogo multidisciplinario para generar algoritmos
diagnésticos adaptados a cada situacion epidemioldgica y para el diagnéstico temprano de
nuevos virus con potencial emergente, reemergencia o pandémico. El trabajo colaborativo
también debe derivar en proyectos de investigaciéon para discernir nuevos conocimientos en
la biologia de estos virus y su interaccion al ser enfrentados al sistema inmunolégico, ya que
aun hoy en dia la patogénesis de la enfermedad grave de muchas infecciones virales aun
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no esta bien esclarecida o al menos restan preguntas por contestar, sobre todo el papel que
la propia respuesta inmune juega en el dafio tisular del huésped y en la génesis de cuadros
graves, a pesar de ya existir varias teorias propuestas de acuerdo a factores dependientes
del huésped y el virus en el origen de los cuadros mas severos. Estudiar estas areas de
forma colaborativa sobre todo mediante redes de investigadores e investigadoras, con
seguridad contribuira al fortalecimiento de los sistemas de gestion de salud, mejorando las
capacidades diagndsticas y de abordaje terapéutico de estos pacientes.
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NUEVOS METODOS DE DIAGNOSTICO MOLECULAR PARA
ENFERMEDADES ENDEMICAS Y EMERGENTES
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Deteccion molecular multiple de Zika, Dengue y Chikungunya mediante métodos
convencionales (1, 2, 3, 4, 5)

El virus del dengue (DENV) posee cuatro serotipos y a pesar de la importancia sanitaria de
dicho agente, las pruebas de diagndstico molecular presentan limitaciones significativas. En
este contexto, uno de los objetivos de nuestra labor fue desarrollar un método multiplex, en
tiempo real basado en una PCR posterior a una transcripcion reversa (rRT-PCR) para la
deteccion, cuantificacion y serotipado de virus del dengue en una unica reaccion. Con ese
fin, el proyecto involucré el disefio de una reaccién que amplifique la region 5’ no traducida y
el gen de la capside de DENV. El limite de deteccion utilizando ARN gendmico fue de 0.3,
13.8, 0.8 y 12.4 equivalentes de cDNA equivalentes/uL para los serotipos 1,2 3 y 4
respectivamente. Estos resultados son entre 6 y 275 veces mas sensibles que la técnica
mas utilizada para diagnéstico (RT-PCR hemi-nested).

Con el objetivo de validar la prueba disefada, se utilizaron 69 muestras provenientes de
Nicaragua, recolectadas hasta el dia 5 del comienzo de sintomas. Se observé una
positividad del 100% de las mismas, las cuales habian obtenido el diagndstico positivo
mediante dispositivos autorizados por las autoridades sanitarias. Ademas, nuestra
metodologia fue capaz de distinguir entre los cuatro serotipos exitosamente. Sumado a
esto, nuestro método demostrd que habia presencia del ARN de dengue en el 97.2% de las
muestras provenientes de Sri Lanka que obtuvieron un positivo de anticuerpos IgM contra
DENV, mientras que la RT-PCR hemi nested habia logrado tan solo un 44.4% de
positividad. No se observd amplificacion en 80 muestras clinicas enviadas para
determinacion cuantitativa de hepatitis C e incluso cuando el ARN gendémico de otros
flavivirus fue testeado. Esta reaccion simple, cuantitativa, multiplex para el serotipado de
dengue demostré un rendimiento clinico y analitico superior a las técnicas convencionales
ademas de ser una metodologia mas simple que la de referencia.

Otro de nuestros proyectos constd del desarrollo de un método de deteccion basado en
rRT-PCR que es capaz de detectar los cuatro serotipos del virus del dengue pero no
distingue entre ellos. Se han utilizado 200 muestras clinicas y se compararon los resultados
con una prueba validada de misma naturaleza (Altona DENV- rRT-PCR), la prueba mas
utilizada (hemi-nested RT-PCR) y un ensayo multiplex especifico rRT-PCR. EI método que
hemos desarrollado posee un rango lineal desde 1.0 a 7.0 log,, de equivalentes de
cDNA/uL, dependiendo del serotipo. Al comparar con patrones de referencia, el ensayo
demostré mas sensibilidad clinica que las pruebas de referencia. Ademas fue capaz de
detectar significativamente mas muestras DENV positivas que habian sido recolectadas en
el dia 5 desde el comienzo de los sintomas o posteriormente. Este hecho es de gran utilidad
para extender el periodo en el cual se puede confirmar el diagndstico molecular de dengue.
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El virus Chikungunya (CHIKV) es un alfavirus mayormente transmitido por mosquitos de la
especie Aedes. Existen reportes de una enfermedad consistente con Chikungunya hasta
200 anos atras, pero el virus gané la atencion mundial durante una pandemia masiva que
comenzoé en Africa del Este en el afio 2004. Similar a otras infecciones virales causadas por
distintos arbovirus, las infecciones con CHIKV son mayormente detectadas con una
combinacién de métodos moleculares y serolégicos, mediante cultivo celular y deteccién de
antigenos virales. Aunque el nimero de los casos de CHIKV ha disminuido desde 2014, el
virus que causa la enfermedad se ha vuelto endémico en distintos paises a través de los
tropicos y probablemente continuara causando brotes esporadicos en individuos que nunca
han sido infectados con el virus. El acceso consistente a métodos de diagndstico precisos
es necesario para detectar los casos individuales y desarrollar respuestas rapidamente ante
nuevos brotes. La metodologia gold standard para la deteccion del virus es el cultivo celular
y el aislamiento viral, pero es de alto costo, requiere tiempo, equipamiento y personal
especializado ademas de ser una actividad de alto riesgo para el personal. Por otro lado,
hay métodos moleculares que poseen una gran sensibilidad para detectar dicho virus pero
en algunos casos se obtienen falsos negativos cuando se trata de muestras con baja carga
viral, presencia de inhibidores o cepas virales con mutaciones en los genes objetivo del
ensayo.

El virus del dengue y de chikungunya ahora circulan simultdneamente en regiones
tropicales del mundo, poniendo a millones de personas que viven en dichas regiones en
riesgo de infeccién. El diagnéstico diferencial es importante para la vigilancia epidemioldgica
y para el abordaje terapéutico en los casos clinicos. En este sentido, generalmente se
requiere la realizacién de 2 o 4 reacciones de PCR separadas para su deteccion.

En este contexto, el objetivo de nuestro trabajo fue desarrollar y evaluar una rRT-PCR de
unica reaccion y multiplex para la deteccion y diferenciacion de dengue y chikungunya. El
proyecto comenzd realizando un alineamiento de todas las secuencias genomicas
completas de CHKV en GenBank (https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) y disefiando una
rRT-PCR. Luego se sumé un desarrollo previo para la deteccién de todos los serotipos de
dengue. La evaluacion analitica se llevdo a cabo de acuerdo con las recomendaciones
publicadas y el método completo fue comparado clinicamente para referenciar los
diagnésticos moleculares de referencia utilizando 182 sueros de pacientes sospechosos de
dengue de Managua, Nicaragua. Se observd que el método desarrollado posee un rango
dinamico de 7.0 a 2.0 log,, copias/uL para cada serotipo de dengue y virus chikungunya.
Los limites inferiores de deteccion fueron 7.9-37.4 copias/uL. El método fue capaz de
detectar sefal positiva en 81 pacientes en comparacion con 75 que encontré un producto de
referencia (hemi-nested DENV RT-PCR) y demostré coincidencia perfecta con un kit de
deteccion para chikungunya basado en rRT-PCR, obteniendo 54 muestras positivas. El
método desarrollado posee una deteccidn mas sensible para ambos virus y tiene el
potencial de mejorar el diagndstico al mismo tiempo que disminuyen los costos de testeo
ademas de simplificar el flujo de trabajo.

Las manifestaciones clinicas de algunos virus causantes de enfermedades emergentes
pueden ser similares, como en el caso de zika, chikungunya y dengue. Para mejorar la
deteccion viral, simplificar el flujo de trabajo y disminuir los costos de cada analisis, nuestra
labor se ha basado en el desarrollo y evaluacion de métodos novedosos de deteccion.

Uno de los desarrollos ha sido una prueba de deteccion basada en RT-PCR en tiempo real
(rRT-PCR) de formato multiplex. Los ensayos moleculares convencionales pueden detectar
y diferenciar estos 3 patégenos unicamente durante la fase aguda de la enfermedad, en la
cual se generan cantidades significativas de material genético viral. A pesar que una gran

91



cantidad de pruebas moleculares han sido publicadas para la deteccion de DENV y CHKYV,
solo 2 rRT-PCRs han sido reportadas y caracterizadas para el virus Zika (ZKV) utilizando
muestras humanas. Sumado a esto, las pruebas moleculares convencionales deben
realizarse individualmente para cada virus, utilizando protocolos establecidos y requieren
multiples reacciones para cada muestra de cada paciente. En el marco de este proyecto
hemos disefiado una rRT-PCR con el fin de detectar Zika, CHIKV y pan-DENV en
simultaneo. Se encontré que este nuevo método mejord la deteccion del virus Zika en
comparacion con la rRT-PCR individual caracterizada previamente. Es necesario generar
métodos con mejor sensibilidad para el virus Zika, ya que las muestras clinicas poseen una
baja viremia y no existen métodos precisos para el diagnéstico alternativo como por ejemplo
mediante serologia. Adicionalmente, nuestro ensayo fue capaz de identificar 17
co-infecciones en los pacientes positivos para el virus Zika.

Los resultados obtenidos fueron llevados a cabo utilizando 216 muestras y a pesar que
estos datos son preliminares, los resultados son evidencias de la utilidad de un método de
diagnéstico multiplex para detectar 3 patdégenos en simultaneo. Este ensayo puede reducir
los costos de la deteccion molecular y con mejoras en su rendimiento. Ademas, posee una
gran especificidad ya que se confirmé que no hay reactividad cruzada al encontrarse el ARN
genomico de otros virus (Virus del Nilo Occidental, Virus de la encefalitis Japonesa,
encefalitis transmitidas por garrapatas, virus de la fiebre amarilla, encefalitis de Saint Louis,
virus O’nyong-nyong, virus del bosque Semliki, Mayaro, virus del Rio Ross, virus Getah,
virus Barmah Fores y Unas).

Deteccion molecular mediante métodos novedosos (6)

Los métodos de diagndstico Point-of-care son muy valiosos por su gran utilidad
aprovechando infraestructuras simples, que pueden aumentar el diagnéstico y seguimiento
de infecciones en centros de atencion regionales. Con dicha perspectiva pero ademas con
la intencion de detectar multiples objetivos en simultdneo hemos desarrollado una
plataforma de PCR multiplex que para obtener los resultados requiere Unicamente un
termociclador sin instrumentos 6pticos. La plataforma desarrollada esta basada en un chip
con un arreglo de sensores para membranas ion selectivas que es capaz de eliminar las
dificultades de selectividad y sensibilidad para PCR multiplex. El soporte del chip posee
actividad depletoria de las membranas ion selectivas, lo que inhibe la sensibilidad al pH y a
la variaciéon de la fuerza ibnica no especifica que echa a perder los sensores
electroquimicos mayormente utilizados. La validacion de la plataforma dio como resultado la
deteccion robusta, sensible y selectiva de cada uno de los 4 serotipos del virus del dengue,
incluso en presencia de productos inespecificos utilizando muestras de plasma portando
ARN de todos los serotipos. El tiempo de la prueba es de aproximadamente 90 minutos y se
logra una sensibilidad de hasta 100 copias/mL. Mediante el reemplazo de la tecnologia
Optica habitual de las RT-PCR, el sensor de membrana genera que este producto sea mas
escalable y que permita la deteccion simultanea de distintas infecciones virales en una sola
muestra utilizando un unico chip.

Deteccién serolégica para el virus Zika y virus del Dengue (7)

La deteccion de la presencia de material genético viral en una muestra clinica permite
establecer un diagnéstico y esa informacién podra ser utilizada por el equipo médico con el
fin de determinar el mejor abordaje terapéutico posible para lograr una buena prognosis. Sin

92



embargo, el testeo serologico provee informacion diagndstica y conocimiento sobre las
respuestas inmunologicas generadas contra los distintos virus en un contexto de infeccion.
Los anticuerpos IgM e IgG especificos contra los virus se desarrollan en respuesta a la
infeccion y hay distintos métodos para la deteccion de estos isotipos durante las fases
agudas y convalecientes de la infeccion segun lo reportado por varios trabajos. El uso
comercial e in-house de ELISAs para detectar anticuerpos contra antigenos virales ha sido
histéricamente el método de preferencia. Los ELISAs comerciales provenientes de diversas
compafias han demostrado resultados aceptables a pesar que pueda haber reacciones
cruzadas con otros alfavirus como Mayaro y el virus o'nyong'nyong.

Mas aun, las pruebas para Zika basadas en RT-PCR proveen diagndsticos especificos, pero
dada la alta incidencia de infecciones leves o asintomaticas de dicha enfermedad, los
pacientes pueden no requerir atencidon médica en el punto en el cual la viremia es
detectable mediante dicha metodologia. Los centros estadounidenses de Control vy
Prevencion de Enfermedades (CDC) recomiendan que la evaluacion de la presencia de
anticuerpos IgM contra Zika se realice en muestras colectadas no mas que 4 dias luego del
comienzo de los sintomas. Sin embargo, la Administracién Federal de Drogas de los
Estados Unidos (FDA) autorizé pruebas de IgM contra Zika, autorizadas para uso de
emergencia que requieren confirmacion mediante un ensayo de neutralizacion por
reduccidon de placas para resolver falsos positivos resultantes de la reactividad cruzada. El
ensayo de neutralizacion por reduccion de placas es complejo, conlleva mucho tiempo y
tiene una disponibilidad limitada. Es por eso que el desarrollo de métodos de deteccion
serolégicos con una amplia ventana de diagnéstico y la habilidad de diferenciar zika de
dengue es esencial.

Considerando la situacién, hemos desarrollado un ensayo multiplex basado en una
plataforma de oro plasmoénico para la medicién de anticuerpos IgG e IgA contra ZKV y
DENV. En contraste con la reaccién cruzada de IgM, los anticuerpos IgG e IgA contra la
proteina Non-Structural 1 (NS1) de Zika fueron especificos para dicha infeccion. Por otro
lado, la avidez de los IgG reveld infecciones recientes de Zika e infecciones antiguas de
dengue serotipo 2 en pacientes que habitan regiones donde dicha enfermedad es
endémica. Este ensayo puede permitir diagnosticos especificos de infecciones de Zika
sobre otras infecciones flavivirales.

El método desarrollado es capaz de amplificar las sefales de fluorescencia cercanas al
infrarrojo hasta 100 veces, permitiendo un analisis sensible para multiples analitos sobre un
rango dinamico de 6-7 logaritmos. Los arreglos antigénicos fueron desarrollados en oro
plasmoénico para determinacion simultanea de anticuerpos IgM, IgG e IgA basado en la
inmovilizacion de la proteina NS1 de Zika y NS1 de dengue. De esta manera, el biochip
captura anticuerpos IgG e IgA presentes en sueros de muestras humanas que luego son
tratados con anticuerpos anti-humanos IgG-IRDye680 e IgG-IRDye800. Las cantidades de
IgG e IgA unidas a cada antigeno fueron analizadas mediante las intensidades de
fluorescencia de los fluoréforos acoplados a los anticuerpos secundarios. En un ensayo
independiente, se detectaron los anticuerpos IgG e IgM, acoplados a otros fluoréforos.
Ademas, hemos desarrollado un test de avidez de IgG para diferenciar infecciones recientes
de antiguas. En dicho ensayo, basado también en la tecnologia de oro plasménico, se
introdujo un tratamiento con urea para remover los anticuerpos IgG contra DENV y ZKV que
se encontraban débilmente unidos a los antigenos. De esta manera, solo se mantienen
unidos los anticuerpos con una alta afinidad para los antigenos sobre las particulas de oro
plasménico. Dado que la afinidad de los anticuerpos IgG contra Zika se espera que
aumente gradualmente luego de la infeccién, una baja avidez indicaria una infeccion
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reciente mientras que una alta avidez indicaria una infeccion antigua. El mismo analisis fue
aplicado para el test de avidez de los anticuerpos IgG contra DENV.

Los resultados sugieren que en las regiones donde la enfermedad del dengue es endémica,
debido a la débil reactividad cruzada para dengue y zika, se deberia utilizar el valor de corte
del 1gG para Zika con el fin de obtener una referencia a una poblacién que probablemente
haya estado previamente infectada con dengue en comparacion con los métodos
individuales tradicionales. Este método reduce sustancialmente el niumero de ensayos
requeridos para el diagnéstico, dado que utiliza solo 1 uL de suero de muestras humanas,
provee resultados en aproximadamente 2 horas y ofrece una reproducibilidad satisfactoria
es un método confiable para el diagndstico de dichos flavivirus.

El ensayo de avidez IgG/IgA basado en la plataforma desarrollada puede facilitar la
vigilancia para la fiebre de Zika durante la pandemia causada por infeccién con ZKYV,
especialmente en regiones con infeccion endémica de dengue.

Detecciéon molecular de SARS-CoV-2 (8)

La mayoria de los protocolos para transcripcion reversa y posterior PCR para SARS-CoV-2
incluye 2 o 3 objetivos para su deteccién. Nuestro equipo ha desarrollado un método de
deteccion triplex, en tiempo real de RT-PCR que mantiene el rendimiento clinico en
comparacion con ensayos individuales. Este protocolo puede coordinar la deteccién y
disminuir el uso de reactivos en contextos de alta demanda de testeo. Nuestro objetivo fue
el desarrollo de un ensayo con control interno y triplex para la deteccion del virus causante
de COVID-19 en ARN derivado de muestras clinicas. La metodologia incluye la deteccién
de la proteina N2 (especifica para SARS-CoV-2), la proteina E (detecta coronavirus
relacionados con SARS) y la RNAsa P, que sirve como control de muestras heterdlogo e
intrinseco. El rango dinamico de ambos objetivos se extendié entre 8.0 a 2.0 log10
copias/uL de eluato. La concentracion minima en la cual ambos objetivos fueron detectados
en todas las réplicas fue de 45 copias/uL. La metodologia ademas demostré una buena
especificidad al analizar 42 muestras de pacientes con sintomas respiratorios no COVID-19,
de las cuales el 100% dio resultados negativos para N2 y para E, pero positivas para el
control interno. En este sentido, el método de diagndstico fue capaz de mantener la
precision en la deteccién viral pero ademas mejora la capacidad diagndstica de los
laboratorios para momentos de alta demanda de testeos como los transitados durante la
pandemia.
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Carlos Munoz-Garay / cgaray@icf.unam.mx
Instituto de Ciencias Fisicas de la UNAM. Campus Cuernavaca, Morelos. Goordinador de la Red
CyTED BUDEPAV-AM

Los péptidos son proteinas extremadamente pequefas con secuencias menores a los 80
aminoacidos. De estos se conoce su funcion en multiples procesos fisioldgicos por lo que
suelen agruparse con el término de péptidos bioactivos. Asi podemos tener al grupo de
neuropéptidos, inmunomoduladores, hormonas, antimicrobianos y antivirales, entre otros.
En la red para la “Busqueda y desarrollo de péptidos antimicrobianos y antivirales contra
cepas multirresistentes” (BUDEPAV-AM-219RT0573) nos centramos en estos péptidos
bioactivos como fuente natural y para el disefio de péptidos antimicrobianos y antivirales.
Nuestra participacion en esta reunion académica anual tuvo el propdsito de presentar
nuestra red, difundirla y buscar la interaccion con grupos de investigacion de COVIRed, en
particular con aquellos grupos con experiencia en ensayos AV in vitro con quien poder
colaborar en probar el compendio de péptidos de la red BUDEPAV-AM.

La red inici6 con 15 Ilaboratorios, representando 9 paises, incluyendo tres poco
representados historicamente en las redes CyTED (Costa Rica, Ecuador y Peru). Para el
segundo afio (2020) se incrementd a 25 laboratorios, y 10 paises (incorporandose un grupo
de Honduras, también poco representado en CyTED). En el afio 2022 se incorpord un grupo
de trabajo de Portugal. En 2023 concluimos con 26 Laboratorios de 12 paises (incluyendo a
El Salvador (poco representado), asi logramos incluir a 5 paises relevantes para CyTED. La
comunidad llegé a ser de poco mas de 152 miembros, 78 de ellos con grado de Doctor. Los
laboratorios cuentan con distintas experiencias en el tema del desarrollo de péptidos
antimicrobianos y antivirales. Para mayor informacion puede consultarse la pagina
https://www.fis.unam.mx/~cgaray/redbude.html.

En la literatura existen reportes de péptidos antimicrobianos que han presentado actividad
antiviral. Su actividad puede ser por competencia de la union ligando receptor, crucial para
la transfeccion viral, para el caso de péptidos anfipaticos, éstos pueden interaccionar con
virus que presentan lipidos en su capside, pero también se puede considerar péptidos que
interfieran en alguno de los multiples pasos de la replicacion del virus en la célula. En una
busqueda bioinformatica, Urmi y Col. en el afio 2023, encontraron existia reportes de 156
secuencias peptidicas con actividad antiviral en 21 tipos distintos de virus, el grupo mas
grande fue de 76 antivirales con efecto sobre el virus de la Inmunodeficiencia humana (HIV),
seguido por un grupo de 47 péptidos contra Herpes, para hepatitis Hepatitis C se encontré
un grupo de 27 péptidos. Son grupos mas pequerios los de los péptidos que tienen actividad
contra algunos de los siguientes virus; Coronavirus humano, el virus de la Influenza,
Dengue, Zika, Vaccinnia, Papilloma, Ebola, Measle, Junin, Enterovirus, Hepatitis B,
Rinovirus Humano, Virus de la encefalitis japonesa, virus BK, Adenovirus, Aichi,
Citomegalovirus y virus de encefalitis equina venezolana (Urmi el al., 2023).
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Respecto a cdmo estos antivirales pueden lograr un efecto negativo en el proceso de
transfeccioén, se cuenta ya en la literatura con informacion a nivel molecular. Para el caso del
virus HIV los antivirales inhiben la envoltura del virus, sin embargo otros grupos de péptidos
interfieren con la entrada y fusion del virus, pero también hay péptidos antivirales que
afectan la maquinaria de replicacion dentro de la célula. Un mecanismo antivirales general
es la reduccién del efecto citopatico o inhibicidn de proteasas por péptidos antivirales. Existe
un pequeno grupo de péptidos que se caracteriza por afectar la envoltura del virus de
Herpes simple, mientras que péptidos de otra familia afectan otros procesos distintos en
este mismo virus. También existen antivirales contra virus de hepatitis C. Recientemente se
han descrito antivirales con accién a coronavirus humano, virus de la influenza y virus sin
envoltura.

De estos antecedentes podemos concluir que los péptidos bioactivos incluyen un grupo
grande como péptidos antivirales y que se encuentra en expansion la busqueda y el
hallazgo de nuevas secuencias antivirales, tanto naturales como por disefio. En el campo de
investigacion se estan definiendo los mecanismos por los cuales actuan en cada caso.

La red BUDEPAV-AM cuenta con secuencias de péptidos antimicrobianos y tiene interés en
expandir sus aproximaciones a actividades antivirales, con el apoyo de aquellos laboratorios
de COVIRed que tengan ya desarrollados protocolos in vivo para medir esta actividad.
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Unidad de Enterovirus y Gastroenteritis Viricas, Laboratorio de Referencia e Investigacion en
Enfermedades Viricas Inmunoprevenibles, Instituto de Salud Carlos I1I, Espana

Etienne Simon-Loriere / etienne.simon-loriere@pasteur.fr

Instituto Pasteur, Laboratory Evolutionary Genomics of RNA Viruses

La meningitis es una inflamacion del liquido y las membranas (meninges) que rodean el
cerebro y la médula espinal. La hinchazoén de la meningitis generalmente desencadena
signos y sintomas como dolor de cabeza, fiebre y rigidez en el cuello. Es una causa
importante de morbilidad y mortalidad en el mundo con millones de casos notificados.
Diferentes microorganismos pueden infectar el sistema nervioso central (SNC), incluyendo
bacterias, virus, hongos y parasitos, aunque los virus son la causa mas frecuente de las
meningitis.

Las meningitis viricas se caracterizan por un cuadro con pleocitosis de predominio
linfocitario y ausencia de agentes bacterianos en el liquido cefalorraquideo. Por lo tanto,
habitualmente, los términos meningitis aséptica, meningitis linfocitaria y meningitis virica se
emplean como sinénimos.

Los virus que estan asociados de forma mas habitual con las meningitis viricas en nifios son
los enterovirus no polio seguidos de los parechovirus, mientras que en adultos son el virus
herpes simple (VHS) y varicela zoster (VZV). Otros virus como el virus de Epstein-Barr,
citomegalovirus, parotiditis pueden también causar cuadros de meningitis.

Los virus de transmision vectorial transmitidos por artropodos o roedores también pueden
causar enfermedades neurotrépicas. En Espafa, los principales virus autéctonos
transmitidos por vector que producen enfermedad neurolégica aguda en humanos son el
virus Toscana, el virus del Nilo Occidental y el virus de la coriomeningitis linfocitaria

Para identificar el agente etiolégico de las infecciones del SNC, muchos laboratorios clinicos
utilizan PCR diferenciales multiplex en tiempo real que tienen como dianas virus (como los
enterovirus y herpesvirus que son los virus implicados con mayor frecuencia), bacterias y
hongos en el mismo kit, lo cual permite detectar muchos mas patégenos en el LCR con una
alta sensibilidad y especificidad.

Sin embargo, a pesar de los métodos de diagndstico moleculares mejorados, la etiologia
sigue siendo desconocida en aproximadamente entre un 40-60% de los casos con una
sospecha de meningitis/encefalitis viral pudiendo llegar a ser de hasta el 81% segun las
series. En Espafa un estudio de 2012 destinado a determinar los virus causantes de
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infecciones del SNC mediante pruebas convencionales, concluyé que un numero
significativo de casos (43% de meningitis, 60% de meningoencefalitis y 72% de encefalitis)
permanecieron sin diagndstico etiolégico.
Existen varias dificultades al diagnosticar infecciones del SNC:
e EIl gran numero de posibles virus involucrados en infecciones del SNC y de
presentaciones clinicas
e El uso de técnicas de diagndstico como la PCR en las que se necesita conocer
previamente la secuencia del virus que se sospecha (naturaleza dirigida de la PCR)
para poder detectarlo en muestras clinicas. Un panel especifico basado en PCR
para diagnosticar meningitis que no tenga todos los posibles agentes etioldgicos
candidatos puede llevar a falsos negativos
e Los cebadores de una PCR pueden fallar a la hora de amplificar el material genético
de un virus si hay mutaciones en la regién de unién de los cebadores de la PCR.
e Bajo nivel de sospecha clinica para algunas infecciones del SNC y por tanto no se
pide su diagndstico.
e Descubrimiento continuo de nuevas especies 0 nuevos genotipos de virus
neurotropos.
e |dentificacion de nuevas manifestaciones neurolégicas en virus que no eran
conocidos por ser neurotropos (por ejemplo, virus del Zika, EV-D68, hepatitis E, etc.)

Una técnica capaz de identificar la presencia en una muestra clinica tanto de patégenos
sospechados como insospechados o incluso patdogenos nuevos es la de secuenciacion
metagendmica de nueva generacién, o secuenciacion masiva. Esta técnica se emplea cada
vez mas en el diagndstico clinico y su gran ventaja es que identifica cualquier agente
infeccioso que se encuentre en la muestra estudiada por comparaciéon con las secuencias
ya conocidas con una alta sensibilidad, alto rendimiento y costo relativamente bajo

No hay datos nacionales de incidencia de meningitis virica (MV) en la poblacion general en
Espafia. Solo algunas Comunidades reportan datos. En Andalucia, las MV son
enfermedades de declaracién obligatoria y urgente (Orden de 12 de noviembre de 2015 por
la que se desarrolla el sistema de vigilancia epidemiolégica en la Comunidad Auténoma de
Andalucia y se establece la relacion de enfermedades de declaracion obligatoria). Gracias a
esto, se conoce que en la Comunidad de Andalucia se declararon 4049 casos entre 2007 y
2017. Un total de 2669 casos (65.9%) quedaron sin un diagndstico etioldgico en un periodo
de 10 afios.

En este trabajo se planteé como objetivo utilizar secuenciacibn metagenémica para
determinar etiologias en casos de meningitis virica para los cuales no se ha encontrado
agente etioldgico después del uso de pruebas convencionales de rutina.

Metodologia:
Para ello se usaron muestras clinicas de LCR de pacientes de mas de 14 afios que han

acudido al Departamento de Neurologia del Hospital Universitario Reina Sofia (HURS,
Codrdoba, Espana) entre los afos 2015 y 2019 con sospecha de MV. Las muestras de LCR
de estos pacientes se analizan en el Laboratorio de Microbiologia Clinica del HURS para
diferentes patdgenos. Se incluyeron en el estudio aquellas en las que 1) se sospechara que
fuera una meningitis con posible etiologia viral segun el juicio clinico neuroldgico apoyado
por pruebas de los parametros bioquimicos del LCR, examen clinico y anamnesis. 2) Que el
resultado del laboratorio hubiera salido negativo para todos los posibles agentes etiol6gicos
testados. En el laboratorio de Microbiologia Clinica del HURS, de manera general, las
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pruebas de rutina que se incluyen para sospecha de meningitis/encefalitis son métodos
moleculares de PCR en tiempo real para EVs, herpesvirus y meningitis bacterianas (Panel
BioFire FilmArray de meningitis/encefalitis) ademas del cultivo bacteriano de los LCR. 3)
Que hubiera suficiente volumen.

De los remanentes, se seleccionaron un total de 44 muestras clinicas de LCR. Esta cohorte
incluia controles positivos (n=13) para los que se confirmé una infeccidn por enterovirus y
parotiditis mediante pruebas convencionales, asi como controles "negativos" (n=8)
correspondientes a muestras de LCR de muestras de pacientes para una indicaciéon no
infecciosa como epilepsia o demencia. Las muestras “idiopaticas” corresponden a casos en
los que no se identifico etiologia después de las pruebas de laboratorio convencionales de
rutina en el hospital (n=23).

Para la secuenciacibn masiva usamos un abordaje RNA: es decir, se extrajo el ARN
gendémico de las muestras clinicas de LCRs a partir del cual se sintetiza el DNA
complementario usando una transcriptasa reversa. La sintesis de las librerias se llevo a
cabo con el kit Nextera XT de lllumina por tagmentacion, se le afiadieron los adaptadores y
los indices de Nextera. Las librerias indexadas se purificaron (beads de Agencourt AMPure
XP (Beckman)) y se cuantifican. Se cargaron las librerias en el cartucho NextSeq 500/550
Mid Output Kit v2.5 (150 cycles) (lllumina).

Resultados:

Se procesaron las 44 muestras de LCR por secuenciacion masiva, lo que resulté en una
profundidad promedio de 13,9 millones de lecturas/muestra. En las muestras de control
positivo identificamos EV (n=12) y MuV (virus de la parotiditis) (n=1) que confirmaron el
diagnéstico previo. En las muestras de control negativo, no se detectd material genético de
patogenos potenciales. Entre los 23 casos idiopaticos con etiologia desconocida, se
identificd el virus Toscana (TOSV) en 8 casos. Solo en 1 de estos pacientes con TOSV
positivo hubo sospecha clinica de TOSV. La muestra de este paciente, la 1152, tras la
sospecha del neurdlogo, se le solicitd una RT-gPCR clinica para TOSV durante la
hospitalizacién que resulté negativa. Por lo tanto, para descartar una posible contaminacion
cruzada con las muestras positivas para TOSV, volvimos a extraer el ARN de la muestra
LCR_1152 y repetimos el experimento. La re-secuenciacion de esta muestra
(LCR_1152_v2) verificd nuestros resultados anteriores.

El TOSV es un virus con tres segmentos genomicos de ARN. Se transmite a través de
picaduras de un tipo de insectos, los flebétomos. El virus tiene una distribucion geografica
que afecta a la mayoria de paises del area mediterranea. Tener constancia de una reciente
picadura de insecto puede hacer sospechar el origen en una infeccion por TOSV. Las
infecciones por TOSV suelen ser asintomaticas o acompafiarse de sintomas leves, pero en
ocasiones pueden causar cuadros neuroldgicos graves, principalmente asociados a
meningitis sobre todo durante el periodo de circulacion estacional del vector (con picos
durante el verano). En Espafia hay presencia tanto del vector como del virus. Desde que se
aislé por primera vez en Espana en 1988 se han producido casos esporadicos de cuadros
meningeos en varios puntos de la geografia.

Todos los pacientes infectados con TOSV en el estudio fueron hombres de entre 15y 78
anos (media de 39 afos). La duracidon de la estancia hospitalaria vari6 de 2 a 16 dias
(media de 7 dias). Todos estos casos fueron detectados en un periodo comprendido entre
julio y noviembre en diferentes anos. Estos pacientes en los que se detecté TOSV
ingresaron en el hospital con fuertes dolores de cabeza y fiebre, Algunos de ellos también
presentaron vémitos, sensibilidad a la luz y rigidez de nuca. Todos los pacientes con TOSV
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positivo no refirieron explicitamente picaduras de insectos al médico, excepto un paciente
(muestra 654) que refirio picaduras de insectos en un viaje reciente.

Reconstruimos segmentos parciales o casi completos (entre el 40 y el 97 % del genoma)
para 7/8 muestras positivas para TOSV, y solo un fragmento parcial de los segmentos Sy L
para otra muestra. Pero para la reconstruccion precisa del genoma y analisis filogenético se
necesitaba una mayor cobertura y profundidad en la secuenciacion. Por ello se disefid y se
optimizé6 un panel de primers para hacer un abordaje de secuenciacidn basado en
amplicones para ayudar a secuenciar muestras de baja concentracion o parcialmente
degradadas. Esto se hizo re-extrayendo el RNA de las muestras y siguiendo el método
usado en el articulo de Quick et al Nature de 2017 para secuenciar por amplicones a partir
de muestra clinica. Asi disefiamos un panel de primers dirigido al TOSV del genotipo B para
generar amplicones de entre 300-400 pb que se sobreponen uno al otro 100 pb para
asegurar una buena cobertura del genoma. Este método de secuenciacién por amplicones
se uso también como test confirmatorio para validar los resultados de la metagendmica.
Usando este abordaje pudimos generar genomas de TOSV casi completos para 7 de 8
muestras, con porcentajes de cobertura de entre el 90-97% excepto para una muestra
donde estaba en torno al 78%.

Estas secuencias las analizamos junto con secuencias TOSV parciales y completas
disponibles publicamente de los tres linajes diferentes de TOSV (A, B y C) y generamos una
filogenia de maxima verosimilitud (ML) para cada segmento (S, M y L) por separado. Las
secuencias de este estudio se agruparon dentro del genotipo B en el cual se agrupan
también secuencias de TOSV detectado en Espafia (1998 — 2004). Esto confirmaba lo que
ya se habia visto hasta ahora y es que en Espafa solo circula el genotipo B de TOSV a
diferencia por ejemplo de Francia donde circulan el Ay el B.

A su vez el genotipo B también se puede subdividir en dos sub-genotipos B1 y B2 también
asociados a la geografia: los TOSV detectados en Francia pertenecen al B1 mientras que
los TOSV detectados en Espafa pertenecen al B2. En nuestro analisis filogenético
observamos discrepancias entre los arboles de los 3 segmentos S, M y L para una de las
muestras. La secuencia de los segmentos S y M de esta muestra se agrupaban junto con
las demas secuencias de este estudio en el sub-genotipo B2 mientras que la secuencia del
segmento L se agrupaba en el sub-genotipo B1. Esta incongruencia sugeria un
reordenamiento intra-genotipico y seria la primera evidencia de reordenamiento en TOSV

El reordenamiento de segmentos es un atributo basico de la replicacion de virus con
genomas segmentados que aumenta su variabilidad genética e impulsa su evolucion. Este
fendmeno ha sido previamente descrito en virus similares y es muy comun en otros virus
con genoma segmentado. Sin embargo, la evidencia del reordenamiento de TOSV es la
primera vez que se describe.

Este reordenamiento sugiere la co-circulacion en esta zona de dos linajes dentro del
genotipo B del virus que histéricamente han tenido cada uno una clara demarcacion
geografica. Estos resultados ponen de manifiesto la necesidad de seguir analizando el
genoma completo de TOSV para identificar mas potenciales re-asociaciones e investigar su
historia evolutiva.

Conclusiones:

° En este estudio, la mNGS no dirigida ha permitido identificar de manera
retrospectiva ocho casos de meningitis causadas por TOSV, tras analizar 23 casos de
meningitis de origen desconocido de pacientes hospitalizados (media de 7 dias de
hospitalizacién) en Andalucia entre 2015y 2019.
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) De los ocho casos detectados, todos ellos varones de mediana edad, cinco vivian en
un entorno urbano, tres se produjeron en otofio y sélo uno recordaba haber tenido picaduras
de insectos. Por ello el estudio subraya también la necesidad de aumentar el grado de
sospecha clinica de este virus ante un caso de meningitis aséptica en el sur de Espafia

° También pone de manifiesto la necesidad de incluir el TOSV en los paneles para el
diagnéstico rutinario de infecciones neurolédgicas en los hospitales de esta regién, ya que su
diagndstico a tiempo es crucial para las estrategias de gestion de riesgos de salud publica,
para acortar estancias hospitalarias y reducir costes asociados.

° El hecho de que todos los casos positivos a TOSV mencionan al médico
explicitamente que no habian sido picados por insectos (excepto 1 paciente) pone de
manifiesto la necesidad de considerar la inclusién del TOSV en el diagnéstico diferencial de
pacientes que presentan MV, independientemente de la historia de picaduras de insectos
mencionada por el paciente.

) En nuestro estudio la mNGS identificé correctamente el virus en todas las muestras
de LCR con etiologia conocida y determinada por PCR (controles positivos) poniendo de
manifiesto los beneficios de la metagendmica no dirigida para identificar patoégenos virales
directamente en LCR, respaldando el diagndstico de rutina.

° La puesta a punto en este estudio de un panel de secuenciaciéon basado en
amplicones para reconstruir genomas completos de TOSV a partir de muestra clinica
(incluyendo muestras con baja concentracion o parcialmente degradadas) supone una
mejora metodoldgica para secuenciar genomas completos de TOSV.

° Por dltimo, la deteccién de un nuevo reordenamiento de TOSV subraya la
importancia de la vigilancia gendmica para vigilar la distribucion y evolucién de flebovirus.
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Los virus del Dengue (DENV) y Zika (ZIKV), son clasificados como arbovirus por ser
transmitidos por mosquitos del género Aedes (principalmente aegypti y albopictus).
Pertenecen al género Flavivirus, son envueltos, con un diametro de 30 nm, con genoma de
RNA no segmentado, de cadena positiva asociados a una capside. Las proteinas virales se
codifican dentro de un Unico marco de lectura abierto que se traduce en una poliproteina
que se escinde en 10 proteinas, las cuales incluyen tres proteinas estructurales: proteina de
la capside (C), pre-membrana (prM) y la proteina de la envoltura (E); y 7 no estructurales
que incluyen proteasas, helicasa de RNA y la polimerasa dependiente de ARN (RdRp). En
el estado maduro, la proteina E se asocia como un homodimero, donde 3 homodimeros se
encuentran paralelos entre si formando una unidad, que a su vez se organizan en forma de
icosaedro con treinta de estas unidades. Esta proteina se encuentra asociada a la proteina
de membrana y es la mas abundante en la superficie de los Flavivirus. En la estructura
tridimensional de la proteina E, se distinguen tres dominios: DI, DIl y DIl este ultimo con
mas propiedades inmunogénicas. El DENV presenta 4 serotipos (existe un quinto serotipo
putativo, identificado Unicamente en zonas selvaticas de Malasia), todos difieren en la
reactividad sérica. Para ZIKV, se han descrito tres linajes principales: africano, asiatico y
asiatico-americano, los cuales presentan una mayor similitud entre ellos a diferencia de los
serotipos descritos para DENV. Ambos Flavivirus comparten similitud en sintomatologia,
distribucién geografica, los mosquitos vectores y homologia en las proteinas que los
constituyen. La similitud de la secuencia de aminoacidos de la proteina E entre los distintos
serotipos de DENV vy el virus del ZIKV es cercana al 60%, esto favorece el reconocimiento
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antigénico cruzado, resultando asi, un reto en la vigilancia por laboratorio, que demanda la
implementacién de mejores estrategias de vigilancia por laboratorio que den respuesta al
panorama epidemiolégico ante la circulacién simultanea de los dos virus.

Entre las técnicas mas empleadas esta el RT-PCR en tiempo real, en su modalidad de
multi-deteccién, que, a pesar de presentar alta sensibilidad y especificidad, su utilidad se
limita a la fase de viremia. Por otro lado, estan las metodologias seroldgicas para la
determinacion de la respuesta humoral, siendo la ELISA, la metodologia usada en la
vigilancia por laboratorio. Esta ultima ofrece una ventana de oportunidad de confirmacion de
casos probables en fase convaleciente, es por ello que la determinacion de anticuerpos IgM
es de gran utilidad, sin embargo, los ensayos serologicos presentan baja especificidad,
reflejandose esto en la reactividad cruzada en el reconocimiento antigénico entre ambos
virus. De tal forma, que es necesario contar con una herramienta serologica que fortalezca
la confiabilidad y oportunidad en la vigilancia por laboratorio de Dengue y Enfermedad por
virus Zika.

El objetivo principal es, generar un método de diagnéstico inmunoenzimatico (MAC-ELISA),
capaz de capturar anticuerpos IgM especificos, que permita diferenciar serolégicamente una
infeccion por DENV o ZIKV, mediante el disefio de péptidos antigénicos a partir del analisis
bioinformatico de la proteina E.

Los péptidos sintéticos son fragmentos de proteinas (generalmente <100 aminoacidos), son
una herramienta altamente versatil, utiles en el diagndstico, investigacion y terapia. Pueden
ser generados como copias exactas de un determinado fragmento de una proteina, los
tiempos de produccion generalmente son cortos y suele ser de bajo costo en comparacion
con otras herramientas biotecnoldgicas.

La seleccién de péptidos se realizd mediante un analisis de secuencias reportadas a nivel
mundial de la proteina E de los 4 serotipos de DENV y de los linajes africano y Asiatico
Americano de ZIKV, usando la base de datos Protein del GenBank del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/). Solo se utilizaron
las secuencias que tuvieron resueltas todas las posiciones. Un total de 170 secuencias para
DENV y 105 para ZIKV fueron utilizadas. La procedencia, asi como la determinacion del
serotipo y genotipo identificado en el GenBank, fue verificada mediante inferencia
filogenética. Las secuencias de aminoacidos fueron alineadas mediante el programa
MUSCLE dentro del sitio EMBL's European Bioinformatics Institute. El arbol filogenético fue
construido con el programa MEGA v11 utilizando el método de distancia neighbor-joining
con el modelo de Poisson considerando una tasa constante de cambio y un soporte
estadistico de 1,000 boostraps.

Se realizé la prediccion de regiones antigénicas reconocidas como epitopos lineales en el
contexto de una respuesta de células B, considerando las propiedades biofisicas de
flexibilidad, hidrofobicidad, accesibilidad y probabilidad de superficie mediante el uso de los
programas contenidos en el Immune Epitope Database (http://tools.iedb.org/main/). En la
primera ronda de seleccion se utilizaron los programas del Epitope Prediction and Analysis,
los algoritmos utilizados fueron: Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 (ref ), Bepipred
Linear Epitope by Beta-Turn prediction (Chou & Fasman), Surface Accessibility Prediction
(Emini Karplus & Schulz), flexibilidad y accesibilidad (ElliPro), Antigenicity Prediction
(Kolaskar & Tongaonkar) y la prediccion de sitios de union a moléculas del MHC-II mediante
NetMHCIl 2.3 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCII/). Se obtuvieron en total 167
péptidos a lo largo de toda secuencia de la proteina E, con un tamafio entre 10 y 35
aminoacidos. Se realizé una segunda ronda de seleccion para considerar tamafos entre 10
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y 13 aminoacidos mediante la comprobacion de las propiedades previamente analizadas
utilizando el programa DNA Star v17.5. En una ultima etapa, se analizo la similitud de los
péptidos dentro de cada grupo y entre grupos de ambos virus mediante el analisis de
conservacion del IEDB (http://tools.iedb.org/conservancy/) con un umbral del 70% de
identidad. Asi mismo también, se ubicaron sitios de glicosilacion mediante el programa
Protter v1.0 (http://wlab.ethz.ch/protter/start/) para excluir aquellas regiones glicosiladas.
Nueve péptidos especificos cumplieron con las variables de interés (siete para DENV y dos
para ZIKV). Las proteinas molde se generaron a partir de secuencias mexicanas
representativas para cada uno de los virus, usando el Protein Data Bank (PDB)
(https://www.rcsb.org/), ubicando los péptidos seleccionados en tercera dimension mediante
el programa Phymol v2.5, para verificar su disposicién expuesta en la superficie de la
proteina. Ademas, se lograron identificar regiones compartidas que podrian ser propuestas
para la identificacion simultanea de ambos virus y de tamizaje para otros flavivirus de
importancia en salud publica.

Para favorecer la inmunogenicidad al incrementar el peso molecular, los péptidos
seleccionados in silico, seran sintetizados quimicamente en formato de péptidos
multiantigénicos de ocho ramificaciones (MAPS8). El sistema de MAP es utilizado para
mejorar la antigenicidad de las secuencias peptidicas, debido a su naturaleza multimérica.
Esta alternativa permite superar la capacidad de unién de los péptidos a la superficie plana
de la placa de microtitulacion y aumenta la sensibilidad de la deteccion.

Los péptidos seran utilizados experimentalmente en laboratorio, bajo las condiciones
establecidas para el ensayo inmunoenzimatico de referencia internacional (MAC-ELISA).
Para establecer las condiciones del ensayo, se tomaran en cuenta las siguientes variables:
concentracion de anticuerpo de captura, concentracién de los péptidos (como fuente de
antigeno), solucion para dilucion de sueros, conjugado, y bloqueo (leche descremada,
albumina bovina), factor de dilucién de suero positivos y negativos para cada virus - se
incluiran controles de tercera opinién - (como fuente de anticuerpos especificos), dilucion
del conjugado anti-péptido acoplado a peroxidasa, soluciéon reveladora (ABTS y TMB), asi
como los tiempos de incubacién de cada uno de los componentes de la prueba de
diagnostico. Se analizaran los resultados y bajo los criterios del Sistema de Gestion, se
elegiran las mejores condiciones para la validacién del desempefio del método, para
posteriormente ser registrado como servicio de Diagndstico y Referencia en el Centro
Colaborador de la OPS/OMS en Arbovirus en el INDRE vy ser transferido a la Red Nacional
de Laboratorios de Salud Publica, para el Diagnéstico de Dengue y otras Arbovirosis,
pertenecientes a la

Secretaria de Salud, México; a nivel internacional se pondra a disposicién de los
Laboratorios Nacionales de la Region, bajo los criterios que establezca la Red de
Laboratorios de Dengue y otras Arbovirosis de las Américas (RELDA - OPS/OMS), para la
normalizacién del uso de metodologias avaladas para el Diagndstico.
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La gran complejidad de enfermedades infecciosas cuyo origen etioldgico es de naturaleza
viral presenta un gran desafio en el campo de las técnicas diagndsticas. Desde el
Laboratorio de Virus Emergentes trabajamos en diferentes lineas con el objeto de
establecer un flujo de trabajo que converja en pruebas de diagndstico para la identificacion
serolégica y/o molecular de diferentes virosis de importancia local y regional.

En este sentido, durante la pandemia de SARS-CoV-2, los investigadores Gabriel Iglesias,
Juan Manuel Carballeda y Leopoldo Gebhard optimizaron una metodologia para el
monitoreo de aguas residuales en barrios vulnerables del Area Metropolitana de Buenos
Aires. En conjunto con diferentes organismos del estado se llevd adelante la
implementacion de este monitoreo con el objetivo principal de anticipar brotes de
SARS-CoV-2, previendo asi las estrategias de diagnéstico y abordaje en cada caso.

Durante la pandemia, Mercedes Pastorini, lara Scialfa y Sandra Gofii formaron parte de la
Unidad de Diagnéstico COVID-19, conformada en la Plataforma de Servicios
Biotecnoldgicos (PSB) de nuestra Universidad. En este contexto, se articulé con el grupo de
monitoreo de aguas residuales para llevar adelante la caracterizacion de las variantes,
previo a su envio al proyecto PAIS (Proyecto Argentino Interinstitucional de gendmica de
SARS-CoV-2) para una secuenciacion completa (Torres et al., 2021). En este marco, se
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logré implementar el uso de una combinacién de oligonucleétidos que dié lugar a la
caracterizacion temprana de la circulacién de Omicron en la zona sur del AMBA.

Ademas, a través de la articulacion con personal médico del Hospital Zonal General de
Agudos “Dr. Isidoro Iriarte”, se realiz6 un analisis de la correlacién entre valores de CT y
perfil clinico pediatrico para COVID-19 en la ciudad de Quilmes (Brizuela et al., 2022).
Ademas de los abordajes mencionados que se dieron lugar en la pandemia, y como
mencionamos previamente, nuestro grupo de trabajo lleva adelante diferentes proyectos.

Diagnéstico serologico: expresion de proteinas recombinantes

En primer lugar es muy importante reconocer los antigenos relevantes del virus de interés.
Ademas de emplear versiones completas de las secuencias de interés, es posible realizar
analisis inmuno bioinformaticos para identificar los epitopes mas importantes, abarcando
diferentes versiones de proteinas recombinantes.

Actualmente en nuestro laboratorio, trabajamos con las proteinas no estructurales (NS, por
non structural) numeros 1y 5 para los flavivirus DENV, YFV, SLEV, WNV y ZIKV, contando
ademas con las version Ep-NS1gey, que abarca unicamente epitopes de secuencia
identificados como se indicd mas arriba (Lorch et al., 2019; Simari et al., 2020). Este trabajo
lo llevamos adelante en articulacion con el grupo de Arbovirus del Instituto de Virologia “Dr.
J.M. Vanella” de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Cérdoba y con el
Instituto de Enfermedades Virales Humanas “Dr. Julio |. Maiztegui”, perteneciente a la
Administracion Nacional de Laboratorios de Laboratorios e Institutos de Salud
(ANLIS-Malbran).

A través de la articulacion con el Servicio de Virosis congénitas del Instituto Malbran, se
inicid un proyecto que tiene como objetivo expresar las proteina de la capside del parvovirus
humano B19, VP1, VP2 y VPu, con el objetivo central de contar con un método local que
permita realizar el seguimiento de esta patologia. Ademas, a través del desarrollo de una
tesis de doctorado, se obtuvieron diferentes versiones de la proteina L1 del Virus del
Papilloma Humano (HPV, por Human Papilloma Virus).

Mediante una pasantia realizada en el marco de la red tematica de CYTED ViroRed
(antecesora de la actual COVIRed), la Dra. Daria Elena Camacho de la Universidad de
Carabobo, Venezuela, concurrié a nuestro laboratorio y logramos realizar el clonado,
expresion y purificacion de las versiones recombinantes de la proteina E2 de los virus
Mayaro y Chikingunya.

Principalmente, empleamos sistemas bacterianos para producir las proteinas
recombinantes, ya que apuntamos a métodos sencillos y de bajo costo. Ademas, tenemos
amplia experiencia en el manejo de sistemas de expresién eucariotas, incluyendo el sistema
baculoviral. Como parte de otra linea, se logré establecer un sistema de presentacion de
antigenos basado en la proteina Z de JUNV para células de mamiferos que puede ser
utiizado de forma complementaria. Hasta este momento fue posible obtener proteinas
recombinantes en sistemas bacterianos, fusionadas a una cola de histidinas (HT), con
buenos niveles de expresion. Estamos trabajando en la optimizacion de la expresion y
purificacién de varios de ellos. Alternativamente, fusionamos la secuencia completa de
NS1g ey @ un sistema basado en la proteina Z del virus Junin, obteniendo VLPs que estan
siendo analizadas en su composicion. La proteina HT-NS1g, para inocular ratones vy
evaluar la respuesta humoral a-NS1g gy, € iniciar el protocolo de generacién de anticuerpos
monoclonales.

109



A través de colaboraciones con otros grupos, estamos trabajando en la produccién de una
proteina recombinante que permita desarrollar una cromatografia de afinidad que sustituya
la adquisicidon comercial, abaratando los costes de produccion.

Diagnéstico molecular: la busqueda de nuevos blancos moleculares

El complejo escenario de enfermedades virales emergentes y reemergentes de las
Américas, presenta el desafio de revisar y actualizar los métodos moleculares de deteccion.
De esta forma, las redes tematicas de CYTED han proporcionado instancias sumamente
ricas de intercambio en insumos para la implementacién de métodos moleculares que
permitieran detectar agentes etiolégicos que aun no se encontraban circulando en
determinadas regiones. Ademas, sin duda, este espacio ha permitido revisar y optimizar
métodos ya existentes, o abrir posibilidades a la implementacion de abordajes novedosos.
Inicialmente, nuestro grupo trabajo tanto en meétodos para detectar arenavirus
(RT-PCR-RFLP) como en metodologias para caracterizar genéticamente la atenuacion de la
virulencia del virus Junin (Lozano et al., 1997; Gofii et al., 2010; Gofi et al., 2011; Stephan
etal., 2013).

A través de una pasantia en el Instituto de Salud Carlos lll, fue posible iniciar el desarrollo
de PCRs en tiempo real para llevar adelante el diagndstico diferencial de los alphavirus
artralgicos Mayaro y Chikungunya por un lado, asi como lo de los causantes de la encefalitis
equina del este (EEEV), del oeste (WEEV) y venezolana (VEEV) por el otro. En el marco de
la introduccion del virus Chikungunya en América en el afo 2013, la implementacion de un
método molecular especifico y sensible es de gran interés para los laboratorios de salud
publica. Afortunadamente, hasta la actualidad no se ha registrado la diseminacién del virus
Mayaro, pero existen evidencias que indican que este virus podria adaptarse de forma
eficiente a ser transmitido por el mosquito Aedes aegypti en zonas urbanas, complejizando
aun mas el mapa de situacion de transmision viral en nuestra region (Hotez and Murray,
2017). Es asi que, ambas metodologias de multiplex RT-gPCR han sido optimizadas,
evidenciando una elevada sensibilidad y especificidad. Actualmente, nos encontramos
articulando con diferentes centros para llevar adelante la validacion analitica de la técnica,
empleando muestras de campo.

Por otro lado, a través de la participacion de integrantes de nuestro grupo en la unidad
COVID-19 de la PSB, se comenzaron a impulsar proyectos de investigacién y desarrollo en
articulacion con instituciones estatales. Asi, se iniciaron didlogos con el Instituto Provincial
del Cancer de la Provincia de Buenos Aires (IPC, PBA) y el Instituto Nacional del Cancer
(INC), del Ministerio de Salud de la Nacion. A través de estas instancias, pudo identificarse
la necesidad de contar con un método de desarrollo nacional para el tamizaje de los
genotipos de alto riesgo del virus del papiloma humano (HPV, por Human Papilloma Virus).
Actualmente, el gran costo que deviene de implementar el tamizaje temprano deriva en un
alcance territorial escaso. Por ello, hemos obtenido dos subsidios para proponer un
abordaje molecular a través del desarrollo de un método de qPCR que permita identificar
diferencialmente a los 14 genotipos de alto riesgo.

Abordajes terapéuticos: la biotecnologia como aliada de la innovacion

El diagndstico de diferentes patologias virales es muy relevante, asi como lo es también
conocer los mecanismos inmunoldgicos que se establecen en una infeccion, con el objetivo
de desarrollar estrategias terapéuticas. La busqueda de nuevas terapias contra
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enfermedades virales es vital, ya que muchas de las patologias que actualmente causan
epidemias y endemias en diferentes regiones, como en Sudamérica, no poseen
tratamientos efectivos. Asimismo, en un contexto donde el cambio climatico y las
actividades humanas propician la emergencia de virus zoondticos, la investigacion y el
desarrollo de estrategias y tratamientos para controlar los brotes es una prioridad, tal como
lo establece la Unidad de Enfermedades Desatendidas, Tropicales y Transmitidas por
Vectores, parte del Departamento de Prevencion, Control y Eliminacién de Enfermedades
Transmisibles de la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS, 2022).

En este sentido, una de las lineas de trabajo en nuestro laboratorio tiene como objetivo la
caracterizacion de la respuesta inmune innata de neutréfilos y plaquetas ante la presencia
de proteinas que aparecen tempranamente en la infeccion. Por ejemplo, la proteina NS1 es
el blanco de estudio para los flavivirus de circulaciéon regional como DENV, SLEV, WNV,
YFV y ZKV. Hay evidencias que muestran que un proceso especifico de los neutrdfilos,
conocido como netosis, esta incrementado en casos de dengue severo, especialmente en
los cuadros hemorragicos. En particular, nuestras investigaciones apuntan hacia conocer los
mecanismos y la cronologia en la cual el proceso de netosis colabora o perjudica la
resolucion de la fase aguda de las enfermedades causadas por flavivirus. Posteriormente,
nos proponemos evaluar drogas potencialmente inhibitorias para el mecanismo estudiado,
en diferentes estadios de la enfermedad. Es interesante ademas, poder analizar la funcién
de las plaquetas y su implicancia en la gravedad de los cuadros clinicos, ya que hay
evidencias que demuestran que la liberacién de vesiculas extracelulares derivadas de
plaguetas activadas por proteinas como NS1, aumentan la letalidad en cuadros de dengue.
Teniendo en cuenta un enfoque biotecnolégico, muchas proteinas virales presentan
caracteristicas relevantes para construir nuevos abordajes metodolégicos. Con esta
perspectiva hemos establecido un sistema de expresion basado en la proteina de matriz del
virus Junin (Z) en cultivos celulares eucariotas, con el fin de obtener virus-like particles
(VLPs), dando lugar a otra linea de investigacion en nuestro laboratorio que implica el
desarrollo de plataformas vehiculizadoras de antigenos. Las VLPs son particulas de
pequeno tamafo que imitan la conformacién y composicion de particulas virales viables,
pero al carecer de genoma, no pueden infectar células ni replicar, lo que las hace muy
seguras. En nuestro laboratorio hemos utilizado la plataforma de VLPs derivadas del virus
Junin para el desarrollo de vacunas profilacticas, logrando caracterizar el sistema de
expresion mediante la vehiculizacion de la proteina verde fluorescente (eGFP) en sus
mecanismos inmunes tanto humorales como celulares en un modelo de ratén (Borio et al.,
2012; Pastorini et al., manuscrito en preparacion). Estas VLPs lograron generar una
respuesta eficiente en ausencia de un adyuvante, por lo que las vias de administracion de
las particulas se amplian y permiten incluir pacientes de los grupos de riesgo. Otro punto
positivo de la plataforma es que resulta versatil para el reemplazo de la proteina de interés a
vehiculizar, ya que se genera mediante clonado molecular de un unico plasmido bacteriano
portando las secuencias necesarias para la expresion en células de mamiferos.
Aprovechando las caracteristicas de las VLPs, se encuentra en curso una investigacion que
implica la vehiculizacion de superantigenos virales para el desarrollo de un posible
tratamiento contra leucemias y linfomas, considerando una vacuna terapéutica. Los
superantigenos son proteinas que interactian con linfocitos T o B de una forma no
convencional, causando activacion especifica diferencial de determinados clones
linfocitarios y como consecuencia, induciendo apoptosis de los mismos. En este sentido, el
proyecto plantea la posibilidad de reemplazar las actuales terapias contra leucemias vy
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linfomas que a pesar de su efectividad causan efectos secundarios a los pacientes a lo
largo y posteriormente a los tratamientos.

Reflexiones finales

El desarrollo de herramientas a ser empleadas en métodos de diagndstico seroldgicos o
moleculares es un area de trabajo en crecimiento y de gran relevancia en nuestros paises.
La disponibilidad de estas herramientas en las instituciones de salud garantiza el acceso a
un diagnostico efectivo y eficaz, articulando directamente con los organismos que planifican
politicas de salud publica.

En este contexto, no queremos dejar de destacar la gran importancia que representa la
construccion de redes tematicas de trabajo. Se constituyen espacios interdisciplinarios,
donde las miradas de cada perfil profesional enriquece los abordajes tecnolégicos, ya que el
éxito de los mismos no solo dependera de la técnica en si misma, sino también de un
conocimiento amplio de diferentes aspectos del proceso de infeccion, la respuesta
inmunoldgica y los perfiles clinico de las enfermedades.
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Los murciélagos (Orden Chiroptera) son mamiferos con amplia distribucion, y constituyen el
segundo orden en abundancia luego de los roedores, con 200 géneros y aproximadamente
1400 especies. Representan el 20% de todos los mamiferos conocidos (Teeling et al.,
2005). Poseen un conjunto de caracteristicas particulares como la capacidad de migrar a
grandes distancias, habitos coloniales, son animales longevos, muestran altas tasas
metabdlicas relacionadas con el vuelo activo y poseen un sistema inmune tolerante a las
infecciones. Tienen un rol critico en los ecosistemas, contribuyendo a la dispersion de
semillas, la polinizacion, el control de las poblaciones de insectos y regeneracion de
bosques.

Han sido implicados como los reservorios naturales y transmisores de la rabia, los
Henipavirus, los Ebolavirus y un amplio rango de coronavirus, entre los que se destacan los
virus del SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome) y del MERS (Middle East Respiratory
Syndrome).

En Uruguay habitan 22 especies de murciélagos. Todas pertenecen al Suborden
Microchiroptera, y se dividen en tres familias: Vespertilionidae, Molossidae vy
Phyllostomidae. En cuanto a la dieta, la mayoria de los murciélagos del Uruguay son
insectivoros, a lo que se suma una especie hematéfaga (el vampiro Desmodus rotundus) y
dos especies frugivoras (Botto Nufiez et al., 2019).

Los arbovirus (arthropod-borne viruses) son un conjunto de virus que se mantienen en la
naturaleza a través de la transmision bioldgica entre vectores artropodos y vertebrados
susceptibles. Entre los integrantes de las familias Togaviridae (género Alfavirus), Flaviviridae
(género Flavivirus) y Peribunyaviridae (género Orthobunyavirus) encontramos un conjunto
importante de arbovirus relevantes para la salud humana y la sanidad animal.

Los ciclos biologicos pueden ser mas o menos complejos dependiendo del virus,
involucrando diferentes vectores que actian en ambientes urbanos o selvaticos, 0 como
vectores puente. Los hospedadores amplificadores pueden ser diversos vertebrados (aves,
roedores, equinos, humanos). Para algunos alfavirus encefaliticos como los virus de la
encefalitis equina del Oeste (WEEV) y del Este (EEEV) humanos y equinos no son
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amplificadores virales eficientes, sino que actiuan como hospedadores finales o terminales
(Weaver, 2005).

En Uruguay, hay circulacién documentada de alfavirus y flavivirus desde 1970 (Somma
Moreira et al., 1970). En esa misma década, el pais experimentd una epizootia de WEEYV,
que abarcé también varias provincias argentinas (Acha and Szyfres, 2003). En 1997 se
identifica la presencia de Aedes aegypti en el territorio iniciando asi la vigilancia vectorial y
virolédgica de DENV en Uruguay. En este marco, fue posible determinar la circulacién del
virus de la Encefalitis de San Luis (SLEV), con detecciones esporadicas hasta 2019. En
2009, se identifica un caso humano fatal por WEEV, no asociado a epizootias en equinos
(Delfraro et al., 2011).

Estos antecedentes llevaron a nuestro grupo a comenzar a investigar los potenciales
vectores de estas arbovirosis en nuestro pais, caracterizando las poblaciones y realizando
deteccion de genoma viral en mosquitos. Por otro lado, se realizd la busqueda de
anticuerpos neutralizantes en equinos por PRNT, lo que nos permitio identificar evidencias
de circulacién de flavivirus (SLEV) y posiblemente virus West Nile (WNV), asi como varios
alfavirus: virus Rio Negro (RNV), virus de la encefalitis equina Venezolana (VEEV) subtipo
IAB, virus Pixuna (PIXV) (todos pertenecientes al complejo VEEV) EEEV linaje |, virus
Madariaga (MADV) y WEEV (Burguenio et al., 2013, 2018).

En cuanto al rol de los murciélagos como posibles hospedadores de arbovirus, diversos
autores han evidenciado su presencia en quirépteros, ya sea por deteccion gendémica o por
evidencias serologicas (Calisher et al., 2006; Moratelli and Calisher, 2015; Fagre and
Kading, 2019).

Considerando los antecedentes de la literatura, asi como las evidencias de circulaciéon de
varios alfavirus en nuestro pais, nos planteamos como objetivo iniciar su identificacion y
caracterizacion en murciélagos del Uruguay. Asimismo, continuamos con el monitoreo
virolégico en mosquitos, a fin de identificar posibles areas de riesgo de trasmision,
aportando al conocimiento de los ciclos naturales de estos agentes en la region.

En un periodo de nueve anos (2013-2022) se capturaron y analizaron murciélagos
provenientes de diversas localidades del pais donde se habian identificado colonias,
ademas de capturas realizadas a campo. Se realizaron campafas de muestreo en los
departamentos de Montevideo, Canelones, Maldonado, Rocha, Lavalleja, Cerro Largo,
Treinta y Tres, Artigas, Soriano y Rivera. Las capturas se realizaron mediante redes de
niebla; luego de la identificacién taxonémica de los individuos se tomaron muestras de
hisopado bucal, utilizando RNAlater como medio de inactivacion y conservacion del ARN.
Se analizaron un total de 273 muestras.

Para las colectas de mosquitos se utilizaron trampas de luz tipo CDC (modelo 512) cebadas
con CO, u otros atrayentes (octenol, levadura). Las capturas abarcaron diversas localidades
de los departamentos de Montevideo, Canelones, Rocha, Treinta y Tres, Cerro Largo,
Rivera, Artigas, Salto, Paysandu, Rio Negro, Soriano y Colonia, Los individuos se
identificaron bajo lupa y en placa fria utilizando las claves taxondémicas de Darsie (Darsie, Jr,
1985) y se agruparon en pooles de hasta 50 individuos, separados por especie, sexo,
hembras alimentadas, hembras no alimentadas. En el periodo 2009-2019 se analizaron un
total de 5537 mosquitos agrupados en 436 pooles.

Las muestras de hisopado bucal de murciélagos fueron sometidas a extraccion de ARN total
utilizando kits comerciales. Los pooles de mosquitos se homogeneizaron con medio MEM, y
luego de clarificarlos por centrifugacion, se extrajo ARN total utilizando Trizol ® o kits
comerciales. La deteccion gendmica de alfavirus se realizé utilizando una RT-PCR anidada
o0 semianidada (Sanchez-Seco et al., 2001), seguida de secuenciacién Sanger y analisis
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filogenético. Para las muestras positivas, se utilizaron ademas protocolos especificos para
los diferentes virus (Bronzoni et al., 2004; Pisano et al., 2014).

Como resultado de los estudios en mosquitos, se identificaron varios pooles positivos para
RNV Los mismos correspondieron a Culex pipiens capturados en la localidad de Las Toscas
(depto. de Canelones) y Anopheles spp capturados en Rocha. En 2022 se identifica un pool
positivo de Aedes albifasciatus proveniente de la localidad de Paso Pache (Florida).
También fue posible detectar EEEV linaje | en un pool de Culex pipiens capturados en la
ciudad de Fray Bentos (depto. de Rio Negro) y en un pool de Anopheles spp provenientes
del depto. de Rocha.

Los primeros estudios en murciélagos, realizados en muestras del periodo 2013-2015
dieron como resultado el hallazgo de RNV en siete ejemplares de Tadarida brasiliensis, de
los cuales seis pertenecian a la colonia de Usina Cufapiru, ubicada en el depto. de Rivera y
uno era parte de la colonia de Juan Pablo Terra (depto. de Artigas). El analisis filogenético
mostrd que estos virus estaban mas emparentados con RNV identificados en las provincias
de Chaco y Formosa (Argentina) a partir de aislamientos de mosquitos y roedores, y mas
divergentes de los RNV identificados previamente en Uruguay en Cx. pipiens.
Adicionalmente, se identificaron dos individuos del género Myotis spp positivos para EEEV
linaje |, también pertenecientes a la colonia de Usina Cufiapird. Los mismos se agrupan con
secuencias de USA y de Colombia, y no estan directamente relacionados a los EEEV
detectados previamente en Cx. pipiens capturados en Fray Bentos (Moreira Marrero et al.,
2022).

Los hallazgos mas recientes de estos virus en murciélagos del Uruguay corresponden a
muestreos 2017-2022 donde se analizé un total de 196 individuos. Se observé un aumento
en la distribucién geografica de RNV, ya que se encontraron ejemplares positivos en
Soriano, Montevideo, Rocha, Florida, Lavalleja y Maldonado. Se identific6 RNV en nuevas
especies de quirépteros: ademas de nuevos positivos en T. brasiliensis, el virus fue
detectado en Molossops temminckii Molossus molossus, Myotis spp., Eptesicus montanus'y
Eptesicus furinalis. Se destaca la primera deteccidon de este virus en una especie
hematofaga: el vampiro Desmodus rotundus.

En cuanto a EEEV linaje |, es en general menos abundante, asociado fundamentalmente a
Myotis spp y muestra una distribucion restringida a la Usina Cufapiru en Rivera. Recién en
2022 se encontro por primera vez un ejemplar de Eumops bonariensis positivo para EEEV,
el cual fue capturado en la zona sur del pais, en la localidad de Paso Pache (Florida).

Estos hallazgos sugieren que murciélagos de varias especies pueden tener un rol en el ciclo
natural de estos alfavirus, sea como amplificadores virales o como hospedadores finales.
RNV es el alfavirus mas abundante y con mas amplia distribucién, como ya se pudo
observar en nuestros trabajos previos sobre serologia en caballos (Moreira Marrero, 2023).
EEEV linaje I, si bien se encuentra con menor frecuencia, se ha detectado a lo largo de este
estudio en mosquitos y en murciélagos, indicando que este virus no es exclusivo de
Norteamérica. Es importante mantener y ampliar su monitoreo, considerando que este virus
puede provocar graves epizootias en caballos y brotes epidémicos en humanos con alta
letalidad. Actualmente, se encuentran en marcha una serie de estudios que permitiran
aproximarnos al conocimiento del rol de los quirdpteros en los ciclos naturales de estos
virus en Uruguay. Es necesario continuar con los muestreos de murciélagos y mosquitos,
intensificando las capturas en regiones poco muestreadas e incluyendo el analisis de otros
posibles hospedadores como las aves y los roedores, especialmente en regiones donde hay
actividad de alfavirus. Se llevaran a cabo intentos de aislamiento a partir de sangre de
murciélagos y homogeneizados de mosquitos, asi como la busqueda de anticuerpos
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neutralizantes en sueros de murciélagos, Para la identificacion de las presas de las que se
alimentan, realizaremos el analisis de la comida sanguinea en mosquitos hembra
alimentados, utilizando como marcador el citocromo B mitocondrial.

En noviembre-diciembre de 2023, se informa de un brote de encefalitis equina en Argentina
y Uruguay. Los primeros casos fueron detectados en las provincias de Cérdoba, Santa Fe y
Corrientes, y en los departamentos de Salto y Paysandu en Uruguay. El agente identificado
fue WEEV, un alfavirus que causoé epizootias en 1980-1986 en Argentina, y un Unico caso
humano en Uruguay en 2009. En USA, los ultimos casos confirmados datan de 1994. Luego
de su reemergencia, el virus se dispersé ampliamente en Argentina y abarcé la totalidad del
territorio uruguayo, con la ocurrencia de casos humanos en ambos paises.
https://www.paho.org/es/documentos/evaluacion-riesgo-para-salud-publica-relacionada-con-
virus-encefalitis-equina-oeste-eeo

Este evento de emergencia viral esta aun en desarrollo y se encuentran en marcha estudios
virolégicos, genomicos y de eco epidemiologia, que se espera contribuyan a esclarecer el
ciclo natural y el origen del brote en la region.
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Los hantavirus pertenecen al género de los Orthohantavirus, son virus ARN trisegmentados,
son zoondéticos, sus reservorios son roedores silvestres de la familia Muridae, se considera
gue su transmision es directa, se han reportado estos virus en otros grupos taxonémicos
como los quirépteros, soricomorfos y marsupiales, pero se desconoce su potencial como
reservorios competentes. Estos virus estan asociados a ambientes rurales donde algunas
actividades humanas permiten la interaccion indirecta entre los roedores y el humano, este
virus se transmite al humano través del contacto con aerosoles de heces y orina de
roedores infectados, entre los roedores la transmision es directa mediante mordeduras o
acicalamiento entre ellos.

La ecologia de los hantavirus es un tema ampliamente abordado por la comunidad
cientifica, ya que son buenos modelos de estudio para explorar y explicar los factores
bioticos y abidticos relacionados al ciclo enzodtico de los hantavirus, la especificidad de
reservorios, su filogeografia y evolucion, asi como también para probar la hipotesis del
efecto de dilucion y el riesgo de brotes epidémicos en las poblaciones vulnerables.

Estos virus son responsables de dos diferentes enfermedades que afectan al humano en el
mundo, dependiendo de la distribucion geografica de sus reservorios. En Eurasia los
reservorios de estos virus son roedores de la subfamilia Murinae y producen Fiebres
Hemorragicas con Sindrome Renal (FHSR), esta enfermedad fue descrita por primera vez
en los afios 50s durante la guerra de Corea, donde afecté a 3000 soldados
aproximadamente y se asocié a un virus aislado de roedor, al cual se denominé Hantaan
virus; actualmente este complejo de FHSR afectan aproximadamente a 30 mil personas al
ano y la mortalidad oscila entre el 0.1 al 15%, la forma mas grave es la Nefropatia
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epidémica. Los virus asociados a las FHSR son principalmente el Hantaan virus, Seoul
Virus, Puumala, Dovraba y Saaremaa.

En América los principales reservorios de los hantavirus son los roedores de la familia
Cricetidae (subfamilias Arvicolinae, Neotominae and Sigmodontinae), los hantavirus
americanos producen el Sindrome Pulmonar por hantavirus (SPH), esta enfermedad fue
reportada por primera vez a inicios de la década de los 90s en la region Navajo conocida
como “Four Corners” en Estados Unidos de América. Se identificé a un hantavirus asociado
a roedores de la especie Peromyscus maniculatus, a este hantavirus se le denomind Sin
Nombre Virus (SNV); posteriormente a mediados de la misma década se detectaron los
primeros casos de SPH en Suramérica, especificamente en Argentina el virus responsable
en esta region del continente se denomin6é Andes virus. Actualmente el SPH en América
tiene una mortalidad de hasta el 36%. Algunos de los virus principalmente asociados al SPH
son SNV, Andes virus (ANDV), EI Moro Canyon virus (ELMCV), Cafo Delgadito (CDV),
Catacamas virus (CATV), Choclo virus (CHOV) y Laguna negra virus (LANV), entre otros.

A finales de la década de los 2010s se reportaron dos eventos importantes en América, el
primero entre los afios 2016 y 2017 donde se reportd el ingreso del Seoul virus a Estados
Unidos y Canada a través de la importacién de ratas con fines de mascoteria, estas ratas
fueron distribuidas en diferentes criaderos y tiendas de mascotas, alrededor de 11 se vieron
afectadas por el Seoul virus quienes presentaron signos de enfermedad febril. El segundo
evento importante fue en el 2019 en Argentina donde se reportd un brote de SPH en la
provincia de Chubut en Argentina, en este evento epidémico se considerd la posibilidad de
la transmision humano-humano al identificar un 99.99% de similitud genética en todos los
casos analizados de este brote, si bien hasta el momento no ha sido posible establecer con
claridad la transmision humano-humano es importante mantener la vigilancia del ANDV, ya
gue es uno de los hantavirus americanos mas patogénicos.

En México hasta el momento no se han reportado casos de SPH, el pais tiene condiciones
ecolégicas similares a las regiones del Suroeste de EUA y de Centroamérica, regiones
donde si hay casos de SPH, adicionalmente alberga una riqueza de 254 especies de
roedores en su mayoria cricétidos. De acuerdo con la revision sistematica que realizamos
en el grupo de investigacion, la cual fue publicada en el 2019, reportamos que en México
existe evidencia de la amplia circulacién de los hantavirus en los roedores con prevalencias
variables entre los diferentes Estados del pais, destacando que los estados de Hidalgo
(>60%) y Chihuahua (>40%) son en los que se obtuvo la mayor prevalencia de hantavirus
en las comunidades de roedores. Identificamos que existen dos estudios en humanos,
donde se identificaron sueros humanos seropositivos a hantavirus en los estados de
Chihuahua, Hidalgo, Ciudad de México, Colima y Guanajuato, mientras que en el Estado de
Yucatan fueron negativos.

De acuerdo con la seroprevalencia por familia de roedores reportamos en cricétidos un
34.41% de seropositividad, en heterémidos el 34.01%, en suridos el 10.60% y en muridos el
10.43%. En este estudio se analizaron 82 especies de roedores de las cuales 43 se
reportaron como seropositivas, las seroprevalencias oscilan entre el 3 y el 76%, los géneros
en los que se identificaron a los individuos seropositivos fueron Peromyscus,
Reithrodontomys, Sigmodon, Oryzomys y Oligoryzomys, los cuales son los géneros que
albergan a las especies reservorio de los hantavirus americanos. Las especies seropositivas
de los muridos son Rattus y Mus los cuales son identificados como reservorios de los
hantavirus euroasiaticos.
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Dentro de los reportes moleculares ha sido posible identificar 7 genotipos de hantavirus en
12 especies de roedores, destacan dos hantavirus zoonéticos el SNV y ELMCV, y el
Limestone Canyon virus (LSV) el cual no se ha asociado a enfermedad; adicionalmente se
han reportado al menos cuatro genotipos virales considerados endémicos para México,
estrechamente relacionados con hantavirus patogénicos por lo que tienen potencial
patogénico, Playa de Oro virus relacionado con CATV y Bayou virus; Montano virus, Carrizal
virus y Huitzilac virus relacionados con ELMCV. En América se han reportado 41 especies
de roedores como reservorios de hantavirus de las cuales 22 especies se distribuyen en
México. De acuerdo con dicha distribucion de especies es posible que al menos 16
genotipos de hantavirus americanos estén circulando en México de los cuales 9 son
zoondticos. De acuerdo con la diversidad viral de hantavirus que albergan las 41 especies
de roedores en las que se ha identificado genoma viral de estos virus, en 12 de estas
especies se han reportado hantavirus en México de las cuales cuatro de éstas albergan la
mayor diversidad viral de hantavirus (Oryzomys couesi, Reithrodontomys megalotis,
Peromyscus maniculatus y Peromyscus leucopus). Estas cuatro especies se encuentran
ampliamente distribuidas en el pais lo cual podria permitir la diversificacion de los
hantavirus, asi como la posibilidad de brotes epidémicos en las poblaciones humanas.
Actualmente dentro de la Unidad de Investigacion en Ecosalud y Produccién pecuaria
Sostenible ubicada en Mérida, Yucatan de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la UNAM, a través del proyecto Diversidad Biolégica Socioeosistemas y enfermedades
virales emergentes en Meéxico, del PRONACES-Salud del Consejo Nacional de
Humanidades Ciencias y Tecnologias (CONAHCYT), desarrollamos investigacion con
enfoque en Una Salud de manera multidisciplinaria. En este proyecto a través de un
gradiente de uso de suelo y diferentes contextos socioculturales evaluamos los riesgos de
emergencia de enfermedades virales. El proyecto tiene lineas de incidencia entre las que
destacan, incidencia comunitaria y justicia social, incidencia en educacién, incidencia en el
sector salud, incidencia para la toma de decisiones e incidencia en politicas publicas que
permitan la construccion de planes de accién y prevencién para disminuir los riesgos a la
salud y promover la salud ecosistémica.

Dentro de este proyecto uno de los grupos virales que analizamos son los hantavirus en
roedores y murciélagos, hasta el momento hemos analizado muestras de 182 roedores de
la peninsula de Yucatan con una seroprevalencia del 14% en las especies Peromyscus
leucopus, Sigmodon toltecus, Ototylomys phyllotis, Heteromys desmarestianus 'y Heteromys
gaumeri. En cuanto a los analisis de secuenciacién masiva realizados en muestras de
murciélagos se detectd una representacion del 14.4% de los hantavirus en la composicion
viral. Los hantavirus fueron detectados en las 8 especies analizadas (Artibues jamaicensis,
A. lituratus, Carollia perspicillata, C. sowelli, Dermanura phaeotis, Glossophaga mutica,
Molossus alvarezi y Sturnira parvidens), aun falta profundizar en los analisis de
bioinformatica para determinar que hantavirus estamos detectando en estas especies. Estos
resultados son preliminares y se continlan los analisis de laboratorio para determinar la
presencia de genoma viral y anticuerpos contra hantavirus.

Todos estos resultados y el abordaje con enfoque de Una Salud ponen de manifiesto los
retos y oportunidades frente a los hantavirus y su potencial emergencia en México, asi
como también el poco interés en la vigilancia de este grupo viral con lo que concluimos con
cuatro puntos principales, los hantavirus han sido poco estudiados en México dentro de las
poblaciones humanas aun cuando se ha demostrado su amplia distribucion de hospederos
y reservorios silvestres, el SPH es una enfermedad desatendida en México por la aparente
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ausencia de casos, por lo que es importante reforzar la investigacion y monitoreo
sistematico en hospederos silvestres como la vigilancia epidemiolégica en humanos de
México, lo que es posible a través de las alianzas multidisciplinarias e interinstitucionales de
los sectores cientifico y de salud publica, estrechando lazos con las poblaciones locales.
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El virus del Dengue, una amenaza a la salud mundial, consiste en cuatro serotipos
(DENV1-4) que causan un espectro de manifestaciones clinicas desde cuadros leves a
severos y potencialmente enfermedad fatal. Este estudio, basado en 19 afos de
informacién del Estudio de Cohorte de Dengue Pediatrico y los estudios llevados a cabo en
el Hospital de Dengue Pediatrico en Managua, Nicaragua, investiga la influencia del serotipo
y el estado inmunolégico en la severidad del dengue. Los participantes del estudio fueron
personas de 6 meses a 17 afios de edad y se hizo seguimiento de su estadia en el hospital
0 como pacientes ambulatorios, considerando casos de dengue confirmados por métodos
moleculares, seroldgicos y/o viroldgicos.

Se analiz6é una cohorte de un total de 14071 participantes, de los cuales 2954 (21%) fueron
positivos para infeccion de DENV. Del total de casos positivos tras analisis de serotipo
mediante RT-PCR se encontré que 541 se corresponden con DENV1, 996 a DENV2, 718 a
DENV3 y 170 a DENV4. La enfermedad severa fue mas prevalente dentro de los pacientes
con DENV2 y DENV4 secundario, mientras que una severidad similar de la enfermedad fue
observada en casos primarios y secundarios de casos de DENV1 y DENV3. De acuerdo
con la clasificacion desarrollada en 1997 por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
tanto DENV2 como DENV3 se asocian con una proporcién mayor de enfermedad severa en
comparacion con otros serotipos, donde DENV3 se asocié con un mayor porcentaje de
severidad considerando la clasificacién de la OMS del afio 2009. EI DENV2 fue asociado
con efusion pleural y un bajo recuento de plaquetas, mientras que DENV3 fue
correlacionado con shock hipotensivo y compensado.

Estos resultados enfatizan la necesidad critica para una vacuna contra el dengue con una
eficacia balanceada para los cuatro serotipos, particularmente considerando que las
vacunas existentes muestran una eficacia variable de acuerdo con el serotipo de dengue y
el estado inmunoldégico de cada individuo. Este hecho representa un desafio para lograr la
proteccién de determinados individuos, particularmente aquellos que no han transitado una
infeccién con el virus del dengue.
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Durante la evolucion de un virus, la generacion de mutaciones ocurre como un evento
natural y frecuente durante su replicaciéon. Algunas mutaciones especificas definen los
grupos genéticos virales o variantes que circulan actualmente en todo el mundo. Aunque
muchas de las mutaciones no tienen ningun impacto o consecuencia en el fenotipo viral,
algunas pueden resultar en que el virus sea mas transmisible, facilitar su escape a la
respuesta inmunologica o aumentar su patogenicidad.

Las epidemias y pandemias virales han reforzado la importancia de las herramientas
moleculares para el diagndstico y control de enfermedades emergentes. La reaccidon en
cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR), ha representado una revolucién en el
campo biomédico y se ha convertido en una herramienta de rutina para el diagndstico
molecular de cualquier patégeno o enfermedad. La secuenciacibn gendmica,
particularmente la de ultima generacion (Next Generation Sequencing, NGS por sus siglas
en inglés), se ha vuelto igualmente el elemento indispensable para el manejo y
caracterizacion de estas epidemias virales.

Con la pandemia de SARS-CoV-2 y la importancia de la vigilancia genémica para el
monitoreo en tiempo real de la evolucion de este virus, se puso de manifiesto las grandes
diferencias entre paises, en las capacidades técnicas para el abordaje genémico de estas
epidemias. En particular, en el grupo que conforma la red de virologia del Programa
Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED), en articulacion con la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), la pandemia de SARS-CoV-2 significo para
muchos paises de la region un aprendizaje y fortalecimiento de las capacidades de
vigilancia gendmica para la secuenciacién masiva de aislados virales, en el cual participd
activamente ademas la OPS.

Desde la pandemia de SARS-CoV-2, la OMS ha emitido dos declaratorias de Emergencia
Internacional de Importancia en Salud Publica en Mpox, enfermedad conocida
anteriormente como viruela simica, causada por un poxvirus llamado actualmente MPXV.
Igualmente, en este mismo periodo, ha surgido la emergencia por multiples brotes de
Influenza aviar H5N1 (clado 2.3.4.4b) en el mundo. Adicionalmente, se han solapado en el
tiempo brotes epidémicos de las enfermedades ya endémicas en Latinoamérica, como por
ejemplo el dengue. Esto hace que una discusién de vigilancia gendmica en la red COVIRED
fuese de gran relevancia en la reunion.

La Sesion de Vigilancia Gendmica cont6 con 6 charlas.

-En primer lugar, la Dra. Leticia Franco (OPS, Panama) nos presenté la "Estrategia y Redes
de Vigilancia Genémica de la OPS (PAHOGen)".

-La Dra. Selene Zarate (Universidad Nacional Auténoma de México) explicd la
“Implementacién de la vigilancia gendmica de influenza en México por el CoViGen-Mex".

-La Dra. Maria Paquita Garcia Mendoza (Laboratorio de Referencia Nacional de
Metaxénicas Virales del Centro Nacional de Salud Publica, Instituto Nacional de Salud, Peru
Peru) describid la "Deteccion del genotipo Cosmopolitan DENV-2".

- EI Dr. Lucas Ripoll (Argentina) present6 el "Desarrollo de una plataforma para la deteccion
y caracterizacion de virus transmitidos por Aedes aegypti mediante NGS™.

- Finalmente, el Dr. Alexander Martinez (Panama) abordd la "Vigilancia gendmica del
SARS-CoV-2 en Centroamérica.

Durante el desarrollo de las charlas se pudo apreciar cémo se fortalecié la regién
latinoamericana en vigilancia genémica. La versatilidad de estas técnicas permite que hayan
sido adaptadas sobre la marcha a las emergencias que han surgido desde la pandemia, asi
como a otras enfermedades virales ya endémicas de la region latinoamericana.
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La caracterizaciéon genomica de patdégenos emergentes con potencial epidémico y
pandémico ha sido la base para desarrollar protocolos de diagndstico molecular, vacunas y
medicamentos. Ademas, esta estrategia también ha sido util para complementar la
vigilancia epidemiolégica y para fortalecer la respuesta en salud publica para el control y la
mitigacién de epidemias y emergencias causadas por agentes infecciosos.

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) esta trabajando para fortalecer la
vigilancia genémica de patégenos emergentes a través de diferentes redes, no solo para
extender la capacidad de secuenciacion de laboratorio a nivel nacional y regional, sino
también para generar informacién oportuna y datos de secuenciacion gendémica que
alimenten los sistemas de vigilancia de diferentes patdégenos o que permitan identificar de
manera temprana sefiales de un nuevo patégeno.

En este contexto, diversas redes que utilizan la caracterizacion genémica como herramienta
fundamental han sido coordinadas o co-lideradas por OPS en la region; por ejemplo, la Red
PulseNet América Latina y el Caribe (PNALC), fue creada en 2003 con la visién de aportar,
con nuevas tecnologias de laboratorio y el intercambio de informacién, a la integracion de
los datos regionales y para contribuir a la vigilancia global. Esta red se encarga de la
caracterizacion molecular para la vigilancia regional de las enfermedades transmitidas por
alimentos. PulseNet esta conformada por 18 paises de América Latina y la regiéon del
Caribe, y la OPS, y promueve la capacitacién, el intercambio de conocimiento y el trabajo
colaborativo entre los paises miembros, con el fin de lograr los estandares de laboratorio
vigentes en el plano internacional.

Por otro lado, en 2014, la OPS junto con los Centros para el Control y Prevencion de
Enfermedades de los Estados Unidos, CDC, y la Red de Laboratorios de Arbovirus de las
Américas, RELDA, lanzaron el proyecto ViGenDA (Vigilancia Gendmica del virus dengue en
las Américas) con el objetivo de caracterizar los virus del dengue circulantes en la Region
de las Américas y con esta base establecer una vigilancia gendmica del dengue de manera
sistematica y articulada con los sistemas de vigilancia integrados y los laboratorios de la
RELDA. Herramientas para la vigilancia epidemiolégica molecular de los genotipos de
dengue en las Américas han sido desarrolladas e implementadas en varios paises de la
Region. Segun el contexto epidemioldgico actual de las arbovirosis en las Américas, desde
2018, ViGenDA fue ampliada como una plataforma de vigilancia genémica de Arbovirus
endémicos y emergentes, incorporando ademas de dengue, también chikungunya, Zika,
fiebre amarilla, entre otros.
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Debido a todos los avances y logros que representa la publicacién oportuna de informacién
de secuencias genéticas en bases de datos abiertas, y el impacto que ha tenido para la
respuesta de salud publica a la pandemia de COVID-19, la OPS en colaboracién con los
laboratorios de salud publica de los paises de las Américas, implementd, en 2020, la Red
Regional de Vigilancia Genémica de COVID-19 en la Regién de las Américas (COVIGEN),
una red para la secuenciaciéon y vigilancia gendmica del SARS-CoV-2. Esta iniciativa se
basa en el fortalecimiento de los paises de América Latina y el Caribe para generar y liberar
datos de secuencia gendmica y fortalecimiento de la vigilancia no solo de SARS-CoV-2, sino
también de influenza y otros virus respiratorios.

Ante la necesidad de fortalecer la caracterizacion de mecanismos emergentes de
resistencia a los antimicrobianos (RAM), asi como conocer los patrones de diseminacion de
los mismos, tanto en seres humanos como con una perspectiva “Una Salud”, en el
ambiente, animales terrestres y acuaticos, agricultura, la Red de Vigilancia de la Resistencia
a los Antimicrobianos (RELAVRA*), establecida para el monitoreo y vigilancia de la RAM en
Latinoamérica y el Caribe, esta desarrollando e implementando lineas de accion especificas
gue permitan a los paises el acceso a la caracterizacion gendmica de los mecanismos de
RAM.

Reconociendo todos los avances para descubrir, rastrear la evolucion y patrones de
dispersion, caracterizar nuevos linajes y variantes, y determinar las cadenas de transmision
de los agentes patégenos mas alld de COVID-19, la OPS ha propuesto la “Estrategia de
Vigilancia Gendémica Regional para la preparacion y respuesta a epidemias y pandemias”,
que fue aprobada por los Estados Miembros en la 302 Conferencia Sanitaria Panamericana
en 2022. En este contexto, las redes regionales de vigilancia gendémica de la OPS
constituyen una fuerza regional, que conecta a los profesionales de laboratorios de toda la
Region, clinicos, epidemidlogos, y demas actores de la preparacion y respuesta en salud
publica, ofreciendo a los paises oportunidades de desarrollo capacidades que se extienden
mas alla de la generacién y publicacion de secuencias gendmicas, puesto que ademas
articula todos los componentes de la vigilancia para generar una verdadera vigilancia
gendmica que dé respuesta a las necesidades de la salud publica.

En este sentido, en 2022 la OPS progresé para consolidar los avances de las redes de
vigilancia gendmica de la OPS en la Region de las Américas, buscando estrategias de
vigilancias gendmica cada vez mas integradas, para acelerar el intercambio de informacién
y la integracién de datos regionales, con la propuesta de PAHOGen, Redes de Vigilancia
Gendmica de la OPS, que funcionara como plataforma “paraguas” que engloba COVIGEN,
VIGenDA, PulseNet, ReLAVRA+ y otras redes de gendmica, para integrar los componentes
de la vigilancia, mejorar la gestion de los recursos y capacidad instalada, y fortalecer de
manera conjunta la capacidad regional de respuesta a emergencias.
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IMPLEMENTACION DE LA VIGILANCIA GENOMICA DE INFLUENZA
EN MEXICO POR EL CoViGen-Mex

Selene Zarate / selene.zarate@uacm.edu.mx

Posgrado en Ciencias Genomicas. Universidad Autonoma de la Ciudad de México, México

Blanca Tahoada

Rodrigo Garcia-Lopez

Carlos F. Arias Carlos

Departamento de Genética del Desarrollo y Fisiologia Molecular, Instituto de Biotecnologia,
Universidad Nacional Autdnoma de México, México

José Esteban Muiioz-Medina

Coordinacion de Calidad de Insumos y Laboratorios Especializados, Instituto Mexicano del
Seguro Social, México

Joel Armando Vazquez-Perez

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas, México

Alejandro Sanchez-Flores

Unidad Universitaria de Secuenciacion Masiva y Bioinformatica, Instituto de Biotecnologia,
Universidad Nacional Auténoma de México, México

Rosa Maria Wong-Chew

Laboratorio de Investigacion en Enfermedades Infecciosas, Division de Investigacion, Facultad de
Medicina, Universidad Nacional Autdnoma de México, México

El Consorcio Mexicano de vigilancia Gendémica (CoViGen-Mex) se formé en 2021 con el
objetivo de contribuir a la vigilancia gendémica del virus SARS-CoV-2 en México, La
colaboracién de investigadores de distintas instituciones permitié6 conformar un grupo de
trabajo multidisciplinario que facilitd la coordinacion de recursos haciendo un sistema
eficiente desde la recoleccion de muestras hasta los analisis evolutivos de este virus,
abarcando los procesos de secuenciacion . Al disminuir el nimero de casos de COVID-19
en 2023, el CoViGen-Mex se planted incluir los virus respiratorios de Influenza y RSV dado
el numero limitado de datos se secuencias virales que existen en nuestro pais de estos
virus. Con la generacion de esta informacién se pretende poder describir los patrones de
circulacion de dichos virus, puntos de entrada de nuevas variantes y generacion de
variantes virales en México, que sean utiles para el disefio de estrategias de control y
prevencion de enfermedades virales en nuestro pais.
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Vigilancia de influenza

Como punto de partida de esta nueva estrategia del CoViGen-Mex, se eligié al virus de
influenza por su importancia clinica y epidemioldgica. La influenza es una enfermedad viral
respiratoria que puede causar sintomas graves y complicaciones, especialmente en grupos
de alto riesgo como nifios pequefios, ancianos y personas con sistemas inmunoldgicos
comprometidos. Esta enfermedad es causada por dos grupos de virus, influenza A e
influenza B. El virus de la influenza A es un virus con una alta tasa de evolucién, lo que le
permite evadir la respuesta inmune a través de un mecanismo conocido como deriva
antigénica. Estos cambios pueden afectar la eficacia de las vacunas y tratamientos
antivirales disponibles. La vigilancia gendmica permite rastrear estas mutaciones y entender
como estan evolucionando las cepas del virus de la influenza.

Una de las principales razones por las que la vigilancia gendmica de la influenza es
importante es su papel en la seleccién de las cepas incluidas en las vacunas estacionales.
Cada ano, los expertos en salud publica revisan los datos de vigilancia gendmica para
identificar las cepas predominantes y predecir cuales seran las mas comunes en la proxima
temporada de gripe. Esta informacion es crucial para garantizar que las vacunas sean
efectivas y ofrezcan la mejor proteccion posible contra las cepas circulantes, y la generacion
de datos de México contribuira en este respecto. Ademas de la seleccién de vacunas, la
vigilancia gendmica de la influenza también ayuda a detectar la aparicion de cepas
potencialmente peligrosas. Al monitorear los eventos de deriva y cambio antigénico se
pueden identificar variantes que podrian tener un mayor potencial de propagacion rapida o
resistencia a los tratamientos antivirales disponibles. Esto permite una respuesta rapida y
estratégica para contener la propagacién de cepas peligrosas y desarrollar nuevas
estrategias de tratamiento. Otro beneficio de la vigilancia gendmica es su contribucion a la
comprension de la epidemiologia y la dindmica de la influenza. Al analizar la diversidad
genética de los virus de la influenza y rastrear su evolucion a lo largo del tiempo, los
cientificos pueden identificar patrones de transmision, determinar cédmo se propagan los
virus entre las poblaciones y predecir la aparicion de brotes estacionales o pandémicos.
Ademas, la vigilancia gendmica de la influenza es esencial para la preparacioén y respuesta
ante una pandemia. Al monitorear de cerca los cambios genéticos en el virus y compartir
datos a nivel mundial, los paises pueden colaborar en la deteccion temprana de cepas
pandémicas emergentes y coordinar una respuesta global para contener la propagacion y
minimizar el impacto en la salud publica.

En la base de datos GISAID (https://gisaid.org/, Global Initiative on Sharing All Influenza
Data) estan reportados 774 virus de influenza secuenciados de México de manera histdrica,
pero de los ultimos 5 afios solo hay 185. Ademas, si consideramos sélo aquellas secuencias
sin pases en cultivo o en huevo no se alcanzan los 50 virus secuenciados en los ultimos
cinco anos, por lo que podria incluir mutaciones de adaptacion al cultivo que han sido
reportadas previamente y que dificultan los analisis de evolucion de estos virus. Finalmente,
mas del 80% de las secuencias disponibles corresponden a influenza de tipo A, por lo que
la circulacion de la influenza B en México esta aun menos caracterizada. Todo esto resalta
la importancia de aumentar el numero de secuencias disponibles de alta calidad de estos
virus en México.

El virus de la influenza pertenece a la familia Orthomixoviridae y su genoma consta de ocho
segmentos de RNA de una sola cadena con polaridad negativa. Los subtipos de influenza A
se clasifican segun sus proteinas de superficie, hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA).
Hay 18 subtipos de HA y 11 de NA identificados en aves acuaticas, que son el reservorio
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natural de este virus, la combinacién de los subtipos de estas dos proteinas nos da la
clasificacion de los virus, aunque no todas las combinaciones se han observado en la
naturaleza. Los subtipos de influenza A que circulan actualmente en la poblacién humana
son H1N1 y H3N2, junto con los dos subtipos de influenza B (Victoria y Yamagata). El
diagnéstico de influenza se hace mediante RT-PCR e incluye el proceso de tipificacién y
subtipificacion.

En este trabajo, se presenta una estrategia integral para la secuenciacion del genoma
completo de influenza, junto con el desarrollo de un flujo de trabajo bioinformatico que
facilite la asignacion al subtipo correspondiente, el ensamble del genoma completo y la
identificacion de posibles coinfecciones. Las muestras son obtenidas de la red de hospitales
y clinicas del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) con prueba positiva para
influenza, con un valor de Ct menor a 28, con el fin de tener una concentracion suficiente de
material genético viral en la muestra para obtener la secuencia completa del virus. El RNA
remanente de la prueba es retro transcrito y amplificado por PCR. En el caso de influenza A,
se toma ventaja de que los extremos de todos sus segmentos virales estan conservados,
por lo que con un unico par de oligonucleétidos se puede llevar a cabo el proceso de
amplificacién. En cambio, para influenza B es necesario utilizar oligonucledétidos especificos
para cada uno de sus segmentos. Una vez que se ha amplificado el material genético viral,
se lleva a cabo la segmentacion, generacién de librerias y la secuenciacion masiva tipo pair
end 2x150 en una plataforma lllumina.

Dado que el genoma de influenza estd segmentado y que existen varias secuencias de
referencia dependiendo el tipo y subtipo de influenza, se decidié implementar un flujo de
trabajo que determinarad automaticamente el subtipo de influenza presente en la muestra.
Como una aproximacion inicial, se usaron unicamente las secuencias de referencia de los
virus que circulan normalmente en humanos, como A/H1N1, A/H3N2. B/Victoria vy
B/Yamagata. Para cada muestra, se llevé a cabo el mapeo contra cada uno de los genomas
de referencia, y se eligid la mejor referencia con base en aquélla que reclutaba un mayor
numero de lecturas. A partir de este mapeo ‘ganador’, se generd el genoma consenso y se
realizé el llamado de variantes y finalmente se llevd a cabo el analisis de cobertura y
profundidad.

En este trabajo, se seleccionaron un total de 482 muestras positivas para influenza por
RT-PCR, obtenidas entre junio y diciembre de 2022. En esta seleccion, se traté de incluir
estados de la Republica Mexicana con un niumero de muestras disponibles mayor a 10 con
el fin de poder determinar la variabilidad de los virus circulantes;Se obtuvieron muestras
provenientes de 1.3 Ademas, se incluyeron muestras de otros 4 estados que tenian menos
de tres secuencias, pero que al no haberse podido subtipificar eran de interés
epidemioldégico. Del total de muestras, la secuenciacién fue exitosa en 479 de ellas. En
general, todos los segmentos del genoma fueron secuenciados con una profundidad mayor
a 80. Sin embargo, en el caso de los genomas de H3N2, el segmento 2 tuvo una regidén con
una cobertura menor a 10, y en el caso de H1N1, los segmentos 2 y 3 también presentaron
este mismo problema.

De acuerdo con el diagndstico por RT-PCR, se identificaron 437 muestras como
correspondientes al subtipo H3N2, 17 como H1N1 y 25 muestras que no pudieron ser
subtipificadas. Sin embargo, los resultados de su asignacion por secuenciacion fueron
distintos en algunos casos. De las 17 muestras inicialmente asignadas como A/H1N1 por
RT-PCR, 13 fueron posteriormente asignadas como A/H3N2 por secuenciacion. Mientras
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que siete muestras clasificadas como A/H3N2 por RT-PCR resultaron ser A/H1N1 en la
secuenciacién. Cabe mencionar que las 25 muestras inicialmente no subtipificadas por
RT-PCR fueron asignadas como A/H3N2 en la secuenciacion.

En este estudio, se logré obtener el genoma completo de los virus de influenza A circulantes
en México durante la segunda mitad del afno 2022. Sin embargo, se observd una baja
profundidad en algunos fragmentos. Como perspectiva, se plantea el disefio de
oligonucledtidos adicionales que permitan que mejoren la cobertura y profundidad de estos
fragmentos. Dado que la amplificacion resulta menos eficiente en fragmentos largos, esta
estrategia podria mejorar los resultados..

Por otro lado, en varias muestras se encontré una discrepancia entre la subtipificacion
realizada por RT-PCR y la asignacion mediante la secuenciacion. En estos casos, se
pretende realizar una analisis adicional para determinar si existe evidencia de coinfeccion
que podria explicar la diferencia entre los resultados obtenidos. Finalmente, es importante
destacar que el flujo de trabajo bioinformatico sera modificado para incluir otros subtipos de
HA y NA con la finalidad de estar preparados ante la emergencia de otros subtipos de
influenza.

Vigilancia del Virus Sincitial Respiratorio

Como siguiente objetivo del CoViGen-Mex se tiene el desarrollo de la secuenciacion de otro
virus respiratorio, el Virus Sincitial Respiratorio (VSR). El VSR es una de las principales
causas de infecciones respiratorias agudas en lactantes y nifios pequenos en todo el
mundo. Se estima que casi todos los nifos han sido infectados al menos una vez con el
virus al momento de cumplir los dos afios de edad. El VSR es una causa frecuente de
hospitalizacién en lactantes y nifios pequefios, especialmente en aquellos con
enfermedades subyacentes, ya que puede provocar neumonia y bronquiolitis, siendo una de
las principales razones de ingreso en unidades de cuidados intensivos pediatricos.

El VSR se clasifica en el género Orthopneumovirus, de la familia Paramyxoviridae. Dentro
de este género existen dos tipos de VSR: el VSR tipo A (VSR-A) y el VSR tipo B (VSR-B).
Ambos tipos de VSR son causantes de infecciones respiratorias en humanos,
especialmente en lactantes y nifios pequefios. Aunque comparten similitudes en su
estructura y funcién, también pueden tener diferencias genéticas y epidemioldgicas que
afectan su prevalencia y patogenicidad. Esta clasificacién ayuda a comprender mejor la
diversidad y la evolucién del virus, asi como a orientar las estrategias de prevencion y
control de la enfermedad.

Recientemente, se ha desarrollado una vacuna contra RSV, por lo que iniciar la vigilancia
gendmica se vuelve primordial, ya que sera necesario evaluar la generacion de variantes
virales de escape. Ademas, dado que este virus estd menos caracterizado que el de
Influenza, con sélo 7 secuencias de genomas completos de México en la BD de GISAID, es
esencial impulsar la investigacion en este campo.

Para iniciar con la vigilancia genémica de este virus, se desarrollé una estrategia con un
proceso de amplificacion con diez juegos de oligonucledtidos especificos. Se llevaron a
cabo pruebas piloto con cuatro muestras, pero lamentablemente no se logré secuenciar el
genoma completo. Solo se secuenciaron los primeros 11 mil nucledtidos, quedando 4 mil sin
determinar. En ese sentido, se retomara el disefio de oligonucleétidos con el fin de obtener
el genoma completo. Sin embargo, dado que el gen que codifica para la proteina G se
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encuentra secuenciado, y es el utilizado para clasificar a VSR-A y VSR-B, la informacion
obtenida hasta el momento es suficiente para hacer el seguimiento inicial de este virus.

Conclusiones

Los resultados obtenidos hasta este momento indican la viabilidad de obtener las
secuencias completas de los genomas de dos de los patdégenos respiratorios mas
importantes como lo son Influenza y RSV. Esto permitira, por un lado, seguir los patrones
de dispersion y diversidad de estos virus en México, pero ademas con la informacién de tres
virus respiratorios, incluyendo a SARS-CoV-2 podremos describir como han cambiando los
patrones de circulacién de influenza y VSR después de la pandemia, asi como el
establecimiento del patron estacional de SARS-CoV-2. La continuidad del trabajo de
CoViGen-Mex permitira seguir contribuyendo a la vigilancia genémica de virus importantes
para la salud publica.

Financiamiento: Este proyecto fue parcialmente financiado por los proyectos CONAHCyT

303081 (RMWC) y 322631, C-812/2023 (C.F.A.). También recibié financiamiento del
Programa UNAM-PAPIIT IN230523 (BT).
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Introduccion

El dengue representa un desafio creciente de salud publica en Peru y las Américas, con
ciclos epidémicos cada 3 a 5 afios "?3. Los cuatro serotipos del virus (DENV-1, DENV-2,
DENV-3 y DENV-4) han circulado desde 1990, y la propagacion del vector Aedes aegypti ha
exacerbado su incidencia, especialmente tras la disminucion en actividades de control
durante la pandemia de COVID-19 . El aumento de la incidencia del dengue y la gravedad
de la enfermedad puede estar asociada al cambio de los genotipos circulantes, asi como a
la evolucion viral 4. En el 2019, se identifico en Perli un nuevo genotipo del serotipo
DENV-2, conocido como Cosmopolitan, tras un brote en Madre de Dios®. Este hallazgo
subrayé la necesidad de fortalecer la vigilancia genémica para evaluar la dispersion de
nuevos genotipos y su impacto en la salud publica, por lo que se secuenciaron virus de
dengue procedentes de Ica, Lima y La Libertad en el Peru durante el afio 2023.

Metodologia

Se seleccionaron 61 muestras de suero de pacientes diagnosticados con dengue mediante
RT-PCR, recolectadas entre mayo y junio de 2023 de las regiones Ica , Lima y La Libertad
ubicadas en la costa edl Peru. Los productos amplificados fueron procesados usando el Kit
COVIDSeg-Ruo (lllumina) mediante secuenciacion gendmica de nueva generacion (NGS),
para luego cargarlos en el secuenciador genémico Miniseq (lllumina). Los genomas de las
bases de datos y los secuenciados fueron alineados con el programa MAFFT. Estas fueron
utilizadas para un analisis filogenético con la metodologia de Maximum Likelihood (ML),
para cada set de datos, con el programa IQTREEZ2 calculando el valor bootstrap.
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Resultados

Se caracterizaron 55 genomas: 13 (23.6%) de DENV-1; y 39 (79.9%) de DENV-2 y 3 DEN3
(5,45%). Las muestras de DENV-1 corresponden al genotipo V, este genotipo circula desde
los afos 70s en el Caribe y las Américas. Las muestras de DENV-2 corresponden al
genotipo Cosmopolitan, este genotipo fue detectado por primera vez en el Peru en 2019
(Madre de Dios) ° y se ha dispersado a las diferentes regiones de Peru. Las muestras de
DENV-3 corresponden al genotipo Ill, solo ha sido caracterizado en muestras de Lima
metropolitana. Se reportan las mutaciones E:K343R y E:S338L para el serotipo DENV-1 en
la region de la envoltura (Envelope, E). Se reportan las mutaciones E:L458F, E:[129V,
E:I126T y E:V309A, E:V484| para el serotipo DENV-2 en la region de la envoltura
(Envelope, E).

Conclusiones y Recomendaciones

Se identificaron y caracterizaron genomas de DENV-1, DENV-2 y DEN3 en Peru,
destacando la presencia de mutaciones que podrian influir en la virulencia y propagacion del
virus. Se recomienda continuar con la vigilancia genémica y el analisis filogenético para
monitorear el comportamiento de los serotipos y genotipos circulantes, asi como evaluar si
hay correlacion con las presentaciones clinicas y gravedad.. Es crucial fortalecer las
estrategias de control vectorial y la vigilancia de factores de riesgo para anticipar y mitigar
futuros brotes.

Bibliografia

1. Cabezas C, Fiestas V, Garcia-Mendoza M, Palomino M, Mamani E, Donaires F. Dengue en el Peru: a
un cuarto de siglo de su reemergencia. Rev Peru Med Exp Salud Publica. 2015;32(1):146-56 Disponible en:
http://www.scielo.org.pe/pdf/rins/v32n1/a21v32n1.pdf

2. Ministerio de Salud. Sala de situacion virtual, Dengue. [Internet] . Lima: Centro Nacional de
Epidemiologia y control de Enfermedades, MINSA; 2023 [Citado el 21 de AGOSTO 2023]. Disponible en:
https://www.dge.gob.pe/sala-situacional-dengue/

3. Organizacion Panamericana de la Salud/Organizacién Mundial de la Salud. Actualizacion
Epidemioldgica sobre dengue y otras arbovirosis. Washington, D.C. OPS/OMS. 2023
4. Nuies, P.C.G.,Sampaio, S.A.F.,Rodrigues da Costa, N.,et al. Dengue severity associated with age and

a new lineage of dengue virus-type 2 during an outbreak in Rio De Janeiro, Brazil. Journal of Medical Virology
[Internet]. 2016 [citado el 5 de diciembre de 2019]; 88 (3):1130-1136. Disponible
en:https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84962652965&origin=inward&txGid=7d6b13425bd844
d60af7bb003a9eb5db

5. Garcia MP, Padilla C, et al . Emergence of the Cosmopolitan genotype of dengue virus serotype 2
(DENV2) in Madre de Dios, Peru, 2019. Emergencia del genotipo Cosmopolitan del virus dengue serotipo 2
(DENV2) en Madre de Dios, Peru, 2019. Rev Peru Med Exp Salud Publica. 2022;39(1):126-128.
doi:10.17843/rpmesp.2022.391.10861

133


http://www.scielo.org.pe/pdf/rins/v32n1/a21v32n1.pdf

DESARROLLO DE UNA PLATAFORMA PARA LA DETECCION Y
CARACTERIZACION DE VIRUS TRANSMITIDOS POR Aedes

aegypti MEDIANTE NGS

Lucas Ripoll / Iripoll@uvq.edu.ar

Carolina Cerrudo

Damian Presti

Cristina Borio

Marcos Bilen

Area de Virus de Insectos, Laboratorio de Ingenieria Genética y Biologia Celular y Molecular,
Departamento de Ciencia y Tecnologia, Universidad Nacional de Quilmes, Argentina

Javier Iserte

Laboratorio de Bioinformatica Estructural, Fundacion Instituto Leloir, Argentina

Maria Paola Zago

Ramiro H. Poma

Unidad de Conocimiento Traslacional Hospitalaria, Hospital Piblico Materno Infantil de Salta
(UCT-HPMI)-CONICET, Argentina

José Humberto Serrat / Mangione F / Micheloud G. / Gioria, V. / Berron, C.

Programa de Zoonosis, Direccion General de Coordinacion Epidemioldgica, Ministerio de Salud
Publica de Salta, Argentina

Introduccioén

En su discurso ante la Real Academia de Ciencias Médicas, Fisicas y Naturales en La
Habana, Cuba, en 1881, Carlos J. Finlay fue el primero en proponer la hipétesis de que la
fiebre amarilla era transmitida por mosquitos [1]. Desde entonces, numerosas
enfermedades con alto impacto en la salud humana han sido asociadas con la transmision
por mosquitos [2-3]. La proliferacion de mosquitos en todo el mundo, particularmente del
género Aedes, modulada por la actividad antropogénica y también impulsada por el cambio
climatico, convierte a los virus transmitidos por mosquitos en una importante amenaza para
la salud publica [4-5].

El mosquito Aedes aegypti es el principal vector del Dengue (Serotipos 1-4 del DENV), Zika
(ZIKV), Chikungunya (CHKV) y Fiebre Amarilla (YFV) [6]. Ademas, se ha establecido que
los mosquitos sirven como hospedadores para un amplio espectro de arbovirus y virus
especificos de insectos (ISVs), conocidos también como virus especificos de mosquitos
(MSVs). Los MSVs infectan ya sea a los mosquitos o células derivadas de mosquitos. La
identificacion de los MSVs ha ampliado significativamente nuestra comprension de la
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diversidad viral y ha arrojado luz sobre las complejas interacciones entre estos virus cuando
co-infectan a los mosquitos junto con los virus transmitidos por artrépodos (arbovirus) [7].
Los sistemas de high throughput sequencing (HTS) han influido significativamente en los
estudios de viromas en diferentes nichos ecoldgicos u organismos particulares. La
utilizaciéon generalizada de plataformas de secuenciacion masiva econémicas y facilmente
accesibles ha llevado a un aumento sustancial en los andlisis de viromas en muestras de
mosquitos en todo el mundo, centrandose especialmente en los virus de ARN [8-9].
Generalmente estos métodos se basan en el uso de primers aleatorios y la amplificacion de
secuencias virales en combinacion con herramientas de HTS [9]. Estos enfoques sirven
como herramientas valiosas para caracterizar el viroma del mosquito y han llevado al
descubrimiento de una alta diversidad de MSVs [10-14].

Uno de los métodos ampliamente adoptados para enriquecer el genoma de ARN viral en
pocas etapas es la Sequence Independent Single Primer Amplification (SISPA, por sus
siglas en inglés) [15]. Esta técnica implica el uso de oligos aleatorios anclados a un barcode
durante la retrotranscripcién inicial de todo el ARN de una muestra. Posteriormente, se
realiza una sintesis de la segunda cadena utilizando el mismo primer empleado en el primer
paso. El resultado de estos dos pasos es una secuencia de ADN de doble cadena (dsDNA)
desconocida flanqueada por una secuencia barcode. El tercer paso implica la amplificacion
completa de este producto utilizando el barcode primer. La secuenciacion posterior de este
producto y el analisis bioinformatico de los datasets generados contribuyen a la deteccion
viral o a la caracterizacioén del viroma [16-19].

Este estudio tiene como objetivo implementar un método basado en SISPA acoplado
secuenciacién con el sistema Nanopore para monitorear la distribucion de virus transmitidos
por mosquitos, especialmente Aedes aegypti, en Argentina. El propésito principal es
proporcionar informaciéon esencial para la prevencién y el control de virus que tienen un
impacto significativo tanto en la salud humana como animal, asi como permitir la deteccién
temprana de emergencias virales.

Material mé

Captura de muestras de mosquitos

Los mosquitos adultos de Aedes aegypti fueron capturados y clasificados morfolégicamente
entre diciembre de 2022 y mayo de 2023 en tres regiones distintas de Argentina. El conjunto
inicial de muestras se obtuvo en el area metropolitana de Buenos Aires, especificamente en
la ciudad de Quilmes. El segundo conjunto de muestras se recolecté en la provincia de
Salta durante mayo de 2023, abarcando las ciudades de Las Lajitas, Galpon y Joaquin V.
Gonzalez. El tercer sitio de recoleccion fue la ciudad de Santa Fe en la provincia de Santa
Fe. En la ultima ubicacion, se recolectaron huevos de Aedes utilizando ovitrampas y
posteriormente se criaron hasta la etapa adulta. En todos los casos, las muestras fueron
clasificadas en grupos y conservadas en RNAprotect (PB-L, Argentina) para su transporte y
almacenamiento.

Preparaciéon de la biblioteca

Una vez obtenidas las muestras de mosquitos clasificadas se procedid al proceso de
extraccion de acidos nucleicos y al armado de las bibliotecas para su secuenciacion. El
procesamiento de las muestras comprende el disgregado/ruptura de los pooles de
mosquitos y el tratamiento del sobrenadante de ruptura con RNasas y DNasas para eliminar
el RNA y DNA propio del vector y obtener las particulas virales en suspension. Luego se
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procedié a la extraccion de ARN viral utilizando fenol acido. Se realizé la cuantificacion y
control de calidad de las extracciones de ARN mediante absorbancia 260, 260/280 y
260/230.

Con el ARN viral purificado se continué con los pasos de retrotranscripcion utilizando
primers nonameros anclados a un barcode y la sintesis de segunda hebra utilizando el
mismo primer. Luego de estas etapas utilizando el primer barcode (propio de cada muestra)
se realizd la amplificacion del dscDNA de la muestra mediante la técnica Sequence
Independent Single Primer Amplification (SISPA). Se controlé el resultado del procedimiento
mediante electroforesis en gel de agarosa y se cuantificé mediante Qubit 3.0.

Una vez obtenidas las bibliotecas se continué con la secuenciacion y procesamiento
bioinformatico. La secuenciacién se llevé a cabo con el MinlON Mk1b junto con las
Flowcells R9.4.1 y los kits de ligacién de adaptadores LSK-109.

Luego del proceso de secuenciacion se procedio al andlisis bioinformatico de los resultados.
Esto comprende varias etapas entre las que se encuentra el control de calidad de la
secuenciacién. La eliminacidon de secuencias de adaptadores y el demultiplexado basados
en las secuencias de los barcodes utilizando Dorado (v. 0.3.4).

La identificacion de lecturas relacionadas con virus se realizé mediante multiples busquedas
BLASTN locales. Primero se realizé la busqueda contra la base de datos completa no
redundante de virus (nt_viruses). Luego, contra bases de datos de ARNr bacterianos vy
eucariotas (16S_ribosomal_RNA, 18S_fungal_sequences, 28S_fungal_sequence,
ITS_eukaryotic_sequences, LSU_eukaryote rRNA, LSU_prokaryote rRNA). Finalmente,
contra el genoma humano (GRCh38.p14). En todos los casos, se utilizé un valor de e-valor
de corte de 1e-°.

Los hits en BLASTN que coincidian con la base de datos viral se filtran utilizando los
resultados de los hits con las bases de datos de ARNr y humanas. Cuando un hit viral
también coincide con estas ultimas, se utilizé el valor de bit score de BLASTN para tomar
una decision. Cuando el valor de bit score del hit viral es mayor que la coincidencia con
ARNr o humano, se incluyé la lectura; de lo contrario, se descartd. Las lecturas filtradas se
dividieron por organismo segun el TaxID de la especie objetivo.

Los hits virales se mapearon contra la referencia correspondiente utilizando Minimap2 (v.
2.24). Se generaron archivos BAM utilizando Samtools (v. 1.17). La cobertura en cada
posicion se calculd utilizando la herramienta de cobertura de Samtools (v. 1.17) y luego se
generaron los histogramas de cobertura con SigmaPlot (v. 11.0). Las secuencias de
consenso virales se obtuvieron a partir de los archivos BAM en formato FASTA utilizando
Samtools (v. 1.17). En funcion de las secuencias virales rearmadas, se realizaron las
inferencias filogenéticas correspondientes y se procedio al reporte de los hallazgos y a su
referencia geografica.

Resultados

Las lecturas resultantes de la secuenciacion se clasificaron en un archivo “.FastQ” por
localidad. Posteriormente, se realizé un filtrado utilizando BLASTN, y se obtuvo un archivo
“.FastQ” por localidad que contenia unicamente los aciertos virales.

Genomas de virus parcialmente y completamente ensamblados

El mapeo de referencia utilizando los hits virales resultdé en cobertura parcial en algunos
casos y cobertura completa de virus en otros. Uno de los virus con mayor presencia en las
muestras es el Phasi Charoen-like Phasivirus (PCLV), que se encontré y ensambld
completamente en las tres regiones donde se capturaron mosquitos. Aedes aegypti totivirus
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(AaTV) y Aedes aegypti To virus 1 (AaToV1) se encontraron parcialmente en todas las
muestras. Aedes aegypti To virus 2 (AaToV2) solo se pudo ensamblar completamente en las
provincias de Buenos Aires y Santa Fe, y solo una muestra mostré la presencia de regiones
genomicas parciales del serotipo 2 del virus del dengue, de Las Lajitas en la provincia de
Salta.

Se evaludé la profundidad y cobertura sobre los genomas de referencia en los virus
completamente secuenciados. Los tres segmentos de PCLV se mapearon en las tres
regiones (Salta, Buenos Aires y Santa Fe), cada uno mostrando una cobertura de secuencia
>97%. Entre otros virus detectados, hemos mapeado y ensamblado completamente el
Humaita Tubiacanga Virus (HTV), AaTV y AaToV2. Ambos segmentos de HTV fueron
completamente secuenciados en la muestra de Quilmes y mostraron una cobertura superior
al 97%. En el caso de AaTV, se maped y ensambld en la muestra perteneciente a Las
Lajitas con una cobertura de secuencia superior al 99%.

AaToV2 se encontré en Quilmes y en la Ciudad de Santa Fe. Este virus se secuencié por
primera vez en el estado de Tocantins en Brasil, y en este trabajo presentamos un nuevo
genoma de Argentina completamente secuenciado y ensamblado con una cobertura
superior al 98%.

Conclusiones

Este trabajo tuvo como objetivo caracterizar el viroma de mosquitos silvestres de Argentina
utilizando tecnologia de secuenciacion HTS basada en nanopore sequencing. Para ello, se
recolectaron mosquitos adultos y huevos durante el afio 2022-2023 en diferentes regiones
de Argentina (Salta, Buenos Aires y Santa Fe). Desarrollamos un esquema para procesar
las muestras y seleccionar la fraccién que contenia particulas virales y vesiculas en
desarrollo.

Para la amplificacién del viroma de ARN, se implement6 una metodologia basada en
SISPA. Posteriormente, se construyeron bibliotecas compatibles con la tecnologia de
secuenciacion HTS de nanopore. Finalmente, los datos obtenidos se analizaron
bioinformaticamente utilizando un pipeline construido ad hoc, basado en la identificacion y el
ensamblaje gendmico utilizando bases de datos de referencia.

Los resultados obtenidos muestran la presencia de varios virus especificos de insectos.
Particularmente en las muestras obtenidas del norte de Argentina, se encontraron AaTV y
PCLV que pudieron ser completamente secuenciados, y AaToV1 y AaToV2 que fueron
parcialmente secuenciados. En estas muestras, se detectdé parcialmente una regién
genomica del serotipo 2 del virus del dengue. La muestra que contiene DENV-2 se obtuvo
de una localidad con brotes de dengue reportados. Particularmente en la provincia de Salta,
DENV 2 fue reportado como el serotipo circulante primario durante la 1% y 142 semana
epidemioldgica de 2023.

Por otro lado, las muestras recolectadas en Buenos Aires contienen la secuencia completa
de HTV, AaTo2 y PCLV. El analisis filogenético indica que son virus estrechamente
relacionados con los reportados en Brasil. Las muestras de Santa Fe correspondientes a
mosquitos adultos obtenidos de huevos recolectados durante 2022 presentan la secuencia
completa de los virus PCLV y AaToV2. Su presencia podria indicar un mecanismo de
transmisién vertical, ya que estos son especimenes adultos criados en laboratorio, que se
obtuvieron a partir de la eclosién de huevos recolectados usando ovitrampas. Ademas, se
detect6 el genoma completo de AaToV2 en ambas muestras recolectadas de Buenos Aires
y Santa Fe; mientras que AaToV1 se detectd en las cinco muestras analizadas, pero solo se

131



obtuvieron secuencias parciales del genoma. Ademas, segun nuestro conocimiento, este es
el primer informe de AaToV1 y AaToV2 en mosquitos de Argentina; mientras que estos dos
virus solo se han informado previamente en Brasil.

El analisis bioinformatico comprendié pasos de filirado exhaustivos que incluyeron BLASTN
contra varias bases de datos de genes ribosomales. Esto fue necesario porque se
encontraron varias lecturas con homologia a una unica regién genémica especifica del virus
y a algunas secuencias gendmicas ribosomales. Esto indica que el procedimiento utilizado
para extraer y purificar el ARN viral debe ser mas exhaustivo al agotar el ARN circulante.
Posteriormente, los datos se filtraron con la base de datos del genoma humano, ya que se
encontraron varias lecturas con genes homologos de estos organismos.

La metodologia presentada fue muy util y practica para monitorear el viroma de mosquitos.
Puede ser utilizado rutinariamente para contar con herramientas de deteccién temprana o
para la caracterizacion de arbovirus de interés para la salud. EI monitoreo periédico
utilizando herramientas basadas en NGS para la vigilancia entomoldgica es importante.
Esto puede ser una herramienta util no solo para detectar virus que tienen un alto impacto
en la salud humana y animal, sino también para detectar virus especificos de insectos que
promueven la transmisién de arbovirus.
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La pandemia de SARS-CoV-2 llegé a Centroamérica entre los meses de febrero y marzo del
2020. Desde la optica de los laboratorios nacionales de salud publica (LNSP) de la region
estos meses se enfocaron en tener listos los métodos de deteccion de este nuevo
patdgeno, sin embargo, hay evidencia de que para la segunda semana de febrero ya existia
circulacion del virus en la region’.

La mayoria de los LNSP, no contaban con protocolos o sistemas establecidos para la
vigilancia gendémica activa de los cambios acumulados en el virus. Esta fue establecida
hasta finales del aino 2020 en muchos paises.

Se publicaron en GISAID por parte de Centroamérica pocos genomas completos de
SARS-CoV-2, en los primeros meses de la pandemia, esto evidencid la necesidad de
establecer un marco de laboratorio que permitiera formar una red de trabajo, para
incrementar el acceso a los datos gendmicos y mejorar la capacidad instalada en los
laboratorios de referencia de la region. Estas instituciones durante la pandemia fueron las
responsables de realizar el diagndstico molecular, por lo tanto, estaban en capacidad y
tenian acceso a las muestras o hisopados nasofaringeos, insumos necesarios para llevar
adelante la secuenciacion de SARS-CoV-2.

Esta necesidad fomentd la creacién de la red COVIGEN por parte de la OPS?, cuyos
objetivos se enfocaron en fortalecer la capacidad local de laboratorios de la region
Centroamericana y brindar datos genémicos de SARS-CoV-2 de manera oportuna en bases
de datos internacionales disponibles, colocando a la regién en el mapa mundial, y evitando
de esta forma, esa oscuridad geografica que existioé en los primeros meses de la pandemia.

COVIGEN se enmarcé en el trabajo colaborativo entre los laboratorios de salud publica de
los paises miembros, en donde aquellos paises con capacidad local de secuenciacion
participaron como laboratorios de referencia de secuenciacion, realizando esta actividad
para aquellos paises que no tenian la capacidad instalada, y que fueron luego fortalecidos
con equipamientos y entrenamiento personalizados, para asegurar la adecuada realizacion
de la metodologia y el uso de los datos obtenidos.

Con esta colaboracion se lograron aportar 26580 genomas de SARS-CoV-2 que brindaron
informacion relevante para la toma de decisiones en la region.

Reportes realizados con los datos generados, y analizados por los propios laboratorios de
referencia, mostraron la aparicion de linajes locales en Costa Rica®, la introduccion
temprana y criptica del SARS-CoV-2 en Panama’, la confirmacién de casos de reinfeccion
con linajes locales* y la co-infeccidén con virus localmente endémicos®. Todos estos datos
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permitieron entender como el SARS-CoV-2 fue cambiando durante cada ola de transmision
en la regién y ayudar a definir medidas apropiadas de control.

Luego de tres anos de vigilancia, hacia finales del 2023, la region todavia tiene retos
importantes; se observa que la sostenibilidad de la actividad pudo lograrse en Costa Rica,
Guatemala, Republica Dominicana y Panama, en estos paises se siguidé secuenciando y
depositando informacion en GISAID, sin embargo, Belice, Honduras, Nicaragua, y El
Salvador, tienen secuencias disponibles de manera esporadica en el ultimo semestre del
2023.

Un estudio realizado con secuencias depositadas en GISAID desde febrero de 2020, hasta
marzo de 2022°% mostré que la mayoria los paises de la region secuenciaron menos del 3%
del total de casos reportados durante ese periodo. Sin embargo, este nimero permitié
dibujar patrones de distribucion de SARS-CoV-2 entre Sur y Centroamérica. El surgimiento
de las variantes Gamma, Lambda, Mu, estuvo caracterizada por periodos intensos de
introducciones de virus (viral inflow) entre Colombia y Venezuela conectando Suramérica
con Centroamérica y el Caribe. Desde las Antillas menores, Venezuela jugé un papel
temprano en la diseminacion de Gamma, posiblemente asociado con el origen amazdénico
de esta variante. En cambio, Colombia fue el origen de los linajes Lambda circulantes.

De la misma forma la variante Mu, primera vez descrita en Colombia, se propagd mas
agilmente, hacia el Norte como destino final desde su origen. Sin embargo, rutas
importantes de transmision vinieron de Argentina y Chile, sobre todo hacia las islas de
Caribe y México. También se observaron intensos periodos de introduccién y reintroduccién
entre paises vecinos en el Sur. Lo que evidencia lo dificil de cortar cadenas de transmision
entre fronteras porosas en paises vecinos.

En cambio, Centroamérica fue notablemente afectada por la introduccién de la variante
Delta durante el ano 2021, reflejando patrones de dispersion entre el caribe y el istmo de la
region, seguido por una posterior dispersion hacia los centros urbanos de los paises.

En la actualidad la infraestructura desarrollada para secuenciar SARS-CoV-2 esta
disponible para evaluar nuevos patégenos o mejorar la vigilancia gendmica de aquellos
patdbgenos endémicos en nuestra region. Es urgente la necesidad de incentivar la
incorporacién de este tipo de vigilancia, en virus transmitidos por vectores de importancia en
nuestra region. A su vez la implementacion en virus respiratorios como Influenza A y B,
Virus Respiratorio Sincitial, permitira una mejor eleccion del grupo de virus incluidos en las
vacunas destinadas para nuestra regién. En pocos afios veremos la incorporacion de estas
vigilancias, en tableros de informacion disponibles para la toma de decisiones por parte de
los ministerios de salud de los paises de nuestra region.

De estos tres afios podemos concluir que el sistema de vigilancia llevado adelante por los
laboratorios nacionales de los paises de la region se ha fortalecido, permitiendo a través de
esta crisis, potenciar su rol en la vigilancia de patdégenos. Esto en corto y mediano plazo,
brindara un beneficio directo a la poblaciéon en general, a través de la implementacion de
medidas razonadas y dirigidas hacia los segmentos de la poblacion realmente afectada por
los patdgenos circulantes en un determinado momento.

Financiamiento
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Con el avance de la ciencia y la tecnologia, las herramientas de deteccién y caracterizacion
de patogenos de importancia en salud publica han evolucionado rapidamente, y la
caracterizacién viral no es una excepcion. El pasar de metodologias que mostraban
caracteristicas fenotipicas de los virus y tomaban varios dias de ejecucion a metodologias
moleculares con resultados en solo horas ha permitido avanzar en el estudio vy
caracterizacion de los diferentes virus, asi mismo ha posicionado al laboratorio como una
herramienta basica en el diagnostico e investigacidn virologica.

El desarrollo e implementacién de metodologias como la reaccion en cadena de la
polimerasa y la secuenciacion genética y genodmica, permiten dar resultados de laboratorio
precisos y oportunos que pueden ser utilizados en una amplia variedad de contextos y se
convierten ademas en herramientas sumamente Utiles para enfrentar las amenazas
causadas por virus y proteger la salud global. Sin dejar de lado que, metodologias como el
cultivo viral siguen siendo importantes segun el contexto o aplicacion.

Los nuevos conocimientos en virologia e inmunologia junto al desarrollo de nuevas
herramientas de diagndstico y caracterizacion viral permiten entre otras cosas:

Identificar y clasificar nuevos virus
Comprender los mecanismos biolégicos que los virus utilizan para replicarse,
infectar células y evadir el sistema inmunitario del huésped

e Desarrollar estrategias terapéuticas y vacunas efectivas, asi como la deteccién
de genes de resistencia a antivirales
Vigilar y controlar brotes y epidemias
Detectar genotipos de virus asociados con un alto riesgo carcinogénico
Detectar variantes virales emergentes, evaluar su impacto en la transmision y la
virulencia, y ajustar las estrategias de prevencion y tratamiento

e Contribuir a los estudios epidemiologicos al ofrecer datos precisos sobre la
circulacion de diferentes cepas y variantes virales en diversas poblaciones

e Rastrear mutaciones y recombinaciones que pueden influir en la adaptabilidad y
patogenicidad de los virus

El rapido desarrollo de la tecnologia y su aplicacion en virologia supone retos importantes
para el laboratorio como la necesidad de contar con capacidad instalada de manera
oportuna, cumpliendo con el equipamiento y la normativa de bioseguridad aplicable. A nivel
de capacitacion del recurso humano, se suma el requerimiento de integrar la bioinformatica
y el modelado computacional a los esquemas de trabajo para sacarle el mayor provecho al
desarrollo tecnoldégico que experimentamos.

Finalmente, una vez implementadas las metodologias, el siguiente reto es lograr su
sostenibilidad para que se conviertan en una actividad de rutina segun las necesidades de
diagnéstico, confirmacion diagndstica o vigilancia a las que deba responder el laboratorio.

A lo largo de esta sesion, contaremos con resimenes de integrantes del INDRE (México)
que recorren la “Caracterizacion molecular de patégenos de importancia en salud publica”,
por parte de José Ernesto Ramirez Gonzélez, el “Estudio de los genotipos del virus del
papiloma humano (VPH) prevalentes en lesiones cervicales en la poblacion Mexicana”, Noé
Escobar Escamilla, y la experiencia de la “Visita a laboratorios del Departamento de
Biologia Molecular y Validaciéon de Técnicas. COVID-19, retos y experiencias”, compartida
por Eréndira Molina Gémez. Por ultimo, contaremos con el resumen “Un nuevo enfoque
para identificar SARS- CoV-2 basado en Multiplex RT-PCR y electroforesis capilar”, de
Susana Revollo de Bolivia.
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El DNA y el RNA son las moléculas de interés involucradas en la caracterizacion genética y
gendmica de diferentes patdgenos de importancia en la salud publica. Lo eventos cientificos
mas representativos en el estudio de estas moléculas fue su caracterizaciéon en 1953 por
James Watson y Francis Crick, su secuenciacién por Federik Sanger en 1977 y la reaccion
en cadena de la polimerasa por Kary Mullis en 1986, desde entonces se han implementado
una serie de herramientas moleculares para el diagndstico y la caracterizacién de agentes
patégenos en México y en todo el mundo. Entre 1995 al 2000 se realiz6 la implementacién a
nivel nacional del diagnéstico y caracterizacion de Rotavirus (1, 2), entre 2000-2008 se
implementé la secuenciacion de Sanger en el InDRE como una herramienta de
caracterizacion genética de varios patdgenos como Sarampiodn, Varicela, Dengue, Influenza,
(3, 4, 5, 6, 7). En 2009-2010, durante la pandemia de Influenza H1N1pdm que se presento
en nuestro pais, se participd activamente en el diagnéstico y caracterizacion de éste virus,
realizando la secuenciacion genética y gendmica de los virus de de Influenza; esto ultimo
con la finalidad de contribuir con informacién genética a la OMS para la toma de decisiones
en la elaboracion de los componentes de la vacuna de influenza, ademas de monitorear
genéticamente la resistencia antiviral a Oseltamivir (8, 9, 10). Entre 2011 y 2019, se realizd
la cartelizacion gendémica de Vibrio cholerae durante la epidemia de este agente bacteriano
en nuestro pais en 2013 (11, 12) y de los virus Zika y Chikungunya durante las emergencias
en salud por la introduccién de los estos virus al pais (13, 14, 15, 16).

Durante la pandemia de SARS-CoV-2, la cual inicié en nuestro pais con la introduccion del
primer caso en febrero 2020 (17), El Departamento de Biologia Molecular, participé en la
coordinacion técnica para la Preparacion del InDRE ante la Pandemia COVID-19,
colaborando en la estandarizacién de métodos internos y también en los propuestos por la
OMS vy en la capacitacidon a especialistas de nueve paises de la regién de Centroamérica y
el Caribe en el diagndstico por laboratorio del nuevo coronavirus (18) asi como también en
la transferencia de estas metodologias a la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica
en México. Con la finalidad de abordar la Pandemia provocada por el Virus SARS-Cov-2 en
el InDRE, se conformd un Comando de Incidentes para la atencién de COVID-19, donde se
coordinaron directamente las siguientes actividades:

a) Diagnéstico de mas de 600,000 muestras que ingresaron al INDRE, control de calidad y
referencia del diagnéstico realizado en la RNLSP

b) Coordinacion de la Gestion de insumos y equipo para del diagnostico realizado en la
RNLSP diagndstico a una gran parte de la poblacion de nuestro pais

c¢) Evaluacién comparativa de mas de 200 estuches comerciales de RT-PCR y deteccion de
Antigenos para el diagnéstico del SARS-CoV-2 (18), de los cuales aquellos que resultaron
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utiles para el diagnéstico se publicaron en la pagina oficial del INDRE para su libre consulta,
haciendo una aportacion importante para la salud publica de nuestro pais.

d) Vigilancia Gendmica y analisis de la distribucion de variantes de SARS-CoV-2, donde el
INDRE contribuyd con la obtencion de casi 20,000 genomas completos y realizé la vigilancia
de variantes de mas de 95,000 genomas depositados en GISAID por parte de México (20,
21, 22, 23, 24), contribuyendo asi con informacién relevante. En colaboracion con OPS, en
octubre de 2022 se realizé un taller para el fortalecimiento en México de la Vigilancia
Genomica. (25)

e) Coordinar y evaluar la Bioseguridad en todas las actividades del InDRE, diagndstico y
monitoreo del personal que participé directamente en la contingencia por COVID-19

Ante la emergencia en salud derivada de la introduccion de mpox a nuestro pais en mayo
de 2022, se coordind la integracion de un grupo multidisciplinario para atender dicha
emergencia desde la perspectiva del laboratorio. Con la experiencia y el crédito obtenido
durante la Pandemia de COVID-19, se abordd la atencion de este broté de una forma
semejante, esto fue mediante la Preparacién del InDRE ante la introduccion de Viruela
Simica a nuestro pais, se realizd la estandarizacion de métodos internos y los propuestos
por la OPS, en la capacitacion a especialistas paises de la region de Centroamérica y el
Caribe en el diagndéstico por laboratorio del mpox (26) asi como también en la transferencia
de estas metodologias algunos laboratorio de la RNLSP con la finalidad de conformar una
Red Regional de diagndstico por laboratorio de mpox en Nuestro Pais. Al momento se han
procesado mas de 6500 muestras y se ha contribuido con informacion oportuna tanto a los
pacientes como al sistema de salud en nuestro pais.

Finalmente, en noviembre de 2022, el IDRE participd en la coordinacion para la atencion al
brote Binacional de meningitis por hongos en los estados de Durango y Tamaulipas,
colaborando directamente en la confirmacion por laboratorio de un cultivo de Fusarium
solani, asi como en la estandarizacion y transferencia de diagndstico molecular por
laboratorio de F. solani. Se establecieron comunicaciones y colaboraciones internacionales
(27) en el abordaje de la caracterizacién gendémica del hongo para su diferenciacion de
especie.

Se ha participado y colaborado de manera Internacional en proyectos donde la linea
cientifica es principalmente es la identificacion y caracterizacion

genética y gendmica de patdogenos de importancia en salud publica, entre otras
instituciones, con la Universidad de Oxford (28), con Scripps Research Institute (29), OPS
(30, 31), entre otros.

El INDRE cuenta con personal reconocido por del Sistema Nacional de Investigadores del
CONACYT vy pertenece a diferentes redes internacionales como: la Red de Laboratorios del
grupo de accion para la seguridad global (Global Health Security Action Group, GHSAG),
Red latinoamericana de  PulseNet (International Molecular Subtyping Network for
Foodborne Disease Surveillance), la Red de Laboratorios de Respuesta del CDC (LRN:
Laboratory Response Network), Laboratorio Nacional de Referencia COVID19 ante la OMS
y de la Red Regional de Vigilancia Gendmica se SARS-CoV-2 en las Américas entre otras
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Introduccion

En México, las estimaciones sobre cancer de cuello uterino (CCU) indican que cada afio se
diagnostican 9,439 mujeres y 4,335 mueren a causa de la enfermedad, lo que lo convierte
en el segundo cancer con mayor incidencia y el tercero en causar defunciones. La infeccion
persistente por algunos genotipos del Virus del Papiloma Humano (VPH) es una causa bien
establecida para el desarrollo de lesiones precursoras y malignas. Los (VPH) constituyen un
grupo heterogéneo de organismos que colonizan los epitelios mucosos y cutaneos del
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cuerpo. A la fecha, mas de 220 genotipos se han incorporado a la clasificacion taxonémica y
entre estos, 14 (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 y 59) han sido asociados al
desarrollo de lesiones neoplasicas, y, por lo tanto, se les ha designado como genotipos de
alto riesgo carcinogénico (VPH-AR). La prevalencia de VPH-AR en muestras cervicales esta
relacionada con la edad, siendo mas alta en el grupo de mujeres de 25 a 34 anos y
disminuyendo hasta la edad cercana a la menopausia, en la que, en algunas poblaciones,
se observa un segundo incremento en la frecuencia de infeccién. En las mujeres
mexicanas, la prevalencia de VPH-AR es del 32% en el grupo de 25 a 34 afos,
disminuyendo al 18% en el grupo de 55 a 64 afios. En la poblacion objetivo del programa de
prevencion de CCU (mujeres de 35 a 64 afos) coordinado por el CNEGSR, las prevalencias
mas altas se encuentran en los grupos de 35 a 39 y de 60 a 64 afios (10.4% y 10.1%,
respectivamente) y la mas baja se presenta en el grupo de 45 a 49 afos (8.7%).
Adicionalmente, los VPH-AR muestran una distribuciéon geografica dependiente de cada
poblacion y del estadio citolégico. En México, de forma general, el grupo de 56, 59 y 66 es
el mas frecuente, seguido del grupo de 35, 39 y 68. Los genotipos mas representados
después de los grupos mencionados son diferentes en cada Entidad e incluyen a 31, 16, 51
y 52. Por otra parte, los VPH-AR mas frecuentes en muestras de citologia normal y en
lesiones de bajo grado son 16, 33, 18, 58; en lesiones de alto grado son 16, 58, 33y 31 y en
muestras de CCU son 16, 18, 45y 31. En la poblacion objetivo del programa de prevencion,
la tasa de positividad a los VPH-AR en 2019 fue del 13.3% y el 77.5% de los genotipos
identificados corresponden a aquellos distintos a 16 y a 18, un 10.1% a 16 y un 4.2% a 18.
La diferencia en la frecuencia de identificacion, que refleja un riesgo oncogénico distinto
para cada genotipo, se explica en parte a diferencias a nivel gendmico que tienen un
impacto en la replicacion viral y capacidad de generar una infeccion persistente. La
acumulacion de mutaciones en el genoma viral de cada genotipo da lugar a la definicion de
variantes intragenotipicas. Estas variantes se denominan linajes y sublinajes y en la
secuencia del genoma completo, presentan una diferencia de aproximadamente el 1% y 0.5
a <1%, respectivamente. En los genotipos 16, 18 y 45 se ha establecido que cada variante
posee tanto una distribucion geografica diferente y dependiente de la poblacién de estudio,
como un riesgo oncogeénico distinto.

Justificacion

En la poblacion objetivo del programa de prevencion del CCU, la frecuencia individual de los
VPH-AR distintos a 16 y 18 se desconoce, a pesar de que se identifican en una mayor
proporcion. Esto se debe a que la mayoria de las técnicas moleculares empleadas para el
tamizaje primario no estan disefiadas para la diferenciacion de cada genotipo. Ademas, en
México la distribucién geografica de los linajes y sublinajes de los VPH-AR mas frecuentes
ha sido poco estudiada y se ha centrado principalmente en el analisis de VPH16 y 18, por lo
qgue el analisis de las variantes del resto de genotipos no se encuentra descrito. Por las
razones mencionadas anteriormente, es importante, por un lado, conocer la distribucién de
los VPH-AR mas frecuentes en la poblacién objetivo del programa de prevencion del CCU y
por otro, disefar estrategias experimentales para conocer la distribucién geografica de sus
variantes intragenotipicas.

Objetivos
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Determinar la frecuencia de genotipos de VPH-AR en muestras cervicales obtenidas en
diferentes Entidades y disenar estrategias para la obtenciéon de genomas completos y de
fragmentos genéticos informativos de los VPH-AR mas frecuentes en la poblacion
mexicana.

Metodologia

Se realizd un analisis retrospectivo en muestras residuales de cepillado cervical, positivas a
los VPH-AR. Estas muestras, recolectadas en el vial ThinPrep™ Pap Test PreservCyt™
Solution (Hologic, catalogo 70097-003) durante 2022 y 2023, fueron analizadas previamente
durante el tamizaje primario realizado en los laboratorios de apoyo al programa de
prevencion de CCU. La genotipificacion de VPH-AR mediante PCR en tiempo real multiplex
se realiz6 utilizando el estuche comercial Anyplex™ II HPV HR Detection (Seegene,
catalogo HP7EQOX), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la identificacién de
variantes intragenotipicas, inicialmente se construyeron bases de datos con secuencias
gendmicas de los genotipos 16, 18, 31, 33, 58 y 59, obtenidas de la base de datos NCBI
Virus (disponible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/vssi/). Estas bases de datos
incluyeron los genomas de referencia de cada linaje y sublinaje, establecidos en la
plataforma Papillomavirus Episteme (disponible en: https://pave.niaid.nih.gov/index) y fueron
utiizadas para llevar a cabo los analisis filogenémicos por el método de Maxima
Verosimilitud en el programa MEGA X (Kumar et al., 2018), con el fin de asignar los linajes y
sublinajes, asi como identificar las mutaciones especificas de cada uno. Para obtener los
genomas virales completos, se disenaron iniciadores de PCR utilizando el programa
Primer3Plus (Untergasser et al., 2007) para amplificar 5 fragmentos gendmicos, empleando
como molde la secuencia de referencia del linaje A y sublinaje A1 de cada genotipo. La
especificidad de los oligonucledtidos se verificd in silico mediante la comparacién con las
bases de datos mencionadas anteriormente. Posteriormente, se estandarizaron las
condiciones de amplificacién y los productos fueron visualizados en geles de agarosa al 2%.
Estos productos fueron mezclados para la secuenciaciéon en la plataforma NextSeq™ 550
(llumina). El analisis bioinformatico para el ensamblaje de los genomas se realizé utilizando
el programa CLC Genomics Workbench (QIAGEN) y la clasificacion de los genomas se llevé
a cabo a través de un analisis filogenémico. Adicionalmente, para los genotipos 16, 18 y 31
se disenaron iniciadores de PCR para amplificar regiones genéticas cortas e informativas
que contienen mutaciones especificas de cada variante. Se estandarizaron las condiciones
de amplificacion y los productos fueron visualizados en geles de agarosa al 2%. La
secuenciacion de los productos se llevd a cabo en el sistema 3500xL Genetic Analyzer
(Applied Biosystems™) utilizando ambos iniciadores. La edicion de los electroferogramas se
realizd en el programa Chromas (Disponible en https://technelysium.com.au/wp/chromas/) y
las secuencias genéticas se incorporaron a las bases de datos para realizar la identificacion
de variantes mediante analisis filogenético.

Resultados preliminares

Se seleccionaron y analizaron 1,212 muestras de citologia normal, indeterminada y lesiones
precursoras, provenientes de 9 Entidades (Yucatan, Chiapas, Estado de Meéxico,
Tamaulipas, Oaxaca, Guanajuato, Aguascalientes, Nuevo Leén y Chihuahua) y se observo
una proporcion diferente de genotipos de VPH-AR en cada entidad. Los genotipos mas
frecuentes fueron 16, 31, 39, 51 y 52. Hasta diciembre de 2023, se habian obtenido un total
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de 57 genomas virales, correspondiendo a VPH16 (n=10), VPH18 (n=14), VPH31 (n=14),
VPH33 (n=4), VPH58 (n=4) y VPH59 (n=11). Ademas, se obtuvieron 150 secuencias
genéticas de los siguientes genotipos: VPH16 (n=85), VPH18 (n=33), VPH31 (n=32). De las
207 secuencias en total, 140 se han depositado en la base de datos GenBank y se
encuentran disponibles para su consulta y andlisis. La proporcién de variantes en los
genotipos analizados fue la siguiente: VPH16 A>D>B; VPH18 A>B; VPH31 C>B>A; VPH33
A1>B1; VPH58 A2>A3 y VPH59 B1>A2.

Conclusiones

Se obtuvo la distribucion de genotipos de VPH-AR en una poblacién de muestras obtenidas
de diferentes Entidades como parte del tamizaje primario que realiza el programa de
prevencion de CCU. Ademas, por primera vez en México, se disefid una estrategia para
llevar a cabo el estudio a nivel gendmico de los genotipos de VPH-AR mas frecuentes y otra
estrategia para la diferenciacion de linajes mediante el analisis de un fragmento genético
informativo, que puede ser una alternativa a la obtenciéon de genomas virales en el analisis
de muestras con baja carga viral, o implementada en laboratorios con capacidad de
secuenciacion convencional de ADN mediante el método de Sanger.

Prospectivas

Es necesario continuar con la genotipificacion de los VPH-AR en el resto de Entidades y en
el corto plazo, establecer un sistema de vigilancia epidemioldgica que permita conocer su
frecuencia y distribucién geografica en la poblacion objetivo del programa de prevencion del
CCU. Ambas metodologias permitiran llevar a cabo futuros estudios epidemioldgicos para
determinar la distribucién geografica de las variantes de los genotipos 16, 18, 31, 33, 58 y
59. Es necesario disefiar estrategias para el analisis genético y genomico de otros VPH-AR
frecuentes en lesiones precursoras y en CCU, como VPH52 y VPH45. Las metodologias
desarrolladas en este trabajo pueden ser Utiles en estudios de investigacion clinica, para
establecer la frecuencia de variantes en diferentes estadios citolégicos y determinar el
riesgo especifico de infeccion persistente y desarrollo de lesiones precursoras.
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En México, la vigilancia epidemioldgica por laboratorio tiene como referente del diagnéstico
de enfermedades transmisibles al Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos.
Dentro de las atribuciones federales, se realiza la evaluacién de pruebas comerciales
dirigidas al diagnéstico de enfermedades infecciosas de importancia en la salud publica
nacional. Este proceso permite identificar las pruebas que pueden ser aplicables en los
laboratorios que integran la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica (RNLSP) en el
pais, asi como en laboratorios publicos y privados, del sector salud y académico, una vez
que estén disponibles en el mercado nacional.

Si bien, la evaluacién de las pruebas comerciales en el INDRE (entonces Instituto de
Salubridad y Enfermedades Tropicales'), adquirié un primer impulso con la introduccion en
el pais de reactivos comerciales para la deteccidn del virus de la inmunodeficiencia humana
tras la llegada de la epidemia al pais en 1985, no fue sino hasta 2003 cuando se establecié
el procedimiento para otros padecimientos sujetos a vigilancia epidemiolégica. En 2018, un
grupo colegiado interno se formaliz6 como arbitro del proceso para facilitar la coordinacion,
deliberacion y toma de decisiones. En la actualidad, la evaluacion de pruebas comerciales
de diagnostico es un proceso sustantivo institucional auxiliar y transversal al proceso
diagnéstico del INDRE. El servicio se ofrece a los fabricantes de las pruebas, y tiene como
propésito comprobar el cumplimiento de los pardmetros de desempefo y su uso previsto,
descritos ambos en la informaciéon proporcionada por el fabricante. Tras la revision
documental se disefia un protocolo estructurado para realizar la verificacién técnica en el
laboratorio.

Al ser un proceso transversal, los principales actores internos estan distribuidos en toda la
estructura institucional. Las jefaturas de los laboratorios son los elementos fundamentales y
se encargan de la verificacion analitica. Algunas de ellas son las responsables de una de
las redes de diagndstico especifico que operan a nivel nacional (vih, sifilis, brucelosis,
arbovirus, chagas, tuberculosis, hepatitis, paludismo, virus respiratorios) y otros realizan

! Ramirez-Hernandez JA, Guzman-Bracho C y Diaz-Quifionez JA Desde el ISET al InDRE. I. Instituto de
Salubridad y Enfermedades Tropicales: Génesis y primeros afios, 1934-1940. Gac Med Mex. 2019.
155(3):322-327. doi: 10.24875/GMM.19005157.
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pruebas especializadas para la vigilancia epidemiolégica por laboratorio (carga viral, VPH),
incluso ciertas jefaturas son responsables técnicos de alguno de los cuatro Centros
Colaboradores de la Organizacién Mundial de la Salud o de laboratorios de referencia
regional que tiene el INDRE.?

El procedimiento completo consta de dos fases: revision documental y evaluacién técnica.
Los documentos entregados por el solicitante son inspeccionados con atencion y cuidado
con una estrategia polietapica (cumplimiento de requisitos, revision técnica y aprobacion del
Comité) para asegurar el cumplimiento de criterios administrativos, técnicos y operativos. El
producto de esta primera fase es un protocolo de evaluacién de la prueba que se hace de
conocimiento al solicitante. Una vez aceptado el protocolo, el solicitante entrega los
reactivos e insumos necesarios para evaluar la prueba, sean importados o de produccion
nacional, lo que detona la evaluacion técnica con una serie de pasos secuenciales:
capacitacion, demostracion de funcionalidad, desarrollo de protocolo, analisis de resultados
para finalizar con el informe de resultados que es entregado al solicitante.

La pandemia producida por SARS-CoV-2 generd la necesidad de demostrar la presencia de
este agente viral de rapida propagacion, productor de un nuevo sindrome respiratorio de
alta letalidad. La incorporacién de las pruebas de diagnéstico molecular al mercado
comercial mundial fue exponencial ya que la confirmacion etiolégica de casos de infeccién
respiratoria aguda requeria de la demostracién del ARN viral utilizando las herramientas del
diagnostico molecular denominadas pruebas de transcripcion reversa de la reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-gPCR por sus siglas del inglés quantitative
reverse transcription polymerase chain reaction), realizadas con secreciones de vias
respiratorias altas obtenidas de individuos con datos clinicos y epidemiolégicos que
respaldaron la sospecha de padecer COVID-19.

En esta etapa inicial de incertidumbre global, en los laboratorios de salud publica habia gran
efervescencia dirigida a enfrentar el reto de diagndstico etioldgico. Los Centros de Control
de Enfermedades de Estados Unidos y el Centro Europeo para la Prevencion y Control de
Enfermedades de la Unién Europea pusieron a disposicién sendos protocolos para el
diagnostico; la Organizacion Panamericana de la Salud promovio el uso del protocolo
desarrollado por el grupo del Dr. Chistian Drosten en Berlin para implementar el diagndstico
en los laboratorios de referencia de América Latina en apoyo a la emergencia en salud
publica.

El 31 de diciembre de 2019, fue reportado a la Organizacion Mundial de la Salud el primer
caso de COVID-19 en el mundo. A finales de enero el virus se habia dispersado hacia
diferentes zonas geograficas del mundo produciendo poco mas de 100 casos: en Asia
Pacifico (Tailandia, Singapur, Japon, Taiwan, Corea del Sur, entre otros) y en América
(Estados Unidos y Canada), en Oceania (Australia) y en Europa (Francia, Alemania, Italia y
Finlandia). En México, el primer caso fue confirmado el 27 de febrero de 2020 en un viajero
mexicano infectado en ltalia.

Poco antes de la disponibilidad de pruebas comerciales, apenas iniciado el afio 2020, en el
INDRE se estandarizé una de las primeras técnicas moleculares para la identificacion del
nuevo Coronavirus a nivel mundial. A partir del 3 de febrero, el INDRE y la Red Nacional de
Laboratorios en Salud Publica pusieron en funcionamiento en todo el pais una de las
pruebas recomendadas por la OMS dando la suficiencia técnica para el diagnéstico por

2 Diaz-Quifionez JA, Ramirez-Hernandez JA, Rodriguez-Pérez ME, Viesca-Trevifio C, Guzman-Bracho C. Del
ISET al InDRE. V. Instituto de Diagnoéstico y Referencia Epidemioldgicos. Posicion estratégica global,
2012-2019. Gac Med Mex. 2020;156:237-246. Doi: 10.24875/GMM.M20000383
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laboratorio al Sistema Nacional de Salud y fortalecer la capacidad de respuesta. Sin
embargo, a pesar de la implementacion de las recién desarrolladas pruebas en las redes de
laboratorios oficiales, no solo en México, sino de todo el mundo, el abasto de reactivos de
diagnostico era insuficiente. De tal manera que la industria enfocé sus esfuerzos al
desarrollo y comercializacién de reactivos comerciales. La inmediatez de esta necesaria y
valiosa respuesta, permitié la presencia de prueba diagndsticas de desempefios variables
de origen multifactorial, entre ellos la experiencia del fabricante en la logistica para el
traslado de las pruebas a diferentes puntos de la geografia mundial, y otros asociados a la
aplicabilidad en el diagnéstico como son el disefio de la prueba, la calidad de la toma y el
manejo de la muestra.

En el primer bimestre del afio, en el INDRE se decidioé extender la cobertura de servicios de
diagnéstico por laboratorio a participantes externos a la RNLSP. Para ello, era indispensable
que las pruebas introducidas al mercado nacional se evaluaran para determinar su utilidad
diagnéstica durante el evento pandémico. Asi, se puso pausa temporal a las evaluaciones
de pruebas para los diagnésticos distintos a la deteccion del SARS-CoV-2. El 28 de febrero
se inicio la denominada identificacion de pruebas utiles de RT-qPCR para este nuevo virus,
a partir de las pruebas que fabricantes y distribuidores deseaban poner a disposicién en el
mercado comercial mexicano. Se evaluaron las pruebas ingresadas al InDRE durante los
siguientes ocho meses, cuando se modificd la recepcion de solicitudes exclusivas para
COVID-19 en prevision de la entrada de la temporada invernal de influenza
correspondiente, ampliando el servicio a solicitudes de pruebas multiplexadas disefadas
para detectar y diferenciar de manera simultanea el acido nucleico de los virus SARS-CoV-2
e Influenza. Posteriormente, poco a poco se fueron introduciendo pruebas con marcadores
moleculares para otros virus respiratorios.

El detonador del proceso de evaluacion de pruebas diagnoésticas comerciales durante la
pandemia fue el lanzamiento de la convocatoria a través del sitio web institucional, tal como
se realiza de manera habitual para los procedimientos ordinarios o de respuesta ante
eventos de interés epidemiolégico. El proceso es coordinado de manera centralizada por el
area de Gestion de Evaluaciones de Pruebas Diagndsticas, quien es el punto de enlace
entre el solicitante y el area técnica evaluadora, responsable de mantener el flujo
bidireccional de la comunicacién entre las partes. Cuenta con el grupo colegiado interno
para el seguimiento puntual del procedimiento institucional y la resolucion de peticiones o
inconformidades.

Los fabricantes o distribuidores interesados entregaron la solicitud de evaluacion en el
INDRE, con la documentacion indicada en los requisitos establecidos en la convocatoria. La
informacion recibida a partir del 21 de febrero, se reviso y analizé de manera secuencial en
tres pasos: 1) verificacién del cumplimiento de requisitos administrativos, 2) revision técnica
y elaboracién del protocolo y 3) aprobacién del protocolo propuesto.

Con la verificaciéon del cumplimiento de requisitos administrativos, se les dio admisién a
aquellas solicitudes entregadas con la informacién técnica y administrativa completa para
dar continuidad hacia la evaluacién técnica. A partir de la apertura del servicio, la afluencia
de solicitudes creci6é rapidamente. En abril se triplicd el ingreso de solicitudes (de 18 a 63);
cerca de dos tercios cumplieron con todos los requisitos, el tramite del restante 41% de las
solicitudes fue desechado en este primer paso de la revision documental.

Después de un minucioso analisis de la informacion técnica facilitada por el solicitante se
identificaron las caracteristicas del disefio de la prueba, los resultados de la validacion del
fabricante, asi como el contenido del estuche comercial, los insumos no incluidos y se
aseguro la disponibilidad del material biolégico necesario en el biobanco. Con los datos
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recabados se elabor6 el protocolo para la evaluacion técnica comparativa
correspondiente, que en todos los casos considerd la RT-gPCR del INDRE como prueba de
referencia para confrontar los resultados, asi como el material de control o paneles de
tercera opiniéon. Cada protocolo elaborado fue expuesto en sesidon especifica al solicitante
para su conocimiento y aprobacion. El solicitante recibié un oficio de aceptacion de
evaluacién para tramitar el permiso de importacién de los reactivos e insumos requeridos en
la evaluaciéon ante la agencia reguladora (Comisidon Federal para Riesgos Sanitarios
—COFEPRIS-) encargada de la autorizacion para importacion y comercializacion de estos
productos.

Un punto critico durante el arranque de este procedimiento fue la disponibilidad del material
bioldgico en los laboratorios del INDRE, asi como del material de control. Por la carencia de
productos comerciales, principalmente en el primer mes de este proceso, se elaboraron
controles positivos sintéticos y se utilizaron muestras provenientes de individuos con
enfermedades respiratorias diferentes a COVID-19, resguardadas en el InDRE. En la
mayoria de las evaluaciones, las caracteristicas de desempefio de las pruebas comerciales
se determinaron con los resultados obtenidos al procesar material biologico de los
biobancos del InDRE vy, una vez disponibles, con los resultados de los materiales de
referencia de SARS-CoV-2 comerciales.

El biobanco de COVID-19 dependiente del Laboratorio de Virus Respiratorios, aport6 el
material biolégico con resultados positivos o negativos a SARS-CoV-2 obtenido de
individuos con sospecha de padecer esta enfermedad en cualquiera de las diferentes fases
de evolucion, asintomaticos o bajo manejo terapéutico en evaluacién. También aportaron
muestras para otros virus respiratorios. Una alta proporcion de las muestras resguardadas
en la institucidn son recolectadas por personal de los laboratorios de la RNLSP y cuentan
con trazabilidad desde la toma de muestra hasta el reporte de resultados, almacenamiento y
cadena de custodia. El panel de evaluacion para obtener los datos necesarios para la
estimaciéon de los parametros de desempefio se integré6 por: muestras negativas a
SARS-CoV-2 provenientes de poblacién mexicana, el control positivo del reactivo, muestras
positivas a SARS-CoV-2 provenientes de poblacion mexicana, panel de referencia comercial
con muestras positivas y negativas a SARS-CoV-2 vy paneles de tercera opinion
comerciales con células bacterianas, fungicas o particulas virales de agentes de otras
enfermedades respiratorias.

Posterior a la recepcion de los reactivos por el solicitante, se programé la capacitacion del
personal seleccionado para cada evaluacién. Es importante comentar que se integrd un
grupo de evaluadores con profesionales del INDRE con experiencia en pruebas de PCR.
(Foto 1).
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Foto 1. Reunion de trabajo del grupo de evaluadores, integrado por analistas y personal de apoyo
técnico-administrativo. Plaza principal del InDRE. 15 de agosto, 2020

Los reactivos y equipos necesarios para cada evaluacion fueron recibidos y custodiados de
acuerdo a procedimientos institucionales vigentes. Se asignaron areas especificas,
verificadas previamente para cada evaluacion. Los equipos de mesa o piso se instalaron y
calificaron de acuerdo a los requisitos del fabricante. Cuando se requirié utilizar algun
equipo del INDRE, se asegurd su buen funcionamiento.

Con el personal capacitado y el equipo instalado en correcta operaciéon se dio inicio a la
evaluacion. Ningun solicitante estuvo presente durante la evaluacion para evitar conflictos
de interés. Con los resultados obtenidos se elabord el informe de resultados dirigido al
solicitante y firmado por las autoridades institucionales. En la pagina de gobierno
(www.gob.mx/salud) se encuentra el listado de las pruebas utiles para consulta del publico
interesado y dar transparencia a este proceso.

Para la identificacion de las pruebas Uutiles se determinaron: sensibilidad analitica,
especificidad analitica, precision (repetibilidad o reproducibilidad) y en el caso de las
plataformas automatizadas, los porcentajes de acuerdo positivo y negativo en muestras con
resultado diagndstico previo, determinado por las técnicas de referencia utilizadas en el
INDRE vy bajo criterios de aceptacion preestablecidos (Cuadro 1).

Parametro Criterio de
aceptacion
Sensibilidad analitica Limite de deteccion
< 250 copias
Especificidad analitica 100%
Precision, repetibilidad o = 95%
reproducibilidad

Cuadro 1. Parametros evaluados a las pruebas moleculares para identificar SARS-CoV-2. InDRE, 2020.

Con el paso del tiempo y en paralelo a la menor intensidad de las olas pandémicas, se
introdujeron nuevos disenos diagnosticos, pruebas multiplexadas y pruebas para deteccion
de antigeno que supusieron un desafio operativo para dar continuidad a la evaluacion de
estas pruebas. Entre otros, fue necesario proveer muestras para influenza, asi como
disefiar y desarrollar protocolos prospectivos para la evaluacién de pruebas de antigeno en
cartuchos aplicables por personal de salud o bien como auto-pruebas, en estrecha
coordinacién con unidades médicas.

En el periodo de 2020 a 2022 se recibieron un total de 433 solicitudes para realizar la
evaluaciéon de pruebas moleculares para SARS-CoV-2 o para la identificacion conjunta con
virus influenza, o bien, de pruebas para deteccién de antigeno tanto para aplicarse por el
personal de salud como auto-pruebas, y de pruebas para la identificacién de anticuerpos.
Durante el primer afo, las pruebas moleculares representaron casi el 80% en las solicitudes
recibidas, en 2021 se incorporan las pruebas de antigeno en el 69% de los casos y se
evaluaron pruebas moleculares con disefios que incluian ademas el marcador para
influenza (23%); en el tercer ano, el 80% de las solicitudes que se recibieron en el INDRE
fueron para la deteccion de antigeno, principalmente las disefiadas como auto-pruebas
(63% del 80%).
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Considerando que el arranque de esta estrategia se dio en la etapa de mayor aceleraciéon
de la actividad de la pandemia en el pais, se presentaron dos retos operativos para iniciar el
procedimiento: 1. Definir una estrategia de laboratorio con criterios técnicos uniformes para
lograr la comparabilidad de los resultados obtenidos entre las diferentes pruebas que se
fueran a evaluar y 2. Integrar un grupo técnico encargado tanto de la revision documental de
las solicitudes ingresadas por los proveedores, como de la ejecucion de la evaluacion por
laboratorio. La evaluacion de las pruebas en el laboratorio fue utilizada en pocos paises,
pues implica destinar recursos humanos y materiales para la verificacion del desempeno de
los estuches de forma previa a su comercializacion, y puede retrasar el ingreso de reactivos
para el diagnéstico debido a que la autorizacion por la entidad regulatoria local depende
completamente de los resultados del laboratorio.

No obstante, ante la oferta creciente de estuches de diagndstico, el principal logro de la
estrategia de evaluacion técnica de pruebas para COVID-19 en el InDRE fue identificar y
hacer publica la lista de las pruebas diagnésticas con mejor desempefio para que usuarios
institucionales y privados tuvieran respaldo para la decisién de compra, asi como reducir el
riesgo de que productos con desempefio analitico desfavorable pudieran ingresar al
mercado nacional.

Articulo publicado

Goémez-Palomino C, Guzman-Bracho C, Gordillo MM, Ramirez-Gonzalez JE, Hernandez
RL, Lopez MI et al. Identificacion de pruebas comerciales de PCR dutiles para detectar virus
SARS-CoV-2 en el Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos durante el primer
ano de la pandemia de COVID-19 en México. Rev CONAMED. 2022; 27(2): 68-79. https://
dx.doi.org/10.35366/106227
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La deteccién rapida de SARS-CoV-2 en muestras de pacientes es una herramienta critica
para monitorear la propagacion de la enfermedad, guiar las decisiones terapéuticas y
disefiar protocolos de distanciamiento social.

La prueba de RT- PCR en tiempo real para la identificacion de SARS COV-2, utilizada como
prueba “Gold Estandar” desde el inicio de la pandemia Covid 19, ha mostrado en algunos
estudios, resultados falsos negativos y falsos positivos, por lo que se ha visto indispensable
contar con una prueba que discrimine claramente estos resultados.

La electroforesis capilar (EC) es una herramienta de separacion de biomoléculas, que
puede realizarse en unos minutos; se requiere de pequefias cantidades de muestra, con
una alta reproducibilidad, y un error estandar relativo de tiempo de migracién menor a 0,5%.
Estas caracteristicas hacen que la EC sea un método eficiente y econémico con capacidad
de separar cientos de componentes de forma simultanea, razones suficientes para ser una
herramienta de eleccion para la identificacion de SARS COV-2.

En el estudio se describe un enfoque técnico para la identificacion de SARS-Cov-2
mediante la amplificacion por Multiplex RT-PCR de secuencias del genoma viral de los
genes N, S, y ORF1ab, seguidos de una electroforesis capilar (Multiplex RT-PCR- EC) en
un equipo ABI 3.500.

La validacion de esta prueba ha demostrado ser un método selectivo en un 97%, especifico
en un 91% y sensible en un 100%. Ademas, de haber mostrado una eficiencia del 98% vy
una precision del 100%.

Esta prueba ha permitido, ademas, identificar resultados falsos positivos de COVID 19
diagnosticados con RT-PCR en tiempo real en un 16% de los pacientes incluidos en el
estudio Estos pacientes presentaban un CT cercanos al umbral de positividad.

La técnica Multiplex RT-PCR — EC puede ser una alternativa para facilitar el analisis
cuando, por un lado, la demanda de pruebas de COVID-19 excediera la capacidad de la
PCR y por otro, cuando se genere una incertidumbre en el valor de CT obtenido por
RT-PCR en tiempo real.

INTRODUCCION

El brote del coronavirus SARS-CoV-2, que comenzé en Wuhan, China en diciembre de
2019, se ha extendido rapidamente a multiples paises como una pandemia global. Para
limitar la propagacion de este virus y superar las crisis de la COVID-19 es importante
identificar a los individuos sospechosos y aislarlos, lo que requiere pruebas diagndsticas
confiables [1].
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Las técnicas moleculares basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa-transcriptasa
inversa (RT-PCR) en tiempo real (cuantitativa) se consideran el estandar de oro para el
diagnéstico de COVID-19 [2,3]. Muchas empresas estan respondiendo al desafio y
desarrollando Kits diagnésticos de COVID-19 en base al RT PCR en tiempo real. Sin
embargo, estas tecnologias diagnédsticas tienen limitaciones especificas y reportan varios
casos falsos positivos y falsos negativos, especialmente durante las primeras etapas de la
infeccion [4].

Diversos estudios han abordado este desafio y estos esfuerzos han dado lugar a la
comercializacion de una variedad de kits de RT-PCR en tiempo real para el diagnéstico
molecular de COVID 19. Se han propuesto muchos protocolos para detectar el virus
SARS-CoV-2 en fluidos nasofaringeos, como la Multiplex RT-PCR [5, 6], CRISPR/Cas12 [7,
8] y CRISPR-Cas3 [9], inmunoensayo de flujo lateral [10], sensores biomoleculares basados
en papel [11], pruebas SHERLOCK [12], DNA aptamer [13], amplificaciéon isotérmica
mediada por bucle (LAMP) [14] y la electroforesis capilar de fragmento de ADN [15, 16].

La electroforesis capilar es una herramienta de separacion de acidos nucleicos, que
presenta una alta resolucion y puede realizarse en corto tiempo utilizando pequefias
cantidades de muestra, con una alta reproducibilidad, siendo una buena alternativa para el
diagnéstico molecular de COVID 19.

Dado que la comprension de los diagnésticos moleculares para COVID-19 todavia esta
evolucionando, sus limitaciones en el actual escenario de pandemia se deliberan para
plantear preguntas de investigacién futuras que mejorarian las tecnologias de diagndstico
para COVID-19 y sus variantes, ademas de futuras enfermedades infecciosas emergentes.
En el presente estudio, se describe un enfoque técnico de identificacién de SARS-Cov-2
mediante la amplificacién de fragmentos del genoma viral con 3 cebadores de los genes de
las proteinas N, S, y ORF1ab, seguidos de una electroforesis capilar (Multiplex RT-PCR-
EC) en un equipo ABI 3500. Asimismo, se realizé la validacién de esta prueba como
diagnéstico molecular para COVID 19 tomando como prueba gold estandar a la técnica
RT-PCR en tiempo real.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

90 muestras de hisopado nasofaringeo y orofaringeo de pacientes con antecedentes
presuntivo de Covid 19 (con diagnéstico clinico de sospecha de COVID 19 o que hubiera
estado junto a un paciente positivo para COVID 19), fueron incluidas en el estudio. Las
muestras fueron derivadas de los Laboratorios de Genética y Diagnéstico Molecular
LABOGEN SRL de la ciudad de La Paz y el Laboratorio MikroMol de la ciudad de El Alto.
Ademas, muestras colectadas en el Instituto SELADIS fueron también incluidas en el
estudio.

Se tomaron muestras de hisopado nasofaringeo y orofaringeo en medios exclusivos de
transporte viral, segun la Guia para el Manejo del COVID-1 del Ministerio de Salud vy
Deportes [17].

Detecciéon de SARS CoV-2 por RT-PCR en Tiempo Real

a) Extraccion del ARN viral
El aislamiento del ARN de SARS CoV-2 se realiz6 mediante el uso del kit PureLink de
Invitrogen™, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

b) Cuantificaciéon del ARN extraido

Las cuantificaciones se realizaron por fluorometria utilizando el equipo Qubit de Applied
BiosystemsTM. Antes de cada medicion, el equipo fue calibrado utilizando un kit de
calibracién exclusivo para el mismo.

¢) RT-PCR en Tiempo Real
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La mezcla de reaccion se realizd mediante el uso del kit RIDA®GENE SARS-CoV-2 RUO
r-biopharm, siguiendo las recomendaciones del fabricante. en un volumen final de 25 pl, la
misma que incluye los siguientes reactivos: 19,3 uL del Mix PCR mas 0,7 uL del Mix de
Enzimas y 5 uL del ARN extraido de la muestra.

La mezcla fue dispensada en tiras de tubos 6pticos PCR y sellada con tiras de tapas opticas
de Thermo Scientific™. Se utilizaron como controles, un ARN como Control Interno de
Inhibicién, un Control Positivo SARS-CoV-2 y un Control Negativo.

Las condiciones de reaccién de la RT-PCR en Tiempo Real se ajustaron de la siguiente
manera:

1) Transcripcion inversa a 58°C durante 10 min, 2) Desnaturalizacion inicial a 95°C durante
1 minuto, 3) 45 ciclos de desnaturalizaciéon a 95°C durante 10 seg y el alineamiento y
extension a a 60°C durante 30 seg. El equipo utilizado para el PCR en tiempo real fue el
termociclador StepOne Plus™ de Applied Biosystems™.

Deteccion de SARS CoV-2 por Multiplex RT-PCR y Electroforesis Capilar (Multiplex
RT-PCR-EC)

a) Extraccion del ARN viral

El aislamiento del ARN de SARS CoV-2 se realizd mediante el uso del kit PureLink de
Invitrogen™ . Al inicio de cada proceso de aislamiento se introdujo a cada muestra 2 uL de
un ARN control VetMax Xeno de Invitrogen, como control endégeno para posterior sintesis y
deteccién del ADNc.

b) Multiplex RT-PCR

El proceso de transcripcion reversa y amplificacion por multiplex PCR, se realizé en un solo
paso, utilizando el master mix Tagman Fast Virus 1 step Master Mix (4X) de Applied
Biosystems. Se utilizaron 3 pares de cebadores marcados con fluorocromos (Primer orf 1ab
Forward/Reverse, Primer S protein Forward/Reverse, Primer N protein, Forward/Reverse)
para amplificar las secuencias de los genes de las proteinas ORF-1ab, S y N de SARS
CoV-2.

Las secuencias y concentraciones de los cebadores utilizadas para amplificacion del ADN
por Multiplex PCR se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencias y concentraciones de los cebadores utilizados en el estudio.

SECUENCIAS Y CONCENTRACION SECUENCIAY CONCENTRACION
CEBADOR EN DIRECCION CEBADOR EN DIRECCION REVERSA
ANVERSA
Polyprotein orfl-ab forward Polyprotein orfl-ab reverse
GEN Orf 1ab | 5 1GCCTGGAATATTGGTGAA-3 5-ACAATTTCACAAGCACAGGTTGAG-3
Orf 1 ab 5" (primer forward) 80 uM Orf 1 ab 5" (primer reverse) 80 uM
S gene forward S gene reverse
GEN S 5-TCGAAGACCCAGTCCCTACTTATT-3 5-CTGAAGAAGAATCACCAGGAGTCAA-3
Gen “S” 5’ (primer forward) 80 uM Gen “S” 5’ (primer reverse) 80 uM
N gene forward N gene reverse
GENN 5-GGACCAGGAACTAATCAGACAAGGA-3 | 5-TTAGGCCTGAGTTGAGTCAGC-3
Gen “N” 5’ (primer forward) 80 uM Gen “S” 57 (primer reverse) 80 uM
Control VetMAX Xeno RNA control forward VetMAX Xeno RNA control reverse
Positivo | 5 GCTGACTCCAGTGGTGAAAC-3 5-ACCCTTGCTAGTAGGTGTAGATTCTC-3
ESS?RGSO CE de ARN (primer forward) 80 uM CE de ARN (primer reverse) 80 uM
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Todas las mezclas de PCR utilizadas, se prepararon de acuerdo con las recomendaciones
del fabricante Thermofisher™. Tanto los cebadores como el control positivo enddgeno de
ARN fueron diluidos a una concentracion de 1:100 en Tampén TE, haciendo un pool de los
mismos que fue anadido a la mezcla de PCR, haciendo un volumen total de 4 uL por tubo
(Tabla 2). El procedimiento fue realizado en un Termociclador Veriti™ de Applied
Biosystems™. Utilizando un proceso de ciclaje de 40 ciclos.

Tabla 2. Mezcla de PCR para Multiplex PCR.

Componente Volumen/tubo
Master Mix 2.5 Ul
Pool de secuencias de cebadores 1.0 Ul
Control positivo endégeno de 0.5 Ul
ARN
TOTAL 4 Ul

La amplificacion se realizo en 40 ciclos utilizando el programa descrito en la Tabla 3:

Tabla 3. Programa de amplificacion del ADN transcrito por Multiplex PCR.

Transcripcion Activacion Desnaturaliza- | Hibridaciony | Extension | Tempera-
reversa de cion extension final tura final
Polimerasa
T° 50°C 95°C 95°C 60°C 72°C 4°C
Tiempo 15 minutos 2 minutos 3 segundos 45 segundos 7 minutos infinito

c) Electroforesis Capilar

Una vez amplificadas las secuencias de ADN de los genes N, S, y ORF1ab de SARS
CoV-2, estos fueron sometidos a la electroforesis capilar por 45 minutos en un Analizador
Genético ABI 3500™ de Applied Biosystems ™ utilizando un capilar de 36 cm.

Se realiz6 la preparacion de la solucidn de corrida utilizando los componentes indicados en
la Tabla 4 y se dispensaron 10 ul de esta mezcla en cada pocillo de la placa.

Tabla 4. Componentes de la solucién de corrida.

Volumen
(ul)
Formamida (HiDi) 8.5
Gene scan liz 600 0.5
DNA amplificado 1.0
TOTAL 10

Se realizé un proceso de desnaturalizacion de las muestras llevandolas al Termociclador
Veriti™ para un ciclo de desnaturalizacién a 95°C por 3 minutos y luego la placa fue llevada
a -20°C por un tiempo de 2 minutos, finalmente se introdujo la placa en el Analizador
Genético ABI 3500™. Se verificaron los parametros de corrida y se realizo la corrida por un
tiempo de 25 minutos.

Para la programacién de parametros de corrida se realizé de manera previa una calibracion
con la matriz de DS 33 (DYE SET G5) para 6-FAM,VIC;NED;PET y TED, se ubicé la placa
de reaccion en el equipo ABI 3500 y se selecciond el médulo de corrida en el panel de
fragmentos acorde a la longitud del capilar (36 cm), numero de capilares (8), tipo de
polimero (POP4) y matriz G5. Este procedimiento fue realizado con la asistencia del
software Data Collection V.2.5.

Componente
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Los resultados fueron visualizados a través del software GennneMapper V. 1.0, adaptado
para la lectura con el fluoréforo VIC, dejando evidenciar los electroferogramas de los

fragmentos amplificados.
Los fragmentos generados por los cebadores marcados con el fluoréforo VIC tienen

aproximadamente las siguientes longitudes:

a) Control endégeno (VetMax Xeno) : 327 nucleétidos
b) Gen que codifica para la proteina N: 327 nucleétidos
c) Gen que codifica para la proteina Orf 1ab : 425 nucledétidos
d) Gen que codifica para la proteina S : 437 nucledtidos

d) Interpretacion de resultados

Se realizo verificando la presencia o ausencia de los picos generados. Un resultado Positivo
para COVID 19 por Multiplex RT-PCR y Electroforesis Capilar se interpretdé cuando los picos
de los 3 genes del virus SARS CoV-2 (N, ORF1ab y S) se hicieron visibles en el
electroferograma. Se utilizé un control positivo interno (XENO™ RNA CPI) para evidenciar
que el procedimiento se realizé correctamente, pico que también fue visualizado, Figura 1.
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Figura 1. Resultado Positivo para COVID 19 por MUItiplex RT-PCR y Electroforesis Capilar donde se
puede visualizar los picos de los 3 genes del virus SARS CoV-2 (N, ORF1ab y S), ademas se

visualizo el pico del control enddgeno interno (XENO™ RNA CPI).

Un resultado Negativo para COVID 19 por Multiplex RT-PCR vy Electroforesis Capilar se
interpretd cuando no se visualizé ninguno de los picos de los 3 genes del virus SARS
CoV-2, pero si se visualizo el pico del control positivo interno (XENO™ RNA CPI) Figura 2.
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Ibiosysterns Project: 19.08.2020_COVID19
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Figura 2. Resultado Negativo para COVID 19 por Multiplex RT-PCR y Electroforesis Capilar donde
no se visualiza ninguno de los picos de los 3 genes del virus SARS CoV-2, pero si se visualizo el pico
del control enddégeno interno (XENO™ RNA CPI).

Validacion de la Técnica Multiplex PCR y Electroforesis Capilar

Con los resultados obtenidos se determiné las caracteristicas de desempeno de la técnica
de Multiplex RT-PCR vy Electroforesis Capilar, priorizando los parametros de sensibilidad,
especificidad, selectividad, eficiencia y precision de la técnica respecto a la RT- PCR en
Tiempo Real tomada esta ultima como prueba “Gold Standard”. Se realizaron calculos
estadisticos sobre la base de las férmulas descritas en la Tabla 5.

Tabla 5. Férmulas para determinar las caracteristicas de desempefio.

Caracteristica de desempeiio Calculo
Tasa de falsos positivos c/(a+c)
Tasa de falsos negativos b/(b+d)
Especificidad d/(c+d)
Sensibilidad af(a+b)
Selectividad a/n

Eficiencia (a+d)/n

RESULTADOS

De los 90 pacientes estudiados, 44 dieron positivo para SARS CoV-2 a la prueba RT-PCR
en Tiempo Real 37 a la prueba Multiplex RT-PCR- EC. Se considerd una muestra positiva
para RT-PCR en tiempo real, cuando el valor de CT era menor a 35 y una muestra positiva
para Multiplex RT-PCR- EC, cuando al menos uno de los tres genes se expresaba en los
electroferogramas.

a) Correlacion de RT-PCR en Tiempo Real y Multiplex RT-PCR- EC.
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Se identificaron 19 pacientes cuyos resultados presentaban curvas de amplificacion PCR
cercanas al umbral limite de positividad en la prueba RT-PCR en Tiempo Real dando
valores de CT entre 29 y 35. De estos pacientes, 6 dieron resultados discordantes en
relacion a la prueba de Multiplex RT-PCR-EC, es decir fueron diagnosticados como
positivos para RT-PCR en Tiempo Real y Negativos para Multiplex RT-PCR-EC. Ademas,
hubo un paciente que con un valor de CT de 23,32 considerado positivo para RT-PCR en
Tiempo Real, dio también un resultado negativo para Multiplex RT-PCR-EC (Tabla 6).

Tabla 6. Resultados de RT-PCR en Tiempo Real con valores cercanos al umbral de positividad y
resultados discordantes con la técnica Multiplex RT-PCR- EC.

RT-PCR en Multiplex . .
Ne Cédigo Tiempo VALg'; DE | RT-PCR.E Dlscordancia
e Técnicas
Real C

1| lgm/covid-19/8 positivo 23,32 negativo discordante
2| lgm/covid-19/23 positivo 30,1 positivo

3| lgm/covid-19/25 positivo 31,82 negativo discordante

4| Igm/covid-19/26 positivo 29,69 negativo discordante
5| Igm/covid-19/43 positivo 33 positivo
6| Igm/covid-19/51 positivo 35 positivo
7| lgm/covid-19/64 positivo 34.22 positivo

8| Igm/covid-19/66 positivo 35 negativo discordante
9| Igm/covid-19/67 positivo 33 positivo

10| Igm/covid-19/70 positivo 33 negativo discordante

11| lgm/covid-19/71 positivo 31 negativo discordante

12| lgm/covid-19/76 positivo 32 negativo discordante
13| Ilgm/covid-19/77 positivo 31 positivo
14| Igm/covid-19/78 positivo 31 positivo
15| Igm/covid-19/79 positivo 35 positivo
16| Igm/covid-19/83 positivo 33 positivo
17| lgm/covid-19/84 positivo 30 positivo
18| lgm/covid-19/86 positivo 33 positivo
19| Igm/covid-19/88 positivo 33 positivo
20| Igm/covid-19/90 positivo 33 positivo

b) Validacién de la prueba Multiplex RT-PCR-EC

Para validar la deteccion de SARS CoV-2 por Multiplex RT-PCR-EC, al tratarse de un
método cualitativo, donde se determina la presencia o ausencia del material genético del
virus en la muestra, se re-analizaron las muestras de resultado conocido y controles
positivos que se compararon en una matriz para hallar las tasas de verdaderos positivos,
verdaderos negativos, falsos negativos y falsos positivos (Figura 3).
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Figura 3. Matriz para detectar resultados verdaderos positivos (a), verdaderos negativos (d), falsos

positivos (c) y falsos negativos (b); n=total de muestras.

Para realizar el calculo de tasas de verdaderos positivos y verdaderos negativos se
estructurd las tablas de presuntos verdaderos y falsos y precision relativa en el marco de los
parametros de desempefno. Ademas, se hizo una correlacion de estos datos (Tablas 7, 8 y

Tabla 7. Calculo de los presuntos verdaderos y falsos / Parametros de desempefio.

9).
Categoria Total
Verdaderos positivos| a 34
Falsos negativos b 0
Falsos positivos c 1
Verdaderos negativ. d 10
Total 45

Tabla 8. Calculo de la precisién

Categoria

Total

\Verdaderos positivos

20

Falsos negativos

Falsos positivos

\Verdaderos negativos

Total

20

Tabla 9. Correlaciéon de datos, donde a =

Resultados
presuntivos
+ =
+ 34 0 34
Resultados
confirmados
- 1 10 11
35 10 45
relativa / Pardmetros de desemperio.
Resultados presuntivos
+ =
+ 20 0 20
Resultados
confirmados
= 0 0 0
20 0 20

verdaderos positivos, b = falsos negativos, ¢ = falsos
positivos, d = verdaderos negativos y n = total (muestras + controles).

c) Caracteristicas de desempeiio en la deteccién de SARS-CoV-2

Recuento presuntivo
H+ -
Recuento + zl B a+b
confirmado - C D c+d
a+c |b+d |N
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Las caracteristicas de desempefio de la técnica Multiplex RT-PCR-EC comparados con la
técnica de RT-PCR en Tiempo Real, como técnica Gold Estandar, se resumen en la Tabla
10.

Tabla 10. Parametros de desempefio de la técnica Multiplex RT-PCR-EC.

Parametro Resultado | Criterio de Evaluacion
Evaluacion

Tasa de falsos positivos 3% NA La tasa de falsos positivos es 3 %

Tasa de falsos negativos 0% NA La tasa de falsos negativos es 0 %

Sensibilidad 100% 2 90% El método es sensible en un 100 %,
detecta ARN de SARS-Cov-2 a partir de
0.5 ng/uL

Especificidad 91% =2 90% El método es especifico en un 91%,
cumple el requisito

Selectividad 97.6% >10% El método tiene una selectividad mayor
al 10%, cumple el requisito

Eficiencia (Exactitud 98% 2 95% Las concentraciones de ARN de

Relativa) SARS-CoV-2 correctamente asignadas
en la cuantificaciéon presuntiva es del 98
%

Precision relativa 100% =2 95% La repetibilidad de un analista y

(repetibilidad / precision precision entre analistas es del 100%

intermedia)

*NA= No Aplica

a) Tasa de falsos positivos

La tasa de falsos positivos detectada en la prueba Multiplex RT-PCR-EC para la deteccion
de ARN viral de SARS CoV-2 es 3 %, segun la cantidad de muestras que fueron analizadas
significa que puede ser asignado un caso como falso positivo; sin embargo, esto puede
darse no necesariamente porque el método no es confiable, sino porque pudo haber
ocurrido algun evento aleatorio que haya interferido en el proceso.

b) Tasa de falsos negativos

La tasa de falsos negativos detectada en la prueba es 0 %, estos resultados nos permiten
mencionar que el método en proceso de validacion es especifico porque tiene la capacidad
de detectar lo que se busca sin confundirlo con algin componente de la matriz que se
analiza o contaminacion del medio en el cual se realiza la prueba.

c) Sensibilidad

El método es sensible en un 100 %, permite la deteccion de ARN viral de SARS-CoV-2 a
partir de 0.5 ng/uL. Segun los parametros de concentracion establecidos, el equipo detecta
con alta confiabilidad y sin problemas la presencia del virus, pese a que pueda coexistir en
la muestra un extracto de ARN humano que pudo ser obtenido en el proceso de extraccion
del material genético (ARN). Asimismo, el equipo utilizado para esta metodologia
(analizador genético ABI 3500) responde adecuadamente en la emision de sefial respecto a
los cambios de concentracion del material genético (ARN) en la muestra.

d) Especificidad
El método es especifico en un 91%, por tanto la prueba cumple el requisito de especificidad,

es decir la capacidad de poder detectar los verdaderos negativos, en las muestra
analizadas de pacientes realmente sanos, en el caso de la prueba de deteccién Multiplex
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RT-PCR-EC, nos permite evaluar que realmente no existe presencia de ARN de SARS
CoV-2 en la muestra analizada. La especificidad obtenida del 91%, indica que se produce
una respuesta adecuada del método respecto a la capacidad de detectar los verdaderos
negativos.

e) Selectividad

La selectividad para la prueba Multiplex RT-PCR-EC fue de un 97%. Estos resultados nos
indican que la prueba Multiplex RT-PCR-EC es selectiva y dentro de la matriz que se
analiza, que en este caso es una muestra de hisopado nasofaringeo. No existen elementos
significativos como para que la prueba no sea capaz de detectar puede detectar el ARN
viral de SARS CoV-2 en una muestra.

f) Eficiencia (Exactitud relativa)

El 98% de las veces el resultado de la prueba Multiplex RT-PCR-EC, es correctamente
asignado al resultado confirmatorio, es decir al “Gold Standard” que en este caso es la
prueba de RT-PCR en Tiempo Real.

g) Precision relativa (Repetibilidad/precision intermedia)

La precision obtenida del 100% indica que las influencias aleatorias como el medio
ambiente y cambio de operador o analista no influencian en los resultados. Estos resultados
se obtuvieron a partir de diferentes ensayos realizados por dos analistas diferentes,
capacitados en el desarrollo de la prueba Multiplex RT-PCR-EC, en diferentes dias y
condiciones ambientales.

DISCUSION

Durante la pandemia de COVID 19, la uUnica manera de combatir al virus, es limitar su
propagacion, lo que solo es posible si las personas afectadas son detectadas y separadas
lo antes posible. La deteccion de SARS-CoV-2 en muestras de pacientes es una
herramienta critica para monitorear la propagacion de la enfermedad, guiar las decisiones
terapéuticas y disefiar protocolos de distanciamiento social. Si esta deteccion es rapida y
eficiente es una de las formas mas eficaces de prevenir su distribucion y reducir los
estragos causados por este virus [18].

El mundo cientifico de hoy se enfrenta a un enorme desafio: cémo desarrollar nuevos
métodos de identificacion de patégenos que sean rapidos, baratos y faciles de usar, asi
como precisos y reproducibles. El rapido desarrollo de la biologia molecular ha permitido el
uso de una herramienta de diagndéstico mas precisa, que es la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) [19]. Una version cuantitativa de esta, es el PCR en tiempo real. La
detecciéon de acidos nucleicos virales amplificados en PCR cuantitativo se realiza con
sondas fluorescentes especificas que incluyen una pequefia secuencia de nucledtidos
asociada al indicador fluorescente [20].

La primera técnica recomendada para su diagnostico por el CDC de China fue la RT-PCR
en tiempo real que conlleva una previa retrotranscripcién. Esta técnica es muy utilizada
durante la actual pandemia de COVID-19 [21]. La técnica es muy sensible, ya que cualquier
impureza derivada de la muestra clinica puede inhibir la Taq polimerasa y dar lugar a
resultados falsos negativos [22]. . Es aun mas esencial para los virus que contienen ARN,
donde la identificacion comienza con la retrotranscripcion del ARN al ADN mediante
transcripcion inversa. Se demostré que la alta concentraciéon de ARN viral en la muestra
puede inhibir la transcripcion inversa-PCR [23]. Esta podria ser la razén de los resultados
falsos negativos del SARS-CoV-2 con la prueba de RT- PCR en tiempo real en los pacientes
con sintomas clinicos de COVID-19, como lo demostraron Li y otros [24]. Las estadisticas
recogidas en la seccion haitiana de Beijing del Tercer Hospital de la Universidad de Pekin
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del 21 al 31 de enero de 2020 muestran que aproximadamente el 20% de las pruebas
fueron falsas negativas [24].

La electroforesis capilar (EC) es una herramienta de separacién de biomoléculas, que en los
ultimos afos ha tenido gran importancia en medicina [25] [26]. La informacién acumulada
gracias a la EC comienza a vislumbrar las causas genéticas de muchas enfermedades,
fortaleciendo el diagndstico y reemplazando muchas de las metodologias clasicas para el
estudio de la medicina gendémica [27].

Usualmente el analisis de los diferentes analitos puede realizarse en unos minutos; se
requiere de pequefias cantidades de muestra, en el rango de nanolitros, con una alta
reproducibilidad, y con un error estandar relativo de tiempo de migracién menor a 0,5%.
[28].

Estas caracteristicas hacen de la EC un método eficiente y econémico con capacidad de
separar cientos de componentes de forma simultanea, empleando minimas cantidades de
muestras y reactivos, razones suficientes para ser una herramienta de eleccion para la
identificacion de SARS COV-2.

La identificacién de SARS-Cov-2 en el presente trabajo, amplificando secuencias de los
genes S, N y ORF1ab por un multiplex RT-PCR, seguido de una electroforesis capilar, ha
resultado ser un método selectivo en un 97%, especifico en un 91% y sensible en un 100%.
Ademas, de haber mostrado una eficiencia del 98% y una precisién del 100%, que indica
que las influencias aleatorias como el medio ambiente y cambio de operador o analista no
influencian en los resultados.

La prueba Multiplex RT PCR EC optimizada en el presente estudio, ha permitido identificar
resultados falsos positivos de COVID 19 diagnosticados con RT-PCR en tiempo real en un
16% de los pacientes incluidos en la investigacion. Estos pacientes presentaban un CT
cercanos al umbral de positividad. Estos hechos se pueden dar con frecuencia en los
laboratorios de biologia molecular cuando el analista obtiene resultados cercanos al umbral
de positividad, generando una incertidumbre al momento de reportar el resultado.

La finalidad de este estudio no ha sido sustituir la técnica de RT-PCR en tiempo real que es
la prueba gold standar, sino desarrollar una alternativa para facilitar el analisis cuando, por
un lado, la demanda de pruebas de COVID-19 excediera la capacidad de la PCR [15] y por
otro, cuando se genere una incertidumbre en el valor de CT obtenido por RT-PCR en tiempo
real.

El acoplamiento de los métodos estandar de PCR con la electroforesis capilar parece ser
una herramienta muy poderosa para superar los limites impuestos a muchos laboratorios
por los requisitos de PCR y asi aumentar la capacidad de ensayo[16].

Las limitaciones de las tecnologias de PCR, ponen de relieve los desafios futuros de
investigacion y desarrollo para permitir un diagndstico oportuno, rapido, de bajo costo y
preciso de las enfermedades infecciosas emergentes.

CONCLUSIONES

1. Se identificaron pacientes con resultados con un valor de CT cercano al umbral limite de
positividad en la prueba RT-PCR en Tiempo Real, los mismos que, en un 80% dieron
resultados discordantes, es decir positivos para RT-PCR en Tiempo Real y negativos para
Multiplex RT-PCR-EC.

2. La prueba Multiplex RT-PCR-EC para la identificacion de SARS CoV-2 fue optimizada de
manera muy eficiente y rapida, toda vez que esta técnica utiliza reactivos exclusivos aptos
para procesar en un sistema automatizado y emitir resultados confiables.

3. Los resultados obtenidos en el proceso de validaciéon de la prueba Multiplex RT-PCR-EC

en relacion a la prueba de RT-PCR en Tiempo Real, muestra que es un método selectivo en
un 97%, especifico en un 91% y sensible en un 100%.
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4. Estos resultados han permitido ofrecer servicios de diagnoéstico molecular de COVID 19 a
la sociedad en general, a través de la prueba “Multiplex RT-PCR-EC”, la misma que ha sido
autorizada por el Servicio Departamental de Salud de La Paz (SEDES) y la Universidad
Mayor de San Andrés.

5. Los médicos tratantes de pacientes con COVID 19, después de conocer las ventajas de
la prueba “Multiplex RT-PCR-EC” han asumido con responsabilidad que esta prueba es muy
util en aquellos casos en los que las otras pruebas no les orienta claramente en el
diagnéstico definitivo.

Bibliografia

[1] Liu R, Fu A, Deng Z, Li Y, Liu T. Promising methods for detection of novel coronavirus SARS-CoV-2. View.
2020; 1(1):e4.

[2] Park G-S, Ku K, Baek S-H, Kim S-J, Kim SI, Kim B-T, et al. Development of Reverse Transcription
Loop-Mediated Isothermal Amplification Assays Targeting Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
(SARS-CoV-2). J Mol Diagn 2020; 22:729-35. doi: https://doi.org/10.1016/j. jmoldx.2020.03.006.

[3] Shen M, Zhou Y, Ye J, Abdullah AL-maskri AA, Kang Y, Zeng S, et al. Recent advances and perspectives of
nucleic acid detection for coronavirus. J Pharm Anal 2020; 10:97-101. https://doi.org/10.1016/j.jpha.2020.02.010.
[4] Afzal Adeel. Molecular diagnostic technologies for COVID-19: Limitations and challenges. J Advanced
Research 2020;26: 149-159.

[5] Ulloa S, Bravo C, Parra B, Ramirez E, Acevedo A, Fasce R, et al. A simple method for SARS-CoV-2
detection by rRT-PCR without the use of a commercial RNA extraction kit. Journal of virological meth- ods. 2020;
285:113960. https://doi.org/10.1016/j.jviromet.2020.113960 PMID: 32835738.

[6] Kudo E, Israelow B, Vogels CB, Lu P, Wyllie AL, Tokuyama M, et al. Detection of SARS-CoV-2 RNA by
multiplex RT-gPCR. PLoS Biology. 2020; 18(10):e3000867. https://doi.org/10.1371/journal.pbio. 3000867 PMID:
33027248.

[7] Broughton JP, Deng X, Yu G, Fasching CL, Servellita V, Singh J, et al. CRISPR-Cas12-based detec- tion of
SARS-CoV-2. Nature biotechnology. 2020; 38(7):870—4. https://doi.org/10.1038/s41587-020- 0513-4 PMID:
32300245..

[8] Ali Z, Aman R, Mahas A, Rao GS, Tehseen M, Marsic T, et al. iSCAN: An RT-LAMP-coupled CRISPR- Cas12
module for rapid, sensitive detection of SARS-CoV-2. Virus research. 2020; 288:198129. https:/
doi.org/10.1016/j.virusres.2020.198129 PMID: 32822689.

[9] Yoshimi K, Takeshita K, Yamayoshi S, Shibumura S, Yamauchi Y, Yamamoto M, et al. Rapid and accu- rate
detection of novel coronavirus SARS-CoV-2 wusing CRISPR-Cas3. MedRxiv. https://doi.org/10.
2139/ssrn.3640844.

[10] Chen Z, Zhang Z, Zhai X, Li Y, Lin L, Zhao H, et al. Rapid and sensitive detection of anti-SARS-CoV-2 IgG,
using lanthanide-doped nanoparticles-based lateral flow immunoassay. Analytical chemistry. 2020;
92(10):7226-31. https://doi.org/10.1021/acs.analchem.0c00784 PMID: 32323974.

[11] Kasetsirikul S, Umer M, Soda N, Sreejith KR, Shiddiky MJ, Nguyen NT. Detection of the SARS-CoV-2
humanized antibody with paper-based ELISA. Analyst. 2020; 145(23):7680-6. https://doi.org/10.1039/
d0an01609h PMID: 32975254.

[12] Joung J, Ladha A, Saito M, Kim NG, Woolley AE, Segel M, et al. Detection of SARS-CoV-2 with SHER-
LOCK one-pot testing. New England Journal of Medicine. 2020; 383(15):1492—4.

[13] Chen Z, Wu Q, Chen J, Ni X, Dai J. A DNA aptamer based method for detection of SARS-CoV-2 nucleo-
capsid protein. Virologica Sinica. 2020; 35:351—4. https://doi.org/10.1007/s12250-020-00236-z PMID: 32451881.
[14] Jang WS, Lim DH, Yoon J, Kim A, Lim M, Nam J, et al. Development of a multiplex Loop-Mediated Iso-
thermal Amplification (LAMP) assay for on-site diagnosis of SARS CoV-2. PloS one. 2021; 16(3): e0248042.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0248042 PMID: 33657176.

[15] Goémez J, Meldn S, Boga J, Alvarez M, Rojo S, Leal A, Castello C, Alvarez V, Cuesta E, Coto E. Capillary
electrophoresis of PCR fragments with 5°-labelled primers for testing the SARS-Cov-2. J Virol Methods 2020; 10;
284: 113937.

[16] Bogustaw Buszewski,a,b,* Ewelina Maslak,a,b Michat Ztoch,a Viorica Railean-Plugaru,a Ewa Ktodzihska,c
and Pawet Pomastowskia. A new approach to identifying pathogens, with particular regard to viruses, based on
capillary electrophoresis and other analytical techniques. Trends Analyt Chem. 2021 Jun; 139: 116250.

[17] Guia para el manejo del COVID-19. Version Mayo 2020, Ministerio e Salud y Deportes, Estado Plurinacional
de Bolivia.

172



[18]. Law S., Leung A.\W., Xu C. Severe acute respiratory syndrome (SARS) and coronavirus disease-2019
(COVID-19): from causes to preventions in Hong Kong. Int. J. Infect. Dis. 2020;94:156-163. doi:
10.1016/.ijid.2020.03.059. [PMC free article] [PubMed] [CrossRef] [Google Scholar]

[19]. Adzitey F., Huda N., Ali G.R.R. Molecular techniques for detecting and typing of bacteria, advantages and
application to  foodborne  pathogens isolated from ducks. Biotech. 2013;3:97-107. doi:
10.1007/s13205-012-0074-4. [PMC free article] [PubMed] [CrossRef] [Google Scholar]

[20]. Buszewski B., Rogowska A., Pomastowski P., Ztoch M., Railean-Plugaru V. Identification of microorganisms
by modern analytical techniques. J. AOAC Int. 2017;100:1607-1623. doi: 10.5740/jaoacint.17-0207. [PubMed]
[CrossRef] [Google Scholar]

[21] Corman V. M., Landt O., Kaiser M., Molenkamp R., Meijer A., Chu D. K. W., et al. (2020). Detection of 2019
Novel Coronaviru-NCoV) by Real-Time RT-PCR. Eurosurveillance 25 (3).

doi: 10.2807/1560-7917.ES.2020.25.3.2000045

[22]. Bergallo M., Costa C., Gribaudo G., Tarallo S., Baro S., Ponzi A.N., Cavallo R. Evaluation of six methods
for extraction and purification of viral DNA from urine and serum samples. New Microbiol. 2006;29:111-119.
[PubMed] [Google Scholar]

[23]. Drosten C., Panning M., Guenther S., Schmitz H. False-negative results of PCR assay with plasma of
patients with severe viral hemorrhagic fever [2] J. Clin. Microbiol. 2002;40:4394—4395. doi:
10.1128/JCM.40.11.4394-4395.2002. [PMC free article] [PubMed] [CrossRef] [Google Scholar]

[24]. Li D., Wang D., Dong J., Wang N., Huang H., Xu H., Xia C. False-negative results of real-time
reverse-transcriptase polymerase chain reaction for severe acute respiratory syndrome coronavirus 2: role of
deep-learning-based ct diagnosis and insights from two cases. Korean J. Radiol. 2020;21:505-508. doi:
10.3348/kjr.2020.0146. [PMC free article] [PubMed] [CrossRef] [Google Scholar]

[25] Garcia-canas V, Cifuentes A. Detection of microbial food contaminants and their producis by capillary
electromigration techniques. Electrophoresis 2007; 28: 4013-30.

[26] Martinez-Goémez MA, Carril-Aviles MM, Sagrado S, Villanueva-Camanas RM, Medina-Hernandez MJ.
Characterization of antihistamine-human serum protein interactions by capillary electrophoresis. J Chromatogr
A 2007; 1147: 261-9.

[27] Liu X, Dahdouh F, Salgado M, Gémez FA. Recent advances in affinity capillary electrophoresis (2007). J
Pharm Sci 2009; 98: 394-410.

[28] Jonathan J Magana'?2, Maria de la Luz Arenas-Sordo'?, Rocio Gomez'?*°.La electroforesis capilar como
una nueva estrategia en la medicina y el diagndstico clinico Rev Méd Chile 2009; 137: 946-956 (Revista Médica
de Chile).

173



ISBN 978-987-558-949-0

91I7898751158949

f)updcyt

Unidad de publicacionas del
Departamento de Ciencia y
Tecneologia

(=l

LIBRO DE RESUMENES DE LAS JORNADAS DE
ACTUALIZACION EN VIROSIS CON POTENCIAL EPIDEMICO DE
IMPORTANCIA REGIONAL Y Il REUNION ANUAL DE COVIRED-
CYTED, REALIZADAS EN EL INSTITUTO DE DIAGNOSTICO Y
REFERENCIA EPIDEMIOLOGICOS “DR. MANUEL MARTINEZ
BAEZ”, DIRECCION GENERAL DE EPIDEMIOLOGIA,
MINISTERIO DE SALUD, MEXICO, NOVIEMBRE 2023
DEPARTAMENTO DE CIENCIA Y TECNOLOGIA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE QUILMES

BERNAL, ARGENTINA, NOVIEMBRE 2024

DISENO Y COMPILACION: Sandra Goiii y Mercedes Pastorini



