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Virus Influenza A
(H7N9)




Generalidades del virus de Influenza

* Pertenece a la familia
Ortomixoviridae.

e Se dividen en tres tipos
llamados A, By C.

* Los tipos A y B son los
responsables de las epidemias
gue se producen casi todos los
inviernos

e Los virus de influenza A se dividen en subtipos segun dos proteinas
de la superficie: la hemaglutinina (H) y la neuromidasa (N). Hay 18
subtipos diferentes de hemaglutinina y 11 subtipos diferentes de
neuromidasa. (H1 hasta H18 y N1 hasta N11 respectivamente).




Tiene 8 segmentos de ARN de cadena simple y sentido negativo,
los segmentos son de 890 a 2300 pb. El genoma esta compuesto
de aproximadamente 13,500 pb y codifica 11 proteinas:

VIRUS DE LA INFLUENZA
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Genetic Evolution of H7N9 Virus in China, 2013

Multiple Reassortment Events

HTNS Virus

Setting: Habitats shared by wild and domestic birds
and'or lve bisd/ pouitry markets
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 De todos los casos,
67% eran hombres.

* La media de edad de
casos reportados es
58 anos, y de los casos
fatales 66 anos.

Total cases = 126
Total deaths = 24
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The H7N9 virus

® Antivirals
— All viruses so far are resistant to M2 Inhibitors
— In general susceptible to NAls
* In the course of treatment with NAI, resistant mutations emerged in 3 patients

»  Oseltamivir (oral) is the most commonly available and used therapy, even in intensive
care settings

» Parenteral preparations of zanamavir and peramivir are in clinical frials

* Parenteral peramivir is SFDA China approved but production and use remain limited
— Novel antivirals therapies in development

PAHO Surveillance Meeting « WHO H7NS Response Ty World Health
20 Sept 2013 » Brasilia (video connection from Geneva) Rati Y rga nization




H7N9 vs. H5N1

® H7N9
— In < 6 months, 135 cases, CFR 33%
— Low pathogenicity avian influenza virus

— Genetic analysis indicates greater ability to infect mammals, including humans, than
other avian influenza viruses.

— 100 cases: 2 months

® H5N1
— Since 2003, 637 cases though higher CFR (almost 60%)
— High pathogenicity avian influenza virus
— Very limited human-to-human transmission
— 100 cases: 18 months

PAHO Surveillance Meeting « WHO H7NS Response Ty World Health
20 Sept 2013 » Brasilia (video connection from Geneva) Rati Y rga nization




Métodos diagndsticos que hacen uso del genoma del virus
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TagMan PCR: Generacion de Senal por Hidrélisis de sonda

SDS
5’Nuclease Oligoprobe (Tagman) System
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ALGORITMO DE DIAGNOSTICO. RT-gPCR

Toma de muestra y captura de datos
epidemioldgicos en Plataforma
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Envio de muestra a los laboratorios de la Red Nacional de Laboratorios de
Influenza
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ALGORITMO DE DIAGNOSTICO. RT-gPCR
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. Diagndstico diferencial (Bisqueda de Adenovirus, Metapneumovirus, VSR, Parainfluenza 1-4, Coronavirus 0C43, NL63,
229E, HKU1, Bocavirus, Enterovirus/Rhinovirus, MERS-CoV.

. [Aislamiento viral y caracterizacidn por secuenciacion (Bisqueda de influenza A(H1IN1)pdm09, H3N2, H5N1, H7N3, ]

H7N9, variabilidad antigénica, filogenia y resistencia a inhibidores de la neuraminidasa)

Aislamiento y caracterizacion por secuenciacion (Busqueda de variabilidad antigénica, filogenia y resistencia a
inhibidores de la neuraminidasa)




Vigilancia de la Resistencia a Inhibidores de la Neuraminidasa del
Virus de la Influenza

823
TTATICRCTATG Sensitive
TTATITRCTATG Resistance e
Y

738 muestras independientes s
TATTA CTA TG

328 Sobrenadante de CC 2009
124 Sobrenadante de CC 2010

10 Biopsias 2009

31 NFS 2009 (25 defunciones) CT <32 in HSW

199 NFS 2010 (2 defunciones) (CDC real time RT-PCR)
46 NFS 2011 (Brote Chihuahua)

737 muestras : sensibles a oseltamivir
1 (#797): presenta la mutacion H275Y

EMERGING

Oseltamivir-Resistance Surveillance in Pandemic 2009 Influenza A (H1N1) Virus in Mexico. Ramirez-Gonzalez JE, @
Gonzalez-Duran E, Alcantara-Perez P, Wong-Arambula C, Olivera-Diaz H, Cortez-Ortiz |, et al. Volume 17, Number 2— IN FECTIOUS DISEAS ES
Febbruary 2010




Reacciones de qPCR

Reactivos Volumen por reaccion
Agua libre de nucleasas 5.5 ul
Primer Forward 0.5 ul
Primer Reverse 0.5 ul
Sonda 0.5 ul
Enzima Super Script Il Platinum 0.5 ul
Buffer 2X pcr Master Mix 12.5 ul

Volumen Total 20 ul




Rn
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e Son virus envueltos con un genoma de ARN de cadena
sencilla con polaridad positiva y simetria helicoidal.

* Eltamano gendmico de los coronavirus varia entre 16 a 31
kilobases

* Las proteinas de los coronavirus
gue contribuyen a la estructura
del virus son la proteina S, [a E1
y E2 (envoltura), la M
(membrana), y la proteina N
(nucleopcapside).




El sindrome respiratorio de Medio Oriente (MERS) es una
enfermedad respiratoria viral nueva para los humanos.
Desde que se reportd por primera vez en Arabia Saudita
en el 2012, el MERS ha causado enfermedades graves e
incluso la muerte de personas de varios paises.

*Desde 2012, la OMS ha notificado 1864 casos de MERS-CoV
confirmados por laboratorio, incluyendo 659 defunciones. (35%

de mortalidad).



* Es una enfermedad respiratoria viral nueva en los seres
humanos.

« La infeccion por el virus cursa con enfermedad
respiratoria aguda grave que provoca fiebre, tos,
neumonia, dificultad respiratoria, afectacion renal.

 El MERS-CoV es diferente a todos los otros tipos de
coronavirus encontrados hasta ahora en los humanos.




B Paises con casos reportados de MERS-CoV.

Paises que han reportado casos de MERS-CoV.

Paises en la zona de la
Peninsula Ardbiga con
casos:

Paises con casos
asociados a los viajes:

e Reino de Arabia

_ ) Saudita e Reino Unido
Re(;z:it;g:adcé? ;:L;:r;;ea o Em-i ratos Arabes ¢ Francia
~ —— . Q Unidos (EAU) e Paises Bajos
G2 s = \ L\ e Qatar e Italia
el RS VA e Oman e Grecia
' e Jordania e Alemania
e Kuwait e Austria
e Yemen e Malasia
e Libano e Filipinas
e Iran e Egipto
e Turquia e Tlnez
e Argelia e Estados Unidos de

Ameérica (EE.UU.)

e Republica de Corea
(C. del Sur)

e China.




HOW A ZOONOTIC MERS-COV
INFECTION MAY BE ACQUIRED
FROM AN ACTIVELY INFECTED*
CAMEL

VIROLOGYDOWNUNDER.BLOGSPOT.COM.AU
IAN M MACKAY

*CAMELS MAY ONLY BE INFECTED FOR A SHORT TIME

V11 18.05.14



Toma de muestra

« Para aumentar la probabilidad de deteccion del MERS-CoV la
OMS recomienda tomar multiples muestras de diferentes sitios
y en diferentes momentos después de iniciados los sintomas.

 El tipo de muestra dependera de los dias de iniciados los
sintomas

» Los sintomas en el momento de la recoleccion.

« Para limitar la contaminacion y el posible contagio del tomador
de muestras, todas las muestras deben ser consideradas como
potencialmente infecciosas y deben ser tomadas
asepticamente, utilizar bata, guantes, lentes de seguridad y
mascarilla N-95.

« En caso de derrame, utilizar desinfectantes contra la envoltura
del virus, como cloro al 10% o alcohol al 70%.




Tipo de muestra, transporte y conservacion para MERS-CoV.

: La probabilidad de
Tipo de muestra Transporte de muestra d v
eteccidn es alta
durante los
Esputo primeros 7 dias
Lavado bronquio alveolar Las muestras deben ser el inicio de
conservadas en sintomas
Aspirado traqueal refrigeracién (4-8° C)y
- - enviadas
Aspirado nasofaringeo inmediatamente.
Exudado faringeo En caso de que no Dado quel’:a }Clargi‘l viral
. mas alta na siao
Exudado nasofaringeo S E L demostrada en las vias
__ : : AEes e 8 7210, 52 respiratorias bajas, las
Biopsia o necropsia de origen recomienda la muestras recomendadas
pulmonar congelacion a-70 / - incluyen esputo, lavado
Suero 80° C hasta su envio broncoalveolary
garantizando la aspirado traqueal
congelacion. (cuando sea posible segiin
Heces. Recolectar 2-5 gr de heces criterio médico).

(sdlidas o liquidas)




RT-gPCR para MERS-CoV.

El diagnostico de MERS-CoV se realiza por RT-PCR en tiempo real (Protocolo CDC).

S (trimer)

Reactivos enviados por el CDC:

~ °* Los primers y sondas de

Gy OpL Forward primer NCVN2 y NCVN3 estan

. . UpE Reverse Primer o )

“NCV. UpE Probe dirigidos a la secuencia del

*NCV.N2 Forward Primer gen de la nucleocapside.

*NCV.N2 Reverse Primer || * Los primers y sondas de UpE i ity

*NCV.N2 Probe esta dirigido a la secuencia I

*NCV.N3 Forward Primer del gen E que codifica para

*NCV.N3 Reverse Primer la proteina de la envoltura. Gen E

:I(\:Igr?tlfjfpzzci’gio ] * La diferencia. ent.re N2y N3 gende la
es solo su ubicacion en el nucleocapside
gen N.




Algoritmo de diagnostico para MERS-CoV.

s s e s e o

Diagnéstico diferencial (Busqueda de Adenovirus, Metapneumovirus, VSR, Parainfluenza 1-4, Coronavirus
0C43, NL63, 229, HKU1, Bocavirus, Enterovirus/Rhinovirus, MERS-CoV (Si cumple con definicion
operacional de caso probable).




Algoritmo de diagnostico para MERS-CoV

- Muestra que cumple con caso probable de MERS-CoV

| |

~ NCVE, NCV N2, RNP (RT-qPCR)

v

o
- .
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PVR (Adenovirus,
Metapneumovirus, VSR,

- NCV.E6 " No Dol o !
- - arainfluenza 1-4, Coronavirus
< NCV. N2 | — !
“_ positivo? 0C43, NL63, 2-29E, HKU1, r_
N | Bocavirus,
\1' Si | Enterovirus/Rhinovirus ‘
|
NCV N3 |
Positivo
‘l' \l' Negativo
‘ Positivo MERS-CoV } Negativo MERS-CoV i

| |
v

‘ Secuenciacion y Notificacion de resultados DGE

V

‘ Envio de muestra a CDC (Division de Virus
Gastrointestinales y otros virus respiratorios




Reacciones de qPCR

Rn vs Cycle
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Secuenciacion y analisis Bioinformatico

B/Santiago/28120/2016 | Victoria | HA
BiDistrito Federal/80287/2015 | Victoria | HA
R3527-16
B/Temuco/21639/2016 | Victoria | HA
B/Peru/5516/2016 | Victoria | HA
B/Brazil/36/2016 | Victoria | HA
B/Santa Fe/1211/2014 | HA | B / HONO | MDCK2/MDCK1 | HA | EPI ISL 166756 | B / HONO | B/Santa Fe/1211/2014 | B / HONO | MDCK2/MDCKA
B/Vina Del Mar/32296/2016 | Victoria | HA
B/Paraguay/0753/2015 | Victoria | HA
B/South Australia/81/2012 | HA | B / HOMO | E4/E1 | HA | EPIISL 145989 | B / HONO | B/South Australia/81/2012 | B 7/ HONO | E4/E1
B/Johannesburg/3964/2012 | HA | B / HONO | EV/ET | HA | EPIISL 132268 | B / HONO | B/Johannesburg/3964/2012 | B / HONO | E1/E1
B/Formosa/V2367/2012 | Victoria | HA
B/Buenos Aires/10950119/2014 R64-14HA1F1U
B/Malta/MVE36714/2011 | HA | B/ HOMO | cs | HA | EPIISL 99942 | B / HONO | B/Malta/MV636714/2011 | B / HONO | cs
B/Brisbane/60/2008 | HA | B / HONO | E4 | HA | EPIISL 28587 | B / HONO | B/Brisbane/60/2008 | B / HONO | E4
B/Paris/1762/2009 | HA | B / HONO | C1 Siat 1| HA | EPI ISL 60846 | B / HOMO | B/Paris/1762/2009 | B / HONO | C1 Siat 1
B/Hong Kong/514/2009 | Victoria | HA
Influenza B virus (B/Paraguay/3081/2010) segment 4 hemagglutinin (HA) gene partial cds
B/Odessal 3886/2010 | HA | B / HONO | MDCK2/MDCK1 | HA | EPIISL 77021 | B / HONO | B/Odessa/ 3886/2010 | B / HOMO | MDCK2/MDCK1
Influenza B virus (B/Paraguay/480/2006) segment 4 hemagglutinin (HA) gene partial cds
B/Malaysia/2506/2004 | HA | B / HONO | Egg 2 | HA | EPIISL 30253 | B / HONO | B/Malaysia/2506/2004 | B / HONO | Egg 2
L Influenza B virus (B/Paraguay/636/2003) segment 4 complete sequence
Influenza B virus (B/Paraguay/435/2008) segment 4 hemagglutinin (HA) gene partial cds
Influenza B virus (B/Paraguay/175/2006) segment 4 hemagglutinin (HA) gene partial cds
|: Influenza B virus (B/Paraguay/623/2008) segment 4 hemagglutinin (HA) gene partial cds

Influenza B virus (B/Paraguay/1453/2010) segment 4 hemagglutinin (HA} gene partial cds

00100
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