Organizacién ¢/ "%@\3 Organizacion

Panamericana  \{¥8% Mundial de la Salud

de la Salud o =
oriona RecionaL para as AMEricas

7 SATON
Q &
A )

3

i .

s

A A

3 4
O/

VoS

Diagnostico por laboratorio de la infeccion por
Virus de la Fiebre Amarilla
Septiembre de 2018

El virus de la fiebre amarilla pertenece al género Flavivirus y se encuentra relacionado a otros virus del
mismo género como los del dengue, Zika, encefalitis japonesa y encefalitis del Nilo Occidental. Puede ser
transmitido al humano principalmente por vectores selvaticos, mosquitos de los géneros Haemagogus
y Sabethes, asi como también por el mosquito Aedes aegypti (1-3). El espectro clinico de la fiebre amarilla
varia desde una infeccién asintomatica o leve hasta un cuadro grave con hemorragia e ictericia que
puede resultar fatal (1-4). La sospecha diagnoéstica de fiebre amarilla se basa en las caracteristicas
clinicas, los lugares y fechas de viaje del paciente (si el paciente es de un pais o drea no endémica), las
actividades y la historia epidemioldgica del lugar donde posiblemente ocurri6 la infeccién. Sin embargo,
el diagnostico especifico y la confirmacién de casos requieren el andlisis de laboratorio.

La medida mds importante de prevencion de la fiebre amarilla es la vacunacidn. Los ensayos clinicos
muestran que 80-100% de los vacunados desarrollan una inmunidad efectiva al cabo de 10 dias, y 99%
lo hacen al cabo de 30 dias. Si bien la vacuna contra la fiebre amarilla es seguray raramente causa efectos
adversos, deben respetarse las contraindicaciones y practicas seguras de inmunizacion (1-3).

Tipo de muestra y procedimientos de laboratorio

El diagnéstico de fiebre amarilla se realiza mediante métodos virologicos (en general, deteccién del
genoma viral, antigenos o aislamiento viral) y/o seroldgicos (ELISA, PRNT) (5-7). Al igual que con
cualquier prueba de laboratorio, los resultados deben considerarse en el contexto epidemiolégico y
teniendo en cuenta los criterios clinicos.

Consideraciones de bioseguridad

Todas las muestras bioldgicas (sangre total, suero o tejido fresco) se consideran potencialmente
infecciosas (8). Todo el personal de laboratorio que entre en contacto con la muestra debera estar
vacunado contra la fiebre amarilla y utilizar los elementos de proteccion personal adecuados. Asimismo,
se recomienda realizar cualquier procedimiento dentro de cabinas de bioseguridad de clase II
certificadas, extremando las medidas para evitar accidentes por puncién. Para el manejo de muestras de
primates no humanos se debe realizar una estricta evaluaciéon del riesgo segin las regulaciones
nacionales y los manuales de bioseguridad de cada laboratorio, considerando ademas el uso de cabinas
de seguridad de clase IIL

Diagnéstico virolégico

o Diagnéstico molecular: Durante los primeros 10 dias desde el inicio de sintomas (fase
virémica), o incluso por mas de 10 dias en casos severos, es posible realizar la deteccién del ARN
viral en muestras de suero mediante métodos moleculares como la Transcripcién Reversa
seguida de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR, por sus siglas en inglés) convencional
(punto final) o tiempo real (Figura 1). Un resultado positivo por pruebas moleculares (haciendo
uso de los controles e interpretacion adecuados) confirma el diagnéstico de fiebre amarilla.
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o Aislamiento viral: El aislamiento viral puede realizarse por inoculacién intracerebral en ratones
o en cultivo celular (células Vero o C6/36; puede ser realizado en contencién BSL 2). Por su
complejidad, esta metodologia se utiliza poco como herramienta diagndstica de primera linea.
Sin embargo. la capacidad de aislamiento viral es importante para la caracterizaciéon de cepas
circulantes, para producir reactivos de diagndstico y para estudios de investigacion.

o Inmunohistoquimica: El estudio histopatolégico con inmunohistoquimica en cortes de higado
(v otros tejidos) constituye el “método de oro” para el diagndstico de fiebre amarilla en casos
fatales. Adicionalmente, los métodos moleculares a partir de muestras de tejido fresco o fijado
en formalina (embebidos en parafina) pueden también ser utilizados para la confirmacién de
casos fatales.

Figura 1. Indicaciones para el diagnéstico segtin el niimero de dias desde el inicio de los sintomas
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Diagnéstico serolégico

e Deteccion de IgM: Los anticuerpos IgM contra el virus de la fiebre amarilla pueden detectarse
por ELISA (principalmente, el ELISA de captura de IgM, MAC-ELISA por sus siglas en inglés) o
cualquier otro inmunoensayo (por ejemplo, la inmunofluorescencia indirecta). Actualmente, no
existen estuches comerciales de ELISA de IgM validados para la deteccidn de fiebre amarilla. Por
esto, procedimientos “caseros” (in-house) utilizando antigenos completos purificados son
ampliamente utilizados (7, 9). Se ha descrito una reactividad cruzada significativa de los
ensayos de IgM de fiebre amarilla con otros flavivirus, en particular en las infecciones
secundarias por flavivirus. Asi, en las areas donde otros flavivirus co-circulan (en
particular los virus del dengue y del Zika), la probabilidad de reactividad cruzada es alta.
Ademas, como con cualquier prueba de IgM, un resultado positivo en una sola muestra es sdlo
presuntivo de una infeccién aguda. La confirmacién de laboratorio requiere seroconversion en
muestras pareadas (agudas y convalecientes tomadas con al menos una semana de diferencia)
en la ausencia de seroconversidn para otros flavivirus relevantes (ver abajo). Finalmente, en
areas donde se llevan a cabo campafias activas de vacunacion, puede ocurrir la deteccion de
anticuerpos post-vacunales, por lo que el diagnéstico debe ser cuidadosamente interpretado
(ver abajo la seccidn Respuesta inmune post-vacunal).

e Otras técnicas seroldgicas: Estos métodos incluyen la deteccidon de anticuerpos IgG por ELISA
y de anticuerpos neutralizantes por la técnica de neutralizacion por reduccién de placas (PRNT,
por sus siglas en inglés). En general, el PRNT ofrece mejor especificidad que la deteccion de
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anticuerpos IgM e IgG totales. Sin embargo, también se ha documentado reactividad cruzada
entre los flavivirus en los ensayos de neutralizacidn, y la utilidad del PRNT podria ser
limitada en dreas donde multiples flavivirus han circulado recientemente o son endémicos (10).
Por lo tanto, se recomienda realizar esta técnica con un panel de flavivirus. La confirmacién por
laboratorio requiere una seroconversion especifica de fiebre amarilla o un aumento de mas de
4 veces en los titulos de anticuerpos en muestras pareadas (ver abajo). También puede ocurrir
la detecciéon de anticuerpos inducidos por la vacuna y las pruebas de laboratorio deben
interpretarse cuidadosamente (ver abajo la seccién Respuesta inmune post-vacunal).

Algoritmo diagndstico, interpretacion de resultados por serologia y
diagndstico diferencial

Las técnicas serologicas presentan a menudo reactividad cruzada en las infecciones por flavivirus (en
particular, en infecciones secundarias). Por lo tanto, el uso de la RT-PCR debe ser priorizado (Figura
2). Sin embargo, un resultado negativo por RT-PCR no descarta la infeccidn, por lo que la muestra debe
analizarse posteriormente por serologia.

Las muestras con resultado positivo por IgM deben ser analizadas por pruebas diferenciales de IgM, en
particular en areas donde la co-circulacién del virus de la fiebre amarilla con otros flavivirus (dengue,
encefalitis de St. Louis, Zika, y otros del complejo encefalitis japonesa) estd documentada y existe la
probabilidad de que la poblacién haya sido previamente infectada con uno o varios de estos virus.

Una prueba diferencial positiva no permite confirmar o descartar una infeccidn por el virus de la fiebre
amarilla; sin embargo, tampoco la descarta. Por lo tanto, en areas no endémicas o en areas donde no se
ha descrito una circulacién reciente del virus de la fiebre amarilla, estos casos deberan ser investigados.
Un resultado positivo de IgM de fiebre amarilla con pruebas diferenciales negativas debe ser
interpretada como un probable caso de fiebre amarilla. La confirmacién por serologia de estos casos se
puede obtener usando muestras pareadas. Una prueba negativa de IgM de fiebre amarilla no es
concluyente para las muestras tomadas hasta el dia 7 después de la aparicién de los sintomas. La fiebre
amarilla puede descartarse si la prueba de IgM es negativa en una muestra tomada partir del dia 8
después de la aparicion de los sintomas

Por otro lado, el diagnostico diferencial de la fiebre amarilla debe incluir otros sindromes febriles y
febriles-ictéricos como dengue, leptospirosis, malaria, fiebre tifoidea, infecciones por rickettsias,
hepatitis toxica o viral, y las fiebres hemorragicas boliviana, brasilefia, argentina y venezolana, entre
otras, dependiendo del perfil epidemiolégico del pais o area afectada (1).

Fiebre amarilla: Deteccion y diagndstico por laboratorio | 3



Organizacion ¢/ ’.L* Y Organizacion
Panamericana Xt/ Mundial de la Salud

de la Salud L =
oriama recionaLpara s AIMErICAS

Figura 2. Algoritmo para confirmacion por laboratorio de casos de Fiebre Amarilla (FA)
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Inicio de sintomas
vs.
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deben ser tomadas I Inconcluso’ I I ExcluirFA® I
. . . Infeccié iente por
mdepend%entemente del . tllfempo iibseads [[casoprobable deFA © | ,
transcurrido desde la aparicion de los sintomas:

e
1 ' Sin historial de vacunacion de FA en los tltimos 30 dias o con historial de vacunacién desconocido. 1
1 2 Los laboratorios que solo tenganla capacidad de realizar RT-PCR o ELISA IgM deben procesarlas muestras con la técnica disponible. Los resultados deben interpretarse de acuerdoal 1
I algoritmo. 1

3La sensibilidad de la RT-PCR es mayoren los primeros 10 dias desde elinicio de los sintomas. Sinembargo, se ha descrito la d eteccion hasta 14 dias, enparticularen casos graves (y fatales). :
1 4 Debe incluir el virus del dengue asi como otros flavivirus dependiendo de la situacion epidemiologica dela zona / pais. 1
1 5 Considerar la posibilidad de realizar PRNT en un laboratorio de referencia. Este resultado no descarta la fiebre amarilla. Porlo tanto, en areas donde no se hadescrito circulacionreciente de FA, |
I este resultado debe serinvestigado. 1
1 6 Un resultado positivo por lgM en una muestra tinica no es confimatorio. Deben usarse criterios clinicos y epidemiologicos adicionales parala interpretacio nfinal del caso, en particularen areas |

donde no se ha descrito circulacion reciente de FA. :
1 " Solicitar una segundamuestray procesaria de acuerdo con el algoritmo. 1
1 8Investigarlos casos y realizar el diagnéstico clinico diferencial. 1

« Suero para analisis molecular y serologico

 Tejido fresco para ensayos moleculares (se debe garantizar tejido de higado y de rifién, ademas se
puede recolectar tejido de bazo, pulmoén, cerebro y corazdn)

« Tejido fijado para inmunohistoquimica (mismos tejidos que los anteriores)

El algoritmo para confirmar casos fatales se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Algoritmo para confirmacion por laboratorio de casos fatales de Fiebre Amarilla (FA)
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| Inmunohistoquimica | ] RT-PCR o
deFA® de FA®
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| Excluir FA* I Caso confirmado de Caso confirmado de | suero I
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ELISA IgM
de FA®
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11 3in historial de vacunacion de FA en los iltimos 30 dias o con historial de vacunacion desconocido.
2 Muestras de tejido fresco y filado deben sertomadas (en particular, higadoy rifion).
| *Lainmunohistoquimica debe serrealizada entejidohepaticoy renaly, de serposible, en ofros tejidos.
1 *Investigar los casos y realizar el diagnostico clinico diferencial.
I 5LaRT-PCR debe realizarse con ARN extraido a partir suero y tejido fresco.
Is Segmr la interpretacion descrita en el algoritmo para confirmacion por laboratorio de casos de Fiebre Amarilla (Figura 2).

Respuesta inmune post-vacunal

La vacunacién induce una viremia relativamente baja que disminuye después de 4 a 7 dias.
Simultaneamente, se desarrolla una respuesta de tipo IgM que no puede ser diferenciada de la respuesta
[gM inducida por una infeccién natural. Aproximadamente 10 dias después de la vacunacion, se
considera que la persona esta protegida contra una infeccién natural. Asi, la respuesta IgM vacunal se
podra detectar alrededor del dia 5 en adelante con un pico que se produce generalmente 2 semanas
después de la vacunacion. Posteriormente, los niveles de estos anticuerpos tienden a disminuir. En una
proporcion significativa de personas vacunadas la respuesta IgM se puede detectar hasta por un mes
después de la vacunacion, y en algunos casos hasta por 3-4 afos (11). Por otro lado, los anticuerpos
neutralizantes inducidos por la vacunacion se pueden detectar por varias décadas. Con todo esto, la
interpretacion de los resultados seroldgicos en personas vacunadas resulta compleja, en
particular aquellas que han sido vacunadas recientemente por lo cual los resultados deben ser
evaluados cuidadosamente.

En las personas vacunadas recientemente (<30 dias) que desarrollan sintomas clasicos de fiebre
amarilla, la vigilancia debe enfocarse en diferenciar entre infecciones con virus salvaje y con cepa
vacunal (12-14). Los eventos supuestamente atribuibles a la vacunacion o inmunizacion (ESAVI) graves
asociados a la vacuna contra la fiebre amarilla son raros (~ 1,6 casos por cada 100.000 dosis de vacuna).
Los ESAVI mas comunes son las enfermedades viscerotrépicas (EVT), las enfermedades neurolégicas y
las reacciones de hipersensibilidad severa. En las zonas endémicas de la fiebre amarilla, la diferenciacién
entre las infecciones de tipo salvaje y los ESAVI requiere la confirmacion de la presencia del virus de la
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vacuna de la fiebre amarilla (cepa 17D) por secuenciacién, técnica que generalmente soélo esta
disponible en los laboratorios de referencia. Existen directrices para la confirmacién de los eventos
graves asociados a la vacuna de la fiebre amarilla (12-14).

Conservacion de la muestra

e DMantener la sangre total (tomada en tubo con EDTA) o el suero (tomado en tubo seco)
refrigerados (2 - 8°C) si serdn procesados (o enviados a un laboratorio de referencia) dentro de
48 horas.

e Mantener el suero congelado (-10 a -20 °C) si serd procesado después de 48 horas o en un
periodo no mayor de 7 dias.

e Mantener el suero congelado (-70 °C) si sera procesado mas de una semana después de la toma.
La muestra se conserva adecuadamente a -70 °C durante periodos prolongados de tiempo. Se
recomienda separar las muestras en al menos dos alicuotas.

e Evitar multiples ciclos de congelacién — descongelacion.

e Las muestras de tejido fresco (aproximadamente 1 cm3) pueden ser utilizados para diagnéstico
molecular. Congelar a -70 °C y enviar a un laboratorio de referencia en hielo seco. De no ser
posible, enviar el tejido fresco en seco con geles refrigerantes. Las muestras de tejido fresco
también pueden almacenarse en una solucion estabilizadora de ARN y enviarse a temperatura
ambiente.

e Para el estudio histopatolégico y por inmunohistoquimica, la muestra de tejido
(aproximadamente 1 cm3) debe ser conservada en formol tamponado y enviada al laboratorio
de patologia a temperatura ambiente. Las de tejido hepatico y renal son las muestras de eleccion
para histopatologia e inmunohistoquimica. Muestras de bazo, cerebro, pulmén, corazén y
nodulos linfaticos también pueden ser ttiles.

Envio de la muestra por via aérea al laboratorio de referencia
A continuacion, algunos aspectos a considerar para el envio de la muestra por via aérea (15):

e Garantizar la cadena de frio con hielo seco preferiblemente o con geles refrigerantes. Utilizar
siempre triple empaque.

e Enviar las muestras preferentemente dentro de las primeras 48 horas.

e Las muestras originales deben ser empacadas, marcadas, etiquetadas apropiadamente y
documentadas como categoria B.

e Acompafiar el envio con la ficha clinica y epidemiolégica completa.

e Los tejidos fijados en formalina se deben empaquetar por separado de los tejidos frescos y las
muestras de sangre, ya que la formalina es volatil.

Fiebre amarilla: Deteccion y diagndstico por laboratorio | 6
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