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Resumen

El virus de Zika (ZIKV) es un flavivirus principalmente transmitido de forma vectorial y que pasé
desapercibido por mucho tiempo hasta su reaparicion en el afio 2013 ganando relevancia en el
mundo de la salud debido a su rapido esparcimiento y al descubrimiento de su capacidad de
infeccion por contacto sexual; también fue capaz de ser detectado en distintos fluidos bioldgicos
de personas sintomaticas como suero, saliva, orina, liquido cefalorraquideo, mucosa endocervical,
entre otros, demostrando su alto tropismo celular. Se realizé un estudio en la ciudad de Le6n-
Nicaragua en el periodo de Enero de 2016 a Febrero 2018 donde se enrolé un total de 294 pacientes
con sintomas caracteristicos de la enfermedad de Zika para la deteccion de ARN viral de ZIKV
encontrando una positividad en 155 pacientes (52.7%), la edad media de los Zika-Positivos fue de
25.6 afnos. Las manifestaciones clinicas mas comunes fueron fiebre (82.6%), rash (72.3%) y dolor
de cabeza (70.3%). Se encontr6 una disminucion estadisticamente significativa en los leucocitos
de pacientes Zika-Positivos (6,676/mm3) en comparacion con los Zika-Negativos (8,374/mm3) U
de Mann-Whitney (p=0.045). Para observar por cuanto tiempo puede ser detectado ZIKV en
distintos fluidos biolégicos se mantuvo en vigilancia a 39 pacientes Zika-Positivos durante 180
dias post infeccion (DPI) recolectando muestras de sangre, saliva, orina y/o fluido vaginal. ARN
viral fue detectado hasta 180 DPI en los distintos fluidos bioldgicos, siendo la saliva el de mayor
positividad durante todo el seguimiento. Anticuerpos preexistentes de tipo IgG anti-ZIKV son
mayores en pacientes Zika-Negativos en comparacion con los Zika-Positivos (U de Mann-Whitney
p=0.037). Se observa tendencia en que titulos bajos de anticuerpos IgG anti-ZIKV aumenta la

cantidad de dias que el virus es excretado en distintos fluidos bioldgicos.

Palabras clave: Zika, clinica, hematologia, excrecion prolongada, anticuerpos.




“Cada uno de nosotros tenemos cosas, pensamientos y descripciones de un increible universo por el cual

los reyes del siglo XVII hubiesen ido a la guerra con tal de poseerlos”

Kary Banks Mullis
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1. Introduccién

El virus de Zika (ZIKV) se transmite a los humanos principalmente por medio de la picadura de
mosquitos infectados, este se ha aislado de multiples especies de Aedes, sin embargo, solo se ha
demostrado que tiene potencial infectivo a los humanos los siguientes: Aedes africanus, Aedes
luteocephalus y Aedes aegypti (1). La transmision directa de ZIKV de persona-a-persona ha sido
documentada de casos perinatales, sexuales y a través de lactancia materna o por transfusion
sanguinea. ZIKV puede ser contagiado de una madre infectada al feto durante el embarazo, como
evidencia no solo se cuenta con la deteccion del ARN viral en fluido amniotico, orina o suero de
las madres cuyos fetos presentaran anormalidades cerebrales, sino también al probar la presencia
de particulas/proteinas/ARN viral en el cerebro, placenta o suero de los recién nacidos con

microcefalia o que hubiesen sido abortados(2-9)

ZIKV es un Flavivirus (Familia Flaviviridae) al igual que los virus West Nile, Dengue y de la
Fiebre Amarilla(10). ZIKV fue aislado por primera vez del plasma de un mono Rhesus
proveniente del bosque de Zika, en Uganda, en 1947 y su genoma fue completamente secuenciado
hasta el afio 2006(11, 12). Es un virus envuelto de 50 nm que posee nucleocapside y una bicapa
lipidica externa. La nucleocépside interna estd compuesta por un ARN viral lineal de sentido
positivo de 10,794 nucledtidos y multiples copias de la proteina de la capside (C). La bicapa
lipidica externa esta cubierta de 180 copias de dos compuestos: la proteina de membrana (prM) y
la de envoltura (E). EI ARN genémico comprende un marco de lectura que codifica para una larga
poli-proteina dividida a su vez en 10 proteinas: 3 proteinas estructurales (C, prM, E) y 7 proteinas
no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5). La replicacion viral ocurre el
citoplasma de la célula infectada(13-15).

Aunque la transmision vectorial es la predominante, reportes de transmisién de ZIKV a humanos
por contacto sexual aparecieron rapidamente y se observéd que la excrecion del virus en semen
podia durar por semanas(16, 17). Modelos animales demostraron que ZIKV puede ser detectado
en suero hasta 188 dias después de la infeccion (18). En humanos, ZIKV ARN ha sido detectado
en orina hasta 40 dias después de presentada la enfermedad, 216 dias en suero y hasta 281 dias en
semen (19, 20).




2. Antecedentes

ZIKV fue aislado por primera vez en 1947 del suero de un mono Rhesus autoctono en el bosque
de Zika en la peninsula Entebbe, Uganda durante una vigilancia de Fiebre Amarilla(11). El aislado,
MR-766, es la cepa prototipo de ZIKV. La primera enfermedad registrada por infeccion de ZIKV
fue en 1954 durante un brote de ictericia en Nigeria(21). En 2007 ZIKV causa el primer brote de
magnitud en la Isla Yap, una parte de los Estados Federales de Micronesia, con un cuadro clinico
caracterizado por fiebre, erupcion cutanea, conjuntivitis y artralgia(22). Entre 2013 y 2014 ocurre
una epidemia de ZIKV en la Polinesia Francesa, donde se estima que aproximadamente el 11%
del total de la poblacién necesitaron de asistencia médica debido a sospechas de enfermedad
causada por ZIKV/(23). A inicios de 2015, la primera transmision autdctona de ZIKV fue detectada
en el Noreste de Brasil(24). En el transcurso del afio, la actividad de ZIKV se expandié al menos
en 14 estados diferentes del pais con un estimado de entre 440,00-1,300,000 casos sospechosos de
la enfermedad(25).

En 2013 se reporta un caso de enfermedad de Zika de una turista canadiense que viajo a Tailandia.
Se logra aislar ZIKV de sangre, saliva, orina y exudado nasofaringeo hasta 9 dias después de la
aparicion del primer sintoma(26). En el mismo afio se reporta aislamiento viral en suero y leche
materna en madres expuestas a la epidemia de la Polinesia francesa hasta 8 dias después del parto,
y en los recien nacidos se aislé ZIKV en suero y orina en el mismo periodo de observacion(27).
En 2016 un estudio de cohorte de 184 hombres en edad reproductiva dio como resultado el
aislamiento de ZIKV en muestras de orina hasta 60 dias después del primer dia de sintomas y en
semen hasta 281 dias después(19). En 2018 se reporta el aislamiento de ZIKV de secreciones
vaginales y mucosa endocervical de una mujer en Brasil hasta 31 dias después de la presentacion
del primer sintoma(28). En 2018 en Puerto Rico se reporta excrecion prolongada de ZIKV en
diferentes fluidos bioldgicos, resultando en el aislamiento del virus o la deteccion de ARN viral
por Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR) en suero, saliva, orina y fluido vaginal hasta 60
dias y en semen hasta 191 dias despues de la fase aguda de la enfermedad, asi mismo, se observo
que ZIKV se encuentra de manera méas habitual en suero y semen durante un periodo de
observacién de 180 dias ya que se logro detectar en al menos una muestra en un 86% y 80% del

total de muestras proporcionadas respectivamente(29).




3. Justificacion

La primera descripcion de enfermedad causada por ZIKV fue reportada en 1954 por Duffy y
colaboradores, desde entonces se mantuvo como una enfermedad esporadica y limitada a la region
africana. Fue hasta 2007 que reaparece y se reporta como el primer brote epidémico causado por
ZIKV segun Lanciotti y colaboradores en las islas Yap. Desde su introduccion a América del Sur
(Brasil), a inicios de Octubre de 2015, se observa un comportamiento de distribucion rapida en el
continente, llegando hasta Centroamérica en Diciembre del mismo afio. Esto motivo a la
comunidad cientifica a investigar diversos métodos de transmision ajenos a la vectorial, llegando
a determinar que existian distintas vias de transmision (sexual, materno-fetal y por transfusion

sanguinea).

Diversos reportes de aislamiento viral en distintos fluidos bioldgicos han sido publicados, la
mayoria de los modelos investigativos publicados estan enfocados en la via de transmisién sexual

y el estudio de semen en hombres en edad reproductiva.

Este estudio tiene como finalidad contribuir a ampliar el conocimiento sobre el comportamiento
de ZIKV en pacientes sintomaticos y la excrecion viral en diferentes fluidos durante la etapa

sintomatica de la enfermedad y de manera asintomatica de manera prolongada.




4. Pregunta de Investigacion

¢ Cuél es el tiempo de excrecion y la presencia ZIKV en diferentes fluidos bioldgicos de pacientes
que desarrollaron la enfermedad del Zika durante el brote epidémico de 2016-2018 en Ledn,

Nicaragua?
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5. Objetivos

5.1 General:

e Determinar el tiempo de excrecion y la carga viral en diferentes fluidos bioldgicos de
pacientes que desarrollaron la enfermedad del Zika durante el brote epidémico ocurrido en
Ledn, Nicaragua, 2016 - 2018.

5.2 Especificos

e Describir las caracteristicas clinicas, epidemioldgicas y hematoldgicas de los pacientes con
diagnostico molecular de Zika Virus.

e Determinar la presencia del ARN del virus Zika en diferentes fluidos biol6gicos y el tiempo
de excrecion en una cohorte de pacientes con diagnéstico molecular de Zika observados
durante 6 meses.

e Correlacionar la magnitud de la excrecion (dias post-infeccién) del ARN del Zika en los

diferentes fluidos con la repuesta serologica (IgG) a Zika.
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6. Marco Teorico
6.1 Epidemiologia

El primer aislado de ZIKV proveniente de humanos fue detectado en 1954(22). En 1960 mas cepas
de ZIKV fueron aisladas de Uganda y Nigeria y se logré determinar que ZIKV estaba presente
tanto en humanos como en diversas especies de Aedes en el Este de Africa(30, 31). Actualmente
se conoce que ZIKV diverge en dos lineas genéticas: Africana y Asiatica(32). Todas las cepas
epidémicas identificadas en la zona del pacifico y la regién de las Américas pertenecen al linaje
asiatico. En 1977 ocurre un pequefio brote epidémico de 7 casos en Java, Indonesia, posteriormente
se realiza un estudio de deteccién de anticuerpos anti-ZIKV que revelaron altos indices de
seroprevalencia (66%), lo que indicaba que las infecciones por el virus pueden estar esparcidas
por toda la regidn sur y sureste de Asia, esto sugeria que ZIKV podia haber circulado en estas
zonas sin ser detectado (33, 34).

Casi seis décadas después de que se presumia que ZIKV circulaba de manera asintomatica, el
primer brote aparece en las islas Yap, Micronesia en 2007(22). Al menos 49 casos fueron
confirmados, y andlisis serolégicos sugirieron que aproximadamente el 83% de la poblacion total
de Yap estuvo infectada con ZIKV, que es indicativo de la rapida diseminacién de este nuevo
agente infeccioso en una poblacién inmunologicamente virgen. En 2013, ZIKV asiatico causa un
brote aun mayor que en la Polinesia francesa(35). Al menos 396 casos confirmados de ZIKV
fueron reportados y en general se estima que 29,000 personas fueron infectadas(36).
Posteriormente, ZIKV continué su propagacion en el Pacifico causando multiples brotes en

distintas islas aledafias, incluidas las islas Cook, Nueva Caledonia y de Pascuas(37).

Los primeros casos autdctonos confirmados de ZIKV en las Américas fueron identificados en
mayo de 2015(38), sin embrago, analisis filogenéticos y moleculares sugieren que ZIKV fue
introducido a Brasil entre Mayo y Diciembre de 2013, al menos un afio antes de que el primer caso
en humanos fuese descrito(39). Para finales de 2016, al menos 48 paises Y territorios en las
Ameéricas fueron afectados, con méas de 175,000 casos confirmados por laboratorio de infecciones
causadas por ZIKV y un nimero ain mayor de casos sospechosos(40).
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6.2 Transmisién

ZIKV es un arbovirus (arthropode-borne) transmitido por mosquitos, con dos ciclos de transmision
distintos: el ciclo selvatico, que se refiere a preservar el virus entre primates no-humanos y los
mosquitos arbdreos en la selva; y el ciclo urbano, en el que la transmision esta limitada entre
humanos y mosquitos en ciudades urbanas(41). En el ciclo urbano, la transmision de ZIKV esta
mediada predominantemente por dos especies de Aedes: A. aegypti, diferenciado por su patron de
bandas blancas en sus patas, y A. albopictus, caracterizada por una unica linea longitudinal blanca
en sus patas; de estas dos especies, A. aegypti es considerado el vector principal asociado a la
transmision de ZIKV, sin embargo, A. albopictus tiene una amplia distribucion geografica en
regiones tropicales y templadas, por lo tanto tiene un alto potencial de convertirse en un vector de
importancia en las zonas urbanas(42). Tanto A. aegypti como A. albopictus tienen su pico maximo
de actividad durante el dia y su tasa de reproduccion mas alta se registra entre Junio-Octubre de
cada afo(43).

Existen reportes de contagio de ZIKV durante su manipulacién en laboratorios, sin embargo, son
esporadicos y estan relacionados con la ruptura de protocolos establecidos de proteccion durante

la manipulacion de indculos o fomites(44).

Los primeros registros de la transmision perinatal datan del primer brote acontecido en la Polinesia
Francesa durante diciembre de 2013 y febrero de 2014, con 28 000 casos de personas infectadas,
donde se reportaron dos casos documentados de infeccion por ZIKV en los recién nacidos,
asimismo se detectaron cargas de ARN ZIKV por reaccion en cadena de polimerasa con
transcriptasa reversa (PCR-RT) en la leche materna, sin embargo, los cultivos especificos fueron
negativos(27). Respecto del periodo de lactancia, se menciona que pudiera existir transmision a
través de la leche materna, ya que se ha identificado material viral por PCR-RT, no obstante, al
cultivar la leche no se ha reportado positividad. Pese a ello, se recomienda tomar en cuenta la

posible transmision por via de la lactancia materna(45, 46).

La transmision por transfusion de hemoderivados fue descrita durante el brote epidémico de la

Polinesia francesa, donde se analizaron las unidades de sangre de donacion y se detectd ZIKV en
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el 2.8% del total de analizados (n=1,505). Actualmente se considera un agente de alto riesgo por
su potencial de ser transmitido por trasfusién de hemoderivados, por lo que se recomienda el

tamizaje de ZIKV de donadores que vivan en areas endémicas por técnicas de PCR(47).

La transmision por contacto sexual ha sido descrita en diversos escenarios. El primer caso de una
transmision no vectorial de ZIKV por contacto sexual se describe en 2013, donde una persona que
no habia viajado a ninguna zona epidémica presenta un cuadro clinico similar al causado por ZIKV
luego de mantener relaciones sexuales con su pareja que habia presentado la patologia 9 dias antes
al retornar de Senegal(48). A partir de este punto, diversos estudios empiezan a reportar
aislamiento de ZIKV a partir de fluidos seminales. La mayoria de autores reportan transmision
sexual de hombres sintomaticos a mujeres asintomaticas al mantener contacto sexual vaginal sin
preservativos (condén) donde se describe un tiempo de ventana de 44 dias después de la
presentacion del cuadro clinico en el hombre (49). Se estima que la transmision en esta linealidad
ocurre entre el dia 34 y 41 después del caso indice, asumiendo un tiempo de incubacién de 3-12
dias (50). Existe un reporte de transmision sexual de una mujer a un hombre que retornaba de un
area epidémica de Zika y mantiene contacto sexual sin proteccion con su pareja, quien no habia
viajado a esta zona, siete dias después ambos presentan un cuadro clinico de Zika y son
diagnosticados por PCR-RT (51). Infeccion de un hombre a otro también ha sido reportado; en
este caso, un hombre retornando de Venezuela que desarrolla un cuadro clinico de Zika, sostiene
relaciones sexuales (anal) sin proteccién con su pareja al retornar a Estados Unidos, una semana
después presenta sintomatologia de Zika, este caso fue confirmado via serologia ya que los analisis

moleculares arrojaban resultados negativos (52).

6.3 Virus

La particula viral de ZIKV mantiene la estructura general de otras especies de Flavivirus. Es
esférico con un diametro entre 42-52 nm. Posee un genoma de ARN de 10.8 kb de longitud lineal
de sentido positivo. Su envoltura esta formada por una bicapa lipidica que consiste en 180 unidades
de glicoproteinas E y M dispuestas de manera icosahédrica; la nucleocapside esta conformada por
la proteina C (53, 54) (ver Figura 1).
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ZIKV es capaz de infectar casi todos los tipos de células cerebrales incluyendo astrocitos,
microglias, células endoteliales microvasculares, pericitos, oligodentrocitos y neuronas (55-57).
ZIKV también puede infectar el ojo incluyendo la cérnea y los nervios opticos causando uveitis e

incluso ceguera (58).

. Proteina M
Dimero E

ARN Gendmico - >

""‘-;-_,f‘—/

Disposicion Icosahédrica conformada
por los dimeros de superficie

Figura 1.Particula viral de ZIKV donde se observan las distintas proteinas estructurales y la disposicién de la proteina E
(Envoltura) para formar la estructura icosahédrica.

Durante la replicacion viral, la nucleocépside brota dentro del reticulo endoplasmético (ER) para
adquirir la capa externa de la membrana recubierta de las glicoproteinas de pre membrana viral
(prM) y de envoltura (E). El virion inmaduro es transportado al aparato de Golgi, donde los
péptidos pr son anclados a la proteina prM mediante la furin-proteasa de la célula hospedera, es
hasta su salida por exocitosis que los pr son liberados y de esta manera se libera el virion maduro
(53) (Ver Figura 3).

Las proteinas no estructurales son esenciales para la replicacion viral, el ensamblaje del virion y
el antagonismo hacia el sistema inmune del hospedero (59). La proteina NS3 tiene multiples
actividades enzimaticas esenciales para la sintesis del ARN viral, es una helicasa-NTP’asa y
RTP’asa (60), y la proteina NS5 es esencial para la replicacion y funciona como metil-transferasa,

guanilil-transferasa y como ARN polimerasa ARN-dependiente (61). El resto de proteinas no
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estructurales cooperan en el re-ajustamiento de la membrana del reticulo endoplasmatico de la
célula hospedera para generar paquetes vesiculares virales y asi facilitar el proceso de replicacion

viral regulados por las proteinas NS3 y NS5 (62).

,r)rJ"‘/J‘ E NS1 NS2A  NS2B NS3 NS4A | NS4B NS5

5 3

Figura 2. Proteinas codificadas en el genoma de ZIKV, que consta de un total de 10 genes que generan 3 proteinas estructurales:
de la capside (C), de membrana (prM) y de envoltura (E); y 7 proteinas no estructurales: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y
NS5.

Muiltiples receptores en las superficies de células como DC-SIGN (Dentritic Cell Specific ICAM
Grabbing Non-integrin), GRP78/BiP y CD-14 se han propuesto como principales receptores de
entrada de Flavivirus (63). Actualmente, DC-SIGN, AXL y Tyro3 han sido correlacionados con
infeccion por ZIKV a células renales humanas (HEK)-293 (64).

>
? Virién Maduro or
DC-Sign

Reconocimiento Liberacién

x
X%+

Endocitosis

Maduracién

Fusion de Membrana

NS4A+NS4B N§1NSZA+NSZB
» Replicacion ARN | 4 NS3 %
NS3 A L
| ™\ Ensamblaje &=

Virién Inmaduro

Figura 3. Propuesta de replicacion viral de ZIKV. El virus entra a la célula a través de reconocimiento de receptores DC-Sign,
posterior a eso llega a reticulo endoplasmatico reconocimiento el regulador GRP78 y comienza el proceso de traduccion, se
producen las proteinas estructurales C, E y prM, asi como proteinas no estructurales reguladoras de la respuesta inmune de la
célula hospedera. El virion inmaduro pasa al proceso de maduracion en el aparato de Golgi hasta su liberacion por gemacion que
es completado al liberarse las proteinas pr ancladas a la membrana celular del virién inmaduro. En este momento la particula
viral es completamente infectiva y es capaz de completar el ciclo de transmision. Actualizado de la fuente: Yun and Lee, 2014
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6.4 Inmunologia

Antes de los recientes brotes epidémicos, infeccion por ZIKV era considerada asintoméatica o como
cuadro de fiebre auto limitada y de rapida resolucion. El alto rango de tropismo celular, multiples
vias de transmision y su asociacion con diversas patologias a largo plazo han sido reportados a
partir de los brotes actuales (65). ZIKV posee tropismo por células cerebrales, particularmente las
células progenitoras, lo que conlleva a un deterioro del crecimiento cerebral que puede finalizar

en microcefalia y desordenes neuronales (65).

La via de entrada clasica de ZIKV sucede cuando un mosquito Aedes infectado con el virus se
alimenta e infecta las células de Langerhans a través de la picadura del vector. Esta célula
presentadora de antigeno local migra hacia los nodulos linféaticos locales (LN) e interactlia con
células T de respuesta viral especifica. Posterior a esto, las células T activadas expresan el receptor

de antigenos cutaneos asociados a linfocitos (CLA) y son liberados al torrente sanguineo (66).

Se ha reportado que ZIKV puede modular tanto la linea de respuesta innata como la adaptativa,
sin embargo, ambas no son necesarias para prevenir la enfermedad (67). ZIKV induce la expresion
de receptores tipo Toll (principalmente TLR3), RIG-1, MDAD5, ISGs y MX1 junto con IFN-B en
distintas células(64). Asi mismo es capaz de inducir respuesta de células T en modelos de animales,
ZIKV fue capaz de sensibilizar células T CD4+ e inducir el fenotipo Th1l mientras que las células
T CD8+ se diferenciaron en el fenotipo efector que conllevo a la produccion de citoquinas y

moléculas citoliticas (68).

Existen distintos mecanismos de evasion de la respuesta inmune por ZIKV descritos. La proteina
NS5 actla sobre la degradacién proteosomal de STAT?2 y asi bloquea la sefializacion de IFN tipo
1(59). Las proteinas virales NS1 y NS4B inhiben la activacion de IFN-p a nivel de la Tank-binding
quinasa (TBK1), una multi-proteina funcional implicada en la respuesta inmune innata y en la
apoptosis y la proliferacion celular (67). La proteina NS2B en conjunto con NS3 promueve la
degradacion de la Janus quinasa (JAK1) y la inhibicion de la sefializacion de la misma, esto tiene
como consecuencia la inhibicion de apoptosis inducida por virus y aumenta la replicacion viral de

ZIKV. Finalmente, las proteinas NS1 y NS4B inhiben la expresion de INF tipo 1y la degradacion
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de NS2B y NS3 suprimen la via de la autofagia evitando la respuesta a la replicacién viral por este

mecanismo (69).
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Figura 4. Mecanismos de evasion de la respuesta inmune innata por ZIKV. Durante la infeccion por ZIKV, los sensores de ARN
viral y las vias de sefializacion en cascada mediadas por interferén pueden ser bloqueados como estrategias de evasion de la
respuesta inmune. Las proteinas virales, indicadas en color rojo, pueden interferir con la respuesta por Interferén (IFN) al
suprimir la induccién a la sefializacion en distintos puntos de la via de activacion. Fuente: Lee and Shin 2019.(70)

6.5 Métodos de deteccion

Los signos clinicos de la enfermedad de Zika no son patognomaénicos, por tanto, la infeccion por
ZIKV requiere del aislamiento e identificacion del virus. El diagnéstico de ZIKV puede estar
basada en clinica del paciente, presencia del vector en el area, sindromes neuroldgicos asociados
a ZIKV, evidencia epidemiologica y resultados de pruebas serolégicas y moleculares (71). Las
muestras clinicas que puedes ser utilizadas para propdsitos diagnosticos son suero, cordon
umbilical del recién nacido, hisopados nasofaringeos, saliva, tejido cerebral, fluido amniético,

fluido cerebroespinal y placenta (72).

18

——
| —




6.5.1 Neruoimagenologia

La tomografia computarizada (TC) e imagenes de resonancia magnética (IMR) son capaces de
detectar microcefalia congénita (73). Las anormalidades que se pueden detectar durante el periodo
de gestacion incluyen: atrofia en el parénquima del cerebro con una ventriculomegalia secundaria;
calcificacion intracraneal; malformaciones durante el desarrollo cortical; hipoglasia de los cuerpos

callosos, cerebelo y tallo cerebral.

Otras anormalidades descritas asociadas a infeccion por ZIKV son anormalidades oculares y
artrogriposis en el feto infectado. Infeccion post-natal por ZIKV puede evolucionar en un cuadro
sintomaético o asintomatico en el recién nacido y puede llegar a ocasionar anormalidades cerebrales
conocidas como sindrome congénito de Zika (74). Una caracteristica marcada asociada a infeccion
intra-uterina por ZIKV es la deformacion de la cabeza, el craneo adopta una forma colapsada con
suturas revertidas y/o ahuecadas con huesos que sobresalen en la region occipital, lo que lleva a la
formacion de piel redundante y doblada; la calcificacion craneal también debe ser tomada en

cuenta durante la evaluacion post-natal (75).

6.5.2 Aislamiento viral

Para cultivos in vitro de ZIKV las lineas celulares utilizadas son células renales provenientes de
monos Rhesus (LLC-192 MK?2), y células provenientes de mosquitos (Aedes albopictus C6/36,
A. psuedoscutellaris AP-61) (76). Bajas cargas virales de ZIKV pueden limitar el aislamiento del
virus. Un estudio realizado en 2016 utilizo 18 lineas celulares humanas para determinar el
potencial de replicacion del virus. Los resultados reflejaron que ZIKV puede replicarse en lineas
celulares neuronales (SF268), de retina (ARPE19), pulmonares (Hep-2 y HFL), hepaticas (Huh-
7), placentarias (JEG-3), musculares (RD) y del colon (Caco-2) (77).

6.5.3 Pruebas seroldgicas

El monitoreo de anticuerpos 1gG e IgM en suero por ELISA es de extrema utilidad para el

diagnostico seroldgico de ZIKV. La seroconversion (aumento exponencial de cuatro veces el titulo

19

——
| —



de anticuerpos) es confirmada al analizar titulos de anticuerpos en sueros pareados (durante la fase

aguda y convaleciente) durante el curso de la infeccion (72).

La prueba de reduccion de neutralizacion en placa (PRNT) es utilizada para detectar anticuerpos
neutralizantes en contra de ZIKV y muestra una baja reactividad cruzada con anticuerpos en contra
de otros miembros de Flavivirus. PRNT es el “Gold Standard” para la diferenciacion de
anticuerpos anti-Flavivirus debido a que es relativamente especifico contra las infecciones
primarias por Flavivirus (78). El criterio para determinar positividad para infeccion por ZIKV es
que el titulo de PRNT-ZIKV sean 4 veces mayor que el titulo PRNT-DENV (22).

Anticuerpos IgM anti-ZIKV son detectables 5 dias después del inicio de sintomas y pueden
mantenerse en el cuerpo humano por 3 meses (79). ELISA basados en la proteina NS1 de ZIKV
fue desarrollado como un diagnostico adicional que muestra poca reaccion cruzada con
anticuerpos anti-DENV, estos son capaces de detectar anticuerpos IgM e IgG especificos contra
ZIKV, mostrando una sensibilidad de 58.8% Yy 88.2% respectivamente y combinada de 100%, asi
mismo muestra una especificidad de 99.8% (80). Un ELISA competitivo desarrollado y testeado
en una poblacién sintomética de Zika y confirmado por diagnostico por PCR-RT dio como
resultado que casi el 92% de los sueros analizados marcaban una inhibicién igual mayor al 50%
(81).

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) de captura de anticuerpos IgM (Zika MAC-ELISA)
es un método de analisis usado para casos de emergencia como brotes epidémicos. Esta técnica
permite la cuantificacion de anticuerpos anti-Zika IgM en muestras de suero y fluido
cerebroespinal de pacientes con sospecha clinica de Zika. La interpretacion de los resultados esta
basado en la relacién positividad/negatividad (P/N), muestras con valores P/N iguales o mayores
de 3 son consideradas como “muestras presuntivamente positivas de IgM anti-Zika” (82), por tanto
es necesario enviar las muestras a laboratorios certificados capaces de realizar una confirmacion
del caso sospechoso mediante analisis PRNT, de esta manera se pueden descartar posibles casos
de falsos positivos al descartar infecciones de otros Flavivirus como Dengue, principalmente en
zonas endémicas (83).

Anticuerpos especificos de tipo IgA anti-ZIKV-NS1 también han sido descritos en respuesta

contra la infeccién natural por ZIKV, donde se sabe que son la principal linea de defensa a nivel
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de mucosas y para el control de replicacion, y por subsiguiente, excrecion en fluidos bioldgicos
como lo son saliva y orina. Asi mismo, estos tipos de analisis de anticuerpos puede dar un nuevo
tipo de diagnostico de laboratorio con muestras de recoleccion no invasivas en pacientes
sospechosos de padecer la enfermedad de Zika (16).

6.5.4 Técnicas Moleculares

La deteccion del genoma viral basada en RT-PCR es una prueba sensible y rapida que de
preferencia debe ser usada durante la fase aguda de la infeccién en muestras de suero, saliva, orina,
liquido amnidtico, liquido cefalorraquideo (LCR) y muestras de semen (26, 84). RT-PCR ofrece
grandes ventajas diagnosticas: rapidez, bajo indice de falsos negativos, alta sensibilidad y
especificidad con analisis cuantitativos; este método puede detectar ARN ZIKV en la fase
temprana de la enfermedad (85). Varios reportes indican que el fluido preferido para diagnostico
de Zika por RT-PCR debe ser en suero y orina (86), sin embargo, estudios mas recientes
demuestran que es posible recuperar mayor copias de ZIKV en saliva en comparacion de orina y
suero, asi mismo, demostrd que puede utilizarse la sangre completa como muestra base para
diagnostico molecular de ZIKV (87). A pesar de sus altas ventajas en este método, un estudio
comparativo de 7 ensayos moleculares revel6 10 potenciales puntos de falla en emparejamientos
de primers con el genoma de ZIKV, esto debido a la continua evolucién viral que posee este agente
lo que conlleva a una reduccion de la sensibilidad del método, este estudio revel6 que 174 genomas
de ZIKV mostraban mutaciones en las regiones diagnosticas utilizadas en la técnica de RT-PCR
(88).
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Figura 5. Distintos objetivos en las diferentes técnicas de PCR en tiempo real para la deteccion de ARN viral de ZIKV.
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Disefio Metodoldgico

Tipo de Estudio: Descriptivo de corte transversal
Area de Estudio: Territorios atendidos por los centros de Salud Perla Maria Norori,
Sutiaba, Mantica Berrios, HEODRA y Campus Médico
Poblacion de Estudio: Pacientes febriles con sospecha clinica de Zika (Fiebre,
Conjuntivitis no purulenta y/o erupcion cutanea).
Muestra: Seran seleccionados todos aquellos pacientes con diagnostico molecular positivo
de ZIKV por RT-PCR (Lanciotti 2008) en cualquiera de los fluidos testeados (sangre,
saliva y orina) en los primeros 5 dias de presentar el primer sintoma.
Criterios de Inclusion:
Pacientes que deseen participar voluntariamente del estudio
Pacientes con confirmacion diagnostica de Zika en base a pruebas moleculares
Pacientes con residencia permanente, 0 que permaneceran por lo menos un afio, en el area
geogréfica donde se realiza el estudio
Fuente de Informacion: Primaria
Recoleccion de Datos: Los datos serdn obtenidos mediante entrevista directa con los
pacientes y evaluacion en la fase aguda de la enfermedad y por medio de analisis de las
muestras biologicas proporcionadas por los mismos.
Recoleccion de muestras: Se recolectaran muestras de sangre, saliva en la etapa aguda de
la enfermedad. Posterior a esto, se realizara un seguimiento de 7, 14, 21, 28, 60, 90 y 180
dias después del primer dia de sintomatologia clinica. Si el paciente acepta donar otros
fluidos como esperma, fluido vaginal y/o leche materna también se recolectaran, se
separaran las muestras de sangre y orina y se guardaran el plasma y el pellet de las mismas
respectivamente y todas las muestras bildgicas se guardaran a -20°C hasta su analisis.
Andlisis de Laboratorio:
ARN viral serd extraido de las muestras usando Kit de Extraccion de ARN (Qiagen)
utilizando el siguiente protocolo:
Mezclar 560 pL de Buffer AVL + ARN Carrier en 140 pL de Muestra en un Crio vial
(Debidamente codificado). Dar Vortex e incubar a temperatura ambiente por 10 min.
Agregar 560 pL de Etanol (98%) y dar VVortex
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I1l.  Agregar 630 pL de la mezcla a una columna de silica y centrifugar a 8000 RPM durante
1 min.

IV. Pasar la columna a un nuevo tubo recolector. Agregar lo restante de la mezcla a la
misma columna y centrifugar a 8000 RPM por 1 min.

V. Pasar la columna a un nuevo tubo recolector. Agregar 500 L de Solucién de lavado
AW1 y centrifugar a 8000 RPM por 1 min.

VI.  Se transfiere la columna a un nuevo tubo y agregar 500 uL de solucion de lavado AW?2
y centrifugar a 14000 RPM por 3 min para asegurar una eliminacién completa de los
restos de la solucion de lavado de la columna previamente a la elucion del ARN viral.

VIl.  Transferir la Columna a un tubo Eppendorf de 2 mL y agregar 60 puL de buffer de
elucién e incubar a temperatura ambiente por un minuto, posterior a esto, centrifugar a
8000 RPM por 1 min.

VIIl.  Descartar la Columna y guardar el Tubo Eppendorf con su etiqueta de codificacion
oficial (que contiene el material gendémico purificado) a -20°C hasta su analisis

molecular.

Analisis por RT-PCR

La deteccion de ZIKV mediante RT-PCR serd usando el kit AgPath-ID™ One-step RT-PCR Kit
(Applied Biosystems P/N AM1005, 4387424, 4387391; esta mezcla contendra 12.5 pL de Buffer
2X RT-PCR (Ambion® 4388511), 1.0 pL de 25X RT-PCR Enzyme (Ambion® 4388512), 1.67 pL
Detection Enhancer (Ambion® 4388513), 0.5 pL Primer Forward (ZikaV 1087), 0.5 uL Primer
Reverse (ZikaV1163c), 1 pL de sonda (ZikaV 1108FAM) y 8 uL de ARN viral proveniente del
método de extraccion previamente descrito, para obtener un volumen final de 25 pL para la
deteccidn de los dos genotipos conocidos de ZIKV. Para la deteccion del genotipo asiatico, que
fue la cepa circulante en el hemisferio oeste, se utilizaran el primer forward (ZikaV 4481), el
primer reverso (ZikaV 4552c) y la sonda (ZikaV 4507cFAM), usando la misma mezcla descrita

anteriormente. Todos los primers seran utilizados a una concentracion de 10 pmol/uL.
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Tabla 1. Secuencias de Primers para la deteccion de ARN viral de ZIKV segln el protocolo de Lanciotti 2008. ZikaV1087,
ZikaV1108FAM y ZikaV1163 son el set de primers més sonda para detectar todos los genotipos de ZIKV; y ZikaV4481,
ZikaV4507cFAM y ZikaV4552c¢ son el set de primers mas sonda para la deteccion especifica de ZIKV para la cepa Asidtica

Primer/Sonda Secuencia

Zikav1087 CCGCTGCCCAACACAAG

ZikaV1108FAM AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA
ZikaV1163c CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT

Zikav4481 CTGTGGCATGAACCCAATAG

ZikaV4507cFAM CCACGCTCCAGCTGCAAAGG

ZikaV4552c ATCCCATAGAGCACCACTCC

El PCR tiempo real se realizard usando un termociclador 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems® 275005923). El protocolo de termociclado consiste en dos etapas, la primera en un
paso de 30 minutos a 50° C y un paso de 15 segundos a 95° C, posteriormente seguido de 45 ciclos

de 15 segundos a 95° C y un paso final de 1 minuto a 60° C.
Las muestras se consideraran positivas si el umbral (ct) es sobrepasado en el ciclo 38 o antes.

Serologia.

Las muestras de plasma fueron analizadas para deteccion de anticuerpos IgG e IgM MAC (CDC)
anti-Dengue y anti-Zika usando Enzyme Linked Inmunosorbent Assay (ELISA) en las muestras
agudas y convaleciente (dia 28) para evaluacion de la respuesta inmune de los pacientes siguiendo
el siguiente protocolo:

Determinacion de anticuerpos 1gG anti- ZIKV-DENV: Se sensibilizaran las placas con 50 pl
de anticuerpo Mab 4G2 diluido 1:1000 (100 ng/pozo) en buffer carbonato y se incubaran a 4°C
toda la noche en cdmara himeda. Al dia siguiente se lavaran las placas 5 veces con PBS-Tween20
0.05%, se agregaran 100 pl de solucion de blogueo (leche 3% en PBS-Tween 20 0.05%) y se
incubardn 1 h a 37°C en camara humeda. Posteriormente se lavaran las placas 5 veces y se
agregaran 50 pl por pozo de antigenos Zika 1/2 y 50 pl de antigenos Dengue 1/3 diluido en
solucion de bloqueo respectivamente y se incubaran a 37°C por 1 hora en camara himeda.
Transcurrido el tiempo se lavaran las placas 5 veces, se agregaran 50 pl de la muestra por pozo
segun dilucion (1/100 y 1/1000) en solucion de blogueo y se incubaran a 37°C por 1 hora en camara

himeda. Luego se lavaran las placas 5 veces, se agregaran 50 ul del anticuerpo secundario anti-
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IgG humano de cabra conjugado con fosfatasa (Ab) por pozo dilucion 1/1000 diluido en solucion
de bloqueo y se incubaran a 37°C por 1 hora en cdmara humeda. Posteriormente se agregaran 50
pl de sustrato por pozo (El sustrato se prepara con 20ml de agua destilada + 1 tableta dorada + 1
tableta plateada) y se incubaran en oscuridad aproximadamente 10 min a T° ambiente. Finalmente
se leerd a una absorbancia a 405 nm. Se consideraran positivos todas aquellas absorbancias con un

cut off = X del control negativo + 3 SD.

Determinacion de anticuerpos IgM anti- ZIKV-DENV: Se realizard de acuerdo al protocolo
descrito por el CDC. Se sensibilizaran las placas con 75 pl por pozo de anti- Human IgM 1/50
diluido en buffer carbonato bicarbonato y se incubaran toda la noche a 4°C en camara himeda. Al
dia siguiente se eliminaran los anticuerpos IgM de la placa y se secaran con papel toalla,
posteriormente se agregaran 200 pl de solucion de bloqueo (Leche 5% + PBS-Tween20 0.05%) y
se incubaran por 30 min a T° ambiente. Transcurrido el tiempo se procederan a lavar las placas 3
veces con PBS-Tween20 0.05%, luego se agregaran 50 pl por pozo de las muestras y controles
con dilucién 1/40 diluido en solucién de lavado y se incubardn a 37°C por 1 hora en camara
himeda. Posteriormente se lavaran las placas 3 veces y se agregaran 50 pl por pozo de antigenos
Zika y Normal Vero 81 dilucion 1/2 y 50 pl de antigenos Dengue y Normal Vero 81 dilucion 1/3
diluido en solucién de lavado respectivamente y se incubaran toda la noche a 4°C en camara
humeda. Al dia siguiente se lavaran las placas 3 veces y se agregaran 50 pl del conjugado HRP-
Conjugated 6B6C, 1/1000 diluido en solucién de bloqueo, y se incubaran 1 hora a 37°C en camara
himeda. Transcurrido el tiempo se lavaran las placas 3 veces, luego se agregaran 75 ul del sustrato
(TMB) y se incubaran aproximadamente 15 min a T° ambiente. Posteriormente se agregaran 50 pl
de la solucion Stop (1IN H2SO4) dejando reposar hasta 5 minutos. Finalmente se leeran a una
absorbancia de 450 nm tomando tiempos de lectura con intervalos de 5 min entre cada lectura. Se

utilizarén los controles positivos y negativos respectivos.
Las muestras se consideran positivas de acuerdo:

Validacion del ensayo: calculo del valor P/N de los controles

_ Media OD del control positivo con antigeno Zika o DenV (P)

PN=

Media OD del control negativo con el antigeno del zika (N)

Si el P/N del control positivo del suero es >2, entonces la prueba es valida. Si es <2, se debe repetir

la prueba.
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Célculo del valor P/N de los sueros del paciente:

PN= Media OD del suero del paciente con antigeno Zika o DenV (P)

Media OD del control negativo con el antigeno del zika (N)

Interpretacion:

e Valor de P/N >3,0 se consideran presuntos positivos.
e Valor de P/N >2,0 pero <3,0 se consideran equivocos.
e Valor de P/N <2,0 se consideran negativos.

Todos los resultados equivocos deben verificarse contra el antigeno normal de acuerdo con la
siguiente formula:

PN= Media OD de la muestra con antigeno Zika o DenV (P)
Media OD de la muestra con antigero Vero 81 (N)

Si el resultado es <2, esto indica que el resultado de ese paciente no puede interpretarse.

m Analisis estadisticos: Informacidn clinica, epidemiolégica y de laboratorio seréa analizada
usando IBM® SPSS® Statistics Version 21 donde se presentaran los resultados en
porcentaje, la correlacion entre las variables se realizaran usando el modelo paramétrico de
regresion logistica.

m Consideraciones éticas: Este estudio fue revisado y aprobado por comité de ética para
investigaciones biomédicas (CEIB) de la Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua
en Acta No. 85, asi mismo, fue revisado por la Oficina de Etica de Investigaciones
Humanas de la Universidad de Carolina del Norte en Chapel Hill bajo Acta No. 16-0541 y
aprobado conforme a los estatutos que confiere la ley estatal.
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8. Resultados

8.1 Perfil clinico y epidemioldgico de la poblacion en estudio

Un total de 294 pacientes con sospecha clinica de infeccion por ZIKV en base a la triada de
sintomas (fiebre, rash y/o conjuntivitis no supurativa) fueron enrolados en el periodo de Enero
2016 a Febrero 2018 en la ciudad de Leon, Nicaragua; de los cuales 155 (52.7%) fueron
confirmados de infeccion por ZIKV (Zika-Positivos) mediante andlisis de RT-PCR en al menos

uno de los siguientes fluidos analizados: sangre (30%), saliva (33%), orina (36%)

La mayoria de los participantes, 202 (68.7%) fueron adultos, 190 (64.6%) pertenecian al sexo
femenino y 104 (35.4%) eran del sexo masculino; del total de mujeres enroladas, 11 (7.8%) fueron
captadas en etapa de gestacion. La edad promedio de los participantes fue de 27 afios de edad (DS=
17.2, Rango= 1-81). Después de estratificar segun el diagndstico molecular no se observaron

diferencias en relacién a la edad, sexo y embarazo (ver Tabla. 2).

Tabla 2. Descripcion de las caracteristicas generales de los sujetos enrolados en el estudio.

Caracteristica Participantes (n=294) Zika-Positivos (n=155)
Media de edad ¥ 27.5 (1-81) 25.68 (1-67)
Grupo de Edad n (%) n (%)
<7 29 (9.9) 20 (13)
8-15 50 (17.1) 26 (16.9)
16 - 30 106 (36.3) 59 (38.3)
> 30 107 (36.6) 49 (31.8)
Sexo masculino 104 (35.4) 54 (34.8)
Sexo femenino 190 (64.6) 101 (65.2)
Embarazadas § 11 (7.8) 9 (9.6)

¥ No se fue capaz de conocer la edad de2 participantes. Analisis realizado con un n=292
8§ En el porcentaje mostrado se toma en cuenta solo a mujeres que se encontraban en la mayoria de edad legal (>18 afos)
n=140.

Segun el historial clinico, 51 (19.6%) de los participantes reportaban haber sido diagnosticados
clinicamente con una infeccidn previa con el virus del Dengue (DENV), siendo el de tipo febril el
mas comun en 32 (62.7%) de los casos; y 44 (15.2%) con el virus de Chikungunya antes de ser
enrolados en el estudio. Un total de 84 (28.5%) participantes presentaban una enfermedad crénica
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al momento del ingreso en el estudio, siendo el padecimiento de asma la mas predominante (n=15),

seguido de diabetes (n=9).

Tabla 3. Historial clinico de los participantes. Informacion recolectada a partir de entrevista realizada a los participantes al
momento de su enrolamiento en el estudio

Zika-Positivo =~ Zika-Negativo OR (IC 95%)  Total

n=155 n=139
Historial de infeccion con 34 17 2.3 (1.2-4.3) 51
Dengue p=0.007
Historial de infeccion con 21 23 0.8 (0.4-1.5) 44
Chikungunya p=0.33
Cualquier enfermedad crénica 53 31 1.5 (0.8-2.6) 84

p=0.089

8.1.1 Manifestaciones clinicas en general.

De los 294 pacientes en estudio, 174 (60.4%) se captaron entre el 3er y 5to dia de inicio de los
sintomas. No fue posible recolectar la informacién clinica de 8 pacientes. La presencia de fiebre
fue el sintoma méas comun, presentado en 260 sujetos (88.4%), seguido de dolor de cabeza en 210
(71.4%), artralgia en 179 (60.9%) y rash en 166 (56.5%). Solo 151 (51.4%) pacientes presentaron

conjuntivitis no supurativa.

Manifestaciones clinicas de los pacientes con ZIKV. De los 155 pacientes Zika-Positivos, 128
(82.6%) presentaron uno de los sintomas de la triada caracteristica de Zika, siendo mas comun la
fiebre presentada en 128 (82.6%) de los pacientes, seguido de rash en 112 (72.3%) y conjuntivitis
no supurativa en 95 (61.3%). Dentro de los otros sintomas presentados, 109 (70.3%) presentaron
dolor de cabeza, 92 (59.4%) letargo, 90 (58.1%) artralgia, 79 (51.0%) mialgia, 71 (45.8%) dolor
ocular, 63 (40.6%) dolor en la garganta, 56 (36.1%) nauseas y 42 (27.1%) dolor abdominal. (Ver
tabla 4). Después de estratificar segun el diagnostico molecular observamos asociacion estadistica

entre la presencia de Zika con los sintomas de Rash, Conjuntivitis y Letargo.
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Tabla 4. Descripcion clinica de los participantes en el estudio.

Presencia de signos caracteristicos de
infeccion por ZIKV durante la fase
aguda - n (%)
Total Zika Zika Sig. OR | Lim. Inferior-
Positivos | Negativos (Unilateral) Lim. Superior
Si 209 (73.1) 128 81
No 77 (26.9) 23 54| <0.0001 3.71 2.116-6.507
S_ig_n(_)s y sintoma_ls al momento de Zika Zika _Sig. OR Lim Inferi(_Jr-
inicio del estudio n/ total n (%) Positivos | Negativos | (Unilateral) Lim Superior
Rash 166/294 (56.5) 112 54 <0.0001| 4.308 2.609-7.112
Conjuntivitis 151/294 (51.4) 95 56 <0.0001| 2.419 1.497-3.908
Letargo 148/294 (50.3) 92 56 0.001| 2.200 1.370-3.532
Dolor de garganta 111/294 (37.8) 63 48 0.161| 1.313 0.813-2.119
Dolor de cabeza 210/294 (71.4) 109 101 0.318| 0.848 0.499-1.441
Artralgia 179/294 (60.9) 90 89 0.185| 0.779 0.482-1.259
Nauseas 116/294 (39.5) 56 60 0.146| 0.753 0.468-1.210
Dolor abdominal 88/294 (29.9) 42 46 0.165| 0.754 0.456-1.247
Mialgia 162/294 (55.1) 79 83 0.096| 0.711 0.444-1.138
Fiebre 260/294 (88.4) 128 132 <0.0001| 0.176 0.059-0.526

#No se fue capaz de recolectar esta informacion de 8 pacientes del estudio

8.1.2 Valoracién Hematoldgica

Se contaba con 260 muestras de sangre venosa de fase aguda del total de 294 participantes, a las

cuales se les realiz6 una Biometria Hematica Completa (BHC). El promedio del conteo de
leucocitos en la fase aguda fue de 7,479 (IC 95% 7,039 a 7,919), de eritrocitos fue de 4, 440,723
(IC 95% 4, 357,364 a 4, 524,081) y plaquetas 275,069 (IC 95% 265,757 a 284,380).

Después de estratificar segun el diagndstico molecular se encontraron diferencias estadisticamente

significativas (p < 0.05) entre los conteos de leucocitos totales, porcentaje de hematocrito,

porcentaje de linfocitos en el diferencial y el porcentaje de segmentados en el diferencial (Ver

Tabla 5).
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Tabla 5. Perfil hematoldgico de los participantes en el momento de captacion.

Parametro de Laboratorio

Conteo Celular

Leucocitos /mm3
Eritrocitos /mm3
Hematocrito %
Hemoglobina/mm3

Plaquetas/mm3

Diferencial de Leucocitos

%
Linfocitos

Segmentados
Monocitos
Eosindfilos

Basofilos

* U de Mann-Whitney

Total (n=260)
Media
(Rango)
7,479 (2700 -
26,150)
4,440,723
(1,820,000 -
9,752,000)
38 (13 - 56)
13.4 (4.0 -
18.5)
275,069
(107,000 -
565,000)

34.7 (4 - 86)
60 (8 - 93)
3.32 (0 - 16)
1.38 (0 - 25)
0.27 (0- 3)

Zika-Positivo
(n=137)
Media (Rango)
6,676 (2,700 -
23,700)
4,404,846
(1,820,000 -
8,570,000)
37.63 (13 - 56)
13.35 (4.0 -
18.5)

266,357
(132,000 -
525,000)

37.9 (4 - 86)
56.6 (8 - 93)
3.2(0-11)
1.3(0-13)
0.2(0-3)

Zika-Negativo
(n=123)
Media (Rango)
8,374 (3,300 -
26,150)
4,480,682
(2,900,000 -
9,752,000)
38.42 (25 - 49)
13.45 (9.4 -
17.8)

284,772
(107,000 -
565,000)

31.1 (4 - 75)
63.7 (24 - 92)
3.3(0- 16)
1.3 (0 - 25)
0.2(0-3)

Sig.
(bilateral)*

<0.0001
0.295
0.045
0.492

0.100

0.001
0.001
0.815
0.125
0.977

Andlisis de excrecion viral en una cohorte de seguimiento. Del total de los 155 pacientes Zika-

Positivos para infeccion por ZIKV, 39 cumplieron los criterios de inclusion y aceptaron participar

en el estudio de seguimiento. La vigilancia se realiz6 por 180 dias después de iniciado los sintomas

y se recolectados un total de 750 muestras, incluyendo sangre, saliva, orina, fluido vaginal y semen

(ver Figura 6)
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Sangre
15.6% positivas
(268 muestras)

Saliva
31.5% positivas
(266 muestras)
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- 168), Saliva (263
Infeccion por ZIKV ( %)rina (13(7) )y Fluido Vaginal*
139 Zika Negativos 44.1% positivas
(34 muestras)
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Figura 6. Esquema de seguimiento de los 39 pacientes. *Muestras proporcionadas solo por 12 mujeres.
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Figura 7. Positividad en los distintos fluidos bioldgicos recolectados en el esquema de sequimiento de los 39 participantes.

Deteccion de ZIKV ARN en Sangre. De las 268 muestras de sangre total recolectadas en los
pacientes de la cohorte, 42 (15.6%) fueron Zika-Positivas. De los 39 pacientes ZIKV-positivos, 29
(79%) tenian ARN detectable en al menos 1 muestra de sangre y 8 participantes (20.5%) tenian
ARN detectable méas de una vez. ZIKV fue detectado en todos los dias de seguimiento siendo la
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fase aguda la de mayor positividad (25/39) seguido de 14 DPI (4/39). En 2 pacientes se observo la

presencia de ARN de ZIKV durante 182 dias después de iniciados los sintomas (Ver Figura 7).

Deteccion de ZIKV ARN en Saliva. De las 266 muestras de saliva recolectadas en los pacientes
de la cohorte, 84 (31.5%) resultaron positivas. De los 39 pacientes Zika-Positivos, 36 (92.3%)
poseian al menos una muestra de saliva positiva para ARN viral y 21 (53.8%) tenian més de una
muestra de saliva positiva durante el tiempo de seguimiento. ARN viral fue detectable en todos los
dias de seguimiento, siendo la fase aguda la de mayor positividad (32/39) seguido de 7 dias
(10/39); 21y 28 DPI (8/39); 14, 60 y 90 DPI (7/39) cada uno y 180 DPI (5/39). (Ver Figura 7)

Deteccién de ZIKV ARN en Orina. Del total de 216 muestras de orina, proporcionadas por los
participantes Zika-Positivos de la cohorte 85 (39.3%) resultaron positivas para ZIKV de
participantes. De los 39 pacientes Zika-Positivos, 35 (89.7%) poseian al menos una muestra de
orina positiva para ARN viral y 24 (61.5%) tenian ARN viral en més de una de las muestras
proporcionadas. ARN viral fue detectable en todos los dias correspondientes al esquema de
seguimiento, siendo mayormente detectado durante la fase aguda de la infeccion (26/39) seguido
de 28 dias (14/39), 7 dias (12/39), 21 dias (9/39), 14 dias (8/39), 60 dias (7/39) y 90 DPI (6/39).
ZIKV fue detectado en 3 pacientes a los 180 DPI. (Ver Figura 7).

Deteccion de ZIKV ARN en Fluido Vaginal. Un total de 34 muestras fueron proporcionadas por
12 mujeres en edad adulta (5 de ellas estaban gestando) diagnosticadas como Zika-Positivas,
resultando en 15 (44.1%) especimenes positivos para la deteccion de ZIKV. Un total de 9 (75%)
de las participantes tenian al menos un muestra de fluido vaginal positiva para ZIKV. Se detect6
ARN viral en tres pacientes a los 14 dias, en 4 a los 21 dias, en 2 a los 28 dias, en 2 a los 60 dias,
en 3 alos 90 dias y en 2 pacientes hasta 180 DPI. Solo 2 participantes tuvieron al menos 2 muestras
positivas durante el seguimiento y de ellas 1 tuvo positividad en todas las muestras analizadas
(n=6) que correspondian desde el dia 14 hasta el dia 180. Del total de 34 muestras analizadas, 15
(44.1%) resultaron positivas para la deteccion de ZIKV. De las cinco mujeres embarazadas, 4
tenian al menos una muestra positiva para la deteccion de ZIKV. No se fue capaz de recolectar

muestras biologicas de fluido vaginal durante la fase aguda de la enfermedad.

Deteccion de ZIKV ARN en Semen. Se les solicitd a los hombres en edad adulta muestras de
semen para la deteccion de ARN viral, solo 4 hombres sintomaticos proporcionaron este fluido

para un total de 13 muestras recolectadas y analizadas, de las cuales, 4 (30.7%) fueron positivas
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para deteccion de ZIKV provenientes de 2 pacientes. Las muestras fueron positivas en los dias 7,
14,21y 28 DPI.

18
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14

FRECUENCIA DE SUJETOS ZIKA-POSITIVOS
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Figura 8. Mayor tiempo de Excrecion viral segun andlisis moleculares (RT-PCR) n=39. Se observa un decaimiento dramdtico de la
positividad con referente a los primeros 7 dias de infeccion (Fase Aguda). Segun las lineas de tendencia, el fluido mds estable es
Orina. ZIKV no fue detectable en Sangre en 10 pacientes, en Orina en 4 pacientes y en Saliva en 3 pacientes durante todo el
esquema de seguimiento.

8.2 Respuesta de Anticuerpos IgM

Un total de 113 participantes proporcionaron muestras de sangre pareadas (aguda y convaleciente)
para el analisis de seroconversion de IgM especificos contra ZIKV y DENV. Un total de 14
(12.4%) de estos sujetos presentaron infeccion aguda por ZIKV y otros 8 (7.1%) por DENV,
mientras que 16 (14.2%) sujetos presentaron infeccion simultanea con ambos virus, el resto de los

sujetos estudiados (75, 66.4%) fueron IgM-negativo para ambos virus (Ver Tabla 6).

Tabla 6. Respuesta de anticuerpos IgM en base a la fase aguda y convaleciente.

Frecuencia Porcentaje Porcentaje
n=113 acumulado
Incremento IgM anti ZIKV 1 0.9
ZIKV Seroconversion 12 10.6 12.4
ZIKV Positivo 1 0.9
DENV Positivo 6 5.3 71
DENV Seroconversion 2 1.8 '
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Flavivirus Positivo 6 5.3
Incremento IgM anti-Flavivirus 2 1.8 14.2
Seroconversion IgM anti-
. 8 7.1
Flavivirus
DENV y ZIKV Negativo 75 66.4 66.4

Segun los analisis realizados y usando un modelo de conclusion basado en la respuesta conjunta
de anticuerpos IgG e IgM contra ZIKV y DENV (ver tabla 8), 66 (45.2%) de los participantes no
corrian con una infeccion reciente por flavivirus, 32 (21.9%) presentaban una infeccion por ZIKV,
8 (5.4%) una infeccion por DENV y 40 (27.3%) tenian un resultado inconcluso y fueron

categorizados como una infeccidn reciente por flavivirus (ver Tabla S1).

8.3 Correlacion entre las lecturas de absorbancias de 1gG anti-ZIKV y la deteccion

del ARN viral en distintos fluidos biol6gicos.

Se realiz6 un andlisis usando gréaficos de dispersion para relacionar los valores de absorbancia de
anticuerpos 1gG anti-ZIKV con el mayor tiempo de deteccion de ARN viral de ZIKV en los
distintos fluidos analizados (sangre total, saliva, orina y fluido vaginal). La media de absorbancia
de anticuerpos anti-ZIKV en participantes PCR-negativos (n=50) fue de 1.20 (IC 95% 1.00 a 1.41),
mientras que en los pacientes PCR-positivos (n=63) fue de 0.92 (IC 95% 0.74 a 1.11); se encontro
diferencia significativa de medias entre las poblaciones de ZIKV positivos y Negativos, (U de
Mann-Whitney, p = 0.037).

Se observé que tanto los pacientes PCR-negativos como los PCR-positivos con excrecion viral
menor a 20 dias post-infeccion tenian lecturas de absorbancia de IgG > 1.00, a una dilucion de
1:100. En contraste, los pacientes PCR-positivos con excrecion de ARN viral de ZIKV por un
periodo mayor a 60 dias, e incluso por mas de 180 dias tenian valores de absorbancia IgG < 0.200.

Dichas tendencias fueron muy marcadas para la excrecion viral en sangre y orina (Ver Figura 9).
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Excrecion prolongada de virus Zika en diferentes fluidos bioldgicos de pacientes sintomaticos durante la
epidemia de 2016-2018 en Leon, Nicaragua
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Figura 9. Excrecion de ARN viral de ZIKV en base a los titulos de absorbancia de anticuerpos de los pacientes enrolados en el
estudio con vigilancia de 180 dias n=39. Se muestra el tiempo mayor en dias en que fue detectado material gendmico de ZIKV en
Sangre Total (Panel A), Saliva (Panel B), Orina (Panel C) e independientemente del fluido (Panel D). Cada punto representa un
paciente en el estudio a quien se le fue clasificado segln la conclusion expuesta en Apéndice en le Tabla S2 en base al analisis
seroldgico durante la fase aguda y convaleciente. Los puntos fuera de la linea de origen (eje Y), representan a los pacientes a
quienes se les realizo el esquema de seguimiento de 180 dias (n=39). El valor de corte (eje X), se establecio usando la media de
los controles negativos mas 3 DS, todos los valores por debajo de este valor son considerados como bajos.
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9. Discusion

Durante la etapa aguda de la enfermedad se contabilizaron 294 casos sospechosos de Zika, de los
cuales, al menos la mitad (53%) resultaron positivos para la deteccion de ARN viral, resultados
similares fueron observados en la Polinesia Francesa durante el brote de 2014 donde el 53% de los
casos fueron confirmados por RT-PCR (89). Asi mismo en Brasil (Campo Grande), durante la
epidemia del 2016 la frecuencia de deteccion mediante RT-PCR alcanzd el 27% (69). Los
resultados de Puerto Rico indicaron que al inicio de la epidemia se confirmaron el 14% de los
casos sospechosos de ZIKV y alcanzaron un pico maximo de 64% de deteccion a mediados de la
epidemia (66). Estos resultados sugieren que el ZIKV puede alcanzar tasas elevadas de transmision

en poblaciones completamente Naive.

En este estudio se observo que los pacientes Zika-positivos reportaron con mayor frecuencia (OR
= 2.3) infecciones clinica previas con DENV en comparacion los Zika-negativos, aunque los datos
son estadisticamente significativos, deben interpretarse con precaucion, estudios en areas
endémicas del DENV sugieren que una infeccién previa facilita las formas graves de la
enfermedad, asi que la introduccion de un virus antigénicamente similar incita a pensar que dicho
fendmeno podria ocurrir después de la introduccion de ZIKV (17). También podria pensarse que
los anticuerpos de reaccion cruzada previenen la infeccion o la transmisién del ZIKV; resulta
interesante que hacia el final de este estudio (diciembre 2017) la frecuencia de deteccion disminuyd

de forma consistente con la adquisicion de inmunidad de rebafio (Ver Figura S1).

Una de las observaciones principales de este estudio en términos clinicos es el riesgo asociado con
la presentacion de los sintomas: rash (OR = 4.3), conjuntivitis no supurativa (OR = 2.4) y letargo
(OR = 2.2), lo cual no se relaciona completamente con la triada de sintomas descritos en estudios
previos (fiebre, rash y/o conjuntivitis no supurativa). De hecho, el letargo no es tomado en cuenta
en las caracteristicas clinicas de esta enfermedad segun previas descripciones de la misma (90). Es
importante mencionar que la fiebre no fue una caracteristica clinica asociada al ZIKV en este
estudio, mientras que otros sintomas como letargo parecen tener mayor importancia ya que el
riesgo se aumenta hasta 2 veces de ser padecido durante la fase aguda de la enfermedad, muy
cercano al riesgo de presencia del sintoma mas caracteristico de infeccion por ZIKV en la fase
aguda, que es la conjuntivitis no supurativa, asi mismo, el porcentaje de padecimiento del letargo

fue presentado casi en igual medida por los pacientes Zika-Positivos (61.2%) (2, 22, 27).
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Con respecto a la valoracion hematologica, cabe destacar la diferencia que existe en el conteo total
de leucocitos, que era menor en los pacientes Zika-Positivos (6,676/mm3) con respecto a los Zika-
Negativos (8,374/mm3), no podemos asegurar que hay una disminucion patolégica, pero existe un
decrecimiento con respecto a los Zika-Negativos. También observamos que de los 50 (17.2%)
pacientes leucopénicos (<4500 leucocitos/mma3), 39 (78%) eran Zika-Positivos, por tanto, es
correcto decir que la infeccion por ZIKV provoca una deduccion en el conteo de globulos blancos
totales. Estudios previos revelaron que existe una reduccion en monocitos CD14+ durante la
infeccion aguda por ZIKV (84) lo que sugiere a estas como un tipo de célula blanco para este virus,
esto podria explicar porque las poblaciones de leucocitos disminuyen pero no a un nivel patologico
gue pueda ser considerado como leucopenia ya que los monocitos solo representan de un 2 al 8%

de la poblacidn total de células blancas.

Los analisis de la cohorte sobre excrecion de ZIKV revelaron que, el ARN viral puede detectarse
en sangre, saliva, orina y fluido vaginal hasta 6 meses después de iniciado los sintomas, mientras
que en semen solo se detect6 hasta los 28 dias. Nuestros resultados difieren de estudios realizados
previamente en cohortes de seguimiento similares a la nuestra realizadas en Puerto Rico y en
Florida, donde se analizaron estos mismos especimenes y solo se logré detectar ZIKV no por mas
de 20 dias y 60 dias respectivamente ya fuese en saliva, orina y/o fluido vaginal (88, 91). Esto
implica que la dindmica de excrecion viral varia al con respecto al tiempo y cada tipo de paciente,
por tanto los tiempos de excrecion maxima de ZIKV aun no pueden ser determinados.

Durante la fase aguda la mayoria de los participantes (56.8%) que resultaron positivos fue por la
deteccion de ARN viral en muestras de saliva, seguido de la deteccion en sangre (32.3%) y orina
(31.6%). Segun las recomendaciones del CDC, el tipo de muestra bioldgica de preferencia a usar
para el diagnéstico de ZIKV mediante ensayos moleculares son orina y plasma (92), nuestros
resultados no concuerdan con esas recomendaciones ya que el fluido con menos positividad para
diagnostico por infeccion aguda fue el de orina. De hecho, en esta cohorte el espécimen de mayor
positividad fue saliva tanto en la fase aguda como al final de la vigilancia, por tanto es importante
que se tome en cuenta este fluido bioldgico como potencial muestra de analisis para el diagnostico

de infeccidén por ZIKV. (Ver figura 7).

El porcentaje mayor de los participantes tuvo un aclaramiento viral en sangre en menos de siete
dias (46.1%), en saliva durante mas de 28 dias (41.0%) y en orina por mas de 28 dias (48.7%)
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después de presentado el primer sintoma. Esto indica que el fluido biologico en el que mas se
mantiene ZIKV de manera detectable es en Saliva, de hecho al hacer un analisis mas profundo, la
mayoria de participantes que mantuvieron ARN viral detectable por més tiempo (>180 dias post-
infeccion) fue en Saliva (5/39), a diferencia de reportes previos en Puerto Rico donde solo a un
5% de los participantes se les detecto la presencia de ARN viral en este espécimen no por mas de

60 dias después de presentado el primer sintoma (91).

Cabe destacar que nuestro estudio reflejé un alto porcentaje de positividad de ZIKV en orina
(39.3%) y no es comparable con la cohorte de Puerto Rico (93) donde se encontré solamente el
1% de positividad en muestras recolectadas después de 60 dias de iniciados los sintomas, ya que
este estudio realizado en Nicaragua reporta 20% de positividad en el mismo periodo. Dichas
diferencias pueden estar asociadas con aspectos étnicos, forma de recoleccion y anélisis de la
muestra, por ejemplo, durante la optimizacion de nuestro protocolo de laboratorio encontramos
que la deteccion de ZIKV en pellet de orina fue mas frecuente que en el sobrenadante de la misma

y usando el espécimen completo (datos no mostrados).

Al realizar la busqueda de ARN ZIKYV en fluido vaginal pudimos ser capaces de detectar el virus
en mujeres adultas hasta 180 dias post-infeccion (DPI), este estudio revela un tiempo mayor de
excrecion viral en este espécimen ya que otros autores solo han sido capaces de detectarlo no por
mas de 60 DPI y en una sola persona (91, 94), asi mismo, la dindmica de excrecion viral es Unica
en cada paciente, ya que algunas mujeres solo presentaban presencia de ARN ZIKV en 1 0 2
muestras durante todo el seguimiento, es pertinente sefialar que 4/5 mujeres embarazadas
presentaron presencia de ARN viral en los distintos dias de vigilancia y que una de ellas mantuvo
persistencia viral desde el dia 14 hasta el 180 post-infeccidn. Estudios previos han evidenciado la
transmision vertical al feto de ZIKV (73), por tanto el tiempo de riesgo de infeccidén congénita se

aumenta durante un embarazo planificado o no.

Al realizar el esquema de dispersion es curioso observar que aquellos pacientes que mantuvieron
una excrecion prolongada de ZIKV en diferentes fluidos también tenian bajas lecturas de
absorbancia de anticuerpos IgG anti-ZIKV en plasma. Esto sugiere que la respuesta inmune de
tipo humoral y los anticuerpos preexistentes contra ZIKV juegan un rol importante en el proceso
de aclaramiento viral tanto en sangre como en orina, pero no en saliva. Quizéas se debe a que la

respuesta inmunoldgica en este sitio anatdbmico es principalmente por IgA, pero esta solo mantiene
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una respuesta contra el patdégeno durante corto tiempo después de la infeccidon. En concordancia
con esta sugerencia aparece la evidencia encontrada en dos pacientes que cursaban con una
infeccion por este virus, los cuales presentaban un pico méximo de expresion anticuerpos IgA
anti-NS1 de ZIKV a los 11 DPI para luego decaer al dia 14 (16). EI decaimiento de la repuesta de
IgA en el dia 14 DPI es consecuente con el incremento de ARN viral en los dias subsecuentes (Ver

Figura 8).

Tomando lo anterior en cuenta, se puede pensar que el tipo de respuesta inmunoldgica mas eficaz
contra ZIKV es la de tipo humoral. De hecho, al observar la Figura 9, es evidente que la cantidad
de anticuerpos durante la fase aguda juegan un rol importante en la excrecion viral, es decir, altas
cantidades de anticuerpos 1gG especificos contra ZIKV parecen contener la excrecion viral

prolongada.

La principal implicacion de este estudio en términos de salud publica es que demostramos la
posibilidad de excrecion viral por aproximadamente 6 meses en diferentes fluidos, lo que podria
facilitar la transmision, no solamente de forma vectorial, pero también de forma sexual o
transfusional. Otro dato relevante en relacion a la excrecion prolongada en términos de diagnostico

molecular es que afecta su capacidad de identificacion de la fase aguda de la enfermedad.
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10. Conclusién

> Se encontré una prevalencia de 52.7% de positividad para ZIKV en pacientes que
presentaban un cuadro febril con sospecha clinica de enfermedad de Zika. El riesgo de
presentar los siguientes sintomas en pacientes Zika-Positivos fueron: Rash (OR=4.3),
Conjuntivitis no Supurativa (OR=2.4) y Letargo (OR=2.2). Existe una disminucion
estadisticamente significativa en los conteos totales de leucocitos en los pacientes Zika-
Positivos en relacion con los Zika-Negativos (U de Mann-Whitney p=<0.001)

» ARN viral de ZIKV fue detectado hasta 180 dias en los distintos fluidos bioldgicos (Sangre,
Saliva, Orina y Fluido Vaginal), siendo la saliva el de mayor positividad durante todo el

seguimiento.

> Altos niveles de anticuerpos IgG anti-ZIKV pre-existentes, medidos mediante ELISA,
tienen correlacion con el aclaramiento viral en los distintos fluidos biolégicos.
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11. Recomendaciones

>

Debido a los hallazgos, creemos que es necesario mejorar el diagndstico de la enfermedad
de Zika usando un andlisis conjunto de pruebas serologicas junto a andlisis moleculares
para develar cuales son las infecciones primarias agudas reales por ZIKV.

Ya que logramos observar la presencia del virus hasta 180 dias post-infeccion en los
distintos fluidos biologicos testeados, es recomendable aumentar el tiempo de vigilancia
de excrecion prolongada para reconocer cual es el tiempo maximo de presencia viral en el
cuerpo humano debido a una infeccién aguda por ZIKV.

Es necesario realizar estudios de cultivo celular para dilucidar si las particulas virales
detectables en los distintos fluidos tienen capacidad infectiva para otras personas, ya sea
por contacto directo o por ingesta de los mismos.

Creemos que es pertinente realizar andlisis de anticuerpos especificos anti-ZIKV de tipo
IgA en saliva y orina para comprender mas sobre la respuesta inmunolégica que se da en
estos sitios anatomicos donde el virus es mas persistente y sostiene una dindmica diferente
a la observada en sangre.

En términos de salud publica este estudio sugiere incluir el tamizaje de ZIKV en la
donacion de sangre, evitar la planificacion de un embarazo y la utilizacion de preservativos
para evitar el contagio sexual al menos durante los proximos 6 meses después de la

infeccion.
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Figura S1. Captacion de pacientes sospechosos de infeccion por Zika, de Enero de 2016 a Diciembre de 1017.

19G (Anti-Zika & Anti
Dengue)

IgM (Anti-Zika & Anti-
Dengue)

Conclusion §

Naive *

Zika Seroconversion |
Naive

Zika Seroconversion
Naive

Flavivirus Seroconversion
Flavivirus Seroconversion
Aumento 1gG-Dengue
Aumento IgG anti-
Flavivirus

Aumento IgG anti-
Flavivirus

Aumento 1gG anti-
Flavivirus

Aumento 1gG anti-
Flavivirus

Flavivirus Seroconversién
Flavivirus Inmune oo
Aumento 1gG-Zika

Flavivirus Seroconversion
Zika Seroconversién
Aumento IgM-Zika
Flavivirus Seroconversion
Zika Seroconversion

Zika Seroconversion
Aumento IgM-Zika
Negativo

Dengue Seroconversion

Flavivirus Seroconversion
Negativo
Dengue Seroconversion

Flavivirus Positivo
Flavivirus Seroconversion
Flavivirus Seroconversion

Infeccion Primaria Aguda por Flavivirus
Infeccion Aguda Primaria por ZIKV
Infeccion Aguda Primaria por ZIKV
Infeccion Aguda Primaria por ZIKV
Infeccion Aguda Primaria por ZIKV
Infeccion Aguda Primaria por ZIKV
Infeccion Aguda Primaria por ZIKV
Infeccion Secundaria por DENV
Infeccién Aguda Secundaria por DENV

Infeccion Secundaria Aguda por Flavivirus
Infeccion Secundaria Aguda por Flavivirus
Infeccion Secundaria Aguda por Flavivirus

Infeccion Secundaria Aguda por Flavivirus
Infeccion Secundaria Aguda por Flavivirus
Infeccion Secundaria Aguda por ZIKV
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Aumento 1gG-Zika

Aumento IgM anti-Flavivirus

Infeccion Secundaria Aguda por ZIKV

Flavivirus Inmune

Negativo

Flavivirus Inmune, no cursa infeccién

Naive

Negativo

Naive

Flavivirus Inmune

Dengue Positivo

Infeccion Reciente por DENV

Flavivirus Inmune

Flavivirus Positivo

Infeccidn Reciente por Flavivirus

Flavivirus Inmune

Zika Positivo

Infeccion Reciente por ZIKV

Naive

Flavivirus Positivo

Infeccion Reciente por ZIKV 3

Tabla S1. Conclusion en base a andlisis conjunto de respuesta de anticuerpos Anti-ZIKV & Anti-DENV durante fase aguda y fase
convaleciente usando un método de ELISA (CDC). n=113.
8§ Conclusion realizada por Laboratorio a cargo de Aravinda de Silva en University of North Carolina, Departamento de

Microbiologia e Inmunologia.

* Naive se refiere a personas sin anticuerpos preexistentes, inmunoldgicamente virgenes ante estos Virus.

| Seroconversion se refiere al aumento de 4 veces de anticuerpos en la fase convaleciente en base al resultado en la fase aguda.
o Presencia conjunta de anticuerpos contra virus de Dengue y Zika
f Se da en un caso donde el paciente presentaba titulos de anticuerpos altos, sin embargo, los titulos IGM anti-Zika eran mayores
pero se encontraban en decrecimiento durante la fase convaleciente.

Tabla S2. Categorizacion para pacientes sospechosos de infeccion aguda por ZIKV segun andlisis de anticuerpos IgG e IgM anti-
ZIKV. *Se reconoce como seroconversion al aumento exponencial de cuatro veces el titulo encontrado 28 dias antes.

19G anti ZIKV
Fase Aguda Fase Convaleciente Conclusién
Positivo Positivo (Mismo titulo) ZIKV Inmune
Positivo Positivo (seroconversion) Infeccion Aguda por ZIKV
Positivo Negativo (disminuye) Infeccion Reciente por ZIKV
Negativo Positivo Infeccion Aguda por ZIKV
Negativo Negativo Negativo/Naive
IgM anti ZIKV
Fase Aguda Fase Convaleciente Conclusion
Positivo Positivo (Mismo titulo) Infeccion Reciente por ZIKV
Positivo Positivo (seroconversion*) Infeccion Aguda por ZIKV
Positivo Negativo (disminuye) Infeccion Reciente por ZIKV
Negativo Positivo Infeccion Aguda por ZIKV
Negativo Negativo Negativo/Naive
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University of North Carolina-Chapel Hill
Consentimiento para participar en un estudio de investigacion
Sujetos adultos

Fecha de la versién del formulario de consentimiento: 11/11/2016
N° de estudio del IRB: 16-0541

Titulo del estudio: Epidemiologia y manifestaciones clinicas de Zika en Nicaragua
Investigador principal: Natalie Bowman

Departamento de la UNC-Chapel Hill: Medicina — Enfermedades Infecciosas

Numero telefonico de la UNC-Chapel Hill: +1 917-657-6154

Direccion de correo electréonico: nbowman@med.unc.edu

Co-Investigadores: Filemon Bucardo, Sylvia Becker-Dreps, Aravinda Desilva, Matthew Collins,
Origen del financiamiento: Universidad de Carolina del Norte (EE.UU)

Numero telefonico del contacto del estudio: 2311-0022, ext 2155
Correo  electronico  del contacto del estudio:  fili_bucardo@hotmail.com

¢En general, que deberia saber usted sobre los estudios de investigacion?

Con este documento se le esta pidiendo su participacion en un estudio de investigacion. La
participacion en este estudio es voluntaria y puede negarse a participar, o retirar su consentimiento
por cualquier motivo sin penalidad.

Los estudios de investigacion tienen como objetivo obtener informacion relevante sobre nuevas
enfermedades que pueda ayudar a otras personas en el futuro. Es posible que usted no reciba
ningun beneficio directo por participar en este estudio, asi como, también pueden existir riesgos
asociados con la participacion en estudios de investigacion. La decision de no participar en el
estudio o de abandonar el estudio antes de su finalizacion no afectard su relacion con el
investigador, tampoco con los doctores encargados de la atencion médica, ni con la Universidad
Nacional Auténoma de Nicaragua-Leon ni la University of North Carolina-Chapel Hill. Si esta
enfermo, usted no esta obligado a participar en el estudio de investigacion para recibir atencién
médica.

A continuacién, se describen los detalles de este estudio. Es importante que comprenda
ampliamente la informacién que le presentamos para que pueda decidir conscientemente su
participacion en este estudio de investigacion.

Se le entregara una copia de este consentimiento. Debe preguntar a los investigadores mencionados

anteriormente, 0 a los miembros del equipo que los asisten, cualquier duda que tenga acerca de
este estudio en cualquier momento.
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/Cual es el objetivo de este estudio?

El propdsito de este estudio es descubrir cuantas personas desarrollan sintomas cuando han sido
infectados con el virus del Zika, cuéles son esos sintomas y los riesgos médicos mas graves
relacionados con la infeccion de este virus. Ademas, queremos saber si el virus del Zika puede ser
detectado en distintos fluidos corporales (sangre, saliva, orina, semen, leche materna) y durante
cuanto tiempo, y si esto puede conducir a la transmision del virus por via oral o genital. En hombres
adultos, también nos gustaria estudiar se el virus puede afectar las espermas y niveles de hormonas.

Le pedimos que participe en este estudio porque usted tiene sintomas que podrian ser causados por
la infeccion del virus del Zika o una persona que vive con Ud. ha recibido un diagndstico de
infeccion del Zika.

¢ Ouién puede participar en este estudio?
Ud. es elegible a participar si:

e Tiene 2 afios 0 mas

e Esta atendido en una institucion de salud por fiebre, erupcion o sarpullido, conjuntivitis
por 7 dias 0 menos O vive con una persona diagnosticada con Zika

e Vive en Ledn, Nicaragua

e Esta de acuerdo de dar una muestra de sangre ahora y en 2-4 semanas

e Esté de acuerdo de participar en este estudio

¢Quién no puede participar en este estudio?
Ud. no es elegible a participar por lo siguiente:

Edad menos de 2 afios

Sintomas de fiebre, erupcion o sarpullido, conjuntivitis por mas de 7 dias
Tiene diagnodstico que no es Zika que explica sus sintomas

Infeccién anterior con Zika

Su médico dice que Ud. es demasiado enfermo para participar

;Cuantas personas participaran en este estudio?
En total, aproximadamente 1200 personas de Nicaragua participaran en este estudio.

;Cuanto tiempo participard en este estudio?

Si usted estd positivo al Zika participara en este estudio durante 6 meses. Cada visita durara
aproximadamente 1 hora. Si no detectamos el virus del Zika en su primera visita, le pediremos que
regrese al hospital o centro de salud una vez mas entre 2 a 4 semanas después para obtener otra
muestra de sangre y darle los resultados de la primera visita. Si en su primera visita muestra tener
la infeccion del virus del Zika, obtendremos las muestras en su casa (0 en el hospital, si lo prefiere)
8 veces mas en un periodo de 6 meses. Nosotros conservaremos las muestras hasta por 5 afos.

¢ Oué ocurrira si participa en este estudio?
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Al participar en este estudio, tendra que responder preguntas de un cuestionario sobre los sintomas
de la enfermedad y factores de riesgo del Zika; una enfermera de este estudio le solicitara una
muestra de sangre de su brazo (10 mL). Pocas semanas después, le tomaremos sangre por segunda
vez. Le pediremos una ultima muestra a los 6 meses. Durante su primera visita, también
obtendremos muestras de orina y saliva.

Si es mujer de edad 18-50 afios, le haremos un a prueba de embarazo en la primera visita. Si tiene
infeccion con Zika, le haremos un a prueba de embarazo de nuevo en la visita de 3 meses. Si esta
embarazada, le haremos un referido a una clinica antenatal.

Si encontramos el VZIK en uno de tus primeros exdmenes, te pediremos muestras de sangre, saliva,
orinay semen (hombres), flujo vaginal (mujeres) y leche materna (mujeres dando de mamar) varias
veces mas (8 veces en 6 meses) para determinar cuando desaparece el virus de estos flujos
corporales.

Si no tienes una infeccion del virus de Zika en tu primera visita, obtendremos muestras de sangre
2 veces mas:

e 2 a4 semanas después del inicio del estudio de investigacion
e 6 meses después del inicio del estudio de investigacion

Si tienes una infeccién del virus de Zika, iremos varias veces mas a tu casa (o al hospital, si lo
prefieres) para obtener muestras de sangre, orina y saliva.

2 dias después del inicio del estudio de investigacion

1 semana después del inicio del estudio de investigacion
2 semanas después del inicio del estudio de investigacion
3 semanas después del inicio del estudio de investigacion
4 semanas después del inicio del estudio de investigacion
2 meses despueés del inicio del estudio de investigacion

3 meses después del inicio del estudio de investigacion

6 meses después del inicio del estudio de investigacion

Si usted tiene una infeccion por Virus de Zika y tiene méas de 18 afios de edad se le solicitara una
muestra adicional de sangre venosa a los 12 meses luego del dia de su captacion, aproximadamente
100 mL.

La muestra de sangre la obtendremos insertando una aguja en tu vena. Esto lo hard una persona
con experiencia gque usara una aguja nueva Yy esterilizada con cada persona. También te
entregaremos un envase para que nos proporciones muestras de orina y saliva.

;. Cudles son los posibles beneficios por participar en este estudio?

La investigacion esta disefiada para beneficiar a la sociedad mediante la obtencién de nuevos
conocimientos. Es poco probable que usted se beneficie personalmente por su participacion en este
estudio de investigacion.
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Le daremos los resultados de pruebas de Zika en la segunda visita. Los métodos para diagnosticar
Zika no son perfectos, y el resultado puede ser equivocado. Si sale negativa la primera prueba
significa que quizéas el virus no es en su cuerpo actualmente. No significa que Ud. no tuvo la
infeccion en el pasado y que no va a contraer la Zika en el futuro_¢,Cuales son los posibles riesgos
0 molestias que implica la participacion en este estudio

La muestra de sangre se obtendra por una puncién venosa y sera extraida por una persona con
experiencia. En el sitio de puncion se puede generar molestia, sangrado o un moretén. En raros
casos, puede causar desmayo. Existe un riesgo minimo de infeccion. Todo el material utilizado
sera nuevo y estéril.

Hay un pequefio riesgo de violacion de la confidencialidad, es decir, otras personas podrian
enterarse de su historial médico o caracteristicas personales. Haremos todo lo posible por prevenir
que personas que no estén involucradas en el estudio 0 en su atencion médica obtengan
informacion de usted. Los exdmenes y las entrevistas se llevaran a cabo con la mayor privacidad
posible. Solo sus médicos y el personal necesario para conducir este estudio tendran acceso a los
resultados de sus exdmenes. No compartiremos informacion alguna sobre usted sin su
consentimiento. Sus datos serdn archivados bajo un codigo, no bajo su nombre. Para mayor
informacion sobre como protegeremos la confidencialidad de esta informacion, lea la seccion “;De
qué manera se protegera su privacidad?”

Podrian existir riesgos poco comunes o previamente desconocidos. Usted debera informar al
investigador sobre cualquier problema que se presente.

;. Cdmo se procederd si durante el estudio obtenemos nuevos hallazgos o informaciéon?
Se le proporcionara cualquier informacién nueva obtenida durante el transcurso del estudio que
pueda afectar su deseo de seguir participando.

¢De gué manera se protegerd su privacidad?

Los registros impresos de este estudio seran conservados en un lugar seguro y cerrado con llave,
accesible solo para el personal del estudio. Los registros digitales seran guardados bajo el codigo
asignado para usted, no bajo su nombre. Ademas, seran guardados en una computadora encriptada
protegida por una contrasefia. La clave que une su nombre con el cédigo del estudio seré guardada
en forma separada.

El equipo de investigacion que trabaja en el estudio recolectard informacion sobre usted. Esta
incluye lo aprendido a través de los procedimientos descritos en este formulario de consentimiento.
También recogeran otra informacion tal como su nombre, direccion, fecha de nacimiento, historial
médico e informacion de sus registros médicos. El equipo de investigacion conocera su identidad
y sabra que usted es uno de los participantes en el estudio. Para su seguridad, pondremos esta
informacidn a disposicion de sus propios doctores. Si usted piensa que este estudio puede afectar
su atencion medica, informeselo a su doctor.

No se identificara a ninguna persona en ningun informe o publicacion relacionada con este estudio.
Aunque se realizaran todos los esfuerzos por conservar los registros de investigacion en forma
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privada, podra ocurrir que la ley federal o estatal exija que tales registros, incluida la informacion
personal, sean revelados. Esto es muy poco probable, pero si alguna vez se pide que sean revelados,
UNC-Chapel Hill tomara las medidas permitidas por ley para proteger la privacidad de la
informacion personal. En algunos casos, su informacion reunida en este estudio de investigacion
podria ser examinada por representantes de la Universidad, patrocinadores de la investigacion u
organismos gubernamentales con fines tales como el control de calidad o la seguridad.

2 Queé ocurrir si resulta lesionado por esta investigacion?

En todas las investigaciones existe la posibilidad de que pueda ocurrirle algo malo. Esto puede
incluir el riesgo de que se produzca una lesion personal. A pesar de todas las medidas de seguridad,
usted podria desarrollar una reaccion o padecer una lesion durante su participacion en este estudio.
Si tales problemas se presentan, los investigadores lo ayudaran a obtener atencion médica, pero
los costos por la atencion meédica seran facturados a usted y/o a su compafiia de seguros. La
Universidad de Carolina del Norte de Chapel Hill no ha reservado fondos para pagarle por ninguna
de tales reacciones o lesiones, o para la atencién médica relacionada. Sin embargo, al firmar este
formulario, no renuncia a ninguno de sus derechos legales.

;Qué sucede si_usted desea finalizar su_participacion _antes de que la misma se haya
completado?

Puede retirarse de este estudio en cualquier momento, sin que ello le ocasione ninguna sancion.
Ud. puede decidir dar algunas muestras, pero otras no. Los investigadores también tienen el
derecho de finalizar su participacion en cualquier momento. Eso podria suceder si usted ha tenido
una reaccion inesperada, si no ha cumplido con las instrucciones o porque el estudio se ha detenido
por completo.

¢Recibird algo por participar en este estudio?

Usted recibira aproximadamente $5 de reembolso para pagar el transporte para su visita. En el
caso de visitas en la casa, también recibird aproximadamente $5 cada visita por su tiempo y
colaboracion. También le entregamos resultados de pruebas basicas del laboratorio de su primer
visita.

¢cLe costara algo la participacion en este estudio?
No le costard nada participar en este estudio. El estudio paga por pruebas de Zika, pero usted o su
seguro médico sera responsable por las otras cuestas de su atencion médica.

;Quién patrocina este estudio?

Esta investigacion esta financiada por la Universidad de Carolina del Norte en Chapel Hill y el
Instituto Nacional de la Salud EE.UU. Esto significa que el patrocinador le paga al equipo de
investigacion por la realizacion del estudio. Los investigadores no tienen, sin embargo, un interés
financiero directo con el patrocinador ni con los resultados del estudio.

¢ Qué sucede si desea formular preguntas sobre este estudio?

Tiene el derecho de preguntar, y que le respondan, cualquier duda que tenga acerca de esta
investigacién. Si tiene preguntas o si ocurre una lesién relacionada con la investigacion, debe
ponerse en contacto con los investigadores mencionados en la primera pagina de este formulario.
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;Qué sucede si desea formular preguntas sobre sus derechos como sujeto de una
investigaciéon?

Toda investigacion realizada con voluntarios humanos es examinada por un comité que trabaja
para proteger sus derechos y su bienestar. Si tiene preguntas o inquietudes acerca de sus derechos
como sujeto de una investigacion, puede ponerse en contacto, de manera anénima si lo desea, con
la Oficina del Comité de Etica para las Investigaciones Biomédicas de la Facultad de Ciencias
Médicas de la UNAN-Ledn (Tel. 2311 4675) o con el Institutional Review Board (Comité de
revision institucional, IRB por sus siglas en inglés) al +1 919-966-3113 o por correo electronico a
IRB_subjects@unc.edu.

Acuerdo del sujeto:

He leido la informacidn proporcionada mas arriba. He realizado todas las preguntas que tengo en
este momento. Acepto voluntariamente participar en este estudio de investigacion.

Firma del sujeto de investigacion Fecha

Nombre del sujeto de investigacion en imprenta

Firma de la persona que obtiene el consentimiento Fecha

Nombre de la persona que obtiene el consentimiento en imprenta
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Si nos da su permiso firmando abajo, podemos compartir sus respuestas de cuestionario, sus
resultados de pruebas e informacidn de contacto con otros investigadores que trabajan con nosotros
para estudiar el virus de Zika. Estos investigadores se pueden poner en contacto con usted para ver
si le gustaria participar en otros estudios sobre zika. Si no quiere que nosotros compartamos esta
informacion, no lo haremos, y usted todavia puede participar en este estudio.

Firma del sujeto de investigacion Fecha

Nombre del sujeto de investigacion en imprenta

Firma de la persona que obtiene el consentimiento Fecha

Nombre de la persona que obtiene el consentimiento en imprenta
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Cadigo del Participante: ID: ZikaV-L1OO-OC00 0]

Instrumento de Recoleccion de Informacion

Estudio: Epidemiologia y manifestaciones clinicas de la infeccion por Zika en

Periodo:

Area:

Investigador Principal:

Acta No.

Mayo de 2016

nifios y adultos de Nicaragua.

Mayo 2016 - Octubre 2017
Ledn, Chinandega, Nicaragua
Dr. Filemdn Bucardo

Departamento de Microbiologia, UNAN-Ledn
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CEIB, UNAN-LeON
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INFORMACION DEL PARTICIPANTE & HISTORIA

INFORMACION DEMOGRAFICA

Fecha de nacimiento (DD/MMM/YYYY):

Edad: afos

Género: [ Masculino [J Femenino Si es femenino, ¢ Estad Embarazada? []Si [JNo Cuantos meses:

¢Alguna vez el participante ha visitado paises fuera de su lugar de residencia?
En casi de si, especifique los paises y afios en los que viajo:

[ si [ONo [ Desconocido

HISTORIAL DE SALUD

Ha / Esta el participante
(verifique la respuesta correcta):

Si

No

Desconocido

En caso de si, especifique:

¢, Sido Hospitalizado en el ultimo afio?

¢Recibido transfusion(es) sanguinea en el
ultimo afio?

¢ Tomando algin medicamento recetado en
este momento?

¢ Tomado algin medicamento recetado en los
ultimos 6 meses que no este listado arriba?

Historial médico pasado:

Si

No

Desconocido

En caso de si, especifique fecha del
diagndstico, detalles, y cualquier
tratamiento actual:

Asma

Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica
(EPOD)

Cancer

Enfermedad vascular cerebral

Enfermedad cardiaca

Diabetes

Enfermedades infecciosas

Enfermedad del higado

Enfermedad del pulmén

Enfermedad neurolégica

Enfermedad renal

Un trasplante

EPISODIO(S) PREVIOS DE DENGUE

——
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HISTORIA PREVIA DE DENGUE

[Js! [No [] Desconocido

¢Alguna vez ha sido diagnosticado con dengue por algin profesional de la salud?

En caso de si, especifique la fecha (DD/MMM/YYYY):

[Jsi [INo [JDesconocido

¢Fue alguna vez hospitalizado por dengue?

En caso de si, especifique la fecha:

[Jsi [INo [JDesconocido

¢SAlguna vez al participante se le ha diagnosticado de DF/DHF/DSS?

En caso de si, especifique la fecha:

En caso de si, especifique el tipo: []DF [JDHF []DSS [ Desconocido

Cuadro Clinico del Episodio Febril

REVISION GENERAL DE LOS SINTOMAS DEL CUADRO FEBRIL

Fecha de aparicion del primer sintoma (DD/MMM/YYYY):

[(IDesconocido

Fiebre [si [INo Letargo []si [INo
Dolor de cabeza [si [INo Mialgia []si [INo
Dolor retro-orbital [si [INo Artralgia []si [INo
Nausea/Vomito [si [INo Ojos enrojecidos []si [INo
Sarpullido [si [INo Equimosis/moretones []si [INo
Dolor abdominal [si [INo I:Js;c(;ﬂ?e?iiﬁsngrado de []si [INo
Dolor de garganta []Isi [INo En caso de si, especifique el sitio:

EXAMEN FISICO

CABEZA Y CUELLO

[Jsi [ONo [[JDesconocido Fecha DD/MMM/YYYY):
Ictericia escleral

Especifique:

[Jsi [ONo [[JDesconocido Fecha DD/MMM/YYYY):
Cianosis circumoral

Especifique:
PIEL

[Jsi [ONo [[JDesconocido Fecha DD/MMM/YYYY):
Petequias

Especifique:

[Jsi [ONo [[JDesconocido Fecha DD/MMM/YYYY):
Equimosis

Especifique:

Jsi [CONo [IDesconocido Fecha DD/MMM/YYYY):
Extremidades frias

Especifique:
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EXAMEN DE TORAX

[si [CONo [[IDesconocido
Sibilancias
Especifique:

Fecha DD/MMM/YYYY):

[Osi [ONo [[JDesconocido
Estertores
Especifique:

Fecha DD/MMM/YYYY):

EXAMEN ABDOMINAL

[si [CONo [[IDesconocido
Suave/Blando
Especifique:

Fecha DD/MMM/YYYY):

[Jsi [ONo [[JDesconocido
Esplenomegalia

Especifique:

Fecha DD/MMM/YYYY):

EVALUACION LONGITUDINAL

Por favor complete esta tabla si paciente es Zika-Positivo.

Fecha en que la fiebre inicio (DD/MMM/YYYY):

Fecha de admision al hospital (DD/MMM/YYYY):

Fecha de salida del hospital (DD/MMM/YYYY):

Fecha Observacional (DD/MMM/YYYY) Fecha

Observaciones

Fecha

Fecha

Fecha

Fecha

Test de Torniquete (Si/No)

Especifique positivo o negativo

La més alta Temperatura (°C)

Ritmo de pulso mas alto (pulsos/min)

e Lamas baja

e Lamas alta

Presion arteral sistoica (i) [N

Presion arterial diastélica (mmHg)

e Lamas baja

e Lamasalta

La mas baja presion de pulso
(sistdlica — diastdlica)

La més alta frecuencia respiratoria
(respiraciones/min)

Agrandamiento del higado (Si/No)

Especifique cm debajo del margen costal

El m&s bajo conteo de plaquetas (x 103/mm?)

El mas alto de hematocrito (%)

El mas bajo conteo de leucocito (x 1,000)

ALT (U/L)

AST (UIL)

ALP (U/L)

Bilirrubina directa (mg/dL)

Bilirrubina total (mg/dL)

Creatinina (mg/dL)

Electrolitos

Ct Zika en Sangre

Ct Zika en Orina

——




| Ct Zika en Saliva
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TEST DE LABORATORIO

Fecha

Fecha

Fecha

Fecha

Fecha

Fecha

BHC

Blancos

Neutrofilos (%)

Linfocitos (%)

Monocitos (%)

Eosindfilos (%)

Basofilos (%)

Linfocitos atipicos (%)

Hemoglobina (g/dL) (linea base)

Plaquetas

Hematocrito

TEST DE LABORATORIO

Fecha

Fecha

Fecha

Fecha

Fecha

Fecha

EGO

Color

Aspecto

Densidad

pH

Células Epiteliales

Glébulos Blancos

Glébulos Rojos

Bacterias

Cristales

Cilindros

Células Renales

Otros

PCR y Serologia del Zika, Dengue y Chikungunya

Especificar Resultado

En los casos PCR positivos especificar Tm

POS

NEG

Equivoco

PCR Zika

PCR Dengue

PCR
Chikungunya

IgM Dengue

——
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IgG Dengue

PCR Dengue
Serotipos

SECCION M: MEDICAMENTQOS (Por favor liste todos los medicamentos ingeridos con y sin recetas al momento de

participar en el caso de dengue)

[si OONo [Jbesconocido  Corticosteroides En caso de si, especificar:

[Jsi [ONo [Jbesconocido NSAID En caso de si, especificar:

[Jsi [ONo [Jbesconocido ASA En caso de si, especificar:

Otros medicamentos:

Otros medicamentos continuacion:

DCF Completado por:

Fecha (DD/IMMM/IYYYY):

DCF Revisado por:

Fecha (DD/MMM/YYYY):

——
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Excrecion prolongada de virus Zika en diferentes fluidos bioldgicos de pacientes sintomaticos durante la
epidemia de 2016-2018 en Leo6n, Nicaragua




m Operazionalizacion de variables

Varlab_le d_e, Indicadores Valores Finales Tlp_o de
caracterizacion Variable
Perla Maria Norori,
Mantica Berrios,
Centro de Salud Sutiaba, Campus
Lugar de Captacion donde fue captado el Medico, Hospital Nominal
paciente Escuela Oscar
Danilo Rosales
Arguello
Edad Afos cumplidos Escala
Género Distincion biolégica Mascul!no, Nominal
Femenino
Enero, Febrero,
Mes en el que el Marzo, Abril, Mayo
. paciente fue Junio, Julio, Agosto,
Mes de Captacion reclutado en el Septiembre, Octubre, Escala
estudio Noviembre,
Diciembre
Afio en el que el
Afio de Captacién paciente fue 2017, 2018 Escala
reclutado en el
estudio
Momento en el
Fecha de Toma de “e”!po €N que se
tomd una muestra Escala
Muestra Co
bioldgica del
paciente
Resultado de analisis
S usando RT-PCR Positivo, Negativo
Dlagno_stlco CbC segun protocolo CDC | para Dengue, Zika Nominal
Trioplex . i
para Trioplex con un y/o Chikungunya
ct menor o igual a 38
Resultado de analisis
usando RT-PCR
Diagnostico Zika segun protocolo Positivo, Negativo .
Nominal

Lanciotti

Lanciotti 2008 con
un ct menor o igual a
38

para Zika
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Titulo de IgG anti-
DENYV dilucion 1:100
en fase aguda

Titulo de anticuerpos
IgG anti-DENV
detectados por MAC-
ELISA en plasma de
fase aguda de la
enfermedad a una
dilucion 1:100

Numeral

Titulo de IgG anti-
DENYV dilucion 1:1000
en fase aguda

Titulo de anticuerpos
IgG anti-DENV
detectados por MAC-
ELISA en plasma de
fase aguda de la
enfermedad a una
dilucion 1:1000

Numeral

Titulo de IgG anti-
DENV dilucion 1:100
en fase convaleciente

Titulo de anticuerpos
IgM anti-DENV
detectados por MAC-
ELISA en plasma de
fase convaleciente de
la enfermedad a una
dilucion 1:100

Numeral

Titulo de IgG anti-
DENV dilucion 1:1000
en fase convaleciente

Titulo de anticuerpos
IgM anti-DENV
detectados por MAC-
ELISA en plasma de
fase convaleciente de
la enfermedad a una
dilucion 1:1000

Numeral

Titulo de 1gG anti-ZIKV
dilucion 1:100 en fase
aguda

Titulo de anticuerpos
IgG anti- ZIKV
detectados por MAC-
ELISA en plasma de
fase aguda de la
enfermedad a una
dilucién 1:100

Numeral
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Titulo de 19G anti-ZIKV
dilucion 1:1000 en fase
aguda

Titulo de anticuerpos
IgG anti- ZIKV
detectados por MAC-
ELISA en plasma de
fase aguda de la
enfermedad a una
dilucion 1:1000

Numeral

Titulo de 19G anti-ZIKV
dilucion 1:100 en fase
convaleciente

Titulo de anticuerpos
IgM anti- ZIKV
detectados por MAC-
ELISA en plasma de
fase convaleciente de
la enfermedad a una
dilucion 1:100

Numeral

Titulo de 1gG anti-ZIKV
dilucion 1:1000 en fase
convaleciente

Titulo de anticuerpos
IgM anti- ZIKV
detectados por MAC-
ELISA en plasma de
fase convaleciente de
la enfermedad a una
dilucion 1:1000

Numeral

Interpretacion IgM

Interpretacion de
titulos de IgM totales

Dengue positivo,
seroconversion para
Dengue, Flavi
positivo, Aumento
de IgM anti-Flavi,
seroconversion para
Flavi, Negativo,
Aumento de IgM
anti-ZIKV,
seroconversion para

Zika, ZIKV positivo.

Nominal
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Interpretacion de

Aumento de IgG
anti-DENV, Inmune
a Flavivirus,
Aumento de IgG
anti-Flavi,

Interpretacion IgG titulos de IgG totales Serocqn_versiéq_para Nominal
Flavivirus, naive,
Aumento de IgG
anti-ZIKV,
Seroconversion para
Zika.
Infeccion aguda
primaria por
Flavivirus, Infeccién
primaria aguda por
ZIKV, Infeccién
secundaria por
Interpretacion de los DENV, Infeccién
resultados aguda secundaria por
., . combinados de Flavivirus, Infeccion .
Conclusién Serologia . ) . Nominal
titulos de anticuerpos | aguda secundaria por
anti-DENV vy anti- ZIKV, Inmune a
ZIKV (1gG e IgM) Flavivirus, naive,
Infeccion reciente
por DENV,
Infeccion reciente
por Flavivirus,
Infeccion reciente
por ZIKV
Conteo de leucocitos
Leucocitos en la fase aguda de la Numeral
enfermedad
Conteo de eritrocitos
Eritrocitos en la fase aguda de la Numeral
enfermedad
Conteo de plaquetas
Plaquetas en la fase aguda de la Numeral
enfermedad
Porcentaje de
Linfocitos Linfocitos en la fase Escala
aguda de la
enfermedad
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Neutrofilos

Porcentaje de
Neutrofilos en la fase
aguda de la
enfermedad

Escala

Monocitos

Porcentaje de
Monocitos en la fase
aguda de la
enfermedad

Escala

Eosinéfilos

Porcentaje de
Eosinofilos en la fase
aguda de la
enfermedad

Escala

Basofilos

Porcentaje de
Basofilos en la fase
aguda de la
enfermedad

Escala

Tipo Sanguineo

Clasificacion de la
sangre segun los
anticuerpos presentes
en la membrana de
las células
sanguineas segun la
clasificacion de
Landsteiner

A, B, AB,O

Nominal

Factor Rh

Presencia del
antigeno D en la
superficie de los

glébulos rojos

Positivo (+),
Negativo (-)

Nominal

Fiebre

Aumento de la
temperatura corporal
por encima de 37
grados centigrados

Si, No

Nominal

Rash

Erupcidn cutanea
bien caracterizada

Si, No

Nominal

Conjuntivitis

Inflamacién en la
capa conjuntiva con
un enrojecimiento de

la misma

Si, No

Nominal

Cefalea

Dolor de cabeza
intenso y persistente

Si, No

Nominal
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Dolor Retro-Orbital

Dolor en el globo
ocular intenso y
persistente

Si, No

Nominal

Nauseas

Sensacion de
enfermedad o
malestar en el
estdbmago que puede
aparecer con una
necesidad imperiosa
de vomitar

Si, No

Nominal

Dolor Abdominal

Sensacion de dolor
en la zona anatdmica
del cuerpo donde esta
alojado el estomago e

intestinos.

Si, No

Nominal

Odinofagia

Dolor en la garganta
que se produce
principalmente al
tragar fluidos como
consecuencia de un
cuadro inflamatorio
en la mucosa
esofégica.

Si, No

Nominal

Letargo

Estado de cansancio
y de somnolencia
profunda y
prolongada

Si, No

Nominal

Mialgia

Sensacion de dolor
aguda, convulsiva y
tirante en un musculo

Si, No

Nominal

Artralgia

Afeccion que se
caracteriza
fundamentalmente
por un dolor agudo
en las articulaciones.

Si, No

Nominal
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Debilidad en
extremidades

Debilidad muscular
en las extremidades
superiores y/o
inferiores del cuerpo.

Si, No

Nominal

Hipostesia

Distorsién sensorial a
causa de una
disminucion de la
intensidad de las
sensaciones

Si, No

Nominal

Paralisis

Perdida de las
funciones de un
musculo en una parte
del cuerpo

Si, No

Nominal

Parestesia

Sensacion anormal
de los sentidos que se
traduce en una
sensacion de
hormigueo en una
parte del cuerpo

Si, No

Nominal

Fotofobia

Intolerancia anormal
a la luz natural o
artificial

Si, No

Nominal

Misofonia

Sensibilidad selectiva
al sonido

Si, No

Nominal

Antecedente de Dengue

Diagndstico previo a
Dengue en cualquier
periodo de tiempo
anterior a la
captacion del
paciente

Si, No

Nominal

Antecedentes de
Chikungunya

Diagndstico previo a
Chikungunya en
cualquier periodo de
tiempo anterior a la
captacion del
paciente

Si, No

Nominal

Tabla S3. Descripcion de Variables a utilizar en el estudio.
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