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Resumen

Introduccion: La infeccion por el virus ZIKA generalmente pasa desapercibida y puede no
presentar sintomas, pero desde su brote en las Ameéricas y el aumento de casos de malformaciones
congénitas y complicaciones neuroldgicas hizo de esta enfermedad un problema de salud publica.
Desde entonces es de suma importancia el desarrollo de nuevas técnicas serologicas que
contribuyan al diagnostico temprano de la enfermedad debido a que los diagnosticos serologicos
actuales poseen una capacidad limitada para distinguir entre DENV y ZIKV, en regiones donde
estos dos virus son endémicos.

Objetivo: Determinar la seroprevalencia e incidencia de Zika en mujeres embarazadas durante la
epidemia en Leon, Nicaragua en febrero-julio del 2017 y su correlacion con efectos adversos en el
neonato.

Disefio: Cohorte Prospectiva de 253 mujeres embarazadas que acudian a consultas prenatales en
el centro de salud Perla Maria Norori en el periodo febrero a julio del 2017 y su posterior
seguimiento hasta que dieran a luz en el Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales Arguello
(HEODRA-Le6n). Se determiné de la seroprevalencia mediante ELISAS 1gG e IgM, NS-1 BOB
y confirmaciéon con ensayos de neutralizacion (FRNTso y eFRNT). La determinacion de los
resultados fetales adversos se realizé mediante diagndstico del resumen del parto en el HEODRA
al momento de nacer.

Resultados: De las 253 mujeres embarazadas enroladas en esta nuestra cohorte, 194 mujeres
cumplieron con el estudio hasta el momento del parto y los datos serolégicos estaban disponibles
para 187. La seroprevalencia de la infeccidn por ZIKV en la cohorte se estimé del 59%, de las
cuales 21% tuvieron una infeccion incidente durante el embarazo, 22% estaban inmunizadas contra
ZIKV antes del embarazo, 41% no tenian evidencia de infeccion y 16% de las mujeres no se pudo
determinar el tiempo de infeccion debido a la falta de una muestra prenatal que permitiera el
andlisis de la tendencia FRNTso. El 40% de las mujeres que se embarazaron durante el periodo de
mayor transmision (julio — septiembre 2016) tenian una fuerte evidencia de infeccion por ZIKV
en el embarazo. El 17% de los nacimientos tuvieron una complicacion o resultado adverso y el
1.5% cumplid con la definicion estricta de sindrome de Zika congénito.

Conclusiones: La seroprevalencia de ZIKV en mujeres embarazadas en el PNM durante la
epidemia fue de 59%, determinada mediante ensayos de neutralizacion. En el estudio no se observo
correlacion entre infeccidn incidente durante el embarazo y resultados fetales adversos.
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1gG
IgM
ARN
ZIKV
DENV
CSz
BOB
FRNT
FFU
ELISA
PCR
RT-PCR
NS-1
UPM
MINSA
OMS
OPS
CDC

Inmunoglobulina G

Inmunoglobulina M

Acido ribonucleico

Virus del Zika

Virus del Dengue

Sindrome congénito del Zika

Block of binding

Ensayo de neutralizacion por reduccion de placa
Unidades de virus formadoras de foco
Ensayo inmunoenzimatico ligado a enzimas
Reaccion en cadena de la polimerasa

PCR con transcriptasa reversa

Proteina no estructural 1

Ultimo periodo menstrual

Ministerio de salud

Organizacién Mundial de la Salud
Organizacién panamericana de la salud
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1. Introduccién

El virus Zika (ZIKV) es un flavivirus transmitido por mosquitos, fue identificado por primera vez
en monos de Uganda en 1947 y se encontré evidencia seroldgica en humanos en 1952, El
primer gran brote se registro en la Isla de Ya en el 2007, seguido de las Polinesias Francesas,
aunque no se registraron muertes atribuidas al virus si hubo asociacién con complicaciones
neuroldgicas®®). A principios del 2015 Brasil reporta el primer brote de Zika en América”, desde

entonces el virus se propag6 en América Latina hasta el sur de EE. UU® 9,

El ZIKV es un virus envuelto, icosaédrico, que tiene similitudes estructurales con otros flavivirus
como el Dengue (DENV), el Nilo Occidental (WNV) y el virus de la encefalitis japonesa (JEV)19).
Las manifestaciones clinicas son inespecificas, generalmente autolimitadas y varian desde
asintomaticas hasta una enfermedad aguda caracterizada por fiebre, erupcion cutanea, dolor
articular y conjuntivitis* 2. La infeccion por ZIKV durante el embarazo puede causar defectos
congénitos graves, incluida la microcefalia®®, otros defectos cerebrales"? y el sindrome congénito
del Zika (CZS por sus siglas en inglés), que se describe con contracturas de extremidades, tono

muscular alto, anomalias oculares, microcefalia y pérdida de la audicion®®.

El diagndstico de ZIKV es complejo, donde solo una pequefia proporcion de casos (~ 5%) se logran
confirmar mediante pruebas de laboratorio muchos meses después de la epidemia de ZIKV (6),
Esto es debido a que Zika y Dengue son antigénicamente similares y el Dengue es endémico en
la mayoria de las areas de transmision de ZIKV, por tanto, se espera la circulacién de altos niveles
de anticuerpos de reaccion cruzada que reducen la especificidad de los ensayos seroldgicos

tradicionales’: 18),

Al principio se estimaba que el 40 % de los nifios de madres infectadas con ZIKV durante el
embarazo tenian riesgo de desarrollar CSZ®¥, principalmente la infeccion en el primer
trimestre®®. Aunque actualmente el riesgo adn sigue siendo desconocido; se estima que entre el
5% vy el 15% de los bebés nacidos de mujeres infectadas con ZIKV durante el embarazo tienen

evidencia de complicaciones relacionadas con el virus®@?,

Actualmente se proponen técnicas seroldgicas como ensayos de neutralizacion por reduccion de
placa (FRNT)®?% 22 pruebas de inhibicién como Block of Binding (BOB)@? y técnicas de ELISA
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(IgG anti-ZIKV-DENV) (MAC-ELISA)@, para distinguir entre infecciones primarias, co-

infecciones con Dengue e infeccion secundaria.

Estas técnicas podrian permitir la vigilancia seroldgica y el monitoreo de la infeccion por ZIKV
durante el embarazo, que permitiria comprender la epidemiologia, la patogenia y las
complicaciones del ZIKV en regiones endémicas de Dengue®®. Por lo tanto, este estudio
contribuye a la compresion del rol que juega el ZIKV en la aparicién de anomalias congénitas,
también describe la seroprevalencia de la enfermedad en mujeres embarazadas, asi como el rol de
nuevos métodos diagnostico y de vigilancia para monitorear a las mujeres embarazadas expuestas
al ZIKV.
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2. Antecedentes

Después del brote de Zika en Brasil en 2015 y su propagacion en América Latina”). La
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en febrero del 2016 declaro a Zika como una emergencia
de salud publica de interés internacional, debido al aumento de casos malformaciones congénitas
y complicaciones neuroldgicas. El director de la OMS declar6é que se sospecha fuertemente una
relacion causal entre la infeccion por Zika durante el embarazo y la microcefalia, aunque todavia

no se ha demostrado cientificamente(@® 27,

Pereira et al., en el 2016 reportaron en una cohorte de 345 mujeres embarazadas que la infeccion
por ZIKV durante el embarazo es perjudicial para el feto y se asocia con muerte fetal, restriccion
del crecimiento fetal y un espectro de anomalias del sistema nervioso central y que ademas 55%
de los embarazos tuvieron resultados adversos después de la infeccion materna en el primer
trimestre, y que mas del 40 % de los nifios de madres infectadas con ZIKV durante el embarazo

tenfan riesgo de desarrollar CSZ ).

Halai y colaboradores en el 2017 reportaron que el sindrome congénito de ZIKV no parece estar
asociado con la gravedad de la enfermedad materna, tampoco con la carga de ARN de ZIKV en el
momento de la infeccion y menos con la existencia de anticuerpos previos contra el dengue®®. No
obstante, en el 2018 Rodriguez y colaboradores comunicaron que se observé microcefalia en 2.4%
de los recién nacidos en una cohorte de 86 mujeres embarazadas positivas a ZIKV pero que no se

detectaron calcificaciones u otras alteraciones del sistema nervioso central (SNC)®®).

Hoen Bruno y colaboradores en el 2018, encontraron en las mujeres que presentaban sintomas de
infeccion por ZIKV y que cuyas pruebas de PCR fueron positivas que el 7% de los fetos y los
lactantes mostraban defectos en el nacimiento posiblemente asociados a ZIKV, ademas que los
defectos ocurrieron con mas frecuencia en madres que se habian infectado al principio del
embarazo®®. Estos hallazgos se correlacionan con Pomar y colaboradores, quienes reportan que
en los casos de una infeccién materna del virus del Zika conocida, aproximadamente una cuarta
parte de los fetos se infectaran de forma congénita, de los cuales un tercio tendra complicaciones
graves al nacer o la pérdida fetal. La carga de la CZS puede ser menor que la descrita inicialmente
en América del Sur y puede no diferir de otras infecciones congénitas®?.
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3. Justificacion

La infeccion por ZIKV se ha convertido rapidamente en una problemaética de salud publica, desde
el reporte de los primeros casos en Brasil, su propagacién en América Latina entre 2015 al 2017 y
su asociacion con anomalias congeénitas ha impactado directamente en las mujeres embarazadas y

sus bebés.

En Nicaragua el Ministerio de Salud report6 el primer caso de anomalia congénita asociada a ZIKV
en Julio del 2016. Este escenario nos obliga a evaluar la disponibilidad de recursos para
diagnosticar los casos de Zika en mujeres embarazadas, asi como el desarrollo de técnicas
diagndsticas que den respuesta temprana a la deteccion de esta enfermedad emergente en nuestro

pais.

La mayoria de los estudios de cohorte de Zika en mujeres embarazadas publicados recientemente
tienen como criterio de inclusion mujeres confirmadas con la infeccion por Zika mediante métodos
moleculares, por tanto, estos estudios no reportan la importancia de la infeccion asintomatica y el
verdadero efecto del problema en la salud publica. Nuestro estudio tiene como criterio de inclusion
solamente haberse embarazado durante la epidemia de ZIKV lo cual permitird conocer el efecto

de la infeccion asintomatica y el rol de los nuevos ensayos serolégicos.
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4. Planteamiento del Problema

¢ Cual es la seroprevalencia e incidencia de Zika en mujeres embarazadas durante la epidemia en

Leodn, Nicaragua en febrero-julio del 2017 y los efectos adversos en él neonato?
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5. Objetivos

5.1 Objetivo General

e Determinar la seroprevalencia e incidencia de Zika en mujeres embarazadas durante la
epidemia en Ledn, Nicaragua en febrero-julio del 2017 y su correlacion con efectos

adversos en el neonato.

5.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar los aspectos clinicos y epidemioldgicos de las mujeres embarazadas expuestas
al virus del Zika en el periodo de estudio.

e Determinar el estado seroldgico de Zika en las mujeres embarazadas.

e Asociar la infeccidn por el virus del Zika en mujeres embarazadas y los resultados fetales

adversos.
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6. Marco Tedrico

6.1 Historia y Epidemiologia

El virus ZIKA fue descrito por primera vez en la sangre de un mono Rhesus (cepa 766) procedente

de Uganda (Africa) en abril de 1947, ello ocurrié cuando se estaba investigando la transmision de

la fiebre amarilla en humanos por medio de mosquitos del género Aedes. La palabra Zika significa

area cubierta de hierbas o de vegetacion en la lengua Luganda (tribu de familia bantu) la que; en

ese afio no se tuvo ningun caso humano, el segundo aislamiento del virus fue el 12 Junio 1948,

procedente de un mosquito (Aedes africanus) aproximadamente a 300 metros del primer

aislamiento®™ 3V, En 1952 se encontr6 evidencia seroldgica de infeccion en seres humanos de

Uganda y Republica Unida de Tanzania®. En 1954 se logrd aislar el virus a partir de muestras

humanas de una nifia de 10 afios en Nigeria®?, luego el virus estuvo confinado a Africa y el Sur

este Asiatico. Posteriormente en el 2007, se registra el primer gran brote en humanos en la Isla

Yap de la Micronesia del Pacifico, donde aparecieron 189 pacientes afectados con fiebre, rash,

artralgias y conjuntivitis, en los que se detectaron 49 casos positivos al virus Zika y 59 probables,

no hubo muerte alguna, ni casos graves que requirieron hospitalizacion®.

2015
Senegal | 954 Central African
l Republic

Cabo
Verde

Sierra * Burkina Nigeria

Leone Faso ] 947

D'ivc;:: SR o
anon
1975/2007 1948

United Republic
of Tanzania

Imagen 1. Origen y propagacién del ZIKV

1947: Los cientificos que realizan la vigilancia de rutina
de la fiebre amarilla en el bosque Zika de Uganda aislan
el virus Zika en muestras tomadas de un mono cautivo,

centinela rhesus.

1948: El virus se recupera del mosquito Aedes africanus,

atrapado en la plataforma de un arbol en el bosque Zika.

1952: Los primeros casos humanos se detectan en Uganda
y la Repulblica Unida de Tanzania en un estudio que
demuestra la presencia de anticuerpos neutralizantes

contra el virus Zika en sueros [34,
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Posteriormente ocurre un brote entre los afios 2013-2014 se presentd en la Polinesia Francesa del
Sur del Pacifico, la que posee 67 islas; se estimaron 29 000 casos con 29,34% de cuadro clinico

asociado virus del Zika®?,

»

3

Imagen 2. Origen y propagacién del ZIKV

1969-1983: La distribucion geografica conocida del Zika se expande a Asia ecuatorial, incluidas India, Indonesia,
Malasia y Pakistan, donde se detecta el virus en los mosquitos. Al igual que en Africa, ocurren casos humanos
esporadicos, pero no se detectan brotes y la enfermedad en los seres humanos continGa considerandose rara, con

sintomas leves.

2007: el Zika se propaga desde Africa y Asia para causar el primer gran brote en humanos en la isla pacifica de Yap,
en los Estados Federados de Micronesia. Antes de este evento, no se habian documentado brotes y solo 14 casos de la

enfermedad del virus del Zika humano en todo el mundo.

2013-2014: el virus causa brotes en otros cuatro grupos de islas del Pacifico: la Polinesia francesa, la Isla de Pascua,
las Islas Cook y Nueva Caledonia. El brote en la Polinesia Francesa, que genera miles de presuntas infecciones, se
investiga de forma intensiva. Los resultados de las investigaciones retrospectivas se informan a la OMS el 24 de
noviembre de 2015 y el 27 de enero de 2016G%,

%
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El 2014 el Zika llega a América, a la Isla de Pascua®®) y posteriormente se reporta el primer caso

en Brasil causando asi un brote que se extiende por toda América Latina".

Imagen 3. Origen y propagacién del ZIKV

2 de marzo de 2015: Brasil notifica a la OMS sobre informes de una enfermedad caracterizada por erupciones en la
piel en los estados del noreste. Desde febrero de 2015 hasta el 29 de abril de 2015, se reportan casi 7000 casos de
enfermedades con erupciones en la piel en estos estados. Todos los casos son leves, sin muertes reportadas. Zika no

era sospechoso en esta etapa, y no se realizaron pruebas para Zika.

1 de febrero de 2016: la OMS declara que la asociacion reciente de infeccion por Zika con grupos de microcefalia y

otros trastornos neuroldgicos constituye una emergencia de salud pablica de preocupacidn internacional ¢4,
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6.2 Estructura y Clasificacion

El virus Zika (ZIKV), un miembro de la familia Flaviviridae, es un virus de ARN de cadena
sencilla de sentido positivo a con un genoma de 10.7 Kb que codifica una poliproteina Unica que
se divide en tres proteinas estructurales (de la capside C, de membrana prM / M y de membrana
envolvente E) y siete proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5)
por las proteasas virales y del huésped®® 37,

(A) Center for Disease Control and
I 3423 aa | (P:Lgvention (China CDC), Beijing,
ina
-I Structural genes I Nonstructural genes ]..
/~ 3 ¢ ~ pE i \ *Correspondence:
g | } ? 3 \ERE! Al shiyi@im.ac.cn (Y. Shi) and
Dlﬁl |-| ‘ Im Helicase |Dm ."MTase i gaof@im.ac.cn (G.F. Gao).
C l prM E NS1 NS2A 2B NS3 4A ] NS4B NS5
SP } 2K
i

(B)

NS5

2K

Cytoplasm
) ) )

JLL0000000

NS2B NS4A NS4B

i \

ER Lumen

Trends in Biochemical Sciences
Imagen 4. Organizacién del genoma del virus Zika (ZIKV) y las proteinas procesadas. (A) Procesamiento de
poliproteinas y productos de escision. ZIKV tiene un genoma de sentido positivo de una sola hebra de
aproximadamente 11 Kb. Las cajas debajo del genoma indica precursores y proteinas maduras generadas por la
cascada de procesamiento proteolitico. (B) Poliproteina Topologia en la membrana. Se muestra la orientacién de la

membrana propuesta de las proteinas ZIKV©8 39,

Dado que ZIKV exhibe una patogénesis clinica que difiere de la de otros flavivirus conocidos los
cientificos tenian curiosidad acerca de si la particula ZIKV en si misma tiene caracteristicas Unicas.
Richard Kuhn, Michael Rossman y sus colegas informaron una estructura de resolucion de 3.8 A

de la particula ZIKV madura, determinada por microscopia crioelectronica (crio-EM)®“9.

Entre las caracteristicas observadas en la estructura de la superficie de la particula viral se cuentan
180 copias de la proteina E (proteina de envoltura), asociadas a la proteina M (proteina de
membrana)®“® %Y, La proteina E es el componente principal involucrado en la union del receptor,

la fusion de la membrana y el reconocimiento inmunitario del huésped©®®),
10
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(B)

(D)

Fusion loop

Trends in Biochemica| Sciences

Imagenn 5. Microscopia crioelectrénica (EM) Estructuras del virus Zika (ZIKV) y sus proteinas de membrana
(M) y envolvente (E). (A) El mapa crio-EM ZIKV (EMDataBank: EMD-8116). El mapa estéa coloreado radialmente:
0-219 A (cian) y 220-250 A (azul). Los nimeros 30 y 50 se refieren al eje triple y al eje quintuple, respectivamente.
(B) La disposicion de la proteina E en la superficie ZIKV. Las tres proteinas E individuales (A, B y C) en una unidad
asimétrica (triangulo negro) se indican mediante representaciones de dibujos animados. (C) El dimero de proteina E
se muestra en forma de cinta, visto en el eje doble. El codigo de color sigue la designacion estdndar de los dominios
de proteina E: I (rojo), Il (amarillo) y 111 (azul). El tallo subyacente y los residuos transmembrana (TM) se muestran
(naranja). El glicano Asn154 (representacién de palo) se muestra en verde. (D) Vista lateral del dimero E-M (PDB:
5IRE), que muestra los ectodominios E, asi como los dominios E stem-TM (naranja) y los dominios M loop y stem-
TM (cian). Los dominios E y M TM se encuentran dentro de la bicapa lipidica. El glicano Asn154 de un monémero

esta marcado y puede verse proyectandose desde la superficie®® 40,

La proteina M es una proteina pequefia que se oculta bajo la capa de la proteina E. Las proteinas
E y M se organizan en una simetria de icosaedro que consta de 60 unidades repetidas, cada una de
las cuales contiene tres proteinas E individuales“?. Las proteinas E se disponen como dimeros,
con tres dimeros paralelos entre si, los cuales forman una especie de balsa. Hay 30 de tales balsas
que cubren la superficie viral. Similar a los otros flavivirus, la proteina ZIKV E, comprende cuatro

dominios: el dominio vastago-transmembrana, que es responsable del anclaje de membrana; y los

11
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dominios 1, 11 y 111, que constituyen la porcién de superficie predominantemente de la cadena B

restante de la proteina®?.

La proteina M comprende un bucle en el extremo N (bucle M) y regiones troncales y
transmembrana, que contienen una y dos hélices, respectivamente; estos anclan la proteina M a la
membrana lipidica. Para la proteina E, el Dominio I (DI) actia como un puente entre el Dominio
I1 (DII) y el Dominio Il (DII). La punta de DII contiene el bucle de fusion (FL), que interactla
con la membrana huésped durante la fusion de la membrana. En la mayoria de los flavivirus, DIII

contiene el sitio de union del receptor putativo y tiene un papel importante en la fusion® 44,

Curiosamente, ZIKV tiene un solo sitio de glicosilacion (N154) en el DI de la proteina E (Figura
2D), que sobresale de la superficie, porque el ZIKV E-DI tiene un "bucle 150" mas largo (residuos
145-160) en comparacion con otros flavivirus, incluyendo DENV. Dado que la molécula de
adhesion intercelular especifica de células dendriticas no-integrina (DC-SIGN) vy el receptor de
manosa son supuestos receptores / co-receptores DENV que pueden unirse a los glicanos DENV,
la glicosilacion N154 puede funcionar como un sitio adjunto de ZIKV a las células huésped. Esta
region de 150 bucles varia no solo entre las cepas del virus Zika, sino también con otros flavivirus,
lo que sugiere que las diferencias en esta region influyen en la transmision del virus y la

enfermedad®®?).

Las comparaciones estructurales de la proteina de la envoltura E-ZIKV revelan que algunas de
sus regiones se asemejan mucho a las de los virus neurovirulentos como el WNV y el JEV, en
tanto que otras son similares a las del virus del dengue (DENGV 1-4). De todas maneras, aunque
se sabe que la proteina E contribuye al neurotropismo del ZIKV, los efectos en la fisiopatologia

aln no se han dilucidado®? 42,

La estructura crio-EM mostr6 que ZIKV tiene una Superficie mas compacta en comparacion con
DENV-2 o0 DENV-4. Esta estabilidad estructural del virus. Puede ayudarlo a sobrevivir a las duras
condiciones del semen, la saliva y la orina, aunque esta hipétesis requiere mas evidencia

experimental
6.3 Analisis Filogenetico

El primer estudio filogenético de ZIKV fue realizado por Lanciotti et al. después del brote de Yap

State. La secuenciacion de la region codificadora completa del gen que codifica NS5 reveld tres
12
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linajes o subclases ZIKV diferentes: Africa oriental (prototipo de la cepa de Uganda), Africa

occidental (cepas de Senegal) y asiatica (ZIKV 2007, cepa Yap)© 42,

El linaje asiatico se separd de un ancestro comun que se movio en el sudeste asiatico y el Pacifico.
Los autores sugirieron que ZIKV surgi6 en Uganda (este de Africa) alrededor de 1920y se trasladd
a Africa occidental. Se produjeron dos introducciones independientes de Africa oriental a Africa
occidental, la primera de Uganda a Costa de Marfil y Senegal alrededor de 1935 a 1940 relacionada
con el grupo de cepas prototipo MR 766 y la segunda de Uganda a Nigeria y Africa central

alrededor de 1935 con la subsiguiente dispersion a Senegal “®),

ZIKV Cambodia 2010/F5513025/JN860885
ZIKV Thailand 2014/From Vero E6 cells/KF993678
ZIKV French Polynesia 2013/H/PF/2013/K)776791

ZIKV Brazil 2015/15095/KR815989 Asia
2! ZIKV Brazil 2015/15098/KR815990
ZIKV Micronesia 2007/FM07-EC 2007/EU545988

ZIKV Malaysia 1966/P6-740/HQ234499

ZIKV Central African Republic 1968/ArB1362/KF383115

*|~—ZIKV Central African Republic/ARB7701/KF268950
ZIKV Uganda 1947/MR766/NC012532
ZIKV Nigeria 1968/ibH 30656/HQ234500 Africa
ZIKV Senegal 2001/ArD157995/KF383118
.| ZIKV Senegal 1968/ArD7117/KF383116
80 ZIKV Senegal 1984/ArD41519/HQ234501
Spondweni/SM-6 V-1/DQ859064
Dengue 1/FP1104/DQ672559
Dengue 3/PF89/27643/AY744677

Denque 2/98900665 DF DV-2/AB189123
Dengue 4/DENV-4/KH/BID-V2055/2002/KF955510
Yellow Fever/17D-204/KF769015

M [ West Nile/NY99/NC009942
94 Japanese Encephalitis/Nakayama/MY/2009/P578662/HE861351

Imagen 6. Arbol filogenético de ZIKV que muestra los linajes africano y asiatico, incluidas las cepas que

0.1

94

surgieron recientemente en el Pacifico y Brasil®“®.

ZIKV probablemente se mudo a Asia en la decada de 1940 y se extendié a lo largo de la region,
formando el linaje asiatico. En las Américas, las secuencias de ZIKV estaban disponibles en Brasil,
Colombia, Puerto Rico y Guatemala. Todos ellos mostraron mas del 99% de la identidad de

nucleétidos con las cepas polinesias francesas® 49),
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Estas cepas americanas pueden constituir un "grupo del hemisferio occidental™ dentro del genotipo
asiatico®®. El gen que codifica el SN5 de la linea aislada en la isla de Pascua también mostré una
identidad del 99.8% a nivel de nucledtidos con la cepa polinesia francesa®®. En conjunto, los datos
epidemioldgicos y posteriores apoyan la hipétesis de que las cepas epidémicas de ZIKV surgieron
a través de un cambio genético en el virus del linaje asiatico. Curiosamente, la secuencia parcial
de la cepa aislada en SN5 de la cepa aislada de un viajero que regresé de Maldivas en junio de

2015 fue idéntica a la de las cepas de la Polinesia Francesa, Brasil y la Isla de Pascua®®).

6.4 Replicacion Viral

El ciclo replicativo ha sido poco estudiado. ZIKV ingresa a la célula ya sea a través del endocitosis
mediada por clatrina 0 mediada por receptores. EI ambiente acido en el endosoma induce la fusion
viral liberando ARN gendmico. El ssRNA gendmico de sentido positivo se traduce posteriormente
en una poliproteina que se procesa adicionalmente por el huésped y las proteinas codificadas por
el virus, dividiéndose asi todas las proteinas estructurales y no estructurales. EI complejo de
replicacion de Flavivirus se ensambla muy cerca de la membrana del reticulo endoplasmico (RE),
el dsRNA se sintetiza a partir del ssSRNA gendémico (+). ElI genoma de dsRNA se transcribe y
replica, proporcionando asi ARNm virales y nuevos genomas de sSRNA (+). Después de la
replicacion viral, el empaquetamiento ocurre en la superficie del RE y los viriones inmaduros
resultantes se trasladan al complejo de Golgi, donde la escisién mediada por furina de prM a M
genera virus maduros que se liberan mediante exocitosis. ZIKV activa TLR3®? y la via de
autofagia®® , que puede potencialmente mediar la replicacion viral y la supervivencia dentro de
las células. Se ha informado que los exosomas liberados de células infectadas contienen proteinas
ZIKV, incluyendo NS16?), Los flavivirus manipulan las vias de respuesta de proteinas desplegadas
(UPR) en el huésped mediante la activacion de uno o méas brazos de la UPR que pueden conducir

a la reparacion del ADN, la homeostasis celular o la apoptosis®®).

Investigadores de la Universidad de Heidelberg han mostrado como las cepas africanas y asiaticas
del Zika reorganizan el reticulo endoplasmico y la arquitectura citoesquelética de las células
huésped para que pueda desarrollarse el virus. La infeccion causa una drastica perturbacion de la
red del citoesqueleto, reorganizando los filamentos intermedios y los microtubulos en una
estructura que rodea la maquinaria de replicacion. Ademas, el Zika y el dengue, ambos flavivirus,

usan estrategias similares para infectar células huésped. Asi, una vez dentro de una célula, las
14
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particulas virales se cierran sobre el reticulo endoplasmico rugoso que participa en la sintesis y el
transporte de proteinas. Después, los virus remodelan dicho organulo para formar una ‘jaula’
protectora con pequefios agujeros por los que el ARN y las particulas virales recién fabricadas
pueden diseminarse. En el caso del Zika, el virus posee una manera Unica de reorganizar las
estructuras dentro de la célula. Esto sugiere que aun existen factores desconocidos de tipo celular
especificos que afectan a la forma en la que el virus se replica, por lo tanto, se especula que las
alteraciones inducidas por el zika en el citoesqueleto del huésped estén conectadas a los
mecanismos fisiopatoldgicos que vinculan las infecciones congénitas del virus con microcefalia 'y

trastornos neurodegenerativos®®.

6.5 Transmision

El virus del Zika puede Transmitirse por:

e Picadura de un mosquito: Los mosquitos se infectan cuando se alimentan de la sangre de
una persona ya infectada con el virus. Los mosquitos infectados pueden propagar el virus
mediante la picadura a otras personas®®.

e De madre a hijo: Una mujer embarazada que ya contrajo la infeccion por el virus del Zika
puede contagiarsela a su feto durante el embarazo o al momento de nacer. La transmision
puede ocurrir por via transparentaria, filtracion del virus a través del tapdn trofoblastico,
difusién del virus en el saco amniético durante la formacion o durante el parto por una
madre infectada a su recién nacido®® °9),

e Relaciones Sexuales: El virus permanece de manera indefinida en el semen y los fluidos
vaginales de una persona Zika positiva y esta puede transmitir la enfermedad antes de que
se manifiesten sus sintomas, cuando ya tiene los sintomas y una vez que los sintomas
desaparecen. Si bien no esta bien documentado, es posible que una persona portadora del
virus pueda transmitirlo, aunque nunca tenga sintomas®® 7).

e Transfusiones sanguineas: Se han reportado multiples casos de transmision del virus por

transfusion de sangre en Brasil. Actualmente, se estan investigando estos casos®®.
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6.6 Caracteristicas Clinicas
La infeccion por el virus del Zika (ZIKV) en adultos se ha descrito como una enfermedad viral

parecida al dengue, caracterizada por fiebre baja, erupcion pruriginosa macular o maculo-papular,

cefalea, hiperemia conjuntival, mialgia y artralgia, que generalmente dura entre 5 dias y 10 afios®).
6.7 Manifestacion neonatal
Las manifestaciones de ZIKV transmitidas verticalmente en los recién nacidos suelen ser

microcefalia congénita, neuropatia Optica y glaucoma congénito, ventriculomegalia y

lisencefalia®®).

Typical Typical
head size e - head size Pes-cRassascl .

Baby with Typical Baby with Baby with Severe
Head Size Moderate Microcephaly Microcephaly

Imagen 7. Bebés con microcefalia moderada o grave asociada con infeccion materna por el virus del Zika, en

comparacion con un recién nacido tipico®?.
Microcefalia congénita

El ZIKV congeénito puede causar microcefalia y otras anomalias cerebrales. La microcefalia es una
condicion en la cual la circunferencia de la cabeza de un bebé al nacer esta por debajo del tercer
percentil en comparacion con los bebés de la misma edad gestacional y sexo. Los bebés con
microcefalia pueden tener un amplio espectro de caracteristicas clinicas que van desde leves a
graves; estas caracteristicas clinicas a menudo duran toda la vida porque no existe una cura o una
opcién de tratamiento estdndar para la microcefalia. Estas indicaciones incluyen discapacidad
intelectual, convulsiones, trastornos del movimiento y del equilibrio, problemas de vision o
audicion, asi como demoras generales en el desarrollo en areas como sentarse, estar de pie o

caminar®?,
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Neuropatia dptica y glaucoma congeénito

La neuropatia dptica se define como el dafio al nervio Optico, que se manifiesta clinicamente por
pérdida parcial o completa de la vision®®. Estudios recientes han demostrado que la infeccion con
ZIKV puede causar anomalias oculares graves en bebés y adultos incluida la infiltracion celular y
el aumento de la citotoxicidad y la inflamacion en pacientes. Mas cominmente, una infeccion con
ZIKV se presenta como conjuntivitis no purulenta; sin embargo, las complicaciones graves,
incluida la alteracion del epitelio pigmentario de la retina macular externa, la uveitis posterior y la

iridociclitis también pueden ser una presentacion®b,

El glaucoma es la segunda causa de ceguera irreversible en el mundo y afecta a méas de 70 millones
de personas en todo el mundo, con aproximadamente un 10% de ceguera bilateral®?. El glaucoma
se caracteriza por una pérdida de células ganglionares de la retina y atrofia del disco éptico con
ahuecamiento. Estudios recientes han demostrado que el ZIKV afecta la camara anterior del ojo

durante la gestacion, lo que conduce a glaucoma y otros hallazgos oculares asociados®®.
Ventriculomegalia

La ventriculomegalia es la dilatacion de los ventriculos cerebrales laterales, generalmente de mas
de 10 mm al nivel de las auriculas. El atrio del ventriculo lateral es la parte donde convergen el
cuerpo, la asta posterior y el asta temporal. La ventriculomegalia puede ser un evento aislado, pero
cuando excede de mas de 15 mm, se clasifica como grave y generalmente se encuentra con otras
anomalias asociadas, como las infecciones congénitas®. Entre las infecciones congénitas, el
ZIKV se harelacionado con la ventriculomegalia. Se sabe que esto es un componente del Sindrome
de Zika Congénito (CZS). La ventriculomegalia puede producir hidrocefalia, que es un aumento
de la presion del LCR dentro de los ventriculos. El aumento de la flexibilidad del craneo en los
nifios permite que sea susceptible al agrandamiento del craneo secundario al aumento de la presién
del LCR. Esto comprime y estira el tejido cerebral adyacente. Esto resulta en hallazgos asociados
adicionales ya que el desarrollo normal del cerebro se ve obstaculizado®).

Lisencefalia

La definicion literal de lisencefalia es "cerebro liso". Es una malformacidn cerebral rara, vinculada
al gen, que se caracteriza por la ausencia (agiria) o escasez (paquigiria) de estos pliegues y surcos

y microcefalia®®. Los brotes recientes han confirmado que el ZIKV esta vinculado a anomalias
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congénitas del nacimiento. La neuroimagen revela malformaciones del desarrollo cortical que
incluyen la lisencefalia entre otras. Como resultado, el feto / neonato se vera afectado segun el

grado de fracaso del desarrollo cortical .

Algunas de las manifestaciones clinicas mas comunes incluyen retraso psicomotor severo, retraso
en el desarrollo, convulsiones y retraso en el desarrollo. El pronostico depende del grado de
malformacion cerebral y los casos graves pueden provocar la muerte en la infancia o la infancia
temprana®’. No existe una cura para la lisencefalia que no sea la atencion de apoyo para las
necesidades bésicas. Algunos nifios pueden mostrar progreso en su desarrollo con el tiempo. Las
convulsiones que se pueden presentar como resultado de la lisencefalia se pueden tratar con
anticonvulsivos. Las otras manifestaciones de la lisencefalia son mas dificiles de tratar con

medicamentos solos(®®,

18



Andlisis seroldgicos del Zika en mujeres embarazadas y los efectos adversos en el neonato durante la epidemia en Ledn, Nicaragua,

febrero-julio del 2017.

6.8 Patogénesis

Los datos sobre la patogenia de ZIKV son escasos. Se encontré que los fibroblastos dérmicos
humanos, los queratinocitos epidérmicos y las células dendriticas inmaduras son permisivos para
la infeccion por ZIKV®®), Desde la piel, el virus se propaga al ganglio linfatico donde sobreviene
la viremia y el objetivo principal de ZIKV son los monocitos tanto para las cepas asiaticas como

para las africanas.

Los factores de entrada / adhesion de DCSIGN, AXL, Tyro y TIM-1 permiten la entrada de ZIKV
y la unién a los receptores celulares del huésped se ve facilitada por la glicoproteina E. A esto le
sigue la captacion endocitica, el recubrimiento de la nucleocépside y el ARN viral finalmente se
liberan en el citoplasma®® ¢, La replicacion de ZIKV activa una respuesta inmune antiviral y la
produccién de interferén de tipo | en células infectadas. La formacion de autofagosomas y la
apoptosis se asocian con una mayor replicacion viral y la expresion inducida de grupos de
antigenos antivirales (RIG-1, MDA-5 y TLR3)®% que producen las manifestaciones clinicas ya
conocidas como la fiebre y la erupcion pruriginosa macular™ . También se sabe que ZIKV puede
viajar al 0jo, aunque todavia no se sabe si el virus hace ese viaje al cruzar la barrera de la retina
con la sangre que separa el ojo del torrente sanguineo, viajando a lo largo del nervio éptico que
conecta el cerebro y el 0jo, o alguna otra via. Un estudio revelo que Zika infecta el nervio 6ptico,
las celulas ganglionares de la retina y las células de la capa nuclear interna, mostrando asi un
adelgazamiento de la capa plexiforme externa. Durante la infeccién aguda, los ojos muestran
desorganizacion de la capa retiniana, retinitis, vitritis y coroiditis focal, con leve infiltracién celular
y aumento de la expresion del factor de necrosis tumoral, interferon-y, granzima B y perforina®?.
Se cree que el virus podria tener tropismo neuronal y de otros 6rganos, pues se ha encontrado RNA

viral en el cerebro, asi como en higado, rifién, corazon y bazo(?.

ZIKV es un virus neurotropico; por lo tanto, cruza la barrera hematoencefalica del feto y se adhiere
a las celulas neuronales del cerebro. EI ARN viral integra su genoma en las células neuronales,
causando apoptosis y, en ultima instancia, conduce a la interferencia con el desarrollo neuronal, la
proliferacion neuronal y la migracién. En segundo lugar, la infeccién placentaria por ZIKV causa

insuficiencia placentaria y podria contribuir a la restriccion del crecimiento y la microcefalia®.
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6.9 Inmunidad

La respuesta inmune innata

La respuesta del interferon (IFN) desempefia un papel fundamental en el control de los flavivirus,
se han realizado varios estudios in vitro que utilizan tanto células humanas primarias como lineas
celulares derivadas de humanos para evaluar la respuesta de IFN a la infeccion por ZIKV.
Dependiendo del tipo de célula utilizado, la infeccion por ZIKV dio como resultado la produccion
de IFN de tipo I (a, B), tipo II (y) y tipo III (1), asi como la activacion de varios genes estimulados
por IFN (ISG){,

También se han llevado a cabo investigaciones para determinar los mecanismos empleados por
ZIKV para amortiguar la respuesta de IFN. Se ha demostrado que la proteina NS5 de ZIKV
degrada la STATZ2, una molécula de sefializacion involucrada en la via de IFN tipo I. Esto limita
la sefalizacion de IFN de tipo | y permite una mayor replicacion viral. Esto parece ser una
interaccion especifica de la especie, ya que ZIKV NS5 no puede degradar STAT2 murino, lo que
contribuye a la replicacion ineficiente de ZIKV observada en ratones inmunocompetentes y la
mayor susceptibilidad de los ratones que carecen de componentes de la via de sefializacion IFN de

tipo | a la infeccion por ZIKV(2),

Sin embargo, cabe sefialar que este estudio se basa en la sobreexpresion de NS5. Ademas, otra
investigacion que utiliza células dendriticas humanas infectadas sugiere otro mecanismo de
inhibicion de IFN mediada por ZIKV. Ese estudio encontré que la infeccion por ZIKV da como
resultado el antagonismo de la fosforilacién de STAT1 y STATZ2. Hasta el momento, no esta claro

qué mecanismo podria ocurrir primero o si ambos ocurren durante la infeccion natural /.
La respuesta de anticuerpos

La respuesta inmune a la infeccion por ZIKV es similar a la de otros flavivirus; La IgM se
desarrolla pocos dias despues del inicio de la infeccion y puede permanecer detectable durante
aproximadamente 3 meses. La IgG se desarrolla después y permanece en la circulacion durante

afios(’3 ),

Las proteinas estructurales E y PrM junto con la proteina secretada NS1 representan los objetivos

principales para los anticuerpos especificos para flavivirus. Los estudios han demostrado que los
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anticuerpos especificos contra el ZIKV son cruciales para el control viral en modelos de infeccion

en ratones(?,

Se han aislado varios anticuerpos monoclonales humanos capaces de neutralizar ZIKV tanto in
vitro como in vivo. Estos incluyen anticuerpos contra el epitope del dimero E cuaternario, que
reaccionan de forma cruzada entre ZIKV y DENV. También se identificaron anticuerpos que
reconocen el dominio 1l de la proteina E ZIKV, que reduce los sintomas de la enfermedad y la
mortalidad en ratones infectados con ZIKV. Ademas, se encontrd que dos anticuerpos, que
reconocen epitopes que abarcan maltiples dominios de la proteina ZIKV E, protegen a los ratones

en un modo de post-exposiciont?.
Respuesta Celular

Las células T CD8 + protegen y promueven la patogénesis de algunos flavivirus, pero se desconoce
su papel en la infeccién por el ZIKV. En un estudio con ratones que carecian del receptor de
interferdn tipo | se evalud las respuestas de las células T CD8 + al ZIKV y se encontrd que las
células T CD8+ de ratones infectados eran citotoxicidad polifuncional y mediada. La transferencia
adoptiva de células T CD8 + inmunes a ZIKV redujo las cargas virales, mientras que su
agotamiento llevd a una mayor carga tisular y los ratones CD8-/- mostraron una mayor mortalidad
a la infeccion por ZIKV. En conjunto, estos resultados demuestran que las células T CD8+
protegen contra la infeccion por ZIKV{),

Otro estudio en ratones deficientes de IFN de tipo 1 (IFNR) encontré que las CD8+ especificas de
ZIKV se dirigen predominantemente a las proteinas PrM, E y NS5 (®). También se evalud la
respuesta inmune adaptativa celular en ratones suprimidos de IFN tipo | y se encontrd que las
respuestas de células T CD8+ de ratones embarazadas a la infeccién por ZIKV se redujeron en
comparacion con ratones no embarazados. Por lo tanto es posible que la disminucién de la
inmunidad mediada por células durante el embarazo pueda aumentar la propagacion del virus al
feto("".

Los estudios que investigan las respuestas de las células T durante la infeccion por ZIKV humano
son escasos en la actualidad. y se han identificado células T CD4 + que proliferan en respuesta a

la estimulacién con E y NS1 en humanos que habian experimentado una infeccidn reciente por
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ZIKV. Por lo tanto, es necesario realizar investigaciones adicionales sustanciales para confirmar

un papel protector de las células T durante la infeccion por ZIKV en humanos(®

6.10 Diagnostico

Debido a la poca frecuencia de infecciones por ZIKV antes de 2016, no hubo ensayos disponibles
comercialmente para la deteccion del virus, por lo tanto desde el brote en el 2016 el centro para
el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés) recomiendan
actualmente probar a mujeres embarazadas en areas de transmision activa de ZIKV con
anticuerpos de inmunoglobulina M (IgM) en el primer y segundo trimestre y, si es positivo en
cualquier momento, confirmar mediante la seleccion de muestras de orina y suero mediante
PCR(),

Actualmente estan disponibles el RT-PCR en tiempo real y el aislamiento viral, como estandares
para el diagndstico confirmatorio en los primeros dias de la infeccion. Existen pruebas seroldgicas
(ELISA, FRNT, BOB) para determinar anticuerpos IgM®% 23 pero hay el inconveniente de las
reacciones cruzadas con otros flavivirus. Sin embargo, pueden utilizarse en ciertas circunstancias

en la que no es posible contar con RT-PCR y hacer una interpretacion adecuada®.

Diagndstico molecular: La deteccidn directa de virus solo es posible durante los primeros 3 a 5
dias después del inicio de los sintomas. Las muestras de saliva y orina para la deteccion del genoma
viral mediante RT-PCR pueden ser las mejores muestras para diagnéstico. Es importante usar
ensayos de PCR que se centren en los linajes ZIKV asiatico y africano que se dirigen a las regiones
conservadas del gen de la envoltura o la region NS5. Esto es para evitar resultados falsos negativos.
También es importante tener en cuenta que los resultados negativos de la reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa (rRT-PCR) en tiempo real no descartan la infeccion por Zika
debido a la descomposicién de la viremia a lo largo del tiempo y la inexactitud en el informe del

inicio de los sintomas del Zika®9.

Diagnostico seroldgico: La serologia ZIKV se realiza generalmente mediante ELISA con pruebas
de confirmacién por FRNT de acuerdo con los protocolos estdndar. Hasta la fecha, no hay un kit
de serologia comercial validado para el ZIKV, pero hay kits disponibles para el laboratorio. El

ELISA no esta disponible en muchos laboratorios. FRNT es el "estdndar de oro" para la
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diferenciacion de anticuerpos anti-Flavivirus porque es relativamente especifico en infecciones
primarias por Flavivirus (sin infeccion previa con otro Flavivirus). FRNT, sin embargo, se realiza
solo en laboratorios altamente especializados, es costoso y puede requerir laboratorios regulados
debido a la manipulacion de virus vivos. Se han desarrollado nuevos protocolos que utilizan virus

recombinantes o particulas de virus informantes, pero atin no estan disponibles para ZIKV®D,

Los ensayos de anticuerpos neutralizantes son capaces de discriminar las infecciones por DENV
y ZIKV, particularmente después del periodo de convalecencia temprana®l2?, Mas recientemente,
algunos grupos han identificado antigenos o han desarrollado ensayos con especificidad serolégica
mejorada para discriminar la infeccion por ZIKV de la infeccion por flavivirus relacionados. Sin

embargo, estos nuevos ensayos esperan una validacion e implementacion rigurosas®? ),
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7. Material y Métodos

Tipo de Estudio: Cohorte Prospectiva
Periodo del estudio: Febrero a Julio 2017

Poblacion de Estudio: Estuvo conformada por mujeres Embarazadas que acudieron al Centro de
salud Perla Maria Norori durante sus chequeos mensuales y que planificaron dar a luz en el
Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales (HEODRA) de la ciudad de Ledn.

Muestras de estudio: Un total de 253 mujeres embarazadas.

Muestreo: Se realiz6 un muestreo no probabilistico por conveniencia, se tomd una muestra
sanguinea de las madres gestantes en su primer, segundo y tercer trimestre de embarazo, asi como

muestras durante el parto que incluian muestras sanguineas maternas y de cordon umbilical.
Criterios de inclusion:

Se incluyeron a todas aquellas mujeres embarazadas que asistan al centro de salud Perla Maria
Norori y que dieron a Luz en el HEODRA.

Criterios de Exclusion:

Mujeres que dieron a luz en hospitales o clinicas privadas y cuyas fechas probables de parto

fueron a partir del mes de octubre.
Muestreo y recoleccion de la informacion

Recoleccion de la informacion: Cada mujer embarazada fue captada durante su control prenatal
en el laboratorio del centro de salud con el fin de solicitar su participacion y firma de un
consentimiento informado. Una vez captada un colaborador del estudio explico los objetivos de la
investigacion y le entrego el consentimiento para su lectura. Se realizé una entrevista para solicitar
informacién clinica, epidemioldgica y demografica de interés. La informacién del resumen del
parto que incluye el peso, el sexo, la circunferencia de la cabeza, las complicaciones y el estado

vital del bebé fueron extraidos de los registros médicos después del alumbramiento.

Vigilancia de cordon umbilical: Las muestras de cordén umbilical fueron tomadas por un grupo
de vigilancia activa en el Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales de la ciudad de Leon. El equipo

estuvo conformado por 4 bioanalistas clinicos, quienes realizaron turnos de 8 horas cada uno para
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alcanzar una vigilancia de 24 horas los 7 dias de la semana. La vigilancia se realizaba tanto en la
sala de AROII y la sala de Labor y parto con el fin de controlar los ingresos del paciente y la

recoleccion de la muestra de corddn de partos (naturales y cesareas).

Obtencion y conservacion de la muestra: Luego de haber aceptado participar y llenar la ficha se
procedio a la obtencion de una muestra de sangre. Se tomoé 4ml de muestra sanguinea del antebrazo
en un tubo Vacutainer con EDTA y alrededor de 50 ml de sangre del cordon en tubos Vacutainer
con EDTA, hubo casos en casos en que no se pudieron utilizar tubos para la toma de muestra de
cordon y se utilizo bolsas hematoldgicas para extraccion sanguinea con EDTA.

Las muestras fueron debidamente rotuladas y trasladadas al Laboratorio de Microbiologia de la
UNAN-Leon en termos con refrigerantes para mantener una temperatura entre 4-8 °C hasta el
momento del andlisis; una vez en el laboratorio, 1 ml de las muestras sanguineas fueron guardadas
a -20 °C hasta ser analizadas, los 3 ml restantes de la muestra sanguinea fueron centrifugadas a
3,000 rpm por 5 minuto para obtener el plasma y el paquete globular. Una vez separados, los
plasmas se transfirieron a cryoviales para ser guardadas a -20 °C y los paquetes globulares
guardados a 4 °C hasta ser analizados.

Anadlisis de Laboratorio
ELISAS

Determinacion de anticuerpos 1gG anti- ZikaV-DenV: Se realiz6 de acuerdo al protocolo
descrito por el CDC y adaptado a nuestro laboratorio. Se sensibilizaron las placas con 50 ul de
anticuerpo Mab 4G2 diluido 1:1000 (100 ng/pozo) en buffer carbonato y se incubo a 4°C toda la
noche en camara humeda. Al dia siguiente se lavaron las placas 5 veces con PBS-Tween20 0.05%,
se agregd 100 pl de solucion de bloqueo (leche 3% en PBS-Tween 20 0.05%) y se incubo 1 h a
37°C en camara himeda. Posteriormente se lavaron las placas 5 veces y se agregaron 50 pl por
pozo de antigenos Zika 1/2 y 50 ul de antigenos Dengue 1/3 diluido en solucion de bloqueo
respectivamente y se incubaron a 37°C por 1 hora en camara humeda. Transcurrido el tiempo se
lavaron las placas 5 veces, se agregaron 50 ul de la muestra por pozo segun dilucion (1/100 y
1/1000) en solucién de bloqueo y se incubaron a 37°C por 1 hora en cdmara humeda. Luego se
lavaron las placas 5 veces, se agregaron 50 ul del anticuerpo secundario anti-IgG humano de cabra

conjugado con fosfatasa (Ab) por pozo dilucién 1/1000 diluido en solucion de bloqueo y se incubo

25



Andlisis seroldgicos del Zika en mujeres embarazadas y los efectos adversos en el neonato durante la epidemia en Ledn, Nicaragua,

febrero-julio del 2017.

a 37°C por 1 hora en camara himeda. Posteriormente se agregaron 50 pl de sustrato por pozo (El
sustrato se prepara con 20ml de agua destilada + 1 tableta dorada + 1 tableta plateada) y se incubo
en oscuridad aproximadamente 10 min a T° ambiente. Finalmente se leyd a una absorbancia a 405
nm. Se consideraron positivos todas aquellas absorbancias con un cut off = X del control negativo
+3SD.

Determinacion de anticuerpos IgM anti- ZikaV-DenV: Se realizd de acuerdo al protocolo
descrito por el CDC y adaptado a nuestro laboratorio. Se sensibilizaron las placas con 75 ul por
pozo de anti- Human IgM 1/50 diluido en buffer carbonato bicarbonato y se incubo toda la noche
a 4°C en camara humeda. Al dia siguiente se eliminaron los anticuerpos IgM de la placa y se
secaron con papel toalla, posteriormente se agregaron 200 ul de solucion de bloqueo (Leche 5% +
PBS-Tween20 0.05%) y se incubo por 30 min a T° ambiente. Transcurrido el tiempo se procedio
a lavar las placas 3 veces con PBS-Tween20 0.05%, luego se agreg6 50 ul por pozo de las muestras
y controles con dilucion 1/40 diluido en solucién de lavado y se incubo a 37°C por 1 hora en
camara humeda. Posteriormente se lavaron las placas 3 veces y se agregaron 50 pl por pozo de
antigenos Zika y Normal Vero 81 dilucién 1/2 y 50 ul de antigenos Dengue y Normal Vero 81
dilucién 1/3 diluido en solucion de lavado respectivamente y se incubaron toda la noche a 4°C en
camara himeda. Al dia siguiente se lavaron las placas 3 veces y se agregaron 50 pl del conjugado
HRP-Conjugated 6B6C, 1/1000 diluido en solucidn de bloqueo, y se incubaron 1 hora a 37°C en
camara himeda. Transcurrido el tiempo se lavaran las placas 3 veces, luego se agregaron 75 pl del
sustrato (TMB) y se incubo aproximadamente 15 min a T° ambiente. Posteriormente se agregaron
50 ul de la solucidn Stop (1IN H2S04) dejando reposar hasta 5 minutos. Finalmente, se leyo a una
absorbancia de 450 nm tomando tiempos de lectura con intervalos de 5 min entre cada lectura. Se

utilizaron los controles positivos y negativos respectivos®.
Las muestras se consideraron 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.

Calculo del valor P/N de los sueros del paciente:
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__ Media OD del suero del paciente con antigeno Zika o DenV (P)

PN=

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:

_ Media OD de la muestra con antigeno Zika o DenV (P)

PN=

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.
NS1 Block-of-Binding (NS-1 BOB)

Las placas de poliestireno (Nunc MaxiSorp) se recubrieron durante la noche con 1 ug/ ml de ZIKV
NS1 (cepa MR766; Meridian o Native Antigen Company, Inc.) en un tampon de recubrimiento
(PBS) a 4 ° C. Las placas se bloguearon durante 1 h con PBS que contenia 1 % BSA. Se afiadid
plasma o suero (dilucién 1:10 en PBS / BSA al 1%) a las placas ELISA recubiertas con NS1.
Después de 1 h, se afiadié un volumen igual de anti-NS1 ZKA35 biotinilado a 20 ng / ml y la
mezcla se incubo a temperatura ambiente durante 15 minutos (dilucion final del plasma en la
mezcla, 1:20). Las placas se lavaron con PBS-T (PBS méas Tween 20 al 0,05%) y se afiadid
estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina durante 30 minutos. Las placas se lavaron de nuevo
con PBS-T y se afadio el sustrato (p-NPP, Sigma) durante 30-60 min. Las placas se leyeron en un
lector ELISA a 405 nm. El porcentaje de inhibicion se calcul6 de la siguiente manera: [1 - ([OD
sample - OD neg ctr] / [OD pos ctr - OD neg ctr])] x 100?3).

Ensayos de Neutralizacion

Se adaptd la prueba de neutralizaciéon de reduccion de enfoque (FRNTso) a un formato de 96
pocillos. Los titulos de neutralizacion se determinaron mediante FRNTso mediante una dilucién en
serie de suero humano de 3 veces y se mezclaron con ~50-100 unidades de virus formadoras de
foco (FFU) en medio Eagle modificado con Dulbecco con FBS al 2%. Las mezclas de virus y
anticuerpos se incubaron durante 1 horaa 37 ° C y luego se transfirieron a una monocapa de células

Vero-81. Se generaron curvas de neutralizacion en Prism y debe tener un R2> 0.75, una pendiente
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de Hill 0.5, y un FRNTSsg que caiga dentro del rango de la serie de dilucion para que se considere

valido®D,

ZIKV Estimado FRNT (eFRNT): Este ensayo se realizd como el anteriormente descrito, pero
las muestras se ejecutaron en software singleton en cuatro diluciones (en lugar de 8 diluciones). El
valor eFRNT es un nimero discreto correspondiente al factor de dilucién en el que se observa un
50% de FFU méaximo o el promedio de los dos factores de dilucion entre los cuales se cruza el
50% de FFU. Las muestras se consideraron probables para una infeccion previa por ZIKV con
eFRNT> 200. Las muestras con un eFRNT <200 estimado se clasificard&n como no infectadas con
ZIKV.

Definicion del estado ZIKA: Infeccion por ZIKV: 1) Las mujeres con titulos altos (FRNT>
3000) en el momento del nacimiento seran designadas como infectadas durante el embarazo. 2) Se
asignara la misma designacion si el valor de FRNTso aumentase 4 veces entre las muestras pre y
perinatal. 3) Cualquier mujer con una IgM positiva (solo sangre materna) en el embarazo sera

diagnosticada con una infeccién incidente.

ZIKV Preinmune: las mujeres con niveles de FRNTso entre 40 y 3000 que se mantengan estables
(diferencia de menos de 4 veces) durante el embarazo seran designadas como infecciones por

ZIKV antes del embarazo.
ZIKV Naive: 1) ZIKV IgG negativo 0 ZIKV FRNT 0 eFRNTs5q <200.

Momento desconocido de ZIKV: una parte de las mujeres inmunes a ZIKV que no se adaptaran
facilmente a ninguna de las dos categorias, principalmente debido a la disponibilidad inadecuada

de la muestra desde los primeros momentos del embarazo.
Analisis Estadistico

Los datos del estudio se introdujeron y gestionaron con REDCap™®3), y se analizaron con el
software R (version 3.4) y el paquete epitools R. SPSS, Inc. Chicago IL. (Statistical Package for
the Social Sciences) version 21.0.

Las caracteristicas demograficas de las participantes que dieron a luz en el HEODRA se analizaron
mediante pruebas t para las variables continuas, pruebas de ji cuadrado para las variables

categodricas y pruebas exactas de Fisher para las variables categéricas con datos escasos. Los
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resultados adversos del nacimiento se tabularon de forma cruzada con diversas exposiciones y
caracteristicas potenciales. Finalmente, los indices de riesgo y los intervalos de confianza de Wald
del 95% que comparan el riesgo de resultados de nacimiento adversos y los resultados de
nacimiento adversos especificos de CZS para diversas caracteristicas se estimaron por
probabilidad mé&xima incondicional con un pequefio ajuste de la muestra cuando las tablas de

contingencia correspondientes contenian una celda con menos de cinco sujetos.
Consideraciones Eticas

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Universidad Nacional Auténoma de
Nicaragua-Leon (UNAN) (Acta 93, 2016, aprobado el 21 de septiembre de 2016) y el Review
Board Institucional de la Universidad de Carolina del Norte (UNC). Protocolo IRB 16-1402).

A todas las participantes se les explicaron los objetivos del estudio y se les solicito la firma del
consentimiento informado. Todas las mujeres embarazadas que asistan a su control prenatal en el
centro de salud Perla Maria Norori y planificaron dar a luz en el HEODRA, tuvieron igual

oportunidad de participar en este estudio.
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8. Resultados:

Perfil Epidemioldgico de las mujeres embarazadas: Se establecié una cohorte prospectiva de
253 mujeres embarazadas que asistieron a control prenatal al centro de salud PMN, entre febrero
y julio de 2017, en Leon Nicaragua. Al mismo tiempo se establecié un sistema de vigilancia del
parto en el HEODRA para recoleccion de muestras de cordén umbilical de los neonatos de las
mujeres que se captaron inicialmente en el PMN. De las 253 mujeres embarazadas inscritas, 194
(77%) mujeres dieron a luz en el HEODRA. La mayoria de las mujeres disponian, en sus hogares,
de electricidad (95%), paredes con ladrillos y cemento (81%), agua potable (79%) e inodoro
(66%). También se observo que el 23% de las mujeres estaban casadas, el 49% eran primerizas y
la mediana de edad fue 22 afios [Rango intercuartil (RIQ): 18-28 afios]. La mediana de la edad
gestacional al momento de la captacién fue 26 semanas [RIQ: 13-34 semanas]. Entre las mujeres
multiparas el 8% informaron haber tenido un parto prematuro previo y 18% tenian antecedentes

de parto por cesarea. (Ver Tabla 1).

Caracteristicas Clinicas: El 38.1% de las mujeres embarazadas informaron sintomas consistentes
con la infeccion por ZIKV en algin momento durante el embarazo, tales como: fiebre (21.6%),
erupcion cutanea (6.7%) y conjuntivitis (9.8%). El 5% tenian un diagnostico de ZIKV sintomatico
agudo documentado en su historia clinica; 3 de estos tenian infeccion confirmada por laboratorio
mediante pruebas de RT-PCR. Ademas, se observd que el 39% de las mujeres informaron un
diagnostico previo de CHIK y 5% un diagndstico previo por DENV. El 5% de las mujeres presento

hipertension y el 2% diabetes durante el embarazo. (Ver Tabla 1).

Seroprevalencia de infeccidén por ZIKV: De 187 mujeres analizadas, el 94% tenian anticuerpos
IgG anti-ZIKV segun el analisis por ELISA. El re-analisis de las mismas muestras con la técnica
de eFRNT que permite detectar selectivamente anticuerpos neutralizantes anti-ZIKV confirma que
unicamente el 59% de las mujeres embarazadas tuvieron una infeccion previa con ZIKV, la cual
pudo presentarse antes o durante el embarazo. Es decir, el 35% de las mujeres tenian anticuerpos
de reaccion cruzada, posiblemente anticuerpos anti-DENV. La misma técnica (eFRNT) se uso para
investigar si los anticuerpos neutralizantes también estaban presentes en la sangre del neonato,
encontrandose que 42% de los neonatos tenian anticuerpos neutralizantes contra ZIKV,

posiblemente transferidos por la madre durante la gestacion o por infeccion fetal. El analisis de
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IgM anti-ZIKV en muestras maternas determin6 que 8 participantes tenian infeccion aguda por
ZIKV. (Ver Tabla 2).

Determinacion de la infeccion incidente por ZIKV durante el embarazo: Los andlisis de
anticuerpos neutralizantes indican que 110 (59%) de las 187 mujeres analizados eran seropositivos
al ZIKV, de las cuales 39 (21%) tuvieron una infeccion incidente durante el embarazo, 41 (22%)
estaban inmunizadas contra ZIKV antes del embarazo, 77 (41%) no tenian evidencia de infeccion
y en 30 (16%) mujeres no se pudo determinar el tiempo de infeccion debido a la falta de una
muestra prenatal que permitiera el andlisis de la tendencia FRNTso. (Ver Figura 1a).

Después de estratificar segun el ultimo periodo menstrual (UPM) y el periodo de mayor
transmision de ZIKV en Nicaragua (mayo-diciembre de 2016), observamos que el 40% de las
mujeres que se embarazaron durante el periodo de mayor transmision tuvieron una infeccion
incidente por ZIKV en el embarazo. Ademas, observamos una disminucion marcada de infeccion
incidente (10%) por ZIKV en las mujeres embarazadas después de la epidemia, es decir, durante

el periodo de menor transmision (Ver Figura 1b).

Resultados obstétricos y neonatales del parto: 194 mujeres dieron a luz 196 neonatos en el
HEODRA, el 53% de los neonatos eran del sexo masculino. La edad gestacional media en el
momento del parto fue de 39 semanas (IQR: 38-40) y el peso medio al nacer fue de 3050 gramos
(IQR: 2750-3400). Del total, el 40% nacieron por cesarea, el 17% experimentd al menos un
resultado adverso del parto y el 4% fue enviado a la UCIN. Ademas, se observa que el 1% presento

microcefalia, 2% otras anomalias congénitas y el 0.5% muri6 al nacer. (Ver Tabla 3).

Resultados del embarazo y relacion con el estado seroldgico: De los 33 neonatos que nacieron
con alguna complicacion, solamente 3 (1.5%) cumplieron con la definicion estricta de sindrome
congénito de Zika. No hubo correlacion significativa entre ninguna categoria de resultados fetales
adversos y el informe de sintomas, antecedentes obstétricos, tiempo de UPM y diagnostico clinico
previo de ZIKV. Del mismo modo, la comparacion del riesgo de cualquier resultado adverso de

nacimiento entre los grupos seroldgicos no arrojé diferencias significativas. (Ver Tabla 4).

Se utilizaron ensayos NS-1 BOB como comparador, se determino la sensibilidad y especificidad

para nuestro algoritmo de prueba de neutralizacion siendo 94%.
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a) Total de la cohorte n=187

= Naive = Pre-inmune = Desconocido = Incidente

b) Pico de la infeccion por ZIKV, UPM antes Después pico de la infeccion por ZIKV, UPM
del 30 de septiembre del 2016, n=108 después del 30 de Septiembre del 2016, n=75

@

= Pre-inmune = Desconocido = Incidente = Pre-inmune = Desconocido = Incidente

Figura 1: Proporcion de mujeres en cada categoria seroldgica. a) El porcentaje de la cohorte total
en cada grupo. b) Los sujetos se dividieron por el ultimo periodo menstrual (UPM) durante el pico
y después del pico de infeccidn por ZIKV, y se muestra la proporcion de cada categoria serologica
entre las mujeres inmunes al ZIKV. Las muestras Naive se excluyeron para este analisis; 183 de
los 187 sujetos tenian datos para UPM, n = 108 antes del 30 de septiembre y n = 75 después del
30 de septiembre de 2016.
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Tabla 1: Caracteristicas maternas de las mujeres embarazadas.

Caracteristicas Mujeres con informacion del
parto (n=194)

Edad materna al momento de la inscripcion, mediana 22.5(18.8, 28.2)
de afos (IRQ)
Casadas n (%) 45 (23.2)
Edad gestacional a la 12 ANC?, mediana de semanas 26 (13, 34)
(IRQ)
Antescedentes de embarazo, n (%)

Sin embarazos previos 95 (49.0)

1 53 (27.3)

2 6 mas 46 (23.7)
Parto prematuro previo, n (%) 15 (7.7)
Parto por cesarea previa, n (%) 35 (18.0)
Hipertension asociada al embarazo, n (%) 10 (5.2)
Diabetes en embarazo, n (%) 3(1.5)
Diagnostico médico del Zika en el embarazo, n (%) 9 (4.6)
Antecedentes de fiebre, erupcion cutanea o 74 (38.1)
conjuntivitis en el embarazo, n (%)

ANC! Captacion en la atencion prenatal

Tabla 2: Seroprevalencia de ZIKV en el momento del parto.

Ak

B

»

2

&

e

i
(3

ELISA IgG eFRNT (n=176)* Resultado Integrado”
(n=187) (n=187)
n (%) n (%) n (%)
Positivo 176 (94) 107 (61) 110 (59)
Negativo 11 (6) 69 (39) 77 (41)

*eFRNT se determind para muestras positivas para 1IgG ZIKV; positivo= eFRNT > 200
A El valor FRNTso se considera correcto si discrepa con eFRNT; 3 muestras negativas de eFRNT con puntaje

positivo por FRNTso

33

o,



Andlisis seroldgicos del Zika en mujeres embarazadas y los efectos adversos en el neonato durante la epidemia en Ledn, Nicaragua,

febrero-julio del 2017.

Tabla 3: Resultados obstétricos y neonatales.

Nacimiento Mujeres con informacion de parto
(N=194*)

Cualquier resultado adverso del nacimiento, 33 (16.8)
n (%)
Nacimiento de un nifio muerto, n (%) 1 (0.5)
Microcefalia, n (%) 2 (1.0)
Otra anormalidad, n (%) 4 (2.0)
Admision en UCIN, n (%) 8(4.1)
Edad gestacional al parto, mediana de 39 (38, 40)
semanas (IRQ)

<37 semanas, n (%) 18 (9.3)

37 - 42 semanas, n (%) 176 (90.7)
Peso al nacer, g, mediana (IRQ) 3050 (2750, 3400)

<2500, n (%) 14 (7.1)

2500-3500, n (%) 152 (77.6)

>3500, n (%) 30 (15.3)
Parto por cesarea, n (%) 78 (40.2)

*Datos recopilados sobre 194 mujeres que dieron a luz a 196 bebés.
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Tabla 4: Asociacion del ZIKV versus todos los resultados adversos del nacimiento.

&

Exposicion / Resultados adversos de Todos los resultados adversos
Caracteristica nacimiento especificos de CZS de nacimiento
n (%) RR (IC 95%) n (%) RR (IC 95%)

Diagnostico de
laboratorio del Zika

Naive* 1(1.3) 17 (22.1)
Ambiguo 1(3.4) 1.3 (0.1, 20.8) 4 (13.8) 0.6 (0.2, 1.6)
Intragravido 1(2.5) 1.0(0.1, 15.2) 6 (15.0) 0.7 (0.3, 1.6)
Pre-immune 0 (0.0) 0 (0, ) 5(12.2) 0.5(0.2, 1.3)
Diagnostico clinico de
Zika
Si 1(11.1) 4.3 (0.4, 43.0) 3(33.3) 2.0 (0.7,5.6)
No* 2(1.8) 30 (15.3)
Tiempo de UPM
Antes 9/30/16 3(2.7) 2.2 (0, ) 17 (15.2) 0.8 (0.4,
Después 9/30/16* 0 (0.0) 16 (19.5) 1.4)

Antecedentes de
fiebre, erupcién
cutanea o malestar

general en el

embarazo. 2(2.7) 1.6 (0.2, 17.7) 16 (21.6) 1.5(0.8, 2.8)
Si 1(0.8) 17 (14.2)
No*

Embarazo previo
Si 1(1.0) 0.3 (0.0, 3.5) 19 (19.2) 1.3(0.7,2.4)
No* 2(2.1) 14 (14.7)

Nacimiento previo

prematuro
Si 0 (0.0) 0 (0, o0) 6 (40.0) 2.7 (1.3,5.4)
No* 3(1.7) 27 (15.1)

Parto por cesarea

previa
Si 0 (0.0 0 (0, ) 6 (17.1) 1.0 (0.5, 2.3)
No* 3(1.9) 27 (17.0)

Parto por cesarea de
este embarazo
Si 1(15.4) 0.5(0.0,5.4) 12 (1.3) 0.8 (0.4, 1.6)
No* 2 (18.1) 21 (1.7)

* indica el grupo de referencia para las razones de riesgo.
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9. Discusion

En este estudio reportamos que el 38.1% de las mujeres embarazadas durante la epidemia de ZIKV,
en el territorio de salud PMN, reportaron sintomatologia clinica compatible con dicha enfermedad,
sin embargo, solamente el 5% tenian un diagnostico clinico de ZIKV agudo documentado en su
expediente clinico y apenas el 1.2% tenian infeccion confirmada por ensayos moleculares. Estos
hallazgos sugieren que la enfermedad del ZIKV es tan leve que pocas mujeres embarazadas
requirieron atencion médica durante la epidemia y por tanto dicha enfermedad fue sub-
documentada ®4. Otro aspecto importante es que la sintomatologia es similar a otras enfermedades
endémicas como DENV vy por ende dificil de diagnosticar clinicamente. Como se ha descrito en
otros estudios las manifestaciones clinicas por ZIKV siguen siendo inespecificas en areas
endémicas y que solo varian en intensidades subjetivas®* 8, Otra limitante fundamental es la falta
de métodos confirmatorios rapidos que permitan identificar la enfermedad en las unidades de

salud, en particular por los efectos severos en el neonato.

El uso de métodos tradicionales de diagnostico seroldgico, tampoco funcionaron durante la
epidemia dado que aproximadamente el 35% de las mujeres embarazadas en el periodo de estudio
presentaron anticuerpos de reaccion cruzada con otros flavivirus, posiblemente DENV. Para
establecer la seroprevalencia (59%) real de la infeccion por ZIKV fue necesario el uso de métodos
muy laboriosos y de alto costo como los ensayos de neutralizacién, proponiendo asi estos ensayos
como el estandar de oro en la deteccion de ZIKV en las mujeres gestantes. Ademas, determinamos
que la seroprevalencia (59%) reportada en mujeres embarazadas en este estudio es similar a la
seroprevalencia (56%) reportada en adultos en Managua durante el mismo periodo ©®. Estudios
similares en mujeres embarazadas de Colombia y Brasil (Rio de Janeiro) reportaron prevalencias

de 56% de 54% respectivamente 1487,

En relacion a las infecciones incidentes por ZIKV durante el embarazo reportamos que 21% de las
mujeres se infectaron durante la etapa gestacional. Estos hallazgos son similares a los encontrados
en mujeres embarazadas de la Guayana Francesa (29.5%), de Colombia (27%) y de Puerto Rico
(25%). Todos estos estudios indican que durante la epidemia de ZIKV cerca de un cuarto de las
mujeres se infectaron de forma sintomatica o asintomatica y proponen un escenario que podria
propiciar un aumento sustancial de nifios con problemas severos como la microcefalia o problemas

de neuro-desarrollo en el infante (6789,
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En este estudio también demostramos que las infecciones incidentes se correlacionan con el
periodo de mayor transmision de ZIKV en Leon, es decir 40% de las mujeres con ultimo periodo
menstrual en el pico de la epidemia (Mayo a Septiembre 2016) mostraron una infeccion incidente
en comparacion con apenas el 10% de las mujeres con ultimo periodo menstrual al final de la
epidemia Estos datos sugieren que la técnica de neutralizacion utilizada en este estudio tiene buena

correlacion con los datos epidemiologicos reportados por el MINSA.

Un componente fundamental en este estudio fue la vigilancia 24/7 de las caracteristicas del parto
establecida en el hospital, lo cual permitia registrar informacién relacionado con los resultados
adversos del recién nacido de las mujeres que se enrolaron en el PMN. El 17% de los neonatos
presento al menos un resultado adverso y el 1% (2/196) naci6 con microcefalia, de ellos
unicamente 1 nifio fue confirmado con infeccion incidente por ZIKV y definicion estricta por
sindrome congénito de ZIKV. Este estudio no fue disefiado para establecer tazas de prevalencia
de microcefalia dado su bajo poder. Sin embargo, una aproximacion sugiere que aproximadamente
51 de 10,000 recién nacidos pudieron haber nacido con microcefalia asociada al ZIKV en el PMN.
Es interesante mencionar que estudios epidemioldgicos de Brasil y Las Polinesias Francesas
reportaron tasas de 50 por 10,000 y 95 por 10,000 recién nacidos con microcefalia durante los
brotes epidémicos de ZIKV, respectivamente ¢ %) Existen otros factores (TORCH) que puede
causar malformaciones congénitas incluyendo las microcefalias ©¥) , por tanto no todos los casos
pueden atribuirse al ZIKV. Otro aspecto importante es que los médicos podrian estar mas
propensos a reportar malformaciones congénitas incluyendo microcefalia, dada la importancia
mediatica del fendmeno, como ocurri6 en Brasil al inicio de la epidemia. El protocolo aplicado en
este estudio junto a la confirmacion mediante técnicas de neutralizacion puede ayudar a establecer

las asociaciones correctas entre ZIKV y malformaciones congénitas.

El sindrome congénito por ZIKV que incluye contracturas de extremidades, tono muscular alto,
anomalias oculares, pérdida de la audicion y microcefalia no mostro una relacién significativa con
la infeccion incidente. Unicamente 3 nifios (1.5%) presentaron el sindrome congénito por ZIKV,
incluyendo 1 nifio con microcefalia. Otros investigadores tampoco han demostrado asociaciones
estadisticas entre las infecciones por ZIKV y defectos congénitos, de hecho, estos investigadores
no encontraron relacién con la gravedad de la enfermedad materna y la carga de ARN de ZIKV en

el momento de la infeccion. (28 92,
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Conclusiones

e En este estudio reportamos que el 38.1% de las mujeres embarazadas durante la epidemia
de ZIKV, en el territorio de salud PMN, reportaron sintomatologia clinica compatible con
ZIKV, el 5% de ellas tenian un diagnostico clinico de ZIKV agudo y apenas el 1.2% tenian
infeccion confirmada por ensayos moleculares.

e La seroprevalencia de ZIKV en mujeres embarazadas en el PNM durante la epidemia fue
de 59%, la cual fue determinada mediante ensayos de neutralizacion.

e En general la infeccion incidente por ZIKV, sintomaética o asintomatica fue del 21%, pero
incrementa a 40% si las mujeres se embarazaron durante el pico epidémico.

e EI 1.5% de los bebes nacidos presentan Sindrome Congeénito de Zika, sin embargo, no hubo

correlacion entre infeccidn incidente durante el embarazo y resultados fetales adversos.
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10. Recomendaciones

El protocolo y algoritmo utilizado en este estudio podria ser revisado por los tomadores de
decisiones del ministerio de Salud, para utilizarse durante nuevos brotes epidémicos de

dicha enfermedad.

Realizar un seguimiento de los nifios nacidos bajos esta cohorte para conocer el desarrollo

de algun defecto congénito de largo plazo.

Realizar un seguimiento activo de las mujeres embarazadas de los centros de salud para
poder explicar en qué trimestre el virus infecta a la embarazada y conocer si una infeccion

temprana por el virus se asocia al desarrollo de malformaciones congénitas.

Realizar un estudio donde se involucren todos los factores que pueden estar asociados al
desarrollo de anomalias congénitas, ya que en nuestro pais se desconoce la incidencia de

infeccion por otros agentes causantes de malformaciones y que pueden sesgar el estudio.

Poner en practica el algoritmo propuesto en este estudio para conocer mejor la prevalencia

de infecciones ocasionadas por ZIKV.
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12. Apéndices

Apéndice 1. Consentimiento

Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua, Leon (UNAN) y University of North
Carolina-Chapel Hill (UNC)

Consentimiento para participar en un estudio de investigacion

Sujetos adultos — Cohorte de Zika Vigilancia en Mujeres Embarazadas

Fecha de la version del formulario de consentimiento: 2 Septiembre 2016

N° de estudio del IRB 16-1402 (IGHID 11609)

Titulo del estudio: Entender la infeccion maternofetal de Zika en Nicaragua

Investigador principal: Elizabeth Stringer, MD (UNC), Filemon Bucardo (Nicaragua)
Departamento de la UNC-Chapel Hill: Ob/Gyn

Direccidn de correo electrdnico: elizabeth_stringer@med.unc.edu; fili_bucardo@hotmail.com
Patron del estudio: Universidad de Carolina del Norte-Chapel Hill

Numero telefonico del contacto del estudio: +505 904 0938

/Cuales son algunas de las cuestiones generales gue usted debe saber sobre los estudios de
investigacion?

Se le pide que participe en un estudio de investigacion. La participacion en este estudio es
voluntaria. Puede negarse a participar, o puede retirar su consentimiento para participar en el
estudio, por cualquier motivo. Los estudios de investigacion tienen como objetivo obtener nueva
informacidn que pueda ayudar a otras personas en el futuro. Es posible que no reciba ningan
beneficio directo por participar en este estudio de investigacion. 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 afectara su relacién con el
investigador, con el prestador de atencion médica o con la University of North Carolina-Chapel
Hill. Si es un paciente enfermo, no tiene que participar en el estudio de investigacion con el fin
de recibir atencién médica.

Los detalles sobre este estudio se analizan a continuacion. Es importante que entienda esta
informacion de modo que pueda decidir en forma fundamentada acerca de la participacion en
este estudio de investigacion. Se le entregara una copia de este formulario de consentimiento.
Debe preguntar a los investigadores mencionados anteriormente, o a los miembros del personal
que los asisten, cualquier consulta que tenga acerca de este estudio en cualquier momento.

;Cudl es el objetivo de este estudio?

El proposito de esta investigacion es estudiar cuantas mujeres embarazadas son infectadas por el
virus de Zika durante el embarazo; con qué frecuencia el virus es transmitido a sus bebés durante
el embarazo y cuéles son los factores de riesgo que aumentan la probabilidad de esta transmision.

Le hemos pedido que participe en esta investigacion porque Ud. es una mujer embarazada que
vive en Leon en Nicaragua, se atiende en una de las tres clinicas centrales y planifica dar a luz en
el hospital.
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¢ Existe algun motivo por el gue usted no deba participar en este estudio?
Tenga en cuenta de que Ud. no debiera ser incluida en este estudio si no estd embarazada ni se
atiende en una de las tres clinicas centrales en Leon o si no planifica dar a luz en HEODRA.
;Cuéntas personas participaran en este estudio?
Si decide participar en este estudio, sera una de entre aproximadamente 3100 de mujeres
embarazadas en este estudio de investigacion.

;Cuanto tiempo participara en este estudio?

Su participacion en esta investigacion durard aproximadamente un afio, desde su primera visita
prenatal hasta el momento en que dé a luz. La visita de hoy durara unos 15 minutos durante los
cuales le haremos algunas preguntas personales. Después de hoy, cada visita no tomara mas
tiempo que el acostumbrado durante sus visitas prenatales.

2 Qué ocurrir si participa en este estudio?

Si decide participar en esta investigacion, al firmar este consentimiento Ud. nos autoriza a
obtener muestras de sangre de los sobrantes de la sangre extraida durante su control prenatal.
También obtendremos sangre de los sobrantes de los controles realizados durante el primer,
segundo Yy tercer trimestre de su embarazo. Estudiaremos esas muestras de sangre para
determinar su exposicion a virus propagados por mosquitos, tal como el virus de Zika, y los
factores que puedan predisponerla, o hacerla mas susceptible, a infecciones de este tipo. Las
muestras seran destruidas después de 5 afios si ya no se las necesite.

Cuando dé a luz en el hospital HEODRA, obtendremos una muestra de sangre suya untando un
papel en la superficie de la placenta. También extraeremos una muestra de sangre de entre 10-
100cc del corddn umbilical después del parto. Ademas, vamos a tomar una muestra de saliva de
su boca con un hisopo. Si un miembro de nuestro equipo de investigacion no estuviera presente
durante el parto, obtendremos una pequefia muestra de sangre del talon de su bebé antes de que
se vayan del hospital.

Nosotros estudiaremos sus antecedentes médicos para saber dénde ha recibido previamente
atencion médica, su edad, cuantos embarazos ha tenido, enfermedades durante sus embarazos y
los resultados de laboratorio de examenes prenatales. Ademas, obtendremos informacion sobre
su bebé, tal como su estado vital, peso, sexo, largo y circunferencia de su cabeza, abdomen y
pecho. Si Ud. no da a luz en el hospital, nos gustaria llamarla para determinar el resultado de su
embarazo.

¢/ Cudles son los posibles beneficios por participar en este estudio?

La investigacion esta disefiada para beneficiar a la sociedad mediante la obtencion de nuevos
conocimientos. Es poco probable que usted se beneficiard personalmente por su participacion en
este estudio de investigacion.

;Cuéles son los posibles riesgos o molestias que implica la participacion en este estudio?
Los riesgos para participar en este estudio son limitados porque usaremos porciones de muestras
ya obtenidas por su control antenatal y otras muestras que son obtenidas facilmente después de
su parto. Si tuviéramos que obtener sangre del talon de su bebé, es posible que él/ella sienta
dolor leve. Puede ser riesgos poco comunes o anteriormente desconocidos. Debe informar a los
investigadores cualquier problema que tenga.
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Si opta por no participar en el estudio, ¢.con qué otras opciones de tratamiento cuenta?
No es necesario que participe en este estudio de investigacion para recibir tratamiento. Ud. Puede
seguir con su control prenatal y dar a la luz en HEODRA aunque no participe en este estudio.
;Como se procederd si durante el estudio obtenemos nuevos hallazgos o informacion?
Se le proporcionara cualquier informacion nueva obtenida durante el transcurso del estudio que
pueda afectar su deseo de seguir participando. No va a recibir resultados de investigaciones que
utilizan sus muestras.

¢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 codigo del estudio
sera guardada en forma separada.

No se identificard 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 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
investigacién u organismos gubernamentales para controlar de calidad o la seguridad.

2 Qué ocurrird si resulta lesionado por esta investigacion?

A pesar de todas las medidas de seguridad, usted podria desarrollar una reaccion o padecer una
lesion personal durante su participacién, aunque sea muy poco probable en este tipo de estudio.
Si tales problemas se presentan, los investigadores lo ayudaran a obtener atencién médica, pero
los costos por la atencién médica seran facturados a usted y/o a su compafiia de seguros. Las
universidades de UNC y UNAN no han reservado fondos para pagarle por ninguna de tales
reacciones o lesiones, o para la atencion médica relacionada. Sin embargo, al firmar este
formulario, no renuncia a ninguno de sus derechos legales.

2 Qué sucede si usted desea finalizar su participacion antes de gue la misma se haya
completado?

Puede retirarse de este estudio en cualquier momento, sin que ello le ocasione ninguna sancion.
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 porgue el estudio se ha detenido por completo.

¢ Recibira algo por participar en este estudio?
Usted no recibira nada por participar en este estudio.

¢cLe costara algo la participacion en este estudio?
No le costara nada participar en este estudio.

¢ Oué sucede si desea formular preguntas sobre este estudio?
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Tiene el derecho de preguntar, y que le respondan, cualquier duda que tenga acerca de esta
investigacion. Si tiene preguntas o si ocurre una lesion relacionada con la investigacion, debe
ponerse en contacto con los investigadores mencionados en la primera pagina de este formulario.
;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 el Institutional Review Board (Comité de revision institucional, IRB por sus siglas en inglés)
al 919-966-3113 o por correo electronico a IRB_subjects@unc.edu. En Nicaragua, puede
ponerse en contacto el Comité Para la Eticas de Investigacion Biomédica a 505-2311-4675 o
comiteticaunanleon@gmail.com.

Titulo del estudio: Entender la infeccion maternofetal de Zika en Nicaragua

Investigador principal: Elizabeth Stringer, MD (UNC), Filemon Bucardo (Nicaragua)

Acuerdo del sujeto:

He leido la informacién proporcionada més 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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Apéndice 2. Cuestionario
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA.

(UNAN-LeodN)
Facultad de Ciencias Médicas.

Centro de Investigacion de Enfermedades Infecciosas

Instrumento de Recoleccion de Informacion

Estudio

Infeccion Materno-Fetal por Zika en Nicaragua (Zika-PW).

Numero de Identificacion de la Participante:l ~~  -PMN

Investigadores Principales

Dra. Elizabeth Stringer. Dr. Filemén Bucardo
Profesor Asociado. Profesor Titular

Escuela de Medicina Facultad de Ciencias Medicas
Universidad de Carolina de Norte UNAN-LeonN.

Chapel Hill

USA
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1 PMN

Recoleccion de Informacion durante la CAPTACION (en cualquier trimestre)

1. NUumero de identificacion del paciente:

2. Fecha: (Dia/Mes/Afo)

3. Fecha de nacimiento de la madre: (Dia/Mes/Afio)

4. Edad gestacional: semanas

5. Fecha probable del parto (FPP): (Dia/Mes/Afo)
6. ¢Se ha realizado ultrasonido durante este embarazo? Si_ No

En caso afirmativo:
6a. ¢ Cuantos ultrasonidos?

6b. ¢Fecha del dltimo ultrasonido? (Dia/Mes/Afo)

6¢. ¢Edad gestacional en el momento del ultrasonido? semanas

7. Fecha probable del parto determinado con:

Ultimo ciclo menstrual Ultrasonido
8. Numero total de embarazos Embarazo Multiple: Si No
Numero de producto: Numero total de embarazos mdltiples:
Ao Edad Resultado del Meétodo de Parto ¢ El bebé Comentarios
Gestacional | Parto (Vaginal/Cesarea) | sobrevivig?
(semanas) (Vivo/Muerte (Si/No)
Fetal)
8a
8b
8c
ad
8e
8f
9. Estado civil: Soltera Casada Divorciada Viuda
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Condiciones de Vida:

10. Paredes de la casa:

a. Ladrillo/cemento
b. Adobe
C. Madera
d. Palma
e. Carton / plastico / Zinc / Laton
f. Otro:
11. Abastecimiento de agua:
a. Agua potable
b. Pozo privado
C. Pozo publico
d. Rio
e. Compra embotellada
f. Otro:
12. Disposicion de excretas:
a. Inodoro
b. Letrina
C. Fecalismo
d. Otro:
13. Tipo de Piso:
a. Ceramica
b. Cemento
C. Ladrillos
d. Tierra
e. Otro:
14. Electricidad: Si No

15. ¢ Cuantas habitaciones (utilizadas para dormir) hay en la casa?
16. NUmero de personas que viven en la casa:
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1 PMN

Informacion Médica e del Embarazo

17. Puesto de salud donde se realiza el control prenatal:

a. Walter Ferreti h. Antenor Sandino
b. Santa Ana I. Miramar

C. Fundeci J. Chacraseca

d. Calvarito K. La Ceiba

e. Villa 23 de Julio l. La Leona

f. Arrocera m. Salinas Grandes

g. Rubén Dario n. Perla Maria Norori

18. ¢ Antecedentes médicos significantes?

a. Hipertension

b. Diabetes

C. Problemas en la coagulacion

d. Otro:
19. ¢Has tenido un diagnostico previo de Chikungunya?  Si No No Sabe
20. ¢Has tenido un diagnostico previo de Dengue? Si No No Sabe
21. ¢ Te han diagnosticado con Zika durante este embarazo? Si No No Sabe

22. En caso afirmativo, ¢cémo hicieron el diagnostico? (Englobe todos los que corresponden)

a. PCR+
b. IgM +
C. Sintomas clinicos sin confirmacion de laboratorio
d. Otros:
23. ¢ Cuando te diagnosticaron con Zika? (Dia/Mes/Afo)
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24. Durante este embarazo has tenido:

a. Fiebre f. Fatiga o malestar
b. Sarpullido / Rash g. Dolor de cabeza

C. Conjuntivitis h. Dolor de Garganta
d. Dolor retro-orbital I. Artritis

e. Picazon/comezon

25. Resultados de examenes prenatales (del registro prenatal)

a. Biometria Hematica Completa (BHC)

Fecha: Dia/Mes/Afio No Realizada:

Parametro

Hematocrito: % C en bandas : %
Rec. Globulos Rojos: x10° Segmentados : %
Rec. Leucocitario x10? Linfocitos : %
Basofilos : % Monocitos : %
Eosinofilos : % Plaquetas : x10°

Hemoglobina: gr/L
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b. Examen General de Orina (EGO)

Fecha: (Dia/Mes/Afio) No Realizada:
Parametros:

Color: pH :

Aspecto : Leucocitos :
Densidad : Eritrocitos :

Glucosa : Células Epiteliales :
Proteinas : Cilindros :

Sangre : Filamentos Mucosos:
Urobilinégeno : Bacterias :
Bilirrubina : Cristales :

Nitritos: Otros

Albumina:

Acido Ascorbico :

TORCH y otros examenes
Parametros Positivo Negativo No realizado

Anticuerpos contra Toxoplasmosis:

Anticuerpos contra Rubeola :

Anticuerpos contra Citomegalovirus :

Sifilis:

VIH:

Parametros

Tipo de Sangre: Historia de incompatibilidad Sanguinea: Si No
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Rh:

Otros:

26. ¢ Se recogid una muestra de sangre maternal? Si No

a. Numero de tubos

Firma y Fecha de la persona que administro el cuestionario:
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Recoleccion de datos en la SEGUNDA visita

1. Numero de identificacion del paciente:

2. Muestra recolectada: Si No

2a. Fecha: Dia/Mes/Afo  Hora:

2b. Si la muestra no fue recolectada, cual fue la razon:

3. Edad gestacional:

a. Semanas

b. Dias

4. Desde la ultima extraccion de sangre tuviste alguna:
Si No Fecha (Dia/Mes/Afio)

Fiebre
Erupcion/sarpullido
Conjuntivitis

d. Dolor retro-orbital
Has tenido otras Enfermedades: Si No Fecha

o T

Cuales:

7. ¢Diagnostico de Zika? Si No

7a. Si respondiste si: Fecha: (Dia/Mes/Afio)

En caso afirmativo, ¢como hicieron el diagnostico? (Englobe todos los que corresponden)
a. PCR+

b. IgM +
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C. Sintomas clinicos sin confirmacion de laboratorio

d. Otros:

8. ¢Ultrasonido? Si No

8a. Si respondiste si: Fecha: (Dia/Mes/Ario)

8b. ¢Algun hallazgo anormal en el ultrasonido? Si No

8c. Si la respuesta es afirmativa, por favor describa:

Firma y Fecha de la persona que administro el cuestionario:

Andlisis de Laboratorio:

Tipo de Examen

1. ZIKV IgG: Positivo: Negativo: Fecha:

2. ZIKV IgM: Positivo: Negativo: Fecha:
3. ZKV PCR: Positivo: Negativo: Fecha:
4. PBMC Colectados: SI..~~ NO:

Firma y Fecha de la persona que realizo los analisis:

60



1 PMN

Recoleccion de datos en la TERCERA visita

1. Numero de identificacion del paciente:

2. Muestra recolectada: Si No

2a. Fecha: Dia/Mes/Afo  Hora:

2b. Si la muestra no fue recolectada, cual fue la razon:

3. Edad gestacional:

a. Semanas

b. Dias

4. Desde la ultima extraccion de sangre tuviste alguna:
Si No Fecha (Dia/Mes/Afio)

Fiebre
Erupcion/sarpullido
Conjuntivitis

d. Dolor retro-orbital
Has tenido otras Enfermedades: Si No Fecha

o T

Cuales:

7. ¢Diagnostico de Zika? Si No

7a. Si respondiste si: Fecha: (Dia/Mes/Afio)

En caso afirmativo, ¢como hicieron el diagnostico? (Englobe todos los que corresponden)
a. PCR+

b. IgM +
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C. Sintomas clinicos sin confirmacién de laboratorio

d. Otros:

8. ¢Ultrasonido? Si No

8a. Si respondiste si: Fecha: (Dia/Mes/Afio)

8b. ¢Algun hallazgo anormal en el ultrasonido? Si No

8c. Si la respuesta es afirmativa, por favor describa:

Firma y Fecha de la persona que administro el cuestionario:

Andlisis de Laboratorio:

Tipo de Examen

1. ZIKV IgG: Positivo: Negativo: Fecha:

2. ZIKV IgM: Positivo: Negativo: Fecha:
3. ZKV PCR: Positivo: Negativo: Fecha:
4.PBMCcolected: Sl NO:

Firma y Fecha de la persona que realizo los analisis:
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Toma de muestra de Sangre del Cordon Umbilical

Esta muestra es para analisis de IgM anti-zika en plasma de todos los nifios de las madres
participantes en el estudio y para preparacion de UBMC (Umbilical Blood Mononuclear cells) a
partir de sangre del cordon umbilical. Estas muestras se recolectaran en tubos vacutainer con
EDTA de 10ml, de las Zika-positivo recolectaremos al menos 30 ml.

1. NUmero de identificacion del paciente:

2. Muestra recolectada: Si No

2a. Fecha: Dia/Mes/Afo  Hora:

2b. Si la muestra no fue recolectada, cual fue la razén:

En caso de que la mujer presente mas de un producto
Placenta separada:  Si No

Numero de producto:

Firma y Fecha de la persona que realizo la toma de muestra:

Andlisis de Laboratorio:

Tipo de Examen

1. ZIKV IgG: Positivo: Negativo:_ Fecha:

2. ZIKV IgM: Positivo: Negativo:  Fecha:
3. ZKV PCR: Positivo:__ Negativo:_ Fecha:
4. PBMC colectados: SI..~ NO:

Firma y Fecha de la persona que realizo los analisis:
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Resumen del Parto

1. Numero de identificacion del paciente:

2. Fecha del parto: Dia/Mes/Afo

3. Edad gestacional en el momento del parto: Semanas Dias
4. Peso del bebe: gramos

5. Sexo: Masculino Femenino

6. Apgar 1 min: /10 5 min: /10
7. Modo de parto: Parto normal vaginal Cesarea
7a. Si fue cesérea: electiva programada emergencia

7b. Si fue una cesarea inesperada:

Dilatacion cervical en el momento de cesarea: cm
8. Duracion del parto: horas ceséreo electivo
9. ¢(La membranas se rompieron antes del parto? Si No
9a: En caso afirmativo, ¢cuanto tiempo antes del parto se rompieron? horas
10. ¢Hubieron infecciones en el parto? Si No
11. ;Se trataron con antibioticos? Si No

a. ¢Queé tipo de infeccion fue y que antibioticos fueron suministrados?

PMN
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12. Disposicion del bebé:

1 PMN

Con la madre unidad de cuidados intensivos muerte fetal

a. En caso de cuidados intensivos o muerte fetal, cual fue la razén?

b.

Edad del bebe al momento de muerte fetal:

13. Examen fisico infantil:

Dias

a. Circunferencia de la cabeza (cm):

b. Talla (cm):

c. Esplenomegalia: Sl NO

d. Hepatomegalia: Sl NO

e. Erupcion Cuténea: Sl NO
14. ; Alguna anomalia del bebé? Si No

14a. Si la respuesta es afirmativa, por favor describa:

15. Examen neurolégico del bebé antes de alta hospitalaria:

a. Hipotonia: Sl NO

b. Hipertonia/Espasticidad: Sl NO

c. Ojos capaces de rastrear: Sl NO

d. Hiperreflexia: Sl NO

e. lrritabilidad: Sl NO

f. Convulsiones/Tremores: SlI NO

g. Microcefalia: Sl NO

h. Alguna otra normalidad neurolégica (Describa):
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16. ¢ Algun hallazgo anormal en el ultrasonido durante el embarazo?

Si No

16a. Si la respuesta es afirmativa, por favor describa:
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Apéndice 3. Operacionalizacion de las Variables

Variable

Definicion

Valores o Categorias

Edad Gestacional

Termino comun  usado
durante el embarazo para
describir qué tan avanzado
estd éste. Se mide en

Semanas.

0-<13 semanas

1-14-27

3- >28 semanas

Edad

Lapso de tiempo que
transcurre desde el
nacimiento hasta el momento

de referencia.

1-15-25

2-26-35

3-36-45

4->46

Ultrasonido

Ondas sonoras para producir
fotografias de las estructuras
internas del cuerpo que
ayuda a examinar al bebé en

una mujer embarazada.

0-Si

1-No

NUmero de embarazos

El ndimero de embarazos,
completos o incompletos,
experimentado  por una

hembra.

0-1-3

1-4-6

2-7-9

3->10

Embarazo multiple

Desarrollo de dos o mas
bebes en el Gtero de manera

simultanea.

0-Si

1-No
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Estado civil

Condicién de una persona
segun el registro civil en
funcion de si tiene o no
pareja y su situacion legal

respecto a esto.

0-Soltera

1-Union de hecho estable

2-Casada

3-Divorciada

4-Viuda

Paredes de la casa

Construccion de superficie
continua, levantada
perpendicular al suelo, con
las dimensiones adecuadas
para cerrar o dividir un
espacio, sostener  una
techumbre o proteger una

Zona.

0-Ladrillo-Cemento

1-Adobe

2-Madera

3-Palma

Zinc/

4-Carton/ Plastico/

Laton

5-0tro

Abastecimiento de agua

Lugar de donde se toma agua
para el consumo y las

actividades humanas.

0-Agua potable
1-Pozo privado
2-Pozo publico
3-Rio

4-Compra embotellada

5-Otro
Disposicion de excretas Es el lugar donde se guardan | O-Inodoro
las deposiciones con las fines .
1-Letrina
de almacenar y aislar para asi
evitar enfermedades. 2-Fecalismo
Tipo de piso Superficie sobre la que se | 0-Ceramica

pisa recubierta de algin
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material para hacerla lisa y

resistente.

1-Cemento

2-Ladrillos

3-Tierra

4-Madera

Electricidad

Tension eléctrica de corriente
alterna (CA) de proposito
general para suministro de

energia eléctrica.

0-Si

1-No

Cantidad de

utilizadas para dormir

habitaciones

Parte separada por paredes o
tabiques en que divide una
casa, cuyo fin esta destinada

a dormir.

0-1-2

1-3-4

2-5-6

3>6

N° de personas que viven en

el hogar

Numero de personas que
habitan en un  lugar

determinado.

0-1-2

1-3-4

2-5-6

3>6

Puesto de salud donde se

realizo el control prenatal

Lugar destinado a la atencion
sanitaria de la poblacion.

0-Walter Ferreti

1-Santa Ana

2-Fundeci

3-Calvarito

4-Villa 23 de Julio

5-Arrocera

6-Ruben Dario
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7-Antenor Sandino

8-Miramar

9-Chacraseca

10-La Ceiba

11-Salinas Grandes

12-Perla Maria Norori

Antecedentes meédicos | Registro con informacion | O-Hipertension
significantes sobre la salud de una .
g 1-Diabetes
persona.
2-Problemas de la
coagulacién
3-Otro
Diagnostico  previo  de | Identificacion de la | O-Si
Chikungunya enfermedad basandose en 1-No
sintomas, la historia clinicay
examenes complementarios
Diagnostico  previo  de | Identificacion de la | O-Si
Dengue enfermedad basandose en 1-No
sintomas , la historia clinica'y
examenes complementarios
Diagnostico previo de Zika | Identificacion de la | 0-Si
enfermedad basandose en
1-No
sintomas, la historia clinica'y
examenes complementarios.
Fiebre Aumento temporal en la | 0-Si
temperatura del cuerpo en
P P 1-No
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respuesta a alguna

enfermedad o padecimiento.

Sarpullido/ Rash

Erupcion leve y pasajera de

granos o manchitas en la piel.

0-Si

1-No

Conjuntivitis

Inflamacion o irritacion de la
(tdnica  conjuntiva), la
membrana mucosa  que
recubre la parte interna del
parpado y la parte externa del

globo ocular.

0-Si

1-No

Dolor retro-orbital

Dolor que es del tipo urente y
se siente por detras del globo

ocular.

0-Si

1-No

Picazén/ Comezon

Sensacion molesta que se
siente en una parte del cuerpo
y que provoca la necesidad

de rascarse.

0-Si

1-No

Fatiga o Malestar

Agotamiento, extenuacion o
debilidad.

0-Si

1-No

Dolor de cabeza

Cefalea intensa y persistente
que va acompafado de

sensacion de pesadez.

0-Si

1-No

Dolor de garganta

sensacion dolorosa en la
garganta que suele
relacionarse con molestias al

tragar.

0-Si

1-No
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Artritis

Inflamacion de las

articulaciones de los huesos.

0-Si

1-No

Edad gestacional al momento
del parto

Termino comdn  usado
durante el embarazo para
describir qué tan avanzado

esta éste.

Se mide en semanas

Peso del Bebhé

Indicador global de la masa

corporal.

Peso en Kg

Sexo

Caracteristica bioldgica que
define a un ser humano como

hombre o mujer.

0-Masculino

1-Femenino

Modo de parto

culminacion del embarazo, el
periodo de salida del bebé del
Gtero materno ya sea vaginal

0 cesarea.

0-Vaginal

1-Cesarea

Ruptura de membrana antes

del parto

Ruptura del saco amniotico
antes de que comience el

trabajo de parto.

0-Si

1-No

Infecciones en el parto

Invasion y multiplicacion de
agentes patogenos en los

tejidos de un organismo.

0-Si

1-No

Tratamiento con antibidticos

Medicamentos potentes que
combaten las infecciones por

bacterias.

0-Si

1-No

Disposicion del bebé

Atencion y soltura del bebe

después de nacer

0-Madre
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1-Unidad  de
Intensivos (UCIN)

Cuidados

2-Cuidados

recién nacido (SCIN)

minimos del

3-Muerte fetal

Circunferencia de la cabeza

Medicion de la
circunferencia de la cabeza
de un nifio en su area mas

grande.

Circunferencia de la cabeza

encm

Talla

Estatura que el bebé posee

Tallaen cm

Esplenomegalia

Agrandamiento  patoldgico

del bazo o estructura
esplénica méas alla de sus

dimensiones normales

0-Si

1-No

Hepatomegalia

Aumento patologico del

tamafo del higado.

0-Si

1-No

Erupcién cutanea

Dermatitis o inflamacion de

la piel

0-Si

1-No

Anomalia del bebé

Cambio 0 desviacion
respecto de lo que es normal,

regular, natural o previsible.

0-Si

1-No

Hipotonia

Disminucion de la tensién o
del tono muscular, o de la

tonicidad de un 6rgano.

0-Si

1-No

Hipertonia/ Espasticidad

Musculos tensos y rigidos

0-Si
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1-No

Ojos capaces de rastrear

Capacidad para percibir y

reaccionar al entorno

0-Si

1-No

Hiperreflexia

Exaltacion o aumento de los

reflejos osteotendinosos.

0-Si

1-No

Irritabilidad

Propiedad que posee una un
organismo de reaccionar ante

los estimulos externos.

0-Si

1-No

Convulsiones/ Tremores

Movimientos involuntarios,
algo ritmico y contracciones
que involucran oscilaciones o
espasmos de una o mas partes

del cuerpo.

0-Si

1-No

Miocrocefalia

Medida de la circunferencia
de la cabeza que es mas
pequefia que cierto valor para
los bebés de la misma edad y
sexo. El valor de la medida
de la microcefalia es, por lo
general, menos de 2
desviaciones estandar (DE)

por debajo del promedio.

0-Si

1-No

del

ultrasonido en el embarazo

Hallazgos anormales

Examinacion de hallazgos
anormales del bebe por ondas

sonoras

0-Si

1-No

Tipo sanguineo

Estructuras antigénicas

carbohidratadas presentes en

0-A
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la  membrana de los|1-B
eritrocitos. 2 AB
3-0
Rh Proteina integral de la|1-Rh-
mt-ambrana de los globulos 2Rh +
rojos.
IgG anti-Zika Anticuerpos de fase | 0-Negativo
convalesciente 0 cronica 1-Positivo
especificos contra Zika.
IgM anti-Zika Anticuerpos de fase agua | 0-Valor de P/N >3,0 se

especificos contra Zika.

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

consideran negativos.

Block of binding (BOB) Blogue de wunion de los | 0-Negativo
anticuerpos dirigidos a NS1 1-Positivo
Serologia Zika (Ensayos | Determinacion de | 0-Negativo
FRNT) anticuerpos dirigidos contra 1-7ika Pre- Pregnant
Zik
xa (Infectada antes del
embarazo)

2-Zika Pre-early Pregnant

(posible infeccidn antes o en
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la etapa temprana del

embarazo)

3-Zika in Pregnancy
(Probable infeccion por Zika

durante el embarazo)
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