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RESUMEN

El Citomegalovirus Humano (CMV) es un herpesvirus altamente prevalente a nivel mundial, los datos de
prevalencia en la poblacién son del 40% al 60% en los paises industrializados y del 80% al 100% en areas
rurales de bajos recursos y paises en vias de desarrollo. La infeccion congénita por CMV ha sido asociada
con muerte fetal en Gtero, muerte neonatal, restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU), nacimiento pre-
termino y pre-eclampsia, ademas del creciente aumento de la cantidad de nifios que nacen o desarrollan
discapacidades permanentes, como pérdida de la audicion, pérdida de la vision, deficiencias motoras y
cognitivas asociado a la infeccion congénita por CMV.

Objetivo: Describir la incidencia de infecciones congénitas y en los primeros 2 afios de vida por CMV y su
correlacion en el neurodesarrollo en una cohorte de nifios del territorio de Salud Perla Maria Norori de Leon.

Metodologia: estudio de cohorte que involucré 388 mujeres embarazadas que realizaron trabajo de parto
en el Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales (HEODRA), se registré informacion epidemioldgica y de las
condiciones del parto, ademas se detecto la presencia de IgM anti-CMV en sangre de cordén umbilical para
determinar la incidencia de infecciones congénitas y se detectd la presencia del genoma viral en muestras
de orina mediante PCR. A los 2 afios se seleccion¢ aleatoriamente a 175 nifios de éstas madres a quienes se
detectd la presencia de 1gG anti-CMV para determinar la incidencia de infecciones infantiles. Se administro
la Escala de Mullen de Aprendizaje Temprano en los hogares de los nifios a los 2 afios de edad y se realizaron
88 examinaciones de la funcidn visual y 83 examinaciones de la capacidad auditiva.

Resultados: Las condiciones al nacimiento fueron las siguientes: promedio de semanas de gestaciéon = 38.3
(SD: 1.7), parto vaginal = 57.6%, cesaria = 42.4%. EIl 82.2% de los neonatos tuvo peso normal, 98.7% de
los nifios nacieron vivos y 1.3% (5/388) fallecieron, el 1% naci6 con hipotonia, 0.26% con
hipertonia/espasticidad y 0.26% con microcefalia. Los analisis de IgM anti-CMV en muestras de cordén
umbilical de los 388 nifios examinados revelaron ausencia de infeccidn durante la etapa fetal, es decir, las
malformaciones congénitas encontradas no se atribuyen a la infeccion por CMV. En contraste, el genoma
viral fue encontrado en 14% de las orinas colectadas a los 3 meses de edad y la prevalencia de infeccion por
CMV alos 2 afios de vida fue del 63%. Estos datos indican baja susceptibilidad a las infecciones por CMV
durante el embarazo y una alta susceptibilidad a la infeccion durante la primera infancia, ademas, sugieren
alta transmisién del virus a nivel comunitario. En este estudio también se encontrd que la edad de la madre
es un factor de riesgo para la infeccion por CMV del infante (22.9 vs 25.9; DM, -2.96, IC: -4.7,-1.2, p =
0.001), asi como, las condiciones sanitarias insatisfechas (OR, 3.86; IC: 1.355, 11.054, p = 0.012). En este
estudio no encontramos asociacion entre la infeccién incidente por CMV en los primeros afios de vida y el
neurodesarrollo del infante.

Conclusion: El tema de la infeccion congénita y neonatal por CMV permanece inexplorado en Nicaragua
y en Centroamérica. Este estudio demostrd baja susceptibilidad de infecciones por CMV en embarazadas y
una alta susceptibilidad de infecciones incidentes por CMV en nifios de 2 afios. No se demostré efecto de la
infeccidn incidente del CMV en la primera infancia sobre el neurodesarrollo del infante.

Palabras claves: CMV, infeccidn congénita, infeccion infantil, neurodesarrollo.
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Infeccién congénita por Cytomegalovirus, incidencia en los primeros 2 afios de vida y su asociacién con complicaciones neuroldgicas. Leén, Nicaragua

INTRODUCCION

El Citomegalovirus Humano (CMV) es un herpesvirus altamente prevalente a nivel mundial debido
a que infecta a una gran proporcion de individuos. En personas sanas la infeccion puede cursar de
manera asintomatica, seguida del establecimiento de la latencia, sin embargo, en aquellos
individuos inmunocomprometidos o inmunolégicamente inmaduros la infeccién primaria o

reinfeccion puede conducir a una infeccion grave o mortal 3,

EI CMV es un virus envuelto de doble cadena de ADN perteneciente a la familia del Herpesviridae,
la cual incluye otros virus comunes como Epstein-Barr, Herpes simplex 1y 2 y Varicella zoster.
Es la causa mas frecuente de infeccion congénita en todo el mundo y se puede adquirir tras el
contacto con fluidos corporales infecciosos como saliva, sangre, orina, entre otros® %),

La seroprevalencia global de CMV es del 40% al 60% en los paises industrializados y del 80% al
100% en areas rurales de bajos recursos y paises en vias de desarrollo® . La incidencia mundial
de la infeccidn congénita por CMV se estima entre el 0.2% y el 2.5% de los nacidos vivos en paises
desarrollados y de 1% a 5% en paises en vias de desarrollo®,

La infeccidén congénita por CMV ha sido asociada con muerte fetal en Utero, muerte neonatal,
restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU), nacimiento pre-termino y pre-eclampsia, ademas
del creciente aumento de la cantidad de nifios que nacen o desarrollan discapacidades permanentes,
como pérdida de la audicion, pérdida de la vision, deficiencias motoras y cognitivas asociado a la
infeccion congénita por CMVE® 9),

El desarrollo de infeccion congénita por CMV se da por la transmision transplacentaria por medio
de Citotrofoblastos. El resultado de ésta interaccién puede ser infeccién maternal primaria o
secundaria, donde la infeccion primaria es seguida por el establecimiento de una infeccion latente
de por vida a partir del cual es comun la recurrencia. EI CMV puede atravesar largos periodos de
latencia seguidos de la reactivacion de la cepa enddgena o la reinfeccién con una nueva cepa
exogena® 3 10-12),

A pesar de los cargos sanitarios y de salud que esta infeccién implica, la infeccidén congénita por
CMV no se detectan al nacer porque la mayoria de los bebés afectados son asintomaticos o

presentan sintomas inespecificos como para inducir sospecha clinica®. El diagnéstico para CMV
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se da por aislamiento viral o demostrando su presencia mediante técnicas inmunoldgicas,
moleculares o por seroconversion®. En la actualidad, el diagnéstico prenatal de infeccion por
CMV se basa principalmente en serologia materna, deteccion de CMV-ADN en liquido amni6tico
y sangre maternal y fetal®.

En este estudio de cohorte se abordd la busqueda de anticuerpos IgM en plasma de cordon umbilical
para determinar infeccién congénita por CMV y se determind la incidencia de infecciones por este
virus en los 2 primeros afios de vida del infante, ademas se evaluo las secuelas en el neurodesarrollo
que podrian estar asociados a la infeccion a temprana edad, asi como los factores de riesgo asociado
con infecciones incidentes del infante, ademas de evaluar la funcién visual y auditiva de los nifios
a los 2 afios de edad.
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ANTECEDENTES

La infeccion por CMV se asocia con un riesgo potencial para el feto, sin embargo hay datos
limitados en paises en vias de desarrollo con respecto a la epidemiologia y el impacto de las
infecciones por este virus ). En paises industrializados, la infeccién congénita por CMV es vista
en aproximadamente 0.4 - 1.2% de nacidos vivos, principalmente en infeccion primaria, pero no

estan exentos en infecciones no primarias en el embarazo® 14,

En Turquia se realizd6 un estudio en 32,182 mujeres embarazadas, el cual demostré una
seropositividad para CMV-IgG e IgM de 62% y 22% respectivamente, ademas el riesgo de
transmision transplacentaria del virus es del 24% y 75% con la primera infeccion de una mujer
que no ha sido inmunizada, mientras que la infeccion no primaria tiene de 1% a 2.2% de riesgo®®.

Las secuelas neuroldgicas en nifios expuestos en utero al CMV es de 32.4% después de la primera
infeccion materna en el primer trimestre y sin evidencia de secuelas en el segundo y tercer trimestre,
segun un estudio realizado en Francia™®,

Un estudio retrospectivo realizado en Italia a 735 mujeres embarazadas con infeccién primaria por
CMV demostrd seroconversion en el 44.4% de los casos y deteccion de CMV-ADN en el 43.9%,
de igual manera demostré que la tasa de transmision vertical fue de 37.5%, de los cuales el 5.6%
eran infecciones pre-concepcionales y el 64.1% fueron infecciones adquiridas en el tercer
trimestre?,

Un estudio realizado en el pais Europeo Bosnia-Herzegovina, donde buscaron la seroprevalencia
de infecciones congénitas por CMV entre los afios 2010-2019, encontraron que el 92.1% de las
muestras de cordon umbilical fueron positivas para 1gG y el 0.1% de las mismas fueron positivas
para ADN de CMV, al realizar la busqueda de CMV en hisopos de saliva de neonatos, encontraron
el ADN viral en el 0.62% (8 neonatos), a los cuales se les dio seguimiento y a los 18 meses de edad
no presentaban pérdida auditiva neurosensorial ®),

En Estados Unidos la infeccion congénita por CMV ocurre en un gran nimero de bebes y nifios,
con un estimado de 40,000 nuevas infecciones cada afio®* 9, ademas un estudio demostrd la
presencia de infeccion congenita por CMV en nifios nacidos de madres infectadas por VIH,
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resultando positivos por PCR en orina el 18% de los casos VIH positivos y un 4.9% de casos VIH

negativos, demostrando la importancia de CMV en pacientes inmunocomprometidos®?.

En Brazil se realizé un estudio de prevalencia al nacimiento e historia natural de la infeccion
congeénita por CMV en una poblacion altamente inmune. Sus principales resultados revelan que el
1.08% de nifios nacieron con infeccion congénita, de los cuales se encontrd pérdida auditiva
neurosensorial a los 21 meses de edad en el 8.6% (5/58) de los casos, y pérdida auditiva profunda
bilateral en 2 nifios. Los resultados de este estudio sugieren que los recién nacidos en una poblacion
con alta seroinmunidad por CMV proporcionan evidencia adicional de que la enfermedad
congénita por CMV ocurre en poblaciones con altas tasas de seroprevalencia, con una incidencia
similar de pérdida auditiva relacionada con CMV a la reportada en la descendencia de mujeres de
poblaciones en paises desarrollados con tasas mas bajas de seroinmunidad al CMV@Y,

Un unico estudio en Nicaragua, realizado en Managua estudiaron por Amnioscentesis a 18
embarazadas con sospecha de fenopatias infecciosas por TORCHs que mostraron por ultrasonido
la presencia de anormalidades estructurales, éstas presentaron un 1gG — CMV positivo en el 61%
de los casos, también mostraron co-infeccion con Toxoplasmosis en el 22% de los casos®?, sin

embargo no podemos atribuir dichos hallazgos a CMV por la ineficiencia de esta técnica.

En Nicaragua no existen estudios de seroprevalencia de CMV, de la misma manera no hay datos
sobre el neurodesarrollo de los nifios expuestos en Utero, sintomaticos y asintomaticos ni de

aquellos incidentes en la primera infancia.
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JUSTIFICACION

El CMV es un virus ubicuo que tiene una alta prevalencia en paises en vias de desarrollo,
generalmente la infeccion es asintomatica pero los principales grupos de riesgo con las mayores
consecuencias son las personas inmunocomprometidas, mujeres embarazadas y neonatos, las
complicaciones en el feto puede conllevar al aborto, restriccion del crecimiento intrauterino,
microcefalia, ademas, otras consecuencias aparecen a largo plazo como la pérdida auditiva

neurosensorial, retinitis y problemas de aprendizajes.

En Nicaragua no existen reportes epidemioldgicos de CMV, ya sean la seroprevalencia en la
poblacion en general ni en mujeres embarazadas, la incidencia de infeccion congénita e infantil.
Ademas se desconocen las secuelas en nuestra poblacion, tampoco se han estudiado las secuelas a
corto y largo plazo que pueden causar en bebes con infeccién congénita. No existe medidas

preventivas ni tratamientos a madres o bebes infectados.

La evaluacion del neurodesarrollo de los nifios en seguimiento va a aportar un dato importante para
el entendimiento de la infeccion en edades muy tempranas y de ésta manera realizar la intervencion
de los familiares en la estimulacién temprana de los nifios con dificultades en las diferentes areas
cognitivas y sensoriales.

Existes varias técnicas diagnosticas utilizadas para determinar infeccion maternal o congénita por
CMV, siendo el estudio serolégico de uso comun, sin embargo, no es una técnica concluyente para
determinar infeccion aguda, ademas puede ir de la mano con las técnicas moleculares ya que son

una herramienta Util para el diagnostico temprano de infeccion por CMV.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Cuéles son las incidencias de la infeccion congénita por CMV e infeccion en los primeros 2
afios de vida y su correlacion en el neurodesarrollo en una cohorte de nifios del territorio de
Salud Perla Maria Norori de Ledn, 2017-2018?
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OBJETIVOS

General

m  Describir la incidencia de infecciones congénitas y en los primeros 2 afios de vida por CMV

y su correlacion en el neurodesarrollo en una cohorte de nifios del territorio de Salud Perla
Maria Norori de Le6n, 2017-2018

Especificos

m  Describir las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de la poblacién en estudio.

®  Determinar la seroprevalencia de CMV en sangre de cordén umbilical e incidencia en los

dos primeros afios de vida del infante.

®=  Evaluar el neurodesarrollo de los infantes basados en el test de Mullen de aprendizaje

temprano y asociar los resultados con el estatus seroldgico del mismo
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MARCO TEORICO

El CMV es un agente ubicuo pero muy especifico de cada especie y son una causa comun de
infecciones en muchas especies animales, incluidos los humanos®. Los primeros reportes fueron
en 1881 por Ribbert, quien observé cambios celulares caracteristicos, incluidos el agrandamiento
celular con inclusiones intranucleares en los rifiones de un bebé muerto por sifilis congénita®¥.
Mas de 20 afios después, en 1904, los médicos Jesionekand y Kiolemenoglou del Royal
Dermatological Hospital en Munich publicaron un estudio sobre hallazgos de estructuras similares
a protozoo en los 6rganos de un feto luteo, los elementos que observaron en el higado, los rifiones
y los pulmones tenian un tamafio de 20-30 um, los nucleos eran grandes y estaban colocados
excentricamente y cada uno tenia un cuerpo nuclear central, rodeados de dos zonas, una zona
interna mas oscura y una zona externa mas clara. Recibio atencién médica cuando las
caracteristicas inclusiones de ojo de buho se observaron de nuevo afios después en una muerte
fetal en 1910 y nuevamente en 1964 en pacientes sometidos a trasplantes de Grganos pioneros
(Figura 1) 3528,

Fig. 1: Izquierda. Histopatologia de la infeccion por Citomegalovirus en el pulmén que muestra
inclusiones tipicas de ojo de buho. Derecha. Inmunohistoquimica en células de la placenta que
demuestra la presencia de antigenos de Citomegalovirus®?.
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En 1921 Ernest W. Goodpasture, en ese momento profesor asistente del Departamento de
Patologia y Comision de Cancer de la universidad de Harvard, describi6 un caso caracterizado por

glomerulonefritis y hemorragia pulmonar, él observo los cambios celulares a los cuales le dio el
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nombre de protozoarios, sugiriendo que se le llame a esa condicién como Citomegalia Infantil y
tras varios ensayos concluyeron que los cambios celulares no se deben a parasitos protozoarios si
no a un virus de la misma familia que la varicela por las caracteristicas celulares. En el mismo afio
Benjamin Lipschiitz inform6 que inclusiones celulares similares se asociaron con lesiones en
humanos y conejos infectados con Herpes simple, afirmando que los cuerpos vistos dentro de las
células representan una reaccion especifica a un virus vivo, sin embargo este concepto no fue

aceptado universalmente5 28,

La aparicion de la epidemia del SIDA en 1980 ha conducido a una expansion dramaética del
espectro de la enfermedad por CMV, ya que fue la infeccion oportunista mas comdn en pacientes
con SIDA vy una causa importante de morbilidad y mortalidad, hasta la inclusion a la terapia

antirretroviral @,

Actualmente el CMV es una causa de morbilidad y mortalidad en bebés que adquieren la infeccion
durante el periodo de gestacion y personas con compromiso inmunologico®?,

El virus

Envelope proteins

Quter Tequment
Inner Tegument

Nucleocapsid

Fig. 2. Estructura del virion del
Citomegalovirus. Envuelto,
esférico a pleomorfico, 150200
nm de diametro, T = 16 simetria
icosaédrica. La capside consta de
162 capsémeros y estd rodeada
por un tegumento amorfo. Los
complejos de glicoproteinas
estan incrustados en la envoltura
Portal vertex : ER ) Iipl'dica(31).

CMV es un virus que pertenece a la familia Herpesviridae, de doble cadena de ADN dispuesta
en el nucleo central. EI peso molecular del ADN de los Herpesvirus varia en dependencia del
virus, que va entre 125-290 kilobases. El nicleo de ADN esta rodeado por una cépside que
consta de 162 capsdmeros, dispuesto en simetria icosapentaédrica. La capside tiene un didmetro
de aproximadamente 100 a 110 nandmetros. Muy adherido a la capside es el tegumento, que
parece consistir en material amorfo. Alrededor de la capside y el tegumento se encuentra una

15
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envoltura de bicapa lipidica derivada de las membranas de la célula huésped. La envoltura consta
de poliaminas, lipidos y glicoproteinas. Estas glicoproteinas confieren propiedades distintivas a

cada virus y proporcionan antigenos unicos a los que el huésped puede responder (Figura 2)©2).

Los Herpesvirus humanos se agrupan en tres subfamilias: alphaherpesvirinae, betaherpesvirinae y
gammaherpesvirinae, su clasificacion de da en funcion de las diferencias de las caracteristicas
virales (estructura del genoma, tropismo tisular, efecto citopatolédgico y sitio de infeccion latente),
asi como la patogenia y manifestacion clinica de la enfermedad. Los herpesvirus humanos son
Virus del Herpes Simple 1y 2 (VHS1 y VHS2), virus varicela-zoster (VZV), virus de Epstein
Barr, Citomegalovirus (CMV), herpesvirus humanos 6 , 7 y 8 (HHV-6 y HHV-7)(®),

Propiedades de Citomegalovirus
Se han descrito més de 200 proteinas codificadas por el virus, entre ellas la glucoproteina de la

superficie celular, el cual actiia como un receptor Fc de las inmunoglobulinas. Esto puede ayudar
a las células infectadas a evadir la eliminacion inmunitaria al proporcionar una cubierta protectora

de inmunoglobulinas irrelevantes del hospedador®?,

Replicacién
La replicacion de CMV es lenta en comparacidn con otros Herpesvirus. La expresion del gen litico

del CMV, como la de los otros virus del herpes, ocurre en una cascada ordenada temporalmente.
En términos generales, el proceso de entrada del virus requiere un paso de union al receptor, un
paso de activacion y un paso de fusion de membrana®®.

La entrada de CMV comienza con la unién del virion a los proteoglicanos de sulfato de heparina
expresados ubicuamente en la superficie celular, seguido de la union de las glicoproteinas virales
gB y gH / gL a uno o mas receptores celulares que incluyen los heterodimeros de integrina o281,
a6B1 y avB33, el crecimiento derivado de las plaquetas factor-areceptor (PDGFRa), y el receptor

del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)®9),

Una vez el virus entra al citoplasma se da el acoplamiento y abordaje que se da por la interaccion
coordinada de las glucoproteinas virales con los receptores del huésped que inducen un
reordenamiento del citoesqueleto dentro de la célula, por lo cual el virus pude caminar a lo largo
de los microtubulos mediante el uso de proteinas motoras moleculares (dineina)®”. Luego de esto
se da la fusion de la envoltura con la membrana celular para liberar las nucleocapsides en el
citoplasma, las cuales se trasladan al ntcleo donde se liberan el ADN viral.
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Una vez que el virus alcanza el nucleo inicia el proceso de replicacion litica que consiste en 3
pasos: 1. Circularizacion, en la que se fusionan los términos del genoma viral lineal de doble
cadena 2. Replicacion, en la que el ADN circular sirve como plantilla para la replicacion del ADN,
gue genera grandes concatameros de ADN y 3. Maduracion, en la que el ADN viral concatemérico
se procesa en genomas de longitud unitaria, que se empaquetan en capsidas.

Esto da inicio a la expresion de los genes IE-1/ IE-2, los cuales generan proteinas reguladoras para
determinar la infecciones permisivas y latentes. Participan en multiples interacciones con la
maquinaria de transcripcion de la célula huésped y también interacttan con los componentes del

ciclo celular y las vias del control del crecimiento.

Después de la replicacion sigue el proceso de expresion de genes tardios, los cuales codifican para
proteinas necesarias para la generacion de la nueva progenie de viriones. Este proceso implica la
encapsulacion del ADN replicado, luego se trasladan desde el nucleo al citoplasma, donde se
produce la envoltura secundaria en el reticulo endoplasmatico, por consiguiente, se da el complejo
proceso de salida y envoltura final de dos etapas que conduce a la liberacién del virion por

exocitosis en la membrana plasmatica (Figura 3 )840,

La infeccion productiva por CMV se da por la sintesis de proteinas en 3 fases reguladas durante el
proceso de replicacion. La primera denominada inmediata precoz, se desarrolla en las primeras
cuatro horas después de la infeccion, en la que se sintetizan las proteinas reguladoras claves que
permiten al CMV controlar la célula; en la segunda o fase precoz, se sintetizan las proteinas para
la replicacion de ADN vy proteinas estructurales; y en la tardia, que ocurre alrededor de 24 horas
después de la infeccidn, se sintetizan proteinas estructurales necesarias para el ensamblaje de la
envoltura viral y la salida del virion®®. La liberacion de virus infecciosos ocurre a través de un
proceso de exocitosis regulada o después de la muerte de la célula infectada®? (Figura 3).
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Fig. 3. Ciclo de replicacion viral de Citomagalovirus en la célula huésped. Representacién
esquematica del ciclo de replicacion del CMV que incluye la entrada del virus y la disociacion del
tegumento, el transporte de las capsides entrantes al poro nuclear y la liberacion del ADN viral en
el nucleo donde se produce la transcripcion en forma de cascada y la replicacion del ADN,
conformacion del virion y salida de la nueva progenie(®),

immediate early carly \
transcription  transcription

immediate early carly late
Q‘; s IR ;//)
Epidemiologia

El CMV humano infecta del 30-98% de la poblacién humana alrededor del mundo, existen

diferentes variables que predisponen para adquirir la infeccion, entre ellas los grupos
socioeconémicos mas bajos, poblaciones de minorias raciales y étnicas, mujeres en edad fértil y
de la tercera edad, los nifios en mayor proporcion se infectan antes de llegar a la pubertad®? 43, El
hacinamiento y la falta de higiene favorecen la transmision de CMV. En los paises desarrollados,
el 40% de los adolescentes son seropositivos, aumentando la prevalencia aproximadamente un 1%
por afio de vida® #* 49, La prevalencia de infecciones congénitas varia del 0.1% al 6.3% a nivel
mundial, esto varia en dependencia de las condiciones econémicas del pais, la técnica de deteccidn
y el tamafio muestral, los paises en vias de desarrollo y paises con mayor poblacion son los mas

vulnerables en adquirir la infeccion (Tabla 1). La prevalencia infantil varia en dependencia de la
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edad encontrando que aquellos menores de 1 afio la excrecion viral varia del 40-58%,

disminuyéndose con el aumento de la edad en algunos casos hasta el 12% aproximadamente al
Ilegar a los 5 afios (Tabla 2). La seroprevalencia de IgG-CMYV en mujeres embarazadas al momento

del parto varia del 60-100%®“® (Tabla 3).

Tablal. Incidencia de infecciones congénitas por Citomegalovirus a nivel mundial

No. de Periodo de % de infeccion congénita
Continente estudios estudio Edad Promedio % (SD) | Minimo | Maximo | Referencia
Asia 6 2009-2017 Neonatos 2.38% (2.49) 0.40% | 5.80% (47-52)
Europa 4 1999-2019 Neonatos 0.7% (0.95) 0.10% | 2.60% (53-56)
Africa 1 2014-2015 Neonatos 5.45% (2.6) 2.60% | 6.30% (57)
América 4 2006-2017 Neonatos 1.49% (0.91) 0.60% | 2.50% (58-61)

Tabla 2. Incidencia de infeccion infantil por Citomegalovirus

Pais | Periodo de estudio | No. de sujetos | Deteccién | Muestra edad % de prevalencia Ref.
<1la® 40% (2/5)
1a 28% (23/82)
. . 2a 62% (18/29)
Japdn 2016 210 PCR Saliva P 22.8% (8/35) (48)
43 29% (9/31)
5a 35.7% (10/28)
<28 d! 3.09% (1006/32542)
28 d-3m? | 35.23% (11465/32542)
3-6m | 57.78% (18803/32542)
China 2015-2016 32,542 PCR Orina 6-12 m 58.31% (18975/32542) | (62)
1-3a 24.92% (7875/32542)
3-5a 16.29% (5301/32542)
>5a 12.64% (4113/32542)
3-6m 31.8% (14/44)
6-12 m 44.7% (105/235)
12-18 m 40% (139/282)
Francia 2009-2012 1,770 PCR Saliva 18-24 m 40.2% (141/351) (63)
24-30m 41.1% (161/392)
30-36 m 35.4% (115/325)
>36 m 26.9% (38/141)
L. dias, 2: meses, 3 afios
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Tabla 3. Seroprevalencia de Citomegalovirus en mujeres embarazadas

Continentes | No.De | Periodo de estudio % de prevalencia (SD) | Minimo | Maximo Ref.
estudios
Asia 2 2008-2017 64.35% (3.3) 62% 66.70% (49, 64)
Europa 2 1999-2010 65% (15.5) 54% 76% (54, 55)
Africa 1 2014-2015 100% NA? NA (57)
América 2 2009-2016 93.4%(5.4) 89.6 97.3 (60, 65)
- No Aplica

Rutas de transmisién

El virus puede ser transmitido a la madre a través de secreciones corporales como orina, saliva,
secreciones vaginales, semen, leche materna y a través de hemoderivados positivos para CMV. La
infeccion primaria se produce comunmente por contacto directo con estos fluidos de una persona
infectada. La transmision puede ser vertical, de la madre al hijo en el embarazo o periparto, y
horizontal, en el periodo perinatal o posnatal. En adultos inmunocompetentes, la excrecion viral
es intermitente e indefinida mientras que en inmunodeprimidos e infeccidn congénita, perinatal o

posnatal temprana es prolongada (incluso afios) y constante (Esquema 1)“5:68),

El riesgo de transmision vertical al feto es significativamente mayor con la infeccién materna
primaria que con la recurrencia. La transmision congénita de CMV puede ocurrir con infeccion

materna primaria, reactivacion o reinfeccion durante el embarazo®2 67-69),

Hospedero

El CMV humano esta restringido a infectar humanos, una vez que el virus ha ingresado a la célula
huésped puede propagarse a cualquier tejido debido a su amplia gama de células diana. El tipo
celular mas conocido para la propagacion de CMV es el fibroblasto, aunque también tiene

tropismo por las células epiteliales

CMV puede transmitirse de persona a persona tras el contacto estrecho con material bioldgico que
contenga el virus. El periodo de incubacion es de cuatro a ocho semanas en nifios mayores y en
adultos después de la exposicion al virus. El virus produce una infeccion generalizada, se ha
aislado en pulmon, higado, es6fago, colon, rifiones, monocitos y linfocitos T y B. La enfermedad

es un sindrome parecido a la mononucleosis infecciosa espontanea.
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Al igual que todos los herpesvirus, CMV en las enfermedades latentes de la vida. Es posible que
el virus se elimine de forma intermitente en la fecha y en los proximos meses después de la
infeccion primaria. La infeccion prolongada del rifidn por CMV no parece ser nociva en personas
normales. La afectacion de las glandulas salivales es frecuente y probablemente crénica. La
inmunidad mediada por células esta deprimida en las infecciones primarias y esto puede contribuir
a la persistencia de la infeccion viral. En ocasiones se requieren varios meses para el
restablecimiento de las respuestas celulares®* 79,

Hospedadores inmunodeprimidos

CMV es una de las principales infecciones congénitas en todo el mundo y un patégeno oportunista
importante para individuos inmunocomprometidos. En la mayoria de los bebes
inmunocompetentes, la infeccién por CMV es asintomatica; sin embargo, los nifios infectados por
el VIH estan en riesgo de desarrollar enfermedad por CMV. Las infecciones primarias por CMV
en hospedadores inmunodeprimidos son mucho méas graves que en los hospedadores normales.
Las personas con maximo riesgo para la enfermedad por CMV son las receptoras de érganos, las
que tienen tumores malignos que estan recibiendo quimioterapia y las que padecen sida. La
excrecion viral se incrementa y se prolonga, y la infeccidn tiene mas posibilidades de diseminarse.
La neumonia es la complicacion mas frecuente. Se supone que la respuesta inmunitaria del
hospedador mantiene al CMV en un estado latente en individuos seropositivos. Las infecciones
reactivadas se relacionan con la enfermedad con mucha mas frecuencia en pacientes
inmunodeprimidos que en hospedadores normales. Aunque por lo general menos graves, las

infecciones reactivadas pueden ser tan virulentas como las infecciones primarias 72,

Patogénesis de la infeccion congénita

La placenta fetal esta compuesta de diferentes células que permitan una conexion entre la madre y
el feto (Figura 4). El saco membranoso se forma al dividir las membranas en dos laminas
separadas, la placa coridnica (en el lado fetal) y la placa basal (en el lado materno). Estas dos
placas confinan el espacio intervillous, sirviendo como cubierta y fondo. El espacio intervelloso
estd perfundido con sangre materna, que circula directamente alrededor de las superficies
trofoblasticas de las vellosidades placentarias. Las vellosidades son estructuras complejas en
forma de arbol de la placa corionica que se proyectan en el espacio intervillous. Dentro de las
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vellosidades hay vasos fetales que estan conectados al sistema circulatorio fetal a través de la placa

corionica y el cordén umbilical "),

Figura 4. Desarrollo de las membranas fetales y la
placenta, feto en Utero, entre el 5to y 6to mes, cordon
umbilical, cérvix uterino(4.

Diversos estudios han demostrado la presencia de células infectadas con CMV en la placenta,
éstos fueron principalmente fibrobalstos y células endoteliales en las vellosidades, macréfagos,
linfocitos y trofoblastos, por lo que se puede sugerir los mecanismos por los cuales el feto puede
adquirir la infeccion en Gtero. Durante la placentacion se da la diferenciacion de las células
madres a citotrofoblasto a lo largo de dos vias, en la via que da lugar a las vellosidades flotantes,
los citotrofoblastos se diferencian al fusionarse en sincitiotrofoblastos multinucleados que cubren
las superficies de las vellosidades que estan en contacto directo con la sangre materna. (Figura:
Zona 1) Esta poblacion de trofoblasto es especialmente adaptado para transportar sustancias al feto
incluida la 1gG materna a través del receptor FC neonatal. La otra via da lugar al anclaje de las
vellosidades que unen la placenta a la pared uterina (Figura: Zona Il), los citotrofoblastos se
agregan en columnas celulares e invaden la decidua materna y el primer tercio del miometro.
Durante este proceso remodelan los vasos sanguineos uterinos, desviando asi el flujo sanguineo
hacia la placenta (Figura: Zona I11)("®. Una cepa de CMV tropico de celulas endoteliales se replica
en células endoteliales microvasculares uterinas y se propaga a citotrofoblastos invasivos in vitro,

lo que sugiere que la transmision hematdgena ocurre en el Utero.
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Las posibles rutas de infeccion por CMV en la interfaz decidual-placentaria son (Figura 6):
1-El virus puede diseminarse de las células sanguineas maternas infectadas a la decidua.
2-Los citotrofoblastos intersticiales y endovasculares en la pared uterina.

3-Columnas de citotrofoblastos de vellosidades de anclaje.

4-Otras vellosidades flotantes.
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Figura 5: Diagrama de la interfaz placentaria (fetal) — decidual (uterina) con las posibles rutas de infeccion
por CMV. Seccidn longitudinal que incluye una vellosidad flotante y una vellosidad coridnica de anclaje.
La vellosidad de anclaje (AV) funciona como un puente entre los compartimentos fetales y maternos. La
vellosidad flotante (\VVF), bafiada por la sangre materna, contiene los capilares fetales. Los citotrofoblastos
en AV (zona I) forman columnas celulares que se unen a la pared uterina (zona Il). Los citotrofoblastos
invaden el intersticio uterino, la decidua y el primer tercio del miometrio y la vasculatura materna (zona
I11), anclando asi la placenta al utero y obteniendo acceso a la circulacion materna. Las estrellas rojas
representan las posibles rutas de infeccién por CMV. Los colores ilustran diferentes tipos de células:
sincitiotrofoblastos (beige), células progenitoras de citotrofoblasto y células invasivas (verde claro), células
deciduales (verde oscuro), células endoteliales (amarillo), células del musculo liso (marrén), células
epiteliales en las glandulas endometriales (gris) ; células inmunes innatas: macréfagos / células dendriticas
positivas para DC-SIGN (Me / DC) (ptrpura), otro tipo de célula dendritica (DC) (rosa), neutrofilos (PMN)
(rojo) y células asesinas naturales (NK) (oscuro) rosado). Los sitios propuestos como rutas de infeccién por
CMV en el Gtero estan numerados del 1 al 4(79),
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Una vez que el feto esta infectado, la replicacion viral ocurre principalmente en el epitelio tubular
de los rifiones. El virus luego se excreta en la orina fetal y posteriormente en el liquido amniético.
El feto ingiere el liquido amnidtico infectado, el virus se replica ain mas en la orofaringe, ingresa

a la circulacion fetal y se propaga a los 6rganos diana"®"®),

La primo-infeccidn, reinfeccién o reactivacion con una cepa viral diferente de CMV en las mujeres
en estado de gestacidn pueden causar lesiones fetales y resultados adversos. Hay muchos estudios
en la literatura que evidencian que en este proceso no solo estan involucrados los efectos directos
del virus al feto, con los efectos citopaticos, sino también los efectos indirectos tras la infeccion
placentaria y la disfuncion(,

Daio al Sistema Nervioso Central
Durante el desarrollo y maduracion del SNC estan involucrados diferentes procesos graduales que

implica la diferenciacion del tejido neural y la diferenciacion morfologica del encéfalo, que a su
vez estan involucrados etapas de neurogénesis, migracién, crecimiento de neuritas y formacién de
sinapsis. Hay diversos estudios que demuestran que el CMV pueden infectar células dentro del
SNC de forma extensa, incluidas las células endoteliales, las neuronas, los astrocitos, los
oligodendrocitos, las células microgliales, las células del plexo coroideo y las células ependimales,
ademaés de infectar células precursoras neurales. La infeccién conduce a una respuesta inflamatoria
mononuclear acompafiada de apoptosis, necrosis tisular y gliosis. La encefalopatia puede ser
extensa y estar acompafiada de células que contienen focos con cuerpos de inclusién de CMV. La
destruccion del tejido conduce a atrofia cerebral, microcefalia, ventriculomegalia, parénquima y
ependimalistas, lesiones cerebelosas y calcificaciones. Otros hallazgos relacionados con la
patologia del SNC observados con infecciones CMV congénitas incluyen pérdida auditiva
neurosensorial y anomalias oculares, como coriorretinitis, atrofia 6ptica y anoftalmia©®22,

Como se describié anteriormente el CMV puede invadir el SNC durante cualquier etapa del
desarrollo neurologico, resultado de una infeccidn congénita o perinatal, y causar trastornos del
desarrollo neuroldgico u otras enfermedades neuroldgicas a través de una infeccién viral aguda o
persistente que impida la proliferacion y diferenciacion de las células madres neurales®.

1-Microcefalia: La fisiopatologia de la microcefalia congénita por CMV es conducida por la
disminucion de la masa del tejido cerebral, y, por lo tanto, contribuye a la disminucién del tamafio
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de la cabeza, ya que es el aumento de la masa cerebral lo que normalmente expande el craneo fetal
blando.

2-Hipoacusia neurosensorial (SNHL): La sordera neurosensorial siempre es causada por células
ciliadas dafiadas en la hélice coclear y las vias del nervio auditivo, lo que resulta en la percepcion
del sonido, la neurotransmisién y la disfuncion cortical. La infeccién por CMV puede afectar la
funcion auditiva y es una de las principales causas de SNHL no genético en los paises
desarrollados. El grado de pérdida auditiva causada por la infeccion por CMV puede variar de
pérdida auditiva unilateral a bilateral, y la pérdida puede persistir o empeorar después del periodo
perinatal. La misma discapacidad auditiva puede ser causada independientemente del area afectada
del sistema auditivo o las fases del desarrollo del sistema auditivo afectadas por el CMV. La
mayoria de los nifios con infeccion congeénita nacen asintomatico pero desarrollan SNHL después

del periodo perinatal ya que la sordera se retrasa o se intensifica progresivamente®* &),

3-Complicaciones oftalmicas: La organogénesis del oculus uterque, la nariz y el encéfalo es un
proceso co-evolutivo regulado por los mismos genes, lo que indica que el oculus uterque esta
estrechamente relacionado con el desarrollo del sistema nervioso. En el dia 22 del desarrollo
embrionario (al comienzo de la cuarta semana), el surco optico se deriva de la cresta neural a
ambos lados del prosencéfalo desarrollado a partir del tubo neural y luego inicia el desarrollo del
ojo del embrion. Las enfermedades oculares causadas por la infeccion por CMV incluyen
principalmente la retinocoroiditis, que se manifiesta como estrabismo, atrofia dptica, microftalmia,
cataratas, necrosis y calcificacion de la retina, ceguera y malformacion de las auriculas y el disco
Optico detectados por pupilografia. Sin deteccién, la infeccion sintomética por CMV puede

conducir a una discapacidad visual moderada o incluso grave®.

4-Autismo infantil: El autismo es una enfermedad representativa de los trastornos generalizados
del desarrollo. Se caracteriza con disfuncion social, trastornos de la comunicacion, retraso del
lenguaje, repeticiones conductuales estereotipadas y limitaciones de interés significativas. La
infeccidn congénita por CMV esté relacionada con la aparicion de autismo, y el riesgo puede ser
mayor si la infeccién se da durante el tercer trimestre del embarazo. Los genes principales
implicados en el autismo estan asociados con el metabolismo, la modificacion cromosémica, la
regulacion del ARNm, la sintesis de proteinas y la funcién sinaptica. Ademas, un ambiente
intrauterino anormal y la susceptibilidad genética pueden ser responsables del aumento de la
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prevalencia del autismo, lo que indica que las anormalidades ambientales pueden ser uno de los
factores de riesgo para el desarrollo del autismo(®6-89,

Inmunidad contra Citomegalovirus
Las respuestas inmunitarias tanto humorales como celulares son importantes en las infecciones por

CMV. En personas inmunocompetentes, la enfermedad clinica, si se presenta, es el resultado de
una infeccién primaria. La reactivacion y la excrecion viral en las excreciones cervicales o el
semen es invariablemente subclinica. En pacientes inmunocomprometidos, tanto la infeccion

primaria como la reactivacion son mucho mas probables de ser sintomaticas.

Ademas, la infeccion de monocitos por CMV produce disfuncion de estos fagocitos en pacientes
inmunocomprometidos, lo que puede aumentar la predisposicion a la sobreinfeccidn por hongos y
bacterias®?.

Las funciones efectoras celulares, incluidas las células asesinas naturales (NK) y los linfocitos T
CD8 + citotdxicos especificos del virus, desempefian un papel esencial en la limitacion de la
replicacion del CMV. Estas respuestas controlan la replicacion del virus durante la infeccion
primaria y proporcionan vigilancia durante la latencia viral para limitar la reactivacion. La pérdida
de estas respuestas conduce a la reactivacion, la propagacion del virus, la infeccion de los 6rganos
terminales y la enfermedad. Por lo tanto, las personas con inmunodeficiencias primarias que
afectan la funcion de las células NK o linfocitos T, las inmunodeficiencias adquiridas, como la
infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) o las inmunodeficiencias asociadas con
la terapia para prevenir el rechazo de aloinjertos, corren el riesgo de desarrollar una enfermedad
grave después de la infeccién por CMV. Quizas uno de los aspectos mas interesantes de la relacion
de CMV con la célula huésped es la multitud de genes codificados por el virus que funcionan para
evadir la inmunidad innata y adaptativa.

Las proteinas codificadas por estos genes regulan a la baja y degradan las proteinas del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) de clase 1 y Il y modulan la funcion y los receptores de
las células NK. Ademas, varias actividades codificadas por virus previenen respuestas celulares

intrinsecas a la infeccion, como la degradacién del ADN, la induccion de interferon y la apoptosis.

El CMV codifica varias citoquinas funcionales, como la interleucina (IL) -8 y la I1L-10, y los
receptores de quimiocinas que modulan la respuesta inflamatoria para favorecer la persistencia del
virus en el huésped. Estas funciones de evasion contribuyen a la persistencia viral al garantizar la
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supervivencia de las células infectadas por el virus al limitar la actividad de los mecanismos de
eliminacion del huésped“.

Diagnostico

La infeccion por CMV se pueden diagnosticar mediante el aislamiento del virus en el cultivo de
tejidos, la deteccion de antigenos virales o acidos nucleicos virales en muestras clinicas y la
evaluacion de las respuestas seroldgicas?. Las muestras clinicas habituales para el estudio de
CMV son: suero para deteccién de anticuerpos, sangre completa para estudio de la inmunidad
celular y para técnicas de deteccion directa, y orina, saliva, sangre completa, plasma, suero, lavado
broncoalveolar (LBA), liquido cefalorraquideo y tejido para el estudio de CMV por técnicas de
deteccion directa®.

Serologia
Deteccion de 1gG Anti-Citomegalovirus. Los analisis seroldgicos son las herramientas

principales para evaluar las infecciones primarias por CMV durante el embarazo. En la actualidad,
el estdndar de oro para determinar las infecciones primarias es la seroconversion del CMV, que es
la deteccion de 1gG contra el CMV en una mujer embarazada no inmune conocida anteriormente.

Deteccion de IgM Anti-Citomegalovirus. Los anticuerpos IgM contra el CMV estan presentes
durante las infecciones primarias y no primarias y, por lo tanto, no son realmente informativos
para determinar la seroconversion. La IgM de CMV puede persistir hasta 6 a 9 meses después de
la infeccidn, y los resultados falsos positivos pueden deberse a una IgM de reaccion cruzada
anormal y no especifica (principalmente del virus del herpes simple [HSV], virus de la varicela-
zoster [VZV] y virus de Epstein-Barr) o por la interferencia del factor reumatoide u otros trastornos
autoinmunes.

Determinacion de la avidez de 1gG Anti-CMV. EIl ensayo de avidez de la IgG de CMV se
considera una herramienta principal para fechar el momento de una infeccion. Esta prueba se basa
en la nocién de que la avidez de la IgG aumenta con el tiempo; Las IgG de baja avidez estan
asociadas con infecciones recientes, mientras que un indice de avidez alto indica infecciones
pasadas ©.
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Molecular
El ADN de CMV tiene algunas regiones homoélogas al ADN humano que hay que tener en cuenta

a la hora de disefiar técnicas diagndsticas de laboratorio como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) o sondas de hibridacion. Hoy dia, la PCR es la técnica molecular més empleada
para la cuantificacion de ADN de CMV en muestras clinicas. Concretamente, la PCR en tiempo
real es el método de eleccion para llevar a cabo este propésito. Actualmente hay métodos
moleculares completamente automatizados para determinacion de carga viral de CMV. Para el
diagnostico prenatal de infeccién congénita, el método de eleccion es la PCR cuantitativa en
liquido amnidtico. La amniocentesis no debe practicarse antes de la semana 21 de gestacion, por
riesgo de falsos negativos. Esta recomendada su realizacion si se ha producido primoinfeccion
durante el embarazo (seroconversion, IgM, IgG, baja avidez) o si se observan anomalias
ecogréficas, independientemente de si la madre ha tenido o no una infeccion primaria durante el
embarazo, ya que CMV puede transmitirse congénitamente durante reactivacion o reinfeccion. La
presencia de ADN de CMV en liquido amnidtico confirma la infeccidn intrattero, mientras que
una carga viral elevada, > 10° copias/ml en liquido amnidtico, indica alto riesgo de desarrollar
infeccion sintomatica. En el recién nacido, la presencia de ADN de CMV en muestras de orina,
tomadas en las 2 primeras semanas de vida, confirma el diagnostico de infeccion congeénita. La
deteccion de ADN de CMV en sangre, saliva o liquido cefalorraquideo también es diagnostica de

infeccion congénita, pero la sensibilidad es menor que en la orina®> 92 93),

Histoldgica
Demonstracion de la célula citomegalica: el sello histoldgico de la infeccion por CMV es la célula

citomegalica, que es una célula agrandada que contiene un cuerpo de inclusion intranuclear
basofilo denso, central, "ojo de baho". Las inclusiones se observan facilmente con la tincién de

Papanicolaou o hematoxilina-eosina.

Cultivo
CMV se puede cultivar en cultivos de fibroblastos humanos. Los cultivos deben incubarse durante

periodos prolongados, ya que los efectos citopaticos (células refractiles inflamadas con granulos
citoplasmicos) tienen una apariencia lenta’®.

Tratamiento
La farmacoterapia esta reservada para pacientes inmunodeprimidos. Los principales fArmacos son

ganciclovir y valganciclovir®,
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DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio: Cohorte

Poblacién y area de estudio: 512 Mujeres embarazadas y sus hijos que pertenecen al territorio de
salud Perla Maria Norori (PMN) en el periodo 2017-2018.

Muestra: 388 mujeres embarazadas

Criterios de inclusion:

. Mujer embarazada que iniciaran trabajo de parto en el HEODRA

. Que residian en la ciudad de Ledn, Nicaragua.

. Que realizaron su control prenatal en el Centro de Salud Perla Maria Norori
. Que autorizaron participar en el estudio

Criterios de exclusion:

. Mujer que no estuvieron embarazada
. Que no asistieron al centro de salud
. Que no tuvieron planeado realizar trabajo de parto en el HEODRA

Recoleccion de informacioén

Fuente primaria: se obtuvo mediante la informacién brindada por los participantes a traves de una

entrevista personal.

Instrumento: se utilizé cuestionario elaborado y estructurado que nos permitird conocer aspectos
generales, situacién demografica y socioeconémica, edad, de igual manera nos permitird conocer la
situacion de salud que presente la madre en cada visita de control prenatal. Se utilizé una ficha
elaborada para ingresar informacién de los datos importantes sobre el momento del parto y aspectos
clinicos del bebé al nacer (Ver anexos 5y 6).
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Flujograma 1: Descripcion del seguimiento de los nifios desde el parto a los 24 meses de vida en la
cohorte de Ledn, Nicaragua, 2017 — 2018.

512 mujeres embarazadas
enroladas

124 se perdieron en el seguimiento durante el
embarazo o no realizaron trabajo de parto en el
HEODRA
388 realizaron trabajo de parto en el HEODRA. Se
determinaron infeccion congénita IgM anti-CMV

5 fallecieron después

del parto
383 continuaron en seguimiento
Ingresaron al estudio
Se seleccionaron aleatoriamente 155 para determinar 20 nifios que nacieron
1gG anti-CMV a los 24 meses y evaluar neurodesarrollo fuera del HEODRA

83 examinaciones

— — — auditivas
175 nifios se determind infeccion
incidente infantil y se evalud el 88 examinaciones
neurodesarrollo visuales

Indicador de pobreza

Para el presente estudio se utilizo el indice de pobreza desarrollado por el Centro de Investigacion
en Demografia y Salud (CIDS) de la UNAN-Le6n, y ha sido validado para su uso en el municipio
de Ledn, Nicaragua® El estado socioeconomico del hogar se estimé mediante las Necesidades
Bésicas Insatisfechas (NBI), el cual esta basado en infraestructura de la vivienda, escolaridad de los
habitantes, indice de dependencia y disponibilidad de servicios sanitarios. La infraestructura de la
vivienda se considero insatisfecha si la casa tenia piso de tierra y las paredes no eran de cemento, la
escolaridad se considerd para los padres del nifio, la puntuacion era insatisfecha si no cumplian el
ciclo béasico de bachillerato, la tasa de dependencia econdémica se definié como insatisfecha para mas
de 2 personas desempleadas por cada persona empleada del hogar, las condiciones sanitarias se
consideraron insatisfechas si no poseian agua potable y excretas por tubos de aguas negras. Estos
indicadores con puntaje de “0” para satisfecho y “1” para insatisfecho se sumaron para formar un
indice de 0-1 y se consideraba No pobre, 2-3 se consideraba Pobre y mas de 3 se consideraba
Extremadamente pobre.
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Recoleccion

y procesamiento de la muestra

Sangre de cordon umbilical: Se recolecto un total de 388 muestras de cordon umbilical (10-100

ml) al momento del parto para la busqueda de IgM-CMV

Orina: Se recolectd un total de 51 muestras de orina de infantes de 3 meses de edad para evaluar

excrecion viral.

Sangre de 24 meses: Se selecciond aleatoriamente un total de 175 nifios para realizar busqueda de

IgG-CMV, se recolectd 4ml de sangre venosa de los participantes a los 2 afios de edad.

Deteccion de IgM-CMV por ELISA

Todas las muestras de sangre de cordén umbilical (n=388) fueron testeadas mediante la prueba de
ELISA para CMV-IgM (REF 51103, HUMAN) esta destinada para la deteccion de Anticuerpos
clase IgM contra CMV en suero humano. Es una clasica técnica de ELISA tipo sandwich, los pocillos

estan recubiertos con Antigenos CMV derivados de cultivos celulares (Tabla 4).

Tabla 4. Soluciones para la técnica de ELISA CMV IgM proveidas por el fabricante.

Soluciones

IDIL-M

CON

WS20X

SUB

STOP

INC
PC

Contenido

Buffer de dilucion de la muestra.

Buffer fosfato, NaCl, Albdimina, Anti-lIgG humana

Conjugado Anti-IgM

Conjugado Anti-lgM humano, marcado con

peroxidasa.

Solucion de lavado
Buffer TRIS
NaCl

Sustrato

3,3",5,5-Tetramethylbenzidin (TMB)

Peroxido de Hidrogeno
Solucion de parada.
Acido sulfarico

Control IgM negativo humano

Control IgM positivo humano

Preparacion

Listo para usar

Listo para usar

Realizar dilucion 1:19, siendo
1 porcion de solucion WS20X
y 19 porciones de agua
deshionizada

Listo para usar

Listo para usar

Listo para usar

Listo para usar
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Procedimiento:
-Poner las muestras de suero a temperatura ambiente antes del uso.

-Diluir el suero del paciente 1+100 con DIL-M (10pL de muestra + 1 mL del diluyente), mezclar

vigorosamente, incubar por 5 minutos.

-Colocar en los micropocillos 100uL de la muestra, control positivo, control negativo y blanco (DIL-
M sin muestra).

-Cubrir con tiras adhesivas, incubar por 30 minutos a 17-25°C

-Lavar 4 veces con 350pL de WS 1X

-Colocar 100uL del CON, cubrir con tiras adhesivas, incubar por 30 minutos 17-25°C
-Lavar 5 veces con 350uL de WS 1X

-Colocar 100uL de SUB, incubar por 15 minutos a 17-25°C en oscuridad.

-Colocar 100 pL de STOP para proceder a la lectura de Absorbancia.

-Medir la Absorbancia a 450nm con longitud de onda de 630-690 nm

-Determinar el punto de corte para determinar el resultado de los pacientes.
Deteccion de 1gG-CMV por ELISA

Todas las muestras de sangre venosa seleccionadas (n=175) para la busqueda de 1gG en nifios de 24
meses se realiz6 mediante la prueba de ELISA IgG-CMV (REF 51203, HUMAN) esta destinada
para la deteccion de Anticuerpos clase IgG contra CMV en suero humano. Es una clésica técnica de
ELISA tipo sandwich, los pocillos estan recubiertos con Antigenos CMV derivados de cultivos
celulares (Tabla 5).
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Tabla 5. Soluciones para la técnica de ELISA Citomegalovirus 1gG proveidas por el

fabricante.

Soluciones  Contenido Preparacion

IDIL-G Buffer de dilucion de la muestra. Listo para usar
Buffer fosfato, NaCl, Albumina.

CON Conjugado Anti-1gG Listo para usar
Anticuerpos Anti-lIgG humano, marcado con
peroxidasa.

\WS20X Solucién de lavado Realizar dilucion 1:19, siendo
Buffer TRIS 1 porcidn de _solucién WS20X

y 19 porciones de agua

NaCl deshionizada

SUB Sustrato Listo para usar
3,3",5,5-Tetramethylbenzidin (TMB)
Peroxido de Hidrogeno

STOP Solucién de parada. Listo para usar
Acido sulfurico

NC Control IgG negativo humano Listo para usar

PC Control IgG positivo humano Listo para usar

Procedimiento:

-Poner las muestras de suero a temperatura ambiente antes del uso.

-Diluir el suero del paciente 1+100 con DIL-G (10uL de muestra + 1 mL del diluyente), mezclar

vigorosamente, incubar por 5 minutos.

-Colocar en los micropocillos 100pL de la muestra, control positivo, control negativo y blanco (DIL-

G sin muestra).

-Cubrir con tiras adhesivas, incubar por 30 minutos a 17-25°C

-Lavar 4 veces con 350uL de WS 1X

Martinez E.
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-Colocar 100uL del CON, cubrir con tiras adhesivas, incubar por 30 minutos 17-25°C
-Lavar 5 veces con 350pL de WS 1X

-Colocar 100uL de SUB, incubar por 15 minutos a 17-25°C en oscuridad.

-Colocar 100 pL de STOP para proceder a la lectura de Absorbancia.

-Medir la Absorbancia a 450nm con longitud de onda de 630-690 nm -Determinar el
punto de corte para determinar el resultado de los pacientes.

Caélculos del ensayo:

Valores promedios de la Absorbancia del NC y del PC calculado de la siguiente manera.

MNC= Alaso+ A24s0 MPC= Alaso+ A2as0
2 2

El punto de corte (COV) se calcula usando la siguiente formula: COV=MNC+ (0.2 X MPC)
-Parametros a considerar para validacion del ensayo IgM-CMV:

1. Blanco substrato A1<0,150

2. MNC <0,250

3. MPC > 0,400

4, MPC: MNC >3

-Parametros a considerar para validacion del ensayo 1IgG-CMV:

1. Blanco substrato A1<0,150

2. MNC < 0,250

3. MPC > 0,750

4. MPC: MNC =5
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Tabla 6: Pardmetros para la interpretacion de los resultados

Audso (Paciente) > COV - 15% Anti-CMV-IgM / 1gG positivo

Aasso (Paciente) < COV - 15% Anti-CMV-IgM / 1gG negativo

Deteccion molecular de CMV
Se procesd un total de 51 muestras de orina provenientes de nifios de 3 meses de edad para la

busqueda de excrecion viral de CMV mediante un PCR en tiempo real con previa extraccion de
ADN.

Extraccion de ADN

La purificacion de ADN se realizd con un kit comercial QlAamp DNA mini kit 51304, cuyo
principio se basa en el aislamiento de ADN en muestras de tejido humano con procedimientos
rapidos de centrifugado. EI ADN se une especificamente a la membrana de gel de silice QlAamp,
los inhibidores de la PCR, tales como cationes y proteinas divalentes se eliminan completamente en
dos pasos de lavado eficientes, dejando el ADN puro diluido en un Eluyente provisto por el Kit.

Procedimiento:

-Pipetear 20uL de Proteasa K en un tubo eppendorf y agregar 200uL del suero.
-Anadir 200 pL de buffer AL a cada muestra

-Incubar a 56°C por 10 minutos

-Dar Vortex por 15 segundos y centrifugar a maxima velocidad por 1 minuto

-Pipetear 200 pL de etanol (96-100%) a la muestra, dar vortex por 15 segundos y centrifugar a
méaxima velocidad.

-Aplicar la mezcla anterior en una columna de centrifugacion QlAamp sin humedecer el borde, cerrar
la tapa y centrifugar a 8000rpm por 1 minuto

-Colocar la columna de centrifugacion en un tubo de recoleccion limpio y desechar el tubo que
contiene el filtrado anterior.
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-Abrir la columna y agregar 500 pL del buffer AW1, cerrar la tapa y centrifugar a 8,000rpm por 1

minuto. Colocar la columna en un tubo colector limpio y descartar el que contiene el filtrado.

- Abrir la columna y agregar 500 pL del buffer AW2, cerrar la tapa y centrifugar a 14,000rpm por 1
minuto. Colocar la columna en un tubo colector limpio y descartar el que contiene el filtrado.

-Centrifugar nuevamente a maxima velocidad por 1 minuto y eliminar el filtrado en el tubo colector.

-Colocar la columna en un tubo eppendorff estéril, descartar el tubo con el filtrado. Abrir la columna
y agregar cuidadosamente 200 pL de buffer AE. Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto y

centrifugar a 8,000rpm por 1 minuto. EI producto esta listo para usarse.

-Guardar el producto de la centrifugacion (ADN) a -20°C si no se haran los anélisis el mismo dia

Deteccién Genémica de CMV

1- Descongelamiento de las muestras guardadas a -20°C

3- Preparar el Master mix (Tabla 7)

4- Agregar 20 uL del Master Mix en cada pozo de la placa a utilizar.

5- Agregue 5 uL de ADN viral, estandar o Agua en cada pozo.

6- Mezclar y centrifugar a 4000 rpm por 3 min.

7- Sellar los pocillos.

8- Colocar la placa en el equipo de PCR en tiempo real ABI 7500 (Applied Biosystems Inc.,
Foster City, CA)

9- Correr el siguiente programa: 10 min a 95°C, 45 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 min a
60°C, la muestra se consider6 positiva si se detectaron uno 0 mas ge por reaccion en ambas pruebas
de PCR.

Tabla 7. Componentes pata la mezcla de PCR-RT para Citomegalovirus

Componente [Final] (nM) Vol X Rxn
ITag Univrsal 1X 900 nM 10
Forward 900 nM 1
Reverse 900 nM 1
Sonda 250 nM 250 nM 1
Agua libre de nucleasas 7
ADN extraido 5
Total 25
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Especificaciones de los Primer

Los cebadores de CMV corresponden a la region inmediata muy conservada del exon 5 (IE-2) (Tabla
8)

Tabla 8. Especificacion de Primers y sonda para Citomegalovirus

Secuencia (5’ - 3’)

Forward GAG CCCGACTTT ACC ATCCA
Reverse CAGCCGGCGGTATCGA
onda VIC - ACC GCA ACAAGATT - MGBNFQ

Control de calidad: Se utilizard control positivo interno de un bebé con sospecha clinica de
infeccion por CMV

Evaluacién del Neurodesarrollo

Se realiz6 el test de Mullen de aprendizaje temprano (MSEL por sus siglas en inglés) a los 2 afios de
edad por personal entrenado. Este test brinda una evaluacion validada del neurodesarrollo, el cual
mide cinco dominios que incluyen Funciéon Motora Fina (FMF), Funcion Motora Gruesa (FMG),
Recepcion visual (RV), Lenguaje Receptivo (LR) y Lenguaje expresivo (LE). Consiste en
actividades realizadas con el nifio que son presentados en un orden jerarquico de dificultad, los cuales
son calificados si completan la tarea en cada elemento. Este instrumento provee categorias
descriptivas que corresponden a los puntajes generales, los cuales son: Muy alto, Por encima del
promedio, Promedio, Por debajo del promedio y Muy bajo®®.

Evaluacion de la capacidad visual

La capacidad visual fue evaluada por médicos especializados a 88 nifios de la cohorte, los pardmetros
examinados corresponden a; examen de la vista funcional, hitos del desarrollo visual, medicion de
la agudeza visual, examen ocular externo, evaluacion del segmento anterior, dilatacion, refraccion y
evaluacion del segmento posterior (fondo de 0jo). En dependencia de los hallazgos encontrados se
evaluo funcion visual, refraccion y hallazgos oculares como apropiada o no apropiada para la edad.

Evaluacién de otoemisiones acusticas

37
Martinez E.



Infeccion congénita por Cytomegalovirus, incidencia en los primeros 2 afios de vida y su asociacion con complicaciones neuroldgicas. Ledn, Nicaragua

El examen de otoemisiones acusticas fue realizada en un total de 83 nifios de la cohorte, los
parametros que se evaluaron fueron: exploracion clinica donde se observo las caracteristicas externas
del conducto auditivo externo y coloracion, integridad, contorno y movilidad de las membranas
timpanicas, luego se realiz6 la medicion de otoemisiones acUsticas. Los resultados de las
caracteristicas externas y otoemisiones acusticas fueron evaluadas de manera global como Normal
o Patoldgica.

Consideraciones éticas

Este estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Etica para las investigaciones biomédicas de
la UNAN-LeoON. Las madres que participaron dieron su aprobacion al firmar el consentimiento
informado (ver anexos 1, 2, 3 y 4), donde se les explico los alcances del estudio, beneficios y

perjuicios de participar en el mismo.

Analisis estadistico

Se utilizd el paquete estadistico IBM SPSS Statistics 21. Los estadisticos de frecuencia se utilizaron
para la variable dependiente (infeccion incidente), se establecio la asociacion de infecciones
incidentes con estadisticos de chi cuadrado para las variables categdricas independientes, para las
variables cuantitativas se realizo diferencias de medias y pruebas de normalidad con los estadisticos
de Kolmogorov y Smirnov; para las variables cuya distribucién fue no normal se realiz6 pruebas no
paramétricas para 2 muestras independientes usando la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon.
Se realizd un modelo de regresion logistica maltiple para las variables que mostraron asociacion

estadistica. Se considera significancia estadistica si el valor de p <0.05.

Las puntuaciones de T de VR, FM, RL y EL se combinan para formar una Puntuacion Cognitiva
Compuesta, el cual es la sumatoria de cada dominio para determinar el rendimiento cognitivo. Estas
se compararon en base a las caracteristicas sociodemograficas de cada grupo de incidentes y no
incidentes para CMV, éstas se compraron mediante una prueba de regresién logistico multinominal.
Las distribuciones categoricas de cada subdominio de las puntuaciones MSEL basadas en los limites
normativos de los EE. UU. (Muy alto, por encima del promedio, promedio, por debajo del promedio,
muy bajo) se calcularon a los 24 meses.

Se utilizaron modelos ajustados de regresion logistica multinominal donde se utilizo variables

categoricas agrupadas en Normal (promedio y encima del promedio) y bajo (por debajo del promedio
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y muy baja). La variable de referencia fue No incidente para CMV. Segun las tendencias de los datos
observados se incluyo sexo, la edad maternal y los indicadores de pobreza en el modelo ajustado. Se

calcularon intervalos de confianza del 95% para los efectos fijos del modelo.
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RESULTADOS

Caracteristicas del parto. Entre Febrero 2017 a Noviembre del 2018 se enrolaron un total de 512
mujeres embarazadas en el Centro de Salud Perla Maria Norori, de las cuales 388 realizaron trabajo
de parto en el HEODRA (Figura 1). Las caracteristicas del parto fueron las siguientes, promedio
de semanas de gestacion = 38.3 (SD: 1.7), parto vaginal = 57.6%, cesaria = 42.4%. El 82.2% de
los neonatos tuvo peso normal, 98.7% (383/388) de los nifios nacieron vivos y 1.3% (5/388)
fallecieron. Todos los nifios fallecidos fueron del sexo femenino, 4 de ellos nacieron a término, 2
presentaron anencefalia y 1 hidrocefalia. La inspeccion clinica en los nacidos vivos reveld que el
95% tuvo una puntuacion Apgar normal (8/10) al minuto y el 97% tubo una puntuacion Apgar
normal (9/10) a los 5 minutos, el 1% (4/383) nacié con hipotonia, 0.26% (1/383) con
hipertonia/espasticidad y 0.26% (1/383) con microcefalia.

Infecciones neonatales por Citomegalovirus. En este estudio se examind la presencia de IgM
anti-CMV en un total de los 388 plasmas recolectados de la sangre del cordon umbilical de los
nifios que nacieron en el hospital, resultando todas las muestras negativas indicando ausencia de
infeccién congénita por CMV en esta cohorte (Tabla. 1). Sin embargo, los analisis de PCR
demostraron infeccion temprana por CMV en 14% (7/51) de los nifios que aportaron una muestra

de orina a los 3 meses de edad (Tabla. 1).

Incidencia de infecciones por Citomegalovirus en los primeros 2 afios de vida. Para explorar
las infecciones incidentes por CMV en los primeros 2 afios de vida, mediante analisis de 1gG anti-
CMV, se seleccionaron de forma aleatoria un total de 175 nifios, encontrandose una tasa de
infeccién de 0.31 infecciones/nifio/afio (110 infecciones/175/2 afios), (Tabla. 9).

Tabla 9: Porcentaje de infeccién por Citomegalovirus mediante analisis serolégicos y
moleculares en una cohorte de nifios de Ledn, Nicaragua, 2017 — 2018.

Parametro Resultados N %
Positivo - 0
IgM corddn umbilical (n = 388) .
Negativo 388 100
. a Positivos 7 13.7
PCR de CMV en Orina (n = 51) Negativo 44 86.3
) Positivo 110 62.9
IgG anti-CMV a los 24 meses (n = 175) .
Negativo 65 37.1
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Asociacion entre las caracteristicas del recién nacido y la incidencia por Citomagalovirus.
De los 175 nifios incluidos en los analisis de infeccion incidente, 155 tenian informacion en el
resumen del parto, de estos, 100 fueron clasificados con infeccion incidente y 55 como no-
incidente. En este estudio encontramos que a menor edad materna mayor riesgo de infeccién por
CMV en los primeros 2 afios de vida (22.9 vs 25.9; DM, -2.96, IC: -4.7, -1.2, p = 0.001) (Tabla
No0.10). Después de comparar cada uno de los parametros del resumen del parto y la inspeccion
clinica con las infecciones incidentes y no incidentes, incluyendo, peso al nacer, talla, perimetro

cefalico y sexo no encontramos diferencias estadisticas significativas (Tabla. 10).

Tabla 10: Condiciones del nacimiento y caracteristicas clinicas de los grupos de infecciones

incidentes y no incidentes para Citomegalovirus a los 2 afos de edad (n=155)

Condiciones del Incidentes (n No incidentes Diferencia de ODDS RATIO. p
nacimiento =100) (n =55) medias. (95% CI) (95% ClI)
Edad Maternal, n (SD) -2.96
22.94 (5.4) 25.9 (5.9) (-4.7,-1.2) - 0.001
p .
Sexo n (%) Femenino 49 (31.6) 29(18.7) i L
' 0.592
Masculino n (%) 51(32.9) 26 (16.8) - (0.616,2.342)
Parto vaginal n (%) 55 (35.5) 33(21.3) - 0.82
. 0.555
Cesdrea n (%) 45 (29) 22 (14.2) , (0.416, 1.603)
Peso, gramos, Media, (SD) 3041.71 -4.48
(452.1) 3046.2 (453.3) (-160.184, 140.401) i 0.784
Edad gestacional, Media,
D 38(1.6) 38.5(1.5) -0.16 (-0.7, 0.370) - 0.549
Circunferencia cefdlica, -0.15
em, media (SD) 33.7(1.4) 33.9(1.9) (0.6, 0.3) - 0.53
Talla, cm, mean (SD) -0.2
49.6 (2.6) 49.9 (3.2) (1.2, 0.7) - 0.519
Talla para la edad, WHO Z- -0.16
score, Media (SD) 0.036 (1.4) 0.2 (1.7) (0.7.0.3) 0.439
Peso para la edad, WHO Z- -0.04
score, Media (SD) -0.5(0.97) -0.5(0.93) (:0.3,0.25) - 0.96

Asociacion entre las caracteristicas socio-econémicas y la incidencia de infeccion por
Citomegalovirus. Encontramos que el 73.1% de los participantes estaban en condiciones de
pobreza, incluyendo condiciones insatisfechas para los indicadores sanitarios (49.7%), de vivienda
(39.4%), educacion (69.1%), ocupacion (65.7%) y hacinamiento (32%). Después de estratificar
segun la incidencia de infeccion a CMV vy realizar un analisis de regresion longitudinal,
encontramos que los indicadores sanitarios (OR, 3.86; IC: 1.355, 11.054, p = 0.012) fueron factores
de riesgo para la infeccion por CMV en los primeros 2 afios de vida, sin embargo, las condiciones
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insatisfechas de vivienda (OR: 0.388, IC: 0.169, 0.892, p=0.012) mostraron un factor de proteccion
para la infecciéon por CMV (Tabla 11).

Tabla 11: Asociacion entre las condiciones socioecondmicas y las infecciones incidentes por
Citomegalovirus en los primeros 2 afios de vida ajustado a edad maternal y sector de
procedencia. (n=175)

Categorias Incidentes No incidentes ORc ORaj
& (n = 110) (n = 65) (95% Cl) P (95% Cl) P
Co Pobre 80 (72.7) 48 (73.8)
Indice de Pob 0.944 (0.472, 1.891 1 - -
ndice de Fobreza —Nopobre 30 (27.3) 17 (26.2) (0472, )
o Insatisfecho 60 (54.5) 27 (41.5)
Sanitarias Satisfecho 50 (45.5) 38 (58.5) 1.689(0.909, 3.139) 0.12 3.86(1.355, 11.054) 0.012
.. Insatisfecho 38 (34.5) 31(47.7)
.57 .310, 1.082 A1 . A .892 .02
Vivienda Satisfecho 72 (65.5) 34 (52.3) 0.579(0.310,1.082) © 0.388(0.169, 0.892) 0.026
.. Insatisfecho 76 (69.1) 45 (69.2)
Educacion Satisfecho 34(30.9) 20 (30.8) 0.993 (0.511, 1.930) 1
.. Insatisfecho 69 (62.7) 46 (70.8)
(0] 0.695 (0.359, 1.344 0.32 -
cupacion Satisfecho 41 (37.3) 19 (29.2) (0.359, )
Insatisfecho 29 (26.4) 27 (41.5)
Hacinamiento 0.504 (0.263, 0.966) 0.05 - -
Satisfecho 81 (73.6) 38 (58.5)

Asociacion entre el neurodesarrollo del infante y la incidencia de infeccion por
Citomegalovirus. En un analisis no ajustado se comparo la infeccion incidente y no incidente por
la CMV y el neurodesarrollo a los 2 afios de edad utilizando la Escala del Aprendizaje Temprano
de Mullen, encontrandose que 11% de ambos grupos tenian un puntaje de aprendizaje temprano
(ELC) por debajo del promedio, indicando que la infeccion temprana por CMV no esta asociada
con el neurodesarrollo en los primeros 2 afios de vida. Tampoco se observaron diferencias
estadisticas significativas entre la infeccion incidente y la no incidente con el desempefio normal
de las habilidades motora gruesa (92.7% vrs 92.2%), recepcion visual (92.7% vrs 82.8%), motora
fina (74.3% vrs 64.1%), lenguaje receptivo (89% vrs 85.9%) y el lenguaje expresivo (78% vrs
62.5%) (Tabla 12).
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Tabla 12: Evaluacion del neurodesarrollo de nifios de 2 afios de edad con infecciones
incidentes para Citomegalovirus y un grupo no incidentes, basados en el test de Mullen de
Aprendizaje temprano. (n=173)

) Infeccion por CMV (N=173)

Area Categoria Incidente n (%) No-:]né:oi/od)ente ORc (95% IC) p
Motora gruesa Ng;rjr;lal 1081((79;7) 52 §328)2) 1332 (0.368, 4.83) 0.662
Recepcion visual Ng;rjr;al 1081((79;7) Eﬁ g;g 0.501 (0.156, 1.610) 0.246
Motora Fina Ng;rjgal gé gg% ;‘% Eggég 0.846 (0.358,1.996)  0.702
Lenguaje Receptivo Ng;rjgal Si; g% 595((1845..1%) 2.402 (0.605, 9.54) 0.213
Lenguaje Expresivo N;;rjr;lal SZ gg; gg gg;g; 0.532(0.217, 1.304) 0.168
ELC ng;rjr;lal (‘ig g%i; ‘213 Eg?gg 0.612 (0.159, 2.37) 0.477

La infeccion por Citomegalovirus no afecta la capacidad visual y auditiva en los primeros 2
afios de vida. De los 175 nifios con andlisis de infeccion incidente por CMV, 82 tuvieron
evaluacion auditiva y 88 evaluacion de la funcion visual. Todos los nifios examinados tuvieron un
resultado normal de la capacidad auditiva y visual, con excepcion de 2 nifios que tenian problemas

en la funcion visual, 1 con infeccién incidente y el otro con no-incidente (Tabla 13).

Tabla 13: Efecto entre las infecciones incidentes y no incidentes por CMV sobre la capacidad
visual y auditiva en nifios de 2 afios de edad en una cohorte de Ledn Nicaragua, 2017 - 2018.

Infeccion por CMV

. -z 0,
Examinacion Resultado Incidente n (%) No-Incidente n (%) OR (IC 95%) p
S . B Normal 54 (65.9) 28 (34.1) - -
Examinacién auditiva (n = 82) Patolégico 0(0) 0(0)
S Apropiada 57 (64.8) 29 (33) 0.794 (0.125, 5.045)  0.807
F I(n=
uncion visual (n =88) No apropiada 1(1.1) 1(1.1)
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DISCUSION

Este estudio evaluo el efecto de la exposicion al CMV, durante la vida fetal y la primera infancia,
sobre el neurodesarrollo, un tema inexplorado en Nicaragua y de gran importancia en la salud del
neonato. Esta cohorte involucrd un total de 388 mujeres embarazadas y sus bebes, asi como el
andlisis sobre neurodesarrollo en 155 nifios a los 2 afios de vida. En la literatura revisada no
encontramos antecedentes de la tasa infeccion congénita por CMV en Nicaragua, tampoco de la
deteccion neonatal (< 3 meses) del virus en orina o de la incidencia de CMV en la primera infancia

(X2 afios de vida).

En este estudio no se encontro infeccidn congénita por CMV en 388 plasmas de cordon umbilical,
lo que sugiere infeccion limitada del virus durante el embarazo, consideramos que para tener un
estimado de infecciones neonatales en esta poblacion sera necesario ampliar la muestra de estudio
y los afios de estudio ya que los estudios a nivel global reportan tasas de infeccion neonatal, muy
bajas, en promedio del 0.7% para los paises Europeos, 1.5% para América, 2.3% para Asia Yy
5.5% para Africa (Ver pagina 16). Es probable que la infeccion por CMV en las mujeres
embarazadas de Mesoamérica sea muy limitado o presente variaciones temporales, por ejemplo,
Alvarado-Es quivel C, et al.,®® en México no encontraron presencia de IgM en 289 mujeres al
momento del parto, pero Conde-Ferréez L, et al.®%, estimaron el 0.86% entre el 2010 y 2011 en
345 neonatos. La mayoria de los estudios de otros paises donde demostraron infeccion congénita,
reportaron tasas muy bajas y en gran nimero de testeados, como el caso de Yamada, H, et al.?
quienes siguieron una cohorte en Japén por 9 afios (n = 11,736) y encontraron una tasa de infeccién
del 0.48%, resultados similares reportaron en la India Viswanathan R, et al.®”. Otro factor
importante sobre las bajas tasas de infeccion es la repuesta inmunoldgica desarrollada por las
madres ante la infeccion persistente, dado que las infecciones ocurren en los primeros afios de vida
y el virus es ubicuo es muy probable que mas del 90% de las madres en este estudio hayan
desarrollado proteccion inmunoldgica.

Otro alcance de estudio fue demostrar por primera vez la deteccion del genoma viral del CMV en
muestra de orina de nifios nicaragiienses, mediante la técnica molecular de PCR, es decir, el 14%
de los infantes tuvo infeccion perinatal o postnatal. Estos resultados sugieren que los nifios son
altamente susceptibles a la primo infeccion y que, ademas, existe una alta circulacion de virus en
nuestro entorno. De hecho, el CMV podria ser ubicuo, por ejemplo, en Francia Alain S., et al.®,
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encontraron una proporcion de infeccion en saliva del 31.8% entre nifios de 3 a 6 meses, de la
misma manera un estudio realizado en China por Li W, et al.®?, encontraron una proporcion de
35.23% entre nifios de 28 dias a 3 meses de edad, ademas un estudio realizado en Japén por
Watanabe M, et al.“®, encontraron el 40% de infecciones en nifios menores de 1 afio.

La sugerencia de una alta circulacion del CMV en la poblacion estudiada es demostrada por la
prevalencia de 63% a los 2 afios de edad, resultados similares encontraron en Japon Watanabe M,
et al.®®, quienes observaron que el 62% de nifios de 2 afios estaban excretando CMV en saliva. Es
posible que las tasas de infeccion varien de un pais a otro, en China por ejemplo Li W, et al.®?),
encontraron menor porcentaje de infecciones, siendo de 24.92% en nifios de 2 a 3 afios y en Francia
Alain S., et al.®, presentan el 40.2% de infecciones en nifios de 18 a 24 meses.

La prevalencia de infecciones por CMV es mayor en paises en vias de desarrollo, principalmente
en el sector socioecondémico pobre ya que no satisfacen las necesidades sanitarias y ambientales
para evitar adquirir la infeccidn, en nuestro estudio demostramos que el 73.1% de los participantes
se encontrd en pobreza, cuyos indicadores evaluados nos sugiere que las condiciones sanitarias
insatisfechas es una condicidn de riesgo para adquirir la infeccion a temprana edad (p=0.003).
También observamos que cuando las condiciones de la son vivienda insatisfecha el riesgo de
infecciéon disminuye lo que resulta contradictorio, ya que otros estudios realizados en Estados
Unidos indican que las condiciones de pobreza son un factor de riesgo para la infeccion por CMV,
como es el caso de Lantos P.M, et al. y Colugnati FA, et al.®® *), Dado que existe la posibilidad
de variables confusoras, ajustamos el analisis de la vivienda con la variable edad de la madre y
procedencia (urbano o rural) y la asociacion continta siendo significativa, dado que el 73% de las
madres estudiadas viven en pobreza es muy probable el analisis no tenga suficiente poder para
establecer dicha asociacion. Es importante mencionar que todas las madres participantes en este
estudio fueron captadas en el puesto de salud PMN y pertenecen a areas rurales o semiurbanas.

Otro dato importante observado en este estudio es que la edad maternal es un factor clave,
demostrando que mientras mas joven es la madre, el nifio tiene mayor probabilidad de adquirir una
infeccion temprana por CMV (p=0.001), otros estudios han mostrado tendencias similares“%?, hay
diversos factores que pueden estar relacionado con éste hallazgo, como el inicio temprano de la
vida sexual activa debido a la poca educacion sexual, la actividad sexual en si y la cantidad de

compafieros sexuales, éstos pardmetros no fueron considerados en este estudio.
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Si bien los nifios que nacen con infeccion sintomatica por CMV pueden presentar microcefalia,
defectos en la capacidad visual y auditiva, asi como, coriorretinitis, ictericia,
hepatoesplenomegalia, trombocitopenia y petequias, el 90% son asintomaticos. Las secuelas a
largo plazo pueden ser deficiencia intelectual, pérdida auditiva neurosensorial y discapacidad
visual, ademas hay estudios que indican autismo infantil. En este estudio la evaluacion auditiva y
visual no demostro diferencias significativas entre el grupo con infecciones incidentes por CMV
y no incidentes, por lo tanto, se puede presumir que los nifios evaluados infectados a temprana
edad no tuvieron ningun dafio visual y auditivo a los 2 afios de edad. De la misma manera lo
presentaron Jim WE, et al.*%), quienes dieron seguimiento a 55 nifios con infeccion postnatal
sintomatica transmitida por la leche materna, éstos no experimentaron efectos adversos en el
estado neurolégico y funcién auditiva a los 2 afios de edad.

En relacion al efecto de la infeccion temprana sobre el neurodesarrollo, este estudio no encontro
asociacion entre la infeccion incidente por CMV vy las capacidades motoras, lenguaje expresivo y
receptivo y recepcion virual. Resultados similares fueron mostrados por Gunkel J. et al. en
Holanda, en su estudio incluyeron 356 nifios pre-término de los cuales el 14% habian adquirido la
infeccion por CMV a los 16 meses de edad y no encontraron asociacion con el neurodesarrollo y
la capacidad auditiva, el seguimiento de estos nifios se realizé hasta los 6 afios de vida %), En
contraste, los resultados, Yadav SS, et al., en la India dieron seguimiento a 6 nifios con infeccion
neonatal por CMV, de los cuales cuatro presentaron retraso en el neurodesarrollo, dos pérdida
auditiva neurosensorial, uno corrioretinitis, demostrando que las infecciones muy tempranas
pueden causar afectaciones en el neurodesarrollo, la vision y la audicion®%,

Aungue la muestra analizada en este estudio incluyo 388 madres y sus bebes, se recomienda
incrementar el tamafio de la muestra para determinar la incidencia de la infeccién congénita por
CMV en Nicaragua, los datos presentado indican que la infeccion congénita en Nicaragua es poco
frecuente.
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CONCLUSIONES

En este estudio no se encontrd infeccion congénita por CMV en 388 plasmas de cordon umbilical,
lo que sugiere baja susceptibilidad del virus durante el embarazo, sin embargo, se demostré una
alta circulacion viral por la presencia del 14% de excrecion de CMV en orina a los 3 meses de
edad, ademas a los 2 afios, el 63% de los infantes ya habian cursado con una infeccion incidente
por CMV.

El 73% de los participantes del estudio se encontraba en condiciones de pobreza, y se determiné
asociacion estadisticamente significativa entre infecciones incidentes por CMV y los indicadores
sanitarios insatisfechos (OR: 3.86 IC, 1.355, 11.054, p = 0.012), demostrando 3 veces mas riesgo
de adquirir la infeccion a temprana edad, de igual manera se demostr6 que los nifios cuyas madres
eran muy jovenes estaban méas propensos a adquirir la infeccion antes de los 2 afios de edad (DM:
-2.96 IC: -4.7,-1.2, p = 0.001).

La evaluacion del desarrollo neuroldgico de los nifios con infecciones incidentes y no incidentes
no evidenciaron diferencias significativas, por lo tanto, no existe un efecto de infecciones
incidentes por CMV sobre el neurodesarrollo en nuestro estudio, ademas, los nifios con infecciones
incidentes no presentaron dafio en la funcion visual ni presentaron sordera auditiva neurosensorial

a los 2 afios de edad.
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RECOMENDACIONES

Las bajas tasas de incidencia de infeccién por CMV en la etapa fetal reportadas a nivel global y la
ausencia de infeccion fetal reportada en este estudio sugieren ampliar el tamafio de muestra para

determinar el verdadero impacto de CMV en la salud del neonato.

Dado que las malformaciones congénitas reportadas en este estudio no se atribuyen a la infeccién
por CMV durante el embarazo su sugiere completar el analisis de TORCH incluyendo Zika.

Dado que CMV se asocia con abortos espontaneos las nuevas cohortes deberian considerar el
muestro trimestral durante el embarazo para establecer el efecto del CMV en las etapas tempranas
del embarazo.
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ANEXQOS

ANEXO 1 Aprobacion del comité de ética para estudio Infeccion materno-infantil por Zika

en Nicaragua
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| Dr. Filemén Bucardo

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua
Facultad de Ciencias Médicas
UNAN - Leon

Comite de Etica para Investigaciones Biomedicas (CEIB)
“Dr. Urlel Guevara Guerrero™
FWA00004523 / IRB00003242

Ledn, 21 de Sentiambre del 2016
A No. 93

Profesar Taular

Departamenta de Microbiciogia.
Facultad de Ciencas Médicas
UNAN-Ledn

Sus Manas

Estmado Or. Bucardo:

£l CEIB le nforma que reatio su frabzjo de Investigacidn para que s2a analizado
por este Cemite, ttulade: “Infeccion Materno-Fetal por Zika en Nicaragua®. Cespuas
de haber efecluado dicha revision se determing lo siguients: Se aprueba la conduccion
de dicha Investigacion, basadoes en que cumple con los principios delineados en la
Declaracién de Helsinki y retne los principios eticos basicos.

Como Comilé de Etica valorames muy postivamente |a impodancia de este
trabajo y ¢speramos gue sus'resultados sean posilives. Copaa de esta carta debe estar |
presente en &l Prolocolo e infome final.

Sin otro garlicular, nos es grato suscribirngs.

AMéntamente,

Cc: Archivo
NPS!rhi
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ANEXO 2 Aprobacion del comité de ética para estudio de “Efecto de la exposicion e

infeccion intrauterina con Zika en el crecimiento y desarrollo neurolégico del infante”

Dr. Uriel Guevara Guerrero
Médico Patdlogo

Dr. Jaime Granera Soto
Médioo y Sacercote

Ora. Nubla Pacheco Solls
Maaico y Dermatéiogn

Comité Ejecutivo
Ora. Nubla Pacheco Solis
Presidenta

Or. Efrén Castelién C.
Vico - Presidents

Or. Orlando Morales N.
Secretario

Miembros Altérnos
Propietarios

MSc. Irefla Romero
Dra. Yanette Reyes
MSc Arlen Soto PhD
Dr Augusto Guevara

Consultores Independientes
MSc. José Ramon Morales

Dr. Sergio Midence

Dra. Yadra Malespin

Dra. Abertina Ruiz

Dr. Mauricio Picago

Dr. Donoso Pedaiba

Dr. Javier Zamora

Fundado en fa Facultad de
Ciencias Médicas
UNAN - Lodn
Nicoragua
Abrfl de 1995
comBedetical 395@gmal com
Telf: 2311-4675

Expiration IRB 04/06/2020
FWA 12/11/2022
IORGO002760

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua
Facultad de Ciencias Médicas :
UNAN - Leon

Comité de Etica para Investigaciones Biomédicas (CEIB)
“Dr. Uriel Guevara Guerrero”
FWA00004523 / IRB00003342

\ Ledn, 24 Julio del 2020.

Dr. Filemoén Bucardo
Investigador Principal
Proyecto GND

Estimado Doctor Bucardo:

En respuesta a su solicitud con carta del 03 Junio 2020, en fa que se solicita extension de 1a
vigencia del protocolo de investigacion titulado "Efecto de la exposicion e infeccion infrauterina
con Zika en el crecimiento y desarrolio neurciogico del infante (ZIKA-GND)', el cual fue
aprobado inicialmente por el CEIB en Julio 2017, ( Acta N* 38) y en Marzo del 2019 fue revisado
nuevamente debido aun Adendum con fecha de expiracion del 4 Junio del 2020.

Después de haber efectuado dicha revision se determina que se aprueba la extension de
vigencia del protocolo de investigacion hasta el 4 de junio del 2021.

Agradeciendo su amable atencion aprovecho fa ocasion para saludario.

Atentamente,

Ce Archivo.

A la libertad por la Universidad

Martinez E.
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Anexo 3: Consentimiento informado para el estudio de Efecto de la infeccién por

Zika en el neurodesarollo
. 's—a’ - i;
22 :
¥ ,% a
R &,
x o0 <
I el s

G 310
Universidad Nacional Aut(moma de Nicaragua, Ledn (UNAN-Leé
Universidad de Carolina del Norte en Chape Hill (UNC-CH) \

Consentimiento para Participar en un Estudio de Investigacion {) (;
Participantes Madre e Infante

Fecha:Version 1.0, Marzo 27 de 2017 “}J\ \
) @
Y

IRB del Estudio:
Titulo del Estudio: IGHID 11704— Efecto de la exposicion e infeccién intrauterina con Zika en
el crecimiento y desarrollo neurolégico del infante.

Investigador Principal: Elizabeth Stringer, MD (UNC), Filemon Bucardo, PhD (UNAN-Leb6n)
Departamento de Investigacion Principal: Obstetricia y Ginecologia.

Direccion  e-mail  del  Investigador  Principal:  elizabeth_stringer@med.unc.edu;
fili_bucardo@hotmail.com

Co-Investigadores: Sylvia Becker-Dreps, MD, AravindaDesilva, PhD, Matthew Collins, M
Natalic Bowman.

Patrocinador del Estudio: University of North Carolina

Teiéfono de contacto del Estudio: +505 8904 0938

;Cuiles son _algunos de los aspectos generales que usted debe conocer acerca de los
Estudios de Investipacion?

Se le ptdc que participe en un estudio de investigacion. Unirse al estudio escompletamente
voluntafio.

Usted puede negarse a panicipar o puede retirar su consentimiento para participar en ¢l estudio,
por cualquier motivo, sin penalizacion,

Los estudios de investigacién estan disefiados para obtener nuevo conocimiento. Esta nueva
informacién puede ayudar a la gente en el futuro. Usted no va a recibir ningin beneficio directo
por estar en ¢l estudio de investigacién. También puede haber riesgos al participar en estudios de
investigacion. Decidir no estar en el estudio o dejar el estudio antes de que este se lleve a cabo no
afectard su relacion con el investigador o su proveedor de atencion médica, UNAN-Ledn o
UNC-CH. Si usted es un paciente con una enfermedad, no tiene que estar en el estudio de
investigacion para recibir atencion médica.

Los detalles sobre este estudio se discuten a continuaciéon. Es importante que entienda csta
informacion para que pueda tomar una decision informada sobre participar o no en este estudio
de investigacion.

Se le dard una copia de este formulario de consentimiento. Debe aclarar con los investigadores
nombrados arriba, 0 miembros del personal que pueden ayudarlos, cualquier inquietud que tenga
acerca de este estudio en cualquier momento.

2Cuil es el propésito de este estudio?

El propésito de este estudio de investigacién es analizar el efecto que tiene la exposicion y la
infeccion con Zika en el crecimiento de los bebés y la forma en que sus cerebros se desarrollan
durante los primeros 24 meses de edad. Ademés, ¢l efecto de la exposicion después del parto. No

17-
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sabemos qué tipo de efectos tiene el virus Zika en fetos que estdn expuestos a dicho virus en el
ltero y que no estén infectados al nacer. Tampoco sabemos qué tipo de efectos tiene el virus
Zika cuando los bebés contraen la infeccién del Zika después del parto.

Se le pide que participe en el estudio por las siguientes razones: Usted ha participado
previamente en otro estudio relacionado (“Infeccion Materno-Fetal por Zika en Nicaragua");
usted vive en Le6n, Nicaragua; usted asistié a uno de los tres Centros de Salud centrales de
Lebn, y usted ha dado a luz a su bebé en el Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales Argiiello
(HEODRA).

;Hay alguna razbn por la cual usted no deberia participar en el Estudio?
Usted no debe participar en este estudio si no planea asistir a uno de los tres Centros de Salud de

Leén para el seguimiento def Jactante. Tampoco podré participar en el estudio si tiene planes de
migrar a otro pais o ciudad.

;Cuintas personas tomaran parte en el Estudio?
En este estudio vamos a enrolar 220 nifios de los cuales aproximadamente 5 recién nacidos

estardn infectados con el virus Zika y aproximadamente 50 recién nacidos fueron expuestos al
virus Zika en el Gtero, pero no estin infectados con el virus.

2Cudnto tiempo durard su participacion en el estudio?
Su participacion en el estudio durard 2 afios que van desde la inclusion en el estudio, al

nacimiento de su bebé, hasta que cumpla 2 afos de edad. En dicho periodo realizaremos 8 visitas
trimestrales para recoleccion de informacion y toma de muestras. La primera serd a los 3 meses
de edad y continuaremos a los 6, 9, 12, 15, 18, 21 y 24 meses. Cada visita durari
aproximadamente | hora '

2Qué ocurrird si usted toma parte en el estudio?

Si decide participar en este estudio, tomaremos muestras de sangre (1.5 cc), saliva (0.1cc) y orina
(2 cc) de su bebé en cada visita. También le haremos preguntas sobre su situacion social,
econdmica y su historial médico. Repetiremos algunas de estas preguntas cuando a los 3, 6, 9,
12, 15, 18, 21 y 24 meses. Ademas, haremos algunas medidas para comprobar el estado de
desarrollo del cerebro del bebé, tales como: capacidad auditiva (a los 6, 12, 18 y 24meses),
capacidad visual (a los 12 y 24 meses) y ultrasonido cercbral (USC), que es la técnica mas usada
para el diagnostico de anomalias en el cerebro del neonato y lactante. El especialista colorara un
gel sobre la cabeza de su bebé y tomard iméagenes escaneada usando una computadora. Este
procedimiento no causa ningan tipo de dolor al bebé.

2 Cuiles son los posibles beneficios de participar en el estudio?

La investigacién esta disefiada para beneficiar a la sociedad mediante la obtencién de nuevos
conocimientos. Hay pocas posibilidades de que usted se beneficie directamente al estar en este
estudio de investigacion. Un beneficio potencial de su participacion en el estudio es que usted
recibird los resultados de las pruebas de la infeccién por el virus Zika de su bebé y podrd

consultar a un perinatélogo y un pediatra en el HEODRA si la prueba resulta positiva. .'\,;“'65&';?'
s O
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E %&Za
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;Cuiles son los posibles riesgos 0o molestias involucradas en la participacién en el estudio?

[l de e

Se utilizard una aguja para tomar una muestra de sangre del brazo de su bebé. Esto puede
producir un dolor breve causado por la aguja y enrojecimiento, de’la parte afectada, en raras
ocasiones, infeccién. Existe un pequeiio riesgo de pérdida de sangre o infeccion.

Riesgos en la toma de muestra de la saliva

Se utilizard un hisopo para recolectar la muestra de saliva, el cual se introducirden la boca del
bebe y se frotaré con gentileza la parte interna de la mejilla hacia arriba y abajo, y de atris hacia
adelante, esto no le ocasionard molestias al bebé mas que solo un leve cosquilleo.

d social
Aunque los eacargados del estudio hardn todo lo posible para proteger su privacidad y
confidencialidad, es posible que su colaboracion en ¢l estudio como participante pueda ser
conocida por otros (si no es conocida ain) y que esto puede resultar en daiios sociales (debido a
que usted podria ser identificada como infectado con Zika). Por ejemplo, podria ser tratado
injustamente o discriminado por miembros de la familia, amigos y/o la comunidad. Usted debe
reportar cualquier problema al investigador.

. Estrés de descubrir sobre la infeccién de Zika

—=Si-la-prueba de su bebé-es-positiva -para la infeccion por Zika, descubrirlo_puede aumentar su
nivel de estrés, Si se encuentra que es positivo, la persona responsable de su cuidado de salud
puede darle informacion y consejos que pueden ayudarle a manejar su estrés,

Si decide no participar en el estudio, ;qué otras opciones de tratamiento tiene?
Usted no tiene que estar en este estudio de investigacion para recibir tratamiento. Usted puede
seguir acudiendo a su clinica habitual paca recibir atencion.

:Como se protegera su informacion?
Los registros en papel de este estudio se almacenaran en un lugar seguro y bajo llave que sélo

serd accesible para el personal del estudio. Los registros electrénicos se almacenardn usando su
cddigo de estudio en lugar de su nombre. Estos registros electebnicos se almacenarén en un
ordenador cifrado protegido por una contrasenia. El documento que relaciona su nombre y su
cddigo de estudio se almacenard por separado.

Los participantes no serdn identificados en ningin informe o publicacién sobre este estudio.
Aunque se harén todos los esfuerzos para mantener los registcos de investigacion privados, puede
haber ocasiones en que la ley federal o estatal requiera la divulgacién de dichos registros,
incluida informacién personal. Esto es muy poco probable, pero si la revelacién se requiere
alguna vez, UNC-CH tomard las medidas permitidas por la ley para proteger la privacidad de la e
informacién personal. En algunos casos, su informacion en este estudio de investigacion podgiancacy,

ser revisada por representantes de la Universidad y patrocinadores de investigacion. C\“Qo €N 199

—
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zRecibira usted resultados de la investigacidn relacionados con sus especimenes?

Es poco probable que la parte de la investigacion efectuada con sus especimeénes produzca
informacién lo suficientemente significativa para ser compartida con usted personalmente. No
plancamos volver a ponemos en contacto con usted u otros sujetos con informacién sobre los
resultados de la investigacion. La Gnica excepcion es que si los rsultados revelan que su bebé
podria tener Zika le entregaremos dichos resultados. S

2Qué pasari con los especimenes?

Las muestras especimenes serdn almacenados en freezers del laboratorio de Microbiologia de la
UNAN-Le6n, en el campus medico. Este laboratorio es seguro, accesible solamente para su’
personal y cumple con las buenas practica del laboratorio clinico. Las muestaas biolégicas de su
hijo (a) serén etiquetados con un cédigo. Durante los primeros 2 afios después del estudio, el
nombre de su hijo (a) permanecerd vinculado a este cédigo. Sélo los investigadores y co-
investigadores y su equipo de investigacién tendrén acceso a la informacién. Después de ese
periodo las muestras seriin almacenas por 5 afios como indican los lineamientos del Comité
Intermacional de Armonizacién para las buenas practica clinicas. Los datos y. los especimenes
pueden ser compartidos con otros investigadores para hacer nuevas investigacién, pero el
nombre de su hijo (a) o la informacién de identificacién no serd compartida. Si los especimenes
ya no son necesarios, sern destruidos.

. Qué pasari si se le causa algian perjuicio en esta investigacién?
Existe una minima posibilidad de que algo pueda pasarle a su bebe por su participacién en un
proyecto de investigacion. Esto puede incluirel riesgo de lesiones personales. A pesar de todas
las medidas de seguridad, ¢l bebe podria desarrollar una reaccion o lesion por esfar én esté
estudio. Si estos problemas ocurren, los investigadores le ayudarin a obtener atencién médica,
que se proporciona de forma gratuita en nuestro sistema de salud. UNAN-Ledn y UNC-CH, no
ha reservado fondos para pagarle por tales reacciones o lesiones, ni por la atencion médica
relacionada. Usted no renuncia a ninguno de sus derechos legales firmando este formulario.

2Oué pasa si desea detener su participacion en la investigacion antes de completar su parte
en el estudio? ;

Usted puede retirarse de este estudio en cualquier momento, sin penalidad. Los investigadores
también tienen el derecho de detener su participacién en cualquier momento. Esto podria deberse
a que ha tenido una reaccion inesperada, o no ha seguido las instrucciones, o porque se ha
detenido todo el estudio.

2Recibira usted algo por estar en este estudio?
Usted recibird 200 Cérdobas (§ 7) en compensacién por su tiempo y transporte por asistic a

cualquu:r visita asoaada con cstc estudio y que no sea parte del cuidado prenatal de ruting, qdaé"‘i’“cr

g 00 ,Pc
- )

2L costard algo estar en este estudio? . / .
Estar en este estudio no le costara nada.

;Oué hacer si tiene preguntas sobre este estudio?

< ‘EON w
3 4‘03 « G
17-
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Usted tiene el derecho a preguntar y a que le contesten cualquier interrogante que usted pueda
tener sobre esta investigacidn. Si tiene preguntas sobre el estudio (incluidos los pagos), quejas,
preocupaciones o si se produce una lesion relacionada con la investigacion, debe comunicarse
con los investigadores que aparecen en la primera pagina de este formulario.

;Qué hacer si tienc preguntas sobre sus derechos como participante en la investigacién?

Toda investigacién en voluntarios humanos es revisada por un comité que trabaja para proteger
sus derechos y bienestar. Si tiene preguntas o inquictudes acerca de sus derechos como sujeto de
investigacidn, si desea obtener informacién o tiene sugerencias, puede comunicarse con la Junta
de Revisién Institucional de UNC-CH al 919-966-3113 o por correo electrénico a
IRB_subjects@unc.edu. En Nicaragua, puede comunicarse con el Comité de Etica para las
Investigaciones  Biomédica al  505-2311-4675 o por correo  electrénico  a

- comiteticaunanleon(@gmail.com.

Titulo del Estudio: IGHID 11704 — Efecto de la exposicion e infeccion intrauterina con Zika en el
crecimiento y desarrollo neuroldgico del infante.

Investigador Principal: Elizabeth Stringer, MD (UNC), Filemén Bucardo, PhD (Nicaragua)

Consentimiento del Participante:
He leido la informacién proporcionada arriba. He hecho todas las preguntas que tengo en este

momento. Yo voluntariamente acepto participar en este estudio de investigacion.

Firma del Participante de la investigacion ~ Fecha

Nombre completo de la madre escrito con letra de molde

Firma del miembro del equipo de investigacién ;uc obtuvo el Fecha
consentimiento :

Nombre completo de la madre escrito con letra de molde

Firma del Investigador Principal  Fecha

fetedin 7TIVA DO

V1.0 Marz02.2M7
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Anexo 4: Consentimiento informado de Efecto de la infeccion materno-fetal por Zika

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

Consentimiento para participar en un estudio de investigacion

Sujetos adultos — Cohorte de Fika Vigilancia en Mujeres Embarazadas

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

N" de estudio del IRE 16-1402 {(IGHID 11609)

Titule del estudio: Entender la infeccidn materno fetal de Zika en Nicaragua

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

Direccion de correo electronico: elizabeth stringer@med unc.edu; fili bucardo@hotmail com
Patrdn del estudio: Universidad de Carolina del Norte-Chapel Hill

Numero telefonico del contacto del estndio: +3035 904 0938

iCuales son algunas de las cuestiones generales que 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 motive. Los estudios de investigacion tienen como objetivo obtener nueva
informacidn que pueda ayudar a otras personas en el futuro. Es posible que no reciba ningin
beneficio directo por participar en este estudic de investizacion. 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 relacion con el
investizador, con el prestador de atencién médica o con la University of North Carclina-Chapel
Hill. 51 ez un paciente enferme, no tiene que participar en ] estudic de investizacion con el fin
de recibir atencion meédica.

Los detalles sobre este estudio se analizan a continmacion. 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 2 los miembros del personal
gue los asisten, cualquier consulta que tenga acerca de este estudio en cualquier momento.

. Cusl es el objetivo de este estudio?

El proposito de esta investigacion es estudiar cudntas mujeres embarazadas son infectadas por el

virus de Zika durante el embaraze; con qué frecuencia el virus es transmitido a sus bebés durante
el embarazo y codles son los factores de riesgo que aumentan la probabilidad de esta transmisicn.

Le hemos pedido que participe en esta investigacion porque Ud. es una mujer embarazada que
vive en Ledn en MNicaragua, se atiende en una de las tres clinicas centrales v planifica dar a luz en
el hospital

(Existe algin motive por el que usted no deba participar en este estudio?
Tenga en cuenta de que Ud. no debiera ser incluidz en este estudic si no esta embarazada ni se
atiende en una de las tres clinicas centrales en Leon o si nio planifica dar a luz en HEODEA.

Pagina 1 de 4
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JCuintas personas participarin en este estudio?
81 decide participar en este estudio, serd una de entre aproximadamente 3100 de mujeres

embarazadasz en este estudio de investizacion.

Cuanto tiempo participara en este estudio?

Su participacidn en esta investigacion durard aproximadamentes 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
coales le haremos algunas preguntas personales. Después de hoy, cada visita no tomard mas
tiempeo que el acostumbrado durante sus visitas prenatales.

LOmné ocurrira si participa en este estudio?

51 decide participar en esta investigacidn, al firmar este consentimiento Ud. nos autoriza a
obtener muestras de sangre de los sobrantes de 12 sangre extraida durante su control prenatal.
También chtendremos sangre de los sobrantes de los controles realizados durante el primer,
segundo y tercer trimestre de su embarazo. Estudiaremos esas muestras de sangre para
determinar su exposicion a virus propagados por mosquitos, tal come el virus de Zika, v los
factores que puedan predizponerla, o hacerla mas susceptible, a infecciones de este tipo. Las
muestras seran destruidas despues de 3 afios 31 va no se las necesite.

Cuando dé a luz en el hospital HEODE A | cbtendremos una muestra de sangre suya untando un
papel en la superficie de la placenta. También extracremos una muestra de sangre de entre 10-
100¢ze del cordon umbilical después del parto. 51 un miembro de nuestro equipo de investigacion
no estuviera presente durante el parto, obtendremos una pequefia muestra de sangre del talon de
=13 bebé antes de que se vayan del hospital.

Mozotros estudiaremos sus antecedentes médicos para saber donde ha recibido previamente
atencion médica, su edad, cudntos embarazos ha tenido, enfermedades durante sus embarazos v
los resultados de laboratorio de examenes prenatales. Ademas, obtendremos informacidn sobre
=3 bebé, tal como su estado vital, peso, sexo, largo v circunferencia de su cabeza, abdomen v
pecho. 51 Ud. ne da a luz en el hospital, nos gustaria llamarla para determinar el resultado de su
embarazo.

.Cuiles son los posibles beneficios por participar en este estudio?

La investigacion esta dizefiada para beneficiar a la sociedad mediante la obtencion de nuevos
conocimientos. Es poco probable gue usted se beneficiard personalmente por su participacidn en
este estudio de investizgacion.

.Cuales son los posibles riesgos o molestias que implica la participacién en este estudio?
Los riesgos para participar en este estudio son limitados porque usaremos porciones de muestras
va obtenidas por su control antenatal v otras muestras gue son obtenidas ficilmente después de
zu parto. 31 tuviéramos que obtener sangre del talon de su bebe, es posible que éliella sienta
dolor leve. Puede ser riesgos poco comunes o anteriorments desconocidos. Debe informar a los
investigadores cualguier problema que tenga.

5i opta por no participar en el estudio. ;con gué otras opeiones de tratamiento cuentan?
Mo ez neceszario que participe en este estudio de investigacion para recibir tratamiento. Ud. Puede
seguir con zu control prenatal v dar a la luz en HEODEA aungue no participe en este estudio.
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Como se procederi si durante el estudio obtenemos nuevos hallazgos o informacidn?

Se le proporcionard cualguier informacion nueva obtenida durante el transcurso del estudic que
pueda afectar zu deseo de seguir participando. No va a recibir resultados de investigaciones que
utilizan sus muestras.

:De qué manera se protegera su privacidad?

Los registros impresos de este estudio seran conservados en un lugar seguro v 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 contrazefia. La clave que vne su nombre con el codigo del estudico
sera guardada en forma separada.

Mo se identificard a ninguna persona en ningin informe o publicacion relacionada con este
estudio. Aunque se realizardn todos los esfuerzos por conservar los registros de investigacidn 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
zean 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 estudic
de invvestizgacion podria ser examinada por representantes de la Universidad, patrocinadores de Ia
investigacion v organismos gubernamentales para controlar de calidad o la seguridad.

20Omé ocurrira si resnlta lesionado por esta investigacion?

A pesar de todas las medidas de seguridad, usted podria desarrollar una reaccidn o padecer una
lezion perzonal durante su participacion, aungue sea muy poco probable en este tipo de estudio.
81 tales problemas se presentan, los investigadores lo ayudardn a obtener atencion médica, pero
los costos por la atencidn médica serén facturados a vsted v'o a su compafiia de seguros. Las
wniversidades de UNC v 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 renuacia a ningunc de sus derechos legales.

:Oné sucede si usted desea finalizar su participacion antes de gue 1a misma se haya
completado?

Puede retirarse de este estudio en cualquier momento, sin que ello le ocasione ninguna sancion.
Los investizadores también tienen el derecho de finalizar su participacion en cualquier momento.
Eszo podria suceder 31 usted ha tenido vna reaccidn inesperada, si no ha cumplido con las
nztrucciones o porque el estudio se ha detenido por completo.

;Recibiri algo por participar en este estndio?
Usted no recibira nada por participar en este extudio.

;L& costara algo la participacion en este estudio?
Mo le costara nada participar en este estudio.

Qué sucede si desea formular preguntas sobre este estudio?
Tiene el derecho de preguntar, v que le respondan, cualquier duda gue tenga acerca de esta

investigacion. St Hene preguntas o 21 ocurre una lesidn relacionada con la investigacién, debe
ponerse en contacto con los investigadores mencionados en la primera pagina de este formulario.
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;OQué sucede si desea formular preguntas sobre sus derechos como sujeto de una
investigacion?

Toda investizacion realizada con voluntarios humanos es examinada por ua comité que trabaja
para proteger sus derechos v su bienestar. Si tiene preguntas o inquietudes acerca de sus derechos
como sujeto de una investigacion, puede ponerse en contacto, de manera anonima si lo desea,
con el Institutional Beview Board (Comité de revision institucional, IRB por sus siglas en inglés)
al 919-966-3113 o por correo electronico a IBB_subjects@unc.edu. En Nicaragua pueds
ponerse en contacto el Comité Para 1a Eticas de Investizacion Biomédica a 303-2311-4673 o
comiteticaunanleonf@email.com.

Titole del estudio: Entender la infeccion materno fetal de Zika en Nicaragua

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

Acuerdo del sujeto:

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

Firma del sujeto de investigacion Fecha

Nombre del sujeto de investicacion en imprenta

Firma de la persona que obtiene el consentimiento Fecha

Nombre de 1a persona que obtiene el consentimiento en imprenta

Informacidn para seguimientos:

Diireccion del paciente

MNumero de teléfono
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Anexo 5: FICHA DE RECOLECCION DE INFORMACION

Resumen del Parto

1. NUmero de identificacion del paciente:

2. Fecha del parto: Dia/Mes/Afio

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. Duracién del parto: horas cesareo electivo
9. ¢Las membranas se rompieron antes del parto? Si No
9a: En caso afirmativo, ¢cuanto tiempo antes del parto se rompieron? horas
10. ¢Hubo infecciones en el parto? Si No
11. ;/Se trataron con antibiéticos? Si No

a. ¢Queé tipo de infeccidn fue y que antibioticos fueron suministrados?
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12. Disposicion del bebe:
Con la madre unidad de cuidados intensivos muerte fetal

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

b. Edad del bebe al momento de muerte fetal: Dias

13. Examen fisico infantil:

a. Circunferencia de la cabeza (cm):
b. Talla (cm):
c. Esplenomegalia: Sl NO
d. Hepatomegalia: SI NO
e. Erupcién Cutanea: 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. lIrritabilidad: SI NO

f. Convulsiones/Tremores: Sl NO

g. Microcefalia: Sl NO

h. Alguna otra normalidad neuroldgica (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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Anexo 6: FICHA DE RECOLLECION DEL INFANTE A LOS 2 ANOS DE EDAD

A. INFORMACION DEMOGRAFICA:

1. Fechade hoy (dd/mm/aa) | [
2. Nombre del (de la) encuestador/a:
3. Nombre complete del (de la) nifio/a:
Nombres Apellidos
4. ¢Ha cambiado la direccion de la casa desde la ultima visita? Si no SALTE A 6
L ]si
[ ]No

5. En caso afirmativo, escribe la nueva direccion:

5a. ¢Donde vive el nifio(a)-Barrio?

5b. ¢Donde vive el nifio(a)-Reparto?

5c. Direccion exacta de la casa:

5d. Codigo de la casa:
6. ¢Ha cambiado el cellular desde la ultima visita? Si no SALTE a 7

[]si

[ ]No

6a. En caso afirmativo, escribe el nuevo télefono :

6b. Indique si tiene:

[ ]Claro

[ ]Movistar
[ ] No tiene cellular

[ ]otro:

[ ] Desconocido/ninguna respuesta

B. PREGUNTAS SOBRE LAS EXPOSICIONES A LOS MOSQUITOS:

7. ¢éQué porcion del dia no estd el nino debajo de un techo?
1[]0%
2[]1-50%
3[]51-99%
4[]100%
99 [ ] Desconocido/ninguna respuesta

8. ¢Durante que parte del dia no esta bajo un techo? Maque a todos los que aplican
1 [_]Por la mafiana
2 []Porlatarde
3 []Porlanoche
4 [ ]No aplica
99 [ ] Desconocido/ninguna respuesta

9. Durante la mayoria del dia, équien cuida al nifio/la nifia? Marque a todos los que aplican
1 [ ]Madre o padre
2 [ ] Otro pariente o amigo/a
3 []Nifera
4 [ ]Guarderia
99 [ ] Desconocido/ninguna respuesta

10. Usualmente (la mayoria de los dias) éaddnde pasa el nifio/la nifia la mayor parte del tiempo?
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1[_]Ensucasa
2[_]En la casa de otra persona
3[_]En una guarderia
99 [ ] Desconocido/ninguna respuesta
11. En este momento, ¢étiene el nifio/la nifia picaduras de mosquito?
1[]si
2[ ]No
99[ ] Desconocido/ninguna respuesta
12. Durante los ultimos tres meses, é¢ha utilizado el nifio/a un moquitero en la cama?
1[]si
2[ ]No, SALTEA 14
99 [ ] Desconocido/ninguna respuesta
13. Si el nifio/a utiliza mosquitero, écon qué frequencia?
1[ ] Cada noche
2[_]1-6 noches por la semana
3[_]Nunca
99 |:| Desconocido/ninguna respuesta
14. En los ultimos tres meses, ¢ha utilizado el nifio/a repelente contra los insectos?
1[]si
2[ ]No, SALTEa 16
99 [ ] Desconocido/ninguna respuesta
15. Si el nifio/a utiliza repelente personal, écon que frequencia?
1[_] Ccada dia
2[ ] 1-6 dias por semana
3[ ] 1-3 veces por mes
4 |:] Nunca
99 [ ] Desconocido/ninguna respuesta
16. ¢El ministerio de salud fumiga en la calle afuera de la casa del nifio/a?
1[]si
2[ ]No, SALTEa 18
99 [ ] Desconocido/ninguna respuesta
17. Si el ministerio de salud lo hace, écudndo fue la ultima vez?
1[_]El el ultimo mes
2 |:| Hace 1-3 meses
3[ ] Hace mas de 3 meses
99[ ] Desconocido/ninguna respuesta
18. ¢El ministerio de salud fumiga adentro de la casa del nifio/a?
1[]si
2[ ] No, SALTE a 20
99 |:| Desconocido/ninguna respuesta
19. Si el ministro de salud lo hace, écudndo fue la ultima vez?
1[_]En el ultimo mes
2[ JHace 1-3 meses
3[ ] Hace mas de 3 meses
99 [ ] Desconocido/ninguna respuesta
20. ¢El ministro de salud aplica “Abate®” alrededor de la casa del nifio/a?
1[]si

2[ ]No, SALTEa 22
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21.

22,

23.

24.

25.

99 [ ] Desconocido/ninguna respuesta
Si el ministro de salud lo hace, écudndo fue la ultima vez?
1[_]En el ultimo mes
2[ JHace 1-3 meses
3[ ] Hace mas de 3 meses
99 [ ] Desconocido/ninguna respuesta
éAplica usted mismo insecticida (como Baygon®) o usa repelente ambiental (como Plagatox®)
en la casa del nifio/a en los ultimos tres meses?
1[]si
2[ ]No, SALTE a 24
99 ] Desconocido/ninguna respuesta
Si lo ha hecho, écudndo fue la ultima vez?
1[_]En el ultimo mes
2 |:] Hace 1-3 meses
3[ ] Hace mas de 3 meses
99 [ ] Desconocido/ninguna respuesta

HISTORIA MEDICA DEL NINO/A:
¢El/la nifio/a ha visto un proveedor medico en los ultimos tres meses?

[]si

[ ]No, saltea 26

[ ] Desconocido/ninguna respuesta
Si ha visto un proveedor medico, indique la razén porque:

[]Visita de control

[ ] Visita por enfermedad; Razon:

Medidas Antropométricas:

26. Peso (kg)
27. Talla (cm)
28. Circunferencia de la Cabeza (cm)

Examinaciones Fisicas:

29.

30.

¢éTiene el/la nifio/a una erupcion o alguna cicatriz?
[_]Si; Si afirmativo por favor referir a un pediatra
[ INo

¢éTiene el/la nifio/a distencién abdominal?
[_]si; Si afirmativo por favor referir a un pediatra

[ INo

Examinacion Neurolégica: Exhibe el/la nifio/a algo de lo siguiente durante el examen neurolégico?

31.

32.

33.

Irritabilidad
L]si
[ ]No
Letargo
[]si
[ ]No
Convulciones
[_]si; Si afirmativo por favor referir a un pediatra
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[ ]No
34. Tono bajo/reflejos disminuidos
[_]Si; Si afirmativo por favor referir a un pediatra
[ INo
35. Asimetria
[]Si, especifique el tipo de asimetria: (Si afirmativo por favor
referir a un pediatra)
[ ]No
36. Problemas al abrir o mover los ojos
[_]Si; Si afirmativo por favor referir a un pediatra
[ INo
37. Otros problemas con movimiento
[ ]5si, especifique el problema con movimiento: (Si afirmativo por
favor referir a un pediatra)
[ ]No
38. Disfagia
[_]Si; Si afirmativo por favor referir a un pediatra
[ ]No
39. Llanto continuo
[]si
[ ]No
40. Artogriposis
[ ]si; Si afirmativo por favor referir a un pediatra
[ ]No
41. Hipertonia
[_]Si; Si afirmativo por favor referir a un pediatra
[ INo
42. éHa tenido el/la nifio/a una evaluacion auditiva?
[]Si; fecha:
[ ]No
43. ¢Ha tenido el/la nifio un examen de ojos?
[]Si; Fecha:
[ INo

Pregunas sobre la alimentacidn del nifio(a):

44. ¢Sigue amamantando el nifio/a?
[]si
[ ]No, salte a 46
[ ] Desconocido/ninguna respuesta

45. ¢A qué edad dejé de amamantar al nifio/la nifia?

46. En este momento, éel bebé esta teniendo problemas amamantando/comiendo?
L]si
[ ]No

[ ] Desconocido/ninguna respuesta

Preguntas sobre el estado de salud del nifio(a):
47. En los ultimos 3 meses, écudles de estos sintomas ha tenido (marque a todos los que
apliquen)?
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Fecha del sintoma (mm/aa)

1 Fiebre [ ] Yes [ ] No
2 Erupcién de la piel [ ] Yes [ ] No
3 Ojos enrojecidos [ ] Yes [ ] No
4 Nausea/vomito [ ] Yes [ ] No
5 Cancancio [ ] Yes [ ] No
6 Moretones [ ] Yes [ ] No
7 Debilidad de las piernas y brazos [ ] Yes [ ] No
8 Paralisis [ ] Yes [ ] No
9 Convulsiones [ ] Yes [ ] No
10 Sensibilidad a la luz [ ] Yes [ ] No
11 sensibilidad al ruido [ ] Yes [ ] No
12 [ Otro:

13 [ Ninguno

99 [ ] Desconocido/ninguna respuesta
48. En los ultimos 3 meses, éel nifio/a ha sido diagnosticado con el Zika por algin professional de
la salud?
[]Si, fecha:
[ INo
[ ] Desconocido/ninguna respuesta
49. En los ultimos 3 meses, éel nifio/a ha sido diagnosticado con dengue por algtin professional de
la salud?
[ ] Dengue fiebril leve, fecha (dd/mm/aa):
[ ] Dengue severo (por ejemplo, dengue hemorrégico o con sindroma de shock que require
hopitalizacién) fecha (dd/mm/aa):
[ INo
[ ] Desconocido/ninguna respuesta
50. ¢Alguna vez ha sido diagnosticado con Chikungunya por algun professional de la salud?
[ ]si, fecha (dd/mm/aa):
[ INo

[ ] Desconocido/ninguna respuesta

Indicadores de Cuidado Familiar:

51. ¢Tienen libros en la casa (pueden ser compartidos, no tienen que ser comprados)?
[ ]Ningunos
[ ]1-2 libros
[ ]3-5 libros
[ ]Mas de 6 libros
[ ] Desconocido/ninguna respuesta

52. ¢Tienen revistas o periodicos en la casa (pueden ser compartidos, no tienen que ser

comprados, ni al dia)?

[ ]Ningunos
[]1-2 revistas o periédicos
[ ]3-5 revistas o periédicos
[ ] Mds de 6 revistas o periddicos
[ ] Desconocido/ninguna respuesta

53. ¢Tienen fuentes de materiales con cual jugar? (marque a todos los que apliquen)
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[ ]Ningunos

[ ] Objetos caseros

[ ] Cosas de afuera (por ejemplo palos, piedras, mascotas, rompecabezas, etc)
[ ]Juguetes (como mefiecas, peluches, camiones, carros, etc)

[ ]Juguetes hechos en la casa

[ ] Desconocido/ninguna respuesta

54. ¢Tienen una variedad de materiales con cual jugar? (marque a todos los que apliquen)

[ ]Ningunos

[ ] Cosas que hacen/tocan musica

[ ] Cosas para dibujar/escribir

[ ] Libros con imagenes

[ ] Cosas que se puedan usar para aplilar, construir (bloques)

[ ] Cosas que se pueden mover (bolas, bates, etc)

[ ] Cosas para aprender formas y colores

[ ] Cosas para estimular la imaginacién (mufiecas, peluches, etc)

[ ] Desconocido/ninguna respuesta

55. ¢Usted a alguien en su casa comparten diferentes actividades con el nifio/a? (marque a todos

los que apliquen)

[ ]Ningunas

[ ] Leer libros o mirar a libros con imagenes con el nifio/a

[ ] Contarle historias al nifio/a

|:| Cantar canciones con el nifio/a

[ ]Sacar al nifio/a afuera para jugar

[ ]Jugar con juguetes con el nifio/a

[ ] Pasar tiempo con el nifio/a nombrando cosas, contando, dibujando

[ ] Desconocido/ninguna respuesta

56. Muestra de sangre del nifio/a
[ ]Se obtuvo
[ ]No se obtuvo
57. Si afirmativo, Hora y fecha de coleccidn:
58. Muestra de saliva del nifio(a) [child saliva sample]
[ ] Se obtuvo (obtained)
[ ] No se obtuvo (not obtained)
59. Si afirmativo, Hora y fecha de coleccion [if collected, enter time and date of collection]:

60. (El nifio(a) fue referido a un pediatra?
[]si
[ INo
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