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IV. RESUM

An n

El virus Zika és un agent teratogenic amb tropisme predominant per al cervell fetal. S'ha
demostrat que pot causar lesions neurologiques severes en fetus perd es desconeix la

incidéncia real de la infeccid i la afectacid fetal.

Material | métode

Des del brot del virus del Zika a Brasil el novembre de 2015 es van estudiar de forma
prospectiva totes les dones embarassades amb vincle epidemioldgic a zona endemica de
virus Zika. Seguint el protocol de I'Agéncia Catalana de Salut Publica, es van utilitzar proves
biologiques i serologiques per tal d'identificar les dones infectades. Es va fer un seguiment
ecografic mensual amb ecografia i neurosonografia; i se'ls va oferir ressonancia magnetica i

amniocentesi. També es van obtenir mostres de placenta i teixits fetals i neonatals.

Resultats

Setanta-dues dones embarassades van ser positives per a la infeccid per virus del Zika; deu
van ser casos confirmats i 62 van ser casos probables. La taxa global de mal resultat
perinatals en dones amb infeccié confirmada i seguiment complet va ser del 33% (95% IC:
12,1 a 64,6%).Va haver-hi dos casos de sindrome congenita per virus del Zika i un cas
d'avortament espontani, tots ells en dones amb infeccid confirmada durant el primer
trimestre. El 25% de les dones van referir simptomes durant I'embaras, en general erupcié
cutania i febre. Totes les dones amb infeccié confirmada tenien viremies persistents de més
de 14 dies (mitjana de 61.50 dies (IQR 35.50 - 80.75 dies)).

Conclusié

La taxa global de mal resultat perinatal en dones amb infeccid pel virus Zika confirmada és
del 33%. Les infeccions durant el primer trimestre s'associen a pitjor resultat en un pais no

endemic.
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|.INTRODUCCIO

I.1.ELVIRUS DEL ZIKA

El virus Zika (ZIKV) es un arbovirus de la familia Flaviviridae, genere Flavivirus, com el
Dengue (DENV), el virus de la febre groga o la encefalitis japonesa. Es un virus neurdtrop

que causa malformacions greus del sistema nervids central en fetus infectats.

La infeccié per virus del Zika és una infeccié emergent a tot el mdn, de manera que
qualsevol persona exposada al mosquit transmissor en un territori endemic de Zika esta en

risc de contraure la malaltia.

[.1.1.ELVIRUS

El virus del Zika és un virus RNA monocatenari del génere Flavirirus, familia Flaviviridae. Sén
un tipus d'arbovirus que poden ser transmesos a altres primats o humans mitjancant el
mosquit Aedes.! La troballa d'anticossos virals en altres animals com cabres, cavalls,

anecs?3... suggereix que el virus pugui tenir varis reservoris animals.

Altres virus de la mateixa familia son el virus del Dengue, Chikungunya, Febre groga o el
virus del Nil occidental (WNV).

El genoma del virus va ser sequienciat I'any 2007.4 Hi ha tres llinatges del virus, 'africa (est i

oest) i l'asiatic.
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|.1.2. HISTORIA DELVIRUS ZIKA

El virus del Zika es va descriure per primera vegada I'any 1947 al bosc Zika, a Uganda, on
I'hoste principal eren els primats.> Lany 1952 es va aillar el virus per primera vegada en
ratolins i es va demostrar el tropisme del virus pel sistema nervids central (SNC).6 L'any
1968 es va aconseguir aillar en mostres d'humans a Nigeria’ i Bell,® I'any 1971, va demostrar

la replicacié del virus en neurones i glia.

Fins 'any 2007 només s’havien descrit 14 casos esporadics, en paisos africans i asiatics. L'any
2007 hi va haver una epidémia de Zika a les illes Yap? (Estats Federats de Micronésia) amb
més del 70% de la poblacid infectada i des de llavors s’ha observat una expansié del virus a
nivell mundial. Inicialment es van reportar brots epidémics a diverses illes del Pacific
(Microneésia, Polinesia francesa, Nova Caledonia, ....);'0 fins que els anys 2013-2014 a la
Polinésia Francesa® ! es va notificar un augment de casos de malformacions del SNC que

es va relacionar amb la preséncia del virus Zika a l'arxipélag.

Al marg del 2015 Brasil'2!3 va notificar els primers casos d'infeccié per Zika. A I'octubre del
mateix any van notificar un increment dels casos de microcefalia en nounats'# i al novembre
del 2015 es va detectar RNA del virus en liquid amniotic de dues gestants amb fetus amb
microcefalia.'> Es creu que la via d'entrada del virus al Brasil té l'origen algun dels
esdeveniments esportius que hi va haver a la regié del Nord-Est del Brasil durant els anys
2012-2014, amb un flux important de persones provinents de la Polinesia Francesa.'®
Linterval de temps entre els casos de la Polinésia Francesa i I'epidémia del Brasil s'explica
per que possiblement els primers casos de Zika a Brasil van ser mal entesos com a casos

de Dengue o Chikungunya, per la similitud en la simptomatologia.

Al febrer de 2016 ['Organitzacidé Mundial de la Salut va declarar el virus Zika una
emergencia de salut publica internacional (Public Health Emergency of International Concern,

PHEICi),'” que va finalitzar al novembre del mateix any.

A l'abril del 2016 es va aconseguir demostrar la relacié causal entre la infeccid pel virus i les

lesions neurologiques de fetus / nadons infectats.!8.1?

" PHEIC: Esdeveniment extraordinari que pot constituir un risc per la salut ptblica d'abast internacional,

que pot requerir una actuacié internacional de forma immediata (http://wwwwho.int/features/qal
emergency-committees/en/)
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Des dels primers casos notificats a Brasil s'han declarat casos nous de microcefalia i altres
alteracions de SNC fetal / neonatal en més de 80 paisos de Centre i Sud América, Africa i

Asia.

|.1.3. SITUACIO ACTUAL DELVIRUS ZIKA

Des de l'inici de 'epidemia al Brasil al 2015, 84 paisos han reportat infeccions d'origen

vectorial (https://wwwnc.cdc.gov/travel/files/zika-areas-of-risk.pdf) i 31 paisos han reportat

anomalies congenites associades al virus del Zika.20

A data 09.03.2018 hi ha risc d'infeccié per virus Zika a tot Centre i Sud-America (excepte
Xile i Uruguai), Africa Central i Sud-est asiatic (excepte Sri-Lanka) (Figura |,Taula I).

Figura |. Paisos amb risc de Zika a 09.03.2018.
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Situacié a Furopa

Fins a desembre 2017 (darrera revisid per l'autora a mar¢ 2018), vint-i-un paisos han
reportat més de 2000 casos importats d'infeccié per Zika, Franca ha declarat més de la
meitat dels casos, seguida d’Espanya (14%) i el Regne Unit (9%). Vuit paisos han declarat

108 infeccions en gestants (https://ecdc.europa.eu/sites/portal/files/).

Situacié a Espanva

Des de linici de I'epidémia al 2015 i fins al juliol del 2017 (darrera revisié per l'autora a
marg 2018) s'han registrat 325 casos confirmats, dos dels quals per transmissid sexual, i dos
casos de sindrome congenita per virus Zika a Espanya (https//www.msssi.gob.es/

profesionales/saludPublica/zika/casosDiagnosticados/home.htm).

ituacid lun
La malaltia per ZIKV no és de declaracié obligatoria tot i que es recomana la notificacié de

casos sospitosos, probables o confirmats a les Xarxes de Vigilancia Epidemiologica.?!

Al 2016 es van reportar |51 casos importats de febre de Zika, 49 homes i 102 dones, 32
de les quals eren gestants, i un cas de sindrome congenita per ZIKV (https//
scientiasalut.gencat.cat/bitstream/handle/ | 1 351/3042/casos_malaltia_febre_virica_zika_
catalunya_2015.pdfisequence=1).

Al 2017 s'han reportat 33 casos simptomatics de febre de Zika, 4 homes i |9 dones, 3 de
les quals son gestants, i un cas de sindrome congenita per ZIKV (darrera revisié per 'autora
a mar¢c 2018) (http://canalsalut.gencat.cat/web/.content/home_canal_salut/ciutadania/

la_salut_de_la_a_a_la_z/m/mosquit_tigre/documents/sarbfi.pdf).

1.4 TRANSMISSIO DEL VIRUS ZIKA

La via principal de transmissié del virus del Zika €s vectorial, a través de mosquits del
genere Aedes. Els darrers anys, a conseqiiéncia de I'expansié mundial del mosquit i del virus
Zika, també s'ha descrit contagis persona-persona per via placentaria, transfusid

d’hemoderivats, sexual. ..
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Taula 1. Nombre de casos de virus Zika i nombre de gestants per regid i any.

EUA* 61 5102 385
Europa 29 (4) 2121 (113) 177 (20)
Franca 0 141 (32) 28 (2)
Regne Unit 30 194(4) I'1(0)
Espanya 10(4) 301 (41) 39 (6)
Catalunya = 151 (32) 33(3)

Adaptat de I'atles de vigilancia epidemiologica d’ECDC (https://ecdc.europa.eu/en/zika-virus-infection/surveillance-and-disease-
data/disease-data) i CDC (https://espanol.cdc.gov/enes/zika/reporting/case-counts.html). *EUA no consten dades de gestants.
Nombre de gestants entre paréntesi.

[.1.4.1. Transmissid vectorial

El mosquit Ae. aegypti és el vector principal del ZIKV, tot i que altres espécies del mateix
génere també poden ser transmissores del virus (A. aegypti A dfricanus, A hensilli i A
albopictus).

Els darrers anys s’ha observat una expansid molt important d'Ae. aegypti i Ae. albopictus a
nivell mundial.22 El mosquit Ae. agypti s’ha relacionat amb la transmissié d'altres arbovirus a
part del Zika, com el Dengue, Chikungunya o la Febre groga. Tot i que la transmissio
d'arbovirus mitjancant el vector Ae. albopictus és teoricament possible, no sembla que hi

pugui tenir un paper important com Ae. aegypti.23

Situacié a Espanya:

La presencia d'Ae. albopictus al Mediterrani fa possible la expansié del virus al nostre
territori. Les altes taxes d'immigracié procedent de paisos de Centre i Sud-América al
nostre pafs fan possible la introduccid del virus i la transmissid vectorial autoctona en una

poblacié amb una alta susceptibilitat a la infeccid (Figura 2).
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Figura 2. Distribucié d'Aedes aegypti (a) i Aedes albopictus (b) a Europa.
Font: European Centre for Disease Prevention and Control. Actualitzat gener 2018.

https://ecdc.europa.eu/en/publications-data/aedes-aegypti-current-known-distribution-january-2018-0

[.1.4.2. Transmissio no vectorial

A conseqiéncia de I'expansid mundial del mosquit i del virus Zika, els darrers anys s'han
descrit contagis persona-persona per via placentaria, transfusié d’hemoderivats, sexual...
S'ha aillat el virus en mostres de sang, saliva,24 orina, semen, llet materna,2> placenta, liquid
amniotic. ..

Transmissié vertical i perinatal:

Les possibles vies de transmissid vertical sén: placentaria, intrapart, per contacte proper o

per lactancia materna.

Els primers casos de transmissid vertical van ser descrits a la Polineésia Francesa al
2013-2014;3 van identificar el virus en mostres de serum de mare i nadd. Al febrer 2016 es
van publicar a Brasil els 2 primers casos de presencia de particules virals en liquid amniotic
de fetus amb malformacions de SNC.!> Posteriorment s’han anat succeint els casos de
transmissio vertical, amb RT-PCR positiva en liquid amniotic, placenta i teixit cerebral.26 Amb
tot, encara no es coneix per quin mecanisme el virus es transmet de mare a fetus. S’han

reportat casos de bessons amb afectacid discordant per ZIKV.27

Algunes publicacions descriuen l'aillament de particules virals a la llet materna. Aquest fet

suggereix la possibilitat que el virus pugui transmetre's per aquesta via; tot i aixi, no sha
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aconseguit aillar el virus en cultiu cel fular: La lactancia materna no esta contraindicada,282? ja
que sembla que en qualsevol cas, el risc de transmissid seria minim i les conseqiencies

presumiblement lleus, enfront les avantatges que suposa la lactancia materna.

Transmissié per transfusié de sang i hemoderivats:

Durant I'epidéemia de Zika a la Polinésia Francesa es va reportar un 3% de donants de sang
asimptomatics amb RT-PCR positiva per virus Zika3? Aquestes troballes van alertar les
autoritats de la possibilitat de transmissié del virus per transfusid sanguinia. Sembla que el
virus és potencialment transmissible per aquesta via;?' tanmateix, no s’han descrit casos de

contagi per via transfusio.

L'Associacid Americana de Bancs de Sang (AABB) recomana evitar la donacié de sang

durant els primers 28 dies després de tornar de zona endémica.?

Transmissié per via sexual:

S’ha demostrat la presencia de particules virals en semen33 fins a 188 dies després de la
infeccié clinica3* i s'han reportat casos de transmissié via sexual®> home a dona,?¢ home a

home37 i dona a home.38

|.2. INFECCIO PER VIRUS ZIKA

[.2.1. PERSONES EN RISC DE CONTRAURE LA MALALTIA

La infeccié pel virus Zika és una infeccié emergent arreu del mdn, per tant, qualsevol
persona exposada a mosquits infestats esta en risc de contraure la malaltia. La prevalenca
real de la infeccid en paisos endemics es desconeix perd estudis de seroprevalenca

suggereixen una prevalenca entre | i 50%.3
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[.2.1.1. Simptomatologia

La infeccid per virus Zika és tipicament asimptomatica (80% dels casos). 404! Quan es
produeixen simptomes, aquests solen ser lleus. La infeccié clinica es caracteritza per una
erupcié cutania maculo-papular, que s'origina a la cara i s'estén a les extremitats, febre
moderada de durada autolimitada (24-48 hores), hiperémia conjuntival i/o conjuntivitis no
purulenta, i altra simptomatologia més inespecifica com artralgies (principalment a les

articulacions de mans i peus), mialgies, cefalea i/o astenia.23

El perfode d'incubacié oscil 1a entre 3 i 12 dies,*2 i la simptomatologia entre 2 i 7 dies.
Lessler et al.®3 reporten un perfode d'incubacié mitja de 5.9 dies (95% IC: 4.4-7.6) i un 95%
de les persones que tindran simptomes ho faran | 1.l dies post-infeccid (95% IC: 7.6 -
18.0).

Encara es desconeix si la infeccié pel virus confereix immunitat permanent, pero la hipotesi
més estesa és que si, ates que fins ara no s'’han reportat reinfeccions per ZIKV.23 Per d'altres
flavivirus dels quals se’'n t¢ més informacid, se sap que si que confereixen immunitat a llarg

termini. 4445

[.2.1.2. Diagnostic diferencial

La simptomatologia per virus Zika és similar a la infeccié per Dengue o Chikungunya
(CHKV),%47 que sén epidemics a les mateixes arees geografiques que el Zika. El virus del
Zika té una clinica més lleu-moderada que el Dengue, i no s'han reportat episodis de febre
hemorragica.? A la infeccié per CHKV el dolor articular n'és el simptoma caracteristic, que

pot ser de llarga durada i incapacitant (Taula 2).

1.2.2. SINDROME DE GUILLAIN-BARRE

La sindrome de Guillain-Barré (SGB)#8 és una malaltia autoimmunitaria rara que afecta el
sistema nervids periferic. Es produeix una paralisi muscular que s'origina a extremitats
inferiors afectant progressivament extremitats superiors i tronc. Es potencialment greu

degut que pot afectar la musculatura respiratoria amb una mortalitat del 3-5%.
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Generalment es produeix després d'una infeccid virica o bacteriana. La fisiopatologia no és

ben coneguda i el tractament és simptomatic i immunoterapia.

Coincidint amb l'epidémia de Zika es va produir un increment de casos de SGB en els
paisos afectats.*” Durant I'epidemia de ZIKV a la Polinésia Francesa es va relacionar un
increment de casos de SGB en persones amb infeccié prévia suggestiva de virus Zika.0 A
Brasil>! uns mesos després, també es va notificar un increment de casos de SGB en

persones que explicaven la aparicid d'una erupcid cutania els dies previs.

Un meta-analisi de 2018 estima una prevalenca de SGB associat a la infeccié per ZIKV del
1.23% (95%IC, 1.17-1.29%).52

Taula 2. Diagnostic diferencial Dengue - Chikungunya - Zika.

Febre +4+++ 4+ 4+
Erupci6 cutania AFFE ++ et
Artralgies +++ ++++ ++
Hiperemia conjuntival + + .
Cefalea ++ + ++
Alteracions hematologiques +++ +++ +
Limfadenopatia ++ 4+ +

Adaptat de Loos% i Martinez-Salazar23

1.3. DIAGNOSTIC DE LA INFECCIO PERVIRUS ZIKA

El virus del Zika té un perfode d'incubacié de 3 a 12 dies. El perfode de viremia sol ser curt,
al voltant de 7 dies, tot i que algunes publicacions reporten un 5% de persones (no

gestants) amb virémies positives més enlla de |8 dies post-infeccié (95% IC: 12.6 - 79.5).43

Durant aquest periode el virus és detectable en sang mitjancant tecniques de biologia
mol {ecular (RT-PCR); posteriorment el virus ja no és detectable en sang i el diagnostic es

basa en técniques serologiques.

A data d'avui encara no s'han comercialitzat proves serologiques validades pel diagnostic de

la infeccié per virus Zika23 Labséncia de proves serologiques validades, el fet que un 80%
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de les primoinfeccions sén asimptomatiques i I'alt risc de reaccions creuades amb Dengue |
daltres flavivirus, dificulten molt el diagnostic. En la majoria de casos és molt dificil estimar
quan s'ha produit el contagi, de manera que la possibilitat de falsos positius i negatius en les

proves diagnostiques no és menyspreable.

En cas de sospita d'infeccié per ZIKV, el CDC i la OMS 473354 recomanen també el cribratge
per DENV i CHKV.

|.3.1. TECNIQUES DE LABORATORI

1.3.1.1. Deteccid del virus mitjangant RT-PCR

Les proves de reaccié en cadena de la polimerasa amb transcriptasa inversa permeten la
deteccié de I'RNA del virus durant la fase aguda. La RT-PCR és el gold standard pel
diagnostic de la infeccid per ZIKV.>> Generalment es realitza en mostres de sérum o orina,
tot i que també s'’han demostrat Utils en mostres de saliva,2* liquid amniotic, placenta o llet

materna.

Paz-Bailey et al.>¢ van analitzar la presencia del virus en diferents fluids en persones de
Puerto Rico amb infeccié recent. La mediana d'aclariment del RNA en seérum va ser de |4
dies (95% IC: I1-17 dies) amb un maxim de 80 dies en una gestant. La mediana
d'aclariment del virus en orina va ser de 8 dies (95% IC: 6-10 dies) i en semen 34 dies (95%
IC: 28-41 dies). La durada maxima de deteccid del virus en semen va ser de |24 dies.

També van aillar el virus en mostres de saliva (10.2%) i secrecions vaginals (2%).
Es recomana el cribratge amb RT-PCR en serum i orina durant els primers 14 dies post-
infeccié o post-exposicid.>7585

La RT-PCR t¢ l'avantatge que permet monitorar la carrega viral. Aixd podria tenir utilitat en
el cas de les embarassades ja que algunes publicacions relacionen la durada perllongada de

la virémia materna amb un possible marcador d'infeccid fetal.s0

El principal inconvenient de la técnica és que detecta fragments de 'RNA del virus, de
manera que la troballa de particules virals en un fluid concret indica infeccid pel virus, pero

no confirma si el fluid en questid pot ser font de contagi.>?¢!
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I.3.1.2. Estudis serologics

Pel diagnostic serologic s'utilitzen proves de deteccié d'anticossos 1gM i IgG com I'enzim-
immunoassaig (ELISA) o la immunofluorescencia (IF). Les IgM sén detectables des de 5 dies
post-infeccié i indiquen infeccid aguda mentre que les IgG es detecten 7-10 dies post-

infeccié i indiquen contacte amb el virus.>?

De la mateixa manera que en altres infeccions, la seroconversié d'anticossos o 'augment de
4 vegades el titol entre dues mostres consecutives separades 2-3 setmanes haurien
d'indicar infeccié aguda pel virus. Tanmateix, la gran quantitat de reaccions creuades amb
altres flavivirus en pacients que solen tenir infeccions prévies, sobretot per Dengue 57626364
fan que la deteccié d'anticossos no sigui un bon métode pel diagnostic de la infeccid per
virus Zika. Es recomana el cribratge serologic a partir dels |4 dies post-infeccid o post-

exposicid i fins a les 12 setmanes després del contacte.

Determinacié d'anticossos neutralitzants (PRNT)

En un intent de millorar I'especificitat en el diagnostic, en cas de IgM / IgG positives cal
confirmar el diagnostic amb proves de neutralitzacié en placa (PRNT).6365 Les proves de
neutralitzacié en placa permeten identificar anticossos neutralitzants especifics pel virus
testat.6 Una PRNT negativa per ZIKV permet descartar la infeccié pel virus, i una PRNT
positiva per ZIKV (amb un increment dels titols 4 vegades) i negativa per altres flavivirus
permet confirmar el diagnostic. Tanmateix, les reaccions creuades amb altres flavivirus en la
PRNT també soén freqlients, de manera que una PRNT positiva per ZIKV en absencia de

PRNT per altres flavivirus no permet confirmar el diagnostic.

Aquesta situacié s'agreuja pel fendomen de “original antigenic sin” segons el qual en persones
amb una infeccié prévia per un altre flavivirus, la infeccié per un nou virus pot provocar una

resposta d'anticossos major pel virus previ que pel de nova infeccid.67.6869

A Espanya només es disposa de PRNT per ZIKV pero no pels altres flavivirus, el que suposa

una gran dificultat per confirmar el diagnostic, només basant-nos en proves serologiques.

La realitzacié de PRNT esta indicada en cas de positivitat de IgM i/o 1gG.
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Taula 3. Temps pel diagnostic de laboratori de la infeccid per virus Zika.

Periode incuvacio

Simptomatologia

Periode de virémia

RT-PCR + sérum

RT-PCR + orina

ZIKV IgM+

ZIKV 1gG+

PRNT

|.3.2. DEFINICIO DE CAS

El CDC estableix uns criteris per definir la persona amb sospita, probabilitat o confirmacio

d'infeccié pel virus del Zika (Annex ).

DEFINICIO DE CAS (https://wwwh.cdc.gov/nndss/conditions/zika/case-definition/20 | 6/06/)

Cas sospitos: Pacient que presenta febre i/o exantema i almenys un dels seglents simptomes:
artralgies / artritis / conjuntivitis (no purulenta / hiperémica).

Cas probable:

» Cas sospitds + anticossos 1gM anti-ZIKV (sense signes d'infeccid per altres flavivirus) + vincle
epidemiologic.

* Anticossos IgM anti-ZIKV positius + prova de neutralitzacié per reduccié en placa (PRNT90) per
ZIKV positiva.

Cas confirmat: pacient amb confirmacié de laboratori d'infeccid recent per virus Zika:

* RNA o antigen de ZIKA virus en mostres biologiques (sérum, saliva, teixits, orina...) o

* Anticossos IgM anti-ZIKV positius + prova de neutralitzacié per reduccié en placa (PRNT90) per
ZIKV positiva a tftols 4 o més vegades superior a altres flavivirus. Actualment no es disposa d'aquesta
teécnica.
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|.3.3. CRIBRATGE DE LA INFECCIO PERVIRUS DEL ZIKA

El CDC recomana el cribratge en:’0
* Gestants simptomatiques amb exposicid puntual al virus
» Gestants asimptomatiques amb exposicié continua al virus

* Gestants amb vincle epidemiologic i fetus amb anomalies suggestives de malaltia per
ZIKV

* Persones simptomatiques amb possible exposicid al virus

El CDC no recomana el cribratge de persones asimptomatiques ni el cribratge

preconcepcié en dones ni homes.

|.4. PREVENCIO DE LA INFECCIO PERVIRUS ZIKA

Actualment no existeix vacuna ni medicament per prevenir i tractar la infeccié pel virus del

Zika. La mesura més eficac per prevenir-ne el contagi és evitar les picades de mosquit.

S'estan desenvolupant altres abordatges per prevenir la infeccié amb mosquits modificats
geneticament o infectats amb bacteris que desplacin els mosquits Aedes, impedint la

transmissié del virus.”!72 Amb tot, aquestes terapies encara estan sota investigacio.?3

S’han establert unes recomanacions per a viatgers a zones endémiques per disminuir el risc

de contagi (Annex 2).

| 4.1 VACUNACIO

Pel moment no es disposa de vacunes pel virus del Zika. LA OMS i UNICEF han llangat un
document de recomanacions sobre les caracteristiques que ha de tenir la vacuna en contra
del ZIKV.73 Segons aquestes organitzacions la poblacié diana de la vacuna han de ser dones

en edat reproductiva, particularment gestants. Es recomana que sigui una vacuna
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monovalent amb capacitat per neutralitzar les dues soques conegudes del virus (asiatica i

africana) i preferiblement amb virus inactivats o no-replicatives.”4
Algunes particularitats dificulten el desenvolupament de vacunes en contra de ZIKV:2

* Es desconeix la influéncia de la immunitat prévia per altres flavivirus en la resposta
immune a la vacuna (fendmen “original antigenic sin).67 Segons aixo, la vacuna podria

arribar a ser perjudicial en una persona amb infeccid prévia per un altre flavivirus.

* Cal tenir en compte les mdltiples vies de transmissié del virus, que poden influir en

I'eficacia de la vacunacio.

* Les dificultats en fer estudis en gestants i nadons, que daltra banda, son la poblacié

diana de la vacuna.
* Els costos dels estudis necessaris i els costos de la propia vacuna.

A marc 2018 la OMS 1€ registrats |3 estudis sobre possibles vacunes, tots en fase | o Il, que

preveuen finalitzar el reclutament de pacients entre 2018-2019 (https://docs.google.com/
spreadsheets/d/ | 9otvINcay] URCMg76xWO4KvuyedYbMZDcXgby)GdcZM/pubhtmli#). Un

d'aquests estudis en fase | ha publicat resultats preliminars amb una vacuna amb ADN del

virus reportant una resposta immune en el 95% dels participants després de dues dosis.”>

|.4.2. CONSIDERACIONS EN TECNIQUES DE REPRODUCCIO ASSISTIDA

No s'ha reportat transmissié del virus a través de gametes, tot i que no es pot descartar
que pugui ser una font de contagi. Alguns autors argumenten la possibilitat que el virus
tingui un tropisme preferent per les gonades, ja que s’han identificat particules virals en

semen i fluids vaginals.”é

Basant-se en el comportament d'altres virus, sembla que el virus pot tenir capacitat per
infectar gametes i embrions, perd es desconeixen les conseqiencies que podria tenir En
qualsevol cas, actualment no hi ha un metode estandarditzat per la neteja de gametes i

tampoc es coneix si seria efectiu.’’ La criopreservacié no sembla que destrueixi el virus.’8
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Donades les potencials consequéncies de la infeccid per ZIKV durant la gestacid es

recomana:’678

* Realitzacid d'un qUestionari previ a tots/es els candidats a tecniques de reproduccié
assistida.

* Assessorament a les parelles respecte als riscos de la infeccié per ZIKV i les limitacions pel
diagnostic.

* Seguir les recomanacions del CDC en quant a terminis per iniciar procediments: 8

setmanes post-contacte per les dones i 6 mesos pels homes.

* En cas que es prevegi viatjar durant un periode de temps llarg a zona endémica, valorar la

criopreservacio de gametes abans del viatge.

* EI CDC recomana que les mostres de risc siguin emmagatzemades per separat per evitar

la contaminacié d'altres mostres.

Respecte a la donacié anonima de gametes o embrions, la FDA desaconsella la donacid en
cas dinfeccid per Zika, contacte sexual i/o epidemiologic els darrers 6 mesos.”? Altres
autors recomanen el cribratge de donants anonims si existeix un vincle epidemiologic de
risc.80 Aquesta recomanacié no aplica a donants no anonims tot i que es recomana que
tant la parella com el seu metge siguin coneixedors dels riscos que implica la infeccié pel

virus.8!

|.5.TRACTAMENT DE LA INFECCIO PER VIRUS ZIKA

No hi ha tractament per la infeccid per virus del Zika. El tractament és simptomatic i
consisteix en repos, hidratacid abundant, antihistaminics pel prurit, analgesics i antipirétics,
evitant 'ds d'aspirina (s'ha relacionat amb esdeveniments hemorragics en la infeccid per
Dengue).23

S'estan desenvolupant tractaments nous, en base a medicaments®2 | anticossos
monoclonals3, Amb tot, actualment no es disposa d'estudis en humans i cal tenir en
compte que la poblacié diana d'aquestes terapies és de particular sensibilitat pel fet de

tractar-se de dones gestants i nadons.
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|.6. INFECCIO PER VIRUS ZIKA DURANT LA GESTACIO

La infeccid per virus del Zika durant la gestacid té unes connotacions que fan que sigui
d'actualitat per la comunitat cientifica. La transmissié vertical del virus pot causar
malformacions severes del SNC, de manera que el cribratge de les dones en risc és de

particular interes.

|.6.1. CRIBRATGE DEL VIRUS DEL ZIKA DURANT LA GESTACIO

Com que el 80% de primoinfeccions cursen de forma asimptomatica, en el cribratge de
gestants en risc pren importancia I'anamnesi adequada, dirigida a descartar I'antecedent de
viatge a una zona endeémica durant les 8 setmanes préevies o durant la gestacid, o bé
I'antecedent de viatge a zona endémica de la parella sexual durant els 6 mesos previs a la

gestacidé i clinica compatible.

El CDC8* recomana el cribratge amb tecniques de laboratori de totes les gestants amb
vincle epidemiologic sense clinica compatible en el primer i segon trimestres de la gestacid; i
cribrar totes les gestants amb clinica compatible en qualsevol moment de I'embaras (Annex
3); mentre que el protocol de cribratge de virus Zika en gestants de Catalunya8> recomana
el cribratge de totes les gestants amb vincle epidemiologic, independentment de si han

tingut simptomatologia o no.

Identificacié de cas:’8

*  Gestant amb antecedent de viatge a algun dels paisos amb circulacié activa del virus de

Zika durant la gestacié o fins 8 setmanes abans.

*  Gestant amb parella sexual que refereix antecedent de viatge a algun dels paisos amb

circulacié activa del virus Zika els darrers 6 mesos i clinica compatible amb infeccié per
Zika.
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|.6.2. INFECCIO MATERNA PERVIRUS DEL ZIKA DURANT LA GESTACIO

No sembla que I'estat de gestacid sigui un factor afavoridor de la infeccid ni que suposi
pitjor pronostic.!8¢ S'estima que la taxa de transmissid vertical esta entre [-13% en el
primer trimestre,8” en funcié de la preséncia del virus i el vector. En cas de transmissié

vertical, es desconeix el risc d'infeccid i afectacid pel fetus.

Inicialment es va parlar que la infeccid durant el primer trimestre s'associava amb major risc
de transmissiod vertical.88 Estudis posteriors han confirmat que el virus es pot transmetre de
mare a fill durant els tres trimestres de I'embaras3®’ (la taxa de transmissid vertical en
gestants amb infeccid confirmada s'estima en 8%, 5%, 4% respectivament en cada
trimestre).?0 Tot i aixi, és possible que les conseqlencies pel fetus siguin les pitjors quan la

infeccid es produeix durant el primer i segon trimestres.8?

A part del conegut neurotropisme del virus pel SNC, sembla que el ZIKV, a diferencia
d'altres arbovirus, té un particular tropisme per la placenta.?!92 Miner et al?3 van
desenvolupar un model animal en ratolins que demostra el tropisme del virus per la
placenta.Van demostrar la presencia del virus en trofoblasts i el dany del virus a la barrera
placentaria i el fetus, causant insuficiencia placentaria i retard de creixement. Miner et al. van
observar que la carrega viral a la placenta era superior al serum, fet que també sha
demostrat en humans.?t Hi ha dues hipotesis per explicar la teratogenicitat del virus?! 1/ el
virus és neurotrop i accedeix al SNC directament a través de la placenta, 2/ el virus afecta
el desenvolupament de la placenta, generant una resposta inflamatoria que causa la lesié
fetal. Els autors conclouen que possiblement les dues hipotesis tinguin un paper, en funcié

del moment de la infeccié i la fase del desenvolupament amb qué es troba el cervell fetal.

En gestants amb contacte demostrat amb el virus es recomana la seva derivacid a un
centre de tercer nivell pel seguiment de I'embaras. La ecografia és el metode de cribratge
més estes pel seguiment de gestants amb sospita d'infeccié pel ZIKV. Es recomanen controls
ecografics cada 3-4 setmanes amb neurosonografia (estudi avancat del SNC) per monitorar
el creixement fetal i descartar anomalies.??. 7095 En cas de sospita d'anomalies del SNC, la

RM complementa la neurosonografia en la valoracié del SNC.

No hi ha contraindicacié pel part vaginal ni es desaconsella la lactancia materna. Tampoc es
considera necessari un seguiment matern després del part, ja que no hi ha evidencia que la

infeccié pel virus durant la gestacié suposi un risc per futurs embarassos. ! 84
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|.6.3. INFECCIO FETAL PER VIRUS DEL ZIKA. SINDROME CONGENITA PEL VIRUS DEL
ZIKA

A finals de novembre 2015 es va descriure un increment de 20 vegades la incidéncia de
microcefalia en nounats a Brasil que es va relacionar amb I'epidémia per virus Zika.'* %
Posteriorment es va veure un increment d'anomalies congenites de SNC, i no només
microcefalia. Es van descriure tot tipus d'alteracions cerebrals (microcefalia,
ventriculomegalia, calcificacions cerebrals, anomalies de cos callés i fossa posterior...)
alteracions de retina i afectacié auditiva. Estudis posteriors demostren que nadons amb
perimetre cefalic dins de la normalitat al naixement també tenen lesié neurologica severa, i

generalment la infeccié materna s'ha produit en el tercer trimestre.?”

Per aquest motiu, Melo et al?8 van proposar fer servir el terme “sindrome congenita pel
virus del Zika", ja que la microcefalia és només una dels signes dins I'espectre de la malaltia.

La sindrome congénita associada a la infeccié pel ZIKV?? inclou no només malformacions

cranio-facials siné també anomalies en d'altres organs.

Sindrome congenita per virus Zika (ZCS)'% (Figura 3):

I. Alteracions de sistema nervids central:
- Reduccié del volum cerebral / atrofia cerebral
i. Microcefalia
ii. Augment dels espais subaracnoidals
- Calcificacions punctiformes o en placa / vasculitis
i. Subcorticals, corticals, periventriculars, cerebel, oculars
- Desenvolupament anomal de solcs i circumvolucions
- Ventriculomegalia
- Disgeneésia de cos callés
- Alteracions del cerebel i mesencefal

- Alteracions a nivell de ganglis basals

2. Alteracions extra-cerebrals:
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- Alteracions oculars
- Alteracions cardiaques
- Alteracions placentaries (calcificacions)

- Alteracions musculoesqueletiques (artrogriposi)

Moore et al. publiquen una revisié on identifiquen 5 signes caracterfstics de la ZCS:'0!

* Microcefalia severa amb col 1apse de la calota cranial
* Aprimament del cortex cerebral i calcificacions

* Afectacié macular i retinal

» Contractures congenites

* Hipertonia i simptomes extrapiramidals

Tropism r SN

{ules del SNC, 102103 afectant a

les neurones immadures, causant fenomens de mort cel fular i disminuint la proliferacié i

Sembla que el virus del Zika causa una lesio directa a les ce

migracié neuronal degut a la pérdua de cel lules neuroprogenitores.'9 Les calcificacions

caracteristiques del ZIKV reflecteixen aquest fenomen d'apoptosi i necrosi cel fular:!%

Microcefalia

La microcefalia es defineix com la circumferencia cefalica inferior a -2 desviacions estandard
(DE) per l'edat.'% La mida de la calota té bastanta variabilitat segons edat, sexe, raga... i no
hi ha consens en la definicié de microcefalia.'%” En etapa prenatal s'ha proposat limitar el
diagnostic a -3 DE degut al context de I'etapa prenatal,'%8 on la mida del cap del fetus pot
estar condicionat per altres factors com l'error de la mesura, la presencia d'un retard de

creixement, o la historia familiar:

La microcefalia en etapa prenatal pot ser deguda a un desenvolupament anomal del cervell,
generalment d'origen genétic o bé a un cessament o destruccié del cervell durant el
desenvolupament, sovint secundari a infeccions o fenomens vasculars, pel que comporta

dany i pérdua neuronal. En la microcefalia de diagnostic postnatal, el perimetre cefalic és
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normal al naixement, perd amb el creixement del nadd, el cap disminueix de mida en

proporcid a la resta del cos, també a conseqliencia de factors extrinsecs'® (Taula 4).

Per la valoracid de nadons amb sospita d'infeccid congenita per ZIKV, la OMSHO | CDCH!
proposen definir la microcefalia com a la circumferéncia cefalica menor a -3DE per edat
gestacional i sexe, en base a corbes de creixement estandarditzades,!'2!13 no explicada per

una altra etiologia.

19.1 setmanes 19.3 setmanes 20.2 setmanes

TALL AXIAL

TALL SAGITAL

Figura 3. Ecografia i RM a les |9 setmanes de gestacié de fetus afecte de ZCS.
Ventriculomegalia lleu (asterisc) amb augment dels espais subaracnoidals (linia puntejada) i

escurcament del cos callds (fletxes).

El diagnostic de microcefalia severa comporta no només un perimetre cefalic disminuit, sind
una desproporcié marcada entre la cara i la calota, amb atrofia cerebral i anomalies de
SNC.!* La definicid de -3DE té major significat clinic en tant que pitjor prondstic per les
anomalies de SNC que implica.!'>!é El pronodstic empitjora segons la mida de la calota:
entre -2 i -3DE el risc de retard mental és | 1%, mentre que de -3 a -4DE el risc augmenta
al 50% i per sota de -4DE el risc s'acosta al 100%.'"7 Un meta-analisi de 2016 conclou que
ecografia prenatal té major valor predictiu negatiu que positiu en el diagnostic de

microcefalia, i la sensibilitat i especificitat augmenten a a partir de -4DS.107
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La presencia d'anomalies de SNC es correlaciona amb la severitat de la microcefalia i afecta

negativament al pronostic d'aquests nadons.

Taula 4. Causes de microcefalia.

Genetica Genetica

- Microcefalia aillada (AD, AR, lligada a I'X)

- Malalties monogeniques

- Anomalies cromosomiques (trisomia 21, 13, |8)
- Sindromes de Microdelecid

- Errors congenits del metabolisme
- Malalties monogeniques
- Sindromes de microdelecié

Adquirida Adquirida

- Lesions disruptives (infart, obit d'un bessé
monocorial)

- Infeccions (TORCH, Zika,VIH)

- Teratogens (alcohol, radiacions, diabetis mal
controlada...)

- Estats carencials materns (deficit de folats,
malnutricid, hipotiroidisme...)

- Lesions disruptives (infart...)

- Infeccions bacterianes / viriques

- Toxines

- Estats carencials (malnutricid, hipotiroidisme...)

Adaptat de Abuelo D.!''8 i Ashwal S.107

Lesions oculars

S’han reportat lesions oculars en nadons afectes d'infeccié per ZIKV amb o sense alteracié
neurologica, les mes freqlents a nivell de macula i retina.!'' S’ha publicat una série de 29
nadons amb microcefalia,'?0 fills de mares amb sospita infeccié per Zika durant la gestacio,
en el que 10 tenien anomalies oculars (34.5%). Les anomalies més freqlients van ser: atrofia
corio-retinal i anomalies del nervi optic. Una altra serie amb 22 nadons estudiats informa de
més troballes oculars amb diferéncies significatives respecte al grup control quan la infeccié

materna es produeix en el primer trimestre i en nadons amb menor perimetre cefalic.!2!

Tot i que aquestes lesions sén més freqglents en cas d'anomalia del SNC, també s’han
trobat en nadons amb infeccié per Zika sense altra simptomatologia, pel que es recomana

el cribratge oftalmologic en tots els casos d'infeccid per ZIKV.!22

Amb tot, les lesions oculars no sén exclusives de fetus / nadons. S’han reportat casos

d'afectacié ocular en adults,amb o sense relacid amb simptomatologia neurologica.!23
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|.6.4. PARTICULARITATS DEL DIAGNOSTIC DURANT LA GESTACIO

Els criteris pel diagnostic d'infeccié per ZIKV durant la gestacié son els mateixos que per la
poblacié no gestant. La positivitat de ZIKV RT-PCR en liquid amniotic o restes avortives, tot

i 'abséncia de positivitat en serum i/o proves serologiques, és diagnostica d'infeccid.

|.6.4.1. Estudi de la infeccid per virus Zika en liquid amnidtic

L'amniocentesi és una técnica invasiva que permet I'obtencid de liquid amnidtic. En el cas
del virus del Zika es desconeix el moment optim per realitzar la técnica.’® Basant-se en
altres infeccions congenites com el Citomegalovirus, es recomana realitzar-la almenys 5

setmanes des de la sospita d'infeccié i sempre després de les |5 setmanes d’embaras.

La recomanacié d'amniocentesi en gestants amb RT-PCR pel virus positiva en serum no
esta clara. Nombroses publicacions han identificat particules de ZIKV en liquid amniotic;3 !>
94124125126 tot i aix(, a dia d'avui es desconeixen la sensibilitat, especificitat i valor predictiu i
negatiu de la RT-PCR en liquid amniotic.66 Tampoc es coneix si la presencia del virus és

marcador d'infeccid i/o d'afectacio fetal.

Alguns autors han observat que la preséncia del virus en liquid amniotic és transitoria,!2/.128
de manera que la troballa de particules virals de ZIKV en liquid amnidtic en un fetus amb
anomalies de SNC en absencia de qualsevol altre causa, és diagnostica d'infeccid congenita

per virus Zika, pero 'abséncia de virus en liquid amnidtic no descarta la infeccid.”?
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2. JUSTIFICACIO

La infeccié per virus del Zika és una infeccid emergent que sha relacionat amb

malformacions fetals greus, pel que pot tenir un impacte potencial en les gestants infectades.

Les taxes de immigracid al nostre territori de poblacié de Centre i Sud-America, I'abséncia
d'immunitat prévia i la preséncia del vector Aedes albopictus a Catalunya fan possible la

infeccid al nostre territori i inclds la transmissid autoctona del virus.

La falta de coneixements previs respecte la infeccid i les conseqiéncies de la transmissid

vertical justifiquen la investigacié de la relacid virus Zika - gestacid.
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3. HIPOTESI

La infeccid per virus del Zika durant el primer trimestre de I'embaras €s causa de

malformacions fetals greus.
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4. OBJECTIUS

4.1. OBJECTIU PRINCIPAL

Establir la taxa de transmissié vertical de la infeccid per virus del Zika en un hospital

universitari de tercer nivell a Barcelona.

4.2. OBJECTIUS SECUNDARIS

*  Conéixer la taxa d'infeccié i afectacid fetal per virus Zika

»  Coneixer el trimestre de major risc de transmissio vertical durant la gestacié

*  Conéixer el risc de mal resultat perinatal

* Descriure la infeccid congenita per virus Zika

Descriure les troballes ecografiques suggestives de sindrome congenita per

virus Zika
Descriure I'evolucid i prondstic de la infeccid fetal
Establir hipotesis sobre el paper de la viremia persistent durant la gestacid

Descriure el paper del liquid amniotic en el diagnostic de la infeccid congenita

per virus Zika

*  Descriure el seguiment de gestants infectades per virus Zika i dels seus fetus
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5.PACIENTS | METODE

5.1. DISSENY DE LESTUDI

Estudi prospectiu de cohorts, longitudinal i observacional.

5.1.1.POBLACIO A ESTUDI

Gestants amb vincle epidemiologic amb zona de risc de virus Zika i estudi analitic positiu
per virus Zika a I'Hospital Universitari Vall d'Hebron. L'antecedent d'infeccid clinica

(simptomatica) no es va considerar criteri necessari d'inclusio a I'estudi.

Definicié de cas:

Cas confirmat:

* RNA o antigen de ZIKA virus en mostres biologiques (serum, saliva, teixits, orina...)
Cas probable:

* Anticossos 1gM anti-ZIKV (sense signes d'infeccié per altres flavivirus) + vincle
epidemiologic

* Anticossos IgG anti-ZIKV positius + prova de neutralitzacié per reduccié en placa positiva
per ZIKV
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Mida mostral
Al no coneixer la taxa de transmissid vertical ni la incidéncia de malaltia congenita, es va

decidir incloure tots els casos que complien els criteris d'inclusid.

5.1.2. DURADA DE LESTUDI

Es van incloure gestants amb diagnostic de infeccid i part entre gener 2016 i setembre
2017,

5.1.3.MOSTRES DE LESTUDI

Gestant:

* ZIKV RT-PCR en serum i orina al moment del diagnostic i mensualment fins a la

negativitzacié en cas que siguin positives (cas confirmat)

» ZIKV 1gM/IgG al moment del diagnostic i mensualment (cas confirmat i cas probable)

* DENV i CHKV IgM/IgG al moment del diagnostic (cas confirmat i cas probable)

» ZIKV RT-PCR en liquid amnidtic (cas confirmat i cas probable)

* Exsudat vaginal / endocervical i rentat vaginal en cas de RT-PCR positiva en liquid
amniotic

» ZIKV RT-PCR en sérum i orina al moment del part (cas confirmat i cas probable)

* ZIKV RT-PCR en placenta’ al moment del part (cas confirmat i cas probable)

* Estudi histopatologic (biopsia) de placenta

* ZIKV RT-PCR en llet materna durant el postpart immediat (cas confirmat i cas

probable)

i'obtencié de mostra de sang de cordé es va considerar que no aportava beneficis en fer-se l'estudi
serologic del nadé durant les primeres 48 hores de vida.
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Fetus (material de necropsia producte d'interrupcié de la gestacid o obit fetal amb o sense

sospita d'infeccié congenita i vincle epidemiologic de risc):

* Estudi necropsic

* Estudi histopatologic i RT-PCR de placenta

» ZIKV RT-PCR en cervell, fetge, melsa, pulmons, ronyons i teixit ocular
Nadé:

* ZIKV RT-PCR en sérum i orina durant les primeres 48 hores de vida

* ZIKV 1gM/IgG durant les primeres 48 hores de vida

5.1.4. RECOLLIDA DE DADES

Es van recollir dades demografiques de la gestant, dades dels estudis de laboratori i els
estudis d'imatge i resultats perinatals. Aquestes dades van ser anonimitzades i incloses en
una base de dades electronica que va ser dissenyada per aquest fi (REDCap® https:/

projectredcap.org/).

La informacio de la identitat de les pacients es va considerar confidencial a tots els efectes;
les dades de les pacients es van vincular a un codi numeric de manera que només

linvestigador pot associar-les a la pacient o nadé.

5.1.4.1.Variables de I'estudi

Variabl idemiolog

Comunitat autonoma, hospital, edat, etnia, lloc de naixement, domicili, dia inici del viatge, dia
retorn, llocs, aparicié de simptomes: dia d'inici, dia resolucid, simptomes (febre, erupcid
cutania, artralgies, hiperéemia conjuntival, Sd. Guillain-Barré, simptomes neurologics focals,

altres).
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Variables de gestacid

Paritat, dnic / mdltiple, data d'Ultima regla, edat gestacional. Finalitzacid: ILE (dia, EG),
avortament / obit espontani (dia, EG), part (dia, EG). Inicii espontani, induit. Hores
d'amniorrexi. Tipus de part (eutocic, distocic, cesaria electiva, cesaria de recurs). Pes de la

placenta.

Variables de laboratori

Hemograma: Hemoglobina, Hematocrit; Plaquetes, Leucocits (Neutrofils, limfocits).
Bioquimica: proteina C reactiva, lactat deshidrogenasa. Serologies: Toxoplasma gondii,
Rubeola, VIH, Hepatitis B, Hepatitis C, Lues, CMV, Virus Herpes Simple.

riables d'infeccié per ZIKV

Dia del diagnostic ZIKV, EG. Serologies: data, 1gG, IgM, anticossos neutralitzants. RT-PCR en
sang, orina, liquid amniotic, LCR. RNA-ZIKV en sang, liquid amnidtic, placenta, sang fetal,

orina.

Variables d'estudi per imatge

Ecografia:
* Ecografia primer trimestre: data, EG, CRL, TN, alteracions del SNC, obit fetal.

* Ecografia segon trimestre: data, EG, DBR CC, CA, LF, Alteracions del SNC, altres
alteracions (liquid amniotic, cardiaques, restriccié del creixement, hepatosplenomegalia,

hiperrefringéncia intestinal), obit fetal.

* Ecografia tercer trimestre: data, EG, DBR CC, CA, LF, pes fetal estimat; Alteracions del
SNC, altres alteracions (liquid amniotic, cardiaques, restriccié del creixement,

hepatosplenomegalia, hiperrefringéncia intestinal), obit fetal.

* Neurosonografia: data, EG, desviacid de linia mitjana, cavum del septe pel 1Ucid, banya
anterior; banya posterior;, quist plexes coroides, microcefalia, atrofia cortical, hipoplasia

cerebel, disgenesia cos callds, lissencefalia, hidrocefalia, calcificacions (parenguimatoses,
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cerebel, ganglis basals, periventriculars), ventriculomegalia, mida cisterna magna i cerebel,

vasculopatia lenticuloestriatal, lesions isquémiques.

Ressonancia magnética:

* Fetus: data, EG, microcefalia, atrofia cortical, hipoplasia cerebel, disgenésia de cos callds,
lissencefalia, hidrocefalia, calcificacions (parenquimatoses, cerebel, ganglis basals,
periventriculars), ventriculomegalia, cisterna magna, vasculopatia lenticuloestriatal, lesions

isquemiques.

* Nadéd: data, edat, microcefalia, atrofia cortical, hipoplasia cerebel, disgenésia cos callds,
lissencefalia, hidrocefalia, calcificacions (parenquimatoses, cerebel, ganglis de la base,
periventriculars), ventriculomegalia, mida cisterna magna, vasculopatia lenticuloestriatal,
lesions isquémiques. Variables oftalmologiques: Alteracid retinal, hipoplasia del nervi optic,

coloboma, subluxacid lenticular.

Variables de seguiment neonatal

* Al naixement: data de naixement, EG, pes, talla, perimetre cranial, sexe, Apgar, pH cordd.

* Visita als 6, 12 i 18 mesos: perdua d'audicié (> 25 decibels), perimetre cranial, paresia,
espasticitat, convulsions, alteracions visuals), index de desenvolupament motor i mental

(Escala de Bayley).

Variables anatomopatologiques

* Estudi anatomopatologic de cervell, medul 1a espinal, muscul esqueletic, fetge, pulmo,

melsa, placenta, membranes fetals i cordd umbilical.

5.1.5. ANALISI ESTADISTIC

Es va realitzar una analisi descriptiva calculant mitjanes i rangs interquartils (IQR) per a
variables quantitatives i freqUencies absolutes i percentatges per a variables categoriques.

Per comparar les variables continues, es va utilitzar la prova U de Mann-Whitney i, per a

69



PACIENTS | METODE

variables categoriques, es va utilitzar la prova de Chi-quadrat o la prova de Fisher Les
analisis estadistiques es van realitzar utilitzant el paquet estadistic SPSS® 19.0 (IBM

Company SPSS Inc. Headquarters, Chicago, lllinois. USA). El significat estadistic es va acceptar
amb p<0.05.

5.1.6. TECNIQUES DE LABORATORI

Els estudis analitics del virus Zika es van fer al Servei de Microbiologia de I'Hospital

Universitari Vall d'Hebron.

La deteccié de RNA del virus Zika en serum i orina es va fer els primers 2| dies després
de la clinica o durant les 8 setmanes després del contacte epidemiologic. Posteriorment
només es va realitzar estudi serologic. En cas de mostres d'altres localitzacions (liquid

amniotic, placenta, llet materna) es va realitzar la deteccié del virus per RT-PCR.

La viremia persistent es va definir com la ZIKV RT-PCR positiva en serum més enlla de 4

dies.

La deteccid del RNA del virus es va fer mitjancant una PCR a temps real especifica
(RealStar® Zika Virus RI-PCR Kit 1.0, Altona Diagnostics, Hamburg, Alemanya). L'amplificacié

dels cicles llindar (Ct) es va utilitzar com a mesura indirecta de la carrega viral.

Lestudi serologic especific d'IgM i 1gG enfront virus Zika, Dengue i Chikungunya es va fer
mitjancant tests d'immunofluorescencia indirecta (IF Arboviral fever Mosaic, Euroimmun,

Alemanya).

La deteccié d'anticossos neutralitzants enfront el virus del Zika es va fer mitjangant proves

de neutralitzacié en placa, amb un valor de tall del 90%.

Estudi filogenétic

Lestudi filogenetic del virus Zika es va realitzar al Servei de Microbiologia de I'Hospital

Universitari Vall d'Hebron.

Per determinar el llinatge del virus es va analitzar una seqiencia parcial del gen NS5
utilitzant MEGA v5.2129.130 3 partir de mostres confirmades per RT-PCR, juntament amb

seqlencies recents d'estudis epidemiologics moleculars previs disponibles a GenBank
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(https://wwwi.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Els models moleculars evolutius de substitucié de
nucledtids es van adaptar a les aliniacions de sequéncia mdltiple utilitzant analisis evolutives
realitzades a MEGA v5.2.

L'arbre filogenetic (Figura 6) es va construir utilitzant un métode de similitud que es va
implementar a MEGA v5.2 amb el model evolutiu amb la puntuacid més baixa de l'escala
baiesiana. La precisié topologica de I'arbre filogenétic es va avaluar mitjancant el métode
bootstrap (1000 replicats).

5.1.7. AMNIOCENTESI

L'amniocentesi es va realitzar a la Unitat de Medicina Fetal, del Servei d'Obstetricia de

I'Hospital Universitari Vall d'Hebron.

L'amniocentesi es va oferir a totes les gestants en seguiment per infeccid materna per virus
Zika. En tots els casos que es va realitzan, es va cursar RT-PCR per virus Zika i infeccions
TORCH (Toxoplasma gondii, Rubeola, Citomegalovirus, Herpes simple | i Il, i Parvovirus
B19). En els casos de malformacié fetal es va cursar també I'estudi genetic, mentre que en
els casos sense aparent afectacid fetal es va guardar 'ADN per poderlo analitzar

posteriorment en cas de necessitat.

De forma empirica, i tenint en compte el comportament d'altres virus neurdtrops amb
historia natural coneguda, 'amniocentesi es va realitzar com a minim cinc setmanes després
de la RT-PCR positiva o del primer cribratge positiu en dones asimptomatiques i sempre
després de les 18 setmanes de gestacid.!3! En els casos de malformacié, 'amniocentesi es

va fer al moment del diagnostic.

L'analisi del liquid amnidtic es va fer mitjancant RT-PCR que permet I'amplificacié d'un

fragment genetic comu pel génere Flavivirus (panflavivirus).!32

Estudis genetics

Lanalisi genetic es va fer al Servei de Genética i Medicina Mol {ecular de [I'Hospital

Universitari Vall d'Hebron.
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Lextraccid de 'ADN en celdules no cultivades es va fer amb el kit Puregene DNA
Purification kit (Gentra Systems, Minneapolis, EUA). En cas de no obtenir un volum adequat

d'/ADN per I'analisi, 'ADN es va extreure de cél {ules cultivades.

El microarray es va realitzar mitjancant 8x60K Agilent G4827A CGH ISCA v2 array (Agilent
Tech- nologies, Santa Clara, CA, USA).

5.1.8. TECNIQUES D'IMATGE

Ecografia obstétrica

Els controls ecografics de les gestants incloses a I'estudi es van fer a la Unitat de Medicina
Fetal de I'Hospital Universitari Vall d'Hebron amb una periodicitat mensual. En cada estudi
es va realitzar una valoracié morfologica detallada, amb presa de biometries, estudi de
Doppler feto-matern i estudi avancat del sistema nervids central (neurosonografia).

Les ecografies es van fer amb ecografs Samsung UGEO WS80 ELITE Ultrasound (Samsung
Electronics Iberia® SA.U HME Health and Medical equipment) i Voluson E8 (General Electrics
Healthcare Espanya®).

Ressonancia magnética

La ressonancia magnetica es va fer al Servei de Radiologia Pediatrica de I'Hospital
Universitari Vall d'Hebron durant el tercer trimestre de la gestacié, com a complement de

I'ecografia en I'estudi avancat del sistema nervids central.

Es va realitzar mitjancant un escaner I.5T MRI (Avanto, Siemens, Erlangen, Alemanya), amb
adquisicions potenciades en T2 en els planols axial, coronal i sagital del cap del fetus, amb
seqlencies half-Fourier single-shot turbo spin-echo (HASTE), aixi com imatges gradient-echo
T2W (T2%), TIW i DW (difusid) en el planol axial.

5.1.9. ESTUDI HISTOPATOLOGIC

Lestudi anatomopatologic i histopatologic dels fetus i placentes es va fer al Servei

d'Anatomia Patologica de I'Hospital Universitari Vall d'Hebron.
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Estudi necropsic
* Examen extern del fetus, disseccid i estudi macroscopic dels organs.
* Recollida de mostres representatives de tots els teixits:

* Estudi neuropatologic del cervell i la medul fa: estudi macroscopic i presa de mostres.

Estudi immunohistoquimic en seccions representatives del sistema nervids central.

* Tincid amb hematoxilina-eosina de les mostres incloses en parafina per a estudi

microscopic convencional.

* Mostra de muscul esquelétic procedent del quadriceps: estudi histologic per microscopi
optic.

* Mostra de cervell, medul 1a espinal, muiscul esqueletic, fetge, puimd, melsa, placenta,

membranes fetals i cordé umbilical, per enviar en fresc al servei de Microbiologia per a

estudi virologic.

* Mostra de cervell, medul 1a espinal, muiscul esqueletic, fetge, puimd, melsa, placenta,

membranes fetals i cordd umbilical per guardar congelats a -80°C.

Estudi lacen
* Examen extern, disseccid i estudi macroscopic i microscopic de la placenta.

¢ Presa de mostres.

Microscopia electronica

Estudi de mostres en fresc de I'encefal i placenta. Talls ultrafins de 40-60 nm, per identificar
particules viriques esferiques d'entre 42-54 nm, morfologicament caracteristiques dels virus
de la familia Flaviviridae, mitjancant I'analisi ultra-estructural, amb microscopi electronic de
transmissié (TEM JEOL model JEM1O11) .
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5.2. PROTOCOL DE SEGUIMENT DURANT LEMBARAS

El protocol de seguiment del binomi mare-fetus durant la gestacid va ser el laborat al

gener-febrer del 2016, en col 1aboracié amb 'Agéncia Catalana de Salut Publica.'33

El protocol distingeix el cribratge de la infeccié en gestants amb vincle epidemiologic, el
seguiment de les gestants amb infeccid confirmada o probable, i el seguiment dels fetus

amb infeccid pel virus:

5.2.1. MANEIG DE LA GESTANT PROCEDENT D’AREES ENDEMIQUES DE VIRUS ZIKA

Les gestants amb vincle epidemiologic son referides a la Clinica d'infeccions Materno-Fetals

de I'Hospital Universitari Vall d'Hebron, on es realitzen les determinacions pertinents:

a. Gestant simptomatica, entre 5 dies i 21 dies de clinica compatible amb la infeccio:

* Determinacié de ZIKV RT-PCR en sang i orina
* Determinacié de 1gG i IgM per a virus Zika i Dengue

* Determinacié d'anticossos neutralitzants (si IgM / 1gG positiva per ZIKV)

b. Gestant simptomatica, amb més de 21| dies des de l'inici de la clinica:

* Determinacio IgG i IgM per a virus Zika i Dengue

* Determinacié d'anticossos neutralitzants (si IgM / IgG positiva per ZIKV)

c. Gestant asimptomatica:

* Determinacié IgG i IgM per a virus Zika (cal esperar minim 15 dies des del retorn del
viatge)

* Determinacié d'anticossos neutralitzants (si IgM / IgG positiva per ZIKV)

Davant la positivitat per a virus Zika, es realitza el control de la resta de I'embaras a la
Unitat de Medicina Materno-fetal.
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5.2.2. MANEIG DE LA INFECCIO MATERNA PERVIRUS DEL ZIKA

a. Gestant amb confirmacio analitica d’infeccid per virus Zika (CAS CONFIRMAT):

* Seguiment analftic mensual: RT-PCR en sang i orina, serologies 1gM/IgG Zika

* Oferir amniocentesi: estudi d'infeccions TORCH, PCR-ZIKV i estudi genétic

* Seguiment ecografic mensual: Biometries / Doppler feto-matern / Neurosonografia
 Oferir ressonancia magnetica fetal a les 34-36 setmanes

e Part a centre de nivell |l

b. Gestant amb sospita analitica d’infeccio per virus Zika (CAS PROBABLE):

* Seguiment analftic mensual: serologies IgM/1gG Zika

 Oferir amniocentesiii estudi d'infeccions TORCH, PCR-ZIKV i estudi genetic

* Seguiment ecografic mensual: Biometries / Doppler feto-matern / Neurosonografia
» Oferir ressonancia magnetica fetal a les 34-36 setmanes

e Part a centre de nivell lll

c. Dona amb avortament espontani o obit fetal i antecedent de viatge a zona endémica

durant la gestacio:

¢ Estudi analftic matern: RT-PCR en sang i orina, serologies IgM/IgG Zika

* Estudi analftic i anatomopatologic de placenta, cordd umbilical i restes ovulars / fetals

5.2.3. MANEIG DE LA INFECCIO FETAL PERVIRUS DEL ZIKA

a. Fetus amb sospita d’infeccié per virus Zika:

* Oferir amniocentesi: estudi d'infeccions TORCH, PCR-ZIKV i estudi genétic

* Seguiment ecografic mensual: Biometries / Doppler feto-matern / Neurosonografia

i Després del primer any, hi va haver un canvi en el protocol pel qual a les gestants no confirmades (casos
probables) ja no se'ls oferia amniocentesi ni ressonancia magnética en tercer trimestre, en veure que la
baixa probabilitat de troballes patoldgiques quan la ecografia era normal no justificava la realitzacié
d'ambdues tecniques.
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» Oferir ressonancia magnética fetal a les 32 setmanes (o abans segons la conducta
obstétrica)

b. Fetus afecte de virus Zika (amb confirmacié per RT-PCR positiva en liquid amniotic):

* Seguiment ecografic mensual: Biometries / Doppler feto-matern / Neurosonografia

* Ressonancia magnética de sistema nervids fetal (individualitzar el moment de la RM en
funcid de les troballes i la conducta obstétrica)

* Oferir interrupcié de la gestacid d'acord als criteris de la Llei organica 2/2010 del 3 de
marg"

e Part a centre de nivell lll

c. Fetus producte d’interrupcié de la gestacio:

* Estudi analftic i anatomopatologic de placenta, cordd umbilical i restes ovulars / fetals

e Estudi anatomopatologic de teixits fetals (cervell, fetge, melsa, muscul, ronyons i
pulmons)

524 MANEIG INTRAPART

La via del part es determinara segons les condicions obstétriques.
No cal prendre mesures especffiques durant el treball de part ni en el moment del part.

No es contraindica la lactancia materna.

Mostres a recollir
* Estudi analftic matern: RT-PCR en sang i orina, serologies IgM/IgG Zika

* Estudi analftic (RT-PCR) i histopatologic de placenta i restes ovulars / fetals

vLa llei espanyola permet la Interrupcié de la Gestacié per causes mediques quan es detecti en el fetus
una malaltia extremadament greu i incurable en el moment del diagnostic i aixi ho confirmi un comite
clinic (article 15.ci 16 de la Llei organica 2/2010 de 3 de marc). Segons la llei espanyola es pot oferir la
Interrupcié de la Gestacié davant del diagndstic d'afectacié fetal severa amb independencia de la
confirmacié andlitica en liquid amniotic.
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5.2.5.MANEIG DEL NADO

El seguiment dels nadons es realitza a la Unitat de patologia infecciosa i immunodeficiéncies
pediatriques als |5 dies, 30 dies, 4,9, 12, 18 i 24 mesos.

Exploracions a realitzar

* Exploracio fisica completa, pes, talla i perimetre cefalic
* Hemograma, funcié hepatica

* Ecografia transfontanelfar. Si hi ha alteracions a I'examen fisic i/o simptomatologia
neurologica i/o alteracions a la neuroimatge, realitzar a més una ressonancia magnetica i

un electroencefalograma (al naixement, 6 i 12 mesos)

* Potencials auditius de tronc cerebral (als 6 i |2 mesos)

* Fons d'ull (als 6 i 12 mesos)

Mostres a recollir

* ZIKV RT-PCR en sérum i orina durant les primeres 48 hores de vida
* ZIKV IgM / IgG durant les primeres 48 hores, 4,9 i |2 mesos
* DENV IgG / IgM durant les primeres 48 hores, 4,9 i |2 mesos

5.3. PRINCIPIS ETICS

Lestudi va rebre I'aprovacié del Comité d’Etica de I'Hospital Universitari Vall d’Hebron.

Lestudi compleix amb la Llei 15/1999 de Proteccio de Dades de Caracter Personal que
requereix que les dades siguin les necessaries per cobrir la finalitat de I'estudi; en cap dels
informes de l'estudi apareixen noms, i la identitat de les participants no sera revelada

excepte pel compliment de 'estudi, o en cas d'urgencia medica o requeriment legal.
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5.4. FONTS DE FINANCAMENT

No s’ha disposat de financament per la realitzacié de I'estudi.

L'any 2016 es va demanar una ajuda del Fondo de Investigacién Sanitaria del Instituto Carlos Il
per un estudi multicentric a nivell de l'estat espanyol, que hauria permes tenir una mostra

major i més representativa dels casos importats, pero va ser denegada.

5.5. CONFLICTE D’INTERESSOS
Cap.
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6. RESULTATS

Entre el gener de 2016 i el setembre de 2017, 254 gestants van ser cribrades per ZIKV a
I'Hospital Universitari Vall d'Hebron (Barcelona, Catalunya). En setanta-dos casos es va fer
un diagnostic d'infeccié per virus Zika (72/254, 28.3%). Deu dones (13.9%) es van identificar
com a casos confirmats (RT-PCR positiva en serum positiu i / o orina) i 62 casos (86.1%) es
van identificar com a probables (ZIKV-IgM positiva o ZIKV-lgG i PRNT positiva o
indeterminada) (Figura 4).

254 gestants cribrades

72 cribratge positiu

10 ZIKV RTPCR positiva 62 ZIKV 1gM / 1gG positiva

| Pérdua de
seguiment

| Fetus petit per edat gestacional
| Cardiopatia congénita
| Interrupcié de gestacio

2 Sindrome congenita per ZIKV
| avortament de primer trimestre

Figura 4. Pacients incloses a I'estudi.
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La taxa global de mal resultat perinatal en dones amb cribratge per virus Zika positiu
durant I'embaras va ser del 4.2% (3/72). La taxa global de mal resultat perinatal entre els
casos confirmats va ser del 33% (3/9), mentre que no hi va haver resultats perinatals
adversos relacionats amb el virus Zika en el grup d'infeccid probable (p=0.001) (Taula 5).
Entre els nou casos confirmats amb seguiment complet, la taxa d'infeccié i malaltia
congenita va ser del 22% (2/9) i la taxa d'avortament espontani en el primer trimestre va
ser de I'l 1% (1/9). No hi va haver casos de diagnostic postnatal o fetus amb infeccid sense

lesié, pel que la taxa de transmissié vertical en dones amb infeccié confirmada és del 33%.

Un cas amb ZIKV RT-PCR positiu es va perdre pel seguiment. L'edat mitjana de gestacié a la
infeccié per ZIKV entre els casos confirmats amb mal resultat perinatal va ser de |14
setmanes (IQR 8.14 - 14) mentre que en el grup de casos confirmats sense mal resultat
perinatal I'edat gestacional mitjana a la infeccid va ser les 22.6 setmanes (160 - 26.6)
(p=0.071).

Taula 5. Resultat perinatal global.

(n=72) (n=10) (n=62)

Taxa global de mal resultat o 5

perinatal (%) 3 (4.2%) 3 (33.3%) 0 0.001
Taxa de malaltia congenita (%) 2 (2.8%) 2/9 (22%) 0 0.001
Taxa d’avortament espontani o o

(<12 setmanes) (%) I (1.4%) 119 (11%) 0 0.001
Edat gestacional mitjana al 19.42 18.5 19.42 0439
diagnostic (setmanes) (IQR 13.46-27.11) (IQR 11.39-24.71) (IQR 13.36-28.18) :

6.1. CARACTERISTIQUES DEMOGRAFIQUES

L'edat materna mitjana al diagnostic va ser de 28.48 anys (IQR 23.18 - 32.21 anys) i el 43%
era la primera gestacié (31/72). L'edat gestacional mitjana al diagnostic de ZIKV va ser de
19.42 setmanes (IQR 13.46-27.11 setmanes), amb 16 (22.2%), 42 (58.3%) i 14 (19.5%)
dones infectades en el primer, segon i tercer trimestres, respectivament (p=0.241). Cap dels

casos confirmats va ser diagnosticat en el tercer trimestre de |'embaras.
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Taula 6. Caracteristiques demografiques de les gestants incloses a I'estudi.

RESULTATS

(n=72) (n=10) (n=62)
Edat materna mitjana al diagnostic 28.48 28.69 28.25 0563
(anys) (IQR 23.18-32.21) (IQR 22.74-36.48) (IQR 23.10-32.11) ’
Trimestre al diagnostic de infeccié
ler trimestre (I-12 setmanes) (n, %) 16 (22.2%) 3 (30%) 13 (21%)
2on trimestre (|3-28 setmanes) (n, %) 42 (58.3%) 7 (70%) 35 (56.4%) 0.241
3er trimestre (29-41 setmanes) (n, %) 14 (19.5%) 0 14 (22.6%)
Edat gestacional mitjana a I'inici de 19.42 19.28 (IQR 19.42 0.480
simptomes (setmanes) (IQR 15.57-27.14) 11.42-28.28) (IQR 13.42-27) ’
Simptomatologia reportada (si / no)
Si (n, %) 25 (34.7%) 9 (90%) 16 (25.8%) 0.001
No (n, %) 47 (65.3%) 1 (10%) 46 (74.2%) ’
Tipus de simptomatologia
Erupcié cutania 2| (84.0%) 7 (87.5%) 14 (82.4%) 0.999
Febre 15 (65.2%) 6 (85.7%) 9 (56.3%) 0.345
Artralgies 12 (60%) 3 (42.9%) 9 (69.2%) 0.356
Hiperémia conjuntival 4 (20%) 2 (28.6%) 2 (15.4%) 0.587
Pais d’exposicio
Republica Dominicana 26 (31.1%) 4 (40%) 22 (35.5%)
Hondures 15 (20.8%) I (10%) 14 (22.6%)
Colombia 8 (11.1%) 3 (30%) 5 (8.1%)
Venguela 7 (9.7%) 0 7 (11.3%) e
Bolivia 6 (8.3%) I (10%) 5 (8.1%) ’
Equador 6 (8.3%) 1 (10%) 5 (8.1%)
El Salvador 3 (4.2%) 0 3 (4.8%)
Pert | (1.4%) 0 1 (1.6%)

Vint-i-cinc dones (34.7%) van explicar simptomatologia compatible amb la malaltia del virus

Zika i 47 van estar asimptomatiques (65.3%). El 90% de les dones del grup d'infeccid

confirmada van informar de simptomes suggestius d'infeccié per ZIKV, mentre que només

un 25.8% en el grup probable (p=0.001). Entre les dones simptomatiques, I'edat gestacional
mitjana a l'inici dels simptomes de ZIKV va ser de 1942 setmanes (IQR 1557 - 27.14

setmanes) i l'erupcid cutania (21 casos, 84%) i la febre (|5 casos, 62.5%) van ser els

simptomes més freqlientment observats en ambdds grups.
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Els principals paisos d'exposicid a ZIKV van ser: Republica Dominicana (26/72, 31.1%),
Hondures (15/72, 20.8%), Colombia (8/72, 11.1%) i Veneguela (7/72, 9.7%). Si bé no hi va
haver diferéncies entre els grups, en el grup d'infeccié confirmada els paisos amb major risc
d'infeccié van ser Republica Dominicana (40%) i Colombia (30%), mentre que en el grup
d'infeccié probable els paisos més prevalents van ser Republica Dominicana (35.5%) i
Hondures (22.6%).

6.2. ESTUDIS DE LABORATORI

La determinacié de RT-PCR en sérum i /o orina es va realitzar a 66 gestants, de les quals 10
(15%) van ser positives i 55 (83%) negatives. Totes les dones amb infeccid confirmada van
presentar RT-PCR per ZIKV positiva en serum (10/72, 13.8%) i tres van ser positives per
RT-PCR en serum i en orina (3/10, 30%). No hi va haver casos de ZIKV RT-PCR positiu en
I'orina quan el sérum era negatiu. La taula 7 resumeix els resultats de laboratori de les

gestants incloses a 'estudi.

Entre els 62 casos probables, 6 van presentar ZIKV-IgM positiva i PRNT positiva. De les
dones amb ZIKV-IgG positiva i ZIKV-IgM negativa (56 casos), el 46.4% (26/56) tenien PRNT
positiva contra ZIKV i el 53.6% (30/56) el PRNT va ser indeterminat.

Quaranta vuit i quaranta-sis dones van ser avaluades pel virus del Dengue i Chikungunya
respectivament. DENV-IgG va ser positiu en tots els casos excepte una gestant espanyola
(47/48,97.9%) | DENV-IgM va ser positiva en dues dones (4.2%), una en cada grup. CHKV-
lgG va ser positiva en |7 casos (37.0%) i no hi va haver casos de CHKV-IgM positiu.

Es va fer cribratge serologic de Toxoplasma gondii, virus de la Rubéola, virus de I'Hepatitis B.

virus de I'Hepatitis C, Lues i VIH en tots els casos, sense detectar cap infeccid activa.
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Taula 7. Resultats de laboratori de les gestants incloses a I'estudi.

(n=72)
ZIKV RT-PCR positiva (n, %) 10 (13.8%)
Ambdods sérum i orina 3 (4.1%)
Nomeés serum (orina negativa) 7 (9.7%)
Només orina (serum negatiu) 0
N° pacients amb virémia o
persistent (n, %) 10 (13.8%)
61.50

Viremia persistent mitjana (dies) (IQR 35.50-80.75)

ZIKV IgM positiva (n, %) 10 (13.8%)
Ambdés RT-PCR i IgM + 4 (5.5%)
Només IgM + 6 (8.3%)
PRNT (n, %) 72 (100%)
PRNT positiva 42 (58.3%)
PRNT indeterminada 30 (41.7%)
una vegada 4 (5.6%)
dues vegades 21 (29.2%)
> dues vegades 5 (6.9%)

Cribratge de DENV (n, %) 48 (66.6%)

Coinfeccié per DENV (IgM+) 2 (4.2%)
DENV IgG + 47 (97.9%)
DENV IgG -/ IgM - I (2.1%)

Cribratge de CHKYV (n, %) 46 (63.8%)

Coinfeccié per CHKYV (IgM+) 0
CHKV IgG + 17 (37%)

AMNIOCENTESI (n, %) 19 (26.4%)
ZIKV RT-PCR Positiva en liquid 219 (10.5%)
amniotic (n, %) =5

Edat gestacional a la técnica 26.0
(setmanes) (IQR 21.8-30.4)

ZIKV RT-PCR positiva a

placenta (n, %) 2/44 (4.5%)

(n=10)
10 (100%)

3 (30%)
7 (70%)
0

10 (100%)

61.50
(IQR 35.50-80.75)

4 (40%)

4 (40%)
0

10 (100%)
10 (100%)
0
0
0
0
9 (90%)

1(11.1%)
9 (100%)
0

10 (100%)

0
3 (30%)

8 (80%)
2/8 (25%)

24.0
(IQR 20.4-29.0)

27 (28.6%)

(n=62)

o © o o

6 (9.7%)

0
6

62 (100%)

32 (51.6%)
30 (49.4%)
4 (6.5%)
21 (33.9%)
5 (8.1%)

39 (62.9%)

| (2.6%)
38 (97.4%)
1 (0.02%)

36 (58.06%)

0
14 (38.8%)

10 (16.1%)

0/10

26.0
(IQR 23.6-32.1)

0/37

RESULTATS

<0.0001

<0.0001

<0.0001

<0.0001

0.027

0.040

0.343
0.999

0.723
<0.0001

0.183

0.325

0.022
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6.2.1. ESTUDI DEL LIQUID AMNIOTIC

Es va realitzar amniocentesi a 19 dones (26.4%). L'amniocentesi es va realitzar més
freqUentment en el grup confirmat que en el grup probable (80% versus |6.1%, p<0.0001).
L'edat gestacional mitjana a I'amniocentesi va ser de 26.0 setmanes (IQR 21.8-304
setmanes). La RT-PCR per ZIKV en liquid amniotic va ser positiva en 2 casos (10.5%) (cas |
i 2, taula I1)v, tots dos del grup d'infeccid confirmada. La deteccié d'altres infeccions
congenites en liquid amnidtic va resultar negativa i les proves genétiques van ser normals en

tots els casos.

En el cas | es va realitzar una segona amniocentesi abans del part i la RT-PCR per virus Zika

en liquid amniotic va resultar negativa.

6.2.2.VIREMIA PERSISTENT

En tots els casos d'infeccié confirmada per virus Zika es van reportar virémies superiors a
|4 dies. La viremia materna mediana pels casos confirmats va ser de 61.5 dies (IQR
35.50-80.75 dies), amb un maxim de |07 dies des de linici de la simptomatologia fins la

darrera mostra de ZIKV RT-PCR en sérum positiva en el cas |.

En el cas ndmero | es va efectuar un analisi semi-quantitatiu mitjancant cicles llindar de les
mostres de serum, orina i liquid amnidtic. Aquest analisi va permetre objectivar que (Taula
8):

* La carrega viral en sérum es va mantenir estable entre les | | i les 22 setmanes.

® La carrega viral en liquid amniotic a les |9 setmanes de gestacid va ser major que en

serum (serum Ct 35 (mediana 33-36) versus liquid amniotic Ct 28).

® Els titols d'anticossos neutralitzants van anar en augment durant I'embaras.

¥ D'ara endavant ens referirem a “cas |” per anomenar la gestant amb nadé afecte de ZCS i “cas 2" per
anomenar la gestant amb fetus afecte de ZCS que va optar per interrupcié de la gestaci.
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Taula 8. Cas |: evolucid dels estudis de laboratori.

RESULTATS

Edat gestacional (setmanes) I 12 13+4 15+5 17+2 22+| 24+| 29+1
ZIKA 1gG + + + + + + +
ZIKA IgM - +/- + + - . :
PRNT (titol) 256 512 1024 1024

RT-PCR (Ct) sérum + (Ct 35) + (Ct 35) + (Ct33) + (Ct35) + (Ct36) +(Ct37.46) -
RT-PCR orina - : -

lqud st +(Ce28)

Cortesia del Servei de Microbiologia de I'Hospital Universitari Vall d'Hebron.

6.2.3. ESTUDI FILOGENETIC

Lestudi filogenétic va demostrar que la seqiencia parcial NS5 del virus aillada a la mostra

obtinguda del cas | pertanyia al llinatge asiatic (Figura 5) amb semblances genetiques a les

mostres analitzades en altres paisos de Sud-Ameérica. L'arbre filogenétic va ser publicat pel

nostre grup a la revista Clinical Microbiology & Infections.!'?8

—4—. Catalonia/NSVH130443347/2016
MEX/INDRE/Lm/2016 (Mexico, 2016) [KUS22923]
ZikaSPH2015 (Brazil, 2015) [KU321639]

|- GDO1 (China, 2016) [KUT40184]

|- Natal RGN (Brazil, 2015) [KUS27068]

Haitii1225/2014 (Haiti, 2014) [KU509998]

|— SSABR1 (Brazil, 2015) [KUT07826)

PRVABCS5 (Puerto Rico, 2015) [KUS01215]

|— VE_Ganxian (China, 2016) [KUT44693]

FB-GWUH-2016 (Guatemala, 2016) [KUS70645]
BeHa19015 (Brazil, 2015) [KU365778]

i Brazil-ZKV2015 (Brazil, 2015) [KU497555]

Rio-U1 (Brazil, 2016) [KUS26309]

Rio-S1 (Brazil, 2016) [KU926310]

HIPF/2013 (French Polynesia, 2013) [KJ776791]

ZJ03 (China, 2016) [KUS20899]

%! ARB15076 (Central African Republic, 1930) [KF268949]

0.01

—— Dominican Republic/2016/PD1 (Dominican Republic, 2016) [KUB53012]

Zika virus/H sapiens-tc/PHL2012/CPC-0740 (Philippines, 2012) [KU681082]

|: Zika virusH sapiens-{c/THA2014/8V0127-14 (Thailand, 2014) [KUG&1081]
Zika virus/H sapiens-tc/KHM/2010/FS513025 (Cambodia, 2010) [KU955593]

Zika virus/A africanus-tc/SEN/1984/41525-DAK (Senegal, 1984) [KU955591]
MR 766 (Uganda, 1947) [NC_012532]
) ARB13565 (Central African Republic, 1976) [KF268848]

Asian Lineage

African Lineage

Figura 5. Arbre filogenetic.

Reconstruccié filogenetica de sequéncies parcials de codificacid ZIKV NS5 (des de la posicid de
nuclectids 10088 a 10606 de seqiencia homologa de la branca MR 766 amb nidmero d'accés

NC_012532). La seqléncia estudiada esta marcada amb un punt negre. Cortesia del Servei de

Microbiologia de I'Hospital Universitari Vall d'Hebron.
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6.3. PROVES D’IMATGE (ECOGRAFIA | RESSONANCIA MAGNETICA)

Disposem de dades de I'ecografia del primer trimestre de 30 gestants (30/72, 41.7%). L'edat
gestacional mitjana a I'ecografia del primer trimestre va ser de |3 setmanes (IQR [2-13.3
setmanes). No es van identificar malformacions fetals ni anomalies del patré Doppler feto-

matern.

L'ecografia del segon trimestre consta per a 5| dones (70.8%). L'edat gestacional mitjana a
l'ecografia del segon trimestre va ser de 2| setmanes (IQR 20.1-21.5 setmanes) i la
circumferencia cefalica mitjana va ser de 183 mm (IQR [76-192.8 mm). En 48 casos
I'ecografia i neurosonografia es van informar com a normals (94.1%). Hi va haver un cas de
cardiopatia congenita en el grup d'infeccid probable; i dos casos de malformacions cerebrals
suggestives de sindrome congenita per virus Zika en el grup dinfeccid confirmada
(p=0.004) (cas | i 2,taula | I). El patrd Doppler de les arteries uterines es va recollir en 43

dones, sent anomal en 2 casos, ambdds en el grup d'infeccid probable.

Tenim informacié de I'ecografia del tercer trimestre de 67 dones (93%). L'edat gestacional
mitjana I'ecografia del tercer trimestre va ser de 33.5 setmanes (IQR 32.1-34.3 setmanes) i
la circumferéncia cefalica mitjana va ser de 304 mm (IQR 293-313 mm). El creixement fetal
mitja va ser de 2178 grams (IQR 1903-2407 grams). En dos casos el creixement fetal va ser
inferior al percentil 10 per I'edat gestacional sense discordanga en les biometries i amb
patré Doppler fetal normal. Els neurosonogrames realitzats no van mostrar anomalies

excepte en un cas (cas |, taula 2).

Es va realitzar ressonancia magnética fetal a 37 dones (51.3%). L'edat gestacional mitjana a
la RM va ser de 34.5 setmanes (IQR 33-36 setmanes). La RM va confirmar la normalitat de

I'ecografia en 35 casos i va confirmar les troballes anomales en els dos casos de sindrome
congenita per virus Zika (p=0.042).

Taula 9. Resultats de proves d'imatge de les gestants incloses a I'estudi.

(n=72) (n=10) (n=62)
30 (41.7%) 5 (50%) 25 (40.3%)

ECOGRAFIA DEL PRIMER
TRIMESTRE (n, %)

e e Il S I3(IQR12-133) 133 (IQR 122-135 128 (IQR 12.0-13.1) 0218
(setmanes)

88



LCR mitjana (mm)
TN mitjana (mm)

Patré Doppler anomal

ECOGRAFIA DEL SEGON
TRIMESTRE (n, %)

Edat gestacional mitjana
(setmanes)

Circumferencia cefalica mitjana
(mm)

Diametre biparietal mitja (mm)

Circumferencia abdominal
mitjana (mm)

Longitud femoral mitjana (mm)

Doppler d’artéries uterines
anomal (n)

Ecografia normal (n, %)
Anomalies de SNC (n)

Anomalies no de SNC (n)

ECOGRAFIA DEL TERCER
TRIMESTRE (n, %)

Edat gestacional mitjana
(setmanes)

Circumferéncia cefalica mitjana
(mm)

Diametre biparietal mitja (mm)

Circumferencia abdominal
mitjana (mm)

Longitud femoral mitjana (mm)
Pes fetal estimat mitja (grams)
Doppler fetal anomal (n)
Ecografia normal (n, %)
Anomalies de SNC (n)

Anomalies no de SNC (n)

RESSONANCIA MAGNETICA
(n, %)

Edat gestacional mitjana
(setmanes)

Anormal (n, %)

Normal (n, %)

65 (IQR 59.2 - 75.5)
1.65 (IQR 1.20-1.86)
0
51 (70.8%)

21 (IQR 20.1-21.5)

183
(IQR 176-192.8)

49.1 (IQR 47.0-52.0)

162
(IQR 148.9-169.1)

35 (IQR 32.9-38)
2/43 (4.7%)
48 (94.1%)
2
[
67 (93%)

33.5 (IQR 32.1-34.3)
304 (IQR 293-313)
83 (IQR 80-86)
289.5 (IQR 281-298)

64.9 (IQR 61.8-67)

2178
(IQR 1903-2407)

0
64 (95.5%)
I (1.5%)
2 (3.0%)
37 (51.3%)

34.5 (IQR 33-36)
2 (5.4%)

35 (94.6%)

720 (IQR 64.8-78.0)
.70 (IQR 1.38-1.79)
0
8 (80%)

21.4 (IQR 20.1-21.9)

178.0
(IQR 170.3-201.7)

48.0 (IQR 45.0-54.5)
161.4 (151.8-169.8)
35 (IQR 31.6-38.0)

0/7
6 (75%)
2 (25%)
0
6 (60%)

33.1 (IQR 31.3-34.4)

300.5
(IQR 278.8-313.3)

83 (IQR 77.7-85.8)

286.5 (IQR
273.8-299.1)

64.4 (IQR 63.0-65.8)

21145
(IQR 1925.0-2411.5)

0
5 (83.3%)
| (16.7%)
0
8 (80%)
33.5 (IQR 24.4-34.8)
2 (25%)

6 (75%)
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63 (IQR 55-75) 0.093
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0
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35 (IQR 33.0-36.3)  0.023
0
0.042
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6.3.1. ALTERACIONS ECOGRAFIQUES EN ELS CASOS DE SINDROME CONGENITA
PERVIRUS ZIKA

En el cas [, la circumferencia cefalica va ser inferior al percentil 5 per I'edat gestacional des
de les 20 setmanes; mentre que el creixement fetal estava dins de la normalitat. En el cas 2,
el creixement a les 22 setmanes era inferior al percentil 5, sense discordanca en les

biometries fetals.

En els dos fetus amb malformacions cerebrals les troballes dels neurosonogrames van ser
semblants: ambdds casos tenien signes suggestius d'atrofia cerebral amb espais aracnoidals
augmentats de mida i ventriculomegalia lleu bilateral. El cos callds era present, tot i que de
menor longitud de I'esperada per I'edat gestacional i en ambdds casos la fossa posterior va

ser normal.

Figura 6. Cas |: Calcificacions cerebrals.
Ecografia i ressonancia magnética de les calcificacions cerebrals observades a les 22 setmanes

(fletxes). Cortesia del Servei de Radiologia Pediatrica de I'Hospital Universitari Vall d'Hebron.

En el cas ndmero | es van observar calcificacions en el parénquima cerebral a les 22
setmanes de gestacié per ecografia (Figura 6), mentre que no les vam poder identificar a la
mateixa edat gestacional en el cas 2, tot i ser evidents en la valoracié anatomopatologica. El

cas nimero 2 també tenia troballes suggestives d'artrogriposi a I'ecografia de les 20
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setmanes (Figura 10), mentre que en el cas nimero | no va haver-hi signes d'artrogriposi

congenita durant I'embaras.

El seguiment ecografic del cas | va permetre objectivar I'evolucié de diferents parametres
ecografics referenciats a la figura 7. Tant el DBP com la circumferencia cefalica van mantenir
un ritme de creixement estable durant la gestacid perd sempre per sota del cinque
percentil, mentre que la circumferéncia abdominal, la longitud femoral i el pes fetal estimat
van estar sempre dins la normalitat. Respecte a parametres de SNC, la ventriculomegalia es
va mantenir en rang lleu (9 - | I mm) durant tota la gestacid; el cos callds va estar per sota
del cinque percentil des del moment del diagnostic, accelerant el creixement des de les 24
setmanes; i el cerebel va estar dins de la normalitat fins les 29 setmanes, temps a partir del

qual va disminuir el ritme de creixement.

CIRCUMFERENCIA CEFALICA DIAMETRE BIPARIETAL

Centimetres

T T T T T y T
I} 24 2 34 19 2 2% 2 29 n 34 36

Setmanes de gestacio Edat gestacional
CIRCUMFERENCIA ABDOMINAL LONGITUD DEL FEMUR
3
8 1 ]
b 4
£
e
a
o
I I I I I I I I I I I I
k T U T y u u k T T u T T T
19 2 24 2 29 2 34 36 19 n 2% 2 29 2 34 36
Edat gestacional Edat gestacional
LONGITUD DEL COS CALLOS DIAMETRE TRANSCEREBEL LAR

Centimetres

19 22 24 26 29 32 34

Edat gestacional Edat gestacional

O Zika O Percentil 5 © Percentil 50 © Percentil 90

Figura 7. Cas |: Evolucid prenatal de biometries i parametres ecografics de SNC.

91



RESULTATS

6.4. RESULTATS PERINATALS

Totes les gestacions van cursar dins de la normalitat excepte tres: un cas de sindrome
congenita per virus Zika que va ser un part a les 37 setmanes (cas 1), una interrupcié de la
gestacid a les 22 setmanes per ZCS (cas 2) i un cas d'avortament espontani a les 9
setmanes de gestacid amb RT-PCR de placenta positiva per ZIKV. Un cas RT-PCR positiva
per ZIKV va ser una perdua de seguiment a les 24 setmanes de gestacid i en el grup
d'infeccié probable un cas de ZIKV-IgM positiva va optar per no continuar amb I'embaras a

les || setmanes de gestacio.

Pel que fa als embarassos que van cursar sense incidencies dels quals disposem de resultats
perinatals (67 casos), I'edat gestacional mitjana al naixement va ser de 39.5 setmanes (IQR
38.50-40.2 setmanes) i el pes mitja al naixement va ser de 3260 grams (IQR 2980-3580
grams). Disposem de dades de longitud i circumferéncia cefalica al naixement per a 55
nounats. La circumferéncia cefalica mediana va ser de 34 cm (IQR 33-35 cm) i la longitud
mitjana va ser de 49.5 cm (IQOR 48-50 cm). La mitjana de puntuacié Apgar als 5 minuts va
ser de 10 (IQR 10-10). No hi va haver cap cas d'exitus neonatal. Cinc nounats van ser
ingressats a la Unitat de cures intensives neonatals; no obstant aixo, cap d'ells en relacid
amb la infeccié per ZIKV. Fins ara, no s'han sospitat casos d'infeccié congenita per ZIKV
entre els nounats fills de mares sense alteracions ecografiques durant 'embaras. No hi va
haver diferéncies en els resultats perinatals entre els casos confirmats sense anomalia

congenita diagnosticada i els casos probables.

Tenim dades d'analisi de virus Zika en llet materna per a |5 dones i va resultar negativa en
totes elles, inclos el cas ZCS. L'estudi de ZIKV RT-PCR en mostra de placenta es va realitzar
en 61.1% (44/72) casos.Va resultar negativa en 42 casos (95%) i positiva en dos, ambdds en
el grup d'infeccié confirmada (p=0.002). Respecte els dos casos amb RT-PCR de placenta
positiva, el primer (avortament espontani de primer trimestre) van passar 23 dies des de
linici dels simptomes i el segon cas (interrupcié de la gestacid) van passar 54 dies des de
linici de la simptomatologia. Disposem d'informe d'anatomia patologica de la placenta per a
48 dones i no es van trobar anomalies aparentment relacionades amb la infeccid pel virus
Zika.
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Taula 10. Resultats perinatals de les gestants incloses a I'estudi.

RESULTATS PERINATALS (gestacions
normals) (n, %)

Edat gestacional mitjana al part
(setmanes)

Part > 37 setmanes (n)
Part entre 35-37 setmanes (n)

Tipus de part (n, %)

Espontani
Instrumentat
Cesaria

Pes mitja al naixement (grams)

RESULTATS NEONATALS
(gestacions normals) (n, %)

Longitud mitjana (cm)
Circumferencia cefalica mitjana (cm)

Ph cordé umbilical

Puntuacié Apgar mitjana als 5 minuts

67 (93%)

39.5 (IQR
38.5-40.2)

61 (91.1%)
6 (8.9%)

48 (71.6%)
5 (7.5%)
14 (20.9%)
3260

(IQR 2980-3580)

55/67 (82%)

49.5 (IQR 48-50)

34 (IQR 33-35)

7.20 (IQR
7.15-7.24)

10 (IQR 10-10)

6 (60%)

38.4 (IQR 37.3-39.7)

5 (83.3%)
| (16.7%)

6 (100%)
0
0
3065
(IQR 2925-3280)

4/6 (66.6%)
49.3 (IQR 48.1-50.4)
34 (IQR 33.6-34.9)
7.20 (IQR 7.16-7.21)

10 (IQR 9.8-10)

61 (98.3%)

39.5 (IQR
38.5-40.4)

56 (91.8%)
5 (8.2%)

42 (68.9%)
5 (8.2%)
14 (23.0%)

3290
(IQR 2980-3600)

51/61 (83.6%)

49.5 (IQR 48-50)

34 (IQR 33-35)

7.20 (IQR
7.16-7.24)

10 (IQR 10-10)

RESULTATS

0.163

0.444

0.271

0.277

0.987

0.818

0.784

0.649

6.4.1. RESULTATS PERINATALS DELS CASOS DE SINDROME CONGENITA PER VIRUS

ZIKA

Cas |

En referencia al nounat amb ZCS, totes les mostres obtingudes al néixer i postnatals van ser

negatives, incloent ZIKV RT-PCR en sérum, orina i liquid cefaloraquidi. Els anticossos IgM

també van ser negatius en sérum i liquid cefaloraquidi. Tot i aixi, els anticossos serics ZIKV-

lgG continuen sent positius |8 mesos després del part, mentre que s’han negativitzat en els

altres nens nascuts de mares infectades amb ZIKV. Les proves d'imatge van confirmar les

troballes ecografiques prenatals (Figura 8).
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ECO CEREBRAL Coronal

Figura 8. Ecografia transfontanel far i RM postnatal.

Microcefalia de predomini frontal amb simplificacié del patrd giral i multiples calcificacions
parenquimatoses periventriculars parieto-occipitals. Ventriculomegalia dismorfica moderada. Cortesia
del Servei de Radiologia Pediatrica de I'Hospital Universitari Vall d'Hebron.

Cas?2

Lestudi necropsic del fetus afecte de ZCS producte d'interrupcié de la gestacié a les 22
setmanes va confirmar el retard de creixement, amb biometries fetals inferiors a I'esperat
per I'edat gestacional i circumferencia cefalica suggestiva de microcefalia (Z-score <-3),
micrognatia, hipotelorisme i artrogriposi de les quatre extremitats (Figura 10). Lestudi
neuropatologic va confirmar la microcefalia amb atrofia cortical i ventriculomegalia
sospitades a I'ecografia i RM realitzades, i va aportar la troballa de calcificacions (Figura 9)

en ambdds hemisferis cerebrals, que no s’havien objectivat a les proves d'imatge.

Es van obtenir mostres de diferents teixits organics per posterior estudi microbioldgic. La
RT-PCR per virus Zika va ser positiva en liquid cefaloraquidi, cervell (frontal, occipital i
temporal), tiroides, traquea, cor, quadriceps, medul 1a espinal i placenta. La ZIKV RT-PCR va
ser negativa a bufeta, melsa, muUscul psoes, intesti prim, pancrees, ronyons, glandules

suprarenals, esofag, estdmac, llengua, pulma, fetge, pell, pericardi, timus, os, ovari i cerebel.

Lestudi mitjancant microscopia electronica va permetre identificar particules intra-

citoplasmatiques suggestives de particules virals a la placenta (Figura | 1) perd no en SNC.
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Figura 9. Tincié hematoxilina-eosina que demostra les calcificacions a SNC.
Cortesia del Servei d'Anatomia Patologica de I'Hospital Universitari Vall d'Hebron.

Figura 10. Imatge ecografica, serie oOssia i correlacid macroscopica del fetus afecte de ZCS amb
artrogriposi, producte d'interrupcié de la gestacié a les 22 setmanes.

Cortesia del Servei d'Anatomia Patoldgica de I'Hospital Universitari Vall d'Hebron.
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Figura | I. Imatge de microscopia electronica que demostra la preséncia de virus del Zika a muscul.
Cortesia del Servei d’Anatomia Patologica de 'Hospital Universitari Vall d'Hebron.

Taula |'1. Caracteristiques de les gestacions amb fetus afectes de sindrome congéenita per virus Zika.

Pais d’exposicid
Mes / any d’exposicio
Edat gestacional a la infeccié (setmanes)

Edat gestacional al diagnostic
(setmanes)

Virémia persistent (dies)
Simptomatologia
Alteracions Ecografia i/lo RM

Edat gestacional a amniocentesi
(setmanes)

RT-PCR Zika en liquid amniotic

RT-PCR Zika en placenta

RT-PCR Zika positiva en altres mostres

Resultat de gestacio
Pes al naixement (grams, Z score)
Longitud al naixement (cm, Z score)

Circumferéncia cefalica al naixement
(cm, Z score)

Colombia
Desembre 2015

8-9
11.42

107
Si

Si
19

Positiva

Negativa

Part a terme (37 setmanes)
2540 (-2.2)
48 (-1.09)

30 (-4)

Equador
Abril 2017

Desconeguda (estimada |er trimestre)
15

72
No

Si
22

Positiva
Positiva

Liquid cefalorraquidi, cervell, tiroides,
traquea, cor, quadriceps, medul fa
espinal

Interrupcié de gestacio (22 setmanes)
325 (-2.61)
25 (<-3)

16.8 (-3.57)
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7. DISCUSSIO

Lestudi descriu una cohort prospectiva de 72 dones amb infeccid per ZIKV durant
I'embaras en un pais no endeémic. Totes excepte cinc dones eren originaries d'Ameérica
Central o del Sud, i totes es van infectar en un viatge al seu pais d'origen. El fet de trobar
nos en un pafs no endemic permet controlar alguns factors com la reinfeccié pel virus o la
sobre-infeccié per altres flavivirus, que poden tenir un paper clau en el comportament del

Vvirus.

7.1. CARACTERISTIQUES DEMOGRAFIQUES

7.1.1. SIMPTOMATOLOGIA MATERNA

El 34.7% de les dones incloses a I'estudi van presentar simptomes suggestius de malaltia del
virus Zika, incidencia superior al que s'ha descrit anteriorment.8* Els EUA reporten un 61%
de gestants simptomatiques,? pero ells mateixos argumenten que tot i la seva politica de
cribratge universal,8* és possible que consultin més les dones simptomatiques que les que

no ho son.

La simptomatologia més freqlent va ser 'erupcié cutania i la febre, sense diferéncies entre
ambdds grups. Altres grups publiquen l'erupcié cutania com al simptoma predominant

mentre que la febre no resulta tant freqlient.8% 134
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Respecte els casos confirmats, només dos no van presentar simptomatologia suggestiva
d'infeccié per ZIKV. D'aquests dos casos, el primer va ser un embaras sense complicacions
amb un nadd aparentment sa, mentre que en el segon cas, el fetus va presentar anomalies
en l'ecografia del segon trimestre suggestives d'infeccié congenita per ZIKV. Aquest cas es
va diagnosticar gracies a la politica de "cribratge universal" per gestants amb risc d'infeccié
per ZIKV que s'aplica al nostre pais.8> Aquesta dona va ser remesa al nostre centre per la
sospita d'anomalia cerebral en la qué s'havia menystingut un informe de laboratori on
constaven anticossos positius per ZIKV-IgM. Lexperiéncia previa de I'equip que va avaluar la
dona va permetre sospitar el diagnostic d'infeccid congenita per virus Zika, que d'altra

manera podria haver passat desapercebut en el context d'un pafs no endemic de ZIKV.

Com nosaltres, altres series reporten mals resultats perinatals en dones que no han
presentat simptomatologia durant la gestacié. Honein et al.!3> en una série de 442 gestants
amb evidencia dinfeccié per ZIKV reporten un 6% danomalies congenites, sense

diferencies en el grup de gestants simptomatiques i asimptomatiques durant la gestacio.

7.1 2. TRIMESTRE D'INFECCIO

Tot i que no s’ha pogut demostrar, varies publicacions suggereixen que la infeccié en primer
trimestre comporta pitjor pronostic neurologic.3 158294134 A |a nostra cohort un 30% de
les dones amb infeccié confirmada es van infectar durant el primer trimestre de I'embaras i
un 70% al segon trimestre. No vam identificar casos d'infeccié materna en el tercer
trimestre. Els nostres resultats suggereixen una tendencia a pitjor resultat perinatal quan la
infeccié pel ZIKV es produeix durant el primer trimestre (p = 0.071), ja que en ambdds
casos de ZCS la infeccié virica va ser durant el primer trimestre. Tot i aixo, no vam poder
demostrar que la infeccid per ZIKV en el primer trimestre de I'embaras implica pitjors

resultats que altres trimestres; probablement degut al petit nombre de la mostra.

Franca et al?’ en una cohort de 1501 nadons amb mares que han tingut una erupcid
cutania durant la gestacid troben una correlacid entre mida de la calota i trimestre
d'infeccid, essent el Z-score de la calota inferior quan la infeccid es produeix en el primer
trimestre. Amb tot, també reporten alteracions neurologiques en nadons amb calota de
mida normal al naixement en que la mare explica I'erupcid al tercer trimestre de gestacio.

Halai et al.!3¢ troben correlacié entre I'edat gestacional i el resultat perinatal (p=0.042), amb
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una odds ratio de 0.95 (95% IC: 0.91-099), tenint millor pronostic els casos d'infeccié més
tardana. Hoen et al.!3* en una cohort de 546 gestants simptomatiques amb infeccié
confirmada per ZIKV també troben diferéncies significatives respecte a anomalies
neurologiques quan la infeccid es produeix en el primer trimestre (12.7%) respecte al

segon i tercer trimestres (3.6% i 5.3%, p=0.001, respectivament).

Tenint en compte el pais d'exposicid, en els dos casos d'infeccié fetal confirmada el
moment d'exposicio al virus coincideix amb I'€poca de major nombre de casos reportats a
Colombia i Equador, respectivament (Annex 4). En el cas |, la infeccid materna correspon
amb les setmanes epidemiologiques 52 (2015) i 2 (2016). Respecte al cas 2, malgrat la
infeccié es va diagnosticar en setmana |5 de gestacid (SE 25), la gestant havia viatjat sense
coneixer l'estat de gestacid i va tornar del viatge en SE 22, amb la qual cosa es presumeix la
infeccié durant el primer trimestre, que sembla coincidir amb el segon pic de casos de Zika

a I'Equador.

7.1.3. COINFECCIO ZIKA - DENGUE

Dels dos casos de coinfeccié Zika - Dengue, un va ser en el grup d'infeccié confirmada i
I'altre en el grup d'infeccié probable. El cas de la infeccid confirmada va tenir afectacio fetal i
laltre cas de ZCS la mare era immune a DENV. A la nostra serie, un 97.9% de les dones

tenien DEMV-IgG positives al moment del diagnostic.

Es desconeix si la coinfeccid per Dengue pot augmentar el risc d'infeccié fetal. Estudis invitro
demostren una major viruléncia en ratolins amb infeccié per ZIKV previament infectats per
DENV o WNV; 137 a I'estudi de Brasil et al.8? en 3 casos es va demostrar coinfeccié ZIKV -
CHKV (2.8%), amb un cas d'avortament en el primer trimestre perd no van registrar casos
de coinfeccié amb DENV tot i que un 88% de les gestants tenien anticossos IgG-DENV. En
una altra publicacid del mateix grup no troben associacié entre la presencia d'anticossos
lgsG-DENV i un fenotip més sever.!3¢ Pel mateix motiu desconfien que la infeccié prévia per

DENV pugui tenir un paper protector en la infeccié per ZIKV.

Lexperiencia previa amb infeccié congénita per daltres flavivirus recolza la possibilitat que

la coinfeccié amb varis flavivirus origini un fenotip més sever?’
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7.2.ESTUDIS DE LABORATORI

7.2.1. METODOLOGIA DE CRIBRATGE

El protocol de cribratge de gestants a I'Hospital Vall d'Hebron seguia les recomanacions de
I'Agencia de Salut Publica de Catalunya.!33 Aquestes recomanacions van ser fetes seguint les

directrius del CDC, amb algunes particularitats.

Les primeres guies cribratge de virus Zika en gestants publicades pel CDC sén de gener-
febrer 2016.%5 Aquestes guies basaven el cribratge de les gestants amb possible exposicié al
virus en la determinacid de RT-PCR i IgM i el seguiment ecografic exhaustiu durant

I'embaras.

El juliol®* del mateix any, van introduir la variable “temps des del contacte de risc”’ per

modificar les pautes de cribratge i la determinacié de DENV-IgM:

* En gestants amb exposicié al virus en les darreres dues setmanes el cribratge es faria amb
RT-PCR i en cas de negativitat es cribraria amb IgM (entre les 2-12 setmanes) i DENV-

IgM (en cas de gestants simptomatiques).

* En gestants amb exposicid més enlla de dues setmanes es cribraria amb ZIKV-IgM i

DENV-IgM, i en cas d'lgM positiva o dubtosa caldria confirmar amb PRNT.

La darrera revisi6 de juliol 201770 canvia el protocol de cribratge de gestants

simptomatiques i asimptomatiques (Annex 3):

* En gestants simptomatiques recomana el cribratge amb RT-PCR (en serum i orina) i IgM
les primeres |2 setmanes post-infeccid. En cas de IgM positiva i RT-PCR negativa

recomana neutralitzar amb DENV i qualsevol altre flavivirus per tal d'arribar al diagnostic.

* En gestants asimptomatiques recomana discutir amb la gestant els riscos / beneficis del
cribratge i en qualsevol cas, cribrar només amb RT-PCR (en sérum i orina) en cada

trimestre.

El CDC justifica el canvi de protocol en que la IgM pot romandre positiva més enlla de 12
setmanes amb el que no permet distingir infeccié recent de la previa a la gestacié i les
dificultats d'arribar a un diagnostic definitiu només amb proves serologiques en una

poblacié amb alta prevalenca d'infeccié per altres flavivirus.
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A I'hora d'elaborar el protocol de cribratge per Catalunya'33 al gener de 2016 la idea de
distingir entre dones simptomatiques i asimptomatiques pel cribratge, o un control
ecografic exhaustiu tant per gestants positives com negatives no semblava cost-efectiu, pel
que es va decidir cribrar amb RT-PCR i I1gM / IgG els primers 21 dies post-infeccid en
gestants simptomatiques o post-exposicié o només cribratge serologic més enlla de les 3
setmanes. El cribratge per DENV i CHKV es va introduir de rutina amb la determinacié de
ZIKV. A la darrera versié del protocol es proposa I'eliminacié del cribratge amb IgG, ja que a
la vista dels resultats, no aporta informacid, genera resultats inconclusius, augmenta el

nombre de visites mediques i genera angoixa a la gestant.

La determinacié de RT-PCR en sérum i /o orina es va realitzar a 66 gestants, de les quals 10
(15%) van ser positives i 55 (83%) negatives. Analitzant la cohort del Brasil, Halai et al.!3¢
reporten un 65% de RT-PCR positives, perd no troben correlacié entre la carrega viral i la

severitat de la infeccid fetal.

La PRNT es va realitzar a totes les gestants. No hauria estat necessaria a les gestants del
grup confirmat, pero es feia de rutina com a part del protocol. Respecte al grup d'infeccié
probable, la PRNT va permetre confirmar el diagnostic en els 6 casos de ZIKV-IgM positiva i
en 32 casos de ZIKV-lgG positiva, perd no va ajudar a arribar a un diagnostic en prop de la

meitat dels casos, tot i repetir-la una o dues vegades en la majoria d'ells,

Aplicant l'algoritme diagnostic del CDC (Annex 3) s’haurien diagnosticat tots els casos
confirmats (9 simptomatiques amb RT-PCR i una asimptomatica amb IgM positiva) i s’hauria
fet seguiment de cinc casos més que tindrien ZIKV-IgM positiva i PRNT positiva. De manera
que no hauria calgut fer seguiment de 57 gestants: onze de simptomatiques i 46
d'asimptomatiques. El motiu pel qual en 6 casos confirmats la IgM va ser negativa es
deconeix: una possible explicacié podria ser que al moment de la determinacid de la IgM
aquesta ja s'hagués negativitzat, ja que en cinc d'aquests casos es reporten viremies

superiors a 50 dies.

Les limitacions de la tecnica de PRNT pel diagnostic han estat desenvolupades a l'apartat
[.3.1.2. Estudis serologics de la Introduccié i inclouen la baixa especificitat de la tecnica pel
virus del Zika amb un gran nombre de reaccions creuades i la impossibilitat al nostre pais

d'arribar a un diagnostic definitiu donat que no es disposa de PRNT per altres flavivirus.
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7.2.2.VIREMIA PERSISTENT

La viréemia perllongada es defineix com la presencia de ZIKV-ARN en serum més enlla dels
|4 dies posteriors a |'aparicid de simptomes per a gestants simptomatiques o la preseéncia
de ZIKV-ARN en sérum més enlla de 21 dies després de I'Ultima exposicié a ZIKV per a
gestants asimptomatiques'38 basant-se amb qué el 95% de les persones no tindrien virémia
detectable en aquest perfode de temps.*3 En el nostre estudi, totes les dones amb infeccid
confirmada van tenir viremies majors de |4 dies (mitjana de 61.5 dies, IQR 35.50 - 80.75
dies) amb un maxim de 107 dies pel cas |.Altres autors han evidenciat periodes de viremia

superiors a |4 dies en dones gestants i no gestants, 4 125,131, 138-139

En el ZiPer Study (Zika Virus Persistence Study)>¢ un 4% dels participants tenien viremies
superiors als 60 dies des de l'inici de la clinica i les viremies més llargues corresponien a

dones gestants.!40

El significat de la virémia perllongada es desconeix. Algunes publicacions suggereixen que les
particules virals detectades en sang materna de forma perllongada serien d'origen feto-
placentari, de manera que el complex fetus-placenta actuaria com a reservori i la durada

perllongada de la viremia materna seria un marcador d'infeccid fetal 60.94. 127

A la publicacié Prolonged Zika Virus Viremia during Pregnancy,?4 que descriu el primer cas
d'infeccié congenita per virus del Zika de la nostra serie, descrivim algunes observacions

que recolzarien aquesta hipotesi:
* La carrega viral en liquid amnidtic va ser superior que en serum.

* La carrega viral en serum matern es va mantenir estable (el valor del “cicle llindar” es va
mantenir en aproximadament 35 durant |4 setmanes i després es va negativitzar de

forma sobtada, enlloc de disminuir progressivament, com es podria esperar).
* Es van detectar anticossos neutralizants en serum alhora de I'ARN del virus.

* Les mostres d'orina van ser sempre negatives mentre el serum era positiu (tenint en
compte la historia natural de la infeccid,2? s'esperaria que el temps de virdria fos superior

al temps de viréemia).

En qualsevol cas, sembla que la virémia persistent és predictor de mal resultat perinatal;
tanmateix, en el nostre estudi no hem pogut demostrar-ho, possiblement degut al baix

nombre de casos amb infeccié confirmada.
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7.2.3.ESTUDI DEL LIQUID AMNIOTIC

La determinacié de ZIKV RT-PCR en el liquid amniotic va ser positiva en els dos casos de
infeccié congenita de ZIKV (a les 19 i 22 setmanes de gestacio, respectivament); no obstant
aixo, un d'aquests casos es va re-avaluar al moment del part i la RT-PCR ZIKV en liquid
amniotic va ser negativa (I8 setmanes després de la primera determinacid). La
negativitzacié del virus en liquid amniotic, juntament amb la negativitzacié sobtada de la
carrega viral materna entre les 24 i 28 setmanes suggereixen que el fetus, la mare i/o
ambdds podrien haver resolt la infeccié en vida intrauterina.!2® Aquesta hipotesi explicaria
no només la negativitzacié del virus en liquid amnidtic, siné també la impossibilitat de trobar

virus en totes les mostres analitzades, tant maternes com fetals / neonatals.

Altres grups també han observat que la positivitat del virus en liquid amniotic pot ser
transitoria3 8 127; Schaub et al.'2/ van observar la negativitzacié del ZIKV RT-PCR en liquid
amniotic. Les seves troballes coincideixen amb la nostra hipotesi que a resposta immunitaria
fetal eliminaria les particules virals de la circulacid feto-materna, i aixo resultaria en la
negativitzacié de la viremia materna i del liquid amnidtic, a pesar de la persisténcia del virus
en SNC (fet que ells argumenten amb la positivitat del virus en SNC en fetus producte
d'interrupcié de la gestacid). No obstant, també deixen la porta oberta a la possibilitat de

falsos negatius de la tecnica.

Sembla que la troballa de particules virals de ZIKV en liquid amniotic en un fetus amb
anomalies de SNC en absencia de qualsevol altre causa, és diagnostica d'infeccié congénita
per virus Zika, pero l'abséncia de virus en liquid amniotic no permet descartar la infeccié.”®
Manguen dades en quant a la sensibilitat i especificitat de la presencia del virus en liquid
amniotic,t¢ el millor moment per la realitzacid de la tecnica, el paper de la positivitat de

ZIKV RT-PCR en el liquid amnidtic i el significat de la seva negativitzacid.8?. 124,126, 141

La decisid de realitzar la técnica invasiva ha de ser individualitzada i consensuada amb els
pares, ja que es desconeix el comportament del virus en liquid amniotic i 'amniocentesi no

deixa de ser una técnica invasiva que suposa un risc per 'embaras.'42

Amb tot, encara hi ha moltes incognites per resoldre: Quin paper té la negativitzacid de la
virémia en serum matern? Aquestes particules virals que detectem en liquid amniotic sén

infeccioses! La RT-PCR detecta fragments de genoma viral, de manera que la positivitat de
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ZIKV RT-PCR en el liquid amnidtic suggereix la infeccié del binomi mare-fetus, pero no pot

determinar si és contagids.>?

724, ESTUDI DE LA PLACENTA | LLET MATERNA

Lestudi de la placenta va permetre detectar ZIKV-ARN en dos dels set casos analitzats del
grup d'infeccié confirmada (28%), pero va ser negatiu en el cas de ZCS (cas |). El CDC
reporta un |1% de mostres de placenta positives per ZIKV en dones amb possible
exposicid al virus.!43 Altres autors també reporten taxes baixes de deteccid del virus en
mostres de placenta (3/8 casos) i argumenten que I'estudi de la placenta no és un bon
metode diagnostic de la infeccid congénita.'?’ En qualsevol cas, la troballa d'/ARN viral a la
placenta confirma la infeccid materna pero no distingeix infeccié materna de fetal! i es
desconeixen les implicacions que pot tenir pel nadé el fet de trobar particules virals a la

placenta en absencia de simptomatologia.®!

Respecte als dos casos amb RT-PCR de placenta positiva, el primer (avortament espontani
de primer trimestre) van passar 23 dies des de linici dels simptomes i el segon cas
(interrupcié de la gestacid) van passar 54 dies des de [inici de la simptomatologia.
Bhatnagar et al.!** analitzen la persistencia del virus en teixit de SNC i placenta de 52
pacients | troben que la mitjana de persisténcia del virus en mostres de placenta és de 81
dies (rang 15-210 dies).

Lestudi de la llet materna no va demostrar la presencia del virus en cap de les mostres
analitzades, inclos el cas I. La presencia de particules viriques de Zika a la llet materna s’ha
descrit en publicacions referents a I'epidémia de la Polinésia Francesa’® i a Nova Caledonia.?>
Tot i aixi, al moment de la redaccié de l'estudi no consten dades de transmissié del virus
per la llet materna, de manera que no hi ha recomanacions contra la lactancia materna en

mares infectades amb ZIKV.2?

7.2.5. CONFIRMACIO D'INFECCIO CONGENITA EN EL NOUNAT

La preséncia d'anticossos ZIKV-IgM en el nounat és el gold standard per al diagnostic de la

infeccié congénita de ZIKV.!* Tanmateix, des de juny de 2016, el CDC permet confirmar un
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cas sospitds de malaltia de ZIKV quan el nounat compleix els criteris clinics de
malformacions congenites de ZIKV (anomalia del SNC que no s'explica per un altre causa) i
I'ARN de ZIKV es detecta en teixits fetals, sang de cordd o liquid amniotic (https://

wwwn.cdc.gov/nndss/conditions/zika/case-definition/20 1 6/06/) (Annex 3).

Respecte al nadé amb ZCS, no vam poder demostrar la preséncia del virus en cap de les
mostres analitzades postnatalment, pero vam confirmar el diagnostic per les troballes
clinico-radiologiques, la PCR positiva en liquid amnidtic, i la positivitat de la IgG 18 mesos

postpart.

Les dificultats pel diagnostic postnatal d'infeccid congénita per ZIKV sén  evidents.
Nosaltres!?8 i altres!¥ hem demostrat la baixa sensibilitat de la RT-PCR en mostres de
sérum, orina i LCR en un nadé amb clinica compatible i vincle epidemiologic. Del Campo et
al.'46 van analitzar 14 mostres de LCR de nadons amb clinica compatible i la I1gM va ser
positiva en |2 i negativa en dos; tanmateix, ells no troben diferencies cliniques entre els
casos i plantegen que en el moment actual no hi ha evidencia de la sensibilitat de la IgM en
LCR com a criteri diagnostic per la infeccié congénita per ZIKV. El CDC proposa que en cas
de negativitat de les proves analitiques al naixement es pot fer una PRNT per ZIKV als 18
mesos de vida, perd d'aguesta manera no es pot excloure que la infeccid sigui postnatal,

particularment en paisos endemics.!

'abséncia de confirmacid virologica després del part en tots els liquids biologics analitzats

recolza la hipotesi de la resolucié de la infeccid per ZIKV durant la vida intrauterina.!28

7.3. PROVES D’IMATGE (ECOGRAFIA | RESSONANCIA MAGNETICA)

A la nostra serie es van diagnosticar dos casos amb sindrome congenita per virus Zika. En
ambdds casos el diagnostic es va fer a I'ecografia del segon trimestre, a les 19 1 22 setmanes
respectivament. En el cas | la microcefalia no va ser evident fins les 24 setmanes, mentre
que el segon cas va ser un fetus amb un retard de creixement sever, perd no una
microcefalia aillada. Schaub et al.'2” en una cohort de 8 fetus amb ZCS confirmat per
amniocentesi reporten una mitjana de || setmanes des del diagnostic a la troballa
d'anomalies per ecografia, i sempre a partir de les |9 setmanes (mitjana 23 setmanes) |

Parra-Saavedra i cols.!*” reporten una mitjana de 2| setmanes (rang 3-29 setmanes) des de
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linici dels simptomes i el diagnostic de microcefalia. A la nostra serie van passar ||
setmanes des del diagnostic d'infeccid a la troballa d'anomalies pel cas | i 7 setmanes en el

cas 2.

El diagnostic de microcefalia en etapa prenatal és complex degut a la quantitat de variables
que hi influeixen. En els dos casos afectes, la microcefalia es trobava en un context d'una
sindrome polimalformativa. En cas d'una microcefalia aillada, sovint es tracta d'un diagnostic
de sospita en el tercer trimestre, i en absencia d'altres malformacions, cal ser molt acurat
amb el diagnostic degut a les implicacions que pot tenir en el maneig de la gestacié. Un
meta-analisi del 2017 amb una mostra de quasi 3000 gestants estima una prevalenca de
microcefalia en gestants amb infeccid per ZIKV del 2.3% (95% IC: 1.0-5.3%).148 Tenint en
compte que la prevalenca estimada de microcefalia al naixement és del 0.02%, la infeccié

pel virus del Zika suposa un increment per 10 vegades del risc de microcefalia.

A més de la microcefalia el virus del Zika és responsable d'altres anomalies cerebrals com
calcificacions, anomalies dels ventricles laterals, el cos callés o la fossa posterior, lesions
quistiques o anomalies de solcacié i atrofia cerebral.8? %8 Els espais aracnoidals solen estar
augmentats, el que reflecteix un menor volum cerebral del que esperarfem per la mida de
la calota i la atrofia sol ser més evident en lobuls frontals, el que provoca una desproporcid

entre la cara i la calota.!*?

El dany cerebral que ocasiona el virus del Zika s'ha relacionat amb la seqlencia de
disrupcié del cervell fetal (FBDS).150.151.152 Segons aquesta sequéncia, un insult (infeccid,
hipertérmia, alteracid vascular) en el fetus després de la setmana |2, provoca un stop en el
desenvolupament normal del cervell, provocant la necrosi progressiva del mateix i el
col lapse del crani, amb superposicié de les sutures, microcefalia i pell redundant al cuir
cabellut. El mecanisme pel qual aquesta seqtiéncia es produeix no és ben conegut!>2, sembla
que la pérdua de volum cerebral fa disminuir la pressid intracranial causant deformitats de
la calota. La discrepancia entre el creixement del crani i el cuir cabellut s'explicaria perque el
desenvolupament del cervell seria adequat almenys fins les 18 setmanes de gestacid,
perfode de formacié dels capil 1ars del cuir cabellut. En el cas del nadé amb ZCS, el fet que
les ecografies fossin normals fins a les |9 setmanes, recolza la hipotesi de la FBDS. En
aquest cas es van objectivar tant la pell redundant a nivell del cuir cabellut com la

prominencia dels ossos occipitals.
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Una altra observacié que val la pena comentar és el patrd de creixement del cos callds: el
desenvolupament anomal del cos callds es va evidenciar a les |9 setmanes; va romandre
sense creixement fins a les 24 setmanes i a partir de llavors va comencar a créixer,
coincidint amb la normalitzacié de la viréemia materna. L'autora és conscient que la
observacié d'un sol cas no permet extreure’n conclusions pero és plausible pensar en un
arrest en el desenvolupament del cervell de forma temporal (mentre hi ha presencia de
virus), que posteriorment continua el seu desenvolupament quan l'insult que 'ha motivat

desapareix.

El FBDS va ser descrit per primera vegada als anys 90's, pero fins I'epidémia de Zika se'n
havien reportat escassos 20 casos.'>2 Durant I'epidémia del Brasil al 20158 es descriuen
troballes suggestives de FBDS en || de 35 nadons amb microcefalia; i I'artrogriposi
(contractures mdltiples de les articulacions, secundaries a l'afectacié del SNC pel virus)é*
observada en el segon cas de ZCS, també es va descriure en 4 dels 35 infants a Brasil.
Aquests casos es van incloure en una serie més gran que descriu I'espectre fenotipic de
ZCS.16 A l'estudi de del Campo et al.!*¢ el criteri d'inclusié és la circumferéncia cefalica
inferior a 33 c¢m al naixement. Ells mateixos reconeixen que aixd pot ser un biaix de
seleccié dels casos més severs, i hipotetitzen que la infeccié precog¢ pot determinar un
patré de microcefalia severa; la infeccié a finals del primer trimestre o segon causaria el
col lapse de calota amb pell redundant; i la infeccid més tardana tindria menor influéncia en
la mida de la calota i menor impacte neurologic. En qualsevol cas, conclouen que el procés
de destruccié neuronal deu ser lent ja que les conseqlencies de la infeccid son aparents

setmanes després de la infeccid documentada.8?

La presencia de calcificacions en SNC és una troballa freqlient en infeccions congenites;!>3
en el virus del Zika les calcificacions sén tipicament punctiformes i/o grolleres, situades de
forma preferent a la unié de substancia gris amb substancia blanca, ganglis basals i fossa
posterior!5415> Altres agents infecciosos com la Toxoplasmosi o el Citomegalovirus (CMV)
ocasionen lesions severes de SNC i calcificacions. La toxoplasmosi congenita cursa amb
dilatacié ventricular i calcificacions parenquimatoses!>¢ (per ecografia noduls refringents,
més que calcificacions punctiformes); I'afectacié extra-cerebral és freqlent, en forma de
calcificacions en altres localitzacions. En el CMV el patré de lesions cerebrals té moltes
similituds amb el ZIKV (alteracions corticals, sinequies i pseudoquists periventriculars,

microcefalia i atrofia), tot i que les calcificacions solen ser punctiformes i periventriculars.!>’
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Nombroses publicacions referencien la troballa de calcificacions en SNC. Petribu et al.!>*
segueixen 37/ nadons afectes de ZCS mitjancant tomografia computada i observen una
disminucié de les calcificacions en el 92% dels casos a I'any de seguiment pel que conclouen
que la preséncia / absencia de calcificacions no hauria de ser un criteri pel diagnostic tarda
de ZCS.

Respecte a les troballes extra cerebrals, a la nostra série trobem un cas de cardiopatia
congenita en el grup dinfeccié probable. Si bé les alteracions estructurals cardiaques no
s’han relacionat directament amb el ZIKV, algunes publicacions reflecteixen un increment

d'anomalies cardiaques en fetus / nadons afectes pel virus.!>8

7.4. RESULTATS PERINATALS

La taxa global de mal resultat perinatal en dones embarassades amb infeccié confirmada
per virus del Zika i sense nova reexposicid és del 33.3%. La taxa de malaltia congénita és
del 22.2%, i la taxa d'avortament espontani en el primer trimestre de I'embaras és de I'l 1%.

A la nostra série no es van detectar casos d'obit intrauter.

A l'epidemia pel ZIKV de la Polinésia Francesa!! es va estimar retrospectivament que I'1%
dels fetus fills de mares infectades amb ZIKV en el primer trimestre havia tingut microcefalia;
Brasil et al.8? van reportar una taxa global de resultats adversos del 46%, independentment
del trimestre en la infeccid; i el CDC? ha publicat una taxa d'infeccid congenita del 5% els
anys 2016 i 2017. La série més recentment publicada,'3* que analitza una cohort de
gestants simptomatiques amb infeccié confirmada per RT-PCR en territoris francesos
d’America, reporta un risc global de mal resultat perinatal del 7%, un risc de ZCS del 3.1% i
un risc de microcefalia severa del 1.6%. La nostra serie revela una taxa global de mal

resultat perinatal del 4.29% en dones amb cribratge per ZIKV positiu durant I'embaras.

A la cohort de Brasil et al.8? reporten una taxa de mal resultat perinatal de 55%, 52% i 29%
en cada trimestre de I'embaras, amb dues pérdues fetals al segon i tercer trimestres. Als
EUA® |a taxa reportada de mal resultat perinatal és del 8%, 5%, 4%, respectivament. A la
nostra serie, els tres casos de mal resultat perinatal la infeccid es va produir en el primer
trimestre (33%), i no vam registrar cap cas d'exitus intrauterl mentre que Melo et al.

reporten una taxa d'exitus intrauteri del 27.3%.78
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No esta clar el perque el nivell d'afectacié al Brasil va ser superior que en altres regions. El
fet que fos una poblacié ndive pel virus, en una zona d'escassos recursos i amb alta

prevalenca del mosquit sén factors que podien haver-hi influit.

La major serie publicada de nadons fills de mares ZIKV positives reporten una mortalitat

postnatal del 4.19% en casos confirmats respecte a |.4% en controls.?7

Respecte al diagnostic postnatal d'infeccié congenita, el grup de Brasil®? reporta un 42%
d'anomalies, mentre que a la nostra serie no hem detectat anomalies en cap dels nadons
fills de mares amb infeccid pel virus durant la gestacié. Aquestes diferéncies poden ser
degudes a una millor capacitat de deteccid i seguiment de les mares en etapa prenatal en el
nostre medi. Ells refereixen haver fet 153 ecografies a 59 gestants, el que suposa un com a
maxim un 38% de les dones. Nosaltres vam fer almenys una ecografia a totes les gestants
incloses a 'estudi, que hauria permes sospitar les anomalies en cas que fossin presents. De
manera que, a la nostra serie el risc de mal resultat perinatal es correspon amb la taxa de

transmissié vertical, no havent trobat cap nadd amb infeccid pel virus sense lesié congénita.

7.5. LIMITACIONS DE LESTUDI

La infeccié pel virus del Zika és una infeccié emergent, que al nostre ambit és importada, el
que fa que el nombre de casos confirmats sigui limitat. A més, la manca de proves de
laboratori adequades per la confirmacié serologica de la infeccié per ZIKV en dones amb

infeccié previa per d'altres flavivirus, encara dificulta més la identificacié de casos.

El PRNT per a flavivirus diferents del virus del Zika no esta disponible al nostre pais; i el
PRNT per ZIKV té una baixa sensibilitat pel diagnostic, amb un alt nombre de resultats no
concloents (a la nostra serie va ser indeterminat en la meitat dels casos). El CDC recomana
interpretar els resultats de PRNT amb precaucid per evitar infra-diagnosticar les infeccions
per ZIKV o DENV.6Z Aquest va ser el motiu pel qual vam decidir fer el seguiment de tots

els casos probables durant la gestacid, ja que no podriem descartar la infeccié per ZIKV.

Una altra limitacid de la técnica RT-PCR és que detecta particules virals perd no detecta el
virus,>? per la qual cosa no és possible inferir si el virus és transmissible en un fluid concret;
en el context prenatal, aixo és particularment important per fluids com el liquid amnidtic o

la llet materna en dones infectades pel virus.
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Altres limitacions inclouen la potencial font d’error que suposa el recordar |'antecedent de
simptomatologia suggestiva d'infeccié per ZIKV tractant-se d'una infeccid lleu en la majoria
de casos; els errors en la mesura amb les proves d'imatge i la manca d'informacié sobre
ecografies previes i resultats perinatals a causa del retard en la derivacié del pacient i/o que

el part s’hagi produit en un altre centre.

7.5.1. PREGUNTES SENSE RESPOSTA

El fet que es tracta d'una infeccid emergent, amb escassos tres anys de vida, fa que

I'evidencia disponible sigui limitada, amb un nombre important de preguntes sense resposta:

e Per qué hi ha infeccions simptomatiques i asimptomatiques! Quin paper juga la

simptomatologia materna en la transmissié vertical del virus?

+  Quin és l'origen de la virémia persistent? Quin significat té la seva negativitzacié? Es un

marcador d'infeccid fetal?
» Existeix un “periode finestra” en el que el virus no és detectable en liquid amnidtic?
*  Durant quant temps el virus és detectable en liquid amniotic?
* Lainfeccid pel virus confereix immunitat permanent?

*  Com influeix la infeccid i/o vacunacid previa per altres flavivirus en la infeccid per virus
Zika?

*  Quines consequéncies té la infeccid pel virus a llarg termini? Tant en nadons afectes,

com en adults?
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I. La taxa transmissié vertical en gestants amb infeccié confirmada pel virus Zika i sense

re-exposicions al virus és del 33%.

2. La taxa de malaltia congenita és del 22% i la taxa d'avortament espontani en el primer

trimestre és de I'l 1%.

3. Es desconeix el risc d'infeccid fetal sense lesié congenita.

4. Les dones poden infectar-se en qualsevol trimestre; no obstant, els resultats més greus

s'observen quan la infeccid es produeix durant el primer trimestre de I'embaras.

5. El virus del Zika causa malformacions severes del sistema nervids central en els fetus

infectats.

6. La viremia materna persistent reflexa la replicacid del virus en el binomi fetus-placenta.

7. La negativitzacié del virus en liquid amniotic és marcador d'immunitat pel virus.

8. Lanalisi de mostres de sang, orina i placenta dels nadons no sén bons metodes

diagnostics d'infeccid congenita.

9. Cal fer un seguiment dels nadons fills de dones infectades pel virus del Zika, tant
prenatalment com postnatal, i assessorar amb precaucié les gestants amb infeccid

confirmada sense alteracions a les ecografies de control.
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9.EL FUTUR...

La infeccid pel virus del Zika és una infeccid emergent amb una fisiopatologia poc
coneguda. En sabem molt poc del seu mecanisme de transmissid i les conseqtiencies a llarg
termini. La infeccid ha estat particularment agressiva en zones amb recursos escassos,
causant un nombre no menyspreable de nadons que requeriran de molts recursos sanitaris,
socials i economics. Desconeixem també si la infeccid pot tenir consequéncies a llarg
termini a la poblacid adulta i quines podrien ser; tenim dades de tropisme del virus per
SNC i per les gonades, de manera que no és desgavellat pensar que el virus pugui influir en
la capacitat reproductiva de les persones infectades o encara pitjor; causar algun tipus de

malaltia degenerativa a llarg termini.

La manca de proves de laboratori Utils per obtenir un diagnostic fiable és un punt de
conflicte encara no resolt. En aquest sentit, la troballa de nous marcadors que permetin
detectar la infeccid en gestants i sobretot en fills de mares infectades és un camp encara
per desenvolupar. Aquest és un dels objectius del projecte que el nostre grup de treball ha

presentat a la convocatoria de La Maratd 2017, que va tractar les malalties infeccioses.

El desenvolupament de farmacs i vacunes que permetin disminuir I'impacte de la malaltia,
tenint en compte que el “target” dels tractaments ha de ser gestants i nadons, és un altre
tema a resoldre. El dubte és si alguna vegada arribarem a disposar d’aquests tractaments, si
la infeccié generara prou interes politic, social i economic com per assumir-ne els costos

que generi.

Es possible que limpacte de la infeccid sigui diferent en paisos endemics i no endemics: en
paisos endemics sembla que la infeccid pugui donar immunitat permanent, de manera que
les epidémies viscudes els darrers tres anys no haurien de repetirse, i les dones

s'immunitzarien abans de 'embaras.

En paisos no endeémics com el nostre, amb una majoria de la poblacid no immunitzada i
amb moltes parelles en edat fertil que viatgen a territoris endémics, la infeccié pot ser
potencialment greu. Gustavo Malinger va dir en una xerrada que el virus del Zika ja no
existeix. Jo penso que el virus existeix en tant que algu el tingui en compte. Donat que el

virus comparteix moltes caracteristiques amb les infeccions TORCH, seria plantejable afegir
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el Zika al diagnostic diferencial: potser podriem afegir-lo a la “O’"? o encunyar un nou terme,
TORCHZ?

Mentrestant penso que val la pena seguir cribrant gestants amb els metodes dels que
disposem, i no deixar de preguntar si han viatjat quan les troballes ecografiques suggereixin

una etiologia infecciosa.
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ANNEX |. DEFINICIONS

(https://wwwn.cdc.gov/nndss/conditions/zika/case-definition/20 | 6/06/)

A. Malaltia per virus Zika

Cas sospitos: Pacient que presenta febre i/o exantema i almenys un dels seglients: artralgies / artritis /
conjuntivitis (no purulenta / hiperemica).

Cas probable:

- Cas sospitds + anticossos IgM anti-ZIKV (sense signes d'infeccid per altres flavivirus) + vincle
epidemiologic.

- Anticossos IgM anti-ZIKV positius + prova de neutralitzacié per reduccid en placa (PRNT90) per ZIKV
positiva.

Cas confirmat: pacient amb confirmacié de laboratori d'infeccié recent per virus Zika:

- RNA o antigen de ZIKA virus en mostres biologiques (serum, saliva, teixits, orina...) o

- Anticossos IgM anti-ZIKV positius + prova de neutralitzacié per reduccié en placa (PRNT90) per
ZIKV positiva a titols 4 o més vegades superior a altres flavivirus. Actualment no es disposa d'aquesta
técnica.

Cas probable de sindrome congénita associada amb el virus Zika: Nounat que compleix els criteris
d'un cas sospitds de sindrome congenita associada amb el virus Zika (1)

* presenta alteracions morfologiques intracranials detectades per qualsevol métode d'imatge i que no
s'expliquen per altres causes conegudes; O.

* la mare va tenir una erupcié cutania durant I'embaras

Cas confirmat de sindrome congeénita associada amb el virus Zika: Nounat que compleix els criteris
d'un cas sospitds de sindrome congenita associada amb el virus Zika | s'ha detectat la infeccid pel virus
Zika mostres del nadd, independentment de la deteccid d'altres patogens.
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C.Avortament o obit intrauteri associat amb virus del Zika

Sospita d’avortament o obit intrauteri associat amb virus Zika: Avortament o obit intrauteri en una

dona que durant el seu embaras va presentar una erupcié cutania (1)

« residia o va viatjar a una zona on hi havia vectors de virus Zika; O

« tenia relacions sexuals sense proteccié durant I'embaras amb una parella que residia o va viatjar a una
zona on hi havia vectors de virus de Zika

Avortament o obit intrauteri associat amb el virus Zika: Cas sospitds en que les mostres maternes
(sang o orina) o de I'avortament / obit sén positives per al virus Zika.

D. Transmissio vertical (sense sindrome congénita)

Sospita de transmissié vertical (sense sindrome congeénita): Nounat que no hagi complert els
criteris d'un cas sospitds de sindrome congénita associada amb el virus Zika, la mare del qual va
complir criteri de cas sospitds, probable o confirmat d'infeccié per Zika durant I'embaras.

Cas probable de transmissio vertical (sense sindrome congenita): Nounat que compleix criteris de
sospita de transmissié vertical en qué es detecten anticossos Zika-IgM o virus ARN en una mostra

de sang del cordd umbilical.

Cas confirmat de transmissio vertical (sense sindrome congenita): Nounat que compleix criteris de

sospita de transmissié vertical en els quals es detecten anticossos Zika-IgM en una mostra de serum.
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ANNEX 2.RECOMANACIONS PER AVIATGERS A ZONES ENDEMIQUES

Abans del viatge!33.159;
Es recomana que posposar el viatge fins al final de 'embaras.!¢0

No hi ha recomanacions en contra de diferir el viatge durant la lactancia.

Durant el viatge:

Es recomana fer servir un metode contraceptiu de barrera durant tot el viatge'¢! i prendre

les precaucions necessaries per evitar les picades de mosquit:
* Dormir amb mosquitera.

 Portar roba de maniga llarga i pantalons llargs i protegir-se sobretot durant les hores de

[lum.

e Utilitzar repel lents d'insectes homologats.'¢2163 Tant els repel lents que contenen NN-
dietil-meta-toluamida (DEET) com picaridina (carboxilat de sec-butil-2-(2-hidroxietil)- | -

piperidina) es consideren segurs durant la gestacié i la lactancia.' 6

Després del viatge:
a.Perala dona

* Si una dona embarassada ha viatjat a zones endémiques, es recomana que ho esmenti en

les revisions prenatals posteriors perque sigui avaluada adequadament.

* Si es tracta d'una dona que es planteja quedar embarassada, quan torni del viatge ha

d'utilitzar el preservatiu per evitar I'embaras durant un periode de 8 setmanes.

b. Per a la parella sexual

El virus de Zika ha estat identificat en el semen dels homes que han tingut la infeccid, i no
se sap quant de temps hi pot persistir. Si la parella d'una dona embarassada o que pugui
quedar embarassada ha viatjat a un pafs amb transmissié activa, es recomana utilitzar

preservatiu pel sexe vaginal, anal i oral:
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e Durant 8 setmanes després del seu retorn a casa, si no ha presentat simptomes
d'infeccid;

* Durant 6 mesos després de la recuperacid, si ha presentat simptomes d'infeccié en el
viatge o en els |5 dies posteriors al seu retorn;

* Durant tot I'embaras en cas que la dona estigui gestant.
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ANNEX 3. ALGORITME DIAGNOSTIC DE LA INFECCIO PER
VIRUS DEL ZIKA SEGONS EL CDC

A. GESTANT SIMPTOMATICAS2

(https://www.cdc.gov/zika/pdfs/testing _algorithm.pdf)

Gestant simptomatica

RT-PCR ZIKV
RTPCR positiva RTPCR negativa
. IgM ZIKV
INFECCIO RECENT PER ZIKV |7 IgM DENV
1gM positiva Simptomes < 7 dies S|mpto|r;\§]sz7|Igl\?sn;gliiiztmanes
(ZIKV ilo DENV) IgM ZIKV negativa lgM DENV negativa

PRNT* NO INFECCIO

PER ZIKV

*Les limitacions de la técnica a I'estat espanyol no permetran confirmar la infeccid.
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B. GESTANT ASIMPTOMATICAS2

(https://www.cdc.gov/zika/pdfs/testing-algorithm-asymptomatic.pdf)

Gestant asimptomatica

Viu a zona endémica

IgM ZIKV en ler,20n i 3er
trimestre™

Viatja a zona endémica

IgM ZIKV 2-12 setmanes després
del viatge*

*La PRNT no es recomana pel baix rendiment de la técnica.
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ANNEX 4. CASOS CONFIRMATS D’INFECCIO PER VIRUS DEL
ZIKA SEGONS LA SETMANA EPIDEMIOLOGICA, 2015-2017

Actualitzat a 25 de Setembre 2017.

http://www.paho.org/hg/index.phploption=com_content&view=article&id=11603&Itemid
=41696&lang=en

Els punts i linies marquen el periode de viatge de les gestants amb infeccié confirmada pel virus.

A. Republica Dominicana

*o
> @ <
’ ............................ ‘
>
B. Colombia
‘.. ...... .‘ [ ]
...... ¢ 0
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C. Bolivia

A
L 2

D. Hondures

=

E. Equador
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