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RESUMO

Objetivos: descrever os resultados da dosagem de IgM em pacientes com confirmagéo
diagndstica de infec¢do congénita pelo zika virus, avaliando a relagdo com periodo no
qual a infecgdo materna ocorreu, a janela diagnostica e as alterac@es clinicas nos casos
estudados. Metodologia: foram avaliados, de acordo com 0 momento de coleta e com a
presenca de alteragdes clinicas, os resultados das sorologias IgM realizadas pelo método
MAC-ELISA licenciado pelo CDC, em 52 pacientes infectados pelo Zika virus,
acompanhados no Instituto Nacional de Satde da Mulher da Crianca e do Adolescente.
Todos os casos estudados tiveram infeccdo congénita confirmada por RT-gPCR ao
nascimento. Os resultados foram avaliados de acordo com a presenca de alteracfes
clinicas, utilizando o programa estatistico SPSS. Resultados: dos 52 pacientes avaliados
29 (55,8%) apresentaram IgM positiva e 23 (44,2%) negativa. Amostras colhidas nos
primeiros 29 dias de vida apresentaram maior positividade em relagdo aos demais grupos,
sendo 15 (71,4%) amostras positivas no grupo IgM<30 dias, 6 (42,9%) no grupo IgM 30-
120 dias e 8 (47,1%) no grupo IgM >120 dias. Verificamos que as criangas infectadas no
primeiro trimestre gestacional foram as que mais apresentaram IgM positivo na primeira
coleta, correspondendo a 75,9% dos resultados positivos, seguidos de 10,3% no segundo
trimestre e 13,8% no terceiro trimestre gestacional (p= 0,002). Observamos correlacao
entre a presenca de alteracBes neuroldgicas e manifestac@es clinicas de sindrome zika
congénita com resultados positivos de sorologia IgM no grupo que teve a amostra colhida
nos primeiros 29 dias de vida. Conclusdes: Mesmo sendo encontrada correlagdo com
questdes clinicas, o teste de IgM se demonstrou de baixa sensibilidade para o diagndstico
de infeccdo congénita pelo Zika virus. Os melhores resultados de sensibilidade foram
encontrados em pacientes que foram analisados nos primeiros 29 dias de vida e quando a
infeccdo materna ocorreu no primeiro trimestre gestacional. Observamos mais resultados
positivos em pacientes com SZC do que nos pacientes NSZC. O ensaio soroldgico,
embora ndo possa ser usado como metodo de exclusdo diagndstica, deve ser realizado
diante dos casos suspeitos, principalmente em pacientes sintomaticos, na menor janela de
tempo possivel para aumentar a chance do diagndstico de infeccdo congénita pelo virus
Zika. Mais estudos, com amostras pareadas, sd0 necessarios para comprovacao de
reinfecgéo, reativacédo e de persisténcia de IgM prolongada.

Palavras-chave: zika virus, sorologia MAC-ELISA, sindrome zika congénita
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ABSTRACT

Research goals: to describe the results of the serological tests of patients diagnosed with
congenital infection by Zika virus (ZIKV), evaluating the period in which the maternal
infection occurred, the time at which the sample was collected and eventual clinical
changes. Methodology: The results of the Zika MAC-ELISA test (licensed by the Centers
for Disease Control and Prevention — CDC) of 52 childrens followed at the Fernandes
Figueira Institute were used in this study. All patients had congenital infection confirmed
by positive RT-qPCR at birth. The data were linked to the the clinical data, the time of
maternal infection, the diagnostic window and the child’s age at the time of sample
collection. Results: Out of 52 patients carrying the Zika virus, 29 (55.8%) presented
positive IgM and 23 (43.3%) negative, showing little sensitivity of the method for the
diagnosis of congenital infection by Zika virus. The positive result ratio was also subject
to the patient's life time. Samples collected in patient's first 29 days of life showed greater
ratio of positive results than the samples of the other groups; 15 (71.4%) positive samples
in the IgM group <30 days, 6 (42.9%) in the IgM group 31-120 days and 8 (47.1%) in the
IgM group> 120 days. It was verified that the infected children in the first trimester were
the ones that presented the most positive IgM in the first collection, corresponding to
75.9% of the positive results, followed by 10.3% in the second trimester and 13.8% in the
third trimester (p = 0.002). We found correlation between serological IgM positive results
and the presence of neurologic findings and CZS. Conclusions: we obtained better results
in patients whose samples samples had ben collected during the first 30 days of life,
especially when maternal infection occurred in the first trimester of pregnancy. We found
more positive results in patients with SZC than in NSZC patients. The serological test,
although it can not be used as a method of diagnostic exclusion, should be performed in
the presence of suspected cases, especially in symptomatic patients. More studies, with
paired samples, are needed in order to prove reinfection, reactivation, and prolonged IgM
persistence.

Keywords: zika virus, MAC-ELISA sorology, congenital zika syndrome
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1. INTRODUCAO

Em novembro de 2015 um aumento significativo no nimero de casos de
microcefalia foi detectado no Brasil, predominantemente na regido nordeste®. Logo apos
os primeiros casos foi levantada a hipGtese de associacdo entre esse aumento na
ocorréncia de microcefalia congénita e a epidemia de zika que ocorreu em marco deste
mesmo anol. O Ministério da Satde (MS) entdo decretou situacio de emergéncia® e
elaborou protocolo para 0 manejo dos casos.

A infeccdo adquirida através da picada do mosquito Aedes Aegypti, por via
sexual ou transfusdo sanguinea em geral cursa com sintomas autolimitados e brandos
como febre, rash maculopapular, mialgia e artralgia, raramente apresentando
complicacbes, como a sindrome de Guillain-Barré®*. Em um cenéario de epidemia o
diagndstico pode ser feito apenas baseado nas manifestacdes clinicas®. De forma oposta
a infeccdo adquirida, a infeccdo congénita pelo zika virus é associada a lesOes
neuroldgicas graves e irreversiveis®. Nesses casos, 0 diagnostico etioldgico deve ser
confiavel, sensivel, especifico e de facil acesso.

O exame preconizado para confirmacdo laboratorial é a reacdo em cadeia de
polimerase via transcricdo reversa do RNA viral (do inglés- real time — quantitative
polimerase chain reaction — RT-qPCR), realizado em laboratorios de referéncia do
Sistema Unico de Satde (SUS)’. Embora sensivel e com alta especificidade, o RT-qPCR
apresenta limitacdo temporal visto que a coleta da amostra de sangue deve ser feita
idealmente nos primeiros sete dias apds o inicio dos sintomas e a de urina em até trés
semanas®®. Alguns estudos descrevem periodos prolongados de viremia, porém, ocorrem

apenas em grupos limitados de pacientes, sem especificacdo genotipica ou fenotipica
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descrita’®!, Embora inicialmente essa viremia persistente tenha sido associada a pior
prognostico fetal, alguns estudos demonstraram que nem a carga viral, nem sua deteccao
prolongada estéo associadas a piores desfechos!! 3,

Outro fator limitante ao diagndéstico da infec¢do congénita € a alta prevaléncia
de infeccdo adquirida assintomatica com prevaléncia entre 29 a 82% de casos descritos
por alguns autores*'’. Assim, criangas que ndo apresentam sintomas ao nascimento,
cujas maes tiveram a infeccdo assintomatica na gestacdo, ndo serdo submetidas a
investigacdo clinica, radioldgica e laboratorial, pela auséncia de suspeita do quadro. No
entanto, pacientes sem microcefalia podem ter alteracdes oftalmoldgicas e alteracdes no
desenvolvimento neuropsicomotor, como descrito na literatura'®2°,

Resultados negativos de IgM néo afastam a possibilidade de infeccdo, pois esses
anticorpos ndo sdo permanentes e podem ja terem sido eliminados no momento da
investigacdo. Por outro lado, valores elevados de Imunoglobulina G ndo diferenciam
infeccdo congénita de exposicdo vertical, quando, apesar de exposto ao virus, o feto ndo
é infectado. Isso porqué, diferentemente da IgM que é uma imunoglobulina pentamérica
e ndo atravessa a placenta, a 1gG se estrutura em um monémero e é transferida por
transporte ativo da circulagio materna para a fetal?. Logo, a detecgdo de IgG no plasma
do recém-nascido demonstra que houve exposicao, porém nao confirma a infeccdo no
caso das outras infecgdes congénitas?’. Na investigacio de outras infeccdes congénitas, a
persisténcia ou elevacdo dos titulos de 1gG em coletas seriadas confirma a infecgéo fetal,
porém ainda ndo ha evidéncias que suportem essa metodologia no caso da infeccéo
congénita pelo virus Zika 2. Além disso, caso haja essa persisténcia de 1gG para Zika

apos o nascimento, ainda devemos analisar cautelosamente esse resultado, pois pode ser
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falso positivo quando colhido em um contexto epidemiolégico de co-circulacao de outras
arboviroses.

Em um estudo, realizado em Pernambuco, a deteccdo de IgM mostrou-se
bastante eficaz com 97% de amostras positivas no LCR e 90% no sangue de pacientes
com microcefalia??. Resultados positivos de IgM para zika em amostras de LCR ou
sangue de recém-nascido confirmam a infeccdo congénita, uma vez que essa
imunoglobulina n&o atravessa a barreira placentaria?®>. Em relago a reagdo cruzada com
a dengue, nos casos de infeccdo congénita, o diagnostico diferencial é pela propria clinica.
No caso da dengue, a infec¢do congénita em geral € assintomatica, podendo ser grave nos
casos em que a infeccdo ocorre préximo ao término da gestacao, sem que o feto receba
anticorpos maternos?. Para aumentar a especificidade dos testes soroldgicos, ensaios
soroldgicos utilizando epitopos mais especificos sdo desenvolvidos. Um dos ensaios,
realizado por Balmaseda e colaboradores que, testou anticorpos contra o sitio S2 da
proteina ndo estrutural 1 (NS-1), alcancou especificidade entre 80.4% a 95.9% para Zika
em amostras de pacientes infectados no Brasil, na Nicaragua e viajantes e residentes
europeus. O teste foi ainda mais sensivel em pacientes com amostras colhidas apés 10
dias, porém ndo foram testadas amostras colhidas apds longos periodos de infeccao.
Assim, além de disponivel apenas em laboratorios de pesquisa, ndo ha descricdo do uso
da técnica para o diagnostico de infeccdo congénita?.

Um estudo realizado no Rio de Janeiro, por Zin e colaboradores, o qual
acompanhou gestantes com RT-qPCR positivo para zika durante a gestacédo e investigou
clinicamente as criangas expostas, identificou alteragdes clinicas ou radiologica em 42%
dos recém nascidos (RN), mas microcefalia em apenas 3,4%2°. Observa-se entio que

investigacdo de infecgdo congénita pelo zika virus, apenas em criangas com microcefalia,



15

pode resultar em subdiagndstico dos casos assintomaticos ao nascimento. Essas criancas
podem apresentar comprometimentos oculares e cognitivos, tendo o inicio do tratamento
especifico retardado pela auséncia de diagnostico.

Outro estudo que acompanhou 13 criangas com exposi¢do pre-natal ao Zika virus
confirmada laboratorialmente, sem microcefalia ao nascimento, encontrou alteracfes de
neuroimagem em todas e microcefalia em 11 delas quando avaliadas aos 5 meses de
idade. Foram também descritos hipertonia, irritabilidade, disfagia, sindrome
extrapiramidal e alteragbes oculares?.

Em novembro de 2016, foi publicado por Moore uma revisdo sistematica que
descreveu o fendtipo da sindrome zika congénita, possibilitando o diagnostico clinico.
Dessa forma permite-se a otimizacédo do diagndstico clinico, o inicio do tratamento e da
investigacdo de outras alterac@es clinicas ndo associadas a outras infeccdes congénitas,
como exemplo bexiga neurogénica?’ 28,

Durante a epidemia nas ilhas Yap métodos de pesquisa de anticorpos foram
licenciados pelo CDC: o ensaio imune enzimatico para captura de anticorpos IgM (MAC-
ELISA — do inglés IgM Antibody Capture- Enzyme Linked Immunosorbent Assay) e o
teste de neutralizagdo por placas de reducdo (PRNT — do inglés Plaque Reduction
Neutralization test)® Ambos os métodos sdo disponiveis apenas em laboratorios de
referéncia e pesquisa para flaviviroses e ainda ndo foram rotineiramente utilizados na
avaliacdo de coortes de pacientes em acompanhamento apds a infeccdo congénita pelo
Zika virus. A aplicabilidade atual do MAC-ELISA é destinada ao diagndstico de
gestantes com quadro suspeito, porém com RT-qPCR negativo, devendo ser
complementada pelo PRNT para minimizar a probabilidade de reacio cruzada®®. Esse

teste avalia a resposta humoral do paciente quando em contato com o virus Zika e a
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presenca de anticorpos neutralizantes que impedem a infeccdo de culturas de células
VERO e, consequentemente, inibem a formacdo de efeitos citopaticos seguidos de
formacao de placas nessas culturas®.

O presente trabalho descreve os resultados da dosagem da imunoglobulina da classe
IgM pelo método MAC-ELISA, em pacientes com o diagndstico de infecgdo intrauterina,
confirmados por RT-gPCR positivo no liquor, sangue ou urina, correlacionando ao
periodo de infeccdo materna, a persisténcia da IgM e presenca de alterac@es clinicas. Ndo
foi feita confirmacdo pelo PRNT, pois todos os pacientes tinham confirmacéo por RT-

gPCR, além de ndo dispormos da técnica no IFF.

2. JUSTIFICATIVA

A infeccdo pelo Zika virus pode provocar graves danos neurolégicos quando
transmitida verticalmente3!. Além disso, criancas assintomaticas ao nascimento, expostas
ao virus durante a gestacdo, podem apresentar alteragdes oftalmoldgicas, alteracGes
tardias no desenvolvimento, bem como o desenvolvimento de hidrocefalia pos-
natal'®1%%  demonstrando a importancia do acompanhamento clinico e do
aperfeicoamento dos exames laboratoriais.

Mesmo ndo havendo proposta curativa, foi observado que intervengdes precoces
como fisioterapia, estimulo visual e investigacdo urodindmica, podem ter um impacto na
qualidade de vida e no desenvolvimento das criangas infectadas!®®?®, Desta forma,
observa-se que o0 aprimoramento das técnicas disponiveis para o diagnéstico laboratorial
pode ter um impacto significativo no manejo dos pacientes com infeccdo congénita,

principalmente nos assintomaticos ao nascimento.
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Embora ainda ndo se saiba todos os efeitos da infecgdo congénita pelo zika virus
a longo prazo, o conhecimento de manifestacfes tardias em outras infecgcdes congénitas
nos faz considerar a possibilidade de alteracGes pos natais nos pacientes assintomaticos
a0 nascimento nos seus primeiros anos de vida®2. A distingdo entre pacientes infectados
intrautero e pacientes apenas expostos permitiria direcionar recursos para o seguimento
dos pacientes em risco.

Entretanto, os métodos laboratoriais disponiveis esbarram em limitacdes
técnicas. De acordo com as recomendacgdes do CDC, todos 0s pacientes com suspeita de
infeccdo congénita devem ter amostras de urina e sangue submetidas a investigacédo
laboratorial por RT-gPCR o0 mais préximo possivel do nascimento. Resultados positivos
confirmam o diagnostico de sindrome zika congénita. Resultados negativos devem ser
submetidos a pesquisa de IgM, sendo o diagndstico considerado provavel quando o
resultado for positivo nos primeiros dias e improvavel quando negativo. Resultados
positivos, inconclusivos ou equivocados de IgM devem ser submetidos ao PRNT®2,

No Brasil, ao planejar a estratégia de manejo desses casos, em primeiro lugar
deve-se considerar a endemia de outros arbovirus como o Dengue, Chikungunya e o virus
da febre amarela, assim como o uso de vacinas de febre amarela e dengue. A co-circulagéo
desses virus em nosso meio pode provocar interpretacdo equivocada dos resultados
soroldgicos, com testes falso-positivos®.

Em segundo lugar, deve-se considerar também a alta incidéncia de casos de zika
congénita decorrente da epidemia de 2015. Exames laboratoriais de alta tecnologia e
custo, com demanda prolongada de tempo para execucdo e necessidade de méo de obra
altamente capacitada, ndo sdo adequados ao uso nesse contexto.

O método MAC-ELISA, embora ndo seja amplamente utilizado para a
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investigacao da infeccdo congénita, € vantajoso em relagdo a outros métodos por ter um
periodo maior de deteccdo e por poder processar varias amostras em um mesmo
momento, oferecendo rapidez aos resultados®. Diante das limitacdes ja citadas e da falta
de dados na literatura em relacéo ao uso do método em pacientes com infec¢éo congénita,
verificamos a necessidade de descrever os resultados do MAC-ELISA nesse grupo de

pacientes, bem como o periodo no qual mantem-se detectavel nesse grupo de pacientes.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Historico

O virus Zika foi descrito primeiramente por Dick, Kitchen e Haddow, no ano de
1947. O virus foi detectado em um macaco Rhesus, durante pesquisas sobre a febre
amarela, na Floresta de Zika, em Uganda. O Unico sintoma apresentado por esse animal
foi febre. No ano seguinte o virus foi encontrado também em mosquitos Aedes africanus
durante pesquisas sobre a febre amarela®3’. N&o era conhecida a capacidade de infecgdo
em seres humanos, mas um levantamento sorologico dos moradores de regides proximas
apontou a presenca de anticorpos em 6,1% das amostras analisada®’. O primeiro caso
reportado em humanos foi descrito por Mcnamara em 1954%¢, Apenas outros 16 casos
foram relatados no periodo de 1954 a 1981, distribuidos entre os continentes africano,
asiatico e europeu®43,
A primeira epidemia € descrita no ano de 2007, na Micronésia. Inicialmente foi

observada pelos médicos locais a presenca de sintomas semelhantes aos da dengue, como

febre, mialgia, artralgia e conjuntivite. Resultados das amostras de alguns desses
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pacientes foram positivas para IgM contra o antigeno da dengue. Apenas ap0s a execucao
de testes viroldgicos comprovou-se que a epidemia em questéo fora pelo Zika virus*. Em
2013, uma nova epidemia, desta vez na Polinésia Francesa, revelava que a expansao do
virus para a Oceania havia se concretizado, com achado de virus apresentando a mesma
linhagem filogenética que encontrada na epidemia de 2007. Semelhantemente ao ocorrido
nas ilhas Yap, ap6s o relato de quatro casos indices, foram levantadas amostras de
pacientes que tiveram quadro semelhante e exames laboratoriais negativos para dengue.
Das dez amostras analisadas quatro foram positivas para dengue e duas inconclusivas®.

Em 2015, virus dessa mesma linhagem circulante na Oceania foram detectados
em amostras de sangue de pacientes residentes na regido nordeste do Brasil, sem relato
de viagem ao exterior. Esses casos foram notificados, mas devido ao carater benigno e
autolimitado da doenca, nenhuma medida especifica foi tomada. O diagndstico deveria
ser feito basicamente pela clinica dos pacientes, sendo os testes laboratoriais restrito aos
Institutos de Pesquisa*®’.

Ao final deste ano, um aumento no ndmero de criangas com microcefalia
congénita, inicialmente na regido nordeste, foi detectado. Havia muitas evidéncias entre
a possivel associaco entre esses casos e a epidemia de zika que ocorrera meses antes®,
No entanto, apenas apds a deteccdo, o isolamento do RNA(ribonucleic acid) viral e
posterior sequenciamento em amostra de liquido amniético de duas gestantes com fetos
diagnosticados com microcefalia, além de lesdes neuroldgicas no feto como calcificagdes,
ventriculomegalia, atrofia cerebral e disgenisia de corpo caloso e vermis cerebelar é que
houve essa associagio™4°,

Em Margo de 2016, um estudo realizado na Eslovénia submeteu & autopsia um

feto diagnosticado com microcefalia durante ultrassonografia (USG) realizada na 292
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semana gestacional®’. Além da microcefalia o feto também apresentava numerosas
calcificacbes e moderada ventriculomegalia. A gestacdo foi interrompida com 32
semanas de idade gestacional (1G) por decisio materna. A microscopia eletronica foi
possivel identificar a presenca do virus Zika, confirmando a associacdo de causa-efeito
entre 0 virus e os distirbios do sistema nervoso central ja descrito por outros
autores®>%%!, Em vidro, ja havia sido comprovada essa associacio por meio da
demonstracdo da atuacao viral em células humanas cerebrais em modelos de organoides
cerebrais, levando ao comprometimento da neurogénese durante o desenvolvimento
fetal®?.

Essa confirmacdo foi apenas um pequeno passo na direcdo para entendermos a
acao viral sobre a embriogénese e o papel do sistema imunologico materno/fetal na
protecdo/facilitacdo do acometimento fetal. O entendimento desses processos pode ser a

chave para o desenvolvimento de vacinas e de medicamentos que possam diminuir a

passagem transplacentaria desse virus®*->°,

3.2 Virus Zika

O virus Zika pertence a familia Flaviviridae, e ao género flavivirus,
apresentando caracteristicas semelhantes a outros membros desse grupo como o virus da
Febre Amarela, Dengue e Virus do Oeste do Nilo. Foi descrito pela primeira vez em 1947,
isolado em amostra de sangue de um macaco Rhesus, durante pesquisas sobre vetores de
febre amarela. No entanto, o sequenciamento completo do seu genoma foi concluido
apenas em 2007 por Kuno®®,

E um arbovirus (transmitido por artrépodes) globular, com RNA de fita simples
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de polaridade positiva, envolto por nucleocapsideo icosaédrico, o qual é circundado por
uma membrana lipidica e envelopado®’.

Seu genoma codifica um unico polipeptidio o qual é clivado por proteases em 10
proteinas, sendo trés estruturais e sete ndo-estruturais. As proteinas estruturais formam o
capsideo, a membrana e o envelope, respectivamente denominados proteina C, proteina

M e proteina E®*°7 (Figura 1).

Proteina E

Capsideo Viral / Proteina M

Membrana Lipidica

Figura 1 - Fonte: Esquema do Zika virus adaptado (Vasconcelos, et al, 2018)

As outras sete proteinas resultantes da clivagem do polipeptidio formam as
chamadas proteinas NS (non structural), nomeadas de NS1 a NS5. (NS1, NS2a, NS2b,
NS3, NS4a, NS4b, NS5), cada uma com sua funcdo na replicagéo viral®8,

A infeccdo pelo virus dispara dois principais mecanismos imunologicos:
resposta imune antiviral e resposta pré-inflamatoria. Através da picada do mosquito, o

virus infecta fibroblastos, queratinécitos e células dendriticas imaturas®®. Além disso, no
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caso das infec¢des congénitas, o virus atravessa a barreira placentaria através da infeccdo
de macrofagos placentarios e citotrofoblastos® e dispara a apoptose de células
progenitoras neurais através do receptor Toll-like 3 (TLR3), levando a ativacédo de 41
genes relacionados ao desenvolvimento neuronal e, assim, promovendo apoptose e
desregulacdo da proliferacdo de células gliais progenitoras®’. Também é descrita a
infeccdo de neurdnios, levando a danos cerebrais em periodos mais tardios de infecgio®.

O virus é capaz de penetrar nas células humanas através da ligacdo da proteina
do envelope viral com o receptor de superficie celular tirosina quinase Axl, mediada pela
proteina viral do envelope®. Essa endocitose promove a resposta imune do hospedeiro,
ativando uma cascata pro-inflamatéria. A resposta antiviral inicial é feita através de
proteinas de superficie, ativacdo do complemento, pela imunidade inata e por proteinas
plasmaticas de resposta inflamat6ria aguda, também funcionando como uma resposta pro-
inflamatéria>. Estudos em vidro sugerem que o Ax| pode atuar amplificando a resposta
viral por inativar a regulagio da via do receptor de Interferon | (Ifnar1)®. O Interferon 1
(IFN1) é descrito como um potente antiviral em infeccdes por arbovirus. Ele atua se
ligando aos receptores Ifnair 1 e Ifnair 2, os quais ativam proteinas (Jak 1 e Tyk2) e
sinalizadores da transcri¢cdo (STAT1 e STAT2), os quais estdo envolvidos na cascata de
apoptose e morte celular®. A degradacdo do STAT2 também é descrita através da
proteina n&o estrutural NS-5%°.

Além da resposta inata antiviral, o virus também induz uma resposta
inflamatdria, com o envolvimento de diversas moléculas do sistema imune, responsaveis
pela maioria das manifestacdes clinicas da doenca. Esses eventos pro-inflamatérios séo
responsaveis pela quimiotaxia de células T e outros leucdcitos, o que, por sua vez aumenta

a liberacdo de quimiocinas e citocinas locais até 0 momento da infeccdo® Dentre as
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moléculas ja descritas como envolvidas no processo inflamatorio, resultante da infeccao
pelo Zika virus, temos: Fatores soluveis de resposta inflamatoria (Ccl12,Nfkbiz, Tnfrsflb,
CxCI10, Ccl7, Ccl5, Ccl3 e Ccl2); moléculas associadas a resposta imune adaptativa
(Serpinb9, Icam1e Relb); fatores associados a apresentacdo de antigenos (Tapbpl, Psmb8,
Psmb9, Psme2 e Psmel), moléculas associadas a resposta imune mediada por células B
(Inpp5d, Irf7 e Icosl); fatores regulatérios de células T (B2m e Tap2) e citocinas (Irf8,
Irf1, Ptgs2, EIf1 e Tspo)®

Além da ativacdo da imunidade inata e adaptativa e da liberacdo de proteinas e
mediadores e mediadores pro-inflamatorios, o virus Zika também parece estar implicado
na regulacdo da apoptose de células gliais. Esse mecanismo pode ser o responsavel pela

lesdo neuroldgica fetal °3°562,

3.3 Sindrome da Zika Congénita

ApoOs a epidemia de zika ocorrida em 2015, verificou-se um aumento
significativo no numero de casos de microcefalia, inicialmente na regido nordeste do
Brasil®. Os achados laboratoriais, clinicos e radiol6gicos apontavam para uma possivel
associacdo entre a epidemia de zika e o aumento na incidéncia de microcefalial®314°,
porém a relacio causalidade foi confirmada apenas no inicio de 2016°".

Além da microcefalia, que foi a primeira alteracdo a ser descrita, outras
alteracdes clinicas passaram a ser relacionadas com a infeccdo vertical pelo zika
virus®:%88 Uma revisdo da literatura realizada por Moore e colaboradores identificou
um fenotipo distinto nesses pacientes, ao qual nominaram de sindrome zika

congénita(SZC)?'.
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Embora muitas das alteracGes clinicas relatadas sejam compartilhadas com outras
infeccbes congénitas, como TORCHS (Toxoplasmose, Rubéola, Citomegalovirus,
Herpes e Sifilis), o trabalho concluiu que cinco manifestaces eram particulares a SZC,
raramente observadas nas outras infeccdes congénitas?’. O reconhecimento desse
fenotipo forneceu uma nova ferramenta para auxiliar o diagndstico diferencial,
principalmente quando faltam evidencias laboratoriais.

As 5 caracteristicas descritas no trabalho foram: microcefalia severa (menor que
trés desvios padrdo) com colapso parcial da calota craniana, atrofia cerebral com
calcificacdes subcorticais, lesées maculares cicatriciais e depdsito pigmentar retiniano,
contraturas congénitas em uma ou multiplas articulagdes, hipertonia precoce e sintomas
extrapiramidais®”’°. Os autores propuseram uma divisio entre componentes estruturais e
funcionais, com algumas caracteristicas comuns a esses dois grupos.

Entre 0os componentes estruturais 0s autores ressaltaram as alteracfes na
morfologia craniana com microcefalia grave (menor que 2 desvios padrao), cavalgamento
de suturas, proeminéncia occipital, prega nucal redundante e despropor¢édo
craniofacial?”"*"2, Ainda no grupo de lesdes estruturais neurolégicas foram descritas:
calcificagdes subcorticais e em ganglios da base, aumento do espago ventricular e extra
axial, lisencefalia, defeitos de migracdo neuronal, ventriculomegalia, malformacdes do
corpo caloso, e hipoplasia cerebelart®2673-76  Também foram descritas lesbes
oftalmoldgicas estruturais como microftalmia, coloboma, catarata, calcificagdes
intraoculares, e alteracbes de cAmara posterior como atrofia coriorretiniana, alteragoes
pigmentares retinianas, hipoplasia/atrofia de nervo 6ptico®%77,

Foram descritas também contraturas congénitas (artrogripose, pé torto

congénito, luxacdo de quadril e de joelho), com apresentagdo variada, ocorrendo em
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diferentes articulagfes. A causa dessas alteracfes foi proposta como consequéncia dos
fatores neurologicos os quais podem ser responsaveis por alteracdes motoras intrautero,
causando redugdo do movimento fetal e contraturas®®.

As alteracBGes descritas como funcionais estdo diretamente relacionadas as
sequelas neuroldgicas, incluindo atraso do desenvolvimento neuropsicomotor,
irritabilidade, hipertonia, espasticidade, alteragcdes extrapiramidais, alteracfes auditivas e
visuais, epilepsia e disttrbios de degluticao®’*78,

Posteriormente a essa revisdo da literatura, um estudo que avaliou 22 criangas
com avaliacdo urodinamica encontrou bexiga neurogénica em 100% dos pacientes. Essa
condicdo clinica pode propiciar infeccdes urinarias frequentes e lesdes renais a longo
prazo. O seu diagnastico precoce pode evitar essas intercorréncias e impactar diretamente
na sobrevida®®. No artigo de Moore e colaboradores essa manifestacio ndo é citada,
provavelmente pelo seu desconhecimento na ocasido da publicacdo. Outras alteracGes
também descritas foram paralisia diafragmatica e alteracfes eletroencefalograficas no

sono em paciente sem epilepsia clinica’®

3.4 Diagndstico

3.4.1 Diagnostico Clinico

As manifestacdes clinicas da infeccdo adquirida, quando presentes, sdo

semelhantes as de outros arbovirus, em geral com uma apresentacdo mais branda. Os
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principais sintomas sdo rash maculopapular, febre, prostracdo, mialgia e artralgia, edema
articular, cefaleia, dor retroorbitaria e conjuntivite ndo purulenta, sendo febre e rash os
mais frequentes®, Também sio descritos sintomas gastrointestinais como diarreia, dor
abdominal, nauseas, vOomitos e constipacdo®!. A infeccdo adquirida também estd
associada a sindrome de Guillain-Barré®. A apresentacdo em criangas é similar a em
adultos®.

No caso da sindrome Zika Congénita (SZC), um grupo de alteracGes clinicas
descreve o fendtipo da sindrome. Os sintomas considerados caracteristicos sdo
microcefalia severa, com colapso craniano parcial, atrofia cortical com calcificacbes
subcorticais, atrofia macular com alteracao do depoésito do pigmento da retina, contraturas
congénitas, hipertonia e sintomas extrapiramidais?’. As principais diferencas pontuadas
foram lesGes hepatoesplénicas, cardiacas e pulmonares, relativamente comuns nas
TORCH:s e ausentes na SZC%. A microcefalia, embora também seja descrita em outras
infec¢cBes congénitas, principalmente pela toxoplasmose e CMV, em geral na SZC é mais
acentuada?’.

Alteracbes oftalmoldgicas também sdo comuns, sendo os padrfes mais
frequentemente descritos nos exames oftalmoldgicos: atrofia macular coriorretiniana,
alteracdo focal do pigmento macular, alteracdes do nervo Optico. O estudo de Zin e
colaboradores, que acompanhou a evolucdo dos pacientes verticalmente expostos ao zika
virus, demonstrou que os exames oftalmoscopicos permaneciam inalterados ao longo do
primeiro ano de vida e ndo identificou lesbes ativas. O trabalho também descreveu
alteragbes em pacientes sem outras manifestac@es clinicas de SZC'8. Assim como em
outros estudos, as criangas infectadas no primeiro trimestre de gestacdo foram as mais

afetadas, porém, as infec¢cdes no segundo e terceiro trimestres também resultaram em
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acometimento ocular!®8485,

Outras alteracdes também descritas sao as alteracfes ortopédicas, sendo as mais
frequentes, artrogripose, pé torto congénito e contraturas em flexdo dos joelhos,
hiperextensdo com subluxacéo do joelho, campilodactilia, deformidades de quirodactilos
e ombros em hiperextensdo, com contraturas e rotagdo interna®.

A artrogripose congénita é uma sindrome caracterizada por contraturas
articulares associada a fraqueza muscular, a qual pode acometer membros inferiores
isoladamente ou pode apresentar-se em maltiplas articulacdes®®. Estudos histopatoldgicos
em pacientes com SZC e artrogripose -natimortos ou com o6bito nas primeiras 48 horas
de vidas- revelaram alteracdes medulares com falha de migracdo neuronal no corno
anterior da medula, sugerindo que essas alteragfes sejam causadas pela imobilidade
decorrente da lesdo neuroldgica®. Pacientes com alterages neuroldgicas e contraturas
congénitas apresentam risco aumentado para luxacdo dos quadris, devendo ser feito o
acompanhamento radioldgico para detec¢do precoce e correcdo quando necessaria®’.

Assim como nas outras infec¢des congénitas, nota-se acometimento mais severo
nos pacientes cujas mées foram infectadas no primeiro trimestre da gestacdo, porém,
pacientes acometidos no Gltimo trimestre também podem ser sintomaticos®.

Criancas expostas verticalmente, assintomaticas ao nascimento, também podem
apresentar alteracOes tardias como hidrocefalia, microcefalia, alteragbes no
desenvolvimento e alteragdes oftalmoldgicas 8192°,

Em Agosto de 2017, um férum, que reuniu especialistas das diversas areas
envolvidas com o manejo da SZC, concluiu que todas as criangas com SZC ou
assintomaticas cujas mées tiveram evidéncia laboratorial de infec¢do durante a gestacéo,

deveriam ser submetidas a ultrassom transfontanela (USTF), avaliacdo oftalmoldgica e
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auditiva com BERA?.

Posteriormente a esse encontro, foram evidenciadas alteragcdes urodinamicas,
cardioldgicas e eletroencefalograficas no sono de pacientes com SZC?6%8 O que talvez
possa motivar a inclusdo da avaliacdo cardiologica com ecocardiograma e avaliacao

urodindmica em um proximo encontro.

3.4.2. Diagndstico Laboratorial

3.4.2.1. Alteracdes inespecificas

AlteracGes laboratoriais raramente sdo relatadas nos casos reportados de
infeccdo pelo zika virus. Entretanto, alguns casos podem cursar com moderada
leucopenia, neutropenia e trombocitopenia. Elevacdes discretas de marcadores
inflamatorios como velocidade de hemossedimentacdo (VHS), ferritina, fibrinogénio e
Proteina C Reativa, de enzimas hepaticas e de lactato desidrogenase (LDH) também ja

foram descritos em alguns pacientes®?.

3.4.2.2. Alteracdes especificas

a- Métodos Laboratoriais para Deteccdo Viral

O método padrédo ouro é o isolamento viral em amostras cultivadas em células
como a C6/36 e VERO. Entretanto, a necessidade de um periodo longo de incubacédo da
amostra, a alta complexidade do teste e a necessidade de amostras altamente preservadas,

reduzem a sua aplicabilidade, restringindo-o a laboratdrios de referéncia especificos®.
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Os testes de detecgdo do RNA viral atualmente sdo os de melhor performance
para confirmacdo da infeccdo na fase aguda e podem ser realizados pelo método
convencional da transcriptase reversa seguida da reacdo em cadeia de polimerase (RT-
PCR) ou quantitativo (RT-gPCR). Ambos os métodos tem boa sensibilidade e
especificidade, porém o método quantitativo além da deteccdo do RNA, também
quantifica a carga viral*8%%_ A sensibilidade esta diretamente relacionada ao tipo de
amostra escolhida, ao tempo transcorrido entre a infeccdo e a coleta, a quantidade de
material coletado e seu armazenamento. Ou seja, quanto mais perto do inicio dos sintomas
for a coleta e quanto mais bem preservada a amostra, menor a probabilidade de um
resultado falso-negativo®.

Em relacdo ao tipo de amostra analisada, sabe-se que em amostras de sangue a
deteccdo do RNA viral em geral é possivel ja no primeiro dia de doenca até o 5° dia em
média®®. Entretanto, o trabalho de Paz-Bailey e colaboradores encontrou uma média de
14 dias de deteccdo do RNA viral no sangue. Uma paciente gestante mantendo RT-gPCR
positivo no 80° dia apds o inicio dos sintomas, o que foi estimado ocorrer em 2% dos
paciente®>. Amostras de urina, em média, apresentam RNA viral detectivel apos os
primeiros dias de doenca, em torno do 4° dia, porém, com uma duragdo maior, 3
semanas®. Além do sangue e urina, 0 RNA viral também pode ser detectado em amostras
de liquor, swabs nasofaringeo, liquido amnidtico, saliva, leite materno, secrecdo
endocervical, sémen e tecidos fetais?*8993-98,

Entretanto para o diagnostico de infeccdo congénita, recomenda-se apenas a
coleta de rotina de sangue e urina, com a possibilidade de coleta de liquor quando
realizado para outras finalidades?®. Mesmo com periodos mais longos de viremia e virtria

descrito por alguns autores, a transmissdo vertical no primeiro e segundo trimestres
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gestacionais em geral ndo poderia ser detectada por RT-gPCR nos recém-nascidos devido
ao periodo transcorrido entre a infeccdo e a oportunidade de coleta dessas amostras® .,
Porem, Chimelli e colaboradores descrevem o caso de uma paciente com RT-gPCR
positivo na urina apos o nascimento, tendo sido comprovada a infeccdo materna no
primeiro trimestre gestacional, inclusive, com deteccdo de malformacdes fetais ainda
nesse periodo. Nessa mesma paciente, quando veio a 6bito aos 5 meses de idade, ainda
foi detectado RNA viral no SNC™.

Outro método capaz de identificar a infeccdo viral na fase aguda, descrita em
infeccdes virais por dengue, é a deteccdo da proteina NS-1. Essa proteina nao estrutural
é secretada pelas células infectadas e pode ser encontrada em altas concentracdes durante
o periodo de replicacdo viral. No entanto, outros flavivirus, como o virus da dengue,
também secretam essa proteina, tendo homologia em torno de 80%, o que dificulta o
diagnostico diferencial. Em nosso meio, onde héa alta prevaléncia de dengue esse aspecto
torna o diagnostico especifico para infeccdo por zika, através da dosagem de NS-1, uma

abordagem de uso limitado®®,

b - Métodos Laboratoriais para a Detec¢do de Anticorpos

Imunoglobulinas sdo glicoproteinas efetoras da imunidade humoral, presentes no

IAC-ELISA

Figura 2: MAC-ELISA
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plasma, liquido intersticial, mucosas, cavidades e na superficie de linfocitos BZ. A
deteccdo desses anticorpos especificos para doencas infecciosas, na maioria das vezes,
indica doenca ou contato com o antigeno por meio de vacinas ou transferéncia passiva ou
ativa de anticorpos maternos. Além de protecdo, essas proteinas também sdo Uteis ao
diagnostico de doencas infecciosas, principalmente apds a fase aguda quando muitas
vezes 0 agente infeccioso ja ndo é mais detectavel. Alguns métodos séo utilizados com
essa finalidade como as reaces de aglutinagdo imunoensaios e radioimunoensaios?. Os
ensaios imunologicos pelo método ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay —
ELISA) mais comumente utilizados sao os do “método sanduiche”. Nesse tipo de ensaio
os anticorpos do hospedeiro, quando presentes, ligam-se a outros anticorpos. Essa ligacéo

pode ser detectada por meios colorimétricos ou por fluorescéncial® (Figura 2).

Apos a primeira epidemia de zika, ocorrida nas Ilhas Yap, o CDC desenvolveu e
padronizou uma metodologia para deteccdo de anticorpos por captura de IgM (MAC-
ELISA)*. Segundo as orientacdes do CDC a detecgdo de RNA viral por RT-gPCR ao
nascimento confirma a infecgdo congénita, entretanto, resultados negativos ndo sdo
capazes de afastar esse diagndstico. Para essas criangas, orienta-se complementar a
investigacdo com a dosagem de IgM especifica para Zlka. Quando positivo, diante de um
RT-qPCR negativo, a infec¢do é considerada provavel. Quando ambos os resultados séo
negativos é improvavel que tenha ocorrido transmisséo vertical®®. Em relagéo a infecgéo
adquirida, em média, o IgM ¢é possivel ser detectado a partir do 4° dia de infeccdo,
mantendo-se por aproximadamente 12 semanas ou mais. Ja o IgG pode ser verificado na
circulagdo a partir do 10° dia de infeccdo, permanecendo detectavel por varios anos®10%,
N&o ha dados especificos sobre o periodo de deteccéo para infecgdes congénitas, sendo

sugerida apenas que a coleta ocorra 0 mais proximo possivel do nascimento, reduzindo a
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possibilidade de infecgdo adquirida pelo Zika ou outro arbovirus®*

A distin¢édo entre sindrome zika congénita e pdés-natal é dificil em areas onde ha
circulacdo viral. Por esse motivo os pacientes devem ser testados logo ao nascimento,
evitando que resultados positivos por infecdo adquirida sejam um fator de
confundimento®:,

Resultados ndo negativos de IgM (positivo, equivocado, presumidamente positivo
e possivelmente positivo) devem ser avaliados também pelo teste de neutralizagdo por
reducdo de placa (PRNT). Esse exame avalia a presenca de anticorpos neutralizantes, ou
seja, que impedem a infeccdo de células suscetiveis em mais de 90% em relacdo ao
controle. Resultados ndo negativos de IgM com PRNT negativo sugerem IgM falso
positivo ou crossa-reativo com outro flavivirus®,

PRNT néo distingue os anticorpos dos pacientes dos anticorpos maternos quando
colhidos préximo ao nascimento. Analogamente a outras infec¢des congeénitas, espera-se
que esses anticorpos maternos sejam depurados da circulacdo até 18 meses de idade.
Porém nenhum estudo ainda foi realizado para infeccdo congénita pelo Zika virus. Em
outras infeccBes congénitas, interpreta-se que quando o resultado é negativo apo6s o 18°
més de vida, houve exposic¢do viral, porém sem infeccdo. Resultados positivos, em areas
onde o virus circula, ndo podem ser diferenciados de exposicdo pré-natal associada a
infeccdo pos natal adquirida®.

Diante dos cenarios expostos, verifica-se que o diagndstico de infec¢do congénita
em nosso meio é complexo, sendo a deteccdo de RT-gPCR positivo nos primeiros dias
de vida o método mais confiavel®. Na tentativa de aprimorar os métodos diagndsticos,
varios laboratorios desenvolveram ensaios sorologicos (IgG e IgM) para zika e outras

arboviroses. Porém, tanto o trabalho de Safronetz como o de Granger, os quais avaliaram



33

e compararam alguns desses ensaios, apontaram necessidade de aprimoramento dos
exames para reducéo de reacdo cruzada®®?1%, Nesse caminho, Balmaseda e colaboradores
realizaram um ensaio soroldgico, com anticorpos especificos contra o NS-1, bloqueando

sitios de ligagdo cruzada com outros flavivirus, com especificidade de até 95,9%2*.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Descrever os resultados da sorologia IgM nos pacientes infectados verticalmente

pelo Zika virus, assintomaticas ou nao, ao nascimento.

4.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar a relacdo entre a positividade de IgM e aspectos clinicos observados
no acompanhamento de pacientes com infec¢do congénita pelo Zika comprovada por RT-
gPCR positivo.

b) Avaliar a persisténcia de anticorpos IgM na populacéo estudada

c) Avaliar a relacdo entre deteccdo de anticorpos IgM e o periodo da infeccdo
materna.

d) Avaliar o periodo de deteccdo de anticorpos IgM nos pacientes infectados.

5. MATERIAIS E METODOS
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5.1 Desenho do estudo

O presente trabalho constitui-se em um estudo observacional, longitudinal
descritivo. Nele foram descritos os resultados de sorologia IgM dos pacientes infectados
verticalmente pelo Zika virus acompanhados na coorte “Exposigdo vertical ao Zika virus
e suas consequéncias no neurodesenvolvimento da crianga”, previamente em andamento
no IFF. Os exames foram colhidos durante a epidemia de microcefalia e armazenados no

biorrepositorio referente ao projeto.

5.2 Cenario

O estudo foi realizado no Instituto Nacional de Satde da Mulher da Crianca e do
Adolescente Fernandes Figueira (IFF), no Rio de Janeiro, referéncia do Ministério da
Saude para gestagdes de alto risco e doencas infecciosas pediatricas. As consultas
ocorreram nos ambulatérios multidisciplinares e os exames de RT-qPCR e MAC-ELISA
foram realizados no Laboratério de alta complexidade (LACIFF). Esse laboratério

funciona nas dependéncias do IFF, voltado para o apoio diagnéstico e pesquisa.

5.3 Periodo

As amostras de sangue e outros materiais bioldgicos foram colhidas e
armazenadas no periodo entre dezembro de 2015 e julho de 2018 por profissionais da
infectologia, pediatria e neonatologia. Os exames de RT-qPCR foram processados ao
longo desse periodo de acordo com a disponibilidade de material no LACIFF. Os exames

de sorologia pelo método MAC- ELISA para o Zika foram realizados no mesmo periodo.
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O acompanhamento das criangas ambulatoriamente foi feito desde dezembro de 2015,
ainda em andamento, com consultas mensais nos primeiros seis meses, trimestrais entre
6 e 12 meses e semestrais apds o primeiro ano de vida, podendo variar de acordo com as

necessidades clinicas de cada paciente.

5.4 Populacéo

A populacéo estudada foi composta por 290 criangas ja acompanhadas na coorte
“Exposicao vertical ao Zika virus e suas consequéncias no neurodesenvolvimento da
.crianga” nascidas no IFF ou referenciadas de outras unidades de salde. Entre os
participantes do projeto estavam criangas com sindrome zika congénita e criangas
assintomaticas cujas mdes tiveram infeccdo por Zika durante a gestacdo, com

confirmacéo laboratorial.

5.4.1 Critérios de Inclusao

— Pacientes com RT-gPCR positivo para zika ao nascimento.
— Pacientes com resultados disponiveis de sorologia IgM anti-zika pelo método

MAC-ELISA.

5.4.2 Critérios de Exclusao

— Paciente com outras infecgdes congénitas como toxoplasmose, rubéola,
herpes, citomegalovirus, sifilis e HIV diagnosticadas por RT-qPCR ou
sorologia.

— Pacientes com confirmacao ou suspeita de microcefalia por causas genéticas,



36

apos avaliacdo pela equipe de genética do IFF.
— Pacientes cujas mdes ndo apresentaram sintomas de zika, ou ndo tiveram
confirmacéo laboratorial da doenca.

— Pacientes sem dados disponiveis no prontuério.

5.5 Coleta de dados

Os dados sdo coletados sistematicamente durante as consultas periddicas desde
0 inicio da coorte. Para uniformizar e otimizar a coleta dos dados foi instituida uma ficha
clinica de anamnese e uma ficha de segmento (apéndice 1 e apéndice 2). Os resultados
dos exames laboratoriais foram disponibilizados em planilhas fornecidas pela equipe do
laboratério e os resultados dos RT-gqPCRs estavam disponiveis nos prontuérios dos

pacientes, assim como 0s demais exames e consultas.

5.5.1. Dados do paciente

-Sexo, idade gestacional, APGAR, perimetro cefalico e peso ao nascimento.

-Manifestagcdes clinicas: microcefalia, alteracbes neurologicas (atraso do
desenvolvimento, paralisia cerebral, epilepsia, sindrome extrapiramidal), contraturas
articulares e artrogripose, lesdes oftalmoldgicas (atrofia coriorretiniana, mobilizacéo de
pigmento retiniano, atrofia de nervo dptico entre outras). Essas variaveis foram avaliadas
conjuntamente para classificar os pacientes em dois grupos distintos: sindrome zika
congénita (SCZ) e ndo sindrome zika congénita (NSZC), segundo os critérios descritos
por Moore(27).

-Exames radioldgicos: ultrassonografia transfontanela (USTF), ultrassonografia

de abdome (USG) ou tomografia computadorizada (TC) de cranio. Todos os pacientes
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foram submetidos a USTF. Os sintomaticos ou com USTF alterados por sua vez tiveram
a investigacdo de neuroldgica complementada com tomografia de crénio. Os exames
foram realizados em sua maioria no IFF, excetuando-se 0s casos em que 0 paciente ja
havia realizado TC em outro servico, reduzindo assim sua exposicdo a radiacdo. Os
exames foram classificados em alterados ou ndo e 0s que apresentavam alteracfes
compativeis eram utilizados para o diagnostico clinico de sindrome zika congénita.

-Exames Laboratoriais: sorologia IgM (sangue e LCR) e RT-gPCR para zika
(urina, sangue e/ou LCR), sorologia e/ou RT-gPCR para citomegalovirus (CMV),
sorologia para toxoplasmose, HIV, VDRL, herpes e rubéola. Hemograma, enzimas
hepatica, funcao renal e eletrélitos), citologia e teste do pezinho. Os exames laboratoriais
para investigacdo de outras infecces congénitas foram colhidos para exclusdo
diagnostica. Esses dados serdo usados apenas para exclusdo de pacientes co-infectados,
sem pretensdo de correlaciona-los com a infeccdo pelo zika.

-Teste do desenvolvimento de Bayley Ill. Aplicado em todos os pacientes
assintomaticos nos periodos de 6, 9, 12, 18 e 24 meses. Como alguns pacientes ndo
acompanharam mais no ambulatério durante todo o periodo acima, consideramos 0

Gltimo resultado disponivel.

5.5.2. Dados Maternos

- Clinicos: presenca de sintomas de zika durante a gestacédo e o periodo no qual
ocorreu.
- Laboratorial: resultado das sorologias colhidas durante o pré natal (HIV, CMV,

Toxoplasmose, rubéola, herpes e sifilis) e do RT-qPCR para zika pré e pds-natal.
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5.6. Coleta armazenamento e processamento dos exames laboratoriais

Amostras de sangue de urina foram coletadas de todos os bebés ao nascimento,
ou na primeira consulta no ambulatoério de DIPe. Pacientes com microcefalia, cujas méaes
autorizaram a puncdo lombar, também tiveram amostras de liquor coletada. Todas as
amostras foram enviadas ao LACIFF para a pesquisa de RT-qPCR viral e posteriormente
armazenadas.

As amostras de sangue foram colhidas em tubos de EDTA e tubos soro gel, com
2 ml em cada tubo, salvo condicdes clinicas que ndo permitiram a coleta dessa quantidade.
O sangue era centrifugado e armazenado no biorrepositério do IFF a -20°C,

Durante as consultas subsequentes foi coletado sangue para RT-qPCR e
sorologia seguindo o mesmo padréo da coleta realizada ao nascimento ou na primeira
consulta.

A pesquisa de IgM, pelo método MAC-ELISA, foi feita nas amostras
armazenadas seguindo as instru¢des do documento do CDC modificado pela Autorizacéo
de Uso de Emergéncia para inclusdo de materiais usados por laboratérios fora dos Estado
Unidos (anexo 1). Os exames eram realizados conforme disponibilidade do Kit, porém as
coletas eram feitas nas consultas com a periodicidade de 1, 3, 6, 9, 12 e 18 meses.

Os exames foram processados no LACIFF, em diferentes periodos, todos com o
mesmo kit MAC-ELISA licenciado pelo CDC. Apéds descongelamento as amostras foram
testadas em duplicata, juntamente com o0s controles positivos, negativos e branco,
seguindo a ordem do manual.

Para a realizacdo do RT-qPCR o sangue foi colhido em tubo de EDTA e enviado ao

LAC. Apos centrifugacéo esse material foi mantido em -20°C até o0 momento no qual o
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exame pudesse ser processado. O exame foi realizado com o kit QuantiTect Probe RT-
RT-gPCR (Qiagen)® a partir do RNA extraido com TRIzol, seguindo as orientagdes do
fabricante. Os primers utilizados foram selecionados de acordo com sequéncias genéticas

descritas por outros autores*,

5.7. Classificacéo

Os pacientes foram classificados em 3 grupos de acordo com o periodo da coleta
da amostra de sangue: até 29 dias de vida (grupo IgM <30 dias), entre 30-120 dias (grupo
IgM 30-120 dias) e ap6s 120 dias (grupo IgM >120 dias).

Os pacientes também foram classificados entre sindrome zika congénita (SZC) e
ndo sindrome de zika congénita” (NSZC) de acordo com os critérios clinicos e
radiologicos levantados nos prontuarios. O periodo gestacional da infeccdo materna foi
classificado em trimestres. O primeiro trimestre foi definido até 14 semanas de gestacao,
0 segundo trimestre entre 14 semanas e um dia até 28 semanas e o terceiro trimestre apds

28 semanas.

5.8. Andlise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software SPSS (versdo 21.0). Teste

chi-quadrado foi utilizado para varidveis categoéricas. Valores de p < 0.05 foram

considerados estatisticamente significativos.

6. QUESTOES ETICAS
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O presente trabalho é um subprojeto da coorte “Exposi¢do vertical ao Zika virus
e suas consequéncias para o neurodesenvolvimento infantil” (anexo 2) organizada no
IFF/Fiocruz, previamente aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa em Humanos
(CEP) desta instituicdo, em marco de 2016, sob o nimero CAAE 526756616000005269
(Anexo 3).

Assim como o referido projeto, este estudo encontra-se em consonancia com o
estabelecido na resolucdo 466 do Conselho Nacional de Salude, de dezembro de 2012,
assim como com outras legislagdes vigentes e pertinentes. O objeto deste trabalho esta
inserido especificamente no item “n”dos objetivos especificos do referido projeto:
Avaliar sensibilidade e especificidade de anticorpos especificos ao ZIKV da classe IgM
ou indice de avidez dos anticorpos especificos ao ZIKV da classe 1gG durante a infec¢do
aguda e longitudinalmente aos 3, 6, 9 e 12 meses de vida e no item “o0”: Validar testes
soroldgicos para o diagnostico laboratorial de ZIKV, CHIKV.

Todos os pacientes ja participavam do estudo principal e os que foram excluidos
da andlise nao tiveram nenhum prejuizo ao seu atendimento, uma vez que as coletas ndo
eram feitas apenas em pacientes selecionados. As amostras foram armazenadas na
soroteca do estudo da coorte, ndo acarretando gastos adicionais aos pacientes.

Os dados foram coletados dos prontuarios, os quais eram preenchidos durante as
consultas, também ndo havendo necessidade de deslocamento do paciente, nem gastos
adicionais. Como as coletas ja faziam parte da rotina, também nao foi realizada nenhuma
puncdo com finalidade Unica de obter resultados para essa pesquisa.

A analise dos dados foi feita de forma sigilosa, sem comprometimento da
identidade do paciente e sem divulgacéo informacdes e imagens. Todos os participantes

tiveram o TCLE assinado por seu responsavel legal no momento da entrada no estudo



principal e também receberam uma c6pia do termo assinada pelos pesquisadores. O TCLE
assinado pelos responsaveis encontra-se guardado com o responsavel pelo projeto

principal.

7. RESULTADOS

Foram avaliados 290 pacientes incluidos no banco de dados da pesquisa. Desses
pacientes 61 tinham RT-qPCR positivo em algum material biolégico colhido ao
nascimento (sangue, urina ou liquor). Dos 61 pacientes com confirmacdo de infeccdo
laboratorial na crianga (RT-gPCR +) - independente da presenca de sintomas - 6 ndo
tinham resultado de IgM e 2 pacientes as mées néo tiveram sintomas. Um ndo tinha dados

no prontuario. Apos a aplicagdo dos critérios de exclusdo, 52 pacientes foram incluidos

nesse estudo (Figura 3).

Total de |
52

Pacientes

Figura 3 — Organograma de Selec¢do da Amostra
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Dos 52 pacientes, 21 (40,4%) tiveram amostra de sangue colhida nos primeiros 29
dias de vida (IgM <30 dias), 14 (26,9%) entre 30 e 120 dias de vida (IgM 30-120 dias) e
17 (32,7%) apds 120 dias de vida (IgM>120 dias).

O resultado da sorologia foi positivo em 15 (71,4%) dos 21 pacientes do grupo IgM
<30 dias, 6 (42,9%) dos 14 pacientes do grupo IgM 30-120 dias e em 8 (47,0%) dos 17
pacientes do grupo IgM >120 dias. No total foram 29 resultados positivos (55,8%) entre
0s 52 pacientes com amostras colhidas.

Em relacdo as caracteristicas da populacdo estudada ndo foram encontradas
diferencas significativas entre sexo, alteracdes clinicas como microcefalia, alteracdes
oftalmoldgicas e teste de desenvolvimento de Bayley Il e o resultado da sorologia IgM
na primeira amostra colhida (Tabela 1). Foi observada diferenca em relacdo ao periodo
gestacional no qual ocorreu o rash e o resultado da sorologia IgM, sendo a maioria dos
resultados positivos do MAC-ELISA para zika observados em pacientes cuja infecgédo
materna ocorreu no primeiro trimestre no grupo IgM <30 dias (valor de p = 0,002). Nos
grupos IgM 30-120 dias e IgM >120 dias também foi maior o percentual de pacientes

com resultado positivo de IgM, porém nédo houve significancia estatistica.
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Tabela 1: Descri¢cdo da amostra

IgM <30 dias IgM 30-120 dias IgM >120 dias

Positivo Negativo pvalor Positivo Negativo pvalor Positivo Negativo pvalor

coxo Fem  8(72.7%) 3 (27.3%) 0,633 2 (33,3%)4 (66,7%) 0471 7 (538%)6 (46:2%) 0,335 30 (57,7%)
Masc 7 (70%) 3 (30%) 4(50%) 4 (50%) 1(25%) 3 (75%) 22 (423%)
total 15 6 6 8 8 9 52
wi | 12(100%) 0 0002 4(66,7%)2 (333%) 0,054 6 (66,7%)3 (33,3%) 0164 27 (51.9%)
Infeccdo P 1(20%) 4(80%) 0 5(100%) 2 (33,3%) 4 (66,7%) 16 (30.8%)
Materna P 2(50%) 2 (50%) 2 (66,79%) 1 (33.3%) 0 2(100%) 9 (17,3%)
total 15 6 6 8 8 9 52
re NSZC 7 (538%) 6 (462%) 0032 5 (50%) 5 (50%) 0406 4 (50%) 4(50%) 0601 31 (59,6%)
szC  8(100%) 0 1(25%) 3 (75%) 4 (44,4%) 5 (55,6%) 21 (404%)
total 15 6 6 8 8 9 52
_ _ Sim 4(100%) 0 0228 1(333%)2 (66,7%) 0,615 4(50%) 4 (50%) 0601 15 (28,9%)
Microcefalia
Nio 11 (64,7%)6 (353%) 5 (45,5%) 6 (545%) 4(44,4%) 5 (55,6%) 37 (711%)
total 15 6 6 8 8 9 52
Alteracoes Sim_ 4(100%) 0 0228 0 0 NIA 4(50%) 4(50%) 0601 15 (289%)
oftalmolégicas ~ Nao 11 (64,7%)6 (353%) 6 (42.9%) 8 (57,1%) 4 (44,4%) 5 (55,6%) 37 (71,1%)
total 15 6 6 8 8 9 52
Alteracoes sim 9(100%) 0 0017 2(50%) 2(50%) 0594 4 (444%)5 (55,6%) 0601 30 (57.7%)
Neurolégicas ~ ndo  6(50%) 6 (50%) 4.(40%) 6 (40%) 4 (50%) 4 (50%) 22 (423%)
total 15 6 6 8 8 9 52
Bavlev 1 alterado 1 (100%) 0 06 1 (100%) 0 05 0 1(100%) 0571 3(11,1%)
ey normal 5 (55,6%) 4 (44,4%) 4 (44,49%) 5 (55,6%) 3 (50%) 3 (50%) 24 (83,9%)
total 6 4 5 5 3 4 27
ey AMerado  3(420%) 4(571%) 0167 3(75%) L(25%) 0167 0  1(100%) 0571 14 (53%%)
yiey normal  3(100%) 0 1(20%) 4 (80%) 3 (50%) 3 (50%) 12 (46,1%)
total 8 4 4 5 3 4 26

Quanto a classificagdo em SZC e NSC pudemos observar que 8 (100%) dos
pacientes com SZC, cujas amostras foram colhidas nos primeiros 29 dias de vida,
apresentaram IgM positiva para zika (valor de p =0,032). Ap06s esse periodo de coleta ndo
houve associagédo entre SZC e NSZC (valor de p =0,406 para IgM 30-120 e 0,601 para
IgM >120).

Em relacdo as alteracdes neuroldgicas, observamos que 9 (100%) dos pacientes do
grupo IgM <30 dias, tiveram sorologia IgM positiva para Zika (valor de p= 0,017). Nos

grupos com coleta mais tardia ndo pudemos observar esse dado.
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Ao observarmos o teste de desenvolvimento Bayley Il1, o resultado demonstra um
aumento no numero de pacientes com alteracGes detectadas pelo segundo teste quando
comparado ao primeiro. Porém ndo verificamos associacgdo entre o resultado da sorologia
IgM e o resultado do Bayley 111 nem no primeiro, nem no segundo teste realizados.

Dos 52 pacientes, 32 tinham mais de uma amostra colhida em tempos diferentes.
Entre os pacientes com a primeira amostra positiva (total 17 pacientes), em 4 ainda foi
possivel detectar IgM positivo na coleta seguinte. O periodo entre a primeira amostra
positiva e a segunda variou entre 23-357 dias, com média de 194,5 dias, mediana de 199
dias, desvio padrdo (DP) de 180 dias. Todos 0s quatro casos sdo de maes com infeccao
no primeiro trimestre de gestacdo, sendo trés pacientes diagnosticados com SZC e um
NSZC. O maior periodo de deteccdo de IgM positiva foi de 551 dias.

Treze pacientes eram positivos na primeira coleta e negativos no segundo
momento. O periodo entre a primeira e a segunda coletas variou entre 84-434 dias, com
média de 204,8 dias, com mediana de 144 dias (DP=117,5 dias). Entre esses pacientes, 6
tiveram uma terceira amostra colhida e 2 uma quarta amostra. Dois pacientes voltaram a
apresentar sorologia positiva ap6s terem um resultado negativo. Ndo foi relatada a
presenca de sintomas de Zika nesses pacientes em nenhum momento do
acompanhamento, nem repetido o RT-qPCR. Desses dois pacientes um era SZC e um
NSC sendo a infeccdo materna no primeiro e no terceiro trimestre respectivamente.

Dos 15 pacientes que tiveram resultado negativo na primeira coleta, 4 tiveram
resultado positivo para IgM na segunda coleta. O periodo entre a primeira e a segunda
coleta variou entre 84 e 320 dias, com média de 157 dias, mediana de 112 dias (DP=110,8
dias). Desses 4 pacientes, 3 tiveram uma terceira amostra colhida, sendo todas negativas.

O periodo de negativacdo da IgM entre a segunda e a terceira amostra foi de 168 a 364
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dias, com média de 238 dias, mediana de 183 dias (DP 109 dias). Dos 4 pacientes que
eram inicialmente negativos e apresentaram resultado soroldgico positivo na segunda
coleta, dois tiveram infeccdo materna diagnosticada no segundo trimestre gestacional, um
no primeiro trimestre e um no terceiro trimestre. Entre os pacientes cuja a mae teve
infeccdo no segundo trimestre um era SZC e um NSC. O paciente cuja mée teve infeccao

no primeiro trimestre foi classificado com SZC e o do terceiro com NSZC.

AMOSTRAS SERIADAS

52 PACIENTES
32 PACIENTES

17 IGM +

COLETA1
83-432 23-550 191-739 46-668
DIAS APOS DIAS APOS DIAS APOS DIAS APOS
COLETA2
372-388, 367-555
DIAS APOS DIAS APOS
COLETAS
3e4d

Figura 4: Resultado das Amostras seriadas

8. DISCUSSAO
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O nosso estudo descreveu o papel da sorologia de IgM nos casos clinicos de criangas
com RT-gPCR positivo, ou seja, com comprovacao de infeccdo congénita pelo virus Zika.
Ao considerarmos o breve periodo de deteccdo do RT-gPCR viral descrito pela literatura
em adultos**, podemos observar que amostras provenientes de criancas infectadas durante
a gestacdo, apresentam um periodo de viremia acima do esperado, pois 51,9% dos
pacientes foram infectados no primeiro trimestre gestacional, 30,7% no segundo trimestre
e 17,3% no terceiro. Nao sabemos se a infeccdo em um periodo precoce pode resultar em
uma inabilidade do sistema imunologico em responder ao virus, 0 que poderia ser a causa
dessa viremia prolongada.

No entanto, alguns autores também descrevem periodos prolongados em uma
parcela minoritaria de pacientes previamente higidos com Zika adquirida'®®-%, sendo
descrito periodos de até 100 dias em gestantes. Esse mecanismo ainda ndo é
completamente elucidado, porém algumas hipoteses sdo propostas, tais como a da atuacdo
da placenta e do feto como reservatorio viral’®? e das alteragdes do sistema
imunoldgico durante a gestacao*'1%2,

A presenca de IgM positiva no nosso estudo foi maior nos pacientes infectados no
primeiro trimestre (75,0%), seguida por 10,3% e 13,8% no segundo e terceiro trimestres
respectivamente. Os melhores resultados da sorologia IgM foram descritos nos pacientes
infectados no primeiro trimestre, que tiveram a amostra colhida nos primeiros 29 dias de
vida (grupo 1gM<30 dias), sendo 100% das amostras positivas para IgM. Podemos
observar que quanto mais precoce for a coleta, assim como é orientado pelo CDC, melhor
é a sensibilidade do exame. Observamos um decréscimo na positividade do exame
conforme o periodo de coleta: no grupo IgM <30 dias 55,2% pacientes tiveram resultados

de IgM positivos, no grupo IgM 30-120 dias 20,7% dos pacientes tiveram resultados de
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IgM positivos e no grupo IgM >120 dias 24,1% doa pacientes tiveram resultados de IgM
positivos.

De acordo com a literatura a IgM € detectavel por volta do 4° dia de doenca até 12
semanas*. No entanto, como a coleta das amostras para sorologia ocorreu apenas apds o
nascimento, podemos concluir que o para o grupo infectado no primeiro trimestre houve
um periodo minimo de tempo entre a infeccdo materna e a coleta de aproximadamente 2
trimestres (180 dias). Mesmo sabendo da impossibilidade de definir o momento exato da
infeccdo fetal, a mesma deve ocorrer logo apds a materna, sugerindo periodos maiores de
deteccdo de IgM em criancas infectadas congenitamente quando comparados aos
anteriormente relatados. Estudos que demonstraram alteracdes ultrassonograficas antes
de 20 semanas gestacionais compativeis com sindrome de Zika congénita alguns dos
pacientes infectados no primeiro trimestre, indicam proximidade com a infeccdo
maternal®t®,

Na populacdo estudada, 21 pacientes tinham sindrome de Zika congénita, sendo
17 deles infectados no primeiro trimestre e 4 no segundo, o que corrobora com os dados
da literatura®2132584114 Desses 21 pacientes, 13 tiveram IgM positiva no primeiro
exame apos 0 nascimento, sendo todos do primeiro trimestre. Uma vez que nesse periodo
gestacional o sistema imunol6gico ainda estd em desenvolvimento, tem-se também a
possibilidade da incapacidade de resposta imune fetal no momento inicial da infeccao se
traduzir em uma resposta mais tardia de IgM, a qual n&o se detecta no periodo neonatal**®.

Assim como na Literatura, verificamos que coletas mais tardias tiveram menor
positividade, indicando a necessidade de uma abordagem precoce quando houver suspeita

de infecgdo congénita?®.
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O exame também ndo mostrou correlacdo com alteragdes clinicas, indicando que
todos os pacientes suspeitos devem ser clinicamente investigados independente do
resultado da sorologia. Inclusive alteracOes tardias no teste de desenvolvimento de Bayley
ndo tiveram correlacdo com os resultados soroldgicos, indicando que esse
acompanhamento deve ser mantido a longo prazo.

Houve associacdo entre os resultados das sorologias em pacientes com SZC e
alteracdes neurologicas e pacientes NSZC sem alteracdes neuroldgicas, principalmente
quando a coleta foi feita nos primeiros 29 dias de vida. Diante de um paciente com
alteracdes neurologicas ou caracteristicas de sindrome zika congénita, a coleta precoce
da sorologia pode ser Gtil para a confirmacdo do diagndstico, permitindo o manejo clinico
adequado. Diferentemente de outras infeccdes congénitas, na SZC devemos investigar
alteracdes urodindmicas, o que nao ocorre na rotina das outras TORCHS. Além disso, a
confirmacdo do diagnostico pode proporcionar a familia a busca por tratamentos
especificos que venham a ser desenvolvidos, busca por conhecimento em relacdo aquela
infeccdo especifica, bem como a insercdo de grupos de apoio, 0os quais em geral
distinguem o tipo de patologia do paciente.

Como nédo héa dados sobre o periodo de deteccdo de IgM para Zika em pacientes
com infec¢do congénita, também devemos levar em consideracdo a possibilidade de o
momento de maior titulacdo desse anticorpo seja mais tardio em relacdo a infeccdo
adquirida, predominando assim os resultados positivos nas infecgdes mais antigas.

Em relacdo aos pacientes com mais de uma amostra coletada, ndo podemos afirmar
persisténcia durante o periodo entre as coletas. No entanto, sabendo que todos 0s
pacientes tiveram infecgdo congénita, podemos supor a possibilidade de reinfeccéo ou

reativacdo viral. Uma limitacdo a essa suposic¢do € a possibilidade de rea¢do cruzada com
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outros flavivirus aos quais 0s pacientes estariam expostos ap0s 0 nascimento. Coletas
tardias ap0s 0 nascimento devem ser cautelosamente analisadas devido a possibilidade de
infeccdo adquirida por outros flavivirus e a imunizagio contra febre amarela®*!, Dos 4
pacientes que apresentaram IgM positiva em mais de uma amostra, nenhum havia
recebido a vacina, nem apresentado sintomas de Zika ou de outra arbovirose.

Embora ndo possamos confirmar a hipétese de persisténcia dos anticorpos IgM
nesses pacientes, um estudo que dosou o IgM, até 19 meses apos a infecgdo por zika em
62 pacientes, verificou que 75% dos participantes ainda eram positivos entre 12-19 meses
ap0s os sintomas, 19% tiveram resultado equivocado e apenas 8% foram negativos*'’. No
nosso estudo, embora ndo tenha sido o objetivo, tivemos amostras pareadas da maioria
dos pacientes. Das 17 amostras positivas que foram comparadas a uma segunda amostra
coletada posteriormente, 23,5% mantiveram-se positivas. Pudemos observar um periodo
de até 357 dias entre uma coleta e outra, assim como Griffin e colaboradores encontraram
para pacientes com infeccio adquirida pela Zika®’.

Esses dados foram consistentes com outras infec¢bes por flavivirus, como Febre
do Oeste do Nilo e Febre amarela. Em estudos que dosaram IgM, a febre do Oeste do
Nilo e apds vacinagdo contra febre amarela, detectaram IgM positiva apds 500 dias de
doenca e 3-4 anos apos a vacinagioe1o,

Tais estudos apontam para uma possivel permanéncia de anticorpos da classe IgM
por periodos prolongados. Para a investigacdo da infecgdo congénita, esse dado encoraja
a coleta da IgM, mesmo apds um periodo prolongado entre o nascimento e a infec¢do
materna. No entanto, em relagdo ao diagnostico materno no periodo gestacional, essa
informac&o pode apontar para a possibilidade de infec¢do anterior ao periodo da gravidez,

0 que ndo ajudaria ao diagnostico de infeccdo materna no momento da gestacéo.
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O PRNT néo foi realizado em nenhum paciente do estudo para confirmacdo do
IgM, pois além de ndo dispormos do teste, todos os pacientes ja tinham confirmacéo
laboratorial com RT-qPCR.

Tivemos 2 pacientes com 3 amostras colhidas sendo os resultados respectivamente
positivo, negativo e positivo. Nao foram descritos novos sintomas, nem colhido novo RT-
gPCR. Pouco se sabe sobre reinfeccdo ou reativacdo, mas, assim como em outras
infeccbes por arbovirus, acredita-se que os anticorpos induzam resposta humoral com
longa duragdo, protegendo contra reinfeccio'?. Dessa forma ndo podemos excluir a
possibilidade de uma nova infec¢do, de uma reativacdo ou de um possivel resultado falso

negativo para as amostras entre as positivas.

9. CONCLUSAO

A coleta deve ocorrer 0 mais proximo possivel ao nascimento, pois observamos que
coletas tardias tiveram menos resultados positivos. Além disso, por se tratar de uma
doenca transmitida por um vetor, do qual ha limitacdes para a protecdo de lactentes,
guanto mais tarde for a coleta, maior a chance de infeccdo adquirida pelo zika ou outro
flavivirus.

Nos casos de SZC e alteracdes neurologicas, o resultado da sorologia IgM foi
positivo na maioria dos casos quando colhido nos primeiros 29 dias de vida. Diante de
criancas com alteracGes neuroldgicas ou com caracteristicas clinicas de SZC, sem relato
de infeccdo materna durante a gestacdo, a coleta da sorologia deve ser pensada como uma
ferramenta diagndstica. Assim poderemos diferenciar a SZC de outras infec¢des

congénitas, proporcionando o manejo adequado desses pacientes.



o1

Concluimos também que testes soroldgicos negativos ndo afastam o diagnostico de
infeccdo congénita e que, mesmo em pacientes assintomaticos, com o primeiro teste de
desenvolvimento normal, detectamos alteracdes de desenvolvimento tardias. 1sso atenta
para a necessidade de seguimento clinico desses pacientes, independentemente dos
resultados da sorologia.

Verificamos persisténcia de amostras positivas até 551 dias de vida, porém sdo
necessarios estudos com amostras pareadas para confirmar a persisténcia desses

resultados, reinfec¢do ou reativacao viral.
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EXPOSICAO VERTICAL AO VIRUS ZIKA

1. ldentificacéo Codigo:
Sexo: ( )Masc ( )Fem ( )Indeterminado

Data Nascimento:_ /[ Local:

Entrada no Estudo: __ / /  ( )gestagcdo ( )parto ( )crianca [Idade:__ dias]

Classificacdo inicial: ( )Sintomatico ( )Alteracdo laboratorial isolada ( )Alteracdo

imagem isolada ( )Exposto assintomatico [( )gestacdo ( )periparto ( )Leite Materno]

DN Mae: /| ldade mae: anos

Raca/Cor. ( )Branca (  )Preta ( )Amarela (  )Parda (  )Indigena

(Etnia: ) ( )lgnorado

Escolaridade (maior nivel completo): ( )Sem escolaridade ( )Fundamental |

( )Fundamental Il ( )Médio ( )Superior ( ) Ignorado

Ocupacdo:

DNPai: /[ ldade pai: anos

Endereco atual: Bairro: Cidade: UF: CEP

Tipo de residéncia: ( )casa ( )apartamento ( )outro Comunidade:

( )ndo ( )sim N° pessoas que moram na casa:
Renda familiar mensal: reais
Auxilio governamental: ( )ndo ( )sim, qual? ( )BPC ( )BF ( )TFD ( )Passe

( )Qutro:

Morou em outro enderego durante a gestacdo? ( )Néao ( )Sim
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Qual?

Viajou durante a gestacdo? ( )N&o ( )Sim

lda:__ /[ Volta:__ /[ Pais: Estado: Cidade:

lda:__ /[ Volta:__ /[ Pais: Estado:__ Cidade:

2. Histdria gestacional

Pré-natal? ( )Nao ( )Sim Unidade de salude que realizou pré-
natal: Municipio:

Numero de consultas: 1°trim:__ 2°trim:___ 3°trim:_____ Total:

Data da primeira consulta: _ / /  Idade gestacional na 12 consulta:___ semanas
Peso no inicio da gestacdo (kg):_ Peso no final (kg):

Altura (m):

Vacinas Maternas em dia: ( )ndo ( )sim ( )lgnorado
Vacina contra Febre Amarela: ( )Ignorado ( )ndo ( )sim

(Quando? / / OU ha anos)

Vacinacao na gestacao?

Vacina N° doses Data 12 dose Data 22 dose Data 32 dose
( )Influenza NA NA
()dT NA
( )DTPa NA
( )Hepatite B
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( )Triplice viral NA NA

Gestacao planejada: ( )ndo ( )sim
Desenvolveu alguma complicacdo durante a gestacao? ( )N&o ( )Sim
Qual:( )ITU ( )Anemia ( )Diabetes gestacional ( )HAS gestacional ( )Pré-eclampsia
( )Placenta prévia ( )Oligoidramnio ( )Polidramnio ( )Insuficiéncia do colo uterino
( )Hiperemese gravidica ( )Anomalias anatdmicas do utero ( ) Deslocamento de

placenta ( ) Crescimento intrauterino restrito ( )Incisura () Outras

Dengue anterior: ( )ndo ( )sim ()ignorado n®de vezes:  Quando: ha __ a
Chickugunya anterior:( )ndo ( )sim ( )ign N°de vezes:  Quando:ha ___ a
Contato ou convivio com pessoas com quadro sugestivo de Zika/ Chikungunya/
dengue durante a gestacdo: ( )ndo ( )sim Periodo:

Diagnostico laboratorial de alguma doenca infecciosa? ( )N&o ( )Sim, qual:

( )Toxoplasmose ( )Rubéola ( )Citomegalovirus ( )Sifilis ( )Herpes simples

( )Parvovirus ( )HIV ( )Dengue ( )Chikungunya ( )Zika virus ( )Outras.

Especificar:

Outras Infecgdes durante a gravidez ()ndo ( )sim Periodo:

Febre > 38° semrash ( )ndo ( )sim Periodo:

Teve contato com pesticidas? ( )ndo ( )sim, qual(is)?

Teve contato com agrotoxicos? ( )ndo ( )sim, qual(is)?

Teve contato com algum produto quimico? ( )ndo (  )sim, qual(is)?

Realizou alguma Radiografia? ( )ndo ( )sim, ( )1°trim ( )2°trim ( )3°trim

Vocé fez uso de algum destes medicamentos?
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Acido folico: ( )ndo ( )sim, data inicio do tratamento: _ / [/
Ferro: ( )ndo ( )sim, data inicio do tratamento: __/ /

Outros: ( )ndo ( )sim, quais?

Medicamento 1: data do inicio: / /
Medicamento 2: data do inicio: / /
Medicamento 3: data do inicio: / /

Teve manchas vermelhas durante a gestacao? ( )néo ( )sim Quantas vezes? _
1° episddio: Quando? ( )1°. Trimestre ( )2° Trimestre( )3°. Trimestre

Data do inicio do exantema: I Duracéo? d

Iniciou onde? ( )Cabeca/pescoco ( )Tronco ( )MMSS ( )MMII ( )todo corpo

Ela se espalhou? ( )N&o ( )Sim, para onde? ( )Cabeca/pesco¢o ( )Tronco

( )MMSS ( )MMII ( )Difuso por todo corpo

Teve algum dos seguintes sinais e sintomas? ( )Febre, temperatura maxima?___ °C
duracdo:  d( )Prurido( )Tosse ( )Coriza ( )Cefaleia

( )Mialgia ( )Artralgia, quanto tempo?__ d( )Vomitos ( )Linfoadenopatia

(' )Hiperemia conjuntival ( )Dor retroorbital ( )Outros:

Se teve outros sintomas, o rash surgiu: ( )Primeiro ( )Logo ap6s ( )Dias apo6s Teve

atendimento médico? ( )Ndo ( )Sim, qual diagndstico? Tomou

remédio? ()Nao ()Sim, qual?

2° episodio: Quando? ( )1°. Trimestre ( )2°. Trimestre( )3°. Trimestre

Data do inicio do exantema: I Duragéo? d

Iniciou onde? ( )Cabega/pescoco ( )Tronco ( )MMSS ( )MMII ( )todo corpo
Ela se espalhou? ( )N&o ( )Sim, para onde? ( )Cabeca/pescogo ( )Tronco

( )MMSS ( )MMII ( )Difuso por todo corpo
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Teve algum dos seguintes sinais e sintomas? ()Febre, temperatura maxima? °C
duracéo: d ( )Prurido ( )Tosse ( )Coriza ( )Cefaleia
( )Mialgia ( )Artralgia, quanto tempo? d ( )Vvomitos ( )Linfoadenopatia

(' )Hiperemia conjuntival ( )Dor retroorbital ( )Outros:

Se teve outros sintomas, o rash surgiu: ( )Primeiro ( )Logo ap0os ( )Dias apds Teve

atendimento médico? ( )N& ( )Sim, qual diagnostico? Tomou

remedio? ()Nao ()Sim, qual?

Habitos durante a gestacéo

Alcool: Usou bebida alcodlica na gestacdo? ()N&o ( )Sim ( )Até confirmar, _sem

Com que frequéncia usava alcool por semana? (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7ou+)

Quantas doses ou drinks vocé costumava tomar nesses dias? (1) (2) (3 ou mais)

Com que frequéncia tomava >3 doses ou drinks? ( )Nunca ( )mensalmente ou menos( )
Mensalmente ( )Semanalmente ( )Diariamente ( )Ign

Tabagismo: Em relacdo ao cigarro, voceé diria que:

( )Nunca fumei ( )Fumei no passado, mas na gestacao néo

( )<10 cigarros por dia ( ) 10 a 20 por dia ( ) > 20 por dia ( )N&o sei

Se fumante, ha quantos anos fuma diariamente?

Se ex-fumante, parou de fumar ha quantotempo? _ ()d( )sem ( )m( )a

Drogas ilicitas: Agora nds vamos falar sobre o uso de substancias estimulantes ou
calmantes. Alguma vez vocé usou?

( )Maconha ( )Cocaina cheirada ( )Qualquer droga injetavel ( )Crack ou merla ( )
Lanca-perfume, lolo, cola, éter, solventes, esmalte, tinta, cloroférmio ( )LSD ( ) Ecstasy

(' )Anfetamina ou remédios para emagrecer
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US obstétrica:

Data | Semana | PC | Microcefalia | Calcificacdes Ventriculo- Outros
gestacdo | (cm) megalia
()sim( )ndo | ()sim( )ndo | ()sim( )ndo
()sim( )ndo | ( )sim( )ndo | ( )sim( )nédo
()sim( )ndo | ( )sim( )ndo | ( )sim ( )nao
()sim( )ndo | ( )sim( )ndo | ( )sim ( )ndo
Exames na gestacgao:
Exame Data | Resultado Data | Resultado | Data Resultado
1° trim 2°trim 30 trim
Hemoglobina
Hematocrito
Glicose
Anti-HIV
Rubéola
HBsAg
Anti-HCV
Toxoplasmose
Sifilis(VDRL)
CMV
HSV
Outros
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3. Histéria Familiar

PC da mée: PC do pai:

Algum grau de parentesco? ( )N&o ( )Sim, qual?

Vocé possui malformacao congénita? ( )Nao ( )Sim, qual(is)? Alguém

na familia, sua ou do companheiro tem microcefalia? ( )Ndo ( )Sim
Vocé fazia uso de algum medicamento de uso continuo? ( )N&o ( )Sim,

qual(is)?

Teve diagnostico de alguma doenga pré-existente? ( )N&o ( )Sim, qual(is)?

( )Diabetes ( )Outras doencas metabolicas ( )Hipertensdo arterial sistémica

( )Cardiopatia cronica ( )Doenca renal cronica ( )Pneumopatias cronicas

( )Hemoglobinopatia ( )Cancer ( )Doenga auto-imune ( )Doenga neuroléptica

(' )OQutras, especificar

Teve diagnostico ou recebeu tratamento para alguma DST? ( )Nao ( )Sim, qual(is)?
( JHIV ()Sifilis  ( )Gonorreia ( )Clamidia ( )Hepatites B e/ou C

( YHerpes simples ( )Outras,

4. Heredograma

5. Historico obstétrico/ginecoldgico
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Primeira gestacdo? ( )Nao ( )Sim: pular para dados da gestacéo.

Quantas vezes vocé ja engravidou (considerar abortos e natimortos)?

Quantos filhos nasceram vivos? _ Quantos nasceram mortos? __ Ja teve algum
aborto? ( )Nao ( )Sim, quantos: ___ espontaneos: __ provocados:___ Algum com

malformacdo? ()Nao ( )Sim, qual(is)?

Quial ¢ a data de nascimento do seu ultimo filho? I

6. Historia Perinatal
Idade Gestacional: __sem___dias ()Capurro ( )Ballard ( )DUM: [/ [
Classificacdo quanto a idade gestacional: ( )Pré-termo ( )Termo ( )P6s-termo
Gemelar: ( )Nao ( )Sim, especificar: ( )1° Gemelar ( )2° Gemelar ( )3° Gemelar
Tipo de parto: ( )Normal ( )Forceps ( )Cesareo ( )RN Vivo ( )RN Morto

Dano perinatal? ( )N&o ( )Sim, especificar: ( )Anoxico ( )Isquémico ( )hemorragico()

traumatico ( )outros:

Parto IFF: ( )sim ( )ndo: 12 consulta: / / Idade Registro:

7. Exame Fisico RN:

Peso: g Comprimento : cm Perimetro torécico: cm
PC: cm PC medido 24-48h ap6s? ( )ndo ( )sim cm
Apgar: 1° minuto: 5° minuto 10° minuto Alta maternidade: d

Presenca de outras malformacgdes? ( )ndo ( )sim, especificar:
( )Aparelho circulatorio ( respiratorio ( )digestivo ( )osteomuscular ( )Orgaos genitais

Descricdo:

Outros achados clinicos? ( )ndo ( )sim, especificar: ( )ictericia ( )anemia
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( )esplenomegalia ( )alteracdes 0sseas ( )choro ao manuseio ( )hidropsia ( )rinite

muco-sanguinolenta ( )hepatomegalia ( )lesdes cutaneas

(' )pseudoparalisia ( )petéquias ( )plaquetopenia ( )convulsdes

(' )outras, especificar:

Exame do RN

Normal

OBSERVACAO

Pele / Anexos

() excesso de pele em regido occipital

Cranio () Suturas cavalgadas
() Proeminéncia occipital
Face () Desproporcéo cranio-facial
Olhos / Nariz

Boca / Perioral

Dentes

Pescoco

() Excesso de pele

MMSS

Térax e ausculta

Cardiopulmonar

Abodome / Visceras

Quadril

Genitalia / Perineo

MMII

Dorso / Coluna

Vertebra

Sistema Nervoso /

() Hipertonia de Membros
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Sinais Neurolégicos

Pares Cranianos

Impressédo da Avaliacdo Dismorfoldgica:
( )Microcefalia Isolada infecciosa/disruptiva ( )Microcefalia com outras malformacdes

(' )Microcefalia isolada genética ( )sem Microcefalia ( )outras malformagdes /

dismorfias especificar: () normal

8. Placenta: anatomia patoldgica: ( )nédo ( )sim,
Descricdo:

9. Cardiologia:

ECO: ( )ndo ( )sim [IFF:( )ndo ( )sim]Data:__/ /  ( )normal ( )alterado

Descricdo:

10. US Abdominal: ( )ndo ( )sim [IFF:( )ndo ( )sim]Data:__/ /()N ( )alt

Descricdo:

11. Oftalmologia:
Reflexo vermelho: ( )ndo ( )sim [IFF:( )ndo ( )sim]Data:__ / /()N ( )alt

Descricao:
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Fundo de Olho:

Data Idade Normal Alterado Descrigao/conduta)

12. Exames Laboratoriais crianca:

Exame Data Resultado Data Resultado

TGO

TGP

FA

Ht

Hb

Leucometria

Plaquetas

Glicose

Material Data IgM 19G

PCR

CMV

Toxoplasmose

Sifilis

HIV*

HSV*
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Rubéola*

Parvovirus*

Chikungunya

Dengue

Virus Zika

* = ndo obrigatério

Outros exames (data/exame/resultado):

13. Neurologia: Microcefalia: ( )sim ( )ndo
12 avaliagdo: Data: _ / /_ Idade: Sintomas: (')ndo ()sim:

Alteraces de exame fisico:

Impressé&o:

Puncéo liqudrica: ( )Ndo ( )Sim Data: / /

Aspecto: ( )Limpido ( )Purulento ( )Hemorragico ( )Turvo ( )Xantocrémico
( )Outros ( )Ignorado Hemacias: mm3 Leucdcitos: mm3 Bastonetes:

% Segmentados % Mondcitos % Linfocitos % Ptn mg/dI

Cloreto mg/dl Glicose mg/dl
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EEG:Data__ / [/ Ild: Resultado: ()normal ( )Alterado:

USTF:Data __ / [/ Id: Resultado: ( )sem condicdes ( )normal ( )Alt:

( )calcificagcbes ( )lisencefalia ( )atrofia cerebral ( )ventriculomegalia ( ) suturas

calcificadas ( )outras, especificar:

TCcranio:Data__ / /  ldade: Resultado: ( )normal ( )Alterado

( )calcificacBes ( )lisencefalia ( )atrofia cerebral ( )ventriculomegalia ( ) suturas

calcificadas ( )outras, especificar:

RNM cranio: Data___ / /  ldade: Resultado: ( )normal ( )Alterado

( )calcificagdes ( )lisencefalia ( )atrofia cerebral ( )ventriculomegalia

(' )suturas calcificadas ( )outras, especificar:

Seguimento da neurologia:

14. Avaliacdo Auditiva:

TAN (EOAE): Data__/ /___ ldade: Resultado: ( )normal ( )AIt:
PEATE: Data___/ / _ ldade: Resultado: ( )normal ( )Alterado:____
Reteste ap6s 30d: Data __ /_ / Id: Resultado: ( )normal ( )Alterado

Encaminhamento:

PEATE seguimento:
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Data Idade

Normal

Alterado (Descricao)

15. Avaliagdo do desenvolvimento:

Teste Aplicado

Data

Idade

Normal (p) Alterado
(Descricao)

Linguagem 12m

Linguagem 24m

16. Avaliagdo Nutricional:

Succéo adequada neonatal? ( )ndo ( )sim LM: ( )n&o ( )sim, tempo:

Gastrostomia? ( )ndo ( )sim, data:

Observacéo:

/

Idade:

17. Intercorréncias

Data

Idade

Problema

Evolucéo

18. Encerramento do caso

Classificagéao final:
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( )SZC ( )Exposto ( )Nao infectado ( )Inconclusivo ( )Descartado
Etiologia provavel:
( )genética/cromossémica ( )ambiental (farmacos, toxicologicas, radiacGes ionizantes,

outras) ( )inconclusiva ( )infecciosa, qual?

Grupo de pesquisa inicial: ( )Caso ( )Controle Grupo final: ()Caso ()Controle

Desfecho: Data: __ / /() pediatria ( )abandono ( )transferida:

( )lgnorado ( )obito Causa mortis:

Necropsia: ( )ndo ( )sim, no iff? ( )sim ( )ndo, onde?

Resultado:

Ultimo preenchimento (lapis): /[ Ultima monitoria:___ / _/

Apéndice 2: FICHA DE SEGUIMENTO AMBULATORIAL

3

RETLSMERk mwossraers Ambulatorio de DIPe — Exposicéo vertical ao virus
Zika



Nome: Data da consulta:
Prontuario: DN: Idade:
Acompanhante:

Mae com sintomas de Zika na gestacéo: ( ) sim ( ) nao
Confirmacéo de infeccdo materna:

PCR+ ( )sim ( )nao ; sorologia IgG+ ( ) sim ( )ndo
Confirmacé&o da infec¢éo na crianca:

PCR+ ( )sim ( )nao; sorologia IgG+ ( ) sim ( )n&o
Diagnéstico da crianca:

() microcefalia ( ) outra malformacédo do SNC ( ) assintomatico

Ultimos exames complementares:
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Exame Data Normal | Alterado Observacotes

USTF

TC de cranio

RM de cranio

EEG

PEATE

Fundoscopia

Ecocardiograma

USG abdominal

USG
lombossacra

Usa o6culos: () sim () ndo

Urodinamica: ( ) Sim ( ) Nao - Alteragéo:

Faz uso de oxibutinina?: () Sim ( ) Nao

Intercorréncias:

Medicacoes:




Alimentacao:

Tem dificuldade de alimentacao: ( )sim ( )ndo

Observacfes adicionais:

Vinculos:

Fisioterapia:

Fonoaudiologia:

Neurologia:

Outros:

Vacinas em dia: ( ) sim ( ) nao

( )viucartdao ( ) nao viu cartdo

Histéria do desenvolvimento:

Exame fisico:

Peso: (z-score__ ) Estatura: (z-score__ )
PC: (z-score__ ) IMC: (z-score )
Ectoscopia:

Cabeca e pescoco: ( ) normal () alterado

Ap.respiratorio : ( ) normal () alterado




Ap. cardiovascular: ( ) normal () alterado

Abdome: ( ) normal ( ) alterado

Membros: ( ) normal ( ) alterado

Genitalia: ( ) normal ( ) alterado

Neurolégico: ( ) normal ( ) alterado

Outros:

Impressao:

Recomendacdes:

ANEXOS

ANEXO 1: Documento do CDC modificado pela Autorizacdo de Uso de Emergéncia

para inclusdo de materiais usados por laboratérios fora dos Estado Unidos

MAC-ELISA para zika
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Centros de Controle e Prevencédo de Doencas

Este documento foi modificado pela Autorizacdo de Uso de Emergéncia
(laboratorios dos EUA) para incluir materiais usados por laboratérios fora dos
EUA. Os laboratorios dos EUA devem consultar o protocolo da Autorizagdo para
Uso de Emergéncia (EUA) oficial dos EUA, fornecido pela Rede de Laboratorios

de Resposta

Instrucdes de uso
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Introducéo
FINALIDADE

Este documento descreve o uso de um ensaio de imunoabsor¢do enzimatica de captura de
anticorpos IgM (MAC-ELISA) para a deteccdo de anticorpos do zika virus em pessoas
que atendem aos critérios clinicos e/ou epidemioldgicos dos Centros de Controle e
Prevencao de Doencas (CDC) para teste do zika virus.

Esse teste destina-se somente a uso conforme descrito na orientagdo para teste de
diagndstico de zika do CDC e sob a Autorizacdo de Uso de Emergéncia (EUA) da Food
and Drug Administration (FDA). Consulte o website do CDC para obter orientagéo
atualizada para laboratdrios: http://www.cdc.gov/zika/state-labs/index.html.
Laboratdrios internacionais ndo séo regidos por essas restri¢oes.

USO PRETENDIDO

O teste MAC-ELISA para zika do CDC destina-se a deteccdo qualitativa de anticorpos
IgM do zika virus em soro humano ou no liquido cefalorraquidiano (LCR) que é
submetido junto com uma amostra de soro do paciente, coletada de individuos que
atendem a critérios clinicos do CDC para o zika virus (por exemplo, sinais clinicos e
sintomas associados a infeccdo pelo zika virus) e/ou critérios epidemiolégicos do CDC
para o zika virus (por exemplo, histérico de residéncia ou viagem para regides geograficas
com transmissdo ativa do zika virus no momento da viagem ou outros critérios
epidemioldgicos para os quais o teste do zika virus possa ser indicado como parte de uma
resposta para a saude publica). O ensaio destina-se a uso em laboratorios qualificados
designados pelo CDC como parte de um algoritmo multiteste.

Os resultados do ensaio séo para a suposta identificacao de anticorpos de IgM para o zika
virus. Resultados positivos e resultados duvidosos ndo sdo definitivos para o diagndstico
de infeccdo por zika virus. Resultados falso-positivos em pacientes com historico de
infeccOes de outros flavivirus sdo possiveis. A confirmagdo da presenca de anticorpos
IgM antizika em amostras supostamente positivas requer testes adicionais pelo CDC ou
por laboratérios qualificados indicados pelo CDC e com a consultoria do CDC, usando o
algoritmo emitido pelo CDC. Os laboratérios devem comunicar todos os resultados
positivos as autoridades de salde publica adequadas. Dentro dos Estados Unidos e de
seus territorios, resultados equivocos e supostamente positivos devem ser informados ao
CDC pelos laboratérios qualificados designados pelo CDC.

Os resultados desse teste ndo podem ser usados como base exclusiva de decisdes de
gestdo de pacientes e devem ser combinados com observacdes clinicas, histérico de
pacientes, informac6es epidemioldgicas e outras evidéncias laboratoriais. Os niveis de
IgM do zika durante a doencga ndo sao bem caracterizados. Os niveis de IgM sdo variaveis,
mas geralmente sdo positivos a partir do dia quatro apés o inicio dos sintomas e continuam
por 12 ou mais semanas apos a infec¢do inicial.

Resultados negativos ndo eliminam a possibilidade de infeccdo pelo zika virus, passada
ou presente. Resultados negativos podem ser vistos em amostras coletadas antes do dia
quatro apos o inicio dos sintomas ou depois que o periodo de IgM detectavel termina.
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O MAC-ELISA para o zika destina-se a uso por equipes de laboratério treinadas,
proficientes na realizagdo e interpretagdo de imunoensaios em laboratério qualificados
designados pelo CDC. O MAC-ELISA para zika sé deve ser usado sob a EUA da FDA
para laboratorios dos EUA. Laboratorios fora dos Estados Unidos ndo séo regidos pelas
restricdes da EUA, e esse protocolo pode ser usado como orientagéo.

LIMITACOES DE USO DO PROTOCOLO

O ensaio MAC-ELISA descrito neste documento néo foi exaustivamente testado com
amostras clinicas. N&o sdo permitidas modificacBes desses ensaios (ou seja, 0 uso de
plataformas ou produtos quimicos diferentes dos descritos). Esses ensaios ndo devem ser
distribuidos sem o consentimento explicito do CDC.

PRINCIPIO DO ENSAIO

Os ensaios que detectam imunoglobulina M (IgM) especifica sdo vantajosos porque
detectam anticorpos produzidos durante os primeiros dias ap6s o inicio de sintomas
clinicos em uma infeccdo primaria, evidenciando a necessidade de amostras na fase de
convalescéncia em muitos casos. A captura de IgM é a abordagem ideal para a deteccéo
de 1gM porque é simples, sensivel e aplicavel a amostras de liquido cefalorraquidiano
(LCR) e de soro de uma variedade de espécies animais (ex. humanos, equinos, aves).

O ensaio de imunoabsor¢do enzimatica para captura de anticorpos de IgM (MAC-ELISA)
fornece uma alternativa atil a imunofluorescéncia para documentacdo de uma resposta
sorologica. O ELISA é menos subjetivo que a imunofluorescéncia, e grandes nimeros de
amostras podem ser processados. O anti-lgM (o anticorpo de captura) é revestido em
placas de 96 pocos. Isso € seguido sequencialmente pela adi¢do do soro do paciente e, a
seguir, do antigeno viral ndo infeccioso. A presenca de antigeno é detectada usando
anticorpo antiviral conjugado enzimatico. Um resultado colorimétrico é gerado pela
interacdo da enzima e um substrato cromogénico. Essa alteracédo colorimétrica e detectada
por um espectrofotdmetro (leitor de ELISA).

Amostras

AMOSTRAS ACEITAVEIS

[J Soro humano agudo e convalescente.

OBSERVACAO: O soro deve ser coletado em um tubo separador de soro. O tubo deve
ser centrifugado e o soro decantado antes do envio para evitar a hemdlise.

[0 Amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR).

O LCR s0 pode ser testado quando enviado em conjunto com uma amostra de soro do
paciente.

MANUSEIO E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS

Armazene todas as amostras de diagndstico a 2-8 °C antes do teste, ¢ < -20 °C depois que
todos os testes previstos forem concluidos. Evite ciclos de congelamento e
descongelamento repetidos.

As amostras de pacientes devem ser inativadas por calor por 30 minutos em banho-
maria a 56 °C. Se houver alguma possibilidade de existéncia de virus chikungunya
na amostra, a inativacdo devera ser estendida para 2 horas.
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SEGURANCA/PRECAUCOES

Recomendamos aos laboratorios realizar uma avaliacdo de riscos ao conduzir novos

testes, e precaugdes de seguranca devem ser baseadas na avaliagdo de riscos do

laboratdrio. Se a infeccdo pelo virus chikungunya for possivel, os laboratoristas devem
reconhecer que o virus chikungunya produz altos niveis de viremia, e 0 soro de casos com
suspeita de virus chikungunya deve ser tratado como potencialmente infectante, mesmo
para procedimentos sorologicos. Consulte as orientacdes do CDC para laboratorios de
salide publica estaduais e locais: http://www.cdc.gov/zika/state-labs/index.html. Consulte

Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories (BMBL) para obter mais

informac0es de biosseguranca sobre esses virus e para conhecer praticas de biosseguranca

em laboratdrio.

Esse procedimento deve ser realizado em condigdes de seguranca laboratorial que levem

em consideragdo a natureza potencialmente infecciosa das amostras de soro envolvidas.

No minimo, apés a inativacdo por calor, recomenda-se que esses procedimentos sejam

realizados usando instalagcbes BSL-2 e praticas BSL-3. Para garantir a seguranca da

equipe do laboratorio, efetue todas as manipulacGes de amostras dentro de um gabinete
de seguranca bioldgica (BSC) Classe Il (ou mais alta).

Equipamentos e consumiveis

AVISO LEGAL: Os nomes de fornecedores ou fabricantes sdo fornecidos como

exemplos de fontes adequadas de produtos. O uso de nomes comerciais serve apenas para

fins de identificacdo e nao constitui endosso pelo CDC ou pelo Departamento de Saude e

Servigos Humanos.

MATERIAIS FORNECIDOS PELO CDC

¢ OBSERVACAO: Esses materiais serdo fornecidos pelo CDC, Ft. Collins, CO. Para
solicitar esses reagentes, envie e-mail a Dra. Barbara Johnson em bfj9@cdc.gov
Laboratdrios sob a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) devem consultar seus
laboratérios de referéncia nacional ou a OPAS para obter assisténcia.

e Antigeno Vero E6 normal (catdlogo n° AV0001 do CDC); antigeno normal
liofilizado.

e Antigeno de cultura de tecido Vero E6 para zika (catalogo n° AV0002 ou AV0003
do CDC; esses sdo antigenos produzidos por diferentes classes de zika; apenas uma é
necessaria para o ensaio); antigeno liofilizado do zika (inativado) preparado para uso no
IgM-Elisa para zika.

e Controle positivo de IgM de flavivirus (catdlogo n° AV0004 do CDC): Anticorpo
monoclonal quimérico especifico para flavivirus; liofilizado.

e Controles de ensaio positivo e negativo devem ser executados simultaneamente
com todas as amostras de teste.

MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS

OBSERVACAO: para materiais que requerem diluicAo/titulacdo, consulte as

Formulagdes abaixo.

= Deteccdo de anticorpo conjugado: Anticorpo monoclonal conjugado com rabano
silvestre 6B6C-1. Disponivel em:

= Hennessy Research, catalogo n° DC153-100 ou
¢ InBios (ambos os itens séo aceitos),
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0 Item 500510: 6B6C-1/HRP conjugado (ndo diluido), 50 uL

0 Item 500510D: 6B6C-1/HRP conjugado (1/100 de diluigéo da solugdo-estoque), 1 mL

¢ IgM anti-humano (cabra) (Kirkegaard and Perry Laboratories cat. n® 01-10-03)

e Agua desionizada

e Acido cloridrico (para ajustar o pH do tamp&o de revestimento)

e Carbonato de sddio (Na2CO3); (disponivel em varias fontes comerciais, ex. Sigma,
Thermo Fisher, etc.)

e Bicarbonato de sddio (NaHCO3); (disponivel em varias fontes comerciais, ex. Sigma,
Thermo Fisher, etc.)

e Fosfato salino tamponado (PBS); (disponivel em varias fontes comerciais, ex. Sigma,
Thermo Fisher etc.)

e Tween 20 (disponivel em vérias fontes comerciais, ex. Sigma, Thermo Fisher etc.)

e Leite em po desnatado (disponivel em vérias fontes comerciais, ex. Sigma, Thermo
Fisher etc.)

e Acido sulftrico (H2S04); (disponivel em vérias fontes comerciais, ex. Sigma, Thermo
Fisher)

e Placas Immulon 11 HB de fundo chato de 96 pocos, Dynatech Technologies catalogo n°
3455 (disponivel em vérias fontes comerciais, ex. Sigma, Thermo Fisher etc.)

OBSERVAGCAO: Essa é a Unica placa de 96 pocos aprovada para este ensaio.

e Substrato Enhanced K-Blue TMB (3,3', 5, 5' base tetrametilbenzidina; Neogen Corp,
catalogo n° 308175

¢ Soro humano normal — testou negativo para anticorpos do zika virus

e TMB Stop Solution (KPL) Somente laboratérios fora dos EUA!

EQUIPAMENTOS E CONSUMIVEIS

e Lavadora de microplacas

e Leitor de microplacas com filtro de 450 nm

¢ Cabine de biosseguranca (BSC)

e Incubadora regulada a 37 °C

e Pipetadores de canal inico e multicanal (100 pL e/ou 200 puL de canal unico, 100 puL
e/ou 200 pL de 12 canais)

e Ponteiras de pipeta para os pipetadores listados

e Reservatorios de reagente

e Cronémetro

e Frascos de mistura de reagente; frascos de vidro esterilizados de 1 L; Gibco ou outro
fornecedor

e Tubos de microcentrifuga para diluir o soro do paciente; comprar esterilizado ou
autoclave e esfriar antes do uso; Corning ou outro fornecedor

¢ Recipientes de pesagem para medir componentes quimicos secos, resistente a produtos
quimicos

e Marcador permanente.
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Formulagdes
OBSERVAGCAO: As dilui¢des fornecidas sdo um ponto de partida para titulago.
Os laboratoérios devem determinar a diluicdo ideal para seu laboratério individual.
Consulte informacdes adicionais em Padronizacdo de ensaios, na pagina 13.

e Tampao de revestimento: Tampé&o de carbonato/bicarbonato, pH 9,6

1,59 g Na2CO3 + 2,93 g NaHCO3 diluido em 1 L de &gua.

e Tampao de lavagem: Fosfato salino tamponado (PBS), 0,05% Tween 20, pH 7,2.
O PBS esta disponivel em pé em varias fontes comerciais.

e Tampao de bloqueio: PBS/5% leite/ 0,5% Tween 20

e Solucdo de parada: 1 N H2SO4

e Deteccdo de anticorpo conjugado: O conjugado pode ser diluido até 1:5000 em
tampé&o de bloqueio

e Controle positivo de IgM de flavivirus: Controle positivo de IgM de flavivirus
diluido até 1:3000 em tampdo de lavagem

e Antigeno Vero E6 do zika: diluido até 1:160 em tampé&o de lavagem

e Antigeno Vero E6 normal: diluido até 1:160 em tampéo de lavagem

e IgM anti-humano (cabra): diluido a 1:2000 em tamp&o de revestimento (pode ser
necessaria titulagdo)

e Soro de paciente: diluido a 1:400 em tampdo de lavagem (ndo € necessaria
titulacéo)

e Controle negativo: Soro humano diluido a 1:400 (n&o é necesséria titulacao)

0 Novos lotes de soro humano devem ser testados usando este protocolo como se fossem
experimentais. Se a densidade dptica (DO) do antigeno viral NAO for 2X maior que a
DO do antigeno normal, pode-se presumir que é negativa.

Controle de qualidade

CONSIDERACOES GERAIS

¢ A equipe deve estar familiarizada com o protocolo e com os instrumentos utilizados.

e Use aventais descartaveis limpos e nunca usados e luvas sem talco novas durante o
preparo e manuseio do reagente de ensaio. Troque as luvas sempre que suspeitar de
contaminacao.

e Armazene todos 0s reagentes a temperaturas adequadas (ver encartes dos produtos). Nao
use reagentes apos suas datas de validade.

e Mantenha os tubos de reagente com a tampa fechada sempre que possivel.

e Use somente ponteiras de pipeta com barreira de aerossol (filtro).

e Esvazie todo o lixo diariamente.
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Controles de ensaio devem ser executados simultaneamente com todas as amostras de

teste.
Controles de anticorpos:

e Controle positivo: Controle positivo de IgM de flavivirus
¢ Controle negativo: soro humano normal.

Determinacéo de fundo:

e A amostra reagiu com antigeno Vero E6 normal (para medir o sinal de fundo gerado

pela amostra).

Tabela 1: Visao geral dos controles positivos e negativos

Calculo

Razao

Resultado

P/N do controle positivo

DO média do soro de controle
positivo que reagiu com O
antigeno Vero E6 do zika (P)
DO média do soro de controle
negativo que reagiu com o
antigeno Vero E6 do zika (N)

<2
A placa NAO E valida

>2
A placa E vélida

P/N de fundo da amostra (para
amostras com P/N de amostra
>2 Consulte a Figura 1)

DO média da amostra que
reagiu com o antigeno Vero E6
do zika (P)

DO média da amostra que
reagiu com o antigeno Vero E6
normal

<2
A amostra é Inconclusiva

>2

A amostra pode ser
interpretada de acordo com o
algoritmo de teste
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Algoritmo de teste

Figura 1: Resumo da interpretacéo dos resultados dos testes
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Ensaio MAC-ELISA para zika
OBSERVACOES SOBRE O PROCEDIMENTO ELISA:
e As placas podem ser revestidas e mantidas a 2-8°C por até uma semana.
(Consulte a etapa 2: revestimento das placas, abaixo).
e O soro de controle ndo diluido pode ser armazenado a 2-8°C por até duas
semanas.
e Antigenos Vero E6 virais e normais reconstituidos, ndo diluidos podem ser
armazenados a < -20°C por um periodo de tempo indefinido.
e O soro de teste e controle pode ser diluido até as dilui¢Bes de trabalho e
refrigerados um dia antes do uso.
e Antigenos e conjugado devem ser diluidos até as dilui¢des de trabalho
imediatamente antes do uso.

OBSERVAGCAO: O SEGUINTE PROCEDIMENTO INCLUI INFORMAGOES

SOBRE CONTROLE DE QUALIDADE E INTERPRETACAO. CADA AMOSTRA

DE SORO E TESTADA EM TRIPLICATA EM ANTIGENOS VERO E6 VIRAL E

NORMAL. OITO (8) AMOSTRAS DE TESTE PODEM SER ANALISADAS POR

PLACA. DEVIDO AO VOLUME LIMITADO, AMOSTRAS DE LCR SAO

GERALMENTE TESTADAS SOMENTE INDIVUALMENTE.

1. PREPARACAO DA PLACA:

Determine o numero de placas ELISA necessarias. Usando um marcador permanente de

ponta fina, numere e rotule as placas de 96 pocos. Identifique a localizacéo de cada

amostra clinica (S1-S8) usando um modelo correspondente (Consulte a Fig. 2). Para

manter o timing de adicdo de reagente consistente, processe as placas na ordem de

numeracdo durante todas as etapas do procedimento. As placas devem ser mantidas em

ambiente fechado e umidificado durante todo o tempo de incubacao, com excecao da

etapa de revestimento. Um saco tipo Ziploc grande contendo papel toalha Umido

funciona bem para essa finalidade.

2. REVESTIMENTO DAS PLACAS:

¢ Dilua o IgM anti-humano (cabra) a 1:2000 em tampao de revestimento, pH 9,6.

e Revista os 60 pogos internos da placa de 96 pocos com 75 pL por pogo de IgM anti-
humano (cabra) diluido. Deixe as colunas externas vazias (consulte a Fig. 2).

e Incube a 2-8 °C durante a noite. As placas devem permanecer a 2-8 °C até serem
necessarias para o teste, por até uma semana.

3. BLOQUEIO DAS PLACAS:

¢ Apds a incubacdo a noite, descarte o anticorpo de revestimento.

e Seque as placas com papel toalha ou outro material absorvente.

¢ Bloqueie as placas com 200 uL. de tampao de bloqueio por pogo.

e Incube a temperatura ambiente por 30 minutos.

4. LAVAGEM DAS PLACAS:

e Lave 0s pogos 5X com tampao de lavagem usando uma lavadora de placas automatica.

¢ Os pogos devem ser cheios até o topo em cada ciclo (i.e. 300 pL).

5. ADICAO DE AMOSTRAS/CONTROLES:

¢ Dilua o soro do paciente a 1:400 em tampao de lavagem.

e Adicionam-se 50 uL por pogo de soro do paciente diluido (S) a um bloco de 6 pogos
ou LCR né&o diluido
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a apenas dois pocos. O LCR sera testado individualmente para os antigenos Vero E6

viral e normal.

OBSERVACAO: O LCR pode ser diluido até no maximo 1:5 em tamp&o de lavagem se

necessario para obter volume suficiente para o teste.

e Adicione 50 pL de controle positivo de IgM de flavivirus (Ref) diluido em tampé&o de
lavagem de acordo com uma titulagao previamente determinada.

e Dilua o controle negativo de soro humano (N) 1:400 em tampdo de lavagem.

¢ Adicione 50 pL de controle negativo de soro humano (N) diluido (1:400 em tampao de
lavagem) para blogueio de 6 pogos.

e Incube as placas por 1 hora a 37 °C em camara umidificada.

6. LAVAGEM DAS PLACAS:

e Lave 0s pogos 5X com tampao de lavagem usando uma lavadora de placas automatica.

¢ Os pogos devem ser cheios até o topo em cada ciclo.

7. ADICAO DE ANTIGENO:

¢ Dilua o antigeno Vero E6 do Zika em tampé&o de lavagem de acordo com uma
titulacdo previamente determinada.

e Dilua o antigeno Vero E6 Normal em tampdo de lavagem com a mesma concentracdo
que o antigeno Vero E6 do Zika.

e Adicione 50 puL de antigeno Vero E6 do Zika por pogo aos trés pocos esquerdos de
cada bloco de soro (consulte a Fig. 2).

e Adicione 50 puL de antigeno Vero E6 Normal por po¢o aos trés pogos direitos de cada
bloco (consulte a Fig. 2).

e Incube as placas durante a noite a 2-8 °C em uma camara umidificada.

8. LAVAGEM DAS PLACAS:

e Lave 0s pogos 5X com tampéo de lavagem usando uma lavadora de placas automatica.

¢ Os pogos devem ser cheios até o topo em cada ciclo.

9. ADICAO DE CONJUGADO:

e Dilua o anticorpo monoclonal conjugado com peroxidase de rabano silvestre em
tampao de blogueio de acordo com uma titulacdo previamente determinada.

¢ Adicione 50 pL de anticorpo monoclonal conjugado com peroxidase de rdbano
silvestre por pogo.

e Incube as placas por 1 hora a 37 °C em camara umidificada.

10. Ligue o leitor de placas para aquecimento.

11. Remova o0 TMB-ELISA da geladeira.

12. LAVAGEM DAS PLACAS:

e Lave 0s pogos 5X duas vezes com tampao de lavagem usando uma lavadora de placas
automatica.

e Vire as placas a 1800 na lavadora apds a primeira série de 5 ciclos. Isso oferece
resultados consistentes.

¢ Os pocos devem ser cheios até o topo em cada ciclo.

13. ADICAO DE SUBSTRATO:

e Com a placa a temperatura ambiente (20 a 25 °C), adicione 75 pL de substrato TMB
por pogo a todos 0s pogos.

¢ Cubra imediatamente as placas para bloquear a luz. Incube a temperatura ambiente por
10 minutos.
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e Uma cor azul se desenvolvera em pocos positivos para anticorpos.

14. ADICAO DE SOLUCAO DE PARADA:
¢ Adicione 50 pL de solucdo de parada por pogo a todos os pogos, incluindo as linhas
externas de pocos da placa. Laboratorios fora dos EUA podem usar 75 ul de TMB Stop
Solution (KPL).
¢ OBSERVACAO: O leitor de placas deve ser ajustado para zero em alguns desses pogos.

e Os pocos que estavam azuis agora mudardo para amarelo.

¢ Deixe as placas em repouso a temperatura ambiente por 1 minuto.
e Leia as placas em leitor de microplacas usando um filtro de 450 nm.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
VAZIO VAZIO VAZIO VAZIO VAZIO VAZIO VAZIO VAZIO VAZIO VAZIO VAZIO VAZIO
Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno
VAZIO | viral normal viral normal viral normal viral normal viral normal VAZIO
Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno
VAZIO | viral normal viral normal viral normal viral normal viral normal VAZIO
S|1 S S5 S|6 RIE
Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno
VAZIO | viral normal viral normal viral normal viral normal viral normal VAZIO
Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno
VAZIO | viral normal viral normal viral normal viral normal viral normal VAZIO
Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno
VAZIO | viral normal viral normal viral normal viral normal viral normal VAZIO

S|?2 S4 N
Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno | Antigeno
VAZIO | viral normal viral normal viral normal viral normal viral normal VAZIO
VAZIO VAZIO VAZIO VAZIO VAZIO VAZIO VAZIO VAZIO VAZIO VAZIO VAZIO VAZIO

Figura 2: Exemplo de disposi¢é@o para 8 amostras e controles

PADRONIZACAO DO ENSAIO

O MAC-ELISA deve ser padronizado e validado antes do uso em laboratério, e
repadronizacdo periddica é necessaria. 1sso deve ocorrer quando novos nimeros de lotes
de reagentes forem introduzidos e, no minimo, uma vez por ano. Recomenda-se que a
densidade éptica média do soro de controle positivo que reagiu com o antigeno Vero E6
do zika seja definida para aprox. 1,0. O soro de controle normal que reagiu com o antigeno
Vero E6 do zika deve ser < 0,2 (isso varia). A padronizacgdo de reagentes € normalmente
atingida por meio de titulacdo, sempre comparando as densidade dpticas dos reagentes ao
reagir em antigeno Vero E6 viral e normal. A padronizacéo e a repadronizacdo podem ser
confirmadas testando os painéis de verificacao.
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DETERI\/IINA(;AO DA VALIDADE DO TESTE

Antes que os resultados possam ser determinados para cada amostra clinica, deve-se
determinar que o teste é valido. Para que um teste seja valido, a seguinte relacao deve ser
maior ou igual a 2,0. Esse € o P/N do controle positivo.

DO média do controle positivo de IgM do flavivirus que reagiu com o antigeno Vero E6
do zika (P) DO média do soro de controle negativo que reagiu com o antigeno Vero E6
do zika (N)

A validade do teste deve ser determinada para cada placa. Os resultados para amostras
clinicas s6 podem ser determinados se o teste for valido. Se o teste ndo for valido, essa
placa devera ser repetida. Se o P/N do controle positivo ainda falhar ap6s uma repeticéo,
um ou mais dos reagentes ou pardmetros de teste estava provavelmente errado, e 0
diagnostico de falhas deve ser realizado.

DETERMINACAO DE P/N DA AMOSTRA

Para determinar se as amostras clinicas (S1-S8) contém IgM do zika virus (o que indicaria
recentes infeccBes por esse virus), o seguinte deve ser calculado:

DO média da amostra de teste que reagiu com o antigeno Vero E6 do zika (P) DO média
do soro humano normal que reagiu com o antigeno Vero E6 do zika (N)

Esse é o P/N da amostra de teste.

Todas as amostras para as quais a relacdo P/N da amostra é < 2, reportar como negativa.
N&o séo necessarias anélises adicionais. Consulte a Tabela 2 abaixo.

AVALIAC}AO DO FUNDO DA AMOSTRA

Para cada amostra com P/N da amostra > 2, determine se fundo ndo especifico esta sendo
gerado.

O valor de P (média da amostra de teste que reagiu com o antigeno Vero E6 do zika) da
amostra de teste deve ser maior ou igual a duas vezes (2X) a DO média da amostra de
teste que reagiu com o antigeno Vero E6 normal. Se esse requisito ndo for atendido, o
fundo ndo especifico esta sendo gerado, e o resultado
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novamente. Se o teste repetido também produzir resultados inconclusivos, envie a
amostra para analise adicional e/ou solicite a coleta de soro adicional para analise. Se o
requisito for atendido, proceda a interpretacdo do resultado da amostra.

ANALISE DE RESULTADOS POSITIVOS E DUVIDOSOS

Todos os valores P/N de amostras maiores ou iguais a 3,0 devem ser reportados como
suspeita de IgM positivo (consulte a tabela abaixo), contanto que atendam aos requisitos
acima mencionados. Caso um LCR ou soro agudo inicial seja negativo de acordo com
esse teste, uma amostra de soro convalescente deve ser solicitada e testada para que esse
paciente seja reportado como negativo para evidéncia soroldgica de infeccdo viral
recente. Sem testar uma amostra convalescente, um resultado negativo podera refletir
teste de uma amostra da fase aguda obtida antes do anticorpo atingir niveis detectaveis.
Os valores P/N entre 2,0 e 3,0 devem ser considerados duvidosos. Testes adicionais
devem ser realizados para determinar o status dessas amostras (consulte a Tabela 2
abaixo).

Deve-se enfatizar que o valor P/N de amostra na dilui¢do de triagem de 1:400 ndo € uma
indicacéo de concentracdo absoluta de anticorpos, i.e., 0 valor P/N nédo é quantitativo.

Tabela 2: Interpretacédo de resultados do MAC-ELISA para zika

P/N da amostra de teste Interpretagdo Relatério Acdo
<2 Negativo Nenhuma evidéncia de | Reporte os resultados.
infecgdo por zika virus | Se a amostra for da
detectada. fase aguda inicial,
consulte as instrucdes
de interpretacdo acima.
2<P/N<3 Duvidoso MAC-ELISA para zika | Envie um relatorio ao
foram duvidosos CDC junto com a
quanto a presenga de amostra para teste
anticorpos antizika confirmatorio.
virus.
>3 Suspeita de positivo Evidéncia sorolégica Envie um relatério ao
de possivel infec¢édo CDC junto com a
por zika virus amostra para teste
identificada. confirmatorio.
E necessario teste
adicional.

Todos os resultados positivos devem ser relatados ao CDC via ArboNET.
Para obter informagdes sobre o algoritmo de teste do zika, consulte a orientagédo do CDC
para laboratorios de salde publica estaduais e locais: http://www.cdc.gov/zika/state-

labs/index.html
Para  obter

instrucbes  de

encaminhamento de

http://www.cdc.gov/zika/hc-providers/diagnostic.html
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A interpretacdo dos resultados do teste MAC-ELISA para zika deve considerar a

possibilidade de resultados falso-negativos e falso-positivos. Os resultados falso-

negativos podem resultar de:

e Coleta de amostra realizada antes da IgM ter atingido niveis detectaveis (tipicamente
aproximadamente 4 dias apds o inicio dos sintomas).

e Coleta de amostra realizada depois que os niveis de IgM atingiram niveis detectaveis
(tipicamente aproximadamente 12 semanas ap0s o inicio dos sintomas).

e Falha em seguir os procedimentos autorizados do ensaio.

O caso mais comum de resultado positivo falso é reatividade cruzada com IgM especifico
de outros flavivirus, como o virus da dengue. Somente avaliacdo limitada de reatividade
cruzada com flavivirus ou arbovirus foi realizada. N&o foi feita nenhuma avaliacdo de
reatividade cruzada com fator reumatoide. Dados clinicos indicam que reatividade
cruzada com anticorpos de virus contra a dengue € possivel. Sdo necessarios testes de
acompanhamento para eliminar resultados falso-positivos. A confirmagéo da presenca de
anticorpos IgM antizika requer testes adicionais pelo CDC ou por laboratérios designados
pelo CDC. O método padrdo ouro para confirmagdo da presenca de anticorpos antizika é
o teste de neutralizacdo por reducéo de placas (PRNT).

Todos os testes de zika devem ser realizados seguindo as orientacdes e os algoritmos de
teste do laboratorio de zika emitidos pelo CDC: http://www.cdc.gov/zika/state-
labs/index.html.

Os resultados negativos ndo descartam infecgdes pelo zika virus e ndo devem ser usados
como o Unico embasamento para decisdes de tratamento/cuidados com o paciente. Todos
os resultados devem ser interpretados por um profissional treinado em conjunto com a
analise do historico e dos sinais e sintomas clinicos do paciente.

Este ensaio se destina apenas ao diagnoéstico in vitro sob a Autorizacdo de Uso de
Emergéncia da FDA e esta limitado a laboratorios qualificados designados pelo CDC.
Laboratérios internacionais ndo séo regidos pelas restricGes da EUA da FDA.

Todas as amostras devem ser manipuladas como se estivessem infectadas. Precaucdes
adequadas de biosseguranga, inclusive equipamento de protecdo individual, devem ser
aplicadas na manipulagdo dos materiais das amostras.

A coleta, 0 armazenamento e o transporte adequados das amostras sdo essenciais para
obter resultados corretos.

O desempenho s foi estabelecido com os tipos de amostras listados no tépico Uso
Pretendido. Outros tipos de amostras ndo sdo aceitaveis para uso com este ensaio.

Vale ressaltar que, a partir de abril de 2016, qualquer paciente cuja amostra produza
resultados de PRNT positivos (ou seja, >=10) para zika virus e para o virus da dengue, é agora
classificado como portador de infegdo por “flavivirus”. O virus da infecgdo so é especificado
se um resultado for positivo e o outro negativo. A diferenga anterior de 4 vezes para identificar
a infeccdo demonstrou ser incorreta em varios casos e foi agora abandonada somente para
diagnostico de zika.
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Reatividade cruzada

Reatividade cruzada com flavivirus

Soros conhecidos em banco do repositorio do CDC foram selecionados para avaliar a
reatividade cruzada do MAC-ELISA para zika. Nao foi observada nenhuma reatividade
cruzada entre 0 MAC-ELISA para zika e flavivirus que ndo a dengue.

Tabela 3: Resumo de reatividade cruzada com flavivirus

Amostras | Negativo pelo MAC-

Flavivirus Descri¢do da amostra testadas ELISA para zika
WNV Soros de casos confirmados de virus do Nilo 4 4 (100%)
ocidental.
SLE Soros de casos confirmados de encefalite de 1 1 (100%)

Sao Luis

YEV Soros de individuos vacinados contra o virus 4 4 (100%)
da febre amarela

JEV Soros de |r_1d|\_/|duos vacinados contra o virus o 2 (100%)
da encefalite japonesa

*Dois soros dentro do grupo de recipientes cujos pacientes foram vacinados contra a febre amarela vieram de
individuos que também foram vacinados contra a encefalite japonesa, portanto sdo um subconjunto das
amostras da linha acima.

O virus da dengue ndo foi incluido na avaliacdo de reatividade cruzada. Dados de testes
clinicos apresentados abaixo demonstram reatividade cruzada significativa do MAC-
ELISA para zika a anticorpos IgM do virus contra a dengue.

Reatividade cruzada de ndo flavivirus

Néo foi realizado nenhum estudo experimental com o0 MAC-ELISA para zika para
determinar reatividade cruzada com IgM contra ndo flavivirus. Entretanto, a literatura
(Martin, et al., 2000) indica que somente reatividade cruzada minima é esperada com IgM
contra alfavirus e buniavirus.

Os arbovirus foram originalmente divididos em trés grupos com base em diferencas
soroldgicas significativas, conforme caracterizado por técnicas sorologicas iniciais
rudimentares. Essas divisdes permanecem: Virus do grupo A sao agora alfavirus; os do
grupo B s&o agora flavivirus; os do grupo C sdo agora buniavirus. A medida que o0s
métodos soroldgicos evoluiram, as distingdes soroldgicas que originalmente definiam os
grupos significam que reatividade cruzada entre 0s grupos em imunoensaios ndo €
esperada.

Desempenho clinico

Desempenho com amostras dos EUA submetidas ao CDC, Ft. Collins, de 2015 até o
presente

No periodo entre janeiro de 2015 e 13 de fevereiro de 2016, 167 amostras de soro e 2 de
LCR foram testadas pelo MAC-ELISA para zika do CDC e pelo ensaio PRNT para Zika
do CDC.

2 de junho de 2016 16
Resumo de desempenho clinico com soro
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Dos 167 registros de teste de soro, um subconjunto continha amostras emparelhadas de
sangrias seriais. Das sangrias seriais, somente a primeira sangria positiva para IgM ou
duvidosa foi incluida. Se ambas as sangrias seriais foram negativas, somente a primeira
foi incluida. O conjunto de dados resultante usado nessa analise é 161 soros. Um
resumo dos resultados desses soros € apresentado na Tabela 5. Quarenta e quatro desses
registros de teste indicaram que eram de gestantes. Um resumo dos resultados desse
subconjunto de soros de gestantes € apresentado na Tabela 6.

Tabela 5: Dados de soros submetidos ao CDC Ft. Collins para testes de 2015 até o
presente

Resultados de PRNT
zika | flavivirus | dengue negativo
positivo 45 16 23 9
MAC-ELISA duvidoso 1 0 9 13
para zika
negativo 0 0 6 39

Acordo percentual positivo (somente positivos para zika definitivos em PRNT): 45/46 =
97,8% (95% ClI: 88,7% a 99,6%)
Acordo percentual negativo: 45/99 = 45,5% (95% CI: 36,0% a 55,3%)

Tabela 6: Dados de soros de gestantes submetidos ao CDC Ft. Collins para testes de
2015 até o presente Resultados de PRNT

Resultados de PRNT
zika | flavivirus | dengue negativo
positivo 3 2 1 3
MAC-ELISA | 4 Vidoso 0 0 2 8
para zika
negativo 0 0 1 24

Acordo percentual positivo (somente positivos para zika definitivos em PRNT): 3/3 =
100% (95% CI: 43,9% a 100%)

Acordo percentual negativo: 25/39 = 64,1% (95% CI: 48,4% a 77,3%)

Resumo de dados de LCR

Ambas as amostras de LCR testadas pelo CDC produziram resultados positivos de
infeccdo pelo zika virus tanto pelo MAC-ELISA para zika quanto pelo PRNT. Os
resultados de LCR foram de acordo com o teste de soro emparelhado.

2 de junho de 2016 17
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Avaliacédo de desempenho com infec¢des primaria e secundaria pelo zika, estado de Yap,
Micronésia, 2007

O MAC-ELISA para zika do CDC foi incluido em uma bateria de métodos imunolégicos
de flavivirus do MAC-ELISA e PRNT para avaliacdo de amostras de soro emparelhadas
de 11 casos de zika virus identificados em um surto de zika no estado de Yap, Microneésia,
em 2007 (Lanciotti, et al., 2008). No momento desse surto, 0 MAC-ELISA para zika
empregava sacarose-acetona extraida sugando o antigeno do cérebro de camundongos.
Quatro dos 11 casos sdo infeccBes primarias por flavivirus, e sete sdo provaveis infecgdes
secundarias por flavivirus.

Dos soros emparelhados coletados e avaliados na publicacdo, somente um paciente tinha
pelo menos uma amostra de soro dentro do nosso periodo alegado de > 4 dias apds o
inicio dos sintomas e < 12 semanas apds o inicio dos sintomas. Para cada um dos dez
casos restantes, a primeira amostra de soro coletada dentro do nosso periodo alegado esta
incluida em nossa analise.

Os resultados do MAC-ELISA para zika para essas amostras sdo comparados aos seus
resultados do teste de neutralizacdo pela reducgéo de placas (PRNT), o padréo ouro para
teste imunoldgico de flavivirus.

Tabela 4: Resumo de resultados do MAC-ELISA para zika e PRNT para flavivirus
para as primeiras amostras dentro do periodo para infecgdes por zika primarias e
secundarias no estado de Yap, Micronésia, 2007

Dias ap6s 0 MAC- PRNT
Caso Amostra inicio dos ELISA .,
. . (7 flavivirus)
sintomas para zika
822 822a 5 23,2 zika
|nfecg6e5 830 830b 21 16,3 zika
primarias 849 849b 18 18,2 zika
862 862a 6 25,4 zika
817 817b 19 8,1 flavivirus
833 833b 19 3,1 zika
Infeccdes 844 844h 16 12,7 dengue
secundarias 955 955b 14 10,9 flavivirus
Provavels 968 Nenhuma amostra dentro do periodo alegado
839 839b 20 17,2 zika
847 847a 5 0,94 febre amarela

2 de junho de 2016 18
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Resultados de PRNT (7 flavivirus)
. flaviviru febre
zika dengue
S amarela
para zika Negativo 0 0 0 1

InfeccOes primarias:

Os quatro casos identificados como infec¢des primarias produziram resultados positivos
do MAC-ELISA para zika para sua amostra de soro inicial dentro do periodo. Essas
quatro amostras também produziram resultados positivos pelo PRNT para infec¢éo pelo
zika virus.

InfecgBes secundarias (provaveis):

Dos seis casos com amostras de soro dentro do periodo, cinco produziram resultados
positivos para as amostras de soro iniciais dentro do periodo pelo MAC-ELISA para zika.
Duas delas (833b e 839b) produziram resultados claramente positivos para infecéo pelo
zika virus pelo PRNT. Duas outras amostras (817b e 955b) produziram resultados
maiores pelo PRNT para zika virus do que qualquer outro flavivirus testado. Entretanto,
esses resultados ndo foram 4 vezes maiores que todos os outros resultados, portanto foram
interpretados como positivos para flavivirus pelo PRNT. A amostra restante produziu
resultados positivos no MAC-ELISA para zika e resultados 4 vezes mais altos no PRNT
para dengue do que para zika, a Gnica amostra para a qual o PRNT n&o concordou com o
MAC-ELISA para zika.

A amostra 847a, uma amostra do dia 5, foi negativa no MAC-ELISA para zika e foi
positiva para o virus da febre amarela no PRNT. Nao foi observado nenhum efeito de
neutralizacdo para zika pelo PRNT. Portanto, os resultados do MAC-ELISA e do PRNT
para essa amostra estdo de acordo.

2 de junho de 2016 19
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Contato

Perguntas ou comentarios sobre este procedimento (somente da EUA) podem ser
direcionados ao helpdesk da Rede de Laboratorios de Resposta (LRN): LRN@cdc.gov.
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ANEXO 3: TCLE para nascidos no IFF

(2 A

¢ FUNDAGAD OSWALDO CRUZ

Instituto Fernandes Figueira DE SAUDE DA MULHER, DA CRIANGA E DO ADOLESCENTE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Exposicéo Vertical ao Zika Virus e suas consequéncias no neurodesenvolvimento

da crianca

Pesquisadora: Maria Elisabeth Lopes Moreira

Contato: Avenida Rui Barbosa 716, telefone (21) 25541911

Instituicdo: Instituto Nacional de Satde da Mulher da Crianca e do Adolescente

Endereco: Avenida Rui Barbosa 716, Flamengo.

Nome da gestante

Prontuério:

Estamos convidando o seu bebé e vocé a participar da pesquisa intitulada
“Exposi¢ao Vertical ao Zika virus e suas consequéncias no neurodesenvolvimento da
crianga” pois vocé ficou gravida em um periodo onde o virus esta circulando.

Algumas vezes, pessoas que tiveram contato com o virus da Zika ndo apresentam
sintomas por isso iremos realizar esta pesquisa com um grupo de maes e recem nascidos
gue nas¢am neste periodo em que o virus da Zika esta circulando, e queremos acompanhar

vocé e o crescimento e desenvolvimento neuroldgico do seu filho do nascimento até o
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final do terceiro ano de vida.

Para isto vocé e seu filho serdo acompanhados no IFF desde a gestacéo até o

final do terceiro ano de vida da crianga.

Os seguintes exames serdo obtidos para fins desta pesquisa:

1-

Na mée: Exame de sangue e ou urina para saber se teve contato com o virus da
Zika e outros virus como citomegalovirus, rubéola, dengue e chikungunya e
toxoplasmose; Ultrassonografias seriadas e outros exames que forem necessarios
para 0 seu adequado pré-natal. Estes exames serdo colhidos se vocé apresentar
algum sintoma para virose como vermelhidao da pele, febre, dor no corpo, dor na
cabeca. Se vocé ndo apresentar sintomas vamos colher sangue para armazenar e
fazer testes soroldgicos em cada trimestre da gravidez ou a cada vez que vocé
precisar de colher sangue para a sua gravidez. Se a ultrassonografia apresentar
alguma anomalia congénita e vocé tiver indicacdo obstétrica, sera também
realizada puncdo de liquido amniotico para realizacdo de testes genéticos e
pesquisa do virus. Puncdo de liquido amniotico tem um risco de perda fetal
associado ao procedimento de 0,5% (a perda de um feto a cada 200 exames
realizados) e s6 sera indicada se estritamente necessaria para melhorar o
diagnostico.

No recém-nascido: Exame de sangue do corddo umbilical no momento do
nascimento para saber se teve contato com o virus da Zika e outros virus como
citomegalovirus, rubéola, dengue e Chikungunya e toxoplasmose;
ultrassonografia da moleira e/ou tomografia e/ou ressonancia nuclear magnetica,
eletroencefalograma, exames com oftalmologista, exames auditivos e exame

neurologico. Todos estes exames serdo feitos e colhidos logo ap6s 0 nascimento
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e se for necessario, 0s exames serdo repetidos de tempos em tempos;

O bebe serd acompanhado para verificar se o crescimento e nutricdo estdo
adequados. Para isto, ele serd pesado e medido de tempos em tempos e também
fara exames para avaliar a composi¢do do corpo, ou seja, quantidade de musculo,
gordura e agua no corpo. Este exame é feito colocando o bebe dentro de um
equipamento que parece uma incubadora, e dentro do aparelho vai haver uma
corrente de ar, que é quentinho, passando pelo corpo dele. O exame nédo doi e ndo
traz nenhum desconforto para a crianga;

O recém-nascido sera acompanhado em relacdo ao desenvolvimento até
completar 3 anos. Exames para acompanhar o desenvolvimento serdo realizados
com psicélogos através da aplicacdo de testes de desenvolvimento proprios para
cada idade;

Se vocé estiver amamentando e tiver vermelhiddo na pele e/ou outros sintomas de
Zika no momento em que vier aqui, também iremos colher amostras de sangue
suas e de seu bebe e também amostras do seu leite sequenciais, mais ou menos de
15/15 dias.

Se o seu filho apresentar alterages como microcefalia ou outras malformacdes,
sera colhido exames genéticos para avaliar se a causa da malformacéo se deve ao
Zika ou se ha outras causas;

Sua placenta e o0 sangue do corddo umbilical também serdo examinados. Sera
colhido sangue do corddo umbilical para evitar coletas de sangue no bebe e este
sangue também seréa utilizado para cultivo de células para estudar melhor o virus;
Se vocé perder o bebé, também estamos solicitando sua autorizagdo para que ele

seja examinado pela anatomia patolégica com exames especificos (morfoldgicos
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e de imunohistoquimica) para tentar descobrir os motivos.

9- Se vocé estiver amamentando e tiver vermelhidao na pele e/ou outros sintomas de
zika, também iremos colher amostras de sangue suas e de seu bebe e também
amostras do seu leite sequenciais.

Como atualmente, existem poucos conhecimentos cientificos sobre a Zika,
estamos pedindo sua autorizacdo para armazenar amostras de sangue/urina, de placenta e
de tecidos fetais (se houver perda do bebé) em um local especifico (biorepositorio) para
futuros estudos. As amostras serdo usadas para estudar viroses e suas consequéncias na
gravidez. Se houver alguma alteracdo nos seus exames ou alteracdes no seu bebe
solicitamos também autorizacdo para uso de imagem através de fotografias que ndo serdo
identificadas. VVocé também respondera a alguns questionarios préprios do estudo.

Os riscos relacionados a sua participacdo na pesquisa Sd0 0S mesmo que ocorrem
em uma coleta de sangue, como hematomas e dor, tanto em vocé como no seu bebe. Os
exames oftalmoldgicos necessitam de colirios para dilatar a pupila o0 que pode ocasionar
ardéncia passageira. Ultrassonografias ndo doem e outros exames que envolvam radiacédo
sO serdo realizados se houver alteracdo na ultrassonografia ou alguma indicacdo muito
importante. Se estes exames forem alterados os exames de ressonancia magnética serao
realizados ja que eles sdo necessarios para 0 acompanhamento do bebe. Exames de
ressonancia costumam necessitar de anestesia ou sedacdo que sera feita por profissional
capacitado. Entretanto, se conseguirmos fazer o exame nos primeiros 2 meses de vida
poderemos evitar a sedagdo. Os exames para testar o desenvolvimento adequado ndo
causam dor e apenas precisam de certo tempo para realizacdo. Os beneficios estdo ligados
ao acompanhamento da sua gravidez e do desenvolvimento do seu recém-nascido no IFF,

com varios exames. VVocé receberd uma copia dos resultados de todos os exames.
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A sua participacdo e de seu filho/a nesta pesquisa € voluntaria e vocé pode
abandonar ou retirar-se do estudo a qualguer momento, sem que isso cause qualquer
prejuizo ao tratamento ou acompanhamento do bebe nesta instituicdo. Em caso de saida
do estudo vocé e seu bebé continuaram a ser atendidos no IFF conforme rotina atual da
instituicdo. Sua participacdo no estudo ndo implicara em custos adicionais, ndo havera
qualquer despesa com a realizacdo dos procedimentos previstos neste estudo. Também
ndo haverd nenhuma forma de pagamento pela sua participacdo. Se houver dano a vocé
ou seu bebe relacionado a procedimentos da pesquisa vocé tera direito a indenizacao.
Todos os resultados dos exames ficardo no seu prontuario médico.

Este documento foi elaborado em duas vias. Vocé recebera a via original deste
documento assinado e com todas as paginas rubricadas, tanto pela pesquisadora quanto
por vocé ou o responsavel que assinar.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto Fernandes Figueira é um
comité de avaliacdo ética dos projetos de pesquisa que estejam em curso na instituicéo.
O CEP funciona de segunda a sexta-feira, no horario das 08 as 17 h, e se encontra a
disposicdo para eventuais esclarecimentos éticos e outras providéncias que se fagam

necessarias (e mail: cepiff@iff.fiocruz.br; telefone: 2554-1730/fax: 2552-8491).

Estamos solicitando abaixo seu consentimento livre, esclarecido e voluntario na
qualidade de participante da pesquisa e responsavel pelo recém nascido:
Em relacdo a filmagem e uso de imagem vocé pode:
[ ] autorizar voluntariamente a fotografia/filmagem do seu filho (a) e a utilizagdo
das imagens obtidas exclusivamente em meios de divulgacdo académicos.

assinatura
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Em relacéo a guarda de material biolégico em biorepositorio para futuros exames
sem necessidade de solicitacéo de outro termo semelhante a este vocé pode:
[ ]autorizar voluntariamente o armazenamento de material biolégico para

futuros estudos assinatura

Declaracéo:
1- Declaro que li e entendi todo o contedo deste documento.

2 — Declaro que entendi que a participacdo na pesquisa pode ocorrer sem que meu filho
(a) seja fotografado e/ou filmado, a ndo ser que eu tenha autorizado a filmagem ou
fotografia e que também posso participar sem autorizar a guarda de material biologico
para estudos futuros.

3- Declaro estar recebendo uma via original deste documento assinado pelo

Investigador Responsavel e por mim, tendo todas as folhas por nés rubricadas.

Responsavel: Pesquisadora Responsavel
Data: Data:
Telefone: Instituto Fernandes Figueira

Av. Rui Barbosa 716

Flamengo, Tel.: 2554-1739

Testemunha
Documento/ Telefone

ANEXO 4: TCLE nascidos externos ao IFF

0 A
R IFF
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Para maes de bebes nascidos externos ao IFF
Exposicdo Vertical ao Zika Virus e suas consequéncias no neurodesenvolvimento

da crianca

Pesquisadora: Maria Elisabeth Lopes Moreira

Contato: Avenida Rui Barbosa 716, telefone (21) 25541911

Instituicdo: Instituto Nacional de Saude da Mulher da Crianca e do Adolescente

Endereco: Avenida Rui Barbosa 716, Flamengo.

Nome do recém nascido ou lactente

Prontuério:

Nome da mée

Estamos convidando o seu bebé e vocé a participar da pesquisa intitulada
“Exposi¢do Vertical ao Zika virus e suas consequéncias no neurodesenvolvimento da
crianga” pois vocé ficou gravida em um periodo onde o virus esté circulando.

Algumas vezes, pessoas que tiveram contato com o virus da Zika ndo apresentam
sintomas, por isso iremos realizar esta pesquisa com um grupo de recém nascidos que
nasgam neste periodo em que o virus da Zika esta circulando, e queremos acompanhar o
crescimento e o desenvolvimento neuroldgico do seu filho do nascimento até o final do
terceiro ano de vida.

Para isto o seu filho ser4 acompanhado nos ambulatérios de pediatria, doencas
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infecciosas e neurologia do IFF. Vocé e seu filho terdo seus exames colhidos serdo
acompanhados até o final do terceiro ano de vida da crianca.

Se 0 bebe ja tiver nascido fora do IFF, vocé devera trazer todos os exames que
vocé fez no pré-natal, seu cartdo de pre-natal e a caderneta da crianga, porque vamos
anotar os dados relacionados ao seu pré-natal, a presenca ou auséncia de sintomas de Zika
durante a gravidez e outros dados sobre o parto e exames do bebé. Os seguintes exames
serdo obtidos para fins desta pesquisa:

Em vocé: Exame de sangue e urina para saber se teve contato com o virus da Zika
e outros virus como dengue e chikungunya. Se vocé ndo tiver tido sintomas de Zika,
vamos colher sangue para armazenar e fazer testes soroldgicos futuros quando houver um
bom teste disponivel. Se vocé ndo tiver realizado os exames para toxoplasmose rubéola e
herpes vamos fazer agora.

No recém-nascido: Exame de sangue, se houver indicacdo, para saber se teve
contato com o virus da Zika e outros virus como citomegalovirus, rubéola, dengue e
chikungunya e toxoplasmose e se 0 sangue do corddo umbilical nao tiver sido colhido;
ultrassonografia da moleira e/ou tomografia e/ou ressonancia nuclear magnética,
eletroencefalograma, exames com oftalmologista, exames auditivos e dos olhos, com
fotos de fundo de olhos se houver alguma alteragcéo e exames de potencial evocado, exame
neurolégico e genético. Todos estes exames serdo feitos e colhidos logo apds o
nascimento ou assim que o seu filho vier. Também vamos colher um swab bucal do bebe.
Este swab parece um cotonete e sera esfregado na bochecha interna da boca do bebe.

O bebe serd acompanhado para verificar se 0 crescimento e nutricdo estdo
adequados. Para isto, ele sera pesado e medido de tempos em tempos e também fara

exames para avaliar a composi¢do do corpo, ou seja, quantidade de musculo, gordura e
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agua no corpo. Este exame é feito colocando o bebe dentro de um equipamento que parece
uma incubadora, e dentro do aparelho vai haver uma corrente de ar, que é quentinho,
passando pelo corpo dele. O exame ndo doi e ndo traz nenhum desconforto para a crianca.

Depois o recém-nascido sera acompanhado até completar 3 anos. Exames para
acompanhar o desenvolvimento serdo realizados e também outros exames auditivos e
oftalmoldgicos se necessarios;

Se vocé estiver amamentando e tiver vermelhiddo na pele e/ou outros sintomas de
Zika no momento em que vier aqui, também iremos colher amostras de sangue suas e de
seu bebe e também amostras do seu leite sequenciais, mais ou menos de 15/15 dias;

Se o seu filho apresentar alteragdes como microcefalia ou outras malformacdes, sera
colhido exames genéticos para avaliar se a causa da malformacao se deve ao Zika ou se
hé& outras causas;

Como atualmente, existem poucos conhecimentos cientificos sobre a Zika,
estamos pedindo sua autorizacao para armazenar amostras de sangue/urina suas e do bebe
e 0 swab bucal em um local onde ele sera congelado (biorepositorio) para futuros estudos.
As amostras serdo usadas para estudar viroses e suas consequéncias na gravidez deste
bebé. Se houver alguma alteragdo nos seus exames ou nos do seu bebé, solicitamos
autorizacdo para uso de imagem através de fotografias que nao serdo identificadas.

Os riscos relacionados a sua participacdo na pesquisa Sa0 0S mesmo que ocorrem
em uma coleta de sangue, como hematomas e dor, tanto em vocé como no seu bebe. Os
exames oftalmoldgicos necessitam de colirios para dilatar a pupila o que pode ocasionar
ardéncia passageira. Ultrassonografias ndo doem e outros exames que envolvam radiagdo
sO serdo realizados se houver alteracdo na ultrassonografia ou alguma indicacdo muito

importante. Se estes exames forem alterados, 0s exames de ressonancia magnética serdo
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realizados pois eles sdo necessarios para 0 acompanhamento do bebe.

Exames de ressonancia costumam necessitar de anestesia ou sedagéo, que sera
feita por profissional capacitado, mas se ela for feita nos primeiros 2 meses de vida pode
ser feita sem sedacdo, por isto preferimos fazer neste periodo e so repetir se for necessario
para o tratamento da crianca. Os exames para testar o desenvolvimento adequado nao
causam dor e apenas precisam de um certo tempo para realizacdo. Os beneficios estdo
ligados ao acompanhamento do crescimento e do desenvolvimento do seu recém-nascido
no IFF, com varios exames. VVocé recebera uma copia dos resultados de todos os exames.

A sua participacdo e de seu filho/a nesta pesquisa € voluntaria e vocé pode
abandonar ou retirar-se do estudo a qualguer momento, sem que isso cause qualquer
prejuizo ao tratamento ou acompanhamento do bebe nesta instituicdo. Em caso de saida
do estudo vocé e seu bebé continuaram a ser atendidos no IFF conforme rotina atual da
instituicdo. Sua participacdo no estudo ndo implicara em custos adicionais, ndo havera
qualquer despesa com a realizacdo dos procedimentos previstos neste estudo. Também
ndo haverd nenhuma forma de pagamento pela sua participacdo. Se houver dano a vocé
ou seu bebe relacionado a procedimentos da pesquisa vocé tera direito a indenizagéo.
Todos os resultados dos exames ficardo no seu prontuario médico.

Este documento foi elaborado em duas vias. VVocé recebera a via original deste
documento assinado e com todas as paginas rubricadas, tanto pela pesquisadora quanto
por vocé ou o responsavel que assinar.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto Fernandes Figueira é um
comité de avaliacdo ética dos projetos de pesquisa que estejam em curso na instituicao.
O CEP funciona de segunda a sexta-feira, no horario das 08 as 17 h, e se encontra a

disposicOes para eventuais esclarecimentos éticos e outras providéncias que se fagam
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necessarias (e mail: cepiff@iff.fiocruz.br; telefone: 2554-1730/fax: 2552-8491).

Estamos solicitando abaixo seu consentimento livre, esclarecido e voluntario na
qualidade de participante da pesquisa e responsavel pelo recém nascido:
Em relacéo a filmagem e uso de imagem vocé pode:
[ ] autorizar voluntariamente a fotografia/filmagem do seu filho (a) e a utilizacéo

das imagens obtidas exclusivamente em meios de divulgacéo académicos.

assinatura
Em relacéo a guarda de material bioldgico para exames futuros sem necessidade de
obtencéo de outro termo semelhante a este, vocé pode autorizar ou ndo também. Se
vocé autorizar por favor, assine abaixo.
() Declaro que autorizo o armazenamento de material biolégico para futuros

estudos [ ] assinatura

Declaracéo:

1- Declaro que li e entendi todo o conteido deste documento.

Responsavel
Data:

Telefone

Pesquisadora

Data:


mailto:cepiff@iff.fiocruz.br

Instituto Fernandes Figueira

Av. Rui Barosa,716 — Flamengo

Testemunha

Documento:

Telefone:
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