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* La infeccion por virus Zika, es una enfermedad

febril aguda autolimitada causada por el virus
Zika (ZIKAV)

* Transmitida por |la picadura de mosquitos del
genero Aedes.

Infeccion por Virus Zika: Concepto

* Es una enfermedad similar a las causadas por

Virus Dengue y Chikungunya, pero de caracter
mas leve.
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Virus Zika: Filogenia

* Virus Zika (ZIKV): Flavivirus, aislado en 1947 de
un mono sentinela en los bosques de Zika en

Uganda _, Regidn NS5
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Relaciones filogeneticas cercanas: Virus Spondweni y Virus Dengue. Lejano de VFA
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El genoma: cadena unica de ARN, _ ' | | capsa

polaridad positiva |

e Cepa prototipo (MR-766),
aislada en 1947 en Uganda:

longitud 10,7 pb / il \

ORF: en se ntido 5’ > 3’: 5'UTR )smmmm l Non Structural Proteins 3'UTR

. e Polyprotein precursor -_—
e Estructurales: capside (105aa), i
me m br.a n e_p r.e me m b r.a na Cellular and vilral proteases
(187aa), envoltura (505aa).

* Proteinas no estructurales: NS1—
(352aa), NS2A (217aa), NS2B
(139aa), NS3 (619aa), NS4A
(127aa), NS4B (255aa) y NS5
(904).

Goro Kuno  Molecular Detection of Human Viral Pathogens



@ Virus Zika: Proteinas y sus funciones

jProteina |___Funcion _ Efecto sobre el hospedero

Unidn al ARN para formar la Los Anti- prM incrementa la infectividad del virion
nucleocapside, asistencia inmaduro. Involucrada en patogénesis de
C durante la estabilizacion, infecciones Dengue Severo secundario.

conformacion-folding y secrecion
de la proteina E

E Receptor de adherencia, fusidon Invasion celular
membrana
Replicacion viral Localiza en la superficie celular y es secretado
extracelularmente, modula la sefalizacién del
NS1 sistema inmune innato, Anti-NS1 median

trombocitopenia, daio endotelial, antagoniza C4,
INF e induce apoptosis.

NS2A  Sintesis e ARN y ensamblaje viral Carga viral

Complejo con NS2B actia como  Indue apoptosis celular, modula microRNA en

proteasa de serina. Posee célula infectada, blanco de los Linf CD8+
NS3 helicasa ARN, actividad citotoxicos. Bloguea la sefalizacion del INF-tipo | y
triptofatasa los iARN, modula liberacién de granulos de stress
de la célula

Wong SS-Y, et al. ) Form Med Assoc. 2016 http://dx.doi.org/10.1016/j. jfma.2016.02.002



Virus Zika: Proteinas y sus funciones

Replicacion ARN Bloquea la sefalizacion del INF-tipo |,
NS4A induce AUTOFAGIA, protege a la célula
para evitar muerte celular.
Replicacion ARN Bloquea la sefalizacion del INF-tipo | e
NS4B interferencia ARN. modula liberacién de
granulos de stress de la célula
Actividad de Bloquea la sefalizacion tipo | mediada por
Metiltransferasa y INF.

guanililtransferasa: capping
y sintesis de ARN.
Polimerasa de ARN —
dependiente de ARN

NS5

Wong SS-Y, et al. ) Form Med Assoc. 2016 http://dx.doi.org/10.1016/j. jfma.2016.02.002



Virus Zika: transmision

LOCALIZACION MOSQUITO (Reservorio natural)

AFRICA Ae. luteocephalus, Ae. africanus, Ae. furcifer, Ae.
fowleri, Ae. Vittatus Y Ae. dalzieli

SUR-ASIA Ae. aegypti
PACIFICO
AMERICA

VERTEBRADOS

NO HUMANOQOS Cercopithecus aethiops 'y Erythrocebus spp.

Roedores: Taterillus spp., Tetra indica 'y Meriones
Ambientes hurrianae

selvaticos en  Orangutanos: Pongo pygmaeus
Sureste de Asia

Emerging Infectious Diseases Vol. 21, No. 10, October 2015



Morbidity and Mortality Weekly Report
February 5, 2016

i Virus Zika: transmision

PO Modo

1. Aislamiento virus en liquido amnidtico

VERTICAL 2. Aislamiento en placenta, corddn umbilical
3. Tejido fetal (fallecidos)

TRES casos:

a. Dos casos de infeccion TS: Hombre a pareja

b. Virus replicante activo en Semen (2-10 sem)
después del inicio de la enfermedad

SEXUAL

Foy BD, Kobylinski KC, Foy JLC, et al. Probable non-vector-
borne transmission of Zika virus, Colorado, USA. Emerg Infect Dis
2011;17:880-2. hup://dx.doi.org/10.3201/eid1705.101939.

Musso D), Roche C, Robin E, Nhan T, Teissier A, Cao-Lormean VM. Potential
sexual transmission of Zika virus. Emerg Infect Dis 2015;21:359-61.

htp://dx.doi.org/10.3201/eid2102.141363.




: mono Rhensus
(jaula) en la plataforma de un
arbol, Bosque Zika, Uganda..
Proyecto Rockefeller-VFA

de Aedes afrlcar.)us, Otros paises del Africa :Tanzania,
bosque: mas de 150 especias Egipto, Africa Central Sierra eona,
Gabon)
Asia: India, Malasia*, Filipinas,
Tailandia, Vietnam*, Indonesia*

Seroprevalencia humana Positiva

: transmision
Aedes-mono, 2 aislamiento Viral en
especies humanos, Nigeria = 8 especies
1971-75: 40% Ac-neutralizantes
VZ

G oro Kuno Molecular Detection of Human Viral Pathogens * Regiones endémicas (12.6%)



Virus Zika: Las Ameéricas

Ano 2013: las islas del Pacifico Sur, Polinesia Francesa y en
Nueva Caledonia (perteneciente a Nueva Zelanda),
estimandose cerca de 28.000 casos en total (febrero 2014).

Febrero, 2014: Chile confirmaron un caso de transmision
autoctona de infeccion por virus Zika en la isla de Pascua.

Mayo, 2015: transmision autoctona en Brasil. Hasta
diciembre de 2015 un total de 18 estados confirmaron
circulacion autoctona del virus. Dic, 2015: 440,000 a 1.3
millones

Diciembre 2015:, Brazil, Chile, Colombia, El Salvador,
Guatemala, Mexico, Paraguay, Suriname, y Venezuela.

ARCHIVOS DE MEDICINA 2015
ISSN 1698-9465 _Vol. 11 No. 2:3
doi: 10.3823/1245




Paises y territorios con casos confirmados de infeccion por
virus Zika (transmision autoctona), 2015-2016 (03/03/2016)
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: ALERTA

En la region de las Américas, las
investigaciones preliminares han determinado
una posible asociacion entre la infeccion por
virus Zika:

— incremento de anomalias congénitas: Microcefalia
y calcificaciones cerebrales

— sindrome de Guillain Barré y otras
manifestaciones autoinmunes

. Pan American

_f *’, | Health
Garcia G, et al. Long-term persistence of clinical symptoms in dengue-infected persons and its ‘et Organization
association with immunological disorders. Int J Infect Dis 2011
) ot o _ ) ¢ c:?, World Health
Simon O. Acute polyradiculoneuropathy and dengue fever infection. In: Presentation at H_"- ;-., .:35 Organization

Journee Scientifique de I'lPNC; 21 November 2013.
Americas



VIRUS ZIKA:

EL embarazo

Countries and territories with confirmed cases of Zika virus

(autochthonous transmission), 2014-2015

& Rates of mlcrocephaly by state in Brazil, 2010-2014 and 2015

Promedlo de casos de Mlcrocefalla por anos=10.
Para Enero 2016: 3530 casos of microcefalia fue reportado
Pernambuco. 46 fallecidos en 20 estados

;»,' . Pan America 3\ World Health
, ) Health é\ }Urgmnmtmr
Organization

w e AIRTICAS

Updated as of Epidemiological Week 48
(Nov 29 - Dec 5, 2015)

- | Microcephaly rates by state in Brazil, 2015
(cases per 100,000 live births)

iR | Microcephaly rates by state in Brazil, 2010-
| 2014 (cases per 100,000 live births)

| Countries with Zika confirmed cases

[Jin 2015

[ lin2014

[ Country limits

Brazil state boundaries

Pernanbuco

One case of aulochthonous iransmission of Zika
virus infacion in Easter Island, Crile. 2014

The presence of (he vius was reported until

June of the Same year ans was nol datectad later.

17/11/15: Lab Flavivirus
del Instituto Osvaldo
Cruz: amplifican ZikaV
en el liguido amnidtico
de 2 embarazadas cuyos
fetos tenian dx de
microcefalia por
ultrasonido

25/11/15, Polinesia
francesa: incremento de
sindromes
polimalformativos

cerebrales .5\ Fan American

¢/ Organization

(72X, World Health
W ‘J’Organlzatlon

e AMericas
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 Malformaciones neurologicas
— Microcefalia:

* 1 Diciembre 2015: Amplificacion genoma viral del
liqguido amniodtico, fetos con hidrocefalia (Ultrasonido)

* En tejido cerebral de recién nacido con microcefalia
fallecido

* ICC/Fiocruz laboratory in Parana: Demostracion del
virus en sangre del cordon umbilical y placenta

2 Pan American

& }) Health

— Malformaciones cerebrales: calcificaciones

Organization

¥/
:Zb,“-?.-, World Health

\h_:_'[; Organization
' Americas

Besnard M, etal, 2013. Evidence of perinatal transmission of Zika virus, French Polynesia, Euro Surveill 2014;19:13-6

Oliveira M., et.al. 2016. Zika virus intrauterine infection causes fetal brain abnormality and microcephaly: tip of the

iceberg? Ultrasound Obstet Gynecol 2016;47:6—7



Panel A: calcificaciones multiples (1),
region occipital dilatada, ventriculo
lateral, Us transverso.

Panel B: calcificaciones numerosas en la
placenta.

Panel C: calcificaciones en regiones
cortical y subcortical (1) y pérdida de la
circunvoluciones cerebrales. Pobre
desarrollo de ganglia basal (*), v fisura
de silvio abiertas (&)

Panel D: ventriculo lateral dilatado (&); y
el izquierdo colapsado. Region temporal
del ventriculo lateral dilatada (&).
Talamo e hipocampo izquierdo bien
desarrollado (*) , sin embargo las
estructuras contralaterales muestran
autolisis.

The NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE
Maklar J., et al, 2016  DOI: 10.1056/ NEJMoal500651



Virus Zika:

Cambios histologicos en
Microcefalia
Panel A: 2
Panel B:
L 2 A

intracitoplasmatica granular (verde).
Autofluorescencia de lipofuscina (amarillo) que
corresponde a particular virales
citoplasmaticas en las neuronas.

e NEW ENGLAND JOUERENAL of MEDICINE

Maklar J., et al, 2016



Virus Zika: Microcefalia y danos
oculares

4 u\>
N

e Alteraciones maculares:
pigmentacion moteada
irregular. Atrofia
corioretinal y optica
(75.0%)

 Anormalidad nervio
optico: hipoplasia con
signo de doble-anillo,
palidez (discoloracion).
Incremento de |a relacic')n Retinitis pigmentosa y pérdida del reflejo

. , . foveal.

del disco optico — copa
(cup-to-disk ratio), indice
de glaucoma (45.0%).

Ventura CV., et al |Arg Bras Oftalmol. 2016;79(1):1-3
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VIRUS ZIKA: sindromes neurologicos

e Autoinmunes:

— Sindrome de Guillain-Barré:
* 55% (42/76) han sido confirmados.

* Solo el 62% (26/42) habian tenido sintomas de infeccién por
virus Zika (Brazil, 2015).

— Otras purpuras trombocitopénicas, complicaciones
oftalmoldgicas y cardiacas, son poco frecuentes.

* Otros Sindromes neuroldgicos: Meningitis y
encephalitis, en el 3,8% (5/76 )

* Incremento de 20 veces de casos de GB;
— asociado a infeccion secuencial de Virus Dengue

> Pan American
( ’ ?Hea th .
” Organ on

.r% Y, World Health
Orgam?atlon

sonoma e AMEricas



e Polineuropatia periférica aguda, progresiva

* Tasa: 1-2 x 100.000 Hab 5

* Riesgo: >40 anos. Mismo porcentaje por genero N

e Cuatro subtipos

— Poliradiculoneuropatia inflamatoria, aguda,
desmielinizante (AIDP): Linfocitos T autoreactivos

— Neuropatia axonal motora aguda (AMAN): Ac contra
gangliosidos (GM1, GD1)

— Neuropatia axonal motora y sensitiva aguda
(AMSAN): Ac contra gangliosidos (GM1, GD1)

— Pandisautonomia aguda: Ac contra gangliésidos
(GQ1lb, GT1a)




* Linfocitos T y anticuerpos autoreactivos
* Post-infecciosa:
— Varios agentes virales: Coronavirus, VEB, Virus
Influenza, Herpes Zoster, Virus Zika
— Post-vacunales: Virus Influenza
— infeccion por Campylobacter (Miller-Fisher)
* Infiltrativas: linfocitos y macrofagos, median
desmielinizacion
— Ambas respuestas estan activadas
— Circulacion de anticuerpos anti-gangliosido y anti-
glicolipidos
— Macroéfagos activados desmielinizantes



VIRUS ZIKA

FISIOPATOGENIA
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Virus Zika: Histologia lesion cutanea
“Zv2)\ Keratinocitos humanos infectados (piel de frente
neonatos) y cambios en la estructura de la piel
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Viral RNA (copies/pL)
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(A). Vesiculas de membrane: Fibroblastos primarios
70-100 nm, asociadas al RE. A = < = y } E Y
(B) Particula ZIKV agrandada, .~ Lo
Capside electrodensa '
esférica de 40 nm de
diametro.

(C) Capside ensamblada:
transportada a la superficie "
cellular en vacuolas
intracitoplasmaticas.
(D) Autofagosomes son
frecuentemente detectados |
en celulas infectadas, la
capside se observa en este

compartimiento Journal of Virology September 2015 Volume 89
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Virus Zika: microscopia electronica de
\ capa fina cerebral fetal con mlcrocefalna

Dano cerebral:

 acumulos de viriones localizados en
reticulo endoplasmico (RE) dafiado

* restos de membranas derivadas de
diversos compartimientos celularers

Actividad viral multiplicativa:
e Cluster de viriones, fase
multiplicativa

e Particulas virales ensambladas en
RE

The NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE
Maklar J., et al, 2016  DOI: 10.1056/ NEJMoal500651
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Células dendriticas cutaneas
Células HEK293T

ZIKV media su entrada a células a través de varios

receptors: DC-SIGN, AXL, Tyro3, y en menos extension TIM-1 (que contribuye
a la eficacia de AXL de mediar entrada).
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@ )5 Zika: alteracidn arquitectura
del reticulo endoplasmico (RE) &

La replicacion de Flavivirus ocurre en asociacidn con estructt
membranosas intracelulares. Re-arregla la membrana Reibs
construyendo estructuras tipo organelas, que utiliza para la
replicacion .

La fuente principal es el RE, donde las proteinas estructuralesy
NS se acumulan

membrane
rearrangements,
ER stress, UPR,
autophagy

Virus budding

Viral RNA replication

NS4AY B

Vesucle packets

NUCLEUS %

Blizquez etal. June 2014 | Volume 5 | Article 266 |




Serves as platform
for polio-, corona- & rota virus
replication complexes?

HIV-Gag f .
L3 ¢ |
' >

LC3-dependent | Autophagy-

processing mediated
of HIV-1Gag via " unconventional
autophagy | secretion of
regulates I poliovirus
viral assembly particles

DENV-induced autophagic
LC3-dependent degradation of lipid droplets MCMV induced autophagy
HBV results in mobilization of selectively degrades NEMO,
envelopement triglycerides to allow ATP via inhibiting inflammatory
N T
Viral Proviral lipid Subversion of
Assembly/Release metabolism immune responses

(Provlnl Autophagy}




£ u\>
@ZJ@/”

Induccidon respuesta autofagica de la célula infectada.

— Dengue: reorganiza la
membrane celular para
formar autofagosomes, los
cuales se fusionan con
endosomas, formando
amfisomas.

— Flavivirus Incluye ZIKV:
activan la respuesta de
proteinas no-dobladas (UPR),
involucradas en autofagia.

— Asociado a neurovirulencia en |

cepas de Flavivirus (JEV
strains).

Autophagosome
formation

Autophagosome Autolysosomal
maturation degradation

—  Autophagy induction

—{ Autophagy inhibition

C. Chang, et al. Journal of Autoimmunity (2016) ‘




* DENV: depende de la
degradacion de lipidos para
mobilizar TCG y producir ATP
via 3-oxidacion,
secuestrando el metabolism
celular para su propia
replicacion

* DENV, ZIKV y CHIKV
incrementan autofagia para
facilitar replicacion

* CHIKV: induce al RE y stress
oxidativo, que
independientemente,
incrementa autofagia para
bloquear apoptosis y
promover sobrevida cellular.

CHIKV induces ER and axidatve
Slreds 10 ndependenty Ir Qg
autophagy that DIOCks apoptosis
and Ncreases col suvva

ADOPLOsis wefp = ?
sSurviva

7

DENV inguces lpo
Gegracaton to
procuce ATP lror
tnglycendes

/

ROS

A

4 |
'\ ER stross *

°o"5*$."3

Cameiro LAM, Microbes and Infection  (2016), http://dx.doi.org/10.1016/j.micinf.2015.12.006
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FIGURE 2 | Cell signaling pathways of the UPR, autophagy connections and flaviviruses. The three arms of UPR (PERK, ATFE, IRE-1) are shown in the
figure. The virusas from the Flaviviridae family whose infecticn has been related to each process have been notad in the figure. See the text for details.

Blizquez etal. June 2014 | Volume 5 | Article 266 |



Fagocitosis mediada por el Reticulo Endoplasmico (ER) y
presentacion cruzada en el fagosoma

Surface MHC class |

? ? F ? Plasma membrane
= \s
/ Cytosol

——_ Recycling of MHC class I/

é O peptide complexes

——

° Particulate antigen

\

Early phagosome
formation by ER

Early mixed /5 ¥\ ’,,E'"""Mi}ié'd ER-phagosomal compartment

ER-phagosome | g
" ICP47  MHC class |

{ e \'-, ! §
| ’ £
‘9% @ NH Ol porrmeamcasamnneding |
Late endosomes/ \/ 5 o . b

lysosomes ! I 3

Acquisition of
hydrolases

. ST /( Lactacystin ' |
Antigen [ - ﬁ acacyEn |
translocation into | 23]

Proteasome
cytosol

recruitment and
polyubiquitination




Virus Zika: Centrosomas y Microcefalia

Durante la interfase del ciclo celular, los microtubulos determinan la forma celular, la
polaridad y la motilidad.

Durante la mitosis: forman el huso mitdtico, necesario para la segregacion de los
cromosomas entre las dos células hijas

Centrosoma

Anomalias en funcidn centrosomas: (mitosis,

migracién de vesiculas polarizacion y tréfico) A
* Sehad trad | tod ol oAk
€ Na demaosStrado que el aumento ae s AN
numero de centrosomas se ha asociado WS
a microcefalia. Ese aumento causa \ =
retraso en la mitosis e incremento de la w e Y
apoptosis.

* Virus Zika: tiene un papel en el
desarrollo de centrosomas
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Microcefalia, division de células madres y
centrosomas

Durane la microcefalia, desbalance entre las divisions predominando la asimétrica.
Que determina cual division debera ocurrir?: el alineamiento de los Centrosomas

alrededor de la células.
El alineamiento depende de factores, incluyendo aquellos involucrados en autofagia.

5 oMo Symmetric division mmetric division

 El mecanismo que utiliza ZIKAV para [Synmetic divsion| S

. . . o N Basal
secuestrar la autofagia, interfiriere de a0 /\
« o . Anterior | > 24 é; Posterior 1 c
un modo con la division cellular en las ‘{ J t "\ iii"/ -
celulas madres neurales /\ /

* Por tanto si ZIKAV infecta en la fase de - A -
embriogenesis, las celulas madres E N 0 /\:» @ |
neurales pueden estar realizando Y \,/ \-l/ vl

. . . . (] 7 . '
multiples divisions asimetricas, que " PR, I

Two Stem Cells

dejaran como consecuencia pocas
neuronas y microcefalia.

[ cell-fate determinant protein (e.g. Numb)
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Los arboles fologenéticos basados en NS5, y las secuencia de |a
proteinas E muestras una clara agrupacion de los virus
transmitidos por mosquitos de aquellos transmitidos por pulgas.
Los virus que causan infeccion del SNC también se agrupan
juntos

A pesar que el ZIKAV puede ser potencialmente
neuropatogénico, al menos en el SNC-inmaduro, NO SE
RELACIONA con virus causantes de otras encefalopatias.

La cepas Yap-2007 vy Senegal-1984 difieren de su prototipo, la
cepa Uganda, ya que esta ultima tiene una delecion de cuatro
aminoacidos en la Proteina E.

La Microcefalia no ha sido reportada previamente en Africa,
donde la enfermedad es endémica.



Virus Zika: patogénesis en las
Ameéricas

e La presencia de multiples virus relacionados
en las mismas areas geograficas, con rados
variables de patogenicidad, mas que el
problema diagnodstico que genera, es el
problema inmunidad y patogénesis:

— Reaccion curzada de anticuerpos

— Incremento de la infeccion mediada por
anticuerpos

— Efecto aditivo de |la vachacion



VIRUS ZIKA

MANIFESTACIONES CLINICAS




VIRUS ZIKA: manifestaciones clinicas

* |[ncubacion: aproximadamente 8 dias o0 mas
* Asintomaticos: Regiones endémicas (Africa)

 Sintomaticos:

— AGUDA (1-3d, Virémica): escalofrio, fiebre alta, dolor
retrocular. Exantema (principalmente maculo-
papular), fiebre, artritis (artralgia) y conjunctivitis

— Entre DIA 3-5: cefalea, malestar y pirexia.

— Para el DIA 7: disminucion de la fiebre y mejoria de
condiciones generales.

Emerging Infectious Diseases Vol. 21, No. 10, October 2015



VIRUS ZIKA: manifestaciones
/e I\ Conjuntivales Mérida, Venezuela. 2016

Paciente YM 27/C

» AV 20/02/16




VIRUS ZIKA: manifestaciones
S cutaneas

-

Paciente AV 20/02/16

Paciente MC
25/01/2016




Fiebre +++4 +Ht +++

Mialgia/artralgia ++ ++
Edema de extremidades 0 (6tod: ++) ++
Rash maculopapular ++ +++
Dolor retro-orbital ++ ++
Conjuntivitis 0 +++
Linfadenopatias ++ +
Hepatomegalia 0 (+++ Signo alarma) 0
Leucopenia/trombocitopenia +++ +++ 0
Hemorragias + 0 0

Co-infeccidon: DV3+Zika. Polinesia Francesa, nifio 14 afnos y mujer de 38 afos de edad

ARCHIVOS DE MEDICINA 2015
Emerging Infectious Diseases = www.cdc.gov/eid « Vol. 21, No. 2, February 2015 ISSN 1698-9465 doi::fgg;;;‘;éﬁz
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RUBEOLA

VIRUS ZIKA:

Dx Diterenciales

TIPO ENFERMEDAD

VIRALES Dengue, Chikungunya.
Otros: Mayaro, Rubeola, Sarampion, Parvovirus,
enterovirus

BATERIANAS  Rickettsias, Leptospira
PARASITARIO  Malaria

Otras Meningitis, artritis post-infecciosa

Sympetoms of Malaria

CentrAL
- Headache B

{ - Chills
! < Sweating
|/ RespmaTORY
£, - Dy cough

S - Pain U -~ SPLEEN
RO - - - Erlrgeremt
L woUNc i

. y
‘ P o SToMatH

- Nausea
- Yoming

RICKETTSIA
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Virus Zika: Microcefalia (OMS)—

* Incluye un grupo de malformaciones congénitas,
defectos y aberraciones cromosémicas (ICD-10,
code Q02), en el que la circunsferencia
occipitofrontal cefalica del RN vivo a término, es
inferior (<percentil 3er, 2-DE), a lo correspondiente
por edad gestacional y género

* En algunos casos se asocia con cambios en |a
estructura cerebral y retraso en el desarrollo
neurologico

CUT-OFF VRIS V(60133 Medidas para RN a termino (37sem
(cm) (cm) 0 mas), nacimiento, confirmado a

pym " n las 24 hrs
) 31,5 S Para RN <37sem gestacion: curvas
3ER PERCENTIL 31,6 32,0 de Fenton

MMWR / January 29,2016 / Vol.65 / No.3
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++ Virus Zika: Caso de Microcefalia -

Recién nacido vivo (ajustado por edad y género)

SOSPECHOSO CONFIRMADO DESCARTADO

e EG<37sem, con . Cuaquier?dald . e Cualquier edad
CC< P3 enla curva gestacional, clasiticado gestacional,

de Fenton

e EG>37sem, con
CC<P3, basados
en las tablas OMS

EG: edad gestacional, CC: circunsferencia cefalica; P3: Percentil 3

como caso sospechoso
de microcefalia
asociada a Zika, con:

pruebas especificas
POSITIVAS (en RN o
Madre)

O con cambios
morfoldgicos
intracraneales
(ultrasonido), sin
evidencia de otra causa
posible de microcefalia.

clasificado como
caso sospechoso
de microcefalia,
con confirmacion
de causa-
especifica,
infecciosa o no,
diferente a virus
Zika (en Rn ¢
Madre)

MMWR / January 29,2016 / Vol.&65 / No.3
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* CLINICA:
— Debilidad (90%), areflexia (75%-100%)
— Neuropatia progresiva (dias a semanas):
* Parestesia (75%): simétricas, paralisis flacida. Inicio distal,
pies (60%), manos (20%), facial (35-60%), orofaringeo (25%)
 Falla respiratoria debido a paralisis diafragma: 10-30%
— Otros sintomas: perdida sensoriales, asimetria,

dinfuncion de movimiento intestinal y vesical

« PRONOSTICO:

— Recuperacion 2-4 sem.; 70% recuperacion completa
— 30%: neuropatia periférica :

SINDROME DE GUILLAIN BARRE: Clinica




(1D . . .
@f@ Virus Zika: inmunorespuesta

FASE AGUDA: . A T : iﬁ%
Incremento A L o T .. = =
: . T 0l - oL _ .
q u e m Oq u I n a S Norl'mal ACLT.B Rec:;very Mormal Acute Recovery Mormal Acute Recover Y
predomina sobre .. - IFN-g 50 TNF-a
las citokinas L] 4007 T N [N ——
proinflamatorias “ »{ ™7 _ E ol .
FASE o= o] = — -
No 100 - ;__; very
RECUPERACION: - 0 T T T 0 r r r
descenso de 1 Normal Acute Recovery Mormal Acute Recovery
: ) ] | 1 = | | | == = "1 I—_| __,__
citokinas 100 Th1:1L-2, IFN-y (no significativo) .
’ MNormal 4 Th 2 : I L-4’ I L-13 Recovery

Th17: (IL-17),
th9 (IL-9) responses.

Tappe D., et al., 2015 Med Microbiol Immunol



DISFUNCION
ENDOTELIAL EN EL

DENGUE GRAVE [ Thi ./ Th2 "\

Diasdel 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Cuadro

-~ clinico FASE VIREMICA FASE CRITICA FASE RECUPERACION
& \,) Y Citoquinas en la fase del Dengue
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Dengue: Predominio decitokinas, 1I-8 y TNF, en fase critica,
en dengue severo. Merida — Venezuela 2012-2014
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Dengue: significantes niveles elevados de VCAM-1 en

fase aguda del dengue severo, como marcador temprano hace
DG. Mérida - Venezuela 2012-2014
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Dengue: significativos niveles del receptor IL2-R en fase

aguda del dengue severo, como marcador temprano de
proliferacidn linfocitica. Mérida — Venezuela 2012-2014
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VIRUS ZIKA

DIAGNOSTICO - MANEJO



Algoritmo para deteccion de ZIKV

Caso sospechoso de infeccion
por ZIKY (Segin ﬂmﬂEr

Inicio de
sminmas vs
ma de muestra

RT-PCR N&1 1)
Dengue
L
Posivo Neqaivo @
Canfmma DENY Considerar CHIKY
pd
PCR {tiempo
real) CHEW
W
Posiivo Megatvo
Confrrna CHIKY Cansiderar JK
|
PCR (tiempo
real) ZIKY
Posifvo
Confimma ZKV

MNegsivo
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lgM
CHKV

W
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Congiderar ZIKWV Presuntivn CHIKY

W

lgM

ZIKV

b
Posto
Presuntivg ZIKY




\@ INCORPORACION DEL N
. PCR EN TIEMPO REAL N4

Pacientes<4d de inicio

PGR.. Denaturation 94°C
o, o

- 00000000000

Es el método de amplificacion de dcidos nucleicos que permite la
medicion de los productos generados durante cada ciclo del proceso.
Los productos generados son directamente proporcionales a la
cantidad de material genético presente al inicio de la reaccion.

Applied Biosystem ABI7500
Laboratorio de Salud Publica Edo. Mérida




VIRUS ZIKA: ENSAYOS DE qRT-PCR
desarrollados

A\
570  Table 1. RT-PCR assays for the detection of Zika Virus
571
Citation Year RT-PCR Type Target Primer/Probe Name Sequence 5°-3' Position
Lanciottietal. (23) 2008  One-step, real-time prM ZIKV 835 TTGGTCATGATACTGCTGATTGC 835-857°
ZIKV 911¢ CCTTCCACAAAGTCCCTATTGC 911-890
ZIKV 860-FAM* CGGCATACAGCATCAGGTGCATAGGAG 860-886
One-step, real-time E ZIKV 1086 CCGCTGCCCAACACAAG 1086-1102°
ZIKV 1162¢ CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT 1162-1139
ZIKV 1107-FAM* AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA  1107-1137
X PAHO 2015  One-step, real-time Zika 4481 CTGTGGCATGAACCCAATAG 4434-4453¢
Zika 4552¢ ATCCCATAGAGCACCACTCC 4524-4505
Zika 4507c-FAM® CCACGCTCCAGCTGCAAAGG 4479-4460
Faye et al. (79) 2008  One-step, conventional E ZIKVENVF GCTGGDGCRGACACHGGRACT 1538-1558°
ZIKVENVR RTCYACYGCCATYTGGRCTG 1883-1902
Balm et al. (80) 2012 One-step, conventional NS5 ZIKVF9027 CCTTGGATTCTTGAACGAGGA 9121-9141*
ZIKVR9197¢ AGAGCTTCATTCTCCAGATCAA 9312-9290
Faye et al. (81) 2013 One-step, real-time NS5 Forward Primer AARTACACATACCARAACAAAGTGGT 9365-9390°
Reverse Primer TCCRCTCCCYCTYTGGTCTTG 9466-9446
Probe* CTYAGACCAGCTGAAR 9398-9413
Tappe et al. (66) 2014 One-step, real-time NS3 ZIKAS TGGAGATGAGTACATGTATG 6001-6020"
ZIKAr GGTAGATGTTGTCAAGAAG 6095-6077
ZIKAp' CTGATGAAGGCCATGCACACTG 6039-6060
Pyke et al. (82) 2014  One-step, real-time E Zika E For AAGTTTGCATGCTCCAAGAAAAT 1222-1244°
Zika E Rev CAGCATTATCCGGTACTCCAGAT 1293-1271
Zika E Probe* ACCGGGAAGAGCATCCAGCCAGA 1246-1268
NS1 Zika NS1 For GCACAATGCCCCCACTGT 3329-3346°
Zika NS1 Rev TGGGCCTTATCTCCATTCCA 3394-3375
Zika NS1 Probe? TTCCGGGCTAAAGATGGCTGTTGGT 3349-3373

572 “RT-PCR, reverse transcriptase PCR; PAHO, Pan American Flealh Organization; ptM, precursor Membrane; E, Envelope; NS5, Non-structural protein 5; NS3, Non-structural
573 protein 3; NS1, Non-structural protein 1.



VIRUS ZIKA: ENSAYOS DE qRT-PCR
desarrollados para region NS5

Nucleotide Sequence Amplicon
Primers position Sequence (5'-3') orientation size (bp)
ZIKVF9027* 9121-9141 CCTTGGATTCTTGAACGAGGA Forward 192
ZIKVR9197¢" 9312-9290 AGAGCTTCATTCTCCAGATCAA Reverse
GAPDH112F22 (internal control)” 112-133 GTGAAGGTCGGAGTCAACGGAT Forward 264
GAPDH357R19 (internal control)® 375-332 GCCAGCATCGCCCCACTTG Reverse

Balm M., et al Journal of Medical Virology 84:1501-1505 (2012)

Forward Primer Probe Reverse Primer
ArD127984/51997 AAATACACATACCAARARCARACTGGET CTCAGACCAGCTGAAS CAAGACCAGCAGAGGGAGTEGLA
AYDTILT/SLI968 sttt sssssssassssssssssss sosssssssassssss soasssssssssassss Covs
N = = T
AND30332/81979 i et ietesssssssarceasias sssessssesesares seesessacassanens C...
= = L
BrDI42623/7/82000 &t i i sssmsssmmassssses smssasssemseseas semmmasmaae e C...
I T T I 0 1
ArDIO95T/81060 i et s ceaseasasasea sesessassaseanes seessaresessacens C...
ATASOGFE6/CLI95 s e s b s s a e s aa bt B I 4B B 2 F B a8 S U B HRE LIS A USSE BRSOt EENESdoBusbeniss
ArD132912/81998 @ ....iiinraasen T
AID1Z2B00Q/81997T | ceervesssansrvsssmrranrsan woassnvrnanmnanes veverramwasAsET v EEy
BYDIABE2Z/82002 it it e i cecsasasasnsnsssanaas sasssasssasasaas semsseaaneaeeenennes
Zika Malaysia/l966 . .G...c.cecucsssssnnsaassss aa T e eeesanssnsns sosssssnsasssssss C...
Zika EC MW 2007 T L B..G..... Cous

AARTACACATACCARAACAAAGTGGT CTYAGACCAGCTGAAR CAAGACCARAGRGGGAGYGGA

Faye et al. Virology Journal 2013, 10:311
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Region 5NC(JMC)"-

Region 3NC

7.8x106 (21.1)
7.8x105(22.6)

7.8x106 (14.5)
7.8x105(16.3)

DV2(16681) - 7.8x10%(24.3) 7.8x10%(18.5)

UFP(Ct) 7.8x103(26.0) 7.8x103(19.8)
7.8x102(27.9) 7.8x102(20.5)

6,89 6,89

5,89 5,89

| Log!® UFP 4,89 4,89

3,89 3,89

. 2,89 2,89
g = Slope -1.7007 -1.7577
3; < R2 0,9971 0,9952
3 Eficiencia de 5100 5100

amplificacion(%)

LSP-Meérida. 2006-2008. FONACIT G-2005000821
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Embarazada, areas de transmision

Enfermedad aguda
|

Sin enfermedad aguda
(<2 sem previas )
I
Ultrasonido fetal

N K 0
| |

1
(+) 6 no-
concluyente
Ultrasonido Pruebas Zika suero i y -
. embarazada. rasonidos seriados
L Ultrasonido fetal. feal A s cambios neurolégicos
Anmiocentesis (>16s) : MIICESIEEEE

Cambios

neuroldgicos

AL desarrollarse
microcefalia o

! ! Calcificaciones
Amniocentesis,
pruebas Zika




Virus Zika: evaluacion de RN, CON daiios
neurologicos

Antropometricas

Anormalidades neuroldgicas, dismorfismo,

visceromegalia, rash
Ex Fisico

AR LY TN

Ultrasonido
craneal
Oftalmologica

RN <2do dia _ _
Suero g Zika&Dengue: RNA, IgM, Ac Neutralizantes
Placenta, corddn Histopatologia: IHQy gRT-PR
Zika&Dengue: gRT-PCR, IgM, Ac
LCR T :
neutralizantes
m MMWH llr Januawzg: 2016 IIIII.DI = .Ill ND‘3




uacion del RN, SIN danos

MMWR / January 29,2016 / Vol.65 / No.3

Mo microcephaly or intracranial calcifications
detected prenatally or at birth

Positive or inconclusive test for Zika virus

Y

infection in mother prior to delivery

r
Mo fika virus testing performed on mother Negative tests for Zika virus infection
prior to delivery in mother prior to delivery
— 1
Test mother if she reported clinical Mo testing
illness consistent with Zika virus indicated if
disease during pregnancy mother did not
I report clinical
Y Y i illness
Conduct thorough physical examination and Pasitive or Negatm.e consistent with
perform fika virus testing in infant (Box 1) | | inconclusive test tests fnr Zika - Zka e
for Zika virus ~virus disease during
| infection in mother infection in pregnancy
* 1 mother
Positive or inconclusive | | Negative tests for
test for Zika virus Lika wvirus
infection in infant infection in infant
Perform additional
clinical evaluation, report
case, and assess for
ible long-term L L J J
possi g
sequelae (Boxes 2 and 3) Routine care of infant, including appropriate follow-up on any clinical findings
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VIRUS ZIKA: Manejo_

* Tratamiento sintomatico:
— Reposo, abundante de liquido
— Analgesia: acetaminofén o paracetamol.
— Antihistaminicos

— SUSPENDIDA la aspirina: riesgo de sangrado y al
desarrollo de sindrome de Reye (<11 anos).

* Vigilar co-infeccion: por Zika y dengue

* Seguimiento de embarazada, recién nacido y
neuropatias

 Medidas de comunicacion al publico

‘ Bolivariano
7 Salud



* " Estudios electrofisioldgicos: anormales 95-99%.
* Hematologia y VSG: normales
* LCR:

— Tubo#1: quimica y serologia. Incremento proteinas (>10d),
proteinas>55mg/dL; sin pleocitosis (mayoria de los casos), leucocitos

— Tubo#2: microbiologia para siembra

— Tubo#3 -4: cuantificar células y congelarlo (virologia)

* Test GB:

— Proteina 14-3-3: marcador de proteina neuronal, elevada a las 12-48 hrs.

— Enzima convertidora de angiotensina (ACE): elevacion refleja activacion
macrofagica, sensibilidad 55%.

— Proteina TAU (Beta-2 transferrina): marcador fosfo-proteico axonal.
Sensibilidad Dx 80%. Marcador de mal pronostico. Utilizada en
diagnostico del Alzheimer

* Incremento de Ac-antigangliosidos anti-GM1
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* Inmunoglobulina intravenosa (1Vig), eleccion
— Dosis: 0.4mg/kg/dia por 5 dias — 2 semanas
— Dosis multiples en pacientes severos

* No hay beneficios el uso glucocorticoides (similar
placebo)

* Plasmaféresis por Filtracion de Membrana
(+recomendada)

* Ventilacion mecanica: falla respiratoria, protecciéon de
la via aérea, control de secrecion

* Monitoreo en UCI: disfuncién autondmicglA Iabil
(hipotension), arritmias cardiacas

* Rehabilitacion fisica
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* Desde que Brasil informo los primeros casos de
transmision local del virus en mayo de 2015, se ha
extendido a 26 paises y territorios de las Américas
(30/01/16)

* Las América, rapida propagacion del virus:

— No exposicion previa y carece de inmunidad
— El mosquito Aedes esta presente en todos los paises de |la
region, con excepcion de Canada y Chile continental.

* El virus del Zika continuara extendiéndose y a todos los
paises y territorios de la region donde se encuentra el
mosquito Aedes.
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Declaraciones OMS: transmision @)y
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* El papel de los Aedes en la transmision del zika esta bien
documentada y entendida.

— Otras vias de transmision: semen humano, transmision sexual
de persona a persona

* Elzika se puede transmitir a través de la sangre, poco
frecuente.
— Sangre segura y transfusiones.

* La evidencia sobre la transmision de madre a hijo del
zika durante el embarazo o el parto
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d. Transmision Sex

Uso barrera protectora

ALY TN

embarazada

0 abstencion durante
el resto del embarazo

Hombre

Posibilidad de cuadro
asintomaticos o leves:
Barrera protectora

Semen el VZ se Pa rejas no
mantiene por

periodos mas largos embarazadas

ue en sangre Sintomatico:
k s abstencion varias

sem., barreras

Morbidity and Mortality Weekly Report
February 5, 2016




Actualmente no existe evidencia de que el zika se puede
transmitir a través de la leche materna. Las madres en
zonas con circulacion del virus deben seguir las
recomendaciones de la OPS/OMS sobre lactancia materna

Las mujeres embarazadas: microcefalia
— Viajes zonas de transmision
— Las mujeres expuestas: vigilancia

— Cualquier decision de aplazar el embarazo es una
decision individual entre una mujer, su pareja y su
proveedor de salud.



e Las poblaciones de mosquitos deben reducirse y
controlarse mediante la eliminacidon de los criaderos.

— Depbsitos de pequenas cantidades de agua: baldes, macetas, neumaticos,
etc.

— Uso de larvicidas para tratar aguas estancadas.

* Protegerse de las picaduras:
— Repelente de insectos
— Cubrirse: ropa (de preferencia de color claro)

— Barreras fisicas: ventanas, puertas, dormir bajo mosquiteros,
especialmente durante el dia, cuando los mosquitos Aedes
estan mas activos.



El dengue, zika y chicunguna O
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4 Para combatir los

: @ Tapar los recipientes i
%gﬂgﬁ:’;ﬁﬁp}’a , con agua, eliminarla & m Utilizar
su pila 0 tanques | basura acumulada en repelentes
de aqua )atios y areas al aire en las areas
gua. ibre. del cuerpo
ue esten
@ Para combatir L escuUbicreEs
|Eli$ larvas revise
impie
4 gnns antemente @ Botarel agua
T las canaletas. acumulada, cambiar
F | frecuedntefmente el
" agua de los
g j 4 Rellene y bebederos de
mantenga animales y floreros.
o bajo techo las
Z llantas en .
| desuso. T~

@ Uso de mosquiteros o toldillos en las camas sobre
todo cuando hay un paciente enfermo para evitar
que infecte nuevos mosquitos. Igualmente en los

lugares en que duermen los nifos.

Fuente: Instituto Nacional de Salud Infografia; Aurelio Valencia Gomez W
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