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RESUMEN

INTRODUCCION: El virus Zika puede estd asociado con mdltiples anomalias
congénitas como microcefalia y otras anomalias del sistema nervioso central.

OBJETIVO: Analizar la presencia de virus Zika en el binomio madre — hijo (a)
alimentados con leche materna, de una poblacién de la Sierra Alta del Estado de

Guerrero.

MATERIAL Y METODOS: Se realizd un estudio de tipo observacional, prospectivo
y transversal. Se revisaron 58 muestras de los binomios madre-hijo de mujeres de
la etnia me'phaa del estado de Guerrero. Se analizaron muestras de sangre y leche

materna en busca de virus Zika. Se realizd serologia en todos los casos.

RESULTADOS: Se analizaron 58 muestras de sangre del binomio madre — hijo (a),
se obtuvieron 11 muestras de serologias maternas que salieron positivas (37%) a
las cuales se le aplicé RT-PCR, que dieron negativo en todos los casos, se
analizaron las muestras de recién nacidos y todas (29, 100%) fueron negativas, se
realizO RT PCR Unicamente a los pacientes cuya madre tuvo serologia positiva, la
cual también resulté negativa en todos los casos. En el 41% de los pacientes el
perimetro cefélico se encontr6 por debajo de la percentila 3, sin embargo, no

podemos asociar estos resultados a infeccion por Zika, ya que las serologias y RT-
PCR fueron negativos. No se encontraron particulas de virus en leche materna.

CONCLUSIONES: La infeccién por virus Zika se ha asociado con mdltiples
alteraciones a nivel del sistema nervioso central, principalmente microcefalia.

La ausencia de virus Zika en los binomios obtenidos pone en evidencia la posible
poca o nula prevalencia en la zona estudiada, sin embargo, la presencia de 11 casos
de reaccion cruzada hace sugerir la posible presencia de otro flavivirus que no se
ha estudiado. Debido a que las ventajas para la salud de la lactancia materna se
consideran mayores que el riesgo potencial de transmision, la OMS recomienda que
las madres continten amamantando. Esta revision no identificd ningin dato que

pudiera alterar esta recomendacion.
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INTRODUCCION

El virus Zika (ZIKV) es un flavivirus ARN que contiene 10,794 nucle6tidos que
codifican 3,419 aminodacidos, relacionado con la fiebre amarilla, dengue, virus del
Nilo Occidental y la encefalitis japonesa. Es inactivado por el permanganato de
potasio, el éter y temperaturas > 60°C, pero no es neutralizado con eficacia en
etanol de 10%. Aun cuando hoy se ha demostrado que es transmitido por el vector
de tipo Aedes, ha sido aislado de los moscos Ae. africanus, Ae. apicoargenteus, Ae.
luteocephalus, Ae. aegypti, Ae. vitttatus y Ae. furcifer. Se identificé por primera vez
en Uganda de un mono Rhesus cuando se realizaba un estudio acerca de la
transmision de la fiebre amarilla en la selva de Zika en 1947 y es endémico en Africa
y el sudeste asiatico. Andlisis genéticos han demostrado que existen dos cepas
principales del virus: la africana y la asiatica.

El virus Zika puede estar asociado con mudltiples anomalias congénitas como
microcefalia y otras anomalias raras del SNC, incluido el cuerpo calloso o la

agenesia septal, la espina bifida y la disfuncién del tronco encefalico. 12

MARCO TEORICO

VIRUS ZIKA
El virus Zika es un flavivirus monocatenario de ARN estrechamente relacionado con
el dengue, la fiebre amarilla y los virus del Nilo occidental, y se transmite con mayor

frecuencia a través de la picadura de mosquitos Aedes (Stegomyia) infectados. 12

Estructura

El virus Zika ha sido clasificado como miembro de la familia Flaviviridae, género
flavivirus. La particula del virus Zika tiene la misma estructura general como otras
especies de flavivirus. Es esférico de 42-52nm de didmetro. Su envoltura esta
formada por una bicapa lipidica incrustada en 180 unidades de glicoproteinas E y

M para unirse a una variedad de receptores celulares. La glicoproteina E tiene una
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estructura tipica de tres dominios, pero difiere de la del virus Dengue porque tiene
un solo sitio de glicosilacion (Asn154) que aparece como una pequefia protrusion
en la superficie viral, este sitio de glicosilacion se ha relacionado con el

neurotropismo.

La nucleocapside del virus Zika esta formada por la proteina C asociada con una
molécula de ARN viral monocatenaria que tiene una organizacibn gendmica
caracteristica de la familia Flaviviridae, que codifica tres proteinas estructurales y
siete no estructurales. La bicapa lipidica involucrada en la unién de los receptores
celulares forma la envoltura. La proteina E es la proteina principal de la superficie
que funciona en diversos aspectos de la union, la fusion de la membrana y el ciclo

de replicacion. 4 °(Figura 1)

Proteina M

Glicoproteina E

Figura 1. Estructura del virus Zika.
Fuente: Mittal R, Nguyen D, Debs LH,
et al. Zika Virus: An Emerging Global
Health Threat. Front Cell Infect
Microbiol. 2017;7:486.

Mecanismos de transmision

La combinacion de la envoltura viral con la membrana del endosoma de la célula
huésped crea el mecanismo de penetracion del genoma del flavirus en el citoplasma
mediante un método desencadenado por un pH acido dentro de los endosomas
celulares. Se sabe que la membrana de la célula hospedadora produce un entorno
adecuado para la replicacion viral en el reticulo endoplasmético y la mayoria de los
arbovirus se replican dentro de las dendritas de la piel en el sitio de inoculacion
6
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primario, mas tarde, se propagan a los ganglios linfaticos regionales por el torrente
sanguineo. El ciclo de replicacion se completa en cuatro etapas, es decir, la
traduccion del ARN en proteinas virales, la replicacion del ARN viral, el ensamblaje
de la particula viral en el reticulo endoplasmico y la liberacion de viriones. Las
réplicas de virus Zika se encuentran en la glandula salival y en el intestino medio de
mosquitos Aedes. La infectividad viral y la replicacion se ven aumentadas por los
productos de las glandulas salivales del mosquito. Pueden existir diversas
relaciones con los organelos celulares para ayudar a la replicacién, evasion y
propagacion viral en el citoplasma celular, aunque el proceso exacto se desconoce.
Se ha sugerido en ratones infectados que el virus se replica principalmente en las
células del cerebro, nervioso y las células astrogliales, mientras que puede

replicarse in vitro en células de mono cultivadas. °

La transmision de los arbovirus involucra por un vector artrépodo (principalmente
especies de mosquitos y garrapatas) y un huésped vertebrado. Estos artropodos
son endémicos de la regidn tropical y subtropical del mundo que promueve el ciclo
del tripode. En la mayoria de los casos, el virus no causa ninguna enfermedad en
su huésped natural, por lo tanto, el virus tiene que estar en cantidad suficiente en la
sangre o tejidos del huésped vertebrado para ser arrastrado por el artropodo cuando
muerde al huésped natural. El virus luego tiene que sobrevivir en el artrépodo y, en
algunos casos, replicarse en un tejido especifico del artrépodo y, una vez mas, estar
en cantidades infecciosas suficientes para ser entregado por el artrépodo a otro
huésped natural para continuar el ciclo. Los mosquitos generalmente se alimentan
de néctares de plantas y es principalmente el mosquito hembra que se alimenta de
sangre de vertebrados que es lo que se necesita para la maduracion de los huevos

que transporta.®

Otros mecanismos de transmision
En el pasado, se asumi6 que el virus Zika se transmitia Unicamente por picaduras
de mosquitos del género Aedes (subgénero Stegomyia). Esta nocion fue

cuestionada cuando se identificaron otros modos de transmision. Muchas especies
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del género Aedes pueden propagar el virus en diferentes regiones geograficas en
entornos naturales y urbanos, sin embargo, su potencial como vectores es variable
y solo el 20-50% de las hembras infectadas portan particulas de virus en la saliva
en algunas especies. La saliva y la orina ahora se aceptan como vehiculos para la
transmisién del virus del Zika, ya que las particulas viables del virus del Zika se
aislaron de la saliva y la orina de dos pacientes en fase aguda en Brasil. El virus se
cultivd en células Vero, lo que indujo efectos citopaticos tipicos y aument6 la
posibilidad de transmisién de un paciente infectado a un huésped humano no
inmune. La presencia de particulas viables del virus Zika en las bolsas de sangre
puede tener graves consecuencias, especialmente para las mujeres embarazadas.
La circulacion simultdnea de dos o mas arbovirus en muchos paises destaca la
necesidad de un andlisis adecuado de las muestras de sangre para estos virus. Se
detectd6 material genético de tres virus diferentes en muestras de un solo paciente
en América Latina y se detectaron ARN del virus Zika y particulas viables en
muestras de sangre de donantes asintomaticos en la Polinesia Francesa. En Brasil,
se detectd ARN viral en un paciente que recibid una transfusiéon de sangre de un

donante asintomatico que desarroll6 la enfermedad unos dias después. 4

Cuadro clinico

Las infecciones por ZIKV son en su mayoria asintométicas. En cuanto a las
manifestaciones del Zika congénito, a principios de 2016, en Brasil se empezd a
estudiar a un grupo de mujeres con infeccién por virus Zika confirmada por PCR
durante su embarazo. El examen ultrasonografico, demostr6 anormalidades
congénitas en el 42% de los fetos, con una amplia gama de fenotipos clinicos
incluyendo retraso del crecimiento intrauterino, disminucion del fluo de la arteria
cerebral, anhidramnios, calcificaciones cerebrales, microcefalia y muerte fetal. Con
estudios posteriores de resonancia magnética y tomografia computada, se
encontraron otras anomalias en el desarrollo del cerebro humano, incluyendo:
hipoplasia del cerebelo y tronco cerebral, defectos en el cuerpo calloso y
malformaciones corticales. Asi, aunque la microcefalia ha sido la malformacion

congénita relacionada con virus Zika mas reconocida, las consecuencias clinicas de
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la infeccién congénita son bastante variadas. Cultivos celulares han demostrado
que el virus Zika infecta y causa la apoptosis de las células progenitoras neurales
de manera preferencial.

La infeccidon por virus Zika en pacientes mayores puede causar: conjuntivitis no
purulenta, uveitis y también puede causar atrofia corioretinal, neuritis optica, retina.
Las consecuencias a largo plazo de la infeccién congénita por virus Zika, no se

conocen, especialmente en neonatos con apariencia normal. ’

Diagndstico

La limitada capacidad para el diagnostico y la poca disponibilidad de pruebas, creé
la necesidad de dar prioridad a las mujeres embarazadas.

Ademas, el diagnéstico de virus Zika presenta una serie de otros desafios, ya que
el virus reacciona de forma cruzada serolégicamente con otros flavivirus, como el
virus del dengue (DENV), el virus del Nilo Occidental y el virus de la fiebre amatrilla.
Por lo tanto, la infeccidn actual o pasada, o incluso la vacunacion con otro flavivirus,
a menudo causara resultados de anticuerpos falsos positivos o0 no interpretables.
Durante la infeccion aguda, el ARN del virus Zika puede ser detectable en el suero
dias antes y varios dias después del inicio de los sintomas. En contraste, el
anticuerpo IgM comienza a aparecer de 4 a 7 dias después del inicio de la

enfermedad vy persiste durante aproximadamente 12 semanas.

En el feto el principal medio de deteccidn es la prueba de la madre. Si las pruebas
indican que una mujer ha sido infectada durante el embarazo, se debe utilizar
ultrasonido fetal para monitorear el desarrollo de anomalias, incluyendo
microcefalia, desarrollo cerebral interrumpido, calcificaciones intracraneales,
anomalias oculares, restriccion de crecimiento intrauterino, y anormalidades de las
extremidades. Se ha reportado liquido amniético positivo para virus Zika mediante
técnica de RT-PCR en algunos embarazos con fetos afectados. Las pruebas para
diagnosticar la infeccién en el feto no han sido bien definidas debido a la falta de

datos sobre la sensibilidad, tiempo 6ptimo de prueba y valor predictivo positivo.
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Si la madre de un recién nacido tiene sospecha de infeccion, se debe evaluar el
suero del paciente, tejido placentario, cordén umbilical y liquido cefalorraquideo
enviando serologia, RT-PCR e histopatologia, segun corresponda. Es importante
destacar que se deben tomar varias muestras de tejido, tanto materno como del

feto.8

Tratamiento

No existe un tratamiento especffico o medicamento antiviral para la infeccién por
virus Zika. Las recomendaciones se basan en tratamiento sintomatico con
analgésicos (paracetamol), antihistaminicos y aumentar el consumo de liquidos, en
el caso de infeccion aguda. Se desaconseja el tratamiento con AINES y esteroides.
Se recomienda ademas el aislamiento del paciente para prevenir la infeccion de

otras personas. °

ANTECEDENTES

Estado de Guerrero y el virus Zika

El estado de Guerrero se sitia en la parte meridional de la Republica Mexicana
entre los paralelos 16°17’ y 18°59’ de latitud norte y en los 98°04’ y 102°10’ de
longitud oeste respecto al meridiano de Greenwich. Con una superficie de 63,596
kmz, abarca 3.24% del territorio de México y ocupa el 14° lugar en relacion con las

demas entidades federativas.

La region me'phaa se localiza entre la vertiente de la Sierra Madre del Sur y la costa
del estado de Guerrero, localizada en el sureste del estado de Guerrero en altitudes
gue varian de 800 a 3050 metros sobre el nivel del mar. La poblacién me'phaa se
ubica, en su mayoria, en los distritos de Morelos y Montafia, principalmente en los
municipios de Acatepec, Atlixtac, Malinaltepec, Tlacoapa, San Luis Acatlan y

ZapotitlAn Tablas y, en menor concentracidon, en Atlamajalcingo del Monte,

10
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Metlatonoc, Tlapa, Quechultenango, Ayutla, Azoyu y Acapulco. La region me'phaa

se encuentra sumamente incomunicada debido a lo accidentado de su topografia.1©

Las variables climaticas, como la lluvia, la temperatura y la humedad relativa,
permiten predecir la presencia del Aedes aegypti. Se cree que la altura también
desempeiia un papel importante y que los lugares mas altos tienen menos riesgo
(es muy poco frecuente hallar el mosquito en zonas situadas a mas de 1.700 m),
por lo que la region me'phaa no se considera una zona endémica. El riesgo de la
enfermedad disminuye con la altura y esta es la razén por la que histéricamente la

gente se ha asentado en estas regiones montafiosas. 1

Zika y leche materna

El virus Zika es una causa de microcefalia y otros defectos cerebrales fetales
graves. Una mujer embarazada que ya esté infectada con el virus Zika puede
transmitir el virus a su feto durante el embarazo o alrededor del momento del
nacimiento. Se ha encontrado el virus en la leche materna y se han identificado
posibles infecciones en recién nacidos que estan siendo amamantados, sin
embargo, no se ha confirmado la transmision por leche materna. Ademas, adn no
sabemos los efectos a largo plazo del virus Zika en bebés pequefios infectados
después del nacimiento. Debidoa que la evidencia actual sugiere que los beneficios
de la lactancia materna superan el riesgo de propagacion del virus del Zika a través
de la leche materna, los Centros para Control de Enfermedades y Prevencion (CDC)
continda alentando a las madres a amamantar, incluso si estaban infectadas o

vivian o viajaban a un area con riesgo de Zika.1?

Una revisién sistemética de estudios observacionales y estudios de casos analiz6 3
casos de madres lactantes de la Polinesia francesa con infeccidon por virus Zika, los
resultados de deteccién de leche materna fueron positivos en todos los casos al
igual que el estudio por PCR, sin embargo, los resultados de los recién nacidos
fueron: uno no concluyente, otro negativo y el otro positivo, por lo que los datos no

son suficientes para concluir transmision a través de la lactancia materna. Se

11
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necesita mas evidencia para distinguir la transmisién de la lactancia materna de

otras vias de transmision perinatal. 13

En un reporte de casos de Rio de Janeiro, Brasil, se analizaron cuatro casos de
infeccion por virus Zika, se encontrd excrecion del virus en diferentes fluidos (suero,
orina y leche materna), sin embargo, los nifios amamantados no tuvieron signos o

sintomas de enfermedad. 4
Se realiz6 una revision sistemética de infecciones por flavivirus (Dengue, Virus del

Nilo occidental, y virus Zika) detectando acido ribonucleico en leche materna, sin

embargo, la transmisién Unicamente fue confirmada para fiebre amarilla. *°

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Guerrero es el segundo estado con mas casos de virus Zika y el cuarto estado con
el mayor nUmero de casos en mujeres embarazadas. La mayor parte de los casos
es transferida mediante la picadura de mosquito, pero no se descartan otros
mecanismos de transferencia poco estudiados como la via perinatal. Se han
encontrado particulas de virus en leche materna, sin embargo, no se ha logrado
identificar un mecanismo de transmision a través de esta. Por lo que el estudio de
mujeres que lactan a sus recién nacidos podria ayudar a esclarecer este
mecanismo. Como se menciond la poblacion estudiada no es una zona endémica,
ya que la altitud a la que se encuentra no es favorable para la reproduccién del
mosquito, por lo que el mecanismo de transmision directo hacia los recién nacidos

es poco probable.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la prevalencia de virus Zika en el binomio madre — hijo (a) durante la

lactancia en una zona de la Sierra de Guerrero?

12
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JUSTIFICACION

Existe evidencia que demuestra la capacidad del virus Zika para ser transmitido
mediante otros mecanismos no asociados a vectores, pues se han reportado casos
de transferencia perinatal, se han encontrado en bolsas de sangre y se ha detectado
el virus en cultivo de leche materna. Sin embargo, no se ha realizado un estudio que
determine la prevalencia de virus Zika en una zona endémica como la Sierra de

Guerrero.

OBJETIVOS

» GENERAL
» Analizar la presencia de Virus Zika en el binomio madre — hijo (a)

alimentados con leche materna, de una poblacion de la Sierra Alta del

Estado de Guerrero.

» ESPECIFICOS
» Identificar la presencia de virus Zika mediante serologia en muestras
de sangre de mujeres durante la etapa de lactancia.
» Analizar la presencia de virus Zika en muestras de leche materna.
P Establecer la presencia de infeccion por virus Zika en sangre de los

hijos (as) durante la etapa de lactancia.

METODOS
< Disefo

Se realizd un estudio de tipo observacional, prospectivo y transversal.

13
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< Poblacién a estudiar

Se estudié una poblacion nativa de la sierra alta de Guerrero en el municipio de
Ayutla de los libres de la etnia mephaa. La poblacion me’phaa, es un grupo nativo
establecido en la vertiente del rio papagayo de la sierra madre del sur y la costa del
estado de Guerrero, es una poblacion marginada y cuyos servicios de salud son
precarios. No utilizan sistemas de drenaje, existe una pobre sanitizacién y por ello
el encharcamiento del agua es comun durante el periodo de lluvias, teniendo como
consecuencia, la facil diseminacion al ambiente de vectores transmisores de
enfermedades, de acuerdo a los reportes este es uno de los municipios en los que

mas casos se han reportado.

Universo:

% Seleccién de la muestra

Método de muestreo: por conveniencia.

» Previa aceptacion con cartas de consentimiento informado, firmadas por
la maxima autoridad del pueblo y posteriormente la participante.

= Se realizd wuna revision general, (antecedentes, somatometria,
exploracion fisica y padecimiento actual) a las madres que aceptaron
participar en el estudio.

= Se revisaron 58 muestras de los binomios madre — hijo (a).

= Serealizd hoja de captura de datos (anexo 1).

«+ Criterios de Seleccidén

= Criterios de inclusion

- Mujeres que estuvieran lactando a sus hijos (as).
- Mujeres que cumplan con el criterio anterior y que hayan aceptado firmar la carta

de consentimiento.
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= Criterios de exclusion

- Mujeres gque estuvieran lactando a sus hijos (as) y que no hayan aceptado firmar

la carta de consentimiento.

= Criterios de eliminacion

- Mujeres que estuvieran lactando a sus hijos (as) y que por alguna condicién se
dificulte la toma de las muestras.

CONSIDERACIONES ETICAS

Las muestras se tomaron previo consentimiento informado, firmado por la maxima

autoridad del pueblo y por parte de la madre. Se respeté la decision de la madre o
familiar que no acepto participar en este estudio.

En el presente trabajo se tomaron muestras de sangre mediante una técnica
minimamente invasiva.

Dichas muestras se manejaron en el laboratorio bajo un nivel de bioseguridad tipo
Il 'y bajo los lineamientos de manejo de la norma oficial mexicana NOM-007-SSA3-

2011, por lo mismo se considerd un proyecto con riesgo minimo.

PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

1. SEROLOGIA.
La presencia de anticuerpos anti ZIKV IgG e IgM se determind en campo con el
objetivo de transportar sélo muestras positivas. Se consideraron como positivas,

todas aquellas muestras IgG+/igM-, IgG-/igM+ e IgG+/igM+, se descartaron
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aquellos casos IgG-/lgM-. Se us6 un sistema inmunocromatografico ARTRON Zika
rapid test kit. Este sistema consiste de un casete que permite la deteccion de
anticuerpos IgG e IgM en la sangre de la madre y del neonato. Para su uso se

siguieron las indicaciones del fabricante.

2. CULTIVOS CELULARES

La leche materna se diluyé 1:2 en medio D-MEM 2% (Gibco) de SFB (Gibco) con
un filtro Millipore de 0.22 pm. La mezcla D-MEM y muestra se adiciond a una
monocapa confluente de células Vero, crecida en una microplaca de seis pozos. Se
centrifugé en un rotor de placas a 500 RPM durante 30 minutos y el medio se
sustituyd por D-MEM 2% de SFB.

3. CONFIRMACION MEDIANTE RT-PCR

Las muestras de sangre y leche se sometieron a un método confirmatorio mediante

RT-PCR de punto final con oligonucleotidos previamente disefiados.

A) Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se realizd6 mediante la técnica de TRIzol (Gibco-BRL),
siguiendo las instrucciones del proveedor, para lineas celulares. Se homogeniz6 el
paquete celular con 1 ml de TRIZOL (Gibco-BRL), posteriormente se incub6 por 15
minutos a temperatura ambiente, pasado este tiempo se adicionaron 200 pl de
cloroformo, se homogeniz6 suavemente por 15 segundos y se incubé 3 min a
temperatura ambiente, pasado este tiempo se centrifugé a 12000 rpm durante 15
minutos a 4 °C, obteniéndose 3 fases, la fase acuosa que es la que se queda en la
parte superior, se transfiri6 a un microtubo nuevo y limpio, posteriormente se
adicionaron 500 pl de isopropanol y se volvié a homogenizar suavemente, se incubo
por 10 minutos a temperatura ambiente, se centrifugara a 12000 rpm durante 10
min a 4°C, se decant6 el sobrenadante y el pellet de RNA se lavd con 1 ml de etanol

al 75%, este se resuspendid en vortex, se centrifugd nuevamente a 7000 rpm por 5
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minutos a 4°C, se decanto el sobrenadante y se dejo secar el pellet de RNA durante
5 minutos a temperatura ambiente, este se resuspendié con 40 pL de Agua libre de
RNAsas (Agua —DEPC) y se incubara en un bafio de agua a 55 — 60 °C por 10
minutos.

B) RT-PCR de punto final.

Esta se realiz6 con los RNAs previamente extraidos, se realizé6 un sistema en dos
pasos, usando el sistema ACCESS RT-PCR kit de promega. Un primer paso para
la sintesis de cDNA AMV-RT, Tfl DNA Polimerasa, amortiguador de reaccion
AMV/Tfl, mezcla de DNTPs, Sulfato de Magnesio, el RNA previamente extraido y
oligo dT. Para la segunda reaccion se utilizaron los mismos reactivos vy los

oligonucledtidos previamente reportados, para obtener un producto de 327 pb el
cual se visualizd en un gel de agarosa al 2%.

4. CUANTIFICACION MEDIANTE CARGA VIRAL

Se realizd en un termociclador de tiempo real ABI prism 7000 de Applied
byosistems, para ellos se utiliz6 una tag man master mix con el cDNA previamente
extraido, los oligonucledtidos y la sonda. En todos los casos se utilizd como control
positivo la cepa Zika ATCC-VR84.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizaron mediana y porcentajes para variables cuantitativas y cualitativas
respectivamente. Los datos se muestran en tablas y gréficas sectoriales y barras,
se utilizaron medidas de tendencia central para establecer maximos, minimos y

medianas de cada uno de los valores demogréficos.
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Via del nacimiento

Peso al nacimiento

18

Edad materna

Numero de
embarazos

Edad del paciente

Género

Perimetro ceféalico
al nacimiento

Lactancia materna

Virus Zika

DESCRIPCION DE VARIABLES

« Variables de estudio:

DEFINICION DE VARIABLES

DEFINICION
OPERACIONAL

Tiempo transcurrido a
partir del nacimiento de
una persona.

Numero de gestaciones
gue tiene una mujer

Via de nacimiento del
paciente

Tiempo transcurrido a
partir del nacimiento de
una persona.

Cantidad de masa de un
cuerpo.

Conjunto de caracteristicas
diferentes que cada
sociedad asigna a
hombres y mujeres.

Medicién de la
circunferencia cefalica

Alimentacion con leche de
la madre

Presencia de flavivirus,
ARN en sangre o leche

TIPO DE

VARIABLE

Cualitativa
Discreta

Cualitativa
Discreta

Cualitativa
Discreta

Cualitativa
Discreta

Cualitativa
Discreta

Cualitativa
Nominal
Dicotdmica

Cualitativa
Nominal

Cualitativa
Discreta
Nominal

Dicotdbmica

Cualitativa
Discreta
Dicotdmica

UNIDAD DE
MEDICION

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

FIM

Nominal

Si/No
Nominal

Si/No
Nominal
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RESULTADOS

Se realiz6 un estudio de tipo prospectivo, transversal. Se analizaron las muestras
de sangre y leche materna del binomio madre- hijo (a), de mujeres que se
encontraban en etapa de lactancia, de la zona de la Sierra Alta de Guerrero.

Durante el periodo de lluvias (agosto — diciembre de 2016), se analizaron 58
muestras de sangre de binomio madre-hijo (a), y 29 muestras de leche materna. La

tabla 1 muestra las caracteristicas demogréficas de los pacientes y sus madres.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes en un estudio de identificacion de virus Zika en
el binomio madre -hijo (a), Guerrero, México, n= 29.

Caracteristicas n=29 (%) MEDIANA
Edad materna (afios) (Max-Min)
17-24 13 (45)
25-34 12 (41) 25 (48/17)
Mas de 35 4 (14)
Numero de embarazos

imipari 8 (28
Primiparidad (28) 310/1)
Multiparidad (Mas de 2) 21 (72)
Género del recién nacido
Femenino 14 (48)
Masculino 15 (52)
Via de nacimiento
Parto 22 (76)
Cesarea 7 (24)
Peso al nacimiento (gramos)
Menos 1500 0
1500-2500 6 (21) 3000
Mas de 2500 15 (52) (4400/1700)
Desconocido 8 (28)
Edad del paciente (meses)
Menor de 1 mes 1(3)

- 10 (34
1 - 6 meses (34) 8 (24/1)
6 - 12 meses 13 (45)
12-24 meses 5(17)
Lugar de nacimiento
Casa 15 (52)
Hospital 11 (38)
Centro de salud 3 (10)
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La mediana de la edad materna fue de 25 afios, mientras que la madre de mayor
edad fue de 48 afios y la mas joven (primigesta) de 17 afios. Predominando las
madres jévenes que se encuentran en edad reproductiva. (Grafica 1)

Numero de madres

17-24 25-34 MAS 35
Edad materna (afios)

Gréfica 1. Edad materna, n= 29.

La multiparidad, definida como un nUmero de embarazos mayor de 2, se encontré
en el 72% de las mujeres, mientras que el mayor nimero de hijos fue de 10.

El género de los hijos (as) fue muy

.. H Femenino
0
similar, 50 vs 48%, como se 14 (48%)
muestra en la gréfica 2.
B Masculino
15 (52%)

Grafica 2. Género de hijos (as), n=29.
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W Parto
22 (76%)

W Cesarea
7 (24%)

Gréfica 3. Via de nacimiento, n= 29.

La via de nacimiento mas frecuente fue el parto en un 72% de los casos, cabe
mencionar que esta poblacién tiene poco acceso a servicios de salud por la
distancia que tienen que recorrer para llegar a algun hospital o centro de salud, por
lo que la gran mayoria de los partos son atendidos en casa por partera o por el
mismo padre. (Grafica 3y 4)

M Casa (15)
H Hospital (11)

m Centro de salud (3)

Grafica 4. Lugar de nacimiento del paciente, n= 29.
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Dado el sitio de atencion al nacimiento, fue muy dificil recolectar informacién acerca
de la edad de gestacion de los pacientes, al igual que informacién del nacimiento
(peso, talla, perimetro cefalico), pero, de acuerdo a los datos recolectados podemos
inferir que la mayoria de los pacientes fueron de término, sin embargo, existe un
paciente con peso bajo (1700 g) que fue atendido en su casay que probablemente
cursé con restriccion del crecimiento intrauterino, sin embargo, no podemos
descartar alguna otra patologia. La mayoria de los pacientes tuvieron un peso
adecuado al nacimiento (15 (52%)), 6 tuvieron peso bajo (21%) y ningun paciente
tuvo peso muy bajo o extremadamente bajo al nacimiento. (Grafica 5)

15
8
6 .
MENOS 1500 1500-2500 MAS DE 2500 DESCONOCIDO

Peso al nacimiento (gramos)

16

14

12

10

[e)}

Numero de pacientes
(0]

I

N

Gréfica 5. Peso de los pacientes al nacimiento, n= 29.

Todos los pacientes estudiados fueron lactantes (1 m - 24 meses) con lactancia
materna exclusiva. La edad media de los pacientes fue de 8 meses, el paciente mas

pequefio tenia un mes de edad y el mas grande 24 meses. (Tabla 2)

Tabla 2. Edad de los pacientes estudiados en meses, n=29.
Menor de 1 mes 1

1 - 6 meses 10

6 - 12 meses 13
12-24 meses 5
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Todas las madres pertenecian a la region de la Sierra Alta de la Sierra de Guerrero,
en la grafica 6, se muestran los distritos de origen. Siendo el mas frecuente, el

distrito de Hueycatenango. (Grafica 6)

B Hueycatenango (6)
Zacaixtlahuacan (1)
Tlachimaltepec (1)
Oxtotitlan (3)
Chilapa (1)

B Ayahultempa (2)

B Tomactilican (15)

Grafica 6. Distrito de origen de las madres, n=29.

Se analizaron las muestras de sangre de 29 binomios madre — hijo (a), se realizé
serologia en todos los casos, se consideré positivos aquellos resultados con IgM +/
IgG +, IgM +/IgG -, a los resultados que salieron positivos se realizO prueba
confirmatoria de RT — PCR, en el caso de los lactantes se realizo serologia entodos
los casos, y prueba confirmatoria de RT-PCR en aquellos pacientes cuya madre
tuvo serologia positiva. Se analizaron 29 muestras de leche materna. Para el

proceso de andlisis se siguio el diagrama de flujo 1.

Los resultados de serologia del binomio madre — hijo (a), leche materna y RT-PCR,

se muestran en la tabla 2.
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Binomio
Madre - Hijo (a)

Madre Hijo (a)
29 (100%) 29 (100%)

erologia erologias
positivas i ' positivas
lgM/IgG e

Negativas Positivas Positivas Negativas
18 (63%) 11 (37%) 0 29 (100%)

RT-PCR ; Madre con Sano

no o "
positiva serologia positiva

29 (100%)

Sana,

probable Infeccion

0

reaccion
cruzada
11 (100%)

*/gM - Inmunoglobulina M Diagrama de flujo 1. Analisis de serologias, en el
*lgG- iinmunoglobulina G binomio madre - hijo (a), n=29.
*RT-PCR - Reaccion en cadena de la polimerasa
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Tabla2. Deteccion de virus Zika en el binomio madre -hijo (a) durante la etapade

lactancia, n=29.

MADRE MADRE PACIENTE
CLINICA SEROLOGIA LECHE| SEROLOGIA
CASO MATERNA (+) * RT - PCR ** PCR (+) * RT - PCR **
1 No + - - - -
2 No - No serealiz6 - - No serealizd
3 No + - - - -
4 No - No serealiz6 - - No serealiz6
5 No + - - - -
6 No - No serealiz6 - - No serealiz6
7 No - No serealiz6 - - No serealiz6
8 No + - - - -
9 No - No serealiz6 - - No serealiz6
10 No - No serealiz6 - - No se realizé
11 No - No serealiz6 - - No serealizd
12 No + - - - -
13 No - No serealiz6 - - No serealiz6
14 No + - - - -
15 Cefalea - No serealiz6 - - No serealiz6
16 No - No serealizé - - No se realizé
Cefalea
17 Diaforesis + - - - -
palidez
18 No - No serealizé - - No se realizé
19 No - No serealiz6 - - No serealizd
20 Cefalea + - - - -
21 No + - - - -
22 Cefalea - No serealizé - - No se realizé
23 Cefalea - No serealiz6 - - No serealizd
24 No + - - - -
25 No - No serealiz6 - - No serealiz6
26 No - No serealizé - - No se realizd
27 No + - - - -
28 Cefalea - No se realiz6 - - No serealiz6
29 No - - - - No serealiz6

* SEROLOGIA POSITIVA- IgM+/IgG+, IgM+/ IgG-
** RT - PCR-reaccion en cadena de la polimerasa por transcriptasa reversa
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De las 29 muestras del binomio, 11 muestras maternas resultaron con serologia
positiva (IgM+), por lo que se realiz6 RT — PCR para prueba confirmatoria, la cual
resultd negativa, todas las muestras de leche materna tuvieron RT-PCR negativa,
en el caso de los nifios todas las serologias resultaron negativas y se realiz6 PCR
Unicamente a los pacientes cuya madre tuvo serologia positiva, la cual también
resultd negativa en todos los casos. Llama la atencion que una de las pacientes con
serologia positiva tenia cefalea, diaforesis y palidez, que podria estar relacionada

con algun otro tipo de infeccion viral.

Se midi6 perimetro cefalico en los pacientes, se clasificaron de acuerdo a tablas de
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para perimetro cefalico para la edad, en
nifios y nifas. Se clasificé de acuerdo al percentil en microcefalia <p2, perimetro

cefalico normal p 23 — 98 y macrocefalia 298. (Grafica 7 y 8)

Podemos observar que la mayoria de los pacientes 12 (41%), se localizaron por
debajo de la percentila 3 (Grafica7), presentando microcefalia (p <2), lo cual es un
dato muy importante, ya que nos podria alarmar acerca de algun tipo de infeccion
congénita, por lo que es necesario realizar TORCH como una perspectiva en el
presente trabajo, sin embargo, no podemos descartar otras causas de microcefalia
como el perfil nutricién Y retraso del neurodesarrollo. Se relaciond el resultado de
microcefalia con el resultado de serologia de las madres, encontrando que en
Unicamente 6 de los pacientes con microcefalia, las madres tuvieron serologia
positiva, sin embargo, estd se consider6 como reaccion, ya que las PCR fueron

negativas; ademas 8 pacientes tuvieron microcefalia con serologia negativa por lo
que no podemos descartar otras causas, como las ya mencionadas. (Grafica 8)

8 pacientes tuvieron perimetro cefalico normal (p =2 — 98), ningln paciente presentd

macrocefalia, y no se pudieron obtener medidas en 9 pacientes ya que las madres
no permitieron continuar con la medicion. (Gréafica 9)
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100
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Percentil de perimetro cefalico

20 - ()
e o

Grafica 7. Percentil de los pacientes con perimetro cefélico, n=20

SIN DATOS

SEROLOGIA NEGATIVA

SEROLOGIA POSITIVA

u MICROCEFALIA u NORMOCEFALIA

Gréfica 8. Clasificacion de perimetro cefalico de los pacientes y surelacion con serologia
materna, n=29.
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[9))

I

N
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MICROCEFALIA NORMOCEFALIA MACROCEFALIA  NO CLASIFICADOS

Gréfica 9. Clasificacion de perimetro cefalico de los pacientes, de acuerdo a tablas de la
OMS. N=29.

DISCUSION

Ya que la poblacién se encuentra ubicada a gran altitud sobre el nivel del mar, las
condiciones climéticas no son favorables para la reproduccion de vectores por lo
gue los mecanismos de transmision de los pacientes serian la infeccidon congénita,
transmisién sexual y por leche materna. En cuanto a los resultados obtenidos
existieron serologias positivas con RT-PCR negativa, por lo que no existieron casos
confirmados, dichos resultados pueden ser explicarse debido a que la infecciéon
actual o pasada, o incluso la infeccion por otros flavivirus como el virus del Nilo
occidental transmitido por otras especias como el mosquito Culex daumastocampa
que se reproduce en zonas altas (mas de 2500m sobre el nivel del mar) el cual no
ha sido estudiado en esas regiones, a menudo causaran resultados de anticuerpos
falsos positivos o no interpretables.® 13

La identificacion del tiempo de infeccion y la duracion de un periodo de incubacién
se complica aun més por la naturaleza asintomatica de la infeccion aguda por virus
Zika, existe evidencia (aunque limitada) que describe la transmision de la lactancia
28
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materna para otras infecciones por flavivirus como el virus del Nilo Occidental
(WNV), el virus del dengue vy el virus de la fiebre amarilla. De estas infecciones, el
WNV se ha asociado con la transmision de la lactancia materna en un pequefio
nimero de casos. Al igual que ZIKV, la transmision de la lactancia materna para
otras infecciones por flavivirus probablemente no se reporta debido a una

enfermedad asintomatica y al acceso limitado al diagnostico.

A medida que surgen nuevos datos de brotes actuales, se necesita mas
investigacion para explorar la dinamica de transmision a través de la lactancia. Esto
incluye entender la mecanica de transmision con respecto a tiempo de infeccién de
la madre y el lactante, la carga viral de la leche materna y duracion de la exposicion.
Ademas de determinar el riesgo de transmision viral, la investigacion también debe
explorar las propiedades protectoras de la inmunoglobulina especifica de virus Zika
en la leche materna. En este momento, los datos no son suficientes para concluir,

por lo que las recomendaciones de la OMS son apoyar la lactancia.l*

En mujeres en periodo de lactancia durante la infeccién aguda con virus Zika, existe
la presencia de ARN viral que se desprende y se replica, sin embargo, los datos
indican que esto podria no ser suficiente para infectar efectivamente a los hijos
amamantados. Una posibilidad es que la ausencia de infeccion probada en
laboratorio sea resultado de niveles de carga viral insuficientes. Por lo que se deben
realizar mas estudios para determinar los niveles de carga viral que producirian

infeccion en nifios amamantados.1®

Aungue la evidencia muestra que los flavivirus pueden estar presentes en la leche
materna, existe evidencia muy limitada del riesgo de transmisién a través de la leche
materna a los bebés. Especificamente para el virus Zika, la OMS recomienda que
las madres con infeccion posible o confirmada o exposicion continden
amamantando, ya que las ventajas de salud de la lactancia materna se consideran
mayores que el riesgo potencial de transmision. En cuanto a los efectos de la

infeccién en la infancia relacionados con resultados adversos para la salud o el
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desarrollo, se necesitan estudios mas rigurosos para determinar el nivel de riesgoy

desarrollar recomendaciones actualizadas.16

CONCLUSION

La infeccion por virus Zika se ha asociado con mdltiples alteraciones a nivel del
sistema nervioso central, principalmente microcefalia, sin embargo, se requieren
grandes estudios epidemiolégicos que incluyan pruebas neurolégicas vy
neurocognitivas en cohortes de humanos infectados congénitamente para evaluar
el neurodesarrollo, asi como los efectos de la infeccion congénita por virus Zika,
incluido el potencial sobre el comportamiento, el aprendizaje y la memoria. Se han
realizado diversos estudios, con recién nacidos, que dieron positivo para virus Zika,
pero no mostraron defectos congénitos notables al nacimiento, sin embargo,
posteriormente experimentaron un crecimiento lento posnatal del perimetro cefalico
que llevd a microcefalia en algunos casos. Asi, la ausencia de microcefalia y otras
anomalias congénitas al nacer no excluye la posibilidad de que puedan surgir
algunos efectos teratogénicos inducidos por virus Zika. La ausencia de virus Zika
en los binomios obtenidos pone en evidencia la posible poca o nula prevalencia en
la zona estudiada, sin embargo, la presencia de 11 casos de reaccion cruzada hace

sugerir la posible presencia de otro flavivirus que no se ha estudiado.

Debido a que las ventajas para la salud de la lactancia materna se consideran
mayores que el riesgo potencial de transmision, la OMS recomienda que las madres
con una posible o confirmada infecciébn o exposicion al virus del Zika continden
amamantando. Esta revision no identificO ningin dato que pudiera alterar esta
recomendacion
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Existieron varias limitaciones del estudio, la principal es la falta de rutas de acceso
ala comunidad, el rechazo de las pacientes para participar en el estudio, por la toma
de muestras de sangre, la autorizacion del maximo representante del pueblo, vy el
sesgo en la informacién, muchos datos de la historia clinica prenatal no eran
recordados por las madres, ya que la mayoria de los nacimientos son atendidos por
los padres, por lo que es dificil obtener informacion acerca del peso al nacimiento,
perimetro cefalico y edad de gestacion, cabe mencionar que la mayoria de los
pacientes son de un nivel socioeconémico bajo, con poco grado de estudio y con

dialecto Tlapaneco por lo que todos estos factores dificultan la recopilacion de

informacion.
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ANEXOS

1. Hoja de recoleccion de datos.

HISTORIACLINICA PEDIATRICA

Ficha de identificacion:

Nombre: Sexo: Edad:

Fecha de nacimiento: Lugar de nacimiento:

Lugar de residencia:

Antecedentes familiares: Padre: Vivo Si_ No__ Enfermedades:

Madre: Viva Si__ No__ Edad: __ Enfermedades:

Hermanos: ¢, Cuantos? Vivos Enfermedades:

Antecedentes perinatales: G : P: C: A. Edad embarazo:

Edad gestacional. Via del nacimiento:

Sitio de atencion del nacimiento: Peso: g Talla: cm
RPM: horas Complicaciones: APGAR:

Antecedentes no patolégicos:

Alimentacion: Lactancia materna: Duracion:

Inmunizaciones:

Antecedentes personales no patolégicos:

Vivienda: Propia o rentada: No de habitaciones:

No de habitantes: Materiales de construccion:

Z0oonosis: Toxicomanias:

Desarrollo psicomotor:

Antecedentes personales patoldgicos:

Quirdrgicos: Alérgicos: Transfusiones:
Enfermedades previas:

Padecimiento actual:

Exploracion fisica: TA: FC.: FR: Temp. °C: Peso: g Talla: cm

IMC:

Cabeza: Toérax:
Abdomen: Extremidades:
Neuroldgico:
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