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Advertencia

El presente documento es una versidn preliminar; la informacién que contiene estd sujeta a
modificaciones, pues este documento esta siendo revisado por el Comité de Etica de la Organizacion
Mundial de la Salud.

La versidén definitiva de este protocolo normalizado, “Estudio longitudinal prospectivo en una cohorte
de pacientes infectados por el virus del Zika para medir la persistencia viral en los liquidos
corporales”, se publicard tan pronto haya concluido la revisidn ética.
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Licencia

El presente documento ha sido creado por miembros del Instituto Pasteur en colaboracién con la
OMS. Se distribuye con licencia Creative Commons Attribution Non-commercial ShareAlike

version 4.0. Es posible copiar, adaptar, distribuir y transmitir libremente este protocolo con las
condiciones siguientes: a) mencion de la fuente original; b) trabajo no usado con fines comerciales; y
c¢) toda forma modificada del presente documento se distribuye libremente con las mismas
condiciones.

RESUMEN DEL PROTOCOLO

La Organizacidn Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), el
Instituto Pasteur, las redes de Fiocruz, CONSISE e ISARIC y muchos otros grupos internacionales de
investigacion han generado protocolos y cuestionarios normalizados de investigacion clinica y
epidemioldgica destinados a abordar cuestiones clave de salud publica en relacién con el virus del
Zika (ZIKV).

El brote actual de ZIKV afecta a un vasto territorio geografico, que se extiende por toda América y el
Caribe y algunas zonas de Africa. El uso de protocolos normalizados de investigacién permitira
comparar los resultados de los distintos estudios en todas las regiones y paises, y podria llegar a
mejorar la calidad de los estudios de observacién al identificar y reducir al minimo los sesgos.
Ademas, los datos recopilados con estos protocolos normalizados se usardn para afinar y actualizar
las recomendaciones para prevenir la propagacidn del ZIKV, la vigilancia y la definicidn de casos de
microcefalia, para ayudar a conocer mejor la propagacion, la gravedad, el espectro y las
repercusiones del ZIKV en la comunidad, y para orientar las medidas de salud publica, en especial las
dirigidas a las embarazadas y las parejas que planean un embarazo.

Cada uno de estos protocolos normalizados, incluido el descrito a continuacién, se ha disefiado para

aumentar al maximo la probabilidad de recopilar sistematicamente muestras bioldgicas y datos
epidemioldgicos, clinicos y de exposicidén, y compartirlos rapidamente en un formato facilmente
agregable, tabulable y analizable en multiple entornos diferentes a nivel mundial. Animamos a todos
los centros de investigacidn a contribuir a este esfuerzo con independencia de su disponibilidad de
recursos o volumen de pacientes, aunque teniendo en cuenta que la propiedad de los datos

primarios sigue correspondiendo a cada pais o centro concreto.

El protocolo descrito a continuacidn es un estudio longitudinal prospectivo de cohorte, disefiado para
recopilar datos con el fin de determinar el riesgo de distintos cuadros clinicos relacionados con un
virus patdgeno en una poblacién determinada. En este protocolo normalizado de investigacidn se
describen los métodos para seguir una cohorte de pacientes infectados por el ZIKV y medir en ella la
persistencia del ZIKV en distintos liquidos corporales. Los datos recopilados en este protocolo
normalizado se usardn para afinar y actualizar las recomendaciones de vigilancia, para ayudar a
conocer mejor la propagacion, la gravedad y el espectro de la enfermedad, y para adaptar las
medidas de salud publica, en especial las dirigidas a las embarazadas y las parejas que planean un
embarazo.

Otros protocolos actualmente en fase de desarrollo son:
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e Estudio de casos y testigos para evaluar posibles factores de riesgo relacionados con la
microcefalia; entre ellos, la infeccién por el ZIKV

e Estudio de casos y testigos para evaluar posibles factores de riesgo relacionados con el
sindrome de Guillain-Barré; entre ellos, la infeccién por el ZIKV

e Estudio longitudinal prospectivo en una cohorte de mujeres y recién nacidos expuestos al
ZIKV durante el embarazo

e Estudio longitudinal prospectivo en una cohorte de recién nacidos y lactantes nacidos de
madres expuestas al ZIKV durante el embarazo

e Estudio transversal de seroprevalencia de la infeccidn por el ZIKV en la poblacién general

e Protocolo de caracterizacién clinica de la infeccidn por el ZIKV en el contexto de otros
arbovirus cocirculantes

Los comentarios para el usuario van resaltados en color morado en todo el documento, pues es
posible que cada usuario deba modificar ligeramente los métodos apuntados en funcién del contexto

local en el cual vaya a llevarse a cabo este estudio.
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1 INTRODUCCION

En los meses siguientes a la declaracién, por parte de la OMS, de una emergencia de salud publica de
importancia internacional el 1 de febrero del 2016, han ido publicdndose cada vez mds datos que
apuntan a una posible asociacidn entre la exposicion al ZIKV en las embarazadas y la microcefalia y
otros defectos congénitos en el feto (Besnard, Eyrolle-Guignot et al. 2016; Brasil, Pereira et al. 2016;
Broutet, Krauer et al. 2016; Cauchemez, Besnard et al. 2016; Driggers, Ho et al. 2016; Kleber de
Oliveira, Cortez-Escalante et al. 2016; Mlakar, Korva et al. 2016; Musso y Gubler 2016;
Schuler-Faccini, Ribeiro et al. 2016). Recientemente se ha demostrado la presencia de ARN del ZIKV
tanto en muestras encefalicas de bebés nacidos con microcefalia como en el liquido amnidtico de las
madres expuestas al ZIKV durante el embarazo (Calvet, Aguiar et al. 2016; Oliveira Melo, Malinger

et al. 2016). Ello implica que, como ya se ha observado para otras infecciones neonatales (grupo
TORCHS) susceptibles de transmision maternofilial y que causan defectos congénitos como la
microcefalia, existe una variedad de otros efectos posibles —ademads de la microcefalia— como
consecuencia de la exposicion al ZIKV durante el embarazo (Jones, Lopez et al. 2003; Naing, Scott

et al. 2016; Yazigi, De Pecoulas et al. 2016).

Sigue siendo limitado, no obstante, el conocimiento que tenemos de la biologia del ZIKV en general y
de su patogenia en los seres humanos. Se cree que el periodo intrinseco de incubacion de la
infeccion por el ZIKV es parecido al del dengue, con apariciéon de signos y sintomas agudos
habitualmente al cabo de 3 a 10 dias del contagio. Tras la infeccion, el ZIKV se ha detectado en
muestras de sangre, orina, semen, liquido cefalorraquideo, saliva, liquido amnidtico y leche materna.
En la mayor parte de las personas infectadas por el ZIKV, el virus se detecta en la sangre entre varios
dias y una semana después de la apariciéon de los sintomas; sin embargo, datos recientes parecen
indicar que la viremia podria mantenerse durante un tiempo considerablemente mayor en las
embarazadas. Se ha observado asimismo que el virus persiste mas tiempo en la orina y el semen, y
recientemente se ha documentado la transmisién sexual del ZIKV. Sin un conocimiento mas detallado
de la cinética de la infeccién por el ZIKV en los distintos compartimientos bioldgicos, sera dificil
articular medidas racionales para prevenir la transmision del virus en las poblaciones de las zonas
endémicas.

En el presente protocolo para un estudio prospectivo de cohorte se describen los métodos para
seguir una cohorte de pacientes infectados por el ZIKV con el fin de determinar en ella la persistencia
del ZIKV en diversos liquidos corporales. Este estudio abordara las siguientes cuestiones de salud
publica:

1. ¢En qué liquidos corporales persiste el ZIKV?
¢Durante cuanto tiempo siguen eliminando los convalecientes ZIKV infeccioso a través de
distintos liquidos corporales después de que el virus ya no sea detectable en la sangre?
3. ¢Cudl es el riesgo de transmision sexual del ZIKV?

Comentario: Antes de presentar el protocolo a un Comité de Etica o Junta de Revisidn Institucional
local o nacional, debe actualizarse la introduccién con los datos de investigacion mas recientes y una
descripcién complementaria de las caracteristicas epidemioldgicas del brote en el pais en que vaya a
realizarse el estudio.
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1.1 OBJETIVOS

Los datos recopilados en este estudio se usaran para afinar y actualizar las recomendaciones de
vigilancia, para ayudar a conocer mejor la propagacién, la gravedad y el espectro de la enfermedad, y
para adaptar las medidas de salud publica, en especial las dirigidas a las embarazadas y las parejas
qgue planean un embarazo.

Los objetivos principales de este estudio son:

e Evaluar la presencia y la duracion de persistencia de ZIKV infeccioso y sus marcadores (ARN
especifico del ZIKV, antigenos, anticuerpos, respuesta de los linfocitos T e inmunidad innata)
en sangre, orina, saliva, liquido bucal, semen, sudor, ldgrimas, secrecién vaginal, sangre
menstrual, secrecion rectal y leche materna de personas infectadas que acuden a un
consultorio durante la enfermedad aguda y convalecencia.

e Comparar la presencia y la duracién de persistencia de ZIKV infeccioso procedente de
personas infectadas en sus contactos domésticos infectados o no infectados.

e Determinar la relacion entre los factores del anfitridn, los factores ambientales
(caracteristicas sociodemograficas, enfermedades cronicas como diabetes, hipertension
arterial, obesidad, respuesta inmunitaria celular y respuesta inmunitaria humoral
[anticuerpos]) y la presencia de coinfecciones (dengue, chikunguiia, VIH vy sifilis), por un lado,
y la duracion de persistencia del virus en los liquidos corporales, por el otro.

Comentario: Los estudios longitudinales prospectivos de cohortes, como el descrito aqui, brindan la
oportunidad de evaluar otros objetivos secundarios; entre ellos, por ejemplo, los dos siguientes:

e Evaluar la proporcidn de infecciones asintomaticas entre los contactos domésticos de un
caso infectado inicial.

e Evaluar la posibilidad de reinfeccidn o reactivacion del virus en los casos durante el periodo
de estudio.

Comentario: Cabe la posibilidad de incorporar otros objetivos secundarios al protocolo, segun las
caracteristicas del brote y el contexto local.
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2 PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

Resumen: Estudio prospectivo de observacidn en una cohorte de hombres y mujeres mayores de 18
afios con positividad por RT-PCR para el ZIKV en muestras de sangre u orina, y sus contactos
domeésticos tanto sintomaticos como asintomaticos.

2.1 AMBITO DEL ESTUDIO

La seleccién de los centros de incorporacion de pacientes debe hacerse teniendo en cuenta:
. Densidad alta de poblacién

. Circulacion alta del ZIKV
o Red sélida de salud comunitaria
. Laboratorios con capacidad de realizar: cultivo de virus, determinacién de antigenos del ZIKV,

RT-PCR, I1gM/IgG, determinacidn de anticuerpos neutralizantes (especificos para Zika, dengue
y chikungufia), pruebas de deteccion del VIH (Ac o Ac-Ag), sifilis (RPR, TPHA) y secuenciacion
genética del ZIKV

2.2 SELECCION E INCORPORACION DE LOS PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO

2.2.1 POBLACION DEL ESTUDIO

Seleccion de los casos iniciales: En este estudio participardn hombres y mujeres (incluidas
embarazadas) mayores de 18 aios, sintomaticos y con muestras de sangre u orina que hayan dado
positivo por RT-PCR para el ZIKV. Se consideraran posibles casos iniciales las personas que soliciten
atencion clinica en establecimientos de asistencia sanitaria identificadas por el grupo de
investigacion.

Seleccion de los casos domésticos: Se considerara que conforman el hogar todas las personas que
comparten unidad residencial como domicilio habitual o vivian alli durante la enfermedad del caso
inicial. Los contactos domésticos deberan hacerse analisis en el mismo establecimiento de asistencia
sanitaria en que se diagnostico el caso inicial. Todos los contactos domésticos mayores de 18 afios se
consideraran como participantes en el estudio en calidad de posibles casos domésticos.

2.2.2 CRONOGRAMA DE SEGUIMIENTO DE LOS PARTICIPANTES

Incorporacion al estudio y visita inicial: Lo ideal es que se incorporen al estudio todos los hombres y
mujeres con sintomas de infeccidn por el ZIKV que soliciten atencidn clinica en un establecimiento de
asistencia sanitaria. A todo posible participante se le explicara en qué consiste el estudio y se le
pedird que firme el formulario de consentimiento fundamentado. A continuacién, debera rellenar un
breve cuestionario demografico y de exposicién al virus, que ird seguido de la recogida de muestras.
En caso de positividad para el ZIKV por RT-PCR en las muestras de sangre u orina, se obtendra una
lista de los contactos domésticos. Se explicara asimismo el estudio a los contactos domésticos y se les
pedird que firmen el formulario de consentimiento fundamentado. A continuacién, también los
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contactos deberan rellenar el breve cuestionario demografico y de exposicion al virus, seguido de la
recogida de muestras.

Seguimiento: Los casos iniciales que hayan otorgado su consentimiento y hayan dado positivo al ZIKV
seran objeto de seguimiento durante 12 meses para evaluar la persistencia del virus, la reactivacién o
la reinfeccién al cabo de 2, 4, 10, 20, 30, 60, 90, 180 y 360 dias después de la visita inicial y recogida
de muestras.

Los contactos domésticos que hayan otorgado su consentimiento seran objeto de seguimiento
durante 12 meses para evaluar la transmisién del virus al cabo de 3, 5, 11, 21, 30, 60, 90, 180y 360
dias después de la visita inicial y recogida de muestras.

2.2.3  CRITERIOS DE SELECCION
Criterios de inclusion:

Caso inicial: Todo hombre o mujer (incluso embarazada) mayor de 18 afos, sintomatico y con
muestras de sangre u orina con positividad para el ZIKV por RT-PCR.

Contacto familiar: Todo hombre o mujer (incluso embarazada) mayor de 18 afios, sintomatico o
asintomatico, que comparta unidad residencial con un caso inicial o viviera alli durante la
enfermedad del caso inicial.

Criterios de exclusion:

Personas de ambos sexos menores de 18 afios, incapaces de otorgar su consentimiento
fundamentado, que no otorgan su consentimiento fundamentado o que presentan cualquier
contraindicacién para las punciones venosas.

2.2.4 CONSENTIMIENTO FUNDAMENTADO

Durante la primera entrevista con un posible caso inicial, un miembro capacitado del equipo de
investigacion explicara al participante la finalidad del estudio y solicitara su consentimiento
fundamentado por escrito. Se comunicara al participante que su participacién es voluntaria y en todo
momento podra abandonar el estudio sin necesidad de aducir motivo alguno y sin consecuencias. Se
recabara de todos los participantes en el estudio su consentimiento fundamentado por escrito.

En el consentimiento fundamentado se recabara autorizacion expresa de la obtencion de datos
sociodemograficos y muestras de sangre, orina, saliva, liquido bucal, semen, sudor, lagrimas,
secrecidn vaginal, sangre menstrual, secrecion rectal y leche materna, segln corresponda, para la
finalidad propuesta del estudio, asi como la posibilidad de que las muestras puedan enviarse fuera
del pais de origen para su analisis y que las muestras puedan usarse en el futuro para fines de
investigacion. También se indicara en él que toda infeccion presunta o confirmada por el ZIKV podra
notificarse a las autoridades nacionales en conformidad con los requisitos del Reglamento Sanitario
Internacional (RSI).
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Si el participante esta conforme, debera rellenar el formulario de consentimiento con su nombre y
apellido en letra legible, fecha y firma tanto del participante como del miembro del equipo de
investigacion por duplicado, antes de que pueda llevarse a cabo ningliin procedimiento como parte
del estudio actual. El miembro del equipo de investigacion es responsable de obtener el
consentimiento del participante por escrito.

Una vez firmado el formulario de consentimiento fundamentado, se hara una copia para entregarla
al participante. La version original del formulario de consentimiento de cada participante quedard en
posesion del equipo de investigacidn, que estara obligado a conservarla en un lugar seguro hasta que
hayan transcurrido 15 afios del final del estudio.

En el apéndice A se ofrece un ejemplo de informacidn para los participantes y una plantilla del
formulario de consentimiento fundamentado.

2.2.5 INCENTIVOS PARA PARTICIPAR Y COMPENSACION

El principal beneficio de este estudio es la frecuencia de los analisis en personas posiblemente
expuestas al ZIKV, lo cual permitird detectar a tiempo cualquier anomalia o riesgo y adoptar las
decisiones oportunas. Indirectamente, los datos recopilados en este estudio ayudaran a mejorary
orientar los esfuerzos para prevenir la propagacion del virus. Todos los participantes en el estudio
recibiran, ademas, informaciéon complementaria sobre medios de proteccién contra los mosquitos
vectores del ZIKV, sobre otros posibles modos de transmision del ZIKV y sobre el riesgo de
microcefalia, ofrecida por asistentes sociales y profesionales de la salud capacitados.

La posibilidad de ofrecer una compensacion econémica (p. ej., para los gastos que implique el acudir
a las revisiones médicas) dependera del contexto del estudio, y las politicas locales deben
determinarse de forma especifica para cada estudio concreto.

Comentario: El abordaje clinico de los pacientes no forma parte de este protocolo de investigacién;
queda a discrecion del médico responsable y debe llevarse a cabo de conformidad con las normas
asistenciales habituales en el centro correspondiente.

2.3 CONSIDERACIONES ETICAS

Se solicitard la debida autorizacidn ética de acuerdo con las autoridades locales, regionales y
nacionales. El patrocinador y los investigadores se comprometeran a realizar este estudio en
conformidad con la Declaracién de Helsinki de la Asociacién Médica Mundial (AMM) (Principios

éticos para las investigaciones médicas en seres humanos), adoptada por la 64.* Asamblea General
de la AMM, Fortaleza (Brasil), octubre del 2013.

Comentario: Los siete protocolos normalizados estan en fase de revision por parte del Comité de
Etica de la OMS.
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2.3.1 BENEFICIOS Y RIESGOS PARA LOS PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO

El principal beneficio de este estudio es la frecuencia de los analisis en personas posiblemente
expuestas al ZIKV, lo cual permitird detectar a tiempo cualquier anomalia o riesgo y adoptar las
decisiones oportunas. Indirectamente, los datos recopilados en este estudio ayudaran a mejorary
orientar los esfuerzos para prevenir la propagacidon del virus.

Todas las muestras bioldgicas se recogeran en conformidad con los procedimientos médicos
habituales y siguiendo las normas corrientes de actuacién. Todos los riesgos asociados a la recogida
de muestras bioldgicas se explicardn en conformidad con la prdactica habitual para el correspondiente
establecimiento de asistencia sanitaria. La obtencién de una pequeiia cantidad de sangre, orina,
saliva, liquido bucal, semen, sudor, lagrimas, secrecién vaginal, sangre menstrual, secrecion rectal y
leche materna, con el fin de determinar la exposicién al ZIKV en cada visita del estudio, entrafia un
riesgo minimo para los participantes en el estudio. Se comunicara a los participantes sus resultados
personales (p. ej., si hay indicios de infeccidn por el ZIKV o alguna otra infeccidn pertinente). Todos
los resultados analiticos son propiedad de cada participante y deben proporcionarse a cada
participante con la mayor prontitud posible.

Comentario: Tanto en el protocolo en si como en su correspondiente formulario de consentimiento
fundamentado deben explicarse las pruebas analiticas que se realizaran en las distintas muestras
obtenidas, cdmo se usardn los resultados de dichas pruebas y cdmo se comunicaran a los
participantes. Todo ello dependerd probablemente de los requisitos exigidos por el comité de ética
local.

La prevencion de la infeccidon por el ZIKV y el tratamiento posterior a las pruebas del ZIKV seguiran las
directrices nacionales y de la OMS, que pueden ir actualizandose:

e Encaso de prueba del ZIKV negativa, se ofrecera informacion sobre proteccidn contra la
infeccion por el ZIKV.

e En caso de prueba del ZIKV positiva (infeccién por el ZIKV) en una mujer en edad fecunda, se
ofrecera a la mujer (y también a su pareja, si lo desea) informacidn exacta y basada en la
evidencia sobre la posible repercusion de la infeccién por el ZIKV en el embarazo
[probabilidad de anomalias congénitas en relacién con la infeccién por el ZIKV].

Comentario: En la siguiente publicacién de la OMS se ofrece mds informacion sobre la conducta
asistencial ante un resultado positivo de ZIKV durante el embarazo: “Orientacidon provisional —
Atencidn en el embarazo en el contexto del brote de virus de Zika” (13 de mayo del 2016).

Las mujeres que lleven a término su embarazo deben recibir atencién y apoyo apropiados para
controlar la ansiedad, el estrés y el entorno del parto. Los planes para la atencion y el manejo del
bebé poco después del nacimiento deben comentarse con los padres durante el embarazo, de ser
posible en interconsulta con un pediatra o neuropediatra.

Las mujeres que deseen interrumpir el embarazo deben recibir informacidon exacta acerca de las
opciones legalmente permitidas, incluida la reduccién de dafios donde la atencién deseada no
resulte de fdcil acceso.
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Todas las mujeres, con independencia de cudl sea su eleccidn personal con respecto al destino del

embarazo, deben ser tratadas con respeto y dignidad.

2.4

RECOPILACION Y GESTION DE DATOS

24.1

RECOPILACION DE DATOS

Tras haber obtenido el consentimiento fundamentado de los casos iniciales considerados aptos, se

pasara un cuestionario normalizado a todos los participantes en el estudio. En el momento de su

incorporacion al estudio, se recogera de los casos iniciales y de sus contactos domésticos la
siguiente informacién:

Datos demograficos generales, incluido nivel socioecondmico (determinado segun el indice
de riqueza)

Antecedentes médicos personales (entre ellos, vacunas recibidas) y familiares, y datos de la
enfermedad actual

Factores de riesgo conocidos y posibles (factores demograficos, modo de vida, factores
ecoldgicos, infecciones anteriores, etc.) para la infeccidén por el ZIKV; incluidos antecedentes
de viajes, exposicidn a vectores y medidas de proteccion frente a los vectores

Exploracion fisica general efectuada por un profesional de la salud capacitado
Signos y sintomas de infeccién por el ZIKV

Analisis de laboratorio en muestras de sangre, orina, saliva, liquido bucal, semen, sudor,
lagrimas, secrecion vaginal, sangre menstrual, secrecién rectal y leche materna, segun
corresponda, para confirmar exposicién al ZIKV u otras infecciones pertinentes: por arbovirus
(p. ej., dengue) o TORCHS (toxoplasmosis, otras infecciones [p. ej., varicela, etc.], rubéola,
citomegalovirus, herpes, VIH, sifilis)

En cada visita de seguimiento, se recogera de los casos iniciales y de sus contactos domésticos la

siguiente informacion:

Datos clinicos; entre ellos, cualquier tratamiento recibido entre una visita de seguimiento y la
siguiente

Signos y sintomas de infeccion por el ZIKV u otras infecciones pertinentes (p. ej., arbovirus,
TORCHS)

Analisis de laboratorio en muestras de sangre, orina, saliva, liquido bucal, semen, sudor,
lagrimas, secrecion vaginal, sangre menstrual, secrecién rectal y leche materna, segun
corresponda, para confirmar exposicién al ZIKV u otras infecciones pertinentes: por arbovirus
(p. ej., dengue) o TORCHS (toxoplasmosis, otras infecciones [p. ej., varicela, etc.], rubéola,
citomegalovirus, herpes, VIH, sifilis)
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e Se solicitara a las mujeres menstruantes que aporten una muestra de sangre menstrual lo
mads cercana posible al primer dia de la regla, y una segunda muestra antes de que termine la
menstruacion. La obtencion de estas muestras de sangre menstrual no tiene por qué ser
simultanea con la de los demds liquidos corporales. Si la menstruacidn no coincide con el
momento de recogida de las demds muestras, se pedirad a la mujer que acuda para la
recogida de muestras en dias diferentes segln corresponda. Esta circunstancia se explicara
en el momento de la incorporacion al estudio.

Comentario: El Ministerio de Salud del Brasil, los Institutos de Investigacidn de Fiocruz, el Instituto de
Investigacion del Ejército Walter Reed y la OPS/OMS han elaborado un cuestionario normalizado
especificamente disefiado para este protocolo. El cuestionario contiene las variables y datos basicos
que deben recogerse en los participantes para abordar los objetivos de este estudio. Cabe Ia
posibilidad de afiadir mas preguntas a discrecidén del grupo de investigacion. El cuestionario esta
disefiado para que pueda aplicarlo personal capacitado, sin necesidad de titulos médicos avanzados
o especializados.

2.4.2 GESTION DE DATOS

Todos los datos recopilados se conservaran en bases de datos y toda la informacién identificable de
los participantes, como su nombre y domicilio, tendra asignada una clave de identificacion asignada
de forma aleatoria y con garantia de anonimato. La ubicacidn y los requisitos de seguridad de la base
de datos dependerdn de la normativa nacional, y por tanto se determinara de forma individualizada
en cada estudio concreto. Se elaborard una copia de la base de datos, protegida por contrasefia y sin
datos identificables (nombre y domicilio), y se enviard al o los gerentes de datos designados para el
correspondiente andlisis estadistico de los datos.

Los resultados de las pruebas analiticas se transmitirdn al centro encargado de centralizar y analizar
los datos, a su vez responsable de hacer llegar luego los resultados analiticos a los participantes en el
estudio. Los resultados de las pruebas analiticas deben comunicarse a los participantes o a su
prestador de atencidn primaria.

La identidad de los participantes estara protegida en todo momento, y solamente se haran publicos
datos resumidos de los resultados agrupados. Los formularios originales de recopilacidon de datos se
conservaran bajo llave segun lo dispuesto por las leyes nacionales durante un periodo prolongado
tras el final del estudio. Se elaborara asimismo un registro de identificacion que debera conservarse
en un lugar seguro y bajo llave dentro del pais en el que se lleve a cabo el estudio.

2.5 RECOGIDA DE MUESTRAS Y PRUEBAS ANALITICAS

2.5.1 RECOGIDA, ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE DE MUESTRAS

Sangre: Para obtener muestras de suero, se extraerd sangre entera mediante puncién venosa en
tubos de vacio sin anticoagulante, y tras su coagulacion se procede a separar el suero por
centrifugacion. Se extraera una muestra de sangre venosa para medir en el suero los anticuerpos IgM
e IgG anti-ZIKV y el antigeno del ZIKV. Comentario: Lo ideal es recoger tres tubos de 5 ml, pero es
posible llevar a cabo el estudio con un solo tubo de 5 ml.
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Para obtener muestras de plasma, se extraerd sangre entera mediante puncidn venosa en tubos de
vacio con EDTA, y se dejan reposar o se centrifugan para separar el plasma.

Para determinar citocinas, debe utilizarse heparina como anticoagulante.

- Hacen falta 500 pul de muestra fresca para realizar las pruebas de serologia y RT-PCR

- Dos alicuotas de 1 ml se congelan a =70 °C para las pruebas de serologia y RT-qPCR

- Tres alicuotas de 2 ml se congelan a —70 °C para determinaciones futuras

- Pueden enviarse fuera una alicuota de 1 ml de suero y 5 ml de células mononucleares de
sangre periférica (CMSP)

- Serecogerdn 20 ml de orina en un frasco con tapa de rosca
- Tres alicuotas de 2 ml se congelan a —70 °C para RT-qPCR
- Tres alicuotas de 2 ml se congelan para determinaciones futuras

Liquidos bucales (saliva, liquido crevicular), semen, sudor, lagrimas, secrecién vaginal, sangre
menstrual, secrecion rectal, leche materna: Para estas muestras, es importante obtener:

- Almenos 500 pl para pruebas de serologia y RT-gPCR (si procede)

- Otros 500 ul mas que se congelan a =70 °C para determinaciones futuras

Se solicitard a los participantes su consentimiento para conservar sus muestras en biobancos para
investigaciones futuras. Las muestras de los participantes que otorguen su consentimiento se
conservaran a —70 °C. Las muestras que den positivo por RT-PCR se procesaran también para cultivo
y aislamiento de virus.

Recogida de las muestras: Todos los tubos de recogida de muestras se rotularan con una clave de
identificacion que se anotara en el cuestionario de entrevista. Se anotaran asimismo el momento y
lugar de obtencién de la muestra y el nombre de la persona que recoge la muestra.

Almacenamiento y conservacion de las muestras: A menos que se especifique lo contrario, todos los
tubos con muestras se almacenardn temporalmente en hielo llevado por el equipo del estudio hasta
gue puedan transportarse al laboratorio:
- Refrigerados (entre 2 y 8 °C) si esta previsto su procesamiento (o envio a un laboratorio de
referencia) en un plazo de 48 horas.
- Congelados (entre —10 y —20 °C) si esta previsto su procesamiento en un plazo de 3 a 7 dias.
- Congelados (=70 °C) si esta previsto su procesamiento después de una semana. Las muestras
pueden conservarse durante periodos prolongados.

Si fuera necesario el transporte aéreo, las muestras se despacharan —en la medida de lo posible—
en envasado triple con hielo seco en un plazo de 48 horas; o, como minimo, se mantendra la cadena
de frio con geles de refrigeracion.

Transporte de las muestras: El transporte de muestras dentro de las fronteras nacionales debe
respetar los reglamentos nacionales pertinentes, y el transporte internacional debe respetar los
reglamentos internacionales pertinentes. Las muestras originales deberan ir envasadas, rotuladas y

marcadas (si se usa hielo seco) y documentadas como sustancias de la categoria B.
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Comentario: Deben separarse de cada muestra por lo menos dos alicuotas, y al menos una de ellas se
conservara para analisis futuros. De esta forma, las muestras pueden permanecer en el pais, y enviar
solamente las alicuotas a un laboratorio de referencia, de ser necesario. Ello dependerd de los
requisitos exigidos por el comité local de ética.

2.5.2 PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO

Los analisis de laboratorio se llevaran a cabo en el pais del centro de investigacién que obtuvo las
muestras bioldgicas o en colaboracidn con un laboratorio externo colaborador, seglin sea necesario.
Deben separarse de cada muestra por lo menos dos alicuotas, y al menos una de ellas se conservara
para analisis futuros. En el cuadro 1 se enumeran las principales pruebas descritas para la deteccion y
el diagnéstico diferencial de la infeccidn por el ZIKV.

Comentario: La lista de pruebas analiticas y agentes patdgenos ofrecida a continuacién puede estar
sujeta a modificaciones segun las capacidades del laboratorio local y los microbios patédgenos
circulantes; por consiguiente, debe revisarse especificamente para cada estudio concreto.

Comentario: El virus de la fiebre amarilla puede incluirse en la lista de agentes patdgenos
investigables en las zonas en las que esté circulando actualmente.

Cuadro 1: Lista de andlisis biolégicos que se efectuardn en las muestras recogidas

Tipo de muestra Anilisis Agente patégeno Observaciones

Virus del Zika, virus del
chikungufia, virus del dengue,
citomegalovirus, virus de la
coriomeningitis linfocitaria,

En caso de resultado positivo, se

Serologia: IgM e usara la misma muestra para la

Suero

1gG . . . técnica de neutralizacion por
virus de la varicela-zoster, L,
. reduccién de placas (TNRP)
toxoplasmas, virus del herpes
simple, virus de la rubéola
. P Virus del Zika, virus del
Orina, liquidos bucales } L
. L . chikungufia, virus del dengue,
(saliva, liquido crevicular), . . )
P citomegalovirus, virus de la
semen, sudor, lagrimas, RT-PCR en . o L
’, ! . coriomeningitis linfocitaria,
secrecion vaginal, sangre tiempo real

virus de la varicela-zdster,
toxoplasmas, virus del herpes
simple, virus de la rubéola

menstrual, secrecidn rectal,
leche materna

La confirmacion analitica de infeccién reciente por ZIKV consiste en:

- Presencia de antigeno o ARN del ZIKV en el suero u otras muestras (p. €j., liquido bucal,
tejidos, orina, sangre entera); o bien

- Siel paciente tiene acido nucleico especifico tanto de ZIKV como de virus del chikungufia o
virus del dengue, es preciso hacer un andlisis sérico de confirmacidn; la infeccién por el ZIKV
se confirma si: positividad de anticuerpos IgM anti-ZIKV y valor de PRNT90 ZIKV > 20 y razén
de valor de PRNT90 ZIKV = 4 con respecto a otros flavivirus; y exclusidon de otros flavivirus.
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- Cultivo de virus para determinar si hay virus vivos en una muestra determinada de liquidos
corporales.

Métodos seroldgicos: Pueden ser necesarias multiples determinaciones seroldgicas para confirmar la
seropositividad. Aun cuando la reactividad cruzada de los anticuerpos con otros virus genéticamente
relacionados es minima durante la primoinfeccidn, el suero de las personas con antecedentes de
infeccidn por otros flavivirus (especialmente los virus del dengue, de la fiebre amarilla y del Nilo
Occidental) puede causar reactividad cruzada. La técnica de neutralizacidn por reduccién de placas
(TNRP) ofrece mayor especificidad para la deteccién de anticuerpos neutralizantes (IgG), pero se han
documentado también con ella reacciones cruzadas. De hecho, en algunos pacientes con
antecedentes de infeccidn por otros flavivirus se ha descrito un aumento al cuadruple de los valores
de anticuerpos neutralizantes con la infeccién por el ZIKV. Por lo tanto, el tamizaje primario debe
efectuarse mediante técnicas de ELISA, inmunoanalisis o pruebas de inmunofluorescencia, y la
confirmacién debe incluir una técnica de neutralizacién del virus.

Métodos moleculares: El método preferido para detectar y cuantificar la presencia de particulas
virales de ZIKV en los liquidos corporales es la RT-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa con
retrotranscriptasa) en tiempo real. Diversos equipos de investigacion y laboratorios de diagndstico
han disefiado multiples cebadores especificos para el ZIKV (véanse ejemplos en el apéndice C).
Existen también equipos comerciales, pero solo para uso exclusivo en investigaciéon (Musso y Gubler,
2016). Todavia no se ha logrado la normalizacidn éptima entre laboratorios. Dado que la eleccién de
los cebadores depende de la diversidad genética de las cepas de ZIKV actualmente circulantes, es
posible que deba adaptarse este aspecto para cada estudio concreto.

Genotipificacion/secuenciacién completa seleccionada: Lo ideal es que el andlisis gendmico
adicional se lleve a cabo en un subconjunto de muestras positivas mediante métodos de
secuenciacién completa. Se exploraran la secuenciaciéon hologendmica y la determinacién de cargas
virales afines. Los procedimientos posteriores de confirmacidn, como la PCR cuantitativa en tiempo
real, se realizardn segun se considere necesario, preferentemente con reactivos comerciales o, en su
defecto, mediante ensayos de laboratorio adaptados a partir de la bibliografia. Si fracasan otros
métodos moleculares para determinar las secuencias del virus, es posible obtener los virus mediante
cocultivo con células mononucleares de sangre periférica (CMSP) activadas.

Comentario: Si estas pruebas analiticas no estan disponibles en el pais, pueden enviarse las muestras
al extranjero para su analisis, segun los reglamentos del comité local de ética.

Comentario: Estas recomendaciones estan sujetas a actualizacion conforme vayan apareciendo
nuevas pruebas diagnosticas fiables disponibles para uso clinico.
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3 CRITERIOS DE VALORACION Y ANALISIS ESTADISTICOS

3.1 CONSIDERACIONES SOBRE EL TAMANO MUESTRAL

Se trata de un estudio prospectivo de observacidn de cohortes, por lo que de antemano no puede
determinarse con exactitud el tamafo muestral requerido. Sin embargo, teniendo en cuenta la
escasez de datos existentes sobre eliminacién de virus, incluso un nimero reducido de participantes
aportaria informacion cientifica aprovechable sobre este asunto y permitiria mejorar las
recomendaciones de salud publica.

A continuacidn ofrecemos los argumentos para justificar la estimacién del tamafio muestral
necesario para otros liquidos corporales distintos de la sangre, a partir de una estimacién hipotética
de la prevalencia de persistencia de un 50% al cabo de 12 meses.

Con un intervalo bilateral de confianza de 95% del 10% (o margen de error de £5%), bastaria con
disponer de una muestra de 385 hombres y 385 mujeres con positividad para el ZIKV en orina o en
sangre al inicio del estudio.

Para tener en consideracion el efecto del disefio (ED) o agrupamiento a nivel doméstico, aplicamos
un ED de 1,5 presuponiendo un tamafio familiar de 3 participantes infectados por ZIKV y una
correlacién intrafamiliar de 0,25, lo cual nos da un tamafo muestral de 576. Presuponemos asimismo
gue un 10% de los participantes (casos iniciales y contactos domésticos) se habran perdido de vista
para el seguimiento al final del primer afio, por lo que el tamafio inicial de la muestra deberia ser de
634 hombres y 634 mujeres. Redondeamos esta cifra a 650 hombres y 650 mujeres.

La estimacién del tamafio muestral es tentativa, pues existe poca informacion publicada sobre las
tasas de persistencia del ZIKV en los liquidos corporales. El tamafio muestral final estimado es de
650 hombres y 650 mujeres para evaluar el criterio principal de valoracion: tasa global de
persistencia del ZIKV al cabo de 12 meses, en hombres y mujeres (teniendo ya en consideracion el
efecto del disefio o agrupamiento y los pacientes perdidos de vista para el seguimiento). Puesto que
aun no se conoce bien la importancia de los distintos factores de riesgo, se llevaran a cabo de forma
exploradora analisis por subgrupos y se explorara también el efecto de los distintos factores sobre el
criterio principal de valoracion mediante modelos de analisis multivariante.

3.2 VARIABLES DE VALORACION Y ANALISIS ESTADISTICOS

Los siguientes analisis estadisticos y criterios principales de valoracién corresponden a los objetivos
principales descritos anteriormente. Corresponde al grupo de investigacion definir los criterios
secundarios de valoracidn en virtud de los objetivos secundarios elegidos.

Cuadro 2: Andlisis estadisticos correspondientes a los objetivos principales

Objetivo Variable de valoracion Andlisis estadistico
1. Evaluar la presenciay la Deteccion de ARN del ZIKV en Media, mediana e intervalo de
duracion de persistencia de ZIKV | muestras de liquidos corporales en carga viral para cada muestra
infeccioso y sus marcadores diferentes momentos de liquidos corporales
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2. Comparar la presencia y la
duracion de persistencia de ZIKV
infeccioso procedente de
personas infectadas en sus
contactos domésticos infectados
o no infectados

Deteccion de ARN del ZIKV en
muestras de liquidos corporales en
diferentes momentos en diferentes
contactos domésticos

Comparacion estadistica (p. ej.:
prueba de la t, prueba de
Mann-Whitney)

3. Determinar la relacién entre
los factores del anfitrion, los
factores ambientales y la
presencia de coinfecciones, por
un lado, y la duraciéon de
persistencia del ZIKV en los
liguidos corporales, por el otro

Datos demograficos, andlisis de
laboratorio y resultados de la
exploracion clinica recopilados en los
participantes en el estudio

Regresion logistica

4. Evaluar la proporcién de
infecciones asintomaticas entre
los contactos domésticos de un
caso infectado inicial.

Deteccidn de ARN del ZIKV y
caracteristicas clinicas en los
contactos domésticos

Numero de casos asintomaticos
de ZIKV entre los contactos
domésticos / niUmero total de
contactos domésticos

5. Evaluar la posibilidad de
reinfeccidn o reactivacién del
virus en los casos durante el
periodo de estudio

Deteccidn de ARN del ZIKV y
caracteristicas clinicas: evolucion
temporal

Numero de casos iniciales de
ZIKV reinfectados o reactivados
/ nimero total de casos
iniciales de ZIKV

4 PRESENTACION DE LOS RESULTADOS

Los informes de resultados de este estudio deben elaborarse siguiendo la lista de verificacién para

estudios de cohortes de la Iniciativa STROBE, e incluir informacidn suficiente para luego poder

agrupar los datos con los de otros estudios semejantes.

Entre la informacién importante que debe aportarse en el informe cabe mencionar: 1) nimero de

casos iniciales incorporados al estudio; 2) nUmero de contactos domésticos sintomaticos y

asintomaticos incorporados al estudio; y 3) duracién y frecuencia de las pruebas de seguimiento.

Es importante asimismo documentar plenamente el disefio del estudio, incluidos los métodos de

incorporacion de participantes, el planteamiento para determinar la infeccién por el ZIKV, los

métodos de laboratorio usados y las variables de valoracion.

Lo ideal es que la informacién se recopile en un formato normalizado y que los datos (andnimos) se

compartan entre los distintos grupos que llevan a cabo protocolos semejantes.

5 ESTUDIOS COMPLEMENTARIOS

El presente protocolo aborda cuestiones especificas en relacién con la posible asociacion entre la

infeccidn por el ZIKV y diversas anomalias congénitas en el feto. Cabe la posibilidad, no obstante, de

investigar otros aspectos de la infeccion por el ZIKV durante el embarazo segun el contexto del

estudio. Por consiguiente, puede plantearse la posibilidad de llevar a cabo otros estudios

complementarios en combinacién con este protocolo.
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Existen los siguientes protocolos normalizados de investigacion sobre el ZIKV:

e Estudio de casos y testigos para evaluar posibles factores de riesgo relacionados con la
microcefalia; entre ellos, la infeccidn por el ZIKV

e Estudio de casos y testigos para evaluar posibles factores de riesgo relacionados con el
sindrome de Guillain-Barré; entre ellos, la infeccién por el ZIKV

e Estudio longitudinal prospectivo en una cohorte de mujeres y recién nacidos expuestos al
ZIKV durante el embarazo

e Estudio longitudinal prospectivo en una cohorte de recién nacidos y lactantes nacidos de
madres expuestas al ZIKV durante el embarazo

e Estudio transversal de seroprevalencia de la infeccidn por el ZIKV en la poblacién general

e Protocolo de caracterizacién clinica de la infeccidn por el ZIKV en el contexto de otros
arbovirus cocirculantes
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6 AGRADECIMIENTOS

Este protocolo normalizado se basa en el estudio de persistencia del ZIKV que van a llevar a cabo el
Ministerio de Salud del Brasil, los Institutos de Investigacidn de Fiocruz, el Instituto de Investigacién
del Ejército Walter Reed, la Organizacidn Panamericana de la Salud y la Organizacion Mundial de la
Salud.

Han sido muchas las personas implicadas en la creacidn y revisidn de este protocolo: Adele Benzaken
(Ministerio de Salud, Brasil), Elisete Duarte (Ministerio de Salud, Brasil), Ana Izabel Menezes
(Ministerio de Salud, Brasil), Silvana Giozza (Ministerio de Salud, Brasil), Mariana Verotti (Ministerio
de Salud, Brasil), André Abreu (Ministerio de Salud, Brasil), Thayssa Fonseca (Ministerio de Salud,
Brasil), Ana Bispo (Fiocruz, Rio de Janeiro), Guilherme Calvet (Fiocruz, Rio de Janeiro), Marcus
Lacerda (Fiocruz, Manaos), Ana Maraia de Brito (Fiocruz, Recife), Patricia Brasil (Fiocruz), Patricia
Sequeira (Fiocruz), Camilla Botto de Menezes (Fiocruz), Flor Martinez Espinosa (Fiocruz), Tereza
Magalhaes (Fiocruz), Kayvon Modjarrad (Instituto de Investigacion del Ejército Walter Reed), Lydie
Trautmann (Instituto de Investigacion del Ejército Walter Reed), Morgane Rolland (Instituto de
Investigacion del Ejército Walter Reed), Rasmi Thomas (Instituto de Investigacién del Ejército Walter
Reed), Glen Nuckolls (Instituto Nacional de Trastornos Neuroldgicos y Accidentes Cerebrovasculares,
NIH), Masy Wong (Instituto Nacional de Trastornos Neuroldgicos y Accidentes Cerebrovasculares,
NIH), Leandro Sereno (Organizacion Panamericana de la Salud), Ximena Pamela Diaz Bermudez
(Organizacidon Panamericana de la Salud), Maeve de Mello (Organizacidn Panamericana de la Salud),
Massimo Ghidinelli (Organizacidn Panamericana de la Salud), Ludovic Reveiz (Organizacién
Panamericana de la Salud), Nathalie Broutet (Organizacion Mundial de la Salud), Edna Kara
(Organizacion Mundial de la Salud), Robyn Meurant (Organizacion Mundial de la Salud), Willy Urassa
(Organizacion Mundial de la Salud), Ndema Habib (Organizacién Mundial de la Salud), Pierre
Formenty (Organizacién Mundial de la Salud), Sihem Landoulsi (Organizacion Mundial de la Salud),
Anna Thorson (Organizacion Mundial de la Salud), Jodo Paulo Souza (Organizacidon Mundial de la
Salud), Maria Van Kerkhove (Instituto Pasteur), Rebecca Grant (Instituto Pasteur), Sibylle Bernard
Stoecklin (Instituto Pasteur) y Anna Funk (Instituto Pasteur).

Comentario: Debe revisarse esta lista y afiadir otras personas (con su filiacién) segin corresponda.
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APENDICES

Apéndice A: Descripcion del estudio y plantilla para el formulario de consentimiento
fundamentado

Remitase a la descripcion del estudio y el consentimiento fundamentado desarrollados
especificamente para este protocolo por el Ministerio de Salud del Brasil, los Institutos de
Investigacion de Fiocruz, el Instituto de Investigacion del Ejército Walter Reed y la OPS/OMS.

Contacto: Nathalie Broutet

Departamento de Salud Reproductiva e Investigaciones Conexas
Organizacion Mundial de la Salud

broutetn@who.int

Apéndice B: Cuestionario normalizado

Remitase al cuestionario normalizado elaborado especificamente para este protocolo por el
Ministerio de Salud del Brasil, los Institutos de Investigacion de Fiocruz, el Instituto de Investigacién
del Ejército Walter Reed y la OPS/OMS.

Contacto: Nathalie Broutet

Departamento de Salud Reproductiva e Investigaciones Conexas
Organizacion Mundial de la Salud

broutetn@who.int
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Apéndice C: Lista de cebadores publicados para detectar y cuantificar el virus del Zika por RT-PCR
en tiempo real (Cao-Lormeau, Blake et al. 2016)

Diana Nombre del Secuencia del cebador Posicion del Referencia
ZIKV cebador/sonda cebador
ZIKV835 TTGGTCATGATACTGCTGATTGC 835-857
(Lanciotti,
M / E ZIKV911c CCTTCCACAAAGTCCCTATTGC 911-890 Kosoy et al.,
2008)
ZIKV860F FAM CGGCATACAGCATCAGGTGCATAGGAG 860-886
ZIKV1086 CCGCTGCCCAACACAAG 1086-1102
(Lanciotti,
pE ZIKV1162c CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT 1162-1139 Kosoy et al.,
2008)
ZIKV1107FAM AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA 1107-1137
ZIKVENVF GCTGGDGCRGACACHGGRACT 1538-1558
E (Faye, Faye et
al. 2008)
ZIKVENVR RTCYACYGCCATYTGGRCTG 1902-1883
ZIKVF9027a CCTTGGATTCTTGAACGAGGA 9121-9141
(Balm, Lee et
NS5 al. 2012)
ZIKVR9197ca AGAGCTTCATTCTCCAGATCAA 9312-9290
Cebador directo AARTACACATACCARAACAAAGTGGT 9271-9297
NS5 Cebador inverso | TCCRCTCCCYCTYTGGTCTTG 9352-9373 (aFIa;'S’l;?ye et
Sonda FAM CTYAGACCAGCTGAAR 9304-9320
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