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RESUMO

A infeccdo congénita pelo virus Zika (ICZ) produz um amplo espectro de
complicagbes perinatais, destacando-se as anomalias estruturais. A associagao
de achados ultrassonograficos pré-natais (USO) com outros desfechos
perinatais adversos, ndo foi descrita até o0 momento. Identificamos também um
grupo de gestantes cujos conceptos apresentam anomalias estruturais suspeitas
de ICZ, porém sem diagnostico etiolégico. Desenvolvemos duas linhas de
trabalho. O primeiro trabalho teve como objetivo determinar se os resultados
dos exames de ultrassom (USO) e dopplervelocimetria (doppler) realizados
durante o pré-natal estavam associados a desfechos neonatais anormais em
gestacOes afetadas pelo ZIKV. Desenho: recorte de um estudo de coorte
prospectiva realizado em um unico centro de referéncia no Rio de Janeiro, entre
01 de setembro de 2015 a 31 de maio de 2016, envolvendo 92 gestantes,
portadoras de fetos unicos, infectadas pelo virus ZIKV, com diagnostico
confirmado por exame de transcriptidase reversa aplicada a reacdo em cadeia
da polimerase (RT-PCR). Medidas: como desfecho primario, utilizamos o
resultado neonatal adverso composto (RNAC) (morte perinatal, achados
anormais no exame neonatal ou achados anormais na neuroimagem pos-natal).
Os desfechos secundérios incluiram a associacdo de achados especificos com
desfechos neonatais. Resultados: Entre as 92 gestantes e seus conceptos, 55
(60%) apresentaram resultados normais e 37 (40%) resultados anormais nos
exames USO. Dos 45 recém-nascidos (RN) com RNAC, 23 (51%) apresentaram
resultados normais ao USO. Onze gestantes (12%) apresentaram resultados
anormais no exame neonatal (odds ratio ajustado [aOR], 11,6; IC 95%, 1,8-72,8),
na neuroimagem poés-natal (aOR, 6,7, IC 95%, 1,1-38,9) e RNAC (aOR, 27,2; IC
95%, 2,5-296,6). Resultados anormais no doppler da artéria cerebral média
foram associados a anormalidades do exame neonatal (aOR, 12,8; 95% ClI, 2,6-
63,2), na neuroimagem poés-natal (aOR, 8,8; IC 95%, 1,7-45,9) e no RNAC (aOR,
20,5; 95% Cl, 3,2-132,6). Houve 2 mortes perinatais. Achados anormais no USO
pré-natal tiveram uma sensibilidade de 48,9% (1C95%, 33,7%-64,2%) e uma
especificidade de 68,1% (IC95%, 52,9%-80,1%) quando associados com 0s
RNAC. Para um resultado normal no USO pré-natal, a sensibilidade foi menor
(22,2%; 1C95%, 11,2%-37,1%), mas a especificidade foi maior (97,9%; 1C95%,
88,7%-99,9%). Conclusao: Resultados anormais nos exames de USO e doppler
em gestantes infectadas pelo ZIKV, foram associados a RNAC. Resultados
normais no USO pré-natal ndo estiveram associadas a um desfecho neonatal
normal. Frente aos resultados encontrados, recomendamos avaliagdo completa
para todos os RNs expostos ao ZIKV. O segundo trabalho objetivou analisar
o comprometimento fetal, utilizando a amniocentese, em gestantes portadoras
de fetos com alteracBes estruturais suspeitas ao USO de ICZ, sem diagnostico
prévio da etiologia. Desenho: estudo de casos que incluiu 16 pacientes. A
exposi¢cao: amniocentese para realizacdo de RT-PCR para toxoplasmose, ZIKV
e citomegalovirus; foi também oferecido cariétipo fetal. Resultados: o exame
detectou 7/9 (78%) casos de ICZ; 2 RNs foram diagnosticados ap6s o
nascimento. O diagnostico etioldgico foi realizado em 63% dos casos (10/16).
Conclusao: a amniocentese foi uma importante ferramenta para diagnosticar
ICZ, TORCH e aneuploidias, permitindo o aconselhamento parental adequado,
e a programacéo da assisténcia perinatal.
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ABSTRACT

Congenital infection with the Zika virus (ICZ) produces a broad spectrum of
perinatal abnormalities, including structural defects. The association of prenatal
ultrasonographic findings (USO) with adverse perinatal outcomes has not been
described so far. We also identified a group of pregnant women whose concepts
have structural abnormalities suspected of having ICZ, but without an etiological
diagnosis. We have developed two lines of work: The aim of the first study was
to determine if the results of ultrasound and Doppler examinations performed
during prenatal care were associated with abnormal neonatal outcomes in
pregnancies affected by ZIKV. Design: a prospective cohort study conducted in
a single referral center in Rio de Janeiro, between September 1, 2015 and May
31, 2016, involving 92 pregnant women with single fetuses infected with the ZIKV
virus, diagnosed confirmed by reverse transcriptase examination applied to the
polymerase chain reaction (RT-PCR). Measurements: As a primary endpoint,
we used composite adverse neonatal outcome (RNAC) (perinatal death,
abnormal findings on neonatal examination or abnormal findings in postnatal
neuroimaging). Secondary outcomes included the association of specific findings
with neonatal outcomes. Results: Among the 92 pregnant women and their
concepts, 55 (60%) presented normal results and 37 (40%) had abnormal results
in USO exams. Of the 45 newborns (NB) with RNAC, 23 (51%) presented normal
results to the USO. Eleven pregnant women (12%) presented abnormal results
in the neonatal exam (adjusted odds ratio [aOR], 11.6, 95% CI, 1.8-72.8),
postnatal neuroimaging (aOR, 6.7, Cl 95%, 1,1-38,9) and RNAC (aOR, 27.2, 95%
Cl, 2.5-296.6). Doppler abnormalities of the middle cerebral artery were
associated with abnormalities of the neonatal examination (aOR, 12.8, 95% ClI,
2.6-63.2), postnatal neuroimaging (aOR, 8.8, 95% CI, , 1.7-45.9) and RNAC
(aOR, 20.5, 95% CI, 3.2-132.6). There were 2 perinatal deaths. Abnormal
findings in prenatal USO had a sensitivity of 48.9% (95% ClI, 33.7% - 64.2%) and
a specificity of 68.1% (95% CI, 52.9% - 80.1%) when associated with RNACs.
For a normal result in prenatal USO, the sensitivity was lower (22.2%, 95% ClI,
11.2% -37.1%), but the specificity was higher (97.9%, 95% ClI, 88, 7% -99.9%),
in relation to RNAC. Conclusion: Abnormal results in USO and Doppler tests in
pregnant women infected with ZIKV were associated with neonatal adverse
outcomes. Normal results in prenatal USO were not associated with a normal
neonatal outcome. In view of the results found, we recommend a complete
evaluation for all NBs exposed to ZIKV. The second study aimed to analyze the
fetal impairment, using amniocentesis, in pregnant women with fetuses with
structural alterations suspected by USO, without previous diagnosis of the
etiology. Design: case study involving 16 patients. Exposure: amniocentesis for
the realization of RT-PCR for toxoplasmosis, ZIKV and cytomegalovirus; fetal
karyotype was also offered. Results: the examination detected 7/9 (78%) cases
of ICZ; 2 RNs were diagnosed after birth. The etiological diagnosis was
performed in 63% of the cases (10/16). Conclusion: amniocentesis was an
important tool to diagnose ICZ, TORCH and aneuploidies, allowing adequate
parental counseling, and programming perinatal care.
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1- INTRODUCAO

O virus Zika (ZIKV) € um arbovirus que pertence a familia Flaviviridae,
género Flavivirus. A infeccdo em humanos produz uma doenca febril
autolimitada, onde na fase aguda o paciente apresenta febre, dor de cabeca,
mialgia e exantema, muito semelhante com a sintomatologia de outros arbovirus
como o virus Dengue (DENV) e o virus Chikungunya (CKGV). Apos a primeira
deteccao do virus, em 1947, durante um programa de vigilancia da febre amarela
em Uganda, poucos relatos da doenca foram comunicados até 2007, quando
houve um grande surto na Micronésia Francesa® . Em outubro de 2013, uma
importante epidemia ocorreu na Polinésia Francesa, onde 396 casos
confirmados laboratorialmente foram relatados. Até o momento, para o ZIKV,
duas principais linhagens foram descritas, a Africana e a Asiatica®,

Uma porcao substancial de infec¢des por ZIKV é subclinica, quando os
sinais e sintomas da doenca séo considerados moderados e autolimitados, e
ainda, um numero significativo de pacientes podem apresentar-se
assintomaticos. Entretanto, foi descrita uma forte associa¢do entre o surto de
ZIKV e aumento do numero de casos de sindrome de Guillain-Barré (SGB) na
Polinésia Francesa®, apontando uma primeira complicacdo importante
resultante da infeccdo pelo ZIKV. Durante a mesma epidemia, pesquisadores
relataram dois casos de complica¢cdes neonatais, apds diagndstico de infec¢ao
materna no terceiro trimestre®. Em outubro de 2015, o Ministério da Salde do
Brasil reporta o aumento dos casos de microcefalia demonstrando a importancia
do seu monitoramento com o objetivo de minimizar os possiveis prejuizos para
gestantes, fetos ou recém-nascidos.

A primeira transmissao autoctone no Brasil foi observada em pacientes do

Rio Grande do Norte, onde a sequéncia de um fragmento de proteina do
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envelope revelou alta identidade com sequéncias de ZIKV linhagem asiatica®.
Em 15 de maio de 2015, o Ministério da Saude do Brasil confirmou a circulacéo
de ZIKV no pais, ap0s a identificacdo em 16 amostras (oito da Bahia e oito no
Rio Grande do Norte) pelo Laboratério de Referéncia Nacional.® Os sintomas
descritos mais comuns foram artralgia, edema das extremidades, febre ligeira,
dor de cabeca, dor retro orbital, hiperemia conjuntival e erupg¢des cutaneas
maculopapulares muitas vezes espalhando do rosto para os membros, além de
prurido, tonturas, mialgia e desordens digestivas.

No mesmo periodo, o Brasil estava sendo confrontado com o aumento do
nimero de casos de recém-nascidos apresentando microcefalia®).
Retrospectivamente, a anamnese das parturientes, revelou para algumas
mulheres, episddios de doenca febril e lesdo exantematica durante a gravidez.
Considerando a situacdo epidemioldgica e os conhecimentos cientificos na
época, a hipétese da relacdo causal entre a infeccéo pelo ZIKV e a anomalia
congénita comecou a ser formulada.

As repercussdes da infeccdo pelo ZIKV ainda nédo estdo totalmente
compreendidas, mas sabe-se que a presenca do virus no soro permitindo a
deteccdo de RNA viral ocorre por tempo limitado. Existe excrecdo do virus
através do sémen, leite humano, saliva e na urina?8).

A patogénese da lesédo no sistema nervoso central (SNC) causada pelas
infeccbes virais congénitas ainda € desconhecida e complexa. Multiplos
mecanismos, agindo de maneira isolada ou em conjunto, tém sido propostos,
tais como: acdo de produtos de genes virais se comportando como agentes
“teratogénicos”, interferéncia na morfogénese e na diferenciacéo celular normal

atuando e modificando o ciclo celular, incluindo os mecanismos de apoptose,



13

inducdo da fragmentacdo cromoss6mica em sitios especificos, alteracdo da
resposta inflamatéria do hospedeiro potencializando a injaria causada
diretamente pelo virus no SNC, resposta imune materna ndo eficaz em controlar
a infeccdo e a possibilidade de impacto direto da infeccdo na funcéo
placentaria®19),

A recente epidemia de Zika em nosso pais, revelou uma situagao inédita
na literatura: a relacdo entre mulheres gravidas infectadas pelo virus Zika e a
presenca de microcefalia na sua prole. A fase de viremia é transitoria e curta, o
que limita a aplicacdo dos testes moleculares para identificacdo de casos de
infeccdo por ZIKV que j4 tenham ultrapassado a fase aguda. Os testes
sorolégicos séo baseados na deteccdo de IgM e/ou IgG em diferentes amostras
biolégicas e tém a grande vantagem de ampliar o periodo de diagndstico, apds
o inicio dos sintomas. Porém, a possibilidade de reag¢do cruzada com outras
arboviroses, a despeito dos avancos tecnolégicos, ainda limita a sua utilizacéo
na prética clinica.®

O objetivo inicial desse trabalho foi o de estudar os fetos com diagndstico
confirmado de infeccdo pelo ZIKV, atraveés da positividade do teste de reverse-
transcriptidase-polimerase-chain-reaction (RT-PCR) em tecidos maternos ou
fetais, coletados no periodo perinatal, utilizando o ultrassom para avaliar a
anatomia e o ritmo de crescimento, e a dopplervelocimetria para analisar a
hemodinamica, buscando padrdes de alteracdes estruturais e circulatérias e sua
associacdo com o desfecho perinatal. Um segundo objetivo esteve focado na
tentativa de melhorar o diagnéstico em um grupo de fetos cujas mées nao foram
testadas para a infeccéo pelo ZIKV por ndo terem apresentado sintomatologia

da doenca, pacientes assintomaticas, ou porque perderam a janela ideal para
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coleta de tecidos maternos, urina e/ou sangue até 21 dias apds o inicio dos
sintomas, mas cujos fetos apresentaram anomalias estruturais suspeitas. Para
tanto, oferecemos a amniocentese guiada por ultrassom, exame que permite a
coleta de liquido amnidtico durante a gestacao, para a realizacdo do exame de
RT-PCR diretamente neste tecido, buscando o diagnostico da infeccao pelo

ZIKV ou de outros microrganismos, além do cariétipo fetal quando indicado.
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2 - REFERENCIAL TEORICO

2.1- A Historia da epidemia pelo virus Zika

O virus Zika, foi pela primeira vez isolado em um macaco Rhesus que se
apresentava febril, encontrado na floresta de Zika, em Uganda, no ano de 1947.
Cinco anos depois, no mesmo pais, um homem com quadro febril apresentou
confirmacdo da presenca do ZIKV em seu sangue?, Casos isolados de
transmissé&o para humanos foram identificados nas décadas de 50 e 60, na Africa
Subsaariana. Cinco décadas se passaram para que a expansdo do virus se
estendesse na direcéo da Asia. A primeira grande epidemia relacionada ao ZIKV
no mundo aconteceu em 2007, no arquipélago Yap, na Micronésia Francesa®?).
Com uma populagdo estimada de 7.500 habitantes, exames laboratoriais
detectaram taxa de infeccdo em 73% dos habitantes com idade igual ou maior
gue 3 anos. Entre os anos de 2013 e 2014, uma nova epidemia acometeu 0s
habitantes dos 5 arquipélagos da Polinésia Francesa, onde, com uma populacao
estimada de 270.000 habitantes, 11% (aproximadamente 28.000 pessoas) foram
identificados como tendo tido a infeccéo pelo virus Zika®4.

Nas Américas, o primeiro caso autdctone, aquele contraido no préprio
local, foi notificado no Chile, em fevereiro de 2014, em um habitante das Ilhas
Galapagos®®. No Brasil, o primeiro caso de infeccdo pelo virus Zika foi
confirmado em maio de 2015 pela Secretaria Estadual da Saude da Bahia, a
partir dos relatos do que se acreditava ser uma variante da Dengue, onde as
pessoas apresentavam quadro de febre baixa, mal-estar, conjuntivite n&o
purulenta, cefaleia, artralgia, mialgia e cansaco. Em outubro de 2015, médicos

do estado de Pernambuco observaram um aumento significativo no nimero de
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casos de microcefalia na cidade de Recife, comunicando as autoridades
estaduais®®. A Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude foi
entdo contatada pelo governo pernambucano, enviando um grupo para
investigacdo. No més de novembro, o laboratério de Flavivirus da Fundacéo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) identificou a presenca de ZIKV em duas amostras de
liqguido amniodtico, enviadas do estado da Paraiba, colhidas na cidade de
Campina Grande, de gestantes cujos fetos apresentavam microcefalia e outras
alteracdes no sistema nervoso central (SNC) diagnosticadas pelo ultrassom(@?),
Uma forga tarefa foi entdo montada pelo Governo Federal, resultando na
publicacdo de dois protocolos, um de Vigilancia e outro de Assisténcia, no més
de dezembro de 2015. No final deste ano, as 5 regides do Brasil contabilizavam
casos suspeito de ZIKV, com destaque para as regides Nordeste, Sudeste e

Centro-Oeste.

2.2- O virus Zika, a Dengue e a Chikungunya

O ZIKV é um flavivirus da familia Flaviviridae, do tipo RNA, que possui 2
linhagens identificadas até o momento, a africana e a asiatica. Ele € um
arbovirus, semelhante a outros flavivirus como os virus da Dengue (DENV) e da
Febre amarela, e a um alfavirus, o virus Chikungunya (CKGV), necessitando de
um vetor para sua disseminacdo®819. A expansdo global dessas arboviroses
nos ultimos cinquenta anos foi precedida pela vigorosa disseminacao de vetores,
cabendo a espécie Aedes, representada principalmente pelo Aedes aegypti e
Aedes albopicus, papel de destaque. O A. aegypti originario da Africa, se distribui
por toda a faixa tropical do globo. O A. albopictus é inicialmente identificado como

originario das florestas asiaticas, e embora presente nas areas tropicais,
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consegue se reproduzir em areas subtropicais®?. No Brasil, o Aedes aegypti
tem sido o principal vetor associado a disseminacao da epidemia. A fémea do
Aedes necessita de sangue para sua nutricdo e para completar seu ciclo
reprodutivo. Apos o acasalamento, a fémea do mosquito coloca seus ovos em
receptaculos com agua limpa, que eclodem ao final de 7 dias, dando origem a
larvas que evoluirdo para as formas adultas entre trés e quatro semanas.

O Aedes aegypti ja foi associado a outra epidemia no Brasil, a da Febre
amarela, enfrentada por Oswaldo Cruz ha mais de um século. Na época, um dos
pilares para se combater a doencga, consistia na erradica¢ao dos criadouros do
mosquito, 0 que acarretou, na pratica, seu desaparecimento. Na década de 40,
com o incremento da urbanizacgéo, industrializacao e também da favelizacéo das
nossas cidades, o0 mosquito novamente encontrou condicfes sanitarias
favoraveis a sua disseminacao.

Na década de 70, o Aedes aegypti foi responsavel pela propagacdo da
Dengue na regido norte do pais, e quinze anos depois, praticamente em todo o
territério nacional. Habitualmente a DENV esté associada a febre alta, dor retro
ocular e importante queda do estado geral, percebida por 3 a 5 dias. Possui como
principal complicacdo a forma hemorragica que pode levar ao 6bito se medidas
de cuidados intensivos ndo forem adotadas.

O diagnéstico desta virose pode ser realizado através da técnica de PCR
e por pesquisa da proteina NR-1, praticadas em amostras de sangue, durante a
fase sintomatica da doenca®V. Existe também a possibilidade do diagndstico
sorologico, através da pesquisa de imunoglobulinas das classes “G” e “M”, apds
10 a 14 dias do inicio dos sintomas. Existe uma dificuldade técnica para a

utilizacao de testes sorolégicos em regides onde coexistem as infeccdes pela
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DENV e o ZIKV, devido a possibilidade de reacao cruzada no resultado das
sorologias entre estas duas arboviroses@%22),

A CKGV, que em um dialeto africano significa “andar dobrado sobre suas
proprias costas”, foi introduzida no Brasil em 2015, e tem como principal
caracteristica a dor e o edema articular que habitualmente duram uma semana,
mas que podem perdurar por mais de 6 meses. Seu diagnostico laboratorial pode
ser realizado através das analises soroldgicas ou pela técnica de PCR. Embora
a CKGV seja considerada uma doenga com evolucao benigna, chama a atencéo
0 grande impacto econdmico negativo que esta virose trouxe para algumas
regides onde aconteceram epidemias, com a perda significativa da arrecadacéao
de tributos, secundaria ao afastamento das pessoas infectadas de suas
atividades laborativas por longos periodos.

Em relagéo a infeccdo pelo ZIKV é interessante salientar, ainda, que até
2007, foram descritos casos esporadicos na Africa e Asia, sendo considerada
uma infeccao relativamente benigna, nédo trazendo complicacbes ou mesmo
risco de vida para as pessoas infectadas. Entretanto, durante a epidemia na
Polinésia Francesa entre os anos de 2013 e 2014, foi observado um aumento na
incidéncia de casos da Sindrome de Guillain-Barré (SGB) entre pessoas jovens
e adultas 113, A SGB se caracteriza por uma polirradiculite aguda que afeta
simetricamente as raizes nervosas espinhais e com frequéncia também as raizes
nervosas cranianas, sendo ocasionalmente precedida por uma doenca
infecciosa. Manifesta-se incialmente por um quadro de fraqueza que se
evidencia quase sempre nas extremidades inferiores e ascende entdo para o
resto do corpo, acompanhada da perda de reflexos tendinosos e pequenos

déficits sensitivos ou sensoriais. A forma aguda pode causar paralisia
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respiratoria transitoria necessitando de ventilagdo artificial em uma unidade de
tratamento intensivo, mas ainda assim tem um bom progndéstico. Durante esta
epidemia ndo foram descritas complicacdes para mulheres gravidas e recém-

nascidos filhos de maes infectadas.

2.3 — Ultrassom, Dopplervelocimetria e Infecgcdes Congénitas

Infec¢des congénitas (ICO) podem ser responsaveis por doencas fetais
com diferentes graus de comprometimento, estando também associadas a
presenca de sequelas no periodo neonatal, contribuindo para o aumento da
morbiletalidade perinatal. Em 1971, foi proposto o termo TORCH, acrénimo das
palavras Toxoplasmose (TOX), Outras, Rubéola, Citomegalovirus (CMV) e
Herpes simplex (HSV), para designar um grupo de ICO que possuiam
caracteristicas similares 3. Nessa época, a Sifilis era representada pela letra
“O”, juntamente com outros microrganismos de menor relevancia. Com o
aumento do numero de casos de Sifilis na ultima década, o acrénimo foi
modificado para STORCH, reservando a letra “O” para outros microrganismos,
capazes de produzir dano fetal. Atualmente, novos microrganismos foram
incluidos nesse grupo: virus da imunodeficiéncia humana (HIV), parvovirus B19
(PB19), os virus das hepatites B e C, enterovirus, varicela (VZV), leptospiras
além do ZIKV.?4

Sabemos que a prevaléncia de ICO varia segundo aspectos geograficos,
climaticos, econbmicos e étnicos. Nao existe uma proposta universal para o
rastreio dessas infeccbes em gravidas. Na Suica, o rastreio para TOX foi
abandonado em 2015, ap0s a constatacdo que a prevaléncia da doenca era

extremamente baixa. Na Bélgica e na Holanda, paises europeus com elevados
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indices de desenvolvimento humano (IDH), utilizando dados governamentais,
pesquisadores apresentaram os resultados do impacto das infecgdes congénitas
por TOX e CMV, na Bélgica, e TOX, na Holanda, para a saude publica desses
paises, utilizando metodologia estatistica complexa e sofisticada.®>26) Embora
geograficamente proximos, os resultados encontrados permitiram melhorar o
planejamento das politicas publicas em relagédo a essas ICO. Assim, observamos
a importancia da realizacdo de estudos nacionais ou regionais, com o objetivo
de melhor avaliar a relacdo custo-efetividade dessas intervengdes. No Brasil,
segundo orientacdo do Ministério da Saude, os exames para TOX, HIV, Sifilis e
Hepatite B devem ser oferecidas a todas as gestantes na primeira consulta de
Pré-Natal.(?"

Quando utilizamos o ultrassom como exame de rastreio para
complicagOes fetais, a partir de achados anormais na anatomia fetal, no ritmo de
crescimento do concepto, em alteragdes na placenta e/ou no liquido amnidtico,
podemos suspeitar da presenca de ICO. A literatura aponta alguns marcadores
ultrassonogréficos, que isoladamente ou em conjunto, orientam a realizacao do
painel STORCH, objetivando melhorar o diagnéstico, citando como exemplos:
crescimento intrauterino restrito (CIUR), poli- e oligodramnio, morte intrauterina,
defeito de septo ventricular (DSV), translucéncia nucal (TN) alterada,
ventriculomegalia cerebral, hidrocefalia, intestino hiperecogénico, cardiomegalia,
hidropsia fetal ndo imune (HFNI), ascite, derrame pericardico, derrame pleural,
placentomegalia, calcificacbes hepaticas ou cerebrais e microcefalia (MCP).

Novamente existe uma discusséo sobre a indicacéo e o custo-efetividade
da aplicacdo do painel STORCH em gestantes com fetos apresentando

alteracGes ultrassonogréficas suspeitas. Assim, Alexandra e colaboradores®
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estudaram retrospectivamente os resultados do painel STORCH solicitados ap6s
o diagnéstico de anomalias fetais ao ultrassom, para gestantes e recém-
nascidos (RN). Entre 2008 e 2012, identificaram 10.729 nascimentos na area de
influéncia do Hospital Universitario de Basel, onde 392 gestacdes apresentaram
alteracOes suspeitas de ICO (3.7%). O painel incluiu a pesquisa para 0s
seguintes microrganismos: CMV, PB19, enterovirus, VZV, Borrelia, HSV,
Leptospira, Sifilis, TOX e Rubéola. Estudando os casos de CMV, diagnosticaram
7 gestantes positivas para 4 fetos infectados; PB19 apresentou 6 infeccOes
maternas para 3 fetos infectados; para enterovirus e VZV, 1 gestante infectada
para cada doenca e nenhum feto acometido, e para as demais infeccbes o
rastreio materno foi negativo. Yamamoto e colaboradores® estudaram, no
Japéao, uma populacao de fetos com diagnéstico de CIUR, realizando ultrassom
e painel STORCH, em 319 gestantes e seus conceptos, incluindo 26 casos de
gestacBes multiplas. Encontraram 17 casos (6%) de infec¢do materna pelo HSV
cujos fetos n&o apresentaram ICO. Entre os 6 casos de infeccdo materna pelo
CMV, 3 fetos apresentavam sinais de ICO ao ultrassom. A aplicacdo do painel
nos RN revelou 6 criancas infectadas onde 3 mées apresentaram sorologias
negativas. Em 246 gestantes com CIUR isolado, sem anomalias estruturais ou
cromossOmicas, 2 RNs apresentaram positividade para CMV. Ambos os estudos
chamam a atencgédo para a necessidade de se reavaliar a incluséo sistematica da
pesquisa do CMV durante o Pré-Natal, e o estudo sui¢o acrescenta a inclusdo
da pesquisa do PB19.

Algumas peculiaridades envolvem microrganismos causadores de ICO

relacionadas as STORCH, devido a sintomatologia materna ausente ou

inespecifica, dificultando seu diagndstico.
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2.3.1 — Citomegalovirus

O CMV humano é um beta herpesvirus presente em todo o mundo,
apresentando a prevaléncia para ICO, durante a infeccdo priméria de 30 a 40%,
e na infeccdo chamada ndo primaria, por reativacao ou reinfec¢éo, em torno de
0.2 a 2.0% dos casos. A infeccdo perinatal pode ser assintomatica ou estar
associada a perda da audicdo, deficiéncia visual e déficits cognitivos e
motores.?® Enders e colaboradores®? estudaram 115 gestantes com
diagndstico soroldgico positivo para infeccdo primaria pelo CMV, utilizando o
ultrassom para avaliacédo de alteragGes estruturais no feto, e a amniocentese e
a cordocentese, para pesquisar a presenca de infeccdo fetal, no liquido
amnidtico (111 coletas) e sangue fetal (106 coletas), respectivamente. Dezesseis
fetos apresentaram resultados positivos pela técnica de PCR. Os principais
achados ultrassonograficos entre os fetos acometidos foram:
hiperecogenicidade  periventricular  cerebral (10 casos), intestinos
hiperecogénico (9 casos), oligodramnio (3 casos), placentomegalia (3 casos),
ventriculomegalia (3 casos), hepatoesplenomegalia (2 casos), calcificacbes
intra-hepaticas (2 casos), cardiomegalia (2 casos), CIUR (1 caso), ascite (1 caso)
e alteracdo no pico sistélico da artéria cerebral média (1 caso). O diagnéstico de
infeccéo fetal com amostras de liquido amniotico foi realizado em cultura rapida
de células e PCR, apresentando sensibilidade de 72.7% e concordancia de
resultados de 99.1%. Sensibilidade semelhante, 75.6%, foi encontrada na
analise de sangue fetal, através da pesquisa de IgM especifica para CMV e PCR,
apresentando uma concordancia inferior, de 84.9%. Outros achados

ultrassonogréaficos descritos na literatura incluem: calcificacdes cerebrais,
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hipoplasia cerebelar, hidropsia, microcefalia e edema do tecido celular
subcutaneo.®1-34)
2.3.2 — Parvovirus B19

O Parvovirus B19 é um virus pequeno que apresenta 2 proteinas
estruturais e uma fita de DNA, descrito pela primeira vez em 1974, e capaz de
produzir ICO em seres humanos, a partir da transmissao vertical, com risco
estimado de 25%. A maioria dos fetos infectados n&o apresenta alteragbes
importantes. Porém, existem relatos associando a infec¢cdo a abortos e morte
fetal. O virus possui tropismo pelas células progenitoras dos eritrécitos, podendo
levar a quadros importantes de anemia, com cardiomiopatia e eventualmente
hidropsia fetal ndo imune, secundarias a anemia. Os principais achados
ultrassonogréficos relacionados com a ICO por PB19 incluem: altera¢éo no pico
de velocidade da artéria cerebral média (ACM), cardiomegalia, hidropsia,
intestinos  hiperecogénico, ascite, polidramnia, peritonite meconial e
placentomegalia. O diagndstico materno pode ser realizado através de exames
sorologicos e pela técnica de PCR. Ja o diagnostico fetal necessita da coleta de
liqguido amniético para a realizacdo do PCR. A ICO por PB19 ndo causa
anomalias estruturais. Os achados ultrassonogréaficos se relacionam com o grau
de anemia apresentado pelo feto. A morbiletalidade perinatal esta relacionada a
presenca de hidropsia fetal, melhor e mais precocemente avaliada pela medida
do pico de velocidade da ACM. O tratamento intrauterino consiste em corrigir a
anemia fetal através da transfusdo de hemacias. Mesmo assim, existe a
possibilidade de dano neurologico em fetos infectados pelo PB19,
provavelmente resultante da encefalopatia hipoxico isquémica a que eles estao

submetidos, durante o periodo anémico. O monitoramento ultrassonogréafico
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através do Doppler da ACM, permite a indicacdo precoce da correcdo da anemia,
evitando as suas complicagdes-(3°36)
2.3.3 — Toxoplasma gondii

A Toxoplasmose € uma doenca endémica universal causada pelo
Toxoplasma gondii, um parasita intracelular. Sua prevaléncia varia de acordo
com a geografia, condicfes sanitarias e habitos alimentares. Em 2015, a OMS
relacionou a TOX como o terceiro patdgeno mais importante para a
disseminacdo de doencas transmitidas por alimentos em todo o mundo, através
do consumo de carnes cruas ou malcozidas, agua e alimentos frescos mal
higienizados. A prevaléncia da infec¢cado congénita pela TOX no mundo varia de
0,1 a 0,3 por 1.000 nascidos vivos. No Brasil, a possibilidade de ICO associada
a TOX esta diretamente relacionada a prevaléncia, variando de 36 a 92% na
nossa populacdo.®” O quadro clinico materno apresenta grande variacéo, desde
pacientes assintomaticas ou oligossintomaticas, a gestantes com quadro de
febre, cansaco, exantema e adenomegalia cervical. O diagnostico materno da
TOX pode ser realizado utilizando o rastreio sorolégico, observando a
soroconversao através de exames seriados. A associacdo com o teste de avidez
permite estimar, com intervalo de 12 semanas, a fase da gestacdo em que
ocorreu a viragem sorologica. A taxa de transmissao vertical aumenta com a
evolucdo da idade gestacional, sendo menor de 10,0% antes de 12 semanas,
20,0% ao redor de 19 semanas, 52,3% com 28 semanas, alcangando 70,0% com
39 semanas.®® A introducdo da coleta de liquido amnidtico na rotina para o
diagnéstico da infeccado fetal, pode ser realizada apés a 162 semana,
respeitando um periodo maior que 4 semanas ap0s a soroconversao materna,

quando apresenta especificidade de 100%.3%49) A ICO por TOX permite o



25

tratamento do binbmia materno-fetal. A espiramicina € a droga de escolha para
iniciar a terapia. Se for possivel a realizagdo do exame de PCR no liquido
amnidtico, e esse resultado apresentar positividade, o esquema terapéutico pode
ser modificado para sulfadiazina e pirimetamina, associadas ao acido folinico. A
espiramicina ndo atravessa a barreira placentaria, diferentemente da associacéo
sulfadiazina e pirimetamina, permitindo tratar o concepto. Os principais achados
ultrassonogréficos relacionados com a ICO por TOX sao: ventriculomegalia,
hidrocefalia, calcificacBes cerebrais e hepaticas, ascite, hepatomegalia, derrame
pericardico, intestinos hiperecogénicos e placentomegalia.“® Em uma série de
casos, 0 achado isolado de calcificagbes no parénquima cerebral sem a
presenca de dilatacdo dos ventriculos cerebrais, esteve associada a bom
progndstico neonatal.*?) A maioria dos RNs infectados nascem assintomaticos.
E importante 0 segmento neonatal voltado para o rastreio de complicacdes
oculares e neurolégicas até 3 anos de vida. O rastreio materno e o tratamento
correto durante o Pré-Natal reduzem significativamente a ocorréncia de sequelas
neurolégicas e oculares.
2.3.4 — Treponema pallidum

A Sifilis € uma doencga sexualmente transmissivel, cronica e sistémica,
causada pelo Treponema pallidum. Historicamente, sua presenca e rapida
disseminagéo é reconhecida na Europa ao final do século XV. Até o inicio do
século passado, era considerada uma doenca neuroldgica.? A origem
infecciosa sO foi demonstrada em 1901, quando o cientista russo llya lIlyich
Mecnikov inocula, com sucesso, macacos com o T pallidum. Porém, o agente
etiologico da Sifilis sO seria identificado pelo zoologista Fritz Schaudin e pelo

dermatologista Paul Erick Hoffman em 1905.¢“3) Morfologicamente, o T. pallidum
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€ uma bactéria alongada e espiralada, muito sensivel ao ressecamento no meio
ambiente. A historia natural da Sifilis apresenta uma importante mudanca de
rumo com a introducdo do tratamento utilizando a penicilina na década de 40,
embora tenhamos observado o aumento paulatino do niumero de casos em
diferentes paises nos ultimos 50 anos. Como exemplo, podemos citar o
recrudescimento da doenca em trés diferentes momentos nos Estados Unidos
da América, um pais desenvolvido: no final dos anos 70, com o aumento do
namero de relacdes sexuais desprotegidas entre homens, coincidindo com a
emergéncia da epidemia da Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA); a
segunda onda ocorre no final dos anos 80, atingindo seu pico em 1990, onde a
taxa de infeccdo alcanca 20.3 casos por 100.00 habitantes; drogas, sexo
desprotegido e a diminui¢cdo da vigilancia epidemiolégica e terapéutica por parte
do governo americano, foram os principais contribuintes para esses aumento. A
terceira etapa acontece durante a segunda década desse século, com aumento
lento, porém constante, atingindo em 2014 a taxa de 6.3 casos por 100.000
habitantes. Diferente das etapas anteriores, 0 nimero de casos novos de doenca
priméria e secundéaria (DPS) apresentou aumento consideravel em mulheres
heterossexuais em idade reprodutiva (22,7% em relacdo ao ano anterior). Como
consequéncia, a taxa de Sifilis congénita aumentou 27,5% no mesmo periodo,
atingindo 11,6 casos por 100.000 habitantes (semelhante a 2001). Entre 2013 e
2017 ataxa de DPS na populagéo americana aumentou 72,7% e, entre mulheres
jovens, cresceu 155,6% (de 0,9 para 2,3 casos por 100.000 habitantes). A
transmissao heterossexual e a utilizacdo de drogas injetaveis, com destaque
para a metanfetaminas e a heroina, foram o0s principais agentes

responsabilizados. Em contra partida, em um estudo prospectivo realizado no
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Reino Unido entre 2010 e 2015, a incidéncia de Sifilis congénita ficou abaixo da
meta estabelecida pela OMS (menor que 0,5 por 1.000 nascidos vivos).*>

Na ultima década, no Brasil, observou-se um aumento no numero de
notificacdes de casos de Sifilis adquirida, da doenca em gestantes e da Sifilis
congénita, que pode ser atribuido, em parte, ao aprimoramento do sistema de
vigilancia e a ampliacao da utilizacao dos testes rapidos.“® Em 2017, observou-
se uma taxa de deteccado de 17,2 casos de sifilis em gestantes por 1.000
nascidos vivos (28,4% superior a taxa observada no ano anterior). A taxa de
deteccdo nacional foi superada pelas regides Sudeste (20,8 / 1.000 nascidos
vivos) e Sul (20,1/1.000 nascidos vivos). Em relagéo a Sifilis congénita, para o
mesmo periodo, observou-se uma taxa de incidéncia de 8,6 casos por 1.000
nascidos vivos, tendo as Regifes Sudeste (9,4 casos/1.000 nascidos vivos) e
Sul (9,1 casos/1.000 nascidos vivos) superado a taxa nacional. As principais
complicagbes da doenga para a gravidez incluem a elevada morbiletalidade
perinatal e a possibilidade de sequelas neonatais. Até 60% de recém-nascidos
de maes infectadas e nédo tratadas durante a gestacdo apresentardo sinais
clinicos da doenca: exantema maculopapular, hepatoesplenomegalia,
osteocondrite, descarga nasal (semelhante a da gripe), surdez e cegueira. A
apresentacao tardia da doenga nos neonatos inclui: defeitos de denti¢do, ceratite
intestinal e surdez (Triade de Hutchinson).“? Um estudo de coorte retrospectivo,
utilizando ultrassom e dopplervelocimetria, envolvendo 235 fetos cujas maes
apresentaram diagnostico de Sifilis apés 18 semanas de idade gestacional,
antes de iniciarem o tratamento com penicilina, encontrou 73 conceptos (30%)
com anomalias: hepatomegalia (79%), placentomegalia (27%), polidramnia

(12%), ascite (10%) e Doppler da ACM anormal (33%).4") Entre as 173 criangas
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com seguimento pos-natal completo, 32 RN foram diagnosticados como
portadores de Sifilis congénita (18%); onde 39% apresentavam altera¢des no
exame de ultrassom pré-natal. Mesmo com a possibilidade de rastreio e
tratamento, a Sifilis continua sendo um grave problema de saude publica
mundial.
2.3.5 - Herpes simplex

Os virus Herpes simplex tipos 1 e 2 virus (HSV), possuem um envelope e
uma dupla fita de DNA.“8) Pertencem a familia Herpesviriae, que incluem outros
seis virus capazes de infectar os seres humanos: varicela-zoster,
citomegalovirus, Epstein-Barr, e 0s herpes virus 6, 7 e 8. Aproximadamente 85%
das infec¢des perinatais causadas pelo HSV sao adquiridas durante a passagem
do feto pelo canal de parto; 10% acontecem devido ao contato do RN com
secre¢des contaminadas de parentes ou cuidadores e 5% estdo relacionadas a
infeccdo intrauterina, que pode se manifestar no momento do parto.“% A taxa de
infecgcdo congénita pelo HSV varia de 1 caso a cada 3.000 a 1 caso a cada
20.000 nascidos vivos. O risco da transmisséo vertical € maior em gestantes que
com a primo-infec¢do no terceiro trimestre, apresentando incidéncia de 25-60%.
Enquanto um problema de salde publica, a primo-infec¢édo pelo HSV raramente
pode acometer o feto (1 caso para 100.000 nascidos vivos).®% Em uma reviséo
de literatura compreendendo os anos de 1963 a 2009, Marquez e colaboradores
identificaram 64 casos de ICO por HSV, baseados em 3 critérios: manifestacdes
clinicas perinatais, comprometimento de pelo menos um 0rgao e diagnostico
laboratorial positivo por cultura, imunohistoquimica ou PCR. A triade classica da
ICO por HSV, comprometimento cutaneo (lesdes bolhosas ou Ulceras), do SNC

(microcefalia ou hidrocefalia) e oftalmolégico (coriorretinite ou microftalmia),
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foram identificadas em 19 RNs (30%). Alterac6es cutaneas e do SNC, sem
comprometimento oftalmolégico, em 22 casos (34%) e 6 casos apresentaram
somente alteracdes cutdneas e oftalmolégicas. Entre os 61 RNs com lesdes
cutaneas, 55 apresentaram lesfes ao nascimento ou em até 12 horas de vida.
Quarente e trés (67%) RNs apresentavam alteracbes no SNC, e em 29 criancas
duas ou mais alteracbes no SNC foram percebidas. Vinte e cinco RNs (39%)
apresentaram alteracbes oculares, sendo 18 com doencga retiniana. A
mortalidade perinatal ocorreu em 29 conceptos, incluindo 4 natimortos. Dentre
as 25 mortes no periodo neonatal, 20 RNs faleceram no primeiro més de vida
(80%). Entre os sobreviventes com seguimento conhecido, 13 RNs cursaram
com atraso de desenvolvimento e 8 RNs apresentaram seguimento normal até
0 6° més. Concordante com a literatura, mostrou que 60 a 80% das pacientes
que tiveram RNs com ICO por HSV, ndo apresentavam sinais ou sintomas da
doenca no momento do parto ou historia prévia da infeccdo. As principais
alteracdes estruturais passiveis de diagnéstico ultrassonografico nesse trabalho
foram: calcificacbes no SNC (19 casos), porencefalia/encefalomaléacia (16
casos), ventriculomegalia (13 casos), microcefalia (10 casos), hemorragia (8
casos), CIUR (7 casos), hidropsia (6 casos) e oObito fetal (4 casos).

Atualmente, recomenda-se a profilaxia com aciclovir contra o HSV para
gestantes com crises recorrentes na regido genital, apés a 362 semana de
gestacao, visando a protecao fetal no caso de parto transvaginal. Suspeitando-
se de infeccdo por herpes simplex no momento do parto, devido a altera¢des no
exame fisico neonatal, a terapia antiviral deve ser iniciada imediatamente por até
14 dias, para 0s casos cutaneos, e até 21 dias para 0s casos com envolvimento

do SNC.148) Deve-se instituir a profilaxia secundaria antiviral por até seis meses
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no periodo pos-natal, objetivando diminuir as recidivas cutaneas e melhorar o

prognaostico neuroldgico.

2.4- Amniocentese e infec¢gdes congénitas

A amniocentese € uma técnica propedéutica utilizada para a coleta de
liqguido amnidtico. Originalmente era praticada sem o auxilio do ultrassom. O
liguido amniotico coletado era utilizado para a confeccdo do cariétipo fetal,
através da cultura de amniéticos, para a avaliacdo da maturidade pulmonar fetal,
utilizando a dosagem de lecitina e esfingomielina, ou para a realizagdo do exame
de espectrofotometria, no acompanhamento da doenca hemolitica perinatal.
Com a introducéo do ultrassom guiando a insercao da agulha através do abdome
materno, o exame ganhou em seguranca e qualidade, estimando-se atualmente
o risco de perda gestacional associada ao exame em 0,5%. As pacientes devem
ser previamente informadas da indicacdo e das limitacdes do método, através
do Termo de Consentimento Informado. A amniocentese pode ser praticada a
partir da 162 semana de gestagcéo e o volume coletado pode variar de 16 a 30
mililitros. A técnica consiste na introducao de uma agulha longa, 20g ou 22g,
através do abdome materno, guiada pelo ultrassom, até alcancar um bolsdo de
liquido amniético, aspirando entdo o volume desejado. (259

Nos ultimos 20 anos, a utilizacdo da amniocentese para a confirmacao de
infeccdo fetal através da identificacdo direta do microrganismo ou de seus
fragmentos no liquido amnidtico, se transformou em uma ferramenta valiosa na
pratica obstétrica. O material coletado pode ser inoculado em cobaias, semeado
em cultura de células humanas ou de animais, ou ainda ser submetido a

diferentes técnicas de biologia molecular, com destaque para o RT-PCR,
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objetivando a confirmacédo ou exclusdo da infeccdo. Diferentes tecnologias

podem ser combinadas para aumentar a sensibilidade do diagndstico.
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3- JUSTIFICATIVA E APLICABILIDADE

No dia primeiro de fevereiro de 2016, a diretora geral da Organizagao
Mundial da Saude (OMS), Margaret Chan, decretou “Estado de Emergéncia de
Saude Publica de Interesse Internacional”, com o objetivo de chamar a atengao
dos governantes de todo o planeta, para a rdpida disseminacdo da infeccéo
causada pelo virus Zika (ZIKV) no Brasil, associada aos efeitos ominosos para
os fetos de gestantes infectadas, que apresentavam importante diminuicdo do
perimetro cefalico ao nascimento, microcefalia, além de outras morbidades. Até
entdo considerada pela literatura como uma infecgcdo benigna para os seres
humanos, a possibilidade de associagdo com o aparecimento de anomalias
estruturais em fetos de mées afetadas pelo ZIKV, abria uma perturbadora janela
para um cenario catastréfico, frente ao tamanho da populacdo brasileira
habitando &reas tropicais em condi¢des sanitarias precarias. Embora a resposta
do Ministério da Saulde tenha sido eficiente e satisfatéria com a rapida
construcdo de protocolos de Vigilancia e Assisténcia®®5") a ignorancia com
relacdo ao potencial lesivo dessa infec¢ao para as gestantes, tornava imperiosa
a organizacao de uma rede de informacdes para disseminar os conhecimentos
que dispunhamos sobre a doenca em 2016. Varios encontros realizados no
Brasil e no exterior, patrocinados por diferentes organizacdes naquele ano,
permitiram a congregacao de cientistas nacionais e estrangeiros com o objetivo
de melhorar a compreenséo sobre os mecanismos envolvidos na mudanga do
perfil da infeccdo pelo ZIKV, disponibilizando inclusive o conhecimento
acumulado através da gratuidade de acesso aos trabalhos cientificos que
estavam sendo publicados. Desses encontros, também nasceram parcerias que

aceleraram a realizacdo de pesquisas produzindo resultados consistentes e
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definitivos, através da troca de materiais biolégicos e compartilhamento de
informacgoes.

Neste contexto, a Area de Atencdo a Gestante do Instituto Nacional de
Saude da Mulher, da Crianca e do Adolescente Fernandes Figueira (IFF)
trabalhou em parceria com o Instituto Nacional de Infectologia (INI), ambos os
institutos pertencentes a Fundac¢éo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), cabendo ao IFF,
inicialmente, a realizacdo de exames de ultrassom obstétrico (USO) e
dopplervelocimetria (Doppler) de gestantes infectadas pelo ZIKV. Frente a
necessidade de cuidados perinatais para essas gestantes, realizamos também
o Pré-Natal e o parto de uma parte das pacientes encaminhadas (i) pelo INI para
avaliacdo propedéutica; (ii) de pacientes oriundas das redes municipal e
estadual; (iii) além das gestantes que procuraram diretamente o IFF.

Segundo informacdes publicadas na pagina da OMS®8 em agosto de
2016, observando um periodo de tempo comecando em 2007 e se prolongando
até agosto de 2016, 69 paises ou territérios reportaram evidéncias da presenca
de ZIKV a partir da transmissao vetorial autoctone, sendo que 66 destes paises,
a partir do ano de 2015, incluindo 43 paises (64%) nas Américas. No mesmo
periodo de tempo, 15 paises informaram sobre a ocorréncia do nascimento de
recém-nascidos com microcefalia e outras alteracdes no sistema nervoso central
(SNC) potencialmente associadas a infec¢cao pelo ZIKV e/ou infec¢do congénita.
O Centro de Controle e Prevencao de Doencas (CDC) dos Estados Unidos da
América informou a OMS o nascimento de 15 criangas com malformacdes
suspeitas e o resultado do exame de 6 abortos com malformacdes suspeitas em

seu territorio, todos com evidéncias laboratoriais de infec¢ao pelo ZIKV. Ainda,
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segundo o relatério da OMS, cerca de 1.357.605.792 pessoas no mundo estdo
expostas ao virus Zika, das quais 15,3% residentes em territorio brasileiro.

No Brasil, existem informacdes epidemioldgicas referentes a microcefalia
elou alteracbes do SNC, previstas nas definicdes vigentes no “Protocolo de
Vigilancia e Resposta a Ocorréncia de Microcefalia e/ou altera¢des do Sistema
Nervoso Central (SNC) - versdao 2.1/20167(6), disponivel no sitio
www.saude.gov.br/svs. O Informe Epidemioldgico de nimero 3849 publicado em
agosto de 2016, apresentava uma fotografia precisa dos primeiros 10 meses de
epidemia no Brasil. Entre os dias 08 de novembro de 2015 e 06 de agosto de
2016, 8.890 casos haviam sido notificados, segundo as defini¢ées do protocolo,
que incluiam recém-nascidos, natimortos, abortamento e fetos com anomalias
estruturais. Desse total, 2.978 (33,5%) casos permaneciam em investigacao;
5.912 casos foram investigados e classificados, sendo 1.806 confirmados para
microcefalia e/ou alteracbes do SNC sugestivos de infeccdo congénita e 4.106
casos foram descartados. Quando analisamos a distribuicdo geografica desses
achados, encontramos que os 8.890 casos notificados se distribuiam por 1.590
municipios (28,5%) do total de 5.570 municipios brasileiros. Quando observamos
a distribuicdo dos 1.806 casos confirmados por regido, encontramos um total de
510 municipios na regidao Nordeste, 39 municipios na regido Sudeste, 34 na
regido Centro-Oeste, 25 na regido Norte e 13 na regido Sul, totalizando 621
municipios em todo o territério nacional. O ultimo Boletim epidemioldgico
publicado pelo Ministério da Saude em 2019, compreendendo as semanas
epidemioldgicas 45/2015 a 52/2018, e intitulado “Monitoramento integrado de
alteracdes no crescimento e desenvolvimento relacionadas a infecgéao pelo virus

Zika e outras etiologias”, apresenta 2.865 casos confirmados da infecgdo com
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alteragbes em recém-nascidos e criangas, e 357 casos confirmados de 6bitos
fetais, neonatais e infantis.

No estado do Rio de Janeiro, entre setembro de 2015 e fevereiro de 2016,
um grupo de 88 gestantes apresentando exantema foi testado para ZIKV pela
técnica de RT-PCR(®D. Setenta e duas pacientes (82%) apresentaram resultado
positivo no sangue, urina ou ambos. A idade gestacional no momento do
exantema, que caracteriza a fase aguda da infeccéo, variou entre 5 e 38
semanas. As queixas maternas mais comuns encontradas foram exantema
macular ou maculopapular, prurido, artralgia, conjuntivite ndo purulenta e
cefaleia; 28% apresentaram febre baixa e de curta duracdo. Exames de
ultrassom e Doppler foram realizados em 42 gestantes ZIKV RT-PCR positivas,
sendo encontradas alteragcfes em 12 fetos (29%): 2 fetos natimortos (36 e 38
semanas), 5 fetos foram diagnosticados com crescimento intrauterino restrito
(CIUR) com ou sem microcefalia, 7 fetos apresentaram alteragdes estruturais no
SNC e em 7 fetos encontraram alteracdes de volume do liquido amnidtico ou
anormalidades no exame de dopplervelocimetria. Dois recém-nascidos
apresentaram lesdes maculares no exame de fundo de olho.

Os dois casos que apresentaram PCR(s) positivos para o Zika virus no
estado da Paraiba (16) apresentavam alteracdes estruturais significativas no
sistema nervoso central: microcefalia, atrofia cerebral, calcificacdes, disgenesia
de copo caloso e ventriculomegalia. Naquela época, todo o esfor¢co das equipes
multidisciplinares que atendiam as gestantes com suspeita de infec¢céo, centrava
na possibilidade do diagnoéstico intrauterino de microcefalia.

A importancia do trabalho publicado em Fevereiro de 2016 pelo grupo do

Rio de Janeiro foi o de demonstrar, a partir de um estudo de coorte em gestantes
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infectadas pelo ZIKV, que a microcefalia fazia parte de um espectro muito maior
de anomalias estruturais e funcionais, que poderiam comprometer o
desenvolvimento fetal, independentemente do trimestre em que ocorria a
infeccdo, além de estar associada com diminuigcdo no ritmo de crescimento
intrauterino e na qualidade de vida logo ap4s o0 nascimento.

Destacou também a possibilidade de alteracdes nos globos oculares, a
partir de achados suspeitos durante a realizacdo dos exames de ultrassom
obstétricos. O estudo sistematico de todas as criancas filhas de méaes infectadas
durante a gravidez, utilizando o exame de fundo de olho, fundoscopia, permitiu
o diagndstico de lesBes maculares no periodo pés-natal imediato, associadas ou
ndo a microcefalia®?-%), que posteriormente foram tratadas com a utilizagcdo de
Oculos para a correcao da disfungéo visual.

Este estudo ainda contribuiu para atestar a associacao entre a infeccao
pelo ZIKV e a microcefalia®”).

Publicacdes posteriores, sendo em sua maioria relatos de casos ou série
de casos, realizados a partir de material de necropsias ou de aborto, confirmaram
o potencial lesivo da infeccdo pelo ZIKV principalmente no SNC e na placenta©®
72, Estudos de imagem utilizando tomografia computadorizada (TC) e
ressonancia magnética (RM), realizados em recém-nascidos infectados pelo
ZIKV confirmaram os achados de anomalias estruturais detectados nos exames
de ultrassom, realizados durante a gestagdo(’374),

Os estudos experimentais demonstraram de maneira inequivoca a
capacidade do virus Zika causar leséo direta nas células neuronais, levando a

diminuicdo do numero total de células e/ou atraso na multiplicacdo dos neurénios
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progenitores acometidos pela infeccdo, resultando na diminuicdo da migracao
neuronal, acarretando hipoplasia e desorganizacéo encefalica (7> 78),

Nos ultimos trés anos varias perguntas clinicas e experimentais foram
parcialmente respondidas. A gravidade da infec¢cdo materna assim como a carga
viral e a presenca de anticorpos contra a DENV n&o se relacionam com o
desfecho perinatal. Entretanto, um estudo de coorte realizado em uma
populagdo do estado da Bahia, encontrou associagdo entre altos titulos de
anticorpos contra a DENV com a reducao do risco de contrair a infeccéo pelo
ZIKV.®9 Qutras formas de contagio além da mordida do mosquito infectado
foram suspeitadas e posteriormente comprovadas, como a via sexual, quando
um dos parceiros estd infectado®82, Particulas virais com capacidade
infectante foram isoladas na saliva e na urina ®. A ultraestrutura do ZIKV e o
seqguenciamento do genoma de amostras sul-americanas foram completados (2.

Infelizmente terapias antivirais e a possibilidade de utilizagdo de uma
vacina para prevenir a doenca ainda ndo estéao disponiveis.

Assim, passados pouco mais de 36 meses desde o inicio da epidemia em
nosso pais, a infeccdo pelo ZIKV e seus efeitos deletérios sobre os fetos de
gestantes acometidas ainda constitui um grande desafio para a Ciéncia

Moderna.
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HIPOTESE

A hipétese formulada para o nosso primeiro estudo foi que a utilizacdo de dois
métodos propedéuticos biofisicos, o ultrassom e o Doppler, poderiam auxiliar na
identificacdo de fetos de risco para anomalias estruturais e hemodinamicas,
associadas a infecgéo pelo ZIKV.

Para o segundo artigo, constituimos como hip6tese, que a utilizacdo da
amniocentese para a coleta de liquido amniotico, poderia contribuir para a
identificacdo do diagndstico etiolégico de anomalias estruturais suspeitas
durante a epidemia, em um grupo de gestantes sem diagndstico prévio da

infecgao pelo ZIKV.
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OBJETIVOS

4.1- Objetivo principal

Estudar a morfologia de fetos cujas mées foram infectadas pelo ZIKV durante a

gestacao, utilizando o ultrassom e o Doppler, buscando identificar padrées de

alteragcbes estruturais e/ou no ritmo de crescimento fetal, além de alteracdes

hemodinamicas caracteristicas.

4.2- Objetivos especificos

1.

Descrever detalhadamente a anatomia fetal utilizando o ultrassom, com
énfase para alteragdes comumente associadas as infec¢des congénitas
Analisar o ritmo de crescimento fetal realizando estudos
ultrassonogréficos seriados

Identificar as alteracbes anatdmicas encontradas na tentativa de
estabelecer padrées de anormalidades relacionadas a sindrome da
infeccao pelo ZIKV

Analisar os vasos do corddo umbilical, as artérias umbilicais, utilizando a
técnica de dopplervelocimetria, que demonstram indiretamente a
qualidade da perfusao placentaria

Estudar a artéria cerebral média fetal, utilizando a técnica de Doppler, na
tentativa de identificar alteracbes hemodinamicas possiveis de serem
encontradas em fetos cujas méaes foram infectadas

Determinar se a normalidade destes exames durante a gestacdo se

associa com o prognéstico perinatal.
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7. Utilizar a amniocentese como recurso propedéutico para o diagnostico
diferencial das pacientes com fetos suspeitos da Sindrome da Zika

Congénita.
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5. METODOS

5.1- Local do Estudo

O estudo foi desenvolvido no Instituto Nacional de Saude da Mulher, da Crianca
e do Adolescente Fernandes Figueira (IFF), hospital materno-infantil pertencente
a Fundacédo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), como parte de um estudo de coorte
intitulado “Exposigdo vertical ao Zika Virus e suas consequéncias no

neurodesenvolvimento”.

5.2- Delineamento do Estudo

Foi realizado um estudo descritivo, longitudinal e prospectivo, como parte de um
estudo de coorte desenvolvido em nosso hospital, entre 14 de dezembro de 2015
e 31 de dezembro de 2017, composto por um grupo de gestantes, portadoras de
gestacBes Unicas ou multiplas, em qualquer idade gestacional, que tenham
diagndstico laboratorial confirmado de infeccao pelo ZIKV, através da técnica de
RT-PCR, no periodo perinatal. Todas as pacientes foram convidadas a realizar
exames de ultrassom e dopplervelocimetria no Setor de Medicina Fetal do
Departamento de Obstetricia do IFF. Os exames foram realizados com aparelhos
de ultrassonografia modelos E6, Volusom 730 e S8, todos fabricados pela
General Electric, GE (Alemanha), utilizando sondas convexas. Para a avaliacao
de gestacdes no primeiro trimestre foram utilizadas sondas endocavitarias. As
pacientes realizaram os exames em posi¢ao de decubito dorsal, semi-inclinadas.
Laudos padronizados foram emitidos ao final dos exames e colocados no
prontuario, segundo a rotina do setor, utilizando o programa de laudos Astraia,

versao 1.24.10, 2019 (Astraia Software GmBh, Alemanha). O examinador
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principal do estudo, responsavel pela realizacao, supervisdo e treinamento da
equipe, possuia o titulo de especialista em Ultrassom emitido pela Federagéo
Brasileira de Ginecologia e Obstetricia (FEBRASGO) e pelo Colégio Brasileiro
de Radiologia (CBR). Todos o0s exames de ultrassonografia e
dopplervelocimetria foram praticados seguindo os protocolos da International
Society for Ultrasound in Obstetrics and Gynecology (ISUOG).(®4-86)

As gestantes foram divididas em trés diferentes grupos, de acordo com a idade
gestacional quando da chegada ao Setor de Medicina Fetal. Cada grupo foi
estudado de forma distinta, com rotinas pré-estabelecidas de exames de

ultrassonografia e dopplervelocimetria.

5.2.1- Pacientes com idade gestacional < 20 semanas
Ultrassonografia:

Para gestacdes cujos fetos apresentam comprimento cabeca-nadega
(CCN) menores que 45 mm, foram realizadas as medidas do CCN e anotada a
frequéncia cardiaca fetal. Para fetos com CCN medindo entre 45 e 84 mm, foram
realizadas as medidas do CCN, do diametro biparietal (DBP) e da circunferéncia
cefalica (CC), além da medida da transluscéncia nucal (TN), observacédo da
presenca do osso nasal e afericdo do indice pulsatil (Pl) do ducto venoso (DV).
Foi realizada também a avaliacdo morfolégica compativel com a idade
gestacional. O calculo de risco para aneuploidias foi disponibilizado para as
pacientes.

Para gestacoes que apresentam CCN maiores ou iguais a 85 mm, foram
realizadas as medidas do diametro biparietal (DBP), da circunferéncia cefalica

(CC), da circunferéncia abdominal (CA), do comprimento do fémur (F),
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comprimento do Umero (U), comprimento transverso do cerebelo (CER),
espessura do corno posterior do ventriculo cerebral lateral (Vp) e cisterna magna
(CM). Todas as medidas foram expressas em milimetros (mm). A espessura da
placenta foi medida em mm, na regido central. A avaliagdo quantitativa do liquido
amniético foi realizada através da medida do maior bolsdo vertical (MBV),
medido em mm. O estudo da morfologia fetal apropriada para esta idade
gestacional compreendeu: a identificacdo do perfil, da calota craniana, do
encéfalo, coluna, posicao e visualizacdo do coragdo, posicao e visualizacao do
estomago, insergcdo do corddo umbilical na parede abdominal, visualizagéo dos
rins e bexiga e identificacdo dos quatro membros. Foram também anotadas a
presenca de derrames cavitarios além de quaisquer outras alteracdes estruturais
ou funcionais.
Dopplervelocimetria:

Foi realizada a insonacdo do corddo umbilical para a confecgédo de
sonograma da artéria umbilical, objetivando a avaliacdo do indice de

pulsatilidade (PI).

5.2.2- Pacientes com idade gestacional entre 20 e 29 semanas
Ultrassonografia:

Foram realizadas as medidas do diametro biparietal (DBP), da
circunferéncia ceféalica (CC), da circunferéncia abdominal (CA), do comprimento
do fémur (F) e comprimento do umero (U), comprimento transverso do cerebelo
(CER), espessura do corno posterior do ventriculo cerebral lateral (Vp) e cisterna
magna (CM). Todas as medidas foram expressas em milimetros (mm). A

espessura da placenta foi medida em mm, na regido central. A avaliacéo
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quantitativa do liqguido amniético foi realizada através da medida do maior bolséo
vertical (MBV), medido em mm. O estudo da morfologia fetal apropriada para
esta idade gestacional compreendeu: a identificacdo do perfil, da calota
craniana, do parénquima cerebral, estudo da anatomia do coragéo e pulmdes,
posicdo e visualizagdo do estomago, insercdo do corddo umbilical na parede
abdominal, visualizagdo da bexiga e rins, estudo da coluna e contagem dos
0ssos longos. Foram também anotadas a presenca de derrames cavitarios além
de quaisquer outras alteracdes estruturais ou funcionais.

Dopplervelocimetria:

Foi realizada a insonacdo do corddo umbilical para a confecgdo de
sonograma da artéria umbilical, objetivando a avaliacdo do indice de
pulsatilidade (PI). Foi realizada também a insonacdo da artéria cerebral média
(ACM) no seu tergo proximal objetivando a avaliagdo do indice de pulsatilidade

(PI) e anotado o pico de velocidade sistélica maxima (PVS).

5.2.3- Pacientes com idade gestacional > 30 semanas
Ultrassonografia:

Foram realizadas as medidas do diametro biparietal (DBP), da
circunferéncia ceféalica (CC), da circunferéncia abdominal (CA), do comprimento
do fémur (F) e comprimento do umero (U), comprimento transverso do cerebelo
(CER), espessura do corno posterior do ventriculo lateral do cérebro (Vp) e
cisterna magna (CM). Todas as medidas foram expressas em milimetros (mm).
A espessura da placenta foi medida em mm, na regido central. A avaliacao
quantitativa do liquido amnidtico foi realizada através da medida do maior bolsao

vertical (MBV), medido em mm. Embora o estudo da morfologia fetal a partir
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dessa idade gestacional possa ficar prejudicada, tentamos manter o padrao de
estudo do sistema nervoso central (SNC), quando foi possivel. Foram também
anotadas a presenca de derrames cavitdrios além de quaisquer outras
alteracdes estruturais ou funcionais.

Dopplervelocimetria:

Foi realizada a insonacdo do corddo umbilical para a confecgéo de
sonograma da artéria umbilical, objetivando a avaliacdo do indice de
pulsatilidade (Pl). Foi realizada também a insonacdo da ACM no seu tergo
proximal, objetivando a avalia¢éo do indice de pulsatilidade (Pl) e anotado o pico
de velocidade sistélica maxima (PVS).

Todas as medidas aferidas nos exames de ultrassom e Doppler foram
submetidas as tabelas de normalidade inclusas no programa de laudos Astraia®,
determinando padrdo de normalidade/anormalidade dos resultados.®7-92)

Para as pacientes sem confirmagédo laboratorial da infecgéo pelo ZIKV
cujos fetos apresentaram malformagdes suspeitas de infec¢cdo congénita, foram
oferecidos exames de amniocentese e/ou cordocentese, guiados por ultrassom,
de acordo com a idade gestacional, para a realizacdo de RT-PCR no liquido
amnidético ou sangue fetal, respectivamente, além da realizacdo de cariétipo fetal
quando indicado. Foram utilizadas agulhas 20g e 22g, com 7 cm de
comprimento. O volume de liquido amnid6tico coletado variou de 18 ml a 24 ml.

Exames de ressonancia magnética (RM) durante a gestacdo foram
realizados em 17 gestantes.

O resultado perinatal foi avaliado através de um conjunto de parametros
clinicos perinatais, de imagem e laboratoriais pds-natais, anotados em uma ficha

especifica (Anexo 1).
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As pacientes realizaram os partos no IFF e em outras maternidades
publicas ou privadas.

Tentamos colher sangue do cordédo umbilical e fragmentos da placenta de
todas as pacientes para estudos laboratoriais e de anatomia patologica.

Os recém-nascidos que nasceram no IFF foram avaliados de acordo com
0 protocolo de assisténcia do Departamento de Neonatologia do hospital,

alinhado ao protocolo do Ministério da Saude.

5.3- Critério de Incluséo

Gestantes portadoras de gestacdes Unicas ou multiplas, em qualquer
idade gestacional, que tenham diagndstico laboratorial confirmado de infeccéo
pelo ZIKV, através da técnica de RT-PCR, em qualquer tecido materno, fetal ou
neonatal,
elou
pacientes sem diagnéstico da infeccdo por ZIKV cujos fetos apresentavam

anomalias estruturais suspeitas ao ultrassom.

5.4- Critérios de Excluséo

Perda de seguimento perinatal.

5.5- Diagnaostico por imagem

Os exames de ultrassom e Doppler foram realizados pela equipe do Setor
de Medicina Fetal do IFF. Exames de RM foram realizados pela equipe do Centro
de Diagnostico por Imagem (CDPI) através de um convénio estabelecido. Os

exames de ultrassom transfontanela (USTF) e tomografia computadorizada (TC)
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dos recém-nascidos foram realizados pela equipe do Departamento de

Radiologia do IFF.

5.6- Exames laboratoriais

Os exames de cariétipo no sangue fetal ficaram sob a responsabilidade
do Departamento de Genética do IFF. Os exames de cariétipo no liquido
amnidtico foram realizados por um laboratério privado, DLE, através de um
convénio preestabelecido. Os exames de RT-PCR foram confeccionados pela
equipe do Laboratério de Alta Complexidade do nosso instituto. Os exames da
placenta e as necropsias foram executados pela equipe do Departamento de

Anatomia Patol6gica do hospital.

5.7- Andlise estatistica

O banco de dados para a coleta das informacdes foi montado utilizando o
programa EPI 7 (Center for Disease and Preventing Control — CDC; Estados
Unidos da América, 2016). Para a andlise estatistica foi utilizado o Programa
SPSS for Windows (Statistical Package for the Social Sciences Inc. - IBM,
Estados Unidos da América, 2017), aceitando como significante os resultados

de um intervalo de confianga de 95% (p<0.05).

5.8- Aspectos éticos

Este estudo faz parte de um projeto apresentado aos Comités de Etica
em Pesquisa (CEP) do INI/FIOCRUZ aprovado sob numero CAAE
0026.0.009.000-07, e do |IFF aprovado sob o numero CAAE

52675616.0.0000.5269 “Exposicao vertical ao Zika Virus e suas consequéncias
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no neurodesenvolvimento”, pareceres numeros 1.397.153 e 1.431.820, em
consonancia com a resolucdo 466/12, proferida pelo Conselho Nacional de

Saude e foi registrado no ClinicalTrials.gov sob o protocolo NCT 03255369.
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Abstract

IMPORTANCE Congenital Zika virus infection causes a spectrum of adverse birth outcomes,
including severe birth defects of the central nervous system. The association of prenatal
ultrasonographic findings with adverse neonatal outcomes, beyond structural anomalies such as
microcephaly, has not been described to date.

OBIJECTIVE To determine whether prenatal ultrasonographic examination results are associated

with abnormal neonatal outcomes in Zika virus—affected pregnancies.

DESIGN, SETTING, AND PARTICIPANTS A prospective cohort study conducted at a single regional
referral center in Rio de Janeiro, Brazil, from September 1, 2015, to May 31, 2016, among 92 pregnant
women diagnosed during pregnancy with Zika virus infection by reverse-transcription polymerase
chain reaction, who underwent subsequent prenatal ultrasonographic and neonatal evaluation.
EXPOSURES Prenatal ultrasonography.

MAIN OUTCOMES AND MEASURES The primary outcome measure was composite adverse

neonatal outcome (perinatal death, abnormal finding on neonatal examination, or abnormal finding
on postnatal neuroimaging). Secondary outcomes include association of specific findings with
neonatal outcomes.

RESULTS Of 92 mother-neonate dyads (mean [SD] maternal age, 29.4 [6.3] years), 55 (60%) had
normal results and 37 (40%) had abnormal results on prenatal ultrasonographic examinations. The
median gestational age at delivery was 38.6 weeks (interquartile range, 37.9-39.3). Of the 45
neonates with composite adverse outcome, 23 (51%) had normal results on prenatal
ultrasonography. Eleven pregnant women (12%) had a Zika virus—associated finding that was
associated with an abnormal result on neonatal examination (adjusted odds ratio [aOR], 11.6; 95%Cl,
1.8-72.8), abnormal result on postnatal neuroimaging (aOR, 6.7; 95%Cl, 1.1-38.9), and composite
adverse neonatal outcome (aOR, 27.2; 95%Cl, 2.5-296.6). Abnormal results on middle cerebral
artery Doppler ultrasonography were associated with neonatal examination abnormalities (aOR,
12.8; 95%Cl, 2.6-63.2), postnatal neuroimaging abnormalities (aOR, 8.8; 95%Cl, 1.7-45.9), and
composite adverse neonatal outcome (aOR, 20.5; 95%Cl, 3.2-132.6). There were 2 perinatal deaths.
Abnormal findings on prenatal ultrasonography had a sensitivity of 48.9% (95%Cl, 33.7%-64.2%)
and a specificity of 68.1% (95%Cl, 52.9%-80.1%) for association with composite adverse neonatal

outcomes. For a Zika virus—associated abnormal result on prenatal ultrasonography, the sensitivity

(continued)

Key Points

Question Are prenatal ultrasonographic findings in maternal Zika virus infection associated with adverse neonatal
outcomes?

Findings In this cohort study of 92 women with confirmed Zika virus infection in pregnancy, 37 had an abnormal
result on prenatal ultrasonography that was associated with adverse composite neonatal outcomes. However, 23 of
55 neonates who had normal results on prenatal ultrasonography still had adverse neonatal outcomes.

Meaning Abnormal results on prenatal ultrasonography are associated with adverse neonatal outcomes; however, a
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Abstract (continued)

was lower (22.2%; 95%Cl, 11.2%-37.1%) but the specificity was higher (97.9%; 95%Cl,
88.7%-99.9%).

CONCLUSIONS AND RELEVANCE Abnormal results on prenatal ultrasonography were associated

with adverse outcomes in congenital Zika infection. The absence of abnormal findings on prenatal
ultrasonography was not associated with a normal neonatal outcome. Comprehensive evaluation is

recommended for all neonates with prenatal Zika virus exposure.

Introduction
The rate of abnormal perinatal outcomes after maternal Zika virus infection has been estimated to be

from 6%to 55%for infections acquired in the first trimester and from 3%to 29% for infections
acquired in the third trimester.1 The spectrum of anomalies associated with maternal Zika virus
infection is still being characterized, and most information to date has been gleaned from
retrospective cohorts and case-control studies.2-10 Recent reports evaluating the predictive value of
prenatal ultrasonography are limited because they included cohorts identified prenatally or
postnatally with microcephaly alone and did not include all pregnant women infected with Zika
virus.11,12 Similarly, variation in the case definition of Zika virus infection by different groups,
particularly the reliance on serologic diagnosis in endemic areas, complicates the interpretation of
results owing to the cross-reactivity of antibodies with other common flaviviruses, such as dengue
virus.13,14 Although microcephaly was among the birth defects initially associated with congenital
Zika virus, additional brain abnormalities have been identified in its absence, and the spectrum of
postnatal abnormalities is not yet fully characterized.10,15-19 Reports have primarily focused on the
predictive value of prenatal ultrasonography in identifying microcephaly among affected
neonates.2o However, it is likely that not all Zika virus—infected fetuses will be affected to the same
degree, such as with cytomegalovirus infectionzi; thus, focusing prenatal diagnosis on the detection
of microcephaly will fail to identify all infants at risk for adverse outcome.

As such, the challenge for clinicians is to identify which maternal Zika virus infections will have

an abnormal neonatal outcome.122 Prenatal screening of potentially infected fetuses is critical for
patient counseling of pregnancy care options, as well as optimizing the delivery setting and care of
the neonate. However, the association of prenatal ultrasonographic findings with neonatal outcomes
from Zika virus infection remains to be fully defined. The aim of this study was to assess the
association between prenatal ultrasonographic findings and neonatal outcomes among pregnant
women with confirmed Zika virus infection.

Methods

Study Design and Participants
This was a nested, prospective cohort study evaluating the clinical manifestations and neonatal

outcomes of symptomatic Zika virus infection during pregnancy. Data were reported according to the
Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology (STROBE) reporting guidelines
for cohort studies. This study was approved by the institutional review boards at Fundac¢ido Oswaldo
Cruz (Fiocruz), Rio de Janeiro, Brazil, and the University of California, Los Angeles, and considered
exempt at the University of California, San Francisco. Written informed consent was obtained from each
patient at the time of enrollment. From September 1, 2015, through May 31, 2016, 345 pregnant women
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who presented to Fundagio Oswaldo Cruz with a rash the previous 5 days were eligible and included
after providing informed consent. Details of the initial cohort have been previously described.2 No fetal
malformations were identified before study enrollment, and the study population was without chronic
medical conditions. All of the patients underwent serologic or molecular testing for dengue,
chikungunya, measles, parvovirus B19, cytomegalovirus, HIV, and syphilis as part of the study protocol
and through routine prenatal care through Brazilian guidelines. In this study, we included women with
a positive result for Zika virus confirmed by serum or urine reverse-transcription polymerase chain
reaction (RT-PCR) who underwent at least 1 prenatal ultrasonography session after infection and had
known neonatal outcomes. All infants were born and examined at Instituto Fernandes Figueira, Rio de
Janeiro, Brazil, a tertiary maternal and pediatric referral center. Gestational age was confirmed by the
earliest ultrasonographic measurements available (either through prenatal records or at the study site)

in all patients.

Procedures
All patients who were included in the study were referred for prenatal ultrasonography at

enrollment, between 20 and 30 weeks’ gestation, and after 30 weeks’ gestation per national
guidelines. Perinatologists certified by the Brazilian College of Radiology and Diagnostic Imaging and
the Brazilian Federation of Gynecology and Obstetrics Associations (FEBRASGO) performed all
prenatal ultrasonography with a 4-mHz to 8-mHz probe (Voluson 730 Expert or Voluson E6; GE
Healthcare). Standard fetal biometric measurements (biparietal diameter, head circumference,
abdominal circumference, and femur length) were obtained as well as an anatomic survey of the
fetus as previously described. The Hadlock formula and standards were used to define fetal growth
restriction (fetal weight <10th percentile) and macrosomia (fetal weight >90th percentile) for
gestational age.2s Microcephaly was defined as fetal head circumference less than 2 SDs below the
mean for a given gestational age or below the third percentile for gestational age as per standards set
by the Brazilian Ministry of Health.24 Ventriculomegaly was defined as the downside lateral ventricle
at the level of the atria measuring 10mmor more. Mega cisterna magna was defined as a cisterna
magna measurement greater than 10mmon the oblique transverse plane in the setting of normal
cerebellar hemispheres and vermis. Oligohydramnios and polyhydramnios were defined as a deepest
vertical pocket less than 2 cm and greater than 8 cm, respectively. Placentomegaly was defined as
greater than 4 cm in maximal placenta thickness. For Doppler studies, the pulsatility indexes of the
umbilical artery and middle cerebral artery (MCA) were defined as abnormal if greater than the 95th
percentile or if the peak systolic velocity of the MCA was greater than 1.5 multiples of the median.
Detailed prenatal ultrasonographic data were collected prospectively and abstracted for each
patient. Each patient was considered as a single case, irrespective of the number of ultrasonographic
scans performed. The ultrasonographic result was defined as abnormal if any of the following was
noted on at least 1 examination: any structural anomaly, abnormal fetal growth measurements (fetal
growth restriction or macrosomia), abnormal umbilical artery or MCA Doppler measurements,
abnormal amniotic fluid assessment (oligohydramnios or polyhydramnios), or placentomegaly.
Abnormal results found on ultrasonography were then categorized as a Zika-associated abnormality
or an ultrasonographic finding of unknown significance in Zika infection. Zika-associated
ultrasonographic findings included any major central nervous system (CNS) abnormality
(microcephaly, calcifications, ventriculomegaly, Blake pouch cyst, cerebellar vermis hypoplasia, or
agenesis of the corpus callosum), fetal growth restriction, or arthrogryposis. Ultrasonographic
findings of unknown significance in Zika infection included those not previously described in Zika
infection and of unclear clinical significance if they were to be identified in isolation, such as abnormal
Doppler results, amniotic fluid abnormalities, macrosomia, placentomegaly, mega cisterna magna,
and others.

Perinatal data collected at the time of birth included gestational age at delivery, mode of
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delivery, neonatal intensive care unit (NICU) admission, duration of NICU admission, and perinatal
death. All neonates had physical examinations performed by pediatricians from the study team,
including neonatologists, pediatric infectious disease specialists, geneticists, and neurologists.
Funduscopic eye examinations were performed by trained pediatric ophthalmologists as previously
described.2s Hearing assessments were performed through brainstem evoked response audiometry.
Anthropometric measures at birth were obtained for all live births as previously described, and
microcephaly at birth was defined as a head circumference zscore less than —2.2 Small and large for
gestational age were defined per International Fetal and Newborn Growth Consortium for the 21st
Century (INTERGROWTH-21st) standards.2s Neuroimaging was performed at the clinician’s
discretion or patient preference by transfontanelle ultrasonography, computerized tomography of
the brain, or brain magnetic resonance imaging. Not all infants underwent eye, hearing, or
neuroimaging studies. The primary outcome was a composite adverse neonatal outcome, defined as
perinatal death (stillbirth or death within 28 days of life), an abnormal finding on neonatal

examination, or an abnormal finding on postnatal neuroimaging.

Statistical Analysis
We analyzed the association between prenatal ultrasonographic findings and neonatal outcomes.

Secondary outcomes were associations between abnormal results on ultrasonography and adverse
neonatal outcomes at neonatal examination or abnormal postnatal neuroimaging results. Categorical
variables were compared with the Fisher exact test or y2test, and continuous variables were
compared using a 2-tailed t test (parametric) or Wilcoxon rank sum test (nonparametric). Adjusted
odds ratios (aORs) and 95%Cls were calculated by multivariate logistic regression. All pvalues were
2-sided and were considered statistically significant if less than .05. Statistical analysis was
performed using Stata, version 14.2 (Stata Corp). When data were missing or not obtained, the

appropriate denominator was indicated in the tables.

Results

During the study period, 182 pregnant women (mean [SD] maternal age at enrollment, 29.4 [6.3]
years) had positive results for Zika virus confirmed by RT-PCR and were offered ultrasonographic
examination, of whom 92 pregnant women (51%) opted for at least 1 prenatal ultrasonographic
examination and had known neonatal outcomes. The most common reason stated for declining
prenatal ultrasonography was fear of discovering a fetal anomaly with no ability to change the
pregnancy outcome. Of the 92 mother-neonate dyads included in the final analysis, 55 pregnant
women (60%) had normal results on ultrasonography and 37 pregnant women (40%) had at least 1
abnormal result on ultrasonography (Figure). In patients with normal results on prenatal
ultrasonography, all pregnancies resulted in live births, from which 23 of 55 neonates (42%) had an
adverse neonatal outcome. Of the 37 patients with abnormal findings on prenatal ultrasonography,
there was 1 fetal death at 36 weeks’ gestation, and 21 of 36 neonates (58%) had an abnormal

outcome, including 1 neonatal death on day 1 of life.
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The spectrum and classification of prenatal ultrasonographic findings are shown in Table 1.
Thirty-seven of the 92 pregnant women (40%) were found to have at least 1 abnormal finding on
prenatal ultrasonography. Ultrasonographic findings were grouped into Zika-associated
abnormalities and findings of unknown significance in Zika infection. The most common Zika associated
abnormalities were CNS abnormalities (10 of 92 fetuses [11%]), including microcephaly,
calcifications, and ventriculomegaly. Abnormal umbilical artery and MCA Doppler abnormalities were
also found in 5 (5%) and 16 (17%) fetuses, respectively, and were sometimes transiently abnormal.
There were 26 fetuses with an isolated ultrasonographic finding of unknown significance. All cases
with a Zika-associated abnormal result on ultrasonography had at least 1 ultrasonographic finding
with no prior association with Zika infection, most commonly abnormal Doppler measurements.
Comparison of baseline characteristics between pregnant women with normal results on
ultrasonography vs those with abnormal results on ultrasonography revealed that pregnant women
with abnormal results on ultrasonography were younger (mean [SD] age, 27.8 [6.5] years for
pregnant women with normal ultrasonographic results vs 30.5 [6.1] years for pregnant women with
abnormal ultrasonographic results; P = .05) and underwent more frequent ultrasonographic
examinations (mean [SD] of 3.5 [1.9] examinations for pregnant women with normal
ultrasonographic results vs 2.6 [1.3] examinations for pregnant women with abnormal
ultrasonographic results; P = .01) (eTable 1 in the Supplement). There were no significant differences
in gestational age at the time of Zika virus infection between the 2 groups. One pregnant woman had
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a positive test result for co-infection with chikungunya virus by RT-PCR; this pregnant woman had a
normal result on prenatal ultrasonography and a normal neonatal outcome. There were no
differences in serologic evidence of other congenital infections, including chikungunya virus,
cytomegalovirus, dengue, measles, syphilis, and toxoplasmosis (data not shown).

Perinatal outcomes for the 91 liveborn infants in the 2 groups (normal ultrasonographic results
group and abnormal ultrasonographic results group) are shown in Table 2. The median gestational
age at delivery was 38.6 weeks (interquartile range, 37.9-39.3 weeks). There were no significant
between-group differences in gestational age at delivery, neonate sex, preterm birth, birth weight,
or emergency cesarean delivery. The abnormal ultrasonographic results group was more likely to
require admission to the NICU (11 of 36 neonates [31%] in the abnormal ultrasonographic results
group vs 7 of 54 [13%] in the normal ultrasonographic results group; P = .04). Most NICU admissions
were for full-term infants born after 37 weeks’ gestation. There were 6 cases of neonatal
microcephaly, all of which were detected on prenatal ultrasonography. Both cases of perinatal death
had an abnormal finding on prenatal ultrasonography.

A composite adverse neonatal outcome was determined for each fetus in the abnormal
ultrasonographic results group. Of the 92 mother-neonate dyads, 45 neonates (49%) had an adverse
neonatal outcome (eTable 2 in the Supplement). There were 2 perinatal deaths. One fetal death
occurred at 36 weeks’ gestation. In this case, maternal infection occurred at 25 weeks, and the
pregnant woman had a normal ultrasonographic finding at 30 weeks, followed by a second
ultrasonographic scan at 33 weeks that showed abnormal MCA Doppler measurements. The other
was a neonatal death occurring on day 1 of life in an infant with multiple CNS anomalies,
hydrocephalus, arthrogryposis, and severe fetal growth restriction. There were 41 of 91 neonates
(45%) with abnormal results on neonatal examination. The most common abnormal findings on
neonatal examination were hypertonia (n = 12), seizures (n = 8), hypotonia (n = 6), microcephaly

(n = 6), congenital contractures (n = 3), and dysmorphic features (n = 3). Of the 64 infants who
underwent a funduscopic eye examination, 8 (13%) were found to have ophthalmologic findings
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consistent with congenital Zika syndrome. Three of the 27 neonates had hearing loss when given a
hearing test. Postnatal neuroimaging was performed in 68 neonates, of whom 23 (34%) had
abnormal results. In this cohort of 92 neonates whose mothers had prenatal ultrasonography, there

was no association between gestational age at delivery, gestational age at time of Zika virus infection,
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trimester of maternal Zika virus infection, and adverse neonatal outcomes (eTable 3 in the
Supplement).

Associations between abnormal results on prenatal ultrasonography and abnormal results on
neonatal examination, abnormal findings on postnatal neuroimaging, and composite adverse
neonatal outcome were investigated (Table 3 and eTable 4 in the Supplement). After adjusting for
maternal age and number of ultrasonographic examinations performed, a major Zika virus—
associated abnormal finding on ultrasonography, which occurred in 11 of the 92 pregnant women
(12%), was associated with significantly increased probability of abnormal results on neonatal
examination (aOR, 11.6; 95%Cl, 1.8-72.8), abnormal results on postnatal neuroimaging (aOR, 6.7;
95%Cl, 1.1-38.9), and composite adverse neonatal outcome (aOR, 27.2; 95%Cl, 2.5-296.6).
Abnormalities of the CNS and fetal growth restriction were both associated with significantly
increased risk of composite adverse neonatal outcome (aOR, 2.2; 95%Cl, 2.4-301.5] for CNS
abnormalities and 14.6; 95%Cl, 1.2-174.0 for fetal growth restriction). Abnormal MCA Doppler
measurements were associated with abnormal results on neonatal examination (aOR, 12.8; 95%Cl,
2.6-63.2), postnatal neuroimaging (aOR, 8.8; 95%Cl, 1.7-45.9), and composite adverse neonatal
outcome (aOR, 20.5; 95%Cl, 3.2-132.6). Oligohydramnios was associated with an increased risk of
abnormal result on neonatal examination (aOR, 13.5; 95%Cl, 1.1-170.3).

Table 4 shows the distribution of the mother-neonate dyads with abnormal results on prenatal
ultrasonography (n = 37), abnormal results on neonatal examination (n = 41), and abnormal results
on postnatal neuroimaging (n = 23). Of the 37 pregnant women with abnormal results on prenatal
ultrasonography, 20 neonates (54%) had an abnormal result on neonatal examination and 27
neonates (73%) had at least 1 postnatal neuroimaging study, of whom 12 of the 27 neonates (44%)
had an abnormal result. Two neonates had both normal results on prenatal ultrasonography and on
neonatal examinations but abnormal results on postnatal neuroimaging: 1 neonate had a posterior
fossa hemorrhage and the second neonate had cerebral calcifications that were not detected
antenatally. Detailed descriptions of neonatal outcome for each case by mother-neonate dyad are
shown in the supplemental material (eTable 5 in the Supplement).

In our cohort, an abnormal result on prenatal ultrasonography had a sensitivity of 48.9% (95%

Cl, 33.7%-64.2%) and a specificity of 68.1% (95%Cl, 52.9%-80.1%) for association with a composite
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adverse neonatal outcome. For a major Zika-associated abnormal result on prenatal ultrasonography,
the sensitivity was lower (22.2%; 95%Cl, 11.2%-37.1%), but the specificity was higher (97.9%; 95%

Cl, 88.7%-99.9%). In this study of pregnant women with confirmed Zika virus infection, the positive
predictive value of any abnormality on prenatal ultrasonography for composite adverse neonatal
outcome was 59.5%(95%Cl, 46.7%-71.0%) and the negative predictive value was 58.2%(95%Cl,
49.6%-66.3%); for major, Zika-associated abnormal results, the positive and negative predictive
values for composite adverse neonatal outcome were 90.9%(95%Cl, 57.2%-98.7%) and 56.8%

(95%Cl, 52.8%to 60.7%), respectively.

Discussion

In this study, we describe the spectrum of prenatal ultrasonographic findings in Zika virus—confirmed
pregnancies and evaluate the associations with neonatal examination and postnatal neuroimaging
abnormalities. We found that major Zika virus—associated abnormalities observed on prenatal
ultrasonography were associated with a 6-fold to 27-fold increase in the odds of composite adverse
neonatal outcomes of abnormal results on neonatal examination or postnatal neuroimaging. Specific
ultrasonographic findings associated with adverse neonatal outcome include CNS abnormalities,
cerebral calcifications, ventriculomegaly, fetal growth restriction, and abnormal MCA Doppler
measurements. The sensitivity of prenatal ultrasonography to predict overall composite adverse
neonatal outcomes was low (48.9%) because more than half of the patients with abnormal results on

neonatal examinations had no structural findings on prenatal ultrasonography. This study adds to
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the current published literature that is, to date, primarily composed of retrospective studies of
patients already with ultrasonographic findings suggestive of congenital Zika syndrome.

Our results suggest that prenatal ultrasonography may have a limited ability to provide

reassurance of a normal neonatal outcome in maternal Zika virus infection. As we learn more about
the spectrum of clinical sequelae of Zika virus infection, it has become clear that congenital Zika
syndrome encompasses not only structural malformations (which may be identified by prenatal
ultrasonography), but also disorders of neurologic function (which may not be evaluated on routine
prenatal ultrasonography). Although previously of unknown significance in Zika virus infection, we
have provided an analysis of ultrasonographic measurements that may have potential to be helpful in
the identification of fetuses at risk for adverse neonatal outcomes. Although our numbers were
small, abnormalities in MCA Doppler measurements and oligohydramnios were associated with
adverse neonatal outcomes in our study sample. Monitoring of MCA Doppler measurements and
amniotic fluid levels could be important components of fetal monitoring and surveillance. Future
research in validating prenatal ultrasonography techniques that could provide clues to functional
outcomes is clearly needed. The ability to predict functional outcomes prenatally could guide patient
counseling and decision making regarding the pregnancy as well as aid in delivery planning to ensure
optimal support services for a potentially affected neonate. As with cerebral palsy,
neurodevelopmental outcomes may not manifest in the neonatal period,27 and data on
neurobehavioral outcomes in congenital Zika syndrome remain unknown.

Recently, Pomar et alizreported on the spectrum of ultrasonographic findings in an

observational cohort of Zika virus—positive patients and found a 9.0%rate of CNS abnormalities and

a 1.7%rate of microcephaly. Rates of major CNS abnormalities were similar to those observed in our
study; however, other differences between both studies (including a higher rate of microcephaly in
our cohort) may be due to varying definitions of Zika virus positivity. All the patients in our cohort
were confirmed by serum or urine RT-PCR, whereas Pomar et al included serologic tests to diagnose
Zika virus, which may be confounded by cross-reactivity with other arboviruses. Our study only
evaluated women who were symptomatic during pregnancy, whereas the study by Pomar et al
performed Zika virus screening in pregnant women, of whom only 17.3% (52 of 301 pregnant women)
were symptomatic. More prospective data are needed to clarify the Zika virus spectrum of disease
and transmission risk in symptomatic vs asymptomatic infections.

Strengths and Limitations
Our study had several strengths. This is a well-characterized prospective cohort of pregnant women

and their neonates. All prenatal and postnatal evaluations were conducted at a single institution; a

Tabie 4. Distribution of Mother -Meonate Dyads by Abnommal Findings on Prenatal UMrasonogranhy,
Meonztal Examination, and Postratal Neurtimaging Among 92 Women Magnosed During Pragnancy
With Zlka Virus Infection

Abmormal Findings Ma. of Mother-Necnate Dyads
Pronatal uitrasonography E¥
Utrasonography onby 15
Ltrasonography and neonatal examination 0
Ltra=onography amd naonatal examination onby 10
Ltrasonography and postnatal neurcimaging 12
Ltra=onography amd postnatal neuroimaging only z
LNtrasonography, neonatal examination, amd postnatal naurcimaging 10
Meoratal axamiration 41
Haonatal examination only 12
Haonatal examinztion amd postratal neurcimaging 14
Haonatal sxaminztion amd postratal naurcimaging only a
Postratal naurcimaging 23
Postnatal neroimag g only z

single protocol was followed by the same group of investigators who examined every patient, with
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the same set of diagnostic studies performed on all patients in the same laboratory. This greatly
reduced variability in practices and definitions used in the study, thus favoring reproducibility of
results. Prenatal ultrasonographic studies were interpreted prior to delivery and neonatal outcomes
obtained shortly after delivery. Second, maternal Zika virus infection was confirmed molecularly by
RT-PCR at the time of acute infection. In addition, the presence of other congenital infections (which
could lead to CNS findings) was rigorously excluded in all patients.

Our study also had several limitations. One potential limitation is that this cohort is derived from
patients at a single study site in Brazil, which may limit the generalizability of our findings to other
regions that have reported varying rates of birth defects from Zika virus infection.1 Because this was
an observational cohort, many women enrolled in the parent study declined prenatal
ultrasonographic examination, citing the burden of traveling to the obstetrical facility (although all
were offered transportation from their homes) or fear of possible fetal abnormalities related to Zika
virus infection.2 This could contribute to selection bias in our cohort, although patient autonomy in
decision making surrounding prenatal screening tests is a real-world consideration. Although most of
the neonates in our cohort underwent transfontanelle ultrasonography, this study is unable to
compare the relative performance of computed tomography, magnetic resonance imaging, or
transfontanelle ultrasonography in identifying clinically significant lesions because not every infant
underwent each modality. However, we did not find that the prenatal identification of an
ultrasonographic abnormality was associated with increased use of postnatal neuroimaging in our
study population. Neonates with concerning findings on neonatal examination were more likely to

undergo further evaluation with postnatal neuroimaging.

Conclusions
In the setting of confirmed Zika virus infection in pregnancy, prenatal ultrasonography is a useful tool

for anticipating an association with adverse neonatal outcomes, but its negative predictive value for
adverse neonatal outcomes is low. This information is critical for patient counseling and to prepare

clinicians to optimize postnatal care and follow-up for Zika virus—exposed pregnancies.
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eTable 1. Patient Demographics

Prenatal ultrasound p
Normal Abnormal
(n=55) (n=37)
Matemal age (years) 305261 218165 0.05
Advanced maternal age (2 35 years) 13 (23.6%) 5(13.5%) 023
No. of ultrasound examinations performed 26113 35118 0.01

Gestational age at infection (median weeks (range)) 18.3(40-313) 146(4.335.1) 0.1
First trimester infection (< 14 weeks, n=30) 14 (25.5%) 16 (43.2%)
Second timester infection (14 to 27 weeks, n=59) 40 (72.7%) 19(51.3%) 0.07
Third timester infection (= 28 weeks, n=3) 1(1.8%) 2(5.4%)

Diata presznted 35 mean  standard deviation or n (%) unless othenwise noted. P values are two-sided and calculated by ttesf, chi-squared, Fisher's
exact test, or Knuskal-Wallis as appropriate. P values < 0.05 are considered significant.



eTable 2. Classification of Adverse Neonatal Outcomes

n Y
Abnormal outcomes 4592 | 489
Perinatal death 2 22
Fetal demise 1 11
Neonatal demise (<28 days of life) 1 11
Abnormal neonatal examination® 419 451
Physical examination 34 424
Fundoscopic exam of eye fisd 125
Hearing exam ¥ 11
Abnormal postnatal Imaging 2368 338
Transfontanelle ulfrasound g2 | 177
Head CT [l 4§12
Head MR 1740 | 425

64

Diata is presented as n (%). Mot all infants underwent each examination or study; the denominator for each is indicated. CT, computed tomography; MR,
magnetic resonance maging. Abnormal neonatal outcomes inchede perinatal death, abnormal neonatal examination, andlor abnomal maging findings.

eTable 3. Association Between Trimester of Infection and Neonatal Quicome

Neonatal examination Postnatal Neuroimaging Composite Neonatal Qutcome
Nomal | Abnomal | p | Nomal | Aoomal | p | Nomd | Aomal | P
(n=51) n=41) (n=45) (n=23) (n=47) (n=45)
Gest. age at irh 3000380t | B2(379% | 029 | BT7(800 | BECTAL | 040 | 20(B0b | W20750 | 07
31 33) 36) 33 1) 33
Gestageatiecion | 16.0(103t0 | 181(136t0 | 045 | 18315310 | 146023t | 043 | 1571090 | 18013610 | 013
206) 24) 3)) 14 206) 24
fstiimester(n=30) | 19(37.3%) | 11(268%) | 045 | 10(2%%) | 9(04%) | 020 | 8(B3%) | 12067%) | 048
Jdfrimester (=58 | 31 (608%) | 26(69.3%) 2% | 14605%) B(506%) | 1(68%%)
3 timester (n=3) 1200 | 2049%) 367% | 0% 121% | 2044%)

Data are presented 35 median weeks (10R) orn (%), P values ae two-sided and ealealated fam KruskaWalis o Fisher exact tests as approprate. P values < 0,09 were considered sinificant, Not 2l

infants undenwent each examnation or study; te denominator for each is indicated. Abmomnal composie neanatal oulcames include pernataldeath, abnomnal neonatal examingtion, andlor abnormnal
imagng findings. The st case was nciuded and considered to have an abmormal neonatal exam and abnomal compaste necnatal cuteome,



eTable 4. Unadjusted Associations Between Prenatal Ultrasound and Neonatal Outcomes

Neonatal examination Postnatal Neuroimaging Composite Neonatal Outcome
Mormal | Abnormal | OR(85% CI) | Wormal | Abnormal | OR (5% Cl) | Mormal | Abnormal | OR (B5% CI)
{n=51) (n=41) (n=48) | [n=23 n=47) | (n=45)
Abnormal prenatal US {n=37} 17(33.3%) | 20(488%)| 18(08t 18| 12(522%) | 20(0.7t55) 15 [ 22(48.0%) | 20(08t0dh)
44) (35.8%) (31.8%)
Zika-associated US finding (n=11) 2(38%) | D(220%) | G814t | 2(44%)| T(304%) | G418t E0.) | 1(21%) | 10(22.2%) | 13.1(1.0 10 107)
M0
CN3 abnomality (n=10) 2(38%) | B(195%) | 58(12tc | 1(22%)| 7(304%) | 193(22to | 1(21%) | B(200%) | 11.5(1410850)
208 168)
Microcephaly (n=7) 1(20%) | B(144%) | 28(1.0t 0 §(21.7%) 0003 1{21%) | 6(13.3%) | 71080613
744]
Caleifications {n=3) 2038%) | T(ITA%) | E0(0Bto | 1(22%)| B(28.1%) | 185(17t | 1(21%) | B(178%) [ 10.0(121083.2)
258 139)
Ventriculomegaly (n=A) 1(20%) | 5(12.2%) | 68(08t 0 5(21.7%) 0003 0 B(13.3%) 0ot
B2.0)
Blake pouch cyst (n=3) 0 3(7.3%) 0.08" 0 3(13.0%) .04 0 3(8.7%) 011"
Cerebellar veris hypoplasia n=3) 0 3(7.3%) 0.08" 0 2(8.7%) 01 0 3(6.7%) 0.1y
Agenesis of corpus callosum (n=2) 0 2(4.5%) 0.20" 0 1(4.4%) 014" 0 2(4.4%) 0.24'
Fetal growth restriction (n=7) 1(20%) | B(14.3%) | 88(08t | 1(2.2%) | 4(174%) |93 (1.0t 885) | 1(21%) | 6(13.3%) | 71 (08t B13)
744]
Arthrogryposis (n=1) 0 1(24%) 045 0 1{4.4%) 0.34' 0 1(2.2%) 04%'
US findings of unknown significance | 17(33.3%) | 20 (48.8%) | 18(0.8t 18 [ 12(82.2%) | 20(0.7to55) 15 | 22(48.0%) | 20(08t0d4h)
{n=37} 44 (35.6%) (31.8%)
Withaut Zika-assaciated US finding 15(204%) | 11(208%)| 0804t 4| 5(21.7%) | 08(02t020) 14 [12(287%) | 08(04ta21)
{n=28) 12) (31.1%) (20.8%)
Abnormal Doppler (n=17) 4(78%) [13(317%)| 55(18t0 | 4(88%) | 9(30.0%) | B8 (1.8t024.8) | 4(85%) | 13(20.0%) | 44(130014T)
184]
Umbilical artery (n=5) 2038%) | 3(T3%) | 1803 | 2(44%)| 2(87%) | 21(03to158) | 2(4.3%) | 3(BT%) | 18(03t0101)
122}
Middle cerebral ariery (n=18) J(5.0%) [13(307%)) 7420t |3(67%) | 10(435%)| 108(26t | 2(4.3%) | 14(311%) | 102(22t0470)
283 41)
Fluid abnarmalities (n=13) 5(0.8%) | B(195%) | 22(07to g B(28.1%) | 23071 81) ] B(17.8%) | 18(08i60)
74) (13.3%) {10.6%)
Oligohydramnios (n=G) 120%) | 5(122%) | 6808t | 2(44%) | 4(174%) | 45(08t028.8) | 1(21%) | B(11.1%) | 5R(0A0E13)
B2.0)
Polyhydramnigs (n=T) 4(78%) | 3(T3%) | 0802t |4(88%) | 2(87%) | 1.0(02158) | 4(85%) | 3(67%) | 0B(02to3M)
44)
Placentomegaly (n=11] T{37T%) | 4(88%) | 07(02to |4(8.0%) | 3(13.0%) | 1.5(03175) li 4(0.0%) | 06(02tw21)
15) (14.8%)
Macrosomia (n=8) GB8%) | 3(T3%) | 0702t |3(07%) | 2(87%) | 1.3(0.2180) § 38.7%) | 08(01t2T)
i2) {10.6%)
Mega cistema magna (n=4) 1(20%) | 3(7.3%) | 40(04t0 | 1(22%) | 2(87%) |42(04t488) | 1(21%) | 3(8.7%) | 33(03t0328)
305

Data are presented as n (%), Unadjusted odds ratios and 95% confidence intervals were calculated by logistic regression. When cdds ratios were unable to be calculated, Fisher's
exact test was performed and two-way p values are presented and indicated with asterisk ("), Values were considered statistically significant if p<0.08. The stillbirth case was
included and considersd to have an abnomal neonatal exam and abnormal composite neonatal cutcome.
Abbreviations: US, ultrasound; OR, odds ratio; CI, confidence interval: N3, central nervaus system
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Time
from
Gest. | Gest | Infection Adverse
Age | Ageist| tofst | Mo.of | Abnormal | Gest. | Abnormal | Abnormal Neonatal
Dyad | Infection |  US US | Prenatal | Finding | Age | Meonatal | Neonatal | Imaging | NICU COutcome
No. | (weeks) | (Weeks) | (Weeks) | LS onl$ | Birth | Exam | Imaging | Modality | Admission | Composite | Outcome
1 133 | 1M 342 3 Yes | 3388 Mo Na US, MR Yes No NICU admission 3] days
| n | M 3 1 Yes | 3471 No No U No Mo
¥l M | B | 24 1 No | 3788 Yes No us No Yes Hypertonia, palydactyly
4 14.00 17.86 .66 1 Mo HA3[ Yes Yes | US MRI No Yes Cortical thumb, hypemefexia
g 1357 18.00 543 4 No Baa| Yes No us No Yes Abnomal newrclogic exam,
hypertania
g | 2114 | 2800 B.86 2 Mo [3800( Yes Yes | USCT, No Yes Hypemefiesia, hypertonia,
MR chonus
T 857 1557 8.00 4 No B Ves Yes | CT,MRI Yes Yes Abnomal newrologic exam,
SETUTES
g 1443 | 1871 528 4 Yes | 3AT|  Yes Yes | US MRI No Yes Cortical thumb, hypertonia
g 14.00 18.14 AL 3 Yes | 3857 | VYes No us No Yes Abnomal newrologic xam
0" | 2887 | 30M 5.1 2 Yes Yes Yes Stlbirtn at 38 weeks
1" | 1800 | 2200 8.00 1 No | 3788 e Mo US, MRl No Mo
1| 228 | BN 842 § Yes | 32T1[  Yes Yes | UG MRI Yes Yes Micracephaly, small for
gestational age, eye lesions
abnemal neurologic exam
13 | 1088 | 17.00 f.14 4 No | 3388 e Mo MRI No Mo
14| 2043 | ITHB 743 3 No | 4071 No No U No Mo
15 | 2300 | 280 571 i No | 30.14 No No s No Mo Hypemeflenia, excess scalp
18" | 2557 | 30N 5 2 Mo an Yes No Us No Yes Brachycephaly, dysmarphic
feafures
17| 2200 | 857 | 447 3 Yes | 3888 Mo Mo US, MRl No Mo
18 | 2243 | I788 543 3 No A00 [ Yes No Us,CT, No Yes Eye abnomalities, hypemefena,
MRI abnormal neurologic xam
19 | B0 | 3B/M | TN 3 Yes | 3820  Yes Yes | US,CT, Yes Yes Mizrocephaly, hypertonia,
MRl SEIUMES
0 | 1988 | 2800 B.14 3 No | 3800 e No US, MR No Mo
A0 182 | 24 .14 3 Yes | 3700 Yes None No Yfes Geizures, abnomal neuralogic
E3M
| 1N 2588 £.15 3 Mo 0D Yes No Us No Yes Eye abnomnalities
20| W | 4043 528 i Yes | 4057 [ Yes No Us,CT Yes Yes Hypotonia, abnomal newrologic
e




Time
from
Gest. | Gest | Infection Adverse
Age | Ageist| toist | Mo.of | Abnormal | Gest | Abnormal | Abnormal Neonatal
Dyad | Infection | LS US | Prenatal | Finding | Age | Meonatal | Meonatal | Imaging | NICU (Outcome
No. | (weehks) | (Weehs) | (Wesks) | U3 onl§ | Bith | Exam | Imaging | Modality | Admission | Composite | Qutcome
4| 1200 | 20 | T4 B Yes | 4200 Yes Yes | US,CT, Yes Yes [ Microcephaly, hypertonia,
MRl arthrogryposis
4 B4 1228 | 415 § Yes | 3871 | Yes Yes | USCT, No Yes | Abnommal newnlogic exam
MR
' | 1887 | 2N f.14 3 No | 3800 Yes No | US MRI No Yes | Cortical thumb, abnomal
neuriogic exam
| 1843 | 488 B43 3 Mo (3828 Yes No Us No Yes | Abnormal newologic xam
chenehed fists
8| 2343 | AN 128 3 No |38.14] MNo No us No No
28 400 1471 | 107 § Mo |40 Mo No us Mo No
| 2800 1343 743 1 Mo 45 Yes Mo LS. CT Mo Yes Abnomal newologic exam,
hyperexciable
B N T I 114 4 = 5497 Yes Yes | US.CT, Yes Yes Hyperiroghic cardiomyopathy,
MRI hypoactive
20| 1800 | M43 | 842 2 No |3714] Mo Yes | US.CT, Yes Yes
MRl
#| nE | B i 3 Mo [3088] Mo No us No No
M| 3w | RO | EN 1 Yes | 4004  Yes No us Yes Yes [ Small for gestational age,
abnomal neurologic exam,
postunng, hearing abnommalties
| 2543 | 43 | 000 1 Mo |35 Mo No us No No
' | W7 | HEE | BiD i Yes | 38AT | Yes No us Yes Yes [ Smal for gestatonal age
AN IO e T v O T 2 Yes | 3300 Mo No MRl No No
| /N | BW | BEE 2 Yes | 3814| Mo Yes US.CT No Yes
| N | oM | eM 3 Yes | 3057 Yes Mo us Mo Yes | Abnomal neurologic exam
hypertonia
40" | BAT ] B IEEETRE Yes Us.CT No Yes [ Congenital hip dislocation
41 1743 028 1238 2 Yesg BN Yes Mo s Mo Yes Zacral dimple, abnomal
neursiogic exam
# | 1 H57 | 1388 § No [3800] Mo None No No
4 | T | B’ | 600 § No |3857| Mo No | US, MRI No No
#4 | u00 | uN [ 2 Mo |38.14] Mo None Mo No
4 | 181 | 2B | 072 2 Yes | 3857] Yes Yes | US,MRI Mo Yes | Abnomal neurologic exam
hypotania, hyperreflesia
hyperexcitabiity
48 | 1520 | M1 B4 4 Mo [38.20 No No us Vs [ Meconium aspiration syndrome
aTt | 1328 | B8 | BET § Yes | 3200 Mo None No No

67



68

Time
from
Gest. | Gest | Infection Adverse
Age | Agefst| toist | Mo.of | Abnormal | Gest. | Abnormal | Abnormal Neonatal
Oyad | Infection |  US US |Prenatal | Finding | Age | Meonatal | Meonatal | Imaging | NICU | Outcome
No. | (weeks) | (Wesks) | (Wesks) | LS onlS | Birth | Exam | Imaging | Modality | Admission | Composite | Outcome
48 | 2871 | 3BT | Amo 1 No | 3800| Yes Yes | US MRI No Yes | Abnomal neurologic exam
) 1A | M43 | GG 4 Yes (300 Mo No | USMRI ] Mo
5| M4 | MO0 | BN 1 No [3800| Mo Mo | USMRI No No
o T8 | 6T | B42 4 Yes [ MA| Mo Mo [USMRI|  Yes Mo | Abnomal newrclogic exam
5| M0 | 843 | 72 2 Mo | 3800| Yes No | US MRI No Yes | Abnomal neurclogic exam
Boloum o B4 M 3 No | 3743] Mo Nane ] Mo
Ml k43 | B 1 Mo |4004| Mo ] U3 ] Mo
8| AT | 1943 | BEE i No | 4057| Mo Hone No Mo | Smal for estational age
5| M | N5 | B4 2 No | 357| Yes Yes | US MRI No Yes | Abnomal newrologic exam,
hypertonia
i | 528 | 1800 | &M 4 Yes (00| Mo No | USMRI ] Mo
B 1743 | ME | TH 3 Yes (4157 Mo Yes | US.CT, ] Yes | Smal for pesttional age,
MRl abnomal neurologic exam
ooy oTE | 1T BE 3 No | 4043 Mo Nane ] Mo
i1 O L . Y O T 2 Yes | 3800 | Yes No MRl No Yes | Arfrogryposis, abnomal
Neurgkofic Exam
B1* | 1288 | 257 | BT 3 No | 3443 VYes Yes | USMRI|  Yes Yes
B2 | 2086 | 2000 | T 3 No | 3000 Mo ] U3 ] Mo
g3 | 182 | 543 | T 1 Mo | 38AT| Yes hone No Yes | Layngomalacia
B | 528 1500 | An 3 Mo | M41| Yes None Yes Yes | Abnomal neurdlogic exam,
hypotonia
G I R S B I R 3 No | 3800 Mo No us Yes Mo
B | 543 | 18AT | 0.4 § No | 3800 Mo ] us ] No
g 2143 | 3043 | BO0 4 Mo | 4004 | Yes Yes | USCT, Yes Yes | Seizures, abnomal neuralogic
MRl S
BE' | 1088 | 244 | 1128 5 Yes (3700 Mo ho MRI ho No
1 T B A O B 2 No | 4100| VYes ] U3 ] Yes
M| 428 | 1188 | 78 3 Yes |71 Mo ] MRl Yes Mo
CAT T X R T 1200 3 Yes (4071 Mo Nane ] Mo
7| 18 | NE8 | 134T 1 No | 3841 Mo ] U3 ] Mo
| BB | N 1228 4 No |80 Mo Nane ] Mo
Ta | 124 | 2500 | 1288 4 No [371] Mo Nane ho Mo




Time
from
Gest | Gest. | Infection Adverse
Age | Ageist| tofst | Mo.of | Abnormal | Gest. | Abnormal | Abnormal Neanatal
Oyad | Infection | US US | Prenatal | Finding | Age | Meonatal | Neonatal | Imaging | NICU | Outcome
No. | (weeks) | (Weeks] | (Weeks) | LS onlS | Bith | Exam | Imaging | Modality | Admission | Composite | Qutcome
| 4 | 200 | TH 4 No (3700| Mo Nane Mo Mo
RN EIRE i IERE R Nane [ Mo
| BE | 643 | 26 i No (3783 VYes Yes | USMRI| Mo Yes | Abnomal neurologic exam
o 82 | 200 | o 0 Yes | 300 VYes Yez | US.CT, No Yes | Microcephaly, abnarmal
MRl MEUrgiagic exam
78| 1800 | 300 | 1700 1 No [3700) Yes Vs MRl No Yes | Abnomal neurologic exam,
hypertonia of limbs, axal
hypotonia, hypemefexia
i | a0 | M| BN 4 T EFT] Yes | USCT Mo Yes
B 173 | N4 | 1M 1 Mo (300| Mo No Us Mo Mo
B2 1143 | B8 | @ 4 Yes | 3B00| Mo hane Mo Mo
B a4 | BB | 1708 f Yes (4000 Yes Yes | USCT, | Mo Yes | Micracephaly, abnormal
MR NEUrQRogc £Xam, Seures
M| N | B0 | A& 4 No (30| Mo Nane [ Mo
BB 1B | 28| 70 4 Yes (3700 | Mo Nane Mo Mo
O 111 O T T - 1 Mo [B00| Mo hane Mo Mo
i | fom | 2343 | 1247 i Yes | 3B00| Mo hane Mo Mo
B oMo B4 | 2N i Mo [300] Mo hane Mo Mo
I T < I I A 1 No (3783 Mo hane Mo Mo
| faFT | 743 | 1 ] No (300 Mo hane Mo
B | 55T | MEG | M2 3 Yes | 300 VYes hane Yes Yes | Arhrogryposis, microcephaly,
multiple brain abnomnalifies,
hydracephalus, neonatal death
on day of ife 1.
0 R X/ A C N - 2 Mo 443 Mo No Us Mo Mo

69

(Gesiational age (Gest. Age) is presented as weeks. Asterisks (°) indicated cases that were previousty reported in Brasi, et al, NEJM, 2016 {patient numbers have
changed).
Abbreviations: Mo., number: US, ulfrasound: CT, computed tomography: MRI maqnefic resonance imaging: NIGU, neonatal inensive care unt; OR, odds rafio; CI,
confidence interval: CNS, central nervous system
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Abstract
There is limited data on amniocentesis as a diagnostic tool for congenital Zika syndrome. Here

we report on a prospective cohort of 16 women with suspected Zika virus infection in a highly
endemic area, and discusss the role of amniocentesis in the prenatal diagnosis of fetal Zika

infection.

Keywords: ZIKV, TORCH infection, perinatal infection, pregnancy, vertical transmission

The identification of Zika virus (ZIKV) from the amniotic fluid of two fetuses with severe central
nervous system (CNS) abnormalities in 2016 was the first evidence of vertical transmission of
ZIKV [1]. ZIKV has since been established as the etiology of congenital Zika syndrome (CZS),
characterized in its most severe form by microcephaly and severe CNS malformations, with rates
of adverse pregnancy outcome exceeding 40% in some studies [2]. Prenatal diagnosis of CZS
informs management of the pregnancy and care of the ZIKV-exposed infant. However, the
optimal method of prenatal screening and diagnosis of ZIKV infection remains undetermined.
Testing is complicated by the asymptomatic course of most infections, the narrow window of
viral RNA detection in maternal serum and/or urine, and limitations in maternal serologic testing
due to delayed seroconversion, and false positive results from cross-reactivity with other
flaviviruses [2,3]. Amniocentesis, the gold standard for prenatal diagnosis of vertical
transmission in other infections, has not been routinely recommended in cases of suspected
CZS, due to the invasive nature of the test (which carries a small risk of pregnancy complications),
the limited data available to guide the timing of testing and interpretation of results, and limited
therapeutic options [3]. Available data on the performance of ZIKV detection in amniotic fluid
has been limited to isolated case reports and small case series of confirmed CZS that have
reported a total of 27 cases [1,4-11].

Here, we report on a prospective cohort of patients referred for suspected ZIKV infection during

the 2015-2016 Rio de Janeiro epidemic. Instituto Fernandes Figueira of Fiocruz is the Ministry
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of Health referral center for Rio de Janeiro state, and provides comprehensive prenatal,
obstetric, and postnatal care for high risk pregnancies complicated by complex fetal diagnoses.
In this cohort, 16 women underwent amniocentesis after being referred for clinical suspicion of
ZIKV infection due to abnormal CNS ultrasound findings suggestive of ZIKV or another TORCH
infection. Some of the women reported symptoms compatible with ZIKV infection earlier in
pregnancy and had exceeded the 3 weeks window for blood and urine testing for ZIKV RNA at

our institution, or had negative maternal testing earlier in pregnancy.

Upon referral, all women underwent a comprehensive prenatal ultrasound evaluation,
performed by perinatologists certified by the Brazilian College of Radiology and the Brazilian
Federation of Societies of Gynecology and Obstetrics. Amniotic fluid was collected, and patients
were offered fetal karyotype analysis, as well as nucleic acid testing for ZIKV, cytomegalovirus
(CMV), and toxoplasmosis. Patients also underwent maternal blood testing for HIV with viral
load, toxoplasmosis IgM/IgG, rubella IgM/IgG, and VDRL for syphilis. After delivery, neonates
underwent a comprehensive evaluation, including neonatal examination, ophthalmologic exam,
and neuroimaging with transfontanelle ultrasound and/or head CT. Placenta, infant urine,

serum, and/or cerebrospinal fluid were tested for ZIKV by RT-PCR as available.

From January to October 2016, 16 women underwent amniocentesis for possible ZIKV infection.
All had fetuses exhibiting CNS abnormalities on ultrasound. (Table). Twelve of 16 (75%) women
reported symptoms consistent with ZIKV infection. Of the patients who had symptoms, all but
one reported symptoms in the first trimester of pregnancy. Case 11 tested positive for ZIKV in
urine at 12 weeks gestation. Two patients (Cases 1 and 8) had negative ZIKV testing earlier in
pregnancy for suspected infection. The most common ultrasound abnormalities were:
ventriculomegaly (12/16, 75%), CNS calcifications (8/16, 50%), microcephaly (defined as <2 SD

below the mean; 6/16, 38%), and fetal growth restriction (defined as <10%ile; 10/16, 63%).



73

Detailed description of ultrasound results and relevant prenatal testing are shown in the
Supplemental Table.

The median gestational age at the time of amniocentesis was 26 weeks (range 18 to 34). Eight
mothers reported symptoms of ZIKV infection. For symptomatic cases, the median elapsed time
from suspected infection to amniocentesis was 16.5 weeks (range 10 to 27). There were 7 cases
of ZIKV detected by RT-PCR in amniotic fluid, ranging from 10 to 19 weeks after suspected
infection. There were two other cases of TORCH infection (CMV and toxoplasmosis,
respectively), with amniocentesis detecting congenital infection in 56% of pregnancies. Eight

patients consented for karyotype testing, of which one case confirmed trisomy 18.

In this cohort of fetuses with CNS abnormalities, amniocentesis detected 7/9 (78%) of CZS cases.
Two additional cases were diagnosed through postnatal evaluation and testing of the neonate:
Case 4 by placenta and fetal cord blood, and Case 11 by placenta, neonatal blood, and PCR of
cerebrospinal fluid. Of the two CZS cases that were not detected on amniocentesis, the elapsed
times from suspected infection to amniotic fluid testing were 27 weeks and >17 weeks. There
were three patients who were found to be positive for CZS by amniocentesis but had PCR-
negative postnatal samples. These included: Case 5 (negative neonatal blood, urine, placenta,
and cerebrospinal fluid), Case 9 (negative neonatal blood and cord blood), and Case 15 (negative
cord blood, urine, placenta, and cerebrospinal fluid). Detailed results of postnatal outcomes
(evaluation, neuroimaging, and relevant tests) are reported in the Supplemental Table. Overall,
there were 2 cases of stillbirth (13%) and 4 cases of neonatal death (25%), with a perinatal/

postnatal death rate of 38% in this high-risk cohort.

Discussion
To our knowledge, this is the first prospective cohort examining the role of amniocentesis as a

diagnostic tool in cases of suspected ZIKV infection. In our cohort of 16 fetuses with CNS
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abnormalities on ultrasound during the 2016 ZIKV epidemic in Rio de Janeiro, there were 9
confirmed cases of CZS. Amniocentesis had a ZIKV detection rate of 63% (7/9).

The majority of cases were likely infected in the first trimester based on reported symptoms,
and only two patients had maternal ZIKV testing by RT-PCR at the time of symptoms—all with
negative results. All patients were referred for CNS abnormalities on ultrasound during the
epidemic, where there was high risk of exposure to ZIKV and a high potential for CZS.
Amniocentesis for genetics or suspected TORCH infection is not commonly performed in Brazil,
as it is not routinely accepted by patients due to fear of pregnancy loss or other complications,
such as infection or premature rupture of membranes, and the lack of pregnancy options.

As of July 2018, review of the literature found a total of 27 cases reported on the use
amniocentesis for the diagnosis of ZIKV infection. However, we found no prospective reports,
and determination of the sensitivity and specificity of ZIKV PCR as a diagnostic tool could not be
determined. Our results suggest that in the setting of ultrasound abnormalities and high risk of
ZIKV exposure, amniocentesis is helpful as a diagnostic tool to aid in prenatal diagnosis,
pregnancy care, and optimization of pediatric support. The optimal time to perform
amniocentesis remains to be determined. Meaney-Delman et al. detected ZIKV in amniotic fluid
as early as 3 weeks after infection [12]. The window for molecular detection of ZIKV is longer
than the usual time of active viral shedding in maternal blood or urine, which is between 1-4
weeks in pregnant women, although prolonged viremia is possible [2]. We successfully detected
ZIKV RNA in amniotic fluid between 10 and 19 weeks after suspected infection, which is
consistent with other reports.

Importantly, a negative result on amniocentesis does not rule out vertical transmission and CZS.
Viral shedding in amniotic fluid may be transient, as demonstrated in two of our cases (Cases 4
and 11), as well as in other reports [7,8]. In cases of high suspicion for CZS, testing of the placenta
and the infant after birth is a critical component of comprehensive evaluation, especially as

knowledge of the full spectrum of findings in CZS continues to be elucidated.



75

One limitation of our study is generalizability to cases of suspected ZIKV infection and normal
ultrasound. Prospective studies in this population are urgently needed. Additionally, this cohort
does not address the timing of vertical transmission from mother to fetus or the timing of
development of ultrasound findings, as the majority of women were not tested at the time of
symptoms, did not undergo a standardized protocol for ultrasound screening, and were not
referred until they had an abnormal ultrasound. Women in our cohort had very high risk
pregnancies, with serious CNS fetal defects, leading to fetal or neonatal demise in almost 40%
of cases (2 stillbirths due to Zika and toxoplasmosis, 2 of 4 neonatal deaths due to Zika or
chromosomal abnormalities, and 2 others of unknown etiology). Furthermore, greater numbers
of cases with varying degrees of fetal disease severity are needed to more accurately determine
sensitivity and specificity, as well the the effect of timing with respect to infection.

This study supports the utility of amniotic fluid testing for the diagnosis of vertical transmission
of ZIKV. A diagnostic result was determined in 63% of cases, all of whom presented outside the
established window for maternal ZIKV testing, and three of which had PCR-negative postnatal
testing. Confirmatory testing of CZS is important for prenatal counseling, informed decision-

making for the pregnancy, as well as delivery planning and care of the affected infant.
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o

Case GA of GAof  Time after kv KT TORCH GA at BW ZIKV PCR Final Diagnosis
infectionf amnio  infection® birth" Postnatal

{Neg) stillbirth

stillbirth

ZIKV
SGA (<1%)

Meonatal death

9 10w 25w4ad 15w Pos 46XX Neg 41lwld 2620 Neg ZIKV

SGA (2%)

Pos) SGA (2%)
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12 <13w 24w5sd >11w Pos 46XY Neg 37w6d 1920 Pos ZIKV

SGA [<1%)

Asymptomatic
13 - 31wed - Neg Neg Neg 34w0d 1870 Neg Toxoplasmaosis
{Infant T. gondii IgM+
14 - 24wd4d - Neg ATHKT Neg 30w2d 924 Neg Trisomy 18
18
Neonatal death

15 = 29wed = Pos = Neg 39wld 2400 Neg ZIKV

SGA (2%ile)
16 - 30w2d - Neg Neg - - - Unknown etiology

Neonatal death

Table. Main characteristics of cases that underwent amniocentesis for evaluation of suspected Zika
virus (ZIKV) infection, Rio de Janeiro, Brazil, 2016.

Abbreviations: GA, gestational age; amnio, amniocentesis; AF, amniotic fluid; KT, karyotype;
TORCH, results of PCR testing for cytomegalovirus (CMV), Toxoplasma gondii (T. gondii), and
syphilis (serum VDRL); BW, birth weight (g); Postnatal, postnatal testing of placenta, cord

blood, and/or neonatal serum, urine, or cerebrospinal fluid for ZIKV; pos, positive; neg,

negative, SGA, small for gestational age (percentile).

# Result of maternal PCR if performed is in parenthesis.

* Time in weeks from gestational age at infection to amniocentesis

*stillbirth



Supplemental Table: Prenatal ultrasound findings and postnatal evaluation and imaging of cases that
underwent amniocentesis for suspected Zika virus (ZIKV) infection, Rio de Janeiro, Brazil, 2016,
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Case GAof GAof Prenatal Evaluation Posmatal Evaluation Final Diagnosis
infection  ulfrasound
Symptomatic
1 12w wld VM. hydrocephalus, hydrops. Stillbirth Toxoplasmosis
echopenic bowel, liver and heart
calcifications, placentomegaly
Toxoplasmosis [sG+TgM~+
ZIKV urine PCR-
2 11w 24wid VM. CNS calcifications, abnormal ~— TFUS: MCP., caleifications, VM, Unknown etiology
doppler, FGR MCM SGA (3%)
CT: caleifications, lissencephaly,
cerebral atrophy, Dandy-Walker
malformation
Eye: chorioretinal atrophy, opfic
nerve hypoplasia, nystagnms
3 Sw Twd VM, ACC, vernuan agenesis, Stillbarth ZIKV
cerebellar agenesis,
arthrogryposis, ydrops, single
umbilical arfery
4 Tw 3w2d  MCP. VM, CNS calcifications, TFUS: MCP ZIKV
CPC, redundant skin, FGR. CT: cortical thinning, calcifications, SGA (2%)
cerebellar hypoplasia
5 w 17w6d  Lemon sign hydrocephalus, single  TF: posterior fossa cyst, Dandy- ZIKV
umbilical arfery, MCM, blake Walker malformation
pouch cyst, vermian agenesis, CT: cortical thinning,
cerebellar hypoplasia hydrocephalus, calcifications,
cerebellar hypoplasta
Eye : Normal
Negative ZIKV PCR: neonatal
blood, urine, placenta, CSF
] 5w 2wdd  MCP, VM, CNS calcifications, MCP, arthrogryposis Unknown efiology
FGR SGA (<1%)
Neonafal death
7 16w 20wld  MCP, VM, vermian agenesis, FGR ~ MCP, arthrogryposis ZIKYV
SGA (<1%)
Neonatal death
8 12w 24wsd VM. CNS calcifications, ACC, TEUS: periventricular calcifications, MV
suspected arthrogryposis MCM, cortical thinning
ZIKV blood PCR- CT: MCP, calcifications, MCM
ZIKV urine PCR- Eve: spotted macular pigmentation,
optic nerve pallor
9 10w 5wld  MCP, VM, CNS caletfications, TFUS: MCP, caletfications, VM ZIKV
blake pouch cyst, FGR CT: MCP, calcifications, VM, SGA (2%)
cerebral afrophy
Negative ZIKV PCR: neonatal
blood, cord blood
10 w 3w3d VM. CNS calcifications, MCM. Arthrogryposis ZIKV
vermian agenesis, FGR TEUS: VM, calcifications, Dandy- SGA (<1%)
Walker malformation
CT: VM, calcifications, Dandy-
Walker malformation
Eve: optic nerve pallor, diffise
refinal hemorrhages
1 <13 20w4d  MCP, VM, MCM. FGR Arthrogryposis ZIKV
ZIKV blood PCR- TFUS: MCP, calerfications, VM, SGA (2%)
ZIKV urine PCR+ MCM

CT: MCP. calcifications,
pachygyria, VM

Eye: optic nerve hypoplasia,
macular atropy
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12 <13w 21wsd VM, CNS calcifications, Arthrogryposis ZIKV
micrognathia, suspected TFUS: calcifications, MCM SGA (=1%)
arthrogryposis. FGR CT: MCP., calcifications. cerebellar ‘Weonatal death

hypoplasia, VM
Eve: optic nerve pallor. macular
atropy
Asymptomatic

13 N/A 31w3d VM. CNS calcifications. TFUS: VM. calcifications Toxoplasmosis
cardiomegaly. pericardial CT: periventricular calcifications, (Infant Tgondii
effilsion mega cisterna magna Ishi+)

Toxoplasmosis [gG+HTghd+ Eve: microphthalmia, active
toxoplasmosis

14 NA 24w4d FGE_ bilateral CPC, blake pouch None Trisomy 18
cyst, brachyeephaly, bilateral Neonatal death
club feet

15 NA 25w3d MCP. VM, abnormal dopplers. FGR.  TFUS: MCP ZIKV

CT: MCP, calcifications, cortical SGA (2%ile)
thinning, cerebellar hypoplasia
Negative ZIEV PCE: cord blood,
urine, placenta, CSF
16 N/A 28wld Occipital encephalocele Occipital encephalocele Unknown etiology
Infant death

Abbreviations: ACC, agenesis of the corpus collosum: CNS. central nervous system; CPC, choroid plexus
cysts: CT, computed tomography: FGR. fetal growth restriction; GA. gestational age (week day); MCM. mega
cisterna magna; MCP, microcephaly; , SGA, small for gestational age (percentile); TFUS, transfontanelle
ultrasound; VM., ventriculomegaly: ZIKV. Zika virus; CSF. cerebrospmal fluid



83

7. CONSIDERACOES FINAIS

A epidemia causada pelo virus Zika no Brasil durante o biénio 2015-2016, e
suas consequéncias deletérias para a saude de adultos e gestantes, trouxe
angustia e medo para a populacdo mundial. Nossa ignorancia inicial sobre o
comportamento devastador dessa epidemia, paulatinamente foi substituida por
estudos colaborativos internacionais que, rapidamente, construiram os alicerces
de condutas para a Saude Publica e para o manejo clinico dos pacientes
afetados. Medidas de prevencdo, através do controle dos criadouros dos
vetores, e protocolos de vigilancia e assisténcia foram instituidos e aplicados.
Em relacdo a populacdo de gestantes, a preocupacdo inicial, focada no
diagnostico de microcefalia, foi também substituida pela observacdo da
presenca de outros agravos, comprometendo a saude e o desenvolvimento
perinatal. Comprometidos com o0 estudo das alteragbes estruturais e
hemodindmicas fetais, utilizando o ultrassom e a dopplervelocimetria, e
desejando melhorar o diagnéstico etioldgico em fetos portadores de anomalias
estruturais suspeitas, e sem diagnéstico prévio da infec¢do, através da pesquisa
do virus diretamente em tecidos fetais, desenvolvemos dois projetos de
pesquisa.

O primeiro trabalho, utilizando o ultrassom e o Doppler, estudou a associacao
de achados anormais nesses exames com 0 resultado neonatal adverso
composto (RNAC), avaliando a mortalidade perinatal, achados anormais no
exame clinico neonatal e de neuroimagem pos-natal (desfecho primario). Os
desfechos secundéarios incluiram achados especificos dos dois exames, com 0s

trés desfechos neonatais. Observamos que os achados de anomalias nos
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exames de ultrassom durante a gravidez estiveram associados a um aumento
de 6 a 27 vezes na chance de encontrarmos RNAC. Os achados
ultrassonogréficos especificos que se associaram ao RNAC fora: anomalias
estruturais no SNC, calcificagcdes cerebrais, ventriculomegalia, crescimento
intrauterino restrito e anormalidades no Doppler da artéria cerebral média. A
sensibilidade do ultrassom para predizer RNAC foi baixa, 48,9%, ja que mais da
metade dos fetos que apresentaram RNAC, n&do foram identificados pelo exame.
A especificidade encontrada foi de 68,1%.

Esse achado é consistente com a literatura em relacdo as infeccbes
congénitas em geral, e & mais significativo em relagéo a infecg¢éo por ZIKV, onde
encontramos alteracdes funcionais neuroldgicas que nao estavam associadas
as anormalidades estruturais. Um outro achado importante desse trabalho foi a
associacao entre alteragfes da ACM e do liquido amni6tico (oligodramnia) com
RNAC. A avaliagédo do Pl e do PVS da ACM, e do volume de liquido amnidtico,
através da técnica de MBV, podem ser importantes para uma melhor
monitorizag&o e vigilancia fetal durante a gestacdo. Nossos achados, embora
apresentem numeros pequenos, apontam para a mesma direcdo: a capacidade
do virus de produzir inflamacado no tecido do SNC e placentério, levando a uma
alteracéo no fluxo sanguineo local, que pode ser percebida pela avaliacao direta
da ACM, e indiretamente, pela medida do volume do liquido amniotico. Assim, a
utilizacdo dos exames de ultrassom e Doppler em gestantes infectadas pelo
ZIKV, é uma ferramenta util para antecipar desfechos neonatais adversos,
mesmo apresentando valor preditivo negativo baixo. Recomendamos que todos
0s RNs expostos, mesmo aqueles que nao apresentem anomalias estruturais ou

funcionais ao nascimento, recebam assisténcia clinica neonatal especializada,
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incluindo avaliacdo otoacustica, oftalmoldgica, neuroldgica, genética e de
neuroimagem. Entendemos também ser necessério o seguimento dessas
criancas por um periodo néo inferior ha 3 anos, incluindo testes para avaliacao
do neurodesenvolvimento.

O segundo trabalho objetivou analisar a etiologia de alteracdes estruturais
fetais suspeitas, detectadas pelo ultrassom, durante a epidemia de ZIKV, em
gestantes assintomaticas ou oligossintomaticas para a infec¢éo, e/ou fora da
janela para a aplicacdo do RT-PCR nos tecidos maternos, sangue e urina.
Utilizamos a amniocentese para coleta de liquido amnidtico e testagem direta
para ZIKV, TOX e CMV, pela técnica de RT-PCR. Oferecemos também a
realizacdo de cari6tipo fetal. Entre as 16 pacientes estudadas, o diagnostico
etiolégico foi conseguido em 10 casos (63%). Entre os 9 fetos portadores de ICO
por ZIKV, 7 fetos apresentaram RT-PCR positivos no liquido amni6tico (78%).
Dois fetos foram diagnosticados no periodo pés-natal. Dois fetos apresentaram
infeccdo por CMV e TOX, respectivamente. Um feto foi diagnosticado como
portador de trissomia do 18.

A amniocentese foi uma importante ferramenta para esclarecer a etiologia
nesses casos, permitindo o aconselhamento parental adequado e possibilitando,
ainda, a programacdo da assisténcia perinatal multidisciplinar. Nossos
resultados estdo alinhados com a literatura, através da a proposta de investigar
a presenca de microrganismos diretamente no liquido amniotico ou sangue fetal,
utilizando técnicas em cultura celular, inoculacdo animal ou de biologia
molecular, como o RT-PCR. Durante a epidemia de ZIKA, a possibilidade de
oferecer diagnostico etiologico para as ICO e para aneuploidias, foi muito bem

recebida pelas pacientes, independentemente dos resultados encontrados.
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Nossa experiéncia com a TOX nos ultimos 10 anos contribuiu em muito para
uma atitude positiva das pacientes, frente a um risco basal de perda fetal
associada ao procedimento de 0,5%.

Nos dultimos 3 anos aprendemos muito. Durante essa caminhada,
descobrimos que algumas questdes importantes ainda ndo estdo resolvidas.
N&o antevemos a possibilidade de atitude preventiva contra o ZIKV, ja que as
campanhas com foco na erradicagéo do vetor, sao insipientes ou inexistem. O
desenvolvimento de vacinas ainda n&o prosperou. A disponibilidade de testes
sorolégicos especificos, que ndo sofram a interferéncia de reagfes cruzadas,
para aplicacdo na rotina pré-natal, ainda ndo é uma realidade. Como a maioria
das gestantes infectadas sao assintomaticas, ignoramos o resultado perinatal
desses fetos expostos ao virus.

Assim, encontramos varios motivos para continuarmos na nossa jornada.
Precisamos aprender mais sobre essa e outras doencas, para melhor assistir

aos Nossos pacientes.
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8 — ANEXO 1

Ficha para coleta de dados Zika e Gestagao

1. Nomepaciente: ReglFF 2. NumeroPac:

3. Nome RN: RegRN:

4. Data parto: / / 4.1. Idade RN em Dias: dias
5. 1G parto: sem dias 6. Hospital: IFF  other

7.Tipo parto: ( ) Normal () CSec ( )Forceps ( )Outros

8. C-Sec emergéncia? ( ) Sim ( ) Nao 9. C-Sec indicagdo:

10.CTGbasal?( ) Normal ( ) Anormal ( )N&orealizado ( )lgnorado

11, Morte perinatal? ( ) Sim ( ) Nao

12. Momento 6bito: ( ) N3o ( ) Natimorto () <8dias () <28dias ( ) <90dias
13.Apgar 1omin 50 min 100min

14 Capurro __  sem ___ dias 15.Ballard __  sem dias

16.SexoRN () Masculino ( ) Feminino ( ) Ambiguous ( ) Ignorado

17. PesoFetal gramas 18. Altura cm 19. PerimetroCef cm
20. Placenta peso: gramas 21. Tipo placenta: ( ) Normal ( ) Anormal ( )NR ( )IGN
22. Anatomia Patologica: ( ) Sim ( ) Nao 23. Classificagdodo RN: AIG PIG GIG
24.UTI_Neo? ( ) Sim ( ) Nao 25. SESIM, Quantos dias? dias

26. Exame fisico RN préalta: ( ) Normal ( ) Anormal 27. Amamentou no parto? () Sim () Nao
28. AnomaliasCongénitas( ) Sim ( ) Néao 29. Caridtipo: ( ) Normal ( ) Anormal ( ) NR
30. Qual An Congénita?

31. US transfontanela( TF): ( ) Normal ( ) abnormal ( ) NR

32.CT: ( ) Normal ( ) Anormal ( ) NR

33.RNM:( ) Normal ( ) Anormal ( ) NR

34, Oftalmo/ Retcam : ( ) Normal ( ) Anormal ( ) NR

35. Otoexam: ( ) Normal ( ) Anormal ( ) NR

36. Data da alta hospitala rou dbito: / /201

PCRZK_RN_blood: ( )Pos ( )Neg ( )ND ( )IGN  PCRZK_RN_urine: ( ) Positive ( ) Negative ( )ND ( )IGN
PCRZK_RN_CSF: ( )Pos ( )Neg ( )ND ( )IGN PCRZK_RN_cord: ( ) Positive ( ) Negative( )ND ( )IGN
PCRZK_RN_placenta: ( ) Posi ( ) Neg( ) ND ( )IGN PCRZK_RN_UmbBI: ( ) Positive ( ) Negative ( ) ND ( ) IGN
PCRZK_RN_other tissues: ( ) Posi ( )Neg ( )ND ( )IGN Other tissues?

VDRL_RN: ( )Positivel ( ) Neg ( ) ND ( ) IGNPCR_RN_CMV_urine: ( ) Positivel ( ) Negative ( ) ND ( ) IGN
Mot_TOXO: 1. Pos/Neg 2. Neg/Neg 3. Neg/Pos 4.Pos/Pos 5.IGN Mot_VDRL: 1.Pos 2.Neg 3.IGN
Mot_Dengue: 1. Pos/Neg 2. Neg/Neg 3. Neg/Pos 4.Pos/Pos 5.IGN Mot_CKG: :1.Pos 2.Neg 3..IGN
Mot_Rub: 1. Pos 2.Neg 3..I1GN Mot_CMV: 1.Pos 2.Neg 3..IGN Mot_Parvo: 1.Pos 2.Neg 3.IGN

Mother_other: 1.Pos 2.Neg 3..I1GN Mother_which_other?

Data Coleta: [ Coletador: Banco:
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