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RESUMEN

Con el objetivo de investigar la presencia de virus zika en casos de sindrome febril agudo,
fueron analizadas 580 muestras recibidas en el Laboratorio Central de Salud Publica de
Paraguay durante el afio 2016 para el diagnostico de dengue y chikungunya, pero sin
sospecha clinica de zika. Las muestras negativas para dengue y chikungunya, fueron
analizadas por RT-PCR en Tiempo Real especifica para virus Zika. Los datos
demograficos, clinicos y epidemioldgicos fueron obtenidos de formularios llenados en
cada servicio de salud. Para el analisis estadistico fue utilizado el programa Epi Info 7. En
el 8% (45/580) de las muestras se confirmo la infeccion por zika. El 62% de los casos
confirmados fueron mujeres, siendo el grupo de 20 a 29 afos el mas afectado. Fueron
confirmados casos en 9 de los 18 departamentos del pais. La mayoria de los casos se
registraron entre las semanas epidemioldgicas 1 y 12 del 2016. Los sintomas mas
frecuentes en los casos confirmados, ademas de la fiebre, fueron cefalea, mialgias y
artralgias. El 91% de los casos fueron ambulatorios, y no se registraron muertes. En
conclusion, la deteccion de virus zika en pacientes sin sospecha de la infeccion, evidencia
la complejidad del diagnostico en el contexto de circulacion de otros arbovirus, resaltando
la necesidad de agudizar la sospecha clinica sin limitarse a sintomas muy especificos.
Demuestra ademas la importancia de contar con métodos de laboratorio especificos y
fiables, asi como algoritmos que aseguren una adecuada sensibilidad en la confirmacion de
casos.
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ABSTRACT

In order to investigate the presence of Zika virus in cases of febrile syndrome, were
analyzed 580 samples received at the Central Public Health Laboratory of Paraguay during
2016, for the diagnosis of dengue and chikungunya, but without clinical suspicion of Zika.
The negative samples for dengue and chikungunya were analyzed by Real Time RT-PCR
specifically for the Zika virus. The demographic, clinical and epidemiological data were
obtained from forms filled in each health service. For the statistical analysis, the Epi Info 7
program was used. In 8% (45/580) of the samples, Zika infection was confirmed. 62% of
the confirmed cases were women, being the group of 20 to 29 years more affected. Cases
were confirmed in 9 of the 18 departments of the country. The majority of cases were
recorded between epidemiological weeks 1 and 12 of 2016. The most frequent symptoms
in confirmed cases, in addition to fever, were headache, myalgias and arthralgias. 91% of
the cases were ambulatory, and no deaths were recorded. In conclusion, the detection of
viruses in patients without suspicion of infection, shows the complexity of the diagnosis in
the context of the circulation of other arboviruses, highlighting the need to improve clinical
suspicion without limiting itself to very specific symptoms. This study demonstrate the
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importance of having specific and reliable laboratory methods, as well as algorithms that
ensure adequate sensitivity in the confirmation of cases.

Keywords: arbovirus, febril syndrome, zika.
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1. INTRODUCCION

El virus Zika (ZIKV) es un arbovirus transmitido principalmente por mosquitos del
género Aedes, aunque también ha sido reportada la transmision persona a persona por via
sexual (1) y vertical (2). Este virus pertenece al género Flavivirus, familia Flaviviridae, y
esta cercanamente relacionado a otros flavivirus de importancia en Salud Publica
incluyendo al virus del dengue (DENV) vy el virus de la fiebre amarilla (3, 4). El ZIKV
emergié en Africa y ha ocasionado epidemias de enfermedad febril en Micronesia,
Polinesia Francesa y Oceania (5, 6). En mayo del 2015, la Organizacién Mundial de la
Salud reportd por primera vez la transmision local de ZIKV en la region de las Américas,
con casos autdctonos identificados en Brasil (7, 8) y posteriormente en varios paises de

Sudamérica, América Central y el Caribe (9).

Aunque la mayor parte de las infecciones por ZIKV son asintomaticas o causan
sintomas leves, existe evidencia de que puede producir complicaciones neuroldgicas, como
el Sindrome de Guillain Barré (SGB) (10) y defectos congénitos incluyendo microcefalia
durante el desarrollo del feto (2, 11, 12), probablemente a través de su capacidad para
infectar células progenitoras neurales humanas (13). Esta asociacion con la incidencia de
defectos de nacimiento que afectan al sistema nervioso central y la aparente mayor
incidencia de SGB, llevo a la Organizacion Mundial de la Salud a declarar una Emergencia

de Salud Publica de Importancia Internacional (ESPII) (14).

El complejo contexto epidemioldgico de co-circulacion de DENV, Chikungunya
(CHIKV) y ZIKV no puede ser ignorado. En muchos casos, el cuadro clinico de la
infeccion por ZIKV puede confundirse con aquellos ocasionados por el DENV y CHIKV
en zonas endémicas donde estos virus co-circulan y comparten los mismos vectores (15).
Este hecho resalta el desafio de la diferenciacion clinica de estas infecciones durante los
brotes, sumado a la dificultad para la confirmacion laboratorial de ZIKV debido a los
aparentemente breves y bajos niveles de viremia (16). La adecuada diferenciacion clinica 'y
laboratorial entre la infecciones agudas por DENV, CHIKV y ZIKV son fundamentales

tanto para el manejo de pacientes como para orientar las acciones de vigilancia (7).

Paraguay es un pais endémico para DENV, donde la introduccion de CHIKV fue

confirmada en febrero del 2015 (17). La transmisiéon autéctona de ZIKV fue también
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detectada en noviembre de 2015, durante la investigacion de un brote de Sindrome Febril
Exantematico en la ciudad de Pedro Juan Caballero que limita con Brasil al Noreste del
pais (18). En este brote fueron confirmados por laboratorio 6 casos de infeccién por ZIKV,
y durante el afio 2016, a pesar de la alta notificacion de Sindrome Febril solamente fueron
confirmados 8 casos adicionales de ZIKV. Sin embargo desde marzo del 2016 empezaron
a reportarse casos sospechosos de microcefalia asociados a ZIKV ademas de un aparente
aumento en la notificacion de SGB (19). Segun estimaciones realizadas mediante modelos
matematicos, ante la primera deteccién de un caso de microcefalia, o anormalidades fetales
similares, una proporcion considerable (entre 0,4% y 4,8%) de la poblacién ya habria sido
infectada por ZIKV (20). Sin embargo en Paraguay el nimero de casos confirmados en el

afio 2016 no llega a estas proporciones (19).

El algoritmo de deteccion de arbovirus en el Laboratorio Central de Salud Publica
(LCSP) de Paraguay se inicia siempre por la deteccion de DENV, y solamente por
indicacion expresa de sospecha clinica consignada en la ficha epidemioldgica, se realiza la
busqueda de CHIKV y/o ZIKV. A fin de asegurar el uso racional y eficiente de los
recursos disponibles, la basqueda se detiene ante un resultado positivo para algun agente
viral especifico. La excepcién de este algoritmo son los casos de microcefalia y SGB, en
los cuales el proceso se inicia siempre por la deteccion de ZIKV. Siguiendo el algoritmo
descripto y ante la similitud del cuadro clinico producido por los arbovirus investigados, se
podria estar perdiendo la oportunidad de detectar ZIKV en muestras que no ingresaron con

esa sospecha especifica.

Actualmente existe escasa informacion sobre la magnitud y distribucion del ZIKV en
Paraguay, debido a la complejidad para la diferenciacién clinica especifica en escenarios
de circulacion simultanea de varios arbovirus con sintomatologia similar, sumado a la
elevada proporcion de casos asintomaticos y a las limitaciones de los metodos de

confirmacion laboratorial.

La deteccion retrospectiva del ZIKV en pacientes con sospecha de otras arbovirosis,
aportara informacion relevante sobre la transmision viral en una poblacion no sospechada
del pais. Estos datos resultan cruciales para orientar las medidas de control asi como para
la planificacién de los servicios de salud considerando la potencial aparicién de
complicaciones neuroldgicas que requieren hospitalizacion incluyendo unidades de

cuidados intensivos, medicamentos costosos y rehabilitacion prolongada.
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Objetivos General
» Investigar la infeccion por VZIK en pacientes con Sindrome Febril Agudo

notificados como sospechosos de padecer Dengue y/o Chikungunya en Paraguay
durante el afio 2016.

Obijetivos Especificos
» Caracterizar los pacientes estudiados segun aspectos socio-demograficos.
» Determinar la frecuencia de casos confirmados de infeccion por virus Zika en
pacientes febriles sin sospecha especifica de Zika dentro de la poblacion estudiada
» Describir la distribucién geogréafica y temporal de los casos confirmados de Zika en
la poblacion estudiada

> ldentificar las caracteristicas clinicas mas frecuentes de los casos confirmados de
Zika en la poblacion estudiada.
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2. MATERIALES Y METODOS
Fue realizado un estudio observacional descriptivo de corte transversal, con enfoque
cuantitativo, pues los resultados fueron presentados en forma numérica, luego de los

analisis estadisticos.

Se incluyeron pacientes con sindrome febril de todas las edades residentes en
Paraguay, cuyas muestras ingresaron al LCSP para el diagnostico de VDEN y/o VCHIK
entre Enero y Diciembre de 2016; con resultados negativos para los virus sospechados.
Fueron seleccionadas las muestras de pacientes en etapa de viremia (1 a 5 dias de
evolucion desde el inicio de los sintomas), correspondiente al periodo en el cual las
pruebas viroldgicas confirmatorias son capaces de detectar virus en sangre. Como muestra
fueron seleccionadas aleatoriamente 580 especimenes de suero, que corresponde al 34%
de los 1712 disponibles en el LCSP.

Para la obtencion de datos demograficos, clinicos y epidemiologicos; fue utilizada la
ficha epidemioldgica de Vigilancia de Sindrome Febril, que es llenada en cada servicio de

salud durante la entrevista con el paciente o familiar.

Procedimientos de Laboratorio: todas las muestras de sangre de los pacientes
estudiados fueron previamente analizadas por RT-PCR en tiempo real para la deteccion de
DENV y CHIKYV segun protocolos publicados por Santiago et al 2013 (21) y Lanciotti R.
et al 2006 (22), resultando negativas para ambos virus. La deteccion de ZIKV en muestras
de suero fue realizada mediante una RT-PCR en tiempo real en un solo paso segun el

protocolo descripto por Lanciotti R. et al 2008 (16).

Plan de Analisis de datos: Los resultados laboratoriales obtenidos y los datos de las
fichas clinico-epidemiolodgicas fueron ingresados en una hoja de calculo del programa
Microsoft Excel. Posteriormente fueron analizados con herramientas de Estadistica
Descriptiva utilizando el programa Epi Info 7 y fue aplicado el test de chi-cuadrado para
analisis de significancia estadistica en cuanto a caracteristicas clinicas, grupos de edades, y
distribucion geografica; considerando estadisticamente significante los valores de P menor
de 0,05.
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3. RESULTADOS

Los 580 casos de sindrome febril seleccionados correspondieron a pacientes con inicio de
sintomas entre la semana 50 del afio 2015 y la semana 52 del afio 2016, todos reportados entre
enero y diciembre del 2016. En 45 (8%) de los 580 pacientes estudiados fue confirmada la
infeccion por ZIKV mediante RT-PCR en tiempo real.

El tiempo promedio entre la toma de muestras y la recepcion de las mismas para su
procesamiento en el laboratorio, fue de 4 dias con un rango de 0 a 14 dias en los casos
confirmados, mientras que en los no confirmados el promedio fue de 5 dias con un rango de 0 a 50
dias. El tiempo promedio entre el inicio de sintomas y la toma de muestras fue de 3 dias tanto para
los casos confirmados como para los no confirmados.

En la tabla 1 se describen las caracteristicas demogréficas de los pacientes estudiados. EI 62 %
de los casos confirmados fueron mujeres. La mediana de edad fue de 24 afios (rango de 2 a 54
afos), siendo el grupo de 20 a 29 afios el mas afectado seguido por el de 10 a 19 (Figura 1).

TABLA 1. DATOS DEMOGRAFICOS DE LOS PACIENTES ESTUDIADOS

Caracteristica del Confirmados (%) No confirmados %) Total (%)
Paciente N= 45 N=535 N=580

Sexo
Femenino 28 (62.2) 301 (56.3) 329 (56.7)
Masculino 17 (37.8) 234 (43.7) 251 (43.3)
Rango de Edades

0-9 7 (15.6) 85 (15.9) 92 (15.9)
10-19 10 (22.2) 123 (23.0) 133 (22.9)
20-29 12 (26.7) 106 (19.8) 118 (20.3)
30-39 5(11.2) 86 (16.1) 91 (15.7)
40 -49 8 (17.8) 54 (10.1) 62 (10.7)
50-59 3(6.7) 37 (6.9) 40 (6.9)
> =60 0 (0) 44 (8.2) 44 (7.6)
Regién Sanitaria
| Concepcion 0 (0.0) 2 (0.4) 2 (0.3)
I San pedro 1(2.2) 11 (2.2) 12 (2.1)
[l Cordillera 1(2.2) 12 (2.2) 13 (2.2)
IV Guaira 1(2.2) 5(0.9) 6 (1.0)
V Caaguazu 0 (0.0) 18 (3.4) 18 (3.1)
VI Caazapa 2(4.4) 16 (3.0) 18 (3.1)
VIl Itapua 0 (0.0) 30 (5.6) 30 (5.2)
VIII Misiones 0 (0.0) 7 (1.3) 7(1.2)
IX Paraguari 25 (55.6)* 126 (23.6) 151 (26.0)
X Alto Parana 1(2.2) 6 (1.1) 7(1.2)
XI Central 5(11.1) 119 (22.2) 124 (21.4)

X Pilar 0 (0.0) 16 (3.0) 16 (2.8)
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Xl Amambay 0 (0.0) 18 (3.4) 18 (3.1)
XIV Canindeyu 0 (0.0) 4 (0.7) 4 (0.7)
XV Presidente Hayes 0 (0.0) 7(1.3) 7(1.2)
XVI Boquerén 2(4.4) 29 (5.4) 31 (6.3)
XVIII Asuncién 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

* P< 0,05 (0,00000613)
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Figura 1. Distribucién de casos confirmados de ZIKV por grupos de edades y sexo.
Paraguay 2016

Fueron confirmados casos en 9 de las 18 Regiones Sanitarias del pais, la mayoria
de los casos provenian de los Departamentos de Paraguari, Central y de la Capital
(Figura 2). Ninguno de los casos confirmados reporta haber viajado fuera del pais en

las 2 semanas anteriores al inicio de sintomas.
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Figura 2. Distribucién geogréafica de Casos confirmados de ZIKV. Paraguay 2016.

Las capitales departamentales se muestran en letras rojas, y los distritos en letras negras.

La mayoria de los casos detectados se registraron entre las semanas
epidemioldgicas 1 y 12 del afio 2016 con un pico en la semana epidemioldgica 5,

aunque también se detectaron casos aislados en la semana 46 y 52 del 2016 (fig 3).
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Figura 3. Distribucion de casos confirmados de ZIKV por semana epidemiolégica.

Paraguay 2016
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Entre los casos confirmados de ZIKV, el 9% (4/45) fueron hospitalizados y 41%
fueron ambulatorios, mientras que entre los casos no confirmados el 14% fueron
hospitalizados y el 86% ambulatorios; sin diferencias estadisticamente significativas

entre ambos grupos.

Tratdndose de casos notificados en la Vigilancia de Sindrome febril agudo, la fiebre
graduada o referida estuvo presente practicamente en todos los pacientes. Los sintomas
mas comunmente reportados en los casos confirmados se detallan en la tabla 2, entre
los que destacan cefalea, mialgias y artralgias. Ningun sintoma en particular se
encontré significativamente relacionado a ZIKV. No se reportaron muertes entre los

pacientes estudiados.

TABLA 2. SIGNOS Y SINTOMAS DE CASOS CONFIRMADOS DE ZIKV. PARAGUAY 2016

Sintomas / Signos ~ Total (%) Positivos (%)  valor de P

n=580 n=45
Fiebre 572 (98.6) 44 (97.8) 0,614
Cefalea 457 (78.8) 36 (80.0) 0,837
Mialgia 421 (72.6) 31 (68.9) 0,563
Artralgias 351 (60.5) 30 (66.7) 0,380
Dolor Retro Ocular 276 (47.6) 22 (48.9) 0,855
Nauseas 223 (38.4) 14 (31.1) 0,292
Exantema 165 (28.4) 10 (22.2) 0,335
Dolor Abdominal 134 (23.1) 8 (17.8) 0,377
Prurito 100 (17.2) 6 (13.3) 0,470
Tos 29 (5.0) 3(6.7) 0,593

Inyeccién Conjuntival 59 (10.2) 2(4.4) 0,186
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4. DISCUSION
Confirmamos en este estudio la circulacién de ZIKV en 9 de las 18 Regiones Sanitarias
del Paraguay durante el afio 2016. La mayor parte de los casos fue detectada en el
Departamento de Paraguari, donde durante el mismo periodo se registré un brote de
CHIKV (23), lo que podria haber solapado la sospecha clinica de las infecciones por
ZIKV. Durante el mismo afio fueron también confirmados en todo el pais mas de 2.000
casos de DENV (24).

Consistentemente con estos hallazgos, en 8 de las 9 regiones sanitarias en las cuales
hemos confirmado los casos de ZIKV, hubo reportes de casos sospechosos de microcefalia
asociada a ZIKV durante el afio 2016 (25). En efecto, los 2 casos confirmados de
microcefalia asociada a ZIKV en el 2016, se registraron en regiones en las cuales también

encontramos casos positivos de ZIKV en el presente estudio.

Los casos confirmados se registraron principalmente durante los 3 primeros meses del
afio 2016, aunque también fueron detectados casos aislados en noviembre y diciembre, lo
que sugiere que no hubo corte de la transmision viral en todo el afio. Es probable que los
meses sin deteccion viral, la transmisién se haya mantenido a expensas de casos leves o

asintomaticos, que segun publicaciones pueden llegar hasta el 75% de todos los casos (5).

Los adultos jovenes y adolescentes, asi como el sexo femenino, fueron los grupos mas
afectados en la poblacion estudiada. Patrones similares de distribucion por edad y sexo han
sido reportados en otras investigaciones, que encontraron las mayores tasas de enfermedad
por ZIKV en mujeres de 20 a 29 afios (26, 27), en coincidencia con los resultados de este
estudio. Aunque se desconoce la causa de la mayor incidencia de la enfermedad por ZIKV
entre las mujeres mayores de 20 afios, se estima que podria estar relacionada a una mayor
exposicion a los mosquitos Aedes en el hogar, sintomas mas severos entre las mujeres en
ciertos grupos de edad, mayor blusqueda de atencién sanitaria, transmision sexual, entre
otras (27, 28).

En relacion al cuadro clinico, es importante mencionar que al seleccionar pacientes de
la vigilancia de sindrome febril, es evidente la introduccion del sesgo de la fiebre
resultando este el sintoma mas frecuente. De hecho, a diferencia de otros estudios
publicados en los cuales el exantema y el prurito fueron los sintomas mas frecuentes (5, 7,

29), aqui encontramos con mayor frecuencia cefalea, mialgias y artralgias ademas de la
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fiebre. Sin embargo resultados similares a los nuestros fueron encontrados en una
investigacion realizada en pacientes febriles detectados por Vigilancia hospitalaria en
Indonesia (30). Debe también ser considerado que la poblaciéon aqui enfocada fueron
personas que buscaron asistencia médica, probablemente debido a una sintomatologia
moderada a severa. Por otro lado, los casos leves, con sintomas no percibidos por la
poblacién como importantes para recurrir a los servicios, pudieron haber pasado

desapercibidos.

Cabe también resaltar que los pacientes estudiados fueron justamente aquellos en
quienes los médicos tratantes no sospecharon infeccion por ZIKV, por lo tanto, es de
esperarse que los sintomas mas comunes encontrados aqui no correspondan a lo
habitualmente reportado en esta enfermedad (5, 7, 29). Estos hallazgos sugieren una
presentacion clinica muy variable en pacientes con infeccion por ZIKV, y no deberia
descartarse la sospecha ante la ausencia de exantema y/o prurito, especialmente durante
brotes simultdneos de otros arbovirus con sintomatologia similar, que imponen el reto de

diferenciar clinicamente estas infecciones.

Una de las limitaciones de este estudio fue el tiempo prolongado entre la recoleccion de
algunas muestras y su recepcion en el laboratorio (hasta 50 dias en algunos casos), sin
poder garantizar la correcta conservacion de las mismas, principalmente las que provenian
de zonas alejadas de la capital. Este hecho sumado a las dificultades para el diagndstico de
ZIKV debido a los niveles breves y bajos de viremia reportados en otras investigaciones
(16), podria incidir en la sensibilidad de deteccion de los casos por RT-PCR. Esta
presuncién es reforzada por el hecho de que a excepcidon de residir en Paraguari (p=
0,00000613), no se observaron diferencias estadisticamente significativas en las
caracteristicas generales y sintomas registrados entre casos confirmados y descartados por
RT-PCR, lo que hace suponer que una proporcion de las muestras que resultaron negativas

podrian haber correspondido a verdaderos casos de ZIKV.

Por otro lado en este estudio solamente fueron analizadas muestras negativas para
DENV y CHIKYV, por lo tanto no fueron investigadas las coinfecciones. En consecuencia
es esperable que la proporcidn de casos de infeccion por ZIKV en la poblacion general sea

mayor a la encontrada en la poblacion estudiada.
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5. CONCLUSION

En conclusién, aunque las limitaciones descriptas podrian conducir a resultados que no
reflejen con exactitud la magnitud y distribucién real de la enfermedad en Paraguay, queda
demostrada la transmision del ZIKV en gran parte del territorio paraguayo durante varios
meses del afio 2016. Se refleja ademas la complejidad del diagnéstico de ZIKV en el
contexto de circulacion de DENV y CHIKYV, resaltando la necesidad de agudizar la
sospecha clinica sin limitarse a sintomas muy especificos. Esto cobra vital importancia en
el caso de las mujeres en edad fertil, que fueron el grupo mas afectado en este estudio, ante

el riesgo de las anomalias congénitas atribuidas a ZIKV.

No podemos desconocer el impacto que podria tener en el contexto de la vigilancia, el
hecho de no detectar los casos de ZIKV que llegan a los servicios de salud, ya que se
estaria perdiendo la oportunidad de establecer medidas de prevencion y control oportunas,
sobre todo considerando las diversas vias de transmision para este virus. El principal
hallazgo del presente estudio es la demostracion de casos confirmados de infeccion por
ZIKV que no fueron detectados por la Vigilancia Regular de Sindrome febril agudo, lo
cual indica la necesidad de fortalecer la Vigilancia incluyendo sus componentes

epidemiologico, clinico y laboratorio.
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