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RESUMO

As Arboviroses representam um grande problema de saude publica no Brasil.
Dengue (DENV-1994) tem sido epidémica por décadas, e a introducéo dos virus da
Zika (ZIKV- 2015) e Chikungunya (CHIKV-2014) impuseram uma carga significativa
ao pais. O presente estudo se propde a investigar a soroprevaléncia de Zika,
Dengue e Chikungunya em mulheres em Salvador, Bahia-Brasil. Método: Estudo
observacional de corte transversal envolvendo mulheres no puerpério imediato
admitidas para o parto em uma maternidade publica de Salvador-Bahia, Brasil.
Foram medidos IgG anti-ZIKA, anti-Dengue e anti-Chikungunya pelo método de
ELISA. Resultados: Um total de 302 participantes foram arroladas para o estudo. A
idade média foi de 26 anos, IQR (21-33). A maioria se declarou de raca parda ou
negra (92,4%). A soroprevaléncia foi de 57%, IC 95% (51,33-62,44) para Zika:
91,4%, IC 95% (87,44-93,89) para Dengue e 7,6%, IC 95% (4,90-11,20) para
Chikungunya. Muitas ndo tinham conhecimento de infeccdo prévia por Arbovirus,
assim 67 (22,3%) reportaram historia de infeccdo prévia por Zika, 34 (11,1%) por
Dengue e 9 (3%) por Chikungunya. Conclusdo: Indica-se alta prevaléncia de
infeccdo prévia por Zika e dengue na populacdo estudada. A maioria das
participantes foram susceptiveis a infecc¢ao futura pelo virus da Chikungunya, o que
sinaliza a necessidade de intervencbes educacionais para a prevencao. Os
resultados sugerem a necessidade de vigilancia epidemioldgica continua das
Arboviroses, particularmente entre mulheres residentes em regides de alto risco.

Palavras-chave: Dengue virus; Chikungunya virus; Zika virus; postpartum period;
Arbovirus/arboviruses



ABSTRACT

Arboviruses represent a major challenge to public health in Brazil. Dengue (DENV)
virus has been endemic for decades, and the introduction of Zika (2015) and
Chikungunya (2014) viruses has imposed a significant burden on the country. The
present study aimed to investigate the seroprevalence of ZIKV, DENV and CHIKV in
women in Salvador, Bahia-Brazil. Method: Cross-sectional study involving
postpartum women admitted to a maternity hospital in Salvador, Brazil. Anti-ZIKV,
anti-DENV and anti-CHIKV IgG was measured by ELISA. Results: A total of 302
women were enrolled with a median age: 26 years, IQR (21-33). Most self-declared
mixed-race or black skin color (92.4%). The seroprevalence was 57% for ZIKV);
91.4% for DENV and 7.6% for CHIKV. Most participants denied awareness of
previous arboviral infection, although 67 (22.3%) reported a previous history of ZIKV
infection, 34 (11.1%) DENYV infection and 9 (3%) CHIKYV infection. Conclusion: Our
data indicate a high prevalence of past ZIKV and DENYV infections in the population
studied. Most of the participants remain susceptible to future CHIKV infection,
highlighting the need for preventive and educational interventions. Our results
suggest the need for continuous epidemiological surveillance of arboviral diseases,
particularly among women residing in at-risk regions.

Keywords: Dengue virus; Chikungunya virus; Zika virus; postpartum period;
Arbovirus/arboviruses
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1 INTRODUCAO

As arboviroses (arthropode borne viruses) sdo viroses causadas por virus
que se difundem por vetores. Varias sdo essas viroses, mas no Brasil, os virus da
Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV) s&o os mais prevalentes.

Nos anos de 2015 e 2016, houve uma epidemia pelo Zika virus que ocorreu
principalmente no Nordeste do pais. Outras arboviroses ja vinham acometendo a
populacdo havia décadas, como a dengue e, mais recentemente, a Chikungunya.
O Zika Virus (ZIKV) é um arbovirus da familia flavivirus, transmitido pelo mosquito
Aedes ssp., descrito, em 1954, pela primeira vez, na floresta Zika em Uganda, na
Africa®. Casos esporadicos foram relatados desde entdo, em paises daquele
continente@3), Em 2007, surgiu o primeiro surto fora do eixo Africa/Asia, nas llhas Yap,
dos Estados Federados da Micronésia, tendo sido identificado o acido ribonucleico -
RNA do virus pela técnica de Reverse transcription polymerase chain reaction - RT-
PCR. Nessa ocasido, 58% dos casos testados foram positivos para o virus, e
estimativas foram feitas de que 73% da populagdo da ilha teria sidoinfectada®.

Em 2013, ocorreu uma epidemia semelhante a ocorrida na llha Yap, na
Polinésia Francesa, na qual 8.510 pacientes foram relatados como suspeitos e 53%
dos casos foram confirmados. Naquela ocasido, houve também uma notificacdo
aumentada de problemas neurolégicos, com notificagdo de 72 casos graves e 40
casos de sindrome de Guillain-Barré, taxa 20 vezes maior que a esperada para o
periodo®:9),

No inicio de 2015, foram relatados casos de doenca exantematica, com
rash cutaneo, poliartralgia, febre e edema periarticular, inicialmente desconhecida
e de curso limitado, no Nordeste do Brasil. Zanluca e colaboradores(, em margo do
mesmo ano, relataram positividade para ZIKV no soro de oito pacientes no Rio
Grande do Norte. No mesmo periodo, foram identificados sete casos de ZIKV em
Salvador-BA®). A partir de entdo, houve rapida disseminacéo para todos os estados
do Brasil e, em Salvador, a partir de maio de 2015, foram notificados 17.440 casos
suspeitos®19. Na Bahia, em 2015, 168 casos de doencas neuroldgicas associadas
com manifestacdes exantematicas prévias foram relatados. Desses, 37,5% foram
confirmados como sindrome de Guillain-Barré, e outros 42,7% ainda permaneciam

em investigacdo, aguardando correlacdo com a doenca viral prévia®©).
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Sendo um patdégeno emergente, a apresentacdo clinica e possiveis
complicacbes da infeccdo por ZIKV ndo sdo completamente conhecidos. Assim,
uma vigilancia cuidadosa deve ser mantida.

Em 22 de outubro de 2015, a Secretaria de Saude do estado de
Pernambuco comunicou ao Ministério da Saude do Brasil a observacédo de aumento
no numero de casos de microcefalia no estado e, a partir de nhovembro do mesmo
ano, casos de malformagBes congénitas relacionadas a microcefalia foram
notificados ao Ministério da Saude por outros estados.

Diversas doencas infecciosas, quando acontecem no periodo perinatal,
podem acarretar microcefalia. As infecgcdes mais comuns associadas a essa
condicdo sdo as TORCH - Toxoplasmose, outros - Sifilis, Rubéola,
Citomegalovirus e Herpes, além do Parvovirus B19, Hepatites B e C e virus da
imunodeficiéncia humana — HIVAD, Outras condicGes podem causar microcefalia,
desde doencas genéticas, exposicdo a substancias teratogénicas, doencas
maternas, complicacdes do parto, encefalites e traumas(1?),

Em novembro de 2015, o Centro de Controle de Doencas da Unido
Europeia (ECDC) publicou o documento “Avaliacédo Rapida de Risco — Microcefalia
no Brasil potencialmente relacionada a epidemia de Virus Zika”. Nesse documento,
é relatado que, durante o surto de Zika entre 2014 e 2015 na Polinésia Francesa,
houve um aumento incomum no ndmero de casos de microcefalia®?).

A possibilidade de causa-efeito foi baseada na associacdo temporal e
geografica do surto de Zika no Brasil, seguido pelo aumento do nimero de criancas
com registro de microcefalia ao nascimento, e histéria materna de rash
cutaneo/febre, principalmente durante o periodo gestacional. Além disso, as
imagens cerebrais desses bebés (ultrassonografia, tomografia ou ressonancia)
consistentemente mostraram lesdes caracteristicas de infeccbes congénitas:
calcificacGes cerebrais e desenvolvimento cerebral prejudicado®*15).

A partir desse momento, o Ministério da Saude do Brasil declarou estado
de emergéncia sanitaria nacional e iniciou uma investigacao, a fim de verificar a
hipotese de que a infec¢éo pelo ZIKV poderia ser a causa desse surto. No decorrer
das investigacfes, outras evidéncias foram reforcando essa hipotese, mediante a
confirmacéo da presenca de ZIKV em sangue e tecidos de um bebé que faleceu no
estado do Ceara, apresentando microcefalia e outras malformagdes, bem como a

identificagdo do virus no liqguido amnidtico de duas gestantes com fetos
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microcefalicos¥, e no liquido cefalorraquidiano de recém-nascidos microceféalicos
no estado da Paraiba. Posteriormente, foi identificada a presenca de virus Zika em
tecido cerebral de feto com microcefalia®®).

A ocorréncia de dengue durante a gravidez é descrita desde 1948. O
espectro de doenca viral nas criancas varia desde doenca leve a choque
hemorragico da dengue(®17), ComplicacGes neurolédgicas e oftalmoldgicas também
ja foram relatadas, as complicacdes para o neonato variam desde prematuridade,
morte fetal intraltero, transmissdo materno-fetal a morte neonatal@®),

Manifestacfes neonatais de outro arbovirus, o Chikungunya, também ja
foram relatadas. A transmisséo perinatal pode acarretar: encefalite, encefalomielite
disseminada aguda (ADEM), meningite ou apenas irritabilidade relacionada a
doenca febril®®. Na ilha La Réunion, em 2006, diversos pacientes no periodo
neonatal foram acompanhados, um dos pacientes apresentou paralisia cerebral e
cegueira, outros quatro tiveram alteracdo no desenvolvimento neuropsicomotor?,

A Bahia, estado da Regiao Nordeste, vem sendo acometida por epidemias
sucessivas de dengue desde 1994, foi um dos primeiros estados a confirmar
epidemia de Chikungunya, em setembro de 20149, e um dos estados onde foi
identificado pela primeira vez o virus Zika, no municipio de Camacari®. Nesse
cenario, epidemias concomitantes de Dengue, Zika e Chikungunya, sem
precedentes, vém ocorrendo no Brasil desde 2015, com énfase para o estado da
Bahia e outros estados do Nordeste brasileiro.

Em 2015, aproximadamente 1,6 milhdo de casos de Dengue foram
notificados no pais, e em torno de 50.000 casos no estado da Bahia. A Chikungunya
foi detectada no Brasil pela primeira vez em 2014, e em 2015 foram notificados
23.400 casos na Bahia®. Na epidemia de Zika virus, em 2015, o Ministério da Saude
estimou 440.000-1.300.000 casos no pais, sendo declarado o estado de emergéncia
em Saude Publica. Em 2016, até a semana epidemiolégica 27 (09/07/2016), foram
notificados 1.399.480 casos de Dengue, 169.656 casos de Chikungunya e 174.003
casos de Zika no pais, sendo 59.417 casos de Dengue, 42.511 casos de
Chikungunya e 48.010 casos de Zika na Bahia, confirmando o padrao de epidemia
concomitante de arbovirus no estado também em 2016, como observado no ano
anteriort0),

Ocorreu no Nordeste brasileiro em outubro de 2015, uma epidemia de

recém-nascidos com microcefalia, principalmente nas grandes cidades. Até o dia
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20 de agosto de 2016, 9.091 casos suspeitos de microcefalia foram registrados
no Brasil, sendo que o estado da Bahia notificou 1.246 casos®Y. Salvador, cidade
com 2.675.656 habitantes e capital do estado da Bahia, notificou 645 casos de
microcefalia até 02/06/2016. A Bahia notificou, de outubro de 2015 até 05 de
novembro de 2016, 1.396 casos de SC ZIKAV(?2),

As infeccbes clinicas e a ocorréncia de microcefalia diminuiram
acentuadamente a partir de 2017, e em maio deste mesmo ano o Ministério da
Saude declarou o fim da emergéncia em saude publica ocasionada pelo virus da
Zika. As hipoteses relacionadas a esse fato sdo de controle da proliferacdo do
mosquito Aedes sp. ou imunizagdo adquirida da populacdo apés a epidemia.

Nesse contexto, torna-se importante conhecer a taxa de mulheres que ja
foram expostas aos virus Zika, Dengue e Chikungunya e inferir o percentual de
susceptiveis, para quem futuras intervencbes de prevencdo devem ser
implementadas.

Com o objetivo de estabelecer um sistema de vigilancia ativa para deteccéo
de casos de infeccbes congénitas por virus Zika e outras arboviroses, surgiu a
necessidade de realizar estudo de soroprevaléncia das referidas viroses. Acredita-
se gue seja uma oportunidade Unica de gerar conhecimentos relacionados as taxas
de prevaléncia de infeccbes prévias por arbovirus em gestantes. Assim, espera-se
contribuir para 0 novo conhecimento que tem sido gerado em relacdo a essas

devastantes doencas emergentes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo primario:

Descrever a soroprevaléncia de Dengue, Zika virus e Chikungunya em

parturientes de uma maternidade publica de Salvador-Bahia.

2.2 Objetivo secundario:

Estimar relatos de infeccdo prévia por Zika virus, Dengue virus e

Chikungunya virus e resultado das sorologias.
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3 MATERIAL E METODO:

Estudo observacional de corte transversal realizado na maternidade
Instituto de Perinatologia da Bahia (IPERBA) — maternidade publica da rede de
maternidades da Secretaria Estadual de Saude (SESAB). O trabalho foi dividido em
duas etapas: coleta das amostras realizada entre setembro-dezembro de 2017 e
analise das amostras de fevereiro de 2020 até dezembro de 2021. A amostra foi de
conveniéncia, e participaram as pacientes maiores de 18 anos que concordaram
em participar do estudo e ter o sangue retirado, para a realizacdo dos exames.
Naquele periodo, 308 pacientes concordaram em participar do estudo e tiveram
amostra de sangue retirada, porém, as trés sorologias s6 foram realizadas em 302
pacientes, seis pacientes so tiveram as sorologias para Zika e Dengue, por falta dos
kits para Chikungunya, e foram excluidas das analises.

Deteccdao de anticorpos IgG para ZIKV, DENV, CHIKV foram realizadas por
kits comerciais de ELISA (Euroimmun™, Liberg, Alemanha), realizados de acordo
com o protocolo do fabricante.

Os dados sociodemograficos e informacgfes clinicas foram obtidas por
entrevistas e a entrada dos dados e manejo dos mesmos foram feitos usando
Redcap (Vanderbilt University, Nashville, TN, USA).

As amostras foram coletadas por profissionais de salude da maternidade, e
um tubo de sangue foi retirado, centrifugado e separado para armazenamento a -
80°C. Os testes soroldgicos foram realizados no Instituto Gongalo Moniz, Fundacao
Oswaldo Cruz (IGM-FIOCRUZ).

Os resultados foram obtidos calculando uma proporcédo do valor de
extingdo da amostra do paciente sobre o valor de extin¢cao do calibrador 2 fornecido
com o kit, onde uma amostra com propor¢do <0,8 foi considerada negativa,
amostras com proporgao 20,8 a <1,1 foram consideradas limitrofes, e as amostras
com uma razao 21,1 foram consideradas positivas para detecgéo de anticorpos IgG
especificos.

Foram realizadas andlises descritivas da populacdo do estudo. Os dados
categoricos foram descritos utilizando propor¢des com intervalos de confianga de
95%, e os dados numéricos descritos por média e desvio-padrdo ou mediana e
intervalo interquartil. Os dados foram tratados usando o Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS-26).
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3.1 Aspectos éticos:

Todas as participantes concordaram em aderir ao estudo e assinar o TCLE,
contendo informacdes explicitas sobre a natureza e os objetivos da pesquisa, em
linguagem apropriada ao nivel educacional da populacao-alvo do estudo.

O banco de dados contendo informacdes demograficas e clinicas da
pesquisa teve acesso limitado para evitar quebra do sigilo das informacdes
armazenadas e garantir a privacidade dos individuos participantes.

O presente projeto foi submetido e aprovado pelo comité de ética do IGM-
Fiocruz (CAAE: 51889315.7.0000.0040). A todas as voluntarias foi solicitado o
preenchimento de TCLE, e sua identidade preservada mediante uso de cédigos.
Os riscos para as participantes foram minimos, ja que envolveu procedimentos de
rotina, como obtencao de sangue periférico.

A recusa de participacdo nao implicou no curso de seu tratamento.
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4 RESULTADOS:

De 900 (novecentas) pacientes internadas no periodo de setembro a
novembro de 2017, foram recrutadas 302, que assinaram o TCLE e consentiram
na retirada do sangue para o estudo. Os aspectos sociodemogréficos da amostra
podem ser vistos na Tabela 1. A mediana da idade foi de 26 anos, IQR (21-33). A
maioria delas eram pardas ou negras, e aproximadamente 50% eram solteiras e

tinham concluido o ensino médio.

Tabela 1 — Dados sociodemogréaficos das 302 parturientes (Salvador, Brasil, 2017)

Caracteristicas N (%)
Raca declarada
Negra 121 (40.1)
Parda 158 (52.3)
Branca 23 (7.6)
Outros 0 (0.0)
Escolaridade
Ensino fundamental 93 (30.8)
Ensino médio 168 (55.6)
Ensino superior 41 (13.6)
Renda familiar com base no salario minimo
<1S.M 38 (12.6)
21 S.M 222 (73.5)
Desconhecido 42 (13.9)
Estado civil
Solteira 148 (49.0)
Casada 49 (16.2)
Divorciada 1(0.3)
Unido estéavel 104 (34.4)
Historico obstétrico
Primigesta 108 (35.8)
Secundigesta 93 (30.8)
Multigesta 101 (33.4)

** Com base no salario minimo (SM) em 2017(R$ 954,00)

Os dados clinicos estdo apresentados na Tabela 2 e, das infeccbOes
pesquisadas, 8,3% apresentavam sifilis concomitante. A minoria das pacientes
sabia ter tido doenca relacionada aos virus pesquisados, e s6 19 de 302 (6,3%),
foram negativas para os trés virus. Muitas foram positivas para dois ou trés dos

virus, como mostra o diagrama de Venn do Gréafico 1.
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Tabela 2 — Dados clinicos das 302 parturientes (Salvador, Brasil, 2017)

Caracteristicas N (%)
Historia de doencas prévias ou cronicas
Nenhuma 274 (90.7)
Diabetes 4(1.3)
Hipertenséo 20 (6.6)
Hepatite B 1(0.3)
Hepatite C 0 (0.0)
Sifilis 25 (8.3)
HIV 0 (0.0)
Infeccdo autodeclarada por Chikungunya
Sim 9 (3.0
Infeccdo autodeclarada de dengue
Sim 34 (11.3)
Infeccdo autodeclarada por Zika
Sim 67 (22.2)

O diagrama de Venn abaixo mostra as intersec¢cdes entre as
soroprevaléncias das arboviroses estudadas, mostrando a concomitancia dessas

viroses naquele periodo.

Arbovirus
Negativo:
19 (6,3%)

N= 302 DENV

100 (33,1%)

0 (0%)

2 (0,7%)

Grafico 1 — Soropositividade para Dengue, Chikungunya e Zika entre 302 parturientes

de uma maternidade publica de Salvador, Brasil, 2017.
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Na Tabela 3, descreve-se uma alta prevaléncia de 1gG para Zikv- 57%, IC
95% (51,33-62,44) e Denv-91,36%, IC (87,44- 93,89) e baixa prevaléncia para
Chikungunya-7,6%, IC (4,90-11,20), na populacdo de mulheres parturientes

internadas no IPERBA.

Tabela 3 — Soroprevaléncia de Zika, Dengue e Chikungunya numa

maternidade publica de Salvador, Brasil, 2017.

RESULTADO ZIKA DENGUE CHIKV

N %/ Cl - 95% N %/ Cl - 95% N %/ Cl - 95%
POSITIVO 172 57(51,33-62,44) 275 91,36 (87,44-93,89) 23 7,6 (4,90 - 11,20)
NEGATIVO 114  37,7(32,4433) 25 8,3 (5,5-11,8) 279 92,4 (89-95)
INCONCLUSIVO 16 5,3 (3,2-8,3) 2 0,7 (0,1-2,2)
TOTAL 302 100 302 100 302 100
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5 DISCUSSAO

Apos a introducéo do Zika virus e Chikungunya no Brasil, em 2014 e 2015,
respectivamente, poucos estudos foram feitos para estimar a prevaléncia desses
virus no pais. O presente trabalho visa a obter informagbes sobre essas
prevaléncias, ainda mais, a amostra € de uma populacdo de puérperas, que Sao o
publico mais importante a ser avaliado, por suas implicagcdes na gravidez(®319, A
Regido Nordeste, onde o trabalho foi desenvolvido, também foi uma das mais

afetadas do pais.

Nas regides com epidemias documentadas de ZIKV, poucos estudos de
prevaléncia foram feitos. No entanto, os dados disponiveis mostram alta
prevaléncia de anticorpos IgG no periodo pos-epidémico, sugerindo alta circulacao
viral nas comunidades afetadas. Na Polinésia Francesa, um estudo populacional
evidenciou prevaléncia de 49% de IgG para ZIKV nos individuos estudados®. Os
resultados do presente estudo demonstraram uma soroprevaléncia mais elevada
(57%), em consonancia com outro estudo realizado na mesma cidade, que
constatou uma soroprevaléncia de 63%@3. Estudos com gestantes sdo ainda mais
escassos 4. Os resultados de IgG para ZIKV podem ser tdo diferentes quanto
30,77% na Tailandia e 89% na Coldmbia®> 28),

Em relacé@o a soroprevaléncia para Dengue, os resultados tém sido diversos,
com diferencas tanto entre os continentes, quanto nas diferentes regifes do
Brasil®). Regides do Caribe e da América Latina tém demonstrado altas
prevaléncias de IgG para dengue, incluindo uma amostra com 100% de positividade,
na Jamaica e St. Kitts Nevis®®. No Brasil, a soropositividade para Dengue varia
amplamente entre as regides e entre os diversos periodos de estudo, com uma
amplitude de 3 a 97%®?"29 O indice de positividade de IgG para dengue no presente
estudo (91,4%), em puérperas, é semelhante a outro estudo realizado no Nordeste
brasileiro, com prevaléncia de 95,1%0),

O virus Chikungunya tem uma prevaléncia altamente variavel no mundo,
indo de 0,4 a 82%%27), No Brasil, estudos feitos no Nordeste identificaram
frequéncias entre 20 a 57%® 32, Um estudo de coorte realizado em Fortaleza
revelou uma prevaléncia de 37,2% de IgG para Chikungunya, em mulheres em

idade reprodutiva®®. No presente estudo, em Salvador, detectou-se uma



25

prevaléncia de 7,6%, muito inferior aos demais levantamentos, porém semelhante
a outro estudo realizado nesta capital, que encontrou prevaléncia de 11,8%G%.
Importante salientar que esses achados reportam uma alta suscetibilidade a essa
infeccdo na populagéao estudada.

Observou-se uma grande discrepancia entre o numero de pessoas que
tinham conhecimento da infeccéo prévia por arbovirus e a prevaléncia de IgG para
0s virus estudados. Como exemplo, no presente estudo, apenas 11,7% das
pacientes informaram ter tido Dengue, enquanto a soroprevaléncia de IgG para
Dengue foi de 91,4%. E sabido que muitas arboviroses sdo assintomaticas. Estudos
de soroprevaléncia avaliando pacientes sintomaticos versus assintomaticos
revelam que a grande maioria dos pacientes nao tinha conhecimento de infeccdo
anterior. Na Guiana Francesa, a proporcao de mulheres gravidas sintomaticas para
infeccdo por Zika virus variou de 17 a 35%®%, enquanto a soroprevaléncia foi de
77%. Esses achados corroboram o que foi encontrado no presente estudo, quando
os relatos de infeccdo prévia foram de 22,3%, e a sorologia IgG para Zika foi de
57%.

Uma limitacao deste estudo foi a ndo realizacdo de um teste de neutralizacéo
a exemplo do teste de neutralizacdo por reducdo em placa (PRNT). Empregaram-
se kits comerciais com especificidades satisfatérias (Euroimmun™, Luberg,
Alemanha), a reacéo cruzada entre Flavivirus (Dengue e Zika virus) pode ocorrer,
no entanto, as taxas de prevaléncia entre Zika virus e Dengue foram semelhantes
as de outro estudo feito na mesma localidade e com realizacdo de PRNT e IgG para
Zika e Dengue, no qual os autores encontraram taxa de 63,3% de IgG para Zika, e
62,5% utilizando o PRNT, demonstrando uma alta concordancia entre os dois
métodos(),

O presente estudo indica uma alta prevaléncia de infeccédo passada por Zika
virus e Dengue, em mulheres no pos-parto, demonstrando que a epidemia de 2015-
2016 de Zika virus atingiu grande parte da populacao regional, em concomitancia
com a endemia de Dengue. A alta frequéncia de anticorpos contra esses Flavivirus
na populacéo estudada pode estar ligada ao acentuado declinio da infec¢ao pelo
Zika virus no ano de 2017, ressaltando-se a permanéncia da circulacéo do vetor,

responsavel pela transmissdo endémica da Dengue e esporadica de Zika®").
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CONCLUSAO

Os resultados referentes ao objetivo primario evidenciam uma alta
prevaléncia de infeccdo por arboviroses em mulheres no puerpério imediato, em
uma maternidade publica na cidade de Salvador-BA, com soroprevaléncia de 1gG
para Dengue de 91,4%, IC 95%(87,44-93,89), de IgG para Zika de 57%, IC
95%(51,33-62,44) e de IgG para Chikungunya de 7,6%, IC 95%(4,90-11,20). O
conhecimento de infeccBes prévias pelas pacientes estudadas foi muito inferior ao
gue demonstraram as sorologias, sendo informadas taxas de 11,7; 22,3 e 3,0 para
Dengue, Zika e Chikungunya, respectivamente. Considerando o fato de que muitas
arboviroses ocorrem de forma assintomatica, e ainda tendo em conta as
repercussdes dessas arboviroses na gravidez, nos fetos e recém-nascidos,
demonstra-se a necessidade de vigilancia epidemioldgica continua dessas
arboviroses, especialmente em mulheres residentes em regides de alto risco
epidemioldgico. Adicionalmente, evidencia-se baixa prevaléncia de IgG para
CHIKV, representando alta suscetibilidade a essa infeccdo e necessitando de

medidas preventivas e educacionais em relacéo a esse virus.
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DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Investigagdo do papel da infecgao pelo virus Zika na epidemia de recém-nascidos com
microcefalia em Salvador-BA: um estudo de prevaléncia em gestantes e neonatos e
seguimento de bebés com infecgdo congénita por virus Zika.
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Instituigao Proponente: Centro de Pesquisas Gongalo Moniz - CPqGM/ FIOCRUZ/ BA
Patrocinador Principal: Fundagao Oswaldo Cruz

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.935.854

Apresentagao do Projeto:

O virus Zika é um flavivirus emergente transmitido pelo Aedes spp. O primeiro caso humano foi descrito em
1954 com casos isolados subsequentes relatados na Africa e Asia, caracterizado por um quadro febril agudo
auto-limitado. Em anos recentes o virus Zika emergiu em localidades da regido do pacifico causando
epidemias na Micronésia, Polinesia Francesa, llhas Cook e Nova Caledonia. Em maio de 2015, ap6s um
alerta da Organizagao mundial de saude sobre a expansao e transmissao do Virus Zika nas Americas, os
primeiros casos de transmisséo autocnes do Brasil foram confirmados no Rio Grande do Norte e na Bahia.
Desde a identificagédo da entrada do virus no Brasil, houve uma rapida disseminagéo e no final da semana
epidemioldgica 45 (dezembro/2015), 18 estados brasileiros tem registro de autoctonia do virus. Durante esta
a epidemia de Zika Virus em Salvador-BA, que iniciou em Maio de 2015, 17.440 casos suspeitos foram
notificados representando a maior epidemia desta arbovirose ja relatada mundialmente.

Sendo um patégeno emergente, a apresentagao clinica e possiveis complicagdes da infecgdo por Zika virus
nao sdo completamente conhecidas. Assim, uma vigilancia cuidadosa dever ser mantida.
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Em 22 de outubro de 2015, a Secretaria de Satde do Estado de Pernambuco comunicou ao Ministério da
Salide a observagdo de aumento no numero de‘casos de microcefalia no estado, desde agosto de 2015. A
partir de novembro de 2015 casos de malformagées congénitas, sobretudo relacionados a microcefalia
foram notificados ao Ministério da Satide em outros estados. Posteriormente a associagao desta epidemia
de recém-nascidos com microcefalia foi confirmada por exames de RT-PCR positivos para

Zika virus em liquido aminiotico de gestantes e em tecidos de recém-nascido com microcefalia.

0 protocolo aprovado objetiva realizar uma investigagéo do papel da infecgdo do Zika virus e outras
arboviroses circulantes em nosso meio na epidemia de recém-nascidos com microcefalia que esta
ocorrendo em Salvador-BA. Pretende-se avaliar a prevaléncia de infecgdo do Virus Zika, Virus Chikungunya
e Dengue em gestantes admitidas em duas maternidades de Salvador, assim como a prevaléncia de
infecgdes congénitas por estes arbovirus em recém-nascidos. A emenda proposta solicita modificagdo do
desenho do estudo de forma a permitir caracterizar as manifestagdes clinicas associadas a infecgoes
congénitas por virus Zika e realizar um estudo prospectivo de seguimento de bebés (com e sem
microcefalia) para descrever manifestagdes clinicas, complicagdes e histéria natural da doenga. Propde
também avaliar o desempenho de diferentes métodos diagnésticos soroldgicos e moleculares para o
diagnéstico de infecgdes congénitas por virus Zika. Métodos sorolégicos sdo disponiveis para detecgéo de
anticorpos anti-Zika, baseados em

ELISA ou Imunofluorescéncia, mas poucos sdo disponiveis comercialmente até o momento e ainda com
pouca validagao clinica sobretudo em populagéo de neonatos. Assim, pretende-se avaliar o desempenho de
kits sorolégicos para o diagnéstico de infecgao por virus Zika em neonatos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Caracterizar a prevaléncia de infecgdes pelos virus Zika, Chikungunya e Dengue em
gestantes e avaliar a transmissao congénita destes arbovirus, durante epidemia de recém-nascidos com
microcefalia.

Objetivo Secundario:

1- Estimar as prevaléncias de infecgdes prévias (soroprevaléncia) aos Virus Zika, Dengue e Chikungunya
em gestantes admitidas em duas maternidades de Salvador-BA

2- Identificar a prevaléncia de infecgdes congénitas por Virus Zika, Dengue e Chikungunya em recém-
nascidos de duas maternidades de Salvador-BA;

3. Caracterizar as manifestagdes clinicas de recém-nascidos com infecgdes congénitas por Virus Zika,
Dengue e Chikungunya;
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4- |dentificar a prevaléncia de microcefalia e outras malformagdes congénitas em recém-nascidos no
periodo de estudo; '

5- Descrever a distribuigdo temporal de casos de microcefalia associadas a Zika virus no periodo do estudo.
Objetivos adicionais solicitados na emenda:

6- Avaliar e descrever o crescimento e desenvolvimento neuropsicomotor de bebes com

infecgbes congénitas por Virus Zika durante os primeiros 2 anos de vida;

7- Identificar e descrever as manifestagdes neurolégicas, ortopédicas e oftalmolégicas em bebes com
infecgbes congénitas por virus Zika;

8- Descrever alteragoes audiométricas e de degluticao em bebes com infecgdo congénita

por virus Zika;

9- Validar um painel de amostras com diagndstico confirmado de infecgéo congénita por

virus Zika para avaliar o desempenho de diferentes amostras biolégicas e testes diagndsticos soroldgicos
para o diagndstico de infecgdo congénita por virus Zika;

10- Realizar o sequenciamento de isolados de virus Zika e caracterizar a filogenética

associada a casos de infecgdo congénita pelo virus Zika.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Para alcancar os objetivos adicionais propostos sera necessério modificar o desenho do estudo para uma
coorte prospectiva, com seguimento em cinco visitas adicionais pelo periodo de 24 meses (em3,6,12,18¢e
24 meses). Nestes perfodos serdo realizadas avaliagoes do desenvolvimento infantil, neurolégico, motor,
odontoldgico e da linguagem; exames da fungdo auditiva e oftalmoldgicos, eletroencefalograma, e exames
de imagem. Nas visitas a partir do 6° més seréo também coletadas amostras de sangue para detecgdo de
anticorpos anti-ZIKV e identificagdo de soroconversao IgM/IgG incluindo testes comerciais. Todos os
resultados de exames seréo disponibilizados as mées, e as avaliagdes propostas potencialmente traréo
beneficios aos participantes da pesquisa. Contribuigdes cientificas e tecnolégicas da proposta estao
detalhadas no projeto. Os riscos potenciais relacionados & perda do sigilo e coleta das amostras de sangue
venoso e do corddo umbilical e bi6psia da placenta estdo descritos, bem como agdes apropriadas para
mitigar esses riscos.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Foram apontadas as seguintes pendéncias no protocolo de pesquisa:

1. Corrigir a discrepancia de informagdes no "Regulamento de Biorrepositério" quanto ao

go: Rua d Falcao, 121

Bairro: Candeal CEP: 40.296-710
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3176-2327 Fax: (71)3176-2285 E-mail: cep@bahia.fiocruz.br

Pégina 03 de 06



33

CENTRO DE PESQUISAS
GONGALO MONIZ - Qo orme
FIOCRUZ/BA

Continuagéo do Parecer: 1.935.854

armazenamento de amostras biol6gicas para uso futuro. ATENDIDO

2. Descrever, no item “Consideragdes éticas” da sec¢ao “Materiais e métodos”, todos os cuidados que serdo
observados para que nao haja despesas decorrentes de participagdo no projeto para os participantes da
pesquisa. ATENDIDO.

3. Submeter como notificagéo o relatério de atividades do projeto.

4. Todas as alteragdes realizadas no projeto deverao ser replicadas na versio resumida que consta na
Plataforma Brasil, incluindo a alteragdo do periodo de vigéncia do projeto para dezembro de 2019.
ATENDIDO

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Dos TCLES/TALEs:

1. Na auséncia de orgamento disponivel, assegurar que ndo havera despesas decorrentes da participagso
na pesquisa, atendendo a Res. CNS 466/2012, item 1V.3.g. ATENDIDO.

Recomendagdes:
Encaminhar o relatério de atividades do projeto para apreciagéo na reunido de margo do corrente.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Em cumprimento da Res. 466/2012 e Norma Complementar vigente, enviar relatérios semestrais a partir
desta data, e relatério final em até um més apds o término da vigéncia do projeto conforme cronograma
aprovado neste protocolo. Caso haja inclusdo de outra fonte de financiamento ap6s esta aprovagao,
informar ao CEP como emenda ao protocolo incluindo o Termo de Outorga ou documento equivalente e
realizando as alteragdes pertinentes na Folha de Rosto para indicar modificagdo do patrocinador principal.

The present study has been approved by the Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas Gongalo
Moniz/FIOCRUZ (IORG0002090/OMB No. 0990-0279 valid until 03/16/2018). The protocol and procedures
presented in the project are in full accordance with the Brazilian legislation regarding the ethical standards in
conducting research involving human beings (Res. CNS 466/2012), as well as with the ethical principles for
medical research involving human subjects expressed in the World Medical Association Declaration of
Helsinki.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Plataforma

‘@\: s

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Outros alteracao_de_documento_na_plataform | 16/02/2017 [THEOLIS COSTA Aceito
a_Brasil.pdf 12:08:37__|BARBOSA BESSA

Declaragao de biorrepositoriorevisadosolicitacaoaoCEP| 16/02/2017 |THEOLIS COSTA Aceito
Manuseio Material | .pdf 12:08:15 |BARBOSA BESSA
Bioldgico /
Biorepositério /
Biobanco
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_817498| 30/01/2017 Aceito
do Projeto E2.pdf 23:24:24
Declaragédo de anuenciamaternidade.pdf 30/01/2017 |lsadora Cristina de Aceito
Instituicdo e 23:19:18 |Siqueira

ra
Declaragédo de anuenciaiperba.pdf 30/01/2017 |lsadora Cristina de Aceito
Instituicao e 23:18:54 |Siqueira

ra
Declaragéo de anuenciafernando.pdf 30/01/2017 |Isadora Cristina de Aceito
Pesquisadores 23:16:39 | Siqueira
Declaragao de cartajuan.pdf 30/01/2017 |lIsadora Cristina de Aceito
Pesquisadores 23:16:03 | Siqueira
Declaragdo de CARTATEREZA .pdf 30/01/2017 |lIsadora Cristina de Aceito
Pesquisadores 23:14:52 | Siqueira
Declaragao de CARTAPEDRO.pdf 30/01/2017 |lIsadora Cristina de Aceito
Pesquisadores 23:14:17 | Siqueira
Declaragdo de anuenciadiretorFMB.pdf 30/01/2017 |Isadora Cristina de Aceito
Instituicdo e 23:12:13 |Siqueira
| Infraestrutura
Declaragdo de anuenciaFS.pdf 30/01/2017 |lIsadora Cristina de Aceito
Instituigao e 23:11:49 |Siqueira

ura

Declaragao de anuenciafarmacia.pdf 30/01/2017 |Isadora Cristina de Aceito
Instituicao e 23:11:03 [Siqueira
| Infraestrutura
Declaragao de ANUENCIADIRETORACEPRED.pdf 30/01/2017 |lIsadora Cristina de Aceito
Instituicdo e 23:10:41 |Siqueira
 Infraestrutura
Declaragado de anuenciasCEPRED.pdf 30/01/2017 |lIsadora Cristina de Aceito
Pesquisadores 23:10:15 [Siqueira
Declaragao de anuenciacynara.pdf 30/01/2017 |lIsadora Cristina de Aceito
Pesquisadores 23:09:35 | Siqueira
Declaragéo de anuenciaDiego.pdf 30/01/2017 |Isadora Cristina de Aceito
Pesquisadores 23:09:14 | Siqueira
Declaragao de AnuenciaRita.pdf 30/01/2017 |lsadora Cristina de Aceito
Pesquisadores 23:07:08 | Siqueira
Declaragédo de anuenciamaricelia.pdf 30/01/2017 |lIsadora Cristina de Aceito
Pesquisadores 23:06:40 |Siqueira
Endereg Rua Falcdo, 121
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Declaragédo de ANUENCIAfernanda.pdf 30/01/2017 |lsadora Cristina de Aceito
Pesquisadores P 12:32:13 | Siqueira
Declaragao de anuenciaangelina.pdf 30/01/2017 |lIsadora Cristina de Aceito
Pesquisadores 12:30:58 [ Siqueira
Outros CARTAemendacoortev2.pdf 30/01/2017 |Isadora Cristina de Aceito
12:29:57 | Siqueira
Outros pendenciasemendacoorte.pdf 30/01/2017 |lIsadora Cristina de Aceito
12:25:12 | Siqueira
Folha de Rosto folharosto.pdf 17/01/2017 |lsadora Cristina de Aceito
03:56:57 | Siqueira
TCLE / Termos de | TCLEresponsavelv2_pv2.pdf 17/01/2017 |lIsadora Cristina de Aceito
Assentimento / 03:50:45 |Siqueira
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLEFS_vp2.pdf 17/01/2017 |lIsadora Cristina de Aceito
Assentimento / 03:49:25 |Siqueira
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_IP_vp2.pdf 17/01/2017 |lIsadora Cristina de Aceito
Assentimento / 03:48:41 |Siqueira
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_JM_vp2.pdf 17/01/2017 |Isadora Cristina de Aceito
Assentimento / 03:47:57 |Siqueira
Justificativa de
[Auséncia
Outros biorrepositoriorevisadov2.pdf 17/01/2017 |lIsadora Cristina de Aceito
03:47:37 | Siqueira
Projeto Detalhado / | PROJETOCOMPLETOemenda_coortep 17/01/2017 |Isadora Cristina de Aceito
Brochura endencias_v2.pdf 03:46:59 |Siqueira
igador
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

SALVADOR, 21 de Fevereiro de 2017
M\'A Cofl epnlporr Bem—

Assinado por:
THEOLIS COSTA BARBOSA BESSA

(Coordenador)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
TCLE destinado a participantes

INSTITUICOES PARTICIPANTES:

Maternidade de Referéncia Proj. José Maria de Magalhidoes Neto; Rua Marques de Marica,
s/no, Pau Miudo, Salvador-BA, CEP 40295-001

Instituto de Perinatologia da Bahia -Rua Teixeira Barros, 72 - Brotas, Salvador - BA, 40276-150,
Telefone:(71) 3116-5210

Centro de Pesquisas Gon¢alo Muniz, FIOCRUZ; Rua Waldemar Falcdo, 121, Candeal, Salvador-
BA, CEP 40295-001.

PROJETO:

Investigacdo do papel da infeccio pelo virus Zika na epidemia de recém-nascidos com
microcefalia em Salvador-BA: um estudo de prevaléncia em gestantes e neonatos.

Como voluntario a senhora esta sendo convidado a participar de uma pesquisa da Fundagdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), localizada em Salvador- Bahia, que tem como o objetivo entender mais sobre os
virus Zika, Chikungunya e Dengue e a relagéo destes virus com a infec¢do nas gestantes e nos recém-
nascidos. Para isso, coletaremos um pouco de sangue das gestantes que concordarem de participar
deste estudo. Convido a Senhora a participar deste estudo. Se concordar, nds solicitaremos a sua
aprovacdo para termos acesso aos seus dados constantes nos prontudrios que estdo com os médicos e
enfermeiras desta unidade de satide e realizaremos um entrevistas com perguntas sobre seu pré-natal
e sobre doencas durante a gestagdo. Também solicitaremos que nos forneca 10 ml do seu sangue (uma
colher de sobremesa). Nos utilizaremos seu sangue para testar a presenca de anticorpos para os virus
Zika, Dengue e Chikungunya. Caso tenha sido coletado por seu médico obstetra, amostras de liquido
amniotico e fragmento de placenta, solicitamos seu consentimento para que uma parte destas amostras
sejam fornecidas ao nosso estudo para realizamos testes que detectam a presenca do virus Zika.

A sua participagdo neste estudo ndo trara beneficios diretos a vocé. Entretanto, o conhecimento obtido
a partir desta pesquisa podera contribuir para um melhor conhecimento em relagéo a infecg@o pelo
Zika, Chikungunya e Dengue em gestantes e em recém-nascidos.

Os resultados dos seus exames serdo entregues ao laboratorio da unidade de satde, onde vocé podera
retira-los. Informamos que o material (seu sangue) que sobrar serd inutilizado, seguindo todas as
normas de biosseguranca da Fiocruz Bahia.

A senhora podera recusar-se a participar do estudo agora, ou em qualquer momento, sem que isto lhe
traga qualquer constrangimento ou penalidade da instituigdo que esta realizando este estudo.

CPqGM- Fiocruz — R. Waldemar Falcao, n° 121, Candeal, Salvador-Bahia, CEP 40296-710
Tel. (71) 3176-2213/31762246 Fax (71) 3176-2300
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A sua identidade sera preservada e nenhum resultado obtido com esta pesquisa contera o seu nome.
Nos guardaremos os registros de cada individuo, em sala trancada, e somente o pesquisador
responsavel pela pesquisa e os médicos trabalhando na equipe terdo acesso a estas informagdes. Cada
individuo recebera um numero para ser utilizado no laboratério. Se qualquer relatério ou publicagao
resultar deste trabalho, a identificacdo do paciente ndo serd revelada, e confirmo que a seguinte
informac@o constard nos artigos publicados: “Agradecemos a todos os pacientes que participaram
desta pesquisa”. Os Resultados serdo relatados de forma sumarizada e o individuo ndo sera
identificado.

O risco associado a coleta de sangue podera ser de um pequeno desconforto no local, a um possivel
sangramento e hematomas (um pequeno acumulo de sangue). Este procedimento sera realizado
conforme as normas vigentes desta instituigao.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera
arquivada pelo pesquisador responsavel, no Centro de Pesquisas Gongalo Moniz- Fiocruz e a outra
sera fornecida a senhora. Todas as paginas serdo rubricadas pelo inestigador e pelo participante. Os
dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por
um periodo de 5 (cinco) anos, e apos esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua
identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislagdo brasileira, utilizando as
informagdes somente para os fins académicos e cientificos.

Os pesquisadores responsaveis por este projeto estardo a disposi¢do, em qualquer momento, para
esclarecer alguma duvida ou questdo que o Sr (a) tenha em relacdo a este estudo.

Declaro que li este consentimento e que de livre e espontanea vontade, concordei em participar desta
pesquisa. Recebi uma via original deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a
oportunidade de ler e esclarecer as minhas dividas.

Se concordar em participar, por favor, assine abaixo.

Salvador, Ba, / /

Nome:

Assinatura:

Impressao datiloscopica:

Assinatura de testemunhas:

CPqGM- Fiocruz — R. Waldemar Falcdo, n° 121, Candeal, Salvador-Bahia, CEP 40296-710
Tel. (71) 3176-2213/31762246 Fax (71) 3176-2300
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COMPROMISSO DO INVESTIGADOR

Eu discuti as questdes acima apresentadas com os individuos participantes no estudo ou com o seu
representante legalmente autorizado. E minha opinido que o individuo entende os riscos, beneficios
e obrigacdes relacionadas a este projeto.

Salvador-BA, de de

Assinatura do Investigador responsavel:

Dados do Pesquisador Responsavel:

Nome: Dra. Isadora Cristina de Siqueira

Endereco: . Rua Waldemar Falcdo, 121, Candeal, Salvador-Ba, CEP 40295-001.
Telefones: (71) 3176-2213

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO CENTRO DE PESQUISA GONCALO
MONIZ/FIOCRUZ:

Rua Waldemar Falcdo, 121, Candeal, Salvador-BA, CEP: 40296-710, Telefone: 3176-2285.

CPqGM- Fiocruz — R. Waldemar Falcdo, n® 121, Candeal, Salvador-Bahia, CEP 40296-710
Tel. (71) 3176-2213/31762246 Fax (71) 3176-2300
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Confidential

ZIKV seroprevalence study
Page 1 of 5

Questionario/Enrollment Questionnaire

Nimero de identiificao/Study 1D

Feito por/Administered By

O Indira Bertani

(O Isadora Siqueira

(O Pedro Paulo Bastos

(O Outra pessoa/Qther person

Nome de outra pessoa fazendo ficha/Name of other
person filling out the questionnaire

Data que foi feito/Date Administered

Data de assinatura do consentimento/Date subject
signed consent

Dados Demograficos/Demographics

Nome completo/Full name

Idade/Age

Data de nascimento/Date of birth

Raca/Race

(O Branco/White

() Pardo/Brown

(O Negro/Black

O Asiatico/Asian

O Indio/Indigenous

(O Outro/Other

(O Desconhecido/Unknown

Educacao/Education

O Analfabeta

(O Nivel fundamental | incompleto/some primary school

(O Nivel fundamental | completo/ completed primary
school

(O Nivel fundamental Il incompleto/ some middle
school

(O Nivel fundamental Il completo/completed middle
school

(O Nivel médio incompleto/some high school

(O Nivel médio completo / completed high school

(O Nivel superior incompleto/some college

(O Nivel superior completo/completed college

Estado civil/Marital Status

09/11/2019 1:21pm

(O Solteiro/Single

(O Casado/Married

(O Divorciado/Divorced

(O Uniao estavel/Stable union

REDCap’

projectredcap.org
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Page 2 of 5

Cidade onde nasceu/City of Birth

Estado onde nasceu/State of Birth

OR

00000000
EEEEERE

Endereco/Address

Rua/Street

Nimero de casa/Number

Bairro/Neighborhood

CEP/Postal Code

Cidade/City

09/11/2019 1:21pm

projectredcap.org

REDCap’
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Estado/State

ORl

O00C0O000O
ETEEERE:

E-mail

Celular/Phone Number

Segundo telefone de contato/Second phone number

Caracteristicas de familia/Household characteristics

Numero de pessoas em casa/Number of persons in
household

Numero de criancas menores que 10 anos/Number of
children < 10 years old

Renda mensal familiar (R$)/Household monthly income
(Reals)

Em casa vocé recebe bolsa familia?/Does your family
participate in the bolsa familia program?

O Sim/Yes
O Nao/No

Em casa vocé tem/At home do you have:

09/11/2019 1:21pm

[] Nenhuma/None

[] Agua encanada/Running Water

[ Eletricidade/Electricity

[] Coleta de Lixo/Garbage pick-up

[] Rede de esgoto/Has piped sanitation

projectredcap.org hEDCEp
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Historia obstetrica/Obstetric history

Data de parto/Date of delivery

Vocé engravidou quantas vezes antes (nao incluindo
esta gravidez)?/How many times have you heen
pregnant (not counting current)?

Vocé teve quantos partos anteriores?/How many prior
deliveries have you had?

Incluindo este parto, vocé teve quantos partos
prematuros (antes que 36 semanas)?/Including this
delivery, how many preterm births have you had?

Vocé teve quantos abortos (< = 20 semanas)/How many

abortions have you had?

Vocé tem quantos filhos vivos?/How many living
children do you have?

Durante uma gravidez anterior, voce teve histéria de
algumas destas doengas/History of any of the
following conditions during prior pregnancy

[ Nenhuma/None

[] Parto cesareo/Cesarean section

] Pré-eclampsia/Pre-eclampsia

[[] Hipertensao/Hypertension

[] Diabetes/Diabetes

[] Anomalia no feto/Fetal anomaly

[] Doenga genética/Genetic disorder

[ Obito fetal/Fetal demise

[[] Pequeno para idade gestacional/Small for
gestational age

Quantos pacotes de cigarro fuma por dia?/How many
packs of cigarettes do you smoke a day?

(O 0 pacotes/0 packs

(O menos que 1/2 pacote/< 1/2 pack

(O 1 pacote/1 pack

(O 2 pacotes/2 packs

(O mais que 2 pacotes/more than 2 packs

Quantas doses de bebidas alcodlicas toma por
dia?/How many alcohol containing drinks do you
consume per day?

(O 0 doses/0 drinks

(O menos que 1 dose/< 1 drink
(O 1-2 doses/1-2 drinks

(O mais que 2 doses/ > 2 drinks

Usa drogas?/Do you use any illicit drugs?

[] Nenhuma/None

[] Maconha/Marijuana
[[] Cocaina/Cocaine
[ Craque/Crack

[ Outro/Other

Vocé tem alguma das doencas seguintes?/Do you have

any of the following conditions?

09/11/2019 1:21pm

[[] Nenhuma/None

[] Diabete/Diabetes

[] Hipertensao/Hypertension

[ Colesterol alto/High cholesterol

[] Ansiedade ou depressao/Anxiety or depression
[JHIV

[[] Hepatite C/Hepatitis C

[] Hepatite B/Hepatitis B

REDCap’

projectredcap.org
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Vocé teve gonorreia, clamidia ou sifilis desde
vocé engravidou?/Have you had gonorrhea, chlamydia
or syphilis since you became pregnant?

[] Nenhuma/None

[] Gonorreia/Gonorrhea
[ Clamidia/Chlamydia
[ Sifilis/Syphilis

Vocé toma algum remédio diariamente?/Do you take O Sim/fYes

any medications daily? (O Nao/No

Qual/ais remédio(s)?/What medicine(s)

]a teve Dengue no passado?/Have you ever had Dengue? O Sim/Yes
O Nao/No

Quantas vezes?/How many times?

Em que ano o Ultimo episodio?/In what year was the

most recent episode?

]a teve Zika no passado?/Have you ever had Zika? O Sim/Yes
O Nao/No

Em que ano?/In what year?

Ja teve Chikungunya?/Have you ever had Chikungunya? O Sim/Yes
O Nao/No

Em que ano?/In what year?

Amostras de triagem/Triage samples

Amostras obtido por?/Samples drawn by?

(O Indira Bertani
O lIsadora Siqueira
(O Outra Pessoa/Other Person

Nome de pessoa que coletou amostras/Name of person
drawing samples

Horario que obteve amostras/Time samples were
obtained

Amostras obtidas/Samples obtained

09/11/2019 1:21pm

[ Nenhuma/None
[ Soro (Amarelo)/Serum
[] PBMC (Roxo)

projectredcap.org

REDCap’

43



44

Anexo IV — Artigo submetido para publicacao

International Journal of Infectious Diseases

High Seroprevalence of Antibodies against Arboviruses in Postpartum Women in

Salvador, Brazil
--Manuscript Draft--

Manuscript Number:

Article Type: Original Article/Full Length Article

Keywords: Zika virus; Dengue virus; Chikungunya virus,

Corresponding Author: Isadora Cristina de Siqueira, Ph.D, M.D.
Gongalo Moniz Institute, Oswaldo Cruz Foundation
Salvador, BRAZIL

First Author: Pedro Paulo Bastos Filho, MD

Order of Authors: Pedro Paulo Bastos Filho, MD
Marcos Vinicius Lima de Oliveira Francisco, MSc
Cleiton Silva Santos, PhD
Bruno Gil de Carvalho Lima, MD, PhD
Breno Lima de Almeida, MD
Daniel Vieira Browne Ribeiro, MD
Indira Maria Bertani de Araujo
Jayant Rajan, MD, PhD
Isadora Cristina de Siqueira, Ph.D, M.D.

Abstract: Arboviruses represent a major challenge to public health in Brazil. Dengue (DENV)
virus has been endemic for decades, and the introduction of Zika (2015) and
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country. The outbreak of newborns with microcephaly and congenital Zika virus
infection in 2015-2016 culminating in the declaration of a public health emergency is
the most recent example of this burden. The present study aimed to investigate the
seroprevalence of ZIKV, DENV and CHIKV in postpartum women in Salvador, Bahia-
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Method
Cross-sectional study involving consecutively enrolled postpartum women admitted to
a maternity hospital in Salvador, Bahia, Brazil. Anti-ZIKV, anti-DENV and anti-CHIKV
IgG was measured by ELISA.
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A total of 302 women were enrolled with a median age: 26 years, IQR (21-33). Most
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ZIKV (95%CIl 51.33-62.44%); 91.36% (95%CI 87.44-93.89%) for DENV and 7.6%
(95%Cl 4.90 - 11.20) for CHIKV. Most participants denied awareness of previous
arboviral infection, although 67 (22.3%) reported a previous history of ZIKV infection,
34 (11.1%) DENV infection and 9 (3%) CHIKYV infection.
Conclusion
Our data indicate a high prevalence of past ZIKV and DENV infections in the
population of postpartum women studied. Most of the participants remain susceptible
to future CHIKV infection, highlighting the need for preventive and educational
interventions. Our results suggest the need for continuous epidemiological surveillance
of arboviral diseases, particularly among women residing in at-risk regions.
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HIGHLIGHTS

o Weidentified a high rate of past arboviral infection among postpartum women.

o 172 (57%) of the participants tested positive for anti-ZIKV 1gG.
o Most of the participants remain susceptible to future CHIKV infection.
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Abstract

Arboviruses represent a major challenge to public health in Brazil. Dengue (DENV) virus has been
endemic for decades, and the introduction of Zika (2015) and Chikungunya (2014) viruses has
imposed a significant public health burden on the country. The outbreak of newborns with
microcephaly and congenital Zika virus infection in 2015-2016 culminating in the declaration of a
public health emergency is the most recent example of this burden. The present study aimed to
investigate the seroprevalence of ZIKV, DENV and CHIKV in postpartum women in Salvador,
Bahia-Brazil.

Method: Cross-sectional study involving consecutively enrolled postpartum women admitted to a
maternity hospital in Salvador, Bahia, Brazil. Anti-ZIKV, anti-DENV and anti-CHIKV IgG was
measured by ELISA.

Results: A total of 302 women were enrolled with a median age: 26 years, IQR (21-33). Most self-
declared mixed-race or black skin color (92.4%). The seroprevalence was 57% for ZIKV (95%CI
51.33-62.44%); 91.4% (95%CI 87.44-93.89%) for DENV and 7.6% (95%CI 4.90 - 11.20) for
CHIKV. Most participants denied awareness of previous arboviral infection, although 67 (22.3%)
reported a previous history of ZIKV infection, 34 (11.1%) DENV infection and 9 (3%) CHIKV
infection.

Conclusion: Our data indicate a high prevalence of past ZIKV and DENV infections in the population
of postpartum women studied. Most of the participants remain susceptible to future CHIKV infection,
highlighting the need for preventive and educational interventions. Our results suggest the need for
continuous epidemiological surveillance of arboviral diseases, particularly among women residing in

at-risk regions.
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Introduction

Arboviruses represent a major challenge for public health in Brazil. In 2022, the Brazilian Ministry
of Health estimated that approximately 1,406,022 suspected cases of Dengue (DENV), 170,716
suspected cases of Chikungunya (CHIKV) and close to 9,256 suspected Zika virus (ZIKV) cases had
occurred in Brazil (Ministry of Health Brazil, 2022). Maternal infection with any of these arboviruses
during pregnancy has the potential to also infect the fetus and result in congenital disease.

Dengue is endemic in the country, characterized by numerous outbreaks related to different viral
serotypes in recent decades (Teixeira et al., 2009; Adelino et al., 2021). DENV was first described in
pregnancy in 1948, and since then reports have linked maternal infection with premature delivery and
low birthweight. (Basurko C, Carles G, Youssef M, 2009).

Following its introduction in Brazil in 2014, the first autochthonous cases of Chikungunya virus were
reported in the north and northeastern regions of the country (Nunes et al., 2015). Pregnant women
infected late in pregnancy or close to delivery can transmit CHIKV to the fetus, with outcomes such
as myelitis, encephalomyelitis, meningitis or irritability being associated with infection in newborns
(Fritel et al., 2010).

In May 2015, the transmission of ZIKV was confirmed in Brazil (Zanluca et al., 2015). Infection had
previously been considered benign and self-limiting; however, in late 2015, an unexpected outbreak
of newborns with microcephaly in major cities in northeastern Brazil led the Ministry of Health to
declare a public health emergency. Later, the association between microcephaly and maternal Zika
infection was confirmed (Calvet et al., 2016; de Araujo et al., 2016). During the 2015 Zika outbreak,
14,835 suspected cases were reported in Salvador, the capital of the northeastern state of Bahia
(Cardoso et al., 2015) Since 2015, 3,563 cases of microcephalic newborns were reported in Brazil,
mostly in the state of Bahia (584 cases) (Ministry of Health Brazil, 2020)

Despite a substantial drop in the number of ZIKV cases since 2017, the case rates for DENV and
CHIKV have remained high in the country (Ministry of Health Brazil, 2022). Estimating the
seroprevalence of arbovirus infection in pregnant and postpartum women can aid our understanding
of the dynamics and scale of disease transmission. It can also provide information regarding
populational susceptibility for future infection, especially in the context of congenital transmission
(Collins et al., 2020; Alves et al.,2020; Duarte et al., 2020). Accordingly, the present study aimed to
investigate the seroprevalence of ZIKV, DENV and CHIKV in puerperal women at a maternity

hospital located in Salvador, Bahia-Brazil.
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Methods

The present cross-sectional study was conducted between September and November 2017 at the
Instituto de Perinatologia da Bahia (IPERBA), a public maternity hospital located in Salvador, Brazil,
more than a year after the Zika virus outbreak in northeastern Brazil.

Consecutive asymptomatic pregnant women admitted for delivery were recruited during
hospitalization on weekdays (Monday through Friday). Informed consent was obtained from all
participants, or from the mother’s legal guardian if the mother was not of legal age (i.e., a minor).
Sociodemographic data and clinical information were obtained through interviews. Data entry and
data management were performed using REDCap (Vanderbilt University, Nashville, TN, USA).
Biological samples were collected by health professionals at the maternity hospital following
childbirth. For participants who consented to blood draw, a single serum separator tube was used for
collection, then centrifuged and aliquoted, followed by storage at -80°C. Serological testing was
performed at the Gongalo Moniz Institute, Oswaldo Cruz Foundation (IGM-FIOCRUZ) in Salvador-
Brazil.

For serological analysis, the detection of specific anti-ZIKV, anti-CHIKV and anti-DENV
immunoglobulin G (IgG) antibodies was performed using indirect enzyme-linked immunosorbent
assays (ELISA) (Euroimmun; Liiberg, Germany) in accordance with the manufacturer’s protocols.
Results were obtained by calculating the ratio between the optical density of each patient sample
compared to that of the calibrator supplied with the kit, in which samples with a ratio <0.8 were
considered negative, samples between >0.8 to <1.1 were considered borderline, and samples with a
ratio >1.1 were considered positive. All samples with initial borderline results were retested twice.

Serological results for HIV, Hepatitis B and C and syphilis were obtained from medical records.
Ethical approval: This study was approved by the Institutional Review Board of the Gongalo Muniz
Institute, Oswaldo Cruz Foundation (protocol no. 51889315.7.0000.0040 /2016). All participants or
their legal guardians provided written informed consent.

Results

During the study period, 308 postpartum women were enrolled and 302 consented to blood draw.

All were asymptomatic at the time of hospital admission/enrollment.
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Demographic and clinical characteristics

The median participant age was 26 years, IQR (21-33). Most (92.4)% were mixed-race or black.
Around 50% were single and had completed high school. With regard to obstetric history, 108
(35.8%) were primigravidae and 76 (25.2%) reported previous miscarriage or abortion. The majority
(90.7%) had no previous history of chronic disease or comorbidities. Twenty (6.6%) participants
reported having hypertension, and 4 (1.3%) were diabetic. Twenty-five cases (8.3%) of syphilis
infection were detected, as well as one case of hepatitis B, but no cases of HIV infection were
identified. The participants’ sociodemographic and clinical data are presented in Table 1.

The majority of the participants denied previous arboviral infection. However, 67 (22.3%) reported a
previous history of ZIKV infection, 34 (11.1%) DENV and 9 (3%) CHIKV infection.

Arboviral serology

Antibodies against one or more of the three viruses were present in 283 (93.7%) out of 302 puerperal
women; 172 (57%) tested positive for anti-ZIKV IgG, 276 (91.4%) for anti-DENV IgG and 23 (7.6%)
for anti-CHIKYV IgG (Table2).

Most samples were positive for at least two arboviruses, with 155 (51.3%) were positive for both
anti-Zika IgG and anti-Dengue-IgG, 9 (3.0%) were positive for DENV and CHIKV and 12 (4.0%)

were positive for all three arboviruses. (Figure 1).
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Discussion:

After the introduction of CHIKV and ZIKV viruses in Brazil, in 2014 (Nunes et al, 2015) and 2015
(Zanluca et al., 2015) respectively, few studies have focused on the seroprevalence of these arboviruses
in the country. The present investigation sought to provide information on previous exposure to
arboviruses in a region of the country that was greatly impacted by previous epidemics. Moreover, the
present sample consisted of women of childbearing age, which serves to enhance our understanding of
prior arbovirus transmission in a population vulnerable to severe outcomes associated with arbovirus

infection, i.e., congenital infection due to ZIKV and CHIKV infection during pregnancy.

In regions with a previous history of documented ZIKV outbreaks, few serosurveys have been conducted.
However, the available data is suggestive of high viral circulation in affected communities. In French
Polynesia, a populational study found a seroprevalence of ZIKV IgG antibodies in 49% of participants
(Aubry et al., 2017), while a study of blood donors in Martinique revealed a seroprevalence of 42%
(Gallian et al., 2017). Our results indicate a higher level of seroprevalence (57%) in the population
studied, which is similar to another study carried out in Salvador, Brazil reporting 63% seropositivity in
a community cohort (Rodriguez-Barraquer et al., 2019). Information on the prevalence of ZIKV IgG
antibodies in pregnant women is even more scarce (Mitchell et al., 2019). In Colombia, 89% of screened
pregnant women tested positive for ZIKV anti-IgG (Marban-Castro et al., 2020) compared to just 31% in
Thailand (Phatihattakorn et al., 2021).

The seroprevalence of dengue has been observed to be heterogenous between continents, as well as among
different regions inside Brazil (Fritzell et al., 2018). Regions in the Caribbean and Latin America have
shown some of the highest prevalence of dengue IgG, including 100% positivity among a sample of
pregnant women (Wood et al., 2014). In Brazil, dengue seroprevalence studies have reported widely
discrepant results among different regions and over different periods, ranging from 3% to 97% (Fritzell
et al., 2018; Teixeira et al., 2010). The present rate of positivity for dengue (91.4%) in pregnant women
is similar to that reported by other Brazilian studies carried out in the country’s northeastern region (Leite

etal, 2014).

With regard to CHIKV seroprevalence, highly variable results have been observed worldwide, ranging
from 0.4% to 82% (Fritzell et al., 2018, Marban-Castro et al., 2020). Studies in Brazil carried out in the
northeast have identified frequencies between 20% to 57% (Dias eta la., 2018; Barreto et al., 2018;). A
cohort study conducted in the city of Fortaleza (Ceara-Brazil) identified that 37.2% of women of
childbearing age tested positive for CHIKV IgG antibodies (Correira et al., 2018). Herein, we observed a
much lower frequency of CHIKV IgG antibodies (7.6%), suggesting relatively low CHIKV circulation

in the city of Salvador, which corroborates findings from a local populational study that reported a
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seroprevalence of 11.8% for CHIKV (Anjos et al., 2020). This finding is notable in that a high frequency

of women remain susceptible to future infection in the region presently studied.

We observed a high discrepancy between the degree of awareness of previous arboviral infection reported
by our participants and the rates of IgG positivity for each respective arbovirus. For example, just 11.1%
of the women believed that they had prior exposure to dengue, while we observed a seropositivity rate of
91.4%. It is known that many arboviral infections can present asymptomatically. Serosurveys
mvestigating the rates of asymptomatic vs. symptomatic patient presentations have indicated that the
majority of infections went unnoticed (Duffy et al., 2009; Yoon et al., 2015; Gordon et al., 2013). In
French Guiana, the proportion of symptomatic Zika infection reportedly varied from 17% to 35% in
pregnant women (Flamand et al., 2016), with a much higher seroprevalence (77%). These data stand in
agreement with the discrepant results found herein: just 22.3% of the women reported a previous history

of ZIKV infection, compared to 57% identified by serology for anti-ZIKV IgG.

One limitation of our study is the fact that neutralization testing, such as the Plaque Reduction
Neutralization Test (PRNT), were not performed. We employed commercial kits with satisfactory
specificities (Low et al.,2021), but it is possible that cross-reactivity among flaviviruses (ZIKV and
DENV) may have occurred confounding our results. However, the prevalence rates for anti-ZIKV and
anti-DENV IgG we observed are similar to another study carried out in Salvador, which performed both
ELISA for anti-ZIKV IgG and PRNT. These authors identified a 63.3% prevalence of anti-ZIKV IgG and
also found a 62.5% rate of neutralizing antibodies against ZIKV, with high agreement (85.3%) between
both methodologies (Netto et al., 2017).

Our results indicate a very high prevalence of past ZIKV and DENV infections in postpartum women,
reinforcing the notion that the ZIKV outbreak in 2015-2016 affected a large swath of the region’s
population, in addition to the known endemic circulation of DENV. The high frequency of antibodies
against these flaviviruses in the studied population may be linked to the dramatic decline in ZIKV case
numbers since 2017, despite the continued presence of the vector responsible for transmission and the

continued sporadic transmission of ZIKV reported in the region.

Our data shed light on the high rate of past arboviral infection among postpartum women living in
Salvador, Brazil. Considering that most arboviral infections occur asymptomatically, together with the
evidence on potential risks to pregnancy and infant outcomes, the present results highlight the need for
continuous epidemiological surveillance of arboviral disease, particularly among women residing in at-
risk regions. In addition, the findings further serve to indicate that many postpartum women likely remain
susceptible to future CHIKV infection, thus necessitating the implementation of preventive and

educational interventions.
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Table 1. Sociodemographic and clinical data on 302 postpartum women (Salvador, Brazil-

2017)

Characteristics n (%)
Median age, y (IQR)* 26 (21 - 33)
Self-reported skin color

Black 122 (40.4)
Mixed-race 157 (51.9)
White 23 (7.6)
Other 0(0)
Education level
Grade school 93 (30.8)
High school 168 (55.6)
University 41 (13.6)

Household monthly income (units of Minimum Wage—MW)
*%k

<l MW 37 (12.3)
1to2 MW 157 (52.0)
3t04 MW 52(17.2)
4t0 5 MW 11 (3.6)
>5 MW 3(1.0)
Unknown 42 (13.9)
Marital status
Single 148 (49.8)
Married 49 (16.2)
Divorced 1(0.3)
Common-law marriage 104 (34.4)
Obstetric history
Primigravida 107 (35.5)
Secundigravida 93 (30.9)
Multigravida 101 (33.6)
History of miscarriage/abortion 76/194 (39.2)
History of previous or chronic disease
None 273 (90.7)
Diabetes 4(1.3)
Hypertension 20 (6.6)
Hepatitis B 1(0.3)
Hepatitis C 0(0.0)
Syphilis 25(8.1)
HIV 0(0.0)
Previous history of arboviral infection
Self-declared Zika infection 67 (22.3)
Self-declared Dengue Infection 34(11.3)
Self-declared Chikungunya Infection 9(3.0)

interquartile range ** Based on monthly minimum wage in 2017 (RS 937.00, equivalent to
USS$ 282.8); ***N= 197



Table 2. Arboviral serology of 302 postpartum women (Salvador, Brazil-2017)

Serology Positivity N (%) CI

Anti-ZIKV IgG 172 (57) (51.33-62.44)
Anti-DENV IgG 275(91.36) (87.44—93.89)
Anti-CHIKV IgG 23 (7.6) (4.90-11.20)

ZIKV=Zika virus; DENV=Dengue virus; CHIKV=Chikungunya virus.
CI= confidence Interval
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Figure 1: Serological detection of specific ZIKV, DENV and CHIKV IgG antibodies in 302
postpartum women (Salvador-Brazil, 2017)
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ZIKV=Zika virus; DENV=Dengue virus; CHIK V=Chikungunya virus.



