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Diagnadstico por laboratorio para la enfermedad por el virus del Zika

Este documento estd dirigido a aquellos laboratorios que cuentan con capacidad instalada para
la deteccion (molecular, antigénica y/o seroldgica) de Dengue (DENV), Zika (ZIKV) y
Chikungunya (CHIKV), y como parte del diagndéstico diferencial para Arbovirus. Para la
manipulacidon de muestras sospechosas, se requiere un nivel de contencién BSL2.

Diagndstico virologico de la infeccion por ZIKV
Deteccion molecular (Algortimos Ay B)

Tipo de muestra: suero u orina.

Si bien el periodo de viremia aun no ha sido plenamente establecido, el virus ha sido detectado
en suero con mayor frecuencia hasta el dia 5 tras iniciados los sintomas y en algunos casos
hasta el dia 7. Por otro lado, en algunos casos registrados en las Américas se ha podido detectar
RNA viral en orina hasta 15 dias después de iniciado los sintomas. Esto es consistente con la
deteccion de altas cargas virales en orina durante un tiempo prolongado de la fase aguda. Por
todo esto y para aumentar la sensibilidad del diagndstico, se recomienda tomar muestra de
suero en conjunto con orina (maximo hasta el dia 15) para ser procesadas por RT-PCR o por
serologia, teniendo en cuenta la dinamica de infeccién indicada en la figura 1

Figura 1. Indicaciones para el diagnostico segun dia de inicio de sintomas
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En una gran proporcidon de casos los sintomas iniciales pueden pasar desapercibidos o los
pacientes consultar tardiamente con lo cual disminuye la oportunidad para la toma de la
muestra.
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Algoritmo A
Confirmacion viroldgica de casos sospechosos de infeccidn por ZIKV
en areas donde circulan otros arbovirus

Muestra de suero tomada entre
los dias 1y 5 de sintomas
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Algoritmo B

Confirmacion viroldgica de casos sospechosos de infeccién por ZIKV
en dreas dénde circulan otros arbovirus (PCR multiplex).

Muestra de suero tomada entre
los dias 1y 5 de sintomas
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Diagndstico serologico de la infeccion por ZIKV
(Algoritmo C)

Tipo de muestra: suero

Para el diagndstico serolégico se recomiendan la técnica de ELISA para la deteccién de
anticuerpos IgM especificos contra ZIKV a partir del dia 6 de iniciados los sintomas. El
diagndstico a partir de una Unica muestra de suero en fase aguda es presuntivo, por lo que se
recomienda la toma de una segunda muestra, una a dos semanas después de la primera
muestra para demostrar seroconversion (negativo a positivo) o incremento hasta cuatro veces
del titulo de anticuerpos (con una prueba cuantitativa).

Si bien la técnica de neutralizacion por reduccién de placas (PRNT), ofrece una mayor
especificidad para deteccién de anticuerpos neutralizantes (IgG), se ha documentado la
reaccién cruzada con otros flavivirus especialmente dengue, fiebre amarilla y fiebre del Nilo
Occidental. Ademas, el ensayo de PRNT es relativamente complejo y demanda mucho tiempo.
Hasta el momento no existen estuches comerciales (validados formalmente) para
determinacion de ZIKV por PRNT, por lo cual la obtencidn de reactivos es muy limitada.

Algoritmo C
Deteccidn seroldgica en casos sospechoso de infeccidn por ZIKV
en areas donde circulan otros arbovirus

Muestra de suero tomada el sexto
dia de sintomas o después
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Los resultados de técnicas serologicas deben ser cuidadosamente
interpretados y los reactivos optimizados para casos especificos, y
no para vigilancia de rutina o desarrollo de encuestas serologicas.
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Interpretacion de los resultados obtenidos por serologia

En infecciones primarias (primera infeccion con un flavivirus) se ha demostrado que los
anticuerpos no presentan reaccién cruzada con otros virus genéticamente relacionados. Sin
embargo, en sueros de individuos con historia previa de infeccion por otros flavivirus
(especialmente dengue, fiebre amarilla y virus del Nilo Occidental) pueden presentar reaccion
cruzada en estos ensayos. Esto aplica tanto a la deteccién de IgM por ELISA como por la técnica
de anticuerpos neutralizantes por PRNT.

En estos casos los criterios clinicos y epidemiolégicos son fundamentales para la interpretacidn
de los resultados. Por ejemplo, en un caso de SGB con resultado positivo a infeccién por
flavivirus (DENV y ZIKV positivo) deberia tenerse en cuenta la infrecuente presentacion del SGB
posterior a una infeccidn por dengue, apuntado en este caso a infeccidn por ZIKV.

Sin embargo, en casos donde ZIKV constituye la primera infeccién por flavivirus, (por ejemplo
recién nacidos o en areas donde no se ha descrito la circulacion de dengue u otros flavivirus) de
IgM (ELISA) o de anticuerpos neutralizantes (PRNT), es especifica y sugestiva de infeccién
reciente por ZIKV.

Conservacion de las muestras

e Mantener refrigerada (4 2C — 8 2C) si sera procesada (o enviada a un laboratorio de
referencia) dentro de 48 horas

e Mantener congelada (-10 2C a -20 9C) si serd procesada después de las primeras 48
horas o durante un periodo no mayor de 7 dias.

e Mantener congelada (-20 a-70 2C) si serd procesada después de una semana. La muestra
se conserva adecuadamente durante periodos prolongados de tiempo.

Envio de las muestras por via aérea al laboratorio de referencia

e Se debe garantizar la cadena de frio de las muestras. Enviar (en lo posible) con hielo
seco o como minimo con geles refrigerantes. Utilizar siempre triple empaque.

e Enviar durante las primeras 48 horas.

e Las muestras originales deben ser empacadas, marcadas etiquetadas (si se utiliza hielo
seco) y documentadas como categoria B.

e Enviar siempre la ficha clinica y epidemiolégica completa.
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Diagnostico por laboratorio de ZIKV asociado a Guillain-Barré y otras complicaciones
neuroldgicas

EL diagndstico de ZIKV asociado al SGB y otras complicaciones neuroldgicas, puede realizarse de
acuerdo a los criterios descritos previamente para la infeccion viral en fase aguda o
convaleciente.

Si bien se puede intentar la deteccién viral en suero mediante la técnica de RT-PCR,
normalmente la sospecha de un sindrome neuroldgico ocurre fuera del periodo de viremia; en
estos casos, se recomienda intentar la deteccion molecular en una muestra de orina. Asimismo
y durante la fase convaleciente, se recomienda realizar la deteccién de anticuerpos IgM en
muestra de suero mediante la técnica de ELISA.

Por otro lado, una muestra de liquido cefalorraquideo (LCR) recolectada bajo una indicacién
médica para el diagndstico del sindrome neurolégico, puede utilizarse para andlisis virolégico
(RT-PCR) y deteccion de anticuerpos IgM (ELISA) contra el virus del Zika .

*Ver tablas 1y 2 para muestras recomendadas.

Diagnastico por laboratorio de ZIKV asociado a sindrome congénito

El diagndstico de infeccién por ZIKV en mujeres embarazadas puede ser realizado segun los
criterios descritos previamente y segun la fase de la infeccién. Sin embargo y ya que la infeccién
vertical ha sido descrita para ZIKV, es importante realizar un seguimiento estricto tanto a la
madre como al recién nacido.

Por otro lado, una muestra de liquido amnidtico recolectada bajo una indicacién médica para el
diagnéstico de otros sindromes, puede utilizarse para deteccion molecular por PCR.

*Ver tablas 1 y 2 para muestras recomendadas.

Diagnéstico por laboratorio de ZIKV asociado a mortinatos indicativos de infeccidn congénita

En casos de aborto espontaneo y mortinatos, se debe asegurar una muestra de suero (si es
posible) para deteccién de anticuerpos IgM (ELISA) y en cualquier caso garantizar una muestra
de tejido (cerebro, rifién, higado, o diferentes cortes de tejido indiferenciado). Asimismo, se
recomienda analizar en paralelo muestras de suero de la madre para determinacién de
anticuerpos IgM.
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Por otro lado, y si se dispone de una muestra de liquido amnidtico (recolectada bajo una
indicacion médica para el diagndstico de otros sindromes) esta puede ser utilizada para
deteccion molecular por PCR.

*Ver tablas 1y 2 para muestras recomendadas.

Diagnostico por laboratorio de ZIKV asociado a microcefalia

Ya que la infeccidn vertical ha sido descrita para ZIKV, es importante realizar un seguimiento
estricto tanto a la madre como al recién nacido.

Asi, se ha demostrado que durante una infeccién intrauterina por ZIKV, el material genético
viral puede ser detectado por un periodo de tiempo prolongado mediante técnicas
moleculares. Por esta razon, se recomienda intentar la deteccion en suero tanto del recién
nacido como de la madre 6 en cordén umbilical. Asimismo y dado que la baja posibilidad de una
infeccién previa con flavivirus, la deteccidon de anticuerpos IgM contra ZIKV en suero del recién
nacido (en ausencia de IgM para otros flavivirus) constituye un hallazgo importante que
demuestra infeccion intrauterina del feto.

*Ver tablas 1 y 2 para muestras recomendadas.
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Tabla 1. Muestras recomendadas, dias tras inicio de sintomas y ensayos de laboratorio

indicados para la deteccion del virus.

Muestra  Dias tras inicio Cantidad Medio de transporte Condiciones Conservacion Ensayo de

de sintomas de transporte  >1 semana laboratorio
Suero 1a5 5-7 mL Sin aditivos 4/80C -20/-70 oC PCR
Suero 5a7 5-7 mL Sin aditivos 4/80C -20/-70 oC PCR, ELISA IgM
Suero 7 en adelante 0,5-1mL Sin aditivos 4 /8 oC* -20/-70 oC ELISA IgM
Orina 5ail5 5-7 mL Sin aditivos 4/80C -20/-70 oC PCR
LCR** 0,5mL Sin aditivos 4/80C -20/-70 oC PCR, ELISA IgM

* La refrigeracion de la orina resulta critica para evitar sobrecrecimiento bacteriano
** Bajo indicacién médica para diagnéstico de enfermedad neurolégica

Tabla 2. Otras muestras recomendadas, condiciones de conservacién y transporte, y ensayos de

laboratorio indicados para la deteccién del virus.

Muestra Cantidad Medio de Condiciones de  Conservacion Ensayo de laboratorio
transporte transporte >1 semana

Suero delamadre  5-7mlL Sin aditivos 4/8°C -20/-70°C PCR, ELISA IgM, PRNT,

otros
Sangre de cordén 0,5-1mL Sin aditivos 4/8°C -20/-70°C PCR, ELISA IgM, PRNT,
otros

Placenta 3 x 3 cm (aprox) Formol 4°C-Ta* 4°C-Ta* Inmunohistoquimica
tamponado

Placenta 3 x 3 cm (aprox) Solucién salina 4/8°C -20/-70°C PCR

Cordén umbilical Formol 4°C-Ta* 4°C-Ta* Inmunohistoquimica

(tejido) tamponado

Cordén umbilical Solucién salina 4/8°C -20/-70°C PCR

(tejido) estéril o tubo seco

Suero recien 0,5-1mL Sin aditivos 4/8°C -20/-70°C PCR, ELISA IgM, PRNT,

nacido otros

Liquido 0,5-1mL Sin aditivos 4/8°C -20/-70°C PCR

amnidtico**

LCR recién 0,5mL Sin aditivos 4/8°C -20/-70°C PCR, ELISA IgM, PRNT,

nacido** otros

Sangre total de la 5-7 mL EDTA, otros 4/8°C 4°C Bioquimica, otros

madre

Sangre total recien  2-5mL EDTA, otros 4/8°C 4°C Bioquimica, otros

nacido

Tejido*** 3 x 3 cm (aprox) Formol 4°C-Ta* 4°C-Ta* Inmunohistoquimica
tamponado

Tejido*** 3 x 3 cm (aprox) Solucién salina 4/8°C PCR

estéril o tubo seco

*Temperatura ambiente

** Bajo indicacién médica por sospecha de sindrome neurolégico

***Casos fatales: Cerebro, higado, rifidn, producto de aborto, otros
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Comentarios y recomendaciones adicionales

e Existen diferentes protocolos (iniciadores y sondas) para la deteccion de ZIKV por RT-
PCR (tanto convencional como tiempo real). Teniendo en cuenta la sensibilidad, se
recomiendan los protocolos utilizados por el centro para el Control y Prevencién de
Enfermedades (CDC). Estos protocolos deben ser estandarizados para su uso
diagnostico a nivel local. Recomendaciones adicionales seran entregadas una vez se
caractericen los primeros casos.

e La determinacidon de IgM puede hacerse por diferentes técnicas (ELISA o IF). Sin
embargo, hasta el momento no se cuenta con estuches comerciales (avalados o
validados) para determinacion serolégica de ZIKV. En cualquier caso, la mejor
sensibilidad estd dada en aquellas plataformas in house que utilizan como antigeno el
virus completo: sin embargo, aquellas que utilizan proteinas (o péptidos) recombinantes
generalmente brindan mayor especificidad.

e El aislamiento viral no se considera como una técnica diagndstico, y se recomienda
Unicamente para ensayos de investigacion complementarios a la vigilancia en salud
pubica.

e Los laboratorios que no cuentan con la capacidad para confirmacién viroldgica (RT-PCR,
aislamiento viral, secuenciacién) o seroldgica (PRNT), deberdn enviar las muestras a un
laboratorio de referencia o centro colaborador de la Organizacién Mundial de la Salud.
Antes de realizar cualquier envio, por favor comunicarse con las personas de contacto
en cada centro y con la oficina de la Organizacion Panamericana de la Salud en
Washington DC.

Contactos
Centro Colaborador de OMS:

National Center for Emerging and Zoonotic Infectious Diseases, Division of Vector-Borne Diseases,
Arboviral Diseases Branch, Centers for Disease Control and Prevention (CDC)

CDC/DVBD/ADB

3156 Rampart Road

Fort Collins, CO 80521
Tel. +1 970-221-6400
United States of America

Organizacion Panamericana de la Salud, Oficina Regional de OMS (OPS/OMS)
Enfermedades Transmisibles y Andlisis en Salud (CHA)

Alerta y Respuesta a Epidemias, Reglamento Sanitario Internacional (IR)
epidemics@paho.org

Washington D.C.

USA
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