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ENF. POR VIRUS ZIKA. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO. Doc actualizado 09/12/2019

Fuente: “PROTOCOLO DE VIGILANCIA DE_ENF. POR VIRUS ZIKA".

(Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, protocolos aprobados en el afio 2014; Revisién de 26/07/2019). S
ervicio de Epidemiologia.

El diagnostico de laboratorio se hard, bien en las Comunidades Auténomas en caso de que dispongan de las técnicas
diagnosticas apropiadas o bien mediante el envio de las muestras del paciente al laboratorio de referencia del Centro
Nacional de Microbiologia (CNM). Es importante que el resultado del laboratorio esté correctamente confirmado para evitar
falsos positivos.

El diagndéstico de confirmacién de un caso autéctono debe hacerse en el CNM. También se enviaradn aquellos casos que
requieran la confirmacién del diagnéstico y la caracterizacion del virus detectado.

Las Comunidades Autbnomas que obtengan un diagndstico serolégico de caso probable y no dispongan de técnica de
neutralizacién, enviaran las muestras de mujeres embarazadas o personas con clinica neuroldgica asociada al Centro
Nacional de Microbiologia para su estudio. En caso de presencia de anticuerpos IgG positivos con anticuerpos IgM
negativos Unicamente en embarazadas se recomienda la realizacion de deteccion de anticuerpos neutralizantes. Ademas,
para facilitar el diagnéstico de Zika en embarazadas, se enviara al CNM el resultado serolégico obtenido para dengue y el
antecedente de vacunacion frente a flavivirus (Fiebre amarilla, Encefalitis transmitida por garrapatas y/o Encefalitis
Japonesa). No sera necesaria la confirmacion por neutralizacién en el resto de los casos a no ser que se considere de
interés por razones de salud publica.

La eleccién de una técnica diagndstica u otra estad en funcién del momento en que se toma la primera muestra y el tiempo
que ha pasado desde el inicio de sintomas. El aislamiento del virus se pueden realizar desde el inicio de sintomas y hasta el
quinto dia posterior, mientras que la PCR puede ser positiva hasta 7 dias después, posiblemente algo mas en mujeres
embarazadas. La PCR en orina puede ser positiva dese el dia de inicio de los sintomas hasta 20 dias después.

Al final de la fase aguda de la infeccién la serologia constituye el método de eleccién. Para este método se necesitarian dos
muestras de suero pareadas tomadas con una separacion de 15 dias. La IgM especifica aumenta y es detectable a partir del
cuarto o quinto dia del comienzo de sintomas. En los casos de embarazadas positivas por PCR, se recomienda que se
realicen pruebas seriadas de PCR cada 15 dias hasta su negativizacion.

El diagnéstico de infeccion por virus Zika, al igual que por cualquier otro virus emergente requiere que la metodologia que
se utilice esté validada y se haya probado su sensibilidad para minimizar la posibilidad de emisién de resultados falsos
positivos o falsos negativos. Es de crucial importancia para interpretar los resultados conocer datos fiables sobre tiempo de
aparicion de sintomas de la enfermedad, toma de muestra y antecedentes de vacunacién frente a otros flavivirus.

Aislamiento

Las técnicas de aislamiento para VZIK son las mismas que para cualquier otro virus. Sin embargo, la cepa circulante en
América es de dificil aislamiento por lo que el rendimiento diagnéstico del aislamiento es escaso.

Diagnéstico molecular

La deteccién directa por PCR (con resultados confirmados) es el método mas facil y rapido para el diagndstico etioldgico de
VZIK. Pero para ello es necesario que la muestra se tome en el momento apropiado y se conserve y manipule de forma
correcta. Se requiere la utilizaciéon de una técnica de cribado con una alta sensibilidad y con presencia de control interno de
amplificacion para evitar la emision de resultados falsos negativos.

Un resultado positivo requiere confirmacién en el laboratorio antes de emitirse como un resultado final de positivo
confirmado.

* La mejor eleccién para la confirmacién es la utilizacion de una técnica de PCR disefiada en una regién gendémica
diferente a la de cribado. La sensibilidad de las diferentes técnicas utilizadas debe ser similar para lo que cada
laboratorio deberia hacer las determinaciones y ensayos pertinentes.

« Si no se dispone de una técnica complementaria puede decirse que un paciente es positivo si se obtienen
resultados positivos en dos muestras del mismo paciente (ej. sangre tomada en dos momentos diferentes o sangre
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y orina recogidas el mismo dia) o bien mediante la repeticion de la técnica tras una nueva extraccion del RNA de
una nueva alicuota de la misma muestra.

* En el caso de que se vaya a enviar la muestra para confirmar al CNM, debe mandarse una alicuota que se haya
mantenido congelada sin sufrir procesos de congelacidn/descongelacién o una alicuota de la muestra original (sin
haber sido congelada/descongelada) en un buffer adecuado que permita la conservacidon de la muestra a
temperatura ambiente (tal como el buffer AVL de Qiagen).

El CNM ha realizado diferentes pruebas comparando la sensibilidad de algunas técnicas para la deteccién molecular de Zika
y posee protocolos y materiales que estan a disposicién de centros del SNS previa peticion y firma de los acuerdos
pertinentes. Las muestras deben ser tomadas en el momento agudo de la enfermedad.

« Salivay suero hasta 7 dias tras la aparicion de los sintomas. En el caso de las embarazadas se estudiaran sueros de
mayor evolucion.

* Procede estudiar orina si se ha tomado en los primeros 20 dias.
Diagnéstico seroldgico

Si se realizan técnicas serolégicas, hay que tener en cuenta la sensibilidad y la especificidad de la técnica. En la actualidad
hay muy pocos métodos comerciales y la sensibilidad/especificidad no estd bien valorada. EIl CNM tiene algunos datos a
disposicién de centros del SNS si se solicitan.

Ala hora de descartar infeccién por Zika en un paciente hay que atender al tiempo de evolucién de la muestra.

La no deteccién de IgM en una muestra obtenida al inicio del proceso clinico no es criterio para descartar la infecciéon por
el virus. Como ejemplo, una muestra de un paciente con menos de 4 dias de evolucidn no debe ser estudiada por serologia.
En casi en todos los casos la IgM es detectable a partir del 5°.

En presencia de IgM los anticuerpos neutralizantes muestran alto grado de especificidad por lo que se asume que el
resultado de la neutralizacidn frente a Zika es suficiente y no se requiere la neutralizacién cruzada frente a los virus dengue
1-4. Sin embargo, las medidas de Salud Publica y para el paciente son las mismas tanto si se considera caso probable como
confirmado.

Los anticuerpos de isotipo IgG presentan un alto grado de reactividad cruzada para flavivirus como Zika y Dengue siendo
en ocasiones imposible distinguir, ni siquiera mediante técnicas de neutralizacién del crecimiento viral, frente a cual de los
virus estan dirigidos dichos anticuerpos, por lo que realizar ensayos de neutralizacién cuando el Unico marcador positivo
frente a Zika es IgG, teniendo también resultados positivos frente a dengue y/o se ha vacunado frente a algun flavivirus, no
tiene rentabilidad diagnéstica.

Si el Unico marcador positivo frente a Zika es IgG y el paciente no se ha vacunado frente a flavivirus y tiene marcadores
frente a dengue negativos utilizando técnicas sensibles bien validadas, podria ser pertinente la neutralizacién. Un caso
especial lo constituyen las embarazadas donde un resultado negativo por neutralizacién en una paciente donde la IgG es el
unico marcador positivo, permitiria descartar la infecciéon por Zika. En el caso de embarazadas, por tanto, se confirmaran
por neutralizacion tanto los resultados IgM como IgG positivos.

La respuesta en cuanto a la atencién del paciente y a las medidas de Salud Publica seran las mismas tanto si se considera
caso probable como caso confirmado.

Un resultado positivo por neutralizacién debe inhibir mas del 90% del crecimiento del virus infectando con 100 TCID50 en
una dilucién mayor de 1/512.

Tipo de Muestras

Las muestras de eleccién son suero para la realizacion de serologia y suero y orina para PCR. En casos con presencia de
sintomas neurolégicos, enviar LCR y suero u orina. En casos de infeccion en neonatos o cuando la obtencién del suero sea
muy complicada, se puede valorar la utilizacién de saliva (ver el protocolo especifico de infeccion congénita por virus Zika).
En caso de gestantes, se deberd valorar el estudio de otras muestras, como liquido amniético.
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Transporte, envio y recepcién de muestras

Envio de la muestra refrigerada (2-8°C) lo mas rapidamente posible (<24 horas), o congelada (evitar
congelacién/descongelacién), si se prevé una demora mayor a 24 horas. Se utilizaran los cauces habituales para el envio. La
orina debe de enviarse en tubos que cumplan los requisitos de bioseguridad con tapdn que cierre bien como los que se
utilizan para otras muestras.

Los servicios de vigilancia de la Comunidad Auténoma establecerdn y acordaran con los servicios asistenciales en sus
territorios los criterios para el envio de muestras para diagnéstico o confirmacion al CNM. Por su parte el CNM facilitara a
las CCAA los procedimientos que deben de seguir para acceder a los servicios de diagnostico a través de su aplicacion
informatica GIPI. La peticidon de pruebas diagndsticas se realizara a través del Programa de Vigilancia de Enfermedades
Viricas Transmitidas por Vectores, sin costo para el hospital/centro que envia la muestra.

La direccion y teléfonos de contacto son:

Area de Orientacién Diagnéstica

Centro Nacional de Microbiologia

Instituto de Salud Carlos III

Carretera Majadahonda-Pozuelo, km 2

28220 Majadahonda-Madrid-ESPANA

Tfo: 91 8223701 -918223723-918223694
CNM-Area de Orientacién Diagnéstica cnm-od@isciii.es



