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1. Introduccion

1.1 Informacion general

El reciente aumento de los casos de microcefalia y de otros
trastornos neurolégicos posiblemente asociados a la
infeccién por el virus de Zika ha provocado un aumento de
la demanda de pruebas de laboratorio para detectar dicha
infeccién. Los grupos prioritarios para la realizacion de
pruebas diagnoésticas son los pacientes sintomaticos y las
embarazadas asintomaticas posiblemente expuestas al virus.
En el presente documento, que sera revisado y actualizado
cuando se disponga de mas informacion, se ofrece
orientacion sobre las actuales estrategias relativas a la
realizacién de pruebas para la infeccién por el virus de Zika.

1.2 Publico destinatario

La presente orientacién provisional es para uso del personal
de los laboratorios que realicen pruebas para la infeccién por
el virus de Zika y los clinicos y profesionales de la salud
publica encargados de la atencién clinica y la vigilancia.

2. Recomendaciones provisionales

2.1 Muestras

El virus de Zika se ha detectado en sangre entera (también
en suero y plasma), orina, liquidos cefalorraquideo y
amnidtico, semen y saliva. Cada vez hay mas pruebas de
que el virus estd presente en la orina y el semen durante
mas tiempo que en la sangre entera o la saliva. [3]

Aunque todavia se estan recogiendo datos sobre la
duracién de la persistencia del virus en la saliva, el liquido
cefalorraquideo, el semen y los productos de la concepcion,
a los efectos del presente documento se recomienda que a
los pacientes se les extraigan muestras de sangtre entera o
suero y/u orina.

No obstante, la OMS recomienda que, a ser posible, se
obtengan otros tipos de muestras para las pruebas de
confirmacién o para investigar la asociacién entre la
infeccién por el virus de Zika y las complicaciones
neurologicas, la microcefalia y la posible transmision sexual.

* Muestras para analisis de acidos nucleicos: sangre
entera, suero recogido en tubo seco y/u otina en
pacientes cuyos sintomas hayan empezado hace 7 dias
0 menos.

* Serologia (deteccion de IgM): sangre entera recogida
en tubo seco y suero en pacientes cuyos sintomas
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hayan empezado hace 7 dfas o mas. Siempre que sea
posible se deben obtener muestras apareadas de suero
con un intervalo de 2-3 semanas, y lo ideal es que la
primera se obtenga en los 5 primeros dias de la
enfermedad.

Ademias de la informacién sobre el paciente registrada al
obtener la muestra (nombre completo, fecha de
nacimiento, direccion, fecha y hora de obtencién de la
muestra, etc.), también se deberia registrar la informacién
siguiente:

* sintomas, con su duracion y fecha de inicio,
contacto con casos conocidos de infeccion por el
virus de Zika y tipo de contacto (por ejemplo,
lactancia materna, pareja sexual);

¢ antecedentes completos de viaje (fechas, lugares,
duracion de la estancia), y

* antecedentes de vacunacion, especialmente contra
flavivirus y en particular contra los virus de la
fiebre amarilla, la encefalitis japonesa y, cuando
esté disponible, los virus del dengue.

Durante los brotes, y especialmente en las zonas con
transmisién generalizada, resulta rentable realizar pruebas a
todos los casos sospechosos. Se deberfan priorizar los
siguientes grupos para la obtencién y analisis de muestras:

* pacientes con contactos sexuales con casos
confirmados o probables;

* pacientes que cumplan la definicién de caso
sospechoso con trastornos neurolégicos;

* embarazadas con antecedentes de viaje a zonas donde
haya transmisién del virus de Zika y/o de contacto
sexual con casos confirmados o probables;

* embarazadas de zonas donde haya transmisién del virus
de Zika y cuyos fetos presenten, o se sospeche que
puedan presentar, malformaciones cerebrales congénitas;

* recién nacidos con microcefalia 0 malformaciones
congénitas nacidos en zonas donde haya transmisién del
virus de Zika o cuyas madres tengan antecedentes de
viaje a zonas afectadas por el virus durante el embarazo;

* lactantes cuyas madres hayan sido diagnosticadas de
infeccién por el virus de Zika, especialmente si son
amamantados, y

* nonatos o abortos espontineos de mujeres que durante
el embarazo hayan vivido en zonas afectadas por el
virus o viajado a ellas.



2.2 Estrategia para la realizacion de pruebas

La estrategia adoptada por cada laboratorio debetia ser
determinada por los recursos disponibles y su flujo de
trabajo. Los enfoques utilizados con estas estrategias
variaran dependiendo de la prevalencia de los virus que se
sabe que estan circulando en la zona donde los pacientes
estuvieron expuestos.

La OMS recomienda las estrategias siguientes:

* Analisis de acidos nucleicos en pacientes cuyos
sintomas hayan empezado hace menos de 7 dias.

* Serologia y/o analisis de acidos nucleicos en
pacientes cuyos sintomas hayan empezado hace 7 dias
o mis. La serologia es el método preferido en muestras
de pacientes cuyos sintomas hayan empezado hace mas
de 7 dias. Si se utilizan analisis de acidos nucleicos, los
resultados negativos deben interpretarse con cautela,
pues no descartan la infeccién, dado que la viremia
disminuye rapidamente 7 dias después del inicio de los
sintomas y puede no ser detectada por las pruebas en el
limite inferior de la sensibilidad.

a. Algoritmo propuesto para los casos sospechosos de
infeccién por arbovirus identificados en los 7 dias
siguientes al inicio de los sintomas (anexo 1, figura 1)

La presencia del virus de Zika puede confirmarse con un
analisis de acidos nucleicos, como la PCR-RT (reacciéon en
cadena de la polimerasa con retrotranscriptasa), para
detectar secuencias gendmicas especificas del virus de Zika.
Los laboratorios que utilicen pruebas panflaviviricas
combinadas con secuenciacién génica u otros métodos
moleculares convencionales, como las pruebas maltiples de
deteccién de flavivirus, deben asegurarse de que las
secuencias cebadoras internas hayan sido actualizadas para
detectar los linajes reciente del vitus de Zika. Se han
publicado series de cebadores y sondas para pruebas
especificas para el virus de Zika. [5]

Dado que se han documentado coinfecciones por el virus
de Zika y otros arbovirus y teniendo en cuenta la
circulacién endémica de flavivirus, los andlisis para el virus
de Zika deberfan realizarse junto con analisis para los virus
del dengue y la fiebre chikungunya, de forma secuencial o
en paralelo.

b. Algoritmo propuesto para los casos sospechosos de
infeccién por arbovirus identificados mas de una
semana después del inicio de los sintomas (anexo 1,
figura 2)

Las pruebas serolégicas para el virus de Zika solo deberfan
realizarse en laboratorios con experiencia en la serologia de
flavivirus. Las pruebas seroldgicas recomendadas incluyen
los inmunoensayos enzimaticos y la inmunofluorescencia
para detectar anticuerpos IgM, utilizando para ello lisados
viticos, sobrenadantes de cultivos celulares o proteinas
recombinantes, asi como pruebas de neutralizacién como la
prueba de neutralizacién por reduccion de placa (PRNT).
Aunque la PRNT suele proporcionar la mayor especificidad,
las pruebas serologicas estan sujetas a reactividad cruzada,
especialmente en pacientes con antecedentes de infeccion
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por flavivirus o inmunizados frente a ellos. En pacientes que
se presenten 7 o mas dias después del inicio de los sintomas,
la estrategia se centra en la serologfa de la IgM debido a la
disponibilidad de reactivos. La deteccién de la IgM debe
realizarse en embarazadas de zonas de transmisién endémica
o que pudieran haber tenido contacto con el virus de Zika,
ya sea transmitido por vectores o por via sexual. Si fueran
necesarias otras pruebas, el uso de pruebas de neutralizacién
comparativas puede proporcionar una mayor especificidad.

En general, un resultado reactivo para la IgM contra el
virus de Zika en ausencia de IgM contra el virus del dengue
u otros flavivirus indica exposicion reciente al virus de Zika
(figura 2). Para los laboratorios que realicen PRNT, la
cuadruplicacién de los titulos de anticuerpos neutralizantes
en ausencia de aumento de los anticuerpos contra otros
flavivirus es una prueba adicional de infeccién reciente por
el virus de Zika. Se ofrecerdn nuevas orientaciones sobre
las pruebas serolégicas cuando se disponga de mds
informacion.

c. Pruebas diagnésticas in vitro (PDIV) del virus de
Zika que se pueden utilizar en el lugar de atencién o
cerca de ¢l

Hay gran necesidad de disponer de PDIV rapidas y simples
para la infeccién por el virus de Zika que se puedan utilizar
en el lugar de atencién o cerca de €él. Se debe prestar una
cuidadosa atencion a la evaluacion reglamentaria de la
calidad, seguridad y rendimiento a la hora de seleccionar
una PDIV utilizable en el lugar de atencién.

2.3 Procesamiento y almacenamiento de las muestras

Cuando se utilicen pruebas comerciales, las muestras deben
obtenerse, transportarse y almacenarse de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. En todas las demas
circunstancias se recomienda que las muestras se
mantengan refrigeradas a temperaturas de 2a 8 °C y se
analicen en un plazo de 48 horas. Si el andlisis se retrasa
mas de 48 horas, deberfa separarse el suero y almacenatlo
separadamente. Todos los tipos de muestras deben
congelarse a -20 °C hasta los 7 dfas. Mas alld de los 7 dias,
deben congelarse a -70 °C. Hay que evitar la congelacién y
descongelacion repetida de las muestras.

La temperatura debe controlarse y registrarse
periédicamente para identificar posibles fluctuaciones. Los
refrigeradores y congeladores domésticos con amplias
fluctuaciones de temperatura no son adecuados para
guardar muestras congeladas.

2.4 Bioseguridad

La labor diagnoéstica en el laboratorio, incluidas la PCR-RT
y las pruebas serologicas con muestras clinicas de pacientes
con sospecha o confirmacién de infeccién por el virus de
Zika, debe realizarse en condiciones de bioseguridad de
nivel 2, tal como se describen en la tercera edicion del

Mannal de bioseguridad en el laboratorio de la OMS. [4]

Toda prueba para detectar la presencia del virus de Zika
debe ser realizada en laboratorios con equipo apropiado y
personal capacitado en los procedimientos técnicos y de



seguridad pertinentes. Las directrices nacionales sobre la
bioseguridad en el laboratorio deben seguirse en todas las
circunstancias.

2.5 Envio de las muestras

Las muestras que se sepa que contienen virus de Zika, o de
las que se sospeche que puedan contenerlo, deben enviarse
en hielo seco como sustancias biolégicas de la categorfa B,

UN3373.

Deben seguirse las regulaciones internacionales

descritas en la Guia sobre la reglamentacion relativa al transporte
de sustancias infecciosas 2015-2016 de l]a OMS. [0]

2.6 Eleccion de las PDIV

Para velar por que las pruebas sean seguras y eficaces hay
que tener en cuenta el disefio y el rendimiento de los
productos diagnésticos. Hasta la fecha hay pocas PDIV
comerciales para el virus de Zika que hayan sido sometidas
a una evaluacion reglamentaria de su calidad, seguridad o
rendimiento.

Varias instituciones han creado ensayos internos para el virus
de Zika. I.a OMS recomienda que los laboratorios que
deseen desatrollar y realizar PCR-RT internas encarguen a su
proveedor habitual las series publicadas de cebadores/sondas
que permiten detectar todos los linajes circulantes de virus de
Zika y se aseguren de que la prueba haya sido validada
adecuadamente para ser utilizada con cada tipo de muestra.
Con respecto a las pruebas comerciales, los laboratorios
deben seguir las instrucciones del fabricante acerca del tipo
de muestra y, si es necesario, validar sus pruebas para
diferentes tipos de muestras y poner en practica controles
internos apropiados del proceso y controles externos de la
calidad. Se pueden obtener materiales para el control de
calidad en el archivo europeo de virus (http://global
.european-virus-archive.com/) y pronto estardn disponibles
también mediante un programa OMS sobre preparaciones
biolégicas internacionales de referencia. Las oficinas
regionales de la OMS pueden prestar ayuda en este proceso.

En respuesta a la necesidad de disponer de PDIV de
calidad garantizada para el virus de Zika, la OMS ha
elaborado un procedimiento de evaluacién y listado para
uso de emergencia (EUAL), [7] mediante el cual se
determina si hay suficientes pruebas que muestren que los
beneficios proporcionados por el uso de PDIV para el
vitus de Zika superan los riesgos previsibles en el contexto
actual. La inclusién en la lista de ]a OMS también obliga al
fabricante a informar sobre cuestiones relacionadas con el
rendimiento y la calidad. Dadas las consecuencias del
diagnéstico erréneo, la OMS recomienda vivamente que
para diagnosticar la infeccién por el virus de Zika solo se
utilicen PDIV que hayan sido sometidas a una evaluacién
independiente e integral de su calidad, seguridad y
rendimiento.
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3. Elaboracion de la orientacion

3.1 Nota de agradecimiento

Las siguientes personas participaron en la elaboracion de la
presente otientacién provisional: Dra. Emma Aarons, Salud
Publica de Inglaterra; Profesor John Aaskov, Universidad
Tecnoldgica de Queensland (Australia); Dr. Daniel Bailey,
Salud Publica de Inglaterra; Dra. Cristina Domingo Carrasco,
Centro para Amenazas Biologicas y Patégenos Especiales
(Alemania); Dr. Sebastien Cognat, Departamento de
Capacidad, Alerta y Respuesta Mundiales, OMS/Lyon; Kara
Durski, Enfermedades Zoonéticas Emergentes y
Epidémicas, Sede de la OMS; Dr. Pierre Formenty,
Enfermedades Zoonéticas Emergentes y Epidémicas, Sede
de la OMS; Dra. Marfa Guadalupe Guzman, Instituto de
Medicina Tropical Pedro Kouri (Cuba); Dra. Pamela Hepple,
OMS/EURO; Profesora Marion Koopmans, Instituto
Nacional de Salud Publica y Medio Ambiente (Paises Bajos);
Dra. Isabelle Leparc-Goffart, Centro Nacional de Referencia
para Arbovirus (Francia); Dr. Jairo Méndez Rico,
OMS/AMRO; Robyn Meurant, Precalificacion, Sede de la
OMS; Dr. Jorge Mufioz, Centro para el Control y la
Prevencion de Enfermedades (Estados Unidos de América);
Dhamari Naidoo, Enfermedades Zoonéticas Emergentes y
Epidémicas, Sede de la OMS; Dr. Karen Nahapetyan,
OMS/EMRO; Dr. Lee Ching Ng, Agencia Nacional de
Medio Ambiente (Singapur); Dr. Claudius Nuebling,
Tecnologias, Estandares y Normas, Sede de la OMS; Dir.
Christopher Oxenford, Departamento de Capacidad, Alerta
y Respuesta Mundiales, WHO/Lyon; Sra. Irena Prat,
Medicamentos y Productos Sanitatios Esenciales, Sede de la
OMS; Dra. Chantal Ruesken, Centro Médico Erasmo (Paises
Bajos); Sra. Anita Sands, Precalificacion, Sede de la OMS;
Dr. Jonas Schmidt-Chansit, Instituto Bernhardt Nocht
(Alemania); Dr. Willy Urassa, Precalificacion, Sede de la
OMS; Dr. Herve Zeller, Centro Europeo para la Prevencion
y el Control de Enfermedades.

3.2 Métodos de elaboracion de la orientacion

A través de las redes existentes de Centros Colaboradores
de la OMS se identificaron expertos en pruebas de
laboratorio y virologia de las Regiones de las Américas,
Europa y Pacifico Occidental. El grupo de expertos se
reuni6é mediante teleconferencia el 18 de febrero de 2016
para examinar el proyecto de orientacién. Posteriormente,
los participantes hicieron aportaciones por escrito que se
incorporaron al documento revisado. En marzo de 2016 se
efectud una segunda ronda de examen, después de una
reunién consultiva de la OMS, celebrada el 14y 15 de
marzo de 2015 en Ginebra (Suiza), sobre los requisitos de
laboratorio y de expediente para la inclusién en el EUAL
de productos diagnésticos para el virus de Zika.

3.3 Declaracion de intereses

De las declaraciones de intereses recabadas no se coligio la
existencia de conflictos de intereses. No se utilizaron
fondos especificos en la elaboracién de la presente
orientacién provisional.
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Pruebas de

Anexo 1. Algoritmos para la realizacion de las pruebas

laboratorio para la infeccion por virus de Zika

Obtencion de sangre y orina
(quardar parte de la sangre como primera de un par de muestras de suero)

v

PCR-RT para DENV, CHIK, ZIKV (pruebas secuenciales o en paralelo)

Resultados de reacciones multiples

Interpretacion

ZIKV pos, DENV neg, CHIK neg

ZIKV pos y/o DENV pos o CHIK pos

Caso confirmado de ZIKV

Codeteccion y caso confirmado de ZIKV

Un resultado negativo en cualquier PCR no excluye de forma concluyente la infeccion

Si se opta por pruebas
secuenciales, priorizarlas en
funcién del contexto
epidemioldgico de los flavivirus
circulantes

Figura 1. Algoritmo propuesto para los casos sospechosos de infeccion por arbovirus identificados en los 7 dias siguientes al inicio de los sintomas

Obtencion de sangre (serologia y PCR-RT) y orina (solo PCR-RT) siempre que sea posible
si ha pasado mas de una semana desde el inicio de los sintomas
(Si se obtienen muestras de suero apareadast, dejar un intervalo de 2-3 semanas entre ambas)

A 4

PCR-RT para ZIKV en orina y sangre

Prueba de IgM para DENV, CHIK y

\ 4

\ 4 A 4

ZIKV, asi como para otros flavivirus

circulantes donde haya tenido lugar la exposicion

PCR positiva PCR negativa
Caso confirmado de Infeccion por virus de
zika Zika no descartada

definitivamente

Otros tipos de muestras para PCR-RT:

orina < 30 dias,
semen < 60 dias

infeccion reciente por el virus de Zika

ZIKV pos, DENV pos and/or CHIK pos

Resultados Interpretacion®
ZIKV pos, DENV neg, CHIK neg Caso probable de ZIKV
ZIKV neg, DENV pos, CHIK neg Caso probable de DENV

Caso probable de ZIKV + coinfeccion por|
CHIK

Infeccion probable por flavivirus +

coinfeccion por CHIK

* La interpretacion final del resultado debe hacerse teniendo en cuenta la presentacion clinica

1En las muestras apareadas, la cuadruplicacion de la IgM en ausencia de un aumento del titulo de anticuerpos para otros flavivirus es una prueba mas de

Figura 2. Algoritmo propuesto para los casos sospechosos de infeccion por arbovirus identificados mas de una semana después del inicio de los sintomas




