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RESUMEN

Zika es una enfermedad viral considerado como un problema de salud publica, transmitida
principalmente por la picadura del mosquito Aedes agypti. El objetivo del proyecto de
investigacion fue especificar mediante informacion bibliogréafica la caracterizacion clinicay
diagndstico de laboratorio de Zika a través de articulos cientificos, libros y paginas web. La
investigacion se realizé bajo un disefio documental bibliografico de nivel descriptivo, no
experimental. A partir de una poblacion de 115 fuentes bibliograficas que fueron depurados
tomando en cuenta los criterios de inclusién y exclusién hasta obtener una muestra de 68,
tomados de diferentes bases de datos cientificos. Los resultados obtenidos muestran que Zika
se caracteriza clinicamente por presentar, exantema maculopapular, fiebre menor a 39 ° C,
prurito, conjuntivitis, artralgia, mialgia, dolor de cabeza y edema. Sin embargo, al
contagiarse en estado de gestacion principalmente durante el primer trimestre puede
desarrollar complicaciones congénitas, neurologicas o autoinmunes. El diagndstico se
realiza a traves de métodos seroldgicas como las pruebas inmunocromatograficas y el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas para la deteccion de anticuerpos a partir del quinto dia
del inicio de los sintomas, pero existe el inconveniente de las reacciones cruzadas con otros
flavivirus. Las pruebas moleculares son catalogadas como estandares por presentar mayor
sensibilidad y especificidad utilizadas durante la fase aguda de la enfermedad. Se concluye
que el Zika causa una infeccion leve y autolimitada, solo el 20% presenta sintomas muy
similares a dengue y chikungunya que dura entre 2 a 7 dias, por lo tanto, su diagndstico se

torna complicado.

Palabras Clave: Zika, Aedes agypti, exantema maculopapular, PCR en tiempo real.



ABSTRACT
Zika is a viral disease considered a public health problem, transmitted mainly by the bite of
the Aedes Aegypti mosquito. This research project aimed to specify by means of
bibliographic information the clinical characterization and laboratory diagnosis of Zika
through scientific articles, books and web pages. The investigation was carried out under a
descriptive, non-experimental, bibliographic documentary design. Starting from a
population of 115 bibliographic sources that were filtered taking into account the inclusion
and exclusion criteria until obtaining a sample of 68, taken from different scientific
databases. Results obtained show that Zika is clinically characterized by maculopapular rash,
fever less than 39 ° C, pruritus, conjunctivitis, arthralgia, myalgia, headache and edema.
When infected during pregnancy, however, mainly during the first trimester, congenital,
neurological or autoimmune complications may develop. Although the diagnosis is made by
serological methods such as immunochromatographic tests and enzyme-linked
immunosorbent assay for the detection of antibodies from the fifth day after the onset of
symptoms, there is the drawback of cross-reactions with other flaviviruses. These molecular
tests are considered standard because of their higher sensitivity and specificity when used
during the acute phase of the disease. We conclude that Zika causes a mild and self-limited
infection, with only 20% presenting symptoms very similar to Dengue and Chikungunya and

lasting between 2 to 7 days, therefore, its diagnosis becomes complicated.

Keywords: Zika, Aedes Aegypti, maculopapular rash, real-time PCR

Reviewed by: Lic. José Ruiz C.
English professor.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

El Zika es una enfermedad infecciosa producida por el virus Zika (ZIKV), transmitida
principalmente por el mosquito Aedes aegypti. Fue descubierto por primera vez en el afio
1947 en el bosque de Uganda llamado Zika. Pertenece al género Flavivirus y a la familia
Flaviviridae, que incluye otras 52 especies virales como, el dengue, chikungunya, la fiebre

amarilla y el virus del Nilo Occidental 23,

Existen diferentes formas de transmision; vectorial (mosquitos Aedes aegypti y Aedes
albopictus), madre-hijo, transfusién sanguinea, relaciones sexuales y segin investigaciones
también se ha logrado aislar el virus en saliva y leche materna pero no existe evidencia de

contagio por estos medios 24,

Esta enfermedad se caracteriza por presentar fiebre menor a 39°C, exantema maculopapular
que comienza en el rostro, luego se extiende por todo el cuerpo, edema en miembros
inferiores, cefalea, artralgia, mialgia, astenia, conjuntivitis no purulenta, los sintomas y
signos menos frecuentemente son: anorexia, vomito, diarrea y dolor abdominal, estas

manifestaciones tienen una duracion de 2 a 7 dias .

La mayoria de las personas tras infectarse cursan por un cuadro clinico leve, sin embargo,
las mujeres en estado de gestacion al contagiarse, pueden desarrollar complicaciones, debido
a que el virus puede traspasar la placenta y provocar malformaciones congénitas o
neuroldgicos, el mas comun la microcefalia caracterizada por una cabeza mas pequefia de lo
normal, el sindrome de Guillain Barré (SGB) es una enfermedad que ataca los nervios

periféricos causando debilidad incluso paralisis en algunas partes del cuerpo 1 4.

Para el diagnostico se utilizan ensayos seroldgicos como el ensayo de inmunoadsorcion
ligado a enzimas (ELISA) para detectar anticuerpos inmunoglobulina M (IgM) o
inmunoglobulina G (1gG) frente al virus, utilizadas a partir del dia 5 o 6 tras el
establecimiento del cuadro clinico pero estas pruebas tienen mayor reaccion cruzada con
otros los flavivirus (dengue o chikungunya).La prueba molecular mas utilizado es la reaccion
en cadena de polimerasa en tiempo real (RT-PCR), seguido de amplificacion isotérmica

mediada por bucle (LAMP) que también tiene una alta sensibilidad y especificidad, se



recomienda realizar esta prueba durante los primeros 5 dias tras el inicio del cuadro clinico

(fase aguda) °.

Actualmente, la Organizacién Mundial de la Salud asevera que la transmision por vector
esta presente en 60 paises del mundo, comprendida la mayor parte de América Central y del
Sur, Sudeste de Asia, Oceania y el Pacifico, asi como en Africa, Cabo Verde y Guinea
Bissau. Segun los informes de actualizacion epidemioldgica emitida por la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS), en la Regién de las Américas entre la semana 1y la semana
22 de 2021, se inform6 un total de 6012 casos de Zika, incluida una muerte notificada en
Brasil. De los casos confirmados, la mas alta proporcion de casos sospechosos se informo
en Brasil con 5092, seguido de Guatemala con 522 y Paraguay con 112 casos. Se ha
confirmado transmision local en todos los territorios de América a excepcion por Chile,

Uruguay y Canada 3 48,

En Ecuador segun el informe de Subsecretaria de Vigilancia de la Salud Publica hasta la
semana 32 del afio 2017 se ha confirmado 2192 casos, también se ha informado casos
autoctonos en 17 de 24 provincias del Ecuador. Segun el Ministerio de Salud Publica del
Ecuador las tasas mas altas de esta infeccion se informaron en las provincias de Esmeraldas,
Guayas, Manabi y Santo Domingo de los Tsachilas, se ha reportado un promedio semanal
de 68 casos, siendo los mas afectados de sexo femenino (72,54%) de edades comprendidas

de 20 a 49 afios "8.En los Gltimos afios no se han reportado nuevos casos °.

De acuerdo al informe de la OMS hasta la semana 32 del afio 2017, se confirmaron 912 casos
en mujeres embarazadas, con el mayor nimero de casos la provincia de Guayas con 329
casos, en cuanto a las complicaciones se reportd 2 casos de sindrome de Guillain-Barré
(SGB) y un caso de encefalitis en la provincia de El Oro y 7 casos con sindrome congénito,

3 casos en Manabi, 2 en los Rios, 1 en Guayas y Santo Domingo de los Tsachilas®.

Segun la Subsecretaria de Vigilancia de la Salud Publica en Ecuador, desde el afio 2016
hasta la semana 14 del afio 2018, se ha reportado 17 nifios con transmision vertical,
procedentes de las provincias de Manabi, EI Oro, Guayas y Santo Domingo de los Tsachilas
.Se ha confirmado 20 casos de microcefalia y 1 caso de malformacion congeénita sin
microcefalia; 5 casos en Manabi, 2 en los Rios, 8 en Guayas, 1 caso en Santo Domingo de

los Tsachilas, 2 casos en Pichincha, 2 casos en ElI Oro y 8 casos en Guayas. Respecto a
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Sindrome Guillain Barré se report6 2 casos; 1 en Santa Elena y 1 en Nueva Loja-Sucumbios.

En el afio 2020 y 2021 no se han reportado casos de Zika °.

En la Provincia de Chimborazo segun la informacion emitida por el Ministerio de Salud
Publica en 2016 se detectd 1 caso, en 2017 se notifico 3 casos, en 2018 no se confirmé
ningun caso. No se ha encontrado informacion actualizada en bases de datos acerca del tema

debido a que no es endémico en dicha provincia °.

La enfermedad causada por este virus es un problema global importante, controlar o prevenir
esta enfermedad es muy dificil en paises tropicales o subtropicales ya que hasta hoy en dia
no existe ninguna vacuna que ayude a la prevencion de este padecimiento, solo existe
algunas medidas de proteccion personal. En la actualidad, segun datos de la OMS, mas de

29 paises de América Latina han confirmado la enfermedad 1912,

El cuadro clinico es muy similar al dengue no grave y al chikungunya, razén por la cual, su
diagnostico se torna complicado. El problema limitante es que muy pocos laboratorios
cuentan con pruebas de biologia molecular, por los recursos econémicos que esta requiere
para su funcionamiento, la PCR en tiempo real es considerado como la prueba estandar para
el diagnostico del Zika por su alta sensibilidad y especificidad, las pruebas seroldgicas como
ELISAy los ensayos de inmunocromatografica de flujo lateral son mas econdmicas y faciles

de realizar, pero suelen haber reactividad cruzada con otras enfermedades *.

Las complicaciones asociadas a la infeccion por Zika van desde enfermedades autoinmunes
hasta malformaciones congeénitas. Segun los datos de una investigacion realizada, casi un
tercio de las mujeres embarazadas infectadas, desarrollan complicaciones neuroldgicas
como la microcefalia de 1 al 13% durante el primer trimestre y tiene un menor riesgo durante
el segundo y tercer trimestre, también puede desarrollar alteraciones del sistema nervioso

central, aborto prematuro entre otras *2.

Hasta la fecha no se cuenta con un tratamiento especifico ni con vacunas, su diagnostico se
torna complicado debido a que las pruebas que se realizan comunmente suelen tener
reacciones cruzadas como otras enfermedades, incluso suele producir sintomas muy

similares al dengue y chinkungunya, de ahi su importancia de que la poblacion este a tanto



de las manifestaciones clinicas y pruebas de laboratorio adecuados para un diagndstico
certero y asi ayudar en la prevencion de complicaciones en las mujeres en estado de

gestacion 4,

CAPITULO |, corresponde a la introduccion, marco teérico en el que se despliega las
fundamentaciones cientificas y el soporte conceptual que permite comprender la

caracterizacion clinica y diagnéstico de laboratorio del virus Zika.

CAPITULO I, concierne al marco metodoldgico, utilizada en este estudio: tipo de
investigacidon, poblacion; muestra, criterios de inclusion y exclusion, procedimientos para la

recoleccion de datos, las técnicas e instrumentos aplicados y consideraciones éticas.

En el CAPITULO 111 corresponde al desarrollo, en la que se refleja los resultados obtenidos
tras la revision bibliografica y las discusiones de las mismas con otros autores y por ultimo

las conclusiones en base a los objetivos planteados.

El presente proyecto tuvo como objetivo, especificar mediante informacion bibliografica la
caracterizacion clinica y diagnéstico de laboratorio del Zika a través de la revision de
articulos cientificos, libros y paginas web, puesto que es un tema de importancia mundial,
en vista de que su diagnostico se hace dificil, pues solo el 20% de los pacientes presentan
sintomas muy similares al dengue no grave por lo que suele confundirse y el 80% pasa

desapercibido.

Historia del virus Zika

Fue descubierto por primera vez en un mono Rhesus, en la selva Zika de Uganda (Africa),
en el afio 1947, cuando se realizaba una investigacion acerca de la transmision de la fiebre
amarilla, fue aislado en humanos por primera vez en Nigeria en el afio 1954 con la ayuda de
estudios seroldgicos, aunque segun los cientificos se conoce desde hace mas de cincuenta
afios, pero fue ignorado ya que solo infecté a un pequefio grupo de personas provocando

secuelas minimas 14,

El primer brote notorio se dio en el afio 2007 en isla Yap, Estados federados de Micronesia,
fue la primera vez que el virus se confirmé fuera de Africa y Asia. En 2013 se notificé un

brote grande en la Polinesia Francesa con 32000 casos y un aumento de 40 veces el nimero
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de casos con el sindrome de Guillain-Barré (SGB). En febrero del 2015 llegé a América,
especificamente al noreste de Brasil provocando un brote mas grande de la historia humana,

se confirmaron mas de 1.5 millones de casos 3 412,

La transmision del virus a otros 29 paises de América se informé en 2016 (Anexo 1). En ese
mismo afio, la OMS declar0 al virus como una emergencia de salud pablica de importancia
internacional, debido a las complicaciones congenitas que puede provocar especialmente en

las mujeres gestantes. En el afio 2017 se confirmaron 209.628 casos en Estados Unidos 313,

Vector

El principal vector es el mosquito A.aegypti, agente causal también del dengue, chikungunya
y la fiebre amarilla. A. albopictus se ha considerado como el vector secundario de esta
enfermedad que se origind en Asia. A. hensilli vector responsable del brote en la isla Yap y
A. polynesiensis fue responsable del brote de la Polinesia Francesa. Los dos principales tipos
de Aedes estan mas activos durante las horas del dia que de la noche y estan distribuidos en
regiones tropicales y subtropicales de los diferentes paises del mundo, permanecen en

territorios asiaticos y americanos 124,

Una de las principales caracteristicas del A.aegyti, es la capacidad de los huevos para resistir
la desecacion y conservarse viables, durante algunos meses. Por ejemplo, al eliminar de un
sitio, todos los huevos, las larvas, pupas y mosquutos adultos, se recuperaria luego de dos
semanas como resultado de la eclosidn de los huevos después de una lluvia o agregacion de

agua a contenedores que hospedan a los huevos *°.

Patogenia

La patogenia de la infeccidn por el virus es muy poco conocida, pero se ha puntualizado que
tiene una fuerte atraccion cutaneo (ectodermo). Los componentes celulares del sistema
inmunitario son muy susceptibles frente a la enfermedad por el virus Zika, razon por la cual,

tendrian una relacion en su entrada al organismo 1°.

El ingreso del virus a la célula del huésped, se da de la siguiente manera; su introduccion
esta mediada por la proteina E, presente en la envoltura del virus, la cual se une a receptores
especificos permitiendo la fijacién y fusion de la particula viral a la célula del huésped.

Mediante el proceso de endocitosis el virus entra al citoplasma de las células. Las proteinas
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no estructurales se unen al reticulo endoplasmatico formando un complejo que permite la
replicacion del ARN viral. La replicacion se desarrolla principalmente en el citoplasma,
aunque también se ha encontrado ARN viral en el nucleo de la célula. Luego las células
pasan por un proceso de apoptosis, lo que produce la liberacion de particulas virales,
llegando al sistema linfatico y a la sangre desde donde se disemina produciendo el cuadro

clinico 1.

Transmision del virus Zika

Transmision vectorial

El virus Zika es transmitido por artropodos (arbovirus) es decir por vectores mosquitos.
Existen dos ciclos de transmision un ciclo selvatico en el que el virus circula entre primates
no humanos y los mosquitos arboreos y un ciclo urbano en la que el virus circula entre

poblacion humana y los mosquitos Aedes 7.

La transmision vectorial comienza cuando el mosquito Aedes.aegypti ingiere sangre
contaminada de un huésped infectado, contaminando el intestino del mosquito y
extendiéndose hasta sus glandulas salivales, proceso que dura de 8 a 10 dias, transcurrido
este tiempo, las hembras pueden transmitir el virus por picadura provocando la
caracterizacion clinica, el vector infectado puede traspasar el virion en un promedio de 20 a

30 dias 1214,

El ciclo de vida del mosquito dura de 7 a 10 dias hasta convertirse en adulto, comienza la
primera fase cuando el mosquito infectado pone los huevos en lugares acuosos. Luego de 2
a 3 dias pasa a ciclo de la larva, aqui su desarrollo es totalmente acuatico, pero para ello va
depender de la temperatura, puede demorarse hasta 7 dias. Después pasa a la fase de pupa,
manteniendose en la superficie del agua hasta alcanzar las caracteristicas anatomo-
fisiologicas para emerger del agua, tiene una duracion de 1 a 3 dias. En la Gltima fase el
mosquito adulto permanece en reposo en la superficie donde se encuentra almacenado y a
las 24 horas posteriores inicia la fase reproductora y a continuacion la alimentacién. Los
mosquitos hembras pueden llegar a poner unos 200 huevos esparcidos en distintos lugares
cerca de la superficie del agua, al subir el nivel de agua permite que estos maduren,

eclosionen y vuelve a repetirse el ciclo 16 (Anexo 2).



Transmision materno - fetal

El virus es capaz de traspasar la placenta infectando el sistema nervioso fetal. El mecanismo
exacto aun se desconoce, pero se ha logrado aislar el ARN viral en el liquido amnidtico,
orina y suero de las madres cuyos fetos poseian anomalias cerebrales, también se ha
encontrado al sondear las proteinas, particulas virales en la placenta, cerebro o suero
sanguineo de los recién nacidos. El virus puede transmitirse por la leche materna, pero hasta
la actualidad no existe casos confirmados de recién nacidos infectados mediante la lactancia

materna 16,

De acuerdo al investigador Fuentes y colaboradores mencionan que las proteinas de la
superficie viral se ensamblan a receptores especificos en la membrana celular de las células
huésped y empiezan con ello el desarrollo de la infeccion. Durante el embarazo, las
particularidades moleculares de estas proteinas pueden determinar las células diana

especificas en la placenta, lo que puede explicar las diferentes complicaciones 1718,

Transmision sexual

El virus Zika puede transmitirse mediante relaciones sexuales de hombre a mujer o
viceversa, también de hombre a hombre, la transmision se ha dado hasta 44 dias después del
inicio de los sintomas, en el semen se han aislado hasta 69 dias luego del inicio del cuadro
clinicoy se ha logrado detectar en el tracto genital femenino hasta 2 dias posterior a la

aparicion de la caracterizacion clinica'? 13,

Transmision por transfusion sanguinea

Otra forma de transmisién de bajo riesgo y con un efecto clinico corto es a través de
transfusiones sanguineas, principalmente concentrados de hematies y plaguetas. En un
estudio realizado en Polinesia Francesa evidencio que el 3% de los donantes asintomaticos
dieron positivos para zika 2 1°. Por otra parte segun investigaciones el virus también se ha
encontrado en saliva y orina, pero no hay notificaciones de su transmision a través de estas

vias 16,

Caracterizacion clinica
El virus del Zika produce una enfermedad infecciosa de leve intensidad y autolimitada, solo

el 20% de la poblacién infectada presenta sintomas, que puede durar de 2 a 7 dias depende



el sistema inmunoldgico de cada persona. Los signos y sintomas mas comunes que aparece

a los 3 y 14 dias después de la picadura del mosquito infectado son: 11214

e Erupcion maculo-papular e Dolor retro- ocular
e Fiebre menor39°C e Edema articular

e Conjuntivitis e Dolor abdominal

e Artralgia e Estrefiimiento

e Mialgias e Diarrea

e Prurito e Anorexia

e Dolor de cabeza leve e Nausea

Segun estudios, el virus también puede afectar el tubo digestivo, el bazo, los ganglios
linfaticos, sistema cardiopulmonar, médula espinal, sistema génito-urinario y el liquido
cefalorraquideo, ademas se han confirmado que en la mujer puede afectar el sistema

reproductor, en varones testiculos, préstata y vesiculas seminales 2.

Debido a que esta enfermedad comparte ciertas similitudes en su cuadro clinico con
dengue y chikungunya es importante de diferenciarlos para un diagndstico mas certero,
para distinguir hay ciertas particularidades que sobresalen en cada uno de las tres
enfermedades asi como la conjuntivitis no purulenta no esta presenta en chikungunya ni
en dengue, el edema en extremidades no esta presente en el dengue tampoco en
chikungunya pero si en zika, la artralgia es en menor en dengue y chikungunya, el rash es

pruriginoso en zika # (anexo 3).

Complicaciones asociadas a la infeccion por el virus del Zika

Microcefalia

Es una anomalia neurologica, los bebes desarrollan una cabeza méas pequefa de lo normal,
la enfermedad se caracteriza por discapacidades intelectuales, convulsiones, retraso en el
desarrollo, problemas de vision y audicion. Puede ser diagnosticada en el Utero o después
del nacimiento. Segun los cientificos, la razén es que la infeccion por Zika desvia una
proteina muy importante Illamado tirosina proteina quinasa no receptora (fosto-TNK1)
indispensable para la division de las células neuronales en el desarrollo del feto lo que

provoca este sindrome congénito 312,



Sindrome de Guillain-Barré (GBS)

Es una enfermedad autoinmune en la que el sistema inmunoldgico ataca el sistema
nervioso periférico induciendo debilidad muscular, paralisis, hormigueo, pérdida de
sensibilidad y percepcion del dolor e incluso puede causar la muerte. Segun estudios la
razén seria que el virus podria tener una reaccidn cruzada con algunas proteinas cerebrales
y otras moléculas las cuales podrian favorecer a las secuelas neuropatoldgicas, en el caso
del GBS asociado a la infeccion los titulos elevados de anticuerpos contra el virus podrian
provocar una reactividad cruzada entre el componente del Zika y los gangliésidos de la

membrana neuronal 17:2°,

Otras complicaciones asociadas con la infeccion son la encefalitis, mielitis y
meningoencefalitis, esta Ultima puede ocurrir en muy pocas ocasiones. Sin embargo, en
los fetos son mucho mas graves las alteraciones, incluso puede causar ceguera,

hemorragias intrarretinianas, en ciertos casos muerte embrionaria y abortos 12,

Diagnostico de laboratorio

El diagnostico se puede realizar utilizando las pruebas seroldgicas como ELISA que
detecta anticuerpos especificos del antigeno viral (IgG o IgM) en el suero del paciente,
pero los métodos serolégicos deben confirmarse con otras pruebas por la reactividad
cruzada como otros flavivirus. Las pruebas moleculares como la PCR en tiempo real y la
amplificacion isotérmica mediada por bucle son consideradas estandares por presentar
mayor sensibilidad y especificidad, detectan acidos nucleicos especificos del virus en las

muestras de sangre u orina %21,

Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas

Para el diagndstico seroldgico es mas recomendable la técnica MAC ELISA
recomendado para la deteccidn de anticuerpos IgM especificos contra Zika a partir del
dia 6 del inicio de los sintomas. Segun estudios las pruebas seroldgicas tienen mas
probabilidad de reactividad cruzada con otros flavivirus, asi por ejemplo cuando se
vacuna o se infectan anteriormente con otros virus similares como el dengue. Las pruebas
rapidas inmunocromatograficas para detectar anticuerpos también son muy utilizadas
debido a que son méas econdmicas y faciles de realizar, en el (anexo 4) se encuentra el

inserto de una prueba rapida 2223,



En la guia de diagndéstico para la region de las Ameéricas, la OPS indica que el diagnéstico
a partir de una tnica muestra en fase aguda no es definitivo, por lo que se debe tomar una
segunda muestra una a dos semanas después de la primera muestra. Para el analisis

serolégico se ha emito algoritmo de diagnéstico (Figura 1) 2.

Muestra de suero tomada el sexto
dia de sintomas o después

IgM (ELISA)
; | |
| DENV positivo | DENV positivo DENV negativo
| 2Ky n;gativo | | ZIKVpositivo | |2k pi:sitivn |
!
Probable INFECCION POR Probable
DENV FLAVIVIRUS ZIKV

Figura 1.Algoritmo de diagnostico serologico de casos sospechosos de Zika

Fuente: OPS, Vigilancia del virus Zika en las Américas

La prueba de ELISA (MAC-ELISA) se utiliza ampliamente para deteccion cualitativa de
anticuerpos IgM en suero o liquido cefalorraquideo (LCR), estos anticuerpos son
detectados en suero posterior a los 4 dias del inicio de los sintomas y son detectables

desde 2 a 12 semanas 2.

Para la realizacion de esta prueba se utiliza placas de reaccion de 96 pocillos recubiertos
con IgM antihumana. A continuacion, se afiade el suero del paciente y después el antigeno
viral no infeccioso conocido. La presencia del antigeno se revela mediante la utilizacién
de un anticuerpo antiviral conjugado con una enzima. Produciendo un resultado
colorimetro por la union de la enzimay el sustrato cromogénico. La lectura de la reaccion

se realiza utilizando un espectrofotdmetro (ELISA) 5.

Los resultados se interpretan en funcion de la proporcién de intensidad de color en el
pocillo, estos resultados deben ser confirmados con otras pruebas como la prueba de
neutralizacion mediante reduccion en placa, ademas se debe relacionar con la
caracterizacion clinica e informacion epidemioldgica. Los resultados negativos pueden

deberse a que se ha tomado la muestra antes del dia cuatro posterior a la aparicion del
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cuadro clinico o después del cierre de la ventana de IgM detectable 2. En el (anexo 5) se

encuentra el inserto para la realizacion de la prueba MAC ELISA.

Reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) es un método sensible y
especifico para la deteccion del virus en la etapa aguda de la enfermedad, es decir hasta
los 5 dias y en algunas ocasiones hasta los 7 dias desde el inicio de los sintomas, las
muestras de suero deben ser tomadas en la fase inicial del padecimiento debido a que la
virulencia es de corta duracion que va de 5 a 11 dias, segun estudios el virus en la orina
dura mas tiempo que la viremia, en otras palabras se puede detectar el virus en orina por

mas tiempo 621, En el (anexo 6) se encuentra el inserto para la realizacion de la RT-PCR.

En la guia de diagndstico del zika en las Américas recomienda tomar muestra de suero
entre 1 y 5 dias, maximo hasta 7 dias y la orina hasta el dia 15 para ser procesadas por
RT-PCR. Para la confirmacidn virologica de casos sospechosos de infeccion por Zika en
areas donde circulan otros arbovirus ha emitido algoritmo de diagnostico como se observa

en la (Figura 2) 2.

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

5

Diagnadstico
| RT-PCRZIKV | diferencial-Arbovirus
| RT-PCR DENV |
J ——
| Positivo | | Negativo |

| RT-PCRCHIKV |

nl—]—nl

| Positivo ‘ [ Negativo ]

Figura 2.Algoritmo de diagnoéstico virolégico de casos sospechosos de Zika

Fuente: OPS, Vigilancia del virus Zika en las Américas

Segun investigaciones se ha detectado presencia del ARN del virus en el plasma de una
mujer embarazada entre las 4 y 10 semanas después del inicio cuadro clinico. Por lo que
se debe considerar al embarazo como condicidn especial frente a la infeccion donde la
viremia se puede prolongar mas alla de los dias usualmente observados en una persona

normal 26,
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La amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP)

LAMP es un meétodo alternativo de amplificacion de acido nucleico a una temperatura
Unica, fija, rapida, sencilla, tiene muchas ventajas; rapidez, bajo costo, no requiere
equipos costosos, alta sensibilidad y especificidad, se puede utilizar incluso en regiones
del mundo con bajo recursos econdmicos. Ademas, los resultados de esta prueba se
pueden leer a simple vista mediante indicadores basados en colores. Se puede realizar

utilizando muestras de suero, semen, saliva, orina y homogeneizado de mosquitos %’.

La amplificacion isotérmica mediada por bucle es un método de amplificacion de acido
nucleico isotérmico que generalmente emplea un conjunto de cuatro o seis cebadores
diferentes, que se unen especificamente a secuencias complementarias a la diana
molecular. Este tipo de ensayo se puede realizar con fuentes de incubaciones simples y

faciles de conseguir como por ejemplo un bafio de agua o un bloque calefactor 7.

Anticuerpo neutralizante

La prueba de neutralizaciéon mediante reduccion en placa (PRNT) se utiliza para
confirmar en pacientes con resultados positivos de anticuerpos IgM, ya que mide los
valores de concentracion de los anticuerpos neutralizantes en el suero del paciente. Se
debe asegurar al menos un aumento de cuatro veces del titulo de anticuerpos
neutralizantes frente al Zika. En ocasiones puede haber reactividad cruzada con otros
flavivirus sobre todo con el dengue y en menor proporcién con fiebre amarilla o virus del
Nilo Occidental. Sin embargo, esta prueba es poco utilizada, muy pocos laboratorios la
realizan debido a que requiere mucho tiempo que puede tardar de 2 a 3 semanas y es

costosa 2428,

Para realizar esta prueba primero se incuban diluciones del suero sanguineo del paciente
durante 1 hora a temperatura ambiente con una dosis estandar del virus Zika para que el
anticuerpo especifico se una al virus si ésta se encuentra presente, luego la mezcla se
inocula en monocapas de cultivo celular y se deja absorber, después se cubre con un
medio semisdlido ,posterior a un periodo de incubacion, se fijan , tifien y se enumera las
placas inducidas por el virus, por ejemplo 1/10, 1/20, 1/40,1/60,1/80. Si el anticuerpo
neutralizante esta presente, el virus Zika se neutralizara y se reducira el namero de placas.
El punto final se define como la dilucion del suero que da como resultado una reduccion

del 90% en las placas virales 28,
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Aislamiento viral

El aislamiento viral se puede realizar mediante el uso de lineas celulares:
e Células vero: obtenido de rifion de mono verde africano Cercopithecus aethiop.
e LLC-192 MK2: linea celular obtenida de rifidn de mono Rhesus Macaca mulatta.

e C6/36: lineas celulares de origen mosquito como Aedes albopictus 6.

El crecimiento viral es determinado por el efecto citopatico que presenta en el cultivo, asi
como la formacion de anticuerpos de inclusion y la hemoadsorcion, estos cambios se
pueden observar en un microscopio de luz invertida de baja potencia, se debe buscar
redondeamiento y contraccion de las células, fusién o formacién de sincitios, agregacion,
lisis 0 muerte celular y perdida de adherencia. Pero no siempre existe el efecto citopéatico.
La presencia del virus se determina en forma indirecta por medio de hemoaglutinacion,
inmunofluorescencia directa (IFD) o indirecta (IFI), la IFD es un método sencillo para
identificar el aislamiento viral a través de la tincion con anticuerpos fluorescentes, la
inmunofluorescencia indirecta de anticuerpos fluorescentes sirve para la deteccion de

anticuerpos antivirales *°.

Tratamiento

Hasta la actualidad no existe ningin medicamento antiviral. Para aliviar la sintomatologia
se utiliza tratamiento de apoyo como reposo, uso de liquidos para evitar la deshidratacion
debido a la fiebre, antipiréticos a excepcidn de la aspirina ya que aumenta el riesgo de
sangrados y analgésicos para reducir el dolor. Para el prurito ocasionado por las
erupciones se recomienda utilizar antihistaminicos. Se debe tomar en cuenta que puede
producir una coinfeccion por el zika y dengue en la misma persona, pero en comparacion
con el dengue, la infeccidn por el zika provoca un cuadro clinico mas leve, el inicio de la

fiebre es mas sutil y dura menos 34,

Desde la aparicion del virus se han ido desarrollados algunos ensayos clinicos, logrando
hasta hoy en dia avances impresionantes. Pero todavia no existen vacunas disponibles al
publico para neutralizar la infeccion que produce el virus. De acuerdo a la investigacion
de Karkhah A y colaboradores, expresan que hasta el afio 2020 hubo al menos 9

candidatos para la vacuna en evaluacién clinica y 25 candidatos en desarrollo 2°.
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Control y prevencion

Para el control y prevencion del virus se fundamenta principalmente en evitar el aumento
de la poblacion de los vectores, para ello se puede controlar mediante medidas mecanicas
(eliminacion de cualquier objeto que pueda ayudar en el almacenamiento del agua)
quimicas (uso de productos quimicos como repelentes de insectos) y bioldgicas (implica
el uso de bacterias como Bacillus thuringiensis israelensis, que producen endotoxinas
mortales para el zika) , evitar viajar a zonas endémicas y usar ropa que cubra las
extremidades para que exista menos posibilidad de picadura del mosquito.:?.Todas las
mujeres embarazadas en caso de sospecha de infeccién por el Aedes, beberan recibir
atencién médica ginecobstetricia y llevar el control durante todo el embarazo para evitar

sindromes congénitos 34,
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CAPITULO II. METODOLOGIA

Tipo de investigacion

El nivel: Descriptiva, ya que se describio el contexto con informacion de interés que
fueron recolectadas de libros, revistas cientificas, paginas web como la OMS,OPS 'y MSP,
seleccionando informacion actualizada acerca del tema de investigacion, realizados por

especialistas que indagan el tema.

El disefio: Documental-no experimental, debido a que la investigacion se basd en
revisiones bibliograficas publicadas en diferentes bases de datos que permitio sustentar

la importancia del tema de investigacion y no existio la manipulacion de las variables.

La secuencia temporal: Cohorte transversal, ya que la investigacion se desarroll6 en un

periodo de tiempo Unico y se obtuvo un solo bloque de resultados.

La cronologia de los hechos: Retrospectivo porque se trabajé con fuentes bibliograficas
posterior a los hechos ya estudiados que contenian informacion relevante para el

desarrollo del tema.

Poblacién

La poblacion de estudio quedd conformada por 115 fuentes bibliograficas en los que
abarca informacion en base a la caracterizacién clinica y diagnostico de laboratorio de
Zika, publicadas en fuentes primarias y secundarias indexadas en bases de datos de
impacto mundial como; libros, Scielo, Scopus, ProQuest, Pubmed, Dialnet, Elsevier,
Journal, Sciencedirect, Repositorios, Medigraphic, NCBI, también paginas web; OMS,

OPS y MSP publicados durante el periodo comprendido entre el afio 2011 y 2021.

Muestra

En el presente proyecto se escogié un muestreo no probabilistico por conveniencia. Se
seleccionaron 68 fuentes bibliograficas distribuidas de la siguiente manera: Libros (4)
Repositorios (2) Scielo (4), Medigraphic (2) NCBI (3) Pubmed (17) Scopus (11)
ProQuest (6), Journal (9), BVS (2), MSP (3), CDC (2), Sciencedirect (2), Dialnet (1).
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Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion
e Fechas de publicacion comprendidos desde el 2011 hasta el 2021
e Articulos cientificos con contenido de caracterizacion clinica
e Articulos y libros que indiquen fundamentos de los métodos de diagndstico de
laboratorio
e Insertos que ayuden en el procedimiento
e Articulos cientificos con estudios clinicos de la infeccion.

e Repositorios acerca de la infeccion por zika.

Criterios de exclusion
e Fechas de publicacién mas de 10 afios
e Atrticulos incompletos
e Atrticulos con datos que no contienen informacion concerniente al tema de
estudio

e Atrticulos cientificos con acceso pagado.

Meétodos de estudio
Para el presente proyecto de investigacion se utilizd el método tedrico ya que se hizo un
analisis y sintesis de la informacion recolectada de las diferentes bases de datos cientificos

sobre la caracterizacion clinica y diagnostico de laboratorio del Zika.

Técnicas y Procedimientos

La técnica que se utilizé fue la observacién directa ya que se encamind en observar
estudios cientificos, leer comprensivamente, analizar los documentos que fueron
elaborados y publicados en diferentes revistas que contenian informacion de las variables
de estudio.

El procedimiento que se utilizd luego de la aprobacién del tema fue la busqueda
bibliografica en diferentes bases de datos como Scielo, Scopus, ProQuest, Pubmed,
Dialnet, Science direct, Medigraphic, NCBI, repositorios, libros también paginas web;
OMS, OPS y MSP de las cuales se seleccionaron diferentes fuentes bibliograficos

relevantes de caracter cientifico aplicando los criterios de inclusion y exclusién asi como
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el afio de publicacién y que su contenido sea acorde al tema de estudio para su

correspondiente analisis y sintesis de la informacion.

Procesamiento estadistico
La investigacion tiene caracter cualitativo porque se recopil6 informacién relevante para
el desarrollo del tema, acumulando informacion de manera bibliografica — descriptiva

para ser analizada y argumentada.

Consideraciones éticas
El presente proyecto no tiene conflictos bioéticos porque no se manipulé muestras de
origen bioldgico, razon por la cual no afect6 ni puso en riesgo la integridad del ser humano

ni del medio ambiente.
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DIAGRAMA DE FLUJO
PARA BUSQUEDA
BIBLIOGRAFICA

\ 4

Especificar mediante informacion
bibliografica la  caracterizacion
clinica y diagndstico de laboratorio
del Zika a traves de articulos
cientificos, libros y paginas web

¢ Cuales son las caracteristicas clinicas
y métodos de diagnostico del Zika?

/

Identificacion de conceptos
(Virus  Zika, diagnostico de
laboratorio, infeccién por el virus,
A.agypti)

Busqueda de fuentes de informacion

\4

A 4

Eleccion del idioma
Espariol, ingles

Base de datos cientificas:

Scielo, Dialnet, Journal, Scopus,
Pubmed, Medigraphic, libros,Dialnet
Sciencedirect, Repositorios,
ProQuest, BVS, NCBI,CDC

Cumple con los criterios de
inclusion:

Informacion de los ultimos 10 afos, de
bases de datos reconocidos que
contengan resultados de pruebas de
laboratorio

REVISADAS: 115

Libros (5) Repositorios (4) Scielo
(10) Dialnet (3), Medigraphic (4)
NCBI (5) Pubmed (20) Scopus (17)
ProQuest (16), Science direct (3)
Journal (13), BVS (4), Dialnet (3),
CDC (3), MSP (5)

Aplicar criterios de inclusion y
exclusion para la seleccion de
articulos y libros

v

\ 4

Articulos seleccionados: 68

Libros (4) Repositorios (2) Scielo
(4),Medigraphic (2) NCBI (3) Pubmed
(17) Scopus (11) ProQuest (6), Journal
(9), BVS (2), MSP (3),CDC
(2),Sciencedirect (2), Dialnet (1)

No cumple con los criterios de
inclusion:

Articulos con mas de 10 afios de
antigliedad, informacion incompleta,
no son de base de datos reconocidos,
acceso mediante pagado

y

Anélisis, parafraseo de la informacion
y cita con normas Vancouver: 68

Articulos excluidos: 47

Libros (1) Repositorios (1) Scielo
(5),Medigraphic (2) NCBI (3) Pubmed
(5) Scopus (8) ProQuest (9), Journal
(4), BVS (2), MSP (2),CDC
(2),Sciencedirect (1), Dialnet (2)
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CAPITULO I11.DESARROLLO

Los articulos cientificos de mayor relevancia elegidos para esta investigacion fueron 115
los mismo que fueron clasificados de acuerdo a los criterios de inclusion de las cuales 68
contenian informacion acorde con los objetivos planteados y una vez analizados los
articulos se procedi6 a la realizacion de tablas de resultados con sus respectivas

discusiones como se expone a continuacion.

Signos y sintomas de Zika

En la tabla 1 presenta el listado de la investigacion realizada correspondiente a
caracterizacion clinica ante el virus del Zika, dando a conocer de forma sucinta los
resultados obtenidos por diversos investigadores, poblacion estudiada, signos y sintomas

con sus respectivos porcentajes.

Se conoce que el 80% de los pacientes infectados son asintomaticos, solo el 20 % presenta
sintomas pero son autolimitados, suelen durar entre 2 a 7 dias. Como se puede observar
en la tabla 1 la caracterizacion clinica con frecuencia expuesto en estas investigaciones
fue el exantema maculopular (84,4%), fiebre (61,3%), artralgia (54,3%), conjuntivitis
(47,6%), prurito (43,7%), cefalea (43,3%), mialgia (23,3%), dolor retro-ocular (8,8%),
astenia (7,2), edema (6,6%), sangrado (3,8%) y vomito (1,4%).

Discusion

Barrientos et al *°, en su investigacion titulada “Caracterizacion clinica —epidemioldgica
de los primeros casos de zika en El Salvador 2015-2016”, analizaron a 102 pacientes
sospechosos de la infeccion que acudieron a dos hospitales de dicho pais, indicaron que
la principal caracteristica clinica y que ayudo diferenciar de los demas flavivirus fue el
exantema maculopapular. Coincidiendo con los estudios realizados por Burger et al 3,
Guanche et al *2, Tejeda et al 3, Helani et al 3, Brasil et al 3 y Petersen et al 37, mencionan
al exantema como la caracterizacion clinica con mayor frecuencia en los pacientes con la

infeccion por el virus del Zika.
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Tabla 1.Caracterizacion clinica del virus Zika

Autor Poblacién | Exantema | Fiebre | Prurito | Conjuntivitis | Artralgia | Mialgias | Cefalea | Edema | Dolor | Vomitos | Astenia | Diarrea | Sangrado
Barrien;é)s, 102 94,3% | 91,4% | 82,9% 71,4% 80% 143% | 34,3% | 0% giu:& 2,9% 0% 0% 0%
gj?g!]esrl, 556 80% 60% | 70% 50% 60% 30% 60% 30% | 20% 0% 10% 20% 10%
Gelj;n::?f, 1141 93,8% | 34,7% | 77,9% 27,9% 60% 46,1% | 50,8% | 0% 0% 0% 31,7% 0% 0%
‘E::jaeldg, 140 84,3% 70% | 35% 32,1% 7,1% 0% 26,4% | 43% | 0% 0% 16,4% 0% 0%
Iite?z;r;il, 55 89% 62% 0% 45% 63% 48% 46% 0% 0% 0% 0% 13% 0%
é;?;i 3(;, 103 84% 68% | 84% 100% 100% 0% 845 0% 0% 0% 0% 0% 0%
grilislé 262 60% 40% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 21%
Pz‘?[::’lsgl, 108 90% 65% 0% 55% 65% 48% 45% 19% | 39% 10% 0% 0% 0%
GEIt'(z;ltlal 2467 84,4% | 61,3% | 43,7% 47,6% 543% | 23,3% | 433% | 6,6% | 88% | 14% | 72% | 4,1% 3,8%

Elaborador por: Gualan Martha
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Por su parte Carpio et al 3% en su estudio realizado a 103 mujeres embarazadas
sospechosas de la infeccion que acudieron al hospital general de Veracruz, México en
2016, contradice los resultados a los anteriores autores ya que indican que la
caracterizacion clinica con mayor frecuencia que presentaron todas las pacientes fueron
conjuntivitis y artralgia (100%), seguido de erupcion cutanea, prurito, dolor de cabeza
(84%) y fiebre (68%).

De acuerdo a la investigacion ejecutada por Zambrano et al %8 en Ecuador, muestran que
una mujer de 43 afios que acudi6 al Hospital Luis Vernaza de Guayaquil que vivia en
Estados Unidos y que habia viajado a Ecuador dos semanas antes de la aparicion de los
sintomas. La paciente se presentd al hospital con 3 dias de fiebre, dolor de cabeza,
mialgia, conjuntivitis, no mostré erupciones cutaneas ni artralgia. Refutando a la
investigacion realizada por Barrientos et al 3, Burger et al 3!, Guanche et al %2, Tejeda et
al 33, Helani et al 34, Brazil et al 3, Petersen et al 3" y Carpio et al *°, ya que la paciente no
presentd erupciones cutaneas ni artralgia en comparacion con las demas investigaciones
que mencionaron a estos dos sintomas como las principales manifestaciones clinicas ante

la infeccién por Zika %,

En la investigacion de Helani et al 3 analizaron 55 estudios de resultados clinicos de
adultos infectados a nivel de América, obteniendo como resultado que los sintomas mas
comunes fueron: exantema (89%), artralgia (63%), fiebre (62%), conjuntivitis (45%),
mialgia (48%), dolor de cabeza (46%) y diarrea (13%). Otro estudio llevado en América
Latina por Crespillo C et al %, analizaron a 817 pacientes que habian viajado a paises
endémicos, el 56% fueron mujeres con una mediana de edad de 36 afios, pero solo 25
(4%) fueron finalmente diagnosticados con infeccidn por zika, de las cuales presentaron
los siguientes sintomas, (92%) sarpullido, (88%) fiebre, (56%) artralgia y / o mialgia y

(28%) conjuntivitis.

Por su parte Guanche H et al *2, indican que, al estudiar a una poblacion de 1541 pacientes
sospechosos de la infeccidn, llevado a cabo en Habana (Cuba) en el afio 2017, obtuvo
como resultado que los signos y sintomas mas frecuentes que manifestaron los pacientes
confirmados fueron, exantema (93,8%), prurito (77,9%), artralgia (60%), cefalea
(50,8%), mialgia (46,1%), fiebre (34,7%) y conjuntivitis (27,9%).
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Helani et al 34, indican que los sintomas y sintomas menos frecuentes de la infeccién a
nivel de América fueron diarrea, nauseas, vomitos, dolor ocular y anorexia. Por su parte
Petersen y colaboradores®’, expresaron que los pacientes analizados durante el brote de
Micronesia aparte de las manifestaciones clinicas comunes, ademas presentaron
hemospermia, audicion sorda, hinchazén de manos, tobillos y sangrado subcutaneo. En
el trabajo de Brasil y colaboradores %, llevado a cabo en Rio de Janeiro, exponen en sus
resultados que ademas de la caracterizacion comin también algunos pacientes tenian

sintomas hemorragicos leves como petequias y hemorragia leve de las mucosas.

En la investigacion de Campos et al %9, estudiaron a 24 pacientes de Brasil a quienes le
dieron un diagnostico presuntivo de la enfermedad, obteniendo en sus resultados que el
exantema maculopapular, mialgias, fiebre, cefalea y la artralgia fueron las
manifestaciones clinicas con menor frecuencia. Concordando con los resultados de

Tejeda et al 23, ya que en su estudio la artralgia se reporté como menos frecuente.

Brasil et al ¢, en su estudio analizaron a 262 pacientes con zika, el 68,5 % mujeres, la
manifestacion clinica con mas periodicidad notificados en los primeros cuatros dias
fueron erupcion cutanea que tuvo un rango de duracion de 3 a 7 dias, la artralgia un rango
de duracion de 2 a 21 dias, el 64 % no tenian fiebre, el 36% presentd antecedentes de
fiebre que no duraban mas de un dia. Por su parte Burger et al 3, en su trabajo ejecutado
en Nicaragua, estudiaron a 556 casos confirmados, presentaron Unicamente erupcion
cutanea durante la primera semana de la infeccidn, fiebre y dolor de cabeza que duraron

3 dias después del inicio del cuadro clinico.

Mittal y colaboradores !, expresan en su trabajo descriptivo que el cuadro clinico se
observa en el 50% de las personas después de 5 dias y en el 95% después de 11 dias de la
exposicion al virus. También mencionan que las erupciones maculopapulares se dan en
90% de los casos y tiene una duracién de 4 a 5 dias, precedidos por fatiga, mialgia, dolor
de cabeza y fiebre baja, en algunas ocasiones se observa edema periférico de las
articulaciones que cominmente desaparecen en una semana. En 50% de los casos se da

la infeccién conjuntival sin pus que ocurre en la etapa temprana de la enfermedad 4*.
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Complicaciones asociadas al virus durante el embarazo

En la tabla 2 se muestra las complicaciones que puede inducir el virus en las mujeres

embarazadas en base a las investigaciones realizadas por diferentes autores y en distintos

partes del mundo. Se puede observar que la infeccién durante el estado de gestacion puede

generar una amplia gama de complicaciones tanto a la gestante como al feto, pero esto va

depender de la carga viral, grado de virulencia y el sistema inmunoldgico de la madre, ya

que el virus del Zika puede traspasar la placenta presentando mayor riesgo durante el

primer y segundo trimestre del embarazo, las complicaciones mas significativas que

puede desarrollar en el feto son la microcefalia seguida de sindrome de Guillain-Barré ,

alteraciones del sistema nervioso central, retraso del crecimiento, anomalias oculares,

anomalias cerebrales, meningitis, encefalitis, abortos, incluso puede causar la muerte del

feto si no es diagnosticado a tiempo.

Tabla 2.Complicaciones asociados a la infeccion por Zika durante el embarazo

gestacion infectadas

con el virus

Autor Pais Muestra Complicaciones asociadas a la
infeccion
Delman D Estados Analizaron a 9 | Dos abortos prematuros, dos
et al Unidos mujeres en estado de | interrupciones electivas del embarazo
gestacion y un bebé con microcefalia
confirmadas con la
infeccion
Chibuese A nivel Indagaron 18 | Un caso de sindrome de Guillain-
Eetal 3 mundial articulos de | Barré, anomalias neurologicas y
diferentes bases de | oculares fetales, restriccion del
datos cientificos crecimiento fetal, muerte intrauterina
y muerte perinatal. La microcefalia se
informo en 8 estudios
Honein M Estados Se analizaron a 442 | De los 26 fetos o bebés afectados, 14
et al Unidos en estado de | tenian microcefalia y anomalias

cerebrales y 4 tenian anomalias
cerebrales sin microcefalia como

calcificaciones intracraneales,
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anomalias del cuerpo calloso, atrofia

cerebral, ventriculomegalia e
hidrocefalia
Acevedo Ecuador | Se estudiaron a 16 | Seis pacientes fueron diagnosticados
N et al mujeres con meningitis o encefalitis, 3 con
embarazadas con | sindrome de Guillain-Barré y 1 con
zika vasculitis del sistema nervioso
central. Las 2 pacientes
diagnosticados con encefalitis y
meningoencefalitis murieron durante
la hospitalizacién.
Magalhé&es Brasil Se analizaron Se encontré que 255 de los 1656 casos
M et al 46 los datos de | confirmados con microcefalia estaban
vigilancia publicados | asociados con la infeccion por el virus
por el Ministerio de | del Zika.
Salud de Brasil
Castro M, Espafia Mujeres Una mujer embarazada sufrio un
et al %’ embarazadas viajeras | aborto espontaneo, en el 7% de los
bebes se detectaron quistes cerebrales
y microcalcificaciones, 33,3% retraso
en el progreso neurologico de la
funcion del lenguaje de los nifios.
Benavides | CostaRica | Se estudiaron 11 | Del total de casos el 91% tenia
A, etal 48 casos de mujeres en | microcefalia aguda, 64% microcefalia
estado de gestacion | grave, 82% anomalias cerebrales, 41
% anomalias oculares y 9% de pérdida
auditiva.
Halani S, | A nivel de | Se analizaron 55 | De los casos confirmados el 75%
etal 4 America estudios a nivel de | desarrollaron el  Sindrome de

América

Guillain-Barré.

Elaborado por: Gualan Martha
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Discusion

El riesgo de transmision de madre-hijo existe durante todo el embarazo tanto si es
sintomatica o asintomatica, sin embargo, presenta mayor riesgo durante los dos primeros
trimestres del embarazo. Segin estimaciones en diferentes estudios el riesgo de presentar
cualquier defecto durante el embarazo va desde un 6% a 42% “°. Coincidiendo con la
investigacion de Antoniou et al *°, ya que concluyen que el riesgo es mayor en el primer
y segundo trimestre del embarazo. Por su parte Koppolu et al 12, menciona que tienden a
desarrollar complicaciones neurolégicas durante el primer trimestre y es insignificante

durante el segundo y tercer trimestre del embarazo.

Hoen y colaboradores ®1, analizaron a 546 mujeres embarazadas infectadas con el virus,
de las cuales, 28 fetos no llegaron a término o nacieron muertos, 39 fetos y lactantes se
observaron defectos neurologicos y oculares. Ademas, concluyeron que el riesgo de
microcefalia es mayor en el primer que en el segundo trimestre, asimismo indican que

también puede ocurrir la infeccion en el tercer trimestre, pero con un menor riesgo.

Acevedo et al °, en su trabajo investigativo realizado a 16 mujeres embarazadas
ingresados al Hospital Luis Vernaza de Guayaquil, Ecuador, obtuvieron como resultado
que 6 pacientes fueron diagnosticados con meningitis o encefalitis, 3 con sindrome de
Guillain-Barré 'y 1 con vasculitis del sistema nervioso central, las 2 pacientes
diagnosticados con encefalitis y meningoencefalitis murieron durante la hospitalizacion.
Halani S at al 34, analizaron 55 estudios efectuado en las Américas, indicando que de los
casos confirmados, el 75% desarrollaron SGB, algunos se recuperaron del pico de
complicaciones neuroldgicas, aunque unos sufrieron una discapacidad cronica, la

mortalidad fue de 0,1% y la hospitalizacion 11%.

Segun los informes del Ministerio de Salud Publica del Ecuador desde el afio 2016 hasta
el afio 2018 se han reportado 17 nifios con transmisidn vertical del virus sin malformacién
congénita. En cuanto a sindromes congénitos se han registrado 20 casos de microcefalia
vinculado al zika y 1 caso de malformacion congénita sin microcefalia. Con respecto a
sindromes neuroldgicos en el afio 2017 se confirmaron 4 casos; un caso de encefalitis en
la provincia de El Oroy 2 casos de Sindrome de Guillain Barré en la Provincias de Santa

Elena y 1 caso en Nueva Loja Sucumbios °. Por su parte Zambrano H et al %, en sus

25



resultados de investigacién efectuado en Ecuador a 59 mujeres embarazadas, indicaron 2

casos de microcefalia vinculados al zika.

En el estudio de Magalhées et al ¢, llevado a cabo en Brasil entre 2015 vy julio de 2016
los resultados revelaron que 255 (15,4%) de los 1656 casos confirmados con microcefalia
estaban asociados con la infeccion por el virus del Zika. Por su parte Koppolu et al 2,
mencionan que casi un tercio de las mujeres embarazadas contagiadas tienden a
desarrollar complicaciones neuroldgicas como la microcefalia en un porcentaje de 1 al
13%. Chibueze et al “3, en su analisis de 18 articulos cientificos sobre complicaciones,
concluye que la microcefalia fue la principal complicacion neuroldgica informado en
ocho estudios, con una incidencia de aproximadamente el 1% entre los recién nacidos de

mujeres infectadas.

En el trabajo de Benavides et al “8, efectuado en Costa Rica, expresa que la prevalencia
de defectos congénitos fue de 15,3 casos/ 100 000 nacidos vivos. En su estudio analizaron
a 11 mujeres en estado de gestacion de las cuales el 91% tenia microcefalia aguda, 64%
microcefalia grave, seguido de otras complicaciones como anomalias cerebrales 82%,
anomalias oculares 41% y pérdida auditiva 9%. Petersen et al 3" menciona en su estudio
que la prevalencia de microcefalia en los Estados Unidos promedia aproximadamente 6
casos por 10 000 recien nacidos, con un rango de aproximadamente 2 a 12 casos por 10

000 bebes nacidos vivos asociadas a la infeccion.

Honein et al %4, en su estudio “Defectos congénitos en fetos y bebés de mujeres
estadounidenses con evidencia de posible infeccién por el virus del Zika durante el
embarazo” muestran en sus resultados que de los 26 fetos o bebés afectados en el
transcurso del embarazo, 14 tenian microcefalia y anomalias cerebrales, 4 tenian
anomalias cerebrales sin microcefalia como calcificaciones intracraneales, anomalias del
cuerpo calloso, formacion cortical anormal, atrofia cerebral, ventriculomegalia e
hidrocefalia. Concordando con el estudio Mlakar et al > “Zika Virus Associated with
Microcephaly” (virus Zika asociado con microcefalia), informan el caso de una mujer
embarazada que se infecto durante el primer trimestre, en la ecografia realizada a las 29
semanas, el feto presentd microcefalia con calcificaciones en el cerebro y placenta,
posterior a la interrupcion del embarazo y tras una autopsia fetal observaron microcefalia

e hidrocefalia del feto.
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Por su parte Castro et al #/, en su trabajo observacional efectuado en Barcelona, Espafia a
mujeres gestantes que habian viajado a paises endémicos, en su informe indican que entre
los casos confirmados , el 33,3% tuvo retraso en el desarrollo neurologico de la funcion
del lenguaje de los nifios, el 7% de los bebes infectadas se detectaron quistes cerebrales
y microcalcificaciones y una mujer embarazada sufrié un aborto espontaneo, esta Gltima
coincide con el resultado de Delman et al 42, en la que estudiaron a 9 mujeres embarazadas
de las cuales dos mujeres sufrieron abortos y dos interrupciones electivas. En la
investigacion de Chibuese se menciond muerte perinatal y muerte intrauterina del

feto.Hoen algunos fetos no llegaron a término o nacieron muertos.

Por Gltimo, en el trabajo de Rice y colaboradores %3, estudiaron 943 casos de mujeres en
estado gestacion con la infeccidn por el virus del Zika; en sus resultados indican que, 144
(15%) recién nacidos de madres infectadas tenian un defecto congénito asociado al virus,
62 (7%) tenian al menos una enfermedad asociada a la enfermedad, 99 (10%) poseian al
menos una anomalia del desarrollo neuroldgico probablemente vinculado con la infeccion

congénita por el virusy 17 (2%) tenian ambas.

Diagnodstico de laboratorio

En la tabla 3 se presenta un cuadro comparativo de la sensibilidad y especificad de
algunos métodos de diagndstico convencionales para la deteccion del virus Zika en los
laboratorios, ya que el diagnostico de la enfermedad no solo depende de la evaluacion
clinica sino también del diagndstico de laboratorio, por lo que es fundamental tomar en
cuenta la sensibilidad y la especificidad de las pruebas empleadas para un diagnostico

confiable y de esta manera el médico pueda dar un tratamiento oportuno al paciente.

Cabe recalcar que la sensibilidad se refiere a la probabilidad de que la prueba sea positiva
cuando el virus esta presente, mientras que especificidad es la probabilidad de que la

prueba sea negativa cuando el virus no esta presente.

Segun los datos obtenidos en la tabla, se puede observar que las pruebas MAC ELISA,
NS1, IgM/IgG e inmunocromatograficas muestran menor sensibilidad y especificidad,
que las pruebas moleculares , suelen tener reacciones cruzadas con otras enfermedades
como el dengue y el chikungunya la ventaja de estas pruebas es que son mas baratas y

faciles de realizar. En cambio, las pruebas moleculares como la PCR en tiempo real tiene
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alta sensibilidad y especificidad, sin embargo, son métodos costosos y requieren de
equipos especiales. Otra prueba que tiene mayor sensibilidad que la PCR es la prueba

LAMP, ademas son mas econdmicas.

Tabla 3.Sensibilidad y especificidad de las pruebas de laboratorio para el diagndstico

del virus Zika
Pruebas Sensibilidad Especificidad
Inmunocromatogréficas IgM/ Ig G 60,3% 81,7%
Low S et al >
MAC-ELISA 94,5 % 85,6%
Balmaseda A et al %°
ELISA NS1 83,3% 97,5%
Lustig Y, et al 56
PCR en tiempo real 91 % 97%
Singh et al 7
RT-LAMP 99,3% 100%
Escalante O et al %8

Elaborado por: Gualan Martha

Discusion

En su estudio Low et al > expresa que los ensayos de serologia de IgM e IgG de Zika
arrojaron sensibilidades del 23,5% al 97,1% entre las muestras convalecientes en
comparacion con el 5,6% al 27,8% entre las muestras agudas; las especificidades fueron
63,3% y 100% entre muestras agudas y convalecientes. Balmaseda et al %, en los
resultados manifiesta que el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas de captura de
anticuerpos IgM (MAC-ELISA) arrojaron sensibilidades del 94,5% y especificidades de
85,6%. En el estudio llevado a cabo por Granger y Theel °°, mostraron un mayor
porcentaje de especificidad (95%). Por otra parte, Mendoza et al ®, combindé MAC
ELISA con ELISA IgM/IgG Euroimmun-G obteniendo mayor sensibilidad del 99,1% y
especificidad del 97,2% para la deteccion del virus. Sin embargo, en el estudio realizado
por L'Huillier et al 6, al realizar la misma combinacién mostré una buena especificidad
(92,5%) pero una baja sensibilidad (39,5%).
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Por otra parte, Matheus y colaboradores % evaluaron las pruebas serolégicas ELISA
Euroimmun y ELISA Dia.Pro para la deteccion de IgM e 1gG del virus del Zika utilizando
un panel de 199 muestras de una region endémica de flavivirus, tomadas durante un
periodo de 10 meses después de la infeccién. Obtuvo como resultado que la sensibilidad
para la IgM del virus fue baja, especialmente en el ensayo Euroimmun (49%), mientras
que la IgM se pudo detectar durante meses con el ensayo Dia.pro. La especificidad de las
pruebas de 1gG del virus del Zika también fue baja especialmente la de Dia.Pro (62%).
Low y colaboradores >4, en su investigacion utilizd el ELISA Diapro ZIKV IgM vy
demostrando alta sensibilidad (96%) y una especificidad de (80%) cuando se probd en

muestras de convalecencia temprana.

Lustig et al % analizaron muestras obtenidas durante el pico de infeccion de 1188 viajeros
Israelies sintomaticos y asintomaticos, utilizando ELISA I1gG e IgM basado en proteina
no estructural (NS1), mostraron una sensibilidad del 83,3 % y una especificidad del
97,5%, por otro lado Balmaseda et al %%, utilizaron la prueba ELISA de blogueo
(sdndwich) de union a NS1 que midio los niveles de anticuerpos anti-ZIKV NS1, las
cuales arrojaron sensibilidades entre 85% Yy 96,5% y especificidades entre 91,4%y 92,6%

en la etapa convalecencia temprana y tardia de la infeccion.

En su estudio Morales et al ©, al analizar las muestras de seguimiento confirmadas
mediante la utilizacion de ELISA comerciales para la deteccion de anticuerpos IgM, IgA
y 1gG, obtuvo como resultado que la sensibilidad de IgAM anti-ZIKV fue del 93,5%,
mientras que IgM e 1gG mostraron sensibilidades del 30,3% y el 72%. La especificidad
de IgM anti-ZIKV se estimé en 93% y la de IgAM en 85%.En el trabajo investigativo
llevado a cabo por Bozzza y colaboradores %4, mencionan que el uso de IgA basada en
NS1 como marcador de infeccion aguda aumento la tasa de deteccion al 53% sobre la de
ELISA de IgM basado en NS1.Todos los pacientes IgM positivos también mostraron IgA,
que incremento durante la fase aguda y subaguda de la infeccién y disminuy6 durante la
convalecencia. Este descubrimiento respalda la utilidad de los métodos seroldgicos
basados en IgA como marcador alternativo o adicional a los métodos basados en IgM

para detectar la infeccién aguda causada por el virus 4.

Portilho et al %, en su estudio, sefialan que los resultados obtenidos de muestras tomadas

durante la fase aguda de la enfermedad, la PCR en tiempo real present6 una sensibilidad

29



del 12,5% para las muestras recolectadas entre 0 a 4 dias después del inicio de los
sintomasy del 75% para las muestras tomadas entre 5 a 9 dias después del cuadro clinico.
Durante el periodo de convalecencia de la enfermedad, la sensibilidad de la prueba fue
del 90,9% y una especificidad de 100% para las muestras obtenidas 12 a 102 dias
posterior al inicio de la sintomatologia. Singh et al >/, descubrieron que para diagnosticar
la infeccidn en etapa temprana se puede usar el kit de prueba RealStar Zika RT-PCR,
comercializado por Altona Diagnostics ya que tiene una sensibilidad del 91% y una
especificidad del 97%.

Segln Pereira et al ®8, indica que hasta el momento la prueba de reaccion en cadena de la
polimerasa con transcripcién inversa es ampliamente utilizada para el diagnostico de la
infeccion por el virus Zika por mostrar una alta sensibilidad y especificidad en suero y
orina. En el estudio realizado por Hussiend et al ¢’, manifiestan que la sensibilidad de
dicha prueba oscila entre el 73% y el 100% y una especificidad entre el 99% y el 100%.
En la PCR convencional la sensibilidad oscila entre el 77,8% y el 100% y una
especificidad entre el 89% y el 100%.

Otros métodos moleculares también utilizados para el diagnostico son el método de
amplificacion isotérmica mediada por bucle con transcripcion inversa y la reaccion
cuantitativa en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa muestran una
especificidad del 100%, Escalante et al %8, en su estudio comparativo, manifesté en sus
resultados que ambos métodos coincidieron perfectamente, excepto para una muestra que
se reportd como positiva para Zika por el método estandar RT-PCR y negativa por la
prueba RT-LAMP.

Silva y colaboradores 24, sefiala que LAMP es una prueba alternativa para diagnosticar
los arbovirus. Este método de diagnoéstico es de bajo costo, tiene una alta especificidad,
sensibilidad y eficiencia. Escalante et al %, utilizé la prueba RT-LAMP consiguiendo
altos niveles de sensibilidad (99,3%) y especificidad (100%). En el trabajo llevado a cabo
por Teoh et al %8 utilizando la misma prueba, arrojaron sensibilidad de 90% vy
especificidad de 100%. En los resultados obtenidos por Silva et al 24, tuvo una menor
sensibilidad (80%) pero igualmente una alta especificidad (100%) concordando con los

resultados de las demas investigaciones.
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CONCLUSIONES

El virus del Zika causa una enfermedad infecciosa, benigna y autolimitada, solo el
20% de los pacientes presentan sintomatologia que dura entre 2 a 7 dias, las
manifestaciones clinicas mas frecuentes ante una infeccion por el virus predomina
el exantema maculopapular, seguido de fiebre, artralgia, conjuntivitis, prurito,
cefalea, mialgias, dolor ocular, los menos comunes son la astenia, edema, diarrea,
sangrado y vomitos, siendo las primeras manifestaciones son los que ayudan a

diferenciar de los demas flavivirus.

Las personas mas susceptibles a complicaciones por el virus del Zika son las mujeres
en estado gestacion, el riesgo va desde 6% a un 42%, presentando mayor riesgo
durante el primer trimestre, puede desencadenar complicaciones congenitas
neuroldgicas y autoinmunes, predominando la microcefalia, seguido de sindrome de
Guillain-Barré, problemas oculares, auditivos, anomalias cerebrales, encefalitis,
meningitis, abortos y muerte intrauterina por lo que es muy importante un cuidado

especial en toda la etapa del embarazo para prevenir las complicaciones.

Las principales pruebas aplicadas para el diagnostico son las pruebas serologicas
basado en ensayos por inmunoadsorcion ligado a enzimas, MAC ELISA, NS1/IgM,
lgG y las pruebas inmunocromatograficas, pero existe el inconveniente de la
reaccion cruzada con otros flavivirus, ademas tienen una menor sensibilidad y
especificidad que las pruebas moleculares. Las pruebas moleculares como la
reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real (RT-PCR), tienen mayor
sensibilidad y especificidad que las pruebas seroldgicas, pero este método es costoso
y requiere equipos de laboratorio, otra prueba molecular alternativa es la
amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP), ya que tiene muchas ventajas
como rapidez, bajo costo, incluso mostr6 mayor sensibilidad y especificidad que la

PCR en tiempo real.
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Anexo 1: Paises de América Latina con casos de Zika
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Fuente. Ledn Y, Baldassarri L, Hummel H, Cherem J. Zika: un problema de salud pablica

Rev atencion primaria.2017.vol 24 (3). Disponible en https://www.elsevier.es/en-revista-
atencion-familiar-223-articulo-zika-un-problema-salud-publica-S1405887117300433



Anexo 2: Ciclo de vida del mosquito Aedes aegypti

Los mosquitos hembra depositan sus
huevos en cualquier receptaculo
que contenga agua.

Las crisalidas viven en el agua.
Demoran entre 2 y 3 dias en
convertirse en mosquitos adultos
con capacidad para volar.

Adulto

Crisalida Huevos

Cuando los huevos se
encuentran en un entorno
acuoso, se produce el proceso
de incubacion, el cual puede
durar desde unos cuantos
dias hasta meses.

Las larvas viven en el agua.
Se convierten en crisalidas
en tan solo 5 dias.

Fuente: Centers for Disease Control and Prevencion. Ciclo de vida del mosquito. cdc.gov
[Internet].2020 Disponible en
https://www.cdc.gov/zika/pdfs/spanish/MosquitoLifecycle-sp.pdf

Anexo 3. Comparacién de manifestaciones clinicas entre los virus Dengue, Chikungunya
y Zika

Sintomatologia Dengue Chikungunya Zika
Fiebre 4+ it ++4+
Mialgias +4+ 4 4
Artralgias HH+ 4 4
Edema de extremidades 0 o ++
Rash maculopapular ++ + i
Dolor retro-orbital 4= ¥ ++
Conjuntivitis 0 " iy
Linfadenopatias ++ ++ +
Hepatomegalia o 4+ a
Leucopenia o HH a
Trombocitopenia o HH+ o*
Hemorragias + o a*

Fuente: Nufiez E, Vasquez M, Beltran B, Padgett. Virus Zika en Centroamérica y sus
complicaciones. Rev Acta Med Peru.2016. Disponible en

http://www.scielo.org.pe/pdf/amp/v33n1/a08v33nl.pdf
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Anexo 4: Inserto de ELISA Ig M

InBios s

Instrucciones para Uso - ZIKV Detect™ 2.0 IgM Capture ELISA

LSO ANTICIPADO

2IKV Detect™ 2.0 Igh Capture ELISA tene k3 intencein de la deteccidn cualiativa de anticusnpds kgM de virus
2ika en suero humana para el dagndstico presuntivo de laboratonn dinico de infeccidn por vines Zika. Este ensayo
estd infencionado para uso solamente en packentes con signos y sintomas césicos conslstentes con infeccidn por
virus Zika, ylo criterios epldemioldgicos de vins Zika de la COC (por ejemplo, histona de residencla en o viajes a
una regin geogréfica con transmision activa de Zika a la hora del visje, u otros criterios epldemioldgicos para los
cuales evaluackin del virus 2ika podria indicarse). Los resultados del ensayo son para la deteccidn presuntiva de
anticuerpos Igh al virus Zika (ZIKV). Resultados positivos deben ser confimmades al sequir as diectrices més
reclentes de la COC para el diagnbstico de imfeccion por vins Zka.

Los resultados de esta prueba estan intenclonados para usarse en conjuncidn con observaciones clinicas, historia
de pacientes. informackin epidemiclogica, y ofra evidencia de laboratorio para tomar decislones sobre el mangjo
de pacientes. Niveles de Zika kgM varian durante el curso de |a Infeccidn, y pueden ser detectables cerca del cuarto
dia después del Inicho de sintomas y persistir por hasta aproximadaments 12 semanas después de la infeccidn
inicial.

Resultados negativos se pueden ver en muestras colectadas antes del cuaro dia después del iniclo de sintomas
o despuéa de que |a ventana de gM detectable haya cemado, y por ende no Imposibiitan |a posibilidad de infeccin

por virus Zika, previa o actual.

Este ensayo no estd indicado para evaluacian de donantes de sangre o plasma.
RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

La enfermedad del virus Zika (Zlka) es una enfermedad causada por & vines Zika que se transmite & personas
principaiments por |a picadura de un mosguito infectado del génera Aedes, principalmente Asdes segypd en
reglones tropicales. Este e el mismo mosquite que transmite dengue, chikungunya, y fiebre amarilla. Sintomas
de Zika son fizbre, sarpullido, dolor de aiculaciones. y conjuntivitis (ojos rejos); sin embargo, solaments
alrededor de 20% de infecciones presentan sintomas. La enfermedad usualmente &3 leve, con sintomas que
duran por varos dias hasta una semana después de a picadura del mosquits infectado. El vines Zika se
descubrid por primera vez en 1947 y su nombre viene del bosque Zika en Uganda. En 1052, se detectaron los
primeros casos humans de Zika y desde entonces, brotes de Zika se han reportado en la Africa tropical, el
sureste de Asla, ¥ las lelas Pacificas. A lo mejor, brotes de Zika han ocumdo en muchos lugares, pero sigue sin
reconaCimiento porque ks sintomas son similares a muchas otras enfermedades como dengue y chikungunya.
En mayo de 2015, la Organizacidn Panamericana de la Salud (PAHO) emitld una alerta en cuanto & la pmera
infeccadin por virus Zika confirmada en Brasl, y el 1 de febrero 2016, a Organtzacsin Mundial de la Salud (WHO)
declard que el virus 2ika era una emergencia de salud plblica de preocupacion intemacional (PHEIC). La
tranamisidn kocal se ha reportado en muchos otros paises y temtongs. Oe mucha preocupacion es &l efecto que
&l virus Zika puede tener en mujeres embarazadas. La Infeccibn por vins 2ika duranie el embarazo se ha
asociado con |a microcefalia congénita y otros defectos del cerebro en fetos y reckén nacidos. La transmissn
sexual del virus Zika tamblén es de mucha preccupackin y se han reportado casos en los Estados Unidos de
persongs que contraen |a enfermedad de sus compaliens.

2KV Datect™ 2.0 |gM Capture ELISA busca anticuerpos [gh en suero humana.




PRINCIPIOS DE LA PRUEBA

ZIKV Detect™ 2.0 lgM Capture ELISA &8 un Inmuncensayo de caplura ligado a enzimses para la deteccidn de
anticuerpos Ighd humanos gue se enfocan en las glicoprotelnas de emvolvimiento de 2IKY. Pozos de micno-
titulacidn de pollestireno se cubren previamente con anticuerpos policlonales de captura contra igh humana.
Confrol Poaltvs, Contrel Negative, y muesiras desconocidas de prusba se diluyen dentra de un buffer de dilucadn
e muestras, y entonces s agregan al plato de ELISA en ubicaciones adecuadas (wéase el Ejemplo de Disefo
el Plata). Despuds de incubacsdn y levada, un antigeno ZIKV (Zika Ag) ksto para usar (RTU), un Antigena de
Confrol de Reactividad Cruzada (CCA), v un Antigeno Mormal de Célula (NCA) subsiguentas se sgregan por
separado a cada pazo comespondiente. Despuds de Incubackdn y lavado, una solucion secundaria ksta para usar
de anticuerpos se agrega a cada pozo. Después de un paso subsigulents de incubacadn y lavado, se agrega una
solucldn de conjugado de enzimes gue abarca anticuerpos anti-raton etiguetados con percxidesa de rabano
picante a cada pozo. Después de un lavado, kos pozos s& incuban con un sustrato de tetrametitenziding (TME).
Entonces, se le agrega una soluciin acidica de paro, y el grado de camblo enzimateo se determina por medickdn
e abaorcidn (densidad dptica) a 450 nandmetros. S anticusrpos kg humanos gue s enfocan en las
glicoprotelnes de envolvimiento de ZIKV estan presentes, se forma un compledo que consiste en el g,
antigeno, anticuerpo secundanio, y conjugado. S no se observan anticuerpos Ighd que se enfocan en las
gllcoproteinas de envolimienta de ZIKV, entonces se lavan el antigeno, el anticuerpo, v el conjugado.

El andlisis de los resultados Incorpora tanto kos valores crudos de ODssw v las 13588 que comparan |a reactividad
de una muestra con un antigeno dado para categorzar adecusdaments ta muestra.

MATERIALES SUMINISTRADOS
Advertencla: No utilice cualguier reactivo donde haya acurrldo algln dafo con el empaguetado.

ZIKN Detect™ 2.0 |ghd Capture ELISA contiens reactivos suficientes para un plato de 96 pozos (bras de 12 x 8)
para |ght humano gue se enfoca en el virus Zika. Esto es suficiente para analzar una cantidad masima de 28
muestras desconockdas para IgM humanao, con controles incluldos en duplicado.

Abajo hay una lista de ks contenidos del kit

1. Tiras de Prueba Cublertas de Micro-titulackin para IgM (1 plato que contlens doce tiras de 1x8 para Ight
humano): Contenedor de tiras de plato ELISA con 96 (tiras de 12%8) pozos de micro-tiukacion de poliestiranc
cublertos previamente con anticuerpos de capiura especificos para IgN humano. Almacens a 2-8°C hasta la
fecha de vencimiento.

2. Contral Megative ZIKY g (1250 pL): El contral negative syuda a verficar la validad ded kit Almecens a &
&°C hasta la fecha de vencimiento. Cenirfugue brevemente antes de usar para sedimentar cualquier

precipiado.

3. Contral Positive ZIKV igM (1x50pL): El controd positiva ayuda a verificar | valided del kit Almacene & 2-8°C
hasta la fecha de vencimiento. Centrifugue brevemente antes de usar para sedimentar cualguier precipltado.

4. Buffer de Dilucisn de Muestras ZIKV (1225ml): Esta solucstn de buffer s utiliza para diluir todas las
muesiras y conlroles de suero antes del analisis an ELISA. Almacene a 2-8°C hasta la fecha de vencimiento.

5 Listo para Usar Antigens Recomblnante de ZIKY para IgM (1x3mlL): Este frasco contiens antigena ZIKY
(Zika Ag) ksto para wsar (RTU) que abarca glicoprotelinas de emolvimients de Zka. Almacens a 2-8°C hasts
la fecha de vencimiento.

6. Antigeno de Control de Reactividad Cruzada para ZIEKY Igh (1x3mL): Este frasco contlens un cdetel de
antigeno de control de reactividad cruzada (CCA). Esto se usa para ayudar con la interpretacian de los
resultados de ELISA. Almacens a 2-8°C hasta la fecha de vencimiento.

7. Antigeno Mormal de Célula para ZIKV kgM (1x3mLl): Este frasco conflens un antigena normal de contral
(MCA). Esto s& usa para ayudar con [a interpretacién de los resultados de ELISA. Almacens a 2-8°C hasta la
fecha de vencimiento.

B Listo para Usar Anticuerpo Secundaro (1x8mL): Este frasco contiens anticuerpos secundarios que se
enfocan en los antigenos de flavivirus. Almacene & 2-8°C hasta la fecha de vencimiento.




8. Conjugado de 100X para ZIKV IgM (1x150pL): Eate frasco contlane anticeerpos antl-ratdn atigustadog con
peroxidasa de rdbano pleante. Mezcle blen antes de wsar. EI Conjugado de 100X se agrega al Diuente de
Conjugads antes de usar, Almacene el conjugado de 100X sin diluir & 2-3°C hasta la fecha de vencimiento..

10. Diluente de Conjugado para ZIKV (1x3mL): Esta soluckin se usa para dilr el conjugado de 100X antes da
agragario &l plats de ELISA Almacene a 2-8°C hasta la fecha de vencimiento.

11. 10X Buffer de Lavado (1x120mL): Una botela de Buffer de Levado de 10X concentrado & usa tal y como g8
india en Procedimiznto de |a Preeba. Almacens a 2-8'C hasta la fecha de vencimiento.

1L Sustrato Liguido de TMB {1x12mL): Susirato cromogénica que es reactivo 8 la peroxidasa de ribano picants
para generar |a sefial dptica medida por el especirofotémetno de ELISA. El sustraio es senaible a luz. Almacenes
a 2-6"C hasta ks facha de vencimiento.

13. Solucion de Paro (1x8mL): 52 usa para parar | reaccidn segdn indcado en el Procedimients de 1a Prueba.
Almacans & 2-8C hasta la fecha de vencimie.

Precaucién: Acido fuerte, lleve guantes protectores, mascarilla y lentes de seguridad. Deseche todos los
materiales segin las reglas y requiaciones de seguridad.

MATERIALES ¥ EQUIPOS REQUERIDOS, PERD MO SUMINISTRADDS

+  [Espectrofotdmetro ELISA capaz de medicién de absorcidn a 450nm

+ Agua bloldgica o de alto grado

+ [Bomba aspiradora

»  Lavador de platos

+ Incubador de 37°C sin suministro C0z0 humidificaciin

+ Pipeteadores da un Unico canal de 1-10pL. Pipeteadores de un dnico canal y multicanales de 50-200uL
+ Puntas de plpeta filtradas - recomendado para reducir la contaminackin crzada
+ Tubos de poliproplens

+  Cublero de plato adhesivo o de pléstico

+  Minutero

= Wirtice

ADVERTENCIA Y PRECAUCIONES

PARA USO EN PROCEDIMIENTOS DE DIAGNOSTICO IN WITRO. Una comgrensidn extensiva de las
instrucciones de uso &8 necasank para el uso exitoso del producto. Resultsdos de confianza sdlo se obtendran &l
usar bécnicos praciaos de laboratono v sequir precisaments estas Instrucciones de uso.

PRECAUCIONES D SEGURIDAD

Se recomienda que los |aboratorios realicen una evaluacdn de riesgos al realizar pruebas nuevas, y las
precauciones de segundad deben basarse en la evaluackn de niesgos del |aboratorio. For favor repase la
orientaciin de la COC para los laboratorios estatales y locales de salud pablica: hifp e e govizkaitate-
laba/index. hitml.

\éase la Bloseguridad en Laboratonos Microbloldgicos y Blomédioss (BMEL) para més informacion de
binsequridad sobre estos virus y practicas de bioseguridad de laboratorio.

Este procedimierto debe realzarse bajo condiciones de seguridad de laborabono que tomen en cuenta la
naturaleza potencialments infecciosa de las muesiras de suero involucradas. Como minima, se recomienda que
eatos procadimientos se reallcen usando faclidades BSL-2 y précticas BSL-3. Para garantizar ka seguridad del
personal de laboratorio, realice todas las manipulacionss de muestras dentro de un Laboratonio de Seguridad
Bioldgica (BSL) de Clase I (o mas alto).

+ Todos los materiales de fuente hemana wsados en la preparaciin de bos confroles o 3e han desactivado
peor calefaceldn o dado resultado negativo para anticuerpos al antigeno de superficle de VIH 142, Hepatitis
€, ¥ Hepatitis B. Sin embarge, no key método de prusba que garantice efectividad de desactivacian al
100%. Por eso, todos bos confroles ¥ antigencs humanos deben manejarse como maberiales
potencialmente infecciosos. Los Cendros para el Confral y la Prevencidn de Enfermedades y kos Institufos
Macionales de la Salud recomiendan que los agentes polencialments infecciosos s manejen al Nivel 2 de

Binsegunidad.




No coma, beba, fume, o aplique cosméticos donde se manefan materisles nmuncdiagndsticos.
No pipetee por |a boca.

PRECAUCIONES TECNICAS

Esta prueba solamente se debe realizar con suero. E| uso de sangre enters, plasma, u ofros matrices de
muestra no se ha validado.

No mezcke varios lobes de cualquier componente del kit dentro de un ensayo singular.

Mo desactive por calefacciin el suero de prusba.

Todos los reactivos deben equilibrarse a temperatura amblente (20-25°C) antes de comenzar &l ensayo.
El ensayo se verd afectado por cambios de femperatura,

Evite la congelacidn y descongetacion repetida de kas muestras de suen que se analizardn.

Al dilulr los controles y el suero de prusba en el buffer de diucidn de muestras para su uso en el andliss
de ELISA, es crifico que se ublice una nueva punta de pipela para cads muesira para evitar |a
contaminacion cruzada. Culdese de asegurarse de que el efe de la pipeta no tenga contacto con la muestra
yio buffer de dilucin de muestra. Se recomienda utilzar puntas de plpeta fitradas para reducir 200 més
la posibilidad de contaminacadn.

Todos los reactives son susceptibles & la contaminackdn; por eso, se recomienda dispensar los
reactivos directaments de las botellas usando plpetas limpias o por verter culdadosamente. Las plpetas se
deben usar solamente una vez para evitar contaminacidn de |os componentes.

Micro-pocilies sin usar deben resellanse de inmediato y almacenarse en |a presencia de desecante. El no
hacer esto pueds ocasionss resultados emineos con esos micro-pocillos sin usar.

No utlice cualquler components después de la fecha de vencimiento que se demuestra en su atiqueta.
Evite |a exposicidn de reactivos al calor excesivo o hz directa del sol durante almacenamiento e
Incubacion.

Mo utlice un Incubador hurredflcade o un bafo de agua para los pasos de incubacidn a 37°C. El hacer
&gl puede producir resultados embneos.

Algunos rescivos pueden formar un leve precipitado. Mezcle suavemente hasta que todo el precipiado
vuelva & |a solucin antes de User.

El lavado incompleto afectard de manera adversa el resuliado y rendimiento del ensayo.

Para disminulr b derva potenclal del ensayo deblda & varacidn en &l tempa de incubackdn del sustrato,
58 debe tomar culdados en agregar |a soluckdn del paro dentro de bos pozos en el misma orden y con |a
milsma rapidez usado para agregar la solucidn de TMB.

Evite la contaminackin microbio de reactivos.

Cubra la zona de trabajo con papel absorbents desechable.

ADVERTENCIA:
MATERIALES POTENCIALMENTE BIO-PELIGROSOS

Este kit contiene reactivos hechos con suero o plasma humano. El suero o plasma utiizado se ha desactivado
por calefaccidn & menos que indigue lo contrario. Maneje todos los sueros v kits utilizados como sl contuvieran
agentes infecciosas. Observe kas precauciones establecidas contra peligros microbiokbgicos al realizar todos los
procedimientos, y siga los procedimientos estdndares para el desecho adecuado de muestras.

LIMITACIONES

Los resultados del dispositivo estan intencionados para seguir segln las directrices profesionales més
recientes (por ejemph, recomendaciones de los Cenfros para e Confred y la Prevencion de Enfermedades)
para el diagnistico de Infeccidn por vines Zika. Repase |3 Giima Informacion acerca ded diagndatico de la
enfermedad del virus Zika en el sitio web de la CDC: hifp/fwww.cde.govizike'laborstoriesab-

guidance. html.

Los resultados no estan infenclonados para usarse como base Onica para disgndstico, ratamienta, U oiras
decislones de manejo de pacientes. Los resultados de |a prueba deben ser Interpretados en conjuncidn con
observackones clinicas, histora de pacientes, informacidn epldemioldgica, y otra evidencla de laboratorio.
Resultades negativas de proesba no impasibilitan ka posibilidad de Infeccidn por vinus Zika, previa o actual.




Mugstras pueden dar un resultado negativo falso en & dispositivo sl se colectan fuera de la ventana
adecuada de respuesta para los anticuerpos IgM del virus Zika (antes de 7 dias después del Iniclo de
alntomas (PS0) o deapués de 84 dias PSO con este ensayo).

Caracleristicas de rendimiento del ensayo no se han establecido para mafrices que No SE&N SUETD.
Caracleristicas de rendimiento del ensayo no se han establecido para evaluackin de nifios con menos de 5
afios de edad.

Resultados de pacentes inmunosuprimidos deben interpretarse con precauckin.

Esta prueba puede tener rescividad cruzada con ks sigulentes organismos/enfermedades y pueden
producr resultades positvos falsos: Dengue, virus del Nilo Oeste, virus de |a Flebre Amarilla, Chikungunya,
Babesia, enfermedad de Lyme, y Malaria.

Miveles attos de HAMA [=80ng/mL) pueden produce resultades negativos falsos.

Concantraciones elevadas de hemoglobina =20mgimL pueden interferir con las interpretaciones de O0; por
&30, muestras hemolizadas no deben analzarse.

Ocaslonalmente, muestras con valores afios de 00w tanto para Zika Ag como CCA pueden ser dasificados
emdneamente por ZIKV Detect™ 2.0 IgM Capture ELISA como “Posltive Presuntivo para Otro Flavivirus® en
lugar de ‘Posiivo Presuntivo para Zika®. Andlisis confirmatorio adicional se recomienda en esios casos.
Los resuitados del ensayn deben interpretarse solamente por un profesional crentado en el contexdn de
oftros haiazos de laboratono. historia del paclente, y signes y sintomas clinicos.

COLECTA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Sélo se debe usar suero para esle ensayo, v las precauclones ususles de Acceso venoso deben
observarse. La sangre obtenida por acceso venoso debe pemmitinse coagularse a lemperatura amblente
{20-25"C) por 30-60 minutos y entonces centrifugada de acuerdo con &3 recomendaciones ded Instituto de
Estandares Clinlcos y de Laboratoro (Directnces Aprobadas ded CLSI - Procedimientos para & Manefo y
Procesamsento de Muestras de Sangre para Pruebas Rutinarlas de Laboratorio).

El andlisls se debe realizar tan pronto como posible despuds de la colecta. No deje el suero & temperatura
amblente por periodos prolongados. Bl suero separado debe permanecerse a 20-25'C por no més de 3
horas. S los ensayos no se finalizan dentro de kas 8 horas, el suero debe refrigerarse a 2-8°C. Sl los
ensayos no e finalizan dentro de las 48 horas, o e suero separado debe almacenarse por més de 43
horas, el suero debe congetarse a o bag -20°C. (Directrices Aprobadas del CLSI - Procedimientos para el
Manejo y Procesamiento de Muestras de Sangre para Pruebas Rutinanias de Laboratorio)

Para almacenamieno a largo plezo, Bs muestras deben almacenarse a -20°C o mas frio. Congeladores
ain escarcha no son aptos para ef almacenamiento de muestras.

Las muestras de suero no deben congelarse y descongelarse repetidaments més de tres veces. 5l ze
eapera ciclos repetidos de congedaciin-descongetacion. el suen debe ser alicuctade mas profundaments
a un volumen més pequedo.

Mugestras congeladas deben descongelarse a temperatura amblente y mezclarse a fondo mediante
remaling o iwersidn suave antes de utilizarse. Siempre realice un giro répido antes de utilzarse.

Sl el suero debe enviarse, debe empaquetarse en curmnplmiento con a8 Regulaciones Federales acerca
de la ransportacion de agentes infecciosos.

Mo utilice el suero sl se observa cualguier indicacion de crecimiento de microbios.




PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

PRECAUCION: E! procedimiento de ls prusba debe seguivse esiriclamenfe. Cuslguisr desviacion oel
procadimignto puede produck resutados emdneos. Traige todos los reactivos y las muestras def kit a femperatura
ambienfe (20-25T) antes de ufifzer. Mezclke a fondo los rescivos y las mueskras antes de utiizar mediants
Inversitn sugve.

PREPARACION DE REACTIVOS

+  Preparacin del 1% Buffer de Lavado:

Diluya el 10X Buffer de Lavado a 1X usando agua biolbgica o de alio grado. Para preparar una solucion de 1X
Buffer de Lavads, mezcle 120mL de 10X Buffer de Lavado con 1080mL de agua destillada (o deslonizada) y
enfuague cuslquier cristal. Amemoline hasta que esté blen mezclado v todos ks crstales estén disuelios. Después
de diluir a 1X, slmacene & temperatura amblente por hasta 6 meses. Revise para contaminacion antes de utiizar.
Desache & hay sospecha de contaminacidn

+  Pogzos de Tirs de Micro-tlufacidn:

Seleccione el nimero de pozos cublertos requendos para & ensayo. Los pozos restantes sin usar deben ser
ripidarments inserados nuevamente al paguets, sellados, y emacenados & 2-8°C hasta que estén listos para usar
0 B8 Venzan.

«  Preparacion de la Solucidn de Conjugado:

Agregue B0pl de 100X Conjugado para FIKV IgM directamenie a la botella de BmL de Dilvents de Conjugado para
ZIEV (1 parte:100 partes). Mezche al invertlr la solucidn varias veces. Por favor tome nota que voldmenes més
pequefios del 100X Conjugado pueden diluirse dentro del volurmen comespondients de Diluents de Conjugeds (1
parte: 100 partes). Se debe preparar una nueva Soluchin de Conjugado con cada ensayo que s reallce. EI 100X
Conjugado para ZIKY Igh sin diluir que se almacens 3 2-4°C es estable para k3 duracidn de |a vida Ot del kit

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

1. Los controles posiivos ¥ negatvos deben analzarse en duplicads con ks partes Zika Ag, CCA, y MCA del
ensayo. Muesiras desconockias de suero a ser anelizades se analzan singularmente y deben analizarse
con &l Zika Ag, CCA, y NCA. Vea & Ejempla de Diseno del Plato al final de estas instrucciones de uso,

2. Indique |as tiras de micro-titulackin a wilizarse.

3. Usando una nueva punta de pipeta cada vez, diluya el suero de prueba y los controles a 1/100 usando el
Buffer de Diluents de Muesira proporcionado. Aseqrese de evitar contaminacidn debldo a serosoles o
contaminacin de la plpeta. Utilice pequenios tubos de polipropllenc para estas diluclones y por lo menos
Al de suero y conbroles posiivos ¥ negatives. Cologue & volumen entaro de Buffer de Diluckn de Muestra
dentro del tubo de palipropilena primend, y entonces agregue &l suero y 108 controles. Por ejemplo; colque
386pL de Buffer de Dilucitn de Musstras ZIKY dentno de un tubd v sgregue 4l de muestra de susrd para
hacer una diluciin de 1/100. Mo replte &l mismo pipeteador en cualguier momento durante el proceso de
dluciin de la muestra. Aseglrese de que |a muestra esté mezclada a fondo y de manera uniforme dentro
del bufier de dlucion de muestra. Esto se puede hacer o mediate vdrticedinversidn del tubo de dilucién o
por plpetear por amba ¥ abajo por k menos 8 veces usando >100uL de volumen de mezcla. Si el tubo de
diucitn se mezcla mediante vhrtice o Inversidn, gire el tubo brevemente en una centrfuga para asegurarse
de que no se serosolice ninguna liquida cuando se abre el ubo.

4. Por favor véase el Ejemplo del Disefo del Plato para un método sugendo de colocacion de |a muestra,
For pozo, aplique S0yL de suero de prueba diluido a 1100, Control Megativa 2IKV gh, y Contrel Posithio
ZIKY g usando pipeteadores de un dnico canal o multicanales, saglin sea adecuado. Los controles
positives y negativos deben realizarse en duplicado en cada plato & analizarse. Al aplicar las muestras,
evite burbujas. Cubra el plato con un cublerto de plato adhesivo o de plistico solamente en |a superficle
de abertura de los pozos, para que el fondo del plato no esté cublero,

5. Incube el plato & 37°C (£ 2°C) por 1 hora (£ 5 minutos) en un incubadar.




6. Después de la Incubacian, lave el plato & veces con un levador automatico de plates wsando el 1X Buffer
de Lavado. Utliice 300pL por pozo en cada ciclo de lavado.

7. Agregue S0yl por pozo de Zika Ag, S0yl por pozo de CCA, y S0pL por pozo de NCA dentro de los pozos
comespondlentes por pipeteador multicanal. Por favor vea el Ejemplo de Disefo del Plato para un método
de ejemplo de colocacidn de muestra y adickn de antlgeno.

a. Cubra el plato con un cublero de plate sdhesivo o de plistico solamente en k3 superficie de
abertura de bos pozos. El fondo del plato no se debe cubrir (véase el paszo 4).

b. Incube e plato & 37°C {x 2°C) por 1 hora (£ 5 minutos | en un incubador (véase el paso 5).

¢. Después de la ncubackin, lave el plato 6 veces con un lavador sutomatico de platos usando el 1%
Buffer de Lavado. Wilice 300pL por pozo en cada cldo de lavado,
& Agregue S0pL por pozo de la Solucldn Lista para Usar de Anticuerpos Secundarios dentro de todos los
pozos usando un pipeteador multicanal

a. Cubra el plato con un cublero de plate sdhesivo o de plistico solamente en k3 superfice de
abertura de bos pozos. El fondo del plato no se debe cubrr (véase el paso 4).

b. Incube e plato 8 37°C {x 2C) por 30 minutos (+ 2 minutos) en un incubador (véase el paso ).

. Después de la ncubackin, lave el plato 6 veces con un lavador automatico de plaios usando el 1X
Buffer de Lavado. Wilice 300pL por pozo en cada cldo de lavado,

9. Prepara un volumen nuevo de Solucidn de Conjugade (wase la seccidn de Preperackin de Reactives) por
diluir los volimenes adecuados del Conjugado de Erzimas 100X dentro del Dduente de Conjugado (1
pearte: 100 paries).

10. Agregue S0uL por pozo de la Soluckdn de Conjugado dentne de todes o8 pozos por pipeteador multicanal,

a. Cubra el plato con un cublero de plate sdhesivo o de plistico solamente en k3 superficie de
abertura de bos pozos. El fondo del plato no se debe cubrr (véase el paso 4).

b. Incube e plato @ 37°C {x 2°C) por 30 minutos |+ 2 minubos) en un incubador (véase el paso 5).

¢. Después de la ncubackin, lave el plato 6 veces con un lavador sutomatico de platos usando el 1%
Baffer de Lavado. Uilice 30 pL por pozo en cada ciclo de lavada.

11. Agregue TouLipozo de Sustrato Liquido de TMB dentro de todos ko pozos usande un plpeteador
miulticansl.

12 Incube el plato a lemperatura amblents (20-25°C) en un lugar oscuro (o contenedor) por 20 minuwtos (£ 30
sequndes | sin cubrr el plato.

13. Después de la incubacién, agregue S0pL/pozo de Soluckdn de Faro dentro de todos los pozos por
pipetesdor multicanal & Incube & temperatura amblente por un minime de 1 minuto sin cubrr e plato, y
enfonces proceda con ka nterprelacidn de la densidad dptica. La densidad dpica debe inferpretarse dentro
de bos 30 minutos después de agregar la Solucsén de Paro, ya que las densidades dpicas pueden
comenzar & camblar sobre un peniodo prolongade de tliempa.

14. Después de la incubackn, interprete el valor CRUDG de OD 450 nm (densidad dpbca & 450 nm) con un
intérprete de micro plato. MO susiralga o normallce para cualguier valor o pozo en blanco. NO utllice

un rango de onda de referencia Esto puede resuitar en wvalores baos de CCA y MCA v valores
incormectos da ISR,




CONTROL DE CALIDAD Y EJEMPLO

Leoe materiales de control 2 sar utilizados con |a prosba de ZIKY Defect™ 2.0 IgM Capture ELISA incluyen
miuestras de controd posiivas y negativas. Los controles positivos v negativos deben realizarse en duplicado en
cada plate que se analiza. Los valores aceplables para estos controles se demuestran abajo. Los controles
negativos y poslivos estén intenclonados para monitoresr para falla substancial de reactivos. Ademas, e conirol
negativo proporciona Informacidn sobre los limites aceptables de OD cruds para muestras potenclalments
positivas para Zika. La prueba es Invdlida y debe repetirse sl cualquler de los controles no cumplen con las
especificaciones. 5l la prueba es invalida, kos resultados del pacients no pueden reportarse. Requerimizntos de
Conitrol de Caldad ((C) deben realizarse en cumplimiento con regutaciones o requerimientos de acreditaciin
locales, estatales, yio federales y los procedimientos esténdares de GO del laboratorlo del wsuario. Se
recomienda gue el usuano se reflera a CLSI C24-A y 42 CFR 483 1256 para orientackdn acerca de practicas
adecusdas da OC.

Los materiales crudos utiizades en ios confrobes positivos y negativos se adguleren a fravés de varios
vendedores comenciabes de suero. Sin embango, estos sueros son procesados  tibulados por InBlos Intemnecional
para cada kote de kit de ZIEY Detect™ 2.0 Igh Capture ELISA. Los usuarios deben usar los controles especificos
&l lote proporcionades por InBlos para valkdar todas a5 realizaciones. Mo use confroles de lotes diferentes de
reactives,

Los resultados abajo se dan estnctamente por propdeitos de orentaciin sclamente. El andlists solamenta se debe
usar interpretaciones CRUDOS de especirofabémetra que fueron obtenidos sin 8 sustraccin automdtica de agua
o reactivos en blanco.

Célculo del Control Positive: Caloule los valores del Control Positva ZIKY kghl con Zika Ag, CCA, v NCA como

aigue:
.-"'”N‘ ™ !
{ Ejempio: Control Positive ZIKV igM \
Ol

Zika CCA NCA

Replicada 1 1121 0.160 0.1

Repiicado 2 1.205 0.152 0.105

Suma 2326 0.312 0226

Ziha Ag Promedio = 2.326 + 2 = 1.163
CCA Promedio = 00312 + 2 = 0156
MCA Promedio = 0226 + 2= 0113

Ltibce bos valores de promedio para realizar ks siguentes
Al koS!

Calcule la Tesa de Zika Ag/CCA (Zika I5R) = Zka Ag + CCA
1163+ 0.156 = 746




Calculo del Control Negative: Calcule los valores de promedio del Control Megativa ZIKY Ighl con Zika Ag, CCA,
y NCA comao slgue:

.

;’K Ejempio: Control Negative ZIKV IgM H";
ODizn
Zika Ag CCA NCA
Replicado 1 0.078 0.085 0.054
Replicado 2 0.071 0.073 0.068
Suma 0.147 0.138 0.122

Zika Ag Promadio = 0147 + 2 = 0.074
CCA Promedio = 0.138 + 2 = 0069
WCA Promedio = 0.122 + 2 = 0.061

Ltilice los walores de promedio para realizar los siguientes
calculos:

Calcule 1a Tasa de 2ika AgICCA (Zika I1SR) 2 Zika Ag =+ CCA
0074 + 0068 = 1.07
Calleuls ks Tasa de CCA/NCA = CCA + NCA:
| 0.060 + 0.061 = 1.13 /

Céleulo del Limite ODuw= de Zika Ag: Calcule un limite crudo de ODwse. Las muestras deben tener valores de
ODu=o de Zika Ag lgual a o més que este limite para poder conslderarss poaltives pars anticuerpos Zika (ghd.

=

_-""‘l J T,
¥
N

Ejempio: Limite ODuzo de Zika Ag

El Limite Oy de Zika Ag es igual 8l O0y.; promedio de Zika Ag obtenido con la muestra
del Controd Negative + 0.130.

Ez decr,
Lirnite 00y de Fika Ag = 0.130 + ODysp promedio de 2ika Ag del Control Negativo

En el ejemplo de amriba, el ODu= promedio de Zka Ag del Controd Megative = 0.074
For ende, en esie casq

Limite 0Dy de Zika Ag = 0.130 + 0.074 = 02004




CRITERIOS DE QC

Los valores en la tabla de abajo deben oblenerse para poder reportar los resultados del ensayo. Incurnplimiento
de estos criterios es una Indicacion de deterioracidn de os resctivos o un emmor en &l procedimiente de prueba y el
ensayo debe repatinse.

Factor (Para verfficacion del ensaya) Criterios Aceptables
(10453 Promedio ded Conirol Positivo con Anligena fka = [LE00
Tasa de Extada Inmune (Zika [5R) del Conlrol Positive Zika 4,00
(10453 Promedio del Control Negalive con Antigeno Zica, CCA, y NCA < 0120
(045 Promedic ded Conbrol Megalive can Antigeno Zika = (0G0
Tasa de Estada Inmure (Zika [5R) ded Control Negalivo fika < 200
Tasa de CCAMNCA del Control Negativa = 2.0

Tome nota del requenmients esticto que el 004w Promedio del Control Megativo con Antigeno Zika esté entre
0,030 - 0.130. Este rango aceptable para el Control Megativo indica que el Limite ODwse de Zika Ag debe estar
entre 0,160 — 0.250 (Limife 0D =g de Ziks Ag = 0.13 + 00, de Zika Ag del Control Negafive).

INTERPRETACION DE RESULTADOS

El kit de ZIKY Detect™ 2.0 kgh Capture ELISA proporciona controles criticos para syudar en k& discriminacin

enlre e8a5 muesiras que tangan anticuerpos kg al virus Zka y esas muesiras que puedan tener anticuenpos ighl
e e enfoquen en un flaviirus relacionadao.

ZIKN Dratect™ 2.0 Igh Capiure ELISA dasifica una muestra en tres categorias posibles:

1) Reactivo para Anticuerpos Zika lghd
Z) Reactivo para Anticuerpos Ighd de Otro Flavivirus
3) Negative
Fara claridad, proporcionamos definciones de términos relevantes abajo:

DEFINICIONES

ODys de Zika Ag: Esto es &l valor crudo de 0Dy obtenido con una muestra
utdzando el Anfigeno Zika.

0Dy, de CCA: Esto s el valor crude de Oluss obienido con una muestra utizando
el Antigeno de Control de Reactividad Cruzada (CCA).

0Dy de NCA: Esto es el valor crude de Olus obienido con una muestra utizando
el Antigeno Mormal de Célula (NCA).

Zika I5R: Esta es la tasa del 00w Zika Ag al Olu= CCA. Es decr, Zka I5R =
0w Zika Ag + ODum CCA.

Tasa CCA/NCA: Esto es |a tasa del Oy OCA al O0ys; MCA. Es dedlr, 0Dy CCA
# (D=0 NCA.

Limite ODgsy Zika Ag: Esto es igual 3 00130 + o valor promedio de O0ys, del
Control Megatvo con e Antigeno Jika.




La Inerpretacidn adecusda de los datos de kas muestras incluye Ios pesos shoulentes:
{1) Aseglrese de curnplir con los Critenos de OC.
{2) Deterrmine el Limite 00w Zika Ag.
{3) Calcule of valor de Zika 1SR y tasa CCA | MCA para cada muestra.

{4) 5ila muwesatra tens un O0u= Zika Ag = Limite 00 Ziks Ag ¥ un valor de Zika ISR 2 1.00, entonces |a
muestra s considera Positiva Presuntiva pars ZIka v 1a iMerpretacidn e ha completado pars esta
MUEsra.

{5) 5ila muestra tiens un ODwe: Jika Ag = Limite 0D,=; 2ke Ag ¥ 1.50 £ Zka ISR = 1.80, entonces la muestra
debe reanalizarse en duplicado. El valor promedio de reandlisis (00, Zika 1SR, y taza de CCA S NCA) debe
entoncas considerarse como el valor final. Al reanalizarse, ai la muesira tiens un 00y Zika Ag = Limite
O Zika Ag Y un valor de Zka ISR 2 1.70, entonces la muestra se consldera Positiva Presuntiva para
Zika y la interpretacién se ha completado para esta muestra. 54 s muestra tene un ODee Zika Ag < Limite
Ofga Zike AgD el valor de Ska I5R < 1.70 al reanalizarse, proceda con pasos (B) y (T) para mas analisis.

(&) 5ila muestra MO es Positiva Presuntiva para Zika, evalle |a tasa CCA T NCA. 5llatasa CCA/NCAes 2
500, entonces la muestra s& considera Positiva Presunthva para Otro Flavivirus (no Zika) v la
interpretaciin se ha completado peara esta muestra,

{7) De otra manera (i la muestra MO es ni Positiva Presuntiva para Zika nl Positive Presuntiva para Ofro
Flavivines (no Zika)), B muestra se considers Megativa. Se recomienda gue resultados negatives can
muestras cuyos OO0 Zika Ag son 2 Limite OO, Jka Ag v que tienen valores moderados & altos para CCA
{valores O04s de 0.150 - 0.600) sean sometidos a andlisle mas profundo.

Fuente: Inbios. ZKM2-1 ZIKV Detect™ 2.0 IgM Capture ELISA 1VD Insert.2019.
Disponible en http://inbios.com/wp-content/uploads/2019/08/LBL-0105-00-ZIKV-
Detect-2.0-1gM-Capture-ELISA-Package-Insert-FDA-1VD-SPANISH.
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Anexo 5. Inserto de una prueba rapida para la deteccion cualitativa de anticuerpos (IgG e IgM) contra el virus del Zika.
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Anexo 6. Inserto de PCR en tiempo real
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1. Uso indicado 4. Material y dispositivos necesarios pero no proporcio-

nados
El RealStar® Zika Virus RT-PCR Kit 1.0 es un test diagndstico in witro, basado en

tecnologia de PCR en tiempo real, para la defeccidn cualitativa del ARM especifico .

Instrumento adecuado de PCR en fiampo real (wer capitulo 6.1, Instrumentos
ded virus del Zika (ZIKV) en suero o orina humanos.

de PCR en tiempa real)
+ Sistemna o kit de extraccitn de dcido nucleico adecuados
+ Centrifuga de masa con rolor para tubos de reaccidn de 2 mi

+ Centrifuga con roftor para placas de microfitulacion, si se utilizan placas de
reaccidn de 96 pocillos

2. Componentes del kit

Componente Mimera de viales | Volumen [ulivial]

+ Agitadar vorfex

+ Placas de reaccidn de 96 pocillos adecuadas o fubos de reaccidn con el
material de cierre (Gptico) correspondients

+ Pipetas (ajustables)

+ Puntas de pipetas con filtro (desechables)

+ Guantes sin falco (desechables)

NOTA

Internal Control = Control interma
Positive Control = Control positivo
Water (FCR grade) = Agua indicada para PCR

3. Almacenamiento

Asegdrese de gue fodos los instrumentos utilizados se
h instalen, se calibren, se comprueben y se mantengan
+ El RealStar® Zika Virus RT-PCR Kit 1.0 se envia en hielo seco. Los 1 i a las instrucciones y facionas el
componentes del kit deben llegar congelados. Si uno o mas componentes no P —
estuvieran congelados en el momento de la recepcidn, o si la integridad de
los tubos se ha puesto en peligro durante el envio, pdngase en contacio con Se recomienda encarecidamente utilizar ef rotor de 72 pocillos
altona Diagnostics GmbH para oblener ayuda. . con los tubos de reaccidn de 0,1 ml adecuados, si se utiliza el
+ Todos los componentes deben almacenarse entre -25 y-15 “C fras su llegada. 1 Rotor-Gene® 6000 {Corbett Research] o el Rotor-Gene® Q 56
* Debe evitarse la descongelaciGn y congelacidn reiterada de los reactivos plex (QIAGEN).

Master (mas de dos veces), ya que podria repercutir en el rendimiento del
poducto. Los reactivos deben congelarse en alicuotas si se van a utilizar de
manera intermitente.

* El almacenamienio entre +2 y +8 "C no debe superar un periodo de dos
horas.

*  Proteja Master A y Master B de la uz.
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5. Informacién general

El virus del Zika es un virus ARM monocatenario (+) encapsulado de la familia
Flaviviridae. Como muchos ofros miembros de dicha familia, se ftransmite
principalmente por la picadura de mosguitos del género Aedes. En 1947, se aisld
el wirus de un mono rhesws en Uganda por primera vez. El primer caso humano
de infeccion por el vines del Zika se detectd en 19688 en Migeria. Inicialmente, la
evidencia de infecciones por el virus del Zika solo se encontraba en pacientes de
Africa y del Sudeste Asiatico. En 2007, se produjo un gran brote del vines provocs
en Micronesia y otras islas del Océano Pacifico. La Polinesia Francesa, las Islas de
Pascua y [as Islas Cook se vieron afectadas en 2013. Desde 2015, al virus también
es endémico en Sudamérica, sobre todo en Brasil, donde desde entonces se han
regisirado numerosos presuntos casos. La fiebre, el sarpullido y 1a artralgia son
sintomas y signos habituales de infecciones por el vines del Zika que, en cualquier
caso, suelen ser leves y autolimitadaos.

Comao bos virus del Zika, del dengue y del chikunguiia son endémicos en las mismas
regiones geograficas y provocan sintomas similares, |a identificacion definitiva del
agente efioldgico solo es posible con productos de laboratorio. La deteccidn del
virus del Zika mediante RT-PCR en tiempo real debe realizarse de manera precaz
(hasta 10 dias) desde al inicio de la enfermedad. Los producios de valoracidn con
anficuerpos muesfran reacciones cruzadas con flavivirus similares, y la deteccion
de anticuerpos neutralizantes mediante pruebas de valoracion de reduccidn de
placas presenta problemas y solo puede realizarse en laboratorios especializados.

Debido a la evolucion molecular relativamente rdpida de

" los virus de ARN, hay un riesgo inherente para cualguier

1 sistema de andlisis basado en RT-PCR de que la acumuwacion
de mutaciones con el iempo pueda provocar resulfados de
falsos negativos.

RealStar® Zika Virus RT-PCR Kit 1.0

6. Descripcion del producto

El RealStar® Zika Virus RT-PCR Kit 1.0 es un test diagndstico in vito, basado en
fecnologia de PCR. en tiempo real, para la deteccion cualitativa del ARN especifico
del virus del Zika (ZIKV). El test incluye un sistema de amplificacion heferdloga
{Control inferno) para identificar una posible inhibicion de RT-PCR y para confirmar
la integridad de los reactivos del kit.

La tecnologia de RT-PCR utiiiza la transcriptasa inversa (RT) para convertir el
ARN en ADM complementario (ADMc), la reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR) para la amplificacion de secuencias diana especificas y sondas especificas
para detectar el ADM amplificado. Las sondas estan marcadas con fluorocromos
(reporter) y captores de fluorescencia (quencher)

Las sondas especificas para el ARM de ZIKV estan marcadas con el fluorocroma
FAM™, La sonda especifica para el Control interno esta marcada con el fluorocroma
JOE™.,

El uso de sondas unidas a diferentes fiuoracromos permite |a deteccidn paralela
del ARMN especifico de ZIKV y del Control interno en los canales de defeccidn
correspondientas del instrumento de PCR en fiempo real.

El test consta de tres procesos en un solo fuba:

+  Transcripcidn inversa del ARN diana y del Control interno en ADMc
+  Amplificacidn de PCR de objetivo y Control interno en ADMc

+  Deteccidn simultdnea de amplicones de PCR mediante sondas mancadas
con flwordforos
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El RealStar® Zika Virus RT-PCR Kit 1.0 s& compona de:

« Dios reactivos Master (Master Ay Master B)
+  Confrol interma

* Conirol positivo

* Agua indicada para PCR

Master A y Master B confienen todos los componentes (tampdn de PCR,
transcriptasa inversa, ADM polimerasa, sal de magnesio, cebadores y sondas) para
permitir la transcripcidn inversa, la amplificacion mediante la PCR y la deleccion
del ARM especifico de ZIKV, y el Control intermo en una configuracidn de reaccidn.

6.1 Instrumentos de PCR en tiempo real

El RealStar® Zika Vinus RT-PCR Kit 1.0 s& desarrolld y s& validd para su uso con los
siguientes instrumentos de PCR en tiempo real:

«  Mx 3005P™ QOPCR System (Stratagensa)

+  WERSANT® kPCR Molecular System AD [Siemens Healthcare)

+  ABI Prism® 7500 SDS (&pplied Biosystens)

*  ABI Prism® 7500 Fast SD5 (Applied Biosystems)

+ Rolor-Gene® 6000 (Corbelt Research)

* Rolor-Gene® 05/6 plex Platform (QIAGEN)

+  CFX26™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)

+  CFX96™ Deep Well Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)
+  LightCycler® 480 Instrument Il (Roche)

RealStar® Zika Virus RT-PCR Kit 1.0

7. Advertencias y precauciones

Lea ias instrucciones de uso defenidamenfe antes de utilizar ef producto.

*

Antes del primer uso, compruebe los siguientes puntos respecio al producto
¥ 5us componentes:
= Integridad
= 5i esta complelo en cuanto a ndmero, tipo ¥ volumen (ver capitulo 2.
Componentes del kit)

= [Etiquetaje correcto
= Gi estd congelado al llegar

El uso de este producto esta limitado al personal instruido especialmente
y formado en las técnicas de PCR en tiempo real y procedimientos de
diagndstico in vifro.

Las mwuestras deben ftratarse siempre como si fueran infecciosas o
biopeligrosas conforme a los procedimientos de seguridad en al laboratorio.
Ltilice guantes protectores desechables sin talco, bata de laboratorio y
proteccion ocular cuando manipule muesiras.

Evite la contaminacidn microbiana y con nucleasas (DMasas/RMasas) de la
muestra y de los componentes del kit

Utilice siempre puntas de pipetas desechables libres de DMNasas/RMasas con
barreras de aarosol.

Litilice siempre guantes protectores desechables sin fako cuando manipule
los componentes del kit.

Litilice areas de trabajo separadas para (i) la preparacion de las muestras, (ii)
la configuracidn de reaccidn y (i) las actividades de amplificacidn/deteccidn.
El flujo de trabajo en el laboratorio debe realizarse de manera unidireccional.
Litilice siempre guantes desechables en cada drea y cambieselos antes de
acceder a un drea distinta.

Litilice suministros y equipamiento en cada area de frabajo separada y no los
translade de un drea a ofra.
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+  Almacene el material positivo o presuntamente positivo separadamente de
todos los demas componentes del kit.

* Mo abra los tubos o placas de reaccidn después de la amplificacidn, para
evitar la contaminacian con amplicones.

* Pueden ufilizarse confroles adicionales utilizando de acuerdo con las
pautas o requisifos de las regulaciones locales, estatales yio federales, o de
organizaciones de acreditacian.

* Mo esterilice en el autoclave los fubos de reaccion después de la PCR. ya
que no degradard el acido nudeico amplificado y conllevara el riesgo de
contaminar la zona del laboratario.

* Mo utilice componentes del kit cuya fecha de caducidad.

+ Descarte muesiras y residuos del test conforme a las regulaciones locales
de seguridad.

8. Procedimiento

8.1 Preparacion de las muestras

La calidad del ARM extraido tiene una repercusidn fundamental en el rendimiento
del test. Debe garantizarse que el sistema ulilizado para la exiraccidn de &cido
nucleico sea compatible con la tecnologia de PCR en tiempo real. El siguiente kit
se ha validado en combinacidn con el RealStar® Zika Virus RT-PCR Kit 1.0 para la
extraccion de dcido nudleico:

+  OlAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN)
= Cal. No. 52804 for 50 exiractions
= Cat. No. 52806 for 250 extractions

La extraccidn del ARM utilizando el ClAamp® Viral RMNA Mini Kit debe realizarse
conforme a las instrucciones del fabricante ulilizando 140 pl de muesira como
material inicial. Para la elucidn del ARM extraido, deben utilizarse 80 pl de ampdn
AVE.

RealStar® Zika Virus RT-PCR Kit 1.0

También pueden resuliar adecuados sistemas alternativos de extraccidn de acido
nudlaica.

La idoneidad del procedimiento de exiracciin de acido nucleico para su uso con el
RealStar® Zika Virus RT-PCR Kit 1.0 debe validara el usuario.

5i ufiliza un procedimienio de preparaciin de muestras basado en centrifugacidn
{spin column, en inglés) que incluya tampanes de lavado que contengan etanol, se
recomienda encarecidaments seguir un paso de centrifugacion adicional durante
10 minufos a aproximadamente 17 000 x g (~-13 000 rpm), ufilizando un fubo de
recogida nuewa, antes de la elucitn del &cido nucleico.

5i su sistema de preparacion de pruebas utiliza tampones de
lavado gque contengan etanol, asegirese de eliminar cualquier

& resto de efanol antes de la elucidn del dcido nucleico. EI

etanol es un potente ihnibidor de la PCR en tiempo real.

i El uso de ARN portador es crucial para la eficiencia de la
extraccion y para la estabilidad del dcido nucleico extraido.

5i necesita mas informacidn o asistencia técnica en relacidn con el pretratamiento y
la preparacidn de muestras, pdngase en contacto con nuestro Servicio técnico (ver
capitulo 14. Servicio écnico).

8.2 Preparacion de la Master Mix

Todos los reactivos y muestras deben descongelarse completamente, mezclarsa
(pipeteando o aplicando un voriex suave) y centrifugarse brevemente antes de su
50,

El RealStar® Zika Virus RT-PCR Kit 1.0 contiene un Control intermno heterdlogo,
gue puede utilizarse como control de inhibicion de RT-PCR o para controlar el
procedimiento de preparacidn de muestras (extraccidn de dcido nuckeico) y coma
control de inhibicidn de RT-PCR.
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» 5ise utiliza el Contral intermo comao control de inhibicidn de RT-PCR, pero no PRECALCION

trol para el imiento d i6n de muestras, I . , . -

:"":’“:: dpa'“ m”’"““d'r'_“"_ E"’m”""_"“d" E_'mI“E'_ = prERArE = Si se afiadic el Control interno durante el procedimiento de

dsier Viix J8 acuardo con al siguier tﬂHEqLHITIH e pipetec: i': m- al al I n t ab et of
Control interna.

Niimiaro dé rasccionss (Fons)

& No anada nunca el Control interno directamente a la muestra.

8.3 Preparacion de la reaccion

» Fipetea 20 pl de la Master Mix en cada pocillo necesario de una placa de

» Si se wtiliza el Control interno como conirol para el procedimiento de reaccitn &ptica de 96 pocillos o un fubo de reaccian dptica.
preparacion de muesiras y como control de inhibicidn de RT-PCR, aftada

8l C T —— Emientn da axdracson de 5o nudeico. » Afiada 10 pl de la muestra (eluido de la extraccidn de acido nucleica) o 10 pl

de los controles (control pasitivo o negativa).
» El Control intermo no debe afiadirse directamente a la muesira. El Control

intermo debe adadirse siempre a la mezcla de muesira o tampdn de lisis.
El volumen del Conirol intermo que debe afiadirse dependera siempre y
unicamente del volumen de la elucidn. Representa el 10 % del volumen de la 20l
elucidn. Por ejemplo, al utilizar el QlAamp™ Viral RNA Mini Kit, el ARN con un 10 i
volumen de elucidn de 80 pl de tampdn AVE, deben afiadirse 6 pl de Conirol
interno por muestra a la mezcla de muestra o tampdn de lisis.

Configuracidn de reaccian

* 5ise afadid el Contral inftermo durante el procadimiento de preparacian de
muesiras, configure la Master Mix conforme al siguiente esquema de pipeteo: b Asegirese de que al menos se utiicen un control positivo y uno negative por
sErie.
Nimero de reacciones (rons) » Mezcle a fondo las muestras y los controles con la Master Mix pipeteando
hacia arriba y hacia abajo.

» Cierre la placa de reaccidn de 56 pocillos con las tapas adecuadas o una
lamina adhesiva dptica y los fubos de reaccidn con las tapas adecuadas.

» Centrifugue la placa de 96 pocillos en una centrifuga con un rofor de placa
de microtitulacion durante 30 segundos a aproximadamente 1000 = g
(~=3000 rpm).
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9. Programacion de los instrumentos de PCR en tiempo 9.3 Perfil de temperatura y deteccion de fluorescencia
real

» Defina el perfil de temperatura y la deteccion de fluorescencia:

Para obtener informacidn basica sobre la preparacion y la programacion de los
diferentes instrumentos de PCR an tiempo real, consulie el manual de usuario del

instrumento &n cuestidn. che Obtancisn Temi;ar?lura '[ir_-m;.-..;
] i Frin:s

Para obiener instrucciones detalladas para la programacion en relacion con el
uso del RealStar® Zika Virnes RT-PCR Kit 1.0 en instrumentos de PCR en tiempo
real, pdngase en contacto con nuestro Servicio técnico (ver capitulo 14. Servicio
técnico).

9.1 Configuracion

» Defina la siguiente configuracidn:

9.2 Detectores de fluorescencia

» Defina los detectores de fluorescencia (colorantes):

o HNomire de
Dibjetiva Ragorer Dusncher
. detecior

Internal Control {Contal e me) ic JOE™ (Minguno)
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10. Analisis de datos

Para ver informacidn basica en relacidn con el analisis de datos en instrumentos
especificos de PCR en tiempo real, consulte &l manwal de usuario ded instrumento
en cusstidn.

Para ver instrucciones sobre el analisis de los datos generados con el RealStar®
Fika Virus RT-PCR Kit 1.0 en diferentes instrumentos especificos de PCR en
tiempo real, pongase en contacio con nuestro Servicio técnico (ver capitulo 14.
Servicio técnico).

10.1 Validez de las series de pruebas diagnosticas

10.1.1 Serie valida de pruebas diagnosticas

Para que una serie de pruebas diagnosticas sea wdlida , deben cumplirse las
siguienies condiciones da control:

Canal de deteccidn

Id. de emtrol

* La presencia o ausencia de una sefial en el canal JOE™ no es relevante para la
validez de la prusba.

10.1.2 Serie no valida de pruebas diagnosticas

Una sene de prusbas diagndsticas es no validaii) si la serie no s2 ha completado
o (i} si no s& cumple cualquiera de las condiciones de control para una sarie de
prusbas diagndsticas valida.

En caso de que obtenga una serie de pruebas diagndsticas no valida , repita las
pruebas utilizando el resto de acidos nudeicos purificados o empiece de nuevo con
las muesiras originales.
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10.2 Interpretacion de los resultados

10.2.1 Analisis cualitativo

Canal de detectidn

Interpretacion del resullado

+ +* Se ha defectado ARN especifico de ZIKV.

Mo se ha delectaco ARN espacifics de
- + ZIKNV. La muestra no contiene cantidades.
datectables da ARN especifico de ZIKV.
Inhibicitn de ka RT-PCR o fallo del reactivo.
- - Repita &l 1esl con la muesira anginal o recoia
¥ S0Meta 8 pruehas una NUeva muestra.

* La deteccidn del Control interno en el canal de deteccidn JOE™ no es necesaria para
resultados positivos en el canal de deteccidn FAM™ . Una carga alta de ARM de ZIKV
&n |la muestra puede provocar seflales reducidas o ausentes de Control intermna.

Fuente: Altona. RealStar® Zika Virus RT-PCR Kit 1.0.2017.Disponible en https://www.altona-

diagnostics.com/files/public/Content%20Homepage/-%2002%20Real Star/ M AN %20-%20CE%20-%20ES/Real Star%20Zika%20RT -

PCR%20Kit%201.0_ WEB_CE_ES-S01.pdf
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