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Resumen

Objetivo. Describir las pruebas moleculares usadas desde 2008 para la deteccién del virus Zika
reportadas en articulos indexados en 3 bases de datos. Métodos. Se realiz6 la bisqueda de litera-
tura cientifica utilizando el método PRISMA durante el periodo 2008 — febrero de 2018, en las
bases de datos Pubmed, Science Direct y Embase, usando como criterios de inclusién articulos
originales publicados entre los anos 2008 a 2018 que realicen investigacién en humanos con sos-
pecha de infeccién por ZIKV y que describan la prueba molecular utilizada. Resultados. A partir
de una busqueda inicial de 2617 articulos recolectados con las palabras clave y aplicar los crite-
rios de inclusién y exclusion, se seleccionan 18 articulos, de los cuales 8 son de Science Direct,
4 de Embase y 6 de Pubmed. Se describe la RT-PCR como la técnica mds utilizada, se hallaron
9 blancos moleculares diferentes utilizados en las pruebas y 7 muestras bioldgicas de las cuales se
pudo amplificar el genoma viral. Conclusiones. Hasta el momento la RT-PCR es la técnica mds
utilizada para el diagndstico de la infeccién por el virus Zika al ser la mds estandarizada y presen-
tar una alta sensibilidad y especificidad, sin embargo se sigue trabajando sobre otras técnicas que

garanticen la deteccién oportuna del virus, usando diferentes genes como el gen E, NS5, NS1,
NS2B NS3, NS4B y CPREM principalmente en suero y orina.
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Abstract

Objective. To describe the molecular tests used since 2008 for detection of Zika virus reported
in indexed articles in 3 databases. Methods. A search of scientific literature was made using
the PRISMA method during 2008 period — February 2018, in the databases Pubmed, Science
Direct and Embase, using as inclusion criteria original articles published between 2008 to 2018
that make researches in humans with suspicion of ZIKV infection and that describes the use of
molecular test. Results. From an initial search of 2617 articles recollected with the keywords and
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after applying inclusion and exclusion criteria, 18 articles were selected, of which 8 are from Science
Direct, 4 from Embase and 6 from Pubmed. The RT- PCR was described as the most used technique,
it was found 9 different molecular targets used in the tests and 7 biological samples of which the viral
genome can be amplified. Conclusions. Until now the RT-PCR test is the most used technique for the
diagnosis of infection for Zika virus, being the most standardized test and due it presents a high sensi-

tivity and specificity, however there is still working about other techniques that guarantee opportune
detection of the virus, using different genes like E, NS5, NS1, NS2B, NS3, NS4B y CPREM mainly

in serum and urine.

Keywords: Zika, molecular, test, diagnostic, detection.

Introduccion

Las infecciones causadas por virus transmitidos
por vectores (arbovirus) constituyen un grupo de
enfermedades emergentes y reemergentes de dificil
control a nivel mundial. Entre estos, se encuen-
tran alfavirus como Chikungunya (CHIKV), y fla-
vivirus dengue (DENV), virus del Nilo Occidental
(West Nile), Zika y fiebre amarilla, entre otros.
Uno de los vectores mds conocidos es el Aedes ae-
Zypti, este mosquito transmite los virus por la saliva
o las heces, segtin el virus se multiplique dentro de
las gldndulas salivares o en el intestino del mosqui-
to.

El virus del Zika es un virus envuelto de Cdpside
icosahédrica, perteneciente a la familia flaviviridae
género flavivirus. Su genoma se clasifica en el gru-
po IV de la clasificacién Baltimore, se compone
de ARN no segmentado, monocatenario positivo
que codifica para 3 proteinas estructurales y 7 no
estructurales, el viridn tiene un didmetro de 50nm
y contiene una nucleocdpside rodeada por una bi-
capa lipidica donde se encuentran las proteinas es-
tructurales prM/M y E que se disponen de manera
icosaéedrica en la superficie (4). Aunque no se co-
noce muy bien la patogénesis, se cree que cuando
el mosquito infectado pica al ser humano, el ZIKV
atraviesa los queratinocitos y posteriormente infec-
ta las células dendriticas que se encuentra cerca del
lugar de la inoculacién. Estas células presentadoras
de antigeno llevan el virus hacia los nédulos linfdti-
cos y de alli el virus se disemina al torrente sangui-
neo invadiendo otros érganos, células neuronales y

los trofoblastos en el feto (5). Aunque el modo de
transmisién mds comun es la transmisién vectorial
a través de la picadura del mosquito, también se
sabe que existen modos de transmisién no vecto-
rial dentro de los que se encuentran las transfusio-
nes sanguineas y trasplante de 6rganos infectados,
la exposicién accidental del personal de laboratorio
y la transmisién sexual a través del fluido seminal.
Igualmente, se conoce que existe el riesgo de trans-
mision vertical por paso del virus via transplacen-
taria de una madre infectada hacia el feto.

Segtin la informacién suministrada por la Organi-
zacién Mundial de la salud (OMY) se han registra-
do brotes de enfermedad por ZIKV en Africa, las
Américas, Asia y el Pacifico. El primer gran brote
se registrd en la Isla de Yap (Estados Federados de
Micronesia) en 2007. En julio de 2015 Brasil no-
tificé una asociacién entre la infeccién por el virus
de Zika y el sindrome de Guillain-Barré (6), y en
octubre del mismo afo su asociacién con la micro-
cefalia (7). En Colombia, segtin el Instituto Na-
cional De Salud en sus boletines epidemioldgicos,
durante los afios 2015 a 2017, se confirmé la cir-
culacién de virus Zika en 560 municipios y cuatro
distritos del territorio nacional. Se han notificado
casos sospechosos de enfermedad por virus Zika
en 245 municipios, sumando un total de 809 mu-
nicipios con casos reportados entre confirmados
y sospechosos. Desde el inicio de la epidemia en
2015 hasta 2016 se notificaron 9.799 casos con-
firmados y 96.860 casos sospechosos por clinica.
En 2017 se notificaron un total de 2.054 casos de
Zika y para la semana epidemioldgica 11 de 2018
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se notificaron al Sivigila 16 casos de Zika, 12 ca-
sos de esta semana y cuatro notificados de manera
tardia. Hasta marzo 11 de 2018 han ingresado 266
casos de Zika, 245 (92,1 %) casos confirmados por
clinica, 19 (7,1 %) casos sospechosos y dos casos
confirmados por laboratorio (0,8 %) (8). Aunque
se evidencia una disminucién de casos, al ser un
virus reemergente es posible afrontar una nueva
epidemia, lo que implica desarrollar formas de pre-
vencién, métodos de diagndstico rdpidos y precisos
que aporten de manera oportuna la confirmacién
de casos por el laboratorio. Esta infeccién es un
problema creciente de salud publica por el elevado
nimero de personas afectadas (9).

Los sintomas mds comunes del Zika son fiebre leve
y exantema (erupcién en la piel o sarpullido). Sue-
le acompanarse de conjuntivitis, dolor muscular o
en las articulaciones, con un malestar general que
comienza entre 2 y 7 dias después de la picadu-
ra de un mosquito infectado (10). Una de cada
cuatro personas infectadas desarrolla los sintomas
de la enfermedad y en quienes los desarrollan, la
enfermedad es usualmente leve y puede durar de
entre 2 y 7 dias. Los sintomas son similares a los
del dengue o del Chikungunya, que también son
transmitidas por el mismo tipo de mosquito (11).

De acuerdo con una revisién sistemdtica publicada
hasta el 30 de mayo de 2016, la OMS ha conclui-
do que la infeccién por el virus de Zika durante el
embarazo es una causa de las anomalias cerebrales
congénitas, entre ellas la microcefalia, y que el vi-
rus de Zika es un factor desencadenante del sindro-
me de Guillain-Barré.

El diagnéstico clinico se basa en los sintomas de los
pacientes y en su historial reciente (por ejemplo, si
han sufrido picaduras de mosquitos o han viajado
a una zona en la que se sabe que el virus de Zika
estd presente). La dificultad en que el diagnédstico
sea solo por clinica, es que hay similitudes en los
sintomas producidos por otras infecciones acusa-
das por arbovirus, por lo tanto, la confirmacién de
laboratorio es de suma importancia (12, 13,14).
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El diagnéstico viral por el laboratorio puede reali-
zarse mediante pruebas seroldgicas. Sin embargo,
este diagndstico no es totalmente fiable, ya que
pueden producirse reacciones cruzadas entre las
pruebas de deteccién del ZIKV vy las que permiten
detectar el virus del Nilo Occidental, los cuatro se-
rotipos del virus del dengue y el virus de la fiebre
amarilla, entre otros (15, 16, 17, 18,19).

En ausencia de un tratamiento especifico y vacuna,
el diagnéstico temprano es clave para controlar la
epidemia y realizar una intervencién oportuna. La
prueba mds confiable disponible se basa en méto-
dos moleculares para la deteccién de ARN ZIKV
a partir de muestras de fluidos corporales. Sin em-
bargo, algunas de estas pruebas se encuentran li-
mitadas a la fase aguda de la infeccién; por tanto,
se debe conocer varias metodologias que permitan
la utilizacién de diferentes tipos de muestras y la
deteccién en diferentes estadios de la enfermedad
(20). A continuacién de describen las pruebas en-
contradas para el diagnéstico de ZIKV.

Pruebas moleculares
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La finalidad de esta técnica es la amplificaciéon
en masa de determinado fragmento de DNA por
medio de un termociclador. Consiste de manera
global en una serie repetitiva de ciclos, cada uno
de los cuales consta de un patrén de desnatura-
lizacién (temperatura 94°C), un tiempo de ali-
neamiento del primer (temperatura de 45-55°C)
y un periodo de extensién (temperatura de 72°
C), que se logra mediante una enzima DNA poli-
merasa termoestable, para crear una acumulacién
de fragmentos especificos. El producto sintetiza-
do en cada ciclo puede servir como patrén en el
préximo ntmero de copias de DNA, credndose
una reaccion en cadena que permite amplificar un
fragmento especifico de DNA. Esta técnica ofrece
sensibilidad debido a que a partir de cantidades
muy pequenas de material genético se detecta la
presencia del microorganismo en una muestra;
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ofrece especificidad ya que a través de condicio-
nes estrictas se logra amplificar inicamente el mi-
croorganismo que se busca detectar; y ofrece opor-
tunidad ya que permite un procesamiento rdpido
si se compara con otras técnicas como cultivos ce-
lulares para aislamiento de virus (21).

Variantes de la PCR

Han surgido numerosas modificaciones derivadas
del método biésico inicial, con el propésito de me-
jorar el rendimiento o la especificidad, como la
PCR en tiempo real, donde el producto de am-
plificacién es monitoreado conforme transcurre
la reaccién (22). En la qPCR (PCR cuantitativa)
el objetivo es detectar y cuantificar las secuencias
especificas de dcidos nucleicos. En la reaccién en
cadena de la polimerasa - transcriptasa reversa
(RT-PCR) se vale de una transcriptasa reversa para
realizar la sintesis de un ADN complementario al
ARN (25). En cuanto a la PCR anidada, se trabaja
con 4 cebadores, en una primera ronda se amplifi-
ca de manera convencional con los dos cebadores
mids externos a la regién que se desea amplificar, el
producto de este primer PCR se utiliza como mol-
de para una segunda ronda que utiliza cebadores
internos a la regién previamente amplificada (23).
Por su parte, la amplificacién isotérmica mediada
por LOOP (LAMP) también tiene la capacidad
de amplificar fragmentos especificos de ADN o
ARN. La reaccién LAMP es isotérmica y amplifi-
ca el ADN del patégeno al punto de permitir una
visualizacién directa de la reaccién, por la libera-
cién de pirofosfatos que causan turbidez (24).

El ZIKV es un virus ARN, pero las pruebas mo-
leculares detectan y amplifican normalmente se-
cuencias de ADN, por lo que para el diagnésti-
co del ZIKV es necesario utilizar una prueba que
permita la lectura de ARN como la RT-PCR, en
la que se utiliza la enzima transcriptasa inversa
para que el ARN pueda ser transcrito en el ADN
complementario, lo que hace el andlisis de PCR de

moléculas de ARN posible (25).

Materiales y métodos

Se realizé una revisién sistemdtica de la literatu-
ra utilizando el método PRISMA (Preferred Re-
porting Items for Systematic Reviews and Me-
ta-Analyses) con el propésito de determinar cudles
son las pruebas moleculares reportadas en la lite-
ratura que se utilizan para la deteccién del virus
Zika durante el periodo 2008 a febrero 2018. La
busqueda de articulos se realizé en las bases de da-
tos Science Direct, Embase y Pubmed ya que se
considera que estas bases de datos contienen ma-
yor informacién de articulos publicados sobre el
tema de interés.

Utilizando los términos de busqueda “molecular
test”, “diagnosis”, “detection”, se utiliza en con-
juncién con el término Zika. Se realizé la busque-
da en el periodo de 2008 a febrero 2018, en los
idiomas inglés y espafol. Se realizé la lectura del
titulo y resumen y se aplicaron como criterios de
inclusién:

1. Articulos originales de investigacién.

2. Investigacién en humanos de todas las
edades con sospecha de infeccién por el
virus Zika.

3. Articulos publicados durante los anos
2008 y febrero del 2018 que contengan
la descripcién de las pruebas moleculares
utilizadas para el diagnéstico del ZIKV.

Se aplicaron como criterios de exclusién:
1. Estudios con series de casos con un n<10,

2. Estudios moleculares que utilizan cultivos
celulares de ZIKV como muestra.

La aplicacién de los criterios de exclusion fue reali-
zada por 2 investigadores de manera independien-
te para garantizar la reproducibilidad, realizando
una socializacién y discusién de las dudas con
otros 2 investigadores del proyecto. En esta tltima
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fase se incluyeron los articulos que cumplian con
todos los pardmetros para realizar un andlisis de la
informacién.

Para la extraccién de la informacién se disené una
hoja de célculo en formato Excel, la cual fue dili-
genciada por duplicado para garantizar la repro-
ducibilidad y se analizaron las siguientes variables
para cada estudio:

1. Ano de publicacién

2. Pais

3. Datos demogréficos

4. Tamano de la muestra
5. Prueba utilizada

6. Tiempo de deteccién

7. Tipo de muestra

8. Gen detectado.

9. Kits y primers utilizados

Resultados

En la busqueda inicial se encontraron un total de
2.617 articulos para las tres bases de datos, de los
cuales 956 fueron de Pubmed, 1025 de Science
Direct y 636 de Embase. A estos articulos se les
aplicaron los criterios de bisqueda en titulo y/o
abstract, obteniendo un total de 176 articulos.

Posteriormente se eliminaron 24 articulos dupli-
cados quedando un total de 152 articulos, a los
cuales se les aplic los criterios de inclusién, de
estos, 87 correspondl'an a revisiones sistematicas,
comentarios y cartas al editor, 4 eran estudios rea-
lizados en animales, otros 4 eran estudios epide-
mioldgicos y 3 se referfan a investigaciones para el
desarrollo de vacunas; quedando 54 articulos ori-
ginales para realizar la lectura completa. Seguida-
mente con la aplicacién de los criterios de exclu-
sién, se encontraron 7 estudios con series de casos
con un n<10, 17 estudios se realizaron 7z vitro con
cultivos celulares, 5 estudios con solo el abstract
que no pudieron ser obtenidos y 7 estudios co-
rresponden a validaciones, con lo cual finalmente
quedaron 18 articulos incluidos para extraer la in-
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formacién. (Gréfico 1.)

De los 18 articulos seleccionados, 4 articulos
(22,22% corresponden a la base de datos Embase,
7 articulos (38,88%) a Science Direct y 7 articu-
los (38,88%) a Pubmed; el pais que mds estudios
reporté fue Brasil con 5 estudios (27.27%), segui-
do de Polinesia Francesa, Nicaragua e Italia con 2
(11.11%) cada uno, por su parte Singapur, Bélgi-
ca, Espana, Colombia, Canadd, Estados Unidos y
China aportaron 1 (5.55 %) cada uno.

Los 18 articulos fueron reportados entre los anos
2012 y 2018, observdndose en los afios 2012 y
2015 un reporte (5.5%) de estudios moleculares
para el diagnédstico de ZIKV; para el periodo 2016
y 2017 se evidencia un incremento, con 6 articu-
los (33.3%) cada afo y disminuye para el 2018
con un 22.2%.
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Grifico 1. Flujograma de seleccién de estudios.
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Fuente. Elaboracién propia a partir de los resultados presentados.

En cuanto al tamano de la muestra, en los 18 arti-
culos incluidos hubo alta heterogeneidad, se calcu-
16 una mediana de 94 y un RIQ de 251 (Q1=33,
Q3=284). Se observ6 cémo en 8 estudios (44.4%)
utilizaron un rango de muestra entre 100-1100
participantes, mientras que en 6 (33.3%) y 4 estu-
dios (22.2%) utilizaron rangos entre 30-100 y 10-
30 respectivamente. Para la valoracién del tamano
de la muestra, se utilizé el programa estadistico
Epi Info y se observé que los articulos con mues-
tras entre 100-1100 eran altamente confiables a la
hora de representar una poblacién, mientras que
los estudios de 10-30 muestras podrian tener una

baja confiabilidad. Sin embargo, estos fueron in-
cluidos teniendo en cuenta que es una enfermedad
reemergente y que lleva poco tiempo en el desa-
rrollo de pruebas moleculares.

Un total de 10 articulos (55.5%) de los estudios
no reportan el dato de la edad, en los que si es
reportada se observa que el dato es variable y os-
cila entre 2 y 47 anos de edad. Con respecto a la
variable sexo, 9 estudios (50%) no la reportaron y
en el 50% restante ambos sexos son incluidos en
los estudios, pero no se evidencia la proporcién.



Pereira et al. Descripcion de pruebas moleculares en el diagnostico del virus Zika en el periodo

De los 18 articulos revisados se hallaron diferen-
tes pruebas moleculares y se pudo determinar que
las técnicas mds utilizadas fueron RT-PCR y RT-
PCR en tiempo real, las otras como la RT LAMP,

2008-Febrero 2018. Revision sistematica

la PCR anidada, la PCR en tiempo real, la PCR
convencional y la PCR cuantitativa fueron usadas
en un menor porcentaje. (Gréafico 2.)

Grifico 2. Tipo de pruebas moleculares utilizada en los diferentes estudios para el diagnéstico de ZIKA.

RT-POR en tempo real - [ ss 7sn
RT-PCR e 5%

:% PCR cuantitativa -
_g PCR convencional -
®
g PCR en tiempo real -
B PCR anidada  [i5130%0)
RT-LAMP -
0% 5% 10%

15% 20% 25% 30% 35% 40%

Fuente. Elaboracién propia a partir de los resultados presentados. Nota: Se aclara que las técnicas PCR descritas usaron un cDNA para
realizar la amplificacién.

El tiempo de deteccién del virus desde la apari-
cién de los sintomas hasta el momento en que se
realiza la toma de la muestra para la realizacién de
la prueba estuvo entre 1 y 8 dias utilizando mues-
tras de suero, lo que corresponde al 50% de los
estudios. El 27.8% reporté tiempo de deteccién
en rangos mds amplios cuando este fue superior a
los 8 difas, evidenciando deteccién del ZIKV has-
ta 32 dias después de la aparicién de los sintomas
(26). Para estos casos utilizaron muestras de orina,
saliva, semen e hisopado conjuntival. En 5 de los

estudios analizados (27.8%) no se reporta los dias
de deteccidn.

Al revisar el tipo de muestras utilizadas en cada es-
tudio, se encontré que las muestras més utilizadas
para analizar la presencia del virus fueron suero y
orina, seguido por la sangre total, el plasma, la sa-
liva, el semen y el hisopado conjuntival (HC). Se
encontré que en 6 estudios utilizaron dos mues-
tras, sangre total y orina para su comparacién (Ver

grafico 3)

Grifico 3. Tipo de muestra utilizada en los diferentes estudios.
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Fuente. Elaboracién propia a partir de los resultados presentados.
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Del total de los estudios, el gen E fue la molécula
mis utilizada como blanco de las pruebas, en orden
descendente encontramos el gen NS5, el NSI, el

NS2B y el NS3, NS4B y CpreM. El 19.2 % de los
estudios revisados no reportaron el blanco molecu-

lar (Ver grafico 4).

Griéfico 4. Blancos moleculares utilizados en las diferentes pruebas realizadas en los estudios.
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= Otros blancos moleculares
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Fuente. Elaboracién propia a partir de los resultados presentados.

Tabla 1. Relacién técnica utilizada-blanco molecular en los diferentes estudios.

PCR
GEN RT-PCR RT-LAMP PCR ANIDADA CONVENCIONAL

E X X X X

M X

NS1 X X

NS2b X

NS3 X X

NS5 X X

CPREM

NS4B X

envolvente ZIKV X

RNA viral X

Fuente. Elaboracién propia.

De los estudios incluidos solo 3 (17%) reporta-
ban los pardmetros de sensibilidad y especificidad.
Se observé un rango de sensibilidad entre el 94-
96% y un rango de especificidad de entre el 97-
100%. Todos utilizaron como técnica la RT-PCR
y como muestras orina, suero y sangre, tanto en la
fase aguda como en la fase convaleciente temprana
(15, 27, 28).

Con respecto al limite de deteccién se observé que
del total de articulos analizados el 61.1% de los
estudios no reportan limite de deteccién para las
pruebas y el 38.8% restante reportaron de forma
muy heterogénea la unidad de medida lo cual no
permiti6 obtener un dato homogéneo de interpre-
tacion.
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En los estudios se utilizaron una variedad de kits
como:

* QIAGEN® OneStep RT-PCR

* SuperScript III Platinum One-Step gRT-
PCR kit (16.67% de los estudios)

* RealStar Zika virus RT-PCR Kit 1.0 Altona
Diagnostics (16.67% de los estudios)

* GoTaq” Probe 1-Step RT-qPCR System,
(16.67% de los estudios)

* Trioplex rRT-PCR (5.55% de los estudios)

Y, finalmente, los primers mds utilizados para es-
tas pruebas fueron los descritos por Lanciotti y co-
laboradores (29) y por Faye y colaboradores (30).
Los demds primers utilizados pueden consultarse
en el articulo Assay optimization for molecular de-
tection of zika virus (31) de Corman y colabora-
dores.

Discusion

En investigaciones realizadas en paises de Améri-
ca Latina se observé que después de 2015 ocurrié
un aumento significativo del nimero de estudios
donde se investigan pruebas moleculares para la
deteccién del ZIKV. Sin embargo, ocurrié una
leve disminucién en el ano 2018, esto puede estar
relacionado con la actualizacién epidemioldgi-
ca del 25 agosto de 2017 en donde la Organiza-
cién Panamericana de la Salud (OPS) reporta que
desde la semana epidemioldgica 14 del 2017 hay
una tendencia decreciente de casos sospechosos y
confirmados de ZIKV notificados en América del
Sur (32), lo cual puede asociarse a la disminucién
en la tasa de transmisibilidad autéctona del vi-
rus asociado principalmente a factores ecoldgicos
como las temperaturas templadas y la limitacién
de alimento para las larvas que tiene como con-
secuencia una menor tasa de crecimiento corpo-
ral (produciendo adultos mds pequefos), y una
menor tasa de desarrollo prolongando la duracién
del ciclo y postergando la reproduccién de los in-
dividuos que afectan la persistencia del mosquito
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vector Aedes aegypti y que por tanto permiten una
disminucién en la transmisién (33).

Con relacién a las pruebas moleculares para el
diagnéstico de ZIKV que se han publicado hasta
la fecha, se encontré que las pruebas mds frecuen-
temente utilizadas son la RT-PCR convencional y
la RT-PCR en tiempo real para amplificar 9 blan-
cos moleculares diferentes. Ambas metodologias
son las mds recomendadas para amplificar virus
tipo RNA como es el caso del ZIKV y son prue-
bas que presentan una alta sensibilidad (94-96%)
y especificidad (97-100%) (34).

Ademis, en este estudio solo se encontrd una in-
vestigacién que desarrollé una prueba que utiliza
la RT-LAMP o transcripcién reversa mediada por
un bucle isotérmico. Posteriormente validaron
la prueba y comenzaron a utilizarla como méto-
do diagndstico de pacientes con sospecha clinica
(35). Se consideré el hecho de que no hayan mads
articulos evaluando muestras clinicas utilizando la
RT-LAMP, porque dicha metodologia es relativa-
mente nueva y muchos de los estudios que utiliza-
ban la prueba se centran en la fase de validacién.
En la busqueda de la informacién se encontraron
cinco articulos orientados a este tipo de prueba,
pero no fueron incluidos en la revisién, porque
no cumplian con los criterios de inclusién para ser

revisados (36, 37, 38).

Por otra parte, al revisar la sensibilidad y especifi-
cidad de las pruebas moleculares encontramos que
solo el 17% de los estudios reportaron los pardme-
tros de sensibilidad y especificidad, considerdndo-
los altamente sensibles y especificos (39-43). Cabe
resaltar que en estos estudios la técnica que se uti-
liz6 fue la RT-PCR vy se utilizaron como muestras
biolégica orina, suero y sangre total; siendo esta la
técnica hasta el momento mds recomendada tan-
to en la fase aguda como en la fase convaleciente

temprana (44).

Las muestras mds utilizadas para el estudio son
el suero y la orina, consideradas en los estudios
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como muestras adecuadas y estables para la de-
teccién del ZIKV. Sin embargo, se reporté que en
suero, el genoma del virus era detectable hasta el
séptimo dia desde el inicio de los sintomas, segtin
un estudio de Musso y colaboradores (45), don-
de se evalué la permanencia del genoma viral en
sangre y se compar6 el porcentaje de deteccién
de casos positivos de ZIKV para muestras reco-
lectadas durante diferentes dias desde el inicio de
los sintomas; encontrando que el porcentaje de
muestras positivas en pacientes sospechosos con
Zika fue mayor en aquellos con muestras reco-
lectadas en los primeros 7 dias del inicio de los
sintomas (30.8%) comparado con las muestras
que fueron recolectadas luego de este periodo de
tiempo (11.1%) (p<0.01) (46-48). Sin embargo,
en orina, el virus puede seguir siendo detectado
hasta 21 dias después del inicio de los sintomas,
siendo la carga viral mayor en orina que en sangre
total (49). Por otra parte, al identificar los com-
ponentes moleculares que permiten la deteccién
del ZIKV, aun cuando en cada una de las técnicas
utilizadas hay una gran variabilidad en cuanto al
blanco molecular de interés, se determiné que los
principales blancos moleculares son los genes E,
Nsl1 y Ns5, siendo el gen E el de mayor predomi-
nio y de uso comun en todas las técnicas ya que
es el gen encargado de la adherencia y fusién con

la membrana. (Ver Tablal) (15, 34, 50).

Finalmente, en el mismo estudio de Musso y co-
laboradores (37), se encontré que no habia una
diferencia estadisticamente significativa entre la
carga viral detectada en mujeres ni en hombres
(p=0,21) (siendo las diferencias estadisticamente
significativas con p < 0.05). Tampoco se observé
una diferencia estadisticamente significativa en-
tre los pacientes jovenes o adultos (p=0,12) (32).
Ademds, el estudio de Musso y colaboradores (51)
también apoya esta hipétesis, pues no se observé
diferencias estadisticamente significativas entre
las edades medias de los pacientes que resultaron
positivos para el diagnéstico de ZIKV mediante

la RT-PCR. (p=0.736) (51).

Limitaciones del estudio

Entre las limitaciones se encuentra la poca dis-
ponibilidad de informacién, ya que a pesar de
que se seleccionaron articulos cientificos que ha-
blaban del diagndstico molecular en la infeccién
por virus Zika, la mayor parte de los estudios se
basan en el diagndstico seroldgico, por clinica y
nexo epidemiolégico, y una gran cantidad de los
articulos sobre diagnéstico molecular, eran estu-
dios de validacién de pruebas para diagndstico 6
estudios en los que ya se conocia el la positividad
para ZIKV del paciente y se estaban evaluando
por otras pruebas, por lo que en concordancia
con los criterios de inclusién y exclusién que se
establecieron en esta revisién sistemdtica, no se
incluyeron (52-54).

Por otra parte, al ser la infeccién por el virus del
Zika una enfermedad emergente, la disponibili-
dad de técnicas de laboratorio para diagnéstico
molecular no es muy amplia o no se encuentran
bien caracterizadas, lo que dificulta los criterios
de seleccion de los articulos e inclusive las varia-
bles a analizar en ellos. Sin embargo, las variables
incluidas en esta revisién abarcan los aspectos
principales en cuanto al diagnéstico molecular de
la infeccién por Zika.

Conclusiones

La PCR es la prueba molecular més utilizada en
el diagndstico virolégico ya que permite la detec-
cién del genoma viral o fragmentos de él y lleva
a un diagnéstico certero. Hasta el momento la
RT-PCR es la mds utilizada para el diagnéstico
de la infeccién por el virus Zika no solo porque
es una prueba que se ha estandarizado en muchos
laboratorios, sino también porque presenta una
alta sensibilidad y especificidad, garantizando un
diagnéstico acertado. Sin embargo, se avecina, en
cuanto al diagndéstico, el desarrollo de nuevas va-
riantes como la RT-LAMP que permite dilucidar
nuevos panoramas que pueden llevar a diagnés-
ticos mds rdpidos, acertados y a menores costos.
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Aun asi, hace falta hacer estudios de validacién de
la técnica que permitan su implementacién en el
laboratorio.

La muestra biolégica mds usada para la fase inicial
de la deteccidn viral es el suero o la sangre total,
y para fase tardia la orina seria la que puede con-
tener mayor carga viral comparada con el suero.

Los principales blancos moleculares son los genes
E, Ns1 y Ns5, siendo el gen E el de mayor pre-
dominio.

El diagnéstico de la infeccién por el virus Zika en
Colombia se realiza por medio de las caracteristi-
cas clinicas del paciente y por nexo epidemiolé-
gico, teniendo en cuenta principalmente aspectos
sociodemogrificos, signos y sintomas del paciente
y direccionando el diagnéstico por medio de un
enfoque principalmente clinico. Es por eso que es
de suma importancia realizar el diagnéstico por
el laboratorio mediante pruebas moleculares bien
estandarizadas en las que se garantice una mayor
especificidad, un diagnéstico y prondstico opor-
tunos, para evitar las complicaciones propias de
la infeccién.
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