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FEBRE AMARELA E UMA ARBOVIROSE

causada por um virus RNA
transmitida por um mosquito

'BOVIRUS (ARTHROPODE-BORNE VIRUS):
0 virus transmitidos por artropodes, como os mosquitos. Nao é uma classificacao taxonémica,
rtanto virus de diferentes familias podem ser classificados como Arbovirus.
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DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA FEBRE AMARELA

Exames realizados no Lacen-PR

METODOLOGIA | tauno

DenV (1,2,3 e 4)

| E u,m. ChikV 10 dias
PCR Arboviroses diagnostico _
sindrémico Zikv
“in house” FA (implementado em 2019)
IgM Dengue
Deve ser pedido IgM e IgG Chik
. separadamente _ :
Sorologia I e IgM e IgG Zik 7 a 15 dias
agravo IgM FA (implementado em 2019)

Os critérios para solicitacao seqguem a historia
natural da doenca



Historia natural da doenca

DIAGNOSTICO PRELIMINAR E
BASEADO:

- NA CLINICA DO PACIENTE,

- STATUS DA VACINACAO

- HISTORICO DE VIAGENS,

- EPOCA DO ANO

Até 10 dias

- ATIVIDADES

Viral load detected by RT-PCR
=
o
D
3.
o
——
Antibodies quantified by ELISA
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Acute illness
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Quais testes devem ser solicitados?

Figura 1. Indicacdes para o diagndstico sequndo o niimero de dias desde o inicio dos sintomas

[ 7 8 9 10 11 12 13 14

Diagndastico Molecular

(1gM]

A partir do 62 dia com sintomas:
- FA IgM (SOROLOGIA)




Onde encontro orientacdes sobre amostras?
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O QUE DIZ O MANUAL DE COLETA:

Manual de Coleta e Envio de Amostras Bicldgicas ao Lacen/PR

35.FEBRE AMARELA HUMANA 18

Solicitagdo no GAL: Deve ser feita de acordo com o periodo da doenca: |

Arbovirus - Biologia Molecular |- PLASMA (genoma viral)

Febre Amarela — Sorologia - sORo (igv)
Febre Amarela — Anatomopatologico

AGMENTO DE TECIDO (recomenda-se figado, bago, pulmao e cérebro)
a Isolamento Viral e RT-PCR: coletar 3 fragmentos de tecido de
ximadamente 0,5 cm de espessura x 2,0 cm de comprimento, em
icata.

ra Estudos Histopatoldgicos e Imunohistoquimicos: coletar fragmentos de
lo de 0,3 cm a 0,6 cm de espessura.

GERENCIAMENTO DE AMOSTRAS ENCAMINHA PARA FIOCRUZ GOVERL!
DO ESTAI




Material:

a) Plasma - coletar sangue em tubo preparador de plasma (fornecido pelo Lacen/PR em

conjunto com adaptador e agulha ou escalpe 23G ou 25G sob solicitagdo). Centrifugar

em até 4 horas apos a coleta a 1.100 x g durante 10 minutos.

Qual a finalidade do uso da PCR?

S T . PCR - ist f: opias de DNA “i itro”, d
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Qual € a amostra que devemos coletar?

Fara exames de Biologia Molecular utilizar o tubo preparador de plasma, centrifugar e

encaminhar no mesmo tubo para o Lacen/PR ou laboratorio descentralizado
correspaendente, no caso de Carga Viral para HIV-1 e Hepatites Virais.
Proceder conforme as orientacdes conforme figura 5:

. Gerar etiqueta do GAL com a identificacdo do paciente, com opcio “por amostra™;

. Colar a etigueta no tubo com gel separador, sobra a etiqueta original.
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Figura 5 — Identificac8o do tubo com gel separador para Biclogia Molecular m
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O QUE DIZ O MANUAL DE COLETA:

Material:

a) Plasma - coletar sangue em tubo preparador de plasma (fornecido pelo Lacen/PR em
conjunto com adaptador e agulha ou escalpe 23G ou 25G sob solicitagao). Centrifugar

em até 4 horas apos a coleta a 1.100 x g durante 10 minutos.

GOVERI!
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Volume | | | Excesso de etiquetas



Como devo armazenar a amostra até enviar ao Lacen/PR?

Acondicionamento e conserva¢do da amostra:
a) Plasma: manter a amostra centrifugada no mesmo tubo preparador de plasma.
- Refrigerar entre 2 a 8 °C até o momento do envio. Enviar ao Lacen/PR em até 24 horas,
preferencialmente no mesmo dia da coleta.
- Caso nao seja possivel obedecer este prazo, as amostras deverao ser congeladas a -20
°C. Esse procedimento devera ser informado no campo observagado do GAL: amostra
congelada.
Importante: vale lembrar que ciclos de congelamento e descongelamento
podem degradar o material genético e induzir a resultados falso negativos.
b) Soro para sorologia: Acondicionar em tubo de poliestireno com tampa de cor amarela,
fornecido pelo Lacen/PR. Refrigerar entre 2 a 8 °C por até 72 horas, apds este prazo,
congelar a -20°C ou -70°C.

GOVERT!
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Como devo armazenar a amostra até enviar ao Lacen/PR?

¢) Fragmentos de Tecidos para Isolamento Viral e RT-PCR: Os fragmentos de cada 6rgao
in natura devem ser acondicionados separados em criotubo ou frasco estéril com tampa de
rosca, devidamente lacrado e identificado com etiqueta do GAL e nome do fragmento.
Congelar os fragmentos a -70°C, caso nao tenha essa possibilidade, congelar a -20°C,
enviar ao Lacen/PR em até 48 horas.

Importante: Nao utilizar nenhum tipo de conservante para armazenamento dos
fragmentos para Isolamento Viral e RT- PCR.
d) Fragmentos de Tecidos para Estudos Histopatolégicos e Imunohistoquimicos: Os
fragmentos de cada 6rgdo devem ser acondicionados em Formalina a 10% Tamponada,
em tubo ou frasco com tampa de rosca, devidamente lacrado e identificado com etiqueta do
GAL e nome do fragmento. O volume de Formalina a 10% Tamponada deve ser 10 a 20

vezes maior que o volume dos fragmentos. Conservar os frascos a temperatura ambiente.

Importante: Nunca congelar.

GOVERT!
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Como devo acondicionar a amostra para transporte até o Lacen/PR?

Transporte:

a) Material para Isolamento Viral e RT-PCR: em caixa de isopor com gelo seco (lacrar a
tampa da caixa em cruz). Na impossibilidade de obtencao de gelo seco, enviar em caixa de
iIsopor com bastante gelo reciclavel.

b) Soro: em caixa de isopor com gelo reciclavel;

c¢) Material para Estudos Histopatologicos e Imunohistoquimicos: em caixa de isopor a

temperatura ambiente.
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RESULTADOS PCR EM TEMPO REAL
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Principais desafios para o diagnostico molecular

l0stras tém que ser coletada em tubo especial (EDTA PPT), mantida sob
jeracao ou congelamento, sem ciclos de descongelamento;

0 resgatar amostras de hemograma que estejam armazenadas de forma
equada e direcionar para a PCR. Essas amostras podem gerar resultados falsos ¢
0 descartadas como improprias.

1sibilizar as Unidades para a identificacao precoce dos casos suspeitos. No
1ento, a PCR é a melhor ferramenta diagnostica disponivel, mas seus resultados
ente sao confiaveis durante a fase aguda da doenca. v
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Principais desafios para o diagnostico molecular

PCR realizada no momento nao é capaz de diferenciar cepa selvagem de cep
inal para FA. TODOS OS CASOS POSITIVOS POR PCR SAO ENCAMINHADOS P/
CRUZ PARA DIFERENCIACAO.

n caso de EAPV, coletar EDTA PPT e liquor, se necessario. O plasma :
cessado no Lacen/PR e, se detectavel, sera laudado e a amostra sera encaminh

ocruz para identificacao da cepa.

itros materiais exceto plasma serao sempre encaminhados a Fiocruz.

prazo para liberacio de resultados é definido pela Fiocruz, de acordo com sgsss
acidade de processamento. v/
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Quais testes devem ser solicitados?

Figura 1. Indicacdes para o diagndstico sequndo o niimero de dias desde o inicio dos sintomas

[ 7 8 9 10 11 12 13 14

Diagndastico Molecular

(1gM]

A partir do 62 dia com sintomas:
- FA IgM (SOROLOGIA)
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Qual € a amostra que devemos coletar?

Para exames de Sorologia, apds centrifugacao do tubo mée, verificar o
aspecto da amostra. O soro deve estar livre de residuos de hemacias. Se
0 soro estiver fortemente hemolisado ou lip€mico, providenciar nova
coleta.

Transferir o soro obtido para o tubo correspondente, previamente
identificado, com auxilio de pipeta plastica tipo Pasteur descartavel ou

pipetador.
Proceder conforme orientacdes da figura 4

el
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Figura 4 — Identificag@o do tubo de poliestireno para sorologia
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Principais desafios para o diagnostico sorologico

srentes arbovirus circulam simultaneamente no Brasil, causando sintomatologia semelhante e
Jltando o diagndstico clinico (DenV, ZikV e FAV);

orre reatividade cruzada entre os anticorpos produzidos para combater infecgdes por Flavivirus
1do a reacoOes falso-positivas e dificultando a interpretagao dos testes sorologicos.

da ndo temos disponivel um antigeno que seja 100% especifico para cada Flavivirus. Assim, el
cOes de co-circulagao, a atitude mais prudente seria interpretar os resultados soroldgicos reage
0 “Reagente para Flavivirus”.

te “In house”, trabalhoso e demorado.

%
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Cuidados que devemos ter com o cadastro no GAL:

« Verificar se o exame foi cadastrado no GAL para a amostra de plasma; e se
a etiqueta “"por amostra” equivale a amostra de plasma e nao a outra que
tenha sido coletada na mesma data.

« Informar CORRETAMENTE a data de inicio dos sintomas.

« Informar nas Observacdes os principais sintomas e outros dados
epidemiologicos relevantes (Viajou? Para onde? Ha quanto tempo?
Tomou vacina para FA? Quando?)

%

« Evitar cadastrar sucessivamente o mesmo paciente. PARAN
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Pergunte-se:

« Estou solicitando o exame correto de acordo com os dias com sintomas?

« A amostra que estou coletando é adequada para a realizacao do exame solicitado?

O LACEN NAO REVERTERA AMOSTRAS DA BIOLOGIA MOLECULAR (PLASMA) PARA
A SOROLOGIA (SORO), E VICE-VERSA.

GOVERT!
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Informacao importante:

A equipe do Lacen/PR somente atende em regime de plantdao os casos de
meningite bacteriana.

Outros agravos (febre amarela, dengue, leptospirose etc), ainda que sejam
casos graves, nao ha previsao para serem processados no plantao.

Entao, nessas situacdes, coletar as amostras conforme recomendacao do
Manual de Coleta, armazenar de forma adequada no laboratorio da Unidade
responsavel e encaminhar ao Lacen/PR no proximo dia util.
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Tem outras duvidas?

e« Consulte o Manual de Coleta do Lacen/PR, revisao 8.

« Nao encontrou a resposta para a sua duvida no Manual de Coleta?
Entre em contato conosco ANTES de coletar ou enviar as amostras:

« Mayra M. Presibella — Biologia Molecular
mayrapresibella@sesa.pr.gov.br

« Maria do Carmo Debur — Biologia Molecular
mariadebur@sesa.pr.gov.br

(41) 3299-3272

« Carla Bortoleto - Sorologia
carlabortoleto@sesa.pr.gov.br
(41) 3299-3296
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OBRIGADA PELA ATENCAOQ!
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