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MISSAO

Participar das acbes de vigilancia em saulde, realizando analises laboratoriais com qualidade,
coordenando a rede estadual de laboratérios e gerando informacdes para a melhoria da saude
publica

VISAO

Exceléncia da qualidade na descoberta e controle dos agravos em salde publica visando a
satisfacdo na comunidade.

VALORES

Compromisso com o trabalho seguro: trabalhar com seguranca e responsabilidade objetivando a
prevencao de acidentes e doengas decorrentes do trabalho.
Satisfacao dos clientes: busca atender as expectativas dos clientes internos e externos.

Aprimoramento continuo: colaboradores e unidade buscando a exceléncia profissional.

Compromisso com o0 SUS: respeitar e cooperar para o pleno funcionamento do sistema,
considerando seus principios: universalidade, integralidade, equidade, descentralizacéo,
regionalizacéo, hierarquizagéo e da participacdo popular.

Responsabilidade social: cumprir os deveres e obriga¢gdes dos individuos e empresa para com a
sociedade em geral.

Etica: Conhecer os limites. Conhecer onde termina o seu direito e inicia o do outro. Conjunto de
valores que devem orientar a vida do profissional e a do cidad&o.
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INTRODUCAO

1. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS ARBOVIROSES NO LACEN-GO

O Laboratorio Estadual de Saude Publica Dr. Giovanni Cysneiros (LACEN-GO)
realiza exames para o diagnostico laboratorial das arboviroses: dengue, zika, febre amarela,
chikungunya e mayaro, através da deteccdo dos virus e/ou de seus componentes (ex. genoma
viral e antigenos) e ainda, atraves da pesquisa de anticorpos especificos para os referidos
agravos. As metodologias utilizadas sdo:

e  Enzimaimunoensaio (ELISA);
e Isolamento viral;
e RT-PCR

Para cada agravo investigado, diferentes métodos sdo utilizados, dentre estes
métodos estdo as técnicas de deteccdo de IgM (Dengue, Febre Amarela, Zika, Chikungunya
e Mayaro), deteccdo de anticorpos 1gG ( Chikungunya e Zika), deteccdo de antigeno NS1
(Dengue), Isolamento Viral (Dengue, Febre Amarela, Chikungunya e Mayaro) e detecgéo de
genoma viral por RT-PCR em tempo real (Dengue, Febre Amarela, Zika, Chikungunya e

Mayaro).

O Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL) é o sistema informatizado
utilizado em todos os procedimentos relacionados ao diagndstico laboratorial, desde o
cadastro, que deve ser realizado pela unidade solicitante, até os resultados que sao
disponibilizados pelo LACEN-GO. O sistema GAL esta implantado em todos 0s municipios
do Estado e em todas as Regionais de Salde que ddo suporte técnico aos municipios,
garantindo assim, que os solicitantes tenham acesso aos resultados laboratoriais de forma

oportuna.

Em caso de oObito, o teste anatomopatologico (imunohistoquimica e
histopatolégico) é realizado no Laboratério de Referéncia Nacional de Arbovirus e os
resultados sdo disponibilizados no sistema GAL e acompanhados pelo Ndcleo de Vigilancia
Laboratorial do LACEN-GO.
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O diagnostico laboratorial da dengue pode ser realizado por meio de
métodos soroldgicos (pesquisa de IgM e pesquisa de NS1), por métodos viroldgicos
(isolamento viral e RT-PCR) e por exames anatomopatoldgicos (imunohistoquimica e

histopatoldgico).

2.1. Pesquisa de anticorpos IgM para dengue

A pesquisa de anticorpos IgM devera ser realizada em amostras de pacientes

de 5 até 60 dias apo6s o inicio dos sintomas.

2.1.1. Quando realizar a sorologia IgM para dengue?

Durante o periodo epidémico da dengue, deve-se realizar a pesquisa de

anticorpos IgM nas seguintes situagoes:
a) Casos suspeitos de dengue — recomenda-se coleta de forma amostral (um a
cada 10 casos).
b) Casos suspeitos de dengue com sinais de alarme — coleta de amostra
obrigatoria em 100% dos casos.
c) Casos suspeitos de dengue grave e 0bitos por dengue — coleta de amostra

obrigatéria em 100% dos casos.

Em periodos ndo epidémicos a coleta deve seguir 0s seguintes critérios:

a) Casos suspeitos de dengue — recomenda-se coleta de amostra de 100% dos
casos.

b) Casos suspeitos de dengue com sinais de alarme — coleta de amostra
obrigatéria em 100% dos casos.

c) Casos suspeitos de dengue grave e dbitos por dengue — coleta de amostra

obrigatéria em 100% dos casos.

Para a deteccdo de anticorpos IgM, ndo existe uma cota pré-definida, porém
em caso de um aumento excessivo de amostras recebidas no LACEN-GO, as regionais
de saude e os municipios serdo informados e podera ser estipulado uma cota levando-se
em consideracdo o maximo de 10% do numero de casos notificados para o referido

agravo no periodo epidémico.

10
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2.1.2. Coleta, identificacdo, acondicionamento e transporte de amostras para

pesquisa de IgM para dengue

Colher assepticamente 10 ml de sangue preferencialmente entre 0 5° e 0 60°

dia apos o inicio dos sintomas, utilizar seringa ou tubo a vacuo, sem anticoagulante,

previamente identificado. Esperar a retracdo do coagulo por 30 minutos em temperatura
ambiente. Centrifugar a 4.000 rpm por 10 minutos e separar 2 a 4 ml de soro. Transferir
0 soro assepticamente para tubo plastico, estéril, com tampa de rosca, devidamente
identificado e conservar em freezer a -20°C. Alternativamente essa amostra podera ficar
armazenada sob refrigeracéo entre 2 a 8°C por no maximo 7 dias, sendo que apés este
periodo a amostra deve ser obrigatoriamente armazenada a -20°C. Transporta-la em
caixa térmica com gelo reciclavel. Ndo se recomenda a utilizacdo de amostras de soro

gue apresentam contaminacdo microbiana, hemdlise ou lipemia.

O rotulo deve conter de forma legivel o nome do exame, nome completo do
paciente por extenso, data da coleta, tipo de amostra e nimero da amostra (se 12 ou 22

amostra), usar etiquetas com tinta resistente aos meios de conservagéao.

Para assegurar a qualidade das amostras e garantir um diagnéstico em
tempo habil é necessario enviar as amostras ao LACEN-GO em no maximo 15 dias

apos a coleta (ndo estocar amostras).

ATENCAO: As amostras deverdo estar acompanhadas de ficha
epidemioldgica devidamente preenchida e legivel, sendo imprescindivel o nome
completo do paciente, data de nascimento, tipo de material, data da coleta, data do inicio
de sintoma e ficha de cadastro no GAL.

Quadro 1. Amostras para Pesquisa de anticorpos IgM para dengue

Tipo de Coleta Armazenamento Transporte Observacdes
diagnéstico
Soro ou liquor -20°C  (Congelar) Ideal: Enviar Seguir
em até 7 dias rigorosamente os
Dengue critérios de selecao
A partir do 5° até Alternativa: Gelo dos pacientes
lghvd 60° dia de 2 a 8°C (Refrigerar) por reciclavel em elegiveis para a
sintomas no méaximo 7 dias, ap6s caixa térmica pesquisa de
(preferéncia entre esse periodo a amostra anticorpos IgM.
0 7° e 45° dia) deve ser congelada

11
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2.1.3. Avaliagdo da Qualidade do Diagnostico de Dengue (AQDD) — Sorologia IgM

Com a descentralizacdo do diagnostico sorologico para Pesquisa de
anticorpos IgM para dengue, tornou-se necessario avaliar a qualidade do diagndstico
realizado pelos laboratérios municipais que compdem a rede laboratorial (REDELAB) e

recebem insumos do Ministério da Saude para este fim.

O quantitativo de amostras que deverdo ser enviadas ao LACEN-GO para
“Avaliac¢ao da Qualidade do Diagndstico de Dengue (AQDD)” devera ser:
a) Periodo Epidémico: enviar 3% das amostras testadas (2% das amostras
negativas e 1% das amostras positivas).
b) Periodo Interepidémico: enviar 10% das amostras testadas (7% das amostras

negativas e 3% das amostras positivas).

As amostras destinadas a “AQDD” deverdo ser armazenadas a -20°C
(freezer), transportadas com gelo reciclavel em caixa térmica e enviadas juntamente
com o formulario préprio, completamente e corretamente preenchido (ANEXO A), pelo
menos a cada dois meses. Enviar uma aliquota ao LACEN-GO e estocar outra aliquota

para contraprova no laboratério de origem, quando esta se fizer necesséria.

As amostras serdo retestadas com o mesmo kit utilizado no laboratério
solicitante. Ser4 avaliada a concordancia entre os resultados obtidos no laboratério
solicitante e os resultados do LACEN-GO. O relatério da avaliacdo final e o certificado
de concordancia serdo repassados via SEI a regional de salde da abrangéncia do

municipio e por e-mail ao laborat6rio do municipio solicitante.

Quando comparamos os resultados com o mesmo kit utilizado no municipio,

pretendemos avaliar os procedimentos técnicos empregados na reacéo sorolégica.

A partir destas avaliacbes serd possivel estabelecer critérios para
atualizacdes técnicas e capacitacOes dos profissionais que realizam testes laboratoriais,
além de subsidiar o Ministério da Saude com dados sobre a qualidade dos Kits

utilizados.

12
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2.2. Pesquisa do Antigeno NS1 (NS1Ag) para dengue

2.2.1. Quando realizar a sorologia para deteccdo do antigeno NS1?

A pesquisa do NS1Ag devera ser realizada em amostras de pacientes com

até 5 dias de sintomas, de preferéncia coletar amostra no 3° dia do inicio dos sintomas.

2.2.2. Coleta, identificacdo, acondicionamento e transporte de amostras para o

diagnostico sorologico — NS1Ag

Coletar assepticamente 10 ml de sangue com seringa ou tubo a vacuo sem

anticoagulantes, previamente identificado, em pacientes com até 5 dias do inicio dos

sintomas, preferencialmente até o 3° dia. Esperar a retracdo do coagulo por 30 minutos.
Centrifugar a 4.000 rpm por 10 minutos e separar 2 a 4 ml de soro. Transferir o soro
assepticamente para tubo plastico, estéril, com tampa de rosca, devidamente
identificado e conservar em freezer a -20°C. Alternativamente essa amostra podera ficar
armazenada sob refrigeracdo entre 2 a 8°C por no maximo 7 dias, sendo que apos este
periodo a amostra deve ser obrigatoriamente armazenada a -20°C. Transporta-la em
caixa térmica com gelo reciclavel. Nao se recomenda a utilizacdo de amostras de soro

gue apresentam contaminacgdo microbiana, hemdlise ou lipemia.

O rotulo deve conter de forma legivel o nome do exame, nome completo do
paciente por extenso, data da coleta, tipo de amostra e nimero da amostra (se 12 ou 22

amostra), usar etiquetas com tinta resistente aos meios de conservagao.

Para assegurar a qualidade das amostras e garantir um diagndstico em
tempo habil é necessario enviar as amostras ao LACEN-GO em no maximo 15 dias

apos a coleta (ndo estocar amostras).

ATENCAO: As amostras deverdo estar acompanhadas de ficha
epidemioldgica devidamente preenchida e legivel, sendo imprescindivel o nome
complete do paciente, data de nascimento, tipo de material, data da coleta, data do inicio
de sintoma e ficha de cadastro no GAL.

13
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Quadro 2. Amostras para Pesquisa de NS1Ag para dengue

Tipo de Coleta Armazenamento Transporte Observacoes
diagndstico
Ideal: Enviar
_ 0,
Soro 2E (Camgelen) em até 7 dias
Seguir
. rigorosamente os
NS1Ag 22 8"@'2?;?32:?&) por Gelo reciclavel critérios de
sintomas esse periodo a amostra ppara a pesq?.lisa
(preferencialmente 3° A B GOTEEEE de NS1Ag.
dia)

Para a deteccdo de antigeno NS1, ndo existe uma cota pré-definida, porém
em caso de um aumento excessivo de amostras recebidas no LACEN-GO, as regionais
de salde e os municipios serdo informados e podera ser estipulado uma cota levando-se
em consideracdo 0 maximo de 10% do numero de casos notificados para o referido

agravo no periodo epidémico.

2.3. Teste de Isolamento Viral para dengue

Além do monitoramento dos DENV (1, 2, 3 e 4) circulantes em cada regido
de salde de Goiés, este ensaio tem por objetivo detectar a introducdo ou recirculacéo de
um novo sorotipo viral. Essas informacfes sdo importantes para Vigilancia
Epidemioldgica da dengue, alertando este sistema quanto as mudancas no perfil

epidemiol6gico dos DENV no Estado.

Para as coletas de isolamento viral 0 municipio devera solicitar previamente
as Regionais de Salde os criotubos para acondicionamento das amostras e seguir as
cotas mensais estabelecidas para o diagnostico viroldgico, descritas a seguir no Item 2.6
- Tabela 1 — Cota mensal de coleta de amostra para o diagnostico viroldgico, por
Regional de Saide em Goiés.

14
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2.3.1. Quando realizar o isolamento viral para dengue?

A amostra de sangue total (sem _anticoagulante) devera ser coletada até o

5° dia do inicio_dos sintomas durante a fase de viremia da doenca, que se inicia no

periodo febril, dando-se preferéncia para coletas até o 3° dia de sintomas.

2.3.2. Coleta, identificacdo, acondicionamento e transporte de amostras para o

isolamento viral de dengue
a) Isolamento viral para dengue em amostras de sangue total:

Coletar assepticamente 2 ml de sangue total (sem_anticoagulante), em

pacientes com até 5 dias do inicio dos sintomas, preferencialmente até o 3° dia. As

amostras deverdo ser acondicionadas individualmente em tubos criogénicos (criotubos)
com tampa de rosca, fornecidos pelo LACEN-GO, e devem ser devidamente
identificados e armazenados imediatamente em botijdo com nitrogénio liquido.
Alternativamente essas amostras podem ser armazenadas sob refrigeracao (2 a 8°C), por
no maximo 48h até serem transferidas para o botijao de nitrogénio ou encaminhadas

para 0 LACEN-GO. Nunca deixar estas amostras em temperatura ambiente.

b) Isolamento viral para dengue em amostras de visceras:

Devem ser coletados 02 fragmentos de aproximadamente 1cm?® de cada uma
das seguintes visceras: figado, rins, baco, cérebro, pulmao, pancreas e coracdo, em até
no maximo 24h apds o o6bito, e acondicionadas individualmente em tubos criogénicos
(criotubos), com tampa de rosca, fornecidos pelo LACEN-GO. Os tubos devem ser
devidamente identificados e armazenados em um mesmo saco plastico (um saco
plastico para cada paciente). Armazenar as amostras imediatamente em botijdo com

nitrogénio liquido.

15
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Tipo de Coleta Armazenamento Transporte Observacoes
diagnostico
fx Preferencialmente
Botijdo com six
nitrogénio liquido em b9t|_1ao,co_m Seguir
Sangue total nitrogénio liquido .
rigorosamente os
Ate 5° dia de A;Iternatlya. Alternativa: eriterios de
Isolamento - 2 a 8°C (refrigerar) s selecdo dos
SIS or no maximo 48h (Elp rEtlknel it acientes elegiveis
viral (preferencialmente por . ' caixa térmica para P S Elegive
o apos esse periodo a para o diagnostico
) amostra deve ser amostras de Dengue por
acondicionada no CMEREES 2.8 isolamegto \2ral
botiiao com N2 8°C. Méax. 48h até
. envio ao LACEN-
GO.
Visceras
3
Isolamento () CSCSE: Botijéo com Em botijédo com
In-natura . R - P
) . nitrogénio liquido nitrogénio liquido
viral acondicionadas em
criotubos)

As amostras para isolamento viral poderdo ficar refrigeradas entre 2 a 8°C por no

maximo 48h, podendo ser encaminhadas ao LACEN-GO em caixas térmicas contendo

gelo reciclavel desde que néo ultrapasse este tempo. E obrigatorio registrar o horario e
data de coleta da amostra. Para um periodo superior as 48h as amostras devem ser

armazenadas obrigatoriamente em botijao de nitrogénio liquido.

2.4. RT-gPCR para dengue

O teste de deteccdo e tipagem do virus dengue por RT-PCR em Tempo Real
(RT-qPCR) é realizado pela Secédo de Biologia Molecular do LACEN-GO, utilizando-se
a amplificacdo do RNA do virus por RT-qPCR “in house”, com a utilizagdo de
conjuntos de “primers” especificos para os quatro sorotipos do virus dengue, segundo
protocolo referenciado pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC) em 2013
e repassado pelo Laboratorio de Referencia Nacional para Arbovirus IEC-PA, aos
LACEN:S.

O diagndstico molecular da dengue é fundamental para a identificacdo dos
sorotipos virais circulantes e deteccdo precoce do surgimento de um novo sorotipo,

contribuindo de maneira importante para o sistema de vigilancia epidemioldgica da

16
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doenca. A PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) é util durante o periodo de viremia

da doenga.

O teste de Deteccdo Qualitativa do RNA do virus Dengue é direcionado
para identificacdo diagnostica de sorotipo viral em casos graves de Dengue com
complicacdes, principalmente neuroldgica ou quadros de infeccdo crénica com suspeita
de viremia, além de casos de diagnostico diferencial post mortem. Desta forma os
principais espécimes clinicos utilizados para pesquisa do virus Dengue por RT-PCR sé&o
SORO, LCR (Liquido Cefalorraquidiano) e Fragmentos de Tecidos coletados de

pacientes suspeitos pelos SVO (Servico de Verificacdo de Obitos).

Para realizagdo do exame a amostra devera estar acompanhada de pedido
médico da unidade solicitante descrevendo o quadro e cOpia da ficha epidemioldgica de
registro no SINAN.

A realizacdo de um exame de biologia molecular de qualidade depende
essencialmente de coleta, armazenamento e transporte realizados de maneira adequada

das amostras a serem analisadas.
2.4.1. Quando realizar RT-qPCR para dengue?

A viremia inicia-se durante o periodo febril e a amostra adequada para

realizacdo de RT-gPCR deve ser coletada até 5 dias de inicio dos sintomas. Amostras

coletadas a partir do sétimo dia até o décimo apresentam baixissima chance de serem
detectadas por esta metodologia.

2.4.2. Coleta, identificacdo, acondicionamento e transporte de amostras bioldgicas

para realizacao do teste de RT-gPCR para dengue

A Deteccdo e Tipagem do virus Dengue por RT-gPCR tém grande

relevancia na elucidacéo de quadros graves da doenga em dois espécimes clinicos:

a) Soro (pelo menos 1 mL) - Coletar assepticamente 2 a 5 ml de sangue com
seringa ou tubo a vacuo sem anticoagulantes entre 1° e 5° dia ap0s o inicio dos
sintomas. Separar 0 soro ap0s a retracdo do coagulo em tempo minimo

possivel (centrifugar a 1.500 rpm, durante 10 minutos). Armazenar de 2 a 8°C
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no méximo 48h, ap6s 48h conservar em botijdo com nitrogénio liquido até o
envio ao LACEN-GO

b) LCR (Liquido Cefalorraquidiano) / Liquor (pelo menos 1 mL) - Ap0Gs
coleta, o material deve ser colocado em criotubo estéril e devidamente
rotulado com os dados do paciente. Armazenar de 2 a 8°C — maximo 48h, apds

48h conservar em botijdo com nitrogénio liquido até o envio ao LACEN-GO.

As amostras deverdo ser acondicionadas em tubos plasticos descartaveis
estéreis com tampa de rosca, devidamente rotulados e lacrados. Vale ressaltar que estes
tubos devem suportar congelamento as baixas temperaturas (tubos criogénicos). Apos a
coleta e congelamento para envio ao LACEN-GO em hipétese alguma o material devera

ser descongelado, o que inviabiliza a realizacdo do exame.

2.4.3. Orientacdo para rotulagem e envio das amostras para realizacdo do teste de
RT-gPCR para dengue

Colocar a amostra em saco plastico individualizado (separar por paciente),
dentro de uma canaleta identificada no botijdo de nitrogénio liquido, imediatamente
apods a coleta e preparacdo. Sugere-se tampar a canaleta do botijao com um chumaco

de algoddo para que o tubo ndo se perca dentro deste.

Para realizacdo do exame a amostra devera estar acompanhada de ficha
epidemioldgica devidamente preenchida e legivel ou cépia da mesma, pedido médico
especifico para teste de biologia molecular (RT-gPCR para Dengue) com descritivo da
suspeita médica e a fichas de cadastro no GAL.

O rétulo deve conter nome do exame, nome completo do paciente por
extenso, data e hora da coleta e natureza da amostra, usar etiquetas com tinta resistente

aos meios de conservacao e escrita de forma legivel.

2.4.4. Acondicionamento e Transporte

As amostras deverdo ser acondicionadas em tubos plasticos resistente a

baixas temperaturas (criotubos), com tampa de rosca, devidamente rotulados e lacrados.

18



Secretaria de
Estado da
Sadde

[ |
SUS mu.
||

Excepcionalmente, essas amostras poderéo ficar refrigeradas entre 2 a 8°C

por no maximo 48 horas, podendo ser encaminhadas ao LACEN em caixas térmicas

contendo gelo reciclavel desde que nédo ultrapasse este tempo e garanta-se a manutengéo

da amostra na referida temperatura. E obrigatorio registrar o horario e data de coleta da

amostra. Para um periodo superior as 48 horas as amostras devem ser armazenadas

obrigatoriamente em botij&o de nitrogénio liquido.

O transporte das amostras deverd ser realizado preferencialmente em botijao

com nitrogénio liquido ou gelo reciclavel em caixas térmicas para amostras que ficaram

refrigeradas entre 2 a 8°C por até 48 horas.

Quadro 4. Orientactes de Coleta e Envio de Amostras para diagnéstico molecular de

Dengue por RT-gPCR

Tipo de Tipo de Recipiente/ | Periodo para Armazenamento/ Transporte
diagnostico espécime Volume coleta Conservagdo
bioldgico
Soro
S Botijdo de Nitrogénio
Obtengéo de Botijdo de Nitrogénio
amostras: 8 : 1° a0 5° dia de Alternativa: Alternatllva:
puncédo venosa Criotubo: - . Gelo reciclavel em
sintomas 2 a 8°C (Refrigerar) T
(casos graves) 1 mL de . ; . caixa térmica para
OuU pungéo amostra bR RNl O O amostras
intracardiaca SalEE)Ree: armazenadas 2 a 8°C.
(6bito) Max. 48h até envio
ao LACEN-GO.
Complicacdes
Liquor neurolégicas S
até 15 dias do | Botijdo de Nitrogénio 2T €6 NITEEEMD
Puncdo inicio dos .
- L Alternativa:
lombar iotubo: sintomas Alternativa: | iclavel
ou coleta a Citelee: (casos graves) 2 a 8°C (Refrigerar) Ge_ 0 reciciave’ ém
. 1 mL de . ; . caixa termica para
partir da Max. 48h até envio ao
necropsia amostra Logo apds o LACEN-GO amostras
RT-gPCR i A ' armazenadas 2 a 8°C.
(6bito) obito (ideal . . .
em até 8 Max. 48h até envio
ao LACEN-GO.
horas)
Fragmentos
de Tecidos
Coleta a partir
da necropsia L0ao ands o
(6bito) Criotubo: ()b?to (? deal Botijdo de Nitrogénio | Botijdo de Nitrogénio
Fragmento em até 8 ou ou
Figado, baco, de 1cm? h Freezer -70° C Gelo Seco
) oras)
Cérebro,
pulmao, rins,
coragdo e
linfonodos
Derrames Logo ap6s o Botijdo de Nitrogénio | Botijdo de Nitrogénio
Cavitérios Criotubo: oObito (ideal ou ou
2 mL de em até 8 Freezer -70° C Gelo Seco
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Coleta a partir amostra horas)
da necropsia
(6bito)
Liquido
Ascitico,
Derrame
Pleural e
Derrame
Pericardico

Fonte: Guia para Diagndstico Laboratorial em Sadde Publica MS/SVS/DAEVS- 2021

2.5. Monitoramento Epidemiolégico das arboviroses

Com a ocorréncia da multipla circulagdo de Dengue, Chikungunya e Zika,
intituladas arboviroses urbanas pelo Ministério da Salude, o cenario traz uma grande
diversidade de desafios para a Saude Publica. Para este cenario, fez-se necessario o
monitoramento detalhado dos arbovirus circulantes de modo permanente, com o
objetivo de detectar oportunamente a circulagdo viral de dengue (sorotipos),
chikungunya e Zika. Essa atividade é de fundamental importancia, uma vez que a
alternancia dos sorotipos de dengue e a introducédo/reintroducdo/predominancia desses

arbovirus estdo relacionadas a ocorréncia de epidemias.

O tempo recomendado para coleta de amostras para diagnéstico direto das
arboviroses (Isolamento Viral, RT-qPCR e pesquisa de NS1) é até o 5° (quinto) dia da
data de inicio dos sintomas. Para isso, 0 paciente deve ter a sua amostra coletada no
primeiro acesso ao sistema de saude, desde que atenda as definicdes de caso suspeito.
Ou seja, se 0 paciente procura a unidade de saude dentro dos cinco primeiros dias de
sintomas, deve ter amostras priorizadas para os testes viroldgicos e/ou de biologia

molecular.

Frente ao exposto, exclusivamente para o Monitoramento Epidemiologico
das arboviroses, mediante as cotas estabelecidas para o diagndstico virologico das
arboviroses (ver tabela 1, item 2.6) para as Regionais de Saude, orientamos o envio de
duas amostras de Soro e uma de Sangue total (sem anticoagulante) em criotubos
(fornecidos pelo LACEN) devidamente identificados, onde o cadastro para amostras de
"SORQO" devera ser a Pesquisa de "PCR-Arbovirus” e Dengue, NS1Ag, e para amostra
de "SANGUE TOTAL" devera ser "Dengue, Isolamento Viral".
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Excepcionalmente, essas amostras poderéo ficar refrigeradas entre 2 a 8°C

por no maximo 48 horas, podendo ser encaminhadas ao LACEN em caixas térmicas
contendo gelo reciclavel desde que nédo ultrapasse este tempo e garanta-se a manutengéo
da amostra na referida temperatura. E obrigatorio registrar o horario e data de coleta da
amostra. Para um periodo superior as 48 horas as amostras devem ser armazenadas
obrigatoriamente em botij&o de nitrogénio liquido.

O transporte das amostras devera ser realizado preferencialmente em botijao
com nitrogénio liquido ou gelo reciclavel em caixas térmicas para amostras que ficaram

refrigeradas entre 2 a 8°C por até 48 horas.

2.6. Cotas mensais de envio de amostras para o diagnostico viroldgico

No intuito de realizar a vigilancia virologica em Goias (Isolamento Viral e
PCR-Arbovirus), foram estabelecidas cotas mensais de coleta de amostras, para cada
Regional de Saide conforme tabela a seguir:

Tabela 1 — Cota mensal de coleta de amostra para o diagnostico viroldgico, por

Regional de Saide em Goiés.

REGIONAL DE SAUDE NUMERO DE AMOSTRAS/COTA MES
ARS S&o Patricio | 20

ARS S&o Patricio Il 20

ARS Norte 20

ARS Serra da Mesa 20

ARS Pirineus 30

ARS Central 100

ARS Centro/Centro Sul 50

ARS Rio Vermelho 20

ARS Oeste | 20

ARS Oeste 1l 20

ARS Entorno Norte 20

ARS Nordeste | 15

ARS Nordeste Il 15

ARS Entorno Sul 50

ARS Sudoeste | 20

ARS Sudoeste 11 20

ARS Estrada de Ferro 30

ARS Sul 30

Total 520 amostras/més
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Desta forma, distribuiu-se a capacidade instalada do LACEN-GO em cotas a
serem utilizadas pelas Regionais de Saude, tornando-se imprescindivel uma boa selecédo
dos pacientes elegiveis para a realizacdo deste exame e ficando a critério de cada
Regional a distribuicdo destas cotas entre 0s municipios.

Observacgdo: os tubos para o acondicionamento das amostras (criotubos)
para o diagnostico virologico serdo disponibilizados pelo LACEN-GO as Regionais de
Saude conforme cota mensal estabelecida. Ficara sob a responsabilidade da Regional de
Saude realizar a distribuicdo dos criotubos aos municipios pertencentes a sua regido,

assim como o gerenciamento dos botijées de nitrogénio entre os municipios.

3. ZIKA

O diagndstico laboratorial da zika pode ser realizado por meio de métodos

soroldgicos (pesquisa de IgM e pesquisa de IgG) e por métodos viroldgicos (RT-PCR).

3.1. Pesquisa de anticorpos IgM para Zika

3.1.1. Quando realizar a sorologia para zika?

A amostra de soro ou liquor devera ser coletada entre 0 5° e 0 90° dia do

inicio dos sintomas da doenca.

3.1.2. Coleta, identificacdo, acondicionamento e transporte de amostras para

Pesquisa de IgM para Zika

Colher assepticamente 10 ml de sangue preferencialmente entre o 5° e 90°

dia apds o inicio dos sintomas. Utilizar seringa ou tubo a vacuo, sem anticoagulante,

previamente identificado. Esperar a retracdo do coagulo por 30 minutos em temperatura
ambiente. Centrifugar a 4.000 rpm por 10 minutos e separar 2 a 4 ml de soro. Transferir
0 soro assepticamente para tubo plastico, estéril, com tampa de rosca, devidamente
identificado e conservar em freezer a —20°C. Alternativamente essa amostra podera ficar
armazenada sob refrigeracéo entre 2 a 8°C por no maximo 7 dias, sendo que apos este

periodo a amostra deve ser obrigatoriamente armazenada a -20°C. Transporta-la em
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caixa térmica com gelo reciclavel. N&o se recomenda a utilizacdo de amostras de soro

gue apresentam contaminacgdo microbiana, hemdlise ou lipemia.

O rotulo deve conter de forma legivel o nome do exame, nome completo do
paciente por extenso, data da coleta, tipo de amostra e nimero da amostra (se 12 ou 22

amostra), usar etiquetas com tinta resistente aos meios de conservacao.

Para assegurar a qualidade das amostras e garantir um diagnéstico em
tempo hébil é necessario enviar as amostras ao LACEN-GO em no maximo 15 dias
apos a coleta (ndo estocar amostras).

ATENCAO: As amostras deverdo estar acompanhadas de ficha
epidemioldgica devidamente preenchida e legivel, sendo imprescindivel o nome
completo, data de nascimento, tipo de material, data da coleta, data do inicio de sintoma

e ficha de cadastro no GAL.

Quadro 5. Amostras para Pesquisa de IgM para Zika

Tipo de Coleta Armazenamento Transporte Observacdes
diagnostico
Soro ou liquor -20°C  (Congelar) Ideal: Enviar em até
7 dias Seguir

A partir do 5° dia de Alternativa: rigorosamente 0s

) sintomas até 90° 2 a 8°C (Refrigerar) Gelo reciclavel em critérios de

IgM Zika dia. por No maximo 7 caixa de térmica selecéo dos
(preferéncia entre o dias, ap6s esse pacientes elegiveis
7° e 45° dia) periodo a amostra para o diagnostico

deve ser congelada

de IgM para Zika

3.2. RT-gPCR para Zika

O teste de deteccdo do RNA do virus Zika é direcionado para confirmagédo
diagnostica de casos suspeito de gestante com exantema maculopapular pruriginoso,
casos de manifestagdes neurologicas com historico de infeccdo viral prévia, criangas
recém-nascidas com microcefalia e Obitos suspeitos de envolvimento com ZIKV. A
metodologia utilizada é RT-PCR em Tempo Real segundo LRN-IEC/CDC, 2016.
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Para realizagdo do exame a amostra devera estar acompanhada de pedido

médico da unidade de saude e copia da ficha de Notificagdo/Conclusdo e fichas de
cadastro no GAL.

3.2.1. Quando realizar RT-gPCR para Zika?

A amostra adequada para realizagdo de RT-gPCR deve ser coletada até 5

dias de inicio dos sintomas. Amostras coletadas a partir do sétimo dia até o décimo

apresentam baixissima chance de serem detectadas por esta metodologia.

3.2.2. Coleta, identificacdo, acondicionamento e transporte de amostras bioldgicas

para realizacdo do teste de RT-PCR para Zika

3.2.3. Tipos de Amostras:

a)

b)

Gestante com suspeita de infecgdo por ZIKV:

Soro: Venopuncdo em tubo sem anticoagulante, colher até o 5° dia do inicio
dos sintomas.

Urina: Coletar amostra de urina em recipiente estéril e encaminhar aliquota de
no minimo 3 mL em tubo cénico tipo Falcon ou em criotubo (com pelo menos

1 mL em cada) , até o 14° dia do inicio dos sintomas.

Neonato com Microcefalia suspeita por ZIKV:

Sangue do Corddo Umbilical: Proceder a coleta por conveniéncia no
momento do parto e priorizar a separac¢do do soro.

Urina: Proceder a coleta por conveniéncia em Coletor infantil e encaminhar
aliquota de no minimo 1 mL em criotubo ou de no minimo 3 mL em tubo
conico tipo Falcon.

LCR: Puncao lombar (puncdo espinal). Procedimento a ser realizado por
critério do médico responsavel.

Fragmento de placenta: Proceder a coleta por conveniéncia no momento do

parto. Coletar fragmentos de até 1cms.

Nati-morto com Microcefalia/méa-formacao suspeita por ZIKV:
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Fragmentos de Visceras provenientes do SVO: Coletar fragmentos de até

1cms.

Obito suspeito por ZIKV encaminhado do SVO:

Fragmentos de Visceras provenientes do SVO: Em caso de 0bito, coletar
fragmento de tecido dos sitios com lesdo evidenciada, preferencialmente:
figado, baco, cérebro, e linfonodos. Outras amostras como sangue pds-obito e
LCR deverdo ser coletadas para pesquisa pareada do virus. Todas as amostras
deverdo ser acondicionadas em microtubos distintos e identificadas de acordo
com o sitio coletado. Armazenar em botijdo de nitrogénio liquido até o envio
ao LACEN-GO.

3.2.4. Material e conservagéo para envio:

a) 1 ml de Soro: Separar o soro realizando a retracdo do coagulo em tempo

minimo possivel. Armazenar de 2 a 8°C no maximo 48h, apds 48h conservar

em botijdo com nitrogénio liquido até o envio ao LACEN-GO.

b) Urina: Armazenar de 2 a 8°C no maximo 48h, apds 48h conservar em botijao

d)

com nitrogénio liquido até o envio ao LACEN-GO.

Sangue do Corddo Umbilical: Separar o soro realizando a retracdo do
coadgulo em tempo minimo possivel. Armazenar de 2 a 8°C no maximo 48h,
apos 48h conservar em botijao com nitrogénio liquido até o envio ao LACEN-
GO.

1 ml de LCR: - Apos coleta, o material deve ser colocado em criotubo esteril
e devidamente rotulado com os dados do paciente. Armazenar de 2 a 8°C —
maximo 48h, apds 48h conservar em botijdo com nitrogénio liquido até o
envio ao LACEN-GO.

Fragmento de Placenta: Coletar fragmentos de até 1cms3. Os fragmentos

deveréo ser acondicionados em criotubo com identificacdo da amostra e data
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da coleta. Encaminhar imediatamente ou armazenar em botijdo de nitrogénio
liquido até o envio ao LACEN-GO.

f) Fragmentos das Visceras provenientes de Feto Morto encaminhado pelo
SVO: Em caso de 6bito, colher fragmento de figado, baco, cérebro e pulméo.
Outras amostras poderdo ser coletadas de acordo com critério médico. Coletar
fragmentos de até 1cm3. Os fragmentos deverdo ser acondicionados em
criotubos distintos e identificados de acordo com o sitio coletado. Armazenar

em botijdo de nitrogénio liquido até o envio ao LACEN-GO.

3.2.5. Acondicionamento e Transporte

As amostras deverdo ser acondicionadas em tubos plasticos resistente a

baixas temperaturas (criotubos), com tampa de rosca, devidamente rotulados e lacrados.

Excepcionalmente, as amostras de soro, sangue de corddo, liquor e urina
poderdo ficar refrigeradas entre 2 a 8°C por no méaximo 48 horas, podendo ser
encaminhadas ao LACEN em caixas térmicas contendo gelo reciclavel desde que nédo
ultrapasse este tempo e garanta a manutencdo da amostra na referida temperatura. E
obrigatdrio registrar o horario e data de coleta da amostra. Para um periodo superior as
48 horas as amostras devem ser armazenadas obrigatoriamente em botijdo de nitrogénio

liquido.
O transporte das amostras deverd ser realizado preferencialmente em botijdo

com nitrogénio liquido ou gelo reciclavel em caixas térmicas para amostras que ficaram

refrigeradas entre 2 a 8°C por até 48 horas.
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Quadro 6. Orientacdes de Coleta e Envio de Amostras para diagnostico molecular de
Zika por RT-gPCR

Tipo de Tipo de Recipiente/ | Periodo para Armazenamento/ Transporte
diagnostico espécime Volume coleta Conservagao
biolégico
Soro
S Botijdo de Nitrogénio
Obtencio de Botijdo de Nitrogénio
anlostras: . . 1° ao 5° dia de Alternativa: AItematllva:
pungdo venosa Criotubo: ) o . Gelo reciclavel em
sintomas 2 a 8°C (Refrigerar) T
(casos graves) 1 mL de . e caixa térmica para
OuU pungéo amostra RS A ko G &0 amostras
intracardiaca LACERHED, armazenadas 2 a 8°C.
(6bito) Max. 48h até envio
ao LACEN-GO.
Complicacdes
Liquor neurologicas S
até 15 dias do | Botijdo de Nitrogénio ST €6 NITEEEMTD
PLGED Inicio dos . Alternativa:
lombar . . sintomas Alternativa: .
Criotubo: . Gelo reciclavel em
ou coleta a (casos graves) 2 a 8°C (Refrigerar) A
. 1 mL de . L2 caixa térmica para
partir da amostra Max. 48h até envio ao AMoStras
necropsia Logo apds o LACEN-GO.
1 o armazenadas 2 a 8°C.
(6bito) obito (ideal . . .
em até 8 Max. 48h até envio
ao LACEN-GO.
horas)
S Botijdo de Nitrogénio
RT-qPCR Tubo tipo Botijdo de Nitrogénio
Soce | Aeowedn | mwmave | o Mo
Urina de sintomas 2 a 8°C (Refrigerar) A
amostra . Lo caixa térmica para
. ) Max. 48h até envio ao
Criotubo: LACEN-GO amostras
1 mL de ' armazenadas 2 a 8°C.
amostra Max. 48h até envio
ao LACEN-GO.
Fragmentos
de Tecidos
Coleta a partir
da necropsia
(6bito)
Figado, baco, Criotubo: L’ogo apos o Botijdo de Nitrogénio | Botijdo de Nitrogénio
. obito (ideal
Cérebro, Fragmento em até 8 ou ou
pulm&o, rins, de 1cm® h Freezer -70° C Gelo Seco
A oras)
coracao e
linfonodos
Gestantes:
placenta e

anexos fetais

Fonte: Guia para Diagnéstico Laboratorial em Saide Publica MS/SVS/DAEVS- 2021
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4. FEBRE AMARELA

O diagnostico laboratorial da febre amarela pode ser realizado por meio de
métodos soroldgicos (pesquisa de IgM), por métodos virolégicos (isolamento viral ou
RT-PCR) e por exames anatomopatoldgicos (imunohistoquimica e histopatologico).

4.1. Pesquisa de anticorpos IgM para Febre Amarela

4.1.1. Quando realizar a sorologia para Febre Amarela?

A amostra de soro ou liquor devera ser coletada entre 0 5° e 0 90° dia do

inicio dos sintomas da doenca.

4.1.2. Coleta, identificacdo, acondicionamento e transporte de amostras para a
Pesquisa de IgM para Febre Amarela

Colher assepticamente 10 ml de sangue preferencialmente entre o 5° e 90°

dia ap6s o inicio dos sintomas. Utilizar seringa ou tubo a vacuo, sem anticoagulante,

previamente identificado. Esperar a retragdo do coagulo por 30 minutos em temperatura
ambiente. Centrifugar a 4.000 rpm por 10 minutos e separar 2 a 4 ml de soro. Transferir
0 soro assepticamente para tubo plastico, estéril, com tampa de rosca, devidamente
identificado e conservar em freezer a —20°C. Alternativamente essa amostra podera ficar
armazenada sob refrigeracdo entre 2 a 8°C por no maximo 7 dias, sendo que apos este
periodo a amostra deve ser obrigatoriamente armazenada a -20°C. Transporta-la em
caixa térmica com gelo reciclavel. Ndo se recomenda a utilizacdo de amostras de soro

que apresentam contaminacdo microbiana, hemolise ou lipemia.

O rotulo deve conter de forma legivel o nome do exame, nome completo do
paciente por extenso, data da coleta, tipo de amostra e nimero da amostra (se 12 ou 22

amostra), usar etiquetas com tinta resistente aos meios de conservagao.

Para assegurar a qualidade das amostras e garantir um diagnéstico em
tempo habil é necessario enviar as amostras ao LACEN-GO em no maximo 15 dias

apos a coleta (ndo estocar amostras).
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ATENCAO: As amostras deverdo estar acompanhadas de ficha
epidemioldgica devidamente preenchida e legivel, sendo imprescindivel o nome
completo, data de nascimento, tipo de material, data da coleta, data do inicio de sintoma

e ficha de cadastro no GAL.

Quadro 7. Pesquisa de IgM para Febre Amarela

Tipo de Coleta Armazenamento Transporte Observacoes
diagnostico
Soro ou Liquor -20°C (Congelar) Ideal: Enviar

imediatamente Seguir rigorosamente
IgM A partir do 5° dia Alternativa: os critérios de selecao
Febre até 90° dia de 2 a 8°C (Refrigerar)  Gelo reciclavel em  dos pacientes elegiveis
sintomas por no maximo 7 caixa de térmica para o diagnostico de

Amarela dias, ap0s esse IgM para Febre

periodo a amostra Amarela.

deve ser congelada

4.2. Teste de Isolamento viral para Febre Amarela

O isolamento viral para Febre Amarela € realizado concomitantemente ao
teste para Isolamento Viral da Dengue e segue 0 mesmo processo de cultivo celular e
identificacdo por imunofluorescéncia utilizando anticorpos monoclonais.

4.2.1. Quando realizar o isolamento viral para febre amarela?

A amostra de sangue total (sem_anticoagulante) devera ser coletada até o

5° dia do inicio _dos sintomas durante a fase de viremia da doenca, que se inicia no

periodo febril, dando-se preferéncia para coletas até o 3° dia de sintomas.

4.2.2. Coleta, identificacdo, acondicionamento e transporte de amostras para o

isolamento viral de febre amarela

a) Isolamento viral em amostras de sangue total:

Coletar assepticamente 2 ml de sangue total (sem_anticoagulante), em

pacientes com até 5 dias do inicio dos sintomas, preferencialmente até o 3° dia. As

amostras deverdo ser acondicionadas individualmente em tubos criogénicos (criotubos)
com tampa de rosca, fornecidos pelo LACEN-GO, e devem ser devidamente
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identificados e armazenados imediatamente em botijdo com nitrogénio liquido.
Alternativamente essas amostras podem ser armazenadas sob refrigeracdo (2 a 8°C), por
no maximo 48h até serem transferidas para o botijado de nitrogénio ou encaminhadas

para 0 LACEN-GO. Nunca deixar estas amostras em temperatura ambiente.

b) Isolamento viral em amostras de visceras:

Devem ser coletados 02 fragmentos de aproximadamente 1cm?® de cada uma
das seguintes visceras: figado, rins, bago, cérebro, pulméo, pancreas e coracdo, em até
no maximo 24h apds o 6bito, e acondicionadas individualmente em tubos criogénicos
(criotubos), com tampa de rosca, fornecidos pelo LACEN-GO. Os tubos devem ser
devidamente identificados e armazenados em um mesmo saco plastico (um saco

plastico para cada paciente). Armazenar as amostras imediatamente em botijao com

nitrogénio liquido.

Quadro 8. Amostras para Isolamento viral de Febre Amarela

Tipo de Coleta Armazenamento Transporte Observacoes
diagnostico
. Preferencialmente
Botijao com em botijdo com
Sangue total ALFEEI D gLl nitrogénio liquido . StEglUls
rigorosamente 0s
Isolamento Al B oE 2a g’lg Err]:#;/ae:rar) CUBTTEDEL g;:;egg Sd(cj)(se
SLalfSlis or no méxim% 48h (Sello rEaliElEivel e acientgs elegiveis
viral (preferencialmente por p ' caixa térmica para P S elegivi
g apos esse periodo a para o diagnostico
3° dia) amostras
amostra deve ser de Dengue por
acondicionada no armazepadas 2 a isolamento viral
botiido com N2 8°C. Max. 48h até
. envio ao LACEN-
GO.
Visceras
3
Isolamento (lcrr}ntjsaetalrjr:gstras Botijdo com Em botijdo com
. nitrogénio liquido nitrogénio liquido
viral acondicionadas em
criotubos)
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As amostras para isolamento viral poderéo ficar refrigeradas entre 2 a 8°C por no

méaximo 48h, podendo ser encaminhadas ao LACEN-GO em caixas térmicas contendo

gelo reciclavel desde que néo ultrapasse este tempo. E obrigatério registrar o horario e
data de coleta da amostra. Para um periodo superior a 48h as amostras devem ser

armazenadas obrigatoriamente em botijao de nitrogénio liquido.

4.3. RT-gPCR para Febre Amarela

O diagnostico molecular do virus da Febre Amarela é realizado através da
técnica RT-PCR em tempo real e é recomendado para fase inicial dos sintomas (1 a 10

dias) em amostras de soro. O RNA do virus amarilico pode ser identificado no soro,
urina ou fragmento de tecidos (especialmente figado) encaminhados pelo SVO.

No atual cenério de circulagdo de varios arbovirus, h& relevancia na
avaliacdo laboratorial de todos os casos suspeitos e de diagnostico diferencial para casos
de o6bitos encaminhados pelo SVO. A metodologia utilizada € RT-PCR em Tempo Real
segundo LRN-IEC, 2016.

Para realizacdo do exame a amostra devera estar acompanhada de cépia da
ficha de investigacdo de Febre Amarela e ficha de cadastro no GAL.

4.3.1. Quando realizar RT-gPCR para Febre Amarela?

A amostra adequada para realizacdo de RT-gPCR deve ser coletada de 1 a

10 dias de inicio dos sintomas.

4.3.2. Coleta, identificacdo, acondicionamento e transporte de amostras bioldgicas
para realizacao do teste de RT-gPCR para Febre Amarela

4.3.3. Tipos de Amostras e Conservagao:

a) Soro: Venopuncgdo em tubo sem anticoagulante, colher do 01 até 10 dias

do_inicio_dos primeiros sintomas e eventualmente em eventos adversos pos-

vacinais. Armazenar de 2 a 8°C — maximo 48h, apos 48h conservar em botijao

com nitrogénio liquido até o envio ao LACEN-GO.

b) Urina: Proceder a coleta até o 15° dia do inicio dos sintomas e encaminhar

aliquota de no minimo 1 mL em criotubo ou de no minimo 3 mL em tubo conico
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tipo Falcon. Armazenar de 2 a 8°C — maximo 48h, apos 48h conservar em botijao
com nitrogénio liquido até o envio ao LACEN-GO.

c) Fragmentos de Visceras provenientes do SVO: Em caso de ébito, coletar
fragmento de figado, baco, cérebro e pulméo (Coletar fragmentos de até 1cm3). Os
fragmentos deverdo ser acondicionados em criotubos distintos e identificados de
acordo com o sitio coletado. Armazenar em botijdo de nitrogénio liquido até o
envio ao LACEN-GO.

OBS: Outras amostras, como LCR ou sangue post mortem, poderdo ser
coletadas de acordo com critério médico.

4.3.4. Acondicionamento e Transporte:

As amostras deverdo ser acondicionadas em tubos plasticos resistente a
baixas temperaturas (criotubos), novos com tampa de rosca, devidamente rotulados e

lacrados. Os tubos devem suportar congelamento a baixas temperaturas.

Excepcionalmente, as amostras de soro e urina poderdo ficar refrigeradas
entre 2 a 8°C por no maximo 48 horas, podendo ser encaminhadas ao LACEN em
caixas térmicas contendo gelo reciclavel desde que nédo ultrapasse este tempo e garanta-
se a manutencdo da amostra na referida temperatura. E obrigatorio registrar o horéario e
data de coleta da amostra. Para um periodo superior as 48 horas as amostras devem ser

armazenadas obrigatoriamente em botijdo de nitrogénio liquido.

O transporte das amostras devera ser realizado preferencialmente em botijao
com nitrogénio liquido ou gelo reciclavel em caixas térmicas para amostras que ficaram

refrigeradas entre 2 a 8°C por até 48 horas.

Quadro 9. Orientagdes de coleta, conservacdo e transporte das amostras para
diagnostico molecular por RT-gPCR de Febre Amarela.

Tipo de Tipo de Volume Periodo da Armazenamento/ Transporte
diagndstico material Coleta conservacao
Soro Coletar o sangue Botijdo de Nitrogénio
Puncdo venosa e Botijag de
. . anticoagulante entre Alternativa: Nitrogénio
RPElR (casos grayeS) ou Clr:ﬁﬁjzcé' 1e10 2 a 8°C (Refrigerar)
[Pl Amostra dias ap6s o inicio | Max. 48h até envio ao Alternativa:
intracardiaca dos sintomas e LACEN-GO. Gelo reciclavel
(6bito) eventualmente em em caixa térmica
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eventos adversos para amostras
pos vacinais armazenadas 2 a
8°C. Max. 48h
até envio ao
LACEN-GO.
Botijdo de
Tubo tipo Botijdo de Nitrogénio MUY
?[: ?TI]?_OS; Até o0 15° dia de Alternativa: Gggerr;ca}tcll\gel
Urina sintomas 2 a 8°C (Refrigerar) .
amostra . L o em caixa térmica
. : Max. 48h até envio ao
Criotubo: i para amostras
LACEN-GO.
1 mL de armazenadas 2 a
amostra 8°C. Max. 48h
até envio ao
LACEN-GO.
Fragmentos de 3
Tecidos Obtengéo das
_— o amostras devera
oléta a partir da . _ ser 0 mais precoce N o
necropsia (6bito) g;ﬁ;ﬁfﬂ% possivel (ideal antes | SOt d(&()DlltI‘OgGﬂlO NFt)rootggr?ig?)u
Figado, baco, 3 de 8 700
Cérebro, pulmdo, de 1cm horas ap6s Gbito: no Freezer -70° C Gelo Seco
rins, coragio e maximo
linfonodos em 24 horas)

Fonte: Guia para Diagnéstico Laboratorial em Saide Publica MS/SVS/DAEVS- 2021

5. CHIKUNGUNYA

O diagnostico laboratorial do chikungunya pode ser realizado por meio de
métodos soroldgicos (pesquisa de IgM e pesquisa de 1gG), por métodos viroldgicos
(isolamento viral e RT-PCR) e por exames anatomopatoldgicos (imunohistoquimica e

histopatolégico).

5.1. Pesquisa de anticorpos IgM para Chikungunya

5.1.1. Quando realizar a sorologia para Chikungunya?

A amostra de soro ou liquor devera ser coletada entre 0 5° e 0 90° dia do

inicio dos sintomas da doenca.

5.1.2. Coleta, identificacdo, acondicionamento e transporte de amostras para a

pesquisa de IgM para Chikungunya
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Colher assepticamente 10 ml de sangue preferencialmente entre o 5° e 90°

dia apds o inicio dos sintomas. Utilizar seringa ou tubo a vacuo, sem anticoagulante,

previamente identificado. Esperar a retragdo do coagulo por 30 minutos em temperatura
ambiente. Centrifugar a 4.000 rpm por 10 minutos e separar 2 a 4 ml de soro. Transferir
0 soro assepticamente para tubo plastico, estéril, com tampa de rosca, devidamente
identificado e conservar em freezer a —20°C. Alternativamente essa amostra podera ficar
armazenada sob refrigeracdo entre 2 a 8°C por no maximo 7 dias, sendo que apos este
periodo a amostra deve ser obrigatoriamente armazenada a -20°C. Transporta-la em
caixa térmica com gelo reciclavel. N&o se recomenda a utilizacdo de amostras de soro

gue apresentam contaminacgdo microbiana, hemdlise ou lipemia.

O rotulo deve conter de forma legivel o nome do exame, nome completo do
paciente por extenso, data da coleta, tipo de amostra e nimero da amostra (se 12 ou 22

amostra), usar etiquetas com tinta resistente aos meios de conservagéao.

Para assegurar a qualidade das amostras e garantir um diagnéstico em
tempo hébil é necessario enviar as amostras ao LACEN-GO em no maximo 15 dias
apos a coleta (ndo estocar amostras).

ATENCAO: As amostras deverdo estar acompanhadas de ficha
epidemiolégica devidamente preenchida e legivel, sendo imprescindivel o nome
completo, data de nascimento, tipo de material, data da coleta, data do inicio de sintoma

e ficha de cadastro no GAL.

Quadro 10. Pesquisa de IgM e IgG para Chikungunya

Tipo de Coleta Armazenamento Transporte Observacdes
diagnéstico
Soro ou liquor -20°C (Congelar) Ideal: Enviar em
até 7 dias Seguir
A partir do 5° Alternativa: rigorosamente os
IgM dia até no 2 a 8C (Refrigerar) Gelo reciclavel em  critérios de selecdo
. maximo 90° dia  por no maximo 7 dias, caixa térmica dos pacientes
Chikungunya de sintomas apos esse periodo a elegiveis para o
amostra deve ser diagnostico de IgM
congelada para CHIKV.
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Soro -20°C (Congelar) Ideal: Enviar em
até 7 dias Sera realizado

A partir do 15° Alternativa: apos avaliacao dos
19G dia de sintomas 2 a 8°C (Refrigerar)  Gelo reciclavel em critérios

por no maximo 7 dias, caixa térmica epidemioldgicos e

Chikungunya apos esse periodo a clinicos com IgM
amostra deve ser negativo

congelada

5.2. Teste de Isolamento viral para Febre Chikungunya

O isolamento viral para Chikungunya é realizado concomitantemente ao
teste para Isolamento Viral da Dengue e segue 0 mesmo processo de cultivo celular e
identificagdo por imunofluorescéncia utilizando anticorpos policlonais.

5.2.1. Quando realizar o isolamento viral para Chikungunya?

A amostra de sangue total (sem_anticoagulante) devera ser coletada até o

5° dia do inicio dos sintomas durante a fase de viremia da doenca, que se inicia no

periodo febril, dando-se preferéncia para coletas até o 3° dia de sintomas.

5.2.2. Coleta, identificacdo, acondicionamento e transporte de amostras para o
isolamento viral para Chikungunya

a) Isolamento viral em amostras de sangue total:

Coletar assepticamente 2 ml de sangue total (sem_anticoagulante), em

pacientes com até 5 dias do inicio dos sintomas, preferencialmente até o 3° dia. As

amostras deverdo ser acondicionadas individualmente em tubos criogénicos (criotubos)
com tampa de rosca, fornecidos pelo LACEN-GO, e devem ser devidamente
identificados e armazenados imediatamente em botijdo com nitrogénio liquido.
Alternativamente essas amostras podem ser armazenadas sob refrigeracéo (2 a 8°C), por
no maximo 48h até serem transferidas para o botijdo de nitrogénio ou encaminhadas

para 0 LACEN-GO. Nunca deixar estas amostras em temperatura ambiente.
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b) Isolamento viral em amostras de visceras:

Devem ser coletados 02 fragmentos de aproximadamente 1cm® de cada uma
das seguintes visceras: figado, rins, baco, cérebro, pulmao, pancreas e coracdo, em até
no maximo 24h apds o 6bito, e acondicionadas individualmente em tubos criogénicos
(criotubos), com tampa de rosca, fornecidos pelo LACEN-GO. Os tubos devem ser
devidamente identificados e armazenados em um mesmo saco plastico (um saco

plastico para cada paciente). Armazenar as amostras imediatamente em botijdo com

nitrogénio liquido.

Quadro 11. Amostras para Isolamento viral de chikungunya

Tipo de Coleta Armazenamento Transporte Observacgoes
diagnostico
Botiido com Preferencialmente
nitro éJnio liquido em botijao com Sequir
Sangue total g g nitrogénio liquido . 9
rigorosamente o0s
Até 5° dia de Alternativa: Alternativa: criterios de
el e sintomas EEERY (,r efrigerar) Gelo reciclévei em _selegao d0§ .
viral (preferencialmente por No Maximo L caixa térmica para pacientes eleglvgls
30 dia) apos esse periodo a amostras para o diagndstico
amostra deve ser armazenadas 2 a de Chikv por
aggg@gglggﬁi?\l r;o 89C. Max. 48h até isolamento viral
. envio ao LACEN-
GO.
Visceras
8
Isolamento (1cmin(_jr(]ea::$gstras Botijdo com Em botijdo com
. nitrogénio liquido nitrogénio liquido
viral acondicionadas em
criotubos)

As amostras para isolamento viral poderdo ficar refrigeradas entre 2 a 8°C por no

maximo 48h, podendo ser encaminhadas ao LACEN-GO em caixas térmicas contendo

gelo reciclavel desde que néo ultrapasse este tempo. E obrigatério registrar o horario e

data de coleta da amostra. Para um periodo superior a 48h as amostras devem ser

armazenadas obrigatoriamente em botijdo de nitrogénio liquido.
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5.3. RT-gPCR para Chikungunya

O teste de Deteccdo do RNA do virus Chikungunya é direcionado para
confirmacdo diagnostica de casos notificados de Febre Chikungunya que apresentem
quadro clinico caracteristico da doenca ou vinculo epidemiolégico de infec¢do. No atual
cenario de circulagdo de vérios arbovirus, ha relevancia na avaliacdo laboratorial de
todos 0s casos suspeitos e de diagnostico diferencial para casos de 6bitos encaminhados
pelo SVO. A metodologia utilizada é RT-PCR em Tempo Real segundo LRN-
IEC/CDC, 2016.

Para realizacdo do exame a amostra devera estar acompanhada de pedido
médico da unidade de salde e cdpia da ficha de investigacdo de Febre Chikungunya e

fichas de cadastro no GAL.

5.3.1. Quando realizar RT-gPCR para Chikungunya?

A amostra adequada para realizagdo de RT-gPCR deve ser coletada até 5

dias de inicio dos sintomas.

5.3.2. Coleta, identificacdo, acondicionamento e transporte de amostras bioldgicas

para realizacdo do teste de RT-PCR para Chikungunya

5.3.3. Tipos de Amostras:
a) Soro: Venopunc¢do em tubo sem anticoagulante, coletar até 5 dias do inicio

dos sintomas.
b) LCR: Puncédo lombar (puncéo espinal).
c) Fragmentos de Visceras provenientes do SVO: Coletar fragmentos de até

1cms.

5.3.4. Material e conservagéo para envio
a) Soro (pelo menos 1 mL): Separar o soro realizando a retragdo do codgulo em
tempo minimo possivel. Armazenar de 2 a 8°C no maximo 48h, ap6s 48h
conservar em botijdo com nitrogénio liquido até o envio ao LACEN-GO;
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b) LCR (pelo menos 1 mL): Apds coleta, o material deve ser colocado em
criotubo estéril e devidamente rotulado com os dados do paciente. Armazenar
de 2 a 8°C no maximo 48h, ap6s 48h conservar em botijdo com nitrogénio
liquido até o envio ao LACEN-GO.

c) Fragmentos de Visceras provenientes do SVO: Em caso de 6bito suspeito,
coletar fragmentos de figado, bacgo, cérebro, rim, linfonodo, coracéo e pulméo.

Outras amostras poderdo ser coletadas de acordo com critério medico;
5.3.5. Acondicionamento e Transporte:

As amostras deverao ser acondicionadas em tubos plasticos resistente a
baixas temperaturas (criotubos), novos com tampa de rosca, devidamente rotulados e

lacrados. Os tubos devem suportar congelamento a baixas temperaturas.

Excepcionalmente, as amostras de soro e liquor poderdo ficar refrigeradas
entre 2 a 8°C por no maximo 48 horas, podendo ser encaminhadas ao LACEN em
caixas térmicas contendo gelo reciclavel desde que ndo ultrapasse este tempo e garanta-
se a manutencdo da amostra na referida temperatura. E obrigatorio registrar o horario e
data de coleta da amostra. Para um periodo superior as 48 horas as amostras devem ser

armazenadas obrigatoriamente em botijdo de nitrogénio liquido.

O transporte das amostras devera ser realizado preferencialmente em botijao
com nitrogénio liquido ou gelo reciclavel em caixas térmicas para amostras que ficaram

refrigeradas entre 2 a 8°C por até 48 horas.

Quadro 12. Orientacdes de Coleta e Envio de Amostras para diagnostico molecular de
Chikungunya por RT-gPCR

Tipo de Tipo de Periodo para Armazenamento/ Transporte
diagndstico espécime Recipiente/ coleta Conservagao
biolégico Volume
Soro
S Botijao de
Obtencao de ZTH ] €6 NITEEEND Nitrogénio
amostras: . .
~ . ) 1° ao 5° dia de Alternativa: .
RT-gPCR puncéo venosa Criotubo: sintomas 2 a 8°C (Refrigerar) Alterngtl\{a.
(casos graves) ou 1 mL de . e Gelo reciclavel
puncéo amostra R, AT S O em caixa térmica
intracardiaca S para amostras
(6bito) armazenadas 2 a

8°C. Méx. 48h até
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envio ao LACEN-

Cérebro, pulméo,
rins, coragdo e
linfonodos

GO.
S Botijédo de
Complicacdes Nitrogénio
Liquor neuroldgicas até Botijdo de Nitrogénio g
15 dias do inicio Alternativa:
Puncéo lombar . . dos sintomas Alternativa: s
. Criotubo: . Gelo reciclavel
ou coleta a partir (casos graves) 2 a 8°C (Refrigerar) L
- 1 mL de . B} . em caixa termica
da necropsia amostra Max. 48h até envio ao ara amostras
(6bito) Logo apds o LACEN-GO. P das 2
6bito (ideal em armazenagas = a
até 8 horas) 8°C. Max. 48h até
envio ao LACEN-
GO.
Fragmentos de
Tecidos
Coleta a partir da
necropsia (6bito) Criotubo: Logo apds o Botijdo de Nitrogénio Botijdo de
Fragmento oObito (ideal em ou Nitrogénio ou
Figado, baco, de 1cm® até 8 horas) Freezer -70° C Gelo Seco

Fonte: Guia para Diagnéstico Laboratorial em Saide Publica MS/SVS/DAEVS- 2021

6. MAYARO

O diagnostico laboratorial do Mayaro pode ser realizado por meio de

métodos soroldgicos (pesquisa de IgM) e por métodos viroldgicos (isolamento viral e

RT-PCR).

6.1. Pesquisa de anticorpos IgM para Mayaro

6.1.2. Quando realizar a sorologia para Mayaro?

A amostra de soro ou liquor devera ser coletada entre o 5° e 0 90° dia do

inicio dos sintomas da doenca.

6.1.3. Coleta, identificacdo, acondicionamento e transporte de amostras para a

Pesquisa de IgM para Mayaro

Colher assepticamente 10 ml de sangue preferencialmente entre o 5° e 90°

dia apds o inicio dos sintomas. Utilizar seringa ou tubo a vacuo, sem anticoagulante,

previamente identificado. Esperar a retracdo do coagulo por 30 minutos em temperatura

ambiente. Centrifugar a 4.000 rpm por 10 minutos e separar 2 a 4 ml de soro. Transferir
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0 soro assepticamente para tubo plastico, estéril, com tampa de rosca, devidamente
identificado e conservar em freezer a —20°C. Alternativamente essa amostra podera ficar
armazenada sob refrigeracdo entre 2 a 8°C por no maximo 7 dias, sendo que ap0s este
periodo a amostra deve ser obrigatoriamente armazenada a -20°C. Transporta-la em
caixa térmica com gelo reciclavel. N&o se recomenda a utilizacdo de amostras de soro

gue apresentam contaminacgdo microbiana, hemdlise ou lipemia.

O rotulo deve conter de forma legivel o nome do exame, nome completo do
paciente por extenso, data da coleta, tipo de amostra e nimero da amostra (se 12 ou 22

amostra), usar etiquetas com tinta resistente aos meios de conservagéao.

Para assegurar a qualidade das amostras e garantir um diagnéstico em
tempo hébil é necessario enviar as amostras ao LACEN-GO em no maximo 15 dias
apos a coleta (ndo estocar amostras).

ATENCAO: As amostras deverdo estar acompanhadas de ficha
epidemiolégica devidamente preenchida e legivel, sendo imprescindivel o nome
completo, data de nascimento, tipo de material, data da coleta, data do inicio de sintoma

e ficha de cadastro no GAL.

Quadro 13. Pesquisa de IgM para Mayaro

Tipo de Coleta Armazenamento Transporte Observacoes
diagnostico
Soro ou Liquor -20°C  (Congelar) Ideal: Enviar em até Seguir
7 dias rigorosamente 0s
A partir do 5° dia Alternativa: critérios de
IgM até no maximo 90° 2 a 8°C (Refrigerar) Gelo reciclavel em selecdo dos

Mayaro dia de sintomas

por no maximo 7
dias, apos esse
periodo a amostra
deve ser congelada

6.2. Teste de Isolamento viral para Mayaro

caixa térmica

pacientes elegiveis
para o diagnostico
de IgM para
MAYV.

O isolamento viral para Mayaro é realizado concomitantemente ao teste para
Isolamento Viral da Dengue e segue o0 mesmo processo de cultivo celular e

identificagdo por imunofluorescéncia utilizando anticorpos policlonais.
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6.2.1. Quando realizar o isolamento viral para Mayaro?

A amostra de sangue total (sem _anticoagulante) devera ser coletada até o

5° dia do inicio_dos sintomas durante a fase de viremia da doenca, que se inicia no

periodo febril, dando-se preferéncia para coletas até o 3° dia de sintomas.

6.2.2. Coleta, identificacdo, acondicionamento e transporte de amostras para o

isolamento viral de mayaro.

a) Isolamento viral em amostras de sangue total:

Coletar assepticamente 2 ml de sangue total (sem_anticoagulante), em

pacientes com até 5 dias do inicio dos sintomas, preferencialmente até o 3° dia. As
amostras deverdo ser acondicionadas individualmente em tubos criogénicos (criotubos)
com tampa de rosca, fornecidos pelo LACEN-GO, e devem ser devidamente
identificados e armazenados imediatamente em botijdo com nitrogénio liquido.
Alternativamente essas amostras podem ser armazenadas sob refrigeracdo (2 a 8°C), por
no maximo 48h até serem transferidas para o botijdo de nitrogénio ou encaminhadas

para 0 LACEN-GO. Nunca deixar estas amostras em temperatura ambiente.

b) Isolamento viral em amostras de visceras:

Devem ser coletados 02 fragmentos de aproximadamente 1cm3 de cada uma
das seguintes visceras: figado, rins, baco, cérebro, pulmao, pancreas e coracdo, em até
no maximo 24h apds o 6bito, e acondicionadas individualmente em tubos criogénicos
(criotubos), com tampa de rosca, fornecidos pelo LACEN-GO. Os tubos devem ser
devidamente identificados e armazenados em um mesmo saco plastico (um saco
plastico para cada paciente). Armazenar as amostras imediatamente em botijdo com

nitrogénio liquido.
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Tipo de Coleta Armazenamento Transporte Observacgoes
diagnostico
Preferencialmente
Botijdo com em botijdo com Sequir
Sangue total nitrogénio liquido nitrogénio liquido . g
rigorosamente os
Isolamento Até 5° dia de Alternativa: Alternativa: gg:zeggsdgg
sintomas 2 a 8°C (refrigerar) Gelo reciclavel em acient(e;s eleqiveis
viral (preferencialmente por no maximo 48h, caixa térmica para para o dia ngstico
3° dia) apos esse periodo a amostras P or isola?”nen 0
amostra deve ser armazenadas 2 a P viral
acondicionada no 8°C. Méx. 48h até
botijdo com N2 envio ao LACEN-
GO.
Visceras
3
Isolamento (@60 CSClSUE Botijéo com Em botijédo com
In-natura . R - P
. nitrogénio liquido nitrogénio liquido
viral acondicionadas em
criotubos)

As amostras para isolamento viral poderdo ficar refrigeradas entre 2 a 8°C por no

maximo 48h, podendo ser encaminhadas ao LACEN-GO em caixas térmicas contendo

gelo reciclavel desde que néo ultrapasse este tempo. E obrigatorio registrar o horario e
data de coleta da amostra. Para um periodo superior a 48h as amostras devem ser

armazenadas obrigatoriamente em botijao de nitrogénio liquido.

6.3. RT-gPCR para Mayaro

O diagno6stico molecular do virus Mayaro é realizado através da técnica RT-
PCR em tempo real e é recomendado para fase inicial dos sintomas (viremia) em
amostras de soro. O RNA do virus pode ser identificado no soro ou fragmento de

tecidos provenientes de Obitos suspeitos, encaminhados pelo SVO.

No atual cenario de circulacdo de varios arbovirus na regido centro-oeste, ha
relevancia na avaliagdo laboratorial de todos o0s casos suspeitos e de diagnostico
diferencial para casos de 6bitos encaminhados pelos SVO. A metodologia utilizada é
RT-PCR em Tempo Real segundo LRN-IEC, 2016.
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Para realizacdo do exame a amostra devera estar acompanhada de copia da

ficha de investigacdo identificada e ficha de cadastro no GAL.

6.3.1. Quando realizar RT-gPCR para Mayaro?

A amostra adequada para realizagdo de RT-gPCR deve ser coletada ate 6

dias de inicio dos sintomas.

6.3.2. Coleta, identificacdo, acondicionamento e transporte de amostras bioldgicas

para realizacdo do teste de RT-gPCR para Mayaro

6.3.3. Tipos de Amostras e Conservacao:

a) Soro: Venopuncdo em tubo sem anticoagulante, colher do 1° até 6° dias do

inicio dos primeiros sintomas. Armazenar de 2 a 8°C no maximo 48h, apds

48h conservar em botijdo com nitrogénio liquido até o envio ao LACEN-GO.

b) Urina: Proceder a coleta até o 15° dia do inicio dos sintomas e encaminhar
aliquota de no minimo 1 mL em criotubo ou de no minimo 3 mL em tubo
conico tipo Falcon. Armazenar de 2 a 8°C no maximo 48h, apds 48h conservar
em botijdo com nitrogénio liquido até o envio ao LACEN-GO.

c) Fragmentos de Visceras provenientes do SVO: Em caso de 0Obito, coletar
fragmento de figado, baco, cérebro, rim, coracdo, linfonodo e pulméo (Coletar
fragmentos de até 1cms?). Outras amostras, como LCR ou sangue post mortem,
poderdo ser coletadas de acordo com critério médico. Os fragmentos deverao
ser acondicionados em criotubos distintos e identificados de acordo com o
sitio coletado. Armazenar em botijdo de nitrogénio liquido até o envio ao
LACEN-GO.

6.3.4. Acondicionamento e Transporte:

As amostras deverdo ser acondicionadas em tubos plasticos resistente a
baixas temperaturas (criotubos), novos com tampa de rosca, devidamente rotulados e

lacrados. Os tubos devem suportar congelamento a baixas temperaturas.

Excepcionalmente, as amostras de soro e urina poderdo ficar refrigeradas
entre 2 a 8°C por no maximo 48 horas, podendo ser encaminhadas ao LACEN em

caixas térmicas contendo gelo reciclavel desde que ndo ultrapasse este tempo e garanta-
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se a manutencdo da amostra na referida temperatura. E obrigatorio registrar o horario e

data de coleta da amostra. Para um periodo superior as 48 horas as amostras devem ser

armazenadas obrigatoriamente em botijdo de nitrogénio liquido.

O transporte das amostras devera ser realizado preferencialmente em botijao

com nitrogénio liquido ou gelo reciclavel em caixas térmicas para amostras que ficaram

refrigeradas entre 2 a 8°C por até 48 horas.

Quadro 15. OrientacGes de coleta, conservacdo e transporte das amostras para

diagndstico molecular por RT-qPCR de Febre do Mayaro.

Tipo de Tipo de Volume Periodo da Armazenamento/ Transporte
diagndstico material Coleta conservacgao
Botijdo de
Sl Coletar o0 sangue | Botijao de Nitrogénio RLLRUEE
Puncéo venosa _ sem . Alternativa:
. : anticoagulante Alternativa: o
(casos graves) Criotubo: 0 . Gelo reciclavel em
x entreleb 2 a 8°C (Refrigerar) .
0U puncéo 1 mL de dias ands o Max. 48h até envio ao caixa termica para
intracardiaca amostra S ap ' amostras
s inicio LACEN-GO.
(6bito) dos sintomas armazenadas 2 a
' 8°C. Méx. 48h até
envio ao LACEN-
GO.
Botijao de
Tubo tipo Botijéo de Nitrogénio Nitrogenio
?': ilﬁ_og:e Até o0 15° dia de Alternativa: Gelﬁt[:cr?ce:g\\;:; em
RT-gPCR Urina sintomas 2 a 8°C (Refrigerar) A
amostra , N caixa térmica para
Criotubo: Maéx. 48h até envio ao amostras
' LACEN-GO.
1 mL de armazenadas 2 a
amostra 8°C. Méax. 48h até
envio ao LACEN-
GO.
Fragmentos de
Tecidos
Coleta a partir OBEED G ,
da necropsia amostras de_vera
obito riotubo: . otijao de Nitrogénio otijao de
dbit Criotub S€r 0 mals Botijdo de Nit Botijdo d
precoce possivel e
Fragmento (ideal antes de 8 ou Nitrogénio ou
Figado, baco, de 1cm?® h s Gbito- Freezer -70° C Gelo Seco
Crh oras apos 6 ito;
pulmao, rins, n(;r:]n;ﬁlr:r)]o
coracédo e
linfonodos

Fonte: Guia para Diagndstico Laboratorial em Sadde Publica MS/SVS/DAEVS- 2021

44




SESSAO B

DIAGNOSTICO LABORATORIAL EM CASO DE

OBITO SUSPEITO DE INFECCAO POR
ARBOVIRUS

45



Secretaria de

- i
SUusmmmm  =enat | Al

DIAGNOSTICO LABORATORIAL EM CASO DE OBITO SUSPEITO DE
INFECCAO POR ARBOVIRUS

Serdo testadas de acordo com a hipétese diagndstica levando-se em
consideracdo as caracteristicas e condicGes de cada amostra e as possibilidades das

metodologias.

7. InstrucBes para a coleta de amostras em situacao de ébito

Recomendacdes para os 6bitos suspeitos de arboviroses sem o diagnéstico
etioldgico prévio (ANEXO D).

Em se tratando de Obito devem-se garantir todas as amostras necessarias
para a investigacdo laboratorial e confirmacdo diagndstica, sendo que as amostras
preferenciais devem ser sangue total, soro e visceras, podendo em alguns casos serem

utilizadas outras amostras como liquor, liquido ascitico, e outros.
1- Sangue total e soro - para obtencdo de sangue total e soro deve ser coletado
sangue por puncéo intra-cardica em até 8h ap6s o dbito ou em vasos de grande

calibre como a femoral e jugular, obtendo-se assim:

a) Duas amostras de soro.

Utilizadas para sorologias (IgM e/ou NS1) e RT-PCR. Sendo que uma
amostra deve ser obrigatoriamente armazenada em botijao de nitrogénio
(com um minimo de 12cm de nitrogénio) para a técnica de RT-PCR e a
outra amostra pode ser armazenada em botijdo de nitrogénio ou sob
refrigeracdo em temperatura entre 2 a 8°C, para as sorologias. Amostras

fortemente hemolisadas podem impossibilitar as analises sorologicas.

b) Uma amostra de sangue total.

Utilizada para a técnica de isolamento viral para dengue, febre amarela,
chikungunya e/ou mayaro. Sendo que esta amostra pode ser armazenada
entre 2 a 8°C por no maximo 48h e para periodo maior, obrigatoriamente
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armazenada em botijdo de nitrogénio (com um minimo de 12cm de

nitrogénio).

2- Visceras - devem ser coletadas amostras de figado, pulmdes, rins, baco,

coragdo, pancreas e cérebro, sendo estes os espécimes de escolha para as

analises anatomopatoldgicas, RT-PCR e isolamento viral em visceras. Coletar

no minimo 3 (trés) fragmentos de cada tecido com dimensdes aproximadas de

1cm.

Estes fragmentos devem ser segregados e armazenados da seguinte forma:

a)

b)

Visceras “in natura” para isolamento viral e RT-PCR - 02 amostras

de cada sitio

Acondicionar separadamente (por sitio) em criotubos, que devem estar
devidamente identificados com o nome do paciente, data da coleta e tipo
de amostra. N&o € necessario nenhum conservante ou meio de cultura.
Estes criotubos devem ser armazenados imediatamente em botijdo de

nitrogénio (minimo de 12 cm de nitrogénio).

Visceras para anatomopatoldgico (histopatolégico e

Imunohistoguimica) — 01 amostra de cada sitio

Acondicionar separadamente (por sitio) em tubos tipo falcon,
preferencialmente de 15 ml, contendo formalina tamponada a 10% ou em
blocos de parafina. O volume de formalina tamponada a 10% deve ser
suficiente para cobrir em até duas vezes a amostra acondicionada, ndo
devendo ficar nenhuma parte da amostra fora do liquido. Os tubos ou
blocos de parafina devem estar devidamente identificados com o nome
do paciente, data da coleta e tipo de amostra, devendo ser armazenados a

temperatura ambiente.
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3- Liquidos cavitarios — pleural, ascitico e pericardio.

Coletar liquidos cavitarios para realizacdo de RT-PCR. As amostras devem
ser acondicionadas em criotubos devidamente identificados e armazenados em botijdo

contendo nitrogénio liquido.

Vale ressaltar que as amostras coletadas de 6rgdos diferentes devem ser
acondicionadas em recipientes separados e identificados — um tubo para cada tipo de
amostra e exame a que se destina, por exemplo: dois criotubos com fragmentos de
pulmao (devera ser armazenados no botijdo de nitrogénio e encaminhados para RT-PCR
e isolamento viral) e outro tubo tipo falcon com formalina contendo outro fragmento de
pulmédo (armazenado em temperatura ambiente para 0s exames anatomopatoldgicos).

Espécimes de qualquer outro Orgdo, que apresentarem alteracdo
macroscopica, poderdo ser encaminhados para investigacdo de etiologia viral.

Todas as amostras, ao serem encaminhadas para o0 LACEN-GO, devem estar
acompanhadas da ficha do SVO, ficha de notificacdo (SINAN), ficha de solicitacdo de
exame anatomopatolégico, ficha impressa do cadastro no GAL, lista impressa de
exames encaminhados para o LACEN (GAL) e o laudo médico ou histérico do paciente
(quando houver).

As amostras que nao sdo processadas no LACEN-GO, como as visceras
para o teste anatomopatol6gico, sdo encaminhadas ao Laboratério de Referéncia
Nacional para diagnéstico de arboviroses.

O acompanhamento e a notificacdo dos casos de 6bitos, no LACEN-GO,

sdo realizados pelo Nucleo de Vigilancia Laboratorial.
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8. Manuseio do botijdo de nitrogénio

O botijdo € um recipiente térmico com isolamento a vacuo para conservar as
amostras congeladas a uma temperatura de -196°C (cento e noventa e seis graus
centigrados negativos) por tempo indeterminado, para tanto deve receber nitrogénio
liquido, desde que se mantenha um determinado nivel minimo, abastecendo-o

periodicamente.

O botijdo deve ser manipulado com o maximo cuidado para evitar danos
que possam resultar em prejuizos. Para diminuir os riscos com o botijao, é aconselhavel
a construcdo de uma caixa de madeira para seu acondicionamento. O botijdo ndo pode
sofrer choques (batidas), nem movimentos muito bruscos, além de tombar o que

causaria o derramamento do seu conteudo.

O nitrogénio liquido evapora constantemente, o técnico deve estar atento

para evitar perda de amostras por falta de nitrogénio.

Deve-se medir regularmente o seu nivel com medidor apropriado (régua).
Consumo elevado de nitrogénio pode indicar problemas com o botijdo, assim como a
formacdo de gelo ou umidade condensada sobre qualquer superficie externa, também
pode indicar defeito ou estar danificado (caso haja formacdo de gelo no gargalo,

prendendo a tampa, ndo tente remové-la com objetos pontudos, nem exagerar na forga).

E bom lembrar que muito préximo a boca do botijio o material armazenado
podera se expor a temperaturas que poderdo causar danos a qualidade deste material,
para tanto € necessario a utilizacdo da pinca. Desta forma apenas o material a ser

retirado estara em contato com a temperatura externa.
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Figura 1. Representacdo esquematica de um botijao de nitrogénio

A- Tampa protetora

B- Apoio da tampa

C- Estrutura de aluminio

D- Pescogo em isolante

E- trava da tampa

F- Canecas identificadas

G- Sistema quimico para retencao do vacuo
H- Apoio das canecas

J- Super Isolamento a vacuo

8.1. Cuidados com o botijao de nitrogénio

- Manter o botijdo em ambiente ventilado, seco, ao abrigo de raios solares,
fechando-o apenas com sua propria tampa;

- N&o bater ou tombar, pois pode provocar a perda do vacuo, mesmo sem
apresentar danos externos;

- O seu contetdo é liquido e o manuseio incorreto pode causar Serios
ferimentos (evite contato com as partes do corpo);

- Retirar as racks vazias, para diminuir o consumo de nitrogénio e facilitar
seu manejo;

- Nunca vedar a tampa para impedir a evaporacgéo do liquido;

- Use apenas adesivo para fixar qualquer tipo de identificacao;

- Para resfriar o botijdo coloque cuidadosamente 0,5 a 1,0 litro de nitrogénio
com auxilio de um funil, aguarde meia hora e em seguida complete o nivel de forma

lenta. Aguardar 24 horas para ver a taxa de resfriamento;
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- Néo transportar o botijdo solto em carrocerias de veiculos (deve ser

transportado em caixas de madeira, preso na posicdo vertical, mesmo quando estiver
vazio; ao transportar em veiculos fechados, observar que haja ventilagéo;

- Nunca derrame o liquido em recinto fechado, pois pode provocar asfixia
pela reducdo da quantidade de oxigénio;

- Evite o contato direto com o nitrogénio liquido ou pegas metélicas que
estejam em contato com o liquido;

- Movimenta-lo sempre com 2 pessoas;

- Medir regularmente o nivel de nitrogénio;

- Nunca deixar atingir niveis inferiores a 12 cm de nitrogénio liguido.

O LACEN-GO é responsavel pelo abastecimento dos botijoes de
nitrogénio liquido. Esse procedimento seré realizado junto aos representantes das
Regionais de Saude do Estado.

8.2. DISTRIBUICAO DE TEMPERATURAS NO BOTIJAO

E bom lembrar que muito proximo & boca do botijio o material armazenado
poderd se expor a temperaturas que poderdo causar danos a qualidade deste material,
para tanto é necessario a utilizacdo da pinca. Desta forma apenas o material a ser

retirado estara em contato com a temperatura externa.

8.3. TABELA DE VERIFICACAO DE NIVEL E PESO DE NITROGENIO
LIQUIDO

Como ¢é de conhecimento de todos, de tempos em tempos os botijoes devem ser
reabastecidos de nitrogénio. Este tempo de reabastecimento varia de acordo com o grau
de uso do botijao, bem como com o tamanho do botijao.

Para que o manipulador tenha uma base da quantidade de litros necessarios para
0 reabastecimento, basta olhar a tabela abaixo e, apds medir o nivel de nitrogénio
restante no botijdo, calcular a quantidade em litros que ira necessitar para o completo
reabastecimento.

Vale ressaltar que o manipulador deve conhecer o grau de evaporacdo do seu

botijao, por meio de medicdes periodicas e manter uma rotina de abastecimento.

52



[ | Secretaria de = T
sus rmas | WA
Qhwiiiﬁ;
VOLUME EXISTENTE (LITROS)
NIVEL (CM) SC 20/20 XC 33/22 XC 43/28 XC 47-11
SC 20/15 XC 34/18
SC 33/32
SC 33/26
38,1 _ _ _ 47,2
36,8 _ _ _ _
35,6 _ 34,9 42,2 45,4
34,3 _ 34,6 42,0 43,9
33,0 20,7 34,0 41,3 42,2
30,5 19,0 31,5 38,6 38,6
27,9 17,3 28,6 35,1 35,1
25,9 15,6 25,8 31,6 31,6
22,9 13,9 23,0 28,1 28,1
20,5 12,2 20,2 24,6 24,6
17,8 10,5 17,4 21,1 21,1
15,2 8,8 14,6 17,6 17,6
12,7 7,1 11,8 14,1 14,1
10,2 54 9,0 10,6 10,6
7,6 3,7 6,2 7,1 7,1
51 2,0 34 3,6 3,6
254 0.6 0.9 0.9 0.9

Fonte: Tabela de nivel do Nitrogénio fornecida pela M.V.E.
Tabela de converséo fornecida pela Air Liquid

Também podemos fazer a conversao de litros para quilos ou vice-versa. Para isto
basta saber que 1 litro equivale a 0,808 Kg de Nitrogénio. Ou 1 Kg é igual a 1,238 litros
de Nitrogénio.

EXEMPLO: Se o seu botijao é um SC 20/20 e estd com 10,2 cm de Nitrogénio,
significa que possui 5,4 litros restantes. Se a capacidade é de 20 litros, faltam
aproximadamente 15 litros para completé-lo, ou 12,12 Kg de Nitrogénio (15 X 0,808).
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9. FLUXO DE RESULTADOS

O sistema GAL ja esta implantado em todo o estado de Goias, sendo que 0s
municipios e unidades estaduais devem cadastrar todos os exames solicitados ao
LACEN-GO neste sistema. Os laudos, apds liberacdo, ficardo disponiveis
imediatamente no préprio sistema para impressao destes pelos solicitantes, diminuindo

o0 tempo de espera e otimizando os resultados.

Para realizagdo do anatomopatoldgico e imunohistoquimica, o LACEN-GO
encaminha as amostras para o Laboratorio de Referéncia Nacional em Arboviroses. Os
resultados provenientes deste laboratério estdo disponiveis diretamente no sistema
GAL.

Além disso, o “Nucleo de Vigilancia Laboratorial” do LACEN-GO consolida
todos os resultados das amostras de 6bitos que entraram no laboratorio em uma planilha
que é enviada ao CIESVS/Goids e a Coordenacdo Estadual de Arboviroses
semanalmente ou sempre que houver um resultado positivo de agravo de notificacdo
imediata conforme Portaria GM/MS n° 420, de 02/03/2022.
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ANEXO A: FORMULARIO DE AVALIACAO DA QUALIDADE DO
DIAGNOSTICO DE DENGUE — SOROLOGIA IgM

~ Secrelana Estadual o2 Salde

Laboratorio Estadual de Sakde Pablica Dr. Glovannl Cysnelros
e Ay Conomp, n* 3556 — Jardim Bela Vista

Golania-Golas

Telefone: (B2) 3201-3638

|TIIJ.II:|: AVALIACAD DA QUALIDADE DO DIAGNOSTICD DE DENGUE (AQDD} SOROLOGIA DENGUE Igh

1- Identificagdo da Instiulgdo;

Home:

Enderago:

CEP: Cldage/Estado:

Talefone: Celular: |
E-mail:

Diretor g2 Insttulgdo:

2- Enzimalmunoensalo [ELISA] Dengue g

KIt comercial utiizado no municiplo:

Data da valdade do kit

Lote:

Tacnico responsavel:
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ANEXO B: FLUXO

Bl A i%

DE DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE

ARBOVIROSES-LACEN-GO (testes realizados no periodo de viremia: Isolamento

Viral, NS1Ag e RT-PCR)

Paciente com quadro clinico que atenda as defini¢des de caso suspeito de
infeccdo por: Dengue, Zika, Chikungunya, Mayaro ou Febre Amarela.

AMOSTRAS

Paciente com até 05 dias de sintomas (SORO, SANGUE TOTAL e/ou outros liquidos corporais)
Paciente com até 14 dias de sintomas (URINA — pesquisa Zika)
Observacéo: todas as amostras deverdo ser coletadas preferencialmente até o 3° dia

Isolamento Viral

RT-PCR

(Dengue, Febre Amarela Chikugunya e Mayaro) (Dengue, Zika, Chikungunya, Mayaro e Febre Amarela)

02 amostras de soro:

- NS1Ag (Dengue) / RT-PCR
01 amostra de sangue total:
- isolamento viral

01 amostra de soro: amostra prioritaria

Amostras de outros liquidos corporais: Urina,
LCR, Derrames cavitarios e outros.

Botijdo de nitrogénio com no minimo 12cm de altura
(se ndo houver o botijdo a amostra pode ser refrigerada 2 a 8°C por no maximo 48h)

CONSERVACAO

- Amostras

- Fichas de notificacdo
- Fichas de cadastro no GAL
- Lista de exames encaminhados para a rede de laboratorios (GAL)

ENVIO AO LACEN

Resultado NS1Ag Resultado RT-PCR Resultado Isolamento Viral
Liberacdo em 07 dias Liberacdo em 21 dias Liberacdo em 30 dias
- GAL
MUNICIPIO COORD. ESTADUAL /
SOLICITANTE REGIONAIS DE SAUDE
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ANEXO C: FLUXO DE DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE
ARBOVIROSES-LACEN-GO (testes soroldgicos: NS1Ag, IgM e IgG)

Paciente com quadro clinico que atenda as defini¢des de caso suspeito de
infeccdo por: Dengue, Zika, Chikungunya, Mayaro ou Febre Amarela.

AMOSTRAS
Paciente com até 05 dias de sintomas (SORO para NS1Ag)
Pacientes com> 05 dias de sintomas (SORO, LCR)

IgM
NS1Ag (Dengue) (Dengue, Zika, Chikungunya, Mayaro e Febre Amarela)
109G
(Zika e Chikungunya)
01 amostra de soro 01 amostra de soro
Coletar preferencialmente até o 3° dia (Pacientes com > 05 dias de sintomas)
CONSERVACAO

Refrigerado 2 a 8°C por no maximo 7 dias. Maior que 7 dias CONGELAR a -20°C

ENVIO AO LACEN
- Amostras
- Fichas de notificacao
- Fichas de cadastro no GAL
- Lista de exames encaminhados para a rede de laboratorios (GAL)

Resultado sorologia NS1Ag e IgM
Liberacdo em 07 dias.

. GAL
MUNICIPIO COORD. ESTADUAL /

SOLICITANTE REGIONAIS DE SAUDE
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ANEXO D: FLUXO DE INVESTINGA(;AO LABORATORIAL EM CASO DE
OBITO SUSPEITO DE INFECCAO POR ARBOVIRUS -LACEN-GO

Obito suspeito por: Dengue, Zika, Chikungunya, Mayaro ou Febre Amarela.

Coletar soro e sangue total por Coletar fragmentos de visceras (tamanho 1 a 2 cm®) de
puncdo intra-cardica ou veias figado, pulmao, rim, baco e cérebro, até 24h apos o
calibrosas até 8h apds o obito. obito.
(S)g gfsg's\tlﬁgssgszggig'_ Visceras “in natura” para Visceras para histopatolégico
- sorologia ’ |solarr!er1to viral e RT-PCR. e Iml_Jnohlstoquimlca.
_RT-PCR Acon,d_lcmnar sgparadamepte, Acon(,jl_uonar separadamente
G TR e ST (por S|t|o) em crlotubo:s. Néo é (por SIt!O) em tubos contendo
_ ol il (G Fel-:)re necessario nenhum tipo de formalina tamponada a 1Q%
Ay e ST ’ conservante. ou montar blocos de parafina.
CONSERVAR EM BOTIJAO —
DE NITROGENIO CONSERVAR EM BOTIJAO CONSERVAR EM
Para a sorologia, o material DE NITROGENIO TEMPERATURA
pode ser armazenado sob AMBIENTE
refrigeragéo entre 2 a 8°C

ENVIO AO LACEN
- Amostras
- Ficha de notificacédo
- Ficha SVO (solicitacdo de exame anatomopatoldgico)
- Ficha de cadastro no Gal
- Lista de exames encaminhados para a rede de laborat6rios (GAL)
- Laudo médico (quando houver)

Resultado Soroloaia 07 dias

Os exames de Imunohistoquimica e

Resultado RT-PCR 21 dias . P ~ . Rk
! : Histopatoldgico sao realizados no Laboratorio

Resultado Isolamento Viral 30 dias de Referéncia Nacional

GAL

GAL

NUCLEO DE VIGILANCIA LABORATORIAL, COORDENACAO ESTADUAL,
REGIONAIS DE SAUDE E MUNICIPIO SOLICITANTE
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