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Diagnostico laboratorial

Finalidades:

« Confirmacao laboratorial sorologica e/ou
virologica e/ou histopatologica da doenca de
casos sintomaticos ou obitos suspeitos

* Apoio aos inqueritos soroepidemioldgicos
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Diagnostico Laboratorial da I
Febre Amarela I

 Amostras para diagnostico
> Sangue, soro e fragmento de visceras

» Diagnostico laboratorial
» Sorologia (deteccao anticorpos)
~ Isolamento viral (deteccao do virus)
> RT-PCR (deteccao do RNA viral)

> Histopatologico e imunohistoquimica
(deteccao de antigenos virais em tecidos
formalizados)
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METODOLOGIAS PARA DIAGNOSTICO DE F.A.

| Isolamento Viral
Cultura de células de mosquito A. albopictus clone C6/36

Deteccao de acido nucléico viral
« RT-PCR, PCR em tempo real

eg Sorologia
‘jl + Mac-ELISA, IgG-ELISA, IH
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Dados do paciente I

* Ficha individual de investigacao
epidemioldgica

Nome completo e endereco
Data da coleta e do Inicio dos sintomas
Sinais e Sintomas

Informacoes epidemioldgicas

vV V VY Y VY

Situacao vacinal, exames inespecificos

* Ficha do GAL
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Rotulagem

* Nome do exame

Nome do paciente completo e por extenso

« Data da coleta, natureza da amostra e numero
da amostra (se 1° ou 2°)

« Usar etiguetas com tinta resistente aos meios
de conservacao e com letra legivel

Febre Amarela
Vinicius Lemes da Silva

20/03/12- Soro (19)
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Téecnicas Sorologicas

= MAC-ELISA IgM

» Determinacao de infeccao aguda ou recente
por Febre Amarela

= ELISA IgG / Inibicao da hemaglutinacao
> Determinacao de infeccao passada
> Determinacao de resposta secundaria
> Inquéritos epidemiologicos

/ , J*.. GOVERNO DE »
(\ o:\p\/z{ SECRETARIA DA SAUDE
>N\ G SU S DO ESTADO DE GOIAS
e AFORCA DO CORACAO DO BRASIL



Coleta de amostras para Sorologia

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

Retracao do coagulo: 30 minutos

Centrifugar a 4000 rpm por 10 minutos
Separar o soro: 2 a4 ml

Tubos de amostragem polipropileno 12x75mm

» Tampa de rosca

» Lacrar com parafilm

Conservar em geladeira por no maximo 72 horas
(manuseio) ou congelador a -20°C (armazenar)
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Mac- Elisa

» Sorologia:

— Amostras coletadas apos 7° dia de inicio de
sintomas.

— Pesquisa de anticorpos IgM**

**Vacinacao anti-amarilica recente induz formacado de
(Ver na ficha epidemiolégica antecedentes vacinais).

/
(N

ALACE N« usus |z €

IgM

OOOOOOOOO



Conservacao e transporte de I
amostras

Conservacao/
Transporte

Espécime/
Coleta

Tipo de Analise

Deteccao de Soro

anticorpos IgM -20°C > 5 dias apos o inicio
(MAC-ELISA) Gelo seco ou dos sintomas
reciclavel

Soro
12 amostra: até 7 dias

Detecgdo de anticorpos -20°C 23 amostra: 14° - 30°
IgG / IgM Gelo seco dias
(IH) (apos o inicio dos
sintomas)
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Interpretacao dos resultados

= Resultado positivo:

> Indica uma infeccao em curso ou recente pelo
virus amarilico*

~ Falsos negativos sao comuns em soros de
coleta precoce ou muito distantes do inicio da
doenca.

*Dados clinicos e epidemioldgicos confirmam a recente exposigcao
ao virus da Febre Amarela.

OOOOOOOOOO




Interpretacao dos resultados

“O resultado deve ser considerado presuntivo onde houver
circulagao de varios flavivirus. Se o MAC-Elisa for negativo
para outros flavivirus (dengue, ilhéus, encefalite St. Louis,
etc.) o resultado € altamente indicativo de febre amarela
principalmente na presenca de clinica e epidemiologia
compativeis. Em casos duvidosos deve-se levar em conta

outros resultados de laboratorio.”

Manual de Vigilancia Epidemiolégica da Febre Amarela
paqg.33 - Brasilia - 2004
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Coleta para Diagnostico
Virologico

« Soro para PCR
« Sangue para Isolamento viral

» Coletar 1-2 ml sangue sem anticoagulante
Pos-0bito: puncao cardiaca

Transferir 1 ml para o criotubo

Manter em nitrogénio

Encaminhar ao LACEN em Botijao com
nitrogénio liquido
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Coleta para Diagnostico Virologico I

* Criotubos — Especificacao:
» Fabricado em polipropileno (PP) livre de DNase,
RNase, pirogénios e toxinas.

» Tampa com rosca externa e com anel de vedacao.
Fundo redondo e auto-sustentavel.

» Graduado e com superficie para marcacoes de
amostras.

» Suporta temperaturas na faixa de
-196°C a +121°C.

» Esterilizados por raios gama.

» Pacote com 100 pecas.

» Capacidade + 2 ml.
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Coleta para Diagnostico
Virologico

Visceras para isolamento viral

>

>
>
>
>
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Coletar fragmentos pequenos (+1 cm?)

Figado, rins, baco, coracao, linfonodo e cérebro

|deal até 8 horas apds o obito
Lacrar com parafilm

Frasco estéril rosqueado resistente a
temperaturas ultra baixas

Conservar a —70°C ou no nitrogénio liquido

Embalar em sacos plasticos antes de serem

colocados no nitrogénio
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Conservacao e transporte de I

amostras
Tipo de Conservagaol | Egpécime/Coleta
Analise Transporte

Isolamento viral -70 °C , Sa.ngue’
Nitrogénio Atée 5 dias apos o

inicio dos sintomas

Fragmentos de
visceras
Ate 8h apods o
obito

-70 °C
Nitrogénio

Isolamento viral
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Isolamento Viral

 Amostra de sangue coletada no periodo
virémico (ideal 2° ao 5° dia de doenca)

* |noculacao em cultura celular linhagem de
célula C6/36 (mosquito Aedes albopictus)

* Imunofluorescéncia indireta com anticorpos
policlonais/monoclonais
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IFl-lIsolamento Viral




Interpretacao dos resultados

* Resultado positivo:
> Confirma a etiologia.

* Resultado negativo:
> Nao exclui infecgao por Febre Amarela.

~ A taxa de falsos negativos depende das
condicoes de acondicionamento das
amostras.
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RT-PCR I

 Metodologia mais rapida, sensivel e especifica

(Deteccao do genoma viral por transcricdo reversa do
seu RNA em DNA complementar seguida de
amplificacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR
"In-house”)

e Deteccao do virus em amostras biologicas
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Conservacao e transporte de

amostras
Tipo de Conservagao/ Espécime/Coleta
Analise Transporte

Soro/sangue
Até 5 dias apos o
inicio dos sintomas

-70 °C

RUAFGR Nitrogénio

Fragmentos de
visceras
Ate 8h apods o
obito

-70 °C

RT-PCR Nitrogénio
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Interpretacao dos Resultados I

 Resultado: Detectado
» Presenca do patdégeno (virus)

« Resultado: Nao Detectado
> S0b investigacao

 Resultado*: Inconclusivo
> "Nao houve amplificacao especifica do
alvo pesquisado — sujeito a pesquisa por
outra metodologia molecular
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Imunohistoquimica

= Deteccao de antigeno viral em fragmentos de
tecido (figado, rins, baco, coracao, linfonodos

e cérebro) de casos fatais
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Conservacao e transporte de
amostras

Tipo de
Analise

Espécime/
Coleta

Conservacao/
Transporte

Histopatologia Temperatura Fragmentos de
Imunohistoquimica ambiente visceras(1cm?3)
Formalina tamponada

a 10%
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Interpretacao dos resultados

= Resultado Positivo
» Confirma etiologia por Febre Amarela

= Resultado Negativo
» Exclui Febre Amarela*

* Condicbes da amostra: fragmento de tamanho significativo, grau
de deterioracao hepatica.
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Diagnostico Diferencial
Febre Amarela

Malaria « Doencas
PUrpuras exantematicas
trombocitopénicas * Sepse
Meningococcemia * Leptospirose
Dengue * Influenza

 Febre tifodide
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Fluxo de Resultados |

* Prazo de entrega de resultados: 7 dias.

CDFA
- CONSOLIDADOS
v {\
Regionais /
Individuais
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Avaliacao das Amostras
Enviadas ao LACEN

DIFICULDADES ENCONTRADAS:

- QUANTO A ROTULAGEM

II- QUANTO A QUALIDADE E QUANTIDADE
DE SORO

I1l- QUANTO AO ACONDICIONAMENTO E
TRANSPORTE

IV- QUANTO AS FICHAS EPIDEMIOLOGICAS
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Avaliacao das Amostras
Enviadas ao LACEN

Principais erros no preenchimento das fichas
epidemioldgicas:

1. Falta de data de coleta (12 e 22 Amostra)

2. Falta das datas de inicio de sintomas, vacinas e
nascimento

3. Falta de endereco, dados pessoais, sintomas,
identificacao de 22 amostra e preenchimento do
guadro de suspeita da doenca.
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Avaliacao das Amostras
Enviadas ao LACEN

4. Envio de fichas epidemioldgicas sem soro
correspondente e vice-versa

5. A 2% amostra deve vir acompanhada da ficha

epidemioldgica indicando datas de coleta de
S1e S2.
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Avaliacao das Amostras
Enviadas ao LACEN

Todo material enviado ao LACEN devera trazer em
anexo uma lista com todos os nhomes dos
pacientes e respectivos materiais enviados. Apos
conferido ficara uma via no LACEN e outra volta
para o municipio. Amostras sem fichas ou vice-
versa serao devolvidas.
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Contatos
Secao de Virologia lacen-GO

Vinicius Lemes da Silva

-e-mail: lacen.viro@gmail.com
*Fone: (62) 3201 9683

*Fax (62) 3201 3884

*Fone recepcao: (62) 3201 3888
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