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INTRODUCAO

Arbovirus

1942 — WHO (OMS)

Arthropod-borne virus — Virus transmitidos por artrépodes (zoonoses)
Vetores — Mosquitos — DENV, ZIKAV, CHIKV

Carrapatos — Hantavirus

Flebotomineos — Itaporanga, Icoaraci, Bujaru.
- Transmissao: artropodes hematdfagos — vertebrados

artropodes — artropodes
- Maior grupo de virus conhecidos — 537 membros no mundo
- No Brasil — = 210 arbovirus — 196 na Amazoénia (alguns nunca encontrados
fora do Brasil) — 34 isolados no pais e causadores de doenca humana.

- Maioria sao virus RNA segmentados ou nao, fita simples ou dupla

www.saude.rj.gov.br
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INTRODUCAO

Classificados por suas propriedades fisico-quimicas - Ordem > Familias > Géneros

ICTV - International Committee on Taxonomy of Viruses

4 Familas principais de arbovirus sem ordem especifica:

Bunyaviridae — Hantavirus, Nairovirus, Orthobunyavirus, Phlebovirus, Tospovirus
Flaviviridae — Flavivirus, Hepacivirus, Pegivirus, Pestivirus

Togaviridae — Alphavirus, Rubivirus

Reoviridae — Subfamilia Sedoreovirinae, Subfamilia Spinareovirinae (os arbovirus
desta familia atacam somente animais. Na subfamilia Sedoreovirinae encontramos o
género Rotavirus)

1 Familia da Ordem Mononegavirales:

Rhabdoviridae — Cytorhabdovirus, Ephemerovirus, Lyssavirus, Novirhabdovirus,
Nucleorhabdovirus, Perhabdovirus, Sigmavirus, Sprivivirus, Tibrovirus, Tupavirus,
Vesiculovirus, + 4 virus nao classificados em género.

Outras familias com alguns arbovirus: Asfaviridae, Iridoviridae, Arenaviridae,

Hereesviridae, Coronaviridae, Poxviridae, entre outras.

wwiw.saude.rj.gov.br
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- Mais comuns no Brasil:

- Familia Bunyaviridae: Oropouche, Bujaru, Guaroa, Maguari, Tacaiuma, Guama,
Caraparu, Catu, Icoaraci, Iltaporanga, Bujaru, Belem, Capim, Gamboa, Simbu, Utinga,
Xingu, Kairi.

- Familia Flaviviridae: Dengue, Zika, Febre Amarela, Febre do Nilo Ocidental, Ilheus,
Rocio, Encefalite Saint Louis, Bussuquara, Cacipacore, Iguape.

- Familia Togaviridae: Chikungunya, Encefalite Equina Oeste, Encefalite Equina Leste,
Mayaro, Aura, Pixuna, Trocara, Una, Triniti.

- Familia Reoviridae: arbovirus que atacam somente animais (a esta familia tambem
pertence o género Rotavirus, que ndo é um arbovirus)

- Familia Rhabdoviridae: Cocal, Carajas, Maraba

=SEa=SS eSS ——— —————————————————————————————— e ——————
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% LACENRJ

Ti" LABORATORIO CENTRAL NOEL NUTELS
=] SECRETARIA DE SAUDE

SECRETARIA DE
SAUDE

ZIKA VIRUS - Genoma

- 1947 — Floresta Zika, Uganda — macacos Rhesus

- Familia Flaviviridae — Género Flavivirus

- Diametro de 40 nm — icosaédrico — envelopado

- Envelope — Dimero E e Proteina M

- 10,8 kb — duas regidoes nao codificantes 5’NCR e 3'NCR.
- RNA fita simples — ndo segmentado — polaridade positiva
- Tropismo por células neurais

M protein

Flavivirus genome

Genomic polyprotein
5'® il 3-OH

§ $ 7 v g
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et sonmei-T=3-like organization

i N } Signal peptidase \'}Golgi protease 7 NS3 protease
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ZIKA VIRUS
Diagnostico

Aparecimento dos
sinais e sintomas

Infeccao T -_—— lgM L
I +1 +2 +3 +4 +5 +6 +7 +8 +9 +10 +11 +12 +13 +14 +15 +16
| | 0 | | | | | | | | | | | | | | | |
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | >
-4 -3 -2 -1 Tempo em dias
l:’aﬁndu de RNA viral
incubacao

Fonte: Adaptado de Sullivan Nicolaides Pathology (2014).

- Deteccao direta do virus por RT-PCR de 4-7 dias do inicio dos sintomas,
melhor até o 5° dia

Pagina 29 do Protocolo MS

www.saude.rj.gov.br
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- PCR (Reacédo em Cadeia da Polimerase);

- Sorologia: Nao recomendada pelo Ministério da Saude — fase de testes — reacéao
cruzada com outros flavivirus principalmente Dengue, mas também Febre
Amarela e Febre do Nilo;

- Considerando o exposto acima o quadro da pagina 33 do Protocolo MS néo se
aplica, pois esta relacionado apenas com a sorologia para Zika;

Fonte: Protocolo de vigilancia e resposta a ocorréncia de microcefalia. Verséao 1.3, 2016.

wwi u\'.sauce.q.gou'.tr
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GESTANTE SEM RASH

COM FILHO

MICROCEFALICO

GESTANTE COM RASH
COM OU SEM FILHO
MICROCEFALICO

Biologia Molecular (PCR real time)

RECEM-NASCIDO
(o(0]\%)
MICROCEFALIA

PROCEDIMENTO 1 Coleta 1 Coleta 1 Coleta
Sangue* (soro), Cord3o
AMOSTRA Soro Soro*e Urina Umbilical, Liquor e
Placenta
3 ml Sangue, Cordado
VOLUME 2-3 ml Soro 2-3 ml Soro e 10 ml Urina | Umbilical e 1 ml Liquor
e Placenta
SORO: 0 a 5 dias apos
Momento da ofit .
inicio dos sintomas Momento do
TEMPO confirmacdo da

microcefalia do feto

URINA: até 8 dias apos

inicio dos sintomas

nascimento

P&gina 34 do Protocolo MS

ABORTO OU NATIMORTO

Coletar 1cm’ de cérebro, figado, coragdo, pulmao, rim e bago para
realizagao de RT-PCR e Imuno-histoquimico.

wwi u\'.sauce.q.gou'.tr
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» Pacientes com Meningoencefalites e Sindrome de Guillain-Barré (SGB) com suspeita

de evolucéao por Zika pode ser solicitado RT-PCR em amostras de Soro, Urina e Liquor;

Coletar o sangue, centrifugar e separar o soro para um tubo estéril. Nao congelar sangue total
(hemolise). As amostras devem ser armazenadas congeladas preferencialmente em freezer a -20°C.
Caso néo seja possivel, armazenar em geladeira de 2-8°C por até 3 dias. As amostras devem ser
transportadas refrigeradas;

Todas as amostras devem ser cadastradas no Sistema GAL. As amostras devem ser identificadas
com nome e numero e vir acompanhadas das requisi¢cdes e, no caso de gestantes com exantemas,
também do formulario FormSus. Colocar as amostras na mesma ordem das fichas para agilizar o
atendimento;

O LACEN néo realiza sorologias STORCH de gestantes, mesmo com suspeita de Zika. Estes
exames devem ser realizados no pré-natal da Atencéo Basica;

Horario de atendimento do LACEN: Segunda-Sexta de 8h as 18h. Sabados, Domingos e Feriados de
8h as 17h.

www.saude.rj.gov.br
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Algoritmo laboratorial para amostras suspeitas de microcefalia relacionada ao virus Zika

LACEN LABORATORIO SENTINELA* | SVS/MS

do sangue de corddo umbilical,

urina’, liquor e plascenta

i Resultados e
Sorolog|a‘ para RT-PCR ‘ >
virus Zika —_— irus Zik informagdes
Preparar, aliquotar Elisa para virus Zika .
Transporte de <
AM OSTRAS ——# earmazenaras -—#» —3- Sictemaide

amostras

Gerenciamento
Ambulatorial
GAL

amostr353

NOTIFICAR l l

Vigilancia Positi Negati Negati
: T RT-PCR para virus Zika ositivo egativo egativo
epidemioldgica STORCH, Dengue P

Distrital : (Liquor, urina, soro de Observacio:
Municipal e Chikuneuaya corddo umbilical e placenta) ho:
Estadual PRNT — Teste de neutralizagao Jodososiestiiios

serdo enviados ao
por redugao de placa Ms e
disponibilizados via
fistema tie
*Laboratérios: i s
IEC/PA, FIOCRUZ/PR, FIOCRUZ/
e v [ e . Rz 5

As amostras de soro devem ser submetidas as analises para Dengue, Chikungunya e STORCH (Sifilis,
Toxoplasmose, Rubéola, Citomegalovirus e Herpes)

2. Asamostras de urina serdo coletadas apenas em gestantes para realizagdo de diagndstico por RT-PCR
3. Lacen que nado realizar RT-PCR para virus Zika, encaminhar ao Laboratdrio Sentinela de sua drea.

Lo

Observagdo: em caso de aborto ou natimorto, coletar 1cm® de cérebro e figado e coragio e pulmio e rim e baco para
realizagdo de RT-PCR e Imuno-histoquimico.

wwiw.saude.rj.gov.br
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ZIKA Situacdo em 15/05/2016

Amostras cadastradas: 21378

Amostras liberadas: 7534

Soro: 4351 (+ 1053 — 24,2%)

Urina: 2845 (+ 434 — 15,2%)

Outros materiais: 323 (+ 3 — 0,92%)

- Amostras em analise: 8927

- Amostras aguardando triagem: 3602

- Exames nao realizados por nao conformidades: 1315

- Amostras enviadas a Fiocruz: 7306

- Amostras liberadas pela Fioruz: 4964
- Amostras em analise: 1846

- Amostras nao realizadas: 152

- Amostras liberadas pelo LACEN a partir de margo/2016: 2570

Fonte: Sistema GAL

=SEa=SS eSS ——— —————————————————————————————— e ——————
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CHIKUNGUNYA - Genoma

- 1952 — Tanzania, Africa — “aqueles que se dobram” (em swabhili)
- Familia Togaviridae — Género Alphavirus

- Diametro de 70 nm — icosaédrico — envelopado

- Envelope — Glicoproteinas E1 e E2

- 11,8 kb — duas regi6es nao codificantes 5’NCR e 3'NCR.

- RNA fita simples — ndo segmentado — polaridade positiva

- Tropismo articular

El »E\z dimer

‘ ‘\'—\j" | : ’—vzss

|
) l =25 5cap —  nsP1 | nsP2 ‘ nsP3 ‘ nsP4 - € H E2 H Ei i e
(-) strand RNA Helicase, RNA RNA-dependent N
synthesis, proteinase synthesis BNA polymerase | Envelope
T=3-like organization ANA capping Capsid glycoproteins
T=2 of surface dimers

Source: Expert Rev Vaccines ©® 2012 Expert Reviews Ltd

www.saude.rj.gov.br
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CHIKUNGUNYA
Diagnostico

Sorologia: ELISA IgM e IgG. Os testes comerciais foram retirados de circulacao
pelo MS por apresentarem reacao cruzada com outros alfavirus, principalmente
Mayaro. Os testes “in house” (MAC/GAG-ELISA) levam 3 dias para executar
apenas 14 amostras por placa, motivo pelo qual se torna ineficiente com
demanda elevada;

- Deteccéo direta do virus por RT-PCR;
- Fase aguda (12 amostra) — até o 8° dia (melhor até o 5° dia) do inicio dos

sintomas.
Fase covalescente (22 amostra) — entre 10 a 14 dias do inicio dos sintomas.
Coletar a 28 amostra somente em caso de resultados negativos na 12 amostra,

a fim de excluir definitivamente o diagndstico;

wwiw.saude.rj.gov.br
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CHIKUNGUNYA
Diagnostico

» Nao se realiza testes para Chikungunya em urina;

» Pacientes com Meningoencefalite e Sindrome de Guillain-Barré (SGB) com suspeita
de evolucéo por Chikungunya pode ser solicitado RT-PCR em amostras de Soro e Liquor;

» Coletar 0 sangue, centrifugar e separar o0 soro para um tubo estéril. Ndo congelar sangue total
(hemdlise). As amostras devem ser armazenadas congeladas preferencialmente em freezer a -20°C.
Caso nédo seja possivel, armazenar em geladeira de 2-8°C por até 3 dias. As amostras devem ser
transportadas refrigeradas;

» Todas as amostras devem ser cadastradas no Sistema GAL. As amostras devem ser identificadas
com nome e numero e vir acompanhadas das requisicdes. Colocar as amostras na mesma ordem
das fichas para agilizar o atendimento;

» Outros tipos de amostras para investigacao laboratorial: Liquor, em casos de meningoencefalite.
Liquido Sinovial, na artrite com derrame. Material “pos-mortem” — soro ou tecidos disponiveis.

» Horario de atendimento do LACEN: Segunda-Sexta de 8h as 18h. Sabados, Domingos e Feriados de

8h as 17h.
—xXa == aass usae—.  —————————— i ——
www.saude.rj.gov.br




GO_V!RNO PO
Riode
Janeiro

SLACENRJ

o LABORATORIO CENTRAL NOEL NUTELS
=58 SECRETARIA DE SAUDE

SECRETARIA DE
SAUDE

CHIKUNGUNYA
Diagnostico

Viremia e resposta imune seguida de infeccao
por virus Chikungunya

ufp/ml
10°

#|_CHIK
viremia

IgM

IgG

ELISA
P/N

—_——

Neutralizing AB

(X
.h—-

DIAS

Fonte: Centres for Disease Control and Prevention/CDC e Organizagdo Pan-Americana da Saude.
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CHIKUNGUNYA
Diagnostico

Resultados tipicos das amostras testadas em varios intervalos de tempo apds infeccao

Dias apds o inicio da Teste de virus Teste de anticorpos

doenga
RT-PCR = Positivo IgM = Negativo

Dia 1-

13 Isolamento = Positivo PRNT = Negativo

RT-PCR = Positivo IgM = Positivo

DR A Isolamento = Negativo PRNT = Negativo
RT-PCR = Negativo IgM = Positivo

>Dia 8
Isolamento = Negativo PRNT = Positivo

Fonte: Adaptado de Centres for Disease Control and Prevention/CDC e Organizagdo Pan-Americana da Saude.
e . e _
www.saude.rj.gov.br
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Vigilancia laboratorial de virus
Chikungunya em diversos
cenarios epidemioldgicos

Fonte: Adaptado de Centres for Disease Control and

Prevention/CDC e Organiza¢do Pan-Americana da Saude.

IgM ELISA, IgG ELISA

IgM ELISA, 1gG ELISA, RT-PCR em
tempo real, isolamento de virus,
PRNT

IgM ELISA, IgG ELISA, RT-PCR em
tempo real; isolamento de virus
limitada

IgM ELISA, 1gG ELISA, RT-PCR em
tempo real; isolamento limitado de
virus

Todas as amostras de
pacientes apresentando
doenca clinicamente
compativel.

Protocolo Unidades
Sentinelas que utilizam o
teste Ns1 para dengue.

Todas as amostras de
pacientes apresentando
doenga clinicamente
compativel.

Protocolo Unidades
Sentinelas que utilizam o
teste Ns1 para dengue.

10% de amostras de casos
classicos de CHIKV.
Amostras de todos os casos
atipicos e/ou graves.

Grupos de risco: maiores
de 65 anos, menores de 15
anos, gestantes e pacientes
com comorbidades.

10% de amostras de casos
classicos de CHIKV.
Amostras de todos os casos
atipicos e/ou graves.

Grupos de risco: maiores
de 65 anos, menores de 15
anos, gestantes e pacientes
com comorbidades.

wwiwv.saude.rj.gov.br
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CHIKUNGUNYA Situacao em 15/05/2016

Todas as amostras vao para o LABFLA/Fiocruz/RJ

Amostras cadastradas: 7554

Amostras liberadas: 1434

Soro: 1416 (+ 587 — 41,4%)

Urina: 1 (+ 0 — 0%)

Outros materiais: 17 (+ 3 — 17,6%)

Amostras em analise: 5598

Amostras aguardando triagem: 20

Exames néo realizados por ndo conformidades: 502

Fonte: Sistema GAL

=SEa=SS eSS ——— —————————————————————————————— e ——————
www.saude.rj.gov.br
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DIFICULDADES NO PROCESSAMENTO

- Apenas um equipamento de deteccao para RT-PCR em Tempo Real:
Applied Biosystems ® 7500 Real-Time PCR Systems

- Infraestrutura precaria: ar condicionado,
freezeres, geladeiras

- Extracdo manual: 24 amostras em 3 horas

www.saude.rj.gov.br
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DIFICULDADES NO PROCESSAMENTO

Apenas um equipamento de deteccéo para RT-PCR em Tempo Real:
Applied Biosystems ® 7500 Real-Time PCR Systems

- Infraestrutura precaria: ar condicionado,
freezeres, geladeiras, impressoras,
digitadores

- Extracao manual: 24 amostras em 3 horas

- Grande guantidade de amostras
diariamente, algumas com problemas de
cadastro e identificacao ( hoje somente Zika = 80 amostras/dia )

=SEa=SS eSS ——— —————————————————————————————— e ——————
www.saude.rj.gov.br
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PROPOSTAS DE MELHORIAS

- Criacao, por sugestao da SVS/SES de uma rede de laboratorios colaboradores
em Biologia Molecular, principalmente para realizacao de RT-PCR de Zika:

a) Hospital Universitario Gaffrée e Guinle — Unirio;

b) Hemorio;

c) Universidade Federal do Rio de Janeiro.

- Investimentos na infraestrutura do LACEN Noel Nutels.

- Abertura do software do equipamento RT-PCR da Abbott Molecular m2000rt
de Biologia Molecular das Hepatites para deteccéo de Zika, Dengue, Influenza,
Meningite e Chikungunya a partir de proposta da SVS/SES/RJ [ —.
ao Min. da Saude. O LACEN/RJ sera piloto no pais — _._ = 7;‘1
ja realizada, porém se encontra em fase de testes. s ’
il —

wwiw.saude.rj.gov.br
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CONTATOS

Subsecretéario de Vigilancia em Saude / Diretor Geral:
Dr. Alexandre Chieppe

E-mail: dgnnutels@saude.rj.gov.br / noelnutels@gmail.com
Tel: 2332-8597 / 2332-8606

Diretora Técnica:

Maracy Marques

E-mail: dtnnutels@saude.rj.gov.br / maracy.pereira@saude.rj.gov.br
Tel: 2332-8597 / 2332-8606

Diretor Administrativo: André Miranda

Geréncias operacionais:

Gerente de Controle Epidemiologico:

Dr. Carlos Augusto Fernandes

E-mail: gcennutels@saude.rj.gov.br / gce.lacen@gmail.com
Tel: 2332-8598 / 2332-8603 ramal 216 ou 238

Gerente de Controle Sanitario e Ambiental: Maria Pureza Duarte
Gerente de Pesquisas em Antropozoonoses: José Luiz

wwawv.sauace. r].g-a'.'.t‘r




