UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DO PARA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS DA SAUDE — PPGCSA
LGBIO — LABORATORIO DE GENETICA E BIODIVERSIDADE

DINGNOSTICO
MOLEGULAR

ARBOVIROSES

..‘;T"w,\,uﬂl\hn. ) .

S Bio

UFOPA

Santarém-Para, 2025




UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DO PARA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS DA SAUDE — PPGCSA
LGBIO — LABORATORIO DE GENETICA E BIODIVERSIDADE



g

UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DO PARA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS DA SAUDE — PPGCSA
LGBIO — LABORATORIO DE GENETICA E BIODIVERSIDADE

) CARTILHA DE ESTUDOS: B
DIAGNOSTICO MOLECULAR DE ARBOVIROSES: CAPACITACAO A
PROFISSIONAIS E ESTUDANTES NO INTERIOR DA AMAZONIA

A presente Cartilha de Estudos, é produto de dissertacdo do Programa de Mestrado em Ciéncias
da Salde e tem por objetivo aperfeicoar e ampliar o conhecimento, visando orientar os profissionais e
estudantes de salde sobre a suspeita, notificacdo, investigacdo e outras condutas de vigilancia para 0s
casos de doencas ocasionadas por arbovirus, atendidos nos servicos de satde do Municipio de Santarém,
Para e toda a regido amazonica. Nesta Cartilha, arboviroses como a Dengue, Zika, Chikungunya, Febre
de Oropouche e Virus Mayaro serdo abordados, em foco, o diagnéstico molecular, para a identificacéo
e diferenciacdo dos arbovirus, fundamental para a boa conducdo e reducéo dos riscos de complicacoes

dos casos e assisténcia adequada das arboviroses. / s—
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1. APRESENTACAO

Figura 1: Mosquito Aedes Aegypti

Arbovirus sdo virus transmitidos por
artrépodes (Arthropod-borne virus) e sdo assim
designados ndo somente pela sua veiculagédo através
de artrépodes, mas, principalmente, pelo fato de parte
de seu ciclo replicativo ocorrer nos insetos. Sao
transmitidos aos seres humanos e outros animais pela

Fonte: https:_//agaz_e’_ta.net/um-mosquito-tres-doencas-ameaca-do-aedes-aegypti-
picada de artrépodes hematdfagos. em-areas-fesidenciais-no-acre/

Os arbovirus, responsaveis por doencas em seres humanos e outros animais de sangue quente,
pertencem a cinco familias virais: Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae.
Estima-se que existam mais de 545 espécies de arbovirus, das quais mais de 150 estdo associadas a
doencas em humanos, sendo a maioria zoonotica. Esses virus s&o mantidos em um ciclo de transmissao
entre artropodes — vetores (Figura 1) e vertebrados, que atuam como principais hospedeiros
amplificadores.

As arboviroses vém se tornando ameacas significativas e continuas nas regides tropicais,
impulsionadas por mudancas climéticas rapidas, desmatamentos, migra¢Ges populacionais, ocupacéo
urbana desordenada e condicdes sanitarias precarias que favorecem a amplificacdo e transmissdo dos
virus.

A transmissao ocorre pelo sangue de pacientes virémicos através de insetos hematéfagos, o que
representa uma preocupacdo significativa na doacdo de sangue em areas endémicas. Foram relatados
casos de transmissdo do virus Oeste do Nilo (WNV), Flavivirus, Familia Flaviviridae, entre seres
humanos via transfusdes de sangue e transplantes de 6rgaos.

O Unico continente onde os arbovirus ndo sao endémicos é a Antartica. Esses virus geralmente
possuem uma distribuicdo geogréfica e climatica limitada, formando um subsistema ecoldgico especifico

que inclui virus, vetores, hospedeiros amplificadores e reservatorios.
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1.1 FAMILIA FLAVIVIRIDAE

A familia Flaviviridae engloba trés géneros: Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus. No género
Flavivirus (Figura 2), estdo incluidas aproximadamente 39 espécies de arbovirus, algumas das quais
causam encefalites e outras febres hemorragicas em humanos e animais. Entre os virus mais notaveis
deste grupo estdo o Dengue, Febre Amarela, Zika, Encefalite de Saint Louis, Rocio, Oeste do Nilo,
Cacipacore, llheus, Bussuquara e Iguape. A particula dos flavivirus tem um didametro entre 40 e 60 nm,
com um capsideo proteico (C) de simetria icosaédrica, envolto por um envelope lipidico. Nesse envelope,
estdo inseridas as proteinas de membrana (M) e as espiculas glicoproteicas (E).

O genoma dos flavivirus consiste em um RNA Figura 2: Flavivirus
de fita simples com polaridade positiva, contendo
cerca de 11 kb. Este genoma possui uma Unica
sequéncia aberta de leitura (ORF) com 10.233
nucleotideos que codificam vérias proteinas,

flanqueada por duas regides ndo codificantes (UTR),

que sdo cruciais para a regulacdo e expressdo do virus.

Fonte: https://thenativeantigencompany.com/the-continued-
challenges-of-flavivirus-serology/

O genoma dos flavivirus codifica trés proteinas estruturais: a proteina C do capsideo, a proteina

do envelope pré-M, precursora da proteina M, e a proteina E. Além dessas, o genoma codifica sete
proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) que desempenham funcdes
reguladoras e sdo essenciais para a replicacdo, viruléncia e patogenicidade do virus. O ciclo replicativo
desses virus comeca com a ligacéo ao receptor na superficie celular, embora a estrutura exata que atua
como receptor ainda seja desconhecida. Diversas moléculas na superficie celular tém mostrado
capacidade de interagir com particulas de flavivirus. Apds a adsorcao, a particula viral € endocitada em
vesiculas recobertas por clatrinas. O pH baixo do endossoma provoca a fuséo do envelope viral com as
membranas celulares, resultando em mudangas conformacionais na proteina E e na liberacdo do
nucleocapsideo no citoplasma. Apds a decapsidacdo, o genoma de RNA ¢ liberado no citoplasma. As
proteinas virais sdo sintetizadas como uma Unica poliproteina com mais de 3.000 aminoéacidos, que é

clivada por uma combinacéo de proteases do hospedeiro e virais.
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As proteinas estruturais sdo codificadas na porcdo N-terminal da poliproteina, enquanto as
proteinas ndo estruturais (NS) séo codificadas na parte restante. Os flavivirus replicam-se no citoplasma,
associando-se as membranas por meio de interacGes que envolvem as pequenas proteinas hidrofdbicas
NS, o RNA viral e, presumivelmente, alguns fatores do hospedeiro. A sintese de uma fita de RNA de
polaridade negativa é a primeira etapa da replicacdo do RNA genémico, que servira de molde para novas
fitas de RNA de polaridade positiva. Copias de RNA viral sdo detectadas cerca de 3 horas ap6s a infeccao.
A finalizagdo do ciclo replicativo ocorre com a montagem das novas particulas virais proximo ao reticulo
endoplasmaético, onde o nucleocapsideo é envelopado. A transicdo até a membrana plasmatica é realizada
pelas vesiculas que se fundem com a membrana celular, e a liberacdo de novas particulas virais ocorre
principalmente por exocitose.

Figura 3: Alphavirus

1.2 FAMILIA TOGAVIRIDAE

Os togavirus sdo virus de RNA de fita
simples envelopados, com aparéncia esférica.
Embora tenham sido inicialmente classificados

com diversos grupos de virus principalmente

transmitidos por insetos, analises recentes 0s

Fonte: https://stock.adobe.com/br/images/mayaro-virus-3d-illustration-
redefiniram como uma familia distinta com dois mosquitoborne-virus-from-alphavirus-genus-togaviridae-family-emerging-

virus-which-causes-mayaro-virus-disease/126014944

géneros: Alphavirus e Rubivirus.

O género Alphavirus (Figura 3) € o maior, com cerca de 40 membros, enquanto o género
Rubivirus inclui apenas um membro, o virus da rubéola.

Os alfavirus possuem aproximadamente 70 nm de didmetro, apresentando um capsideo icosaédrico
e um genoma formado por RNA de fita simples linear com polaridade positiva, contendo cerca de 11 kb
e codificando oito genes, tanto estruturais quanto ndo estruturais. Os membros do género Alphavirus séo
responsaveis por uma ampla gama de doencas em seres humanos e animais, com distribuicdo cosmopolita.
As infec¢Oes humanas causadas por esses virus exibem sintomas clinicos ndo especificos, semelhantes
aos provocados por outros arbovirus. Portanto, um diagndstico precoce e especifico das infec¢bes por

alfavirus é crucial para determinar a conduta médica adequada e implementar medidas preventivas
5
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eficazes. Destacam-se nesse grupo o virus Mayaro (MAYYV) e o virus da Encefalite Equina do Leste
(EEEV).

1.3 FAMILIA BUNYAVIRIDAE
Figura 4: Orthobunyavirus

A familia Bunyaviridae foi oficialmente

estabelecida em 1975 e atualmente inclui

quatro géneros de virus que infectam animais
(Orthobunyavirus (Figura 4), Phlebovirus,
Nairovirus e Hantavirus) e um género de virus ‘
que infectam plantas (Tospovirus). A maioria

dos virus desta familia € transmitida por

artrépOdes, como mOSCIUitOS e CarrapatOS, com Fonte: https://www.icc.fiocruz.br/pesquisas-da-fiocruz-parana-sao-
destaque-no-enfrentamento-a-febre-oropouche-no-brasil/

excec¢do dos hantavirus, que séo transmitidos

por aeross@is provenientes dos excrementos

de roedores.

A Dengue faz parte do grupo de doengas conhecidas como

2. VIRUS DENGUE

transmitidos por vetores artrépodes. No Brasil, o vetor da dengue é a fémea do mosquito Aedes aegypti,

arboviroses, caracterizadas por serem causadas por virus

cujo nome significa "odioso do Egito". Os virus da dengue (DENV) pertencem cientificamente a familia
Flaviviridae e ao género Flavivirus. Até o momento, sdo conhecidos quatro sorotipos — DENV-1, DENV-
2, DENV-3 e DENV-4 (Figura 5), cada um com diferentes materiais genéticos (gendtipos) e linhagens.

As evidéncias indicam que o mosquito foi

Figura 5: Sorotipos da Dengue

trazido para o Brasil em navios que partiam da Africa
com escravos. A primeira epidemia documentada
clinica e laboratorialmente no Brasil ocorreu em
1981-1982, em Boa Vista (RR), causada pelos
sorotipos 1 e 4. Quatro anos depois, em 1986, houve

6 suas-duvidas-sobre-a-dengue-e-0-aedes-no-brasil
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epidemias no estado do Rio de Janeiro e em algumas
capitais do Nordeste.

Desde entdo, a dengue ocorre de maneira continua (endémica), com epidemias intercaladas,
geralmente associadas a introducdo de novos sorotipos em areas sem transmissdo (indenes) e/ou a
mudanca do sorotipo predominante, acompanhando a expansao do mosquito vetor.

Aspectos como a urbanizacdo, o crescimento desordenado da populacdo, 0 saneamento basico
insuficiente e os fatores climaticos mantém condigdes favoraveis para a presenca do vetor, impactando a
dindmica de transmissdo desses arbovirus. A dengue tem um padrdo sazonal, com aumento do nimero de

casos e maior risco de epidemias, principalmente entre os meses de outubro e maio do ano seguinte.

SINAIS E SINTOMAS

A dengue é uma doenca febril aguda, sistémica, dindmica, debilitante e autolimitada. Embora a
maioria dos pacientes se recupere, alguns podem desenvolver formas graves da doenca, podendo levar ao
Obito. A maioria dos 6bitos por dengue pode ser evitada, dependendo, em grande parte, da qualidade da
assisténcia prestada e da organizacao da rede de servicos de saude.

Qualquer pessoa que apresente febre (39°C a 40°C) de inicio subito e pelo menos dois dos
seguintes sintomas - dor de cabeca, prostracdo, dores musculares e/ou articulares e dor atras dos olhos -
deve procurar imediatamente um servico de salde para receber tratamento adequado. No entanto, é
importante estar atento apos o periodo febril. Com o declinio da febre (entre 0 3° e 0 7° dia do inicio da
doenca), podem surgir sinais de alarme que indicam uma possivel piora do quadro. Esses sinais refletem

0 extravasamento de plasma dos vasos sanguineos e/ou hemorragias, sendo assim identificados:

4+ dor abdominal (dor na barriga) intensa e continua;

4+ vOmitos persistentes;

# acUmulo de liquidos em cavidades corporais (ascite,
derrame pleural, derrame pericardico);

#+ hipotensdo postural e/ou lipotimia;
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+ letargia e/ou irritabilidade;
+ aumento do tamanho do figado (hepatomegalia) > 2cm;
+ sangramento de mucosa; e

+ aumento progressivo do hematdcrito.

Ap0s a fase critica da dengue, o paciente entra na fase de recuperagdo. No entanto, a doenca pode
evoluir para formas graves, caracterizadas por extravasamento severo de plasma, hemorragias intensas
ou comprometimento grave de 6rgaos, que podem levar ao o6bito.

Todas as faixas etérias sdo igualmente suscetiveis a doenca. No entanto, individuos com condi¢oes
preexistentes, como mulheres gravidas, lactentes, criancas (até 2 anos) e pessoas com mais de 65 anos,

tém maior risco de desenvolver complicaces.

TRANSM |SSAO Figura 6: Mosquito Aedes Aegypti

O virus da dengue (DENV) é transmitido
principalmente por via vetorial, através da picada de fémeas

infectadas do mosquito Aedes aegypti, também chamados de

artrépodes hemato6fagos (Figura 6). A transmissao vertical (de
mée para filho durante a gestacao) e por transfusdo de sangue  Fonte:
https://publicacoeseducativas.butantan.gov.br/web/mosquito/pag

Sd0 raras. es/pdf/89_Livro%200%20FANT%C3%81STICO%20MUNDO
%20D0S%20MOSQUITOS_internet.pdf

DIAGNOSTICO

N&o ha necessidade de exames especificos para o tratamento da doenca, pois este é baseado nas
manifestacdes clinicas. No entanto, para apoiar o diagnéstico clinico, estdo disponiveis técnicas
laboratoriais para a identificacéo do virus (até o 5° dia do inicio da doenca) e para a deteccdo de anticorpos

(a partir do 6° dia do inicio da doenca).

PREVENCAO
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Em 21 de dezembro de 2023, a vacina contra dengue foi incorporada ao Sistema Unico de Sadde
(SUS). A inclusdo da vacina contra dengue é uma ferramenta importante para que a doenca seja
classificada como imunoprevenivel. O Brasil é o primeiro pais do mundo a oferecer o imunizante no
sistema publico de saude.

Historico: A vacina contra a dengue foi incorporada ao Calendario Nacional de Vacinagdo pela
primeira vez em fevereiro de 2024. Devido a capacidade de producéo laboratorial, a primeira campanha
de vacinacdo atendeu 521 municipios distribuidos em 37 regides de satde do pais. Embora a vacina contra
a dengue esteja disponivel, o controle do vetor Aedes aegypti continua sendo o principal método para a
prevencdo e controle da dengue e de outras arboviroses urbanas (como Chikungunya e Zika), seja através
do manejo integrado de vetores ou da prevencgdo pessoal dentro dos domicilios.

E importante entender que, ao adotar medidas de controle do vetor ap6s a introdugdo de um ou
mais novos sorotipos do virus da dengue, a possibilidade de interromper a transmissao € reduzida devido
a alta densidade vetorial. Além disso, o tempo necessario para reduzir as populacfes de Aedes aegypti é
muito maior do que a velocidade de circulagdo viral, ja que nessas circunstancias a populacéo sob risco é
composta por individuos suscetiveis. Quando a epidemia se instala, ela segue seu curso e as acdes de
controle vetorial tém pouca ou nenhuma efetividade. Muitas vezes, a reducdo do numero de pessoas
doentes ocorre "naturalmente” devido a imunidade de grupo que se estabelece, mais do que pelos
resultados das ac6es de controle implementadas.

Portanto, em periodos fora da sazonalidade da doenca é que acdes preventivas precisam ser
adotadas. E o momento ideal para manutencéo de medidas que visem impedir epidemias futuras. Nesse
sentido, além das a¢des realizada pelos agentes de saude, a populacéo deve realizar a sua parte:

e uso de telas nas janelas e repelentes em areas de
reconhecida transmisséo;

e remocéo de recipientes nos domicilios que possam se
transformar em criadouros de mosquitos;

« vedacdo dos reservatorios e caixas de agua;

o desobstrucdo de calhas, lajes e ralos;

10
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o participacdo na fiscalizacdo das acGes de prevencdo e
controle da dengue executadas pelo Sistema Unico de
Saude (SUS).

TRATAMENTO

O tratamento é baseado principalmente na reposicdo de liquidos adequada. Por isso, conforme
orientacdo médica, em casa deve-se realizar:
e Repouso;
o Ingestdo de liquidos;
o Na&o se automedicar e procurar imediatamente o servigo
de urgéncia em caso de sangramentos ou surgimento de
pelo menos um sinal de alarme;

« Retorno conforme orientacdo médica.

. ZIKA MD’RUS O Zika é uma arbovirose causada pelo virus Zika (ZIKV). O ZIKV foi

isolado pela primeira vez em macacos na floresta Zika de Kampala,

Uganda, em 1947. O primeiro isolamento humano do ZIKYV foi relatado na Nigéria em 1953. Desde entdo,
0 ZIKV expandiu sua abrangéncia geografica para varios paises da Africa, Asia, Oceania e Américas.

A maioria das infeccbes pelo ZIKV é assintomatica ou se apresenta como uma doenca febril

autolimitada, semelhante as infec¢Bes por Chikungunya e Dengue. No entanto, a infec¢do pelo ZIKV foi

associada a complicag¢fes neuroldgicas, como microcefalia congénita e sindrome de Guillain-Barré,

demonstradas por estudos realizados durante surtos da doenca no Brasil e na Polinésia Francesa.

Importante: Todos o0s sexos e faixas etérias sdo igualmente suscetiveis ao virus Zika. No entanto,
mulheres gravidas e pessoas acima de 60 anos tém maior risco de desenvolver complicacdes. Esses riscos
aumentam ainda mais em pessoas com comorbidades.

11
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SINAIS E SINTOMAS

A infecgdo pelo virus Zika pode ser assintomatica ou sintomatica. Quando sintomatica, pode
apresentar um quadro clinico varidvel, desde manifestacdes leves e autolimitadas até complicacBes
neurolégicas e malformacdes congénitas. Estudos recentes indicam que mais de 50% dos pacientes

infectados pelo Zika apresentam sintomas. O periodo de incubagdo da doenca varia de 2 a 7 dias.

Manifestagcdes mais comuns:

o Febre baixa (<38,5 °C) ou ausente;

o Exantema (Figura 7), geralmente pruriginoso e maculopapular craniocaudal, de inicio precoce;
o Conjuntivite ndo purulenta (Figura 8);

o Cefaleia, artralgia, astenia e mialgia;

o Edema periarticular, linfonodomegalia.

Figura 7: Manifestacdo exantematica no Zika Virus Figura 8: Conjuntivite ndo purulenta no Zika Virus

Fonte: https://vivamelhoronline.com/2015/05/21/zika-virus-perguntas-e- Fonte: https://www.portalped.com.br/especialidades-da-
respostas/ pediatria/infectologia/zika-virus-quando-

Além da manifestacdo clinica exantematica febril leve da infeccdo pelo ZIKV, o prurido € um
sintoma importante durante o periodo agudo, podendo afetar as atividades cotidianas e o sono. Duas
complicagdes neuroldgicas graves relacionadas ao ZIKV foram identificadas: Sindrome de Guillain-
Barré, uma condicdo rara em que o sistema imunoldgico ataca os nervos periféricos, e microcefalia, a

manifestacdo mais grave, de um espectro de defeitos congénitos. Gestantes infectadas podem transmitir
12
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0 virus ao feto, e essa forma de transmissao (Figura 9), pode resultar em aborto espontéaneo, obito fetal ou

malformacdes congénitas, como a microcefalia. Deve-se ficar atento ao aparecimento de outros quadros

neuroldgicos, como encefalites, mielites e neurite dptica, entre outros.

Figura 9: Formas de transmissdo do Zika virus

@ ‘ O virus pode ser transmitido da
mulher gravida para o feto, o

que pode causar microcefalia*

Virus Zika - Aedes aegypti $
Via sexual ' n ” ’ ”

)] Cerca de um em cada cinco

infectados desenvolve a
doenca

Via sangue

Fonte: https://linhasdecuidado.saude.gov.br/portal/zika/definicao/

SINDROME CONGENITA DO ZIKA VIRUS

Uma gestante infectada, sintomatica ou assintomatica, pode transmitir o virus para o feto durante

todo o periodo gestacional, resultando em diversas anomalias congénitas — especialmente a microcefalia

—, alteragdes do Sistema Nervoso Central e outras complicacdes neuroldgicas que, juntas, formam a

Sindrome Congénita do virus Zika (SCZ). Criangas com SCZ tendem a apresentar uma ampla gama de

deficiéncias intelectuais, fisicas e sensoriais ao longo de toda a vida.
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Em 2015, devido ao aumento de nascimentos com microcefalia associada a infeccdo pelo virus
Zika, foi declarado no Brasil o estado de Emergéncia em Salde Publica de Importancia Nacional. Para
melhorar a assisténcia as criangas durante o periodo de emergéncia, foi implementada no pais a vigilancia
da Sindrome Congénita do Virus Zika e de outras etiologias infecciosas como sifilis, toxoplasmose,
rubéola, citomegalovirus e herpes simples. Esta vigilancia visa identificar complicacdes relacionadas a
infeccdo pelo virus Zika e outras etiologias durante o pré-natal, parto, pos-parto e puericultura nos
primeiros anos de vida, além de fornecer informacGes atualizadas para orientar politicas de cuidado

adequado as criancas com altera¢des no crescimento e desenvolvimento, independentemente da etiologia.

DIAGNOSTICO

O diagnéstico do virus Zika é clinico e realizado por um médico, sendo confirmado por exames
laboratoriais de sorologia e biologia molecular, todos disponiveis no Sistema Unico de Satde (SUS).
Recém-nascidos com suspeita de comprometimento neuroldgico necessitam de exames de imagem, como
ultrassom, tomografia ou ressonancia magnética. Em caso de confirmacdo da infeccdo por Zika, a
notificacdo deve ser feita ao Ministério da Satde em até 24 horas. O diagnostico laboratorial especifico
do ZIKV pode ser realizado por métodos diretos, como o isolamento viral e a pesquisa do genoma viral
por transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), e métodos indiretos, que
consistem na identificacdo da presenca de anticorpos virais.

Em casos de oObito suspeito de infeccdo pelo ZIKV, recomenda-se realizar um estudo
anatomopatoldgico seguido de pesquisa de antigenos virais por imuno-histoquimica (IHQ). Devido a
semelhanca entre alguns sinais e sintomas da infeccdo pelo ZIKV e os da Dengue e Chikungunya,
recomenda-se iniciar a testagem por métodos diretos quando a suspeita inicial for Zika. Amostras de urina

podem ser utilizadas para confirmar a infeccéo viral até o 15° dia do inicio dos sintomas.

Importante: Em um cenério de cocirculacdo de DENV, ZIKV e CHIKV, como pode ocorrer em muitos
municipios no Brasil, é essencial, sempre que possivel, a investigacdo por métodos diretos para a deteccao
desses virus. No que diz respeito ao diagndstico sorologico, existe a possibilidade de rea¢do cruzada entre
0 ZIKV e 0 DENV pela sorologia IgM.
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Dessa forma, recomenda-se que as amostras sejam testadas em paralelo para as duas doencgas, a
fim de reduzir o numero de falso-positivos. As amostras negativas para Zika e dengue devem ser
subsequentemente testadas para Chikungunya.

TRATAMENTO

Por hora, ainda nédo existe antiviral disponivel para tratamento especifico da infeccdo pelo virus
Zika. Para os quadros sintomaticos, aplicam-se as principais medidas:

o Repouso relativo, enquanto durar a febre;

o Estimulo a ingestdo de liquidos;

o Administracdo de paracetamol ou dipirona em caso de dor ou febre;

o N&o administracao de acido acetilsalicilico;

o Administracdo de anti-histaminicos;

o Recomendacgdo ao paciente para que retorne imediatamente ao servico de salde, em casos de
sensacao de formigamento de membros ou alteracdes do nivel de consciéncia (para investigacao
de Sindrome Guillan-Barré e de outros quadros neurol6gicos);

o Diante da queixa de alteracdo visual, encaminhamento ao oftalmologista para avaliacdo e

.l ?)
By
o
i
-
o
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Importante: Gestantes com suspeita de Zika devem ser acompanhadas conforme protocolos vigentes
para o pré-natal, desenvolvidos pelo Ministério da Satude do Brasil.

tratamento.

PREVENCAO

Atualmente, ndo ha vacinas ou terapias especificas vidveis disponiveis para 0 ZIKV. Assim, 0
controle do vetor continua sendo o principal método para a prevencao e controle de doencas transmitidas
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por mosquitos, como o Zika. Seja pelo manejo integrado de vetores ou pela prevencdo pessoal, é
necessario reduzir a infestagdo de mosquitos eliminando criadouros sempre que possivel, ou mantendo
reservatorios e locais que possam acumular agua cobertos com telas, capas ou tampas, impedindo o0 acesso
do mosquito Aedes aegypti.

Viajantes e residentes em areas de transmissao devem adotar medidas de protecdo individual para
evitar picadas de mosquitos. E essencial proteger-se contra picadas ao longo do dia, pois o Aedes aegypti

tem maior atividade diurna. Recomenda-se as seguintes medidas de prote¢éo individual:

« Proteger as areas do corpo que 0 mosquito possa picar, com o uso de calcas e camisas de mangas
compridas;

o Usar repelentes a base de DEET (N-N-dietilmetatoluamida), IR3535 ou Icaridina nas partes
expostas do corpo, podendo também ser aplicados sobre as roupas. O uso deve seguir as indicacoes
do fabricante quanto a faixa etaria e frequéncia de aplicacdo, e é importante verificar o registro
em 6rgdo competente. Repelentes contendo DEET, IR3535 ou Icaridina sdo seguros para uso
durante a gravidez, quando usados conforme as instrugdes do fabricante. Em criangas menores de
2 anos, o uso de repelente ndo é recomendado sem orientacdo médica. Para criancgas entre 2 e 12
anos, usar concentracfes de até 10% de DEET, no maximo 3 vezes ao dia.

« A utilizacdo de mosquiteiros sobre a cama, uso de telas em portas e janelas e, quando disponivel,

ar-condicionado.

Al Vﬂ@@g CHIKUNGCUNY A A Chikungunya é uma arbovirose cujo agente

etioldgico é transmitido pela picada de fémeas
infectadas do género Aedes. No Brasil, at¢é 0 momento, o vetor envolvido na transmissdo do virus
Chikungunya (CHIKV) é o Aedes aegypti. O CHIKYV foi introduzido no continente americano em 2013,
ocasionando uma epidemia significativa em diversos paises da América Central e ilhas do Caribe. No
segundo semestre de 2014, o Brasil confirmou, por métodos laboratoriais, a presenca da doenga nos
estados do Amapa e Bahia. Atualmente, todos os estados registram transmisséo desse arbovirus.
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Em 2023, houve uma importante

Figura 10: Rash cutaneo na Chikungunya

dispersdo territorial do virus Chikungunya no
Brasil, especialmente para os estados da Regido
Sudeste. Antes disso, as maiores incidéncias de
Chikungunya no Brasil estavam concentradas na
Regido Nordeste. As principais caracteristicas
clinicas da infeccdo sdo edema e dor articular
incapacitante, podendo  também  ocorrer
manifestacdes extra-articulares. Os casos graves

de Chikungunya podem necessitar de internacédo

hospitalar e evoluir para 6bito.

O virus chikungunya também pode causar
doenca neuroinvasiva, caracterizada por agravos
neuroldgicos, como  encefalite,  mielite,
meningoencefalite, sindrome de Guillain-Barré,
sindrome cerebelar, paresias, paralisias e

neuropatias.

SINTOMAS: Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Chicungunha

o Febre

o Dores intensas nas articulagdes

o Edema nas articulagdes (geralmente as mesmas
afetadas pela dor intensa) (Figura 11)

o Dor nas costas

o Dores musculares

e Manchas vermelhas pelo corpo — Rash cutéaneo (Figura 10)

o Prurido (coceira) na pele, que pode ser generalizada, ou
localizada apenas nas palmas das maos e plantas dos pés

o Dor de cabeca

o Dor atrés dos olhos

o Conjuntivite ndo-purulenta
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o Nauseas e vomitos

o Dor de garganta

o Calafrios

o Diarreia e/ou dor abdominal (manifestacdes do trato
gastrointestinal sdo mais presentes em criangas)

Destaca-se que a doenca pode evoluir em trés fases:

1. Febril ou aguda: tem duracéo de 5 a 14 dias

Pds-aguda: tem um curso de 15 a 90 dias

3. Cronica: Se os sintomas persistirem por mais de 90 dias
apos o inicio dos sintomas, considera-se instalada a fase
crénica. Em mais de 50% dos casos, a artralgia (dor nas
articulacGes) torna-se cronica, podendo persistir por anos.

N

Importante: E possivel que se desenvolva manifestacdes extra articulares, ou sistémicas: no sistema
nervoso, cardiovascular, pele, rins e outros (Figura 12).
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Figura 12: Manifestacdes sistematica de Sinais e Sintomas na Chikungunya

Acometimento
Neurolégico
RARO

(Ex: Encefalites, Guillain-Barré,

Conjuntivite

Mielite, entre cutros) 30% dos casos
Dor de cabega
MODERADA
Febre

. Alta > 38°C

y (2-3 dias)
Inchago nas
articulagdes
Frequente
MODERADA

A INTENSA

Dor nos Dor articular
muasculos Frequente
INTENSA MODERADA
A INTENSA

Coceira
LEVE

Manchas

vermelhas
Surgem no 1° ou 4° dia
(50% dos casos)
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TRANSMISSAO VERTICAL

Casos de transmissdo vertical do CHIKV ocorrem quase exclusivamente durante o parto de

gestantes virémicas e, quando ocorrem, resultam em infecgdo neonatal grave.

DIAGNOSTICO

O diagnostico da Chikungunya envolve componentes clinicos e laboratoriais e deve ser feito por
um médico. Todos os exames laboratoriais para acompanhamento do quadro clinico, bem como os testes
diagnosticos (soroldgicos e moleculares), estdo disponiveis no Sistema Unico de Satde (SUS). Em caso
de suspeita da doenca, a notificagdo deve ser realizada e digitada no Sistema de Informacéo de Agravos
de Notificacdo (SINAN Online) em até 7 dias. Em caso de 6bitos, a notificacdo deve ser feita ao Ministério

da Saude em até 24 horas.

CASO SUSPEITO 7
®
Individuo que apresentar febre de inicio subito, acompanhada de artralgia ou artrite intensa (dor
nas articulacbes) de inicio agudo, ndo explicada por outras condi¢bes, que resida em areas com
transmissdo ou tenha visitado essas areas até duas semanas antes do inicio dos sintomas, ou que tenha

vinculo epidemiol6gico com caso confirmado.
CASO CONFIRMADO I
@

Um caso suspeito € confirmado por critério laboratorial ou clinico-epidemioldgico. Um caso
confirmado por critério laboratorial é aquele que obteve resultado laboratorial positivo por isolamento
viral, ou deteccdo de RNA viral por RT-PCR (em amostra coletada até o 8° dia de inicio dos sintomas),
ou deteccdo de anticorpos IgM em uma Unica amostra de soro durante a fase aguda (a partir do 6° dia de
inicio dos sintomas) ou convalescente (15 dias apds o inicio dos sintomas), demonstracdo de
soroconversao entre as amostras na fase aguda (12 amostra) e convalescente (22 amostra), ou detec¢édo de

anticorpos IgG em amostras coletadas de pacientes na fase cronica da doenca, com clinica sugestiva. Um
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caso confirmado por critério clinico-epidemioldgico é agquele que atende a definicdo de caso suspeito e
que tenha vinculo familiar ou espaco-temporal (vinculo epidemioldgico) com caso confirmado

laboratorialmente.

TRATAMENTO

O tratamento da Chikungunya € baseado nos sintomas apresentados. Até 0 momento, ndo ha
tratamento antiviral especifico para a doenca, sendo a terapia utilizada focada em analgesia e suporte. E
essencial estimular a hidratacao oral dos pacientes, e a escolha dos medicamentos deve ser feita apds a

avaliacdo do quadro clinico, utilizando escalas de dor apropriadas para cada idade e fase da doenca.

Em casos de comprometimento musculoesquelético significativo, a fisioterapia pode ser

recomendada ap0s avaliagdo médica individualizada.

Atencdo: Se houver suspeita ou surgimento de qualquer sintoma, é fundamental procurar um
profissional de salde para um diagndstico correto e prescricdo adequada de medicamentos, evitando
sempre a automedicacao.

Os tratamentos sdo oferecidos integralmente e de forma gratuita através do SUS. A automedicacao
pode mascarar sintomas, dificultar o diagnostico e agravar o quadro do paciente. Somente um médico

pode prescrever medicamentos.

NOTIFICACOES
De acordo com a Portaria de Consolidacdo n° 4, de 28 de setembro de 2017, a Chikungunya é uma

doenca de notificagdo compulsoria. 1sso significa que todos os casos suspeitos e/ou confirmados devem
ser obrigatoriamente notificados ao Servigo de Vigilancia Epidemiologica da Secretaria Municipal de
Saude (SMS). As notificagdes de casos suspeitos devem ser registradas na Ficha de Notificacéo e inseridas
no SINAN.

Os 0Obitos suspeitos séo de notificagdo compulsoria imediata para todas as esferas de SUS, devendo
ser realizadas em até 24 horas a partir do conhecimento, pelo meio de comunica¢do mais rapido
disponivel. Posteriormente, os dados também devem ser inseridos no SINAN. A vigilancia

epidemioldgica deve iniciar imediatamente a investigacdo do 6bito e informar o caso a equipe de controle
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vetorial local e ao gestor municipal de salde, para a ado¢do das medidas necessarias a0 combate ao
mosquito vetor e outras acles. A investigacdo deve seguir as diretrizes disponiveis no “Protocolo de
Investigacio de Obitos por Arbovirus Urbanos no Brasil”, disponivel no link:
https://www.saude.ba.gov.br/wp-content/uploads/2022/11/Protocolo-Tecnico-INVESTIGACAO-
OBITO-ARBOVIRUS.pdf.

PREVENCAO

Assim como para a Dengue, Zika e Febre Amarela, é fundamental que as pessoas reforcem as
medidas de eliminacdo dos criadouros do mosquito Aedes aegypti em suas casas, locais de trabalho e na
vizinhanca.

A melhor e mais eficaz prevencdo € evitar a proliferacdo do mosquito, eliminando a agua
armazenada que pode se tornar criadouro, como em vasos de plantas, pneus, garrafas plasticas, piscinas

sem uso e sem manutencdo, e até mesmo em recipientes pequenos, como tampas de garrafas (Figura 13).

Recomenda-se as seguintes medidas de protecdo individual:

» Proteger as areas do corpo que 0 mosquito possa picar, com o uso de calcas e camisas de mangas
compridas.

o Usar repelentes a base de DEET (N-N-dietilmetatoluamida), IR3535 ou lcaridina nas partes
expostas do corpo, podendo também ser aplicados sobre as roupas. O uso deve seguir as indicacoes
do fabricante em relacdo a faixa etaria e a frequéncia de aplicacdo, e é importante verificar o
registro em 6rgdo competente. Repelentes contendo DEET, IR3535 ou Icaridina sdo seguros para
uso durante a gravidez, quando usados conforme as instrucgdes do fabricante. Em criangas menores
de 2 anos, o uso de repelente ndo é recomendado sem orientacdo medica. Para criangas entre 2 e
12 anos, usar concentracdes de até 10% de DEET, no maximo 3 vezes ao dia.

o A utilizacdo de mosquiteiros sobre a cama, uso de telas em portas e janelas e, quando disponivel,

ar-condicionado.
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Figura 13: Formas de combate ao mosquito Aedes Aegypti

Combata o mosquito periodicamente:

R ERET ey

Tampe os tonéis  Mantenhaas calhas  Deixe garrafas
e caixas-d’dgua. sempre limpas. sempre viradas.

Coloque areia nos Retire sempre Mantenha a lixeira
vasos de plantas. agua dos pneus. bem fechada.

Fonte: https://videira.ifc.edu.br/blog/2016/03/11/acoes-de-combate-ao-aedes-aegypti-continuam-no-ifc-videira/
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Figura 14: Comparativo de sinais e sintomas da Dengue, Zika e Chikungunya
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Fonte: https://agencia.fiocruz.br/zika-chikungunya-e-dengue-entenda-diferencas
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O virus Mayaro (MAYYV) foi isolado pela primeira vez em 1954,

5. VIRUS MAYARO

de vérios individuos com febre e dor de cabeca frontal na &rea do Rio Guama, Estado do Pard, Brasil.

de trabalhadores florestais febris em Trinidad, e, posteriormente,

Desde entdo, a presenca do virus foi relatada no norte da América do Sul e na bacia do rio Amazonas.

O MAYYV (Figura 15) tem sido responsavel por surtos
Figura 15: Virus Mayaro
de doenca febril aguda e sindrome de artralgia na

regido Amazonica e no Planalto Central do Brasil,
bem como em outros paises da América do Sul (Peru,
Bolivia e Venezuela). Em 1999, foram identificados
pela primeira vez no Estado do Amazonas casos de
doenca febril causada pelo virus, e entre os anos de
2007 e 2008, foram identificados 33 casos

semelhantes na cidade de Manaus.

Fonte: https://revistagalileu.globo.com/Ciencia/noticia/2021/05/0-que-
e-0-virus-mayaro-o-primeiro-cuja-estrutura-foi-revelada-no-brasil.html

Recentemente, foi demonstrada a presenca de anticorpos neutralizantes contra 0 MAY'V e 0 virus
Oropouche (OROV) em soro de primatas de vida livre capturados no Estado do Mato Grosso do Sul,
sugerindo a circulacdo desses virus na regido. Casos humanos sdo esporadicos e ocorrem principalmente
em pessoas provenientes de florestas tropicais umidas. Os principais vetores sdo mosquitos do género
Haemagogus, que habitam florestas, e os hospedeiros vertebrados sdo mamiferos. Existem também

algumas evidéncias de infeccao de aves no sul do Brasil.
SINAIS E SINTOMAS
O curso da doenga, que dura de trés a cinco dias, é caracterizado por febre, cefaleia, mialgia,

erupcdo cuténea e dor, principalmente nas grandes articulagdes, e, com menos frequéncia, artrite. A

convalescenca da febre pelo virus Mayaro normalmente leva duas semanas.

25



UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DO PARA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS DA SAUDE — PPGCSA
LGBIO — LABORATORIO DE GENETICA E BIODIVERSIDADE

TRANSMISSAO

Embora o virus MAYV seja
transmitido por mosquitos Aedes, ele também
pode se espalhar para as areas urbanas atraves
de aves infectadas ou humanos (Figura 16).
Recentemente, trés casos de pescadores
infectados pelo virus foram relatados no
Estado de S&o Paulo, sugerindo que o virus
pode se adaptar a um novo ciclo, envolvendo
0 homem como reservatdrio. A transmisséo
aérea, possivelmente  responsavel  por
infeccBes acidentais em laboratério, pode ser
uma via de transmissd@o natural, facilitando a
disseminacdo do virus e ocasionando surtos.
A doenca febril causada pelo virus MAYV
ocorre ao longo de todo o ano, com maior
incidéncia durante o periodo chuvoso, similar
a dengue. A infeccdo afeta pessoas de ambos
0S sexos e de todas as idades, provavelmente
picadas  por

mosquitos  Haemagogus

silvestres.

6, FEBRE DE OROPOUCHE

Figura 16: Formas de transmissdo do Virus Mayaro

Ciclo Silvestre

i
Vetor
Haemagogus,
Sabethes
! Humanos
Hospedeiros

Hospedeiro
reservatorio
pamarios ~
Macacos |nfectados Marsupiais, morcegos, etc.
Transmissao do
virus Mayaro
Ciclo Urbano .
.Votor
Aedes

Hospedeiro [ ]

acidental ?

Humanos

Fonte: https://pantheon.ufrj.br/bitstream/11422/21797/1/NACCarraio.pdf

O virus Oropouche,

Hospedeiro
acidental

pertencente ao género

Orthobunyavirus, € transmitido entre preguicas,

marsupiais, primatas e aves pelos mosquitos Aedes serratus e Culex quingquefasciatus. Notavelmente, esse

virus adaptou-se a um ciclo urbano, envolvendo humanos, com os mosquitos Culicoides paraensis (Figura

17) como principais vetores. Ha trés sorotipos descritos, designados como 1, 11 e I11.
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Estudos filogenéticos indicam que os diferentes sorotipos do virus Oropouche (OROV) estédo
presentes em varias areas geograficas. O sorotipo | inclui a cepa O sorotipo Il inclui o virus isolado no
Panama em 1989. O OROV causou grandes surtos de doenca febril aguda em cidades e aldeias da Regido
Amazonica e Central do Brasil. Estima-se que 500 mil casos de infec¢éo pelo OROV ocorreram no Brasil

nos ultimos 48 anos. Além de surtos, 0 OROV também pode causar infec¢bes humanas esporadicas.

Desde o isolamento original do virus Oropouche
Figura 17: Mosquito Culicoides paraensis

(ORQOV) de um paciente febril em Trinidad, na década de
1950, a importancia médica do virus, particularmente nas
regides da bacia amazonica do norte do Brasil e Peru, tornou-
se cada vez mais evidente. Os sitios epidémicos do OROV
estdo restritos as areas tropicais da América Central e do Sul,

especialmente na bacia amazénica. De 1961 a 1980, o virus
foi relatado no norte do Estado do Para, com as epidemias '
mais importantes ocorrendo em Belém. Em outras regides do  Fonte: https://agenciapara.com brinoticia/51819/para-
Estado, centenas de milhares de pessoas foram afetadas. ricteviglenciz-epiGemiclogica pareprevenir

De 1980 a 2004, o virus espalhou-se para outros cinco estados do norte brasileiro (Amazonas, Amapa,
Acre, Rondonia e Tocantins) e para um estado da Regido Nordeste (Maranhdo), indicando um perigoso
potencial de epidemia em um curto periodo de tempo.

Em 2000, uma cepa do virus Oropouche (OROV) foi isolada de um novo hospedeiro, 0 macaco
(Callithrix sp.), na regido de Arinos, Estado de Minas Gerais, sudeste do Brasil. Em um estudo realizado
em 2004, no Estado do Acre, foram diagnosticados seis casos de OROV entre 357 amostras analisadas.
Como nenhuma dessas pessoas havia sido exposta a surtos de OROV no Estado ou em outros locais, 0s
resultados sugerem a circulacdo esporadica do virus nessa area. Em 2006, aproximadamente 110 casos
de ORQV foram relatados em sete municipios da regido Bragantina, no Para. Entre 2008 e 2009, foram
identificados mais de 100 casos em Manaus, Estado do Amazonas, sendo que estes provavelmente
representam apenas uma pequena parte dos casos. Nesses episodios, a doenca febril manifestou-se com
fendmenos hemorragicos, como petéquias, epistaxe e sangramento gengival, sem envolvimento do

sistema nervoso central.
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Em outro estudo realizado em Manaus, foram identificadas trés amostras positivas entre 110
amostras de liquido cefalorraquidiano analisadas, atribuindo-se ao virus a causa da doenca do sistema
nervoso central. O OROV ¢ o segundo arbovirus mais frequente causador de doenca febril no Brasil.
Apesar disso, pouco se sabe sobre a patogénese da infeccdo. InfeccOes experimentais foram realizadas
em hamsters dourados, demonstrando que aproximadamente metade dos animais desenvolveu doenca
caracterizada por letargia, calafrios, tremores e paralisia. Cerca de um terco dos hamsters estudados foram
a Obito, apresentando altos titulos virais no sangue, figado e cérebro.

Apesar do conhecimento significativo sobre a ocorréncia de diversos arbovirus na Regido
Amazoénica, muitos casos, presumivelmente arboviroses, permanecem sem diagndéstico devido as suas
manifestacBes clinicas geralmente leves e autolimitadas. Os pacientes geralmente se recuperam
completamente ap6s alguns dias. No entanto, casos mais graves podem ndo ser diagnosticados,
especialmente devido as longas distancias até instalacdes de servicos de salde, dificuldades no transporte
de amostras e a falta de laboratdrios capazes de realizar os ensaios diagndsticos. No que diz respeito as
infeccbes por OROV, o diagnostico pode ser facilmente confundido com outras doengas febris agudas,

incluindo a maléria e a dengue, ambas endémicas na regido.

7. DIAGNOSTICO

ORIENTACOES PARA PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS DE DENGUE

O diagnostico laboratorial especifico para pacientes com suspeita de dengue é recomendado de
acordo com a situacdo epidemioldgica de cada area. Independentemente do teste realizado, a amostra
deve ser enviada acompanhada de uma via da Ficha Epidemiologica (Notificacdo/Investigacdo, modelo
Sinan Online), devidamente preenchida e incluida no Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL).

A seguir, estdo descritos os exames laboratoriais especificos disponiveis, suas respectivas
interpretagdes e os procedimentos para coleta, conservacdo, armazenamento e transporte dos espécimes

bioldgicos.
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EXAMES ESPECIFICOS

« O isolamento viral: método mais especifico (padrdo-ouro) e permite a identificacdo do sorotipo do virus
(DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) responsavel pela infeccéo. Pode ser realizado em amostras de

sangue, liquido cefalorraquidiano (LCR) e fragmentos de visceras. A amostra de sangue deve ser coletada

na primeira semana da doenca, durante o periodo de viremia, preferencialmente até o quinto dia apds o
inicio dos sintomas. Para a identificacdo viral, utiliza-se a técnica de imunofluorescéncia, que se baseia
na reacdo de um anticorpo marcado com um fluorocromo (anticorpos fluorescentes) com seu antigeno
homologo. A coleta de espécimes bioldgicos para tentativa de isolamento viral deve ser orientada pela
vigilancia epidemioldgica, respeitando a capacidade dos laboratérios. O sucesso desse método depende

da preservacao da amostra clinica, recomendando-se manté-la sob baixas temperaturas (-70°C).

» A deteccdo do genoma viral pelo método de reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa

(RT-PCR): pode ser realizada em amostras de sangue, soro, liquido cefalorraquidiano (LCR) e fragmentos
de visceras (figado, baco, linfonodos, coracdo, pulmao, rim e cérebro). Essa técnica permite a deteccao
de acido nucleico viral nas amostras bioldgicas, através da amplificacdo do c-DNA obtido a partir do
RNA viral, utilizando iniciadores especificos dos sorotipos do DENV. A alta sensibilidade e
especificidade, juntamente com a capacidade de detectar quantidades minimas de material genético em
amostras de pacientes, fazem do RT-PCR um método eficaz para diagndstico na fase inicial da infecgédo
por DENV. Assim como na técnica anterior, € ideal que as amostras clinicas sejam coletadas no periodo

de viremia e mantidas em baixas temperaturas (-70°C).

« Deteccéo da proteina NS1 do virus (antigeno): a NS1 (Figura 18) € um importante marcador de viremia

presente no soro de pacientes infectados pelo virus dengue (DENV) durante a fase inicial da doenca. Esse
teste apresenta sensibilidade varidvel conforme o sorotipo, sendo Util na detec¢do precoce (durante os

primeiros dias de febre).
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Figura 18: Deteccdo de proteina NS1 — exame utilizado na fase virémica para detec¢do da Dengue

Fonte: https://controllab.com/programa/dengue-nsl/

« Pesquisa de anticorpos (sorologia): a captura de IgM por ELISA (MAC ELISA) é o método de escolha,

pois detecta infeccBes recentes. Esse método baseia-se na deteccdo de anticorpos IgM contra o DENV.
Na maioria dos casos, apenas uma amostra de soro é necessaria para a confirmacao diagnostica, devendo
ser coletada a partir do sexto dia de inicio dos sintomas. No entanto, um resultado negativo em uma
amostra de soro ndo exclui o diagndstico de dengue, uma vez que, em alguns casos, 0s niveis de IgM
podem ndo ser detectaveis pelo teste, sendo necessdria a coleta de uma segunda amostra para
esclarecimento diagnostico. Nas primoinfecces, os niveis de anticorpos IgM sdo mais elevados
comparados aos presentes nas infecces secundarias. Deve-se considerar a possibilidade de reacdo
cruzada com Zika, seguindo as recomendacdes e interpretac@es estabelecidas nos topicos de confirmacédo
laboratorial de dengue e Zika ja citadas neste documento. Outras técnicas também podem ser utilizadas
no diagndstico sorologico de dengue, incluindo a pesquisa de anticorpos IgG (ELISA), Teste de
Neutralizacdo por Reducédo de Placas (PRNT) e o teste de inibi¢do de hemaglutinacéo (IH), que exigem

amostras de soro pareadas (fase aguda e convalescente recente) de casos suspeitos.

30



UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DO PARA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS DA SAUDE — PPGCSA
LGBIO — LABORATORIO DE GENETICA E BIODIVERSIDADE

» Diagndstico histopatoldgico sequido de pesquisa de

antigenos virais por imuno-histoquimica: é realizado em

material obtido ap6s a morte do paciente. As lesdes
anatomopatoldgicas podem ser encontradas no figado,
baco, coracdo, linfonodos, rins, pulmdes e cérebro. O
diagnostico € presuntivo. A imuno-histoquimica permite
a deteccdo de antigenos virais em cortes de tecidos
fixados em formalina e emblocados em parafina,
utilizando micropolimeros conjugados a enzimas. E um
exame confirmatério, no entanto, em 4&reas de
cocirculacdo de DENV e ZIKV, €é necessario realizar

diagnostico diferencial para ambos os agentes, devido a

possibilidade de reacéo cruzada.
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ORIENTACOES PARA PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS DE CHIKUNGUNYA

O diagnostico laboratorial especifico para pacientes com suspeita de chikungunya é recomendado
conforme a situacdo epidemioldgica de cada area. Independentemente do teste realizado, a amostra deve
ser enviada acompanhada de uma via da Ficha Epidemiolégica (Notificacao/Investigacdo, modelo Sinan),
devidamente preenchida e incluida no Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL).

A seguir, estdo descritos os exames laboratoriais especificos disponiveis, suas respectivas
interpretacdes e 0s procedimentos para coleta, conservagdo, armazenamento e transporte dos espécimes

bioldgicos.

EXAMES ESPECIFICOS

« Isolamento viral: a tentativa de isolamento do virus pode ser realizada em amostras na fase aguda (até o

quinto dia de inicio dos sintomas) de soro, sangue total e liquido cefalorraquidiano (LCR) em casos de
meningoencefalite. O isolamento do CHIKYV deve ser confirmado por imunofluorescéncia indireta (1Fl),
utilizando antissoro especifico para CHIKV ou por RT-PCR do sobrenadante de cultura ou de suspenséo

de cérebro de camundongos recém-nascidos.

* Deteccdo do genoma viral pelo método da transcricdo reversa sequida da reacdo em cadeia da

polimerase (RT-PCR): semelhante ao isolamento do virus, a amostra utilizada pode ser de sangue total,

soro, liquido cefalorraquidiano (LCR) ou fragmentos de visceras. Deve-se obedecer aos mesmos cuidados

com a coleta, armazenamento e transporte recomendados para o isolamento viral.

5%
.

 Pesquisa de anticorpos (sorologia): para o diagndstico

soroldgico, o soro obtido a partir de sangue total sera

—
- :

processado por meio da técnica de ensaio imunoenzimatico

(ELISA). Néo se deve congelar o sangue total, pois a = ‘ =2
Y = .'—. ’— Y.

As amostras devem ser coletadas em duas fases diferentes: R

hemolise pode interferir no resultado do teste de sorologia. L
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aguda (a partir do sexto dia do inicio dos sintomas) e
convalescente (apds 15 dias da primeira coleta).

Deve-se coletar cerca de 5 mL em criangas e 10 mL em adultos, de sangue sem anticoagulante,
utilizando seringa estéril descartavel ou tubo a vacuo com gel separador.

Posteriormente, deve-se realizar a separacdo do soro sanguineo, acondicionando-0 em tubos
estéreis de pléstico resistente, com tampa de rosca. Para armazenamento e conservacdo da amostra,
utilizar tubo pléstico estéril com tampa de rosca e anel de vedacdo. Rotular o tubo com o nome/nimero
do paciente, data da coleta, numero de protocolo em ordem numeérica, nome da unidade de saude e tipo
de amostra. Conservar entre 2°C e 8°C por até 48 horas; a -20°C por até 7 dias; ap0s este periodo, manter
a-70°C.

ORIENTACOES PARA PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS DE ZIKA

A coleta de amostra e a escolha da técnica para realizacao de exames especificos variam conforme
espécime bioldgica e tempo de inicio de sintomas. Para realizacdo de isolamento viral ou RT-PCR,

recomenda-se:

« Soro: 5 mL (criancas) e 10 mL (adultos) até o quinto dia
de inicio dos primeiros sintomas (fase aguda).

* Urina: 10 mL até 15 dias ap06s o inicio dos sintomas.

« Para sorologia IgM, deverdo ser colhidas duas amostras de so
convalescente da doenga:
o Primeira coleta (fase aguda): 5 ml para criancas e 10 ml para adultos, a partir do sexto dia de
inicio dos sintomas.
o Segunda coleta (fase convalescente): 5 ml para criangas e 10 ml para adultos, 15 dias ap0os a
primeira coleta.
Todas as amostras devem ser acompanhadas das informaces clinicas e epidemiologicas (copia da
ficha de notifica¢do Sinan Net) dos individuos e devem ser cadastradas no Gerenciador de Ambiente
Laboratorial (GAL).
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CONSIDERACOES FINAIS

Apesar do exame diagnostico laboratorial ser norteador no tratamento dessas virologias é
necessario levar em consideracdo que embora o ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), o
isolamento viral e a RT-PCR sejam técnicas valiosas para diagndstico e pesquisa, eles também tém
algumas limitacGes e aspectos negativos. Em relacdo ao exame de ELISA, ha possibilidades de haver
falsos positivos ou falsos negativos, dependendo da sensibilidade e especificidade dos reagentes e da
técnica, portanto, se faz importante a verificacdo dos materiais e os fatores de alteracfes das amostras. O
ELISA também pode ndo detectar antigenos ou anticorpos em estagios iniciais de infec¢oes e requer um
tempo consideravel para ser concluido, ndo sendo adequado para diagndstico rapido em situacdes
emergenciais (BRASIL, 2022).

Os diagnosticos laboratoriais de infeccdes por arbovirus podem ser realizados em dois momentos,
por meio da deteccdo direta do agente infeccioso, denominada de fase virémica ou pela deteccdo de
anticorpos conduzido contra o virus, estagio denominado como fase imune. Os diagndsticos moleculares,
como RT-PCR e PCR em tempo real, sdo altamente sensiveis e especificos, pois podem reduzir a
incidéncia de reatividade cruzada e identificar patégenos numa fase inicial da doenca. A vantagem da
PCR em tempo real sobre a PCR convencional € a amplificacdo simultanea do material de teste genético
e a quantificacdo simultanea do material amplificado. Este processo reduz o tempo de resposta e o risco
de contaminacdo cruzada. Ao amplificar o RNA com moléculas menos estaveis, pode-se reduzir a taxa
de falsos negativos (DANTAS; SOARES, 2022).

Dada a emergéncia e reemergéncia dos arbovirus DENV, CHIKV e ZIKV e YFV nos ultimos anos
e a imprescindibilidade de identificar e diferenciar estes virus, torna-se fundamental a investigacdo
centrada na eficicia do diagnostico molecular, na identificacdo e diferenciacdo do virus, sobretudo, na

sensibilidade, especificidade, taxas de reatividade cruzada e limites de deteccao.
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