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Diagnéstico laboratorial de infec¢ao pelo
Virus da Febre Amarela
Setembro de 2018

O virus da febre amarela pertence ao género Flavivirus e se encontra relacionado a outros virus do
mesmo género como os da dengue, Zika, encefalite japonesa e encefalite do Nilo Ocidental. Pode ser
transmitido a humanos principalmente por vetores selvaticos, mosquitos dos géneros Haemagogus y
Sabethes, assim como também pelo mosquito Aedes aegypti (1-3). O espectro clinico da febre amarela
varia desde uma infeccdo assintomatica ou leve até um quadro grave com hemorragia e ictericia que
pode ser fatal (1-4). A suspeita diagnostica da febre amarela é baseada nas caracteristicas clinicas,
lugares y data de viagem do paciente (se o paciente é de um pais ou area ndo endémica) e as atividades
e a histdria epidemiolégica do lugar onde possivelmente ocorreu a infec¢do. Contudo, o diagnéstico
especifico e a confirmacio dos casos requerem analises laboratoriais.

A medida mais importante de prevencdo contra a febre amarela é a vacinagdo. Ensaios clinicos tém
demonstrado que 80-100% das pessoas vacinadas desenvolvem uma imunidade efetiva apés 10 dias, e
99% apos 30 dias. Apesar da vacina contra a febre amarela ser segura e raramente causar efeitos
adversos, as contraindicacdes e praticas seguras de imunizacdo devem ser respeitadas (1-3).

Tipo de amostra e procedimentos laboratoriais

O diagnostico da febre amarela é realizado mediante métodos viroldgicos (a saber, deteccdo do genoma
viral, de antigenos virais ou isolamento viral) e/ou serolégicos (ELISA, PRNT) (5-7). Igualmente a
qualquer teste laboratorial, os resultados devem ser considerados de acordo com o contexto
epidemiolégico e clinico.

Consideragdes de biosseguran¢ca

Todas as amostras biolégicas (sangue total, soro ou tecido fresco) sdo consideradas potencialmente
infecciosas (8). Todo o pessoal de laboratério que entrar em contato com a amostra, devera estar
vacinado contra a febre amarela e utilizar os equipamentos de protecdo pessoal adequados. Mesmo
assim, é recomendado realizar qualquer procedimento dentro de cabines de biosseguranca classe Il
certificadas, extremando as medidas para evitar acidentes por puncio. Para o manejo de amostras de
primatas ndo humanos deve-se realizar una estrita avaliacao de risco segundo as regulacdes nacionais
e os manuais de biosseguranca de cada laboratério, considerando ademais o uso de cabines de
seguranga biologica do tipo III.

Diagnéstico virolégico

o Diagndéstico molecular: Durante os primeiros 10 dias desde o inicio dos sintomas (fase
virémica), ou mesmo por mais de 10 dias em casos graves, é possivel realizar a detec¢do do RNA
viral em amostras de soro mediante métodos moleculares, como a Transcricdo Reversa seguida
de Reacdo em Cadeia pela Polimerase (RT-PCR, por suas siglas em inglés) convencional (ponto
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final) ou tempo real (Figura 1). Um resultado positivo por provas moleculares (sendo utilizados
os controles e interpretacdo adequados) confirma o diagnostico para febre amarela.

Isolamento viral: o isolamento viral pode ser realizado por inoculacido intracerebral em
camundongos ou em cultivo celular (células Vero ou C6/36; pode ser realizado en biocontengdo
de NB 2).Por sua complexidade, esta metodologia é pouco utilizada como ferramente de
diagnoéstico de primeira linha, Contudo, a capaicdade de isolamento viral é importante para
caracterizacdo das linhagens circulantes, para produzir reagemtes para diagnéstico e para
estudos e pesquisa.

Imunohistoquimica: O estudo histopatolégico com imunohistoquimica em cortes de figado (e
outros tecidos) constitue o “método padrao ouro” para o diagnéstico da febre amarela em casos
fatais. Adicionalmente, os métodos moleculares apartir de amostras de tecido fresco ou figado
em formaldeido (embebidos em parafina) podem tambén ser utilizados para a confirmacao de
casos fatais.

Figura 1. Indicagées para o diagnéstico segundo o niimero de dias desde o inicio dos sintomas
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Diagnéstico sorolégico

Detecgdio de IgM: Os anticorpos IgM contra o virus da febre amarela podem ser detectados por
ELISA (principalmente, ELISA de captura de IgM, MAC-ELISA por sua sigla em inglés) ou
qualquer outro imunoensaio (por exemplo, imunofluorescéncia indireta). Atualmente, nao
existem disponiveis kits comerciais de ELISA IgM para deteccdo de febre amarela. Por esto, os
protocolos “caseiros” que utilizam antigenos completos purificados sdo amplamente utilizados
(7-9). Tem sido descrita reacao cruzada significativa entre os testes para IgM de febre
amarela com outros flavivirus, em particular durante infeccdes secundarias por
flavivirus. Assim, em areas onde outros flavivirus co-circulam (em particular virus da
dengue e do Zika), a probabilidade de reatividade cruzada é alta. Além disso, como com
qualquer testes para IgM, um resultado positivo em uma inica amostra é apenas presumivel de
uma infeccao aguda. A confirmacao laboratorial requer soroconversdao em amostras pareadas
(agudas e convalescentes coletdas com pelo menos 1 semana de diferenca) na auséncia de
seroconversao para outros flavivirus relevantes (ver abaixo). Finalmente, nas areas onde sao
realizadas campanhas de vacinagido ativas, a detec¢do de anticorpos pds-vacinais pode ocorrer,
pelo qual o diagnéstico deve ser cuidadosamente interpretado (ver abaixo a se¢do Resposta
imune pds-vacinal).

Outras técnicas soroldgicas: Estes métodos incluem a detecgio de anticorpos IgG por ELISA e
anticorpos neutralizantes pela técnica de neutralizagdo por reducido de placa (PRNT, por sua
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sigla em inglés). Em geral, o PRNT oferece melhor especificidade que a detec¢do de anticorpos
IgM e IgG totais. No entanto, a reatividade cruzada entre os flavivirus também foi
documentada nos ensaios de neutralizacio, . Portanto, é recomendavel realizar esta técnica
com um painel flavivirus. A confirmagdo laboratorial requer uma soroconversao especifica de
febre amarela ou um aumento de mais de 4 vezes nos titulos de anticorpos em amostras
pareadas (ver abaixo). Também pode ocorrer a detec¢do de anticorpos induzidos por vacina e
os ensaios laboratoriais devem ser interpretados com cuidado (ver abaixo a se¢do Resposta
imune pos-vacinal).

Algoritmo de diagndstico, interpretacio de resultados por sorologia e
diagndstico diferencial

As técnicas soroldgicas geralmente apresentam reatividade cruzada em infec¢des por flavivirus (em
particular, em infec¢des secundarias). Portanto, o uso da técnica de RT-PCR deve ser priorizado
(Figura 2). Porém, um resultado negativo por RT-PCR ndo descata a infecgdo por isso a amostra deve ser
analisada posteriormente por sorologia.

As amostras com resultado IgM positivo devem ser analizadas por testes diferenciais de IgM,
particularmente em areas onde a co-circulacao do virus da febre amarela com outros flavivirus (dengue,
encefalite de St. Louis, Zika e outros do complexo da encefalite japonesa) esta documentada e existe a
probabilidade da populacio ter sido previamente infectada com um ou mais desses virus.

Um teste diferencial ndo positivo ndo permite confirmar ou descartar uma infeccao pelo virus da febre
amarela; no entanto, ndo o exclui. Portanto, em areas nio endémicas ou em areas onde nenhuma
circulagdo recente do virus da febre amarela foi descrita, este devem ser investigado. Um teste com
resultado IgM positivo para febre amarela com testes diferenciais negativos deve ser interpretado como
um provavel caso de febre amarela. A confirmacio por sorologia desses casos pode ser obtida usando
amostras pareadas. Um teste IgM negativo para a febre amarela ndo é conclusivo para amostras
coletadas até o 72 dia ap6s o inicio dos sintomas. A febre amarela pode ser descartada se o teste for
negativo [gM em uma amostra coletada a partir do 82 dia apés o aparecimento dos sintomas.

Por outro lado, o diagnéstico diferencial da febre amarela deve incluir outras sindromes febris e febril-
ictéricos como dengue, leptospirose, malaria, febre tifoide, infecgdes por rickettsias, hepatite téxicas ou
viral e febres hemorragicas boliviana, brasileira, argentina e venezuelana, entre outras, dependendo do
perfil epidemioldgico de pais ou area afetada (1).
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Figura 2. Algoritmo para confirmagdo laboratorial de casos de Febre Amarela (FA)
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I 1 Semhistorico de vacinagdopara FA nos Gltimos 30 dias ou com histérico de vacinagdo desconhecido. 1
20s laboratérios que possuem somente capacidade para realizar somente RT-PCR ou ELISA IgM devem processar as amostras com a técnica disponivel. Os resultados devemser |

| interpretados de acordocom o algoritmo.

1 ®Asensibilidade da RT-PCR é maior nos primeiros 10 dias do inicio dos sintomas. Porém, detecgo até 14 dias tem sido decrita, em particular em casos graves (e fatais).

I 4Deve incluiro virus da dengue assim como outros flavivirus dependendo de la situag&o epidemiolégica daregido/pais.

I's Considerara possibilidade de realizar PRNT em um laboratério de referencia. Este resultado ndo descarta a febre amarela. Portanto, em areas onde naofoi descrita a circulagéo
recente de FA, este resultadodeve serinvestigado.

1 8 Umresultado positivo por IgM em una amostra Ginicanao ¢ confirmatério. Devem ser utilizados critérios clinicos e epidemioldgicos adicionais para a interpretacéo final do caso,em

1 particularem areas onde naofoi descrita circulagéo recente de FA.

I 7 Solicitar uma segunda amostra e processé-la de acordo com o algoritmo.

LB Investigar os casos e realizar o diagnéstico clinico diferencial.

Casos fatais suspeitos de febre amarela

Em casos fatais suspeitos de febre amarela, as seguintes amostras devem ser coletadas
independentemente do tempo decorrido desde o inicio dos sintomas:

¢ Soro para andlise molecular e sorolégica;

o Tecido fresco para testes moleculares (Deve ser garantido tecido hepatico e renal;
adicionalmente tecidos do bago, pulmio, cérebro e coracdo podem ser coletados);

¢ Tecido fixado para imunohistoquimica (mesmos tecidos que acima).

0O algoritmo para confirmar casos fatais encontra-se na Figura 3.
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Figura 3. Algoritmo para confirmagdo laboratorial de casos fatais de Febre Amarela (FA)

I Falecido com suspeita de FA' I
tecido soroe tecido
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Imunohistoquimica | ] RT-PCR |
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| Negativo I I Positivo I I Positivo I | Negativo I
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FA FA
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e
I " Semhistorico de vacinagaode FA nos tltimos 30 dias ou com histérico de vacinagao desconhecido. 1

2 Amostras de tecido fresco e fixo devem ser coletadas (em particular, figado e rim). :
1 3 Aimunohistoquimica deve ser realizadaem tecido hepaticoe renal e, se possivel, em outros tecidos. 1
1 *Investigar os casos e realizar o diagnostico clinico diferencial. 1
I SRT-PCR deve serrealizada com RNA extraido de soro e tecido fresco. 1
Lﬁ Segwra mterpretagaodescnta noalgoritmo para conﬁrmagao porlaboratorio de casos de Febre Amarela (Figura 2). ‘l

Resposta imune pos-vacinal

A vacinagdo induz uma viremia relativamente baixa que diminui apds 4 a 7 dias. Simultaneamente,
desenvolve-se uma resposta do tipo IgM que ndo pode ser diferenciada da resposta de IgM induzida por
uma infeccdo natural. Aproximadamente 10 dias apds a vacinagdo, a pessoa é considerada protegida
contra uma infeccdo natural. Assim, a resposta vacinal IgM pode ser detectada ao redor do dia 5 em
diante, com um pico ocorrendo geralmente 2 semanas apds a vacina¢do. Posteriormente, os niveis
desses anticorpos tendem a diminuir. Em uma proporgao significativa de pessoas vacinadas, a resposta
IgM pode ser detectada até um més apos a vacinacao e, em alguns casos por até 3-4 anos (11). Por outro
lado, os anticorpos neutralizantes induzidos pela vacinagdo podem ser detectados por varias décadas.
Devido a tudo isto, a interpretacio dos resultados soroldgicos em individuos vacinados é
complexa, particularmente aqueles que foram recentemente vacinados e, portanto, os
resultados devem ser cuidadosamente avaliados.

Em pessoas recém-vacinadas (<30 dias) que desenvolvem sintomas classicos de febre amarela, a
vigilancia deve se concentrar na diferenciacdo entre infec¢des pelo virus selvagem e amostra vacinal
(12-14). Os eventos supostamente atribuiveis a vacina¢do ou imunizacdo (ESAVI) associados a vacina
da febre amarela sao raros (~ 1,6 casos por 100.000 doses de vacina). Os ESAVI mais comuns sao
doencas viscerotrépicas, doencas neuroldgicas e reacdes de hipersensibilidade grave. Nas areas
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endémicas de febre amarela, a diferenciacdo entre infeccoes de tipo selvagem e ESAVIs exige a
confirmacdo da presenca do virus vacinal da febre amarela (cepa 17D) por sequenciamento, técnica
geralmente disponivel apenas em laboratérios de referéncia (12-14).

Conservacio de amostra

e Manter o sangue total (colatado em tubo EDTA) ou soro (coletado em tubo seco) refrigerado (2
a 8 °C) se serdo processados (ou enviados a um laboratério de referéncia) dentro de 48 horas.

e Manter o soro congelado (-10 a -20 °C) se for processado apds 48 horas ou num periodo ndo
superior a 7 dias.

e Manter o soro congelado (-70 °C) se for processado mais de uma semana apds a coleta. A amostra
se conserva adequadamente a -70 °C por longos periodos de tempo. Recomenda-se separar as
amostras em pelo menos duas aliquotas.

e Evitar multiplos ciclos de congelamento - descongelamento.

e Amostras de tecido fresco (aproximadamente 1 cm3) podem ser usadas para o diagndstico
molecular. Congelar a -70 °C e enviar a um laboratério de referéncia em gelo seco. Se possivel,
enviar o tecido fresco com gelo reciclavel. As amostras de tecido fresco também podem ser
armazenadas em uma solucio estabilizadora de RNA e enviadas a temperatura ambiente

e Para o estudo histopatolégico e para imunohistoquimica, a amostra de tecido
(aproximadamente 1 cm3) deve ser preservada em formalina tamponada e enviada ao
laboratorio de patologia a temperatura ambiente. Os tecidos hepaticos e renais sdo as amostras
de escolha para histopatologia e imunohistoquimica. Amostras de bacgo, cérebro, pulmao,
coracdo e linfonodos também podem ser uteis.

Envio de amostra por via aérea ao laboratorio de referéncia
Alguns aspectos importantes a considerar para o envio de amostra por via aérea (15):

e Garantir a cadeia de frio com gelo seco preferivelmente ou com gelo reciclaveis. Usar sempre o
sistema de tripla embalagem.

o Enviar as amsostras preferivelmente dentro das primeiras 48 horas.

e As amostras originais devem ser embaladas, marcadas, etiquetadas apropriadamente e
documentadas como categoria B.

e Adicionar ao envio a ficha clinica e epidemioldgica completa.

e Os tecidos fixados em formaldeido devem ser empacotados separados dos tecidos frecos e as
amostras de sangue, ja que o formoldeido é volatil.
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