Exames laboratoriais
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Objetivos

Identificar as principais causas de surtos na
area de trabalho

Conhecer os diferentes tipos de amostras e
testes de diagnostico que podem ser realizados,
dependendo da dinamica da infeccao

Revisar a funcao do laboratério ligado a
vigilancia para caracterizacao de surtos




Conteudo

@ Etiologias mais frequentes na Testes mais comumente
" TREIEE BE8 AT \-/ usados para o diagnostico de
agentes etiologicos

— Soroldgico
— Molecular
— Microscopia




Etiologias mais
frequentes na regiao
das Ameéricas

« Sindrome febril:
— Dengue, chikugunya, Zika, febre amarela, influenza, leptospirose, malaria

« Sindrome febril ictérica:
— Febre amarela, leptospirose, malaria, hepatite

« Sindrome hemorragica ictérica febril:
— Febre amarela, leptospirose

« Sindrome hemorragica febril:
— Dengue, febre amarela, leptospirose

« Sindromes neuroldégicas:
* —Bacteriana, viral (Zika e encefalite viral)

» Sindromes respiratorias:
— Influenza e outros virus respiratorios

 Doenca diarreica aguda:
— Rotavirus, norovirus, enterobactérias

 Doenca exantematica:
— Zika, sarampo, rubéola




Testes mais comumente usados
para diagnéstico de agentes
etiolégicos
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Sorologicos:

— ELISA (IgM e IgG)
— Imunofluorescéncia
direta e indireta




Testes sorolégicos (Sorologia)

Detectam a presenca de
anticorpos

Sao baseados na reacao
antigeno-anticorpo e sao uma
ferramenta valiosa para o
diagnostico de doencgas
infecciosas

Podem ser de dois tipos:
evidéncia direta e evidéncia
indireta

— Testes diretos: sdo baseados no
principio da reac&o antigeno-anticorpo
para investigar a presencga do antigeno.
Em outras palavras, eles investigam a
presenga do agente etiologico ou de
um de seus componentes. Exemplo:
imunofluorescéncia direta.

— Testes indiretos: baseiam-se na
deteccao de anticorpos especificos
contra o agente ou um de seus
componentes e permitem indiretamente
a suposigcao de que o patégeno sob
investigacao esteve presente no
hospedeiro em algum momento.



Testes sorolégicos
(Sorologia)

Conceitos importantes para a interpretacao dos
resultados soroldégicos:

O IgM positivo esta associado a uma infecgao
recente

« O aumento do titulo de anticorpos em amostras
pareadas indica infeccao recente

— Primeira amostra: negativa
— Segunda amostra: presencga de anticorpos

— Titulo de anticorpos da segunda amostra > 4x o titulo de
anticorpos da primeira amostra

* 1gG positivo indica (em geral) infecgao anterior




Tipos de amostras e sua coleta
adequada
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Testes sorolégicos
(Sorologia)

* Imunofluorescéncia

— As técnicas de imunofluorescéncia podem ser aplicadas como
técnicas para investigar a presenga de antigenos virais, parasitarios,
bacterianos ou fungicos em amostras clinicas ou anticorpos
produzidos contra eles no soro do paciente.

 ELISA (ensaio de imunoabsorgao enzimatica)

— Os ensaios de imunoabsorgao enzimatica sao testes baseados na
reacao antigeno-anticorpo que permitem a deteccao da presenga de
anticorpos produzidos contra antigenos virais, parasitarios,
bacterianos ou fungicos em amostras clinicas no soro do paciente.

— A técnica ELISA pode ser usada para detectar IgM ou I1gG.




Testes moleculares

* Se baseiam na detecg&do do genoma do agente
etiologico.

« Podem detectar RNA ou DNA do agente etioldgico
com alta sensibilidade e especificidade.

« S&0 mais caros do que a sorologia.

« Confirmam a presencga do agente etiologico na
amostra clinica.

 Permitem a deteccao de RNA ou DNA mesmo em
volumes de amostra muito pequenos.




Testes moleculares

 Reacao em cadeia da polimerase (PCR, ponto
final)

— O PCR de ponto final baseia-se na amplificacdo e visualizagao
do DNA complementar (cDNA). Essa técnica envolve a
amplificagcéo e a visualizagdo de um fragmento de DNA
especifico para o agente etioldgico.

« PCR em tempo real

— Também conhecido como PCR quantitativo, € uma variante da
reagao em cadeia da polimerase (PCR).

— O PCR em tempo real possibilita a amplificacdao e, ao mesmo
tempo, a quantificagdo absoluta de moléculas especificas de DNA
ou cDNA.

— Sua vantagem em relagdo ao PCR convencional é que podem ser
usadas pequenas quantidades de DNA ou cDNA.




Microscopia

« Consiste na utilizagado de instrumentos especiais,
como lupas e microscopios, para ampliar o tamanho
de estruturas imperceptiveis que estdo além da faixa
de resolucao do olho humano, como virus, bactérias
e parasitas.

A observacao microscopica € uma necessidade no
campo da parasitologia.

 As formas de observacgao variam de acordo com as
estratégias empregadas e vao da observacgao
micrométrica a nanometrica.

» Portanto, sdo necessarios diferentes tipos de
microscopios, como os microscopios fotdnicos e
eletrénicos (microscopios de varredura, de
transmissao e de energia atdbmica).




Microscopia

Microscopia 6ptica

* A microscopia Optica possibilita a visualizacdo de
bactérias e parasitas simplesmente examinando a
amostra sob 0 microscopio.

« Para bactérias, a coloracdo de Gram (uma coloragao
violeta) costuma ser usada primeiro. As bactérias
sao classificadas da seguinte forma:

— Gram-positivas (qQue aparecem em azul porque retém a coloragao
de Gram)

— Gram-negativas (aparecem em vermelho porque ndo se coram)

O esfregaco de sangue € usado para detectar
parasitos encontrados no sangue, como filariose,
malaria ou babesiose. Para realizar esse exame,
uma gota de sangue é colocada em uma lamina de
microscopio, corada e examinada no microscopio
para visualizacao do parasita.




Tipo, coleta e conservagao de

amostras

O sucesso do diagnéstico laboratorial depende de dois fatores na

fase extra-laboratorial:

Escolha do tipo de amostra:

+ E importante escolher o tipo certo de
amostra de acordo com o material
clinico e os dias de inicio dos sintomas
em que é possivel obter um resultado
positivo (sorolégico ou molecular)

ualidade da amostra:

» Ha trés fatores que influenciam
diretamente a qualidade da amostra a
ser recebida no laboratorio:

— Coleta correta

— Preservagao da cadeia de frio
durante o transporte

— Preservacgao da temperatura
adequada de acordo com o tempo
de processamento




Exemplos de tipo de amostra e
conservacao adequada

- Dengue, chikungunya,

% febre amarela, hantavirus, | - Zika, sarampo e rubéola
| leptospirose V

Rotavirus, norovirus,

- enterobactérias

Influenza e outros virus

Hepatite respiratérios

Malaria - Meningites




Dengue, chikungunya,
febre amarela, hantavirus,
leptospirose

« Tipo de amostra: soro

* Quantidade: 3 a7 mL

 Meio de transporte: sem aditivos
« Condicoes de transporte: 2 a 8°C

« Armazenamento: -20°C (até 1 semana) / -70°C (periodo
superior a 1 semana)

« Diagnéstico laboratorial:
— 1 a 5 dias ap6s o inicio dos sintomas: PCR

— 5 a 10 dias apds o inicio dos sintomas: PCR + ELISA
IgM




Zika, sarampo e rubéola

« Tipo de amostra: soro

* Quantidade: 3 a7 ml

 Meio de transporte: sem aditivos
« Condicoes de transporte: 2 a 8°C

« Armazenamento: -20°C (até 1 semana) / -70°C (periodo
superior a 1 semana)

« Diagnéstico laboratorial:
— 1 a 5 dias ap6s o inicio dos sintomas: PCR

— 5 a 10 dias apds o inicio dos sintomas: PCR + ELISA
IgM




Zika, sarampo e rubéola

« Tipo de amostra: urina

* Quantidade: 3 a7 ml

 Meio de transporte: sem aditivos
« Condicoes de transporte: 2 a 8°C

« Armazenamento: -20°C (até 1 semana) /-70°C (periodo
superior a 1 semana)

« Diagnéstico laboratorial:

— 1 a 15 dias apods o inicio dos sintomas: PCR




Zika - Sindrome congénita ou
fatalidades

Amostra Quantidade x::;spgfte 3:::::::2 rte S:Z:‘::géo Teste de laboratério

Soro da mae 5-7 ml Sem aditivos 4/8°C -20/-70 °C PCR, ELISA IgM, PRNT, outros
Sangue de cordao 5-7 ml Sem aditivos 4/8°C -20/-70 °C PCR, ELISA IgM, PRNT, outros
Placenta 0,5-1 ml Formol tamponado | 4 °C — TA* 4°C-TA* Imunohistoquimica

Placenta 5-7 ml Solugao salina 4/8°C -20/-70 °C PCR

Cordao umbilical (tecido) Formol tamponado | 4 °C — TA* 4°C-TA* Imunohistoquimica

Cordéao umbilical (tecido) Solugao salina 4/8°C -20/-70 °C PCR

Soro para recém-nascidos 0,5-1 ml Sem aditivos 4/8°C -20/-70 °C PCR, ELISA IgM, PRNT, outros
Recém-nascido do LCR** 0,5 ml Sem aditivos 4/8°C -20/-70 °C PCR, ELISA IgM, PRNT, outros
Sangue total da mae 5-7 ml EDTA, outros 4/8°C 4°C Bioquimica, outros

Sangue total do recém-nascido | 2-5 ml EDTA, outros 4/8°C 4°C Bioquimica, outros

Tecidos** 3x3 cm (aprox.) | Formoltamponado | 4 °C — TA* 4°C Imunohistoquimica

Tecidos** 3x3 cm (aprox.) | Solugdo salina 4/8°C -20/-70 °C PCR

* Temperatura ambiente

*** Caso fatal: cérebro, figado, rim, outros

** Sob indicagdo médica por suspeita de sindrome neurolégica




Hepatite viral

« Tipo de amostra: soro

* Quantidade: 3a 7 ml

« Meio de transporte: sem aditivos
« Condicoes de transporte: 2 a 8°C

« Armazenamento: -20°C (até 1 semana) / -70°C (periodo
superior a 1 semana)

« Diagnéstico laboratorial:

— 1 a 5 dias apds o inicio dos sintomas: PCR + ELISA
HBsAg (para hepatite B)

— 5 a 10 dias apos o inicio dos sintomas: PCR + ELISA
IgM




Influenza e outros virus
respiratorios

« Tipo de amostra: swab nasofaringeo
* Material: 2 swabs de nailon

« Meio de transporte: meio de transporte viral ou solugao
salina (3 ml)

« Condicoes de transporte: 2 a 8°C

« Armazenamento: 4°C até que as aliquotas sejam
preparadas; aliquotas a -20°C (até 48 horas) e -70°C
(mais de 48 horas)

« Diagnéstico laboratorial:

— PCR ou IF (somente tipagem) seguido de PCR




Influenza e outros virus
respiratorios

« Tipo de amostra: aspirado nasofaringeo; lavagem
nasofaringea

« Material: dispositivo de succgao
* Meio de transporte: solucao salina
« Condicoes de transporte: 2 a 8°C

« Armazenamento: 4°C até que as aliquotas sejam
preparadas; aliquotas a -20°C (até 48 horas) e -70°C
(mais de 48 horas)

« Diagnéstico laboratorial:

— PCR ou IF (somente tipagem) seguido de PCR




Encefalite bacteriana
e viral

« Tipo de amostra: soro

* Quantidade: 3 a7 ml

 Meio de transporte: sem aditivos
« Condicoes de transporte: 2 a 8°C

« Armazenamento: -20°C (até 1 semana) / -70°C (periodo
superior a 1 semana)

« Diagnéstico laboratorial:
— 1 a 5 dias ap6s o inicio dos sintomas: PCR

— 5 a 10 dias apds o inicio dos sintomas: PCR + ELISA
IgM




Encefalite bacteriana
e viral

« Tipo de amostra: sangue

* Quantidade: 3 a7 ml

 Meio de transporte: sem aditivos
« Condicoes de transporte: 2 a 8°C

« Armazenamento: -20°C (até 1 semana) / -70°C (periodo
superior a 1 semana)

« Diagnéstico laboratorial:
— 1 a 5 dias ap6s o inicio dos sintomas: PCR

— 5 a 10 dias apds o inicio dos sintomas: PCR + ELISA
IgM




Rotavirus, norovirus,
enterobactérias

« Tipo de amostra: fezes
« Armazenamento: 2 a 8°C
« Diagnéstico laboratorial:

— Em geral, sdo usados métodos moleculares
baseados em PCR e kits ELISA para deteccgéao

antigénica




Malaria

« Tipo de amostra: sangue total
« Armazenamento: 2 a 4°C
« Diagnéstico laboratorial:

— Gota espessa (esfregago) para microscopia




Meningites

- Cultura bacteriana

~ Isolamento viral em cultura
\ \J de células
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