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1. ASSUNTO

OrientacOes referente a coleta, acondicionamento, transporte e cadastro dos exames
laboratoriais para a investiga¢do de casos de ébitos suspeitos por arboviroses.

2. CONTEXTUALIZAGAO

Considerando a relevancia das arboviroses, o atual cenario do estado do Espirito Santo (ES) e o
numero de casos detectado em 2024 e numero esperado para o ano de 2025, faz-se necessario
padronizar as agoes de investiga¢do laboratorial dos casos de dbitos suspeitos por arboviroses

(Figura 1). Portanto, a analise dos casos por testes moleculares torna-se uma ferramenta
poderosa e indispensavel.

TAXA DE POSITIVIDADE (RT-qPCR)

Referéncia: 31 Dezembro (23) até 28 Dezembro (24) - Ref: Data de coleta

Positividade semanal de testes realizados - 2024

Positividade (%)

12345678 9101112131415161718192021222324252627 282930313233 3435363738394041424344454647 4849505152
Dengue (%) 2823303132292524222429353024232017201617202015151312111011129102 3 3 343 3 1101200111112
= Chikungunya (%) 33575345556¢6108 8 610121816192019161517159 9 9103 2 2 4553 023 33422122222
~——FebredoOropouche(%) 0 0 00 000000009 101123477884543363211426556 71821425353565254514239

Semana Epidemioldgica

Figura 1. Positividade para arboviroses no Espirito Santo (ES) no ano de 2024. Fonte: Boletim Laboratorial de
Arboviroses — Lacen/ES (disponivel em: https://saude.es.gov.br/boletins-informativos-lacen).

A realizacdo do diagndstico molecular por painéis expandidos permite a detec¢do simultanea
de multiplos agentes etiolégicos, de forma célere, guiando a conducdo clinica dos pacientes,
especialmente em casos de coinfec¢Ges, que ndo sdo raras em areas endémicas. No ES ja foi
possivel a deteccdo de 28 casos de coinfeccdo, incluindo triplas detecgGes identificadas em
pacientes provenientes de Laranja da Terra (Figura 2).

COINFECCAO M
Referéncia: 31 Dezembro (23) até 28 de Dezembro (24)

COINFECCAO MUNICIPIO (QUANTIDADE)
Laranja da Terra (8)
@ DENGUE 1 + CHIKV WileiVelnaifoz)
Vitdria (01)
Nova Venécia (02)
Ecoporanga (01)
' DENGUE 2 + CHIKV Vitdria (03)
Vila Velha (01}
Vitdria (02)
Sooretama (01)
DENGUE 1 + DENGUE 2 Ibatiba (01)
Boa Esperanca (01)
TOTAL DE . Viana (02)
COINFECCAO \ DENGUE 1 + DENGUE 2 + CHIKV* Laranja da Terra (02)
28 /J DENGUE 2 + OROV Mimoso do Sul (01)
24

*Coinfecgdo confirmada em sequenciamento genémico

Figura 2. Coninfecgdes por arbovirus identificadas no Espirito Santo (ES) em 2024. Fonte: Boletim Laboratorial de
Arboviroses — Lacen/ES (disponivel em: https://saude.es.gov.br/boletins-informativos-lacen).
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Cabe também frisar que o encerramento adequado desses casos de 6bitos suspeitos por
arbovirose depende diretamente da realizacdo de anadlises laboratoriais especificas e
confidveis, em consondncia ao disposto pela NOTA TECNICA N¢ 117/2024 -
CGARB/DEDT/SVSA/MS, de 20 de dezembro de 2024, e a NOTA TECNICA N2 3/2025 -
CGARB/DEDT/SVSA/MS, de 5 de janeiro de 2025.

Assim, como determinado nos documentos supracitados, é imprescindivel priorizar a utilizacdo
de ensaios moleculares, como a transcricio reversa seguida da reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-qPCR) e Pesquisa de IgM e IgG por imunoensaio, devido a
elevada sensibilidade e especificidade das técnicas. Esses métodos permitem a detecgdo

precisa de material genético dos agentes etioldgicos e a presenga de imunoglobulinas
(anticorpos), contribuindo para a confirmagdo diagndstica e subsidiando decisGes estratégicas
em saude publica.

3. FLUXO DO DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS ARBOVIROSES NO ESPIRITO SANTO

O diagndstico padrao-ouro para arboviroses é realizado por meio da transcricio reversa
seguida da rea¢do em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR). O Laboratério Central
de Salde Publica do estado do Espirito Santo (Lacen/ES), a partir do recebimento das amostras
encaminhadas pelas unidades solicitantes, ird realizar a conferéncia e processamento dos
materiais e encaminhar as areas técnicas responsaveis pela realizagdo dos ensaios moleculares
e soroldgicos (Figura 3).

Por meio de andlises moleculares (RT-gPCR e sequenciamento gendmico) em amostras de
soro, urina, liquido cefalorraquidiano (LCR) ou em fragmentos de tecidos coletados post
mortem é possivel detectar e identificar os diferentes arbovirus, e quando aplicavel os
sorotipos, para o encerramento e analise epidemioldgica dos casos.

Ressaltamos a necessidade do envio adequado das amostras bioldgicas ao Lacen ES, seguindo
os protocolos estabelecidos pelo MAN.NB01.001 — Manual de Procedimentos Técnicos para
Andlises Laboratoriais Bioldgicas (disponivel em: https://saude.es.gov.br/manuais-lacen),

incluindo as notificagcdes e-SUS contendo as informagdes clinicas e epidemioldgicas completas,
a fim de viabilizar uma analise robusta e conclusiva (Figuras 4 e 5).

Contamos com a colaboracdo de todas as unidades solicitantes e vigilancias envolvidas para a
execucdo dessa importante atividade, que visa ndo apenas o encerramento dos casos em
investigacdo, mas também a contribuicdo para o fortalecimento do sistema de vigilancia
epidemioldgica e a protecdo da saude da populagao.
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Figura 3. Fluxo de andlises moleculares realizadas no Lacen/ES. Fonte: Elaboragdo interna.
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Os tecidos indicados para biépsia podem variar de acordo com a metodologia:

1 Fragmentos de no minimo 1 cm? em tubo hermeticamente fechado sem formol ou solugao fixadora;

2 Fragmentos de, no minimo 1 cm? fixados em formalina tamponada ou bloco de parafina.
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Figura 5. Solicitagdo dos ensaios no sistema GAL. Fonte: Elaboragdo interna.

Solicitacdo no GAL - Arboviroses (EJA N RS -

Ce ettt
1. No sistema GAL os campos a seguir da requisicdo devem receber atencdo 3. Selecionar adequadamente os materiais biolégicos encaminhados.
especial, pois irdo contribuir com o andamento do fluxo de analise. Informar localizagdo somente para fragmento de articulagao.
: Selecionar tipo de material clinico conforme amostra: IN ou BP ou FT
Incluir Requisicio v Informar hora da coleta para amostras de biologia molecular
Dados da solicitacdo
Data da solicitacdo:  Finalidade: Descrigdo:
G ~

U - 6bito, 1 -12 amostra,

2 - 2% amostra - conceito epidemiolégico
1

1
v
Descricdo de Finalidade e Agravo/Doenca: selecionar o agravo suspeito;
Data de 1° sintomas: data de inicio dos sintomas de preenchimento obrigatério e
coerente com dados do ESUS-VS.

rz || IN - Amestra "in natura” | v

, Y Apés o preenchimento dos dados clicar em + Incluir
Informagdes Clinicas o - = = 4
Dados clinicos gerats : Selecionar a pesquisa de acordo com a amostra e o tempo
Agravo/Doenca: Dla s SIS - decorrido entre coleta e o inicio dos sintomas.
- 3 : N . . .
= C— As pesquisas irdo contemplar os ensaios realizados para cada tipo de
Idade.gestacinal: Mok, Disgnostico:  FaRRees . amostra, estando inclusos os exames diferenciais para arboviroses.
. 2 Comunicants
Acomparhamento 4 1 . ) o .
Controle . Liquor até 15° dia inicio dos sintomas - RT PCR em tempo Real
Gbito Pesquisa: Liquor - Neuroinvasivas
Caso Grave
o Surto Nowa amostra: | Liguor v v |1 N - Amostra "in natura” | v
o= =) | Diagnostico 08/10/2024  [3 10:00 Medicamento: | Medicamento’
l RE e s

2. !

Para fins de priorizagdo de atendimento, informar em detalhe do caso, a
classificacao se é caso suspeito, 6bito, ou caso grave.

5 & Inchur

Nova pesauisa: | Liguor - Neuroinvasivar v | Liquor v | () Incluir o) Incluir exame

Exame Metodologia Amostra Status

i Liquor - Neuroinvasivas: Liquor - 13 amostra—IN - Amostra "in natura”
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Soro até 5° dia do inicio dos sintomas - RT-PCR em tempo real
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4.4 Fragmento apos o ébito “In natura” - RT - PCR em tempo real
Pesquisa: ARBOVIROSES (FRAGMENTOS DE TECIDOS) - NATIMORTO
OBITO E ABORTO

it Somente para fragmento de articulacdo devera ser
S Spaes)] Soro 4 Al N Amocta Wil ,—? informada a localizacdo e no campo observacdo
Ll L - i S x| M ek B 4 ressaltar que é fragmento de articulac&o.
5| (@ Inclur - \‘
Amostras
Msterial « Amosira Msterial Cinico Dats de Coleta Hora da Colets i
Nova amostra: | Fragmento v “Joelho direito v u IN - Amostra “in natura” v
Sero 1% amestra Amestrs Tin naturs” 08/10/2024 08:00 —
08/10/2024 4 17:00 Medicamento: Medicamento” | v
Inclm_r Req?usu;ao & X & Incluir | @ Excluir
Nova pesquisa: o || Amostra v | @ Incluir - Matenal Locaiizagdo Amostra ~ Material Clinico Data de Coleta
e Antraz - Cultura Fragmento do tecido do SNC - cérebro Unica Amostra “in natura” 08/10/2024 -
Arboviroses Fase Aguda - Soro Fragmentos de coragdo Unica Amostra “in natura” 08/10/2024
Arboviroses (Fragmentos de Tecidos) - Obito, Natimorto e Aborto Fraguenion-de foudo L.Jm“ e
Fragmentos de tecido muscular Unica Amostra "in natura” 08/10/2024
1 Pesquisas/Exames
Exame Metodologia Amostra Status
Nova pesquisa: (Fragmentc v de figi v ) Incluir & Incluir exame
= Arboviroses Fase Aguda - Soro: Soro - 12 amostra--IN - Amostra “in natura” Exame Metodologia Amostra Status

Chikungunya, Biologia Molecular
Dengue, Biologia Molecular

RT-PCR em tempo real
RT-PCR em tempo real
Oropouche, Biologia Molecular
Zika, Biologia Molecular

RT-PCR em tempo real
RT-PCR em tempo real

4.3

Soro - 1* amostra  Ndo salva

de Tecidos) - , Obito e Aborto: Fragmento do tecido do SNC - cérebro - Amostra Unica—-IN - Amostra
"in natura”

Soro - 1* amostra  Ndo salva

- Chikungunya, Bioiogia Molecular RT-PCR em tempo rea Fragmentodot.. Nio sava
Soro - 1*amostra  Ndo salva Dengue. Biciogia Molecular RT-FCR Fragmentodot.. Niosava
Soro - 1 amostra Nio salva Mayaro. Biologia Molecular RT-PCR em tempo real Fragmentodot Nio saiva
Oropouche. Biologia Molecuiar RT-PCR em tempo rea Fragmentodot.. Nio sava
Zica, Biologia Molecular RT-PCR em tempo rea: Fragmentodot.. Nio sava

Soro apés 6° dia do inicio dos sintomas - sorologia

Pesquisa: Chikungunya - Sorologia ou Dengue, IgM - Sorologia

Exame

Nows pesaquizat w | Amostra

v | D Incii
Exame Metedelogia

& Chikungunya - Sorologia: Soro - 13 amastra-IN - Amostra "in natura” | Dengue. lgM
Chikungunya, IgG Enzimaimunosnsaio

Chikungunya, Igh Enzimaimunoensaio

Metodologia

& Dengue, IgM - Sorologia: Soro - 12 amostra--IN - Amostra “in natura”

Imunoensaio de fluorescéncia
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4.5 5.

Fragmento apds o 6bito Bloco de Parafina ou Formalina Tamponada - Campo - Observacges: A sinalizagdo das informag6es como descri¢do
Imuno-histoquimica dos sintomas, e demais informacgdes solicitadas pelo MAN.NB01.001
Pesquisa: Histopatolégico devem ser adequadamente preenchidas neste campo.
1
1
v
Amostras Observagies =
Nova amostra: | Fragmento w | Joelho direito v u EP - Bloco de Parafina v BZU AN @IEE
08/102024 |73/ Hora da Colel| Medicamento: | Medicamento’ v ? Exames complementares, sintomas, informacdes relevante para diagnéstico
© Inchi | @ Excluir Informar o tipo de
material clinico BP ou FT.
Amostras '
v Salvar | | Cancelar
Nova amostra: | Fragmento do tecido do SNC | v & v |u FT - Em formalina Tam | v

08/10/2024 |[8 | Hora da Cole!| Medicamento: | Medicamento’| v

S @ Induir | @ Exduir

Material Localizagio Amostra ~ Material Clinico Dats de Coleta
Fragmento do tecido do SNC - cérebro Unica "BP-Blocode Paraf.. 08/102024
Fragmentos de coragio Unica "Em formaina tamp...  08/10/2024
Fraomentos de floado Unica "Emformaina tame... 08/10/2024 X
Fragmentos de tecido muscular Unica "BF - Bloco de Paraf.. 08/10/2024
Pesquisas/Exames

Nova pesquisa: v Frag de col v &) Incluir & Indluir exame

Exame Metodologia Amostra Status

 Histopatologico : Fragmentos de figado - Amostra Unica—IN - Amostra "in natura”

Histopatolégico | Microscopia Optica Fragmentos de figado - Unica
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4. FLUXO DO INVESTIGACAO LABORATORIAL DE CASOS OBITOS SUSPEITOS POR
OROPOUCHE NO ESPIRITO SANTO

A partir de 2023, houve aumento significativo na detecgdo de casos de Oropouche no Brasil.
Em 2024, observou-se uma expansao da circulagdo viral para estados extra-amazonicos. A
transmissao autdctone foi identificada em QUASE TODAS AS UNIDADES FEDERATIVAS, com
excecdo do Rio Grande do Norte, Goias, Distrito Federal, Parana e Rio Grande do Sul.

A unidade federativa do Espirito Santo se destaca em relagdo ao maior nimero de casos de
Oropouche em 2024. Neste periodo, foram registrados quatro dbitos associados a infec¢ao
pelo virus Oropouche (OROV) no Brasil, sendo dois na Bahia, um no Parana e um no Espirito
Santo. Foram identificados quatro casos de transmissdo vertical do OROV com desfecho de
Obito fetal, sendo trés em Pernambuco e um no Ceard. Adicionalmente, houve o registro de
um caso de anomalia congénita no Acre também associado a infec¢do pelo OROV.

QUADRO CLINICO DO OROPOUCHE

O quadro clinico de infec¢do pelo Oropouche é agudo e evolui com febre de inicio subito,
cefaleia prolongada e intensa (dor de cabega), mialgia (dor muscular) e artralgia (dor articular).
Outros sintomas como tontura, dor retro-ocular, calafrios, fotofobia, nduseas e vOmitos
também s3o relatados. Casos com manifestacdes hemorragicas (petéquias, epistaxe,
gengivorragia) e acometimento do sistema nervoso (ex., meningite asséptica,
meningoencefalite, disautonomia) podem ocorrer. Os sintomas duram, na maioria das vezes,
de 2 a 7 dias, sendo em geral autolimitados, parte dos casos podem apresentar gravidade e
Obitos tém sido relacionados a doenca.

EMBORA, AS MANIFESTAGOES HEMORRAGICAS POSSAM SE ASSEMELHAR A QUADROS DE
DENGUE GRAVE, A FISIOPATOGENIA DO OROPOUCHE AINDA NAO ESTA TOTALMENTE
ESCLARECIDA, NESTE SENTIDO, O MANEJO CLINICO DEVE SER ANALISADO
INDIVIDUALMENTE.

A recorréncia dos sintomas de Oropouche é uma possibilidade, sendo relatada em até 60% dos
casos em alguns estudos. Os pacientes podem apresentar os mesmos sintomas das
manifestacdes iniciais ou sintomas mais leves, como febre, cefaleia e mialgia, geralmente
ocorrendo entre 1 a 2 semanas apds o inicio dos sintomas iniciais. O DIAGNOSTICO
LABORATORIAL E REALIZADO PELA DETECCAO DE MATERIAL GENETICO VIRAL POR
METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR, RT-qPCR, EM AMOSTRAS DE SORO. Os parametros de

desempenho das técnicas de pesquisa de anticorpos ainda ndo estdo bem definidos

(sensibilidade, especificidade e possibilidade de reacdo cruzada), além de AINDA n3o existirem

kits comerciais disponiveis.

PARA 0S OBITOS SUSPEITOS, é imprescindivel a coleta de tecidos, a qual deve seguir o padrio
de necropsia completa. Deve ser realizado o exame histopatolégico e a pesquisa de antigenos
virais em tecidos por imuno-histoquimica. A deteccdo molecular por RT-PCR deve
contemplar outros arbovirus (DENV, CHIKV, ZIKA, OROV e MAYYV). Coletar também amostras
de sangue para arbovirus e manter a rotina de investiga¢ao de outras causas.
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Para os casos de Obitos fetais, é fundamental seguir as recomendagdes descritas na NOTA
TECNICA CONJUNTA N2 135/2024-SVSA/SAPS/SAES/MS, de 14 de agosto de 2024, que traz
orientacdes especificas para a notificacdo e investigacdo de casos suspeitos de Oropouche em
gestantes, além de casos associados a anomalias congénitas ou débitos fetais. Essa nota técnica
estabelece diretrizes importantes para o manejo adequado e a conducdo das investigacdes
desses eventos (NOTA TECNICA N2 6/2024-CGARB/DEDT/SVSA/MS, de 23 de fevereiro de
2024).

Todas as amostras dos ébitos devem ser encaminhadas conforme orienta¢des contidas no
anexo |, para seus respectivos laboratdrios de referéncia, conforme fluxo estabelecido (Anexo
| - NOTA TECNICA N2 117/2024 - CGARB/DEDT/SVSA/MS, de 20 de dezembro de 2024).

5. DOCUMENTAGAO E ORIENTACOES NECESSARIAS PARA ENVIO DE AMOSTRAS AO
LACEN-ES

A. IDENTIFICAGAO DAS AMOSTRAS:

As amostras deverao ser identificadas adequada e individualmente com etiquetas, de forma a
nao ocultar o material da amostra contida no tubo. Preferencialmente, utilizar etiquetas
impressas do GAL (por amostra). Quando realizada de forma manual, a etiqueta deve conter o
nome completo do paciente, data de nascimento, data da coleta, natureza da amostra/material
(ex., secrecdo, fragmento) e sitio da amostra/localizacdo (ex., braco direito, regido perianal,
face). Para escrita manual, devem ser utilizadas canetas resistentes a umidade.

B. ACONDICIONAMENTO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS PARA TRANSPORTE:
As amostras devem ser organizadas em galerias ou suportes adequados e nunca soltas dentro
da caixa isotérmica, e por sequéncia de requisicdo GAL e amostra. A montagem da caixa
isotérmica deve ser realizada com gelo seco ou reciclavel, e esta deve ser higienizada antes e
apos cada envio. As amostras devem ser mantidas de 2 a 8 °C por até 48 horas ou congeladas
a- 20 °C por até 7 dias ap6s a coleta, apds este periodo conservar em — 70 °C.

C. ACONDICIONAMENTO DE AMOSTRAS DE TECIDOS PARA TRANSPORTE:
As amostras de tecidos devem ser: 1) amostras in natura e 2) amostras fixadas em formalina

tamponada ou em bloco de parafina. Devem ser organizadas em galerias ou suportes

adequados e nunca soltas dentro da caixa isotérmica, e por sequéncia de requisicdo GAL e
amostra. A montagem da caixa isotérmica deve ser realizada com gelo seco ou recicldvel para
as amostras in natura ou temperatura ambiente para as amostras em formol ou parafina, e
esta caixa deve ser higienizada antes e apds cada envio. As amostras refrigeradas devem ser
mantidas de 2 a 8 °C por até 24 horas ou congeladas a - 20 °C por até 7 dias apos a coleta, apds
este periodo conservar em — 70 °C.
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Caso haja alguma duvida ou necessidade de esclarecimentos, as dreas técnicas do
LACEN-ES podem ser consultadas nos seguintes contatos:

- Gerenciamento de Amostras Biologicas (GAB):
Telefone: (27) 3636-8382/ e-mail: lacen.sgab@saude.es.gov.br

- GAL/REDELAB:
Telefone: (27) 3636-8392 / e-mail: lacen.galbm@saude.es.gov.br

- Biologia Molecular II:
Telefone: (27) 3636-8407 /e-mail: lacen.biomol@saude.es.gov.br

- Imunologia:
Telefone: (27) 3636-8404 / e-mail: lacen.imunologial @saude.es.gov.br
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