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NOTA TECNICA N°001/2015 - LACEN

Ementa: Orientacoes para solicitacao e envio de amostras coletadas para o
diagnostico laboratorial de dengue e outras Doencas Exantematicas.

Atualmente, o Ministério da Saude adotou a nova classificacdo da OMS, que define a dengue como:

Dengue: paciente que apresente febre com dois ou mais dos seguintes sintomas: nduseas, vomitos,
exantema, mialgia, artralgia, cefaleia, dor retroorbital, petéquias. Nesses casos, o paciente devera
procurar atendimento em uma Unidade Basica de Saude;

Dengue com sinais de alarme: é todo caso de dengue que apresenta um ou mais dos seguintes
sinais de alarme: dor abdominal intensa e continua, dor a palpagdo do abddébmen, vOmitos
persistentes, sangramento de mucosas, letargia, irritabilidade, tontura.

Dengue grave:caso de dengue que apresenta um ou mais dos seguintes resultados: sangramento
grave, choque.

Visando orientar as Regionais de Saude, Municipios, Unidades de Saude e outros locais que

enviam materiais para o LACEN/PI, e tendo em vista o seu papel como laboratério de Referéncia
em Saude Publica segue as informacodes e os procedimentos

Orientacoes para procedimentos laboratoriais

A comprovagao laboratorial das infec¢des pelo virus da dengue (DENV) pode ser feita por meio de

isolamento viral, deteccao de genoma viral (RT-PCR), detecgcédo da proteina NS1 do virus, pesquisa de
anticorpos (sorologia) ou por estudo histopatolégico seguido de pesquisa de antigenos virais por imuno-
histoquimica.

e |solamento viral

E o método mais especifico (padrao ouro) e permite a identificagdo do sorotipo do virus (DENV)

responsavel pela infeccdo. Pode ser realizado em amostras de sangue, liquido céfalo-raquidiano (LCR) e
fragmentos de visceras (figado, bago, coragao, pulmao, rim e cérebro).

A amostra de sangue deve ser coletada na 12 semana da doencga, durante o periodo de viremia,

preferencialmente até o 4°dia do inicio dos sintomas.

¢ Deteccao do genoma viral pelo método da transcricao reversa seguida da reacao

em cadeia da polimerase (RT-PCR)

Nao é utilizada na rotina diagndstica, contudo tem importancia para o diagnostico dos casos em que as

técnicas de rotina foram insuficientes para a definicao diagnostica, especialmente nos casos que evoluiram

a 6bito. O método pode ser realizado em amostras de sangue, soro, liquido céfalo-raquidiano (LCR),
fragmentos de visceras (figado, baco, linfonodos, coracdo, pulméo, rim e cérebro) e ainda em lotes de
mosquitos vetores

¢ Deteccao da proteina NS1 do virus (antigeno)

O NS1 é um importante marcador de viremia e esta presente no soro de pacientes infectados com o

virus da dengue durante a fase clinica inicial da doenga. Este teste apresenta alta sensibilidade (variavel de
acordo com o sorotipo) durante os primeiros dias da febre, sendo encontrado tanto na infecgao primaria
quanto na secundaria.
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e Pesquisa de anticorpos (sorologia) —
E o método de escolha para a confirmagéo laboratorial na rotina. Existem varias técnicas,
sendo a captura de IgM por ELISA (MAC ELISA) o método de escolha, pois detecta infec¢des

atuais ou recentes. Baseia-se na detec¢édo de anticorpos IgM para o DENV. A coleta da amostra
devera ser coletada a partir do 6° dia do inicio dos sintomas sendo a coleta ideal no 14° dia.

Diagnéstico histopatologico seguido de pesquisa de antigenos virais por
imunohistoquimica

Realizado em material obtido apds a morte do paciente. As lesbes anatomopatoldgicas podem ser
encontradas no figado, baco, coragao, linfonodos, rins e cérebro.

Técnica de Coleta
O sangue deve ser colhido de forma asséptica em tubo vacutainer com gel separador, de
capacidade para 4 ml.

® Na falta de tubo vacutainer colher o sangue com seringa de 10 ml e agulha descartaveis, em

tubos sem anticoagulante, e apés 30 minutos centrifugar. Em seguida transferir o soro
(sobrenadante) para um tubo de vidro esterilizado.

Tipo de material utilizado e quantidade
e Soro Sanguineo (1 a2 ml)

Separacao do Soro

e Em servico que dispée de centrifuga fazer a centrifugagdo por 15 minutos a 1500rpm.
Transferir o soro para o tubo de vidro esterilizado. Fechar bem com tampa de borracha.
Identificar o frasco com 0 nome do paciente data de coleta e exame solicitado.

Em servico que nado dispdes de centrifuga, apds a coleta deixar o tubo com sangue em
repouso por 1 a 2 horas, ou tempo necessario para a retragdo do coagulo. Retire em
seguida o soro (sobrenadante). Transferir o soro para o tubo de vidro esterilizado. Fechar

bem com tampa de borracha. ldentificar o frasco com o nome do paciente data de coleta e exame
solicitado.

Conservacao da Amostra
e Isolamento Viral/ RT-PCR - Apds a centrifugacdo e separagdo do soro, manter o soro
refrigerado a -70°C, ou 2 a 82C por no maximo 8 horas — Enviar imediatamente ao LACEN.

Sorologia - Apos a centrifugagéo e separagéo do soro, conservar em refrigeracdo 2 a 8°C e
enviar o mais rapido possivel para o LACEN.

Envio da Amostra

*A amostra deve ser acondicionada em estante para tubos, dentro de uma caixa térmica com gelo
reciclavel.

Encaminhar com a ficha epidemiolégica completamente preenchida (obrigatéria) e a ficha de
encaminhamento da amostra (requisicao do exame) quando necessario.
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Cadastro da amostra

* Devera ser feito o

no site do LACEN:
02(duas) vias.

cadastramento no gerenciamento de ambiente laboratoria| (GAL) disponive!
www.lacen.pi.gov.br e énviada ao laboratério acompanhado de relatério em

Duvidas e esclarecimentos contatar
Email: .pi.gov.br
Fones: 86 - 3221-3551

Atcnciosamente,

Teresina, 05/05/2015
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Gildevane Vieira do Nascimgf?tg b
Gerente técnica do LACEN-P|
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