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Virus Febre amarela
Arbovirus

v'grupo ecologico de virus RNA transmitidos por vetores artropddes hematéfagos

v Membro protétipo da familia Flaviviridae - nome do latim “flavus”— “amarelo”

v Género Flavivirus — mesmo grupo do dengue, zika, oeste do nilo

v" Sorotipo Unico

v 2 gendtipos nas Américas (I e 11) e 5 gendtipos na Africa

v" Principais reservatérios amplificadores: Primatas ndo humanos




Virus Febre amarela

Introducdo no Novo Mundo

Paradigma: durante o trafico de escravos assim como o seu vetor urbano, o Aedes aegypti
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VFA e Ae. aegypti
Continente Americano Continente Africano




Virus Febre amarela

Genotipo I: Brasil, Colombia,
Guiana, Guiana Francesa,
Suriname, Venezuela e Equador

. Genotipo I1: Peru e Bolivia
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GENOTIPOS VFA Africa

Classificacdo segundo Mutebi et al, 2001
prM/E region

Angola

East / Central Africa
East Africa

West Africa Genotype I
West Africa Genotype I



DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA FEBRE AMARELA

Ferramenta fundamental para a vigilancia

Evitar o risco de re-urbanizacao da doenca

Impedir a implanta¢ao de epidemias

4

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL
(Dengue, Leptospirose, Malaria, Hepatite,...)




DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Isolamento viral

v'Cultura de células

v'Inoculagio intratordxica mosquitos
v'Inoculagdo em cérebro de camundongo

Deteccao de acidos nucleicos virais
v'RT-PCR, RT-PCR em tempo real

Deteccao de anticorpos IgM, IgG
Testes “in house” 1
v'"Mac-ELISA — IgM |
v'G-Elisa- 13G
v'PRNT

v'IF

Detec¢ao de antigeno viral
v IFA

v'Sequenciamento do genoma (parcial ou completo)

.
AAACAACTTCOGTAAGTATA



Confirmac¢ao Laboratorial de Infec¢cao por VFA

v'Deteccdo de RNA ou isolamento viral (definitivo);
v'Deteccdo de IgM (presumptivo);

v'Aumento de >= 4 vezes titulo de anticorpos entre a
amostra aguda e a convalescente;

v'Deteccdo de antigeno viral




REDE DE LABORATORIOS DIAGNOSTICO FEBRE AMARELA
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REDE DE LABORATORIOS DIAGNOSTICO FEBRE AMARELA

Laboratério de Referéncia Nacional
Instituto Evandro Chagas (IEC-PA): Mac-Elisa; RT-PCR; Isolamento Viral e Sequenciamento

AC, AM, RO, RR, PA, AP, TO, AL, Pl e PE

03- Laboratorios de Referéncia Regional

Fiocruz/RJ*: Mac-Elisa; RT-PCR; Isolamento Viral e Sequenciamento
RJ, ES, BA, RN, CE, MG

LACEN/DF: Mac-Elisa e RT-PCR
DF, GO, MT, MS e PB

IAL/SP: Mac-Elisa; RT-PCR; Histopatolégico e Imunohistoquimica
SP, PR, SC, RS, SE e MA

01 Laboratorio Emergencial




Algoritmo para confirmacio de Febre Amarela

Caso suspeiloso de FA Y

<=10 dias Fase virémica (infacciosa) | Inico df”‘“m ] Fase pos-virémica
= +—— <=6dias aphs imicio dos (= 6dias apds inicia dos
simomas) : Lalels de amaesira sintomas|
.I RT-PCR l":..m EA | e _| E u" para FA I'
| Paosiivo | | Hegafve * | Fosivo I |
| Caso nunl‘l;rr:l-l:lnd-n F_i.] _ Diagnéstico ;H-f...-‘mlﬂl |
por lgM
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Flarwivirus *

i ! Caso suspeitoso ndo vacinade (ou antecedente de vacinagdo nio conhecido)

i 2Em alguns Cases. o RMA viral pode ser defectado ablk 7 dias apds o inkco dos snlomas

i 382 a PCR & negativa, verificar as condigbes de coleta, ransporte & quabdade da amosira. Também considerar a8 coleta de uma amosira da fase
pis- wirfmica para fazer diagniéstico sorolégica

£ Dapve inciuir pelo menos dengue & de acorda com a siluacio epdemeakigica da reglicipais, oulros Mavieinis

5 Se existem amasiras disponiveis, considerar PRNT com amastras pareadas &m um labaraldeio de referencia




Diagnostico Molecular

rRT-PCR protocolo “in house”

JCM

Joumals.ASM.org

Advanced Yellow Fever Virus Genome Detection in Point-of-Care
Facilities and Reference Laboratories

Cristina Domingo,® Pranav Patel,® Jasmin Yillah,> Manfred Weidmann,® Jairo A. Méndez, Emmanuel Rivalyn Nakouné,® and
Matthias Niedrig®

Robert Koch Institute, Berlin, Germany®; University Medical Center, Department of Virology, Géttingen, Germany®; Instituto Nacional de Salud, Laboratorio de Virologia,
Bogotd, Colombia®; and Institute Pasteur de Bangui, Bangui, Central African Republic®

Protocolo CDC (Primers e sonda — Barbara Jonhson/CDC)




NUumero de exames de febre amarela solicitados de casos
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Brasil, 2016 a 2017
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Brasil, 2016 a 2017

Casos suspeitos febre amarela com solicitacao de exames por semana epidemiol
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Quantitativo de exames febre amarela em amostras de casos humanos por metodologia e ano,
Brasil 2016 e 2017.
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Distribuicdo de percentual de exames de febre amarela em humanos por metodologia e semana epidemioldgica
Brasil, Nov/2016 a Maio/2017.
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Ndmero de pacientes com pelo menos um resultado positivo para febre amarela por semana epidemioldgica.

Brasil, 2016 a 2017

300

268
2

24
2

250

200

18
4|

150

126

111

Atualizagao: 12.05.2017

84

93

54°9

10
I

19

70

46

67

55

80

11

100

41

50

21 143

4313

0

6T°LT0¢C
8T°L10¢
LT°LT0C
9T°LT0¢C
ST°LT0¢
¥1°LT0C
€T°LT0C
¢1°LT0¢C
TT°LT0C
0T'LT0¢
60°LT0¢C
80°LT0¢
L0°LT0C
90°LT0¢
S0°LT0¢
70°LT0¢
€0°LT0¢
¢0°LT0¢
T0'LT0C
¢S'970¢
TG6'9T0¢
05'9T0¢C
67'9T0¢C
817'910¢
L¥'9T0C
917'9T0¢
S'910¢
'9T0¢C
E€¥'9T0¢
'910¢
Tv'910¢
0v'910¢
6€'9T0¢
8€'9T0¢
LE9TOC
9€'9T0¢
S€9T0¢
7€'9T0¢
€€'9T0¢
C€9T0¢
Te€9T10C
0€'9T0¢C
6¢'9T0¢
8¢'910¢
£LT°9T0¢C
9¢'910¢
S¢'910¢
¥2'910¢
€7°9T0¢
¢C910¢
TC'910¢C
0¢'910¢
61°9T0¢
8T'9T0¢
L1°9T0¢
91'9T0¢
ST'910C
¥1°910¢
€1°9T0¢
[4R=110]4
T1'9T0¢
0T'9T0¢
60°9T0¢
80'9T0C
£0'9T0¢
90'9T0¢
S0'9T0¢
70°910¢
€0'9T0¢
¢0'9T10C
T0'9T0¢

Fonte: GAL



Oportunidade de liberacao de resultados de amostras pelo laboratério
executor do diagndstico

M Liberacdao Oportuna M Liberag¢ao Inoportuna
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Método Diagnostico



Amostras diagnostico febre amarela recebidas Fiocruz, Jan-Mai 2017
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Tipos de amostras: soro, sangue, tecidos, (cerebro, rins, bago, figado, coracao, pulmao) LCR e urina



Resultados de Laboratorio

v' Media de dias liberacdo de resultados RT-PCR amostras tecido: PNH — 5 dias (48 hs — 12 dias)
casos — 3 dias (24 hs — 4 dias)

v" Amostras de fluidos corporais por RT-gqPCR - 48 hs (6hs — 72hs)

v' Amostras sorologia — 48 hs (72 hs — 5 dias)

v" Cts RT-PCRs de amostras casos — 20 a 34 Casos de EAPV — Cts 27 a 38
amostras PNH Allouata- 4a 20
Callitrix - 27 a 37




EMERGING INFECTIOUS DISEASES

m COC » EID journal > Ahead of Print / In Press
October 2017 n u

155N: 1080-6059
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wesdotprn/npess = Lineage-Specific Real-Time RT-PCR for Yellow Fever Virus Qutbreak Surveillance, Brazil

Lineage-Specific Real-Time Carlo Fischerl, Maria C. Torres?, Pranav Patel, Andres Moreira-Soto, Ernest A Gould, Rémi N, Charrel, OnThisPage
RT-PCRfor Yellow Fever Xavier de Lamballerie, Rita Maria Ribeiro Nogueira, Patricia C Sequeira, Cintia D § Rodrigues, Beate M.

Virus Qutbreak

Surveillance, Brazil Kimmerer, Christian Drosten, Olfert Landt, Ana Maria Bispo de Filippis=, and Jan Felix Drexlert The Chudy

Yellow Fever in Brazil: Form the endemic to epidemic 2016-2017Yellow Fever in the Southest of Brazil: Molecular Epidemiology
Nature Eurosurveillance



Resultados parciais amostras casos humanos testados por RT-PCR and Mac-Elisa
Jan-May/2017

SAMPLE RT-PCR (794) SEROLOGY IgM (496)
Total Pos (%) Neg Total Pos Neg Incon*
Serum 668 210 (31,4%) 458 485 172 (35,4%) 298 15
Blood 39 18 (46%) 21 5 1(20%) 4
Plasma 1 0 1 2 0 2
CSF 22 2 (9%) 20 4 2 (50%) 2
Urine 7 2 (28,5%) 5
Liver 24 21 (87,5%) 3
Spleen 4 3 (75%) 1
Heart 3 3 (100%) 0
Lung 3 3 (100%) 0
Kidney 21 19 (90,4%) 2
TOTAL 792 281 511 496 175 306 15

*Inconclusive result in IgM detection




Desafios

Inexisténcia de kits comerciais validados para deteccao de anticorpos e antigeno NS1;

Insumos para ELISA “in house” insuficientes e pouco especificos;
Possibilidade de reacdes cruzadas com outros flavivirus;
Amostras soros pareados;

Sequenciamento direto de amostras positivas com baixos titulos;

D N N NN

Necessidade de processar amostras de PNHs em NB3;

<

Amostras de Callitrix com resultados descordantes com IQ

<

Recursos humanos;

v' Falta de informacdes nas fichas que acompanham as amostras: inicio dos sintomas, data de coleta,
vacina, idade, etc

v Quantitativo de amostras de PNHs que chegam ao laboratdrio, existe necessidade de coletar amostras de
PNHs em dareas com circulacao ja confirmada? Utilizar critérios mais qualitativos do que quantitativo.




CONCLUSOES

» Ampliar a capacidade diagndstica da rede de laboratdrios;

» Descentralizar o diagnéstico;

» Necessidade de padronizacao de protocolos e reativos;

» Necessidade de estabelecer algoritmo de diagndstico de casos de infeccdo natural
e de EAPV;

» Promover estudos com Callitrix x infeccao virus febre amarela
» Revisar os critérios de vigilancia de PNHs durante a ocorréncia de epizootias;

» Reforcar a comunicacao entre vigilancia e laboratorio;

» Eliminar a febre amarela através de estratégias efetivas de vacinacao




@ Expansdo da Febre amarela, sul e sudeste, 1932- 1942
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