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PROTOCOLO LABORATORIAL - MENINGITES VIRAIS

A meningite viral ou asséptica é causada, em geral, por enterovirus
(poliovirus, echovirus, coxsackievirus A, coxsackievirus B, enterovirus-
A71, enterovirus-D68 etc.). No entanto, outros virus também podem
causar meningite como o virus do sarampo, da rubéola, da caxumba, o virus
Epstein-Barr, os virus herpes tipo 1, 2 e 6 (roséola ou exantema subito), o
virus varicela-zoster, o citomegalovirus, o eritrovirus B19, o adenovirus, o
virus influenza, os coronavirus, incluindo o SARS-CoV-2 e os arbovirus
como o virus da dengue, do chikungunya, da febre amarela e o Zika virus.

Os enterovirus estdo presentes na orofaringe e nas fezes de pessoas
infectadas. O modo de transmissdo é de pessoa a pessoa por meio de
contaminagao oral-oral (ou seja, por meio de goticulas/aerossois da
nasofaringe, por exemplo, quando do compartilhamento de alimentos,
bebidas ou cigarros, do beijo, ou da tosse ou espirro) ou fecal-oral (por
exemplo, quando da troca de fraldas ou ao ir ao banheiro e nao lavar as
maos corretamente).

O diagndstico laboratorial do virus especifico relacionado a meningite
é recomendado em situacdes de surto/agregado de casos, quando o caso
evolui para 6bito e em casos isolados especificos. A identificacdo do virus é
de extrema importancia para a vigilancia epidemiolédgica e para as medidas
de prevencgao e controle. No contexto de um surto/ agregado de casos
(ocorréncia de doenca em frequéncia inesperada) serao analisadas
amostras de todos os casos. O nUmero maximo de amostras por surto/local
sera orientado pela vigilancia epidemioldgica estadual.

A realizacdo dos exames quimiocitoldgico, bacteroscopia, teste de
aglutinacao pelo latex e cultura de liquor e/ou sangue (hemocultura) é de
responsabilidade dos laboratérios dos hospitais, municipios, e regides de
atendimento do caso.

O exame quimiocitolégico do liquor permite a contagem e o
diferencial das células, as dosagens de glicose e proteinas, e deste modo,
expressa a intensidade do processo inflamatério/infeccioso e orienta a
suspeita clinica. No primeiro exame quimiocitolégico do liquor o
predominio pode ser de neutréfilos, podendo alterar para linfomonocitario
em 6 a 48 horas, nas meningites virais (Quadro 1). O exame
quimiocitolégico ndo deve ser utilizado na conclusao do diagndstico das
meningites por sua baixa especificidade.



s

i o CENTRO DE VIGILANCIA
CTH e (Ve RESP
m ..... “Prof. Alexandre Vranjac” [t

COORDENADORIA DE
CONTROLE DE DOENGAS

Quadro 1. Exame quimiocitoldgico de liquor nas meningites de acordo
com a suspeita clinica

DiagnosticolAspect (células proteina glicose Bacteroscopia
0 (leucécitos/mm3|(mg/dL) (mg/dLl) |Gram
)
limpido|RN até 20
Normal incolor |< 1ano até 10 |15 -50 45 - 100 |negativo
> lano até 5
Meningite [turvo [> 500> 100 < 50 positivo*
bacteriana |purule |(neutroéfilos)
nto
Meningite |[limpidofaté 500normal normal negativo
viral (linfécitos)
Meningite |[limpido[> 10 (linfocitos eaumentado [diminuido |positivo**
por fungo monacitos)
Meningite [turvo |500 - 2000aumentado |normal negativo
por (eosinofilos)
parasita

*presenca de cocos, diplococos, bacilos ou outros e coloragao positiva ou
negativa ao gram; ** presenca de filamentos ou leveduras.

As amostras devem ser encaminhadas ao Nucleo de Gerenciamento
de Amostras Bioldgicas do Instituto Adolfo Lutz (IAL) de Sao Paulo
acompanhadas da ficha de encaminhamento e apds preenchimento das
fichas de notificacdo individual e/ou surto do SINAN-Net. Devido a
complexidade dos testes, os resultados estardao concluidos, em média, no
prazo de 30 dias.

Este protocolo Ilaboratorial tem por objetivo aprimorar o
acondicionamento, manuseio, manutencao e transporte de amostras
bioldgicas destinadas ao diagndstico e caracterizacdo laboratorial dos
agentes etioldgicos que causam meningites virais.

ENTEROVIRUS

A deteccdo dos enterovirus pode ser realizada por meio do isolamento
viral, da transcricao reversa - reagao em cadeia pela polimerase em tempo
real (RT-qPCR), da pesquisa de anticorpos neutralizantes (sorologia) ou
pela imuno-histoquimica. Estes exames podem ser realizados em liquor,
fezes, soro e fragmentos de tecidos de acordo com o orientado abaixo.
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Espécimes clinicos (amostras bioldgicas):

Liquor: 3 a 5 mL; fezes: 2 a 8 gramas (1/3 do coletor universal);
sangue: 5 mL, sem anticoagulante; soro: 3 mL; fragmento de
tecido: minimo 1 mm.

Isolamento viral em culturas celulares

Liquor: enviar uma amostra de cada caso. Coletar uma amostra (3 a
5 mL) na fase aguda (até o 3° dia a partir do inicio dos sintomas) em
tubo de polipropileno estérii com tampa de rosca e estocar
imediatamente em baixa temperatura (-70°C). Transportar em
nitrogénio liquido ou gelo seco. Muito cuidado com o manuseio do
nitrogénio liquido. Nao utilizar vidraria, pois ha o perigo de explodir,
usar tubos de polipropileno com tampa de rosca (criotubos). A
amostra de liquor proveniente de locais proximos ao IAL de S3o Paulo
poderd ser enviada imediatamente apds a coleta em banho de gelo
(tubo de coleta acondicionado em saco plastico em contato direto com
gelo comum) e o transporte devera ocorrer em caixa isotérmica.

Fezes: enviar uma amostra de cada caso. Coletar na fase aguda
(até o 3° dia a partir do inicio dos sintomas) uma amostra de 2 a 8
gramas ou aproximadamente 1/3 da capacidade do coletor universal
de fezes (potes plasticos com tampa de rosca). Estocar a -20°C e
transportar em caixas isotérmicas com gelo reciclavel. A realizacdo
do isolamento viral nas fezes esta condicionada a entrada da 12 e 22
amostras de sangue ou soro (verificar as orientagdes do diagndstico
soroldgico). O isolamento viral nas fezes s6 tem significado patoldgico
quando ocorrer conversdo soroldgica. O(s) frasco(s) deve(m) ser
devidamente identificado(s) com o0 nome completo do paciente, tipo
de material enviado e data da coleta.

Deteccao e identificacao do virus por RT-qPCR

Liquor: enviar uma amostra de cada caso. A amostra deve ser
coletada e enviada ao IAL de modo semelhante ao orientado para o
isolamento viral. A detecgao viral por RT- gPCR pode ocorrer inclusive
no liquor pds-oébito.

Fezes: enviar uma amostra de cada caso. A amostra pode ser
coletada apds a fase aguda da doenca e enviada ao IAL de modo
semelhante ao orientado para o isolamento viral.
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Diagnodstico soroldgico (pesquisa de anticorpos para enterovirus)

Enviar duas amostras de sangue (5 mL sem anticoagulante) ou soro
(3 mL). Uma amostra na fase aguda da doenca (até o 3° dia a partir do
inicio dos sintomas) e uma amostra na fase de convalescenca (15 a 20 dias
ap6s a primeira coleta). As amostras pareadas permitem verificar a
conversao soroldgica. Coletar no minimo 5 mL de sangue em tubo estéril
com tampa de borracha, sem anticoagulante, enviar imediatamente ao
IAL e transportar em temperatura ambiente. Os soros podem ser estocados
a -20°C e encaminhados ao IAL em caixa isotérmica com gelo reciclavel.
N3o se esquecer de coletar a 22 amostra de sangue 15 a 20 dias apds a
coleta da 12 amostra, pois o exame so sera realizado apds o recebimento
da 22 amostra de sangue ou soro.

Deteccdao do virus por imuno-histoquimica em fragmentos de
tecidos

Para pesquisa do antigeno viral especifico, acondicionar cada
fragmento de tecido/ érgao (minimo: 1 mm) em frasco de boca larga (tipo
coletor universal) contendo solucao fixadora de formalina 10% ou formalina
tamponada no volume de 20 vezes o volume do fragmento. Identificar o
frasco com nome do paciente e o local de coleta do fragmento. Este
procedimento requer no minimo 24 horas para fixacdao adequada,
preferencialmente 72 horas. Conservar e transportar em temperatura
ambiente em caixa isotérmica. Evitar temperaturas acima de 40°C.

VIRUS HERPES, VARICELA-ZOSTER E EPSTEIN-BAAR

A deteccdo dos virus herpes tipo 1, 2 e 6, do virus varicela-zoster e
do virus Epstein- Baar pode ser realizada por meio da RT-gPCR ou da
imuno-histoquimica. Estes exames podem ser realizados em liquor,
fragmentos de tecidos e liquido vesicular. As amostras devem ser coletadas
e enviadas de modo semelhante ao orientado para os enterovirus.

CITOMEGALOVIRUS

A deteccao do citomegalovirus pode ser realizada por meio da RT-
gPCR e da imuno- histoquimica. Estes exames podem ser realizados em
liquor, fragmentos de tecidos e urina. Adicionalmente a sorologia pode ser
realizada nos hospitais. O acondicionamento, manuseio e transporte de
amostras deve ocorrer de acordo com o orientado no Manual Eletrénico de
Exames do IAL de Sao Paulo.
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CAXUMBA, SARAMPO, RUBEOLA, ADENOVIRUS E ERITROVIRUS
B19

A deteccao do virus da caxumba pode ser realizada por meio da RT-
gPCR em amostras de secrecao das vias aéreas superiores e inferiores. A
deteccao dos virus do sarampo e da rubéola pode ser realizada por meio
da RT-gPCR, da imuno-histoquimica ou da pesquisa de anticorpos
(sorologia). Estes exames podem ser realizados em liquor, fragmentos de
tecidos, sangue, urina, saliva e secrecao da nasofaringe. Ha maior chance
de identificacdo viral quando a amostra é coletada nos primeiros dias de
exantema. Estes exames também poderao ser coletados na suspeita de
panencefalite esclerosante subaguda (PEESA) e na suspeita de evento
adverso pos-vacinal.

A deteccao do adenovirus pode ser realizada por meio da RT-qPCR.
Este exame pode ser realizado em liquor e fragmentos de tecidos. A
pesquisa do eritrovirus B19 (parvovirus B19) é realizada por meio da
RT-gPCR ou da pesquisa de anticorpos (sorologia). Estes exames podem
ser realizados em liquor, fragmentos de tecidos e sangue nos hospitais e,
em casos especiais e de surto, apds discussao com a DDTR/CVE e
autorizacdo do Nucleo de Doengas Respiratérias do IAL de Sao Paulo por
senha.

VIRUS INFLUENZA E CORONAVIRUS (incluindo SARS-CoV-2)

A deteccao do virus influenza pode ser realizada por meio da RT-qPCR
e da imuno- histoquimica em amostras de secrecao das vias aéreas
superiores e inferiores, de liquor e fragmentos de tecidos. A deteccdo
viral por RT-gPCR pode ocorrer inclusive no liquor e no sangue pds-obito.
A deteccao do virus SARS-CoV-2 pode ser realizada por meio da RT-
gPCR e da imuno-histoquimica em amostras de secrecao das vias aéreas
superiores e inferiores, de liquor, fragmentos de tecidos e urina. A deteccdo
viral por RT-qPCR pode ocorrer inclusive no liquor pds-ébito. A deteccao do
virus SARS-CoV-2 também pode ser realizada por meio da pesquisa de
anticorpos (sorologia). Estes exames também poderao ser coletados na
suspeita de evento adverso pds-vacinal.

ARBOVIRUS

A deteccao do virus da dengue pode ser realizada por meio do
isolamento viral, da RT-qPCR, da imuno-histoquimica ou da pesquisa de
anticorpos (sorologia). Estes exames podem ser realizados em liquor,
fragmentos de tecidos e sangue, inclusive em sangue pos- Obito. A
deteccao do virus chikungunya pode ser realizada por meio do isolamento
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viral, da RT-gPCR ou da pesquisa de anticorpos (sorologia). Estes exames
podem ser realizados em liquor, fragmentos de tecidos, sangue e sangue
pos-Obito. A deteccdo do virus da febre amarela pode ser realizada por
meio do isolamento viral, da RT-gPCR, da imuno- histoquimica e da
pesquisa de anticorpos (sorologia). Estes exames podem ser realizados em
liguor, fragmentos de tecidos, sangue e inclusive sangue pos-o6bito. Estes
exames também poderdo ser coletados na suspeita de evento adverso
pos-vacinal. A deteccao do Zika virus pode ser realizada por meio do
isolamento viral, da RT-qPCR e da pesquisa de anticorpos (sorologia).
Estes exames podem ser realizados em liquor, fragmentos de tecidos, urina,
sangue e sangue po6s-o6bito.
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