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ENTEROVIRUS, INFECCAO POR - RT-QPCR QUALITATIVO [cdd. 12522 ]
INFORMACOES GERAIS

NOME DO EXAME

Enterovirus

OUTROS NOMES DO EXAME

Enterovirus ndo Pdlio; Gripe de Verao;

UTILIDADE DO EXAME

Sao virus responsaveis por doencgas frequentes em bebés, criangas e adolescentes, com manifestacdes
clinicas extremamente varidveis. Diferentes tipos circulam a cada ano. Surto de enterovirus D-68 causa
doenca respiratdria grave em criangas

INTERPRETACAO CLINICA
INFORMAGAO CLINICA

Enterovirus sao membros da familia dos picornavirus, um grupo grande e diverso de pequenos virus de
RNA caracterizados por um uUnico RNA gendmico de fita positiva. Enterovirus € um género de virus de
RNA de fita simples de sentido positivo associado a varias doengas humanas. Todos os enterovirus contém
um genoma de aproximadamente 7.500 bases e sdao conhecidos por terem uma alta taxa de mutacao
devido a replicagcdo de baixa fidelidade e recombinacao frequente. Apds a infecgcao da célula hospedeira,
o genoma ¢é traduzido de forma independente de cap em uma Unica poliproteina, que é
subsequentemente processada por proteases codificadas por virus nas proteinas do capsideo estrutural
e nas proteinas nao estruturais, que estao principalmente envolvidas na replicagao do virus.

Enterovirus isolados mais recentemente sdo nomeados com um sistema de ndmeros consecutivos: EV-
D68, EV-B69, EV-D70, EV-A7], etc.,, onde a genotipagem & baseada na regido do capsideo VP1. Enterovirus
afetam milhdes de pessoas no mundo todo a cada ano e sao frequentemente encontrados nas secrecdes
respiratorias (por exemplo, saliva, escarro ou muco nasal) e fezes de uma pessoa infectada.
Historicamente, a poliomielite foi a doenga mais significativa causada por um enterovirus, ou seja, o
poliovirus.

Utilizamos o método primer-sonda para detecc¢des de fragmentos do DNA/RNA virais em equipamentos
de PCR em tempo real (RT-gPCR ou transcriptase reversa qualitativa e quantitativa PCR). Logo, este
método de deteccao é direto. A tabela 1 apresenta as informacdes dos protocolos de amplificacao
utilizados assim como a comparagdo deles com alguns kits comerciais.

INTERPRETACOES

Os virus e respectivas regides-alvos de seus genomas estao descritos na primeira e segunda colunas,
respectivamente. Os limites de detecgao apresentados na terceira coluna foram estimados através da
diluicao seriada dos genomas virais, sendo consideradas os menores numeros de copias para os quais
100% das reagdes foram positivas. As porcentagens de concordancias dos resultados positivos e
negativos obtidos com nosso protocolo e outros protocolos comerciais estao apresentados na quarta e
na quinta colunas, respectivamente.

Tabela 1. Protocolo de detec¢ao dos virus respiratorios.

Regiao Limite de Resultados Resultados

Virus alvo Deteccgao positivos negativos
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reacao)
Enterovirus  5'UTR 1.000 90% 98,3%

Observacgdes: Resultados obtidos na comparagdo com o ensaio FTD Respiratory pathogens 21 kit - Fast
Track Diagnosis (Siemens);

Interpretacao do Exame

1. Resultado “Detectado” indica a presenca do patdgeno na amostra.

2. Resultado “Nao Detectado” indica a auséncia do patdégeno ou concentracao inferior ao limite de

deteccgdo (LoD) do teste.

3. Resultado “Inconclusivo”: Sem amplificagao do controle interno.
Nem todos os resultados positivos indicam infecgao ativa atual. Episédios assintomaticos sao
especialmente comuns para bocavirus e rinovirus, entdo um julgamento clinico deve ser feito sobre se o
virus detectado esta causando os sintomas do paciente ou se o0s sintomas estdao ocorrendo
incidentalmente durante um periodo de detecgao viral assintomatica.
Estabilidade
Refrigerada: 2° a 8°C até 72 horas
METODO
METODOLOGIA
Deteccdo baseado em Tecnologia do PCR em tempo real (RT-PCR). A deteccao dos virus sao detectados
com primers de sonda Tagman da Thermo Fisher®. Os ensaios moleculares multiplex, que dependem da
detecgao de acidos nucleicos virais, fornecem resultados rapidos com alta sensibilidade e especificidade,
tornando-os testes ideais quando usados no contexto de uma avaliagao clinica cuidadosa.
PRAZO
Até 6 horas
AMOSTRA
TIPO DE ESPECIME

Obtencdo de amostras Swab Nasal ou Escarro. Exame exclusivamente para pacientes com
sintomatologia.

INFORMACAO NECESSARIA

A amostra para exame pode ser coletado no domicilio sem qualquer custo adicional. Os prazos para
entrega de resultados obedecem aos seguintes critérios: Amostras coletadas no domicilio (preferivel) das
7 as 12 horas terdo laudos emitidos até as 18 horas do mesmo dia. Amostras coletadas no domicilio entre
13 e 24 horas terdo laudos emitidos até as 7 h do dia seguinte.

INSTRUCOES DE ENVIO

Conservagao para transporte em Sao Paulo a temperatura ambiente (estavel por 48 horas).

AMOSTRAS REJEITADAS
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Amostras enviadas sem meio de transporte viral
Aliquotagem de amostras para exames moleculares

Aliguota refere-se a uma parte ou porgdo representativa de uma amostra maior, que é separada para ser
utilizada em outro experimento.

Para que nenhuma informacgao seja perdida nesse processo, o laboratério deve manter um controle de
aliguotas e, em um primeiro momento, o técnico identifica o microtubo que receberd a aliquota e, ao
mesmo tempo, a registra no sistema. A aliquota deve ser realizada por um técnico de laboratdrio
familiarizado com os objetivos e os resultados esperados.

O exemplo de aliquotagem sera do liquido de Citologia de Base Liquida (CBL). A CBL, também conhecida
como citologia oncdética em meio liquido ou citologia em meio liquido, € uma técnica onde, ao invés de
raspagens na lamina, as células sao coletadas e suspensas em um liquido preservante com metanol, que
€ toxico, requerendo uso de luvas.

O liquido da CBL pode conter células livres, debris, células inflamatodrias, hemacias, bactérias, virus, fungos,
protozoarios, DNA livre, espermatozoides, fibrina, residuos de cremes, outras substancias usadas na
lavagem vaginal, e mais. Essas particulas estao parcialmente livres no liquido ou sedimentadas no fundo,
e 0 exame de Patologia Molecular busca extrair todo o DNA e RNA presentes na amostra.

Ppeta
Pasteur 3 mi

Homogeneizar o Aliquota corm pipeta  Erviar aliquota em
iquidio CBL de Pasteur microtubo com
tarmpa de rosca

1.5 m

O técnico deve homogeneizar a amostra para que tudo seja representado, submetendo-a a forte agitagdo
motora. Em seguida, transferir 1,5 ml desse liquido usando uma pipeta de Pasteur para o microtubo e
descarta-lo. Usar um microtubo com tampa de rosca (Kasvi é recomendado) e nunca um microtubo de
fechamento por pressdo, pois este pode abrir espontaneamente no traslado ao laboratério. Lembre-se: se
aliguotar mais do que o necessario (CBL originalmente contém 18 ml de preservante), pode-se interferir
Nno processamento automatico da citologia por pouco liquido. Nestes casos, o técnico devera repor o
volume com liquido preservante ou, na falta deste, com alcool 70%.

Medidas para aliquotagem abaixo. Dica: se enviar = 4 ml, utilize um tubo Falcon (ou similar) de 15 ml, como
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na figura ao lado.

LUl
¥
PCR para HPV - 2 ml
PCR para Painel Ginecoldégico - 2 ml
PCR para HPV e Painel Ginecoldgico - 2 ml
Captura Hibrida HPV - 4 ml
Captura para HPV + PCR para HPV - 6 ml
Captura para HPV + PCR para painel ginecoldgico - 6 ml
Captura para HPV + PCR para HPV e painel ginecoldgico - 6 ml.
Genoa e Encodexa™ sdo marcas LPCM Pagina 4 de 4



	Obtenção de amostras Swab Nasal ou Escarro. Exame exclusivamente para pacientes com sintomatologia.

