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ZIKA: ESTRUTURA LABORATORIAL
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LABORATORIOS CENTRAIS

CAPACITADOS EM RT-PCR EM TEMPO REAL

23 LACENs
" LACEN-AC LACEN-PA
" LACEN-AL LACEN-PR
" LACEN-AP LACEN-PE
" LACEN-AM LACEN-PI
" LACEN-BA LACEN-RJ
" LACEN-CE LACEN-RN
" LACEN-DF LACEN-RR
" LACEN-ES LACEN-RO
" LACEN-GO LACEN-SE
" LACEN-MS LACEN-SP
" LACEN-MG LACEN-TO

LACEN-RS
OBS:

1) LACEN MT e MA: S/ equipamentos.
2) LACEN PB: Aguardando capacitagao.

ACOES EM ANDAMENTO:

» Aquisicdo de equipamentos para estruturagédo da rede:
o 02 termocicladores para os Lacen MT e MA;
o 32 extratores automatizados de acido nucleico
(para 27 Lacen e 05 Laboratorios de Referéncia).
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ZIKA: DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Evidéncia Laboratorial de infecca pelo virus Zika

v'Primariamente pela deteccdo do RNA viral em soro e/ou urina

dindmica da viremia relativamente baixa

Soro - <=5 dias ap0s inicio dos sintomas Urina - até >= 8 dias apos inicio dos sintomas

Carga viral

1 3 5 7 9

Dias p6s inicio dos sintomas

Nivel de contengdo: BSL2
Atencao: recomenda-se evitar que profissionais gestantes trabalhem diretamente ou em ambiente onde amostras de casos suspeitos de Zika

sao processadas



ZIKA: DIAGNOSTICO MOLECULAR

Desafio 1: Método in house

rRT-PCR protocolo “in house”
Todos os reagentes e kits de extracao fornecidos pela CGLAB/MS

Genetic and Serologic Properties
of Zika Virus Associated with
an Epidemic, Yap State,
Micronesia, 2007

Robert S. Lanciotti,* Olga L. Kosoy,* Janeen J. Laven,* Jason O. Velez,* Amy J. Lambert,*
Alison J. Johnson,* Stephanie M. Stanfield,* and Mark R. Duffy*

Emerging Infectious Diseases - www.cdc.gowv/eid = Vol. 14, No. 8, August 2008

Table 3. Description and performance characteristics of Zika virus real-time RT-PCR primer/probe sets*

Genome Sensitivity, no.

Primer positiont Sequence (5" — 3) copies Specificityt

ZIKV 835 835-857 TTGGTCATGATACTGCTGATTGC

ZIKV 911c 911-890 CCTTCCACAAAGTCCCTATTGC 100 ZIKV
_ZUC R0 CAR 280 226 COGCATACACCATOACCTOCATACOAS

ZIKV 1086 1086-1102 CCGCTGCCCAACACAAG

ZIKV 1162c 1162-1139 CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT 25 ZIKV

ZIKV 1107-FAM 11071137 AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA

Detecta todos os genétipos de ZIKV

Zika4481 CTGTGGCATGAACCCAATAG - . . =
7ikad507cFAM ~ CCACGCTCCAGCTGCAAAGG Detecta somente o gendtipo Asiatico circulante na Regiao (desenhado por

Zikad552¢ ATCCCATAGAGCACCACTCC | Lanciotti, ndo publicado)



Solicitagoes de exames para virus Zika mensal,
2015/2016
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Desafio 2: Quatitativo de amostras
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Falta de informacodes nas fichas: gestante? caso grave com comprometimento neurologico?



DETECCAO E ISOLAMENTO DE ZIKV EM AMOSTRAS ALTERNATIVAS

Result ado
Espécime # periodo de detecg¢ao apos rRT-PCR Isolamento
inicio dos sintomas (Cts)
Urina 0Oa34d
+(Cts 22-38,8) +
Saliva 4a9d
+ (Cts 26-38) +
Fluido Amiotico 20 semanas
+ (Cts 22-38) n
Leite materno 3a20d
+ (Cts 21,6-29) i
Sémen 4a20d
+ (Cts 22-32,2) "
Secrecao Vaginal 3e6d
+ (Cts 27-38) i
LCR 4a9d
+ (Cts 27-36) i

Placenta + (Cts 32-37) +



ZIKA: DIAGNOSTICO MOLECULAR

% Desafio 3: Diagnéstico parcial

RT-PCR ZIKV

RT-PCR CHIKV
|
Negativo | v v

I

RT-PCR DENV

|
v v

Pode variar de acordo com 0s virus circulantes " .
Positivo Negativo




ZIKA: DIAGNOSTICO MOLECULAR

Solugao a caminho...

TESTE NACIONAL

Estd em fase de desenvolvimento por Bio-Manguinhos um teste molecular
multiplex para deteccéo dos trés agentes (dengue, chikungunya e zika)

Chamado de Kit Molecular Triplex: Dengue, Zika e Chikungunya, que
permitira a identificacdo simultanea do material genético dos trés virus

AJUSTES e ETAPA FINAL:

Na ultima fase de desenvolvimento do teste a CGLAB relatou a inviabilidade da
temperatura de armazenagem ser a -80°C. Dessa forma, Bio-Manguinhos fez
adequacdo na temperatura de armazenagem para -20°C e o lote de
consisténcia ja estd em producéo.

O IEC/PA ja validou o teste e Bio-Manguinhos preparou o dossié de registro
para ser encaminhado a Anvisa



ZIKA: DIAGNOSTICO SOROLOGICO

Desafio 4:

v Inexisténcia de kits comerciais validados para
deteccao de IgM, IgG e NS1

v Insumos para ELISA “in house” insuficientes e pouco
especificos (antigenos produzidos em culturas de
célula ou cérebro de camindongo)

v Extensa reagdo cruzada com outros flavivirus (DENV
e FA)

v Possibilidade de reacao cruzada também no PRNT

Em paises com co-circulacao de DENV e ZIKV, os resultados de sorologia para
ambos devem ser interpretados com cuidado devido o risco de reacao cruzada!



ZIKA: DIAGNOSTICO SOROLOGICO

DENYV Positivo

—

ZIKV Negativo

=

Presuntivo
DENV

Amostra de soro 2 6 d do inicio
dos sintomas

DENV Positivo

=

ZIKV Positivo

—

INFECCAO POR
FLAVIVIRUS

0 impasse

DENV Negativo

=

ZIKV Positivo

Presuntivo
ZIKV

Importante coletar amostras pareadas, mas existe a
possibilidade de nao resolver



REACOES CRUZADAS ZIKV X OUTROS FLAVIVIRUS

Estudo soroepidemioldgico (por PRNT) conduzido na Nigéria
entre 1971-1975 durante surtos de ZIKV demonstrou que:

v'50% dos individuos apresentaram resposta monotipica
para ZIKV;

v'40% foram ZIKV positivo e responderam para mais outros
dois flavivirus;

v'10% foram ZIKV positivo e mais outros trés flavivirus

Fonte: Fagbami AH et al, 1979



REACOES CRUZADAS ZIKV X OUTROS FLAVIVIRUS

Infeccao primaria por flavivirus

Table 1. 19G and IgM testing with heterologous flaviviruses of patients infected with ZIKV, Yap State, Micronesia, 2007*

lgG IgMm

Patient Days after onset ZIKV ZIKV DENV YFV JEV MVEV WNV
Primary flavivirus ZIKV
822a 5 1.5 23.2 1.3 1.4 1.7 1.1 -
822b 10 1.2 39.5 1.2 1.0 2.4 1.2 -
822¢ 24 3.3 131 2.7 0.63 1.8 1.3 -
830a 2 1.1 1.3 4.4 0.48 4.4 29 -
830b 21 1.8 16.3 1.9 0.63 1.3 16 -
849a 3 1.5 4.5 0.92 0.95 1.2 0.66 -
849b 18 3.0 18.2 2.2 1.0 2.7 1.5 -
862a 6 1.9 254 1.7 1.1 1.8 1.0 -
862b 20 2.6 154 2 1.1 2.3 1.1 Eq
Table 2. Neutralization testing with heterologous flaviviruses of patients infected with ZIKV, Yap State, Micronesia, 2007*

Dayrs after PRNT g titer
Patient onset ZIKV DENV1 DENV2 DENY3 DENV4 JEV YFV WNV SLEV  MVEV
Primary flavivirus ZIKY
822a 5 320 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
822b 10 2,560 10 10 10 10 =10 <10 <10 <10 <10
822c 24 5,120 10 10 10 10 <10 <10 <10 <10 <10
830a 2 <10 <10 NT% NT NT NT NT NT NT NT
830b 21 2,560 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
B49a 3 <10 <10 <10 <10 =10 <10 <10 <10 <10 <10
849b 18 0,240 <10 <10 <10 <10 <10 20 <10 <10 <10
862a & 320 <10 =10 =10 =10 =10 =10 =10 =10 =10
862b 20 2,560 10 10 =10 =10 =10 <10 <10 10 <10




REACOES CRUZADAS ZIKV X OUTROS FLAVIVIRUS

Infeccao secundaria por flavivirus

Table 1. IgG and IgM testing with heterologous flaviviruses of patients infected with ZIKV, Yap State, Micronesia, 2007*

IgG IgM
Patient Days after onset ZIKV ZIKV DENV YFV JEV MVEV WNV
Secondary flavivirus ZIKV (probable)
817a 1 59 14 3.7 08 1.7 0.7 -
817b 19 57 8.1 51 21 1.7 1.0 -
833a 1 34 1.7 3.7 1.0 28 1.3 -
833b 19 82 3.1 23 09 25 1.3 -
844a 2 38 38 6.8 20 215 07 -
844b 16 85 12.7 149 7.0 429 16 -
955a 1 50 1.8 3.7 1.0 34 24 Eq
955b 14 266 109 34 0.8 1.7 4.0 Eq
S68a 1 40 1.7 1.3 06 1.2 1.2 -
e58d 3 123 204 29 0.8 0.9 2.0 -
83%a 3 1 092 34 07 b 45 4 21 -
83%b 20 49 17.2 22 21 1.9 1.8 -
847a 5 09 0.94 41 41 23 13 -
847b 8 14.1 215 14 33 1.1 26 -
Table 2. Neutralization testing with heterologous flaviviruses of patients infected with ZIKV, Yap State, Micronesia, 2007
Days after PRNTq titer
Patient onset ZIKV DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 JEV YFV WNV SLEV MVEV
. Secondary flavivirus ZIKV (probable)
817a 1 80 80 160 320 1680 <10 <10 <10 40 40
817b 19 0,240 2,560 20.480 5.120 5,120 20 320 160 1,280 840
833a 1 160 320 80 40 20 <10 <10 <10 <10 <10
833b 19 1.920 20,480 5,120 5,120 1,280 <10 <10 80 320 320
844a 2 20 1.280 640 320 160 <10 <10 5 20 20
844b 16 0,240 40,980 10,240 5,120 1,280 5 <10 160 640 840
955a 1 40 1,280 640 160 320 <10 <10 <10 20 20
955b 14 1p3.840 81,920 20.480 10.240 5,120 10 <10 640 2,560 1,280
968a 1 80 320 320 80 40 <10 <10 <10 40 20
968b 3 0,240 840 640 160 160 <10 <10 10 40 20
83%a 3 <10 <10 10 <10 <10 <10 40 <10 <10 <10
839b 20 0,240 40 320 80 80 <10 640 40 80 80
847a 5 <10 <10 <10 <10 <10 <10 640 <10 <10 <10
847b 8 p.560 40 320 160 40 <10 1,280 80 320 320

Lanciotti et al, 2008




ZIKA: DIAGNOSTICO SOROLOGICO

Solucéo em curso....

ACOES CGLAB:

» Aquisicao de teste rapido (sorologia lgM e IgG)

- Aguardando resultado da validacao dos testes de Bio-
Manguinhos e da BahiaFarma pelo INCQS.

» Aquisicdo de ELISA (sorologia IgM e IgG)

- Aguardando resultado da validacao dos testes da Euroimmun
pelo INCQS.

- O TR para aquisicao esta em fase de elaboracéo.



PRODUTOS REGISTRADOS ANVISA

Registrados mas nao validados

¥EL Ministério da Satde

i

—l. I— Agéncia Nacional

—I~F de Vigilinecia Sanitiria
h\'\W.f.aI'I\'ISZ!.QUU.b[ _

Es Profissional Selor

OI&. o de Sadde Regulado

Resultados 1 - 7 de 7 produtos encontrados

Prdxima
[ mova consuLTa
) ) Produto | Registro I Situacio

Empresa : QUIBASA QUIMICA BASICA LTDA CNPJ : 19.400.787/0001-07
Bio Gene Zika Virus PCR |10265380300 [Publicado deferiments
Empresa : ARGOSLAB DISTRIBUIDORA DE PRODUTOS PARA LABORATORIOS LTDA CNPJ: 09.377.976/0001-52
Tell Me Fast Zika Virus 10G/1g11 Antibody Test |soa64810450 [Publicade deferimente
Empresa : MOBIUS LIFE SCIENCE INDUSTRIA E COMERCIO DE PRODUTOS PARA LABORATORIOS LTDA CNPJ : 04.645.160,0001-49
KIT XGEN MASTER ZV — Kit MASTER para Deteccio do Virus Zika |sosn2070022 [publicado deferiments
Empresa : ORANGELIFE COMERCIO E INDUSTRIA LTDA CNPJ : 09.449.181/0001-02
OL Zika 19G/1gM |eos35240048 [Publicado deferiments
Empresa : EUROIMMUN Brasil Importacdo e Distribuicio Ltda CNPJ: 93.741.726/0002-47
Zika virus 1oG 81148560018 Fublicade deferimenta

21148560019 Publicade deferiments

Zika wirus IgM

Empresa : FUNDACAD BAIANA DE PESQ. CIENTIFICA E DESENV. TECNOLOGICO, FORNECIMENTO E DISTRIBUICAO DE MEDICAMENTOS-BAHIAFARMA CNPJ: 13.078.518/0001-90

81285200001

Fublicade deferiments

Teste Rapide Zika IgG / IgM Combe Bahiafarma

Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitdria - Setor de Indistria e Abastecimento (SIA) — Trecho 5 — Area Espedial 57 - Brasilia (DF) - CEP 71205-050 - Tel: (61)
3462-6000 - Disque Saude: 0 800 61 1997

Sorologia: 2 ELISA e 3 Imunocromatografia (TR)
Molecular: 2 RT-PCR




PRINCIPAIS DESAFIOS

Teste sorologicos validados para diagnostico, especificos, sensiveis, baixo
custo e disponivel no mercado nacional;

Teste molecular multiplex sensivel validado capaz de discriminar DENV,
CHIKV e ZIKV;

NS1 para ZIKV

Amostras de soros pareados;

Recursos humanos;

Falta de informacdes nas fichas de acompanhamento de amostras como:
Inicio de sintomas, data coleta, idade, idade gestacional, sinais e sintomas;

Quantitativo de amostras que chegam aos laboratérios em periodos
epidemicos. Existe a necessidade de coletar amostras de TODOS o0s casos
suspeitos? A que custo? Que critérios deverao ser adotados?



DESAFIO FUTURO

BVDV = MICROCEFALIA e ARTROGRIPOSE??
BVDV + ZIKV = MICROCEFALIA e ARTROGRIPOSE??

ZIKV= MICROCEFALIA



OBRIGADA!!!



