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1. Introducéo

1.1 Antecedentes

O recente aumento dos casos de microcefalia e outras
patologias neuroldgicas potencialmente associadas a
infeccio pelo virus Zika provocou um aumento da procura
de testes laboratoriais para detectar a infec¢io. Os grupos
priotitarios para os testes de diagnéstico devem ser
individuos sintomaticos e mulheres gravidas assintomaticas
com possivel exposicdo ao virus Zika. O presente
documento fornece orientagdes sobre as actuais estratégias
de testes da infeccdo pelo virus Zika. Este documento sera
revisto e actualizado a medida que surgirem novas
informacgdes.

1.2 Publico-alvo

Estas orientagGes provisorias destinam-se a ser usadas pelo
pessoal dos laboratérios que fagam testes da infecgao pelo
virus Zika e por clinicos e profissionais de satde publica
que fagam tratamentos clinicos ou vigilancia.

2. Recomendacgdes provisdrias

2.1 Amostras

O virus Zika foi detectado no sangue total (também no
soro e no plasma), urina, liquido cefalorraquidiano, fluido
amnidtico, sémen e saliva. Existem cada vez mais
evidéncias de que o virus Zika estd presente na urina e no
sémen durante mais tempo do que no sangue total ou na
saliva. [3]

Embora ainda estejam a ser recolhidos dados sobre a
duragdo da persisténcia do virus na saliva, liquido
cefalorraquidiano, sémen e produtos de concepgao, para
fins deste documento, recomenda-se que sejam colhidas
amostras de sangue total, soro e urina nos doentes que se
apresentem para os testes.

Contudo, sempre que possivel, a OMS encoraja a colheita
de outros tipos de amostras para testes de confirmag¢io ou
quando se investiga a associagdo entre a infec¢io pelo virus
Zika e casos de complica¢des neuroldgicas, microcefalia e
potencial transmissdo sexual.

e Amostras para testes de acido nucleico (NAT):
Sangue total, soro colhido num tubo seco e/ou utina
colhida que se apresentem com inicio de sintomas =< 7
dias

¢ Serologia (detecgiao IgM): Sangue total colhido num

tubo seco e soro colhido em doentes que se apresentem
com inicio de sintomas = 7 dias. Sempre que possivel,
devem colher-se amostras empatelhadas de soro, pelo
menos, com 2-3 semanas de diferenca, de preferéncia,
com a primeira amostra de soro colhida durante os
primeiros 5 dias da doenga.

Além da informagido do doente, registada com uma amostra
colhida (nome completo, data de nascimento, enderego,
hora e data da colheita, etc.), deve recolher-se também a
seguinte informagao:

¢ Sintomas, data de inicio, dura¢do dos sintomas,
contacto com casos conhecidos do virus Zika (e
tipo de contacto, e.g., amamentagio, parceiro
sexual);

¢ Historia completa de viagens (datas, locais,
duragdo da visita); e

¢ Historia de vacinagio, especialmente associada
com a vacinagio com flavivirus, incluindo o virus
da febre amarela, o virus da encefalite japonesa e,
quando possivel, os virus da dengue.

Durante um surto, especialmente em zonas com
transmissao generalizada, ndo sera comportavel testar todos
os casos suspeitos. Os seguintes grupos devem ter
prioridade na colheita e testagem de amostras:

e doentes com contacto sexual com um caso confirmado
ou provavel;

¢ doentes que correspondam a defini¢do de um caso
suspeito com perturbagoes neurologicas;

o mulheres gravidas com histéria de viagens a zonas com
transmissao corrente do virus Zika e/ou contacto
sexual com um caso confirmado ou provavel;

e mulheres gravidas em zonas com transmissio corrente
do virus Zika, cujos fetos tenham ou se suspeite que
tenham anomalias cerebrais congénitas;

¢ recém-nascidos com microcefalia ou anomalias
neurolégicas nascidos em zonas com transmissao
corrente do virus Zika ou nascidos de mulheres com
histéria de viagens a zonas afectadas pelo Zika durante
a gravidez

¢ bebés com mies diagnosticadas com o virus Zika,
especialmente se estiverem a amamentar; e

¢ nados-mortos ou abortos espontaneos de mulheres que
viveram ou viajaram para zonas afectadas pelo Zika,
durante a gravidez.



2.2 Estratégia de testagem

A estratégia de testagem adoptada pelos laboratérios deve
ser determinada pelos recursos disponiveis e o fluxo de
trabalho em cada laboratério. As abordagens de testes
usando estas estratégias variam conforme a prevaléncia de
virus que circulam na zona onde os doentes estiveram
expostos.

A OMS recomenda as seguintes estratégias:

e NAT em doentes que se apresentem com sintomas
iniciais < 7 dias.

o Serologia e/ou NAT em doentes que se apresentam
com sintomas iniciais = 7 dias. A serologia ¢ o método
preferido em amostras de doentes com inicio dos
sintomas >7 dias. Quando se usa NAT, os resultados
negativos devem ser interpretados com cautela. Este
teste nao exclui a infec¢do, pois a viremia baixa
rapidamente 7 dias depois do inicio dos sintomas, nao

podendo ser detectada por testes no extremo infeiror

da sensibilidade.

a. Algoritmo de teste proposto para casos suspeitos
de infecgdo por arbovirus identificada sete dias depois
do inicio dos sintomas (Anexo 1, Figura 1)

A presenca do virus Zika pode ser confirmada, usando
NAT, tais como a RT-PCR, para detectar metas no genoma
do virus especificas do virus Zika. Os laboratérios que
usem um ensaio de pan-flavivirus, em combina¢ido com a
sequéncia genética ou outras metodologias moleculares
convencionais, como os ensaios multiplex para a detec¢do
de flavivirus, devem garantir que as sequéncias iniciadoras
internas foram actualizadas, para detectar as recentes
estirpes do virus. Foram publicados conjuntos de
iniciadores e sondas para ensaios especificos do virus Zika

[5].

O virus Zika deve ser testado para além da dengue e da
chikungunya, quer sequencialmente quer em paralelo,
reconhecendo que a co-infeccio pelo virus Zika e outros
arbovirus foi documentada e tendo em consideracdo a
circulagio endémica de flavivirus.

b. Algoritmo de teste proposto para casos suspeitos
de infecgdo por arbovirus mais de uma semana apos o
inicio dos sintomas (Anexo 1, Figura 2)

Os testes serolégicos do virus Zika apenas devem ser feitos
port laboratérios com experiéncia na execucio de serologia
dos flavivirus. Os ensaios serolégicos recomendados
incluem imunoensaios enzimaticos (EIA) e ensaios de
imunofluorescéncia (IFA) detectando anticorpos IgM
através do lisado viral, proteinas sobrenadantes ou
recombinantes em cultura de células, assim como ensaios
de neutralizacio, tais como testes de neutralizacdo por
reducido de placas (PRNT). Embora o PRNT,
normalmente, apresente a maior especificidade, os ensaios
seroldgicos estdo sujeitos a reactividade cruzada,
especialmente em doentes com infec¢do anterior por
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flavivirus ou histéria de imunizagio. A estratégia ade
testagem em doentes que se apresentem = 7dias ap6s o
inicio dos sintomas centra-se na serologia, devido a
disponibilidade de reagentes. A detec¢do de IgM deve ser
feita em mulheres gravidas nas zonas de transmissao
endémica ou em mulheres gravidas que possam ter tido
contacto com o virus Zika transmitido por vectores ou por
via sexual. Se for necessario fazer mais testes, o uso de
testes comparativos de neutralizacdo podera fornecer maior
especificidade.

Em geral, um resultado reactivo para o Igm do virus Zika,
na auséncia de IgM da dengue ou outros flavivirus, sugere
exposi¢do recente ao virus Zika (Figura 2). Para os
laboratérios que executem PRNT, um aumento de quatro
vezes nos titulos de anticorpos neutralizadores, na auséncia
de um aumento no titulo de anticorpos para outros
flavivirus, constitui uma forte evidéncia de infecgdo recente
pelo virus Zika. Outras orienta¢oes sobre testes seroldgicos
serdo fornecidas, a medida que surgirem mais informagdes.

c. Diagnostico in vitro para o virus Zika que pode ser
usado no ponto de cuidados ou nas suas imediagées

Existe um forte interesse e necessidade de diagndsticos in
vitro rapidos e simples de usar (DIV) para a infecgdo pelo
virus Zika, nos pontos de cuidados ou nas suas imediagdes.
Deve dar-se especial atengio a avaliagio reguladora da
qualidade, seguranca ou desempenho dos pontos de
cuidados, quando se decide usar DIV.

2.3 Processamento e armazenamento das amostras

Quando se usam testes comerciais, as amostras devem set
colhidas, transportadas e armazenadas de acordo com as
instrucoes do fabricante. Em todas as outras circunstancias,
recomenda-se que as amostras sejam guardadas em
refrigeracdo de 2-8°C e analisadas dentro de 48 horas. Se
houver uma demora supetior a 48 horas antes do teste, o
soro deve ser separado e armazenado a parte. Todos os
tipos de amostras podem set congeladas a -20°C, até 7 dias.
Para armazenamento superior a 7 dias, as amostras devem
ser congeladas a -70°C. Deve evitar-se a congela¢io
repetida e a descongelacido das amostras.

A temperatura deve ser controlada e registada regularmente,
para identificar eventuais flutuagSes. Os
frigorificos/congeladores domésticos, com grandes
oscilagbes de temperaturas, nio sio adequados para o
armazenamento de amostras congeladas.

2.4 Biosseguranga

O trabalho laboratorial de diagnéstico, incluindo a andlise
da reac¢io em cadeia da transcriptase reversa (RT-PCR) e
os testes serolégicos em amostras clinicas de doentes com
suspeitas ou confirmagio de infec¢do pelo virus Zika, deve
ser realizado em condigoes do Nivel 2 de Biosseguranga
(BSL-2), como se descreve no Manual de Biosseguranga
Laboratorial, 3.“ ed., da OMS [4].



Todos os testes destinados a detectar a presenca do virus
Zika devem ser executados em laboratérios devidamente
equipados, por pessoal treinado nos procedimentos
técnicos e de seguranga relevantes. Em qualquer
circunstancia, devem ser seguidas as orienta¢oes nacionais
sobre biosseguranca laboratorial.

2.5 Transporte de amostras

As amostras que contenham ou sejam suspeitas de conter o
virus Zika podem ser transportadas em gelo seco, como
substancias bioldgicas da categoria B, UN3373.

Os regulamentos internacionais, tal como descritos nas
Orientagies para Regulamentos sobre o Transporte de  Substincias
Infecciosas de 2015-2016, da OMS, devem ser cumpridos. [0]

2.6 Escolha do diagnéstico in vitro (DIV)

Para assegurar testes seguros e eficazes, ¢ preciso ter em
conta a concepgao ¢ o desempenho dos produtos de
diagnéstico. Até a data, poucos dos DIV comercialmente
disponiveis para o virus Zika foram submetidos a uma
avaliacdo reguladora da qualidade, seguranca e desempenho.

Algumas instituicdes desenvolveram ensaios internos para
os testes do virus Zika. A OMS recomenda que os
laboratérios, que pretendam desenvolver e executar RT-
PCR internamente, encomendem ao seu fornecedor
habitual os conjuntos publicados de iniciadores/sondas,

que sdo capazes de detectar todas as estirpes circulantes do
virus Zika, e se assegurem de que o ensaio é devidamente
validado para uso em cada tipo de amostra. Do mesmo
modo, para ensaios comerciais, os laboratérios devem
seguir as instrucdes do fabricante sobre o tipo de amostra e,
se necessatio, validar os seus ensaios para os tipos de
amostras ¢ incluir controlos apropriados do processo
(interno) e o controlo externo da qualidade. O material de
controlo da qualidade esta disponivel no arquivo mundial
virus europeus (http://global.european-virus-archive.com/)

e, em breve, estard disponivel através de um programa da
OMS sobre preparagGes internacionais de referéncia
biolégica. Os Escritérios Regionais da OMS poderio ajudar
neste processo.

Em resposta a necessidade de DIV de qualidade garantida
para o virus Zika, a OMS criou um procedimento de
avaliagdo e listagem para uso em situagOes de emergéncia
(EUAL) [7]. O procedimento EUAL avalia se existem
evidéncias suficientes que mostrem que os beneficios de
usar os DIV para o virus Zika superam os riscos previsiveis
no actual contexto. A listagem da OMS também obriga o
fabricante a comunicar questoes de desempenho e
qualidade. Dadas as consequéncias de um diagndstico
errado, a OMS recomenda vivamente que apenas se devam
usar DIV que tenham sido submetidos a uma avaliacdo
abrangente e independente da qualidade, desempenho e
seguranca, para o diagnoéstico da infec¢io pelo virus Zika.
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3. Elaboracao das orientagdes

3.1 Agradecimentos

A elaborac¢io destas orientagdes provisorias: contou com os
seguintes contributos: Dr.* Emma Aarons, Public Health
England; Professor John Aaskov, Queensland University of
Technology, Australia; Dr. Daniel Bailey, Public Health
England; Dr.* Cristina Domingo Carrasco, Centre for
Biological Threats and Special Pathogens, Germany; Dr.
Sebastien Cognat, Global Capacities, Alert and Response,
WHO/Lyon; Kara Durski, Emerging and Epidemic
Zoonotic Diseases, WHO/HQ; Dr. Pierre Formenty,
Emerging and Epidemic Zoonotic Diseases, WHO/HQ);
Dz.* Maria Guadalupe Guzman, Instituto de Medicina
Tropical Pedro Kouri, Cuba; Dr.* Pamela Hepple,
WHO/EURO; Professor Marion Koopmans, National
Institute for Public Health and Environment, Netherlands;
Dr.* Isabelle Leparc-Goffart, French National Reference
Centre for Arboviruses; Dr Jairo Mendez Rico,
WHO/AMRO; Robyn Meurant, Prequalification,
WHO/HQ; Dr. Jorge Munoz, United States Centers for
Disease Prevention and Control; Dhamati Naidoo,
Emerging and Epidemic Zoonotic Diseases, WHO/HQ);
Dr.* Karen Nahapetyan, WHO/EMRO; Dr. Lee Ching Ng,
National Environment Agency, Singapore; Dr. Claudius
Nuebling, Technologies, Standards and Norms, WHO/HQ;
Dr Christopher Oxenford, Department of Global
Capacities, Alert and Response, WHO/Lyon; Ms Irena Prat,
Essential Medicines and Health Products, WHO/HQ; Dr
Chantal Ruesken, Erasmus Medical Centre, Netherlands;
Ms Anita Sands, Prequalification, WHO/HQ; Dr. Jonas
Schmidt-Chansit, Bernhardt Nocht Institute, Germany; Dr.
Willy Urassa, Prequalification, WHO/HQ; Dr. Hetve
Zeller, European Centre for Disease Prevention and
Control.

3.2 Métodos de elaboragao das orientagdes

Através das redes existentes dos Centros de Colaboragio
da OMS, foram identificados peritos em testes e virologia
laboratoriais, incluindo peritos das Regides das Américas,
Europa e Pacifico Ocidental. O grupo de peritos reuniu-se
por videoconferéncia, em 18 de Fevereiro de 2016, para
analisar o projecto de orientagdes. Posteriormente, os
participantes forneceram feedback escrito, que foi
incorporado no documento revisto. Uma segunda ronda de
estudo do documento realizou-se em Marco de 2016, apos
uma consulta da OMS sobre requisitos da EUAL para a
avaliacdo de dossiés e laboratérios, com vista ao
diagnéstico do virus Zika e realizada de 14 a 15 de Marco
de 2015, em Genebra, na Suica.

3.3 Declaragao de interesses

Nao foram identificados quaisquer conflitos de interesses, a
partir das declaragdes apresentadas. Nao forama usados
quaisquer fundos especificos para elaborar as presentes
orientagoes provisorias.


http://global.european-virus-archive.com/
http://instituciones.sld.cu/ipk/
http://instituciones.sld.cu/ipk/
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Anexo 1. Algoritmos de analise

Colher sangue e urina
manter uma porgéo de sangue como a primeira de um par de amostras de soro
( por g P P ) Se forem adoptados testes
sequenciais, dar prioridade
¢ aos testes para o contexto
RT-PCR para testes sequenciais ou paralelos de DENV, CHIK, ZIKV epldemlolqglco doifiariiliue
circulante
y
Resultado das reacgdes ao teste multiplex Interpretagdo
ZIKV pos. DENV neg. CHIK neg. Caso confirmado de ZIKV
ZIKV neg. DENV pos. CHIK neg. Caso confirmado de DENV
ZIKV neg. DENV neg. CHIK pos. Caso confirmado de CHIK
ZIKV pos. e/ou DENV pos. ou CHIK pos. Co-detecgéo e caso confirmado de ZIKV
Um resultado negativo em qualquer teste PCR nao exclui de modo conclusivo a infecgdo

Figura 1. Algoritmo de analise proposto para casos suspeitos de infec¢do por arbovirus identificados sete dias seguintes ao inicio dos sintomas

Colher sangue (serologia e RT-PCR) e urina (s6 RT-PCR), quando possivel,
se tiver passado mais de uma semana sobre 0 inicio dos sintomas

(Se forem colhidas amostras emparelhadas de soro T, espagar as amostras em 2-3 semanas)

\ 4
RT-PCR para o virus ZIKV em urina e sangue | Teste de IgM para DENV, CHIK e ZIKV e outros flavivirus que circulem onde
" a exposicao ocorreu
y
Resultado Interpretagao laboratorial*
\ 4 v
PCR positivo PCR negativo ZIKV pos. DENV neg. CHIK neg. Caso provavel de ZIKV
Caso confirmado de Infecgéo pelo virus Zika ZIKV neg. DENV pos. CHIK neg. Caso provavel de DENV
Zika ndo definitivamente | | ______________________ b ____
excluida ZIKV neg. DENV neg. CHIK pos. Caso provavel de CHIK
Outros tipos de espécimes para ZIKV pos. e/ou DENV neg. ou CHIK pos.|Co-deteccéo e caso confirmado de ZIKV
RTPCR: T T T T e T T
ZIKV pos. DENV pos. e/ou CHIK pos Infecgdo provavel por flavivirus+ co-
urina < 30 dias, infecgo por CHIK
SN S * A interpretacao final do resultado deve ser feita em conjugacao com a apresentagao clinica

tPara amostras de soro emparelhadas, um aumento quéadruplo do IgM, na auséncia de um aumento no titulo de anticorpos para outros flavivirus constitui mais
uma evidéncia de infecgéo recente pelo virus Zika

Figura 2. Algoritmo de analise proposto para casos suspeitos de infecgdo por arbovirus mais de uma semana depois do inicio dos sintomas



