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Introdugéo

Este documento apresenta uma orientacdo proviséria aos
laboratorios e diferentes atores envolvidos na realizacdo de
exames laboratoriais para o virus COVID-19.

Ele baseia-se parcialmente na orientagcdo provisdria para os
exames laboratoriais do coronavirus da Sindrome Respira-
toria do Oriente Médio (MERS)."® As informagdes sobre a
infeccdo em humanos pelo virus COVID-19 estdo evoluindo
e a OMS continua a monitorar os acontecimentos e revisar
as recomendacdes conforme necessério. Este documento sera
revisado conforme novas informacdes forem disponibiliza-
das. Comentdrios (feedback) sdo bem vindos e podem ser en-
viados para WHElab@who.int.

O virus agora recebeu o nome de SARS-CoV-2 pelo Comi-
té Internacional de Taxonomia Viral (ICTV)’ (2). Este virus
pode causar a doenca chamada de doenga do novo coronavi-
rus 2019 (COVID-19). A OMS se refere ao virus como CO-
VID-19 nas suas documentagdes atuais.

Principios orientadores para 0s exames
laboratoriais dos pacientes que forem
considerados um caso suspeito

A decis@o de fazer o exame deve ser baseada em fatores clini-
cos e epidemioldgicos e deve estar relacionada a uma avalia-
¢do da probabilidade de infeccdo. O teste de PCR para con-
tatos assintomadticos ou levemente assintomaticos pode ser
considerado para a avaliacdo de individuos que tiveram con-
tato com um caso de COVID-19. Os protocolos de triagem
devem ser adaptados para a situagdo local. As definicdes de
caso estdo sendo revisadas e atualizadas regularmente e sio
adaptadas conforme novas informacgdes forem disponibiliza-
das. Para a defini¢do de caso suspeito de acordo com a OMS
vide: Vigilancia Global de infec¢do humana com a doenca do
novo coronavirus (COVID-2019).3

A coleta e testes rapidos de amostras adequadas de pacientes
que atendem a defini¢do de casos suspeitos de COVID-19 é
uma prioridade para o tratamento clinico e controle do surto
e devem ser orientados por um especialista laboratorial. Os
casos suspeitos devem ser triados para o virus com testes de
amplificagdo de dcidos nucleicos (NAAT), como o RT-PCR.

Se o0 exame para o virus COVID-19 ainda ndo estiver dis-
ponivel no pafs, as amostras devem ser encaminhadas para
analise. A OMS disponibiliza uma lista de laboratdrios de re-
feréncia e instrugdes para remessa dos exames confirmat6rios
para o COVID-19.
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Se for necessdrio para o tratamento do caso, os pacientes
devem ser testados para outros patdgenos respiratorios uti-
lizando os procedimentos laboratoriais de rotina, conforme
recomendado pelas diretrizes locais para o tratamento de
pneumonia comunitdria. Exames complementares ndo devem
retardar os testes para COVID-19. Como pode ocorrer uma
coinfecg¢do, todos os pacientes considerados suspeitos devem
ser testados para o virus COVID-19 independentemente da
identificac@o de outro patdgeno respiratorio.

Em um estudo inicial em Wuhan, o periodo médio de incuba-
¢do para o COVID-19 foi de 5,2 dias em 425 casos, embora
houvesse uma grande variedade entre os individuos.”!" Os
padrdes de excregdo viral ainda ndo sdo bem entendidos e é
necessdrio pesquisar mais para melhor compreender o tempo,
a compartimentaliza¢do e quantidade de virus eliminado para
informar sobre as condi¢des ideais para a coleta de amostra.
Embora as amostras respiratdrias tenham melhor resultado, o
virus pode ser detectado em outras amostras, incluindo fezes
e sangue.'>' Deve-se seguir as diretrizes locais para consen-
timento informado para a coleta de amostra, testagem e even-
tuais pesquisas futuras.

Coleta e remessa de amostras
Procedimentos de seguranca durante a coleta de amostras

Certifique-se de que os procedimentos operacionais padrdes
(POPs) estao sendo utilizados e que a equipe estd treinada para
realizar coleta, armazenamento, embalagem e transporte ade-
quados. Todas as amostras coletadas para exames laboratoriais
devem ser consideradas como potencialmente infecciosas.

Certifique-se de que os trabalhadores da satide que fazem
a coleta de amostras seguirdo de forma rigorosa as diretri-
zes para prevencdo e controle de infecgdo. A OMS publicou
orientacdes provisorias especificas.'®

Quadro 1. Praticas de biosseguranca laboratorial

Os exames realizados em amostras clinicas de pacientes que
atendem os critérios de caso suspeito devem ser realizados em la-
boratérios com equipamento adequado por equipe treinada para
os procedimentos técnicos e de seguranca relevantes. As diretri-
zes nacionais para biossegurancga laboratorial devem ser seguidas
em todas as circunstancias. As informacdes sobre o risco imposto
pelo COVID-19 ainda sdo limitadas, mas todos os procedimentos
devem ser realizados com base na avaliacdo de risco. O manu-
seio de amostras para teste molecular requer instala¢des do tipo
BSL-2 ou equivalente. Qualquer tentativa para fazer cultura viral
requer instalagdes de no minimo nivel BSL-3.
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Para maiores informacdes relacionadas a avaliagdo de risco para
o COVID-19, vide: WHO interim guidance for laboratory bio-
safety related to 2019-nCoV. As amostras de materiais poten-
cialmente infecciosos (MPI) para pélio devem ser manuseadas e
administradas conforme descrito no documento da OMS intitula-
do Guidance to minimize risks for facilities collecting, handling

or storing materials potentially infectious for polioviruses (PIM
Guidance). Para as diretrizes gerais sobre biosseguranca labora-

torial, vide o documento intitulado WHO Laboratory Biosafety

Manual, 3rd edition antes do lan¢camento da 4a. edicdo.

Amostras a coletar
Deve-se coletar material respiratério de pelo menos:

* Amostras do trato respiratdrio superior: swab ou
lavagem nasofaringea e orofaringea em pacientes
ambulatoriais.

e ¢/ou amostras do trato respiratdrio inferior: escarro (se
houver) e/ou aspirado endotraqueal ou lavado bron-
coalveolar em pacientes com doenga respiratéria gra-
ve (Observe que ha um alto risco de aerossolizagdo:
siga rigorosamente os procedimentos para prevenciao
e controle de infecdo).

Pode-se coletar outras amostras clinicas ja que o virus CO-
VID-19 foi detectado no sangue e nas fezes, assim como
havia sido para os coronavirus responsdveis pela SARS e
MERS.'2*1719 A durac@o e frequéncia da excre¢do viral do
COVID-19 nas fezes e potencialmente na urina é desconheci-
da. No caso de pacientes que foram a ébito, considere o ma-
terial da autdpsia, incluindo tecido pulmonar. Nos pacientes
que sobreviverem, a sorologia pareada (fase aguda e conva-
lescente) pode ser titil para definir os casos de maneira retros-
pectiva conforme os ensaios soroldgicos ficarem disponiveis.

Na Tabela 1 vocé pode encontrar outras recomendacdes so-
bre os materiais de coleta, incluindo os exames de individuos
assintomaticos.

Embalagem e envio de amostras clinicas

As amostras para detec¢@o de virus devem chegar ao labora-
t6rio o mais rapido possivel apés a coleta. E muito importante
manusear corretamente as amostras durante o transporte. As
amostras que puderem ser imediatamente entregues ao la-
boratério podem ser armazenadas e transportadas de 2-8°C.
Quando houver a probabilidade de atraso na entrega das
amostras ao laboratério, o uso de meio de transporte viral é
altamente recomenddvel. As amostras podem ser congeladas
a - 20°C ou, preferencialmente, a -70°C e transportadas em
gelo seco caso haja a possibilidade de outros atrasos (consulte
a Tabela 2). E importante evitar congelamentos e descongela-
mentos repetidos das amostras.

O transporte de amostras dentro das fronteiras nacionais
deve cumprir os regulamentos nacionais aplicaveis. O trans-
porte internacional de amostras com potencial de conter o
COVID-19 deve seguir o Regulamento Modelo da ONU e
quaisquer outros regulamentos aplicdveis, dependendo da
forma de transporte utilizada. Mais informacGes podem ser
encontradas nas Orientagdes da OMS sobre regulamentos
para o Transporte de Substancias Infecciosas 2019-2020% e

nas orientacdes provisérias da OMS para a biosseguranca la-
boratorial relacionada a doenga pelo novo coronavirus.'®

Mantenha uma boa comunica¢do com o laboratorio e ofe-
reca as informacoes necessarias

Alertar o laboratdrio antes de enviar as amostras estimula o
processamento adequado e em tempo adequado das amostras,
assim como a obtenc¢do dos resultados laboratoriais em tem-
po adequado. As amostras devem ser rotuladas corretamente
e devem ser acompanhadas do formuldrio de solicitacdo de
diagndstico (modelo disponibilizado no Anexo I).

Exames laboratoriais para o virus COVID-19

Os laboratdrios que fizerem os exames para o virus CO-
VID-19 devem aderir rigorosamente as préticas adequadas
de biosseguranca.

Testes de amplificaciio de acido nucleico (NAAT) para o
virus COVID-19

A confirmagdo de rotina dos casos de COVID-19 é baseada
na deteccdo de sequéncias tinicas de RNA viral pelo NAAT,
como reacdo em cadeia da polimerase da transcri¢do reversa
em tempo real (rRT-PCR) com confirmag¢@o por sequencia-
mento de 4cidos nucleicos, quando necessdrio. Os genes vi-
rais alvos até o momento incluem os genes N, E, S e RdRP.
Vocé pode encontrar exemplos de protocolos usados neste
documento. A extracdo de RNA deve ser feita em uma cabine
de biosseguranga em uma instalacdo nivel BSL-2 ou equiva-
lente. O tratamento térmico de amostras antes da extragcdo de
RNA nio é recomendado.

Confirmacio laboratorial dos casos por NAAT em areas
sem circulaciao conhecida do COVID-19

Para considerar um caso como sendo confirmado laborato-
rialmente por NAAT em uma drea sem circulacdo do virus
COVID-19, uma das seguintes condi¢des deve ser atendida:

¢ Um resultado positivo para NAAT para no minimo
dois alvos diferentes no genoma do virus COVID-19,
do qual pelo menos um alvo é preferencialmente es-
pecifico para o virus COVID-19 utilizando um ensaio
validado (ja que atualmente nenhum outro coronavi-
rus do tipo SARS circula na populag¢do humana, pode-
-se questionar se ele deve ser especifico para o novo
coronavirus COVID-19 ou coronavirus semelhante ao
SARS); OU

¢ Um resultado NAAT positivo para a presenca de be-
tacoronavirus e o virus COVID-19 também identifi-
cado pelo sequenciamento parcial ou total do genoma
do virus, desde que o alvo da sequéncia seja maior
ou diferente do amplicon testado no ensaio NAAT
utilizado.

Quando houver resultados discordantes, o paciente deve co-
letar um nova amostra e, se apropriado, deve-se obter o se-
quenciamento do virus a partir da amostra original ou de um
amplicon gerado por um ensaio NAAT apropriado, diferente
do ensaio NAAT utilizado inicialmente, para que o resulta-
do do exame seja confidvel. Solicitamos que os laboratérios
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busquem a confirmag@o de qualquer resultado considerado
surpreendente em um laboratério de referéncia internacional.

Caso confirmado por laboratorio utilizando NAAT em
areas com circulacao comprovada do virus COVID-19

Em dreas onde o virus COVID-19 estiver amplamente disse-
minado, pode-se adotar um algoritmo mais simples no qual,
por exemplo, a triagem por rRT-PCR de um tinico alvo discri-
minatério € considerada suficiente.

Um ou mais resultados negativos ndo descartam a possibili-
dade de infecc¢do pelo virus COVID-19. Virios fatores pode-
riam levar a um resultado negativo de um individuo infecta-
do, incluindo:

e md qualidade da amostra, com pouco material do
paciente (como controle, considere determinar se hd
DNA humano adequado na amostra, através da inclu-
sdo de um alvo humano no teste de PCR).

e a amostra foi coletada muito tarde ou muito cedo na
infec¢do.

e aamostranio foi manuseada e enviada adequadamente

e razdes técnicas inerentes ao teste, como a mutacio vi-
ral ou inibicdo de PCR.

Se um paciente com alta suspeita de infeccdo pelo virus CO-
VID-19 tiver resultado negativo, particularmente quando fo-
ram coletadas apenas amostras do trato respiratdrio superior,
deve-se coletar e testar amostras adicionais, inclusive do trato
respiratdrio inferior, se possivel.

Cada execucdo do NAAT deve incluir controles externos e
internos, sendo que os laboratdrios sdo incentivados a partici-
par de esquemas externos de avaliagdo de qualidade, quando
estes estiverem disponiveis. Também recomendamos que os
laboratérios que encomendam seus proprios primers € son-
das, e facam testes/validacdo de entrada para funcionalidade
e possiveis contaminantes.

Exame sorologico

Os exames soroldgicos podem ajudar na investigacdo de um
surto em andamento e na avaliacdo retrospectiva da taxa de
ataque ou extensdo de um surto. Nos casos em que os testes
NAAT sao negativos e hd uma forte ligacdo epidemioldgica a
infeccdo por COVID-19, amostras de soro pareadas (na fase
aguda e convalescente) podem sustentar o diagndstico quan-
do os exames soroldgicos validados estiverem disponiveis.
Pode-se armazenar amostras de soro com este objetivo.

A reatividade cruzada com outros coronavirus pode ser um
desafio®, porém os exames soroldgicos comerciais e nao co-
merciais ainda estdo em desenvolvimento. Foram publicados
alguns estudos com dados sorolégicos do COVID-19 em
amostras clinicas.”?*

Sequenciamento viral

Além da confirmag@o da presenca do virus, o sequenciamen-
to regular de uma porcentagem de amostras de casos clinicos
pode ser titil para monitorar mutacdes gendmicas virais que
podem afetar o desempenho das medidas de contencdo médi-
cas, incluindo exames diagndsticos. O sequenciamento com-
pleto do genoma do virus também pode oferecer informacdes
a estudos de epidemiologia molecular. H4 muitos bancos de
dados disponiveis com acesso ao publico para a inclusdo de
dados de sequenciamento genético, incluindo o GISAID, que
visa proteger os direitos daqueles que enviam os dados.”

Cultura viral

Nao se recomenda o isolamento do virus como procedimento
diagndstico de rotina.

Notificagdo de casos e resultados dos exames

Os laboratérios devem seguir as exigéncias nacionais para
notifica¢do. Em geral, todos os resultados dos exames, positi-
vos ou negativos, devem ser imediatamente notificados as au-
toridades nacionais. Os Estados que fazem parte do RSI sdo
lembrados de suas obrigacdes de compartilhar com a OMS
informacdes relevantes de saide ptiblica para eventos que de-
vem ser notificados a OMS, usando o instrumento de decisao
no Anexo 1 do RSI (2005).2¢

Pesquisa para uma melhor detecgéo do virus
COVID-19

Muitos aspectos do virus e da doenga ainda ndo sdo com-
preendidos. E necessario um melhor entendimento para que
seja possivel oferecer melhores orientacdes. Por exemplo:

Dinédmica viral: o momento ideal e tipo de material clinico a
ser coletado para realizagdo de teste molecular:

¢ Dinamica da resposta imunoldgica.

¢ Gravidade da doenga em vérias populagdes, por exem-
plo, por idade.

¢ A relagdo entre a concentracdo viral e gravidade da
doenca.

e A duracio da excrecdo viral e a relacdo com o quadro
clinico (por exemplo, hd uma recuperagao clinica com
eliminacdo viral ou a excrecdo persiste apesar de me-
lhora clinica).

¢ Desenvolvimento e valida¢do de ensaios sorolégicos
uteis.

¢ Estudos comparativos de ensaios moleculares e soro-
16gicos disponiveis.

e Percentual ideal de casos positivos que requerem se-
quenciamento para monitorar as mutagdes que podem
afetar o desempenho de testes moleculares.

A OMS incentiva o compartilhamento de dados para melhor
compreender e desta forma, gerenciar o surto de COVID-19
e desenvolver medidas de combate.
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Tabela 1. Amostras a coletar de pacientes sintomaticos e contatos

Teste Tipo de amostra Quando coletar

Paciente NAAT Trato respiratério inferior Coletar na apresentagao.
Possivelmente repetir a amostra
para monitorar a eliminag&o.
aspirado E necessario fazer outras
pesquisas para determinar a
eficacia e confiabilidade da

Trato respiratorio superior repeticdo da amostragem.

escarro

lavado

swab nasofaringeo e
orofaringeo

lavagem/aspirado nasofaringeo

Considere fezes, sangue total,
urina e se houver doenca,
material da autopsia

Paciente Sorologia Soro para testes sorologicos E necessario obter amostras
uma vez validados e pareadas para confirmagéo com
disponiveis. a amostra inicial coletada na

primeira semana da doenca e
a segunda preferencialmente
2/4 semanas mais tarde (deve-
-se estabelecer o momento
ideal para a amostra de

convalescéncia).
Contato em centro de saude NAAT Swab nasofaringeo e Dentro do periodo de incubagéo
associado a surtos ou outros orofaringeo. do Ultimo contato documentado.
contextos onde os contatos
tiverem sintomas ou onde os
contatos assintomaticos tiveram
contato de alta intensidade com
um caso de COVID-19.
Sorologia Soro para exame sorol6gico Soro basal coletado o mais
uma vez validado e disponivel. cedo possivel dentro do

periodo de incubag&o do
contato e soro para amostra
de convalescenca coletado
2-4 semanas apos o ultimo
contato (deve-se estabelecer o
momento ideal para a amostra
de convalescenga).
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Tabela 2. Coleta de amostra e armazenamento (adaptado de *27-28)

Tipo de amostra

Materiais de coleta

Temperatura de
armazenamento até o
exame em laboratérios no

Temperatura recomendada
para envio de acordo com o
tempo esperado de envio

pais
Swab nasofaringeo e orofaringeo  Swabs de material floculado de 2-8°C 2-8 °C se <5 dias
Dacron ou poliéster* -70 °C (gelo seco) se >5 dias
Lavado broncoalveolar Embalagem estéril* 2-8°C 2-8 °C se <2 dias
-70 °C (gelo seco) se >2 dias
Aspirado (Endo)traqueal, lavagem/  Embalagem estéril* 2-8°C 2-8 °C se <2 dias
aspirado nasofaringeo ou nasal -70 °C (gelo seco) se >2 dias
Escarro Embalagem estéril 2-8°C 2-8 °C se <2 dias
-70 °C (gelo seco) se >2 dias
Tecido de bidpsia ou autopsia Embalagem estéril com soro 2-8°C 2-8 °C se <24 hours
incluindo os pulmdes fisioldgico ou VTM -70 °C (gelo seco) se >24 horas
Sorologia Tubos separadores de soro 2-8 °C se <5 dias
(adultos: colete 3-5 ml de sangue -70 °C (gelo seco) se >5 dias
total)
Sangue total Tubo de coleta 2-8°C 2-8 °C se <5 dias
—70 °C (gelo seco) se >5 dias
Fezes Recipiente para fezes 2-8°C 2-8 °C se <5 dias
—70 °C (gelo seco) se >5 dias
Urina Recipiente para coleta de urina 2-8°C 2-8 °C se <5 dias

—70 °C (gelo seco) se >5 dias

* Para o transporte de amostra para detecgao viral, use meio de transporte viral (VTM) contendo suplementos antiflingicos e antibiéticos.
Evite o congelamento e descongelamento repetidos das amostras. Se ndo houver VTM disponivel, pode-se utilizar soro fisioldgico (neste
caso, a duragdo do armazenamento da amostra a 2-8 °C pode ser diferente do que o indicado acima).

Além dos materiais especificos para coleta indicados na tabela, certifique-se de que outros materiais e equipamentos estardo disponiveis:
por exemplo, recipientes para transporte e bolsas e embalagem para coleta de amostra, caixas térmicas, gelo reutilizavel em gel ou gelo
seco, equipamento estéril para coleta de sangue (por exemplo, agulhas, seringas e tubos), rétulos e marcadores permanentes, EPI,
materiais para descontaminagéo de superficies, etc.
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Exames laboratoriais para a doenca causada pelo novo coronavirus (COVID-19) de casos suspeitos em humanos

Anexo |
FORMULARIO PARA SOLICITAGAO DE EXAME LABORATORIAL PARA O VIRUS COVID-19'

Informagoes do Solicitante

NOME DO HOSPITAL, LABORATORIO, ou OUTRA INSTITUIGAO
SOLICITANTE *

Médico

Enderego

Telefone

Definicdo de Caso:? [ Caso suspeito [1 Caso provavel

Informagdes sobre o Paciente

Nome Sobrenome

Numero de ID do Paciente Data de Nasc. Idade:

Endereco Sexo (1 Masculino 1 Feminino
1 Desconhecido

Telefone

Informagdes sobre a Amostra

Tipo L1 Swab nasofaringeo e orofaringeo [ Lavado broncoalveolar [ Aspirado endotraqueal [ Aspirado nasofaringeo
[J Lavagem nasal [] Escarro [J Tecido pulmonar [ Sorologia [J Sangue total [J Urina Fezes [ Outros: ...

Todas as amostras coletadas devem ser consideradas como potencialmente infecciosas e vocé deve entrar em contato com o laboratério de
referéncia antes de enviar as amostras.
Todas as amostras devem ser enviadas de acordo com as exigéncias para transporte Categoria B.

Por favor, marque/assinale se sua amostra clinica for post-mortem U

Data da coleta Tempo de coleta

Nivel de Prioridade

Detalhes Clinicos

Data do inicio dos sintomas:

O paciente tem historia recente de viagem a uma area [ Sim Pais
afetada? [J Néo
Data de retorno

O paciente teve contato com um caso confirmado? Sim [J Nao [ Desconhecido [ Outra exposigéo:

Outros Comentarios

© Organiza¢do Mundial da Saide 2020. Direitos reservados. Este trabalho estd disponivel em conformidade com a lidenca C C
BY-NC-SA 3.0 IGO.

Numero de referéncia da OMS: WHO/COVID-19/laboratory/2020.5

' Formuldrio em conformidade com as exigéncias da ISO 15189:2012
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7



