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Diretrizes laboratoriais para detecgao e diagnéstico
da infec¢do pelo virus da variola do macaco

23 de maio de 2022

Este documento baseia-se na orientacdo provisoria da Organizagdo Mundial da Saude sobre os testes
laboratoriais para o virus da variola do macaco, de 23 de maio de 2022, e destina-se a fornecer orientagées
aos Laboratdrios Nacionais de Referéncia sobre a detecgdo do virus da variola do macaco.

O virus da variola do macaco (MPXV, sigla em inglés para monkeypox virus) é um virus de DNA de fita dupla,
do género Orthopoxvirus, pertencente a familia Poxviridae. Os poxvirus sdo causadores de doencas em
humanos e em muitos outros animais. A infeccdo geralmente resulta na formacao de lesGes, nddulos na pele
ou erupcdo cutanea generalizada. Outras espécies patogénicas para os humanos incluem o virus da variola
bovina e o virus da variola (que causa a variola humana, que foi erradicada). O virus Vaccinia também é um
OPXV, que tem sido usado como vacina atenuada e foi uma ferramenta fundamental na erradicacdo da
variola, em 1980. Todos os orthopoxvirus (OPXV) sdo antigenicamente relacionados.

O MPXV recebe esse nome devido a detecc¢do inicial em col6nias de macacos, embora possa ser encontrado
principalmente em roedores. No entanto, o reservatorio especifico ndo foi determinado. Além disso, existem
dois grupos genéticos (clados) conhecidos de MPXV, um endémico, na Africa Ocidental, e outro na regido da
Bacia do Congo.

Apds uma incubacdo, que pode variar de 6 a 16 dias, a apresentacao tipica da variola do macaco comecga com
um curto periodo prodromico febril, seguido do desenvolvimento progressivo de uma erupg¢do cutdnea
classica com lesGes endurecidas e umbilicadas (com depressdo central), comegando na cabeca ou na face e
progredindo para as extremidades e para o tronco. Todas as lesGes progridem nos mesmos estagios: maculas,
papulas, vesiculas, pustulas e, finalmente, crostas, que secam e caem apds duas a quatro semanas.
Frequentemente ha enantema (feridas ou uUlceras nas mucosas) na boca, e as lesdes podem afetar os olhos
e/ou a regido genital.

Devido a variedade de doencas que causam erupgoes cutaneas e ao fato de que a apresentacéao clinica pode
ser mais atipica neste surto, pode ser dificil diferenciar a variola do macaco com base apenas na apresentacgao
clinica. Portanto, a decisdo de realizar um teste laboratorial deve se basear em fatores clinicos e
epidemioldgicos, associados a uma avaliagdo da probabilidade de infec¢do. Qualquer pessoa que se enquadre
na definicdo de caso suspeito deve fazer um teste.

Considerando a deteccdo atual de MXP em varios paises, qualquer caso que se enquadre na definicdo de caso
suspeito deve ser submetido a testes. Nesse sentido, a Organizacdo Pan-Americana da Saude/Organizacdo
Mundial da Satide (OPAS/OMS) recomenda que os Estados-Membros garantam a identificacdo adequada dos
casos suspeitos, a coleta de amostras e a implementacdao de protocolos de deteccdo molecular, em
Laboratérios Nacionais de Referéncia, de acordo com a capacidade existente. Quando necessario, deve ser
considerado o envio de amostras a um Laboratério de Referéncia nacional ou mundial. Por favor, entre em
contato com o Escritério Regional da OPAS para obter orientacdo sobre os procedimentos.
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COLETA E GERENCIAMENTO DE AMOSTRAS

Procedimentos de biosseguranca

Deve-se garantir o uso de procedimentos operacionais padrdo (POPs) adequados e o pessoal do laboratério
deve ser treinado sobre uso adequado dos equipamentos de protecdo individual (EPI), incluindo avental
descartavel impermeavel, luvas de latex, dculos de protecdo ou cobertura facial completa, touca e propé,
bem como seu posterior descarte. Além disso, a equipe deve ser treinada para coleta, armazenamento,
embalagem e transporte de amostras.

Gerenciamento do risco biol6gico

Devem ser tomadas medidas para minimizar o risco de transmissao laboratorial, com base em uma avaliagao
do risco na instituicdo, ao analisar amostras clinicas de rotina de pacientes suspeitos ou confirmados de
variola do macaco. Isso pode incluir, mas ndo se limita a, definir um numero restrito de funcionarios do
laboratério que processam as amostras, com experiéncia e competéncia comprovadas; usar os EPIls
adequados; seguir precaucdes padrao rigorosamente aplicadas; e evitar procedimentos que possam gerar
aerossois infecciosos.

Os desinfetantes eficazes incluem compostos de quaternario de amonio (0,5% ou 200 ppm) ou desinfetantes
a base de cloro (0,5%). Deve-se garantir o cumprimento rigoroso das diretrizes de prevengao e controle de
infeccGes durante a coleta e manuseio de amostras (esta sendo desenvolvida a diretriz de manejo clinico e
prevencdo e controle de infec¢Ges).

E recomendével que todos os manuseios de amostras provenientes de casos suspeitos, provaveis ou
confirmados de variola do macaco no laboratdrio sejam realizados de acordo com uma abordagem baseada
no risco. Cada laboratério deve realizar uma avaliacdo de risco local (ou seja, institucional).

Ao manusear amostras bioldgicas no laboratério, deve-se cumprir os requisitos basicos de um ambiente de
biosseguranca nivel 2 e devem ser aplicadas medidas de controle reforcadas com base na avaliagado de risco
local.

A infeccdo por MPXV pode ocorrer no laboratério, por via respiratéria, durante a fase de processamento de
amostras de material contaminado ou devido a praticas inadequadas. Portanto, sdo recomendadas medidas
de biosseguranca reforgadas, além dos requisitos basicos, incluindo os seguintes, para ensaios de diagndstico
sem disseminacdo do virus:

e Asamostras de pacientes com suspeita de infecgao por MPXV devem ser manuseadas em uma cabine
de seguranca bioldgica de classe Il revisada (conforme o manual de manutencdo de laboratério,
OPAS) ou certificada, antes da inativacdo da amostra. As amostras devidamente inativadas nao
requerem uma cabine de seguranca bioldgica.

e Aequipe do laboratério deve usar os EPIs adequados, especialmente para manusear amostras antes
da inativacao.

e Quando for necessario o uso de uma centrifuga para um procedimento, devem ser usados recipientes
de seguranca ou rotores selados.
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Devem ser consideradas medidas de controle adicionais para procedimentos especificos, incluindo os
procedimentos de formacdo de aerossdis, conforme a avaliagdo de risco local. Para obter mais informacdes
sobre requisitos basicos de biosseguranca e medidas de controle reforcadas, consulte a quarta edicdo do
Manual de Biosseguranca da OMS.

Tipos de amostras

O tipo de amostra recomendado para a confirmacdo laboratorial da variola do macaco é o material da lesdo
cutanea, que inclui:

e Esfregaco da superficie e/ou do exsudato da lesdo,
e Bordas superiores de mais de uma lesdo (superficie das lesdes) ou
e Crostas de lesdes.

Os esfregacos de lesbes, crostas e fluidos vesiculares nGo devem ser misturados no mesmo tubo.

Deve-se esfregar vigorosamente a lesdo para garantir que seja coletado material suficiente para a obtencao
do DNA viral. Os esfregacos podem ser coletados em tubos secos ou em tubos com meios de transporte viral
(VTM). Duas lesGes do mesmo tipo devem ser coletadas em um Unico tubo, preferencialmente de locais
diferentes do corpo e com aparéncia diferente.

Além de uma amostra de lesdo, é recomendavel coletar um esfregaco orofaringeo. No entanto, os dados
sobre a utilidade deste tipo de amostra para o diagndstico de variola do macaco sao limitados, portanto,
uma amostra de esfregaco da garganta negativa deve ser interpretada com cautela.

Como o surto atual ainda esta sob investigacdo, a coleta de outros tipos adicionais de
amostras para fins de investigacdo pode ser considerada, se permitida pelo respectivo
conselho de revisdo ética e se houver experiéncia médica e laboratorial suficiente para
a coleta, manuseio e armazenamento seguros. Estas podem incluir urina, sémen,
esfregaco retal e/ou genital em indicacdo baseada na apresentacgéo clinica, incluindo a
localizagao das lesdes.

Armazenamento de amostras

As amostras devem ser refrigeradas (2 a 8°C) ou congeladas (-20°C ou menos) dentro do periodo de uma
hora apds a coleta. Se demorar mais de 7 dias para as amostras serem analisadas, devem ser armazenadas
a -20°C ou menos.

Para o armazenamento de longo prazo de amostras (>60 dias apds a coleta), é recomendavel a temperatura
d -70°C. Ciclos repetidos de congelamento e descongelamento devem ser evitados, pois podem reduzir a
qualidade das amostras.

Diagndstico laboratorial da variola do macaco 3
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Outros tipos de amostras

O tipo de amostra adicional (ndo destinada a diagnéstico de rotina e sem a necessidade de coleta-la fora dos
ambientes de investigacdo) sdo (1) sangue em EDTA, que pode ser usado para apoiar a deteccdo de MPXV,
mas pode ndo conter um alto nivel de virus como o encontrado em amostras de lesdes, pois qualquer viremia
ocorre no inicio do curso da infeccdo, geralmente no periodo prodrémico, e antes que as lesdes cutaneas se
manifestem; (2) bidpsia da lesdo durante a fase macular, que deve ser considerada apenas se tiver indica¢do
clinica, e realizada somente por pessoal devidamente treinado.

ENVIO DE AMOSTRAS

As amostras devem ser armazenadas refrigeradas ou congeladas dentro do periodo de uma hora apds a
coleta e transportadas para o laboratorio o mais rapido possivel apds a coleta. O manuseio e armazenamento
corretos das amostras durante o transporte sdo essenciais para realizar um diagndstico preciso.

O transporte de amostras deve estar em conformidade com os regulamentos nacionais e/ou internacionais
aplicaveis, incluindo o Regulamento Modelo das NagGes Unidas, as Recomendagdes para o Transporte de
Produtos Perigosos das NagGes Unidas e outros regulamentos aplicaveis, dependendo do modo de transporte
utilizado.

Para o transporte internacional por via aérea, as amostras de casos suspeitos,
provaveis ou confirmados, de MPXV devem ser transportados como Categoria
A, UN2814 “substancia infecciosa que afeta os seres humanos”.

Para o transporte das amostras, deve ser utilizado um sistema de embalagem tripla, etiquetagem e
documentac¢do adequados. O envio aéreo requer um expedidor certificado no transporte de produtos
perigosos. Consulte as Diretrizes da OMS sobre Regulamentos para o Transporte de Substancias Infecciosas
2021-2022 (disponivel apenas em inglés) para obter informagdes sobre os requisitos de envio de substancias
infecciosas.

Caso o seu pais tenha disponivel um envio de categoria A, a amostra pode ser inativada e enviada como
material isento. O processo de inativacdo pode ser realizado em Laboratério de Saude Publica, em um
ambiente de biosseguranca nivel 2. Os protocolos e métodos de inativacdo sugeridos pela OPAS podem ser
encontrados no seguinte link: https://www.paho.org/hg/dmdocuments/2014/2014-cha-procedures-
inactivation-ebola.pdf

Para enviar amostras completas ou inativadas a laboratérios de referéncia internacionais, entre em contato
com a Equipe de Resposta Laboratorial da OPAS (ricoj@paho.org com cépia para:
Laboratoryresponse@paho.org)

Diagndstico laboratorial da variola do macaco 4
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TESTES LABORATORIAIS

Os testes para detectar a presenca de MPXV devem ser realizados em laboratdrios devidamente equipados
e por pessoal treinado nos procedimentos técnicos e de biosseguranca pertinentes. Devem ser tomadas
medidas para minimizar o risco de transmissdo no laboratério, com base na avaliacdo de risco ao analisar
amostras clinicas de rotina de pacientes confirmados ou suspeitos de variola do macaco.

NAO E RECOMENDADO FAZER ISOLAMENTO VIRAL NA CULTURA

Os paises que ndo tém um protocolo de diagndstico molecular implementado para a deteccdo de MPXV
devem enviar amostras clinicas suspeitas (definicdo de caso estritamente precisa) a um laboratério de
referéncia designado pela OPAS. Para obter assisténcia, entre em contato com a Equipe de Resposta
Laboratorial da OPAS (ricoj@paho.org).

Métodos moleculares

A confirmacdo da infeccdo por MPXV se baseia em testes de amplificacdo de acidos nucleicos (NAAT), usando
a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional ou em tempo real, para a deteccdo de sequéncias
especificas de DNA viral. A PCR pode ser usada sozinha ou em combina¢do com o sequenciamento.

Varios grupos de investiga¢do desenvolveram protocolos de PCR validados para a detec¢do de OPXV e mais
especificamente MPXV, alguns dos quais incluem a diferenciacdo dos clados da Bacia do Congo e da Africa
Ocidental.

Alguns protocolos envolvem dois passos, nos quais a primeira rea¢do de PCR detecta o género OPXV, mas
nao identifica a espécie. Este pode ser seguido por um segundo passo, que pode se basear em PCR ou usar
sequenciamento para identificar especificamente MPXV (ver Algoritmo 1 abaixo), além de informacdes
genbmicas adicionais. Outros protocolos (recomendados) baseiam-se na detecc¢do inicial genérica de MXPV
(confirmando a etiologia), seguida por ensaios de PCR adicionais para a diferenciacdo dos clados (ver
Algoritmo 2 abaixo).

Os kits de PCR que detectam o OPXV ou especificamente o MPXV estdo em desenvolvimento; os kits comerciais
validados para PCR ndo estdo amplamente disponiveis.

Extracdo de DNA

O DNA pode ser extraido das amostras anteriormente mencionadas usando qualquer protocolo de extragdo
padrdo ou kits comerciais. Em geral, a etapa de lise da amostra na extracdo de DNA inativa qualquer virus
vivo. Para a extracdo a partir de crostas da lesdao, deve ser utilizado um kit de extracdo de DNA para tecidos,
garantido uma lise adequada da amostra.

Diagndstico laboratorial da variola do macaco 5
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Deteccao molecular

A OPAS esta trabalhando para apoiar todos os Estados-Membros, por meio de laboratérios nacionais de
referéncia, para a implementacdo da capacidade de realizar testes moleculares para MPXV.

O protocolo sugerido (Li et al., Journal of Virological Methods. 2010. 169, 223-7) foi publicado e esta disponivel no
seguinte link:_https://doi.org/10.1016/j.jviromet.2010.07.012 O protocolo detalhado estd anexado ao final
deste documento (Anexo 1).

Este protocolo se baseia na detecgdo inicial do MXPV através de uma PCR genérica em tempo real. Se
positivo, é seguido por uma reacgdo posterior direcionada a 2 alvos adicionais, uma para o clado de MPXV da
Africa Ocidental e outra para o clado da Bacia do Congo.

A OPAS/OMS distribuird reagentes especificos (primers, sondas e controles positivos) e protocolos de
trabalho para ensaios OPX e MPXV em toda a Regido.

Os possiveis algoritmos de diagndstico para PCR inicial de OPXV ou para PCR especifica de MPXV sdo
apresentados abaixo.

Deteccao molecular, Algoritmo 1

Caso suspeito de variola dos macacos
(swab de lesdo, crostas e fluidos vesiculares)

OPXV
PCR em tempo real

* Aidentificacdo do clado também Testar para MPXV*
pode ser feita por sequenciamento PCR em tempo real

}

CASO CONFIRMADO
Notifique ao Ministério da Satde e a OPAS/OMS
em 24 horas de acordo ao RSI

Diagnoéstico laboratorial da variola do macaco 6
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Detecc¢cao molecular, Algoritmo 2

Caso suspeito de variola dos macacos
(swab de lesdo, crostas e fluidos vesiculares)

MPXV
PCR em tempo real

CASO CONFIRMADO
Notifique ao Ministério da Satide e a OPAS/OMS em 24
horas de acordo ao RSI

Identificagdo do clado do MPXV
PCR em tempo real

Africa Ocidental

Interpretacao dos resultados e relatério de dados
A confirmagao da infecgdo por MPXV deve considerar as informagdes clinicas e epidemioldgicas.

A deteccdo positiva por ensaio de PCR OPXV, seguida da confirmagdo de MPXV por PCR e/ou
sequenciamento, ou detecg¢do positiva por ensaio de PCR MPXV em casos suspeitos em areas endémicas e
nao endémicas indica a confirmagdo da infecgdo por MPXV.

Embora seja preferivel realizar testes confirmatdrios especificos para MPXV, a detecg¢do positiva por ensaio
de PCR OPXV é considerada suficiente para a confirmacdo laboratorial de casos suspeitos em paises ndo
endémicos.

Os dados de sequenciamento genomico também podem fornecer informacGes valiosas para ajudar a
entender as origens, a epidemiologia e as caracteristicas do virus, por exemplo, se os casos surgem de uma
Unica introducdo ou de varias introdugdes de outros locais. Os paises e laboratdrios sdo incentivados a
compartilhar suas sequéncias, incluindo dados brutos, sempre que possivel, em tempo habil, por meio de
bancos de dados de acesso publico disponiveis.

De acordo com o Regulamento Sanitario Internacional (RSI), todos os casos
confirmados de variola do macaco devem ser notificados dentro de 24 horas,
através dos canais oficiais do RSI.

Diagnoéstico laboratorial da variola do macaco 7
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Diagnostico diferencial

E importante considerar outras causas potenciais de lesdes cutaneas discretas ou
erupcao cutanea generalizada e outras etiologias para lesGes cutaneas de aparéncia
similar nos diferentes estagios de desenvolvimento, incluindo o virus do herpes
simples, virus da varicela zoster, virus do molusco contagioso, enterovirus, sarampo,
sarna, Zika, Chikungunya, dengue, Treponema pallidum (sifilis), infeccGes bacterianas
da pele, alergias a medicamentos, parapoxvirus, cancro mole, entre outros.

Amostras, material de coleta e temperatura de armazenamento para deteccao do

MPXV e diagnostico diferencial

Tipo de amostra

Materiais de coleta*®

Temperatura de
armazenamento

Finalidade da coleta

Material da lesao

cutanea, incluindo:

e Esfregaco do
exsudato da lesao

Borda superior das

lesbes (tetos)
e Crostas de lesdes
Swab orofaringeo

Soro

Plasma

Swabs de dacron ou
poliéster com VTM ou
cotonete seco

Swabs de dacron ou
poliéster com VTM ou
cotonete seco

Tubos separadores de
soro

tubo de coleta com
EDTA

Refrigerar (2-8°C) ou
congelar (-20°C ou
menos) dentro de uma
hora apés a coleta; -
20°C ou menos apoés 7
dias

Refrigerar (2-8°C) ou
congelar (-20°C ou
menos) dentro de uma
hora apés a coleta; -
20°C ou menos apds 7
dias

Refrigerar (2-8°C) ou
congelar (-20°C ou
menos) dentro de uma
hora apés a coleta; -
20°C ou menos apos 7
dias

Refrigerar (2-8°C) ou
congelar (-20°C ou
menos) dentro de uma
hora apés a coleta; -
20°C ou menos apds 7
dias

Recomendado para o
diagndstico

Recomendado para o
diagndstico, se viavel,
além do material da
lesdo cutanea

A ser considerado para
sorologia ou para
Apoiar o diagnéstico ou
a investigacao
(seguindo as diretrizes
éticas)

A ser considerado para
sorologia ou para
Apoiar o diagndstico ou
a investigacao
(seguindo as diretrizes
éticas)

*Além dos materiais de coleta especificos indicados, outros materiais e equipamentos necessarios incluem: recipientes de transporte
e sacos para coleta de amostras e embalagem tripla, refrigeradores e bolsas frias ou gelo seco, equipamentos de coleta de sangue
estéreis (por exemplo, agulhas, seringas e tubos), etiquetas e marcadores permanentes, EPIs e materiais para a descontaminagdo de
superficies.

Diagnoéstico laboratorial da variola do macaco 8
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Virus da variola do macaco (MPVX, sigla em inglés para monkeypox virus)

Protocolo de PCR em tempo real

Ensaios para deteccdo genérica de MPXV (espécie: virus Monkeypox, género: Orthopoxvirus) e seus dois

clados:?

e Ensaio com primers e sonda G2R_G: detecta todas as cepas de MPXV

e Ensaio com primers e sonda G2R_WA: detecta as cepas do clado da Africa Ocidental
e Ensaio com primers e sonda C3L: detecta cepas do Clado da Bacia do Congo

e Assequéncias dos primers e sondas estdo no final do documento.
e Todas as sondas sdo do tipo sonda de hidrdlise ("TagMan") ligada ao fluoréforo FAM e quencher

BHQ-1.

1. Mistura

As misturas para cada um dos ensaios (G2R_G, G2R_WA ou C3L) sdo preparadas separadamente.

Volume por reagao Volume por reagao
Componente EXPRESS gPCR Supermix TaqMan® Universal PCR Master
Universal 2 Mix 3
dgua (livre de RNAse/DNAse)* 3.0ul 3.0ul
tamp3o de reac3o (2x)* 10.0 pl 10.0 pl
primer forward (10 pM) 0.8 ul 0.8 ul
primer reverse (10 uM) 0.8 ul 0.8 ul
sonda (10 uM) 0.4 ul 0.4 ul

Total por reagao

15 pl

2. DNA

Adicionar 5 pl de DNA ou controle em 15 pl de mistura (volume total de reagao: 20 pl).

Incluir controles positivos e negativos para avaliar a validade da corrida.

1Lietal., Journal of Virological Methods 169, 223-7 (2010).

2 |nvitrogen, numeros de catalogo: 11785-200, 11785-01K, 11795-200 o 11795-01K.
3 Applied Biosystems, nimeros de catalogo: 4304437, 4364338, 4364340, 4305719, 4318157 ou 4326708.
4 Os volumes sdo para uso com os kits indicados e devem ser ajustados ao usar outros kits.
Isengao de responsabilidade: A mengdo de empresas especificas ou de produtos de determinados fabricantes ndo implica que
sejam aprovados ou recomendados pela Organizagdo Pan-Americana da Satide em detrimento de outros de natureza similar que

ndo forem mencionados.
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3. Ciclagem?®

Ensaio G2R_G ou ensaio C3L

EXPRESS gPCR Supermix Universal

TagMan® Universal PCR Master Mix

2 passos de:

2 passos de:

50°C por 2 minutos (incuba¢do UNG)

50°C por 2 minutos (incuba¢do UNG)

95°C por 6 minutos (ativacdo da polimerase)

95°C por 10 minutos (ativacdo da polimerase)

45 ciclos de PCR:

45 ciclos de PCR de:

95°C por 15 segundos

95°C por 15 segundos

60°C por 30 segundos (leitura da fluorescéncia
neste passo)

60°C por 30 segundos (leitura da fluorescéncia
neste passo)

Ensaio G2_WA

EXPRESS gPCR Supermix Universal

TagMan® Universal PCR Master Mix

2 passos de:

2 passos de:

50°C por 2 minutos (incuba¢do UNG)

50°C por 2 minutos (incuba¢do UNG)

95°C por 6 minutos (ativacdo da polimerase)

95°C por 10 minutos (ativacdo da polimerase)

45 ciclos de PCR:

45 ciclos de PCR de:

95°C por 15 segundos

95°C por 15 segundos

62°C por 30 segundos (leitura da fluorescéncia
neste passo)

62°C por 30 segundos (leitura da fluorescéncia
neste passo)

5 Os tempos de incubagdo UNG e ativagdo da polimerase sdo para uso com os kits indicados e devem ser ajustados ao usar outros

kits.
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4. Sequéncias dos primers e sondas

Ensaio G2R_G (detecgdo genérica do MPXV)

primer G2R_G forward 5-GGAAAATGTAAAGACAACGAATACAG
primer G2R_G reverse 5-GCTATCACATAATCTGGAAGCGTA
sonda G2R G 5'FAM-AAGCCGTAATCTATGTTGTCTATCGTGTCC-3'BHQ1

Ensaio G2_WA (detec¢do das cepas do clado da Africa Ocidental)

primer G2R_WA forward 5’-CACACCGTCTCTTCCACAGA
primer G2R_WA reverse 5-GATACAGGTTAATTTCCACATCG
sonda G2R_ WA 5'FAM-AACCCGTCGTAACCAGCAATACATTT-3'BHQ1

Ensaio C3L (detecc¢do das cepas do clado da Bacia do Congo)

primer C3L forward 5’-TGTCTACCTGGATACAGAAAGCAA
primer C3L reverse 5’-GGCATCTCCGTTTAATACATTGAT
sonda C3L 5’FAM-CCCATATATGCTAAATGTACCGGTACCGGA-3’'BHQ1
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