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Introdugéo

Este documento fornece orientagdes provisorias para laboratorios e outras partes interessadas envolvidas no diagnostico da sindrome
respiratdria aguda grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2). As principais consideracdes para a coleta de amostras, teste de amplificagao
de 4cido nucleico (NAAT), antigeno (Ag), deteccao de anticorpos (Ab) e garantia de qualidade sdo abordados WHElab@who.int.

Alteracoes da versao anterior

O titulo desta guia provisoria mudou de “Testes de laboratorio para COVID-19 em casos humanos suspeitos” para “Testes de
diagnostico para SARS-CoV-2”. Informagdes adicionais relevantes e um algoritmo de diagnoéstico clinico foram adicionados ao
documento. Além disso, a guia foi atualizada com novas descobertas da literatura e melhores praticas

Documentos relevantes da OMS

A OMS desenvolveu guias provisorias e resumos técnicos para auxiliar os decisores politicos e os laboratdrios nos testes para SARS-
CoV-2. Esses documentos cobrem a estratégia de teste laboratorial [1], ferramenta de avaliacdo laboratorial [2], biosseguranga
laboratorial [3], orientagdes sobre o uso de testes de imunodiagnéstico no atendimento primario [4], deteccdo de antigeno no
diagnoéstico de infeccdo por SARS-CoV-2 usando imunoensaios rapidos [5], orientagdes para investigacdes de clusters [6],
vigilancia em saude publica [7] e consideragdes operacionais para vigilancia usando GISRS [8]. Além disso, os protocolos de
investigacdo de primeiros casos [9] podem ser usados pelos paises para implementar estudos epidemioldgicos ¢ melhorar a
compreensdo dos padrdes de transmissdo, gravidade e prevaléncia da doenca, caracteristicas clinicas e fatores de risco para infec¢ao
por SARS-CoV-2.

Antecedentes em SARS-CoV-2

A OMS foi notificada pela primeira vez sobre um cluster de pneumonia de etiologia desconhecida em Wuhan, Republica Popular
da China, em 31 de dezembro de 2019. O virus foi inicialmente denominado novo coronavirus 2019 (2019-nCoV).

Posteriormente, o Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) denominou o virus SARS-CoV-2 [10]. COVID-19 é o nome
da doenga causada pelo SARS-CoV-2.

O SARS-CoV-2 é classificado no género Betacoronavirus (subgénero Sarbecovirus) da familia Coronaviridae [11]. E um virus de
acido ribonucléico (RNA) fita simples, sentido positivo, com um genoma de 30 kb [10]. O virus tem um mecanismo de revisao de
RNA que mantém a taxa de mutagdo relativamente baixa. O genoma codifica proteinas nao estruturais (algumas essenciais na
formagdo do complexo replicase transcriptase), quatro proteinas estruturais (espicula (S), envelope (E), membrana (M),
nucleocapsideo (N)) e potenciais proteinas acessorias [12-14]. O virus se liga a um receptor da enzima conversora de angiotensina
2 (ACE2) para a entrada na célula [15-17].

O SARS-CoV-2 ¢ o sétimo coronavirus identificado que infecta humanos (HCoV). Quatro desses virus, HCoV-229E, HCoV-NL63,
HCoV-HKUI e HCoV-0C43, sdo endémicos, sazonais e tendem a causar doenga respiratoria leve. Outros dois virus sao zoondticos
e mais virulentos, o coronavirus da sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV) e o coronavirus da sindrome respiratoria
aguda grave do tipo 1 (SARS-CoV-1). O SARS-CoV-2 ¢ geneticamente mais semelhante a0 SARS-CoV-1, e ambos os virus
pertencem ao subgénero Sarbecovirus dentro do género Betacoronavirus [11]. No entanto, ndo se tem conhecimento de ciculagéo
do SARS-CoV-1 atualmente na populagao humana.

A apresentacdo clinica da infec¢do por SARS-CoV-2 pode variar de infecgdo assintomatica a doenga grave [18-27]. As taxas de
mortalidade variam por pais [28]. O diagndstico laboratorial precoce de uma infecgdo por SARS-CoV-2 pode auxiliar no manejo
clinico e no controle do surto. O teste de diagndstico pode envolver a deteccdo do proprio virus (RNA viral ou antigeno) ou a
deteccdo da resposta imune humana a infec¢ao (anticorpos ou outros biomarcadores).

Embora nossa compreensao do SARS-CoV-2 tenha se expandido rapidamente, ainda existem muitas questdes pendentes que
precisam ser abordadas. A OMS estimula pesquisa e compartilhamento de resultados que possam contribuir para uma melhor
caracterizagao do SARS-CoV-2 [29, 30].
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Informacoées basicas sobre deteccio de RNA de SARS-CoV-2

A confirmacao padrao de infeccdes agudas por SARS-CoV-2 ¢ baseada na deteccdo de sequéncias virais Unicas por testes de
amplificag@o de acido nucleico (NAATS), como a reacdo em cadeia da polimerase de transcrigao reversa em tempo real (rRT-PCR).
Os alvos dos ensaios incluem regides nos genes E, RARP, N e S

Uma vez que um individuo tenha sido infectado pelo virus, o tempo médio para aparecimento dos sintomas (periodo de incubagao)
¢ de 5 a 6 dias, com um intervalo de 1 a 14 dias apos a exposigdo [31-35]. O virus pode ser detectado no trato respiratorio superior
1-3 dias antes do inicio dos sintomas. A concentracdo de SARS-CoV-2 no trato respiratorio superior ¢ mais alta em torno do
momento do inicio dos sintomas, apos o qual diminui gradualmente [36-42]. Alguns estudos relatam cargas virais mais altas em
pacientes com quadro grave em comparag@o com pacientes com quadro leve, enquanto outros estudos ndo relatam tais diferengas
[36,43-49]. A presenga de RNA viral no trato respiratorio inferior, e para um subconjunto de individuos nas fezes, aumenta durante
a segunda semana da doenga [38]. Em alguns pacientes, o RNA viral s6 pode ser detectado por varios dias, enquanto em outros
pacientes pode ser detectado por varias semanas, possivelmente meses [44, 50-60]. A presenga prolongada de RNA viral ndo
significa necessariamente infec¢do prolongada. Varios estudos descrevem a correlacdo entre infecciosidade reduzida e 1) aumento
do nimero de dias decorridos desde o inicio e resolu¢do dos sintomas, ii) diminui¢ao da carga viral nas secregdes respiratorias [37,
61-64] e iii) um aumento nos anticorpos neutralizantes [37 , 61]. Mais informag¢des podem ser encontradas em Critérios para liberar
pacientes com COVID-19 do isolamento [65].

As secrecOes respiratorias podem ter uma composi¢do bastante variavel, e a adequacdo dos esfor¢os de amostragem também pode
variar, o que pode ocasionalmente resultar em resultados falso-negativos de PCR [40, 42, 58, 66-74]. Em pacientes nos quais ha
forte suspeita de infecgdo por SARS-CoV-2 e swabs do trato respiratorio superior sdo negativos, o RNA viral pode ser detectado
em secrec¢des do trato respiratorio inferior, como escarro ou lavagem broncoalveolar [70, 71, 75, 76]. As fezes ou swabs retais em
um subconjunto de pacientes mostraram ser positivos para RNA de SARS-CoV-2, com alguns estudos sugerindo que essa
positividade é prolongada em comparagdo com amostras do trato respiratorio [46, 56, 59, 75, 77]. Em alguns pacientes, foi relatada
a deteccdo de RNA de SARS-CoV-2 em amostras de sangue e alguns estudos sugerem que a deteccao no sangue esta associada a
gravidade da doenga; no entanto, sdo necessarios mais estudos sobre essa associacdo potencial [75, 78-81]. Em amostras de fluido
oral (por exemplo, saliva) [28, 49, 82-88], as taxas de deteccio relatadas em comparagdo com amostras de trato respiratdrio supeior
do mesmo paciente variam amplamente, e dados limitados estdo disponiveis sobre a adequacao da deteccdo de SARS-CoV-2 em
amostras de gargarejo/bochechos [85]. As diferencas marcantes na sensibilidade das avaliagdes de fluidos orais sao potencialmente
devidas a grandes diferencas das técnicas de coleta, transporte e armazenamento, assim como na avaliagao de diferentes populacdes
de teste. Ocasionalmente, o SARS-CoV-2 pode ser detectado em fluidos oculares em pacientes com e sem sinais de conjuntivite
[89-93]. Alguns estudos ndo detectaram SARS-CoV-2 na urina [58, 75, 94], enquanto outros foram capazes de detectar RNA viral
na urina de um niimero limitado de pacientes [57, 95]. Um estudo relatou varios pacientes com amostras de sémen positivas [96].
Além disso, a detec¢ao de RNA positivo para tecido cerebral [97] e liquido cefalorraquidiano [98] foi descrita em relatos de casos.
Assim, o SARS-CoV-2 pode ser detectado em uma ampla gama de outros fluidos corporais ¢ compartimentos, mas ¢ mais
frequentemente detectado em material respiratorio e, portanto, as amostras respiratorias continuam sendo o tipo de amostra preferida
para o diagnostico.

Principios orientadores para testes laboratoriais

A decisdo de testar deve ser baseada em ambos fatores, clinicos e epidemiologicos. Ver as guias provisorias manejo clinico de
COVID-19 [99], investigacdo de clusteres [6] e vigilancia em saude publica [7].

Uma coleta rapida de amostras apropriadas e o diagnostico laboratorial preciso de pacientes nos quais ha forte suspeita de infecgao
por SARS-CoV-2 sido as duas prioridades para apoiar o manejo clinico de pacientes e as medidas de controle de infec¢do. Dada a
complexidade da amostragem adequada, analise laboratorial e interpretagdo dos resultados, a coleta e o diagndstico laboratorial
devem ser realizados por profissionais treinados e competentes.

Individuos infectados com SARS-CoV-2 podem nunca desenvolver sintomas (casos assintomaticos), podem ter doenca muito leve
(pauci-sintomatica) ou podem desenvolver COVID-19 moderada a grave [18-26]. A evidéncia mais robusta de infecgdo viral vem
da detec¢do de fragmentos do virus, como proteinas ou acidos nucléicos, por meio de testes virologicos. Os individuos infectados
podem ter teste positivo para acidos nucléicos virais ou proteinas virais sem sintomas (assintomaticos), ou antes do inicio dos
sintomas (pré-sintomaticos) e durante um episoédio da doenga (sintomaticos). Para aqueles que desenvolvem a COVID-19, os
sintomas podem ser amplos na apresentagdo inicial da doenca. Os individuos podem apresentar sintomas muito leves, com
pneumonia aparente, febre, sepse e, menos comumente, gastroenterite ou sintomas neurologicos [99]. Se necessario para o manejo
de caso, os pacientes também devem ser testados para outros patogenos, conforme recomendado nas diretrizes de manejo clinico
local, mas isso nunca deve atrasar o teste para SARS-CoV-2 [99, 100]. Foram relatadas coinfec¢des de SARS-CoV-2 com outros
patdgenos, portanto, um teste positivo para outro patdogeno nao exclui COVID-19 e vice-versa [27, 101-109]. Foram relatados casos
de resultados de teste de anticorpos falsos positivos contra dengue usando um teste de diagnostico rapido de dengue (RDT) em
pacientes com COVID-19 [110, 111]. H& também o risco de resultados falso-positivos ou falso-negativos para SARS-CoV-2, se o
teste ndo for realizado com os ensaios adequados ou se ndo for realizado em condigdes adequadas.
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Coleta de amostras, transporte e armazenamento

Procedimentos de seguranca durante a coleta de amostras

Deve ser assegurado que os profissionais de saide que coletam amostras clinicas de casos suspeitos cumpram rigorosamente as
diretrizes de prevengdo e controle de infec¢ao (IPC) e usem equipamento de protegdo individual (EPI) adequado, consulte também
a guia provisoria da OMS para COVID-19 sobre prevencdo e controle de infec¢des durante a assisténcia médica [7].

Deve ser certificado que os procedimentos operacionais padrao (POP) adequados estejam em vigor e que a equipe seja devidamente
treinada na coleta, embalagem, envio e armazenamento de amostras. Deve-se presumir que todas as amostras coletadas para
investigacdes podem estar infectadas com SARS-CoV-2 e outros patdgenos. Consulte também as guias provisorias da OMS sobre
biosseguranca laboratorial para SARS-CoV-2 [3]. As diretrizes locais, incluindo o consentimento informado, devem ser seguidas
para a coleta de amostras, teste, armazenamento e pesquisa.

Amostras a serem coletadas

A amostra ideal depende da apresentacdo clinica e do tempo desde o inicio dos sintomas. No minimo, as amostras respiratorias
devem ser coletadas

Amostras respiratérias

e Amostras respiratorias do trato superior sdo adequadas para testar infec¢des em estagio inicial, especialmente em casos
assintomaticos ou leves. A utilizagdo de swabs nasofaringeos e orofaringeos combinados para teste demonstrou aumentar
a sensibilidade da detecgdo de virus respiratérios e melhorar a confiabilidade do resultado [60, 86, 112-114]. Dois swabs
individuais podem ser combinados em um tubo de coleta ou um swab nasofaringeo e orofaringeo combinado pode ser
obtido [115]. Alguns estudos mostraram que os esfregacos nasofaringeos individuais produzem um resultado mais
confiavel do que os esfregagos orofaringeos [40, 75, 76, 114].

e Amostras respiratorias do trato inferior sdo aconselhadas se coletadas posteriormente no curso da doenga COVID-19
ou em pacientes com uma amostra do trato respiratorio superior negativa e houver uma forte suspeita clinica de COVID-
19[70,71,75,76, 86]. As amostras do trato respiratorio inferior podem consistir em escarro, se produzido espontaneamente
(expectoragdo induzida ndo é recomendada, pois apresenta um risco aumentado de transmissdo por aerossol [99]) e/ou
aspirado endotraqueal ou lavagem broncoalveolar em pacientes com doenga respiratoria mais grave. Deve-se ter cuidado
devido ao alto risco de aerossolizagdo; portanto, é necessaria a adesdo estrita aos procedimentos de IPC durante a coleta
de amostras. A indicag¢@o de um procedimento invasivo deve ser avaliada por um médico.

Antes de implementar outros métodos de amostragem de fluido respiratorio ou oral, 0 método de amostragem deve primeiro passar
por uma validacdo laboratorial para os grupos de pacientes pretendidos.

Coleta de amostras simplificada e otimizada

Ha uma grande demanda por coleta simplificada e otimizada de amostras para deteccdo de SARS-CoV-2. Estudos com swabs orofaringeos
e nasofaringeo/nasal combinados [116, 117], outros em midturbinate [118-120] ou swabs nasais ou narinas inferiores [120, 121] ou swab
lingual [120] por um profissional treinado ou por auto-coleta foram realizados. Embora alguns desses estudos mostrem que essas
abordagens funcionam razoavelmente bem, esses estudos se concentram principalmente em grupos de pacientes especificos e seus
tamanhos de amostra sdo limitados. Antes que a ampla implementagao dessas alternativas possa ser recomendada, avaliagao e validagao
adicionais sdo0 necessdrias para determinar as indica¢des para as quais esses métodos de coleta servem como alternativas apropriadas.

Ha casos especificos em que a coleta de swabs nasofaringeos e orofaringeos pode ser problematica, como a triagem em massa em
escolas ou casas de repouso, especialmente quando idosos com deméncia ou criangas pequenas estdo envolvidos. Nessas situacdes,
os fluidos orais podem ser potencialmente uma amostra adequada, pois os métodos de coleta sdo menos invasivos e ha um risco
menor de exposi¢@o de outros na coleta, em comparagéo com a coleta de amostras do trato respiratorio superior.

Os métodos de coleta de fluido oral variam amplamente: desde fluidos orofaringeos posteriores / saliva coletados por cuspe ou
salivagdo, ou coleta de fluido oral com pipeta ou esponjas especiais. O gargarejo com solugdes salinas ¢ outra alternativa estudada.
A sensibilidade dessas amostras tem uma ampla faixa de desempenho em comparagdo com a amostragem naso e/ou orofaringea [28,
49, 82, 83, 85-88, 122-125]. Devido a grande variedade de métodos de coleta e etapas de processamento, os laboratorios devem
coletar seus proprios dados de desempenho vinculados ao método local de coleta e na populacdo relevante para teste. No momento,
a OMS nao recomenda o uso de saliva como o Unico tipo de amostra para diagnosticos clinicos de rotina. Se os métodos de coleta
diferente do padrao forem usados para diagnosticar outros patdogenos respiratorios, a deteccio desses patogenos deve fazer parte do
procedimento de validagao.

Amostra fecal

A partir da segunda semana apods o inicio dos sintomas, o0 NAAT pode ser considerado para amostras fecais nos casos em que
amostras do trato respiratorio superior e inflerior sdo negativas e a suspeita clinica de infecgdo por COVID-19 permanece [126]. Ao
testar as fezes, deve ser ceriticado que o método de extragdo pretendido e o NAAT foram validados para este tipo de amostra.

Amostras post-mortem

No caso de falecidos, um swab post-mortem, bidpsia com agulha ou amostras de tecido da autopsia, incluindo tecido pulmonar para
testes patoldgicos e microbioldgicos adicionais devem ser considerados [127-133].
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Amostras de soro

Se resultados negativos de NAAT forem obtidos para um paciente em que hé forte suspeita de infec¢do por SARS-CoV-2, uma
amostra pareada de soro pode ser coletada. Uma amostra colhida na fase aguda e outra na fase de convalescente 2-4 semanas depois
pode ser usada para verificar soroconversdo ou aumento nos titulos de anticorpos. Essas duas amostras podem ser usadas
retrospectivamente para determinar se o individuo teve COVID-19, especialmente quando a infec¢do ndo pdde ser detectada por
NAAT.

Ver Figure 1 para o algoritmo de diagnostico para casos que requerem cuidados clinicos e s@o suspeitos de ter COVID-19.

Figura 1: Diagrama de fluxo de diagnostico para a detecgdo de infec¢do aguda por SARS-CoV-2 em individuos com suspeita
clinica de COVID-19

O paciente atende aos critérios clinicos para COVID-19*

" positivo Caso
NAAT >

confirmado

negativo
B Sem indicacdo de infeccdo
n3o
Continue Suspeita clinica > aguda por SARS-CoV-2
continua de COVID-19***
sim Opcional*****: Coleta de
soro de dois pontuais
ara deteccao de
Coletar nova negativo p o _
amostra**** a »  anticorpos com ensaio
repetir NAAT sorologico
- (semi)quantitativo na fase
positive aguda e 2-4 semanas
positivo negativo
Caso
confirmado ] Sem indicagao de
Caso confirmado

infecgdo aguda /
recente por SARS-CoV-2

* Manejo clinico de COVID-19 (Guia Proviséria), Organizagdo Mundial da Satude [99].

** Se a detecgdo de antigeno for incorporada ao algoritmo de teste, como isso precisa ser feito depende da sensibilidade e especificidade do teste de antigeno e da
prevaléncia de infec¢@o por SARS-CoV-2 na populagdo de teste pretendida. Para obter mais informagdes, consultar a secdo abaixo sobre "Testes de diagnostico
rapido baseado na detecc@o de antigenos" e orientagdes especificas Orientacio provisoria sobre a deteccdo de antigeno no diagnodstico de infeccdo por SARS-CoV-
2 usando imunoensaios rapidos [5].

*** Uma suspeita clinica continua pode ser, por exemplo, a auséncia de outra etiologia dbvia, a presenca de uma ligacdo epidemioldgica ou achado clinico sugestivo
(por exemplo, sinais radiologicos tipicos).

**%% A selegdo do tipo de amostra dependera da apresentagdo clinica, consultar a se¢do “Amostras a serem coletadas”. O aumento do numero de amostras testadas
também aumentard a sensibilidade do teste para COVID-19. Mais de duas amostras podem ser necessarias em algumas ocasides para detectar SARS-CoV-2 [73].
**%k%* Para a interpretagdo da sorologia, consulte a se¢do “Implementagio e interpretag@o de testes de anticorpos em laboratdrio clinico”. A sorologia ndo pode ser
usada como um diagnostico independente para infec¢des agudas por SARS-CoV-2 e manejo clinico.
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Embalagem e transporte de amostras clinicas

As amostras para detecgdo viral devem chegar ao laboratorio o mais rapido possivel apds a coleta. O manuseio correto das amostras
durante o transporte e no laboratorio € essencial. Para obter mais orientagdes, consultar Anexo 1.

O transporte de amostras dentro das fronteiras nacionais deve ser em conformidade com os regulamentos nacionais aplicaveis. O
transporte internacional de amostras que podem conter SARS-CoV-2 deve seguir os Regulamentos de Modelo das Nagdes Unidas,
Substancia Biologica, Categoria B (UN 3373) e quaisquer outros regulamentos aplicaveis, dependendo do modo de transporte.

Maiores informagodes podem ser encontradas em Guia da OMS de regulamento para o transporte de substincias infecciosas 2019-
2020 [134] e especifico para SARS-CoV-2 Guia de biosseguranca laboratorial [3] e instrugdes de transporte [135].

Devem ser mantidas linhas de comunicacdo abertas e eficientes com o laboratorio e fornecer todas as informagdes solicitadas. As
amostras devem ser rotuladas corretamente e acompanhadas por um formulario de solicitacdo de diagnostico (consultar Anexo 2
para um modelo de formulario de solicitagdo, incluindo informagdes clinicas minimas exigidas). Alertar o laboratorio antes de
enviar as amostras e fornecer as informagdes basicas essenciais com a solicitagdo de diagndstico permite o processamento adequado
e oportuno das amostras e o relatorio dos resultados.

Praticas de biosseguranca em laboratorio

Os laboratorios que realizam testes para SARS-CoV-2 devem aderir estritamente as praticas de biosseguranga apropriadas. Os testes
de amostras clinicas que podem conter SARS-CoV-2 devem ser realizados em laboratorios devidamente equipados por pessoal
treinado nos procedimentos técnicos ¢ de bioseguranga relevantes. As diretrizes nacionais sobre biosseguranga laboratorial devem
ser seguidas em todas as circunstancias. O manuseio de amostras para testes moleculares usando rRT-PCR padrio requer nivel de
biosseguranga (NBS) 2 ou instalagdes equivalentes com o uso de uma cabine de biosseguranca (CBS) ou um dispositivo de
conteng¢do primario recomendado para manipulagdo de amostra antes da inativacao.

Tentativas de isolar o virus em cultura de células requerem, no minimo, instalagdes NBS-3. Ao realizar cultura viral de amostras
clinicas potencialmente positivas para SARS-CoV-2 para outros fins, uma avalia¢@o de risco deve ser realizada, seguida por medidas
e procedimentos de bioseguranca requeridos [136].

Consideragdes especificas dos requisitos de biosseguranga podem permitir que certos testes no ponto de atendimento ou sejam
realizados fora de um gabinete de biosseguranga, uma vez que os regulamentos locais tenham sido revisados, apos realizar uma
avaliagdo de risco e colocar em pratica medidas adequadas de mitigagdo de risco .Para obter mais detalhes sobre biosseguranga
laboratorial, consultar a guia provisoria de biosseguranca laboratorial [3]. Para orientagdes gerais de biosseguranca laboratorial,
consultar o0 Manual de biosseguranga Laboratorial da OMS, 32 edi¢do [136].

Testes para SARS-CoV-2
Testes de Amplificagio de Acidos Nucléicos (NAAT)

Sempre que possivel, as suspeitas de infecgdes ativas por SARS-CoV-2 devem ser testadas com NAAT, como rRT-PCR. Os ensaios
NAAT devem ter como alvo o genoma SARS-CoV-2. Uma vez que atualmente ndo ha circulagdo conhecida de SARS-CoV-1
globalmente, uma sequéncia especifica de sarbecovirus também é um alvo aceitavel. Para ensaios comerciais, a interpretacdo dos
resultados deve ser feita de acordo com as instru¢des de uso. O diagnostico ideal consiste em um ensaio NAAT com pelo menos
dois alvos independentes no genoma SARS-CoV-2, no entanto, em dreas com transmissdo generalizada de SARS-CoV-2, um
algoritmo simples pode ser adotado com um tunico alvo discriminatorio. Ao usar ensaio de um alvo, é recomendavel ter uma
estratégia para monitorar as mutagcdes que podem afetar o desempenho. Para obter mais detalhes, consultar a secdo abaixo em
“Informagdes basicas sobre o monitoramento de mutagdes nas regides de iniciadores e sonda”.

Informacées basicas sobre 0 monitoramento de mutacdes nas regioes de iniciadores e sonda

Como o SARS-CoV-2 continua a mudar geneticamente ao longo do tempo, divergencia entre os iniciadores e/ou sondas e as regides
de ligagdo correspondentes nos genomas do SARS-CoV-2 podem reduzir a sensibilidade do NAAT. Quando viavel, o
monitoramento de divergencias de primer e sonda devido a mutagdes no SARS-CoV-2 e avaliagdo do seu impacto é recomenddado.
Ao testar rotineiramente todas as amostras com dois conjuntos diferentes de iniciadores/sonda que t€ém como alvo diferentes regides
gendmicas, € possivel reduzir o risco de resultados falso-negativos. Varias ferramentas de monitoramento de mutagdes relevantes
estdo disponiveis, incluindo pesquisas no GISAID (the Global Initiative on Sharing All Influenza Data) e outras ferramentas
incluindo PrimerCheck (Erasmus Medical Centre), PrimerScan (European Centre for Disease prevention and Control) e CoV-GLUE
(COVID-19 UK Genomics Consortium and MRC-University of Glasgow Centre for Virus Research). O Primercheck e o COV-
GLUE permitem aos pesquisadores usar seus proprios dados de sequéncia confidencialmente. Nem todas as mutagdes nas regides
de iniciador/sonda levam a mudangas significativas no desempenho. As previsdes in silico da eficiéncia da ligagdo sdo insuficientes
para quantificar o efeito de uma divergencia na sensibilidade de um NAAT, por isso ¢ essencial fazer uma comparagio experimental
da sensibilidade do teste para ambos, os isolados virais variantes e os de referéncia. Para ensaios comerciais, € vital manter o controle
de possiveis incidentes de desempenho abaixo do ideal. Por favor, informe o fabricante do ensaio e a OMS sobre quaisquer
preocupagodes que vocé possa ter com um ensaio especifico.



https://apps.who.int/iris/handle/10665/332076
https://apps.who.int/iris/handle/10665/331639
https://apps.who.int/iris/handle/10665/332076
https://apps.who.int/iris/handle/10665/42981
https://www.gisaid.org/
https://viroscience-emc.shinyapps.io/primer-check/
https://primerscan.ecdc.europa.eu/?assay=Overview
http://cov-glue.cvr.gla.ac.uk/

Testes de diagnostico para SARS-CoV-2: Guia proviséria

Muitos ensaios rRT-PCR comerciais e in-house estao disponiveis e varios foram validados independentemente [137-143]. Algumas
consideragdes para selecionar o NAAT certo para o laboratdrio estdo listadas no Anexo 3. Alguns dos sistemas NAAT té€m a
capacidade de testes totalmente automatizados que integram o processamento de amostras, bem como a capacidade de extragdo,
amplificagdo e relatorios de RNA. Esses sistemas fornecem acesso a testes em locais com capacidade laboratorial limitada e tempo
de resposta rapido quando usados para testes do paciente no atendimento. Os dados de validagdo de alguns desses ensaios estdo
agora disponiveis [144]. Ao implementar esses ensaios em ambientes especificos, a equipe que realiza o teste deve ser
adequadamente treinada, o desempenho deve ser avaliado nesses ambientes especificos e um sistema para monitorar a qualidade
deve ser implementado. Métodos adicionais de amplificacao/detec¢ao potencialmente valiosos, como CRISPR (do inglés Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), tecnologias de amplificagdo de acido nucleico isotérmico (por exemplo,
amplificagdo isotérmica mediada por loop de transcricdo reversa (RT-LAMP), e ensaios de microarray molecular estdo em
desenvolvimento ou em o processo de ser comercializado [145-147]. A validagdo do desempenho analitico e clinico desses ensaios,
a demonstracdo de sua utilidade operacional potencial, o compartilhamento rapido de dados, bem como a revisao regulatéria de
emergéncia de testes manufaturados e de bom desempenho sio incentivados para aumentar o acesso a testes para SARS-CoV-2.

E necessaria uma interpretagdo cuidadosa dos resultados positivos fracos com NAAT, uma vez que alguns dos ensaios mostraram
produzir sinais falsos com valores de Ct elevados. Quando os resultados do teste sdo invalidos ou questionaveis, nova amostra do
paciente deve ser coletada e testada. Se ndo houver amostras adicionais do paciente disponiveis, 0 RNA deve ser extraido novamente
das amostras originais e testado novamente por uma equipe altamente experiente. Os resultados podem ser confirmados por um
teste NAAT alternativo ou por sequenciamento do virus se a carga viral for suficientemente alta. Os laboratorios sdo estimulados a
buscar confirmacéo do laboratorio de referéncia de quaisquer resultados inesperados.

Um ou mais resultados negativos ndo excluem necessariamente a infeccdo por SARS-CoV-2 [40, 42, 58, 66-74]. Uma série de
fatores pode levar a um resultado negativo em um individuo infectado, incluindo:

- Baixa qualidade da amostra porque contém muito pouco material do paciente;

- Amostra coletada no final do curso da doenca, ou amostra retirada de uma parte do corpo que nao continha o virus naquele
momento;

- Amostra ndo manuseada e/ou transportada apropriadamente;
- Razdes técnicas inerentes do teste, por ex. inibigdo da PCR ou mutacdo viral.

Para manejo de caso clinico, um algoritmo de teste proposto esta ilustrado na Figura 1.

Alternativas para extracio de RNA

A maioria dos fluxos de trabalho convencionais para diagnostico molecular requer extragdo de RNA antes que um rRT-PCR seja
realizado. No entanto, ha uma escassez global de kits de extracdo comercial devido a pandemia de COVID-19. A rRT-PCR direta
de swabs nasofaringeos pode fornecer uma alternativa temporaria ou emergencial a extracdo de RNA, mas as limita¢cdes da
quantidade de volume, assim como um risco aumentado de degradagdo do RNA e inibi¢do da PCR podem levar a uma perda de
sensibilidade do ensaio [148, 149]. O tratamento térmico antes do processamento da amostra pode afetar a qualidade do RNA [149,
150]. Outros fatores que podem afetar a qualidade do RNA e que devem ser avaliados antes da implementagao sao a adicao de
detergentes, meios de transporte, volume da amostra usada e enzima polimerase usada [148, 151-154]. As implicagdes de
biosseguranga no fluxos de trabalho de extra¢des alternativas também devem ser consideradas. Os laboratérios considerando
métodos alternativos que contornam a necessidade de extragdo de RNA devem validar completamente seus protocolos e realizar
uma avaliacdo de risco que pondere os riscos e beneficios, antes de integrar tais protocolos ao fluxo de trabalho de diagnéstico

Pool de amostras para NAAT

O agrupamento de amostras de varios individuos pode aumentar a capacidade diagnostica para detectar SARS-CoV-2 quando a taxa
de teste ndo atende a demanda em alguns ambientes [155-159]. Existem vérias estratégias para agrupar amostras. Se o resultado do
pool for negativo, todas as amostras individuais no pool sdo consideradas negativas. Se o teste do pool for positivo, as etapas de
acompanhamento dependem da estratégia, mas em geral cada amostra precisa ser testada individualmente (segregagdo do pool) para
identificar a(s) amostra(s) positiva(s). Outra abordagem ¢ o agrupamento de matrizes. Isso significa que os pools s@o feitos por linha
e por coluna, e testados por PCR, a posicdo na matriz identifica a amostra positiva sem testes adicionais se a prevaléncia for
suficientemente baixa. Dependendo da robustez do método de teste de matriz no contexto especifico, ainda pode ser aconselhavel
testar novamente as amostras positivas identificadas para confirmagdo. Pool de amostras pode ser considerado em grupos
populacionais com prevaléncia esperada baixa/muito baixa de infec¢do por SARS-CoV-2, mas ndo para casos ou coortes com maior
probabilidade de estarem infectados com SARS-CoV-2. O uso rotineiro de pool de amostras de varios individuos em cuidados
clinicos e para fins de rastreamento de contato ndo ¢ recomendado. Estudos tém sido conduzidos para determinar o niimero ideal de
amostras por pool e projetar estratégias de agrupamento em diferentes ambientes de surto [156, 160-162].

Antes que qualquer protocolo para pool de amostra possa ser implementado, eles devem ser validados nas populacdes e
configuracdes apropriadas. Uma estratégia de teste inadequada pode levar a perda de casos ou outros erros de laboratdrio que podem,
por sua vez, afetar negativamente o manejo do paciente ¢ as medidas de controle de satide publica. Além disso, o risco de
contamina¢@o cruzada e o aumento potencial da complexidade e do volume da carga de trabalho devem ser considerados. Para
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realizar um pool confiavel, a automagao adequada ¢ a chave (por exemplo, sistemas roboéticos, software de suporte aos algoritmos
para identificar amostras positivas, sistemas de informacao de laboratério e middleware que podem funcionar com pools de amostra).

Com base nos dados disponiveis atualmente, pool intra-individual (varias amostras de um mesmo individuo que sdo agrupadas e
testadas como uma inica amostra) de amostras do trato respiratorio superior pode ser usado. O pool intra-individual de escarro e fezes
com amostras do trato respiratorio superior nao ¢ recomendado porque o primeiro pode conter compostos que inibem a rRT-PCR

Testes de diagnostico rapido com base na detec¢io de antigenos

Testes de diagnostico rapido (TDR) que detectam a presenga de proteinas virais (antigenos) de SARS-CoV-2 em amostras do trato
respiratério estdo sendo desenvolvidos e comercializados. A maioria deles sdo imunoensaios de fluxo lateral (LFI, do inglés lateral
flow immunoassays), que normalmente sdo concluidos em 30 minutos. Em contraste com os NAATS, ndo ha amplificacdo do alvo
que ¢ detectado, tornando os testes de antigeno menos sensiveis. Além disso, podem ocorrer resultados falso-positivos (indicando
que uma pessoa esta infectada quando ndo estd) se os anticorpos na tira do teste também reconhecerem antigenos de virus diferentes
do SARS-CoV-2, tais como outros coronavirus humanos.

A sensibilidade de diferentes TDRs em comparac¢do com rRT-PCR em amostras do trato respiratorio superior (swabs nasofaringeos)
parece ser altamente variavel [144, 163-165], mas a especificidade ¢ consistentemente relatada como alta. Atualmente, os dados
sobre o desempenho do antigeno no ambiente clinico ainda sdo limitados: NAAT pareado e validagdes de antigeno em estudos
clinicos sdo encorajados para identificar quais testes de detec¢do de antigeno que estdo em desenvolvimento ou ja foram
comercializados demonstram desempenho aceitavel em estudos de campo representativos. Quando o desempenho ¢é aceitavel, os
TDRs de antigeno podem ser implementados em um algoritmo de diagnostico para reduzir o nimero de testes moleculares que
precisam ser realizados e para apoiar a identificagdo e o manejo rapidos de casos COVID-19. Como a detec¢do de antigeno seria
incorporada ao algoritmo de teste dependera da sensibilidade e especificidade do teste de antigeno e da prevaléncia de infec¢do por
SARS-CoV-2 na populagao pretendida para o teste. Cargas virais mais altas estdo associadas a um melhor desempenho do teste de
antigeno; portanto, espera-se que o desempenho do teste seja melhor proximo ao inicio dos sintomas e na fase inicial de uma infec¢ao
por SARS-CoV-2. Para obter orientagdes especificas sobre os testes de detecgdo de antigenos, consulte a Guia proviséria da OMS
sobre a detec¢do de antigenos no diagndstico de infec¢do por SARS-CoV-2 usando imunoensaios rapidos da OMS [5].

Testes sorologicos disponiveis para deteccio de anticorpos

Os ensaios soroldgicos que detectam anticorpos produzidos pelo corpo humano em resposta a infec¢ao por SARS-CoV-2 podem
ser uteis em varios cenarios.

Por exemplo, estudos de soroepidemiologia podem ser usados para apoiar a investigagdo de um surto em andamento e para apoiar
a avaliacdo retrospectiva da taxa de ataque ou do tamanho de um surto [9]. Como o SARS-CoV-2 ¢ um novo patégeno, nossa
compreensdo das respostas de anticorpos gerada ainda estd emergindo e, portanto, os testes de detec¢do de anticorpos devem ser
usados com cautela e ndo para determinar infec¢des agudas.

Os ensaios ndo quantitativos (por exemplo, ensaios de fluxo lateral) ndo podem detectar um aumento nos titulos de anticorpos, em
contraste com os ensaios quantitativos ou (semi)quantitativos. Os ensaios de detec¢do de anticorpos de fluxo lateral (ou outros
ensaios ndo quantitativos) ndo sdo atualmente recomendados para diagnostico agudo e manejo clinico e seu papel em investigacdes
epidemioldgicas esta sendo estudado. Para obter mais informagdes sobre a utilidade dos testes de imunodiagnostico rapidos, consulte
o resumo cientifico da OMS com recomendagdes sobre os testes de imunodiagnodstico para SARS-CoV-2 especificos para
atendimento primario [4].

A sorologia ndo deve ser usada como um diagnodstico independente para identificar casos agudos nos cuidados clinicos ou para fins
de rastreamento de contato. As interpretagdes devem ser feitas por um especialista ¢ dependem de varios fatores, incluindo o
momento da doenga, morbidade clinica, epidemiologia e prevaléncia dentro do cenario, o tipo de teste usado, o método de validacao
e a confiabilidade dos resultados.

Foram observadas uma soroconversdo (desenvolvimento de resposta mensuravel de anticorpos apos a infecgdo) mais robusta e
rapida em pacientes com doenga grave em comparagdo com aqueles com sintomatologia mais branda ou infec¢des assintomaticas.
Anticorpos tém sido detectados ja no final da primeira semana de infeccdo em uma fragdo dos pacientes, mas também podem levar
semanas para se desenvolver em pacientes com infec¢ao subclinica/leve [37, 166-173]. Um diagnodstico confidvel de infecg¢@o por
SARS-CoV-2 com base na resposta de anticorpos dos pacientes, muitas vezes, so sera possivel na fase de recuperacéo, quando as
oportunidades para intervencdo clinica ou interrupg¢do da transmissdo da doenga tiverem passado. Portanto, a sorologia ndo ¢ um
substituto adequado para os ensaios viroldgicos para corroborar rastreamento de contato ou o manejo clinico. A duragdo da
persisténcia dos anticorpos gerados em resposta ao SARS-CoV-2 ainda estd em estudo [49, 174]. Além disso, a presenca de
anticorpos que se ligam ao SARS-CoV-2 ndo garante que sejam anticorpos neutralizantes ou que oferegam imunidade protetora.

Testes sorologicos disponiveis para detec¢iio de anticorpos

Testes comerciais e ndo comerciais que medem anticorpos de ligagdo (imunoglobulinas totais (Ig), IgG, IgM e/ou IgA em diferentes
combinagdes) utilizando varias técnicas, incluindo LFI, ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) e imunoensaio de
quimioluminescéncia (CLIA, do inglés chemiluminescence immunoassay) tornaram-se acessivel. Uma série de validagdes e revisdes
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sistematicas sobre esses ensaios foram publicadas [170, 171, 173, 175-177]. O desempenho dos ensaios soroldgicos varia
amplamente em diferentes grupos de teste (como em pacientes com infecc¢éo leve versus moderada a grave, bem como em jovens
versus idosos), tempo de teste e proteina viral alvo. Compreender essas variagdes de desempenho exigird um estudo mais
aprofundado. Os testes de detecg@o de anticorpos para coronavirus também podem apresentar reagdo cruzada com outros patdogenos,
incluindo outros coronavirus humanos, [167, 178-180] ou com condigdes pré-existentes (por exemplo, gravidez, doencas
autoimunes) e, assim, produzir resultados falso-positivos.

Os ensaios de neutralizagdo viral sdo considerados o teste padrdo ouro para detectar a presenca de anticorpos funcionais. Esses testes
requerem uma equipe altamente qualificada e instalagdes de cultura NB-3 e, portanto, ndo sdo adequados para uso em testes de
diagndstico de rotina.

Implementacéo e interpretacio de testes de anticorpos em laboratorio clinico

Ao implementar testes sorologicos em laboratorio clinico, é aconselhdavel uma validagdo interna ou verificagdo dos testes especificos.
Mesmo que os testes comerciais tenham sido autorizados para uso em emergéncias, uma verificacdo interna (ou se exigido pelas
autoridades locais uma validagdo) ainda ¢ necessaria. Protocolos e exemplos com sugestdes de como fazer isso estdo agora
disponiveis [170, 171, 181].

Cada teste soroldgico ¢ diferente. Com relago aos testes comerciais, siga as instru¢des de uso do fabricante. Estudos mostram que
varios ensaios comerciais medindo IgG ou Ig total tiveram um bom desempenho. A maioria desses estudos ndo mostrou nenhuma
vantagem de IgM sobre IgG, ja que IgM ndo aparece muito antes de IgG [173]. O papel adicional do teste de IgA no diagnoéstico de
rotina ndo foi estabelecido. Para a confirmacdo de uma infecg¢@o recente, os soros agudos e convalescentes devem ser testados
usando um ensaio validado quantitativo ou (semi)quantitativo. A primeira amostra deve ser coletada durante a fase aguda da doencga,
e a segunda amostra pelo menos 14 dias apos a coleta do soro inicial. Espera-se que os niveis maximos de anticorpos ocorram na
terceira/quarta semana apos o inicio dos sintomas. A soroconversdo ou um aumento nos titulos de anticorpos em soros pareados
ajudaré a confirmar se a infec¢@o € recente e/ou aguda. Se o teste da amostra inicial for positivo, esse resultado pode ser devido a
uma infec¢do anterior que nao esta relacionada a doenca atual.

O primeiro caso conhecido de reinfec¢do com SARS-CoV-2 foi documentado [182]. Apenas informagdes limitadas estdo
disponiveis sobre a interpretacdo dos testes de anticorpos contra SARS-CoV-2 apo6s uma infec¢do anterior com SARS-CoV-2 ¢
sobre a dindmica da sorologia para SARS-CoV-2 se ocorrer uma infec¢do subsequente com outro coronavirus. Nesses dois conjuntos
de circunstancias, a interpretag@o da sorologia pode ser extremamente desafiadora.

Isolamento Viral

O isolamento viral ndo é recomendado como procedimento de diagnodstico de rotina. Todos os procedimentos que envolvem o
isolamento viral em cultura de células requerem equipe treinada e instalagdes NB-3. Uma avaliagdo de risco completa deve ser
realizada ao cultivar amostras de pacientes potencialmente com SARS-CoV-2 para outros virus respiratorios pois tem sido
demonstrado que o SARS-CoV-2 cresce em uma variedade de linhas celulares [183].

Sequenciamento gendmico para SARS-CoV-2

O sequenciamento gendmico para SARS-CoV-2 pode ser usado para investigar a dindmica de um surto, incluindo mudangas no
tamanho de uma epidemia ao longo do tempo, sua propagacao espago-temporal e testes de hipoteses sobre as rotas de transmissao.
Além disso, as sequéncias genomicas podem ser usadas para decidir quais ensaios de diagnostico, antivirais e vacinas podem ser
candidatos adequados para estudo posterior. A andlise dos genomas do virus SARS-CoV-2 pode, portanto, complementar, aumentar
e apoiar estratégias para reduzir a carga de doenga de COVID-19. No entanto, o custo potencialmente alto e o volume de trabalho
necessario para o sequenciamento gendmico significa que os laboratérios devem ter clareza sobre os retornos esperados de tal
investimento e o que ¢ necessario para maximizar a utilidade de tais dados de sequéncia gendmica. A orientagdo da OMS sobre o
sequenciamento gendmico do SARS-CoV-2 esta sendo desenvolvida atualmente.

Garantia da Qualidade

Antes de introduzir uma nova metodologia de teste, um novo ensaio, novos lotes de materiais ou uma nova técnica de PCR no
laboratorio, uma validacdo ou verificagdo deve ser realizada para garantir que o sistema de teste do laboratorio esta funcionando
adequadamente.

Para sistemas de PCR manual, cada amostra de NAAT deve incluir controles internos e, idealmente, um controle de coleta de
amostra (gene alvo humano). Além disso, controles externos sdo recomendados para cada execugdo de teste. Os laboratdrios que
solicitam seus proprios primers e sondas devem realizar testes de entrada ou validagdo observando a funcionalidade e contaminantes
potenciais [184].

Os laboratorios sdo incentivados a definir os limites de deteccdo de seus ensaios e a equipe sénior deve reconhecer como a
prevaléncia da doenga altera o valor preditivo dos resultados dos seus testes. Uma vez que o niimero de casos diminui, o valor
preditivo positivo diminuira, portanto, a interpretacdo dos testes deve continuar a fazer parte de um esquema de garantia de qualidade
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rigoroso, com interpretacdo baseada em: tempo de amostragem, tipo de amostra, especifica¢des do teste, dados clinicos e dados
epidemioldgicos.

Os laboratorios devem adotar medidas para reduzir o potencial de resultados falso-positivos por rRT-PCR e ter uma estratégia para
o gerenciamento de resultados equivocados. Consulte o Anexo 4 para uma lista de verificacao.

Em geral, os laboratorios devem ter um sistema de garantia de qualidade implantado e sdo incentivados a participar de avaliagdes
externa da qualidade (EQA, do inglés External Quality Assessment) ou a realizar comparagdes de resultados entre laboratorios com
um subconjunto de amostras.

A OMS anteriormente recomendou os laboratdrios nacionais a garantir o desempenho de qualidade pela confirmacao dos resultados
dos testes para as primeiras 5 amostras positivas e as primeiras 10 amostras negativas (coletadas de pacientes que se enquadram na
definicdo de caso), encaminhando-as a um dos laboratérios de referéncia da OMS que fornecem teste confirmatorio para SARS-
CoV-2. A OMS forneceu apoio aos laboratorios nacionais para facilitar o envio das amostras a um dos laboratérios de referéncia
dedicados. Para obter mais informacdes, consulte o site da OMS para obter a lista de laboratorios de referéncia [185] e as instrucdes
de envio [135]. Os laboratérios nacionais de referéncia fortalecidos e o acesso crescente a iniciativas de EQA para SARS-CoV-2
reduzem a necessidade de usar este mecanismo. Se o teste para SARS-CoV-2 ainda nio estiver disponivel em um pais, esforgos
devem ser feitos para estabelecer a capacidade nacional.

Notificacdo de casos e resultados de testes

Uma rapida comunicagao dos resultados dos testes ¢ importante para o planejamento e elaboragdo das intervengdes de saude publica
e controle de surtos. Os laboratorios devem seguir os requisitos de notificagdo nacionais. Em geral, todos os resultados dos testes,
positivos ou negativos, devem ser imediatamente comunicados as autoridades nacionais. Recordamos aos Estados Membros do
Regulamento Sanitario Internacional (RSI) de sua obrigagdo de compartilhar com a OMS informagdes relevantes para satide publica
dos eventos de notificagdo compulséria a OMS, usando o instrumento de decisdo no Anexo 2 do RSI (2005) [186].

A interacdo regular entre especialistas em saude publica, médicos e especialistas em laboratdrios locais para discutir estratégias,
potenciais problemas e solu¢des deve ser considerada uma parte essencial de uma resposta adequada a COVID-19. Esta resposta
inclui o desenvolvimento de guias e protocolos de estudos (clinicos, epidemiologicos e de ensaio).

Um tempo de resposta rapido para os resultados de teste pode, por sua vez, ter um impacto positivo no surto [187, 188]. Mais estudos
sd0 necessarios para ajustar o tempo maximo aceitavel desde o inicio dos sintomas até o resultado da amostra para ter impacto no
manejo clinico e no controle do surto; atualmente, um maximo de 24 horas é considerado razoavel na maioria das configuragdes.
Como os laboratorios geralmente tém controle apenas sobre o tempo entre a chegada da amostra e o resultado do teste, ¢ fundamental
garantir que as amostras cheguem ao laboratoério sem demora.

Métodos

Este documento foi desenvolvido por meio de consulta com especialistas da rede de especialistas de laboratério para SARS-CoV-
2. Os especialistas da rede completaram um acordo de confidencialidade e uma declaragao de interesse. Os formularios de declaragdo
de interesses foram analisados e ndo foram identificados conflitos em relagdo ao suporte deste documento de orientagao. Orientagdes
relevantes da OMS foram usadas neste documento [136, 185, 189-194]. Esta ¢ a sexta edi¢ao (versdo 2020.6) e foi originalmente
adaptada de Laboratory testing for Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus [189].

Um amplo espectro de especialistas de laboratorios clinicos de diferentes regides esteve envolvido no desenvolvimento deste
documento. Os especialistas internos envolvidos no desenvolvimento incluem pontos focais de laboratorios regionais da OMS,
epidemiologistas e especialistas clinicos. Esta versdo da guia incorpora o novo entendimento e as caracteristicas do virus e aborda
perguntas e questdes recebidas dos escritorios regionais e nacionais da OMS e outros canais.
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Anexo 1: Coleta de amostra e transporte

Testes de diagnostico para SARS-CoV-2: Guia proviséria

Tipo de Amostra

Materiais para coleta

Temperatura recomendada para armazenamento
e/ou transporte ao laboratorio ou até o0 momento
de teste (a partir da data de coleta de amostra) #

Swab nasofaringeo e Swabs flocado de poliéster ou dacron 2-8 °C se <12 dias*
orofarinngeo com (meio de transporte viral) MTV * =70 °C (gelo seco) se > 12 dias
Lavagem broncoalveolar Coletor estéril com MTV ** 2-8 °C se < 2 dias

—70 °C (gelo seco) se > 2 dias
Aspirado (endo)traqueal, Coletor estéril com MTV** 2-8 °C se <2 dias

lavagem/aspirado
nasofaringeo ou nasal

—70 °C (gelo seco) se > 2 dias

Escarro Coletor estéril 2-8 °C se < 2 dias

=70 °C (gelo seco) se > 2 dias
Tecido de biopsia ou Coletor estéril com solug&o salina ou 2-8 °C se < 24 hours
autoépsia, incluindo pulméo MTV =70 °C (gelo seco) se > 24 hours
Soro Tubo coletor com gel separador 2-8 °C se < 5 dias

(adultos: coletar 3-5 ml de sangue total) =70 °C (gelo seco) se > 5 dias

Sangue total Tubo coletor 2-8 °C se <5 dias

—70 °C (gelo seco) se > 5 dias
Fezes Container para fezes 2-8 °C se <5 dias

=70 °C (gelo seco) se > 5 dias

# Bvitar congelamento e descongelamento repetido das amostras. Se ndo houver acesso a -70 ° C, considerar armazenar a -20 ° C.

* Para o transporte de amostras para deteccao viral, usar preferencialmente meio de transporte viral (MTV) contendo suplementos antifiingicos e
antibidticos. Se o MTV ndo estiver disponivel, outras solugdes podem ser usadas apods a validagdo. Essa solugdo pode incluir solucao salina
tamponada com fosfato (PBS), solugdo salina estéril a 0,9%, meio essencial minimo (com armazenamento a + 4C até 7 a 14 dias) [195-197].
No caso de outros virus, como influenza, também precisarem ser testados, ndo armazene as amostras por mais de 5 dias a 4-8 graus, mas a —

70 ° C ou gelo seco [194].

** Se MTV ndo estiver disponivel, solugdo salina estéril pode ser usada [198]. A duracdo do armazenamento da amostra a 2-8 © C pode ser

diferente da indicada acima.

Além dos materiais de coleta especificos indicados na tabela, certificar que outros materiais e equipamentos estejam disponiveis: por ex.
recipientes de transporte e sacos e embalagens de coleta de amostras, refrigeradores e bolsas frias ou gelo seco, equipamento de coleta de
sangue esterilizado (por exemplo, agulhas, seringas e tubos), rotulos e marcadores permanentes, EPI, materiais para descontaminagio de

superficies, etc.
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Anexo 2: Formulario de pedido laboratorial
FORMULARIO DE REQUISICAO DE TESTE LABORATORIAL PARA SARS-CoV-2

Informacao do remetente

NOME DO HOSPITAL, LABORATORIO ou OUTRA
INSTITUIGAO REMETENTE *

Médico
Enderego
Numero de telefone
Definigdo de caso™: [ Caso suspeito [ Caso provavel [] Outro:
Informagdo do Paciente
Primerio nome Sobrenome
Numero ID do paciente Data de nascimento Idade:
Endereco Sexo O Masculino O Feminino O

Desconhecido
Numero de telefone

Informagao da Amostra
Tipo [ Swab nasofaringeo e orofaringeo [ Lavado broncoalveolar [J Aspirado endotraqueal
[ Aspirado nasofaringeo [ Lavado nasal [ Escarro [ Tecido pulmonar [ Soro [ Sangue total
[ Fezes L OQutror: ....
Todas as amostras coletadas devem ser consideradas potencialmente infecciosas e o laboratério de
referéncia deve ser contactado antes do envio das amostras a eles.
Todas as amostras devem ser enviadas de acordo com os requisitos de transporte de Categoria B.

Marcar a caixa se a amostra clinica for post mortem [
Data de coleta Hora de coleta
Estatus prioritario
Detalhes clinicos
Data do inicio dos sintomas:

O paciente tem histoérico de viagem recente O Sim Pais
para uma area afetada? ] N3o Data de retorno
O paciente teve contato com um caso confirmado? O Sim O Nao O Desconhecido [ Outra exposi¢ao:

Comentarios adicionais (por
exemplo, tratamento
antimicrobiano,
imunossupressores)

1 Vigilancia em saude publica para COVID-19: guia provisério
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Anexo 3: Consideragdes ao selecionar o NAAT ideal para a configuragdo de uso

Aspecto Considera

CE-IVD, WHO EUL, PQ, EU-FDA ou outra aprovagao. Dados de validagéo

Qualidade de fabricagao independentes. Fabricagéo sob I1SO.

Alvos NUmero de alvos, especificidade para SARS-CoV-2 ou outros sarbecovirus.

Para o teste NAAT manual, um controle positivo e pelo menos um controle
Controles negativo devem ser incluidos. O uso de um controle de extrag&o e um controle de
adequagéo de espécime de gene interno humano também é recomendado

O ensaio é compativel com os sistemas disponiveis no laboratério ou pais?
Facilidade de uso e utilidade operacional.

Oportunidade de multiplex com outros patégenos respiratorios.

Custeio da plataforma e manutencéo.

Facilidade de acesso ao provedor de manutengao / solugdo de problemas.

Instrumentacéo

O kit pode ser implementado no fluxo de trabalho existente do laboratério,

Fluxo de trabalho garantindo o minimo de interrupg&o em outros diagndsticos?

Complexidade do ensaio.
NUmero de etapas.
Treinamento e equipe necessarios.

Facilidade de uso

Muitos kits requerem cadeia de frio durante o transporte e armazenamento, em
algumas circunstancias, isso pode representar um desafio. Alguns kits contém
enzimas liofilizadas que néo exigem que o kit seja enviado €, as vezes,
Requerimentos de armazenamento e transporte armazenado em frio.
Prazo de validade: Pode ser necessério estar preparado para periodos de
intensos estoques de teste, um maior prazo de validade é necessario para
garantir o uso adequado dos recursos.

Instrugdes de uso disponiveis, treinamento disponibilizado pela empresa ou
Necessidades de treinamento e acesso outros, fornecimento de opgdes de solugao de problemas e linha de ajuda
acessivel no idioma local.

Kit completo para coleta de amostra / extragéo / amplificagdo ou o kit PCR requer
reagentes ou ferramentas adicionais.

Compatibilidade com o método de extragéo dos laboratorios.

Necessidade de reagentes auxiliares -~ . . _ -
Compatibilidade com polimerases disponiveis, se necessario.

Equipamento especial necessério (por exemplo, painel de calibragéo antes de
executar o teste, plataformas de extrag&o, bloco de calor, vértice, suporte
magnético ou centrifuga).

Contrato de fornecimento a longo prazo.
Continuidade de abastecimento Rotas de entrega seguras se ocorrerem bloqueios.

Custos de ensaio e reagentes auxiliares.
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Anexo 4: Sugestdes de lista de verificagdo para reduzir possiveis casos de resultados falsos positivos
por rRT-PCR e tratamento de resultados equivocados

Os laboratoérios devem ter um procedimento operacional padrao implementado para reduzir os possiveis resultados falsos
positivos por rRT-PCR e como lidar com resultados equivocados. Esta lista de verificacdo fornece sugestdes e consideracdes aos
laboratorios. A lista de verificagao é formulada para rRT-PCRs manuais, mas muitos aspectos também podem ser usados para
outros NAATS.

ADMINISTRATIVO
O  Eliminar ou reduzir transcrigéo
O Se transcrever, método de verificagao
O Classificagao, aliquota e rotulagem
O Identificadores duplos
U  Entrada dos resultados
CONTAMINAGAO CRUZADA

Area de preparagdo
Manipulagéo dos tubos
Geragéo de aerossol

Concentragéo de acido nucleico e configuragdo de extragao

a

a

a

a

U Formatagao e etapas de PCR
O Verificar outros positivos na mesma execugédo
O Ambiental

U Reagentes contaminados

a

Descarte
EQUIPAMENTOS e KITS PARA TESTES

O Método de calibragdo
U Equipamento validado para kit para teste

O Avaliar o risco de contaminagao de novos equipamentos

PRATICA
U Para triagem em massa, separar os grupos de alta prevaléncia dos de baixa prevaléncia.
U Inspegéo visual da corrida
U Analitico - exame dos dados brutos
U Estender a corrida quando necessario para Ct tardio
RESULTADOS EQUIVOCADOS

Segquir as instrugdes do fabricante
Politica de laboratério para resultados ambiguos

Quaisquer critérios laboratoriais adicionais para categoria equivoca

Critérios para repetir o teste, se houver

Qa

a

Qa

U Comunicagéo da interpretacdo aos usuarios
a

U Uso de teste ou alvo de PCR alternativo

Q

Comunicagao com equipe clinica e de salde pubica
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