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Diretrizes para laboratdrios sobre deteccao e
diagndstico da infecgdo pelo virus COVID-19

30 de margo de 2020

Os coronavirus sdo um grupo de virus RNA altamente diversos da familia Coronaviridae que se dividem
em quatro géneros — alfa, beta, gama e delta — e causam doenga que varia de leve a grave em humanos
e animais (1-3). Existem coronavirus humanos endémicos, como os alfacoronavirus 229E e NL63, e os
betacoronavirus OC43 e HKU1, que podem causar sindrome gripal ou pneumonia em humanos (1,3). No
entanto, surgiram dois coronavirus zoonéticos, causando doenga grave em humanos: coronavirus que
causa sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV), em 2002-2003, e coronavirus que provoca sindro-
me respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV) (1-5).

Em janeiro de 2020, o agente etioldgico responsavel por um agregado de casos (cluster) de pneumonia
grave em Wuhan, China, foi identificado como sendo um novo betacoronavirus, diferente do SARS-CoV
e MERS-CoV (6). Em 11 de fevereiro de 2020, o Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) anunciou
que o virus foi denominado novo coronavirus que causa sindrome respiratdria aguda grave (SARS-CoV-2)
(7). Porém, no mesmo dia, a OMS denominou a doenc¢a como doenga do novo coronavirus COVID-19 (8).
Para fins de comunicagdo, iremos nos referir ao virus como “o virus responsavel pela COVID-19” ou “o
virus COVID-19”. Sequéncias gendmicas completas do virus COVID-19 foram publicadas e diferentes pro-
tocolos de detecgao molecular foram desenvolvidos, porém nao estdo totalmente validados ainda (9). No
entanto, dada a atual circulagdo do virus COVID-19 na regido das Américas, a Organizagdo Pan-Americana
da Saude/Organizagdo Mundial da Saude (OPAS/OMS) recomenda aos Estados Membros que garantam
a identificacdo oportuna de casos suspeitos, a coleta e envio de amostras a laboratérios de referéncia,
e aimplementagdo de protocolos de detec¢do molecular, de acordo com a capacidade do laboratério.

Em 19 de margo de 2020, a OMS atualizou sua orientagdo proviséria sobre os testes laboratoriais para
doenca do novo coronavirus (COVID-19) em casos suspeitos em humanos, que incluia informacg&es sobre
coleta e envio de amostras, testes laboratoriais e notificacdo de casos e resultados de testes (9). A OMS
também atualiza as defini¢Ges de casos suspeitos conforme necessario (10).

Coleta de amostras e envio adequado

Coleta de amostras

As amostras devem ser coletadas por pessoal treinado, seguindo todas as instrugdes de biosseguranga,
inclusive o uso de equipamentos de protegao individual adequados para garantir as precau¢bes-padrao,
de contato e para aerossol. Em especial, a equipe deve realizar a higieniza¢ao adequada das maos, usar
bata cirurgica, respirador (N95 ou FFP2), protecdo para os olhos (6culos de protecdo) ou para o rosto
(protecdo facial), e luvas (11).
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Amostras de secrecdo respiratoria

As amostras recomendadas sdo aquelas do trato respiratério inferior, incluindo escarro, lavado broncoal-
veolar e aspirado traqueal (quando possivel, de acordo com os critérios médicos). No entanto, quando
ndo for possivel realizar a coleta de uma amostra do trato respiratério inferior, as amostras do trato respi-
ratorio superior também podem ser usadas. Em geral, recomenda-se a coleta combinada de um swab na-
sofaringeo e swab orofaringeo (os swabs devem ser colocados e transportados no mesmo tubo contendo
meio de transporte universal ou viral) (9).

Se a amostragem dos contatos assintomaticos for incluida nas diretrizes nacionais, é preferivel usar amos-
tras do trato respiratério superior.

Deve-se usar somente swabs de material floculado de poliéster ou Dacron. Os protocolos para a produgdo
interna de meios de transporte viral estdo disponiveis mediante solicitacdo para o escritdrio regional da
OPAS. Além disso, deve-se usar solucdo fisioldgica estéril se 0 meio de transporte nao estiver disponivel
(consulte abaixo as consideragdes sobre transporte de amostras).

Envio de amostras

As amostras de secrec¢do respiratoria devem ser mantidas sob refrigeracdo (4-8°C) e enviadas ao labora-
tério, onde serdo processadas no prazo de 24-72 horas apds a coleta. Se as amostras ndo puderem ser
enviadas dentro desse periodo, recomenda-se o congelamento a -70°C (ou menos) até que as amostras
sejam enviadas (garantindo a manutencdo da cadeia fria). Se os swabs forem colocados em solucdo fisio-
I6gica estéril em vez de meio de transporte viral, a amostra deve ser enviada com prioridade.

O envio de amostras de casos suspeitos a laboratérios de referéncia ou centros colaboradores fora do pais
e por via aérea deve ser feito em conformidade com todas as normas internacionais (IATA) de transporte
de substancias bioldgicas, categoria B (12).

Outros tipos de amostras

O virus COVID-19, bem como o SARS-CoV e MERS-CoV, foi detectado em outros tipos de amostras, como
fezes e sangue (9). No entanto, a dindmica viral nessas amostras ndo foi completamente caracterizada.
Amostras de tecido dos pulmdes ou do trato respiratério também foram Uteis para a detecgao molecular,
desde que haja condi¢des adequadas para realizar a necropsia, especialmente em termos de protegao
respiratdria. Amostras de sangue dos casos agudos e convalescentes podem ser Uteis, a medida que os
testes soroldgicos ficarem disponiveis (veja abaixo).

Testes laboratoriais

Diretrizes de biosseguranga para o manuseio de amostras de casos suspeitos no laboratério foram publi-
cadas em outros documentos (12, 13).
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Métodos moleculares

A confirmagdo de rotina de casos de COVID-19 é baseada na detec¢do do acido nucleico do virus CO-
VID-19 (RNA) por ensaios de reagdo em cadeia de polimerase em tempo real (RT-PCR).

Extracao de RNA

O RNA pode ser extraido das amostras mencionadas acima, usando qualquer kit ou protocolo-padrdo de
extragdo. Em geral, a etapa de lise da amostra na extragao de RNA inativa qualquer virus vivo. Por esse
motivo, as amostras hemolisadas geralmente sdo consideradas nao infecciosas. A inativagao do virus CO-
VID-19 através de lise da amostra foi verificada por alguns kits comerciais (14).

As amostras de catarro exigem liquefacdo antes da extracdo molecular (15), embora as amostras de teci-
do exijam lise e homogeneizagao.

Protocolos de detec¢cao molecular
A OMS disponibilizou diversos protocolos de diagndstico molecular (usando RT-PCR) no seguin-

te link: https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019/technical-guidance/
laboratory- guidance.

Observe que a inclusao de nomes de fornecedores ou fabricantes nos protocolos ndo significa que eles
contem com a preferéncia/o endosso da OMS. Além disso, esses protocolos ainda ndo foram validados
através do processo da OMS.

Através do esforco dos Estados Membros da OPAS, todos os laboratérios nacionais com a capacidade de
realizar testes moleculares, inclusive os National Influenza Centers (NIC) [Centros Nacionais de Influen-
za], foram treinados no uso do primeiro protocolo disponibilizado pela OMS, desenvolvido pela Charité
— Universitdtsmedizin Berlin Institute of Virology, em Berlim, na Alemanha. A avaliagdo do protocolo foi
publicada (16) e um protocolo de trabalho esta disponivel no seguinte link: https://www.who.int/docs/
default-source/coronaviruse/protocol-v2-1.pdf.

O protocolo baseia-se na detecc¢do de dois alvos no genoma do virus: o gene E como rastreamento, segui-
do da confirmagado de genes E positivos através da detec¢ao do gene RdRP usando a sonda genética P1
e/ou o P2. O ensaio E é especifico para todos os virus relacionados ao SARS-CoV (ou seja, SARS-CoV, virus
COVID-19, e virus associados a morcegos), embora o ensaio RARP usando a sonda genética P2 detecta
somente o virus COVID-19. Reagentes especificos (primers, sondas e controles positivos) e protocolos de
trabalho para esses ensaios foram distribuidos pela OPAS/OMS em toda a regido.

Ensaios moleculares adicionais estdo disponiveis e podem ser realizados em plataformas abertas (ou
“manuais”) ou fechadas (ou seja, com kits que funcionem somente em plataformas proprietarias e auto-
matizadas). Eles incluem ensaios que foram aprovados para comercializacdo pelas autoridades regulato-
rias nacionais (em especial, aquelas consideradas pela OMS como SRA [Stringent Regulatory Authority]
para acelerar a pré-qualificagdo de testes diagndsticos in vitro). A OMS também estd analisando os pedi-
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dos para inclusdo na Emergency Use Listing (EUL) [Lista de Itens de Uso Emergencial] de ensaios para a
deteccdo do 4cido nucleico do virus COVID-19 (17). Sob a supervisdo das autoridades sanitarias nacionais
e com o apoio técnico dos laboratdrios nacionais de saude publica e National Influenza Centers [Centros
Nacionais de Influenza], esses testes podem ser usados em unidades de saide com a capacidade neces-
saria ou em laboratérios descentralizados.

Implementacao e interpretacao

No caso de confirmagado laboratorial de casos, apesar de se recomendar a detecgdo de dois alvos gené-
ticos diferentes (E seguido de RdARP, conforme descrito acima para o protocolo Charité), uma vez que
a circulagdo do virus COVID-19 esteja estabelecida e disseminada em uma dada area/pais, ndo é mais
necessario realizar o teste de PCR para os dois genes. Sendo assim, pode-se fazer a confirmagao através
da detecgdo de um Unico gene-alvo, caso as curvas e outros parametros de garantia de qualidade sejam
otimos. Os genes E ou RARP podem ser usados para o diagndstico; apesar disso, o PCR para o gene E
demonstrou uma sensibilidade levemente mais alta, portanto recomendamos priorizar o gene E como o
alvo a ser selecionado.

Geralmente, a detec¢do molecular do virus COVID-19 usando protocolos bem desenhados é bastante
especifica; portanto, um resultado positivo confirma a detecgdo do virus. Caso contrdrio, um resultado
negativo pode nem sempre significar a auséncia da infecgdo pelo virus COVID-19 (9). Diversos motivos
podem explicar um resultado negativo em uma pessoa infectada com o virus COVID-19, principalmente
0s seguintes:

e Problemas de qualidade, manuseio, transporte e/ou armazenamento das amostras (para controlar
isso, pode-se realizar a deteccdo qualitativa de um gene humano de referéncia (gene housekeeping)
[ex. RNase P (18)]).

¢ Baixa qualidade ou falha na extracdo da amostra, presenca de inibidores de PCR no RNA extraido (para
controlar isso, pode-se usar um controle de extracdo, ou entao a deteccao de um gene housekeeping,
conforme mencionado acima).

¢ A amostra foi coletada em um momento em que o paciente ndo estava excretando quantidades sufi-
cientes do virus como, por exemplo, bem no inicio ou bem no final da infec¢do (esse ponto é particu-
larmente relevante, pois a dindmica da presenca viral nos diferentes tipos de amostras ainda nao foi
completamente estabelecida).

e Como com qualquer ensaio de detecgdao molecular, as mutagdes do virus nas regides que sdo alvo dos
ensaios podem afetar a sensibilidade da detecgdo.

Métodos sorolégicos

Ensaios baseados na detec¢do de anticorpos IgM / IgG podem dar suporte aos estudos de soroprevalén-
cia e investigagdo do surto. Diversos ensaios (tanto os testes de diagndstico rapido como ELISA) estdo
disponiveis para a detecgdo de anticorpos IgM / 1gG e sdo comercializados para a detecg¢do de infeccbes
pelo virus COVID-19. No entanto, até hoje, esses testes ndo sao recomendados para uso.
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Esses testes podem apresentar limitagdes devido a reatividade cruzada com outros coronavirus que nor-
malmente estdo presentes na comunidade e que tornam a interpretacdo dos resultados mais dificil (19).
Além disso, as dinamicas de produgdo e resposta dos anticorpos durante os diferentes estagios de infec-
¢do ainda ndo estdo bem estabelecidas, o que limita ainda mais o uso desses testes. Alguns estudos de-
monstraram que durante os primeiros 6-7 dias desde o inicio dos sintomas, menos de 40% dos pacientes
possuem anticorpos detectaveis (20). Portanto, os testes sorolégicos ndo devem ser usados para descar-
tar um caso durante os primeiros dias da doenga. De maneira similar, a detecgao de anticorpos apds o dia
7 indica somente que houve contato anterior com o virus, mas ndo confirma a presenca ou excregao do
virus. Os anticorpos detectados podem resultar de uma infec¢ao anterior e ndo da infec¢do aguda para a
qual o diagnéstico estd sendo solicitado.

Muitos produtos estdo sendo comercializados para a detec¢do de anticorpos (IgM e/ou 1gG) induzidos
pela infecgdo pelo virus COVID-19, inclusive testes rapidos de detec¢do de anticorpos/antigenos (TRDAs).
Qualquer teste desse tipo deve ser validado e seu desempenho em termos de especificidade e sensi-
bilidade deve ser avaliado. Atualmente e por solicitagdo da OMS, estao sendo realizados processos de
avaliagdo e de eventual validagdo para alguns desses testes. No entanto, até agora, nenhum teste possui
uma validagao independente e, por isso, deve-se tomar cuidado com seu uso. Além do mais, o uso de
testes rapidos ndo é recomendado, pois (além do que ja foi explicado anteriormente) esses tipos de teste
podem ter baixa sensibilidade (veja abaixo). Por esses motivos, a deteccdo de anticorpos ndo é conside-
rada (ainda) um teste adequado para a confirmagdo ou diagndstico de casos de COVID-19. Protocolos
sorologicos também estdo sendo desenvolvidos internamente por diversos laboratérios.

Deteccao de antigenos

Durante os primeiros dias apds o inicio dos sintomas (aproximadamente 1 a 5), sdo geradas proteinas
virais que podem ser detectadas por diversos testes (ex.: ELISA, imunofluorescéncia). Em geral, esse tipo
de ensaio possui especificidade aceitdvel (dependendo do ensaio), portanto sua detec¢do pode ser usada
como critério de confirmacgdo (juntamente com a defini¢do do caso, histérico clinico e historico epidemio-
I6gico) e para tomar decisGes de salde publica (ex.: isolamento).

Porém, a dindmica de producdo e secre¢do dessas proteinas (antigenos) nao foi estabelecida, portanto
um resultado negativo (em qualquer estdgio da infec¢do) ndo deve ser usado como critério para descartar
um caso, e, por isso, outros critérios devem ser levados em consideragdo.

Testes rapidos de detec¢do de anticorpos/antigenos (TRDAs)

Até agora, ndo existem testes de diagndstico rapido (imunocromatografia ou detec¢do com ouro coloidal)
que tenham sido autorizados por autoridades regulatérias competentes e/ou que tenham sido formal-
mente validados. Em geral, esses tipos de testes apresentam baixa sensibilidade. Portanto, seu valor
preditivo positivo é bom (podem ser usados para confirmar casos), mas seu valor preditivo negativo é
baixo (ndo devem ser usados para descartar casos). Além disso, as limitacOes descritas acima para testes
soroldgicos e deteccdo antigénica aplicam-se a TRDAs.
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Algoritmo de teste

Deve-se considerar o teste para o virus COVID-19 para pacientes que se encaixam na definicdo de caso
(10). Os laboratérios devem continuar a usar o algoritmo de teste de Influenza recomendado pela OPAS
para a vigilancia de rotina do Influenza e de casos incomuns de infecgdes respiratdrias agudas graves.

Fortalecimento da capacidade e das redes dos laboratdérios

Todos os laboratdérios nacionais de saude publica, inclusive os National Influenza Centers (NIC) [Centros
Nacionais de Influenza], com capacidade de diagndstico molecular, implementaram a detecg¢do do virus
COVID-19. Os laboratdrios sao solicitados a garantir a disponibilidade de recursos humanos e materiais
genéricos (ex.: kits de extracdo e enzimas RT-PCR) para a detecgdo do virus COVID-19, e a se planejar para
um grande aumento nos testes laboratoriais.

Além disso, as plataformas de sequenciamento podem ser usadas para a caracterizacdo genética do virus
COVID-19 em laboratérios com capacidade de sequenciamento de préxima geragdo ou por Sanger. Esses
laboratdrios sdo estimulados a sequenciar, de maneira oportuna, amostras positivas e compartilhar as
informac0es genéticas com a plataforma Global Initiative on Sharing All Influenza Data (GISAID) [Iniciativa
Global de Compartilhamento de Todos os Dados de Influenza]. A OPAS estd trabalhando para estabelecer
e fortalecer uma rede de sequenciamento do genoma do COVID-19 na regido das Américas para disponi-
bilizar os dados do genoma mais rapidamente.

Paises que nao possuam capacidade de diagndstico molecular para implementar a detecg¢ao do virus CO-
VID-19 devem enviar amostras clinicas de casos suspeitos (que se encaixem estritamente na definicdo de
caso) para um laboratdrio de referéncia. A lista de laboratérios de referéncia da OMS que fornecem tes-
tes de confirmacgdo estad disponivel no seguinte enderego: https://www.who.int/emergencies/diseases/
novel-coronavirus-2019/technical-guidance/laboratory- guidance

Na regido das Américas, atualmente existem dois laboratérios de referéncia da OMS para o virus COVID-19:

¢ Laboratdrio de Diagndstico de Virus Respiratérios, CDC, Atlanta, Estados Unidos.
e Laboratdrio de Virus Respiratdrios, Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil.

A OPAS deve ser contatada antes que as amostras sejam encaminhadas para os laboratdrios de referéncia
da OMS.

Os paises que nao tenham capacidade de diagnéstico molecular para implementar a detec¢do do virus
COVID-19, mas que pretendam estabelecer tal capacidade, podem entrar em contato com a OPAS para
obter orientacdo e suporte.

Notificacao de dados

De acordo com o Regulamento Sanitario Internacional (RSI), todos os casos confirmados de COVID-19
devem ser notificados em 24 horas através dos canais oficiais do RSI (10).

Diagnéstico Laboratorial da COVID-19 6
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Além disso, é obrigatdrio notificar todos os resultados positivos e negativos para COVID-19 na base de
dados FluNet que é enviada semanalmente a OPAS/OMS. As planilhas atualizadas da FluNet com a adigdo
de uma nova coluna para a notificagdo de COVID-19 foram enviadas aos paises para substituir a versao
anterior. Mais informagdes podem ser obtidas através do e-mail flu@paho.org.
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