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Guia Pratico para a recolha, armazenamento e transporte de amostras
para a confirmacgao laboratorial do
coronavirus da sindrome respiratdria do Médio Oriente (MERS-CoV)

Introducao

Este guia pratico lida com os procedimentos para a recolha e processamento de amostras
respiratdrias com vista a confirmacdo laboratorial do coronavirus da sindrome respiratdria do
Médio Oriente (MERS-CoV). Ele deve ser utilizado principalmente pelos prestadores de
cuidados de saude e funciondrios da salude publica durante a investigacdo de casos suspeitos de
MERS-CoV. Ndo pretende ser um manual exaustivo sobre procedimentos laboratoriais.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) continua a monitorizar de perto a situagdo do MERS-
CoV em todo o mundo e se houver alteracdes que possam afectar os procedimentos presentes
neste guia, a OMS publicard uma actualizacdo destes procedimentos. Caso contrario, este
documento ird expirar 12 meses apds a data da sua publicacdo.

Estas recomendacgOes foram preparadas pela OMS e revistas por peritos laboratoriais. Parte do
processo de revisdo envolveu a analise da literatura existente sobre MERS-CoV.

Contexto

Os coronavirus sdao uma grande familia, que inclui virus responsdveis por uma grande variedade
de doengas nos humanos, desde a gripe comum a sindrome respiratdria aguda grave (SRAG). Os
virus desta familia também causam varias doengas nos animais.

O MERS-CoV é uma estirpe especifica que nao foi previamente identificada em humanos. A
informacdo acerca da sua transmissao, gravidade e impacto clinico é limitada e apenas foi
notificado um pequeno numero de casos até agora.

Embora ndo seja conhecido qual o periodo da doenga em que a exposi¢cdo ao virus resulta em
infeccdo, ou a natureza da exposicao que leva a infec¢ao, o periodo de incubagdao do MERS-CoV
nos doentes com exposicao verificada ou com fortes suspeitas de exposicdo é normalmente
menos de uma semana, tal como foi confirmado através de testes laboratoriais. As evidéncias
de doentes expostos ao longo do tempo sugerem que um periodo de incubag¢do superior a uma
semana ocorre apenas numa minoria dos casos, e este é sempre inferior a duas semanas.

Todas as pessoas com uma infec¢cdo confirmada de MERS-CoV tinham doencas respiratdrias, a
maior parte delas pneumonia, e metade nao sobreviveu. As complicacdes durante a evolucao
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da doenca incluem pneumonia grave com insuficiéncia respiratéria que requer uma ventilacao
mecanica, sindrome da dificuldade respiratdria do adulto (SDRA) com insuficiéncia de varios
orgaos, insuficiéncia renal com necessidade de hemodidlise, coagulagdo intravascular
disseminada e pericardite. Durante a doenca foram observados sintomas gastrointestinais em
varios casos, incluindo diarreia.

O acesso a testes laboratoriais atempados e precisos de amostras de casos a serem
investigados é uma parte essencial da vigilancia desta infeccdo emergente. Cada pais deve
possuir as suas proprias instalacoes de testes seguras para a deteccdo primdria ou para o teste
de confirmacdao do MERS-CoV ou ter um acesso garantido a instalacdes de outro pais.

E importante seguir os procedimentos adequados durante a recolha e processamento de
amostras pois podem ter implicacdes nos resultados dos testes de laboratério. Por exemplo, os
resultados falso-negativos podem originar de:

— amostras de ma qualidade, como uma amostra da via respiratdria que contém
principalmente material orofaringico

— amostras recolhidas em fases demasiado tarde ou demasiado cedo da doenca

— manuseamento ou expedicao inadequados das amostras

O manuseamento apropriado das amostras MERS-CoV é essencial durante todas as fases, desde

a recolha ao teste de laboratorio
(~ ™) s ™ s ~

Enfermaria

1- Materiais &
fichas

2- Rotulagem
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Este documento fornece orientacdes sobre os procedimentos para a recolha, manuseamento e
transporte de amostras desde a enfermaria até ao laboratério de referéncia, seja dentro ou
fora do pais, para a confirmacdo do MERS-CoV. Ele abrange todos os principais componentes
deste processo:

— quando recolher as amostras

— qgue amostras recolher

— como preparar a documentacdo

— quais os abastecimentos necessarios
— como recolher as amostras

— como armazenar as amostras

— como embalar as amostras

— como transportar as amostras

Recolher e manusear amostras para a confirmacéao do
MERS-CoV

Antes da recolha de amostras para realizar o teste de MERS-CoV, deve-se determinar se o
doente cumpre os actuais requisitos do MERS-CoV definidos pela OMS (ver
http://www.who.int/csr/disease/ coronavirus_infections/case definition/en/index.html).

Quando recolher as amostras

As amostras das vias respiratérias para a detec¢do directa de acidos nucleicos podem ser
recolhidas a qualquer altura durante a fase critica da doenga, embora a melhor altura seja
durante a primeira semana. As amostras devem ser recolhidas, se possivel, em periodos
diferentes apds o inicio dos sintomas.

Que amostras recolher

Varias amostras sdo apropriadas para diagnosticar o MERS-CoV, incluindo amostras das vias
respiratdrias e do soro tanto da fase critica como da convalescente. Este documento aborda as
amostras das vias respiratdrias.

As evidéncias existentes sugerem que as amostras de nasofaringeos com Swabs ndo sao tao
sensiveis como as amostras das vias respiratérias inferiores na detec¢ao da infeccdo MERS-CoV.
Ainda ndo foram feitas comparagdes de igual para igual nas duas abordagens, mas em alguns
doentes e no decurso da mesma doenca as amostras nasofaringeos com Swabs resultaram em
resultados negativos para MERS-CoV a determinado periodo enquanto as amostras das vias
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respiratérias inferiores davam resultados positivos noutro. Para além disso, em varios grupos,
os Swabs nasofaringeos de pessoas com uma forte suspeita de infeccdo MERS-CoV — por terem
estado directamente expostas e terem uma doenca respiratdria grave — davam resultados
negativos, enquanto as amostras das vias respiratérias inferiores de outras pessoas no grupo
davam resultados positivos.

A OMS recomenda actualmente que se utilize, sempre que possivel, amostras das vias
respiratdrias inferiores, como expectoracdo, aspirado endotraqueal e lavagem broncoalveolar,
para além dos Swabs nasofaringeos, para diagnosticar a reac¢do da polimerase em cadeia (PCR)
até que esteja disponivel outra informacdo a detalhar as melhores praticas. Para aumentar as
probabilidades de detectar a infeccdo, é recomendado que se recolha amostras de diferentes
locais.

Os doentes com uma forte suspeita de terem a infeccdo MERS-CoV que apresentaram
resultados negativos nos testes iniciais em que foram utilizadas amostras de esfregacos
nasofaringeos devem ser novamente testados, sendo utilizadas amostras das vias respiratérias
inferiores. Se as amostras das vias respiratérias inferiores ndo poderem ser recolhidas, o teste
deve ser repetido utilizado amostras das vias respiratérias superiores, com a adicdo de uma
amostra orofaringea.

Como preparar a documentagao

A informacdo que deve ser fornecida sobre a investigacdo do caso e as fichas de laboratdrio que
acompanham as amostras sao estipulados nas Orientagdes técnicas da vigildncia integrada das
doencgas ou no Protocolo de vigildncia sentinela da gripe.

A fichao de recolha de dados no campo deve incluir a informagdo geral sobre o doente, tipo de
amostras e a data em que foram recolhidas, informacdao de contacto da pessoa que estd a
preencher o formulario, etc. Sempre que possivel, a informacao deve descrever a apresentacao
clinica da doenga, incluindo a data do despoletar dos sintomas, ocorréncia de complica¢des e a
histéria natural da infecgdo. E também fundamental que o profissional de satde que recolhe as
amostras obtenha os detalhes do historial de exposicdo clinica do doente, contacto com
animais e viagens recentes a areas onde foi notificada uma epidemia.

Cada recipiente de amostras deve ser rotulado com o nimero de identificacdo do doente, o
tipo de amostra e a data da recolha.
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Quais os aprovisionamentos necessarios

Antes de se comecar a manusear as amostras, deve-se ter a certeza de que todo o material
necessario para a recolha eficaz e segura e para o transporte para o laboratdrio esta preparado.
A lista proposta de materiais essenciais deve incluir:

— luvas estéreis de latex ou nitrilo

— roupas protectoras como uma bata, casaco ou avental
— mascaras

— visor ocular, 6culos de proteccdo ou proteccao facial
— desinfectante quimico, como hipoclorito

— caixas de armazenamento triplas

— recipiente estanque para a eliminacdo de residuos

Para as amostras das vias respiratorias inferiores sdo necessarios os seguintes materiais, para
além dos essenciais ja referidos:

expectoracdo ou armadilha de muco

— aplicador com extremidades em fibra de poliéster

— frascos de plastico

— abaixador de lingua

— copo estéril, estanque, com tampa roscada para recolha de expectoragdo ou recipiente
seco e estéril

— pipetas de transferéncia

Para as amostras das vias respiratdrias superiores, devem ser acrescentados os seguintes itens
a lista:

— Swabs — devem ser utilizados apenas esfregacos Dacron ou Rayon estéreis com hastes
de plastico ou esfregacos floculados, caso estejam disponiveis. NAO devem ser
utilizados esfregacos de alginato de calcio ou esfregacos de madeira, uma vez que estes
podem conter substancias que neutralizam os virus ¢ e inibem algumas anadlises
moleculares.

— Meio de transporte de virus para armazenar e expedir os esfregacos.
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Como recolher as amostras

Todas as amostras devem ser consideradas como possiveis infecciosas e os profissionais de
saude que lidam com amostras clinicas devem seguir rigorosamente as precaucdes padrdo, de
modo a minimizar a possibilidade de exposicdo a patogénicos. As
amostras MERS-CoV devem ser manuseadas de acordo com as
praticas apropriadas de biosseguranca, de modo a evitar
infecgOes relacionadas com o laboratério e a disseminagao da
doenca.

As precaucgOes padrdo devem ser sempre seguidas e devem
também ser utilizadas barreiras de protec¢ao por todo o pessoal
que recolhe amostras de doentes. E importante n3o esquecer
qgue as medidas de seguranca e descontaminacdo protegem o
colector da amostra e os seus colegas, o pessoal de laboratério e

o doente de riscos associados a recolha de amostras.
Deve ser utilizado vestudrio de protec¢Go pessoal ao lidar com as amostras

As amostras clinicas dos doentes devem ser recolhidas por pessoal qualificado. E essencial que
sejam identificadas antecipadamente as pessoas que ficardo responsaveis pela recolha das
amostras nas enfermarias e as que ficardo responsaveis pelos aspectos logisticos do
manuseamento das amostras desde a enfermaria até ao laboratério.

Amostras das vias respiratorias inferiores

Devido a escassez de pessoal com capacidades e equipamento técnicos adequados, o nimero
de pessoas a quem podem ser recolhidas amostras das vias respiratérias inferiores para além
da expectoragdo pode estar limitado as pessoas hospitalizadas.

Expectoragdo: A recolha de expectoragdo produzida naturalmente pode representar um risco
especial de infeccdo para os profissionais de saude. O profissional de saude que recolhe a
amostra tem de se assegurar que o material vem das vias respiratdrias inferiores. E importante
explicar ao doente a diferenca entre expectoragao e secre¢des orais. O doente tem de primeiro
bochechar a boca com dgua. Depois, deve respirar fundo e expelir expectoragcao de tosse
profunda directamente para um copo de recolha estéril, estanque, com tampa roscada ou para
um recipiente seco e estéril.

As amostras de 3-5 ml de material mucopurulento viscoso sdo consideradas como amostras de
boa quantidade e qualidade.
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Aspirado endotraqueal: A recolha de um aspirado endotraqueal € um procedimento médico
em que as amostras aspiradas sdo obtidas de um
doente entubado. As amostras de aspirados traqueais,
gue devem ser manuseadas de uma forma estéril,
podem ser recolhidas para um tubo endotraqueal
através de succdo para um recipiente vedado
esterilizado. Esta técnica deve apenas ser utilizada por
profissionais de saude com uma boa formacao.
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Apenas pessoal qualificado deve recolher amostras de aspirados endotraqueais

Amostras de lavagem broncoalveolar: A lavagem broncoalveolar é um procedimento médico
em que um broncoscépio passa pela boca ou nariz até aos pulmdes e é inserido fluido numa
pequena parte do pulmao, que depois é recolhido para ser examinado. Devido a natureza
invasiva deste procedimento, apenas profissionais de saude qualificados devem utiliza-lo para
recolher amostras.
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O procedimento de lavagem broncoalveolar é invasivo e apenas deve ser realizado por pessoal
qualificado

Para os procedimentos de aspirado endotraqueal e lavagem broncoalveolar, devem ser
recolhidas amostras de 2-3 ml para um copo de recolha de expectoracdo estéril, estanque, com
tampa roscada ou para um recipiente seco e estéril.

Amostras das vias respiratorias superiores

Amostras de Suabs nasofaringeos: Este procedimento envolve a inser¢ao de um Swab ryon ou
de poliéster seco na narina, de modo a chegar a nasofaringe. Deve ser utilizado um esfregaco
com uma haste flexivel; NAO se pode utilizar um Swab rigido. O esfregaco deve ser introduzido
directamente na narina, com a cabec¢a do doente inclinada ligeiramente para tras. O swab deve
ser inserido a tocar na base da narina, avancando cerca de 5-6 cm pelo canal auditivo em
adultos, de modo a que chegue a faringe posterior. Devem ser seguidos os seguintes passos, de
modo a assegurar que a amostra recolhida é de boa qualidade:

e O swab deve permanecer no local durante uns segundos.

e O swab deve ser retirado lentamente, com uma ligeira rotagao.

e A ponta do swab deve ser colocada num frasco contendo um meio de
transporte de virus e a haste do aplicador deve ser quebrada.

e Deve ser utilizado um segundo swab para a outra narina, sendo
depois colocado noutro tubo. Isto podera servir como uma segunda
amostra para o doente.
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Um swab nasofaringeo deve ser inserido, de modo a chegar a nasofaringe

A amostragem nasofaringea é um proceso invasivo que pode causar um desconforto
consideravel ao doente.

Como armazenar as amostras

As amostras das vias respiratérias inferiores, como a expectoracdo, aspirado endotraqueal e
lavagem broncoalveolar devem ser colocadas num tubo de centrifugacdo sem um meio de
transporte de virus; no entanto, a ponta do swab nasofaringeo deve ser colocada num meio de
transporte de virus.

As amostras tanto das vias respiratérias inferiores como das superiores devem ser armazenadas
da seguinte forma, antes de serem transportadas para o laboratério:

e As amostras devem ser mantidas em gelo e transportadas para o laboratério o mais
rapido possivel.

e Para periodos de 24 horas ou menos, a maior parte das amostras pode ser mantida a 2-
8°C em vez de serem congeladas;

e Se houver um atraso nos testes de mais de 24 horas, deve ser considerado o
congelamento das amostras, através de gelo seco ou armazenando-as a -70 °C o mais
rapido possivel apds a recolha.

Como embalar as amostras
Para o material infeccioso é necessario uma embalagem tripla. Consiste em:

— Embalagem primdria, que contém as amostras.

— Embalagem secunddria, que pode ter a capacidade de guardar varias embalagens
primarias.

— Embalagem exterior, que protege os recipientes interiores durante o transporte.
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Ao serem embaladas, todas as amostras devem ser protegidas de quebras e derrames dos
recipientes. Os recipientes das amostras devem ser estanques, assim como os recipientes
secundarios. O material absorvente deve ser suficiente para absorver todo o contelddo do
recipiente secundario, caso haja um derrame, e para separar os recipientes primarios em caso
de quebras. As amostras devem ser transportadas com pacotes frios ou quaisquer outros
blocos refrigerantes independentes, nunca gelo molhado. Isto previne fugas e o aparecimento
de um derrame. Quando sdo enviadas grandes quantidades de amostras, estas devem ser
organizadas sequencialmente por numero, em caixas com um compartimento separado para
cada uma.

As instrucOes detalhadas de empacotamento para o transporte internacional de amostras
infecciosas estdo presentes nas Orientacdes da OMS sobre o regulamento para o transporte de
substdncias infecciosas 2013-2014 (aplicaveis desde 1 de Janeiro de 2013).

Com base no conhecimento actual, as caracteristicas do MERS-CoV ndo justificam a
classificacdo das suas amostras como substancias infecciosas de Categoria A para propésitos de
transporte. Por isso, e de acordo com os regulamentos internacionais de transporte aplicaveis,
o conselho da OMS é que as amostras MERS-CoV possam ser transportadas em seguranca
como “Substancias Bioldgicas, Categoria B”, atribuidas a UN 3373.

Tampa impermeavel Recipiente primario (completamente estanque)

\3‘ A}
Material de embalagem absorvente(r\‘ U
Embalagem secundaria >

te pata amostras (poliestireno, esponja)

Lista discriminada dos conteudos
(registo das amostras)

(completamente estanque) N
Rétulos de/para <

\Em balagem exterior rija

propriado para envio

\NL'Jmero UN

As amostras MERS-CoV podem ser transportadas nas embalagens utilizadas para os materiais
bioldgicos de Categoria B. (Instrucbes de empacotamento 650 (P1650).
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Notas importantes a reter:

— Nao colocar gelo seco, envelopes espuma, sacos Ziploc, caixas de tubos criogénicos ou
recipientes hermeticamente selados nas embalagens primdrias ou secundarias.

— Nao colocar a embalagem primaria de lado ou de cabeca para baixo nos sacos Ziploc.

— Nao colocar papéis na embalagem secundaria ou nos sacos Ziploc, onde podem ficar
danificados.

— Nao utilizar sacos biolégicos ou de autoclave para pré-embalar os materiais, pois a sua
vedacdo é inadequada.

Como transportar as amostras

O transporte de amostras dentro das fronteiras nacionais deve seguir os regulamentos
nacionais aplicaveis. O transporte internacional de amostras de novos coronavirus deve seguir
os regulamentos internacionais aplicaveis, tal como esta descrito nas Orientagcbées da OMS sobre
o regulamento para o transporte de substdncias infecciosas 2013-2014 (aplicaveis desde 1 de
Janeiro de 2013), disponivel em
http://www.who.int/ihr/publications/who_hse ihr 20100801/en/index.html. Os expedidores
devem estar cientes que as companhias aéreas individuais podem ter politicas mais severas que

os regulamentos de transporte internacional.

E recomendado a utilizacio de materiais de empacotamento produzidos comercialmente, caso
as amostras sejam enviadas para fora do pais. E fundamental a manutenc3do da temperatura
apropriada durante o transporte. Quando o tempo entre a recolha da amostra e a chegada ao
laboratério pode ser superior a 24 horas, as amostras devem ser congeladas e enviadas com
uma combinagdo de gelo seco e pacotes de gel congelado. Os pacotes de gel congelado irdo
manter-se congelados durante um ou dois dias apds o gelo seco ter desaparecido.

Os servicos de diagndstico para o MERS-CoV nem sempre estdo disponiveis em todos os paises.
Se as amostras vdo ser enviadas internacionalmente, é fundamental ter a confirmagdao do
laboratério receptor antes do envio, de modo a que o laboratério possa solicitar licencas de
importacdo e possa estar pronto a realizar as andlises o mais rapido possivel apds a recepgao
das amostras. Caso seja necessario, a OMS ira ajudar os paises a contactar um laboratdrio de
referéncia.
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