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APRESENTACAO DO MANUAL

A melhor maneira de prevenir a disseminacdo da tuberculose (TB) em qualquer comunidade
é identificar aquelas pessoas que estdo excretando o bacilo da TB e torna-las ndo infecciosas
para os outros.

Esse principio se aplica tanto aos paises em desenvolvimento, onde a doenca constitui um
importante problema de saude publica, como aos paises desenvolvidos, onde a incidéncia
de TB (sensivel ou resistente aos farmacos) vem declinando, mas em ritmo menor do que o
esperado no inicio da era da quimioterapia.

O laboratério sempre foi um componente de suma importancia para a vigilancia epidemiolo-
gica mundial. No caso especifico da TB, o laboratério é ferramenta essencial em diagnéstico e
de outras doencas micobacterianas, atuando na detec¢do das pessoas que estdo mais infeccio-
sas e naquelas em que a doenca ainda ndo esta avancada, no monitoramento do tratamento
e no fornecimento de dados epidemioldgicos as autoridades sanitarias.

Com o lancamento, em 2015, pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) da Estratégia Fim da
Tuberculose, até 2035, torna-se fundamental o diagnéstico precoce e o tratamento imediato
de pessoas de todas as idades com qualquer forma de TB (sensivel ou resistente aos farmacos).

Novas metodologias foram desenvolvidas com o intuito de detectar, de forma rapida, os mi-
Ihares de casos de TB no mundo, uma vez que a OMS estima um nUumero de casos esperados.
Porém, os diagnosticos efetuados nos paises ndo alcancam essa estimativa.

O diagnostico de infeccGes micobacterianas permaneceu praticamente inalterado por varias
décadas e, provavelmente, nao teria progredido se nado fosse o ressurgimento inesperado
da TB nos ultimos 20 anos do século XX. A microscopia ndo mostrava grandes margens para
melhoria, de modo que as areas que mais se beneficiaram de um interesse renovado em TB
foram a cultura e a identificacdo, enquanto uma abordagem completamente nova focava na
deteccdo direta de acidos nucleicos das micobactérias em amostras clinicas.

A maioria das tecnologias inovadoras desenvolvidas para abordar esse problema é baseada
em biologia molecular, que foi desenhada para aumentar a sensibilidade e a rapidez na des-
coberta de casos.

Essas tecnologias, como o Teste Rapido Molecular para Tuberculose, que foi aprovado em
2010 pela OMS e incorporado ao SUS em 2013, nao estavam descritas no Manual Nacional de
Vigildncia Laboratorial da Tuberculose, publicado em 2008.

No Brasil, a rede de laboratérios que faz o diagnéstico da TB é composta por uma variedade
de atores institucionais, sendo os laboratérios de ambito federal, estadual, municipal, universi-
tarios, privados e de organiza¢des ndo governamentais responsaveis pela tarefa, entre outras,
de realizar o diagnéstico da TB. Devido a essa diversidade de categorias de laboratérios, o
Pais necessita estabelecer uma normativa sobre os métodos a serem utilizados, os sistemas de
garantia de qualidade e os sistemas de informacao. Essa meta s6 é alcancada com um manual
de abrangéncia nacional, que permita sua adocdo por todos.

Essa tarefa, felizmente, ja foi realizada pelo Manual de 2008, tendo sido elaborado de forma
meticulosa, com enorme aprovac¢do da Rede de Laboratérios do Pais e utilizado como referéncia
por todos. Além disso, foi amplamente divulgado por via impressa e, posteriormente, via digital.

O presente Manual é uma versao atualizada do Manual de 2008. Ao atualizarmos ele, pro-
curou-se manter sua estrutura e muito do conteddo original permaneceu inalterado, por
exemplo, as metodologias classicas, nas quais foram inseridas apenas algumas modifica¢cdes
baseadas em publicacdes recentes das recomendacdes da OMS/OPS.
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1 ORGANIZACAO E GERENCIAMENTO DA REDE
DE LABORATORIOS DE DIAGNOSTICO DE
TUBERCULOSE

1.1 Introducao

A tuberculose (TB) continua como um grave problema de saude publica no Brasil, afetan-
do anualmente cerca de 70 mil pessoas. Diante disso, o Ministério da Saude (MS) busca
fortalecer o acesso a prevencdo, ao diagnéstico e ao tratamento da TB com o objetivo
principal de interromper a cadeia de transmissdo da doenca, diagnosticando precocemen-
te os casos infectantes, direcionando o tratamento com esquemas eficazes e realizando o
monitoramento da evolucdao dos tratamentos por meio dos esquemas propostos.

Em consonancia as acdes, a rede de laboratérios constitui um dos principais bragos atu-
antes no contexto do combate a TB no Pais, por meio da realizacdo de um diagnéstico
rapido, preciso e acessivel. Os servicos de laboratério sdo mais eficientes e potentes quan-
do se integram em uma Rede Nacional de Laboratérios, que deve incluir os laboratérios
do sistema de saude publica de todos os municipios, agregando também os que prestam
servicos ao sistema penitenciario, as universidades, aos laboratérios privados e as organi-
za¢des nao governamentais’.

Os objetivos principais dos servicos laboratoriais de diagnostico de TB sdao: detectar novos
casos; monitorar a evolucao do tratamento; realizar a vigilancia da TB sensivel e resistente
aos farmacos; e documentar a cura, no fim do tratamento, por meio de exames bacterio-
I6gicos fenotipicos. As técnicas e os procedimentos padronizados devem ser adequados
a necessidade, além de seguir as recomendacdes nacionais, do MS, e internacionais, da
Organiza¢dao Mundial da Saude (OMS), visando ao cumprimento dos objetivos e aos com-
promissos no enfrentamento da TB.

Além da rotina laboratorial de diagnostico, a Rede de Laboratérios de TB também exer-
ce importante funcdo em pesquisas e desenvolvimento de novas tecnologias. O terceiro
pilar da Estratégia pelo Fim da TB, elaborada pela OMS, foca na necessidade urgente
de promover, estimular e intensificar pesquisa e inovacdo no mundo todo, uma vez que
sem o desenvolvimento e o emprego de novas ferramentas ndo sera possivel o fim da TB.
A pesquisa operacional e a coleta de dados tém um papel essencial na implementacao
efetiva de novas e existentes metodologias, além de serem necessdrias para validar a
forma pela qual a tecnologia e as intervencdes devem ser usadas em diferentes locais e
em diferentes grupos populacionais.

Este capitulo tem o objetivo de oferecer informac¢des em administracdo e organizacdo da
rede de laboratorios de TB, a partir da legislacao brasileira e da literatura disponivel, que
orientem os gerentes e os profissionais de laboratérios a:%3
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» organizar um sistema de rede de laboratérios, orientados pelos principios e pe-
las diretrizes do Sistema Unico de Saude (SUS), que participem, em suas areas de
abrangéncia, do processo que se estende desde a requisicao do exame, passando
pela coleta de amostras, a deteccdo, o diagndstico e o tratamento até a cura de
pessoas com TB;

» assumir responsabilidade conjunta pelas atividades para controle e vigilancia da
TB, conforme pactuadas juntamente ao MS;

» adotar as recomendacodes e as politicas do MS de maneira efetiva em suas areas de
abrangéncia, baseado em estratégias revisadas e recomendadas pela OMS para o
controle da TB; e

» desenvolver pesquisas que visem a implantacdo de novas tecnologias e novos regi-
mes terapéuticos.

1.2 Organizacao da Rede Nacional de Laboratorios

O planejamento dos servicos de laboratoério deve ser orientado pelos principios e pelas
diretrizes do Sistema Unico de Saude (SUS). Dessa forma, é preciso garantir a universali-
dade e a oportunidade de acesso dos cidadaos a todas as acdes e 0s servicos necessarios a
integralidade da atencao em saude?.

A Lei Organica da Saude (Lei n.° 8.080, de 19 de setembro de 1990), que dispde sobre as
condi¢des para a promocao, protecao e recuperacao da saude, a organizacao e o funcio-
namento dos servicos, diz, em seu artigo 15, que a Unido, os estados, o Distrito Federal
(DF) e os municipios, em ambito administrativo, tém as atribuicdes de: i) organizar e
coordenar o Sistema de Informacdo em Saude; ii) elaborar normas técnicas e estabelecer
padrdes de qualidade; iii) participar da formula¢do da politica de formacao de recursos
humanos para a saude; iv) elaborar normas para regular as atividades de servicos privados
em saude, tendo em vista a sua relevancia publica; e v) elaborar normas técnico-cientificas
de promocgao, protecdo e recuperac¢do a saude, entre outras.*

Em seus artigos 16, 17, 18 e 19, respectivamente, sao descritas as competéncias da:*

» Direcao Nacional do SUS de: i) definir e coordenar o sistema de rede de laboraté-
rios de saude publica; ii) identificar os servicos estaduais e municipais de referéncia
nacional para o estabelecimento de padrdes técnicos de assisténcia a saude; iii)
prestar cooperacdo técnica e financeira aos estados, ao DF e aos municipios, para
aperfeicoamento de sua atuacgao institucional; iv) elaborar normas para regular
as relagdes entre o SUS e os servicos privados contratados de assisténcia a saude;
v) acompanhar, controlar e avaliar as a¢des e os servicos de saude, respeitadas as
competéncias estaduais e municipais; e vi) promover a descentralizacdo para as
unidades federadas (UFs) e para os municipios dos servicos e das acdes de saude,
entre outras competéncias;

» Direcao Estadual do SUS de: i) promover a descentralizacao, para os municipios,
dos servicos e das agdes em saude; ii) acompanhar, controlar e avaliar as redes hie-
rarquizadas do SUS; iii) prestar apoio técnico e financeiro aos municipios e executar
supletivamente a¢des e servicos de saude; iv) coordenar e, em carater comple-
mentar, executar acdes e servicos; v) identificar estabelecimentos hospitalares de
referéncia e gerir sistemas publicos de alta complexidade de referéncia estadual e



regional; vi) coordenar a rede estadual de laboratérios de saude publica e gerir as
unidades que permanecam em sua organizacdo administrativa; e vii) estabelecer
normas, em carater suplementar, para o controle e a avaliacdo de ag¢des e servicos
de saude, entre outras competéncias;

» Direcdo Municipal do SUS de: i) planejar, organizar, controlar e avaliar as a¢des e
os servi¢cos de saude e gerir e executar os servicos publicos de saude; ii) participar
do planejamento, da programacao e da organizacao da rede regionalizada e hie-
rarquizada do SUS em articulacdo com sua direcdo estadual; iii) gerir laboratérios
publicos de saude; e iv) controlar e fiscalizar os procedimentos dos servicos privados
de saude, entre outras competéncias; e

» ao DF competem as atribui¢des reservadas aos estados e aos municipios.

De acordo com a Norma Operacional da Assisténcia em Saude (Noas-SUS 1/2), a implanta-
cao e o funcionamento articulado de estabelecimentos de saide podem se dar no ambito
de um municipio, de uma microrregiao ou regiao, dependendo da populacdo de abran-
géncia, das especificidades locais e dos niveis de complexidade dos servicos de laboratério.
Dessa forma, deve-se garantir o encaminhamento para exames de maior complexidade a
serem ofertados, em alguns casos, nos laboratérios de referéncia estadual, regional ou até
mesmo nacional.> De forma geral, propde-se, com o objetivo de evitar o deslocamento dos
usuarios, um modelo organizacional que compreenda a estruturacao de postos de coleta
de amostras clinicas articulados a laboratérios de maior complexidade para a realizacao
de exames.® Para isso, € fundamental o estabelecimento de um sistema de gestdo da qua-
lidade para que se tenha transporte de amostra eficiente, acondicionamento adequado
das amostras e chegada no laboratério em tempo oportuno, permitindo o processamento
e a emissao de laudo com qualidade.

O Sistema Nacional de Laboratérios de Saude Publica (Sislab) foi instituido pela Portaria
Ministerial n.® 280, de 21 de julho de 1977, e ratificado pela Lei n.° 8.080, de 1990. Em 2002,
o sistema passou por reestruturacao por meio da Portaria Ministerial n.° 15, de 3 de janeiro
de 2002, ratificado pela Portarian.® 2.031, de 23 de setembro de 2004. Recentemente, esta
inserido no Anexo Il da Portaria de Consolidacdo n.° 4, de 28 de setembro de 2017, como
um conjunto de redes nacionais de laboratérios, organizadas em sub-redes, por agravo ou
programas, de forma hierarquizada, por grau de complexidade das atividades relaciona-
das a vigilancia em saude — compreendendo a vigilancia epidemioldgica, a vigilancia em
saude ambiental, a vigilancia sanitaria e a assisténcia médica de alta complexidade.* 78 ?

Em seu artigo 8°, classifica as unidades laboratoriais do seqguinte modo:®

I. Centros Colaboradores;

Il. Laboratorios de Referéncia Nacional (LRN);

lll. Laboratérios de Referéncia Regional (LRR);

IV. Laboratorios de Referéncia Estadual (LRE);

V. Laboratorios de Referéncia Municipal (LRM);

VI. Laboratérios Locais (LL); e

VII. Laboratoérios de Fronteira (Lafron).

Os Centros Colaboradores sdao unidades laboratoriais especializadas e capacitadas em

areas especificas, que apresentam os requisitos necessarios para desenvolver atividades O
de maior complexidade e de ensino e pesquisa. O

o ()



Os LRN sao unidades laboratoriais de exceléncia técnica altamente especializada, referén-
cia técnica e gerencial, a depender do agravo ou programa, para toda a rede laboratorial
do Pais.

Os LRR sao unidades laboratoriais capacitadas a desenvolver atividades mais complexas,
organizadas por agravo ou programas, que prestam apoio técnico-operacional aquelas
unidades definidas para sua area geografica de abrangéncia.

Os LRE sdo os Laboratorios Centrais de Saude Publica (Lacen), vinculados as Secretarias
Estaduais de Saude e com area geografica de abrangéncia estadual; sdo a referéncia
técnica e gerencial para a rede de laboratérios do estado.

Os LRM sao unidades laboratoriais vinculadas as secretarias municipais de saude e com
area geografica de abrangéncia municipal.

Os LL sdo unidades laboratoriais que integram a rede estadual ou municipal de laboraté-
rios de saude publica.

Os Lafron sdo unidades laboratoriais localizadas em regides de fronteira para a viabili-
zacao do diagnostico de agentes etioldgicos, vetores de doencgas transmissiveis e outros
agravos a saude publica, bem como a promocao do controle analitico para a verificacao
da qualidade sanitaria dos servicos prestados e de produtos.

Em 2008, a Portaria Ministerial n.° 1.419, de 10 de julho de 2008, classificou os 27 LRE/
Lacen por nivel e porte, a partir da andlise dos dados constantes nos relatérios de avaliacao
realizados pela Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS), por meio da Coordenacao-Geral
de Laboratérios de Saude Publica (CGLAB), definindo, a partir desse momento, recur-
sos a serem repassados mensalmente do Fundo Nacional de Saude (FNS) para os Fundos
Estaduais de Saude (FES)."°

Entre as competéncias da CGLAB, como gestora nacional das redes, cabe estabelecer os
critérios especificos para habilitacdo dos laboratérios integrantes das Redes Nacionais de
Laboratérios de Vigilancia Epidemioldgica e Vigilancia em Saude Ambiental. Com base
na Portaria n.° 33, de 22 de junho de 2017, que dispde sobre o processo para habilitacao
dos LRNs e LRR, no ambito da Rede Nacional de Laboratérios de Saude Publica," a CGLAB
lancou, por meio de Chamamento Publico, o Edital n.° 1 de 2019 para habilitacao do LRN
e dos LRR para TB e micobacterioses nao tuberculosas, cujo resultado final e a relacdo dos
laboratérios habilitados foi publicada pela Portaria n.° 54, de 23 de dezembro de 2019,
conforme disposto no Quadro 1.2

Quadro 1 - Laboratoérios habilitados pelo Edital n.° 1 de 2019

REFERENCIAS LABORATORIOS HABILITADOS

Laboratorio de

o . . Centro de Referéncia Professor Hélio Fraga — CRPHF/Ensp/Fiocruz.
Referéncia Nacional

Laboratorio de Bacteriologia e Bioensaios do Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas — INI/Fiocruz.

Laboratérios de Laboratério Central de Saude Publica do Amazonas — Lacen/AM.

Referéncia Nacional L. , L L.
Laboratorio Central de Saude Publica do Espirito Santo — Lacen/ES.

Laboratério Central de Saude Publica do Distrito Federal — Lacen/DF.

Fonte: Portaria n.° 54, de 23 de dezembro de 2019.



Constituem competéncias dos laboratérios habilitados:

VL.

VII.

Assessorar o gestor nacional no acompanhamento, na normaliza¢do, na padroniza¢dao
de técnica e na avaliacdo das atividades laboratoriais, garantindo a articulagdo com as
demais instancias da Vigilancia em Saude (federal, estadual, municipal e do DF) e as Redes
Assistenciais.

Participar de intercambio e acordos nacionais e internacionais, visando, junto ao gestor
nacional, contribuir e promover a melhoria continua das atividades laboratoriais desen-
volvidas na Rede Nacional de Laboratérios de Saude Publica.

Executar investimentos necessarios para o seu desenvolvimento tecnolégico, assegurando
o cumprimento de suas competéncias e responsabilidades definidas em normas vigentes.

Realizar ensaios laboratoriais, segundo metodologias adequadas, priorizando o envio de
resultados demandados pela Vigilancia em Saude.

Subsidiar tecnicamente a SVS do MS na definicdo das especificacdes dos insumos e dos
equipamentos a serem adquiridos para a sua rede de referéncia, a fim de garantir a uni-
formidade tecnolégica necessaria ao controle da qualidade analitica.

Avaliar os insumos relacionados a sua rede de referéncia.

Promover e realizar acdes de educacdo permanente da Rede Nacional de Laboratérios
de Saude Publica, na drea de diagnéstico de TB e micobacterioses ndo tuberculosas ao
desenvolvimento da credibilidade e da confiabilidade laboratorial, estimulando parce-
rias com os laboratérios integrantes do sistema e com centros formadores de recursos
humanos com competéncias especificas de interesse, visando a melhoria da qualidade do
diagnéstico laboratorial.

VIIL. Coordenar e monitorar as atividades laboratoriais desenvolvidas na Rede Nacional de

XI.

XIl.

Laboratoérios de Saude Publica.

. Orientar o transporte adequado de amostras, dispondo de profissionais comprovada-

mente capacitados para esse fim.

Identificar, avaliar, validar, desenvolver e pesquisar metodologias que permitam resul-
tados precisos e respostas rapidas para a Rede Nacional de Laboratérios de Saude Publica.

Desenvolver estudos, diagnosticos e pesquisas, de forma articulada com as sociedades
técnico-cientificas sem fins lucrativos e com centros de pesquisa e desenvolvimento, que
rednam competéncias e capacitacdes técnicas em areas criticas de interesse.

Desenvolver e realizar técnicas analiticas de maior complexidade necessarias ao diag-
nostico laboratorial de doencas e de outros agravos a saude, bem como dar o suporte téc-
nico a Rede Nacional de Laboratérios de Saude Publica, promovendo as condi¢des técnicas
e operacionais na execucao das agoes.

XllIl. Apoiar a Rede Nacional de Laboratérios de Saude Publica na realizacdo de analises de

maior complexidade, complementacdo de diagndstico, controle de qualidade analitica,
capacitacao de recursos humanos, bem como a supervisao e assessorias técnicas.

XIV. Implantar e promover os mecanismos para o controle de qualidade analitica inter e

intralaboratorial.

XV. Elaborar e disponibilizar, periodicamente, relatérios técnicos e de gestao aos gestores na-

cionais com as informacdes relativas as atividades laboratoriais realizadas, obedecendo
ao cronograma definido.



Em caso de situa¢des inusitadas ou contingenciais:

I. Serdo consideradas situacdes inusitadas ou contingenciais aquelas que, eventualmente,
alterem as atividades de rotina do Lacen, gerando necessidade de suporte adicional dos
LRN ou LRR para a realizacdo dos exames para a TB e micobacterioses ndo tuberculosas.

Il. Realizar ensaios/exames laboratoriais, segundo metodologias adequadas, disponibili-
zando resultados em tempo oportuno, definido para cada método diagnéstico da TB e
micobacterioses ndo tuberculosas da sua rede de referéncia.

lll. A condicdo de exceléncia técnica para realizar procedimentos laboratoriais, bem como
infraestrutura compativel para operacionalizar um plano de contingéncia, elege os LRN
e LRR, em estreita parceria e colaboracdo mutua com a Unido, enquanto instituicdes de
referéncia para suporte em caso de situagdes inusitadas ou contingenciais.

IV. Entre as situacdes inusitadas ou contingenciais encontram-se as situacdes de emergéncias
epidemiolégicas de natureza infecciosa, catastrofes e outras, com consequente irrupcao
de surtos e epidemias causados por inUmeros agentes de natureza toxica, infecciosa ou
desconhecida, bem como outros eventos inusitados ndo previstos neste Edital, os quais
serdo analisados pela SVS/MS.

Além disso, os laboratérios habilitados devem obrigatoriamente alimentar a base de dados
do sistema Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL) com as informacdes laboratoriais
produzidas, de modo a otimizar o acompanhamento das etapas de realizacao dos exames
e a emissao de relatoérios quantitativos, gerenciais e epidemioldgicos.

1.3 Estruturacao dos Laboratérios de Referéncia Nacional (LRN) e
Regional (LRR) para a tuberculose (TB) e micobacterioses nao
tuberculosas'?

Conforme configuracdao da Rede de Referéncia Laboratorial para a TB e micobacterioses
nao tuberculosas, os estados, por meio dos seus Lacen, devem articular junto aos seus LRR
as atividades laboratoriais, conforme area de abrangéncia de cada referéncia (Quadro 2):

Quadro 2 - Laboratério de Referéncia Regional e os estados de sua area de abrangéncia

LABORATORIO DE REFERENCIA REGIONAL AREA DE ABRANGENCIA

Laboratorl_o de Bacteriologia e Bloe_nsalos do Instituto Nacional de AL, CE, PE, PB, PI, RN, RJ, SP.
Infectologia Evandro Chagas — INI/Fiocruz

Laboratério Central de Saude Publica do Amazonas — Lacen/AM AM, AC, AP, PA, RO, RR.

Laboratério Central de Saude Publica do Espirito Santo — Lacen/ES BA, ES, MG, PR, RS, SE, SC.

Laboratério Central de Saude Publica do Distrito Federal — Lacen/DF  DF, GO, MA, MT, MS, TO.

Fonte: CGLAB/DAEVS/SVS/MS.

A comunicacdao com o LRN deve ser realizada de forma ascendente, pelos LRR, e o fluxo
laboratorial deve seguir o recomendado no item 1.3.1.



1.3.1 Fluxo laboratorial

As amostras com suspeita de TB, TB drogarresistente (TB-DR) ou micobactérias nao tuber-
culosas (MNT) que sdo encaminhadas para diagnéstico laboratorial devem seguir o fluxo
estabelecido pelo MS, esquematizado na Figura 1.

Figura 1 - Fluxo de amostras suspeitas de tuberculose (TB), TB drogarresistente (TB-DR) e
micobactérias ndo tuberculosas (MNT)

1 Coleta de amostra (pulmonar e extrapulmonar)
2 Teste Rapido Molecular para Tuberculose (TRM-TB) ou baciloscopia

3 Cultura

GAL

4 Identificacao preliminar Teste de sensibilidade
de espécie Farmacos de 12linha
P

5 Confirmacao da Teste de sensibilidade
espécie/subespécie da MNT Farmacos de 12 linha

6 Metodologia de alta complexidade

Fonte: Brasil, 2020."
MNT — micobactérias ndo tuberculosas; GAL — Gerenciador de Ambiente Laboratorial.

1. Coleta de amostra

A fase inicial do exame bacteriolégico — que compreende a coleta, a conservacdo e o
encaminhamento da amostra para o laboratério executor — é de responsabilidade da
unidade de atendimento, que identifica o caso com suspeita de TB ou MNT. Idealmente,
as amostras clinicas devem ser enviadas e processadas no laboratério imediatamente apos
a coleta.

2. Teste rapido molecular para tuberculose (TRM-TB) ou baciloscopia

O diagnéstico inicial deve ser realizado preferencialmente por meio de teste rapido mo-
lecular para TB (TRM-TB), e, no caso do TRM-TB nao estar disponivel, o diagnéstico inicial
pode ser realizado por meio de baciloscopia. Ambos os métodos devem ser realizados
preferencialmente nos LL ou LRM, ou ainda, em eventual necessidade, nos Lacen.

3. Cultura

As amostras processadas para TRM-TB, com resultado positivo, e para baciloscopia, inde-
pendentemente do resultado, deverdo seguir para cultura, preferencialmente no mesmo
local em que o TRM-TB ou a baciloscopia foram realizados. Em caso de indisponibilidade
de realizacao no local, o laboratério devera organizar sua rotina para envio ao Lacen e,
excepcionalmente, ao LRR de abrangéncia.

Além dos casos citados, a realizacdo de cultura também é indicada nas seguintes situagdes:

» acompanhamento do tratamento, nos casos em que a amostra for positiva na baci-
loscopia no segundo més;



» para criancas, pessoas vivendo com o virus da imunodeficiéncia humana (PVHIV),
casos de TB extrapulmonar e casos de retratamento, independentemente do resul-
tado do TRM-TB;

»  suspeita de resisténcia ou faléncia ao tratamento realizado; e

» suspeita de MNT.

4. Identificacao preliminar de espécie e teste de sensibilidade a fArmacos de primeira linha

Sendo o resultado positivo na cultura, a amostra devera ser direcionada para a identifi-
cacao preliminar de espécie. Se o resultado for positivo para o Complexo Mycobacterium
tuberculosis (CMTB), a analise do perfil de sensibilidade aos farmacos de primeira linha
devera ser realizada no Lacen ou no LRR, se a Lacen estiver indisponivel.

Em caso de identificacdo de resisténcia a qualquer um dos farmacos de primeira linha,
a amostra deve seguir para a analise de sensibilidade aos farmacos de segunda linha,
preferencialmente nos Lacen ou LRR de acordo com a area de abrangéncia ou, excepcio-
nalmente, no LRN.

E importante destacar que as amostras identificadas com resisténcia a rifampicina pelo
TRM-TB devem seguir para avaliagdo de resisténcia aos farmacos de segunda linha.

5. Confirmacao da espécie/subespécie de micobactérias nao tuberculosas (MNT) e teste
de sensibilidade aos farmacos de segunda linha

Se oresultado da cultura for positivo para MNT, a amostra devera seguir para confirmacao
da espécie/subespécie e realizacdo de ensaios de determinacdo da concentracao inibitéria
minima — do inglés, minimal inhibitory concentration (MIC), quando necessario e quando
aplicavel.

IMPORTANTE: para garantir a qualidade do resultado para MNT, todas as etapas
(identificacao e confirmacao da espécie/subespécie) deverao ser feitas em apenas
um local, preferencialmente no Lacen ou no LRR, sendo o LRN o apoio em situagoes
inusitadas ou contingenciais.

6. Métodos de alta complexidade

Os métodos de maior complexidade, como o sequenciamento genético total e a analise das
discordancias entre métodos moleculares e fenotipicos, devem ser direcionados ao LRN.

ATENCAO: é fundamental que todas as fases laboratoriais (pré-analitica, analitica e
poés-analitica) sejam devidamente inseridas no GAL, tendo em vista que essas infor-
macoes serao uma importante ferramenta para gestao laboratorial dos resultados
tanto pelo LRN quanto para o MS.

1.3.2 Transporte de amostras biolégicas

Para o transporte seguro das amostras biologicas deve-se levar em conta o tipo de material
a ser transportado e a sua categoria de periculosidade. De acordo com essas caracteristicas,
devem ser seguidas rigorosamente as normas e a legislacdo vigente que, por sua vez, sao
embasadas em recomendacdes internacionais.



E fundamental que haja o treinamento adequado dos profissionais responsaveis pelo
envio das amostras e a total responsabilidade do remetente com relacdo: i) ao correto
acondicionamento nas embalagens; ii) a classificacdo adequada da substancia biolégica a
ser transportada; e iii) ao preenchimento da documentacao especifica.

As amostras in natura (pulmonares e extrapulmonares) para diagnostico de micobacterio-
ses sdo consideradas como material infeccioso ou potencialmente infeccioso e deverao ser
transportadas de acordo com a diretiva da UN 3373 — Substancia biolégica de categoria
B. Quando se tratar de material em meio de cultura, a classificacdo passa a ser como
categoria A — Substancia infecciosa que afeta seres humanos — e o seu transporte devera
receber marcacao UN 2814.

1.4 Acdes de monitoramento e fortalecimento da Rede de
Laboratérios de TB

Como parte de suas atribui¢des, os laboratérios de referéncia devem, com o MS, realizar
avigilancia laboratorial da TB, e isso significa analisar criticamente os dados laboratoriais
gerados pela rede de laboratérios. Os resultados dessas analises sdo informacdes de alto
valor agregado, que deverao balizar a tomada de decisdes pelos gestores em saude para
o enfrentamento desse problema de saude publica.

As analises de dados laboratoriais compreendem também o controle de qualidade (CQ)
analitica inter e intralaboratorial de toda a rede. Além das anélises de dados, as super-
visoes in loco permitem avaliacdes das condi¢des gerais do laboratério, incluindo reco-
mendac¢des de medidas para melhoria continua dos processos envolvidos na vigilancia
laboratorial da TB.

As duas acdes, as analises de dados e as supervisdes in loco permitem o planejamento e
a execucao de a¢oes educativas personalizadas, com o objetivo de dirimir os problemas
daquela regido. Essas acdes educativas também sdao competéncias dos laboratérios de
referéncia com o apoio do MS.

As capacitacdes técnicas, como a¢des educativas as unidades definidas por area geografica
de abrangéncia, devem abordar os pontos definidos como prioritarios a partir das analises
de dados e das supervisdes in loco e também as atualiza¢des relativas aos métodos labo-
ratoriais utilizados para o diagnoéstico da TB.

1.4.1 Capacitacoes e treinamentos 413

Profissionais capacitados e motivados sdao fundamentais para o adequado desempenho do
laboratoério. E crucial também que eles estejam conscientes do papel que desempenham
para que possam ser parceiros no controle da TB.

A formacao de pessoal de laboratério é um processo de educacdo permanente que tem
como objetivo principal garantir que o profissional adquira habilidades que permitam a
ele realizar com qualidade a atividade a qual foi designado.

As capacitacdes e os treinamentos iniciais ou periédicos, tedricos e praticos devem ser
abordados sempre antes de novas pessoas integrarem os processos e quando novos pro-
cessos, técnicas ou tecnologias forem implementados.



O processo de educacao permanente deve ser acompanhado por uma mudanca de atitude
e aceitacao do aprendizado, com a conviccdo de que o conhecimento adquirido sera util
em sua vida profissional.

Portanto, durante as capacita¢des e os treinamentos, ndao sé o conhecimento técnico deve
ser abordado, mas também aspectos da motivacao pessoal que permitam que os funcio-
narios se conscientizem do papel que desempenham dentro do controle e da prevencao
da doenca, bem como do atendimento que prestam as pessoas e a comunidade.

As atividades de capacitacdo devem levar em conta a necessidade de recursos como
equipamentos, local com condi¢des adequadas de infraestrutura, insumos e materiais
suficientes para todos os treinandos. S4o momentos importantes para o estreitamento da
comunicac¢ao entre os tutores e os profissionais, e que possibilitam a troca de experiéncias
e o estabelecimento de comunicagao regular entre os envolvidos.

As capacitacoes e os treinamentos devem prever uma metodologia de avaliacdo de for-
ma a demonstrar a eficacia das a¢oes de educagdo permanente. Sistemas que avaliam o
conhecimento antes e apds a capacita¢do favorecem o envolvimento do profissional com
o conteudo apresentado e a efetividade da acdo. A avaliacdo é um processo critico-re-
flexivo, continuo e sistematico, e, se desenvolvido integrado as praticas do cotidiano dos
servicos, fortalece a integracao, otimizando o uso dos recursos publicos. A avaliacdo pode
ser usada, também, como ferramenta para a tomada de decisdo no ambito da gestao.

Do mesmo modo, a estratégia de formacao de agentes multiplicadores pode ser utilizada
no processo de educagdao permanente. Nela, os profissionais que mais se destacam duran-
te determinada capacitacdo ou treinamento podem ser convidados a ministrar palestras
ou outros treinamentos para os demais profissionais de sua unidade de saude, regido ou
para colegas recém-chegados. Essa estratégia também estimula a dedica¢do do treinando
e valoriza esse profissional, que consegue alcancar resultados de exceléncia.

Também pertinentes, atuais e custo-efetivas sdo as reunides virtuais para tratar de assuntos,
esclarecimentos ou orienta¢des pontuais que possam ser compartilhados, sem necessidade
de utilizacdo de grandes recursos para desempenhar assessoria técnica.

Ainda, o LRN, em conjunto com o MS, deve coordenar a realizacdo de cursos e oficinas,
com o objetivo de capacitar e sensibilizar os profissionais de laboratério para a utilizacao
de indicadores na analise dos dados laboratoriais gerados.

1.4.2 Supervisées in loco %15

Supervisdes in loco também sao atribuicdes dos Lacen, dos LRR e do LRN que devem
ser realizadas nos laboratérios de suas redes. Essas visitas técnicas ndo possuem carater
fiscalizatério ou repressor, mas servem para conhecer melhor a realidade local e o direcio-
namento de a¢des e atividades.

As supervisdes in loco consistem em visitas técnicas, que sdo consideradas a forma mais
adequada para observar as condi¢cdes de um laboratério e as atividades técnicas nele
desenvolvidas. Por ter um contato direto, é mais efetivo e permite propor a¢des corretivas
de acordo com os recursos e as possibilidades locais. E imprescindivel que as supervisdes
sejam realizadas de forma programada, regular, sequindo um cronograma combinado
entre os envolvidos, contendo itens e critérios bem estabelecidos e que disponham de



apoio e recursos financeiros dos gestores. Durante a visita, deverao ser observados, de-
talhadamente, os documentos e as condi¢des técnicas, operacionais e de biosseguranca.

As supervisoes in loco devem ser realizadas pelos Lacen, LRR e LRN e devem ser reportadas,
desde o seu planejamento até seus resultados, ao MS.

Essa atividade deve ser realizada durante o periodo de trabalho, especialmente quando
ha mudancas de procedimentos, local, equipamento ou sempre que o laboratério de
referéncia julgar necessario. A visita técnica permite a coleta de dados e melhora o fluxo
de informacao entre os laboratoérios.

Recomenda-se, como rotina, uma visita anual e, se necessario, uma frequéncia maior. O
grupo avaliador que realizara as visitas deve ser constituido por um representante do LR,
um da CGLAB e um da CGDR.

O grupo avaliador deve preparar e manter uma lista de verificacdo de requisitos opera-
cionais, técnicos e indicadores fundamentais para serem seguidos durante a visita técnica,
que servirdo de base para a elaboracgao do relatério.

No relatério construido apds cada supervisao in loco, os seguintes temas devem constar:

» condicoes de infraestrutura;

» organizag¢ao (gestao de pessoal);

» equipamentos e instrumentos (funcionamento e manutencao);
» reagentes e insumos (qualidade e quantidade);

» descarte de residuos e rejeitos;

» biosseguranca;

» limpeza, desinfeccao e esterilizacao;

» sistema de garantia da qualidade (manual, procedimento operacional padrao -
POP - e documentos);

» processos de trabalho (fases pré-analitica, analitica e pés-analitica);
» registros e relatorios (resultados e indicadores);

» transporte e gerenciamento de amostras;

» verificacdo das especificacdes de desempenho;

» sistema de informacao laboratorial; e

» sistema de gerenciamento de dados laboratoriais.

Na impossibilidade da realizacdo de visitas in loco, cabe ao LRN, LRR e Lacen organizarem-
-se para a realizacao de monitoramento remoto da sua rede laboratorial.
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2 SISTEMA DE GESTAO DA QUALIDADE

Os Sistemas de Gestao da Qualidade (SGQ) estdao sendo amplamente implantados nos
laboratérios publicos, o que se configura de extrema importancia para o setor da saude,
resultando em mudancas significativas nos processos de gestdo internos e servicos presta-
dos. Trata-se de uma poderosa ferramenta capaz de criar condi¢des mais favoraveis para
os diversos processos, evidenciando-se também a preocupacdo com a melhoria continua.

Toda atividade pertinente ao controle da TB deve ter trés caracteristicas: cobertura, per-
manéncia e qualidade técnica. Essas atividades s6 sao alcancadas se os servi¢os gerais de
saude se integrarem de forma organizada.

Para o atingimento da meta do Plano Nacional pelo fim da TB de eliminar a TB como
problema de saude publica (< 10 casos por 100 mil habitantes) até 2035, destaca-se o
objetivo de diagnosticar precocemente todas as formas de TB, com oferta universal de
cultura e teste de sensibilidade (TS), incluindo o uso de testes rapidos.’

Assim, a rede laboratorial possui papel fundamental no controle da TB, uma vez que
precisa ser capaz de detectar, monitorar a evolucao do tratamento e documentar a cura no
fim do tratamento para todos os casos de TB e de forma oportuna. Diante disso, torna-se
fundamental a sua estruturacdo com alto padrao de qualidade e seguranca.

2.1 Introducao

A qualidade existente nos laboratérios ndo é o resultado apenas de fatores técnicos
(idoneidade, bons reagentes, métodos e equipamentos precisos, padronizacao, critérios
corretos para a aplicacdo de métodos e interpretacdo de resultados), mas também de fa-
tores administrativos (organizagao, sistematiza¢ao de procedimentos, disponibilidade de
recursos e acdes preventivas e corretivas). O SGQ ressalta, direta ou indiretamente, todos
os fatores que incidem sobre a qualidade de cada processo em suas fases pré-analitica,
analitica e pdés-analitica.

O estabelecimento de um SGQ requer uma sequéncia de atividades: planificacdo, avaliacao
da situacdo e identificacdo das ndao conformidades, estabelecimento de programa para
correcao das ndo conformidades identificadas, atualizacao e suporte técnico e, por ultimo,
a avaliacdo e a medicao do desempenho do sistema. Os resultados de cada sequéncia de
atividades orientarao o planejamento de um novo ciclo. Esse é, portanto, um processo
interativo e continuo.

“A garantia de qualidade é a parte do Sistema de Gestao da Qualidade destinada a
oferecer confian¢a de que uma organizacao cumpre com os requisitos de qualidade™3.

“Ela engloba uma série de atividades que permitem aos laboratérios alcancar e man-
ter altos niveis de precisao e qualificacao, mesmo que ocorram mudangas” .
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MINISTERIO DA SAUDE | MANUAL DE RECOMENDACOES PARA O DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE TUBERCULOSE E
MICOBACTERIAS NAO TUBERCULOSAS DE INTERESSE EM SAUDE PUBLICA NO BRASIL

A garantia da qualidade é responsavel por observar as atividades em sua totalidade,
de maneira a assegurar a qualidade em todos os processos no laboratério. Em outras
palavras, é o conjunto de atividades destinadas a prover confianca de que os requisitos
da qualidade serdao atendidos, de forma a prevenir erros, falhas ou defeitos durante o
processo de desenvolvimento do produto ou servi¢o — nesse caso, os servicos de vigilancia
laboratorial prestados pelos laboratérios integrantes do Sislab.

A garantia de qualidade é, basicamente, um processo educativo e motivador.

Destina-se a manter e otimizar a qualidade técnica e operacional do diagnéstico em si.

A implanta¢do do SGQ ocorre de forma gradativa nos processos de trabalho, com o ob-
jetivo de organizacao, clareza, integracdo de pessoas e maior disponibilidade das infor-
macodes laboratoriais para a tomada de decisdo. Para tal, leva-se em considera¢dao, como
base nesse processo de implementacao, a definicdo de responsabilidades das pessoas e das
instituicdes vinculadas ao modelo definido, definicdo de sistema de documentacao para
organizar a operacionalizacdo do sistema e o treinamento, assim como a qualificacdo dos
profissionais para a correta execucao dos processos (Figura 2).

Os beneficios a partir da implementacao do SGQ sao visiveis, portanto, deve ser mantido e
aprimorado continuamente e ser comprovado por meio de auditorias internas e externas
por organismos reconhecidos.

Figura 2 — Pilares para a construcao de um sistema de qualidade
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responsabilidades

documentacao e qualificacao

Fonte: CGLAB/Daevs/SVS/MS.

Cabe a CGLAB fomentar e contribuir para que todos os laboratérios alcancem o patamar
de qualidade ideal, aumentando a confiabilidade dos resultados analiticos, aprimorando
o conhecimento e buscando a exceléncia técnica dos servi¢os prestados ao SUS.

Visto a necessidade de garantir a confiabilidade, a credibilidade dos resultados e as boas
praticas dentro dos laboratoérios, a implantacao de SGQ esta cada vez mais em evidéncia.

2.2 Consideracoes sobre as etapas dos exames laboratoriais

Os exames laboratoriais compreendem trés etapas diferentes: fase pré-analitica; fase
analitica; e fase pds-analitica. Na fase pré-analitica, a atencdo com a pessoa, o cuidado
do profissional de saude e demais envolvidos com os procedimentos para a obtenc¢do do
material ou amostra sdao a¢des indispensaveis para garantir a qualidade nessa etapa, e
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também nas seguintes. Sao processos envolvidos na fase pré-analitica: o pedido de exame,
a preparacao do paciente, a coleta, a preparacao e o transporte da amostra.

A fase analitica diz respeito aos procedimentos de analise propriamente dita da amostra
ou material. Essa fase se estende desde o processamento da amostra até o registro dos
dados obtidos por meio das andlises, no sistema de informacao do laboratério executor.
E importante que o sistema de informacdo laboratorial possibilite o gerenciamento e o
acompanhamento das analises realizadas pelo laboratoério, e, para esses fins, o Ministério
da Saude preconiza a utilizacdo do Sistema Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL)
dentro do Sistema Nacional de Laboratério de Saude Publica.

O sistema de informacao laboratorial desempenha funcao importante em todas as etapas,
tendo também uma interface indispensavel para as acdes da fase pds-analitica, que com-
preendem: i) o preparo do laudo; ii) a impressdo ou transmissdao do laudo ao profissional
solicitante; e iii) o recebimento do laudo. Todas essas etapas contribuem para o subsidio
do profissional da salde e demais esferas de interesse para a tomada de decisdo, no
caso de diagnéstico, bem como para definicdo de estratégias de politicas publicas para a
populacao.

Observa-se, entdao, que os procedimentos envolvidos na execu¢dao de um exame labo-
ratorial demandam ag¢des coordenadas e obedecem uma dinamica complexa entre as
fases pré, pés e analitica (Figura 3). Para garantir que todos esses procedimentos sejam
realizados de maneira correta e fluida, é necessario estabelecer um sistema de qualidade
robusto, capaz de nortear as a¢des em cada uma dessas etapas e mapear os pontos de
falha nos fluxos estabelecidos para estruturacdo de a¢des de correcdo desses processos,
quando necessario.

Figura 3 - Etapas dos exames laboratoriais: fases pré-analitica, analitica e pés-analitica

Fonte: CGLAB/Daevs/SVS/MS.



2.3 Elementos do Sistema de Gestao da Qualidade?

Os elementos considerados indispensaveis para um SGQ sao:

»  Controle Interno da Qualidade (CIQ);

» Avaliacdo Externa da Qualidade (AEQ)* / Controle Externo da Qualidade (CEQ) /
Ensaio de Proficiéncia;

» monitoramento de indicadores de desempenho; e

» melhoria continua.

2.3.1 Controle Interno da Qualidade (CIQ)

E o processo de monitoramento interno efetivo e sistematico do desempenho da fase ana-
litica, assegurando que as informacoes geradas sejam confidveis, precisas, reprodutiveis e
sirvam de mecanismo mediante o qual os laboratérios possam validar a competéncia dos
servicos de diagndstico.

E responsabilidade de cada um dos laboratérios, que possui sistema analitico, estabelecer
na rotina de trabalho um sistema de controle e registro dos resultados dos controles, re-
servando para si a revisao periddica dos pontos criticos € 0o monitoramento dos resultados.
O objetivo é a prevencao da queda de desempenho do sistema analitico no laboratoério.

O dIQ inclui: i) monitoramento do processo analitico (de materiais, insumos, reagentes,
equipamentos, protocolos e metodologias) por meio de amostras-controle; ii) definicao
de limites e critérios de aceitabilidade para os resultados dos controles; iii) liberacdo ou
rejeicdo das analises apo6s avaliacdo dos resultados das amostras-controle; iv) realizacao
de medidas corretivas a serem aplicadas quando os resultados excedem os limites consi-
derados aceitaveis; e v) registro dos resultados obtidos e das acdes adotadas decorrentes
de rejei¢oes de resultados de amostras-controle.

O CIQ do laboratorio de diagnéstico da TB envolve dois aspectos:

Aspectos preventivos: comuns a todos os laboratérios, também conhecidos como Boas
Praticas de Laboratério (BPL), englobam medidas a serem adotadas desde a triagem das
amostras, o processamento das amostras, até a emissao do laudo final.

Os CIQ de cada metodologia estao descritos no capitulo correspondente.

Aspectos operacionais: inclui controle de insumos, equipamentos, procedimentos técni-
cos, monitoramento dos resultados de exames, registro técnico dos procedimentos de CIQ
e aplicacdo de a¢des corretivas e preventivas quando essas se fizerem necessarias.

O uso correto e o monitoramento dos equipamentos estdao descritos no Capitulo 13 e
sdo fundamentais para a qualidade dos exames realizados, uma vez que implicam na
execucao de um conjunto de procedimentos que registrem o desempenho de um determi-
nado equipamento. Dessa forma, o profissional do laboratério é responsavel ndo sé pela
técnica correta de uso, como também pelo monitoramento e a conservacao de todos os
equipamentos que fazem parte de sua rotina laboratorial.



2.3.2 Avaliacao Externa da Qualidade — AEQ

A AEQ é de responsabilidade dos laboratérios supervisores: LRN, LRR e Internacional de
acordo com a organizacao da rede de laboratérios do Pais e o laboratério a ser avaliado.

A AEQ é definida como a atividade de avaliacao do desempenho de sistemas anali-
ticos por meio de comparacoes interlaboratoriais, ensaios de proficiéncia, analise de
padroes certificados e outras avaliacoes de desempenho que podem estender-se ao
longo de todas as fases do ciclo de testes, mediante comparacao entre laboratérios.?®

Os objetivos gerais da AEQ sao identificar, avaliar, manter e melhorar o processo anali-
tico e a investigacao de causas nas quais a proficiéncia ndo foi obtida pelos laboratérios
participantes.

A AEQ deve ser organizada como um programa formal e estruturado, projetado em plano
de acdo pelo laboratério supervisor para cada um dos laboratérios integrantes, indivi-
dualmente. A implementacao desse plano pode incluir a atualiza¢do ou requalifica¢ao,
o fornecimento de insumos, a organizacdo da triagem e a recep¢do de amostras ou na
realizacdo dos exames, até que as falhas sejam solucionadas.

Os laboratérios supervisores devem possuir conhecimento técnico qualificado e atuali-
zado, ndo apenas sobre os procedimentos laboratoriais da TB, mas também sobre os
aspectos tecnolégicos e operacionais. Além disso, o laboratério supervisor deve possuir
SGQ estabelecido e ser reconhecido como referéncia.

Entre os beneficios da participacdo dos laboratérios no AEQ, destacam-se:

» avaliacdo regular do desempenho;
» confiabilidade e credibilidade dos dados produzidos;
» comparacao do desempenho com o de outros laboratérios semelhantes;

» identificacdo das oportunidades para melhorias relacionadas com os processos
laboratoriais;

» implantacdo de agdes preventivas e corretivas para a melhoria dos procedimentos
do laboratorio;

» fornecimento de evidéncias sobre a qualidade dos processos laboratoriais;

» acesso a informacdes de desempenho de métodos analiticos dos laboratérios par-
ticipantes; e

» melhoria continua.

Entre os objetivos do programa de AEQ, destacam-se:

» assegurar a comparabilidade dos resultados dos laboratérios;
» avaliar o desempenho dos laboratérios em analises especificas;
» identificar melhorias pontuais e diferencas interlaboratoriais;

» integrar, com a visita técnica nos laboratérios, o conjunto de avaliacao dos labora-
torios; e

» indicar a¢des preventivas e/ou corretivas, quando necessarias.



As principais caracteristicas da AEQ sao:

» o carater educativo;
» a participacao voluntaria, recomendada pela SVS/MS;
» aconfidencialidade da identidade, os registros e os resultados dos participantes; e

» o sigilo e a ética profissional na conduc¢do do processo.

A AEQ pode incluir os seguintes componentes:

»  visita técnica;
» ensaios de proficiéncia; e

» releitura as cegas.

2.3.2.1 Visita técnica de avaliacao

Consiste na visita realizada por profissionais qualificados e autorizados, também chama-
dos de avaliadores, pela SVS/MS aos laboratérios da rede para observar e avaliar, in loco,
as condig¢des analiticas e os procedimentos técnicos e operacionais.

A atividade deve ser documentada e planejada para ocorrer em intervalos regulares e
incluir propostas de retificacdes, quando necessario, de acordo com as caracteristicas e as
necessidades de cada servico. Trabalha-se com um roteiro que consiste em perguntas a
serem respondidas pelo laboratério e observacdes da pratica na realizacdo dos exames,
além de entrevistas com autoridades e profissionais de niveis diversos.

Essas visitas tém como principal objetivo a manutencao do sistema de qualidade. No
entanto, proporcionam também motivacdo e fornecem apoio aos profissionais que de-
sempenham tais atividades, especialmente nos laboratérios periféricos, estabelecendo
relacdes sélidas, o que favorece a rapida notificacdo de qualquer problema, permitindo
intervengdes assertivas em tempo oportuno.

Check-list para verificagdo operacional:

» avaliar condi¢des de infraestrutura fisica e administrativa;

» verificar o cumprimento do prazo estabelecido para emissao dos resultados (espe-
cialmente os casos positivos);

» verificar a qualidade do armazenamento das amostras para AEQ das diferentes
metodologias;

» verificar se a equipe técnica possui formacao profissional e experiéncia compativel
com a area;

» avaliar a disponibilidade de profissionais em relacdo ao volume de demanda na
area;

» verificar os indicadores de desempenho para todos os testes realizados pelo
laboratorio;

» verificar e avaliar a qualidade dos isolados bacterianos obtidos;

» verificar se os casos positivos notificados pelo laboratério constam nos registros da
unidade de tratamento;



verificar se o laboratério possui informagdes documentadas sobre os procedimen-
tos, as técnicas e os manuais dos testes realizados pelo laboratério;

verificar se o laboratério possui os insumos em quantidade e qualidade adequadas;

verificar se o laboratério possui planejamento para aquisicdo dos insumos estraté-
gicos necessarios;

verificar se o laboratério possui os equipamentos em funcionamento e com manu-
tencao perioddica;

verificar se o laboratério possui sistema de CIQ;
verificar se o laboratério participa de algum Programa de AEQ;
verificar se o laboratério possui normas ou manual de biosseguranga;

verificar se o laboratério realiza exame admissional e médico anual nos profissio-
nais do laboratoério;

verificar se o laboratério possui e mantém as informa¢des documentadas sobre
acidentes de trabalho;

verificar se o laboratério possui e mantém os registros dos exames de forma padronizada; e

verificar se o laboratério possui requisicao de exame padronizada.

Check-list para verificacao técnica:

»

observar e avaliar os processos de preparacdao de amostra para execucao de todas
as técnicas realizadas pelo laboratoério;

observar e avaliar a interpretacao dos resultados obtidos em todas as técnicas rea-
lizadas pelo laboratoério;

assegurar que sejam feitos os controles de qualidade (CQ) dos corantes, reagentes
e insumos utilizados no laboratério;

fazer releitura de teste (por exemplo, algumas laminas de baciloscopia) com o pro-
fissional do local, para avaliar a qualidade da execuc¢do da técnica; e

revisar os resultados anteriores da AEQ por releitura e discutir sugestdes e reco-
mendacdes para a melhoria da qualidade.

2.3.2.2 Ensaio de proficiéncia

Consiste na avaliacdo de desempenho por meio da comparacao objetiva dos resultados
obtidos entre diferentes laboratérios. Parte integrante do Programa de AEQ, os ensaios
de proficiéncia sdo também chamados de estudos interlaboratoriais.

Os ensaios sdao conduzidos por provedores de ensaio de proficiéncia, podendo ser uma
instituicdo privada, especializada e contratada ou um laboratério supervisor (LRN, LRR ou
internacional), desde que sejam devidamente e oficialmente reconhecidos por organis-
mos de acreditacao.

“Um programa no qual se enviam periodicamente amostras multiplas aos laboratérios
participantes para sua analise e/ou identificacdo, no qual se comparam os resultados
entre os diferentes laboratorios do grupo e/ou com o valor de referéncia.”?



Os estudos interlaboratoriais oferecem evidéncia da confiabilidade de resultados de analises,
validam processos de andlise e de medicacdo e permitem reconhecer ndo conformidades,
auxiliando na tomada de decisdes para a¢des corretivas ou preventivas. Recomenda-se que
seja feito pelo menos uma rodada de avaliacdo uma vez ao ano.

Os resultados dos ensaios de proficiéncia sao monitorados para se evidenciar as tendéncias
ao decorrer do tempo, prevenir e minimizar a ocorréncia de falhas nos processos analiticos
e identificar os laboratérios com maior necessidade de assessoramento.

A retroalimentacao referente aos resultados dos ensaios de proficiéncia deve ser comuni-
cada de forma répida ao laboratério participante do estudo para a adocdo imediata de
medidas cabiveis.

Por outro lado, esse tipo de controle requer uma organizagao em que varios laboratérios
sejam supervisionados e supervisores ao mesmo tempo. Dessa forma, a AEQ indireta de-
pende do trabalho conjunto de todos os integrantes da rede, e é o aporte conjunto o que
permite avaliar a qualidade do trabalho.

2.3.2.3 Releitura as cegas

A releitura as cegas realiza-se geralmente com o envio de material em ordem ascendente,
ou seja, no mesmo sentido atual do fluxo de envio de amostra da rede laboratorial (o labo-
ratério municipal enviara para o laboratério estadual, e esse ao seu regional ou nacional).

Esse componente pode ser implementado em todos os métodos diagnosticos, como na
baciloscopia, na identificacdo de espécies ou no TS fenotipicos ou moleculares, mediante
0 envio as cegas de alguns dos isolados.

2.3.3 Monitoramento de indicadores de desempenho

Todos os laboratérios devem certificar-se de que todas as provas que realizam sao parte de
um programa de AEQ. Entretanto, o monitoramento de desempenho usando indicadores
de qualidade de laboratério, também conhecidos como indicadores de desempenho, é a
maneira mais efetiva de assegurar a qualidade dos resultados de laboratério e identificar
areas de melhoria.

Os indicadores de desempenho sdo Uteis para a avaliacdo interna e externa da qualidade,
a depender da forma como sado utilizados, ou seja, estdo relacionados ao CIQ quando sao
avaliados os resultados esperados para o préprio laboratério e, ao AEQ, quando sao ana-
lisados no contexto entre os laboratorios da rede. Para isso, todos os laboratdrios devem
reunir e analisar os dados de maneira periédica, utilizando um formato padronizado.

E importante que os objetivos para todos os indicadores monitorados sejam bem definidos
e fixados, e que qualquer mudanca inexplicavel seja documentada e investigada, como o
aumento das taxas de erro, as alteragdes na taxa de positividade ou a resisténcia a drogas
de primeira e/ou segunda linha, ou uma mudanca significativa no volume dos exames re-
alizados. Eles também precisam ser revisados pelo responsavel do laboratério e, se forem
observados resultados ou tendéncias inesperadas, sempre devem estar vinculados a a¢des
corretivas e serem comunicados a SVS/MS assim que possivel.



Os ensaios de proficiéncia, com o monitoramento dos indicadores de desempenho,
devem ser realizados independentemente do programa regular de visitas técnicas.

O uso bem-sucedido de indicadores de qualidade requer a coleta de informacdes apro-
priadas, mensurdveis e interpretaveis, que podem ser usadas como parte da melhoria
continua do processo.

2.3.4 Melhoria continua

Envolve o monitoramento assiduo dos resultados lancados pelas distintas ferramentas
empregadas para a avaliacdo da qualidade com a finalidade de identificar aspectos que
devem ser melhorados, prevenidos ou corrigidos no laboratério.

A melhoria continua estd fundamentada na identificacdo de ndo conformidades por meio
da coleta e analise de dados produzidos pelas estratégias antes mencionadas ou pelo
monitoramento de indicadores de desempenho, no desenvolvimento de solug¢des criativas
para os problemas identificados e na identificacdo das oportunidades de melhoria.

Como forma de garantir a melhoria continua dos processos, deve-se estabelecer um pro-
grama de planejamento de qualidade robusto e que perdure ao longo do tempo.?

A implantacdo desses programas inclui desde o processo de planejamento das a¢des, da
sua implementacdo e execucado da verificacdo dos resultados até das acdes de natureza
corretiva ou de padronizacao. Esses passos devem ser repetidos regularmente para garantir
0 aprimoramento continuo de cada processo gerado pelo laboratério e de acordo com a
linguagem usual. Esse ciclo é denominado PDCA (do inglés Plan-Do-Check-Act) (Figura 4).8

Figura 4 — Método baseado no ciclo PDCA para garantia da qualidade laboratorial

o Identificar o problema
o Analisar o fendomeno

o Analisar o problema
o Plano de a¢do

Conclusdao 9

Padronizacdo 8
Acdo 7 AGIR
Implementar

MELHORIA
CONTINUA

EXECUTAR
Testes

Verificagcdo 6 5 Execucgdo

Fonte: Adaptado da norma 1SO9001:2015.

O processo de melhoramento continuo é o mais dificil de implementar de forma ro-
tineira e sistematica, mas & uma parte essencial da implementacao de sistemas de
qualidade.



As acOes descritas neste capitulo — como as visitas técnicas de avaliacdo, o CIQ e a AEQ —sao
partes fundamentais da estratégia de melhoria continua da qualidade. As metodologias
para a aplicacdo do ClIQ e da AEQ para cada técnica realizada pelos laboratérios esta
inserida ao longo desse Manual, nos capitulos que trazem os respectivos procedimentos.
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3 BIOSSEGURANCA

3.1 Introducéo

Biosseguranca é a condi¢ao de seguranca alcancada com a utiliza¢do conjunta de equipa-
mentos de protecdo, praticas, procedimentos laboratoriais e estrutura fisica da instituicao,
destinados a minimizar a exposicdo dos funcionarios e do meio ambiente aos agentes
infecciosos.

Pela Classificacdo dos Agentes Etiolégicos Baseado no Grau de Risco," a espécie M. tuber-
culosis integra o grupo de risco de biosseguranca Ill, com outros microrganismos capazes
de infectar por meio de aerossois.? 34>

Os profissionais de laboratoérios apresentam risco de infeccdo por M. tuberculosis de trés
a cinco vezes maior do que a populacdo em geral,® podendo atingir 21,5 vezes mais para
aqueles que realizam os TS.” A exposicao dos profissionais de laboratério aos aerossois
infecciosos depende do numero de amostras clinicas e culturas positivas para M. tuber-
culosis processadas diariamente por um Unico profissional, bem como da adesao rigida
as normas de biosseguranca. Portanto, torna-se necessario que os laboratérios de saude
publica disponham ou implantem um programa de biosseguranca amplo com medidas
técnicas e administrativas.

Segundo a OMS,® a orientacao para os laboratérios é inicialmente realizar uma avaliacao
de risco do trabalho levando em consideracdo: i) a carga bacilar das amostras biolégicas
ou isolado bacteriano e a viabilidade de M. tuberculosis; ii) a via de transmissao da TB; iii)
o material manipulado, ou numero de manipula¢des necessarias para cada procedimento
gue possa gerar aerossois; iv) o nUmero de manobras que possam potencialmente gerar
aerossois em cada procedimento; v) a localizacdao do laboratério; vi) as caracteristicas
epidemioldgicas da doenca e do grupo de doentes atendidos; e vii) o nivel de experiéncia
e a competéncia dos técnicos.

A OMS também orienta as politicas nacionais para a classificacdo das instala¢des labo-
ratoriais em trés niveis de risco, baseada nas seguintes atividades realizadas e nos riscos
associados: baixo risco de TB, risco moderado de TB e alto risco de TB (laboratério de
contencao de TB).

O Quadro 3 apresenta os niveis de risco de um laboratério de TB de acordo com as ativi-
dades laboratoriais executadas e a avaliagdao de riscos desse laboratoério.



Quadro 3 — Niveis de precaucgao contra riscos, atividades laboratoriais associadas e avalia-
¢ao dos riscos em laboratérios de tuberculose

NIVEL DE RISCO DE ATIVIDADES

LABORATORIAIS

UM LABORATORIO
DE TB'

AVALIACAO DOS
RISCOS

USO DE CSB

Baciloscopia direta;
preparacdo de amostras
para uso em um cartucho
de teste automatizado

de amplificagdo de acido
nucleico (como o TRM-TB);
Método de Swab (Ogawa-
Kudoh).

Baixo risco

Baixo risco de geracdo
de aerossois infecciosos
a partir das amostras;
baixa concentracao de
particulas infecciosas.

Pode ser realizado
fora da CSB, porém
em um bico de
Bunsen, com uso
adequado de EPI.

Processamento e
concentra¢do de amostras
biolégicas para inoculagdo
em meios de isolamento
primario (LJ ou MGIT);
teste de sensibilidade
direto (LPA em amostra de
expectoragdo processada).

Risco moderado

Risco moderado de
geracao de aerossois
infecciosos a partir
das amostras; baixa
concentragdo de
particulas infecciosas.

Deve ser realizado
em CSB, com uso
adequado de EPI.

Manipula¢do de cultura
(meio sélido ou liquido)
para identificacdo de
espécie, para realizagdo
de teste de sensibilidade
fenotipico ou para LPA.

Alto risco (laboratério
de contencdo de TB)

Alto risco de geragao
de aerossois infecciosos
a partir das amostras;
alta concentragao de
particulas infecciosas.

Deve ser realizado
em CSB, com uso
adequado de EPI.

Fonte: WHO, 2012; BRASIL, 2019.

1. O nivel de risco refere-se a probabilidade de alguém no laboratério ser infectado com TB como resultado dos procedi-

mentos realizados no laboratério.

CSB: Cabine de Seguranca Biolégica; EPIl: Equipamentos de protecdo individual; LJ: LOwenstein-Jensen; LPA: Teste de

hibridacdo com sonda em linha — do inglés Line Probre Assay; MGIT: Tubo indicador de crescimento de micobactérias — do
inglés Mycobacteria Growth Indicator Tube; TB: tuberculose; TRM-TB: Teste rapido molecular para tuberculose.

E importante observar que a realizacdo de cultura pelo método de Swab (Ogawa-
Kudoh) nao exige centrifugacao e, consequentemente, nao existe concentracao de
bacilos. Portanto, por ser uma técnica de baixo risco, pode ser realizada fora da cabine
de seguranca biolégica (CSB), com as precaucgoes necessarias de uso de equipamentos
de protecao individual (EPIs) e o uso correto do bico de Bunsen, de modo que a chama
fique entre a amostra e o técnico que a esta manipulando. Esse procedimento é,
portanto, classificado como de baixo risco.

3.2 Medidas administrativas de protecao

As medidas de controle administrativas sdo medidas de gestao que buscam reduzir o risco
de transmissdo da TB e diminuir a exposicdao do profissional de salde e das pessoas por
meio do diagndstico precoce, do isolamento ou da separacdo imediata do paciente com
suspeita de TB e a implantacado imediata de um tratamento antiTB adequado.

As medidas de controle administrativo incluem:

» avaliacdo do risco de transmissao de TB no estabelecimento de saude;
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» desenvolvimento de um plano de controle de infec¢cdes de TB;

M

implementacdo de praticas de trabalho eficazes;
» informacdo, educacdo e comunicacao sobre a TB; e

» monitoramento da saude dos profissionais de saude.

Os resultados da avaliacao de risco criam a base para a elaboracéo do plano de controle
de infec¢des de TB na unidade. As areas com maior risco devem receber maior atengao ao
elaborar o plano. E uma forma de capacitacdo continua para os técnicos, podendo servir
também para os profissionais que ingressam no servico.

A implementacao de praticas de trabalho eficazes depende do apoio incondicional da
gestao do laboratério. Uma gestdao comprometida com a biosseguranca é fundamental.
Cabe a gestdo do laboratério, baseada em normas nacionais e internacionais, elaborar
o manual de biosseguranca e garantir a adesao as praticas de trabalho determinadas
pela equipe de profissionais do laboratério; promover informacédo e capacita¢do conti-
nuada sobre as medidas de biosseguranca e nos procedimentos usualmente empregados
no diagnodstico da TB, além do fornecimento de equipamentos de protecdao adequados
para a realiza¢do do trabalho.® Cabe aos profissionais dos laboratérios a responsabilidade
pelo uso correto desses equipamentos de prote¢do e o correto cumprimento das medidas
administrativas adotadas pela instituicao.

Os programas de saude ocupacional deverdao promover locais de trabalho seguros e sau-
daveis. Isso é possivel por meio da minimizacdo de quaisquer exposicoes, da deteccao
imediata e do tratamento de exposicdes, bem como mediante o uso de informagdes
obtidas a partir de incidentes e acidentes no laboratério, que servirdao para melhorar os
cuidados com a segurang¢a. Um exame médico inicial e o acompanhamento regular devem
ser aplicados a todo o pessoal, antes de comecarem a trabalhar no laboratério de TB. A
equipe médica que presta servicos de saude ocupacional deve ter conhecimento sobre a
natureza dos riscos potenciais de saude em laboratérios de TB e ter acesso a especialistas
para aconselhamento.

O servico médico deve estar prontamente disponivel, de modo a permitir a avaliacdo e o
tratamento imediato e apropriado.

3.3 Barreiras de contencao primarias

A maioria dos incidentes de infeccao que ocorre nos laboratérios de bacteriologia de TB
sdo atribuidos as contaminacdes devido a producdo de aerossois potencialmente infec-
ciosos durante a realizacdo dos exames. O termo contenc¢do é usado para descrever os
métodos de seguranca utilizados na manipula¢do de materiais infecciosos no ambiente
laboratorial onde estao sendo manejados ou mantidos.

O objetivo da contencao é minimizar ou eliminar a exposicdo da equipe, de outras pessoas
e do meio ambiente em geral, aos agentes potencialmente perigosos. Os trés elementos
de contencao incluem: i) a pratica e a técnica laboratorial; ii) os equipamentos de segu-
ranca; e iii) o projeto da instalacao.’

As barreiras de contencao primaria constituem a primeira linha de protecdao quando se
trabalha com agentes infecciosos. As boas praticas microbiolégicas, a cabine de seguranca
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biolégica (CSB), as centrifugas com cacapa de seguranca, as luvas, os respiradores e os
aventais sao exemplos de barreiras primarias utilizadas nos laboratérios de bacteriologia
da TB.%?

Para reduzir a geracdao de aerossois pelos procedimentos laboratoriais e sua dispersao,
recomenda-se que o profissional responsavel pela realizacdo dos exames adote as boas
praticas microbioldgicas, conforme descritas no toépico a seguir.

3.3.1 Boas praticas microbiolégicas

As boas praticas microbiolégicas compreendem praticas e técnicas microbioldgicas padro-
nizadas, que devem ser seguidas em todos os procedimentos realizados no laboratério,
valendo a penasalientar que a rigida adesao aos procedimentos é o principal componente
de contencao.®

A seguir sao descritas algumas das boas praticas microbioldgicas que devem ser adotadas
nos laboratérios:

»  restringir ou limitar o acesso ao laboratério apenas para os profissionais autorizados;
» nao comer, beber, fumar ou aplicar maquiagem no laboratério;

» nao pipetar com a boca;

» fazer uso de dispositivos de pipetagem;

» fazer higienizacdo das maos com agua e sabao ao entrar no laboratério, apés a
manipulacdo de amostras, apos a realizacdo de qualquer procedimento bacterio-
l6gico, apos tirar as luvas e avental e antes de sair do laboratério. O alcool a 70%
deve ser utilizado ao final dos procedimentos, depois da lavagem das maos;

» manipular o material potencialmente infeccioso apenas em areas restritas, afasta-
das da circulacao geral;

» usar luvas durante a execug¢do das atividades. Ndo manusear macanetas, telefones,
puxadores de armarios ou outros objetos de uso comum enquanto estiver de luvas;
e

» realizar cuidadosamente todos os procedimentos a fim de evitar a formacdo de
aerossois.

3.3.2 Equipamentos de protecao individual — EPIs

Sao equipamentos de protecdo individual (EPIs) utilizados pelos profissionais de laborato-
rio com o intuito de minimizar os riscos suscetiveis decorrentes do manuseio de amostras
biolégicas em ambiente de trabalho. Os EPIs ndo evitam os acidentes em si, mas protegem
o profissional quando o risco estd ligado a funcdo e a exposi¢do aos agentes. Deve-se
considerar que o risco estd associado ao tipo e a quantidade do agente infeccioso, ao
tempo de exposicdo e a sensibilidade do organismo de cada profissional. Existem varios
tipos de EPIs, cada qual com sua finalidade e modo de utilizacdo, com especificagcdes muito
particulares dependendo da atividade a ser executada.

O uso de luvas, respiradores, aventais e calcados fechados deve sempre fazer parte de
todas as etapas do diagnéstico laboratorial da TB, desde a recepcao das amostras até
a execucao de técnicas mais complexas. As luvas devem ser de material resistente, ter
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baixa permeabilidade, boa flexibilidade e serem descartaveis. Antes de calcar as luvas,
é importante checar se elas apresentam rasgos ou furos. Recomenda-se colocar as luvas
sobre o punho do avental, nunca reutiliza-las e lembrar de descarta-las de forma segura.

No Brasil, os EPIs devem ter certificado de aprovacdo junto a Secretaria Especial da
Previdéncia e Trabalho do Ministério da Economia. Para a protecéo contra a TB, sao uti-
lizados os respiradores do tipo N95 (NIOSH N95) ou PFF2 (EN149:2001), que apresentam
porosidade de eficiéncia igual ou maior do que 95%, para reter particulas de 0,3 pm.
Algumas das principais caracteristicas dessas mascaras sao: a capacidade de um perfeito
ajuste ao formato do rosto do usuario e a possibilidade de serem reutilizadas, pelo mesmo
profissional, desde que se mantenham secas, limpas e integras (ndo amassadas, dobradas
ou rasgadas) por até uma semana. A manutencao dos respiradores em sacos plasticos nao
é recomendada por reter umidade. Deve-se envolvé-los em papel-toalha e manté-los em
local seguro.’™™ Em procedimentos de alto risco, recomenda-se a nao reutilizacdo dos
respiradores. Vale ressaltar que a mascara cirurgica ndao é um equipamento de protecao
respiratéria em ambiente laboratorial.™

Recomenda-se para o bom uso de respiradores:

» nao utilizar maquiagem ou cremes, pois podem liberar particulas que bloqueiam a
troca de ar dos respiradores;

» nao é recomendado o uso de barba, uma vez que impede o ajuste e a vedacao
adequada dos respiradores, comprometendo sua seguranca; e

» recomenda-se usar touca descartavel, cobrindo por completo os cabelos. Se forem
compridos, devem estar presos.

Como colocar o respirador:

1. Segurar o respirador na mao, deixando os elasticos penderem livremente.
2. Aproxima-lo do rosto, cobrindo a boca e o nariz.

3. Puxar o elastico de cima, passando-o pela cabeca e ajustando-o acima das orelhas. Depois,
fazer o mesmo procedimento com o elastico inferior, ajustando-o na nuca.

4. Pressionar o elemento metalico com os dedos, de forma a molda-lo ao formato do nariz.

5. Para verificar o ajuste, colocar as duas maos na frente do respirador e assoprar fortemen-
te. O ar ndo deve vazar pelas laterais.

6. Para retirar, comecar pelo elastico de baixo das orelhas e, depois, o outro.

Os aventais devem ser de mangas longas, com punhos sanfonados, de fechamento fron-
tal, com botdes, preferencialmente de pressdao, mantidos permanentemente fechados,
de comprimento abaixo dos joelhos, em tecido de algodao ou fibra sintética ndo infla-
mavel.’®'" O uso de avental deve ser restrito a area de trabalho e deve ser guardado em
local apropriado, nunca em armarios destinados a objetos de uso pessoal. Devem ser
submetidos a processos de descontaminacao por autoclavacdo ou por descontaminacao
quimica antes de ser lavado.* '* Ndo deve ser levado para casa para higienizacdo. Para os
laboratérios que nao disponibilizam servico de lavagem, recomenda-se o uso de aventais
descartaveis, de gramatura 50 g, punhos sanfonados e com fechamento nas costas.



3.3.3 Equipamentos de protecao coletiva — EPCs

Sao os dispositivos ou equipamentos utilizados para prevencao de acidentes e protecao
de profissionais nas areas de trabalho, arredores dos setores e unidades executoras de
atividades de risco.

A CSB é um dos principais dispositivos de contencao primaria utilizados para possibilitar
a contencdo em casos de derrames infecciosos ou aerossois gerados por muitos proce-
dimentos microbiolégicos realizados em laboratérios que manipulam M. tuberculosis.®
Existem trés tipos de CSB utilizadas em laboratérios de microbiologia: as CSB classe |, Il
e lll, sendo determinadas classes subdivididas, dependendo do uso a que se destinam.
As CSB de classe Il sdo camaras abertas que oferecem niveis significativos de protecao
ao pessoal de laboratério e ao meio ambiente quando utilizadas em conjunto com boas
praticas microbiolégicas. Esse tipo de cabine também protege contra a contaminacao
externa de materiais (por exemplo: culturas de células e culturas microbianas de estoque)
que sao manipulados dentro dela. As CSB de classe Il, quando mantidas adequadamente
e utilizadas em conjunto com as boas praticas microbioldgicas, proporcionam um nivel de
contencao apropriado para os laboratérios de bacteriologia da TB.>34

Todos os procedimentos geradores de aerossois nos laboratérios de bacteriologia da TB?
devem ser realizados no interior dessas cabines. Os principais procedimentos geradores
de aerossdis sao: agitacao de amostras em alta velocidade usando agitador de tubos,
manipula¢do de culturas positivas, maceracdao de bidpsias e agitacao e pipetagem de
culturas liguidas do bacilo da TB.

Nos procedimentos de médio risco recomenda-se o uso da CSB classe Il A2 ou B2; e nos de
alto risco, o uso da CSB classe Il B2.

As CSB devem ser testadas e certificadas no laboratério ao serem instaladas, sempre
que forem removidas e, preventivamente, uma ou duas vezes ao ano, dependendo da
frequéncia de uso.” Como para qualquer outro equipamento, os profissionais devem
ser treinados para utilizacdo adequada das CSB, em particular, para evitar atitudes que
modifiquem o fluxo de ar dentro desses equipamentos, comprometendo sua eficiéncia.

Havendo a necessidade de trocar o filtro da CSB, deve-se realizar a descontaminacgao
prévia da cabine.

ATENCAO: antes da troca dos filtros HEPA, a CSB deve passar por um processo de des-
contaminacao. Esse procedimento deve ser realizado por pessoal treinado da prépria
empresa que fara o servico de manutencao ou a certificacao da CBS.

A CSB nao deve ser utilizada para manipulacao de substancias volateis; para isso, deve-se
utilizar capelas de exaustao quimica, que sdo equipamentos que protegem os profissio-
nais durante a manipula¢do de substancias que liberam vapores toxicos ou irritantes.
Esse equipamento é necessadrio na preparacao de corantes e solu¢des quimicas, e essas
atividades jamais devem ser realizadas fora dela.”™

Apesar de o bacilo M. tuberculosis pertencer ao grupo de risco lll, alguns procedimentos
para o diagnoéstico da TB podem ser realizados em laboratérios de baixo nivel de biosse-
guranca (NB). Um exemplo é o processamento de amostras biolégicas por métodos que
nado exijam concentracao de bacilos por centrifugacdo, como baciloscopia e TRM-TB. Esses
procedimentos podem ser realizados fora da CSB, na bancada, com o auxilio da chama de
um bico de Bunsen.®
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As centrifugas devem cumprir requisitos minimos para a rotina laboratorial de TB, funcio-
nando em velocidade suficiente para sedimentar os bacilos (3.000 x g) e refrigeradas, para
evitar o aquecimento acima de 37°C. O rotor deve ser angular, com tampa e funcionar
sem vibracdes. E imprescindivel que as cacapas possuam tampa de seguranca, evitando a
dispersao de aerossol, caso haja a quebra de algum tubo durante a centrifugacdo. Para
outras informacdes consulte o Capitulo 13 desse Manual.

3.4 Barreiras de contencao secundaria

O modelo das instalacdes laboratoriais pode estabelecer uma importante barreira de pro-
tecdo pessoal contra os agentes infecciosos. A adocao de barreiras secundarias depende
do risco de transmissao dos agentes infecciosos, devendo as instala¢des serem adequadas
a funcéo do laboratério e ao nivel de seguranca recomendado para os agentes infecciosos
manipulados nesses locais. As barreiras secundarias recomendadas nesses laboratorios
devem incluir a separagao da area de trabalho laboratorial do acesso publico, bem como
a existéncia de uma area para descontaminacao e locais para lavagem de maos. A medida
que o risco de transmissao dos microrganismos por aerosséis aumenta, tornam-se neces-
sarios niveis mais elevados de contencao primaria e multiplas barreiras secundarias para
impedir a saida de agentes infecciosos para o meio ambiente. As caracteristicas do modelo
das instalacdes podem entdo incluir sistemas de ventilacdo especializados que assegurem
fluxo de ar direcionado, sistemas de tratamento do ar laboratorial para descontaminar
ou remover agentes do ar liberado (ar expelido), areas de acesso controlado, até o isola-
mento do laboratério em edificios ou médulos separados.™

3.4.1 Instalacoes laboratoriais

Ao construir ou reformar um laboratério é necessario consultar profissionais especiali-
zados que tenham conhecimento na area de biosseguranca laboratorial. As instalacdes do
laboratorio que realiza diagnéstico da TB devem atender aos requisitos descritos a seguir.

3.4.1.1 Requisitos gerais

Os requisitos exigidos para qualquer laboratério de diagnéstico sdao: paredes, pisos e
bancadas de superficie lisa, lavaveis, contendo apenas os equipamentos e os materiais
necessarios aos procedimentos, para facilitar a limpeza e a descontaminacao, além de
evitar acidentes.

3.4.1.2 Requisitos especificos de biosseguranca para laboratoérios de tuberculose

Para o diagnoéstico laboratorial da TB esses requisitos variam de acordo com o exame
realizado, ou seja, baciloscopia, cultura, identificacdo de espécie e TS, sendo esses dois
Gltimos por métodos fenotipicos ou moleculares.

Os requisitos minimos de biosseguranca para laboratérios que realizam exames para TB sdo:

» na area onde ha atendimento de pessoas para entregar amostras, recomenda-se
a instalacdo de um exaustor com capacidade de seis a dez renovac¢des de volume
de ar por hora, para facilitar a retirada do ar contaminado. Outra recomendacao é
que seja organizado um fluxo de atendimento das pessoas em que essas devam ser
atendidas no menor tempo possivel;
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» a area de recepcao de amostras deve ser o mais préximo possivel da sala de proce-
dimentos, isolada das areas comuns, e deve conter uma abertura pass-through, que
permita apenas a passagem das amostras acompanhadas das solicitacdes de exames;

» a area de realizacdo dos procedimentos deve ser organizada de forma a permitir
um sistema de circulacdo de ar das areas limpas para as areas sujas;

» no caso de haver janelas, essas devem estar localizadas de forma a nao permitir
correntes de ar na area de preparacao da amostra, evitando assim a contaminacao
dos profissionais. Nessas areas nao deve haver ventiladores de teto;

» as janelas e as portas dos laboratérios sao Uteis para ventilar o ambiente quando
nado ha sistema de extracdo mecanica do ar, e as portas devem permanecer fechadas
durante o periodo de realizacdo dos procedimentos, podendo ser abertas ao final
de cada rotina de trabalho. As janelas poderao permanecer abertas, desde que nao
haja corrente de ar;

» & recomendado que as portas possuam abertura minima de 1,20 metro, conside-
rando a possibilidade de vaos maiores para passagem de equipamentos;

» as torneiras devem ter acionamento sem o uso das m3os;

» 0s lava-olhos devem ser instalados em local acessivel para toda a equipe técnica e
com a menor distancia do maior niumero de pontos da sala;

» as bancadas devem ser instaladas em ambiente apropriado para a preparacao do
esfregaco e de maneira que se obtenha boa iluminagao;

» recomenda-se a instalacdo de exaustor, com capacidade de seis a dez renovagdes
do volume de ar por hora, para facilitar a retirada do ar contaminado;

» idealmente, deve haver uma sala exclusiva para o preparo de amostras, esfregacos
e coloracdo. No entanto, se ndo for possivel, é absolutamente necessario que seja
definida uma area especifica para esse fim, onde devem circular apenas os profis-
sionais envolvidos com esses preparos;

» & fundamental que o preparo das amostras ocorra em horario de menor movi-
mento de pessoal na sala. Jamais se deve realizar a manipulacao das amostras ao
mesmo tempo em que outras atividades estiverem sendo realizadas na mesma sala;

» a descontaminacao do material reutilizavel e do lixo a ser descartado deve ser por
autoclavacao; e

» as atividades administrativas devem ser realizadas em areas destinadas exclusi-
vamente a elas, nao sendo permitida, nessas areas, a manipulacdo de amostras
bioldgicas.

3.5 Transporte de amostras bioldgicas'®

Amostras clinicas precisam ser transportadas com seguranca e dentro do tempo deter-
minado, desde o local onde foram coletadas até onde serdo analisadas, para garantir a
contencao de riscos bioldgicos, bem como a qualidade dos resultados obtidos.

Os espécimes de origem humana devem ser acondicionados e transportados de maneira a
proteger o pessoal responsavel pelo transporte dos riscos de infeccdo. A regulamentacao



do transporte de amostras e agentes bioldgicos é definida para assegurar protecdo ao
publico e aqueles que fazem o transporte contra qualquer agente infeccioso que possa
estar presente na embalagem. O Manual de Vigilancia Sanitaria sobre o Transporte de
Material Humano para Fins de Diagndstico Clinico, da Anvisa,"”” fornece toda informacao
necessaria ao laboratorio para o transporte adequado de amostras clinicas.

3.5.1 Transporte intra e interlaboratorial de amostras clinicas

As amostras clinicas devem ser transportadas em caixas préprias com tampa, identificadas
com o simbolo de risco biolégico. Devem ser compostas de material ndo poroso, rigido,
resistente a descontaminacdo. Na Figura 5 sao descritos o simbolo de risco biolégico e a
caixa para transporte de amostras. O profissional responsavel pelo transporte deve usar
avental e luvas.

Figura 5 — Simbolo de risco biolégico e caixa para transporte de amostras
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Fonte: CGLAB/Daevs/SVS/MS.

Quando a coleta de material clinico estiver localizada em outro servi¢co de saude, devem-se
acondicionar os frascos contendo as amostras biolégicas em caixa apropriada, verificando
se eles se encontram com as tampas bem fechadas e voltadas para cima. E recomendavel
colocar cada um dos frascos dentro de um saco plastico, pois, em caso de extravasamento,
o material que apresenta risco biolégico fica limitado ao saco plastico e ndo se espalha
por toda a caixa.

Se o tempo de transporte for superior a 24 horas, coloque gelo reciclavel. Se o servico
nao tiver gelo reciclavel, acondicione cubos de gelo comum dentro de um saco plastico
resistente e bem vedado. A quantidade de gelo utilizada deve corresponder a, no minimo,
1/3 do volume (cubagem) da caixa térmica, que deve ser hermeticamente fechada.

Coloque as solicitacoes de exames dentro de um saco plastico e prenda-o firmemente com
fita adesiva, sobre a tampa, ao lado externo da caixa. Jamais coloque as solicitacdes dentro
da caixa com as amostras.

Coloque sobre a tampa ou na lateral da caixa uma etiqueta com nome e endere¢o do
laboratério destinatario, nome da unidade de saide remetente, endereco, telefone e fax.
Notifique, antecipadamente, o laboratério receptor sobre a data e a hora do envio do
material, para que possa programar a recep¢ao das amostras.
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3.5.2 Transporte intra e interlaboratorial de laminas com esfregaco

O transporte dos esfregacos fixados de uma area do laboratério para outra deve ser feito
em caixas porta-laminas, plasticas e bem fechadas. Se forem transportadas para outro
laboratoério, seja para realizacdo da leitura, seja para o CQ, as caixas devem estar identifi-
cadas com os nomes e os enderecos dos laboratérios destinatario e remetente.

3.5.3 Transporte interlaboratorial de cepas de micobactérias

Culturas positivas sdo consideradas substancias infecciosas de categoria A (substancia
que se transporta de forma que, ao haver exposicdo a ela, possa ocorrer incapacidade
permanente, perigo de vida ou constituir enfermidade mortal para os seres humanos
ou animais previamente sadios), e seu transporte aéreo deve seguir as normas inter-
nacionais da Associacdo Internacional de Transporte Aéreo (do inglés International Air
Transport Association — IATA - http://www.iata.org). Culturas positivas, transportadas
por via terrestre, que se destinam ao diagnostico clinico, podem ser classificadas como
substancias infecciosas de categoria B (substancias infecciosas que nao se enquadram nas
de categoria A).

Culturas de micobactérias devem ser transportadas em meio sélido em tubo de rosca ou
em meio liquido. Se forem transportadas em meio liquido, devem estar em criotubos com
tampa de rosca, anel de vedag¢ao ou em tubo indicador de crescimento de micobactérias —
do inglés Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) —, garantindo que a tampa de rosca
esteja bem apertada para evitar vazamento.

As culturas devem ser embaladas em trés recipientes. O frasco contendo a cultura bacteria-
na deve ser a prova de vazamento (recipiente primario), bem vedado, e deve ser colocado
em um segundo recipiente também a prova de vazamento. Entre os dois recipientes deve
haver quantidade suficiente de material absorvente. Por Gltimo, deve haver uma embala-
gem externa rigida. Essa ultima embalagem é destinada a proteger as outras e o material
a ser transportado contra fatores externos, tais como impacto fisico e contato com a agua
durante o transporte, como mostra a Figura 6.

Figura 6 — Exemplos de sistema de embalagem tripla para embalagem e etiquetagem de
substancias infecciosas Categoria A'®
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Fonte: CGLAB/Daevs/SVS/MS.
Obs.: A embalagem deve conter um rétulo que identifique o conteiido como substancia infecciosa (risco bioldgico).
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3.6 Procedimentos em casos de acidentes

Em todo laboratério é preciso ter procedimentos definidos e escritos, que deverao ser
seguidos em caso de acidentes. Os profissionais, inclusive, precisam ser treinados para a
realizacdo desses procedimentos de forma correta. Todo acidente deve ser registrado em
formulario ou livro de acidentes laboratoriais, que deve ser mantido pelo responsavel
do laboratério e conter detalhes sobre os acidentes e as medidas necessarias tomadas.
E necessario que cada acidente seja relatado ao responsavel do laboratério e todos os
detalhes registrados, anotando os seguintes dados:

» data do acidente;

» nome da pessoa acidentada e de todas as pessoas presentes no laboratério no mo-
mento do acidente;

» descricao do acidente;

» numero do registro da amostra clinica/isolado bacteriano envolvido;

» extensdo do ferimento; e

» acompanhamento das medidas tomadas apos a realizacdo dos exames na pessoa

acidentada.

O responsavel do laboratério e a pessoa acidentada devem assinar o registro no livro.

3.6.1 Derramamento de material biolégico no laboratério®

O derrame de material infeccioso fora da CSB é considerado uma ocorréncia grave, pois
geram aerossois infecciosos. Quando houver acidentes em que ocorra derrame de mate-
rial bioldgico os seguintes procedimentos devem ser adotados:

» todas as pessoas devem sair imediatamente da area afetada;

» 0o supervisor do laboratério deve ser informado do incidente imediatamente e
ninguém deve entrar na sala durante, pelo menos, uma hora, para permitir que
0s aerossodis sejam removidos por meio do sistema de ventilacdo do laboratério e
haver tempo para que particulas mais pesadas assentem;

» devem ser colocados avisos indicando que a entrada é proibida durante o procedi-
mento de limpeza; e

» vestudrio de protecao e protetores respiratérios sdo de extrema necessidade.

Em relacao a limpeza do derrame, os seguintes procedimentos devem ser seguidos:

» colocar luvas, vestuario de protecao e protetor respiratorio;

» entrar na area afetada;

» cobrir o derramamento com papel-toalha para conté-lo;

» colocar um desinfetante apropriado sobre o papel-toalha e sobre a area vizinha;

» aplicar o desinfetante de forma concéntrica, comecando pela margem externa da
area do derramamento e avancando para o centro;

» deixar o desinfetante atuar o tempo suficiente antes de limpar e de retirar os mate-
riais para descarte. Se houver vidro quebrado ou quaisquer outros objetos cortan-
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tes, usar uma pa ou pedac¢o de papeldo duro para recolher o material e coloca-lo
dentro de uma caixa para perfurocortantes, de maneira que possa ser descartado
adequadamente;

» colocar os outros materiais contaminados em um saco de lixo autoclavavel para
descarte; e

» limpar e desinfetar a 4rea do derramamento.
Todas as pessoas que tenham sido expostas ao derrame deverao ser encaminhadas para

um médico, que avaliard o risco de ter havido uma infeccao e realizard o acompanhamen-
to médico. Todo acidente deve ser registrado no formulario ou livro de acidentes.

3.6.1.1 Kit para situacao de derrames’

Todos os laboratérios que manuseiam amostras para testes diagndésticos para TB devem
ter kits para situacao de derrames contendo:

» instrucdes (POPs) para limpeza de derrames;
» saco plastico autoclavavel para lixo de risco bioldgico;

» desinfetante apropriado, tal como hipoclorito de sédio (NaClO) 5% (recém-prepa-
rado), fenol 5% ou derivados de fenol armazenados em vidros opacos;

» aventais descartaveis de laboratoério;
» caixa de luvas de todos os tamanhos;
» respiradores N95 ou PFF2;

» toalhas de papel;

» sabao;

» pa de lixo;

» recipiente para perfurocortantes; e

» aviso de “NAO ENTRE.”

Verifique o contetdo dos kits para situacdo de derrames regularmente e substitua os itens
apds uso ou quando estiverem vencidos.

3.6.1.2 Derramamento dentro da cabine de seguranca bioldgica ®

Quando houver quebra de tubos contendo cultura liquida, respingo de amostras clinicas ou
respingos de cultura liquida dentro da CSB devem-se adotar os seguintes procedimentos:

» manter a CSB ligada, para conter os aerossois que possam ser formados;
» iniciar a limpeza o mais rapido possivel utilizando o desinfetante apropriado;

» caso o derramamento ocorra em um recipiente, ele deve ser descartado como ma-
terial infeccioso;

» caso o derramamento ocorra na superficie de trabalho, cobrir o material derrama-
do com papel-toalha e derramar a solu¢do desinfetante sobre o material biolégico
ja coberto. Deixar em repouso por, no minimo, 20 minutos para remover o papel-
-toalha e descarta-lo como material infeccioso em saco de lixo autoclavavel;



os materiais que estiverem dentro da CSB no momento do derramamento sé deve-
rao ser retirados ap6s 20 minutos do acidente, tendo sido desinfetados com solucao
desinfetante, antes de retirar da CSB;

os EPIs utilizados para a realiza¢do da limpeza deverao ser autoclavados; e

apos a limpeza, a CSB devera ficar ligada por mais dez minutos com a lampada
ultravioleta ligada.

3.6.1.3 Derramamento de material biolégico por quebra de tubos no interior da centrifuga

No caso de quebra de tubos contendo amostras clinicas ou suspensdes de M. tuberculosis
devem-se adotar os seguintes procedimentos:

interromper a operacao, desligando a centrifuga;

manter a centrifuga fechada por pelo menos 30 minutos para que baixem os
aerossois;

remover as cagapas fechadas da centrifuga e levar para a CSB;
remover e descartar os fragmentos do tubo em condic¢des seguras; e

descontaminar a centrifuga, o rotor e as cacapas com desinfetante adequado (de
acordo com as instrucdes do fabricante contidas no manual da centrifuga).

3.7 Uso adequado dos equipamentos de laboratério

Os técnicos dos laboratérios de bacteriologia da TB devem ser treinados no uso correto
dos equipamentos para evitar acidentes e liberacdo de aerosséis infecciosos.

3.7.1 Uso de pipetas e de dispositivos auxiliares de pipetagem

Proceder da seguinte forma:

»

usar sempre um dispositivo auxiliar de pipetagem (pipetador automatico ou
manual);

usar somente pipetas contendo barreira de algoddo na extremidade superior in-
terna, com a finalidade de reduzir o risco de contamina¢do dos dispositivos de
pipetagem;

eliminar os liquidos das pipetas de forma suave;

cobrir a superficie da mesa de trabalho com um papel-absorvente embebido em

desinfetante, com o objetivo de evitar a dispersao de material infeccioso, se esse
pingar acidentalmente da pipeta;

descartar as pipetas contaminadas, ainda dentro da CSB, mergulhando-as por com-
pleto, horizontalmente, em recipiente inquebravel contendo agua. Esterilizar o
recipiente com as pipetas em autoclave;

usar, preferencialmente, pipetas Pasteur descartaveis, ou pipetas sorolégicas plasti-
cas descartaveis, ou pipetas automaticas com ponteiras. Nesses casos, descartar em
saco autoclavavel dentro da CSB; e

utilizar solucdo de alcool a 70% para desinfeccao da superficie de trabalho da CSB.
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3.7.2 Uso de cabines de seguranca biolégica 3 158

Proceder da seguinte forma ao utilizar a CSB:

» fechar as portas do laboratério e evitar a circulacdo de pessoas na frente da CSB
durante sua utilizacdo. O local adequado para instalar uma CSB esta descrito no
Capitulo 13 desse Manual;

» ligar a CSB e a luz ultravioleta (UV) 10 a 15 minutos antes de seu uso';

ATENCAO: a lampada UV germicida emite raios no comprimento de onda de 253,7
nm, que é o comprimento com efeito bactericida. Os microrganismos atingidos pela
radiacao UV sofrem modificacao no acido desoxirribonucleico (DNA) ou acido ribonu-
cleico (RNA), pela formacao de dimeros de pirimidina que, formados entre moléculas
adjacentes, podem interromper a replicagao ou a transcricao, levando a morte da
bactéria."

» desligar a luz UV e descontaminar a superficie interior com gaze estéril embebida
em solug¢do de alcool a 70%;

» colocar dentro da CSB o minimo indispensavel de aparelhos e materiais, que deve-
rao ficar atras da drea em que se desenvolve o trabalho e nunca sobre as grades de
circulacao de ar da CSB;

» organizar os materiaisde modo que os itens limpos e contaminados néo se misturem;
» nao efetuar movimentos rapidos ou gestos bruscos na area de trabalho;

» nao usar o bico de Bunsen dentro da CSB, pois isso acarreta danos ao filtro HEPA e
o aquecimento do ar pode gerar turbuléncia, interrompendo o fluxo laminar;

» limpar a CSB, ao término do trabalho, com gaze estéril embebida em solucao de
alcool a 70%; e

» deixar a CSB e a lampada UV ligadas por 10 a 15 minutos, antes de desliga-la.

3.8 Desinfetantes®

Os principais desinfetantes com acado contra as micobactérias sao:

1.

FENOL A 5% em agua destilada € altamente irritante e todo cuidado deve ser tomado
no preparo. E preferivel usar derivados fenélicos:

a. Descontaminar equipamentos, superficies e itens ou liquidos antes de descartar;
usar luvas.

a. Preparar a solucao diariamente e deixar em contato com a superficie durante pelo
menos 15 minutos para garantir a descontaminacao.

CLORO (NaClO ou agua sanitaria com 0,72% de cloro ativo) é irritante e corrosivo para
metais e plasticos:

a. E um desinfetante de uso geral; pode também ser usado para embeber itens
contaminados.

b. Deixe atuar durante, pelo menos, 15 minutos para assegurar a descontaminacao.

c. Prepare diariamente e guarde em area bem ventilada (géas téxico).



3. ALCOOL A 70% nao deixa residuos, mas é volatil e inflamavel; deixe longe de chamas
abertas:

a. E um desinfetante de uso geral, para a limpeza de superficies de trabalho, inclu-
sive metais.

4. ACIDO PERACETICO né&o deixa residuos, mas a solucdo de trabalho (concentracdo de
2%) é estavel por apenas 48 horas depois do preparo:

a. Rapida acdo contra todos os microrganismos.

As solugdes diluidas devem ser preparadas diariamente e as solu¢des de estoque de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Certifique-se de que o produto é micobactericida e
siga as diretrizes de seguranca quimicas nacionais.

3.9 Avaliacao de risco®

A avaliacao de risco® é um exame cuidadoso dos procedimentos realizados em ambiente
de trabalho que podem causar danos as pessoas. Uma avaliagdo de risco permite ponderar
se foram tomadas as precaucdes suficientes ou se é preciso desempenhar maiores esforcos
para prevencao de danos.

Devem ser definidos critérios sobre quais medidas de biosseguranca mais apropriadas de-
vem ser tomadas para um laboratério especifico, usando abordagem baseada na avaliacao
dos riscos que considere os diferentes tipos de procedimentos realizados no laboratério.

O método para avaliacao de risco de um laboratério de TB devera considerar:

» a carga bacilar dos materiais (como amostras de expectora¢do ou culturas) e a via-
bilidade dos bacilos de TB;

» avia de transmissdo da TB;

» se o material manipulado e as manipula¢des necessarias para cada procedimento
sdo propensos a gerar aerossois infecciosos;

» 0 numero de manobras que possam potencialmente gerar aerosséis em cada
técnica;

» o volume de trabalho do laboratério e o respectivo pessoal;
» alocalizacao do laboratério;

» as caracteristicas epidemiolégicas da doenca e do grupo de doentes atendido pelo
laboratoério;

» o nivel de experiéncia e a competéncia dos técnicos do laboratoério; e

» a condicao fisica do pessoal do laboratério (especialmente PVHIV).

3.10 Monitoramento da saude dos profissionais

Para o estabelecimento de uma infeccao suficiente para produzir a doenga, a exposicao
deve ser préxima e prolongada. Fatores como higienizacao deficiente e negligéncia com
as medidas de seguranca, quando presentes no laboratério, aumentam a probabilidade O
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da transmissao da infeccao, enquanto fatores que afetam a imunidade do individuo (por
exemplo: HIV, diabetes, cancer, uso abusivo de alcool) aumentam a probabilidade do
desenvolvimento da doenca.

Os profissionais do laboratério de TB devem aderir as medidas de biosseguranca e devem
ser acompanhados por um programa de vigilancia pelo qual seu estado de saude seja
monitorado regularmente.

A transmissao da TB é um risco reconhecido para os profissionais de laboratério devido
a probabilidade de producao de aerosséis nos procedimentos. A maioria das pessoas
nao desenvolve a doenca depois da infeccdo, desde que sejam imunocompetentes.

3.10.1 Programa de monitoramento de doencas para profissionais de laboratério

De acordo com a OMS, cada servico de saude deve ter um plano de controle de infec¢do da
TB, que deve fazer parte do programa geral de controle de infec¢dao da instituicdo a que
esta vinculado. As atividades devem ser definidas de acordo com a presenca e o transito
de pessoas com suspeita ou doenca confirmada em suas instalacdes. A investigacdo da
infeccao latente pelo M. tuberculosis (ILTB) em profissionais de saude deve ser realizada
nos exames admissionais e periédicos (anuais) do trabalhador ou sempre que necessario,
por meio da prova tuberculinica (PT).%°

Cada profissional deve ter um arquivo confidencial de monitoramento de doenca no qual
os procedimentos de triagem devem ser registrados, tanto para TB quanto para outras
doencas.

3.10.1.1 Perfil pré-admissao e linha de base na admissao dos profissionais de laboratdrio
Monitoramento anual de saude:

Os profissionais de laboratério devem declarar, trimestralmente, as informacgdes de seu
estado de saude em um formulario que contenha perguntas especificas relacionadas aos
sinais e aos sintomas de TB, como tosse por qualquer periodo de duracao, perda de peso,
anorexia, suores noturnos e outros episédios de infeccao respiratoria.?

Monitoramento pds-exposi¢ao:

Apds um acidente no laboratério, o profissional deve ser monitorado clinicamente. Oito
semanas depois da exposicdo, um raio-X de térax deve ser realizado. No caso de conver-
sao da PT, ou seja, quando ha um incremento de pelo menos 10 mm da enduracdo em
relacao a PT realizada anteriormente, deve-se investigar TB ativa por meio de avaliacao
clinica, exames laboratoriais e raio-X de térax. Em caso de suspeita de TB extrapulmonar,
encaminhar para uma referéncia de tuberculose para melhor avaliacdo em investigacao.



Referéncias

1. CENTERS FOR DISEASE CONTROL, OFFICE OF BIOSAFETY. Classification of Ethiologic
Agents on the Basis of Hazard. 4. ed. Washington, DC: US Department of Health,
Education and Welfare: Public Health Service, 1974.

2. WORLD HEALTH ORGANIZATION. Los servicios de laboratorio en el control de la
tuberculosis. Suica: WHO, 1998.

3. CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION. Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories. 5. ed. Washington, DC: US Department of Health and Human
Services, 2007.

4. BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos.
Departamento do Complexo Industrial e Inovacdo em Saude. Classificacao de risco dos
agentes bioldgicos. 3. ed. Brasilia, DF: MS, 2017.

5. KENT, P. T.; KUBICA, G. P. Public Health Mycobacteriology: a Guide for The Level Il
Laboratory. Washington, DC: US Department of Health and Human Services: Public
Health Service, Centers for Disease Control, 1985.

6. BRASIL. Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude, Departamento
de Vigilancia Epidemiolégica. Biosseguranca em Laboratérios Biomédicos e de
Microbiologia. 3. ed. rev. e atual. Brasilia, DF: MS, 2004. (Serie Normas e Manuais
Técnicos).

7.KIM, S. J et al. Risk of occupational tuberculosis in national tuberculosis programme
laboratories in Korea. International Journal of Tuberculosis and Lung Diseases, v. 11, p.
138-142, 2007. Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17263282. Acesso
em: 2 nov. 2017.

8. ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE. Manual de Biosseguranca para Laboratérios de
Tuberculose: WHO/HTM/TB/2012.11. [Brasilia, DF]: OMS, 2013.

9. CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION. Department of Health and
Human Services. Goals for working safely with Mycobacterium tuberculosis in clinical,
public health and research laboratories. Atlanta: CDC, 1997.

10. BRASIL. Ministério da Saude. Coordenacdo Nacional de Doencas Sexualmente
Transmissiveis e Aids. Manual TELELAB: Tuberculose — Diagnostico Laboratorial —
Baciloscopia. Brasilia, DF: MS, 2001.

11. FLEMING, D. O. et al. Laboratory Safety — Principles and Practices. 2. ed.
Washington, DC: ASM Press, 1995.

12. HIRATA, H. H.; FILHO, J. M. Manual de Biosseguranca. Rio de Janeiro: Manole, 2002.

13. AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (Brasil). Cartilha de Protecao
Respiratoria contra Agentes Bioldgicos para Trabalhadores de Saude. Brasilia, DF:
Anvisa, 2006.

14. AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (Brasil). Microbiologia Clinica para
o Controle de Infeccao Relacionada a Assisténcia a Saude: Médulo 1: Biosseguranca e
Manutencao de Equipamentos em Laboratério de Microbiologia Clinica. Brasilia, DF:
Anvisa, 2013.



15. WORLD HEALTH ORGANIZATION. Cabinas de Seguridad Biolégica: Uso,
Desinfeccione y Mantenimiento. Washington: WHO, 2004.

16. WORLD HEALTH ORGANIZATION. Guidance on regulations for the transport of
infectious substances, 2007-2008: Applicable as from 1 January 2007: WHO/CDS/
EPR/2007.2. Geneva, Switzerland: WHO, 2007.

17. AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (Brasil). Manual de Vigilancia
Sanitaria sobre o Transporte de Material Biolégico Humano para fins de Diagnostico
Clinico. Brasilia, DF: Anvisa, 2015.

18. CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION. Primary Containment for
Biohazard: Selection, Installation and Use of Biological Safety Cabinets. 2nd ed.
Washington, DC: U.S. Department of Health and Human Services, 2000.

19. UEKI S. Y. M. et al. Cabine de seguranca biolégica: efeito da luz ultravioleta nas
micobactérias. Rev. Inst. Adolfo Lutz, v. 65, n. 3, p. 222-224, 2006.

20. BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento de
Vigilancia das Doencgas Transmissiveis. Manual de Recomendacoes para o Controle da
Tuberculose no Brasil. 2. ed. atual. Brasilia, DF: MS, 2019.



ANEXOS

ANEXO A - Preparacao de Reagentes

A) Solucao de fenol a 5%

Preparacao da solu¢ao de fenol a 5%

Cristal de fenol 509

Agua destilada q.s.p. 1.000 ml

Colocar o fenol em um baldo de 1.000 ml.

Adicionar 700 ml da dgua destilada aos poucos no baldo sobre o fenol.

Colocar o balado para aquecer em banho-maria até o fenol dissolver completamente.
Retirar do banho-maria e acrescentar agua destilada até completar 1.000 ml.

Deixar esfriar em temperatura ambiente.

Colocar a solucéo de fenol a 5% em um frasco ambar de 1.000 ml, hermeticamente fechado, para
impedir desprendimento de vapores enquanto ndo estd em uso, rotulado com as seguintes informacgoes:
nome da solucdo, data da preparacao, de validade e a expressdo “PRODUTO UTILIZADO APENAS PARA
CONTENCAO DE DERRAMAMENTOS DE GRANDE VOLUME.”

Armazenar essa solucdo em temperatura ambiente.

Validade: seis meses

B) Solucéo de alcool a 70%

Preparacao da solucao de alcool a 70%

Alcool etilico comercial 95% 700 ml

Agua destilada q.s.p. 1.000 ml

Colocar o alcool etilico em um baldo de 1.000 ml.
Adicionar a dgua destilada aos poucos no baldo sobre o alcool etilico até completar 1.000 ml.

Colocar a solugao de alcool etilico em um frasco bem vedado e rotulado com as seguintes
informacdes: nome da solucdo, data da preparacdo e de validade.

Armazenar ao abrigo da luz e em temperatura ambiente.

Validade: sete dias

Observacao: o titulo “Solucdo de alcool a 70%" significa porcentagem em peso/peso (P/P), expressao
usual. Na preparacdo da solucdo é mais pratico trabalhar com volume em vez de peso; portanto, faz-
se necessario uma conversao para a correcdo do teor alcodlico. Para tal, considerar a relacdo: 770 ml
(volume) correspondem a 700 g (peso) de alcool etilico comercial 95%.%°




ANEXO B - Formularios

A) Formulario de controle da preparacao da solucao de fenol a 5%
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Formulario — Controle da preparacao da solugao de

fenol a 5%
Data da preparacgao Quantidade Validade N.° do lote
Substancia Procedéncia N.° lote (fabricante) Validade

Cristal de fenol

Agua destilada

Substancia Quantidade

Cristal de fenol

Pesagem (g) / volume (ml)

Agua destilada

Pesagem balanca: (marca)

Responsavel:

Data de execucao:

B) Formulario de controle da preparacao da solucao de alcool a 70%
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Data da preparacao

Formulario — Controle da preparacao da solucao de
alcool a 70%

Quantidade Validade N.° do lote

Substancia

Alcool etilico 95%

Procedéncia N.° lote (fabricante) Validade

Agua destilada

Pesagem (g) / volume (ml)

Substancia Quantidade

Alcool etilico 95%

Agua destilada

Pesagem balanca: (marca)

Responsavel:

Data de execucao:







MICOBACTERIAS




4 MICOBACTERIAS

4.1 Introducao

Apds a comprovacgao de que os agentes etiolégicos da TB e da hanseniase tinham caracte-
risticas morfoldgicas de bacilos e tintoriais de alcool-acido resisténcia, Lehmann e Neumann,
em 1896, agruparam os agentes como pertencentes ao género Mycobacterium, estabele-
cendo as espécies M. tuberculosis e M. leprae, respectivamente. A denominacao do género
originou-se do latim mukésetis, fungo e bacterium, bacilo, pelo fato do M. tuberculosis
apresentar caracteristicas semelhantes aos fungos quando cultivado em meio liquido.'

Posteriormente, foram visualizados e isolados, tanto do homem como do meio am-
biente, varios outros bacilos com as mesmas caracteristicas tintoriais do M. tuberculosis.
Entretanto, esses microrganismos apresentavam diversificacdes no tempo de crescimento
in vitro, producdao de pigmentos e patogenicidade para os seres humanos. A partir da
década de 90, um numero crescente de novas espécies tem sido descrito e, até o inicio de
2018, 188 espécies e 13 subespécies sao reconhecidas oficialmente.? Com excecdo do M.
leprae, que nao cresce in vitro, essas espécies sao divididas em dois grupos: as espécies
pertencentes ao CMTB e as MNT."23

Os bacilos (Unidades Formadoras de Coldénias — UFC) variam de tamanho conforme a
espécie de micobactéria (0,2 a 0,7 por 1 a 10 um) e sdo constituidos de:

» parede celular - possui uma constituicdo diferente das paredes de bactérias Gram-
positivas e negativas. A grande quantidade de lipidios confere as micobactérias a
capacidade de sobreviver em condi¢des desfavoraveis, como auséncia de nutrientes
e presenca de substancias antimicrobianas. Essa estrutura é responsavel pela morfo-
logia bacilar, composta por diversos lipidios, entre eles os acidos micélicos, que sao
utilizados em alguns testes de identificacdo das espécies de micobactérias. E também
na parede que se encontra o composto (6-6" dimicolato de trealose) responsavel
pela pelicula que o M. tuberculosis forma em meio de cultivo liquido e o aspecto de
corda dos bacilos em esfregacos feitos a partir de cultivos sélidos. Porém, essa ndo é
uma caracteristica exclusiva do M. tuberculosis. Outras espécies podem apresentar
aspecto de corda, como o Mycobacterium fortuitum. A ligagao dos lipidios presentes
na parede celular com o corante fucsina possibilita a formacao de complexos que sao
responsaveis pela caracteristica tintorial de resisténcia a descoloracao por solugdes
alcool-acidas apresentada pelas células micobacterianas, que sao, entao, designadas
como Bacilos Alcool-Acido Resistentes (BAAR). Por esse motivo, na préatica clinica e
laboratorial sdo conhecidas e transcritas como BAAR. Essa caracteristica tintorial e
o aspecto morfoldgico ndo permitem a definicdo da espécie micobacteriana. Assim,
para a definicdo da espécie, é preciso que os bacilos sejam isolados em meio de
cultivo e identificados por testes fenotipicos e/ou moleculares;



»

»

»

»

»

»

membrana citoplasmatica — estrutura que envolve o citoplasma, a qual é respon-
savel pelo transporte e pela selecao de substancias, nutrientes e agua, além de
participar do processo respiratorio e da producao de energia. Nessa membrana sao
sintetizados pigmentos carotenoides e niacina, utilizados nos testes de identifica-
cao fenotipica das espécies;

cromossomo — constituido de DNA que codifica todas as caracteristicas e as informa-
¢Oes necessarias a sobrevivéncia e multiplicacdo da micobactéria. As micobactérias
sdo caracterizadas por sua elevada quantidade de contelddo de guanina-citosina
(GQ), perfazendo 61%-71% do DNA desse género;

ribossomos - corpusculos espalhados no citoplasma da micobactéria contendo
RNA e proteinas. Possuem as enzimas necessarias a biossintese celular, entre elas a
responsavel pela reducao do nitrato a nitrito, uma das provas utilizadas na identi-
ficacdo do M. tuberculosis;

granulos de polifosfato - estruturas onde ficam armazenados polifosfatos para uso
nas atividades energéticas e de multiplicacdao bacilar. Na visualizacdo microscopica
podem aparecer como pequenos graos escuros localizados nas extremidades do
bacilo;

vacuolos lipidicos - armazenam lipidios para uso nas necessidades metabdlicas das
células; e

mesossomos — encontram-se associados a membrana celular e desempenham fun-
¢ao essencial no processo de divisao celular e nas atividades enzimaticas.

As micobactérias sdao, também, classificadas, conforme sua capacidade de causar doenca
no homem, em: i) patogénicas, que obrigatoriamente causam doenca; ii) potencialmente
patogénicas, que podem causar doenca; e iii) raramente patogénicas, nunca ou com ex-
trema raridade causam doencga.

Recentemente, houve alteracdo da classificacdo taxondmica das micobactérias, com sepa-
racdo das espécies em cinco géneros. Porém, ha conhecimento suficiente sobre o impacto
dessa nova classificacdo na pratica clinica. Diante disso, esse Manual trara a classificacao
e a nomenclatura ja conhecida (Mycobacterium). Mediante essa classificacdo, as espécies
mais comumente isoladas estdo distribuidas no Quadro 4.

Quadro 4-Espécies de micobactérias classificadas conforme patogenicidade para seres humanos

PATOGENICAS

M. tuberculosis
M. bovis

M. leprae M. africanum M. pinnipedii

M. microti
M. caprae

POTENCIALMENTE PATOGENICAS

M. avium M. genavense M. peregrinum
M. avium subsp hominissuis M. fortuitum M. scrofulaceum
M. abscessos M. haemophilum ..

. . M. simiae
M. asiaticum M. intracellulare M l0ai

. . . sz i

M. branderi M. kansasii szuiga
M. celatum M. malmoense M. ulcerans
M. chelonae M. marinum M. xenopi

continua



conclusao

RARAMENTE PATOGENICAS

M. agri M. farcinogenes M. phlei

M. aichiense M. flavescens M. porcinum
M. alvei M. gadium M. pulveris

M. aurum M. gastri M. rhodesiae
M. brumae M. gilvum M. senegalense
M. austroafricanum M. gordonae M. shimoidei
M. chitae M. hassiacum M. smegmatis
M. chubuense M. komossense M. sphagni

M. confluentes M. lepraemurium M. terrae

M. cooki M. mucogenicum M. thermoresistibile
M. diernhoferi M. nonchromogenicum M. tokaiense
M. duvalii M. neoaurum M. triviale

M. fallax M. obuense M. vaccae

Fonte: CGLAB/Daevs/SVS/MS.

Estudos taxondmicos demonstraram similaridades fenotipicas, relacdo de antigenos cito-
plasmaticos e homologia do DNA, entre as varias espécies oficialmente descritas levando,
por razdes operacionais de diagndstico, ao agrupamento de algumas e suas defini¢cdes
como complexos ou grupos.

4.2 Complexo Mycobacterium tuberculosis — CMTB

Oficialmente fazem parte do CMTB as espécies: M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG; M.
africanum, M. microti, M. caprae e M. pinnipedii. A espécie M. canetti, descrita inicialmen-
te por George Canetti, em 1969, ainda nao foi oficialmente reconhecida como membro
do CMTB,? assim como M. mungi, causador de TB em mangustos (Mungos mungo), M.
origys isolados de bufalos (Syncerus caffer) e M. suricatta isolados de suricatos (Suricata
suricatta).

Apesar da elevada similaridade genética entre as espécies do CMTB, elas diferem com rela-
¢do ao hospedeiro, a variacdo geografica e a patogenicidade. O alto grau de conservacao
e similaridade entre os membros desse complexo tornam a diferenciacdao entre espécies
para o diagnéstico laboratorial uma dificil tarefa.>®

» M. bovis — E uma bactéria muito similar ao M. tuberculosis, tendo como principal
hospedeiro o gado, podendo ser transmitida de animais para humanos. Nao ha
diferenca para o diagnéstico clinico ou radiolégico entre a TB causada por M.
tuberculosis e M. bovis, sendo que nao ha diferenca também entre o tratamento.®
Uma caracteristica singular da espécie é que o M. bovis é resistente naturalmente
a pirazinamida.

» M. bovis BCG — O Bacilo Calmette-Guérin (BCG) é utilizado como vacina atenuada,
derivada do M. bovis. A utilizacdo da vacina no programa de controle da TB precisa
ser monitorada, devido ao risco significativamente alto de disseminar a doenca em
pacientes imunocomprometidos.> De maneira similar ao M. bovis, o M. bovis BCG
também é naturalmente resistente a pirazinamida.

» M. africanum - E mais predominante na Africa, em certas partes do continente, e
é responsavel por uma parte significativa dos casos de TB pulmonar. Ha relatos de

O



casos esporadicos de infeccdo por M. africanum na Europa e nos Estados Unidos,
incluindo uma descoberta de um isolado do M. africanum multirresistente (MIDR).>

» M. microti — Foi primeiramente isolado em ratos selvagens, tendo sido considerado
avirulento para seres humanos e gado; assim, foi proposta a criacdo de uma vacina
viva contra a TB. Porém, foi recentemente identificado como o agente causador da
TB pulmonar em pessoas imunocomprometidas ou imunocompetentes.®

» M. caprae — Espécie que ocorreu primeiramente em cabras na Espanha, porém,
também encontrada em humanos. Inicialmente foi identificada como M. tubercu-
losis subespécie caprae e M. bovis subespécie caprae.®

» M. pinnipedii — Foi primeiramente isolado em focas e ledes marinhos na Nova
Zelandia e na Australia.’

» M. canettii — Representa o bacilo que possui maior genoma. Porém, é menos viru-
lento do que M. tuberculosis.® Sua caracteristica morfolégica mais especifica é a
formacao de coldnias lisas, diferentes das colénias rugosas produzidas pelas outras
espécies do complexo. Possui epidemiologia completamente diferente dos mem-
bros do CMTB por sua localizacdo geografica e raros isolamentos desde que foi
descrito pela primeira vez em 1960. Até o momento nao foi comprovada sua trans-
missdo de pessoa a pessoa, o que leva a hipétese de um reservatério ambiental.’

4.3 Micobactérias nao tuberculosas — MINT

Durante muito tempo, as MNT foram negligenciadas na rotina de diagnéstico laborato-
rial, sendo consideradas contaminantes e, consequentemente, refletindo maior atencao
ao CMTB na rotina laboratorial. No entanto, atualmente, sabe-se da importancia das MNT
como causa de doencas em humanos, principalmente em pessoas imunocomprometidas.

As espécies de MNT tém sido isoladas de diversas fontes ambientais (aguas, solos, poeiras
e materiais vegetais) e/ou de animais. Ha espécies que sdao encontradas na prépria micro-
biota epidérmica e dos tratos respiratorio e gastrico-intestinal dos seres humanos. Devido
a essa diversidade de ambientes naturais em que vivem, existe uma significativa diferenca
na incidéncia de espécies, dependendo da localizacdo geografica.

Por viverem em habitats naturais, normalmente apresentam resisténcia a desinfetantes e
podem estar envolvidos em infec¢des nosocomiais. As infec¢des podem ser adquiridas di-
retamente do meio ambiente, pelo contato com materiais contaminados ou por inalacao
de aerossoéis de matérias contendo os microrganismos. Entre as espécies sabidamente co-
nhecidas como patégenos oportunistas em humanos, destaca-se as M. avium, M. kansasii
e M. abscessus.

A definicao do diagnéstico de doenca causada por MINT é complexa e exige atencdo, uma
vez que os isolados de MNT obtidos de amostras clinicas de sitios ndo estéreis podem nao
confirmar o diagnéstico da doenca por existir a possibilidade de coloniza¢do transitéria ou
contaminacao. Para tal, € necessaria a correlagao clinico-laboratorial para o estabelecimento
do diagndstico de doenca ativa por MNT e posterior definicdo das indicagdes de tratamento.

Diante disso, faz-se necessario para o diagnostico laboratorial'®:

» coletar, no minimo, duas amostras de escarro, em dias diferentes (intervalo maximo
de sete dias), para envio para realiza¢dao de cultura de micobactérias;



» identificar a mesma espécie de MNT em duas ou mais amostras, com intuito de
reforcar a evidéncia de doenca;

» valorizar a identificacdo de MNT em amostra considerada estéril ou nobre, como
biopsia de tecidos, LBA, sangue, liquor e liquido de serosas, para confirmacao diag-
nostica; e

» verificar que, em caso de amostras de sitios estéreis ou nobres, como bidpsia de
tecidos, liquor ou liquido de serosas, uma amostra é suficiente para diagnostico.

Importante: sao necessarias duas culturas positivas para confirmacao de MNT, quando
a amostra clinica for proveniente de sitio nao estéril, e uma cultura positiva quando
de sitio estéril.

Uma vez que, até o momento, ndo existe comprovacao da transmissibilidade das doencas
causadas por MNT, nado existe obrigatoriedade de notificacado e, por isso, o indicador de
incidéncia no Brasil é desconhecido. Entretanto, sugere-se fortemente que os laboratérios
facam avigilancia da frequéncia de isolamento das MNT. O conhecimento da espécie isola-
da, sitio de isolamento e regido geografica em que esta localizado o paciente com a MNT
pode permitir a deteccdo de surtos e também servir de base para as acdes das vigilancias.

Desde 1959, as MNT sao divididas em quatro grupos de acordo com o tempo de cresci-
mento e a capacidade de produzir pigmento. Essa classificacdo, elaborada por Runyon?,
é utilizada até hoje, quando estudos ja conseguiram mostrar geneticamente a separacao
dos grupos de crescimento rapido e crescimento lento, sendo esquematizado no Quadro
5°. Nesse contexto, a identificacdo das MNT tem sido feita com base em métodos molecu-
lares, que incluem hibridacdo com sondas e sequenciamento de DNA (parcial ou total), e
por espectrometria de massa, como o equipamento MALDI-TOF.

Quadro 5 - Principais espécies de micobactérias ndao tuberculosas de acordo com a veloci-
dade de crescimento, producado de pigmento e patogenicidade

VELOCIDADE DE PRODUCAO DE PATOGENOS

° 1
CRESCIMENTO cE PIGMENTO OPORTUNISTAS SAHRCRIAS
M. kansasii
1 Fotocromogénicas? M. marinum M. asiaticum
M. simiae
o ) M. scrofulaceum
2 Escotocromogénicas® M. szulgai

M. gordonae
Lento

Complexo M. terrae

mplexo M. avium
Complexo aviu M. malmoense

M. mucogenicum

3 Nao cromogénicas* M. genavense
9 M. haemophilum g .
M. xenopi

M. ulcerans .
M. nonchromogenicum

M. abscessus .
M. fortuitum M. peregrinum
Rapido® 4 M. chelonae M. smegmatis
' M. vaccae

M. franklinii

Fonte: DCCI/SVS/MS.

' Saprofitas: podem ser isoladas em material clinico, mas ha necessidade de novos isolamentos para confirmar infeccao;
2 Fotocromogénicas: produzem pigmento amarelo-laranja apenas na presenca de luz; 3 Escotocromogénicas: produzem
pigmento amarelo-laranja, independentemente de serem cultivados no escuro ou na luz; * Nao cromogénicas: nunca
produzem pigmento, independentemente das condi¢des da cultura; * Crescimento rapido: apresentam coldnias visiveis
em meio sélido até sete dias.



4.3.1 Micobactérias de crescimento lento - MCL

Conceitualmente sao aquelas que apresentam crescimento de coldnias visiveis em meio
sélido, partindo de um inéculo padronizado, apés sete dias de incubacao.

Complexo Mycobacterium avium — MAC

Composto pelas espécies M. avium, M. avium subespécie paratuberculosis, M. avium
subsp. hominissuis, M. intracellulare, M. arosiense, M. bouchedurhonense, M. chimaera,
M. colombiense, M. marseillense, M. timonense, M. vulneris e M. yongonense." O MAC,
em especial M. avium e M. intracellulare, sao as MNT mais isoladas, principalmente em
pessoas imunocomprometidas.

Mycobacterium kansasii

Com o MAC, M. kansasii € uma das espécies mais isoladas, responsavel por causar uma
micobacteriose que se assemelha clinicamente a TB, o que leva a necessidade de con-
firmacdao microbiolégica. A espécie é caracterizada pela formacado de colonias amarelas
quando expostas a luz, resultante de uma rea¢do que gera a deposicao de betacaroteno
e é chamado de fotocromogenicidade'. Outra caracteristica diferencial importante é o
aspecto microscopico de M. kansasii, que aparece como longos bacilos com coloracao
intermitente, denominada no inglés de cross-barred.

As analises moleculares dessa espécie puderam identificar cinco subtipos, dos quais os
tipos 1 e 2 sdo responsaveis pela maioria das infec¢des humanas e os demais sdao encon-
trados no meio ambiente.™

Mycobacterium marinum

Micobactéria responsavel por causar infeccdes cutaneas em individuos expostos a dgua
contaminada que tenham qualquer tipo de trauma. Essas infec¢des sao observadas com
mais frequéncia em profissionais de aquarismo e aquacultura, uma vez que o habitat
natural de M. marinum é aquéatico."® Quando existe suspeita de infeccdo por M. marinum
é importante que o laboratério seja comunicado para que a temperatura apropriada de
incubacgdo seja garantida, visto que esse agente cresce melhor em temperaturas entre
30°C e 32°C.

4.3.2 Micobactérias de crescimento rapido - MCR
De maneira oposta as MCL, as MCR apresentam crescimento visivel em menos de sete dias.
Complexo Mycobacterium abscessus

As espécies desse complexo sao as MCR mais isoladas, causando mais de 80% das infec¢oes
pulmonares. Com base em analises de genoma, em 2016,'2 foram definidas as seguintes
subespécies: M. abscessus subespécie abscessus, M. abscessus subespécie bolletii e M. abs-
cessus subespécie massiliense. A divisao em subespécies é baseada na elevada similaridade
genética apresentada pelas cepas tipo e na diferenca entre os perfis de suscetibilidade
aos macrolideos.

Mycobacterium chelonae

Essa espécie € uma das MCR mais frequentes e causa, comumente, doenca de pele, ossos e
tecidos moles. Até 1992, a espécie era dividida em duas subespécies, a saber, M. chelonae
subsp. abscessus e M. chelonae subsp. Chelonae.* Ap6s estudos moleculares comprovando

O



a diferenca entre ambos organismos, M. abscessus foi elevado a espécie e separado de M.
chelonae.®

Mycobacterium fortuitum

Descrito por da Costa Cruz em 1938, essa MCR foi primeiramente isolada de um abs-
cesso pos-injecdo de um paciente no Rio de Janeiro. Apesar de a doenca pulmonar nao
ser uma das infec¢des mais comuns para essa espécie, frequentemente causam infeccoes
pos-traumaticas e sao responsaveis por quase 60% das infec¢des localizadas em tecidos
moles. A principal fonte de infeccdo é o contato com dgua contaminada ou equipamentos
médicos descontaminados por procedimentos que ndo sao efetivos na destruicdo desses
microrganismos.

4.4 Consideracoes sobre critérios para diagnoéstico de doenca causada
por MNT

O diagnéstico de doenca por MNT exige muita cautela, pois o seu isolamento a partir de
espécimes clinicos ndo estéreis pode significar coloniza¢do transitéria ou contaminacao.
A American Thoracic Society recomenda que o diagnodstico dessas doencas seja feito com
base em uma série de critérios bacteriolégicos, clinicos e radiolégicos.? Por essa razao, a
correlacado clinico-laboratorial é de fundamental importancia para o estabelecimento do
diagnostico de doenca por MNT e para determinacdo da estratégia terapéutica.’”™
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5 AMOSTRAS CLINICAS

5.1 Introducao

As amostras clinicas enviadas ao laboratério para diagnéstico de micobactérias devem
cumprir uma série de condi¢des gerais das quais dependem a qualidade e a eficiéncia
dos resultados dos exames. Destaca-se, entre elas: i) a indicacdo correta da pesquisa de
micobactérias; ii) a selecao do tipo de amostra mais representativa; iii) o cuidado na coleta;
iv) o transporte; v) o acondicionamento e; vi) a recep¢ao das amostras. Assim, os profis-
sionais envolvidos nas atividades descritas devem ter conhecimento da natureza critica
da manutencao da qualidade da amostra durante todo o processo, incluindo aspectos de
biosseguranca no seu manuseio.’.

Alguns fatores podem comprometer um exame microbiolégico: i) hipétese diagnéstica mal
elaborada; ii) informag¢des mal coletadas, incompletas ou ndo devidamente interpretadas;
iii) requisicdo inadequada da andlise laboratorial; iv) coleta, conservacdao e transporte
inadequados; v) falha técnica na andlise; vi) demora na liberacdo do resultado; e vii) ma
interpretacao dos resultados.?

Este capitulo fornece informacdes praticas para a coleta apropriada e o manuseio correto
de amostras destinadas a andlises em um laboratério de microbiologia de micobactérias.

5.2 Selecao e tipos de amostras

Antes da coleta de amostra, para analise no laboratério, é importante que o sitio ana-
tomico de onde sera coletada a amostra seja identificado como sendo representativo do
processo de doenca ativa.’ ?

O diagnostico laboratorial de micobactérias pode ser realizado a partir de amostras
provenientes de varios sitios do corpo humano e, para o diagnéstico da TB, as amos-
tras vao depender da forma da doenca que esta sendo investigada, se TB pulmonar ou
extrapulmonar.?

No Quadro 6 estdo descritas as amostras encaminhadas com maior frequéncia para a
realizacdo de baciloscopia e cultura para o diagnéstico laboratorial da TB e outras
micobacterioses.*



Quadro 6 — Tipos de amostras clinicas utilizadas no diagnéstico laboratorial da tuberculose

TUBERCULOSE PULMONAR TUBERCULOSE EXTRAPULMONAR

— Urina.

— Liquidos: pleural, sinovial, peritoneal, pericardico,
ascitico e cefalorraquidiano.

— Secrecdes ganglionares e de nédulos.

— Fragmentos de tecidos: biopsias cutaneas, de ossos e de
6érgaos.

— Escarro (espontaneo ou induzido).
- Lavado broncoalveolar.

— Fragmento de tecido pulmonar (bidpsia
pulmonar).

— Aspirado transtraqueal.

o — Secrecdes purulentas de pele, nariz, ouvido, olhos,
— Lavado gastrico.

garganta.
— Sangue e aspirado de medula.

Fonte: adaptado de BRASIL, 2019.

A maioria das amostras é de origem respiratoria: escarro (espontaneo ou induzido), lava-
do broncoalveolar (LBA), escovado brénquico, fragmentos de tecido pulmonar, aspirado
transtraqueal e lavado gastrico.

Amostras de sitios ndo respiratérios podem ser consideradas estéreis ou nao estéreis.
As amostras estéreis sdo: liquidos cavitarios (liquido cefalorraquidiano — LCR, pleural,
pericardico, sinovial, ascitico), sangue, aspirado de medula éssea, bidpsias de pulmdes,
pleura, ganglios linfaticos, figado, fragmento ésseo etc. Nesses casos deve-se observar as
condicdes de assepsia da coleta e o acondicionamento em frasco estéril, pois a semeadura
sera feita diretamente em meio de cultura, ndo passando pela etapa de descontaminacao.
Amostras nao estéreis sdo: urina, secrecao de cavidade aberta, bidpsia de pele etc.

Para MINT, é necessaria a coleta de duas amostras clinicas de sitio nao estéril e uma amostra
clinica quando de sitio estéril.

5.3 Amostras de origem pulmonar

As amostras a seguir sao as mais frequentemente solicitadas para o diagnéstico de TB
pulmonar:> 678

» escarro espontaneo — é a amostra clinica mais utilizada para o isolamento de mi-
cobactérias, principalmente para o diagnéstico da TB pulmonar, por ser o material
de maior riqueza bacilar e de facil obtencdo. Uma boa amostra de escarro é a
que provém da arvore brénquica, obtida apds esforco de tosse (expectoracao es-
pontanea) e ndo a que se obtém da faringe ou por aspiracao de secrecdes nasais
e nem tampouco a que contém somente saliva. O volume ideal é de 5a 10 ml. O
escarro contém fragmentos de necrose (caseum), secre¢des broncopulmonares e se-
cregdes orofaringeas, pois, embora a arvore brénquica seja estéril, a expectoracao
contamina-se ao passar pela parte superior do trato respiratério. Assim, o escarro
€ um produto contaminado e viscoso por conter grande quantidade de muco. O
escarro deve ser coletado em pote de plastico transparente, de boca larga e com
tampa de rosca. As recomendacdes para a coleta devem ser feitas pela equipe da
unidade de saude, deve ser conservado sob refrigeracdo (2°C a 8°C). No entanto,
se a unidade de saude nao possuir geladeira, as amostras poderado ser mantidas
em temperatura ambiente em um prazo maximo de 24 horas em regides de tem-
peratura amena (28°C a 30°C). Em locais muito quentes, a op¢do é usar uma caixa



térmica para manter as amostras refrigeradas em um prazo maximo de 24 horas.
Para a realizacao dos testes laboratoriais (cultura, baciloscopia etc.), o tempo entre
a coleta e a execu¢do nao pode ultrapassar sete dias, desde que a amostra seja
mantida sob refrigeracdo. Isso se da pelo fato de que o escarro é o material de
maior riqueza bacilar e a viabilidade dos bacilos precisa ser garantida. O transporte
para o laboratério deve ser realizado sob refrigeracdo, ao abrigo da luz solar, e a
amostra deve estar acondicionada de maneira adequada para que nao haja risco
de derramamento (tampa bem fechada).

O pote para a coleta de escarro deve ser fornecido pela unidade de saude e ter
como caracteristicas: ser descartavel e ter capacidade de 35 a 50 ml, altura minima
de 40 mm, boca larga e tampa de rosca (Figura 7);

Figura 7 — Caracteristicas do pote de coleta de escarro

50 mm
Boca larga e tampa rosqueavel =
Plastico transparente - I i
Altura minima
Capacidadede 35a50ml-—
POTE DESCARTAVEL

Fonte: CGLAB/Daevs/SVS/MS.

» escarro induzido — esse procedimento é recomendado e orientado pelo médico
quando o paciente tem pouca secrecdo ou nao consegue coletar normalmente o
escarro. A coleta de escarro por inducdo é feita apés a realiza¢do de nebulizagdo
com 5 ml de solucdo salina de cloreto de sédio (NaCl) hiperténica a 3%, durante no
minimo 5 e no maximo 20 minutos, preferencialmente com nebulizador ultrasséni-
co. A nebulizacao fluidifica a secrecao do pulmao, provoca uma irritagdo que leva
a tosse e facilita a expulsdo do escarro. Esse procedimento deve ser acompanhado
por profissional treinado e em unidade de saude equipada com sala especial e cui-
dados de biosseguranca para prevenir a contamina¢dao do ambiente pelos aerossois
formados. No pote de coleta deve constar a informacdao de que a coleta foi por
inducgao, pois o material € menos viscoso e semelhante a saliva. Esse procedimento
é util para pessoas em controle de tratamento e PVHIV, seguindo as mesmas reco-
mendacgdes de transporte e conservacdo para o escarro espontaneo;

» lavado bréonquico ou broncoalveolar (LBA) — deve ser coletado sob orientacdo de
equipe médica especializada, durante o momento da exploracdo broncoscépica
(broncofibroscépio), em frasco estéril, com um volume de mais de 5 ml e transpor-
tados, sob refrigeracdo, com o cuidado de manter a tampa bem fechada para nao
derramar. O tempo de transporte deve ser no maximo de 24 horas;

ATENCAO: o broncofibroscépio deve ser esterilizado conforme indicacdo do fabrican-
te para evitar contaminacao entre pacientes.



»

aspirado transtraqueal — deve ser coletado o maior volume possivel em recipiente
estéril, por equipe médica especializada. Transportar sob refrigera¢dao, com o cuida-
do de manter o frasco bem fechado, em um tempo inferior a 24 horas; e

lavado gastrico — a obtenc¢ao desse material requer hospitalizacao, pois é coletado
logo que o paciente acorda, antes mesmo de se levantar e comer. Indicado para
criancas, pois elas deglutem o escarro. Considerado material respiratério, pois se
faz inducéo do escarro, com sonda nasogastrica fina, injetando 10 a 15 ml de soro
fisiolégico e, apos 30 minutos, é feita lavagem gastrica. Deve-se coletar pelo menos
duas amostras em dias consecutivos. Pode ser coletado em frasco estéril contendo
solucao tampao de carbonato de sédio a 10% para neutralizar a acdo do suco gas-
trico e transportado sob refrigeracdo, em até uma hora, em frascos bem fechados.
Recomenda-se agendamento entre a instituicao que realizara a coleta e o labora-
tério, para que possa haver organizacao e processamento imediato do material.

O item A do Anexo A desse capitulo resume as recomendacdes técnicas para a coleta de
amostras de origem pulmonar.

5.4 Amostras de origem extrapulmonar

As amostras extrapulmonares devem ser conservadas e transportadas sob refrigeragao e
processadas em um periodo inferior a 24 horas. As amostras a seguir sdo as mais frequen-
temente solicitadas para o diagnéstico de TB extrapulmonar:> &7

»

urina — é um material rico em microbiota associada e o processamento deve ser
executado o mais rapidamente possivel. Deve-se coletar toda a urina da primeira
mic¢do da manha em frasco estéril, de boca larga, apos higiene intima com agua
e sabdo neutro, com volume minimo de 40 ml. Utiliza-se um namero minimo de
trés e maximo de seis amostras, coletadas em dias consecutivos. O transporte tem
que ocorrer com o cuidado de manter a tampa bem fechada, para nao derramar, e
sob refrigeracdo. Recomenda-se a organiza¢ao de um fluxo para que o laboratério
processe imediatamente o material;

liquido corporal asséptico — os liquidos pleural, peritoneal, sinovial, ascitico e peri-
cardico sao amostras que devem ser coletadas assepticamente e por equipe médica,
no maior volume possivel e colocadas em frascos estéreis. Deve-se transportar com
o cuidado de manter o frasco bem fechado e sob refrigeracéao;

liquido cefalorraquidiano (LCR) — é o material indicado para o diagnéstico de
meningite tuberculosa. Deve ser coletado pelo médico, por pun¢do lombar, as-
septicamente, em um volume minimo de 5 ml (volumes menores comprometem o
rendimento da baciloscopia e da cultura). Deve-se transportar sob refrigeracdo, em
frasco bem fechado;

fragmentos de tecidos (biopsias) — os materiais obtidos por disseccdo, ou seja, os
fragmentos de tecidos (bidpsias cutaneas, de 6rgdos e de 0ssos), secrecdes gan-
glionares e nédulos sdo coletados assepticamente, por equipe médica, em frascos
com agua destilada ou solucao salina estéril. Nao se deve utilizar conservantes ou
fixadores como o formol. Na suspeita de TB pleural, o fragmento de pleura deve
ser coletado sempre que possivel, pois apresenta positividade superior ao liquido
pleural na cultura. Essas amostras devem ser transportadas sob refrigeracdao, em



frascos bem fechados. Os raspados de pele ou de lesdes superficiais secas tém pou-
co valor no diagnéstico, com rendimento de isolamento nao satisfatério, e devem
ser considerados somente em ultima instancia. Para o diagnéstico de TB cutanea,
utiliza-se a bidpsia cutanea, pois as micobactérias estao localizadas na hipoderme,
obtida apenas pela realizacdo de uma bidpsia profunda;

» sangue — a pesquisa de micobactérias no sangue esta particularmente indicada nos
casos de bacteremia, em pessoas imunocomprometidas, por exemplo, naquelas
vivendo com HIV. Se houver a disponibilidade do frasco de meio de cultura no
momento e no local da coleta, o sangue devera ser coletado sem anticoagulante,
pois os meios de cultura liquidos ja contém o anticoagulante na sua formulacdo. De
preferéncia, devem ser utilizados os meios de cultura que sao incubados em siste-
mas automatizados. Na impossibilidade de existir os meios de cultura no momento
da coleta, o sangue devera ser coletado com anticoagulante, com exce¢do do acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), e levado ao laboratério imediatamente. O uso
de polianetol sulfonato de sédio (SPS) é recomendado por ser o anticoagulante
menos toxico para micobactérias (1,5 ml de SPS a 0,35% para 8,5 ml de sangue).
O transporte deve ocorrer em temperatura ambiente (nunca refrigerado), com o
cuidado de manter o frasco bem fechado. O sangue menstrual ndo é mais utilizado
para o diagnostico de TB uterina, sendo a bidpsia de endométrio o material mais
indicado;

» medula 6ssea — além da amostra de sangue, o aspirado de medula 6ssea tem bom
rendimento no isolamento de micobactérias de casos disseminados. Deve ser co-
letado o maior volume possivel, em seringa ou frasco estéril, preferencialmente
com anticoagulante (evitando o EDTA). No caso de fragmento, deve ser coletado
e guardado em frasco com soro fisiolégico ou agua destilada estéril. Em ambos
0s casos, ndo se deve usar conservantes ou fixadores. O transporte deve ocorrer
a temperatura ambiente (nunca refrigerado), com o cuidado de manter o frasco
bem fechado. Assim como o sangue, recomenda-se a semeadura direta no meio de
cultura;

» pus e secrecoes purulentas, aspirado de ganglios e de tumores — secrecdes puru-
lentas de pele, nariz, ouvido, olhos e garganta também podem ser utilizados para
isolamento de micobactérias. Esses materiais, quando provenientes de cavidade
fechada, séo coletados por meio de puncao por pessoal médico e sdo semeados
diretamente em meio de cultura. Quando o material é de cavidade aberta, geral-
mente é coletado por meio de um swab, com cuidados especiais de nao tocar nas
bordas. Nesse caso, o swab deve ser imerso em agua destilada ou solucao salina
estéreis. O transporte deve ocorrer sob refrigeracéo; e

» fezes — para o caso de diagnédstico de TB intestinal, é indicada a bidpsia. A conduta
de escolha é a laparotomia, por meio da colonoscopia. A pesquisa de micobactérias
em fezes é apenas indicada para PVHIV e deve ser criteriosamente avaliada pelo
médico. Ha necessidade de coletar a amostra em frasco estéril, sem conservantes
ou fixadores e o transporte deve ocorrer a temperatura ambiente, em um periodo
menor de uma hora e com o cuidado de fechar bem o frasco.

O item B do Anexo A desse capitulo resume as recomendag¢des técnicas para as amostras
de origem extrapulmonar.



5.5 Solicitacao de exames

As amostras clinicas encaminhadas ao laboratério devem estar acompanhadas da solicita-
¢do de exames e do formulario essencial, que contenham informacdes Uteis, tanto para
quem esta solicitando o exame como para quem processara a amostra no laboratério.
As requisicdes devem estar preenchidas completa e corretamente e devem conter, no
minimo, os seguintes dados, que podem ser valorizados em diferentes etapas do proces-
samento do exame:?

» identificacdo do paciente: nome e sobrenome completos, sem abreviacdo; data
de nascimento, para evitar confusdo com homonimos; idade atual; nome da mae;
género; numero do cartao do SUS, endereco completo e telefone para contato;

» local da consulta e registro: numero do Cadastro Nacional de Estabelecimento de
Saude (CNES), ambulatério, hospital ou consultério e registro do paciente (prontu-
ario), nome e, opcionalmente, a assinatura do solicitante;

» informacoes sobre o paciente: hipotese diagndstica, descri¢do objetiva dos achados
clinicos significativos do local e caracteristicas da infeccdo, dados epidemiolégicos
relevantes do provavel local de infec¢do, dados importantes relacionados a proces-
sos invasivos (cirurgia, cateter, sonda vesical, didlise), uso de medicamentos (inicio
do tratamento), comorbidades;

» caracterizacao da amostra: respiratoria (trato respiratério inferior) ou nao respira-
téria (extrapulmonar), qual o sitio e o tipo de via de obtencdo do material (puncao,
swab, raspado, drenagem, fistula), data da coleta;

» aspectos fisicos da amostra: o escarro pode se apresentar como saliva, mucopuru-
lento, sanguinolento ou liquefeito. Essas informagdes auxiliam na interpretacdo do
resultado; e

» natureza do exame solicitado: exame microscépico direto (baciloscopia), TRM-TB e/
ou cultura; outros (identificacdo da espécie e teste de sensibilidade).

O envolvimento do médico ou de quem solicita o exame, bem como do laboratério, é util
para ambos, facilitando a interpretacdo de resultados, propiciando melhor orientacao
técnica e mais objetividade.

No item F do Anexo A desse capitulo é apresentado o modelo de solicitacao de exames
para a TB, conforme Sistema GAL, incluindo espaco para os resultados correspondentes e
demais informacoes.

5.6 Consideracdes gerais para coleta e armazenamento de amostras clinicas

O profissional responsavel pela coleta também cuidara da identificacdo de forma legivel
e correta do frasco que contém a amostra a ser encaminhada ao laboratério. Esse profis-
sional deve estar devidamente capacitado, e seu conhecimento deve ser periodicamente
atualizado para essa atividade. Ele deve saber que o material devera ser destinado, o mais
brevemente possivel, ao laboratério e conhecer ou obter instru¢des sobre a conservacao
e/ou transporte do material caso esse ndo possa ser processado imediatamente.?



Algumas consideracdes gerais podem ser apontadas, principalmente no caso de solicita-
¢ao de cultura:

» coletar a amostra antes de iniciar o tratamento, no caso de diagnéstico;

» instruir claramente o paciente sobre o procedimento da coleta, por meio de lingua-
gem adequada, levando em consideracao o grau de instru¢ao da pessoa;

» observar a antissepsia na coleta de todas as amostras clinicas;

» coletar uma quantidade suficiente de amostra para permitir analise completa
microbioldgica;

» observar se a solicitacdo do exame contém as informag¢des descritas no item 5.5
desse capitulo;

» utilizar barreiras de contencao necessarias a cada procedimento;

» tratar toda amostra como potencialmente patogénica;

» usar frascos apropriados a cada tipo de coleta e de amostra;

» NAo manusear a amostra quando em transito (durante o transporte);

» nao contaminar a superficie externa do frasco/pote de coleta e verificar se esta
firmemente vedado (caso ocorram respingos ou contaminacao na parte externa do
frasco, fazer a descontaminac¢do com desinfetante apropriado);

» nao contaminar a requisicdo médica que acompanha a amostra; e

» colocar a identificacdo no frasco de coleta e nunca na tampa ou sobre rétulos.

ATENCAO: as infec¢des pos-cirirgicas consequentes de cirurgias estéticas, de proce-
dimentos cirurgico-endoscépicos ou de procedimentos transcutaneos em cavidades
ou tecidos estéreis, que atinjam duas ou mais pessoas, podem caracterizar casos de
surtos de MNT de crescimento rapido.

As manifestacoes clinicas podem ser infeccoes de pele e subcutaneas, que se apre-
sentam como abscessos frios e/ou piogénicos, com reacao inflamatoéria aguda e su-
puracao ou evolucao crénica ou com nédulos; ulceracoes nos portais de entrada de
canulas ou laparoscépicos; fistuliza¢oes; abscessos com secrecoes com manifestacao
até um ano apos o ato cirurgico.

As amostras clinicas utilizadas para identificacdo da micobactéria, no caso de surtos,
devem ser exsudados de abscessos, proteses e fragmentos de tecidos, coletadas por
meio de puncao e/ou bidpsia e colocadas em soro fisiolégico ou agua destilada estéril.

Manter sob refrigeracao e nao colocar em formol. Nao utilizar tecido externo ou ma-
terial coletado com swab. Recomenda-se nao fazer puncées repetidas, para evitar
contaminacoes e infeccoes cruzadas.”

O encaminhamento de amostras imediatamente apds a coleta assegura a sobrevivéncia e
o isolamento do microrganismo, evitando o contato prolongado das micobactérias com
a microbiota associada. Observar a rotina de encaminhamento ao laboratério quanto ao
horario de envio e sempre que houver uma situacao especial, consultar o laboratério antes
de enviar. Os cuidados de acondicionamento e de transporte estao descritos no capitulo 3.



5.7 Orientacdes para coleta de escarro espontaneo

De acordo com as recomendacdes da OMS, para realizacao de baciloscopia, devem ser co-
letadas duas amostras de escarro de cada paciente, visando ao aumento das chances de se
obter um resultado positivo, uma vez que a quantidade de bacilos no escarro é variavel.?

A primeira amostra deve ser coletada quando o paciente sintomatico respiratério procu-
rar o atendimento na unidade de saude. Recomenda-se aproveitar a presenca do paciente
e garantir a realiza¢do do exame laboratorial de forma adequada. Nao é necessario estar
em jejum, porém, é importante que a boca esteja limpa e sem residuos de alimentos. Uma
boa amostra de escarro consta de material proveniente da arvore brénquica e contém
quantidades minimas de material originado no nariz e na boca.

A segunda amostra deve ser coletada na manha seguinte, assim que o paciente despertar.
Essa amostra é, geralmente, mais rica em bacilos porque é composta da secrecdao acu-
mulada na arvore brénquica por toda a noite. O paciente deve estar em jejum e realizar
bochecho com agua para a retirada de residuos da orofaringe.

Para o TRM-TB, a recomendacao é de coleta de apenas uma amostra de escarro para diag-
nostico no momento de atendimento. Nao ha necessidade de ser coletada no dia seguinte.

Recomenda-se que as amostras sejam coletadas em locais abertos, de preferéncia ao ar
livre. Se a coleta for realizada em uma sala, ela devera ser arejada, tendo as janelas abertas
para reduzir a concentra¢do de particulas infectantes, os nucleos de Wells (particulas de 1
a5pum, com 1 a 2 bacilos, que ficam suspensas no ar). A porta devera permanecer fechada
durante a coleta; dessa forma, o fluxo de ar sera direcionado para fora do ambiente por
meio da janela.

Em condi¢des ideais, uma amostra de escarro deve ter um volume de 5 a 10 ml. Porém,
sdo aceitaveis volumes menores se a qualidade for satisfatéria. A amostra pode ser fluida
ou mucopurulenta, apresentando variacao de cores (branca, amarelada ou esverdeada) e,
as vezes, sanguinolenta. As secrecdes nasais, faringeas ou a saliva ndo sdo recomendadas
para o diagnodstico da TB, pois poderao fornecer resultados duvidosos ou falso-negativos.
Até o momento, o MS recomenda que os laboratérios processem essas amostras mesmo
sendo inadequadas para o diagnéstico.

As amostras coletadas para o controle do tratamento devem ser examinadas, independen-
temente da qualidade e da quantidade. O MS recomenda que sejam colhidas amostras de
controle mensalmente.

Outro aspecto importante, que influencia na qualidade da amostra de escarro espontaneo,
é a maneira como o profissional transmite essas instrucdes e a compreensao dessas pelo
paciente. Além do conteudo falado, é fundamental a linguagem nao verbal: dirigir-se
ao paciente pelo nome, cumprimenta-lo, aproximar-se para atendé-lo, manter contato
visual quando a ele se dirigir ou quando ele se dirigir ao profissional, concentrar-se no
paciente e manter a fisionomia receptiva. O profissional de saude devera ter sempre a
preocupacado de avaliar a compreensao das informac¢des dadas, mudando a linguagem
quando necessitar repetir a orientacao, além de sempre deixar espaco para que o paciente
possa fazer perguntas.’®'"12

Antes de iniciar as orienta¢des, o profissional deve reunir todo o material necessario,
bem como verificar se a tampa do pote fecha bem e se ele esta devidamente identificado



(nome e data da coleta) no corpo.. A seguir estdo os passos para orientar o paciente a
coletar uma boa amostra de escarro:'"?

» explicar aimportancia do exame para o paciente utilizando termos claros e de facil
entendimento;

» fornecer ao paciente a orientacdo e a simulacao da técnica de coleta utilizando para
isso o pote, aproveitando esse momento para indicar a quantidade a ser coletada;

» orientar o paciente a inspirar profundamente, retendo por alguns instantes o ar
nos pulmdes. Orientar o paciente a tossir e escarrar diretamente no pote;

» orientar a repetir esse procedimento por trés vezes, até atingir a quantidade ne-
cessaria ao exame (5 a 10 ml), tendo o cuidado para que o material ndo escorra por
fora do pote.

» orientaropacienteatamparopote, rosqueando atampa e segurando-o firmemente;

» entregar ao paciente o pote para a coleta (identificado), com um papel-toalha (ou
papel higiénico);

» indicar ao paciente o local da coleta;

» apos a coleta, o paciente deve levar o pote até o profissional de saude, que deve
verificar a quantidade e a qualidade da amostra, sem abrir o pote. Caso a quanti-
dade seja insuficiente, deve-se pedir para o paciente repetir a operacao até obter
uma amostra adequada; e

» ao final, o paciente deve lavar as maos.

Nos itens C e D do Anexo A desse capitulo sao apresentados modelos de cartazes com as
orientacdes para coleta de amostras de escarro espontaneo. Recomenda-se que o cartaz
da coleta da primeira amostra esteja afixado nas unidades de salde e que o da segunda
amostra seja impresso e entregue ao paciente.

5.8 Instrucdes para coleta de escarro induzido

Quando o paciente ndo consegue coletar espontaneamente o escarro, seja porque nao
consegue expelir o escarro, seja porque tem pouca secre¢do, recomenda-se a obtenc¢do de
uma amostra de escarro por meio de inducao.

A técnica consiste na nebulizacdo com solucdo salina hiperténica (5 ml de NaCl 3% a
5%), preferencialmente com nebulizador ultrassénico, em uma sala especial que atenda
as normas de biosseguranca, e o profissional que executa a técnica deve estar habilitado
para tal. Os usuarios do servico devem ser rigorosamente agendados com intervalos mini-
mos de uma hora. Seguir as orienta¢des padronizadas para coleta de escarro e envio ao
laboratorio.

Para obtencdo da solucao a 3%, deve-se utilizar o seguinte recurso: usar 5 ml de soro
fisiolégico 0,9% mais 0,5 ml de NaCl 20%. Nao se deve utilizar solucdo preparada com
agua destilada e NaCl, pois pode causar broncoespasmo, dificultando ainda mais a
expectoracao.'?

A técnica de inducdo do escarro é um procedimento com melhor relagdo custo-beneficio
para o diagnéstico da TB pulmonar com escarro negativo, sendo seu uso recomendado,
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sempre associado com a baciloscopia e a cultura para micobactérias, precedendo a méto-
dos invasivos, como a broncofibroscopia.'?

Como o escarro induzido com solucdo hiperténica induz ao broncoespasmo, recomen-
da-se a utilizacao prévia de broncodilatadores. Além disso, o procedimento deve ser
assistido por um profissional de satde capacitado, seguindo as recomendacdes gerais de
biosseguranca.

5.9 Recepcao de amostras no laboratério

O laboratério ndao deve ter horario restrito para a recepcdo de amostras. O profissional
responsavel pela rotina de recebimento devera utilizar EPIs ao recebé-las Na recepcao, jun-
to ao profissional que trouxe a amostra, é importante verificar as seguintes observacdes:

» comprovar se as amostras estdo bem identificadas e correspondem as requisi¢oes
recebidas;

» proceder ao registro de cada amostra no sistema de informacado GAL e no “Registro
de Baciloscopia” e/ou “Registro de Cultura e Teste de Sensibilidade” e/ou “Registro
de TRM-TB"”, anotando as caracteristicas de cada amostra, principalmente as amos-
tras de escarro, de acordo com o item 5.5 desse capitulo;

» informar o prazo de entrega do resultado, de acordo com o exame solicitado;

» se houver deficiéncias que possam influenciar a qualidade e/ou quantidade da
amostra e a forma em que foi enviada, registrar e comunicar a unidade de saude
remetente para esclarecimentos sobre as condi¢des da amostra e solicitar nova co-
leta, quando necessario; e

» recomenda-se que nenhuma amostra clinica seja desprezada, mesmo em situagoes
em que haja problemas referentes a qualidade, quantidade e forma de envio, sem
o prévio conhecimento do paciente e solicitante do exame, salvo em caso de aci-
dente (que também deve ser notificado). Deve-se notificar o servico que enviou as
amostras sobre quaisquer problemas referentes a qualidade, quantidade e forma
de envio.

5.10 Controle de qualidade

5.10.1 Recebimento de amostras

O recebimento criterioso de amostras pelo laboratério garante melhor correlacao clinico/
laboratorial. Esses critérios devem ser respeitados desde a recep¢ao até o processamento
das amostras.?

Cada tipo de amostra requer condi¢des de coleta especiais, frascos apropriados, conserva-
¢do e transporte. Nos quadros apresentados nos itens A e B do Anexo A, desse capitulo,
estao as principais amostras pulmonares e extrapulmonares solicitadas para o diagnéstico
de micobactérias e as caracteristicas especiais de cada uma delas.

Algumas situacdes sao comuns na rotina dos laboratérios, como a chegada de amostras
nado identificadas, com tempo prolongado de transporte, frascos inadequados, frascos
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guebrados ou com vazamento e amostras nao préprias para a hipotese clinica. Sempre
gue esses problemas forem encontrados, é importante informar o local de origem e soli-
citar esclarecimentos, registrar a ocorréncia e as providéncias tomadas em cada situacao.
Essas praticas asseguram a qualidade dos exames realizados.

No item E do Anexo A desse capitulo apresentamos um modelo de formulario para regis-
tro das inadequacdes encontradas no recebimento das amostras clinicas e as providéncias
tomadas para solucionar o problema.

5.10.2 Aspectos fisicos do escarro

O escarro contém particulas sélidas ou purulentas produzidas pelos pulmdes, que sao
expelidas com a tosse. A Figura 8 mostra como o escarro pode se apresentar como saliva,
mucopurulento, sanguinolento e liquefeito.'®

Recomenda-se nao deixar o escarro por muito tempo a temperatura ambiente, pois isso
pode torna-lo liquefeito, com aspecto mucocoloidal ou aguado. Normalmente, a parte
sanguinolenta contém menos bacilos, pois o sangue expelido ficou pouco tempo em con-
tato com a lesao.

— Aspectos fisicos do escarro

(A) saliva (B) Mucopurulento (C) Sanguinolento (D) Liquefeito

Fonte: adaptado de Fujiki A., 2005.

Para avaliar a qualidade das amostras de escarro espontaneo recebidas para diagnéstico
e a necessidade ou nao de capacitar o técnico que orienta o paciente para a coleta, é im-
portante calcular o seguinte indicador: o percentual das amostras com aspecto de saliva,
no periodo em avaliacdo. E recomendado fazer essa avaliacdo trimestralmente com base
nos dados fornecidos no GAL, em “Registro de baciloscopia” e/ou “Registro de cultura e
teste de sensibilidade” e/ou “Registro de TRM-TB.”



O

O

O método de célculo é:

N.° de amostras de escarro recebidas com aspecto
de saliva em determinado periodo X 100

Total de amostras recebidas no laboratério no mesmo periodo

Para interpretar o resultado, o parametro utilizado é 15%. Um percentual maior do que
esse pode indicar que nao estdo sendo dadas as orientacdes adequadas para a coleta de
escarro ou gue os pacientes sé conseguem produzir amostras com aspecto de saliva. Ja
um percentual igual ou menor do que 15% indica que as amostras estdao sendo coletadas
adequadamente. Exemplo: no periodo de 2 de janeiro a 2 de abril do ano corrente, foram
recebidas 400 amostras de escarro para diagnostico com aspecto de saliva. O numero total
de amostras recebidas para diagndéstico, no mesmo periodo, foi de 1.440 e, fazendo o
calculo, o percentual de amostra salivosa foi de 27,8%.

Nesse caso, as possiveis causas para um valor acima de 15% podem ser: i) orienta¢ado ina-
dequada ao paciente para a coleta de escarro; ii) estagio da doenca é inicial; iii) paciente
tem pouca expectoracgao (por exemplo, PVHIV); ou iv) amostras coletadas por inducao.
Para corrigir é necessario treinar o técnico responsavel pela orienta¢do ao paciente e/ou
melhorar as instrucdes fornecidas por escrito. Importante lembrar que nao se deve incluir
no calculo as amostras de escarro coletadas por inducao.
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ANEXOS

ANEXO A - Recomendacoes e orientacoes

A) Recomendacobes técnicas para coleta de amostras de origem pulmonar

AMOSTRAS DE ORIGEM PULMONAR

TIPO DE COLETA TEMPO E TEMPERATURA 5
AMOSTRA = OBSERVACOES
ORIENTACAO RECIPIENTE TRANSPORTE ARMAZENAGEM
— 1% amostra
— Lavar a boca coletada na
bochechos). e unidade de saude,
( Colet ) ocal Pote plastlcc:i no momento da
— (oletar em loca com tampa de . ; consulta (TRM-TB ou
arejado/ao ar livre. rosca e boca < 24 horas gte;e;e :L? baciloscopia).
. — e a
Escarro — Abrir o pote, inspirar larga (50 mm Refrigerado ) - 22 amostra
profundamente para diametro), com ] Até 24 horas
f t capacidade para Ao abrigo da luz coletada na
orgar a tosse. 35250 ml e De 28°C a 30°C manh4 seguinte
- Prender a respiracdo d rtavel ao despertar
e escarrar no pote (5 a escartavel. (baciloscopia).
10 mi). - Coletar em 2 dias
consecutivos.
— A sala deve
ter cuidados de - Indicado quando o
biosseguranca. paciente tem pouca
— Coletar com secrecao ou nao
acompanhamento de . consegue expelir.
técnico treinado. Pote plastico - A nebulizacdo
— No dia anterior a com tampa de Até sete dias fluidifica a secrecao
. . rosca e boca < 24 horas d Im3
coleta deve-se ingerir De 2°C a 8°C O puimao e provoca
Escarro RV larga (50 mm . e a o x | R
. . muito liquido. L Refrigerado i irritacao que leva a
induzido ; diametro), com i Até 24 horas tosse e a expulsdo do
— Fazer nebulizacado capacidade para Ao abrigo da luz R R
com solucdo salina 35a50mle De 28°Ca 30°C escarro. )
hipertonica a 3%, descartavel. — Amostra € menos
durante 5 a 20 min. viscosa e semelhante
- Seguir as mesmas asaliva.
instrucdes do escarro - Escreve_r no p_ote
espontaneo (volume 5 “escarro induzido”.
a 10 ml).
— Procedimento
— Realizado sob invasivo.
Lavado orientagdo médica. — Processar
brénquico - Uso de imediatamente.
Escovado broncofibroscopio. _ Esterilizar o
A - O uso de substancia <24 horas broncofibroscépio
brénquico coicn & lotal Frasco estéril Refri g < 24 horas pto.
anestésica é letal para o efrigerado . . _ Anestésico inibe
Lavado micobactéria. proprio. Ao abriao da | De 2°Ca8°C h "
broncoalveolar go da luz o crescimento
. — A sala deve bacteriano.
Aspirado ter cuidados de _ Evitar a
transtraqueal | o
losseguranca. contaminacdo com
—Volume 5a 10 ml. o trato respiratorio
superior.
- Realizado sob o
orientacdo médica. Bidpsias com < 24 horas
Fragmentos — Usar solucéo menosde 1g < 24 horas De 2°Ca 8°C — Processar
de tecidos fisioldgica ou agua de tecido ou i imediatamente
pulmonares log 9 3a4mmde Refrigerado > 24 horas -
destilada. o
tamanho. -20°C

— N&o usar formol.




AMOSTRAS DE ORIGEM PULMONAR

TS COLETA TEMPO E TEMPERATURA )
AMOSTRA - OBSERVACOES
ORIENTACAO RECIPIENTE TRANSPORTE ARMAZENAGEM
—Jejum de 8 a 10 horas. - Requer
- Colhido logo ao hospitalizagao.
acordar, antes de - Criancas: 40% de
levantar. positividade com
— Criangas antes de evidéncia da doenga
ver a mae para evitar ao raio-X.
degluticao pelo Sonda gastrica, <24 horas - Neutralizar o
Lavado estimulo visual. frasco estéril Refrigerado <24 horas suco gastrico com
gastrico —Realizado com sonda  com volume de  Neutralizar em 1 De 2°C a 8°C carbonato de sédio

nasogastrica fina,
introduzida pela boca
ou nariz.

—Injeta 10 a 15 ml de
solucdo fisioldgica.

— Ap6s 30 minutos faz
lavagem gastrica.

50 ml.

hora de coleta

1 mg/1 ml de lavado
gastrico.

— Dois dias
consecutivos.

— Laboratoério deve

processar em até 4
horas.

Fonte: adaptado MILLER, J.M.; HOLMES, H.T.; KRISHER, K., 2003.

B) Recomendacobes técnicas para coleta de amostras de origem
extrapulmonar

AMOSTRAS DE ORIGEM EXTRAPULMONAR

TIPO DE COLETA TEMPO E TEMPERATURA 5
= OBSERVACOES
AMOSTRA  oRIENTACAO RECIPIENTE ~ TRANSPORTE ARMAZENAGEM
— Amostra clinica
rica em microbiota
associada.
- Realizar a higiene | N0 aceitar
inti 4 Frasco estéri -
|n':)|[na com agua € com tampa de <4 horas, ou poo[ de amostras
sabao neutro. 2h centrifugar e colhidas em
Col d rosca e boca <2 horas
Urina -~o etarto aa larga, com Temperatura armazenar o 24 horas.
urina da 1* miccao da a ac’idade p precipitado B )
manha. mir:ﬂma e 40 ambiente neutralizado - Nao acgltar _
- Levar imediatamente adc volumes inferiores
ml. a 40 ml
ao laboratorio. ’
— Coletar trés a seis
amostras em dias
consecutivos.
— Amostra clinica
— Realizado por estéril.
Liquido rofissional médico. Frasco
9 . P , estéril com < 15 minutos < 24 horas - Usa(.:la em
cefalorraqui- - E recomendado N suspeita de
diano jejum capacidade Temperatura Temperatura meningite
’ ) minima de 5 ambiente ambiente tubercul
(LCR) - Coleta realizada por . uberculosa.

puncdo lombar.

— Coletada em
hospitais.




AMOSTRAS DE ORIGEM EXTRAPULMONAR

TIPO DE COLETA TEMPO E TEMPERATURA 5
AMOSTRA ~ OBSERVACOES
ORIENTACAO RECIPIENTE TRANSPORTE ARMAZENAGEM
— Realizada por
Liquido procedimento médico. . — Liquidos
leural = : rasco . o
E, y - Pun%?o pe|a via estéril, com < 15 minutos <24 horas organicos estéreis.
1quide percutanea ou capacidade Temperatura Temperatura — Coletados
sinovial cirurgica. i - - em hospitais
o B minima de 10 ambiente ambiente o
Liquido - N&o usar ml. ou clinicas
peritoneal conservantes ou especializadas.
fixadores.
— Podem ser
estéreis ou nao.
- Beallza~do 593_ - Bidpsia de pleura
orientagdo médica. e
Fragmentos ) - Frasco estéril < 15 minutos <24 horas tem positividade
cutaneos e - Usar solugao nao usar ' T t T t maior.
i fisiolégica ou agua emperatura emperatura
6sseos destila%a 9 formol. ambiente ambiente - Amostras de
: pele devem ser
- N&o usar formol. incubadas em
temperaturas
diferentes.
. — Podem ser
- Realizada por S ~
. - . . estéreis ou nao.
procedimento médico.  Frasco estéril < 15 minutos < 24 horas
Fragmentos ~ = ! — Bidpsia de pleura
de 6rgaos - Usar solugao nao usar Temperatura Temperatura tem positividade
fisiolégica ou dgua formol. ambiente ambiente P
. L maior do que o
destilada estéril. P
liquido pleural.
- Para o aspirado
de medula, a coleta
deve ser realizada por - Nunca refrigerar.
equipe médica. — Para 0s ¢asos
Sangue e - Coletar puncao Frasco de meio <2 horas <24 horas de micobactérias
aspirado de venosa com de cultura ou Temperatura Temperatura disseminadas.
medula anticoagulante (SPS). frasco estéril. ambiente ambiente — N&o usar
- Inocular diretamente EDTA como
em frasco de meio anticoagulante.
de cultura ou frasco
estéril.
. - De preferéncia
- Coleta de cavidades ari <2 horas < 24 horas aspirar ou passar o
Pus e fechadas: por puncdo.  [1asco estegll = = swpab P
secregdes - Coleta de cavidades com o swa Temperatura Temperatura .
. Imerso. ambiente ambiente na parte mais
abertas: com swab. -
profunda da lesao.
Pote blésti — Avaliacao
- anci ote plastico <1 hora criteriosa pelo
- Dte pc:eferenaa, comtampade < 24 horas e p
ezes antes do rosca e boca Temperatura 4°C '
medicamento. ambiente - Indicada para

larga. . .
pacientes com aids.

Fonte: adaptado MILLER, J.M.; HOLMES, H.T.; KRISHER, K., 2003.



C) Orientacdes para coleta de escarro — primeira amostra

Coleta da primeira amostra na unidade de saude:

- 1. Lave a boca, fazendo bochechos com bastante dgua. Nao
precisa estar em jejum.

2. Fique sozinho, em um local arejado e de preferéncia ao ar

livre.
. 3. Abra o pote fornecido pela unidade de saude.

an >

4. Force a tosse do seguinte modo:

a. Inspire profundamente, isto é, puxe o ar pelo nariz e figue com a boca fe-
chada; prenda a respiracao por alguns instantes e solte o ar lentamente pela
boca. Faga isso mais duas vezes.

b. Inspire profundamente mais uma vez, prenda a respiracdo por alguns ins-
tantes e solte o ar com forca e rapidamente pela boca.

] ]

oy oy
c. Inspire profundamente mais uma vez, prenda a respira¢do por alguns ins-

tantes e, em seguida, force a tosse para poder liberar o escarro que esté
dentro do pulmao.

]

5. Escarre diretamente dentro do pote. Cuidado para o escar-
ro nao escorrer por fora.

7’

. f .

6. Repita as orientacdes quatro e cinco por mais duas vezes, até conseguir uma
quantidade maior de amostra.

=~

Feche o pote firmemente, proteja-o da luz solar, _
carregue sempre com tampa voltada para cima e en-
tregue o pote para o profissional que orientou vocé.

Fonte: adaptado de BRASIL, 2019.



D) OrientacOes para coleta de escarro — sequnda amostra

Coleta da segunda amostra

Para coletar a segunda amostra é importante que vocé:

No dia anterior a coleta:

a.

Beba no minimo oito copos de liquidos
(dgua, refrescos). A agua ajuda a soltar o
escarro que esta no pulmao.

Durma sem travesseiro. Isso também facilita
a saida do escarro do pulmao, na hora da
coleta.

a.

2. No dia da coleta, assim que despertar:

a. Lave a boca fazendo bochechos com bastante dgua e, em jejum, force
a tosse e escarre dentro do pote, seguindo as mesmas orientacdes da
coleta da primeira amostra.

Feche o pote firmemente, coloque em um
saco plastico, proteja da luz solar, carregue
sempre com a tampa voltada para cima e
leve o pote imediatamente para o labora-
tério ou unidade de saude.

Leve também a requisicdo, mas fora do saco
plastico que esta o pote.

Fonte: adaptado de BRASIL, 2019.




E) Formulario de registro de inadequacdes no recebimento
de amostras clinica

s i el Sadschy Formulario de registro de inadequacées no
Sty sl recebimento de amostras clinica

IDENTIFICACAO

Data de entrada no laboratério:

/ / Horario de entrada: N.° geral:
Unidade de saude: Telefone:
Nome do paciente: Telefone:
Responsavel na recepcao: Responsavel no laboratério:

Motivo da ndo conformidade:

ERROS DE IDENTIFICACAO AMOSTRAS INADEQUADAS

O rDei;CJii?gégr;c_ia entre a identificacdo da amostra e a [1 Tempo prolongado de transporte.

[ Falta de identificacdo da amostra. [0 Conservag¢do inadequada (temperatura).

O Origem da amostra ndo identificada. [0 Amostra ndo prépria para a hipotese clinica.
O Tipo de amostra ndo identificada. [ Frascos ndo apropriados.

[0 Exame a ser realizado nao identificado. [0 Frascos quebrados ou com vazamento.

O Outro: O Outro:

Providéncias tomadas:

Responsavel: Data:
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6 BACILOSCOPIA

6.1 Introducéo

A baciloscopia, ou exame microscépico, é a pesquisa de BAAR em um esfregaco de amos-
tra clinica, preparado e corado com metodologia padronizada.” Pode ser realizada em
laboratérios de todos os niveis de complexidade, desde que possuam microscépio éptico
ou de fluorescéncia binocular, com lente de imersao em boas condicdes, bico de Bunsen,
alguns insumos de baixo custo e instalagdes simples, utilizando normas basicas de biosse-
guranca para minimizar a formacao de aerossois.

A microscopia de fluorescéncia (MF), com o corante auramina, é reconhecida por ter uma
sensibilidade cerca de 10% mais alta do que a microscopia convencional com a coloracao
de Ziehl-Neelsen e a leitura dos esfregacos corados com fluorocromo, que apresenta a
vantagem de levar menos tempo.

A microscopia de diodo emissor de luz (LED) é uma nova ferramenta diagnédstica desen-
volvida principalmente para prover locais de poucos recursos com acesso aos beneficios
da microscopia de fluorescéncia.?

Comparados aos microscépios convencionais de fluorescéncia de vapor de mercurio, os
microscopios de LED sdao de menor custo, exigem menos energia e as lampadas sao de
longa duracdo, além de ndo possuirem o risco potencial de liberarem produtos téxicos
no caso de quebrarem. Os microscépios de LED sdao reconhecidos por realizar as leituras
com a mesma eficiéncia do microscopio éptico, sem a necessidade de utilizacdo de uma
sala escura. Essas qualidades fazem o microscépio de LED vidvel para ambientes de poucos
recursos, pois tem o potencial de trazer os beneficios da microscopia de fluorescéncia
(melhor sensibilidade e eficiéncia) onde mais se precisa.

A OMS recomenda que o MF convencional seja substituido progressivamente pelo mi-
croscopio de LED, e que ele seja introduzido como alternativa ao microscopio 6ptico
convencional. A mudanca deve ser efetuada gradualmente, por meio de planos de imple-
mentac¢ao cuidadosamente elaborados para o Pais, usando tecnologia LED que atenda as
especificacdes da OMS. Os paises que forem introduzir essa tecnologia devem garantir o
treinamento dos técnicos de laboratério, a validacdo no Pais, a garantia de qualidade e
o0 monitoramento de impacto no resultado da deteccao e no tratamento de casos de TB.

Outra tecnologia nova, porém, ainda nao recomendada pela OMS, é o sistema de diag-
nostico automatizado, integrado com um microscépio analdgico fluorescente, com carre-
gador de eslaides e leitor de cdédigo de barras que é controlado e monitorado por meio
de um software de andlise de imagem. Essa tecnologia reduziria o tempo e facilitaria a
leitura dos esfregacos.



Apesar dos avancos tecnolégicos na micobacteriologia, a baciloscopia continua sendo
particularmente importante no combate da TB por ser de baixo custo e por detectar casos
baciliferos, ou seja, casos infecciosos de TB pulmonar, responsaveis pela manutencao da
cadeia de transmissdao, além de ser um exame importante no monitoramento do trata-
mento para avaliacdo da resposta ao uso dos medicamentos.’

Dessa forma, no Brasil, para o diagnoéstico laboratorial dos pacientes SR que procuram
os servicos de saude com tosse e expectoracdo por um periodo maior ou igual a trés
semanas e constituem os casos suspeitos de TB, é importante a realizacdo do TRM-TB,
nos municipios que dispdem do equipamento, e da baciloscopia, nos locais que nao tém
acesso ao TRM-TB.

J& a baciloscopia de controle é indicada para acompanhar a eficacia do tratamento por
meio da reducao bacilar e/ou negativacdao do escarro em exames mensais, independente-
mente do volume da secrecao.

A baciloscopia é geralmente considerada um procedimento de diagnéstico com baixa
sensibilidade, sendo descrita em uma faixa entre 25% e 65%, quando comparada com
a cultura. Comumente, nao se considera que a sensibilidade da baciloscopia varie com o
tipo de lesdo, o tipo e numero de amostras coletadas, a técnica de preparo do esfregaco,
a qualidade dos corantes, a atencao e persisténcia do microscopista e a qualidade do
microscépio. Porém, quando esses fatores sdao levados em consideracdo, o diagnéstico
bacteriolégico da TB pulmonar pela baciloscopia identifica os casos de TB que sao fontes
de infeccdo para a comunidade, com uma sensibilidade de aproximadamente 90%.3

O numero minimo de BAAR necessarios para produzir um esfregaco com resultado positi-
vo tem sido estimado entre 5.000 a 10.000 por mililitro, conforme descrito no Quadro 7.

Quadro 7 - Numero de BAAR observados nas baciloscopias, concentracdes de bacilos cul-
tivaveis nos escarros e probabilidade de resultados positivos

CONCENTRACAO ESTIMADA

NUMERO DE BACILOS PROBABILIDADE DE UM

DE BACILOS POR ML DE

OBSERVADOS ESCARRO RESULTADO POSITIVO
0 em 100 ou mais campos Menos do que 1.000 Menos do que 10%
1 -2 em 300 campos 5.000 — 10.000 50%
1-9em 100 campos Aproximadamente 30.000 80%
1-9em 10 campos Aproximadamente 50.000 90%
1 -9 por campos Aproximadamente 10.0000 96,2%

Fonte: adaptado de David, H. L., 1976.

6.2 Coleta do escarro para diagnostico

O escarro de pacientes com TB pulmonar — particularmente aqueles com lesao cavitaria
— muitas vezes contém um grande numero de BAAR que é facilmente detectado pela
microscopia direta. A sensibilidade da baciloscopia pode ser melhorada pela realizacao
de mais de uma amostra por paciente. Muitos estudos tém mostrado que, quando sao
realizadas duas baciloscopias, detectam-se, em média, mais de 90% dos casos infecciosos

OF



de TB nos paises de baixa e alta prevaléncia. Nesse caso, o incremento mostrado tem sido
de 80% a 82% a partir da primeira, 10% a 14% a partir da sequnda e 5% a 8% a partir
da terceira baciloscopia,® o que justifica a orientacdo do MS para coleta de duas amostras
em dias distintos.

No capitulo 5 desse Manual encontra-se um modelo de formulario para o envio de amos-
tras clinicas ou isolados bacterianos para o Lacen ou LRM. E possivel que seja necessario
coletar informag¢bes complementares em casos especiais que nao sejam frequentes na
rotina de trabalho do LL ou LRM. Dessa forma, os estudos necessarios para cada caso
poderao ser realizados, utilizando-se da melhor forma possivel os recursos de diagnésticos
disponiveis no Lacen.

6.3 Métodos de execucao do esfregaco

Nesse Manual, serdo descritos cinco métodos de execucdo do esfregaco: i) método da
baciloscopia direta; ii) método da baciloscopia com concentracdo da amostra clinica; iii)
método de execucdo do esfregaco para baciloscopia das amostras apés processo de des-
contaminacao; iv) método de execucao do esfregaco para baciloscopia de cultura positiva
liquida; e v) método de execucdo do esfregaco para baciloscopia de cultura positiva sélida.

O primeiro método utiliza escarro sem tratamento prévio e é recomendado para o diag-
nostico laboratorial de SR e para o controle de tratamento. No segundo, o esfregaco é
realizado apds tratamento da amostra clinica paucibacilar, e é recomendado para o diag-
néstico laboratorial da TB extrapulmonar, da TB pediatrica e da TB em PVHIV. O terceiro
método é utilizado quando hé a necessidade de descontaminacdo prévia da amostra
para semeadura em meio liquido ou sélido de cultura. Os esfregacos realizados a partir
de culturas positivas (métodos 4 e 5) tém o objetivo de confirmar a presenca de BAAR, a
morfologia dos bacilos e a forma de disposicao (dispersos ou agrupados formando corda),
bem como verificar se hd contaminacao por outras bactérias e/ou fungos.

Na rotina laboratorial, a baciloscopia é realizada, na maioria das vezes, com escarro espon-
taneo, utilizando a por¢ao mais purulenta, que é colocada e distendida diretamente sobre
a lamina - baciloscopia direta. As secrecdes purulentas e o pus, por suas caracteristicas
fisicas, também podem ser distendidos diretamente sobre a lamina. Por outro lado, com
o objetivo de aumentar a sensibilidade da baciloscopia, todas as amostras clinicas, sempre
que possivel e, de acordo com a necessidade, podem receber tratamento antes da reali-
zacao do esfregaco. Esse tratamento pode ser: trituracao, digestdo com agentes quimicos
tais como hidroéxido de sédio (NaOH) ou NaCl, concentra¢ao, sedimentacao, flotacdo ou
mesmo filtracdo.®

6.3.1 Método de execucao do esfregaco para baciloscopia direta "67:89
Precaucoes:

» realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranca, tais como: BPL
e o uso de EPI adequado, conforme descrito no capitulo 3;

»  prestar muita atencdo ao numerar o pote de escarro e a lamina com o numero da
requisicdo e manter a area de trabalho com iluminacdo adequada para evitar a
troca de amostras;



» abrir um pote de cada vez e com cuidado para evitar a formacao de aerossois;

» utilizar a por¢do mais purulenta do escarro para evitar resultados falso-negativos e
utilizar laminas sem prévio uso para evitar resultados falso-positivos; e

» realizar no maximo 12 amostras de cada vez.

Equipamentos:

» bico de Bunsen.

Reagentes:

» solucdo de alcool a 70%; e

» solucao de NaCl a 1%.

As férmulas e o preparo dos reagentes anteriores estao descritos nos anexos do capitulo 3.
Insumos:

» papel-absorvente (papel de filtro ou papel-toalha) para forrar a bancada;
» duas bandejas de metal;

» ping¢a anatdmica com pelo menos 12 ¢m, ponta arredondada e internamente
serrilhada;

» palito de madeira;
» lapis de grafite;

» laminas de vidro para microscopia de 26 x 76 mm, espessura de 1,2 mma 1,4 mm e
com borda fosca;

» recipiente com tampa contendo pedacos de gaze;
» recipiente de vidro com tampa para colocar as laminas imersas em alcool etilico;
» caixa de papelao rigido para descarte de materiais contaminados; e

» saco plastico autoclavavel para acondicionamento dos recipientes de descarte.

Procedimentos de organizacao:

1. Forrar a bancada com papel-toalha ou outro que tenha capacidade de absorver respingos.
2. Providenciar e organizar na bancada os materiais necessarios para preparar o esfregaco.

3. Organizar tudo de forma a assegurar um fluxo de trabalho l6gico e seguro. Manter o
papel-toalha e o frasco com solucdo de NaClO a 1% a mao na bancada para desinfeccdo
se houver respingos, conforme descrito no capitulo 3.

4. Forrar as duas bandejas de metal com papel-absorvente. Colocar uma delas na bancada
a sua frente — ela serd sua area de trabalho. Colocar a segunda bandeja do lado direito
préximo ao bico de Bunsen, para colocar as laminas com esfregaco para secar.

5. Colocar as amostras clinicas de acordo com o numero de ordem de registro, atras da ban-
deja de metal a sua frente.

6. Verificar se as laminas a serem utilizadas estdo limpas e ndo foram usadas previamente.
As laminas arranhadas podem reter a fucsina e simular a presenca dos bacilos. A limpeza
das laminas novas é necessaria, pois frequentemente elas vém engorduradas de fabrica,



devido ao processo de polimento. Nesse caso, é preciso:

a. lavar as [daminas com dgua e detergente neutro, enxagud-las bem e depois coloca-las
imersas em um recipiente com alcool etilico; e

a. secar com gaze as laminas que vao ser utilizadas.

Identificar cada lamina com o nimero de registro de cada amostra clinica. Para isso, escre-
ver, com grafite, na borda fosca da lamina, o mesmo nimero colocado no corpo do pote.

Colocar em cima da bandeja de metal somente o pote da amostra que sera processada.
Colocar a lamina sobre a bandeja de metal.

Colocar o bico de Bunsen entre o técnico e a area de trabalho, tomando cuidado com a
chama.

Procedimentos de realizagao:

1.

Retirar lentamente a tampa da amostra para evitar a formacdo de aerossoéis e coloca-la
suavemente virada para cima na bandeja.

Quebrar ao meio um palito de madeira.

Retirar, com as duas pontas farpadas do palito, a particula maior e mais purulenta da
amostra e depositar na lamina, conforme Figura 9. Quando existirem apenas pequenas
particulas purulentas ou mucosas, pegar trés por¢des ou mais da amostra, deposita-las na
[damina e homogeneiza-las com a ponta do palito.

Figura 9 — Exemplo de retirada da particula da amostra de escarro

[ e

Fonte: Lacen/SC.

1.

Distender a amostra no centro da lamina. Com o palito na mesma posicao, fazer mo-
vimentos circulares até obter um esfregaco homogéneo e eliptico (ou oval), que tenha
1 ¢cm x 2 cm, conforme Figura 10.



MINISTERIO DA SAUDE | MANUAL DE RECOMENDACOES PARA O DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE TUBERCULOSE E
MICOBACTERIAS NAO TUBERCULOSAS DE INTERESSE EM SAUDE PUBLICA NO BRASIL

Figura 10 — Preparo do esfregaco

Fonte: Lacen/SC.

Observacao: ndo aquecer a lamina durante a preparac¢ao do esfregaco. Esse procedimento
é uma fonte importante de formacao de aerosséis no ambiente laboratorial e, além disso,
produz precipitados granulosos que prejudicam a coloracao e a deteccao do bacilo.?

2.

7.

Descartar as duas partes do palito na caixa de papeldo rigido para descarte de materiais
contaminados.

Colocar a lamina com o esfregaco voltado para cima, para secar em temperatura ambien-
te, na bandeja de metal que esta a direita, préoximo do bico de Bunsen.

Fechar bem o pote da amostra. Os potes com as amostras ja processadas devem ficar
armazenadas a temperatura de 2°C e 8°C, até a liberacdo dos resultados, para o caso de
ser necessario repetir a baciloscopia ou realizar outro procedimento.

Repetir os passos de 1 a 7, até processar todas as amostras.

Depois de secas, fixar as laminas, uma de cada vez, no bico de Bunsen, conforme descrito
no item 6.4 desse capitulo.

ATENCAO: fixar o esfregaco somente quando as laminas estiverem completamente
secas, conforme descrito no item 6.4 desse capitulo.

Realizar a limpeza, a descontaminacdo da bancada e o descarte do material contaminado,
conforme descrito no capitulo 3.

6.3.2 Método de execucao do esfregaco para baciloscopia apés concentracao da

amostra clinica’

Precaucbes:

» realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranca como as BPL e o
uso de EPI adequados, conforme descrito no Capitulo 3;

» realizar os procedimentos de manipulacdo das amostras em CSB;

» utilizar centrifuga com rotores e cacapas com tampa de protecdo contra dispersao
de aerossois;

» observar a capacidade da centrifuga para estabelecer o numero de tubos a serem



trabalhados a cada lote. A centrifuga deve ser preferencialmente refrigerada para
evitar que o aquecimento interfira na viabilidade da micobactéria, no caso de a
amostra ter também indicacdo de cultura. Abrir as cacapas da centrifuga dentro
da CSB;

» abrir um pote de cada vez e com cuidado para evitar a formacao de aerossois; e
» utilizar [aminas sem uso prévio para evitar resultados falso-positivos.

ATENCAO: as amostras clinicas que tiverem indicacdo para baciloscopia e cultura de-
vem ser processadas, conforme descrito no capitulo 7.

Equipamentos:

» CSB;

» centrifuga com cacapas com tampa de protecdo contra dispersdo de aerossois, para
tubos de 15, 30 ou 50 ml;

» agitador mecanico;
»  pipetador automatico ou manual;
» crondmetro; e

» bico de Bunsen.

Reagentes:

» solucdo de NaOH a 4%;
» agua destilada estéril;
» solucdo de alcool a 70%; e
» solucdo de NaClO 1%.
A férmula e o preparo da solu¢ao de NaOH a 4% estao descritos nos anexos do capitulo

7 e a férmula e o preparo da solucao de alcool a 70% e da solucao de NaClO a 1% estao
descritos nos anexos do capitulo 3.

Insumos:

» papel-absorvente (papel de filtro ou papel-toalha) para forrar a bancada;

» ping¢a anatdmica com pelo menos 12 ¢m, ponta arredondada e internamente
serrilhada;

» palitos de madeira;
» bandeja de metal;
» lapis de grafite;

» laminas de vidro para microscopia de 26 x 76 mm, espessura de 1,2 a 1,4 mm e com
borda fosca;

» tubos de centrifuga de polipropileno, estéreis, descartaveis, com fundo conico, de
15, 30 ou 50 ml com tampa de rosca;

» estante para os tubos de 15, 30 ou 50 ml;

» pipetas Pasteur estéreis; O



» recipiente com tampa com pedagos de gaze estéril;
» recipiente de vidro com tampa para colocar as laminas imersas em alcool etilico;

» recipiente de vidro ou metal fundo e de boca larga, para descarte de material a ser
autoclavado e lavado;

» recipiente plastico de boca larga para material a ser autoclavado e descartado;
» saco plastico autoclavavel para acondicionamento dos recipientes de descarte; e

»  recipiente a prova de respingos contendo soluc¢ao de hipoclorito a 1% em um volu-
me que ocupe 2 cm do frasco. Por exemplo: um funil de vidro acoplado a boca de
um frasco Erlenmeyer ou de um baldo de vidro (corpo largo e boca estreita).

Procedimentos de organizacao:

7.

Forrar a bancada com papel-toalha ou outro que tenha capacidade de absorver respingos.
Providenciar e organizar na bancada os materiais necessarios para preparar o esfregaco.

Organizar tudo de forma a assegurar um fluxo de trabalho légico e seguro. Manter o
papel-toalha e o frasco com solucdo de NaClO a 1% a mao na bancada para desinfeccao
se houver respingos, conforme descrito no capitulo 3.

Realizar o procedimento 4 fora da CSB

Organizar os potes das amostras, observando a correspondente identificagdo do nimero
de registro no corpo do pote, no tubo de centrifuga e na lamina. Colocar os tubos de
centrifuga na estante.

Realizar os procedimentos de 6 a 7 dentro da CSB

Organizar os materiais que serdo utilizados na CSB conforme descrito no capitulo 13.

Forrar a bandeja de metal com papel-absorvente e coloca-la na bancada da CSB a sua
frente.

Colocar as amostras de acordo com o numero de ordem de registro, atras da bandeja.

Procedimentos de realizacao:

Realizar os procedimentos de 1 a 7 dentro da CSB

Colocar em cima da bandeja somente o pote da amostra que sera processada.

Transferir a amostra para o tubo de centrifuga de 15 ml, deixando escorrer suavemente
o escarro pela parede interna do tubo, com cuidado para ndo derramar. Caso escorra o
material para fora do tubo, limpar com gaze embebida na solucdo de NaClO a 1%.

Colocar o tubo de centrifuga contendo a amostra em uma estante.
Repetir esse procedimento para todas as amostras.

Adicionar, com pipeta estéril a cada um dos tubos de centrifuga, a solucdo de NaOH a 4%,
na quantidade correspondente ao mesmo volume da amostra. Usar uma pipeta para cada
amostra.

Fechar bem os tubos de centrifuga e agitar com a mao ou em agitador mecanico até for-
mar uma mistura bem homogénea. Deixar o tubo em repouso, a temperatura ambiente,
por 15 minutos, para que ocorra a fluidificagdo da amostra.



10.

11.

12.
13.
14.

Abrir os tubos com a amostra e acrescentar dgua destilada estéril até o volume de 10 ml.
Fechar bem os tubos de centrifuga e agitar em agitador mecéanico até formar uma mistura
bem homogénea.

Realizar os procedimentos de 8 a 10 fora da CSB

Centrifugar a 3.000 x g por 15 minutos.
ApOs a parada total da centrifuga, esperar cinco minutos para abrir.
Retirar as cacapas fechadas da centrifuga e colocar na CSB.

Realizar os procedimentos de 11 a 17 dentro da CSB

Abrir as cacapas e acondicionar os tubos da centrifuga em uma estante. Desprezar o so-
brenadante de cada tubo de centrifuga em um recipiente a prova de respingos.

Adicionar, com uma pipeta Pasteur, trés gotas de dgua destilada estéril sobre o sedimento.
Fechar o tubo e agitar em agitador mecanico para ressuspender o sedimento.

Com uma pipeta Pasteur estéril, depositar duas gotas do sedimento na lamina e, com
a ponta da pipeta, preparar um esfregaco da baciloscopia concentrada de 1 x 2 cm, no
centro da lamina.

Observacao: ndo aquecer a lamina durante a preparacao do esfregaco. O aquecimento é
uma fonte importante de formacao de aerosséis no ambiente laboratorial e, além disso,
produz precipitados granulosos que prejudicam a coloracao e a deteccao do bacilo."

15.

16.
17.
18.

Colocar a lamina com o esfregaco voltado para cima, sobre a bancada da CSB forrada com
papel para secar.

Repetir os passos anteriores, até processar todos os esfregacos.
Deixar secar completamente todos os esfregacos a temperatura ambiente.

Colocar todas as laminas lado a lado, com esfregaco voltado para cima, em uma bandeja
forrada com papel-absorvente e transportar até a bancada onde elas serdo fixadas em
bico de Bunsen, conforme descrito no item 6.4 desse capitulo (procedimento realizado
fora da CSB).

ATENCAO: fixar o esfregaco somente quando as laminas estiverem completamente
secas, conforme descrito no item 6.4 desse capitulo.

19.

Realizar a limpeza, a descontaminac¢do da bancada e o descarte do material contaminado,
conforme descrito no capitulo 3.

6.3.3 Método de execucao do esfregaco para baciloscopia das amostras ap6s pro-

cesso de descontaminacao

Precaucgdes:

» realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranca como as BPL e o
uso de EPI adequados, conforme descrito no capitulo 3;

» realizar os procedimentos a seguir em CSB; e

» utilizar [dAminas sem prévio uso para evitar resultados falso-positivos.
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Equipamentos:

»

»

»

CSB;

centrifuga com cacapas com tampa de protecdo contra dispersdao de aerossois para
tubos de 15, 30 ou 50 ml;

agitador mecanico;
pipetador automatico ou manual;
crondbmetro; e

bico de Bunsen.

Insumos:

N

»

»

™

»

estante de metal para apoio das laminas;
lapis de grafite;

laminas de vidro para microscopia 26 x 76 mm, espessura de 1,2 mm a 1,4 mm e
com borda fosca;

pipeta Pasteur; e

saco plastico autoclavavel para acondicionamento dos materiais para descarte.

Procedimento de organizacao:

1.

Identificar a ldAmina com o nimero da amostra.

Realizar os procedimentos 2 a 4 dentro da CSB

2. Organizar as laminas de acordo com a ordenacao dos tubos de centrifuga.

3. Transferir para lamina, com pipeta Pasteur, duas gotas do fundo do tubo do sedimen-
to tratado. Estender de forma eliptica na lamina (Figura 11).

Figura 11 - Lamina corada com esfregaco realizado de forma eliptica

Fonte: Lacen/MG.

O



4. Deixar secar na CSB, em uma estante de metal, até que a lamina esteja completamente
seca (aproximadamente uma hora).

Realizar o procedimento 5 e 6 fora da CSB

5. Depois de secas, fixar as laminas, uma de cada vez, no bico de Bunsen, conforme descrito
no item 6.4, Figura 3.

6. Realizar a coloragdo pelo método de Ziehl-Neelsen, conforme item 6.5.1 desse capitulo.

6.3.4 Método de execucao do esfregaco para baciloscopia de cultura positiva liquida
Precaucgoes:

» realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranca como as BPL e 0
uso de EPI adequados, conforme descrito no capitulo 3;

» realizar os procedimentos a seguir em CSB; e

» utilizar [dminas sem uso prévio para evitar resultados falso-positivos.

Equipamentos:

» bico de Bunsen; e
»  CSB.

Reagentes:

» solucdo fixadora de leite desnatado com formol.

Insumos:

» estante de metal para apoio das laminas;
» lapis de grafite;

» laminas de vidro para microscopia 26 x 76 mm, espessura de 1,2 a 1,4 mm e com
borda fosca;

» pipeta Pasteur; e

» saco plastico autoclavavel para acondicionamento dos materiais para descarte.

Procedimento de organizacao:

1. Identificar a lamina com o namero da cultura positiva.

Realizar os procedimentos 2 a 5 dentro da CSB

2. Organizar as laminas de acordo com a ordenacdo dos tubos de cultura.
3. Aspirar do fundo do tubo as colonias sedimentadas com uma pipeta Pasteur de ponta fina.

4. Transferir duas gotas do sedimento para a lamina e adicionar duas gotas de solucao fixa-
dora de leite desnatado com formol (item F do Anexo B desse capitulo). Homogeneizar
com a ponta da pipeta e estender de forma eliptica sobre a lamina (Figura 11).

5. Colocar a ldamina com o esfregaco voltado para cima, em uma estante de metal e deixar
secar na cabine, por aproximadamente uma hora.

Realizar os procedimentos 6 e 7 fora da CSB



6. Depois de secas, fixar as laminas, uma de cada vez, no bico de Bunsen, conforme descrito
no item 6.4, Figura 12.

7. Realizar a coloracdo pelo método de Ziehl-Neelsen, conforme item 6.5.1 desse capitulo.

6.3.5 Método de execucao do esfregaco para baciloscopia de cultura positiva em
meio solido

Precaucbes:

» realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranca como as BPL e o
uso de EPI adequados, conforme descrito no capitulo 3;

» realizar os procedimentos a seguir em CSB; e

» utilizar [aminas sem prévio uso para evitar resultados falso-positivos.
Equipamentos:

» bico de Bunsen; e

»  CSB.
Reagentes:

» solucdo fixadora de leite desnatado com formol.

Insumos:

~

»  alca bacteriolégica descartavel ou palito de madeira estéril;
» estante de metal para apoio das laminas;
» lapis de grafite;

» laminas de vidro para microscopia 26 x 76 mm, espessura de 1,2 a 1,4 mm e com
borda fosca; e

»  saco plastico autoclavavel para acondicionamento dos materiais para descarte.

Procedimento de organizacao:

1. ldentificar cada lamina com o numero de cada uma das culturas positivas.

Realizar os procedimentos 2 a 5 dentro da CSB

2. Organizar as laminas de acordo com a ordenacdo dos tubos de cultura.

3. Transferir com alca bacteriolégica descartavel estéril ou palito de madeira estéril de duas a
trés colOnias para a lamina e adicionar duas gotas da soluc¢do fixadora de leite desnatado
com formol (item F do Anexo B desse capitulo).

4. Homogeneizar com a prépria alca ou palito e estender de forma eliptica na superficie da
[damina (Figura 11).

5. Colocar a lamina com o esfregaco voltado para cima, em uma estante de metal, e deixar
secar na cabine por aproximadamente uma hora.

Realizar os procedimentos 6 e 7 fora da CSB



6. Depois de secas, fixar as laminas, uma de cada vez, no bico de Bunsen, conforme descrito
no item 6.4, Figura 12.

7. Realizar a coloracdo pelo método de Ziehl-Neelsen, conforme item 6.5.1 desse capitulo.

6.4 Fixacao do esfregaco

Precaucbes:

» realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranca, tais como as
BPL e o uso de EPI adequados, conforme descrito no capitulo 3.

Equipamentos:

» bico de Bunsen.

Reagentes:

» solucdo de alcool a 70%);

» solucdo de NaClO a 1%; e

» a férmula e o preparo da solucdo de alcool a 70% e da solucdo de NaClO a 1%
estao descritos nos anexos do capitulo 3.

Insumos:

» papel-absorvente (papel de filtro ou papel-toalha) para forrar a bancada;
» bandeja de metal;

» ping¢a anatdmica com pelo menos 12 ¢m, ponta arredondada e internamente
serrilhada;

» recipiente com tampa contendo pedacos de gaze estéril;
» caixa de papelao rigido para descarte de materiais contaminados; e

» saco plastico autoclavavel para acondicionamento dos recipientes de descarte.

Procedimentos de organizacgao:

1. Forrar a bancada com papel-toalha ou outro que tenha capacidade de absorver respingos.
2. Providenciar e organizar, na bancada, os materiais necessarios para fixar o esfregaco.

Procedimentos de realizagao:

1. Retirar da bandeja cada lamina de uma vez, com a pin¢a anatdmica, com o esfregaco
voltado para cima e passar rapidamente, por trés vezes, sobre a chama do bico de
Bunsen, conforme Figura 12.
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Figura 12 - Fixacao do esfregaco

Fonte: Lacen/SC.

Devolver a lamina, com o esfregaco fixado, para a bandeja de metal.
Repetir os procedimentos 1 e 2 até fixar todos os esfregacos.

Transportar a bandeja de metal para a bancada onde as laminas serdo coradas.

P W N =

Descartar o papel que esta forrando a bancada de trabalho e fazer a descontamina-
¢do, conforme descrito no capitulo 3.

Observacao: depois de fixados, os esfregacos ficam aderidos as laminas e estdo prontos
para a coloracdo.

6.5 Métodos de coloracao

A parede celular das micobactérias, responsavel pela morfologia bacilar, tem em sua cons-
tituicdo quimica diversos lipidios, entre eles os dcidos micélicos. A ligacdao de alguns desses
lipidios com o corante fucsina gera complexos que sdo responsaveis pela caracteristica
tintorial de resisténcia a descolorag¢ao por solucdes alcool-acidas, apresentada pelas célu-
las bacterianas que sdao entdo designadas como bacilos BAAR.'

O método original de coloracdo usou “fucsina saturada” (Ehrlich) ou uma solucao de
fucsina contendo 0,75% de fucsina basica (Neelsen). Esse método utilizava uma solugao
com fucsina a 1% aquecida até a emissdao de vapores, descorado com acido sulfurico a
25%, além de uma coloracao de fundo com azul de metileno. Ao longo do tempo, muitas
variacdes tém sido desenvolvidas a partir desse método basico, sendo a mais utilizada a
que usa uma solucao de fucsina a 0,3%. O método de coloracdo a frio, usando um corante
de fucsina saturada (3%), é muitas vezes referenciado como o método de coloragao de
Kinyoun, embora a descricdo original incluisse uma etapa de digestao com hipoclorito.

A modificacdo de Gabbett combinou as solu¢des de descoloracao e coloracao de fundo,
reduzindo o procedimento para duas etapas, o que resultou em diminui¢ao na carga de

O



trabalho. Isso fez com que esse método se tornasse popular especialmente nos paises com
mao de obra de alto custo. O método de coloracdo de Tan Thiam Hok combinou a colora-
¢do primdaria a frio e saturada com a modificacdo de Gabbett e foi também amplamente
adaptada.™

Recentemente, foi desenvolvido um equipamento automatizado que utiliza a coloracédo
de Kinyoun. Porém, nao é recomendado por nao utilizar a colora¢do a quente, preconi-
zada pela OMS.

O método de coloracdo utilizado para corar os esfregacos que sao examinados pelo
microscépio de fluorescéncia requer solucdes de corantes diferentes. A auramina O é
sempre utilizada como corante primario, sozinha ou em combinacdo com a rodamina
para melhor diferenciacdo. Muitas variacdes existem para a colora¢do de fundo do es-
fregaco na microscopia de fluorescéncia: o permanganato de potdassio é normalmente
usado para fluorescéncia nao especifica, mas métodos sem coloracdo de fundo ou que
usem acridina laranja, tiazina vermelha ou azul de metileno sdao padronizados em alguns
paises. Recentemente, a tinta nanquim azul diluida tem sido usada, produzindo um bom
contraste sem que o fundo se apresente muito escuro, o que dificulta a manutencao do
foco como ocorre com o permanganato algumas vezes.™

Nesse Manual estao descritos dois métodos de colora¢do: o método de Ziehl-Neelsen e o
método da Fluorescéncia com auramina O.

6.5.1 Método de Ziehl-Neelsen

Varios métodos de coloracao tém sido desenvolvidos na microscopia para BAAR, mas nem
todos podem ser usados em uma rede nacional de laboratérios. A padronizac¢ao utilizando
um Unico método em todo Pais é crucial.

Precaucobes:

» realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranca, tais como as
BPL e o uso de EPIl adequados, conforme descrito no capitulo 3;

» seguir rigorosamente o que esta descrito no POP; e

» realizar CIQ.

Equipamentos:
» crondbmetro; e
» bancada com cuba de inox e agua corrente.

Observacao: para coloragao, pode ser utilizada uma cabine de exaustdao de gases ou um
exaustor na parede sobre a bancada com cuba de inox.

Reagentes:

» solucdo de alcool a 70%;

» alcool etilico comercial;

» fucsina fenicada a 0,3%;

» solucdo descorante de alcool-acido a 3%;

» azul de metileno a 0,3%; e



»

as féormulas e o preparo dos corantes e da solucdo descorante estdao descritos no
Anexo B desse capitulo. A férmula e o preparo da solucdo de alcool a 70% e da
solucao de NaClO a 1% estao descritos nos anexos do capitulo 3.

Insumos:

suporte para corar laminas;

dois frascos de vidro de 200 ml, cor ambar, tampa de vidro esmerilhada, tipo conta-
-gotas, para os corantes fucsina fenicada a 0,3% e azul de metileno a 0,3%;

um frasco de vidro de 200 ml, com tampa de vidro esmerilhada, tipo conta-gotas
para a solucao descorante de alcool-acido a 3%;

pinca anatdbmica com pelo menos 12 cm, ponta arredondada e internamente
serrilhada;

haste de metal com protec¢do contra aguecimento em uma das extremidades (para
suporte do algodao no aquecimento da fucsina);

estante para tubos de 16 mm x 150 mm para secar as laminas;

algodao hidroéfilo;

funil de vidro de haste curta de 50 a 80 mm de diametro para filtrar corantes;
papel de filtro de 15 cm de diametro;

caixa de fosforos; e

caixa de papelao rigido para descarte de materiais contaminados.

Procedimentos de organizacao:

1.

Providenciar e organizar, na bancada com cuba de inox, os materiais necessarios para
corar o esfregaco.

2. Organizar tudo de forma a assegurar um fluxo de trabalho l6gico e seguro.

Procedimentos de realizagao:

1.

4,

Colocar as laminas (no maximo 12 de cada vez) no suporte para corar com o esfregaco

voltado para cima, sem encostar umas nas outras, e de acordo com o nimero de ordem

de registro.

Forrar um funil de vidro com papel de filtro e filtrar a fucsina fenicada a 0,3% para dentro
do frasco conta-gotas. Filtrar apenas o volume suficiente para cobrir os esfregacos das
[daminas que vocé vai corar.

A fucsina também pode ser filtrada diretamente sobre as laminas a serem coradas, sem o

uso do frasco conta-gotas.

Cobrir com a fucsina filtrada todo o esfregaco de cada uma das laminas.

Observacao: é fundamental filtrar a fucsina, na hora do uso, para retirar os cristais que se
formam quando ela estd em repouso.

5.

Enrolar um chumaco de algodao na ponta de uma haste de metal com prote¢ao contra

aquecimento em uma das extremidades.

Umedecer o algodado com élcool etilico, cuidando para ndo escorrer na haste.

Colocar fogo no algoddo umedecido com alcool etilico.
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8. Passar a chama lentamente por debaixo das laminas até que ocorra a emissdo de vapores
visiveis, conforme Figura 13. Retirar imediatamente a chama para evitar que a fucsina ferva.

ATENCAO: também pode ser usado o bico de Bunsen para realizar o aquecimento das
laminas com fucsina, substituindo o algodao com alcool.

Figura 13 — Aquecimento da fucsina

Fonte: Lacen/SC.

9. Marcar o tempo de cinco minutos assim que ocorrer a primeira emissao de vapores,
e repetir o passo 8 mais duas vezes. Isso significa que, ao todo, deve-se passar trés
vezes a chama lentamente até a emissdo de vapores e essa operag¢ao deve durar cinco
minutos a contar da primeira emissao de vapor.

10. Inclinar cada uma das laminas e derramar a fucsina na pia.
11. Abrir devagar a torneira até obter um filete de dgua corrente para lavar as laminas.

12. Deixar o filete de agua cair em cima do numero de cada lamina, para que escorra
suavemente sobre o esfregaco até eliminar todo o corante, conforme Figura 14.

Figura 14 — Lavagem da fucsina em agua corrente

Fonte: Lacen/SC.



13. Lavar também o lado oposto ao esfregaco de cada lamina para eliminar a fucsina ali

depositada, e, se necessario, passar uma gaze para retirar a fuligem do fogo aderida ao
lado de baixo da lamina.

14. Colocar cada lamina novamente no suporte com o esfregaco voltado para cima.

15. Repetir os itens de 10 a 12 para todas as laminas que estdo com fucsina.

Descoloracao do esfregaco pelo Método de Ziehl-Neelsen:

1.

4,

Cobrir completamente cada ldamina com a solucdo descorante de alcool-acido a 3% e es-
perar um minuto.

Segurar cada lamina pela borda numerada, inclinar e derramar a solu¢do descorante na
pia.

Deixar o filete de agua corrente cair em cima do numero de cada lamina para que escorra
suavemente sobre o esfregaco e eliminar o alcool-acido.

ATENCAO: os procedimentos de 1 a 3 ndo devem ultrapassar trés minutos, conside-
rando os esfregacos de todas as laminas que estao sendo descoradas.

Verificar se os esfregacos foram descorados. Considera-se descorado o esfregaco que apre-
sentar coloracao esbranquicada ou levemente rosada.

Observacao:repetiropassode 1a3sealaminanadoseapresentardescoradaadequadamente.

5.

Repetir os itens de 2 a 4 para todas as laminas que estdo com a solucao descorante de
alcool-acido a 3%.

Coloracao de fundo pelo método de Ziehl-Neelsen:

1.

Forrar um funil de vidro com papel de filtro e filtrar o azul de metileno a 0,3% em um
frasco conta-gotas. Filtrar apenas o volume suficiente para cobrir o esfregaco das [aminas
que vao ser coradas. O azul de metileno também pode ser filtrado diretamente sobre as
[aminas a serem coradas, sem o uso do frasco conta-gotas.

Cobrir o esfregaco de cada uma das laminas com o azul de metileno ja filtrado.
Esperar um minuto.

Segurar, com uma pinca anatomica e pela borda numerada, e inclinar cada lamina
para derramar o azul de metileno na pia.

Deixar cair um filete de dgua corrente em cima do numero da lamina, para que escor-
ra suavemente sobre o esfregaco até eliminar todo o azul de metileno.

Girar cada lamina e lavar também o lado oposto ao esfregaco para eliminar o azul de
metileno depositado ali. Passar uma gaze para retirar corantes aderidos ao lado de
baixo da lamina.

Colocar cada uma das laminas em pé, para secar em uma estante de tubos. Essa estan-
te deve estar forrada com papel-absorvente, de preferéncia papel de filtro, conforme
Figura 15.



Figura 15 — Estante para secar as laminas e laminas coradas

Fonte: Lacen/SC.

ATENCAO: a estante com as laminas deve ficar ao abrigo da luz solar. Quando as lami-
nas estiverem secas, proceder a leitura microscépica e a interpretacao dos resultados,
conforme descrito no item 6.6 desse capitulo.

6.5.2 Método da fluorescéncia com auramina O
Precaucbes:

» realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranca, tais como as
BPL e o uso de EPI adequados, conforme descrito no capitulo 3;

»  seguir rigorosamente o que esta descrito no POP;
» realizar o CIQ; e
» lembrar que o esfregac¢o a ser corado por esse método deve ser mais delgado do

que aquele utilizado no método de Ziehl-Neelsen.

Equipamentos:
» crondmetro; e
» bancada com cuba de inox e agua corrente.

Observacao: para coloracgao, pode ser utilizada uma cabine de exaustao de gases sobre a
bancada com cuba de inox.

Reagentes:

» agua destilada ou deionizada;

» solucdo de alcool a 70%);

» solucdo de auramina fenicada;

» solucdo descorante de alcool-acido a 1%; e

» solucdo de permanganato de potassio.



As formulas e o preparo dos corantes e da solu¢do descorante estao descritos no Anexo B
desse capitulo. A férmula e o preparo da solucao de alcool a 70% e da solucao de NaClO
a 1% estao descritos nos anexos do capitulo 3.

Insumos:

» suporte para corar laminas;

» dois frascos de vidro de 200 ml, cor ambar, tampa de vidro esmerilhada, tipo conta-
-gotas, para a solucdo de auramina fenicada, solu¢ao de permanganato de potassio;

» um frasco de vidro de 200 ml, com tampa de vidro esmerilhada, tipo conta-gotas
para a solucdo descorante de alcool-acido a 1%;

» pinga anatdmica com pelo menos 12 ¢m, ponta arredondada e internamente
serrilhada;

» estante para tubos de 16 mm x 150 mm para secar as laminas;
» algodao hidroéfilo; e

» caixa de papelao rigido para descarte de materiais contaminados.

Procedimentos de organizacao:

1.

o v &M W N

3.

Providenciar e organizar, na bancada com cuba de inox, os materiais necessarios para
corar o esfregaco.

Organizar tudo de forma a assegurar um fluxo de trabalho légico e seguro.

Procedimentos de realizacao:

Colocar as laminas (no maximo 12 de cada vez’) com o esfregago voltado para cima, sem
encostar umas nas outras, e de acordo com o numero de ordem de registro no suporte
para corar.

Cobrir com a solucdo de auramina fenicada todo o esfrega¢o de cada uma das laminas.
Marcar o tempo de 20 minutos.

Inclinar cada uma das laminas e derramar a solucdo de auramina fenicada na pia.
Colocar cada lamina novamente no suporte com o esfregaco voltado para cima.

Repetir os itens de 4 a 5 para todas as laminas que estdo com a solu¢do de auramina fenicada.

Descoloracao do esfregaco pelo método da fluorescéncia com auramina O:

Cobrir completamente cada lamina com a solu¢do descorante de alcool-acido a 1% e es-
perar dois minutos.

Segurar cada lamina pela borda numerada, inclinar e derramar a solu¢do descorante de
alcool-acido na pia.

ATENCAO: os procedimentos de 1 a 2 ndo devem ultrapassar trés minutos, conside-
rando os esfregacos de todas as laminas que estao sendo descoradas.

Deixar o filete de dgua destilada ou deionizada cair em cima do nimero de cada lami-
na para que escorra suavemente sobre o esfregaco e eliminar a solucdo descorante de
alcool-acido.



4. Colocar cada lamina novamente no suporte com o esfregaco voltado para cima.

5. Repetir os itens de 2 a 4 para todas as [daminas que estdo com a solucdo descorante de
alcool-acido.

Coloracao de fundo pelo método da fluorescéncia com auramina O:

1. Cobrir o esfregaco de cada uma das ldaminas com a solu¢do de permanganato de potéssio.
Esperar um minuto.

2. Segurar, com uma pinca anatoémica e pela borda numerada, cada lamina e inclina-las para
derramar a solucdo de permanganato de potassio na pia.

3. Deixar cair um filete de dgua destilada ou deionizada em cima do niUmero da lamina para
gue escorra suavemente sobre o esfregago até eliminar toda a solu¢do de permanganato
de potassio.

4. Girar cada lamina e lavar também o lado oposto ao esfregaco para eliminar a solucdo de
permanganato de potassio ali depositado.

5. Colocar cada uma das laminas em pé para secar em uma estante de tubos, que devera
estar forrada com papel-absorvente, de preferéncia papel de filtro.

ATENCAO: a estante com as laminas deve ficar ao abrigo da luz solar. Quando as lami-
nas estiverem secas, proceder a leitura microscopica e a interpretacao dos resultados,
conforme descrito no item 6.6 desse capitulo.

6.6 Leitura e interpretacao dos resultados

A técnica a ser utilizada na leitura das baciloscopias deve ser selecionada em func¢do do
tipo de amostra clinica, método de execucado do esfregaco e método de coloracao. Para
a leitura de todas as baciloscopias, devem ser lidos no minimo cem campos Uteis de mi-
croscopico, ou seja, aqueles campos nos quais se observam elementos celulares de origem
pulmonar (leucécitos, fibras mucosas e células ciliares). Os campos em que nao aparecem
esses elementos nao devem ser contabilizados na leitura.

Para a baciloscopia realizada com escarro espontaneo distendido diretamente sobre a
lamina ou escarro apo6s concentracao e corado pelo método de Ziehl-Neelsen, a leitura e
a interpretacao dos resultados devem ser realizadas conforme padroniza¢dao do MS e da
OMS. O esfregaco deve ser feito no centro da lamina, de forma a ocupar um espago de 2
cm x 1 cm, com uma area de 200 mm?, o que equivale a aproximadamente 10 mil campos
microscépicos.”

Os critérios para leitura e interpretacao dos resultados da baciloscopia realizada com
escarro espontaneo, distendido e corado pelo método de Ziehl-Neelsen, estdo descritos
no Quadro 8. "

No caso de baciloscopias a partir de outras amostras clinicas, ap6s concentra¢ao ou nao,
o esfregago deve ser oval, com extensdo também de aproximadamente 2cm x 1 cm, e a
leitura realizada em toda a extenséo.



Quadro 8 — Critérios para leitura e interpretacao dos resultados da baciloscopia de escarro, apos
concentracao ou nao, corada pelo método de Ziehl-Neelsen ou por auramina O

LEITURA RESULTADO

Nao sdo encontrados BAAR em 100 campos Relata-se o resultado como NEGATIVO
Sao encontrados de 1 a 9 BAAR, em 100 campos Relata-se a quantidade de BAAR encontrada
Sao encontrados de 10 a 99 BAAR, em 100 campos Relata-se o resultado como POSITIVO +

Sdo encontrados em média de 1 a 10 BAAR por campo,

L Relata-se o resultado como POSITIVO ++
nos primeiros 50 campos observados

Sdo encontrados em média mais de 10 BAAR por

. Relata-se o resultado como POSITIVO +++
campo, nos primeiros 20 campos observados

Fonte: Brasil, 2001.
BAAR: Bacilo Alcool-Acido Resistente

Os critérios para leitura e interpretacao dos resultados da baciloscopia de outras amostras
clinicas, ap6s concentra¢ao ou nao, estao descritos no Quadro 9.

No caso de microscopia de fluorescéncia, os esfregacos devem obedecer aos mesmos cri-
térios descritos para a coloracao de Ziehl-Neelsen, e a leitura deve ser realizada em toda
a extensao, sem imersdao, com a objetiva de 40x."

Quadro 9 - Critérios para leitura e interpretacao dos resultados da baciloscopia a partir de
outras amostras clinicas, apds concentracao ou nao

LEITURA RESULTADO

N&o sdo encontrados BAAR no material

. Relata-se o resultado como NEGATIVO
examinado

Sao encontrados BAAR em qualquer quantidade

. . Relata-se o resultado como POSITIVO
no material examinado

Fonte: Brasil, 2001.
BAAR: Bacilo Alcool-Acido Resistente

6.6.1 Leitura e interpretacao dos resultados da baciloscopia direta do escarro espon-
taneo ou do escarro ap6s concentracao corada pelo método de Ziehl-Neelsen

Precaucgoes:

» limpar a lente de imersao apos a leitura de cada esfregaco positivo;

» usar um microscopio que esteja em boas condi¢des, conforme descrito no capitulo
13;

» cuidar para o frasco conta-gotas ndo tocar no esfregaco. A ponta do conta-gotas
pode carregar bacilos de uma lamina positiva para uma lamina negativa;

» seguir a ordem crescente de numeracao das laminas para leitura;

» verificar sempre se os resultados positivos estdo aparecendo de forma consecutiva
—isso pode ser indicio de que se esta transferindo bacilos nos processos de prepara-
¢ao, coloracdo e leitura das baciloscopias; e



» realizar uma analise semanal e mensal dos resultados da baciloscopia para verificar
a porcentagem de resultados positivos. Caso os resultados se diferenciem comple-
tamente do normal, realizar uma investigacao para determinar as causas.

Equipamentos:

» microscépio binocular, com condensador de campo claro, com lampada de halogé-
nio ocular 10x (campo amplo) e objetiva de 10x, 40x acromatica e de imersao de
100x planacromatica com mola.

Reagente:

» Oleo de imersdo; e

» solucao de alcool a 70%.

Insumos:

» caixa porta-lamina, de plastico, com tampa, cuja capacidade seja de 50 laminas;

» caixa de papelao rigido para descarte de materiais contaminados;

» papel-absorvente para limpar as lentes do microscépio;

» etiqueta, fita crepe e fita adesiva;

» gaze;

» caneta esferografica azul e vermelha;

» lapis de grafite;

» papel quadriculado para registro dos resultados; e

» "“registro de baciloscopia” e/ou “registro de cultura em meio sélido e teste de

sensibilidade.”

Procedimentos de organizacao:

1. Providenciar e organizar a bancada com o microscépio e os materiais necessarios para
realizar a leitura da baciloscopia.

2. Organizar tudo de forma a assegurar um fluxo de trabalho légico e seguro.

Procedimentos de realiza¢ao:
1. A leitura deve ser feita da esquerda para a direita.

2. Registrar, no formulario com papel quadriculado de registro de leitura, o numero da
[amina e se é para diagnostico ou controle, conforme Figura 16.



Figura 16 — Formulario de registro de leitura

Lahoratoria;
Diagndstico:
Lamina n2; Controle;

N2 de Bacilas:
N2 de Campos:
Resultadosfecruzes:

Fonte: adaptado de BRASIL, 2001.

3. Pingar uma gota de 6leo de imersdo, préximo ao numero e no centro da lamina, sem
tocar no esfregaco com o conta-gotas para evitar transferir material de uma lamina
para outra, conforme Figura 17.

Figura 17 — Adicao de 6leo de imersao em lamina de baciloscopia corada

Fonte: Lacen/SC.

4. Colocar a lamina na platina do microscépio.

Girar o canhao do microscépio até que a lente objetiva de 10x esteja sobre a lamina,
para entdo focar a imagem com os botdes macro e micrémetro.

6. Ajustar a distancia entre as lentes oculares de acordo com a distancia entre seus olhos,
de modo a enxergar apenas uma imagem.

7. Girar o botdo para ajustar a altura do condensador e abrir o diafragma para obter
uma boa luminosidade.



6 BACILOSCOPIA

8. Trocar a objetiva de 10x pela objetiva de imersao (100x), imergindo-a no 6leo.
9. Aproximar a objetiva de 100x lentamente para ndao quebrar a lamina.

10. Ajustar o foco com o botdao micrométrico até que a imagem fique nitida. Durante
toda a leitura, ajustar o foco apenas com esse botao.

11. Dividir mentalmente o campo microscépico que estd visualizando em quatro quadran-
tes, utilizando os numeros 12, 3, 6 e 9, como no mostrador de um relégio, conforme
Figura 18.

Figura 18 — Campo microscépico

Fonte: CGLAB/Daevs/SVS/MS.

12. Iniciar a leitura pelo quadrante superior direito, entre os nimeros 12 e 3. Utilizar o botao
micrométrico para verificar a presenca de BAAR na superficie e em profundidade. Contar
os bacilos, caso sejam visualizados.

13. Continuar a leitura dos outros quadrantes no sentido dos ponteiros do relégio.

14. Contar os bacilos presentes em todos os quatro quadrantes e anotar no papel quadricula-
do o numero total de bacilos que foram encontrados nesse campo.

Observacao: para separar um campo microscépico do préximo, sem que fique sobreposto,
usar como referéncia um elemento celular no numero 3 do relégio. Qualquer elemento
observado nesse ponto — uma célula, uma fibra, um bacilo — devera ficar imediatamente
anterior ao numero 9 do campo seguinte.

15. Repetir os itens 11 e 12 até completar 20 campos, seguindo os mesmos procedimentos.
16. Somar os resultados dos 20 campos e calcular a média.

17. Analisar a média obtida para os resultados nos 20 primeiros campos observados, conside-
rando as seguintes possibilidades:

a. se a média for de mais de 10 BAAR por campo, encerrar a leitura. Essa amostra é
positiva +++; e

b. se a média for inferior ou igual a 10 BAAR por campo ou nao contiver BAAR, continu-
ar a leitura até completar 50 campos.

18. Fazer a leitura e anotar os resultados até completar 50 campos, seguindo os mesmos
procedimentos.



19.
20.

21.

22.

23.
24.
25.

26.

Somar os resultados dos 50 campos e calcular a média.

Analisar a média obtida para os resultados dos 50 campos observados, considerando as
seguintes possibilidades:

a. se a média obtida for de 1 a 10 BAAR por campo, encerrar a leitura. Essa amostra é
positiva ++; e

b. se a média obtida for inferior a 1 BAAR por campo ou nao contiver BAAR, continuar
a leitura até completar 100 campos.

Fazer a leitura e anotar os resultados até completar 100 campos, seguindo os mesmos
procedimentos.

Somar e analisar os resultados dos 100 campos considerando as seguintes possibilidades:

a. se for encontrado um total de 10 a 99 BAAR nos 100 campos examinados, encerrar a
leitura. Essa amostra é positiva +; e

b. se for encontrado um total de 1 a 9 BAAR nos 100 campos examinados, relatar o
numero exato de BAAR encontrados.

Se ndo forem encontrados BAAR, nos 100 campos observados, essa amostra é negativa.
Repetir os procedimentos a partir do item 2 para cada uma das laminas a serem lidas.

Apo6s a leitura das laminas, descartar os potes que foram guardados na geladeira depois
de confeccionados os esfregacgos, de acordo com o capitulo 3.

Limpar o microscépio conforme descrito no capitulo 13.

6.6.2 Leitura e interpretacao dos resultados da baciloscopia de outras amostras

clinicas, apés concentracao ou nao

Precaucoes:

» apresentadas no item 6.6.1 desse capitulo.

Equipamentos:

» microscépio binocular, com condensador de campo claro, com lampada de halogé-
nio ocular 10x (campo amplo) e objetiva de 10x, 40x acromatica e de imersao de
100x planacromatica com mola.

Reagente:

» Oleo de imersdo; e

» solucdo de alcool a 70%.

Insumos:

» caixa de papelao rigido para descarte de materiais contaminados;
» papel-absorvente para limpar as lentes do microscépio;

» gaze;

» caneta esferografica azul e vermelha;

» lapis de grafite; e



»  "“registro de baciloscopia” e/ou “registro de cultura em meio sélido e teste de sen-
sibilidade”, modelo de registro nos capitulos correspondentes deste manual.

Procedimentos de organizacao:

1. Providenciar e organizar a bancada com o microscépio e os materiais necessarios para
realizar a leitura da baciloscopia.

2. Organizar tudo de forma a assegurar um fluxo de trabalho légico e seguro.

Procedimentos de realizagao:

1. Pingar uma gota de 6leo de imersdo, sem tocar no esfregaco com o conta-gotas, para
evitar transferir material de uma lamina para outra, conforme Figura 17.

2. Colocar a lamina na platina do microscépio.

3. Girar o canhdo do microscépio até que a lente objetiva de 10x esteja sobre a lamina, entao
focar a imagem com os botdes macro e micrémetro.

4. Ajustar a distancia entre as lentes oculares de acordo com a distancia entre seus olhos, de
modo a enxergar apenas uma imagem.

5. Girar o botdo para ajustar a altura do condensador e abrir o diafragma para obter uma
boa luminosidade.

6. Trocar a objetiva de 10x pela objetiva de imersdo (100x), imergindo-a no éleo.
7. Aproximar a objetiva de 100x lentamente para ndo quebrar a lamina.

8. Ajustar o foco com o botdo micrométrico até que a imagem fique nitida. Durante toda a
leitura ajustar o foco apenas com esse botdo.

9. Dividir mentalmente o campo microscépico que esta visualizando em quatro quadrantes,
utilizando os numeros 12, 3, 6 e 9, como no mostrador de um relégio, conforme Figura 18.

10. Iniciar a leitura pelo quadrante superior direito, entre os niumeros 12 e 3. Utilizar o botado
micrométrico para verificar a presenca de BAAR na superficie e em profundidade.

11. Continuar a leitura dos outros quadrantes no sentido dos ponteiros do relégio.

Observacao: para separar um campo microscopico do préoximo, sem que fique sobreposto,
usar como referéncia um elemento celular no numero 3 do relégio. Qualquer elemento
observado nesse ponto — uma célula, uma fibra, um bacilo — devera ficar imediatamente
anterior ao numero 9 do campo seguinte.

12. Repetir os itens 10 e 11 até encontrar BAAR ou até examinar todo o esfregaco.
13. Analisar os resultados considerando as seguintes possibilidades:

a. se forem encontrados BAAR, em quaisquer quantidades, encerrar a leitura. Essa amos-
tra é positiva; e

b. Se nao for encontrado BAAR, no material examinado, essa amostra é negativa.
14. Repetir os procedimentos 1 a 13 para cada uma das laminas a serem lidas.

15. Apos a leitura das laminas, descartar os potes que foram guardados na geladeira depois
de confeccionados os esfregacos, de acordo com o capitulo 3.

16. Limpar o microscépio conforme descrito no capitulo 13.



6.7 Reqistro dos resultados

Transcrever o resultado encontrado na leitura baciloscépica para o formuléario “Solicitacao
e resultado de exame — Baciloscopia” correspondente, para “Registro de baciloscopia”
e/ou "Registro de cultura em meio soélido e teste de sensibilidade” e para o sistema de
informacao GAL.

6.7.1 Registro dos resultados da baciloscopia direta do escarro espontaneo ou do
escarro apos concentracao, corada pelo método de Ziehl-Neelsen

»  Transcrever os resultados dos papéis quadriculados para o formulario “Solicitacao
e resultado de exame - Baciloscopia” dos pacientes. O modelo de formulario é
apresentado no Capitulo 5.

» Registrar o resultado de cada paciente no sistema de informacao GAL e no “Registro
de baciloscopia” e/ou “Registro de cultura em meio sélido e teste de sensibilidade.”

» Assinar e enviar o formulario “Solicitacdo e resultado de exame - Baciloscopia”
para a unidade solicitante.

»  Arquivar os papéis quadriculados com resultados por, no minimo, seis meses, como
referéncia para o AEQ.

Procedimentos a serem realizados com as laminas aps leitura:

» limpar as laminas, depois de lidas, pressionando levemente o esfregaco com pape-
I-absorvente, cuidando para ndo remover o esfregaco;

» conservar por um periodo minimo de seis meses, em temperatura ambiente, todas
as laminas examinadas, inclusive as [aminas coradas pelo método da fluorescéncia
com auramina O, independentemente do resultado. As [aminas devem ser conser-
vadas com a numeracgao original e em ordem numérica;

» colocar em uma caixa porta-laminas, identificada com o simbolo de risco biolégico,
0 més e os nomes do laboratério e do municipio. Se ndo houver a caixa especial,
envolver as laminas individualmente em papel suave. Depois, fazer pacotes com 50
laminas com papel de embrulho e identificar os pacotes da forma relatada, confor-
me descrito no item 6.8; e

» durante esse periodo, o Lacen ou LR podera solicitar que as laminas sejam enviadas
com a cépia das folhas do “Registro de baciloscopia” e/ou “Registro de cultura
em meio sélido e teste de sensibilidade”, que contém o numero de ordem e os
resultados das [aminas examinadas durante o periodo a ser controlado para o AEQ,
conforme descrito no item 6.8.

6.7.2 Registro dos resultados da baciloscopia de outras amostras clinicas, apos
concentracao ou nhao

» Transcrever os resultados encontrados para o formulario “Solicitacdo e resultado
de exame - Baciloscopia” dos pacientes. O formulario é apresentado no capitulo 5.

»  Registrar o resultado no sistema de informacdo GAL e no Registro de baciloscopia
e/ou Registro de cultura em meio sélido e teste de sensibilidade.



» Assinar e liberar o formulario “Solicitacdo e resultado de exame — Baciloscopia”
para ser enviado a unidade solicitante.

» Descartar as laminas conforme descrito no capitulo 3.

6.8 Controle de qualidade

O CQ da baciloscopia tem o intuito de identificar os erros mais frequentes, descrever os
procedimentos e controles que minimizam a probabilidade de produzir falsos resultados
ou baixos rendimentos do método e elevar a qualidade do diagnéstico.

6.8.1 Controle interno da qualidade da baciloscopia '3
ClQ dos insumos

A qualidade da baciloscopia esta também relacionada ao controle de estoque. Esse contro-
le deve garantir a disponibilidade de todo o material de consumo necessario a execucao
dos exames e monitorar o aspecto fisico e prazo de validade dos reagentes, dos corantes
e de outros materiais, para evitar desperdicios.

Agua

Em alguns locais, a 4gua corrente, mesmo deionizada, pode estar contaminada com mico-
bactérias ambientais, que podem gerar resultados falso-positivos. Se a 4gua da torneira ou
a agua purificada aparecer turva ou suja, deve ser feita uma investigacdo microbiolégica
buscando a presenca de micobactérias ambientais.

Nos anexos desse Capitulo é apresentado um modelo de registro para o CIQ da agua
utilizada no laboratério.

1. Procedimentos para deteccdo de microrganismos alcool-acido resistentes na dgua:
a. centrifugar 200 a 250 ml da agua em multiplos tubos;
b. fazer um esfregaco com uma mistura dos sedimentos; e

c. fixar, corar pelo Método de Ziehl-Neelsen e realizar a leitura do esfregaco, conforme
descrito nos itens 6.4, 6.5 e 6.6 desse capitulo.

ATENCAO: as formulas e o modo de preparo dos corantes e reagentes utilizados no
Método de Ziehl-Neelsen, assim como os formularios para o controle da preparacao
dos corantes e reagentes, estao descritos nos anexos desse capitulo.

d. Resultado:
i. presenca de microrganismos alcool-acido resistentes: CIQ ndo aprovado:

1. acdo corretiva: investigar a causa da contaminacdo. Registrar o resultado do
ClQ da agua no formulario adequado.

i. auséncia de microrganismos alcool-acido resistentes: CIQ aprovado:
1. acao: registrar o resultado do CIQ da dgua no formulario adequado.
2. Procedimento para isolamento de micobactérias na dgua:

a. filtrar 1 L da agua por meio de um filtro membrana estéril com poros de 0,22 pm;



b. cortar o filtro em tiras com bisturi estéril;
c. colocar a tira em um meio de cultura em Lowenstein-Jensen (LJ); e
d. registrar, incubar e realizar a leitura da cultura conforme descrito no capitulo 7.

ATENCAO: as formulas e o modo de preparo dos meios de cultura e reagentes para a
cultura das tiras do filtro, assim como os formularios para o controle da preparacao
desses meios de cultura e reagentes, estao descritos nos anexos do capitulo 7.

e. Resultado:
i. cultura negativa: CIQ aprovado:

1. acdo: registrar o resultado do CIQ da agua no formulario adequado. Descartar
os tubos de cultura conforme descrito no capitulo 3 desse Manual.

i. cultura positiva: CIQ nao aprovado:

1. acdo corretiva: investigar a causa da contaminacdo. Descartar os tubos de cul-
tura conforme descrito no Capitulo 3 desse manual.

Corantes

Verificar a qualidade dos corantes toda vez que produzir um lote e, quando estiver em
uso, conferi-lo pelo menos uma vez por semana. O CIQ do lote dos corantes consiste em
corar um esfregaco preparado e fixado com uma amostra de resultado conhecido positivo
e outro com uma amostra negativa. Esses esfregacos podem ser preparados no laboratério
a partir de amostras tratadas com dez gotas de fenol a 5% durante uma hora. Os esfre-
gacos devem ser conservados ao abrigo do calor e da umidade, em caixas porta-laminas.
A validade dos corantes é de seis meses.

1.

Procedimentos para o preparo de laminas que servirdo como CIQ positivo e negativo dos
corantes e da coloracdo:

a. selecionar amostras de escarro da sua rotina com resultados conhecidos de acordo
com os seguintes critérios:

i. ClQ positivo: amostras com resultado positivo ++ ou +++ para BAAR; e
i. ClQ negativo: amostras negativas para BAAR.

Os esfregacos para o CIQ da baciloscopia devem ser realizados de acordo com os seguintes
procedimentos:

a. identificar varias laminas como CIQ positivo e varias como ClQ negativo;
b. preparar e fixar os esfregacos;

c. colocar e conservar os esfregacos para CIQ em uma caixa porta-laminas plastica, e
identifica-la com uma etiqueta com os seguintes dados:

i. ClQ positivos e negativos, data de preparacdo, prazo de validade (trés meses) e
simbolo de risco bioldgico. Conservar em lugar fresco e ao abrigo da luz.

Procedimentos de leitura dos esfregacos do CIQ:
a. ler o ClQ positivo e o negativo, conforme descrito no item 6.6 desse capitulo;

b. interpretar os resultados dos CIQ, de acordo com as seguintes possibilidades:



i. ClQ positivo apresentou presenca de BAAR corados de vermelho e o CIQ negativo
nao apresentou presenca de BAAR, como o esperado. Nesse caso, o lote de coran-
tes esta validado; e

ii. CIQ positivo ou negativo apresentou resultado diferente do esperado. Nesse caso,
todo o lote esta invalidado e deve ser descartado.
Laminas
Devem ser sem uso, limpas e desengorduradas, conforme descrito nesse capitulo.
Equipamentos

Os equipamentos devem ser utilizados de acordo com as recomendacdes do fabricante,
a fim de ampliar a sua vida util. Devem, também, ser monitorados pelo usuério para
assegurar a precisao requerida para a analise, conforme descrito no capitulo 13.

6.8.2 Controle interno da qualidade dos procedimentos técnicos da baciloscopia

Recomenda-se a realizacao do controle diario dos procedimentos técnicos, levando-se
em conta os detalhes que mais frequentemente podem ser as causas de problemas na
execucao técnica. No Quadro 10 sdo apresentadas as causas mais comuns de erros, as
provaveis consequéncias e as medidas preventivas a serem tomadas.

Quadro 10 - Causas mais comuns de erros na baciloscopia, provaveis consequéncias e
medidas preventivas/corretivas

PROVAVEIS

CAUSAS DE ERROS MEDIDAS PREVENTIVAS

CONSEQUENCIAS

Fornecer gratuitamente pote
Resultado falso-positivo descartavel. Jamais reutilizar os potes
de coleta

Reutiliza¢do de potes de amostra
(residuo de escarro positivo)

Coleta inadequada da amostra
para diagnostico: quantidade Resultado falso-negativo
muito pequena ou saliva

Orientar adequadamente o paciente
para coletar a amostra

Amostras em temperatura
ambiente por mais de 24 horas;
mantidas refrigeradas por mais de
sete dias; e/ou exposta a luz solar

Seguir rigorosamente as orientagdes e
Resultado falso-negativo  os tempos para armazenar, conservar e
enviar a amostra

Identificacdo da amostra: nome
incompleto ou ilegivel ou nome e
Nn.° na tampa do pote

Escrever com letra legivel o nome
completo do paciente e o n.° da
amostra no corpo do pote

Troca de amostra e de
resultados dos pacientes

Utilizar laminas sem uso,

Laminas com arranhdes e/ou " -
Resultado falso-positivo desengorduradas e sem arranhdes.

residuos . . N

Jamais reutilizar 1aminas
Preparo de esfregacos com pouca Manter a drea bem iluminada e
iluminacdo; muitas amostras Troca de amostra e de preparar no maximo 12 esfregacgos de
ao mesmo tempo; e/ou lamina resultados dos pacientes cada vez. Conferir o n.° da lamina e da
colocada longe da amostra amostra
Utilizacdo da por¢do ndo Utilizar a porcdo mais purulenta do
purulenta do escarro; esfregaco Resultado falso-negativo  escarro; colocar quantidade adequada
com pouca amostra de amostra para preparar o esfregaco

continua

O



conclusao

PROVAVEIS
AUSAS DE ERR a MEDIDAS PREVENTIVA

CAUSAS 05 CONSEQUENCIAS > >
Aquecimento excessivo na
fixacdo; tempo menor de Seguir rigorosamente os tempos
aquecimento da fucsina; Resultado falso-negativo indicados nos procedimentos; fazer
descoloragao excessiva; corantes controle de qualidade
improprios para uso
Fucsina sem filtrar; aquecimento Resultado falso-positivo . .

. . . Filtrar os corantes na hora do uso;
demasiado do esfregaco na (cristais de fucsina sequir ridorosamente os procedimentos
coloragéo confundidos com BAAR) 9 9 P

Resultado falso-positivo
Descoloragdo insuficiente do (bacilos saprofitos Seguir rigorosamente os
esfregaco corados de vermelho procedimentos

confundidos com BAAR)

Limpar a lente de imersdo apés a
leitura de cada esfregaco positivo.
Cuidar para que o frasco conta-gotas
nao toque no esfregaco

Lente de imersdo ou frasco conta-  Resultado falso-positivo
gotas do 6leo com residuos de (visualizacao de bacilos
esfregaco positivo de outros esfregacos)

Sobreposicado e diminuicdo do
numero de campos lidos

Ler de forma padronizada, seguindo

Resultado falso-negativo . )
rigorosamente os procedimentos

Microscopio sem condi¢des
adequadas de uso/manutencao;
presenca de fungos nas lentes
(embagamento)

Providenciar manutencao preventiva
Resultado falso-negativo ~ semestral. Limpar o microscopio
diariamente

Fonte: BRASIL, 2001.
BAAR: Bacilo Alcool-Acido Resistente.

Realizar diariamente a coloracdo de uma lamina com esfregaco CIQ positivo e uma com
ClQ negativo, com os esfregacos das amostras da rotina, conforme descrito no item 6.5
desse capitulo.

1. Procedimentos de leitura dos CIQ da coloracao:

a. ler o CIQ positivo e o negativo, conforme descrito no item 6.6 desse Capitulo, antes de
ler as laminas dos pacientes;

b. interpretar os resultados dos CIQ, de acordo com as seguintes possibilidades:

i. ClQ positivo apresentou presenca de BAAR corados de vermelho e o CIQ negativo
ndo apresentou presenca de BAAR, como o esperado. Nesse caso, a rotina esté vali-
dada e pode-se realizar a leitura das laminas dos pacientes e liberar os resultados; e

ii. CIQ positivo ou negativo apresentou resultado diferente do esperado. Nesse caso,
toda a rotina esta invalidada e sera preciso fazer novamente a baciloscopia de
todas as amostras e analisar quais as possiveis causas de erro (ver Quadro 10).

c. Recomenda-se que, nos laboratérios que possuam mais de um técnico, todas as la-
minas positivas no dia de sua execuc¢do sejam revisadas pelo outro técnico, a fim de
minimizar os erros oriundos do processo de leitura ou registro de resultado do exame.

6.9 Avaliacao externa da qualidade da baciloscopia14

Trata-se de um processo que permite que os laboratérios participantes avaliem suas capacida-
des técnicas, por meio da comparacao dos resultados dos seus exames aos de outros, dentro de
uma rede hierarquizada de laboratérios. Esse processo pode ser constituido de trés mecanismos:

O



1. Teste de Proficiéncia (TP) executado por meio de exame de painéis contendo esfregacos
de escarro.

2. Releitura dos esfregagos realizados nos LL pelo laboratério de referéncia.

3. Visita técnica aos laboratérios participantes.

6.9.1 Teste de proficiéncia — TP'3'415

O TP proporciona aos laboratérios participantes meios objetivos de demonstrar a confia-
bilidade de seus dados por meio da comparacao de resultados com outros laboratérios
semelhantes.

O TP consiste:

» no envio, pelo laboratério de referéncia, de um painel contendo dez laminas com
esfregaco de escarro, corados pelo método de Ziehl-Neelsen para os laboratérios
participantes;

» na analise e no encaminhamento dos resultados das laminas pelo laboratério par-
ticipante para o laboratério de referéncia;

» nacomparacdo e na analise dos resultados do laboratério participante com os re-
sultados previamente conhecidos; e

» no envio, pelo laboratério de referéncia ao laboratério participante, de um relato-
rio com o desempenho na analise das laminas do laboratério participante.

» A participacao dos laboratérios devera ser formalizada e o processo de formaliza-
¢ao devera ser constituido de:

» oficio-convite elaborado pelo laboratério de referéncia dirigido aos responsaveis
dos laboratérios participantes do programa. Um modelo de oficio é apresentado
nos anexos dese capitulo.

» formuléario de participacdo do laboratério na AEQ, modelo de formuléario é apre-
sentado nos anexos desse capitulo;

» oficio informativo do envio do painel com as caracteristicas éticas e técnicas da
AEQ. Um modelo de oficio é apresentado nos anexos desse capitulo;

» formulario de recebimento do material e identificacdo do profissional Participante
do AEQ. O modelo de formulario é apresentado nos anexos desse capitulo; e

» formuldrio para envio dos resultados. O modelo de formulario é apresentado nos
anexos desse capitulo.

6.9.2 Releitura de laminas

E uma atividade orientadora e educacional, exercida por profissionais com reconhecida
experiéncia, cujo objetivo é melhorar a qualidade do trabalho e promover o desenvolvi-
mento profissional.

O AEQ consiste no envio de laminas ja lidas nos LL para os LRR ou LRN para releitura e
subsequente analise estatistica, buscando determinar variacdes e discordancias. A releitu-
ra é feita sem que o profissional avaliador conheca o resultado da baciloscopia fornecido
pelo laboratério participante.



Também se recomenda a avalia¢do da qualidade do esfregaco, da coloracdo e da nume-
racdo das laminas, procedimentos que influenciam na qualidade do resultado.

Fundamentos do AEQ da baciloscopia

O AEQ da baciloscopia consiste na avaliagdo do desempenho de laboratérios que reali-
zam baciloscopia por meio da releitura, por parte de um laboratério de referéncia, de
uma amostra representativa, selecionada por meio de amostragem aleatéria, das laminas
examinadas na rotina do laboratério participante e a qualificacdo do grau de concor-
dancia/discordancia entre ambas leituras. Utiliza-se o sistema de CQ por amostragem de
lote, recomendado pela OMS para determinar o tamanho da amostra para que ela seja
representativa.

O sistema de CQ por amostragem de lote é um sistema baseado na prevaléncia estimada
de laminas positivas e na producao total trimestral de laminas de um laboratério em
particular.

6.9.3 Determinacao da amostra '

O tamanho da amostra foi desenhado para uma sensibilidade de 80% e uma especifi-
cidade de 100%, em um nivel de confianca de 95% descrito no Quadro 11, e adequado
ao indice de positividade da baciloscopia dos laboratérios analisados, para obter-se uma
amostragem de laminas positivas e negativas.

O tamanho da amostra foi fixado em 80 [aminas por laboratério a ser avaliado, em funcao
do numero médio de exames realizados pelos LL e a capacidade do laboratério de refe-
réncia de realizar a releitura.

Fundamentos do tamanho da amostra

A sensibilidade é a capacidade de descobrir os resultados positivos no LL comparados
com o laboratério de referéncia. Em funcao da dificuldade de se obter uma sensibilidade
de 100%, em razao dos resultados das laminas com poucos bacilos (de 1 a 9 BAAR em
100 campos observados), recomenda-se utilizar um intervalo de sensibilidade entre 75%
e 85%. Nesse protocolo fixamos o valor de 80% de sensibilidade, valor apresentado no
Quadro 11.

A especificidade é a capacidade de detectar os resultados negativos. Por razes operacio-
nais adotou-se, nesse protocolo, a especificidade de 100%.

Quadro 11 - Tamanho da amostra recomendado para releitura de laminas (anual ou trimestral)

LAMINAS EXAMINADAS POSITIVIDADE

ANUALMENTE

200 107 72 61 54 46
300 129 80 67 59 50
400 143 86 70 61 51
500 154 89 71 62 52
700 167 92 75 65 54
1.000 180 9% 76 66 55

Fonte: WHO, 2002.



Preparo da amostra

1) Definicao do quociente proporcional: o quociente proporcional é obtido da divisdo do
numero total de laminas recebidas por 80 (tamanho da amostra). No caso de o resultado
ser um numero decimal, arredondar para o nimero inteiro mais préximo, com a condicédo
que sejam no minimo 80 laminas. Caso o sorteio ndo atinja esse numero, sortear aleato-
riamente outras laminas para completar o tamanho da amostra.

a. Exemplo: se o laboratério analisou durante o trimestre um total de 1.420 laminas, o
gquociente proporcional é obtido da divisdo de 1.420 por 80 = 17,75 ou seja, 18.

Escolha do nimero de partida: a partir de uma tabela de nimeros aleatérios ou procedi-
mento equivalente, devera ser sorteado um nimero qualquer entre 1 e 18.

a. Exemplo: foi sorteado o numero 15.

Selecao das laminas: a primeira lamina a ser selecionada corresponde ao numero de parti-
da. No exemplo, a 15° [amina sequencial a partir do primeiro numero de ordem recebido.
A partir dessa primeira lamina é selecionada uma lamina a cada 18, na ordem do livro de
registro.

a. Exemplo: se o LL encaminhou cépia do registro das laminas com numeros de ordem
que comecam em 215 e acabam em 1.635, as [aminas selecionadas sdo 230 — 248 - 266
— 284, e assim sucessivamente até completar 80 laminas.

ATENCAO: se no periodo avaliado o laboratério ndo atingir o tamanho da amostra
(80 laminas) devera ser realizada a releitura de todas as laminas.

6.9.4 Fluxo de laminas

O laboratério de referéncia devera solicitar a cada LL o envio de cépia das folhas do
“Registro de baciloscopia”, que contém o nimero de ordem e os resultados das laminas
examinadas durante o periodo a ser avaliado (trimestral ou semestral) por meio de um
documento, conforme descrito no item A do Anexo E desse capitulo. Deve ser solicitado,
também, todas as laminas relativas ao periodo a ser avaliado. Para o laboratério cuja
producao de baciloscopia ndao atinja o total de lamina necessario para a amostragem
representativa no periodo de trés meses, devera ser solicitado as laminas de um periodo
maior — quatro a seis meses.

O LL devera encaminhar ao LRR as laminas e a copia dos registros solicitados no prazo
maximo de dez dias sequenciais ap0s a solicita¢ao.

Responsabilidades no AEQ

1.

Laboratério de referéncia:

coordenar e avaliar as atividades do AEQ;

o

b. solicitar por meio de formulario padronizado, do Anexo D desse capitulo, as bacilos-
copias que foram realizadas pelos LL de sua abrangéncia;

c. verificar se as laminas enviadas para releitura correspondem aos nimeros de registro
descritos na relacao;

d. preparar a amostra conforme descrito anteriormente;

e. realizar uma revisdo macroscépica dos esfregacos das laminas e classifica-los conforme
descrito a seguir em “Avaliacdo das [daminas”;



realizar a releitura microscédpica dos esfregacos, conforme descrito a seguir em
“Avaliacao das laminas”;

registrar os resultados no formulario de Registro de resultados, conforme modelo
constante no item D do Anexo E desse capitulo;

avaliar o desempenho dos LL com base na comparac¢ao dos resultados obtidos;
elaborar relatério conforme descrito no item G do Anexo E desse capitulo; e

enviar o relatoério aos responsaveis pelo LL e coordenadores dos Programas de Controle
da TB (PCT) Municipal e Estadual (modelo de oficio no item E do Anexo E).

1. Laboratorio Local (LL):

a.

b.

conservar em condicdes adequadas as laminas examinadas;

no item B do Anexo E desse capitulo apresentamos as orientacdes de conservacao das
[dminas ao AEQ para os LL; e

encaminhar ao LR, quando solicitado, as laminas e cépias das paginas do Registro de
baciloscopia do mesmo periodo.

Avaliacdo das laminas

1. Critérios para as releituras das laminas:

a.

o técnico avaliador ndo devera conhecer os resultados das laminas recebidas antes de
realizar as releituras; e

a releitura das laminas devera ser realizada utilizando os critérios de leitura para diag-
nostico, conforme descrito no item 6.6 desse capitulo.

2. Frequéncias da avalia¢ao dos LL:

a.

elaborar um cronograma anual de avaliacdes dos laboratorios, conforme descrito no
item C do Anexo E desse capitulo. Dependendo da possibilidade do laboratério que
fara a andlise, serdo realizadas uma ou duas avalia¢des ao ano.

3. Avaliacdo macroscédpica do esfregaco:

O profissional avaliador devera analisar o esfrega¢o de cada uma das laminas, classi-
ficando-os como:

a.

b.

satisfatorio: homogéneo;
nao satisfatério: ndo homogéneo; e

caso o esfregaco seja classificado como ndo homogéneo, fazer uma segunda
classificagao:

I.  espesso; e

. delgado.

4. Avaliacdo microscopica do esfregaco:

Na avaliacdo microscopica devem ser avaliados a coloracao e a concordancia de
resultados.

a. Coloragao

O profissional avaliador devera analisar a coloracao de cada uma das laminas, classifi-
cando-as como:



I.  satisfatéria; e
Il.  ndo satisfatéria: descoloracdo inadequada.

Caso a coloracao seja classificada como descolora¢do inadequada deve ser realizada
uma segunda classificagao:

I.  presenca de cristais de fucsina; e
Il.  excesso de aquecimento.

O critério para qualificar as caracteristicas técnicas relacionadas anteriormente é ba-
seado na avaliacdo das deficiéncias que eventualmente ocorram, podendo induzir a
erros de interpretacdo e, portanto, a resultados falso-positivos ou falso-negativos.

Apos classificar os esfregagos quanto a qualidade do esfregaco e da coloracao de um
laboratorio, deve-se realizar o calculo do percentual de adequacao do esfregaco.

Exemplo:

» numero de esfregacos adequados dividido pelo total de esfregacos classificados X
100 =A; ou

» numero de esfregacos com coloracao adequada dividida pelo total de esfregacos
classificados X 100 = B

Para classificacdo final do esfregaco, realizar o seguinte calculo:
Classificacao final da qualidade do esfregaco = A + B dividido por 2
1. Se o resultado encontrado for > 80% a qualidade do esfregaco é adequada.

2. Se oresultado encontrado for < 80% qualidade do esfregaco é inadequada.

3. Um resultado abaixo de 80% indica uma necessidade de capacitacdo em coleta de
escarro e em confec¢do e coloracdo de esfregaco.

b. Concordéncia de resultados

1. Avaliacdo das concordancias/discordancias dos resultados

As diferencas dos resultados no niumero de cruzes em laminas positivas ndo sao consi-
deradas discordancias significativas para o diagnostico do paciente.

Sao classificadas como discordantes:

a. falso-negativo (FN): laminas com resultado negativo no LL e positivo na releitura; e
b. falso-positivo (FP): laminas com resultado positivo no LL e negativo na releitura.

O calculo da concordancia é feito de acordo com os seguintes quadros:

Quadro 12 — Anélise de concordancia

LABORATORIO DE REFERENCIA

Positivo

Negativo  Total

Positivo

Laboratoério

local Negativo

Total

Fonte: Autoria proépria.
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N.° Laminas FN % Relativo de FP

N.° Laminas FP % Relativo de FN

Quadro 13 - Cdlculo de concordancia, falso-positivo (FP) e falso-negativo (FN)

LABORATORIO DE REFERENCIA

Positivo

Negativo Total
Positivo (a) (b) (a+b)
Laboratoério .
local Negativo (9) (d) (c+d)
Total (a+c) (b+d) (a+b+c+d)

Fonte: Autoria proépria.

% concordancia:

Resultados FN:

Resultados FP:

% relativo de resultados FN:
% relativo de resultados FP:

Toda vez que uma releitura caracteriza uma discordancia, devera ser realizada segunda
releitura confirmatoéria, por outro técnico.

As laminas com discordancias confirmadas deverao ser revistas com o técnico do LL, para
verificacdo da discordancia, na visita técnica.

Diferencas de resultados em laminas com 1 a 9 BAAR em 100 campos observados nao
sao classificadas como discordancias importantes. Nesses casos, porém, a diferenca é ano-
tada no formulario Relatério do Controle de Qualidade da Baciloscopia, no campo das
observacoes.

ATENCAO: o indice de concordancia (C) esperado é de 100% e é expresso de acordo
com a formula:

1. Registro de resultados e acdes corretivas
a. Registros

Osresultados dasreleituras devem ser registrados no Formulario de Registro de Resultados,
conforme modelo apresentado no Anexo A desse capitulo, e devem ser arquivados em
pastas correspondentes ao LL e/ou arquivo informatizado.

b. Relatério do resultado do CQ

O resultado do AEQ deve ser encaminhado ao LL no prazo maximo de 30 dias ap6s o
recebimento das laminas. O resultado do AEQ deve ser encaminhado por meio de oficio
acompanhado do Relatério do Controle de Qualidade da Baciloscopia. Modelo de oficio
e de relatério sao apresentados no itens E e F do Anexo E desse capitulo.

c. Relatério da avaliacdo técnica

Quando as laminas encaminhadas pelo LL forem classificadas como inadequadas, de acor-
do com os critérios estabelecidos anteriormente, o relatério de avaliacao deve informar
as principais deficiéncias técnicas observadas, orientar o laboratorista sobre as possiveis
causas e recomendar as a¢oes pertinentes para corrigi-las.

IMPORTANTE: caso a amostragem nao contemple laminas positivas, selecione algu-
mas para avaliar a coloracao. Essas laminas nao entrarao no calculo da amostragem.
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d. Relatorio da analise de concordancia

Conclusao: é a avaliacao final dos resultados da releitura de laminas.

e. Exemplo de conclusao
I.  Concordancia total = 100%: parabenizar o laboratério como forma de incentivo.
Il.  Concordancia total < 99%: nao aprovado.

f. Recomendacdes

Investigar as possiveis causas de erro, como microscépio, corantes, técnicas de esfregaco,
coloracao e leitura, erros de numeracao e transcricao dos resultados.

g. Considerac¢des sobre as condutas a seguir em caso de discordancia

Medidas corretivas devem ser tomadas em caso de concordancia total < 99%. Essas me-
didas devem ser capacitagao, visita técnica, substituicdo de reagentes ou uma segunda
avaliagao, devendo ser programadas em conjunto com o LL.

A deteccao de um FP é considerada erro grave, exigindo investigacao imediata das causas.
A deteccao de um FN indica que o laboratério apresenta um erro significativo e, portanto,
ndo estara aprovado no CQ. E importante considerar todas as causas potenciais de erros,
incluindo: i) qualidade dos corantes; ii) técnica de colora¢do e preparo de esfregaco; iii)
qualidade e manutencao do microscopio; e iv) procedimentos administrativos incorretos,
como registros e emissao de laudos.

h. Relatorio geral

No item G do Anexo E desse capitulo, apresentaremos modelo de registro geral onde
deverao ser compilados os resultados de todos os laboratérios avaliados durante o ano.
Esse relatoério deve ser encaminhado aos responsaveis pelos laboratérios e coordenadores
municipais e estadual dos PCT.

6.9.5 Visita técnica aos laboratoérios locais

E o processo mais adequado para observar as condicdes de um laboratério e as atividades
técnicas nele desenvolvidas. Por ter um contato direto, é mais efetivo e permite propor
acdes corretivas de acordo com os recursos e possibilidades locais. E imprescindivel que
as visitas técnicas sejam realizadas de forma programada, sistematica, periédica; e que
o Laboratério de Referéncia disponha de apoio e recursos financeiros da instituicdo a
que estd vinculado. Recomenda-se como rotina uma visita anual e, se necessario, uma
frequéncia maior.

A seguir, apresentamos o roteiro de verificacoes da visita técnica:
Roteiro operacional:

» avaliar condicoes de infraestrutura;

» verificar se a norma de prazo para emissao dos resultados (especialmente os casos
positivos) esta sendo seguida;

»  verificar se as laminas estdo guardadas apropriadamente para o AEQ;

» verificar se a equipe técnica foi capacitada para as técnicas especificas;



avaliar a carga de trabalho em rela¢ao a disponibilidade de profissionais;

verificar e avaliar a quantidade de baciloscopias realizadas e a propor¢ao de lami-
nas positivas;

verificar se os casos positivos notificados pelo laboratério constam dos registros da
unidade de tratamento;

verificar também os seguintes requisitos:

»  possuir POP das técnicas e manuais de laboratério;

»  possuir insumos em quantidade e qualidade adequadas;

»  possuir um planejamento para compra de insumos necessarios;

»  possuir equipamentos (microscépio) em funcionamento apropriado;
»  possuir um sistema de CIQ;

»  possuir normas de biosseguranca;

»  possuir controle periédico de saude dos profissionais;

»  possuir registro de acidentes de trabalho;

> possuir e manter registros dos exames padronizados; e

> possuir requisicao de exame padronizada.

Roteiro técnico:

observar e avaliar a classificacdo da qualidade da amostra, os processos de prepara-
cao de esfregaco, a coloracao e a leitura;

assegurar que seja feito o CQ dos corantes;

fazer releitura de algumas laminas com o profissional do local, para avaliar a qua-
lidade do esfregaco, da coloracao e da leitura; e

revisar os resultados anteriores do AEQ por releitura, bem como discutir sugestdes
e recomendacgdes para o melhoramento.

Roteiro de verificacdo de indicadores fundamentais:

guantas amostras foram realizadas por SR;

qual a positividade da baciloscopia diagnéstica;

qual o percentual de SRs positivos a baciloscopia;

qual a positividade da baciloscopia total;

qual o percentual de amostras com aspecto de saliva; e

qual o percentual de positividade da baciloscopia de amostras com aspecto de saliva.

No item H do Anexo E desse capitulo apresentaremos um protocolo para visitas técnicas.

6.10 Responsabilidade dos laboratérios em relacao a AEQ

Para que a AEQ seja efetiva e produza bom nivel de informacao, os laboratérios devem
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ter a responsabilidade de cumprir os seguintes requisitos:



LL:

» enviar as laminas em boas condi¢des ao laboratério de referéncia;
» fornecer todas as informacdes solicitadas dentro do tempo determinado;

» utilizar os métodos recomendados e padronizados pelo MS para realizacao dos
exames;

» discutir os resultados obtidos com toda a equipe; e

N

> corrigir falhas detectadas e seguir as orientacdes recebidas.

Laboratério de referéncia:

» elaborar e enviar o relatério-padrao confidencial aos laboratérios participantes em
um prazo de 30 dias; e

» estar disponivel para discutir os resultados discrepantes e propor solucdes.

6.10.1 Indicadores para avaliacao de desempenho do laboratoério

Indicador | — Percentual de resultados de baciloscopias liberados até 24 horas apés a
recepcao da amostra no periodo da avaliagao.

Interpretacao:

» um percentual maior do que 15% de resultados liberados mais de 24 horas depois
da recepcao das amostras significa que o laboratério nao esta contribuindo, de
maneira satisfatoria, para a busca rapida das fontes de infeccdo na comunidade.

Uso:

» avaliar a capacidade de resposta do laboratério em relacao a realizagao da bacilos-
copia e a liberacao dos resultados em tempo ideal (maximo de 24 horas).

Periodo de avalia¢ao:

»  trimestral.

Método de calculo:
Fonte de dados:

» registro de baciloscopia.

Indicador Il — Percentual de amostras de escarro para diagnostico, com aspecto de saliva,
no periodo de avaliagao.

Interpretacéo:

» um percentual maior do que 15% pode indicar que nao estdao sendo dadas as
orienta¢des adequadas para a coleta de escarro ou que os pacientes sé conseguem
produzir amostras com aspecto de saliva.

Uso:

» avaliar a qualidade das amostras recebidas, para diagnoéstico, e a necessidade ou
nado de capacitacdo do profissional que orienta o paciente para coleta.
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Periodo de avaliagao:

»  trimestral.

Método de calculo:
Fonte de dados:

» registro de baciloscopia.

Indicador Il - Percentual de laminas com os esfregacos preparados inadequadamente no
periodo de avaliacao

Interpretacao:

» um percentual maior do que 10% de esfregacos inadequados indica a probabilida-
de de um aumento de resultados falsos e uma consequente diminui¢do na detec¢ao
de fontes de infec¢ao.

Uso:

» avaliar a necessidade de capacita¢do do profissional que prepara os esfregacos.

Periodo de avaliagao:

» determinado pela AEQ.

Método de calculo:
Fonte de dados:

» relatério do AEQ emitido pelo laboratério de referéncia.

Indicador IV - Percentual de laminas que apresentam esfregacos com colora¢do inadequa-
da no periodo de avaliagao.

Interpretacao:

» um percentual acima de 10% de esfregagos com colora¢do inadequada alerta para
um possivel aumento dos resultados falso-positivos ou negativos.

» avaliar a necessidade de capacitacdo do profissional que realiza a coloracdo dos
esfregacos e CQ dos reagentes.

Periodo de avaliacao:
» determinado pelo AEQ.
Método de calculo:

Fonte de dados:

» relatério do AEQ emitido pelo laboratério de referéncia.



Indicador V — Positividade da baciloscopia de diagnéstico de TB, entre escarros de SR
adultos, no periodo em avalia¢ao.

Uso:

» avaliar o rendimento da baciloscopia no diagnéstico da TB, a capacidade do técnico
para leitura de laminas e qualidade da amostra.

Periodo de avaliacao:

» trimestral para municipios e semestral para estados.

Método de calculo:
Fonte de dados:

» registro de baciloscopia.

Parametro de avaliacdo e interpretacao:

» €& esperado um percentual entre 5% e 10%; um percentual maior pode indicar
que a busca de SR nao esta adequada. Ja um menor indica que a amostra nao é
adequada.

Exemplo:

400 = n.° de baciloscopia para diagnéstico com resultado positivo no periodo de um ano.
1.600 = n.° total de baciloscopia para diagnéstico no periodo de um ano.

Possiveis causas:

» estagio tardio da doenca; e

» orientacdo inadequada ao paciente para coleta de escarro e/ou amostras coletadas
por inducao.

Possiveis corre¢oes:

» capacitar o profissional responsavel pela busca de SR para fazer diagnéstico preco-
ce da doenca.

Indicador VI — Numero de baciloscopias realizadas por SR no periodo de avaliacao.

Uso:

» avaliar o numero de baciloscopias realizadas por SR e indiretamente avaliar o apor-
te de segunda amostra no diagnoéstico de TB.

Periodo de avalia¢ao:
» trimestral para municipios e semestral para estados.
Método de calculo:

Fonte de dados:

» registro de baciloscopia.



Parametro de avaliacdo e interpretacao:

» a norma técnica recomenda pelo menos duas baciloscopias por SR. Um nUmero
menor pode indicar que a busca de SR esta inadequada, bem como a orientacao
ao paciente, e isso pode diminuir a possibilidade de fazer o diagnéstico oportuno
da doenca.

Exemplo:
3.000 = n.° de baciloscopias para diagnéstico realizadas no periodo de um ano.

2.000 = n.° de SR investigado pelo laboratério (primeira amostra) para diagnéstico no
periodo de um ano.

Possiveis causas:

» recursos humanos nao capacitados ou o ndao cumprimento pelo profissional de
salde da norma; e

» orientacdo inadequada ao paciente para coleta de escarro.
» Possiveis correcoes:

» capacitar o profissional responsavel pela busca de SR para fazer diagnéstico preco-
ce da doenca e sensibilizar o profissional da importancia da sequnda amostra.

Referéncias

1. BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Sistema TELELAB -
Tuberculose — Diagnoéstico Laboratorial — Baciloscopia. Brasilia, DF: MS, 2001. Disponivel
em: https://telelab.aids.gov.br/index.php/component/joomdle/course/13. Acesso em: 26
out. 2019.

2. WORLD HEALTH ORGANIZATION. Fluorescent light-emitting diode (LED) microscopy
for diagnosis of tuberculosis. Geneva: WHO, 2011

3. WORLD HEALTH ORGANIZATION. Laboratory Services in tuberculosis control: Part I:
Organization and Management. Geneva: WHO, 1998.

4. WORLD HEALTH ORGANIZATION. Global tuberculosis control: WHO report [ annual].
Geneva: WHO, 2007.

5. DAVID, H.L. Bacteriology of the Mycobacterioses. Washington, DC: U.S. Department
of Health, Education, and Welfare; Atlanta: CDC, 1976.

6. ORGANIZACAO PAN AMERICANA DA SAUDE. Guia para el diagnéstico de la
tuberculosis por el examén microscopico. Washington, DC: OPS, 1973. (Publicacién
Cientifica, n. 277).

7. WORLD HEALTH ORGANIZATION. Laboratory services in tuberculosis control: Part II.
Microscopy. Genebra: WHO, 1998.

8. ORGANIZACAO PAN AMERICANA DA SAUDE. Manual para el Diagnéstico
Bacterioldgico da la Tuberculosis: Normas y Guia Técnica: Parte | Baciloscopia.
O Washington, DC: OPS, 2008.

()



9. LUMB, R. et al. Laboratory Diagnosis of Tuberculosis by Sputum Microscopy. The
Handbook: Global Edition. Adelaide: GLI, 2013.

10. RIEDER, H. L. et al. Priorities for Tuberculosis Bacteriology Services in Low-Income
Countries. 2. ed. Paris: International Union Against Tuberculosis and Lung Disease, 2007.

11. SA PATHOLOGY. Laboratory Diagnosis of Tuberculosis by Sputum Microscopy. The
Handbook — Global Edition. Adelaide: SA PATHOLOGY, 2013.

12. INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA. Norma NIT-
DICLA-083:2001: Critérios gerais para competéncia de laboratérios clinicos. Brasilia, DF:
Inmetro, 2001.

14. INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA. Norma
NIT-DICLA-026:2003: Requisitos sobre a participacao dos laboratérios de ensaios em
atividade de ensaio de proficiéncia. Brasilia, DF: Inmetro, 2003.

15. AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (Brasil). Geréncia Geral de
Laboratérios de Saude Publica. Critérios para Habilitacao de Provedores de Ensaios de
Proficiéncia Segundo os Principios da ISO GUIA 43 Procedimento GGLAS 02/43. Brasilia,
DF: Anvisa, 2001.

16. WORLD HEALTH ORGANIZATION; ASSOCIATION OF PUBLIC HEALTH LABORATORIES;
CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION; INTERNATIONAL UNION AGAINST
TUBERCULOSIS AND LUNG DISEASE; KNCV TUBERCULOSIS FOUNDATION; THE RESEARCH
INSTITUTE OF TUBERCULOSIS. External Quality Assessment for AFB Smear Microscopy,
Cooperative Agreement: U60/CCU303019. Washington, DC, 2002.

17. ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. ABNT NBR ISO 15.189:2015:
Laboratérios clinicos — Requisitos de qualidade e competéncia. Rio de Janeiro: ABNT,
2015.

18. AZIZ, M. A. et al. External Quality Assessment for AFB Smear Microscopy:
Cooperative Agreement: U60/CCU303019, Washington, DC: WHO, APHI, CDC, IUATLD,
2002.

19. ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR ISO/IEC 17043:2011: versdo
Corrigida:2017: Avaliacdo da conformidade — Requisitos gerais para ensaios de
proficiéncia. Rio de Janeiro: ABNT, 2017.



ANEXOS

ANEXO A - Formulario de papel quadriculado para registro dos resultados

o Formulario de papel quadriculado
Mg o g ke .
Sosot e the Vi Aired 008 Sl para registro dos resultados

Laboratério Laboratorio

Diagnéstico Controle Diagnéstico Controle
Lamina n.°: Lamina n.°:
Laboratério Laboratério
Diagnostico Controle Diagnéstico Controle
Lamina n.°: Lamina n.°:




ANEXO B - Preparacao de reagentes

A) Preparacao da fucscina fenicada a 0,3%

Para obter 1 litro de fucsina fenicada a 0,3% é necessario que sejam preparadas, separada-
mente, uma solu¢ao de fucsina basica (solu¢dao A) e uma solucao de fenol aquoso (solugéo B).

PREPARACAO DA SOLUCAO A - FUCSINA BASICA

Alcool etilico 95% PA 100 ml

Fucsina basica 39

Colocar a fucsina em um baldo de 1.000 ml.
Adicione aos poucos os 100 ml de alcool etilico no baldo sobre a fucsina.
Agitar o baldo suavemente até a completa dissolucdo da fucsina.

Atencdo: 3 gramas é a quantidade indicada na féormula, desde que a fucsina tenha no minimo 88% de
concentragdo de corante. Se a concentracdo for menor, é preciso calcular o fator de corre¢édo e depois
multiplica-lo por 3 gramas para encontrar a quantidade de fucsina necessaria a obtencdo de um corante
adequado.

Formula do fator de corre¢do = 1 dividido pelo equivalente decimal da concentra¢do do corante =
percentual de concentra¢do do corante dividido por 100.

Por exemplo: fucsina em pé com concentragdo de corante = 75%
— Equivalente decimal = 75/ 100 = 0,75 fator de corre¢do=1/0,75 = 1,33.
— Quantidade de fucsina corrigida=1,33x3g=3,99g.

Nesse exemplo, é preciso pesar 3,99 g de fucsina para preparar a solucdo A.

PREPARACAO DA SOLUCAO B - FENOL AQUOSO

PA cristal de fenol 509
Agua destilada gsp 1.000 ml
1. Colocar o fenol em um baldo de 1.000 ml.

2. Adicionar 700 ml da 4gua destilada aos poucos no baldo sobre o fenol.

3. Colocar o baldo para aquecer em banho-maria até o fenol dissolver completamente.
4. Retirar do banho-maria e acrescentar agua destilada até completar 1.000 ml.

5. Deixar esfriar em temperatura ambiente.

REPARACAO DA FUCSINA FENICADA A 0,3%

1. Colocar 900 ml da solucéo B no baldo contendo a solu¢do A e agitar.
2. Tampar a boca do baldo com papel-aluminio e deixar repousar por 24 horas.
3. Filtrar, em funil com papel de filtro, diretamente em frasco ambar de 1.000 ml ja rotulado

com as seguintes informagdes: nome do corante, data da preparacao, de validade e a frase
“Filtrar antes de usar”.

4. Armazenar esse corante, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente.

ATENCAO: os 100 ml do fenol aquoso (solucdo de fenol a 5%) que sobraram podem
ser utilizados como solu¢ao descontaminante.

Observacgao: os corantes e os reagentes devem ser preparados, obrigatoriamente, em
capela de exaustao quimica e com EPI apropriados.



B) Preparacao da solucao descorante de alcool-acido a 3%

PREPARACAO DA SOLUCAO DESCORANTE DE ALCOOL-ACIDO A 3%

Alcool etilico comercial 970 ml

Acido cloridrico concentrado 30 ml

1. Colocar os 970 ml de alcool etilico comercial, em um baldo de 1.000 ml.

2. Adicionar o acido cloridrico lentamente, deixando escorrer pelas paredes do baldo que contém o
alcool etilico. Atenc¢do: sempre adicionar o acido cuidadosamente sobre o alcool etilico, pois essa
mistura aquece.

3. Agitar o baldo suavemente.

4. Colocar o alcool-acido em um frasco de 1.000 ml rotulado com as seguintes informag¢des: nome do
descorante, data da preparacao e de validade.

5. Armazenar essa solucdo em temperatura ambiente.

C) Preparacao de azul de metileno a 0,3%

PREPARACAO DA SOLUCAO DESCORANTE DE ALCOOL-ACIDO A 3%

Azul de metileno 39

Agua destilada gsp 1.000 ml

1. Colocar o azul de metileno em um baldo volumétrico de 1.000 ml.

2. Adicionar 100 ml da 4gua destilada ao azul de metileno.

3. Agitar o baldo suavemente até a completa dissoluc¢ao.

4. Adicionar o restante da dgua e agitar bem.

5. Filtrar em papel de filtro diretamente em um frasco ambar de 1.000 ml ja rotulado com as seguintes

informacdes: nome do corante, data de preparacdo e validade e a frase “Filtre antes de usar”.
6. Armazenar a solucdo de azul de metileno ao abrigo da luz e a temperatura ambiente.

Atencao: a quantidade indicada na féormula, desde que o azul de metileno tenha no minimo 82% de
concentragdo de corante. Se a concentragao for menor, é preciso calcular o fator de correcao e depois
multiplica-lo por 3 gramas, para encontrar a quantidade de azul de metileno necessaria a obtencao de
um corante adequado. Siga os mesmos procedimentos apresentados para a fucsina no Anexo II-A.

Observacao: corantes e reagentes devem ser preparados, obrigatoriamente, em capela de
exaustdo quimica e com EPI apropriados. Todos os corantes (comerciais ou preparados) preci-
sam ser filtrados.



D) Preparacao da auramina fenicada

Para obter 1 litro de auramina fenicada é necessadrio que sejam preparadas, separada-
mente, uma solucdo de auramina (solu¢ao A) e uma solucao de fenol aquoso (solugao B).

PREPARACAO DA SOLUCAO A - AURAMINA

Alcool etilico 95% PA 100 ml
Auramina O 19

1. Colocar a auramina O em um baldo de 100 ml.

2. Adicionar aos poucos 70 ml de alcool etilico no balédo sobre a auramina.

3. Agitar o baldo suavemente até a completa dissoluc¢ao.

4. Completar o volume de 100 ml com alcool etilico.

PREPARACAO DA SOLUCAO B - FENOL AQUOSO
Fenol liquido 30 ml

Agua destilada gsp 870 ml

Fenol liquido é usualmente preparado como solu¢do estoque pela dissolu¢do de nove partes (peso) de
cristais de fenol em uma parte (peso ou volume) de dgua pelo aquecimento. Essa solu¢do quente ficara
liquida em temperatura ambiente (o ponto de fusdo do fenol é 43°C; fenol com 6% de agua fundira a 20°C).

1. Colocar o fenol em um baldo de fundo chato de 1.000 ml.
2. Adicionar lentamente 870 ml da agua destilada no baldo sobre o fenol.

E) Preparacao da solucao descorante de alcool-acido a 1% de solucao
descorante de auramina

PREPARACAO DA SOLUCAO DESCORANTE DE ALCOOL-ACIDO A 1%

Alcool etilico comercial 990 ml

Acido cloridrico concentrado 10 ml

Colocar os 990 mL de alcool-etilico comercial em um balao de 1.000 ml.

2. Adicionar o acido cloridrico, lentamente, deixando escorrer pelas paredes do baldo que contém o
alcool etilico. Atenc¢do: sempre adicionar o acido cuidadosamente sobre o alcool etilico, pois essa
mistura aquece.

3. Agitar o baldo suavemente.

4. Colocar a solugdo descorante de alcool-acido a 1% em um frasco de 1.000 ml, rotulado com as
seguintes informagdes: nome do descorante e datas de preparagdo e validade.

5. Armazenar essa solu¢do em temperatura ambiente.

Observacao: corantes e reagentes devem ser preparados, obrigatoriamente, em capela de
exaustao quimica e com EPI apropriados.



F) Preparacao da solucao de permanganato de potassio

PREPARACAO DA SOLUCAO DE PERMANGANATO DE POTASSIO

Permanganato de potassio 0,59

Agua destilada 100 ml

1. Colocar o permanganato de potassio em um baldo volumétrico de 100 ml.

2. Adicionar a 4gua destilada ao permanganato de potassio.

3. Agitar o baldo suavemente até a completa dissolu¢do

4. Colocar em um frasco ambar de 100 ml ja rotulado com as seguintes informacées: nome do corante

e datas de preparacao e validade.
5. Armazenar a solucdo de permanganato de potassio ao abrigo da luz e em temperatura ambiente.

0,3%

G) Preparacao da solucao fixadora de leite desnatado com formol

PREPARACAO DA SOLUCAO DESCORANTE DE ALCOOL-ACIDO A 1%

Leite desnatado (sobrenadante) 10 ml
Formaldeido 10,0% 1,5 ml
Agua purificada estéril gsp 100 ml

1. Centrifugar, aproximadamente, 50 ml de leite desnatado em dois tubos com volumes iguais, a 3.000
rpm, durante 15 minutos

Retirar uma aliquota de 10 ml de sobrenadante e transferir para baldo volumétrico de 100 ml.
Adicionar ao baldo 1,5 ml de formaldeido 10%.

Completar o volume com agua purificada estéril.

Fracionar em aliquotas de 10 ml para tubos de ensaio estéreis.

Conservar sob refrigeracéo.

o Uk wWwN

Observacao: corantes e reagentes devem ser preparados, obrigatoriamente, em capela de
exaustao quimica e com EPI apropriados.



ANEXO C - Formularios do CIQ dos reagentes

A) Formulario — Controle interno da qualidade da agua
utilizada no laboratério

Morriviieinn 4 Sl Formulario - Controle interno da qualidade
PRI IO o S da agua utilizada no laboratério
Procedéncia Data de coleta N.° do lote Validade
Agua da
torneira
Agua destilada
estéril
Responsavel: Data de emissdo:

Agua destilada

Esterilizacdo autoclave

Controle:
Equipamento: Temperatura: Tempo: Pressdo: O Aprovado
[0 Reprovado

Responsavel: Data de emissao:

Controle micobacteriolégico da dgua de torneira

Exame direto do sedimento / Coloracao pelo método de Ziehl-Neelsen

[0 Aprovado [J Reprovado
(Auséncia de BAAR) (Presenca de BAAR)

Semeadura em LJ

Incubag¢ao a 36°C + 1°C por 8 semanas

[0 Aprovado [0 Reprovado
(Nao houve crescimento) (Houve crescimento)
Responsavel: Data de emissdo:




B) Formulario — Controle de preparacao da fucsina fenicada a 0,3%

WU b O S
T L e WL § 0% il

Formulario — Controle de
preparacao da fucsina fenicada a 0,3%
Quantidade:

Validade: N.° do lote:

Data da preparacao:

Substancia Procedéncia N.° lote (fabricante) Validade

Alcool etilico 95% PA

Fucsina basica

Cristal de fenol

Agua destilada

Pesagem (g) / volume (ml)

Substancia Quantidade

Alcool etilico 95% PA

Fucsina basica

Cristal de fenol

Agua destilada

Pesagem balanca (marca):

Responsavel: Data de execucao:

Controle do desempenho da fucsina fenicada a 0,3%

ClQ positivo apresentou presenca de BAAR

corados de vermelho e o CIQ negativo ndo
apresentou presenca de BAAR, como era
esperado.

[J Lote do corante esta validado

ClQ positivo ou negativo apresentou resultado
diferente do esperado.

[0 Lote do corante invalidado

Responsavel:

Data de execucao:




C) Formulario — Controle de preparacao da solucao descorante de
alcool-acido a 3%

it Saip Formulario — Controle de prepara¢do da
e i sl solucdo descorante de alcool-acido a 3%

Data da preparacao: Quantidade: Validade: N.° do lote:

Substancia Procedéncia N.° lote (fabricante) Validade

Alcool etilico comercial

Acido cloridrico
concentrado

Pesagem (g) / volume (ml)

Substancia Quantidade

Alcool etilico comercial

Acido cloridrico concentrado

Responsavel: Data de execucao:




D) Formulario — Controle de preparacao de azul de metileno 0,3%

wiinkit i 09 Saihy Formulério — Controle de preparacao de
Sl stk azul de metileno 0,3%

Data da preparacao: Quantidade: Validade: N.° do lote:

Substancia Procedéncia N.° lote (fabricante) Validade
Azul de metileno

Agua destilada

Pesagem (g) / volume (ml)

Substancia Quantidade

Azul de metileno

Agua destilada

Pesagem balanca (marca):

Responsavel: Data de execucao:

Controle do desempenho do azul de metileno 0,3%

CIQ positivo apresentou presenca de BAAR corados ClQ positivo ou negativo apresentou resultado diferente do
de vermelho e o CIQ negativo ndo apresentou
esperado.
presenca de BAAR, como era esperado. ) )
O Lote do corante esta validado O Lote do corante invalidado
Responsavel: Data de execucdo:




E) Formulario — Controle de preparacao de auramina fenicada

wiinkit i 09 Saihy Formulario — Controle de preparacao de
oot e VAR O ikl auramina fenicada

Data da preparacao: Quantidade: Validade: N.° do lote:

Substancia Procedéncia N.° lote (fabricante) Validade
Alcool etilico 95% PA

Auramina O

Fenol liquido

Agua destilada

Pesagem (g) / volume (ml)

Substancia Quantidade
Alcool etilico 95% PA

Auramina O

Fenol liquido

Agua destilada

Pesagem balanca (marca):

Responsavel: Data de execugéo:

Controle do desempenho da auramina fenicada

ClQ positivo apresentou presenca de BAAR ClQ positivo ou negativo apresentou resultado diferente
corados de vermelho e o CIQ negativo ndo do esperado.

apresentou presenca de BAAR, como era O Lote do corante invalidado

esperado.

[0 Lote do corante esta validado

Responsavel: Data de execugéo:




F) Formulario — Controle da preparacao da solucao descorante de
alcool-acido a 1% para o método da fluorescéncia

WU b O Saine
Pos o g oy Wl 3 0% Sl

Data da preparacao:

Quantidade:

Formulario — Controle de preparacédo
da solu¢do descolorante de alcool-acido a 1% para o

Validade:

método da fluorescéncia

N.° do lote:

Substancia

Alcool etilico comercial

Procedéncia N.° lote (fabricante) Validade

Acido cloridrico
concentrado

Substancia

Pesagem (g) / volume (ml)

Alcool etilico comercial

Acido cloridrico concentrado

Responsavel:

Data de execucdo:




G) Formulario — Controle de preparacao da solucao de permanganato
de potassio

it Sainp Formulario — Controle de preparacdo
e sl da solucdo de permanganato de potassio

Data da preparacao: Quantidade: Validade: N.° do lote:

Substancia Procedéncia N.° lote (fabricante) Validade

Permanganato de
potassio

Agua destilada

Pesagem (g) / volume (ml)

Substancia Quantidade

Permanganato de potassio

Agua destilada

Pesagem balanca (marca):

Responsavel: Data de execucao:

ClQ positivo apresentou presenca de BAAR ClQ positivo ou negativo apresentou resultado
corados de vermelho e o CIQ negativo ndo diferente do esperado.

apresentou presenca de BAAR, como era O Lote do corante invalidado

esperado.
[0 Lote do corante esta validado

Responsavel: Data de execucao:




ANEXO D - Formularios da AEQ

A) Modelo de oficio-convite aos laboratérios

1.

CABECALHO

Oficio-Circular n.° _
Brasilia, data.
A Sua Senhoria, o(a) Senhor(a) Diretor(a) do Laboratorio

Assunto: Programa de Avaliacdo Externa da Qualidade em Baciloscopia para
Tuberculose. Senhor(a) Diretor(a)

Com o objetivo de promover, coordenar, apoiar e fomentar a¢des dos servicos pres-
tados pela rede de laboratérios de salde publica visando a saude da populacao
atendida, a Coordenacao-Geral de Laboratérios (CGLAB) tem como uma de suas
estratégias incentivar os laboratérios na implantacdao de um sistema de garantia
da qualidade.

Uma das exigéncias previstas pelas normas de qualidade é a participacao dos labo-
ratérios em “programas de avaliacdo externa da qualidade” (NIT-DICLA-083/NBR
ISO/IEC 17025:2001).

Nesse caso, o laboratério de referéncia entende que é fundamental a im-
plantacdo de um Programa de Avaliacdo Externa da Qualidade (AEQ) das analises
laboratoriais realizadas pelas redes por ela coordenada.

Diante do exposto, convidamos esse laboratério para participar do “Programa de
Avaliacao Externa da Qualidade em Baciloscopia para Tuberculose”.

O laboratério deverd confirmar sua participagdo por meio do Formulario de
Participacao, anexo, que devera ser enviado por meio eletréonico em até 15 dias
apos o recebimento desse oficio.

Colocamo-nos a disposicao para mais esclarecimentos.
Atenciosamente,

Assinatura




B) Formulario de participacao

@ ) O Y i Formulario de participacio do laboratério participante do AEQ

Programa de Avaliacao Externa da Qualidade em Baciloscopia para Tuberculose

Instituicao: UF:

Nome do diretor/coordenador:

E-mail para contato: Telefone:

[0 O laboratério concorda em participar do Primeiro Programa de Avalia¢do Externa da Qualidade em
Baciloscopia para Tuberculose

[0 O laboratério ndo gostaria de participar da Avaliacdo Externa nesse momento pelo motivo abaixo
assinalado:

[0 Nao se considera
suficientemente capacitado no
presente momento

O N&o tem O Outro motivo.
interesse Qual?

Identificacao do laboratério participante

Nome do contato no laboratério para o envio do painel:

Endereco do local de entrega do painel (com cédigo postal):

Telefone: E-mail:

Assinatura do responsavel pela

instituicdo Data:

Solicitamos que este formulario seja enviado ao laboratério de referéncia em até 15 dias apo6s o
recebimento dele, mesmo que o laboratério ndo concorde em participar da avaliacao.




C) Modelo de oficio de envio do painel aos laboratérios

CABECALHO

Oficio-Circular n.°

Brasilia, data.

A Sua Senhoria, o(a) Senhor(a)

Responsavel pelo Laboratério de Tuberculose

Assunto: Programa de Avaliacdo Externa da Qualidade em Baciloscopia para
Tuberculose.

Prezado(a) Senhor(a)

1.

O Laboratério de Referéncia , diante da aceitacdo desse laboratério em
participar do Programa de Avaliacdo Externa de Qualidade da Baciloscopia para
Tuberculose, enviard um painel contendo dez laminas com esfregacos de escarro
corados por Ziehl-Neelsen.

O laboratério devera, ap6s a analise, enviar painel de laminas, o Formulario de
Recebimento do Material e Identificacdo do Profissional Participante do AEQ e o
Formulario para Envio dos Resultados (anexos) preenchidos para Laboratério de
Referéncia

Os painéis deverao ser devolvidos, sequindo os procedimentos para conservacao
e limpeza das laminas descritas no Manual de Recomendacdes para o Diagnéstico
Laboratorial de Tuberculose e Micobactérias Nao Tuberculosas de Interesse em
Saude Publica no Brasil. Esclarecemos que faz parte do processo de avalia¢do do
laboratorio as condi¢des de devolucdo dos painéis.

A metodologia de leitura do painel devera ser realizada de acordo com a descrita
no capitulo 6 do manual citado. O profissional indicado para a analise do painel
devera realizar a leitura de 15 laminas por dia levando no minimo cinco e no
maximo dez minutos por lamina. As laminas deverdo ser lidas sem recorrer a ajuda
de terceiros.

Laboratoério de Referéncia enviara para o laboratério participante o
relatério dos resultados da AEQ lembrando que nesse relatério a identificacdo dos
laboratérios sera mantida em sigilo.

Outras informacgdes e esclarecimentos poderao ser feitos por meio de telefone ou
e-mail.

Atenciosamente,

Assinatura




D) Formulario de recebimento do material e identificacdo do
profissional participante do AEQ

Wi e S Formulario de recebimento do material e identificacdo do
T YA I profissional participante do AEQ
1. Identificacao do laboratério
1.1. Nome:
1.2. Endereco: 1.3. UF:
. _ 1.6.
1.4. Municipio: 1.5. CEP: Telefone:

1.7. Regional de saude:
O Sim [0 Nao |Qua|:
1.8. E-mail para contato:

2. Informacao sobre o material recebido

2.1. Data de recebimento do
painel:

[0 Fechada O Aberta

2.3. Acondicionamento das laminas:

[0 Condicdes adequadas O Condicdes inadequadas
2.4. Descrever:

2.2. A embalagem de transporte chegou:

Responsavel pelas informacdes dos itens 2.1, 2.2 e 2.3:

Nome | Assinatura

3. Informacoes do participante responsavel pela leitura e pelas informacoes
do equipamento utilizado

3.1. Nome:

3.2. Grau de escolaridade:

O Formacao

O Ensino fundamental O Ensino médio . Lo
universitaria

3.3. Dedicagao exclusiva ao
laboratério de tuberculose? 3.4. Se a resposta for sim, quantas laminas |& por més:
O Sim O Néo

3.5. Participou de treinamento
para coleta de amostra clinica,
preparacdo e leitura da
baciloscopia, aplicado por 6rgéo
oficial?

O Sim O Nao

3.7. Qual érgéao responsavel pelo
treinamento:

3.6. Se a resposta for sim, quando?

3.8. H& quanto tempo realiza leitura de baciloscopia: (anos)

4. Informacoes do equipamento utilizado
4.1. Fabricante / modelo:
4.2. Tempo de uso do

4.3. Possui objetiva de 100x planacromatica?

microscépio:

I:_l Mais de EI Menos de O sim O Nao

cinco anos cinco anos

4.4. E realizada manutencdo do microscépio:

[0 Semestral O Anual D S6 quando
estraga

4.5. O microscopio é de uso exclusivo do laboratério de tuberculose?
O Sim O Néo




E) Formulario para envio dos resultados ao LR

Formulario para envio dos
@ ottt o ST resultados ao laboratério de
referéncia
Registre o nimero da lamina a ser lida na primeira coluna |
. . a Paine
Marque com um X na coluna correspondente ao resultado obtido pela leitura da lamina

n.°
Marque com um X na coluna correspondente as condicdes de recebimento da lamina

Condicoes de
Resultado obtido na leitura da lamina recebimento da

lamina

N.° da
lamina

Inconclusivo ’ : integra | Quebrada




ANEXO E - Formularios do Programa de Avaliacao Externa da Qualidade da

Baciloscopia

A) Modelo de oficio de solicitacao de laminas

CABECALHO

Logotipo do
laboratério
avaliador

Oficion.° _/

Data: Dia/Més/Ano
Senhor(a) Chefe do Laboratério (Local),

Em cumprimento ao Programa de Avaliacdo Externa de Qualidade da Baciloscopia
da Tuberculose, solicitamos o envio do material listado abaixo, para realizacdao da

releitura da baciloscopia.
1. Todas as laminas do periodo a

2. Uma copia das paginas do Registro de Baciloscopias, com o registro dos exames do
periodo correspondente.

Observacao: as laminas devem ser enviadas em ordem numérica, sem separar as
positivas das negativas.

Enviar para o endereco:

Laboratério (Avaliador)

Rua:

CEP: Cidade:
Telefone: E-mail:
()

Atenciosamente,

Assinatura




B) Orientacdes para conservacao das laminas

@ Nerivtisn 08 Yo Orientacoes para conservacao das
S s laminas

Os laboratoérios locais devem:

1)

2)

3)

4)

5)

Apds a leitura, retirar levemente o excesso de 6leo de imersao com papel-
absorvente macio, sem prejudicar o esfregaco.

Conservar a numeracao original da lamina.

Guardar em ordem numérica todas as laminas examinadas,
independentemente do resultado, por um periodo minimo de seis meses.

Guardar aslaminas em caixa especifica para conservacao. Caso ndo disponha,
recomenda-se envolver cada lamina, separadamente, em papel macio, sem
nenhuma anotacao, e fazer pacotes com 50 laminas, no maximo, em papel
de embrulho comum.

Armazenar as caixas ou pacotes em local fresco e ao abrigo da luz.



C) Cronograma da releitura das laminas

MR 0 Saiiche Formulario — Cronograma
Soeet i e Wl o S da releitura das laminas

Laboratorios

. . Jan. Fev. Mar. Abr. Maio Jun. Jul. Ago. Set. Out. Nov. Dez.
avaliados:

D) Registro de resultados da AEQ

WErsin oo Sa e Formulario de registro
IR T de resultados da AEQ

Laboratério local: Periodo: de (més) a (més) de (ano):

Assinatura do

N.° de laminas Releitura’ Esfregaco? Coloracao® Resultado do LL* .
técnico

Releitura: resultado da releitura no LR.
Esfregaco: satisfatério ou ndo satisfatério (ndo homogéneo, espesso e delgado).

Coloracao: satisfatéria ou nao satisfatoria (descoloracdo inadequada, cristais de fucsina,
aquecimento excessivo).

Resultado do LL: negativo ou positivo (em cruzes) do laboratério local.



E

) Modelo de oficio de encaminhamento de relatério de resultados

CABECALHO
Oficio-Circular n.° __/
Brasilia, data
Senhor(a) Responsavel Técnico do Laboratério,

Segue anexo o Relatério de Resultados da Avaliacdo Externa da Qualidade da
Baciloscopia da Tuberculose, referente ao periodode __ /__ / a__/ [

Solicitamos dar conhecimento desse resultado aos profissionais que realizam bacilos-
copia em sua Instituicao.

Ficamos a disposicdo para quaisquer informacdes complementares.

Atenciosamente,

Assinatura




F) Formulario para Relatério da Avaliacao Externa da Qualidade da
Baciloscopia

Ministério da Saude Relatério da Avaliacdo Externa
Secretana de Vigilancia em Saude da Qualidade da Baciloscopia

Laboratoério local: Periodo: de (més) a (més) de (ano):

Avaliagao técnica

Esfregaco Coloracao

N.° % N.° %
Satisfatério Satisfatério
Nao Nao
homogéneo homogéneo
Espesso Espesso
Delgado Delgado
TOTAL 100 TOTAL 100

Adequada (> 80%) Inadequada (< 80%)
Analise de concordancia

Positivo Laboratério avaliador
Negativo Total

Positivo
Laboratoério .

Negativo
local

Total
N.° laminas FN: % relativa de FN:
N.° [dminas FP: % relativa de FP:

Nivel de concordancia:
C=% (_/__laminas), em que (a+d/a+b+c+d [aminas)

Concluséo:

Recomendagdes:

Data: Assinatura:
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H) Protocolo para visita técnica

s Sistema de Garantia da
inisterio da Saude . . .
Secretana de Vigilincia em Saude Quahdade de BaCI|OSCOpIa

Roteiro para visita técnica — Laboratério de tuberculose

Orientacoes: este instrumento deve ser preenchido pelo avaliador acompanhado pelos profissionais do
LAB responsaveis pela Qualidade e Biosseguranca e pelo Diagnéstico Laboratorial da Tuberculose. Esse
instrumento devera ser assinado no final pelo avaliador e pelos profissionais do LAB que acompanharam
0 processo.

Siglas: A — Atende, AR — Atende com restri¢cdes (o requisito é atendido parcialmente, ou nos documentos
apresentados faltam informacdes ou ndo estdo totalmente corretos), EL — Em elaborac¢do (é necessério
evidenciar minuta), N — Ndo atende, NA — Nao se aplica

| - DADOS DO LABORATORIO

Laboratoério: Data:
Endereco:

Municipio: CEP:
E-mail: Telefone:

Chefe do laboratoério de tuberculose:

Funcionarios:

Il - INFRAESTRUTURA

Requisitos O que verificar e as possiveis situagoes Condicao encontrada

1. Possuir dimensdes e construcdo
adequadas para realiza¢do da
baciloscopia: A — Possui ambientes suficientes e com
construcdo adequada para a realiza¢ado
da baciloscopia.

AR - Possui espacos B e C juntos. A | AR EL | N | NA
N — Os ambientes ndo sao suficientes e/

ou sdo inadequados para a realiza¢do
da baciloscopia.

A) Recepg¢do de amostras.

B) Registro de dados e liberacdo
de resultados.

C) Microscopia.

D) Realiza¢do de esfregaco e
coloragéo.

E) Area para autoclave.

Outras situa¢des encontradas:

Il - RECURSOS HUMANOS

Requisitos O que verificar e as possiveis situagoes Condi¢ao encontrada

A - Ha profissionais para preparacao
de todos os procedimentos da
baciloscopia: recepcao, registro,

2. Possuir numero suficiente confgcgéo do esfregago e leitura
de pessoal para realizacdo da (méaximo de 20 baciloscopias em quatro | A | AR EL I N | NA
baciloscopia. horas de trabalho/dia)

N — O niimero de profissionais é
insuficiente para atender a demanda
do laboratério.

Outras situag¢des encontradas:




IV - TREINAMENTO

Requisitos

O que verificar e as possiveis situagoes

Condicao encontrada

3. Possuir pessoal treinado para a
realizacdo da baciloscopia.

A — Os técnicos que realizam
baciloscopia receberam treinamento
pelo laboratério referéncia ou no
préprio laboratério nos ultimos dois
anos.

N — Os técnicos que realizam
baciloscopia nunca foram treinados.

NA

Outras situag¢des encontradas:

V — ORGANIZACAO INTERNA E DOCUMENTACAO

Requisitos

O que verificar e as possiveis situagoes

Condicao encontrada

4. Possuir instrucdes
documentadas e disponiveis para
a coleta, o acondicionamento,

a conservacao e o transporte de
amostras.

A — Possui instrucdes documentadas e
disponiveis para coleta de amostras.

AR - Possui instru¢des documentadas,
mas necessitam ser mais bem
divulgadas ou faltam informacgoes.

EL — Instru¢des em elaboracéo.
N — Nao existem instrucdes.

NA

Outras situa¢des encontradas:

Requisitos

O que verificar e as possiveis situagoes

Condicao encontrada

5. Possuir procedimento
documentado e aprovado (POP)
com critérios para aceitacao e
rejeicdo de amostras clinicas.a

A — Existem POPs, inclusive com
critérios para aceitacdo e rejeicdo de
amostras clinicas.

AR - Existem POPs, mas incompletos.
EL — Os POPs estdo em elaboracao.

N — Nao existem POPs.

NA

Outras situa¢des encontradas:

Requisitos

O que verificar e as possiveis situacoes

Condigao encontrada

6. Possuir mecanismos de
cadastramento univoco das
amostras clinicas que garantam
sua identificacdo e rastreabilidade
durante toda a sua permanéncia
no laboratério.

(Registro de baciloscopia ou
similar).

A — Possui mecanismos de
cadastramento univoco de amostras
que garantam sua identificacdo e
rastreabilidade durante toda a sua
permanéncia no laboratério.

N — N&do possui mecanismos de
cadastramento univoco de amostras
que garanta sua identificacdo e
rastreabilidade durante toda a sua
permanéncia no laboratoério.

NA

Outras situag¢des encontradas:




Requisitos

O que verificar e as possiveis situacoes

Condicao encontrada

7. Possuir e utilizar o sistema GAL
ou outro sistema informatizado.

A — Possui e utiliza o GAL ou
outro sistema informatizado.

N — N&o utiliza.

Outras situacdes encontradas:

Requisitos

O que verificar e as possiveis situagoes

Condicao encontrada

8. Informar mensalmente a
Vigilancia Epidemioldgica.
(informe mensal de resultados de
baciloscopia).

A — Informa mensalmente.
AR — Informa esporadicamente.
N — Ndo informa.

Outras situacdes encontradas:

Requisitos

O que verificar e as possiveis situagoes

Condicao encontrada

9. Utilizar e estar disponivel
no laboratério os manuais
recomendados em nivel nacional.

A - Sim, utiliza e estdo
disponiveis.
N - Néo.

Outras situacdes encontradas:

Requisitos

O que verificar e as possiveis situagoes

Condicao encontrada

10. Possuir documento (POP) das
técnicas de baciloscopia.

A — Existem POPs das técnicas
com todas as informacoes.

AR - Existem POPs das técnicas,
mas sdo incompletos.

EL — Os POPs estao em
elaboracao.

N — Nao existem POP.

AR

EL

NA

Outras situa¢des encontradas:

Requisitos

11. Apresentar laudo de forma
legivel e com informacdes
suficientes para a identificacdo
do laboratério, do solicitante, do
paciente, da amostra, de datas
(coleta, entrada no laboratorio,
da realizagcdo dos ensaios e da
emissdo do laudo) e dos métodos
utilizados e assinados pelos
responsaveis por sua emissao.

O que verificar e as possiveis situagoes

A - Possui laudos com as informacgdes
necessarias e de forma legivel.

AR - Possui laudo de forma legivel e
com informacgdes incompletas.

EL — O modelo de laudo esta em
elaboracdo.

N — Os laudos ndo possuem as
informacdes necessarias.

Condicao encontrada

AR

EL

NA

Outras situa¢des encontradas:




VI - ASPECTOS TECNICOS

Requisitos

O que verificar e as possiveis situagoes

Condicao encontrada

12. Realizar numeracéao e divisdo
da l[dmina para confec¢do do
esfregaco.

A — Numeracao e linha diviséria
adequada.
AR - Linha diviséria inadequada.

N — Numerag¢do com caneta
permanente ou ilegivel.

EL

NA

Outras situag¢des encontradas:

Requisitos

O que verificar e as possiveis situagoes

Condicao encontrada

13. Realizar confeccdo do
esfregaco de escarro obedecendo
as normas do Manual de
Recomendacébes para o
Diagndstico Laboratorial de
Tuberculose e Micobactérias Nao
Tuberculosas de Interesse em
Saude Publica no Brasil ou Manual
TELELAB - Baciloscopia.

A - Realiza o esfregaco de acordo com
as recomendacgoes.

AR — Nao realiza a pré-lavagem das
laminas com detergente.

N — Nao utiliza aplicadores de madeira.

NA

Outras situa¢des encontradas:

Requisitos

14. Realizar a colora¢do do
esfregago segundo as normas

do Manual de Recomendacées
para o Diagndstico Laboratorial
de Tuberculose e Micobactérias
N&o Tuberculosas de Interesse em
Saude Publica no Brasil ou Manual
TELELAB - Baciloscopia.

O que verificar e as possiveis situacoes

A - Realiza a coloracdo de acordo com
as recomendacoes.

AR - N&o utiliza as concentracdes
dos corantes recomendados e/ou os
tempos recomendados e/ou néo filtra
os corantes.

N — N&o utiliza o método de Ziehl-
Neelsen.

Condicao encontrada

NA

Outras situa¢des encontradas:

VII - EQUIPAMENTOS

Requisitos

O que verificar e as possiveis situagoes

Condicao encontrada

15. Possuir os equipamentos
abaixo para a realiza¢do da
baciloscopia:

a) microscopio;
b) balanca;

¢) geladeira; e
d) autoclave.

A — Possui todos os equipamentos para
a correta realizacdo da baciloscopia.

AR - Possui os equipamentos
em condi¢des inadequadas e/
ou microscépio em quantidade
insuficiente.

N — Nao possui os equipamentos
necessarios.

NA

Outras situag¢des encontradas:




Requisitos

16. Possuir procedimento
documentado ou POP aprovado
para operacao, verificacdo e
limpeza dos equipamentos,
mantendo os registros
correspondentes.

O que verificar e as possiveis situacoes Condicao encontrada

A - Atende o requisito.

AR - Atende o requisito, mas faltam
informacdes, ou ndo tem para todos os
equipamentos. A | AR EL | N
EL — Procedimento em elaboragdo.

NA

N — Nao existe procedimento nem
registro.

Outras situagdes encontradas:

Requisitos

O que verificar e as possiveis situagoes

Condicao encontrada

Possuir programa de manutencao
preventiva para os equipamentos,
gue atenda as recomendacdes dos
fabricantes, e manter registros
das manutencdes corretivas e
preventivas realizadas.

A - O programa existe e esta aprovado
e implantado e sdo mantidos os
registros das manutencdes.

AR - O programa existe, mas nao sao A | AR EL | N
mantidos os registros das manutencoes.

NA

EL — O programa esta em elaboragao.
N — O programa nao existe.

Outras situacdes encontradas:

Requisitos

18. Possuir os insumos
armazenados corretamente.

O que verificar e as possiveis situagoes

Condicao encontrada

A - Atende o requisito.
N — Nao atende o requisito.

Outras situa¢des encontradas:

Requisitos

O que verificar e as possiveis situacoes

Condigao encontrada

19. Possuir reagentes/solucdes
preparados no laboratério e

os adquiridos com rétulo de
identificacdo de origem, grau de
pureza e validade.

A - Atende o requisito. A | AR |EL|N

Outras situag¢des encontradas:

Requisitos

O que verificar e as possiveis situagoes

Condicao encontrada

20. Possuir procedimento para a
identificacdo de trabalhos ndo
conformes incluindo as acbes
corretivas.

A - Atende o requisito. A | AR |EL|N

Outras situa¢des encontradas:

Requisitos

O que verificar e as possiveis situacoes

Condigao encontrada

21. Possuir um sistema de
controle interno da qualidade
devidamente registrado.

A — Possui registros do controle
interno.

Outras situag¢des encontradas:




Requisitos O que verificar e as possiveis situacoes Condicao encontrada

22. Participar de programa de

Avaliagéo Externa_x da Qualidade, A — Possui registros da avaliacdo Alar TELIN | NA
mantendo os registros dos externa.
resultados.

Outras situag¢des encontradas:

VIl - BIOSSEGURANCA

Requisitos O que verificar e as possiveis situagdes | Condicao encontrada

23. Possuir normas de
biosseguranca, relacionados
com a baciloscopia, a limpeza A -Sim. A | AR EL | N | NA
e desinfeccdo de superficies e o
tratamento de residuos.

Outras situag¢des encontradas:

Requisitos O que verificar e as possiveis situagoes Condicao encontrada

24. Possuir equipamentos
de protecao individual (EPIs)
adequados e em numero
suficiente para baciloscopia.

A -Sim. A | AR EL | N | NA

Outras situa¢des encontradas:

Requisitos O que verificar e as possiveis situagoes Condicao encontrada

25. Possuir controle médico
periddico da equipe de A -Sim. A | AR EL | N | NA
profissionais.

Outras situag¢des encontradas:

Requisitos O que verificar e as possiveis situagoes Condicao encontrada

26. Possuir documentos de
instrucdes em caso de acidente
com material clinico e os registros
correspondentes.

A -Sim. A | AR EL | N | NA

Outras situa¢des encontradas:

IX - INDICADORES

Requisitos O que verificar e as possiveis situagoes | Condicao encontrada

27. Possuir registros periédicos
do indicador: n.° total de

baciloscopias realizadas em um A — Possui registros. A | AR EL | N | NA
periodo determinado. Percentual
de baciloscopias para diagnéstico.

Outras situacdes encontradas:




Requisitos O que verificar e as possiveis situacoes Condicao encontrada

28. Possuir registros periodicos
do indicador: percentual de
positividade da baciloscopia para
diagnéstico.

A — Possui registros. A | AR |EL|N | NA

Outras situacdes encontradas:

Requisitos O que verificar e as possiveis situacoes Condicao encontrada

29. Possuir registros periodicos
do indicador: percentual de
baciloscopias liberadas no prazo
de 24 horas.

A — Possui registros. A | AR EL | N | NA

Outras situag¢des encontradas:

Requisitos O que verificar e as possiveis situagoes Condicao encontrada

30. Possuir registros periddicos do

indicador: percentual de amostras

para diagndstico com aspecto de A — Possui registros. A | AR EL | N | NA
saliva. Percentual de resultados

positivos em amostras: saliva.

Outras situa¢des encontradas:

RELATORIO FINAL DA VISITA TECNICA

Orientacgdes: este instrumento deve ser preenchido pelo avaliador acompanhado pelos profissionais do
LAB responsaveis pela Qualidade e Biosseguranca e pelo Diagnéstico Laboratorial da Tuberculose. O
documento devera ser assinado no final pelo avaliador e pelos profissionais do LAB que acompanharam
0 processo.

Siglas: A — Atende, AR — Atende com restri¢es (o requisito é atendido parcialmente, ou nos documentos
apresentados faltam informacdes ou nao estao totalmente corretos), EL — Em elaboragdo (é necessario
evidenciar minuta), N — Ndo atende, NA — N&o se aplica.

I - DADOS DO LABORATORIO

Laboratorio: Data:

Facilidades:

Limitagoes:

Recomendacdes:

Assinaturas:

Nome e assinatura do avaliador:

Nome e assinatura do profissional do laboratério que acompanhou a avaliacdo dos requisitos de
qualidade:

Nome e assinatura do profissional que acompanhou a avalia¢do dos requisitos especificos do laboratério
de tuberculose:

Local: Data:







/7 CULTURA

7.1 Introducéo

A cultura é o exame laboratorial que permite a multiplicacdo e o isolamento de BAAR a
partir da semeadura da amostra clinica, em meios especificos de cultura para micobac-
térias. E um método sensivel e especifico para o diagnéstico das doencas causadas por
micobactérias, principalmente para a TB pulmonar e extrapulmonar, além de MNT.

O limite de deteccao de bacilos da cultura é de 100 bacilos por mililitro de escarro, mas
quando realizada com alta qualidade técnica é capaz de detectar de 10 a 100 bacilos
cultivaveis por mililitros de escarro.”? E um dos métodos de referéncia (padrdo-ouro) para
avaliar um novo método diagnéstico.

Quando realizada no escarro, pode, em geral, adicionar de 20% a 30% de casos ao total
daqueles de TB pulmonar, ndo confirmados pela baciloscopia. Permite também a posterior
identificacdo da espécie de micobactéria isolada e o TS aos farmacos antiTB, assim como a
realizacdo de vdrias técnicas moleculares. A especificidade da cultura para o diagnéstico
da TB é maior do que 99%, sendo que a especificidade absoluta é conseqguida quando sao
feitos os testes de identificacdo para o CMTB.3

7.2 Critérios para realizacao da cultura

Seguem as indica¢des para realizacao de cultura para o diagnéstico laboratorial da TB.
Em locais onde o TRM-TB esta disponivel:

1. Na investigacdo de TB em casos novos, a amostra deve ser encaminhada para realizagdo
de cultura quando:

ha suspeita de TB pulmonar e o TRM-TB tiver resultado “detectado”;

b. o resultado do TRM-TB for negativo, mas houver persisténcia de sintomas compativeis
com TB; e

c. as amostras processadas forem de PVHIV, criancas <10 anos ou amostras extrapulmo-
nares, independentemente do resultado do TRM-TB.

2. Na investigacdo de TB em casos de retratamento (recidiva ou retorno ap6s abandono), a
amostra deve ser encaminhada para realiza¢do de cultura quando:

a. nos casos de retratamento, sempre serd realizada a cultura, juntamente ao TRM-TB e
baciloscopia, independentemente dos seus resultados.

Em locais onde o TRM-TB nao esta disponivel:



1. A cultura deve ser realizada em todos os casos com suspeita de TB, sendo casos novos ou
retratamentos, independentemente do resultado da baciloscopia.

Outros critérios para realiza¢do da cultura:

» contatos de casos afetados por TB-DR;

» casos suspeitos de infec¢des causadas por MNT (para realizar a identificacdo da
espécie); e

» estudos epidemiolégicos, como atividades de vigilancia, para determinar a preva-
Iéncia da resisténcia primaria (inicial) ou adquirida.

Cada UF pode acrescentar outros critérios aos seus Programas Estaduais de Controle da TB.
(Pect), visando intervir em determinadas situacdes por eles definidas como importantes.

7.3 Métodos de cultura

Desde a década de 50, os métodos classicos de cultura utilizados no laboratério sao ma-
nuais. Utilizam meios de cultura sélidos e incubacdo em estufas bacteriolégicas convencio-
nais. A leitura das colénias de micobactérias é feita a olho nu e, em vista disso, o tempo
de deteccao de positividade da cultura varia de 14 a 28 dias até oito semanas.

As formas disseminadas e rapidamente progressivas de TB e de outras micobacterioses,
encontradas com frequéncia em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(aids), exigiram um diagnostico mais rapido. A partir de 1980, os métodos de cultura tive-
ram avancos tecnolégicos com o desenvolvimento dos sistemas automatizados utilizando
meio de cultura liquido. Esses sistemas utilizam uma forma de processamento e semeadu-
ra de amostras muito similar aos métodos classicos, nao reduzindo significativamente o
trabalho prévio. A incubacdo é monitorada por sistema informatizado que acusa quando
ha crescimento celular e, portanto, o tempo de deteccao da positividade é menor que o
exigido para os métodos classicos, viabilizando maior rapidez na leitura do exame

A cultura em meio liquido, utilizando sistemas automatizados, é recomendada para agi-
lizar o diagnéstico da TB.

A opc¢ao do laboratério pela utilizacdo de um sistema comercial automatizado de cultura
deve levar em consideracao aspectos como:

» orcamento regular e continuo para cobrir os insumos da cultura;
» eficiéncia com que se comercializam os insumos necessarios;

» treinamento dos técnicos no equipamento;

» rapidez com que se processam as amostras apos a coleta;

»  assisténcia técnica; e

» custo/complexidade/risco bioldgico.



7.4 Etapas da cultura

O exame de cultura abrange cinco etapas: i) pré-tratamento das amostras clinicas: prepa-
ram-se as amostras, de acordo com suas caracteristicas, para as demais etapas metodolégi-
cas; ii) fluidificacdo/descontaminacao: sao utilizados agentes quimicos para homogeneizar
a amostra clinica e eliminar outros microrganismos; iii) semeadura em meio de cultu-
ra: proporciona o contato das micobactérias existentes na amostra com as substancias
nutritivas; iv) incubacdo: fornece a temperatura correta e constante, necessaria para a
multiplicacdo das micobactérias; e v) leitura dos tubos semeados e registro dos resultados:
verifica-se a presenca de coldnias ou de turvacdo e/ou de contaminacdo, como sinal de
presenca de micobactérias; registra-se; e libera o resultado.

7.4.1 Pré-tratamento das amostras

Esta etapa inclui o preparo das amostras clinicas quanto a necessidade de centrifugacao
e/ou maceracao, de acordo com as suas caracteristicas. No Quadro 14 estao descritos es-
ses procedimentos para os diferentes tipos de amostras. Sdo consideradas contaminadas
aquelas provenientes de sitios ndo estéreis,® tais como escarro, urina, secre¢des, lavado
brénquico, lavado gastrico e fragmento de tecido cutaneo.

As amostras consideradas ndo contaminadas sdo aquelas provenientes de sitios estéreis,
tais como liquidos (cefalorraquidiano, pleural, sinovial, peritoneal, pericardico), fragmen-
tos de 6rgaos, sangue e medula 6ssea. Para essas, ndo é necessario descontaminar. No
entanto, para garantir que a cultura nao seja perdida por contaminacao, caso as amostras
nao tenham sido colhidas ou acondicionadas em condi¢des estéreis, é recomendavel, apés
os procedimentos de pré-tratamento, semear metade da amostra diretamente nos meios
de cultura, além de descontaminar a outra metade conforme o método escolhido. As
condi¢des de coleta e armazenamento de amostras clinicas estdo descritas no capitulo 5.

Quadro 14 - Procedimentos de pré-tratamento de amostras clinicas para cultura de
micobactérias

AMOSTRAS CLINICAS PROCEDIMENTO DE PRE-TRATAMENTO

Escarro espontaneo N&o necessita de pré-tratamento.

Escarro induzido; lavado
brénquico; LBA; aspirado
transtraqueal; lavado
gastrico

Transferir a amostra para tubos de centrifuga e centrifugar durante 15
minutos a 3.000 x g. Desprezar o sobrenadante e proceder a cultura,
conforme o método escolhido.

Processar o mais rapidamente possivel. Amostras com mais de 50 ml
de volume devem ser distribuidas em varios tubos de centrifuga e

Urina centrifugados por 15 minutos a 3.000 x g. Desprezar os sobrenadantes,
juntar os sedimentos em um Unico tubo de centrifuga e proceder a
cultura, conforme o método escolhido.

Transferir a amostra para tubos de centrifuga e centrifugar por 15
minutos a 3.000 x g. Quando coletadas assepticamente, semear
diretamente nos meios de cultura escolhidos. Entretanto, caso seja
desconhecida a qualidade da coleta, é recomendavel semear metade
da amostra diretamente nos meios de cultura e descontaminar a outra
metade, conforme o método escolhido.

Liquidos: pleural, sinovial,
peritoneal, pericardico,
ascitico e LCR

continua



conclusao

AMOSTRAS CLINICAS PROCEDIMENTO DE PRE-TRATAMENTO

Quando proveniente de 6rgdos sem microbiota associada macerar

em gral com pistilo, estéreis ou em tubos contendo pérolas de vidro
estéreis, com um pouco de dgua ou salina estéril, até a formacado de
uma suspensdo homogénea. Dividir a suspensdo obtida, semear metade
diretamente nos meios de cultura e, a outra metade, descontaminar
conforme o método escolhido.

Fragmentos de 6rgdos

Macerar em gral com pistilo estéril, com um pouco de dgua ou salina

Fragmentos cutaneos e de . ; = ~ N -
9 estéril, até a formagdo de uma suspensdo homogénea. Misturar bem e

05505 : . . .
proceder a descontaminacdo, conforme o método escolhido.
N&o necessitam de descontaminag¢do. Inocular diretamente nos meios
de cultura, no momento da coleta, preferencialmente em sistemas
Sangue e aspirado de automatizados de diagnéstico. Quando nao disponiveis, inocular 5
medula ml diretamente no frasco de meio de cultura liquido ou bifasico. Para

aspirado de medula na auséncia de meio liquido semear 0,2 ml em dois
tubos de meio sélido a base de ovo ou agar.

Quando coletados assepticamente ndo descontaminar, podendo

todo o volume ser inoculado diretamente nos meios de cultura
escolhidos. Entretanto, caso seja desconhecida a qualidade da coleta,

é recomendavel semear metade da amostra diretamente nos meios de
cultura e descontaminar a outra metade, conforme o método escolhido.

Aspirados de ganglios e de
tumores (cavidades fechadas)

Atritar o swab, imerso em agua destilada ou solucdo salina estéril, contra

a parede do tubo para liberar a amostra clinica nele contida. Descartar o
Pus e secrecdes (cavidades swab e descontaminar a suspensdo obtida conforme o método escolhido.
abertas) Caso o swab nao tenha sido encaminhado imerso em dgua destilada

ou solugdo salina estéril, acrescentar um dos referidos liquidos a ele e

proceder como descrito anteriormente.

Fonte: Autoria propria.
LBA: lavado broncoalveolar; LCR: liquido cefalorraquidiano.

7.4.2 Descontaminacao da amostra

Os agentes quimicos (acidos, bases) liberam as micobactérias do muco e da fibrina ou dos
tecidos em que estao incluidos, fluidificando o escarro, homogeneizando a amostra clinica e
eliminando outros microrganismos dela (Quadro 15). Isso proporciona o crescimento das mi-
cobactérias sem a competicao pelos nutrientes contidos nos meios de cultura. Portanto, essa
etapa é realizada apenas nas amostras contaminadas por microbiota associada ou ambiental.

A escolha do agente fluidificante/descontaminante e do meio de cultura esta relacionada
com o tipo de amostra clinica a ser processada. Para as de escarro, a concentra¢do do
NaOH pode estar em concentracdes de até 4% e para as outras amostras pulmonares e
extrapulmonares, a concentracao nao deve ser superior a 2%.

Quadro 15 - Agentes fluidificantes/descontaminantes usados no tratamento de amostras
clinicas para cultura de micobactérias

AGENTES FLUIDIFICANTES/ ATIVIDADE

DESCONTAMINANTES

E 0 mais amplamente empregado. Tem propriedades tanto
fluidificantes como descontaminantes. Por se tratar de uma
substancia alcalina drastica, a concentracdo de uso é critica e deve
ser cuidadosamente observada, assim como o tempo em que

fica em contato com a amostra. Nos métodos em que é utilizada
sozinha, sua concentra¢do é de 4%, sendo considerada alta.

NaOH

continua



conclusao

AGENTES FLUIDIFICANTES/

DESCONTAMINANTES ATIVIDADE

E um agente mucolitico utilizado em combinacdo com o NaOH.
Como nao tem efeito direto sobre as micobactérias, permite

que seja usada uma concentracdo de NaOH de 2%. Dessa
maneira, a combinacdo NALC-NaOH é a indicada para amostras
paucibacilares e a recomendada para a maioria dos equipamentos
automatizados de cultura com meios liquidos.

NALC

E um agente descontaminante para amostras de escarro,
contaminadas sucessivamente por Pseudomonas spp.,
principalmente quando provenientes de pacientes com fibrose
cistica. Utilizado na concentra¢do de 5%.

Acido oxalico

Fonte: Autoria prépria.
NaOH : hidroxido de sédio; NALC: N-acetil-L-cisteina

A preparacao dos reagentes utilizados nos métodos de cultura e os respectivos formularios
para o controle da preparacao estao descritas no Anexo D desse capitulo.

7.4.3 Inoculacao em meios de cultura

As micobactérias sdo nutricionalmente exigentes para sua multiplicacdo em meios de
cultura e requerem meios de cultura com formulag¢des especificas (Quadro 16).

Os equipamentos automatizados de cultura utilizam meios liquidos desenvolvidos a partir
do Middlebrook 7H9.

Quadro 16 — Meios de cultura utilizados no isolamento de micobactérias

MEIOS DE CULTURA UTILIZACAO

Os mais utilizados, LJ e OK, sdo preparados em tubos ou frascos e podem
ficar por até oito semanas em refrigeracdo. Todos contém o corante verde de
malaquita 2% para inibir a microbiota contaminante. Esses meios permitem
a incorporacao de substancias como PNB a 500 pg/ml, que pode ser utilizada
na semeadura primaria da amostra para agilizar uma identificacdo prévia da
espécie de micobactéria. Os meios LJ com adicdo de PNB (LJ-PNB) ou OK com
adicdo de PNB (OK-PNB) sdo utilizados para diferenciar o CMTB das demais
micobactérias. Para isolar M. bovis e M. africanum e M. microti substituir

o glicerol pelo piruvato de sédio (0,5%) no meio de LJ (LJ-piruvato) ou OK
(OK-piruvato). Para pesquisa de M. haemophilum, isolado de leses de pele,
adicionar citrato férrico amoniacal (2,5%) ao meio LJ ou OK. A preparacao
de meios de cultura utilizados nos métodos classicos e os formularios para o
controle de qualidade estdo descritos no Anexo D desse capitulo.

A base de
ovos

Sélidos

Sao meios transparentes, o que permite a visualizacdo precoce das

colénias em lupas ou microscépios. Os meios Middlebrook a base de dgar
(Middlebrook 7H10 e Middlebrook 7H11) devem ser enriquecidos com o
suplemento Middlebrook OADC, composto por acido oleico, alboumina bovina
(fracdo V), dextrose e catalase.

A base de
agar

Middlebrook

7H9 E o meio liquido que necessita do enriquecimento ADC (albumina, dextrose e catalase).

O sistema comercial BD BBL™ MGIT™ Mycobacteria Growth Indicator Tube,
de leitura tanto manual como automatizada, consiste em um meio liquido
) (Middlebrook 7H9), acrescido de antibidticos (PANTA) e enriquecimento
Middlebrook  oADC, acondicionado em um tubo contendo um sensor fluorescente sensivel
7H9 ao oxigénio, composto de ruténio penta-hidratado em uma base de silicone.

modificado - - — - - -
O sistema BACTEC série 9000 utiliza o meio liquido Middlebrook 7H9
modificado (MycoF Lytic) para isolar micobactérias de amostras de sangue e
medula 6ssea. O

Fonte: Autoria prépria. O
CMTB: Complexo Mycobacterium tuberculosis; L): Léwenstein-Jensen; OADC - acido oleico, albumina, dextrose e catalase
—do inglés Oleic Albumin Dextrose Catalase; OK: Ogawa-Kudoh; PNB: acido-nitrobenzoico.

O

P



7.4.4 Incubacao

Apos a realizacdo das etapas de pré-tratamento, fluidificagdo/descontaminacao e semea-
dura nos meios de cultura indicados, esses sdo colocados em temperaturas apropriadas e
constantes, para o tempo de incubacao necessario ao desenvolvimento de micobactérias.

A maioria das micobactérias, como as do CMTB, necessita de temperaturas entre 35°C
e 37°C para multiplicacdo. Outras micobactérias, como M. marinum, M. ulcerans e M.
Haemophilus, somente se multiplicam em temperaturas que variam de 25°C a 30°C; e M.
avium ou M. xenopi exibem um 6timo crescimento entre 40°C e 42°C.

7.4.5 Leitura, interpretacao e registro dos resultados

Essa etapa da cultura verifica a presenca de crescimento de micobactéria e/ou de conta-
minacao nos meios de cultura.

Deve-se registrar o resultado com todas as observa¢des referentes a cada cultura como:
data da leitura, niumero de colénias visualizadas, caracteristicas morfolégicas da coldnia
em relacdo a presenca de pigmento e aspecto (lisa ou rugosa), bem como contaminacao
parcial ou total de cada tubo.

7.5 Métodos de fluidificacdo e descontaminacao

No Quadro 17 estao listados os métodos classicos ou convencionais de cultura que apre-
sentam comprovadamente maior sensibilidade e menores indices de contaminacao.

Quadro 17 - Métodos classicos ou convencionais para cultura de micobactérias e suas
indicagdes, agentes quimicos e meios de cultura utilizados

MEIO DE CULTURA

FLUIDIFICANTE /

METODOS INDICACAO DESCONTAMINANTE SOLIDOS A BASE DE LIQUIDOS
Principalmente para . .

Petroff 0 ) Middlebrook | Middlebrook

modificado as amoEtras de escarro NaOH 4% LJ; OK 7H10 7H9
espontaneo
Para todas as amostras

NALC clinicas, principalmente NALC com NaOH 2% LJ: OK Middlebrook | Middlebrook
as amostras 7H10 7H9
paucibacilares
Para amostras de escarro

OK A NaOH 4% OK - -
espontaneo
Para amostras

Acido pulmonares que contém )

L1 Pseudomonas sp Acido oxalico 5% LJ - -

oxalico . .
(pacientes com fibrose
cistica)

Fonte: Autoria proépria.
LJ: Lowenstein- Jensen; NALC: N-acetil-L-cisteina; NaOH: hidréxido de sédio; OK — Ogawa-Kudoh.

A sequir, serdo descritos para cada um dos quatro métodos de cultura a indicacao, as
precauc¢des, os materiais (equipamentos, reagentes, insumos) e os procedimentos de

O



organizacao e de realizacao (detalhes passo a passo da técnica) até a semeadura em
meio de cultura. As férmulas para o preparo dos reagentes de fluidificacdo/desconta-
minagao e dos meios de cultura estao descritas nos anexos desse capitulo; e da solugao
de alcool a 70% esta descrita no capitulo 3.

As recomendacgoes de incubacao e a leitura dos tubos semeados, comuns a todos os mé-
todos, serdao descritas nos itens 7.6 e 7.7 desse capitulo.

O método do acido oxalico ndao é utilizado na rotina diaria dos laboratorios, mas é im-
portante para casos especiais, como é o caso de escarros que contém Pseudomonas spp.,
por exemplo, bem como o escarro de pacientes com fibrose cistica e para urina e outros
fluidos organicos persistentemente contaminados quando descontaminados por métodos
de descontaminacao alcalina.

7.5.1 Método de Petroff modificado

Esse método utiliza solucdo de NaOH a 4% como agente de fluidificagdo/descontamina-
cdo, igual volume do escarro, chegando a uma concentracdo final de NaOH 2%. E indicado
principalmente para amostras de escarro. Necessita de centrifugacdo e de neutraliza¢ao.

A neutralizacdo pode ser realizada com a adicdo: a) de acido e indicador de pH (normal-
mente o vermelho de fenol); b) solu¢dao de tampao fosfato pH 6,8 ou; ¢) de dgua destilada
estéril.789.101

Precaucoes:

» realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranca como as BPL e
o uso de EPI adequados, conforme descrito no capitulo 3. Abrir um pote de escarro
(ou tubo de ensaio) de cada vez, com cuidado para evitar a formacao de aerossois;

» observar a capacidade da centrifuga para estabelecer o nimero de tubos a serem
trabalhados a cada lote. A centrifuga deve ser, preferencialmente, refrigerada para
evitar que o aquecimento interfira na viabilidade da micobactéria. As cacapas de-
vem ter tampa de seguranca bioldgica para evitar contaminacao pela producao de
aerossois durante a centrifugagdo e devem ser abertas dentro da CSB; e

» como a concentracao de NaOH 4% pode ocasionar também a eliminacdao de BAAR
e, no caso de amostras paucibacilares, levar a resultados falsamente negativos, de-
ve-se seguir rigorosamente as indicacdes de respeitar o tempo (menor ou igual a
15 minutos) em que as amostras ficam em contato com o agente descontaminante.

A preparacao dos reagentes utilizados nesse método esta descrita no Anexo B desse capitulo.
Equipamentos:

» CSB;

» centrifuga com rotor para tubos de 15 ml, 30 ml ou de 50 ml;
» agitador mecanico;

» estufa bacteriologica a 36°C = 1°C e outra a 30°C = 1°C;

» pipetador automatico ou manual; e

» crondbmetro.



Reagentes:

»

»

N

4

»

solucao de NaOH a 4%;
solucao de NaClO a 1%;
solucao de alcool a 70%; e

agua destilada estéril ou solucdo tampao fosfato pH 6,8.

Insumos:

papel-absorvente (papel de filtro ou papel-toalha) para forrar a bancada;
bandeja de metal;

tubos de centrifuga de polipropileno, estéreis, descartaveis, com fundo conico, de
15 ml, 30 ml ou de 50 ml, com tampa de rosca;

estante para tubos de centrifuga 15 ml, 30 ml ou 50 ml;
gaze estéril em pedacos;
pipetas estéreis de 5 ml, 2 ml e Pasteur;

recipiente a prova de respingos contendo solu¢dao de NaClO a 1% e um volume que
ocupe 2 cm do frasco. Por exemplo: um funil de vidro acoplado a boca de um frasco
Erlenmeyer ou de um baldo de vidro (corpo largo e boca estreita);

recipiente de vidro ou metal, fundo e de boca larga, para descarte de material a ser
esterilizado em autoclave e lavado;

recipiente plastico de boca larga para o material ser autoclavado e descartado;

meios de cultura: dois tubos com meio LJ ou trés tubos quando houver suspeita de
micobacteriose, um tubo com meio LJ com acido -nitrobenzoico (PNB), para cada
amostra. Na suspeita de M. bovis, acrescentar dois tubos com meio LJ-piruvato.
Na suspeita de M. haemophilum acrescentar um tubo com meio LJ com adicao de
citrato férrico amoniacal;

bandeja de polipropileno com furos para a circulagdo do ar, para incubacdo dos
tubos semeados;

[aminas de vidro;
saco plastico para autoclave para acondicionamento dos recipientes de descarte; e

fita de pH e placa de Petri ou tubo de ensaio pequeno.

Procedimentos de organizacao:

1.

Identificar o numero de registro da amostra clinica na lamina, nos tubos de meios de
cultura e nos tubos de centrifuga.

2. Preparar a CSB conforme descrito no capitulo 13.

Procedimentos de organizacao:

1.

Providenciar e organizar na bancada com cuba de inox os materiais necessarios para corar
o esfregaco.

2. Organizar tudo de forma a assegurar um fluxo de trabalho logico e seguro.



3.

Realizar o procedimento 3 fora da CSB

Organizar os potes das amostras a serem descontaminadas, observando a correspondente
identificacdo do numero de registro no corpo do pote, no tubo de centrifuga, nos tubos
de meios de cultura e na lamina. Colocar os tubos de centrifuga e os de meio de cultura
em uma mesma estante.

Realizar os procedimentos de 4 a 6 dentro da CSB

Organizar os materiais que serdo utilizados em um dos lados da bancada da CSB e colocar
os recipientes de descarte, conforme descrito no capitulo 3.

Forrar a bandeja de metal com papel-absorvente e oloca-la na bancada da CSB a sua
frente.

Colocar as amostras que serdo descontaminadas de acordo com o numero de ordem de
registro, atras da bandeja.

Procedimentos de realizagao:

1.

10.
11.

12.

13.
14.

Verificar as orientacbes de pré-tratamento das amostras, descrito no Quadro 14.
Acompanhar o fluxograma do item A do Anexo C desse capitulo.

Realizar os procedimentos de 2 a 7 dentro da CSB

Colocar em cima da bandeja de metal somente o pote da amostra que seré processada.

Transferir 2 ml da amostra (no maximo 5 ml) para o tubo de centrifuga de 15 ml, 30 ml ou
50 ml, deixando escorrer suavemente o escarro pela parede interna do tubo, com cuidado
para nao derramar. Caso escorra o material para fora do tubo, limpar com gaze embebida
em solu¢do NaClO a 1%.

Colocar o tubo de centrifuga contendo a amostra em uma estante.
Repetir esse procedimento para todas as amostras.

Adicionar com pipeta estéril a cada um dos tubos de centrifuga a solucdo de NaOH 4%,
na quantidade correspondente ao mesmo volume da amostra. A partir desse momento
marcar 15 minutos. Usar uma pipeta para cada amostra.

Fechar bem os tubos de centrifuga e agitar com a mdo ou em agitador mecanico até
formar uma mistura bem homogénea.

Realizar os procedimentos de 8 a 11 fora da CSB

Colocar os tubos de centrifuga na estufa 36°C = 1°C até completar os 15 minutos, para que
ocorra a fluidificacdo/descontaminacdo da amostra.

Centrifugar a 3.000 x g por 15 minutos.
ApOs a parada total da centrifuga, esperar cinco minutos para abrir.
Retirar as cacapas fechadas da centrifuga e colocar na CSB.

Realizar os procedimentos de 12 a 16 dentro da CSB

Abrir as cacapas e acondicionar os tubos da centrifuga em uma estante. Desprezar o so-
brenadante de cada tubo de centrifuga em um recipiente a prova de respingos.

Adicionar em cada tubo 15 ml de agua destilada estéril ou solucdo tampéao fosfato pH 6,8.

Centrifugar a 3.000 x g por 15 minutos.



15.
16.

17

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Ap6s a parada total da centrifuga, esperar cinco minutos para abrir.
Retirar as cacapas fechadas da centrifuga e colocar na CSB.

Realizar os procedimentos de 17 a 23 dentro da CSB

. Abrir as cacapas e acondicionar os tubos da centrifuga em uma estante.

18.

Desprezar o sobrenadante de cada tubo de centrifuga em um recipiente a prova de
respingos.

Ressuspender o sedimento com 1 ml de agua destilada estéril ou solucdo tampéo fosfato
pH 6,8.

Semear com pipeta estéril, 0,2 ml do sedimento em cada um dos tubos de meio de cultura,
distribuindo em toda a superficie do meio. No caso de existir Agua de condensacdo nos tu-
bos de meio de cultura, despreza-la sobre gaze ou papel de filtro estéril antes de semear.

Preparar o esfregaco da baciloscopia concentrada depositando duas gotas do sedimento
na lamina.

Fechar os tubos de meio de cultura, sem rosquear a tampa até o fim e colocar esses tubos
na estante.

Realizar a limpeza, a descontamina¢do da bancada e o descarte do material contaminado,
conforme descrito no capitulo 3.

Realizar os procedimentos de 24 a 27 fora da CSB

Retirar os tubos de meios de cultura semeados da estante e movimentar cada um deles de
modo que o inéculo banhe a superficie do meio.

Acondicionar os tubos de meios inclinados em uma bandeja de polipropileno, de maneira
que o lado da tampa fique ligeiramente mais alto e com a superficie do meio voltada para
cima. Cuidar para nao sobrepor os tubos, evitando acidentes ao transportar a bandeja.
Identificar a data de semeadura na bandeja.

Realizar a incubacdo dos tubos de cultura semeados conforme descrito no item 7.6 desse
capitulo.

Efetuar a fixacdo e a coloracdo da lamina de baciloscopia apds concentracdo e leitura,
conforme descrito no capitulo 6.

7.5.2 Método de N-acetil-L-cisteina-hidroxido de s6dio - NALC-NaOH

Este método utiliza uma solucdo depurante contendo N-acetil-L-cisteina (NALC) como
agente de liquefacdo e o uso de NaOH como descontaminante em uma concentracao final
de 2%. O método também utiliza o citrato de sédio com a funcao de sequestrar os ions de
metais pesados que, estando presentes na amostra clinica, poderiam inativar a NALC. Essa
solucao depurante é compativel com todos os meios de cultura, sendo recomendado para
todas as amostras clinicas, principalmente as paucibacilares. E o método recomendado
para descontaminar amostras que serdao semeadas em sistemas automatizados. 712131415

Precaucobes:

» realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranca como as BPL e
o uso de EPI adequados, conforme descrito no capitulo 3. Abrir um pote de escarro
ou tubo de ensaio de cada vez, com cuidado para evitar a formacao de aerossois;



observar a capacidade da centrifuga para estabelecer o niumero de tubos a serem
trabalhados a cada lote. A centrifuga deve ser, preferencialmente, refrigerada para
evitar que o aquecimento interfira na viabilidade da micobactéria. As cacapas de-
vem ter tampa de seguranca biolégica para evitar contaminacao pela producao de
aerossois durante a centrifugacao e devem ser abertas dentro da CSB;

a solucdo que devera ser adicionada a amostra clinica para a fluidificacdo/desconta-
minag¢do, € composta pela mistura de NALC, NaOH a 4% e citrato de sodio a 2,9%.
No Anexo B desse capitulo esta descrita a preparacao de todos os reagentes;

a solucdo de NaOH a 4% e a solugdo de citrato de sédio a 2,9% sao preparadas
separadamente e misturadas v/v, de acordo com o volume final desejado. A mistura
NaOH-citrato de sédio pode ser preparada em frasco com tampa de rosca, esterili-
zada e guardada sob refrigeracao;

a quantidade de NALC a ser pesada depende da quantidade de amostras que serao
tratadas (calculada para um dia de trabalho) e sua adicdo a solucdo de NaOH-citrato
de sodio, resultando na solu¢do de NALC, deve ser feita no momento do uso, pois
perde sua atividade dentro de 24 horas;

durante a fluidificacdo/descontaminacdo no método NALC, ndo agite vigorosa-
mente a amostra apos a adicao da solucdo de NALC, porque a aeracao extensiva
ocasiona a oxida¢dao do NALC, tornando-a ineficaz; e

para amostras muito contaminadas, é possivel processa-las aumentando a concen-
tracdo da solucdao de NaOH, mas ndao deve ser aumentado o tempo de contato
entre amostra e descontaminante.

Equipamentos:

CSB;

agitador mecanico;

centrifuga com rotor para tubos de 50 ml;

estufa bacteriolégica a 36°C + 1°C e outra para 30°C = 1°C;
pipetador automatico ou manual; e

cronémetro.

Reagentes:

solucao NALC (solucdo de NaOH a 4%, solucao de citrato de sédio a 2,9%, NALC);
solucdo tampao fosfato pH 6,8;

solucao salina estéril;

solucao de NaClO a 1%; e

solucao de alcool a 70%.

Insumos:

»

»

»

papel-absorvente (papel de filtro ou papel-toalha) para forrar a bancada;
bandeja de metal;

tubos de centrifuga de polipropileno, estéreis, descartaveis, com fundo conico, de



30 ml ou de 50 ml, com tampa de rosca;
» estante para tubos de centrifuga de 50 ml;
» gaze estéril em pedacos;
» pipetas estéreisde 5 mle 10 ml;

» recipiente a prova de respingos contendo solu¢do de NaClO a 1% em um volume
que ocupe 2 cm do frasco. Por exemplo: um funil de vidro acoplado a boca de um
frasco Erlenmeyer ou de um baldo de vidro (corpo largo e boca estreita);

»  recipiente de vidro ou metal, fundo e de boca larga, para descarte de material a ser
autoclavado e lavado;

» recipiente plastico de boca larga para o material ser autoclavado e descartado;

» meios de cultura: dois tubos com meio LJ ou trés tubos quando houver suspeita de
micobacteriose, e um tubo com meio LJ-PNB, para cada amostra;

» na suspeita de M. bovis, acrescentar dois tubos com meio LJ-piruvato. Na suspeita
de M. Haemophilum, acrescentar um tubo com meio LJ com adicao de citrato fér-
rico amoniacal.

» bandeja de polipropileno com furos para a circulacdo do ar, para incubacado dos
tubos semeados;

» laminas para baciloscopia; e

N

> saco plastico autoclavavel para acondicionamento dos recipientes de descarte.

Procedimentos de organizacao:

1.

Identificar o niumero de registro da amostra clinica na lamina, nos tubos de meios de
cultura e no tubo de centrifuga.

Preparar a CSB conforme descrito no capitulo 13.

Preparar diariamente a solucdo de trabalho, calculando a quantidade necessaria de acor-
do com a quantidade de amostras a serem processadas (v/v).

Realizar o procedimento 4 fora da CSB

Organizar os potes das amostras a serem descontaminadas, observando a correspondente
identificacdo do numero de registro no corpo do pote ou tubo, no tubo de centrifuga,
nos tubos de meios de cultura e na lamina. Colocar os tubos de centrifuga e os de meio de
cultura em uma mesma estante.

Realizar os procedimentos de 5 a 7 dentro da CSB

Organizar os materiais que serdo utilizados em um dos lados da bancada da CSB e colocar
os recipientes de descarte, conforme descrito no capitulo 3.

Forrar a bandeja de metal com papel-absorvente e coloca-la na bancada da CSB a sua
frente.

Colocar as amostras que serdao descontaminadas de acordo com o numero de ordem de
registro, atras da bandeja.



Procedimentos de realizacao:

1.

10.

1"

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Verificar as orientacbes de pré-tratamento das amostras, descrito no Quadro 14.
Acompanhar o fluxograma do item B do Anexo C desse capitulo.

Realizar os procedimentos de 2 a 10 dentro da CSB

Colocar em cima da bandeja somente o pote ou tubo da amostra que sera processada.

Transferir a amostra para o tubo de centrifuga de 50 ml, deixando escorrer suavemente a
amostra pela parede interna do tubo, cuidando para nao derramar. Caso escorra o mate-
rial para fora do tubo, limpar com gaze embebida em solucdo de NaClO a 1%.

Colocar o tubo de centrifuga contendo a amostra em uma estante.
Repetir esse procedimento para todas as amostras.

Adicionar com pipeta estéril a cada um dos tubos de centrifuga a solu¢do de NALC, na
quantidade correspondente ao mesmo volume da amostra. Usar uma pipeta para cada
amostra.

Fechar bem os tubos de centrifuga e inverter cuidadosamente o tubo para misturar bem,
evitando a agitacao forte que resulta em oxidacdo e inativacdo da NALC.

Deixar os tubos de centrifuga em repouso por 15 minutos a temperatura ambiente, para
fluidificacdo/descontaminagao.

Completar até o volume de 50 ml com solu¢do tampao fosfato pH 6,8.
Misturar.

Realizar os procedimentos de 11 a 13 fora da CSB

. Centrifugar a 3.000 x g por 15 minutos.

Apos a parada total da centrifuga, esperar cinco minutos para abrir.
Retirar as cacapas fechadas da centrifuga e colocar na CSB.

Realizar os procedimentos de 14 a 19 dentro da CSB

Abrir as cacapas e acondicionar os tubos da centrifuga em uma estante. Desprezar o so-
brenadante de cada tubo de centrifuga em um recipiente a prova de respingos.

Ressuspender o sedimento com 1,5 ml de 4gua destilada estéril ou solu¢do tampao fosfato.

Semear com pipeta estéril 0,2 ml do sedimento em cada um dos tubos de meio de cultura,
distribuindo em toda a superficie do meio. No caso de existir Agua de condensac¢do nos tu-
bos de meio de cultura, despreza-la sobre gaze estéril ou papel de filtro antes de semear.

Preparar o esfregaco da baciloscopia concentrada depositando duas gotas do sedimento
na lamina.

Fechar os tubos com meio de cultura sem rosquear a tampa até o fim e coloca-los na
estante.

Realizar a limpeza, a descontaminacdo da bancada e o descarte do material contaminado,
conforme descrito no capitulo 3.

Realizar os procedimentos de 20 a 23 dentro da CSB

Retirar os tubos de meios de cultura semeados da estante e movimentar cada um deles de
modo que o inéculo banhe a superficie do meio.



21. Acondicionar os tubos de meios de cultura, inclinados em uma bandeja de polipropileno,
de maneira que o lado da tampa fique ligeiramente mais alto e com a superficie do meio
voltada para cima. Cuidar para ndo sobrepor os tubos evitando acidentes ao transportar
a bandeja. Identificar a data de semeadura na bandeja.

22. Realizar a incubacdo dos tubos de meio de cultura semeados, conforme descrito no item
7.6 desse capitulo.

23. Efetuar a fixacdo e coloracdo da lamina de baciloscopia concentrada e leitura, conforme
descrito no capitulo 6.

7.5.3 Método do Swab - Ogawa-Kudoh

Este método é recomendado apenas para o processamento de escarro em laboratérios de
menor complexidade que nao possuem CSB e centrifuga, e que, portanto, ndo podem re-
alizar o método de Petroff ou NALC. Apresenta risco baixo de biosseguranca equivalente
ao processamento de baciloscopia. E de execucdo simples e rapida, utilizando NaOH 4%
como agente descontaminante. Utiliza swab de algodao que, apés ser embebido na parte
purulenta do escarro, é colocado em NaOH 4% por dois minutos. Apds, é semeado dire-
tamente em meio de Ogawa-Kudoh (OK) — meio levemente acidificado, com pH 6,4."%7

ATENQZ\O: os laboratérios que pretendem realizar o método de Swab (Ogawa-Kudoh)
e nao possuem CSB nao devem realizar a baciloscopia desses tubos nesses labora-
torios. Os tubos nos quais sao visualizadas colonias devem ser encaminhados para
um laboratério de referéncia, conforme descrito no capitulo 1, pois a baciloscopia
realizada a partir de colonias aumenta muito o risco biolégico.

Precaucbes:

» realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranca como as BPL e o
uso de EPI adequados, conforme descrito no capitulo 3. Abrir um pote de cada vez,
com cuidado para evitar a formacao de aerossois; e

» observar a forma correta de utilizar o bico de Bunsen, de modo que a chama fique
entre o técnico que esta manipulando e a amostra.

Equipamentos:

» bico de Bunsen;
» estufa bacterioldgica a 36°C = 1°C;
»  pipetador automatico ou manual; e

» crondbmetro.

Reagentes:
» solucao de NaOH a 4%;
» solucdo de NaClO a 1%; e
» solucdo de alcool a 70%.
Insumos:

» papel-absorvente (papel de filtro ou papel-toalha) para forrar a bancada;



» bandeja de metal;
» gaze estéril em pedacos;

»  swab estéril: palito de madeira com algodao hidréfilo enrolado na ponta, esterili-
zado em autoclave ou forno de Pasteur que atinja temperatura de 200°C. Observar
que o volume de algodao devera ser suficiente para absorver a maior quantidade
de escarro e nao ultrapassar o diametro do tubo onde sera introduzido. A altura
do algodao enrolado devera ser de modo a ficar submersa no volume de 3 ml de
solucdo de NaOH a 4%;

» tubos de ensaio de rosca, estéril, para colocar 3 ml de solucdao de NaOH a 4%;
» estante para os tubos de ensaio estéril 20 x 150 mm;
»  pipetas estéreis de 5 ml ou pipeta Pasteur;

» um recipiente de vidro ou metal, fundo e de boca larga, para descarte de material
a ser autoclavado e lavado e um recipiente plastico de boca larga para o material
ser autoclavado e descartado;

» meios de cultura: dois tubos com meio OK, um tubo com meio OK-PNB, para cada
amostra. Na suspeita de M. bovis, acrescentar dois tubos com meio OK-piruvato;

» bandeja de polipropileno com furos para a circulacdo do ar, para incubacao dos
tubos semeados;

» laminas de vidro; e

N

> saco plastico autoclavavel para acondicionamento dos recipientes de descarte.

Procedimentos de organizacao:

1.

Identificar o numero de registro da amostra clinica na lamina, nos tubos de meios de
cultura e no tubo estéril.

Forrar a bancada com papel-absorvente ao redor do bico de Bunsen e colocar atras do
mesmo pote para descarte dos swabs e a bandeja de metal, forrada com papel-absorven-
te, onde serdo realizados os procedimentos.

Organizar os potes das amostras por tras da bandeja, e colocar a lamina correspondente a
identificacdo da amostra em frente ao pote.

Colocar os tubos de ensaio estéril onde sera adicionado a solucdo de NaOH a 4% em uma
estante e os tubos de meios de cultura em outra.

Procedimentos de realizagao:

1.

Sendo indicado somente para amostras de escarro espontaneo, ndo necessitam de pré-tra-
tamento. Fluxograma do item C do Anexo C desse capitulo.

Colocar 3 ml de solu¢do de NaOH a 4% em cada tubo estéril ja identificado, utilizando
pipeta estéril e auxilio de pipetador automatico ou manual.

Colocar em cima da bandeja de metal somente o pote da amostra que serd processada e
a correspondente a lamina.

Abrir lentamente o pote da amostra a ser processada.
Preparar a baciloscopia direta conforme descrito no capitulo 6.

Introduzir o swab no pote contendo escarro, girando cuidadosamente dentro da amostra
até que ele fique impregnado com a porcdo mais purulenta.



10.
11.
12.

13.
14.

15.
16.

Inserir o swab impregnado com a amostra no tubo contendo solu¢do de NaOH a 4%, sem
encostar na parede, e deixar em repouso por dois minutos. Atencdo: no caso de existir
agua de condensacado nos tubos de meio de cultura, despreza-la sobre gaze estéril ou
papel de filtro antes de semear.

Apos esse tempo, passar o swab sobre a superficie dos dois tubos com meio OK e OK-PNB,
mediante movimentos rotatorios e em ziguezague, de maneira a espalhar bem o inéculo.
Se houver suspeita de infeccdo pelo M. bovis, passar o swab sobre a superficie dos dois
tubos com o meio OK; a seguir, no meio OK-piruvato; e, por ultimo, no meio OK-PNB. O
PNB é um inibidor quimico de crescimento do CMTB.

Descartar o swab no recipiente plastico.
Fechar os tubos de meio de cultura sem rosquear a tampa até o fim e coloca-los na estante.
Repetir os procedimentos de 1 a 9 para todas as amostras.

Fechar as tampas. Acondicionar os tubos de meios de cultura inclinados em uma bandeja
de polipropileno, de maneira que o lado da tampa do tubo fique ligeiramente mais alto e
com a superficie do meio voltada para cima. Cuidar para ndo sobrepor os tubos evitando
acidentes ao transportar a bandeja. Identificar a data de semeadura na bandeja.

Guardar na geladeira os potes de amostras, para repeticdo, se necessario.

Realizar a limpeza e a descontaminacdo da bancada e o descarte do material contamina-
do, conforme descrito no Capitulo 3.

Efetuar a colorac¢do e leitura da [damina conforme descrito no capitulo 6.

Realizar a incubacdo dos tubos de meio de cultura semeados, conforme descrito no item
7.6 desse capitulo.

7.5.4 Método do acido oxalico

E um método alternativo, particularmente indicado para amostras pulmonares que contém
Pseudomonas spp., como o escarro de pacientes com fibrose cistica ou amostras de urina.'>3

Equipamentos:

» CSB;

» agitador mecanico;

»  centrifuga com rotor para tubos de 50 ml;
» estufa bacteriolégica a 36°C + 1°C;

» pipetador automatico ou manual; e

» crondémetro.

Reagentes:

» solucdo de acido oxalico a 5%;

» solucdo salina estéril;

» solucdo indicadora (NaOH + vermelho de fenol);
» solucao de NaClO a 1%; e

» solucao de alcool a 70%.



Insumos:

» papel-absorvente (papel de filtro ou papel-toalha) para forrar a bancada;
» bandeja de metal;

» tubos de centrifuga de polipropileno, estéreis, descartaveis, com fundo conico, de
30 ml ou de 50 ml, com tampa de rosca;

» estante para tubos de centrifuga de 50 ml;

» meios de cultura: dois tubos com meio LJ para cada amostra;
» gaze estéril em pedacos;

» pipetas estéreisde 5 mle 10 ml;

» recipiente a prova de respingos contendo solu¢do de NaClO a 1% em um volume
que ocupe 2 cm do frasco. Por exemplo: um funil de vidro acoplado a boca de um
frasco Erlenmeyer ou de um baldo de vidro (corpo largo e boca estreita);

» recipiente de vidro ou metal, fundo e de boca larga, para descarte de material a ser
autoclavado e lavado;

» recipiente plastico de boca larga para o material ser autoclavado e descartado;

» bandeja de polipropileno com furos para a circulacdo do ar, para incubacdo dos
tubos semeados;

» laminas de vidro; e

» saco plastico autoclavavel para acondicionamento dos recipientes de descarte.

Procedimentos de organizacao:

1.

Identificar o numero de registro da amostra clinica na lamina, nos tubos de meios de
cultura e no tubo de centrifuga.

Preparar a CSB conforme descrito no capitulo 13.

Realizar o procedimento 3 fora da CSB

Organizar os potes das amostras a serem descontaminadas, observando a correspondente
identificacdo do numero de registro no corpo do pote ou tubo, no tubo de centrifuga, nos
tubos de meios de cultura e na lamina. Colocar os tubos de centrifuga e os de meios de
cultura em uma mesma estante.

Realizar os procedimentos de 4 a 6 dentro da CSB

Organizar os materiais que serdo utilizados em um dos lados da bancada da CSB e colocar
os recipientes de descarte, conforme descrito no capitulo 3.

Forrar a bandeja de metal com papel absorvente e coloca-la na bancada da CSB a sua
frente.

Colocar as amostras que serdo descontaminadas de acordo com o numero de ordem de
registro, atras da bandeja.

Procedimentos de realizagao:

1.

Verificar as orientacbes de pré-tratamento das amostras descritas no Quadro 14.
Acompanhar o fluxograma do item D do Anexo C desse capitulo.

Realizar os procedimentos de 1 a 8 dentro da CSB.



10.

1"

13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Colocar em cima da bandeja somente o pote ou tubo da amostra que serd processada.

Transferir a amostra para o tubo de centrifuga de 50 ml, deixando escorrer suavemente a
amostra pela parede interna do tubo, cuidando para ndo derramar. Caso escorra o mate-
rial para fora do tubo, limpar com gaze embebida em solu¢do de NaClO a 1%.

Colocar o tubo de centrifuga contendo a amostra em uma estante.
Repetir esse procedimento para todas as amostras.

Adicionar com pipeta estéril a cada um dos tubos de centrifuga a solucao de acido oxalico
a 5%, na quantidade correspondente ao mesmo volume da amostra.

Fechar bem os tubos de centrifuga e agitar os tubos em agitador mecanico.

Deixar os tubos de centrifuga em repouso por 30 minutos, para fluidificacdo/descontami-
na¢do, agitando de vez em quando.

Completar até o volume de 50 ml com solug¢do salina estéril.

Realizar os procedimentos de 9 a 11 fora da CSB

Centrifugar a 3.000 x g por 15 minutos.

. Apos a parada total da centrifuga, esperar cinco minutos para abrir.

12.

Retirar as cacapas fechadas da centrifuga e colocar na CSB.

Realizar os procedimentos de 12 a 16 dentro da CSB

Abrir as cacapas e acondicionar os tubos da centrifuga em uma estante. Desprezar o so-
brenadante de cada tubo de centrifuga em um recipiente a prova de respingos.

Neutralizar o sedimento com solucdo indicadora até o aparecimento de cor résea.

Semear com pipeta estéril 0,2 ml do sedimento em cada um dos tubos de meio de cultura,
distribuindo em toda a superficie do meio (dois tubos de LJ e um de PNB). No caso de
existir agua de condensacdo nos tubos de meio de cultura, despreza-la sobre gaze ou
papel de filtro estéreis antes de semear. Preparar o esfregaco da baciloscopia concentrada
depositando duas gotas do sedimento na lamina.

Fechar os tubos de meio de cultura sélidos sem rosquear a tampa até o fim e coloca-los
na estante.

Realizar a limpeza e a descontaminacdo da bancada e o descarte do material contamina-
do, conforme descrito no capitulo 3.

Realizar os procedimentos de 17 a 20 fora da CSB

Retirar os tubos de meios sélidos semeados da estante e movimentar cada um deles de
modo que o inéculo banhe a superficie do meio.

Acondicionar os tubos de meios sélidos, inclinados em uma bandeja de polipropileno, de
maneira que o lado da tampa fique ligeiramente mais alto e com a superficie do meio
voltada para cima. Cuidar para ndo sobrepor os tubos, evitando acidentes ao transportar
a bandeja. Identificar a data de semeadura na bandeja.

Realizar a incubacdo dos tubos de cultura sélidos semeados, conforme descrito no item
7.6 desse capitulo.

Efetuar a fixacdo e coloracdo da l[damina de baciloscopia concentrada e leitura, conforme
descrito no capitulo 6.



Observacao: Uma alternativa é acrescentar acido oxalico a 5% no sedimento obtido apos
centrifugacao pelo método NALC-NaOH.

7.6 Procedimentos para incubacao dos tubos de meios solidos

Apos a realizacao das etapas de pré-tratamento, fluidificacdo/descontaminacao e semea-
dura nos meios de cultura indicados, esses sao colocados em temperaturas apropriadas e
constantes, para o tempo de incubacao necessario ao desenvolvimento de micobactérias:

1. Inclinar os tubos de meios de cultura semeados em bandejas de polipropileno, com a su-
perficie do meio voltada para cima e as tampas ndo totalmente rosqueadas, para garantir
a secagem do inéculo.

2. Incubar a temperatura de 36°C + 1°C os tubos de meio de cultura semeados com a amos-
tra, visando ao desenvolvimento das espécies do CMTB.

3. No caso de meios de cultura com adicao de piruvato para pesquisa de M. bovis, incubar a
temperatura de 36°C = 1°C e, se possivel, dar condi¢cdes de microaerofilia (5% a 10% de
Co,).

4. No caso de suspeita clinica de patologia causada por M. marinum e M. ulcerans (amostras
oriundas de tecido cutaneo), incubar a temperatura de 30°C = 1°C um dos tubos de meio
de cultura.

5. No caso de meios de cultura com adicdo de citrato férrico amoniacal para pesquisa de M.
haemophilum, incubar a temperatura de 30°C = 1°C.

6. Apds 48 horas de incubacdo, conferir se ha contaminacdo em todos os tubos, rosquear
completamente as tampas e conservar incubados pelo tempo recomendado no item 7.6.

7.7 Procedimentos de leitura, interpretacao e registro dos resultados

Realizar a leitura dos tubos semeados em meio sélido, em bancada bem iluminada, pro-
xima a janela ou com foco de luz préximo (lumindria), apés 48 horas de incubagao e,
posteriormente, de sete em sete dias (leituras semanais) até completar oito semanas.

Nos meios de cultura sélidos, as colonias de micobactérias podem ser visualizadas a olho
nu, entre trés e sete dias (espécies de crescimento rapido) ou apds oito dias (espécies de
crescimento lento). Em amostras paucibacilares podem ser necessarias até oito semanas
para as colonias se tornarem visiveis.

No caso de meios de cultura com adicao de piruvato para pesquisa de M. bovis, o tempo de
incubacao é de até 16 semanas. O crescimento é disfonico (coldnias escassas), com coldnias
pequenas, lisas e planas.

Para acompanhar a leitura, observar o “Fluxograma de leitura das culturas em meios
solidos” descritos no item E do Anexo C desse capitulo.

Procedimentos de leitura apos 48 horas de incubacao

1. Fechar os tubos rosqueando as tampas completamente.



2. Verificar a contaminacao (presenca de colénias microbianas — bactérias, leveduras ou
fungos) pela mudanca de coloracdo ou liquefacdo dos meios sélidos. Quando presentes,
descartar o tubo. Se todos os tubos estiverem contaminados e ndo existir mais a amostra,
registrar no formulario “Registro de cultura em meio sélido e teste de sensibilidade” e
emitir o resultado no “Formuléario de solicitacdo e resultado de exame - cultura para
micobactérias” como “Cultura contaminada. Solicitamos nova amostra” (procedimento
descrito a seguir em Situacdo 3). A cultura ndo pode ter continuidade apenas com o tubo
com meio OK-PNB ou LJ-PNB.

3. Voltar a incubar os tubos em que ndo houve contaminac¢do ou alteracdo do meio.

Procedimentos de leituras semanais

1. Registrar a leitura semanal no formulario “Registro de cultura em meio sélido e teste de
sensibilidade” e no GAL, com todas as observacoes, referentes aos tubos de cultura de
cada amostra, como: data da leitura, resultado negativo ou nimero de colénias visualiza-
das de acordo com a escala semiquantitativa, caracteristicas morfologicas das colénias em
relacdo a presenca de pigmento, aspecto (lisa ou rugosa) e contaminacdo parcial ou total
de cada tubo.

Os critérios para leitura das culturas em meio sélido sdao apresentados na escala semiquan-
titativa a sequir:

Escala semiquantitativa:

» menos de 20 coldnias = “Cultura positiva” (citar o nUmero de colbnias);
» de 20 a 100 colbénias = “Cultura positiva” (+);
» mais de 100 colonias separadas = “Cultura positiva” (++); e

» colénias confluentes (tapete) = “Cultura positiva” (+++).

As seguintes situacdes sao possiveis:

Situacao 1: incubar novamente os tubos em que nao sao visualizadas coldnias; realizar as
leituras nas proximas semanas até completar oito semanas. Permanecendo negativos na
oitava semana, desprezar os tubos, registrar em sistema de registro especifico (ex.: GAL)
e emitir o resultado como “Cultura negativa.”

Situacao 2: para os tubos onde sdo visualizadas coldnias, realizar a baciloscopia de cada
uma, conforme descrito no capitulo 6, para confirmar a presenca de BAAR; verificar tam-
bém se a cultura estd pura ou contaminada e verificar a presenca ou auséncia de fator
corda. Caso a baciloscopia confirme a presenca de BAAR, realizar o teste MPT64, que
diferencia CMTB de outras micobactérias, conforme descrito no capitulo 8.

Se o tubo de meio estiver contaminado parcialmente e forem visualizados BAAR, nao
devem ser realizados teste do MPT64, identificacdo de espécies ou TS. Informar o resul-
tado como “Cultura positiva para BAAR e contaminada”. Solicitar nova amostra para
confirmacao e realizacdo de TS.

Alternativamente, caso a contaminac¢ao ndo seja extensa, pode-se tentar a descontamina-
¢do com o acido oxalico a 3%.

1. Transferir, com uma pipeta estéril, 2 ml de acido oxalico 3% para um frasco contendo
pérolas de vidro.



2. Retirar, com um swab, o crescimento bacteriano do tubo de meio sélido, ou usando uma
pipeta Pasteur estéril. Retirar 1 ml de cultura liquida.

3. Agitar o frasco em agitador mecanico.

4. Uma vez que a suspensdo foi bem homogeneizada, deixe alguns minutos para garantir
que as particulas maiores vao se sedimentar no fundo do tubo e para evitar a liberacdo
de aerossois.

5. Deixar em repouso por cinco a dez minutos.

6. Inocular o meio de cultura com algumas gotas da suspensdo descontaminada, com pipeta
Pasteur estéril ou micropipeta com ponteira estéril.

Realizacdo do teste de MPT64 para confirmacdao de CMTB

O teste de MPT64 é mais indicado para a confirmacdo de CMTB do que o uso do
meio com PNB, por ser uma prova mais sensivel. O meio com PNB pode ser utilizado caso
o laboratério nao tenha recursos para a compra do MPT64.

Procedimento:

» abrir o pacote do dispositivo e identificar com o nUmero/nome do paciente;

N

» adicionar 200 pL de tampao de extracdo a um tubo de vidro estéril;
» ressuspender de trés a quatro colénias de cultura sélida no tampao de extracao; e

» verter o volume total na cavidade S do dispositivo e interpretar em até 15 min.

Interpretacao dos resultados:

O dispositivo do teste possui uma letra T e uma letra C na superficie do cassete indicando,
respectivamente, a linha “teste” e a linha “controle”. Essas linhas ndao sao visiveis antes
da testagem da amostra. A linha C, utilizada para “controle do procedimento”, deve
aparecer sempre que o procedimento do teste for realizado corretamente.

Quadro 18 — Interpretacdo dos resultados do teste de MPT64 para confirmacdo de
Complexo M. tuberculosis

LINHA C LINHA T INTERPRETACAO
Visivel Nao visivel Nao reagente para M. tuberculosis
Visivel Visivel Reagente para M. tuberculosis
N&o visivel N&o visivel Teste invalido, repetir

Fonte: Autoria propria.

Interpretacao do tubo com PNB:

Situacao 2A: apos sete dias de incubacao, havendo visualizagao de mais de 20 colénias de
cor creme e rugosas, em um ou mais dos tubos com meio LJ ou OK, e auséncia de col6nias
no tubo com meio LJ-PNB ou OK-PNB, consultar a escala semiquantitativa para a inter-
pretacdo dos resultados, levando em conta o nimero de coldnias visualizadas. A seguir:

» registrar todas as informagdes observadas no GAL ou formulario especifico;

» separar o tubo com meio LJ ou OK com crescimento e encaminhar para o TS, caso O
atenda aos critérios de realizacao; e

» emitir o resultado como “Cultura positiva para complexo M. tuberculosis (CMTB).” O

o(®)

P



Situacao 2B: apds sete dias de incubacao, havendo visualizacdo de menos de 20 colbénias de
cor creme e rugosas, em um ou mais dos tubos com meio LJ ou OK, e auséncia de colbénias
no tubo com meio LJ-PNB ou OK-PNB, consultar a escala semiquantitativa para a interpre-
tacdo dos resultados, levando em conta o numero de colbnias visualizadas. A seguir:

» registrar todas as informagdes observadas no GAL ou no formulario especifico;

» avaliar se o caso exige a realizacdo imediata de TS. Se for um caso muito urgente
encaminhar para o TS, mesmo tendo a cultura com menos de 20 col6nias, o que
nao é recomendado normalmente para realiza¢cdao de TS;

» lembrar que o subcultivo ndo é indicado para a realizacdo de TS. Nao adianta
aumentar a massa bacilar para fazer o TS, uma vez que é importante manter-se
a representatividade de colénias possivelmente sensiveis e resistentes a drogas,
quando da realizacao do TS; e

» emitir o resultado como “Cultura positiva para Complexo M. tuberculosis (CMTB).”

Situacao 2C: havendo visualizacdo de mais de 20 colénias com ou sem pigmento, lisas,
opacas ou brilhantes, em um ou mais dos tubos com meio LJ ou OK e no tubo com meio
LJ-PNB ou OK-PNB antes ou apos sete dias de incubacao:

»  registrar todas as demais informacdes observadas no GAL ou formulario especifico;

» separar um dos tubos com meio LJ ou OK e encaminhar para a identificacdo e MIC,
se atender aos critérios de realizacao; e

» emitir o resultado “Cultura positiva para BAAR, sugestiva de MNT.”

Situacao 2D: havendo visualizacao de menos de 20 colénias com ou sem pigmento, lisas,
opacas ou brilhantes, em um ou mais dos tubos com meio LJ ou OK e no tubo com meio
LJ-PNB ou OK-PNB, antes ou apos sete dias de incubacao:

» registrar todas as demais informagdes observadas no GAL ou no formulario
especifico;

» separar um dos tubos com meio LJ ou OK e realizar subcultivo antes de encaminhar
para a identificacdo e MIC, se atender aos critérios de realizacao;

» emitir o resultado “Cultura positiva para BAAR, sugestiva de MNT”; e

» para a situacao 2D, se o isolamento dessas coldnias foi a partir de amostra colhida
de sitio nao estéril, solicitar novas amostras (trés isolados de um mesmo tipo de
amostra). Esse procedimento é para verificar se o isolamento de colénias de mico-
bactérias indica uma contaminacao, uma colonizacdo temporaria ou se representa
um possivel quadro clinico de micobacteriose.

Caso todos os tubos estejam contaminados, deve-se informar o resultado como “Cultura
contaminada.” A cultura ndao pode ter continuidade apenas com o tubo com meio OK-PNB
ou LJ-PNB.

Em todas as situacdes, realizar a identificacdo conforme descrito no capitulo 8. Se o labo-
ratério nao estiver habilitado a realizar a identificacdo, encaminhar para um laboratério
de referéncia, conforme descrito no capitulo 1.



7.8 Subcultivo

Consiste na preparacdo de uma suspensdo bacteriana a partir de uma cultura com raras
coldnias que serdo inoculadas em meios com LJ ou OK, cujo objetivo é aumentar a massa
bacteriana, pois, para realizar as provas de identificacdo das espécies de micobactérias, é
necessario um crescimento abundante.

Precaucobes:

»

realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranca como as BPL e
o uso de EPI adequados, conforme descrito no capitulo 3. Abrir um tubo de cultura
de cada vez, com cuidado para evitar a formacao de aerossois.

Equipamentos:

»

™

»

v

»

v

>

CSB;
estufa bacteriologica a 36°C = 1°C;
pipetador automatico ou manual; e

agitador mecanico.

Reagentes:

agua destilada estéril;
solucao de alcool a 70%; e
solucao de NaClO 1%.

Insumos:

papel-absorvente (papel de filtro ou papel-toalha) para forrar a bancada;
bandeja de metal;

tubos de ensaio 20 x 150 mm, de paredes reforcadas, com tampa de rosca, conten-
do 10 pérolas de vidro, estéreis;

estante para os tubos de ensaio estéril 20 x 150 mm;
gaze estéril em pedacos;

pipetas estéreis de 1 ml;

alca bacteriolégica descartavel estéril;

recipiente de vidro ou metal, fundo e de boca larga, para descarte de material a ser
autoclavado e lavado;

recipiente plastico de boca larga para o material ser autoclavado e descartado;
meios de cultura: dois tubos com meio LJ ou OK;

bandeja de polipropileno com furos para a circulacdo do ar, para incuba¢dao dos
tubos semeados; e

saco plastico autoclavavel para acondicionamento dos recipientes de descarte.

Procedimentos de organizacao



5.

Realizar os procedimentos de 1 a 3 fora da CSB

Identificar o nUmero da cultura nos tubos de meios com LJ ou OK e no tubo de ensaio com pérolas.
Preparar a CSB conforme descrito no capitulo 13.

Organizar os tubos de cultura observando a correspondente identificacdo do nimero de
registro no tubo de ensaio com pérolas e nos tubos de meios de cultura. Colocar os tubos
de ensaio com pérolas e os de meio de cultura em uma mesma estante.

Realizar os procedimentos de 4 a 5 dentro da CSB

Organizar os materiais que serdo utilizados em um dos lados da bancada da CSB e colocar
os recipientes de descarte, conforme descrito no capitulo 3.

Forrar a bandeja de metal com papel-absorvente e coloca-la na bancada da CSB a sua frente.

Procedimentos de realizacao

Realizar os procedimentos de 1 a 6 dentro da CSB

Transferir, com alca bacterioldgica descartavel estéril, ou swab estéril, algumas coldnias da
cultura para um tubo de ensaio com pérolas e 1 ml de dgua destilada estéril.

Homogeneizar em agitador mecanico.
Manter em repouso por dez minutos.

Semear com pipeta estéril 0,1 ml da suspensdao em dois tubos com meio LJ ou OK. No caso
de existir agua de condensacdo nos tubos de meio de cultura, despreza-la sobre gaze ou
papel de filtro antes de semear.

Fechar os tubos com meio de cultura sem rosquear a tampa até o fim e coloca-los na estante.

Realizar a limpeza, a descontaminacdo da bancada e o descarte do material contaminado
de acordo com as instrugdes descritas no capitulo 3.

Realizar os procedimentos de 7 a 10 fora da CSB

Retirar os tubos de meios de cultura semeados da estante e movimentar cada um deles de
modo que o inéculo banhe a superficie do meio.

Acondicionar os tubos de meios de cultura, inclinados em uma bandeja de polipropileno,
de maneira que o lado da tampa fique ligeiramente mais alto e com a superficie do meio
voltada para cima. Cuidar para nao sobrepor os tubos evitando acidentes ao transportar a
bandeja. Identificar a data de semeadura na bandeja.

Realizar a incubacdo dos tubos de meio de cultura semeados, conforme descrito no item
7.6 desse capitulo.

10. Realizar a leitura das culturas conforme descrito no item 7.7 desse capitulo.

7.9 Sistemas automatizados de cultura

Os sistemas comerciais automatizados de cultura liquida sdo compostos por:

» um frasco contendo meio de cultura com um sensor interno que pode ser colorimé-
trico, fluorimétrico ou de pressao, de acordo com o fabricante;

» um suplemento antibiético e de enriquecimento; e



» uma incubadora para acondicionamento dos frascos inoculados com as amostras
clinicas que monitoram de forma continua a detec¢do do crescimento bacteriano.

Podem ser usados para a maioria das amostras clinicas e apresentam a vantagem de serem
mais sensiveis do que a cultura em meio s6lido e de detectar precocemente o crescimento
bacteriano, contribuindo para agilizar o diagnéstico de micobactérias.' 168

7.9.1 Procedimento de inoculacao
Precaucobes:

» realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranca, como as BPL e
o uso de EPI adequados, conforme descrito no capitulo 3; e

» dependendo do sistema comercial escolhido, amostras de sangue, aspirado de
medula 6ssea e urina ndo poderao ser processadas, sendo que cada fabricante es-
clarece essas caracteristicas. O pré-tratamento das amostras clinicas segue as mes-
mas recomendagdes para os métodos classicos e a fluidificacdo/descontaminacao
das amostras deve ser realizada, preferencialmente, pelo método de NALC-NaOH.
Recomenda-se semear em paralelo um tubo com meio LJ.

Observacgoes:

» as férmulas para o preparo dos reagentes de fluidificacdo/descontaminacéo e do
meio de cultura LJ estdo descritas no anexo desse capitulo, e a solu¢ao de alcool a
70% e solucao de NaClO a 1%, no capitulo 3.

Equipamentos:

»  CSB;
» sistema de incubacao e detec¢ao automatica a 36°C +1°C;
» estufa bacteriolégica convencional a 36°C = 1°C; e

» micropipetas automaticas.

Reagentes:

» suplemento de enriquecimento (de acordo com o fabricante);

» suplemento antibiético liofilizado (de acordo com o fabricante);
» solucdo salina estéril;

» agua destilada estéril;

» solucdo de alcool a 70%;

» solucdo de NaClO a 1%; e

» solucdo tampao fosfato pH 6,8.

Insumos:

» papel-absorvente (papel de filtro ou papel-toalha) para forrar a bancada;
» bandeja de metal;

» estante para tubos de centrifuga de 30 ml e 50 ml;



» amostras clinicas ja descontaminadas (quando necessario) em tubos de 50 ml, com
tampa de rosca;

» criotubos;
» ponteiras com barreiras estéreis;
» gaze estéril em pedacos;

» recipiente a prova de respingos contendo solu¢cdo de NaClO a 1% em um volume
que ocupe 2 cm do frasco. Por exemplo: um funil de vidro acoplado a boca de um
frasco Erlenmeyer ou de um baldo de vidro (corpo largo e boca estreita);

» recipiente de vidro ou metal, fundo e de boca larga, para descarte de material a ser
autoclavado e lavado;

» recipiente plastico de boca larga para o material ser autoclavado e descartado;
» meio de cultura sélido: um tubo com meio LJ ou OK;
» frascos com meio de cultura liquido especifico de cada sistema;

» bandeja de polipropileno com furos para a circulagdo do ar e para incuba¢dao dos
tubos semeados;

» laminas de vidro; e
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> saco plastico autoclavavel para acondicionamento dos recipientes de descarte.

Procedimentos de organizacao:

» realizar as orientagdes de pré-tratamento das amostras conforme descrito no item
7.4.1 desse capitulo, e realizar a etapa de descontaminacao pelo método NALC-
NaOH, conforme descrito no item 7.5.2 desse capitulo.

Realizar os procedimentos de 1 a 7 fora da CSB

1. Separar os frascos de meio liquido de acordo com o numero de amostras a ser inoculadas
e deixar a temperatura ambiente de 30 a 60 minutos antes da inoculacao.

2. Todas as amostras clinicas que foram descontaminadas pelo método NALC-NaOH devem
estar nos tubos de centrifuga de 50 ml, devidamente identificadas com o niUmero de regis-
tro e colocadas em uma estante. Ressuspender o sedimento com solucdo tampao fosfato
pH 6,8 até um volume final de 1 a 3 ml.

3. Identificar com o numero de registro as amostras clinicas que ndo necessitam de
descontaminacao.

4. Identificar com o mesmo numero de registro das amostras clinicas as laminas, os frascos de
meio liquido e os tubos com meio LJ correspondentes.

5. Cadastrar os frascos de meio liquido no sistema de incubacdo e deteccao automatica, pelo
codigo de barras, de acordo com instru¢des do fabricante.

6. Preparar a CSB, conforme descrito no capitulo 13.

7. Reconstituir o suplemento antibiético com o suplemento de enriquecimento, dissolvendo
com cuidado o liofilizado. Atencdo: aliquotar o suplemento antibiético reconstituido em
criotubos, uma vez que a validade é de sete dias quando guardado em refrigeracdo (2°C a
8°C). Marcar a data de validade em cada criotubo,



10.

10.

11.

12.

13.
14.

15.

Realizar os procedimentos de 8 a 10 dentro da CSB

Organizar os materiais que serdo utilizados em um dos lados da bancada da CSB e colocar
os recipientes de descarte, conforme descrito no capitulo 13.

Forrar a bandeja de metal com papel-absorvente e coloca-la na bancada da CSB a sua
frente.

Colocar as amostras de acordo com o numero de ordem de registro, atras da bandeja.

Procedimentos de realiza¢ao:
Realizar os procedimentos de 1 a 10 dentro da CSB

Colocar em cima da bandeja de metal a estante com as amostras previamente desconta-
minadas e/ou as amostras estéreis.

Desinfetar os frascos de meio liquido com solu¢do de alcool a 70% e deixar secar a tem-
peratura ambiente.

Adicionar com micropipeta o volume adequado do suplemento antibiético reconstituido
com o suplemento de enriquecimento a cada frasco de meio liquido.

Inocular assepticamente, com micropipeta, o volume de amostra recomendado pelo fabri-
cante, no frasco de meio liquido.

Inocular assepticamente, com micropipeta, a amostra previamente descontaminada ou a
amostra ndo estéril em um tubo com meio LJ.

Preparar o esfregaco da baciloscopia concentrada depositando duas gotas do sedimento
na lamina.

Antes de colocar no sistema de incubacdo e deteccdo automatica, desinfetar os frascos de
meio liquido com solu¢ao de alcool a 70% e deixar a temperatura ambiente por 30 minutos.

Colocar os tubos de meio liquido inoculados no sistema automatizado, de acordo com as
instrucdes do manual do fabricante.

Fechar os tubos de meio de cultura LJ sem rosquear a tampa até o fim e colocar esses tubos
na estante.

Realizar a limpeza, a descontaminacado da bancada e o descarte do material contaminado
de acordo com as instrucdes descritas no capitulo 3.

Realizar os procedimentos de 11 a 15 fora da CSB

Retirar os tubos com meio LJ semeados da estante e movimentar cada um deles de modo
que o indculo banhe a superficie do meio.

Acondicionar os tubos de LJ, inclinados em uma bandeja de polipropileno, de maneira que
o lado da tampa fique ligeiramente mais alto e com a superficie do meio voltada para cima.

Incubar na estufa a 36°C (+ 1°C) os tubos com meio LJ inclinados.

Realizar a incubacdo dos tubos de meio LJ semeados, conforme descrito no item 7.6 desse
sapitulo.

Realizar a leitura das culturas conforme descrito no item 7.7 para os meios LJ e item 7.9.3
para os meios liquidos desse capitulo.



7.9.2 Procedimento de inoculacao

Apos a realizacdo das etapas de pré-tratamento, fluidificagdo/descontaminacao e semea-
dura (inoculacdo) nos meios de cultura liquidos, incuba-los em temperaturas apropriadas
e constantes, durante o tempo necessario ao desenvolvimento de micobactérias. Seguir o
protocolo do fabricante.

1. Colocar os frascos no sistema de incubacdo e deteccdo automatica, onde serdo monitora-
dos continuamente, segundo recomendacdes do fabricante.

ATENCAO: nos sistemas automatizados que aceitam amostras de sangue, os frascos
de meio liquido inoculados com essas amostras deverao permanecer incubados, se-
gundo recomendacoes do fabricante.

2. Quando o sistema de incubacdo e deteccdo automatizada acusar que um frasco de meio
liquido é positivo, retirar do sistema no mesmo dia e proceder segundo as recomendacdes.

3. Retirar todos os frascos negativos apos 42 dias de incubacdo e proceder seguindo o item
7.9.3.

7.9.3 Leitura dos resultados nos sistemas automatizados

A deteccao automatizada do sistema indicara a existéncia ou nao do crescimento bacte-
riano sinalizando o frasco de meio de cultura como positivo. Em todos os frascos de meio
liquido, detectados como positivos, confirmar a presenca de BAAR pela realizacdo da
baciloscopia, conforme descrita no capitulo 6.

1. Registrar e liberar os resultados negativos no sistema GAL, ou em sistema préprio, e no
livro de registro, se houver.

2. Ostubos com resultados positivos devem ser separados em uma estante para que o resul-
tado positivo seja confirmado, com identificacdo pelo teste MPT64, descrito no capitulo 8.

3. Sendo confirmado o resultado positivo para CMTB pelo teste MPT64, registrar e liberar os
resultados no sistema GAL, ou em sistema préprio, e no livro de registro, se houver.

4. Se o resultado do teste MPT64 for negativo para CMTB, seguir o procedimento de identi-
ficacdo de outras micobactérias do capitulo 8.

5. Apos a realizacdo do teste MPT64, realizar um esfregaco em lamina e semear em meio
de cultura solido e enriquecido, como o dgar sangue, agar triptona de soja (TSA) ou agar
infusdo cérebro e coracdo (BHI). Incubar por 48 horas e realizar a leitura.

Procedimentos de realiza¢dao da baciloscopia:
Realizar o procedimento 1 a 2 dentro da CSB

1. Retirar, com auxilio de uma pipeta Pasteur estéril, uma pequena aliquota do crescimento
bacteriano do fundo do tubo.

2. Preparar um esfregaco para a baciloscopia, depositando uma gota sobre a lamina de vidro.

Realizar os procedimentos 3 a 4 fora da CSB

3. Manter o tubo de meio liquido em estufa bacterioldgica a 36°C + 1°C, enquanto se aguar-
da o resultado da baciloscopia.

4. Realizar a limpeza e descontaminacao da CSB e o descarte dos tubos de meio liquido e do
material contaminado, conforme descrito no capitulo 3.



Interpretacao dos resultados apos realizacdo do MPT64, baciloscopia da cultura positiva
e leitura do agar sangue:

1.

7.
8.
9.

Se confirmada a presenca de BAAR e a leitura em meio sélido enriquecido (dgar sangue,
BHI, TSA) der negativa, é confirmado que a cultura ndo estd contaminada.

Realizar o teste MPT64 para confirmar se é CMTB.

Se confirmada a presenca de BAAR e a leitura em meio sélido enriquecido (dgar sangue,
BHI, TSA) der positiva, é confirmado que a cultura esta positiva e contaminada. Se a cultu-
ra tem >10 dias de incubacao, liberar o resultado como cultura mista: positiva para CMTB
e presenca de contaminagao.

Se confirmada a presenca de BAAR e a leitura em meio sélido enriquecido (dgar sangue,
BHI, TSA) der positiva, é confirmado que a cultura estad positiva e contaminada. Se a cul-
tura tem <10 dias de incubacdo, realizar o procedimento de descontaminac¢ao da cultura
descrito no item 7.5.2 desse capitulo.

Se a leitura em meio sélido enriquecido (agar sangue, BHI, TSA) der positiva e ndo houver
presenca de BAAR, é confirmado que a cultura estd contaminada. Liberar o resultado
como cultura contaminada.

Se ndo houver presenca de BAAR e a leitura em meio soélido enriquecido (dgar sangue,
BHI, TSA) der negativa, verifique visualmente se ha presenca de algum crescimento (tur-
vacado do tubo ou coldnias no fundo do tubo).

Manter o tubo incubado por mais trés dias e repetir a baciloscopia.
Se houver presenca de BAAR, confirmar cultura positiva para CMTB.

Se nado houver presenca de BAAR, confirmar cultura contaminada.

Encaminhamento do tubo de cultura positiva para testes complementares:

1.

2.

Para culturas positivas:
a. CMTB: encaminhar para TS; e
b. MNT: encaminhar para identificacdo de espécie.

Descartar o tubo em caso de cultura contaminada.

7.10 Controle de qualidade da cultura

7.10.1 Controle interno da qualidade da cultura

A garantia da qualidade com relacao a cultura de micobactérias € um sistema projetado
para melhorar continuamente a confiabilidade, a eficiéncia e o uso dessa metodologia
nos servicos que a realizam.

O CIQ da cultura é um dos componentes do SGQ e é de responsabilidade de cada labora-
tério que executa as técnicas.

No Anexo E estao descritos modelos de formularios para acompanhar os procedimentos
relativos ao CIQ da cultura.”™ Esses documentos devem ser mantidos em lugar acessivel
no laboratério para uma consulta facil, e qualquer mudanca deve ser registrada pelo
profissional responsavel.



7.10.1.1 Controle interno da qualidade dos meios de cultura LJ e OK

Normalmente os meios de cultura para micobactérias utilizados nos laboratérios da rede
publica sdo LJ ou OK, preparados pelo préprio laboratério. Cada novo lote de meios
deve ser submetido ao CIQ, antes de ser utilizado na rotina, considerando o processo de
producdo, os aspectos macroscopicos, o controle de esterilidade e a microbiologia dos
meios prontos.

O laboratério deve organizar e estabelecer um cronograma de producao e CIQ dos meios
de cultura capaz de evitar a interrup¢do no suprimento e prejuizos a rotina do diagnosti-
co. Uma boa pratica é reservar tubos de meios de cultura aprovados pelo CIQ para semear
as amostras clinicas de rotina enquanto esta sendo realizado o CIQ do novo lote de meios.

As recomendag¢des quanto ao preparo dos meios de cultura estdo descritas no Anexo
A desse capitulo: qualidade dos ovos, homogeneizacdo, volume e agitacdo durante a
distribuicao nos tubos, inclinacdo da bandeja do coagulador, temperatura e tempo de
coagulacdo. Outras considera¢des sao importantes ressaltar: utilizar produtos quimicos
de qualidade analitica certificada, vidraria limpa e esterilizada e seguir estritamente as
instru¢des para prepara¢ao. Os formuldrios para registrar as atividades da producao dos
meios de cultura estao descritos no Anexo D desse capitulo.

Os meios de cultura em processo de CIQ devem ser devidamente acondicionados em local
separado dos meios de cultura ja aprovados.

No periodo em que o lote dos meios de cultura estiver sendo testado, ele devera ser
guardado ao abrigo da luz, acondicionados em recipientes fechados com etiqueta externa
contendo as informacdes do nome do meio, nUmero do lote, data de fabricacdo e a
adverténcia: “CIQ em andamento.”

Os itens a seguir orientam para um roteiro de monitoramento do CIQ dos meios de cultura
produzidos pelo laboratério:

» (1°) Produc¢ao do lote de meio de cultura.
» (2°) Avaliacdao dos aspectos macroscopicos.
»  (3°) Controle de esterilidade.

»  (4°) Controle microbiolégico.

Ao final da andlise, o lote pode ser ou ndo aprovado para uso na rotina do laboratério.
Aspectos macroscopicos:

Apos a coagulacado, os meios de cultura devem ser avaliados quanto ao aspecto macroscé-
pico. Descartar os tubos de meios que estiverem fora dos critérios especificados a sequir:

Cor: considera-se normal quando a coloracdo é homogénea. Diferenca de coloracao entre
os tubos de um mesmo lote de meios de cultura evidenciam que a homogeneizacao nao
foi completa durante a preparacdo. Uma coloracdo mais clara pode indicar alcalinidade
do meio, menor concentra¢ao e/ou solucao nao fresca do verde malaquita ou residuo de
detergente no tubo. Uma coloracdo mais intensa pode indicar acidez do meio ou maior
concentracao de verde malaquita.

Consisténcia: o meio de cultura devera estar firme e aderido as paredes do tubo de tal
forma que ndo se rompa no momento da semeadura, especialmente com o uso do swab.

O



Os meios com consisténcia mole sdao produtos de mistura inadequada dos componentes
e/ou do tempo ou temperatura da coagulacao insuficiente.

Volume e inclinagao: o volume ideal para um tubo de 20 x 150 mm é aquele que permite
que, apos a coagulacdo, o tubo tenha 1 cm na parte inferior preenchido com meio e o
restante distribuido em bisel, com espaco suficiente para uma boa leitura visual, terminan-
do a 2 cm da rosca. Para que isso aconteca, é preciso acertar o volume envasado no tubo
com a inclinacao da bandeja do coagulador. A Figura 19 mostra a propor¢ao do volume
distribuido e a inclinagao do tubo no momento da coagulagao.??!

Figura 19 — Meio de cultura com distribuicao do meio e volumes corretos

1cm

Fonte: INS, 2001.

Textura: durante a distribuicdo do meio nos tubos de ensaio recomenda-se uma agitacao
constante para manter o meio homogeneizado, e a agitacdo deve ser suave para evitar a
formacao de bolhas de ar. Mesmo com esse cuidado, se apds a coagulacao houver orificios
e irregularidades na superficie do meio, é indicacdo de que a temperatura de coagulacao
foi superior a 80°C e a qualidade do meio estad comprometida.

7.10.1.2 Controle de esterilidade

E o procedimento utilizado no laboratério para monitorar a esterilidade dos reagentes
e insumos utilizados na produ¢dao dos meios de cultura e, assim, verificar a presenca de
contaminantes que prejudiquem o crescimento de micobactéria. Considera-se “contami-
nacao” a presenca de microrganismos que produzem enzimas proteoliticas capazes de
liquefazer o meio que contém ovos, alterando a cor e a consisténcia do meio. A presenca
de alguns fungos so serd percebida ao final de duas semanas. Para realizar os testes, fazer
os procedimentos a seguir.

1. Incubar todo o lote de meios produzidos por 48 horas a 36°C = 1°C, para verificar a ausén-
cia de bactérias e deixar 1% do lote até completar duas semanas para verificar a auséncia
de fungos.

2. Afrouxar as tampas de rosca para proporcionar a secagem da dgua de condensacdo for-
mada durante a coagulacao.

3. Havendo auséncia de contaminacdo, o lote sera considerado “aprovado pelo controle de
esterilidade”.

4. Havendo contaminacdo total dos meios, o lote devera ser considerado “reprovado pelo
controle de esterilidade” e imediatamente descartado.

5. Caso ocorra contaminacao parcial do lote, descartar os tubos contaminados e reincubar
os outros por mais 24 horas. Apds esse periodo, ndo havendo contaminacéo, o lote é

O



considerado “aprovado pelo controle de esterilidade”; se houver contaminacao, o lote é
considerado “reprovado pelo controle de esterilidade” e imediatamente descartado.

6. O lote de meios "aprovados pelo controle de esterilidade” é encaminhado para o controle
microbiolégico.

7.10.1.3 Controle microbioldégico

O controle microbiolégico do meio de cultura utiliza cepas de referéncia e mede a capa-
cidade do meio de cultura em proporcionar crescimento de micobactérias, avaliado pelo
numero de unidades formadoras de coldénias e tempo de desenvolvimento das col6nias,
estabelecidas como critérios de desempenho do meio de cultura.

Cepas de referéncia

Sao culturas de microrganismos, padrao da descricao original da espécie, devidamente
classificados segundo suas caracteristicas qualitativas, a partir das quais novas espécies
sao descritas. Sao fornecidos por instituicdes de reconhecimento internacional: American
Type Culture Colection (ATCC — EUA) e National Collection of Type Cultures (NCTC — Reino
Unido). Sao utilizadas para controlar o desempenho e a qualidade de testes laboratoriais,
de meios de cultura e reagentes, pois mantém sua estabilidade genética assegurada, des-
de que bem conservados e manipulados no laboratério. No capitulo 11, sdo apresentadas
as recomendacdes para conserva¢do e manutenc¢ao. Também chamadas cepas-controle,
amostras-tipo ou cepas-padrao.

A cepa de referéncia a ser utilizada no teste depende do meio de cultura que esta sendo
testado. Para aferir os meios LJ ou OK utilizados para isolamento de micobactérias em
geral, utiliza-se cepas de M. tuberculosis H37Rv ou M. tuberculosis H37Ra. Para os meios
com piruvato de sédio, a cepa utilizada é a de M. bovis, e para meios com adicao de citrato
férrico amoniacal, é M. haemophilum.

Procedimentos de realizagao:

Realizar os procedimentos do controle microbiolégico dentro da CSB. Os procedimentos
para preparacao da escala McFarland estdo descritos no item G do Anexo B desse capitulo.

1. Apds a aprovacao no item de controle de esterilidade, separar seis tubos do lote de meios
em estudo, escolhidos ao acaso, para ser testado pelo controle microbiolégico.

2. Preparar a suspensdo da cepa referéncia, padronizada pela turvacdao da escala 1 de
McFarland, a partir de um crescimento em meio sélido, em fase logaritmica (média de 21
dias).

3. Retirar com alga bacteriolégica descartavel estéril o maior nimero possivel de coldnias
para ser representativa.

4. Transferir para um tubo de ensaio com tampa de rosca, 20 x 150 mm (de paredes refor-
cadas), contendo dez pérolas de vidro, estéreis e 0,5 (até 1 ml) de dgua destilada estéril.

5. Homogeneizar em agitador mecanico por 20 a 30 segundos.
6. Manter em repouso por dez minutos para sedimentar os grumos maiores.

7. Transferir, com pipeta estéril, o sobrenadante para outro tubo de ensaio estéril, tendo
cuidado para nao levar os grumos.



8. Ajustar a turvacdo da suspensdo da cepa de referéncia com a turvacdo da escala 1 de
McFarland utilizando agua destilada estéril, gota a gota.

9. A partir dessa suspensdo padronizada, efetuar seis novas diluicdes em escala decimal:
identificar seis tubos de ensaio de 20 x 150 mm e com tampa de rosca, estéreis, como 107,
102, 103, 104, 10° e 10®

10. Colocar 9 ml de 4gua destilada estéril em cada um deles.
11. Transferir 1 ml da suspenséo-padrdo para o tubo 107, agitar no agitador mecanico.

12. Trocar a pipeta e seguir as dilui¢des, transferindo 1 ml para o tubo 102 e assim sucessiva-
mente até o tubo 10°®. Para cada diluicdo, utilizar novas pipetas estéreis.

13. Identificar dois tubos do lote de meios em estudo como 1073, dois tubos como 10° e dois
como 10 e inocular 0,1 ml das diluicdes nesses tubos.

14. Acondicionar os tubos de meios inoculados em bandeja de polipropileno, inclinados de
maneira que o lado da tampa fique ligeiramente mais alto e com a superficie do meio
voltada para cima.

15. Incubar em estufa bacteriolégica a 36°C + 1°C por 48 horas, ap6s fechar as tampas comple-
tamente, e aguardar na estufa.

16. Apos 20 dias, realizar a leitura dos tubos de cada diluicdo e registrar as contagens corres-
pondentes ao numero de unidades formadoras de colonias (UFC). Obter a média das UFC,
de forma separada para cada diluicao.

Interpretacao dos resultados

Apos obter a média do numero de UFC em cada diluicdo, para o crescimento nos meios
de cultura em estudo, deve-se interpreta-los comparando com o nimero de UFC esperado
para cada diluicdo, como segue:

» tubo 1073: crescimento confluente de coldnias (incontaveis);
» tubo 107%: crescimento de 50 a 150 UFC (coldnias contaveis); e
» tubo 10°%: crescimento de 1 ou 2 UFC.

O lote de meios de cultura sera considerado “aprovado pelo controle microbiolégico”
quando a média das UFC forem compativeis com as médias das UFC esperadas.

O lote deve ser etiquetado: “Aprovado pelo CIQ"”, assim como as demais identificacdes,
com nome do produto, nimero do lote, data de fabricacdo e de validade e as condi¢oes
de armazenamento e conservacao.

Se nesse periodo nao houver crescimento de nenhuma colénia, ou raras colénias no tubo
103, o lote em estudo nao esta satisfatoério e é identificado como “lote nao aprovado,”
ndo podendo ser utilizado no processamento de amostras clinicas.

Registrar o resultado do CIQ do meio sélido no formulario de CIQ dos meios apresentado
no Anexo D.

7.10.1.4 Meios de cultura LJ/OK comerciais

No Brasil, existem meios de cultura LJ/OK comercialmente produzidos. E importante que
o produto seja registrado na Anvisa e, no caso da aquisicao, o fabricante deve apresentar
documento da certificacdo de qualidade para a producao.



Para uso na rede de laboratérios de diagndstico de TB, recomenda-se que eles sejam tes-
tados de acordo com o descrito nesse capitulo. Para cada lote do meio adquirido, devera
constar, em cada tubo, o nome do produto, o numero do lote, a data de fabrica¢do e de
validade e as condi¢cdes de armazenamento e de conservacao. O CIQ deve ser realizado
em cada lote de meio adquirido seguindo procedimento descrito no Anexo D.

7.10.1.5 Utilizacao e armazenamento do lote aprovado

A utilizacdo do meio de cultura para uso em rotina de amostras clinicas deve ser somente
apos a liberacao do CIQ, com aprovacao.

O laboratorio deve registrar no “Registro de cultura em meio sélido e teste de sensibi-
lidade,” para cada amostra semeada, o numero do lote do meio utilizado. Essa pratica
assegura que qualquer irregularidade encontrada no lote testado pelo CQ possa servir
para medidas corretivas na preparacao dos préximos lotes de meios.

Os meios de cultura LJ e OK, quando armazenados dentro de sacos plasticos fechados para
ndo desidratar, mantidos sob refrigeracao (2°C-8°C) e ao abrigo da luz, tém validade de
até trés meses.*

No Anexo D desse capitulo esta descrito o formulario que permite registrar individualmen-
te os lotes de meios de cultura deficientes e descarta-los.

7.10.2 Controle interno da qualidade do sistema automatizado

Para o CIQ dos sistemas automatizados de cultura e dos meios de cultura liquidos, a cada
novo lote de tubos do meio de cultura um tubo deve ser inoculado com uma suspensao
de M. tuberculosis H37Rv.

1. Preparar uma suspensao do microrganismo em caldo Middlebrook 7H9, a partir de cultu-
ras em meio s6lido com menos de 15 dias de cultivo.

2. Deixar a suspensdao em repouso por 20 minutos.

3. Transferir o sobrenadante para um tubo vazio estéril e deixar em repouso por mais 15
minutos.

4. Transferir o sobrenadante para outro tubo vazio estéril.
5. Ajustar a suspensao para uma turbidez comparével a de 0,5 da escala McFarland.

6. Diluir a suspensdo 0,5 da escala McFarland como se segue, para obter uma diluicdo de
1:500:

» adicione 1 mL da suspensao a 4 mL de salina estéril — diluicao 1 (1:5);
» adicione 1 mL da diluicao 1 a 4 mL de salina estéril — diluicao 2 (1:50); e

» adicione 1 mL da diluicao 2 a 4 mL de salina estéril — diluicao 3 (1:500).

7. Preparar o tubo seguindo o procedimento normal de cultura no sistema automatizado.
8. Etiquetar o tubo como “controle positivo” e datar.

9. Inocular 0,5 ml da diluicdo 3 no tubo controle positivo do novo lote de meio.



10. O tubo controle deve se tornar positivo entre seis a dez dias. Se o tubo de CQ nao apresen-
tar o resultado esperado nao utilize os tubos desse lote. Repita o teste de CQ e se falhar,
contate o fabricante para troca do lote.

11. Registrar o resultado do CIQ do meio liquido no formulario apresentado no Anexo D.

7.10.3 Controle interno da qualidade dos reagentes da cultura

Para cada lote de produgdo ou aquisicao dos reagentes utilizados na etapa de fluidifica-
¢do/descontaminacdo da cultura, é importante monitorar a qualidade da preparacao do
reagente. As planilhas do CIQ dos reagentes estdao descritas no Anexo E desse capitulo.

Qualidade da preparacao do reagente
Devem constar no rétulo do reagente:

» procedéncia (fabricante), numero do lote do fabricante, data de preparo e data de
validade;

» pesagem, pH e dados do processo de esterilizacao em autoclave; e

» depois de pronto e antes do uso, realizar o controle de esterilidade, semeando uma
placa de agar sangue (BHI ou TSA) e incubando a 36°C + 1°C por 72 horas. Para
aprovacao, o lote nao devera apresentar crescimento de microrganismos.

Qualidade de uso diario

1. Aliguotar em volumes suficientes para um dia de trabalho e diariamente, antes do uso,
comprovar que os reagentes apresentam as caracteristicas macroscopicas de estabilidade
e esterilidade.

Monitoramento das culturas

1. A observacdo de muitas amostras com resultados contaminados pode indicar que ha pro-
blemas nos reagentes utilizados na descontaminacado das amostras. A auséncia de resulta-
dos positivos também pode sugerir problemas de qualidade dos reagentes utilizados na
descontaminacao.

7.10.4 Controle interno da qualidade do processamento das amostras

As recomendacdes e os formularios para o CQ do recebimento, da coleta e do transporte
de amostras clinicas estao descritos no capitulo 5. A seguir, estdo as recomendag¢des que
deverao ser seguidas durante o processamento das amostras clinicas para a cultura.?

Apos o recebimento e o registro, manté-las em ordem sistematica para a descontamina-
¢do, processando em primeiro lugar as amostras provenientes de sitios estéreis e, depois
delas, as amostras consideradas possiveis fontes de contaminacéo.

» O numero de amostras a serem processadas deve ser capaz de assegurar tranquili-
dade e seguranca para o profissional que estd manipulando. E recomendavel colo-
car as amostras que serdo processadas naquele momento dentro de uma bandeja
e entdo leva-las até a CSB.

» Durante a etapa de fluidificacdo/descontaminacao controlar estritamente o tempo
de contato entre o reagente e a amostra, de acordo com o método padronizado,
pois um tempo demasiado curto resulta em aumento da taxa de contaminacao, e
tempo demasiado longo resulta em perda da viabilidade do bacilo.
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Para evitar a transferéncia de bacilos de uma amostra para outra, recomenda-se
utilizar os reagentes aliquotados em quantidades suficientes para um dia de traba-
Iho. Nao reutilizar os reagentes de um dia para o outro.

Nao abrir mais de um pote de amostra de cada vez, assim como ndo tocar com a
pipeta na borda dos tubos no momento da transferéncia do material.

Fazer o descarte do sobrenadante com movimentos cautelosos para nao respingar
fora do frasco de descarte.

Observar que nao devem ser manipuladas em um mesmo momento amostras cli-
nicas para a descontaminacao e os subcultivos de culturas positivas. O laboratério
deve se organizar de modo que esses procedimentos possam ser realizados em
turnos diferentes ou em CSB separadas.

Verificar a velocidade alcancada pela centrifuga (3.000 x g) e o tempo indicado pela
técnica em uso, bem como se certificar de que a centrifuga seja refrigerada para
nado afetar a viabilidade dos bacilos. As condi¢des de 3.000 x g por 15 minutos é a
recomendada para obter uma boa recuperacdo de micobactérias, que tém baixo
peso especifico.

Verificar a temperatura da estufa bacteriolégica que deve ser de 36°C = 1°C, em
que as flutuacdes ndo devem exceder 35°C-37°C. Os termdémetros, no interior da
estufa, devem estar em lugares facilmente visiveis e os registros diarios devem ser
monitorados.

Procedimentos de realizacdo do CIQ da cultura

Um tubo de meio, sem inoculacdo de amostra, serad o tubo de controle negativo.

Incluir, diariamente, um controle negativo no meio do lote de amostras processadas para
verificar se ndo houve contaminacédo dos reagentes utilizados e se ndo houve transferén-
cia de BAAR de uma amostra para outra.

O controle negativo deve ser processado da mesma forma que as amostras clinicas.

O controle negativo é incluido nos métodos que utilizam meios sélidos ou meios liquidos.

Se ocorrer crescimento de BAAR ou outro microrganismo no controle negativo, o proces-
samento das amostras do dia é rejeitado no CQ, registrado no formulario de CIQ da cultura
e informado ao supervisor do laboratoério. As amostras desse dia devem ser monitoradas
avaliando-se cuidadosamente os resultados.

Avaliar as possiveis causas de erro:

»

observar a pratica do técnico que processou as amostras para ver se ha algum fator
que contribua para a contaminacao, como, por exemplo, ma organizacdao do mate-
rial dentro da CSB, producao de respingos ao adicionar os reagentes, abrir os tubos
sem aguardar o tempo recomendado apds a agitacdo no agitador mecanico etc.; e

verificar visualmente todos os reagentes usados e inocular em agar sangue (BHI ou
TSH), se houver suspeita de contaminacao.

7.10.5 Organizacao do trabalho e qualidade dos registros

E responsabilidade do laboratério disponibilizar um técnico que nio esteja diretamente
envolvido com a semeadura e leitura das culturas para verificar uma vez por semana,
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aleatoriamente, o registro das leituras.?? No Anexo D estao descritos formularios para
controle e monitoramento dos registros e dos resultados das culturas.

Registros das leituras

» Verificar se as culturas estdao sendo revisadas sistematicamente: nas primeiras 48
horas para detectar e registrar uma possivel contaminacao e, semanalmente, para
detectar o mais rapido possivel a positividade.

» Em casos em que a temperatura exceda a 40°C, todos os resultados negativos para
as culturas que estavam incubadas durante o ocorrido estdo prejudicados. Se pos-
sivel, solicitar novas amostras.

» Constatar que sejam solicitadas novas amostras para os casos em que foram consi-
deradas irrecuperaveis por contaminacao.

» Registrar os resultados de contaminacao de cada tubo da cultura para que o moni-
toramento da eficacia do processo de fluidificagdo/descontaminacao seja avaliado
com o calculo da porcentagem de contaminacao.

»  Verificar se as seguintes anotacdes estdo presentes: data da leitura, caracteristicas
das coldnias dos resultados positivos, culturas negativas, contaminac¢ao parcial e
total da cultura (para cada tubo semeado) e data da emissao do laudo.

» Caso seja possivel, recomenda-se elaborar uma ficha individual para cada paciente
que tenha resultado positivo em amostras semeadas para diagnéstico e a essa ficha
serao adicionados todos os exames bacteriolégicos realizados para esse paciente.
Dessa maneira, é possivel alimentar um banco de dados com informacoes, facili-
tando a deteccao de possiveis problemas, como: pacientes que sistematicamente
apresentam baciloscopia positiva com cultura negativa; e resultados discrepantes.
Além disso, permitira calcular varios indicadores, como contribuicdo da cultura no
diagnéstico, porcentagem de micobacterioses etc.

7.10.6 Monitoramento dos resultados

O controle diario dos resultados permite fazer correcdes de forma precoce e serve de sinal
de alerta que devem ser investigados imediatamente.?*%

Amostras com baciloscopia/TRM-TB positivo e com cultura negativa

» Caso a amostra tenha sido coletada com o objetivo de controle de tratamento, o
resultado pode refletir simplesmente que o paciente esta eliminando bacilos invia-
veis e que o tratamento esta efetivo.

» Caso a amostra tenha sido coletada com o objetivo de diagnéstico, verificar se
esse tipo de resultado se repete e investigar o controle microbiolégico do lote de
meios de cultura em uso, a concentra¢do e o tempo de contato do reagente des-
contaminante ou a temperatura da estufa bacteriolégica a 36°C + 1°C. Observar,
também, se o limite aceitavel ndo foi excedido. O erro também pode ter ocorrido
no resultado da baciloscopia.

Amostras contaminadas

» Caso tenha havido muito tempo entre a coleta e o processamento da cultura,
corrigir o fluxo de rotina de trabalho do laboratério ou reorganizar o sistema de
transporte de amostras.
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» J& em caso de contaminacbes que se repetem em amostras do mesmo paciente,
utilizar técnicas mais enérgicas de descontaminacao.

Contaminacdes sistematicas

Na situacdo em que varias contamina¢des ocorrerem em um mesmo dia, com todas as
amostras descontaminadas ou com todas as amostras provenientes de um mesmo lugar,
deve-se proceder da seguinte forma:

» descartar os reagentes;
» verificar os procedimentos técnicos de descontaminacao;

» observar se houve desvios das normas técnicas e se as correcdes técnicas foram
feitas na ocasido em que essas foram detectadas;

» organizar o transporte e a rotina de trabalho do laboratério no caso em que a
demora no processamento seja consequéncia da demora desde a coleta; e

» treinar o profissional que tenha sido identificado como o responsavel pelo proces-
samento das amostras que contaminaram.

Contaminacao cruzada

E a transferéncia acidental de microrganismo de uma amostra para outra processada em
série no laboratério. A ocorréncia de uma concentracao de culturas positivas em sequén-
cia, em um curto periodo de tempo, é sinal de alerta para a investigacdo de uma possivel
situacao de contaminacao cruzada entre as culturas realizadas.

Um resultado falso-positivo pode ocorrer e ser registrado como tal quando uma amostra
foi contaminada antes ou durante o processamento do exame por outros organismos
alcool-acido resistentes nao originarias do paciente ou quando os registros do paciente
ou os resultados de seus exames foram registrados de forma incorreta.

Uma cultura falso-positiva significa que o resultado de uma amostra proveniente de um
paciente é declarado positivo, quando, na realidade, o paciente ndo tem doenca por
micobactéria.

ATENCAO: a contaminacao cruzada podera ocorrer devido a respingos ao se transferir
o material, ao usar as solucoes e pipetas ou repipetadores contaminados e ao abrir
mais de um tubo com amostra, durante o processamento.

E preciso examinar com atencdo alguns sinais tipicos de que resultados falso-positivos
estdo ocorrendo, tais como:

» aumento repentino no nimero de isolamentos de um determinado microrganismo;
» nao correlagdo entre os isolamentos e os sinais clinicos da doenca;
» discrepancia entre os resultados da baciloscopia/TRM-TB e os resultados da cultura;

» aparecimento de um grupo de positivos, quando uma amostra se torna positiva e
alguns dias depois uma sequéncia de amostras se tornam positivas; e

» quando uma ou varias amostras envolvidas no episédio resultaram em culturas com
crescimento de raras colonias (menos de dez col6nias) e tenham sido processadas
imediatamente apds uma amostra com baciloscopia/TRM-TB positivo.



Quando essas situacdes ocorrem, verificar se:

» 0s pacientes envolvidos nesse grupo de culturas positivas tém dados clinicos com-
pativeis com TB;

» outras amostras do mesmo paciente também tiveram resultado positivo;

» havendo confirmac¢do de algum desses sinais é preciso procurar estratégias para
eliminar ou modificar esses casos de falso-positivos. A transferéncia de bacilos pode
ter sido a partir de uma amostra com alta carga bacilar ou ser feita por meio dos re-
agentes utilizados durante o processo de descontaminacao. Para tanto, verificar se:

»  0stubos com amostras a serem processadas estao sendo abertos um de cada vez
e logo fechados ap6s o procedimento realizado;

> 0s reagentes utilizados no processamento das amostras estdao sendo aliquota-
dos para uso diario;

» estd sendo obedecida a ordem sistematica de processar em primeiro lugar
amostras de sitios estéreis e por ultimo as amostras com alta carga bacilar;

> otempo de repouso que os tubos devem ser deixados ao sair da centrifuga esta
sendo respeitado; e

» o descarte do liquido sobrenadante esta sendo feito com cuidado e suavidade.

Diante da suspeita de contaminacao cruzada, se possivel, encaminhar as culturas envolvi-
das nesse episédio a um laboratério de referéncia para genotipagem.

» Durante os procedimentos de subcultivo, que envolvem a preparacao de suspensao
liquida bacteriana, ha a produg¢do de aerosséis, os quais podem causar contamina-
¢do cruzada entre as culturas que estdao sendo processadas simultaneamente. Para
isso, observar o tempo de repouso da suspensdao recomendada pela técnica e nunca
realizar subcultivos com processamento de amostras para culturas.

7.10.7 Indicadores de qualidade da cultura

O laboratério deve realizar, periodicamente, o calculo dos indicadores de desempenho do
método, o que permite detectar erros sistematicos mantidos no tempo. Essa analise deve
ser feita de forma mensal, trimestral ou semestral, dependendo da carga de trabalho e
da incidéncia de casos de bacteriologia positiva.

Qualidade da cultura

De maneira geral, a cultura tem o propésito de aumentar a sensibilidade do diagnéstico
ou permitir a realizacdo de identificacdo da espécie de micobactéria e o TS.

Devido a sua maior sensibilidade comparada com a da baciloscopia, espera-se que a cultura
contribua em certa propor¢ao ao diagnostico dos casos de TB pulmonar entre os pacientes
SR que tém resultados repetidamente negativos na baciloscopia. Na maioria dos paises,
esse tipo de paciente de TB pulmonar constitui aproximadamente 20%-30% de todos os
casos de TB confirmados bacteriologicamente.

7.10.7.1 Relacao entre os resultados da baciloscopia e da cultura

Tanto a baciloscopia como a cultura em meio sélido tém seus resultados expressos em esca-
la de cruzes para o grau de positividade. Sendo a cultura mais sensivel que a baciloscopia,
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normalmente amostras de diagnéstico com resultado de baciloscopia positiva tendem a
apresentar resultado de cultura positiva. O grau de positividade da cultura deve ser igual
ou maior do que a da baciloscopia.

Para calcular o indicador de desempenho da cultura deve-se comparar o resultado obtido
na cultura com o resultado obtido na baciloscopia. Sdo as seguintes categorias possiveis
nessa comparacao:

» baciloscopia positiva e cultura positiva;

» baciloscopia positiva e cultura nao realizada;
» baciloscopia negativa e cultura positiva;

» baciloscopia positiva e cultura negativa; e

» baciloscopia positiva e cultura contaminada.

Cada uma das categorias tem um significado:

(a) + (b): esses dois grupos juntos devem concentrar o maior nimero de casos. Estima-se
que, em uma situacdo epidemiolégica real, 80% dos casos com diagnéstico confirmado
bacteriologicamente devem ser diagnosticados pela baciloscopia.

(c): esse grupo deve contribuir com aproximadamente 20% do total de casos diagnostica-
dos bacteriologicamente. Em paises ou areas onde as amostras sao sistematicamente culti-
vadas para todos os SR, a cultura pode contribuir com cerca de 30% a 40% do diagnéstico.
Geralmente baixos valores se devem a solicitacdes inadequadas de cultura e deficiéncias
técnicas, que reduzem a sensibilidade desse método ou erros no resultado da baciloscopia.

(d): esse grupo deve ser muito baixo em amostras para diagnéstico pulmonar, porque na
cultura de casos de baciloscopia positiva o resultado esperado é uma cultura positiva. Em
casos excepcionais, encontram-se pacientes cujas baciloscopias de diagndstico sao sistemati-
camente positivas e suas culturas sdo negativas. Em geral, trata-se de amostras de controle
de tratamento. Valores acima de 2% a 3% das baciloscopias positivas e culturas negativas
geralmente indicam problemas técnicos no laboratério que reduzem ou eliminam a viabili-
dade do bacilo. Isso pode acontecer em decorréncia de procedimentos drasticos de desconta-
minac¢ao, do caso de meios de cultura com baixa sensibilidade ou estufas com temperaturas
altas demais ou oscilantes. Também amostras mal conservadas ou resultados falso-positivos
da baciloscopia podem contribuir para esses resultados de culturas falso-negativas.

(e): esse grupo deve ser muito baixo, cerca de 1%. Valores altos indicam problemas técni-
cos no laboratério.

A partir dessas informacdes é possivel calcular indicadores que auxiliam o monitoramento
periédico dos resultados da cultura:

Calculo da contribuicao da cultura ao diagnéstico:

e~ . e (c)
Contribuicao da cultura ao diagnéstico x 100
¢ g @+ @ + @+ (o)
Calculo da porcentagem de casos de baciloscopia positiva e cultura negativa:
(@)
@+®+ @+ @+ (e

x 100

Porcentagem de casos de baciloscopia positiva e cultura negativa



7.10.7.2 indice de contaminacio

E calculado mensalmente como a porcentagem de tubos contaminados entre o total de
tubos semeados, a partir das informacdes do “Registro de cultura em meio sélido e teste
de sensibilidade”. A margem aceitavel é de 3% a 5% para meios sélidos e de <10% para
meios liquidos.

Valores mais baixos podem indicar descontaminacao excessivamente drastica, exposicao
muito longa da amostra a descontaminac¢do ou concentracdo muito alta de verde mala-
quita no meio de cultura.

Valores mais altos podem indicar concentra¢gdo muito baixa do reagente descontami-
nante, tempo curto de contato entre a amostra e a solucdo descontaminante, amostras
mal conservadas durante o transporte ou o armazenamento, tempo muito longo entre
a coleta da amostra e seu processamento, problemas na preparacdao do meio de cultura
(solucao salina nao estéril, autoclave que nao atinge a temperatura necessaria etc.) ou
presenca de contaminantes no ambiente do laboratério e/ou na estufa de cultura (geral-
mente fungos ambientais).

7.10.7.3 Monitoramento do tempo de entrega dos resultados

Considerando que o laboratério utilize metodologia convencional para cultura e identifica-
¢ao, a maioria dos resultados negativos (95%) deve sair dentro de 62 dias. Ao utilizar sistemas
de leitura automatizados, a maioria dos resultados (95%) deve sair dentro de 44 dias.

Verificar se a partir do momento em que foi detectada a positividade da cultura o resul-
tado tenha sido informado e emitido em até 48 horas.

Confirmar se os laudos de resultados estdo sendo recebidos pelo solicitante do exame
(local em que o paciente foi atendido e vai buscar o resultado) e em que prazo isso esta
acontecendo (tempo entre a digitacdo do laudo até o recebimento pelo solicitante).

Em caso de haver demora entre a saida do resultado do laboratoério e o recebimento,
viabilizar outra maneira de envia-los (fax, correio eletrénico ou telefone celular).

Observar em que momento estd ocorrendo demora: leitura das culturas, registro dos
resultados, digitacdo dos laudos, confirmacao e assinatura do responsavel ou envio dos
laudos. Reorganizar o fluxo para agilizar essa situacao.

7.10.8 Avaliacao externa da qualidade da cultura

Como o Brasil tem uma grande area geografica, a rede de laboratoérios esta estabelecida
e muitos laboratoérios (LRR, LRE/Lacen, alguns LRM e alguns laboratérios conveniados do
SUS) realizam cultura, o LRN deve manter um programa de AEQ dos isolados bacterianos,
meios de cultura e reagentes produzidos por essa rede. Como o nimero de laboratérios é
grande, o LRN pode elaborar e executar esse programa em conjunto com os LRR.

O LRN e os Lacen devem acordar uma forma para participar de um programa desse tipo.
O programa de AEQ da Cultura pode ser organizado pelo LRN ou por meio de empresas
ou instituicdes que oferecem esse servico.

Apds analise dos resultados, cada laboratério participante deve receber o resultado de sua
avaliacdo. No caso de serem observados resultados imprecisos, devera ser identificada a

O



causa da imprecisao, assim como sugestdes para reverter essa situacdo. Como consequén-
cia, pode ser oferecido treinamento, se for o caso, e é enviado novo painel ao laboratério,
desenhado especialmente de acordo com o problema detectado.

E importante manter todos os registros de monitoramento da precisdo alcancada pelos
laboratérios em sucessivos.
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ANEXOS

ANEXO A - Preparacao de Meios de Cultura

Neste item estdo descritas as formulas e as informacgdes para a preparacdo dos meios de
cultura. Os respectivos formularios para o controle das preparacdes estdao descritos no
Anexo D.

A) Preparacao dos meios soélidos LJ ou OK

Solucao de sais minerais — Meio base LJ (0]¢
Fosfato monopotassico (KH,PO,) 249 129
Sulfato de magnésio (MgSO, .7H,0) 0249 -
Citrato de magnésio 069 06g
Glutamato de soédio - 39
Asparagina 3,69 -
Glicerol 12 ml 24 ml
Agua destilada 600 ml 600 ml
1. Dissolver os ingredientes, por ordem, em dgua destilada aquecida.

2. Autoclavar a 121°C por 30 minutos para esterilizar.
3. Esfriar a temperatura ambiente. Essa solucdo pode ser mantida sob refrigera¢do.
4. No caso do meio LJ, usar meio base desidratado comercial de qualidade e prepara-lo de acordo com
as informacdes do fabricante, acrescentando o glicerol.
Solucao verde malaquita LJ (0]1¢
Verde malaquita (pd6) 29 29
Agua destilada estéril 100 ml 100 ml

1. Usando técnicas assépticas, dissolver o corante na dgua destilada estéril.
2. Colocar na estufa bacteriolégica a 36°C = 1°C por uma a duas horas para melhor dissolucdo.
Preparar esta solu¢gdo no momento do uso.

Homogeneizado de ovos L (0]1¢

1. Usar ovos de galinhas ndo alimentadas com antibiéticos, frescos (com menos de sete dias).

2. Limpar os ovos com escova, &gua morna e sabao alcalino e deixar de molho na dgua com sabao por
30 minutos.

3. Apds enxaguar com agua corrente, deixar de molho na solucdo de alcool a 70% por 15 minutos.
4. Retirar e secar com pano estéril.

5. Antes de quebrar os ovos, lave bem as maos. Quebre os ovos, um a um, separadamente, em um
recipiente estéril para observar a qualidade deles, coloque no copo do liquidificador estéril para
homogeneizar.

6. Filtrar o homogeneizado por meio de gaze estéril em um funil, para um frasco de vidro graduado
estéril.

Observacao: a quantidade de ovos para preparar 1 litro de homogeneizado depende do tamanho dos
ovos, mas utiliza-se aproximadamente 20 a 25 ovos.




Preparacao do meio completo LJ (0]1¢

Solucdo de sais minerais (a) 600 ml 600 ml
Solucdo verde malaquita 2% (b) 20 ml 20 ml
Homogeneizado de ovos () g.5.p. 1.000 ml 1.000 ml

1. Adicionar a solu¢do de verde malaquita (b) ao meio base (a) e, em seguida, adicionar o
homogeneizado de ovos (c).

2. Manter o meio homogéneo, sob agita¢do periddica, durante sua distribuicdo nos tubos. A agitacdo
deve ser suave para evitar a formacdo de bolhas de ar.

3. Distribuir um volume de 10 ml em tubos de ensaio estéril de 20 x 150 mm, com tampa de rosca
contendo batoque.

4. Coagular imediatamente, para prevenir sedimentacao. Colocar os tubos inclinados na bandeja do
coagulador, que deve estar aquecido e regulado na temperatura de 85°C, e deixar por 45 minutos. A
coagulacdo é para solidificar o meio, e o tempo de coagulacdo comeca a contar a partir do momento
em que o coagulador atingir 85°C.

Validade: dois meses sob refrigeracao

B) Preparacao dos meios sélidos LJ ou OK com piruvato de sédio

Solucao de sais minerais - Meio base com

piruvato
Fosfato monopotassico (KH,PO,) 2449 129
Sulfato de magnésio (MgSO, .7H,0) 0,24 g -
Citrato de magnésio 0649 0,69
Glutamato de sédio - 39
Asparagina 369 -
Piruvato de sodio 729 729
Agua destilada 600 ml 600 ml
1. Dissolver os ingredientes, por ordem, em agua destilada aquecida.
2. Autoclavar a 121°C por 30 minutos para esterilizar.
3. Esfriar a temperatura ambiente. Essa solucdo pode ser mantida sob refrigeracgao.
4. No caso do meio LJ, se usar meio base desidratado comercial de qualidade, é preciso prepara-lo de

acordo com as informacdes do fabricante, acrescentando o piruvato de sédio.

As demais etapas da preparacdo do meio completo seguem como ja descritas em (b), (c) e (d) do Anexo I-A.
Validade: dois meses sob refrigeracao




C) Preparacao de meio solido LJ com citrato férrico amoniacal

Meio soélido LJ com citrato férrico amoniacal 2,5%

Citrato férrico amoniacal 59

Meio completo LJ — preparado em (d) do Anexo I-A 200 ml

Pesar o citrato férrico amoniacal.

Adicionar em 200 ml do meio LJ completo.

Manter o meio homogéneo, sob agitacdo periddica, durante sua distribui¢cdo nos tubos. A agitacdo deve
ser suave para evitar a formacgdo de bolhas de ar.

Distribuir um volume de 10 ml em tubos de ensaio estéril de 20 x 150 mm, com tampa de rosca contendo
batoque.

Coagular imediatamente, para prevenir sedimentacdo. Colocar os tubos inclinados na bandeja do
coagulador, que deve estar aquecido e regulado na temperatura de 85°C, e deixar por 45 minutos. A
coagulacdo é para solidificar o meio, e o tempo de coagulagdo comecga a contar a partir do momento em
que o coagulador atingir 85°C.

Validade: dois meses sob refrigeracao

D) Preparacao de meio solido LJ com PNB

Meio solido LJ com PNB

Acido -nitrobenzoico (PNB) 259

Propilenoglicol 10 ml

1. Pesar o PNB.
2. Dissolver em propilenoglicol.
3. Autoclavar 121°C por dez minutos ou filtrar em filtro Millipore 0,20 pm.

Preparacao da solucdo B (PNB + hidroxido de sodio)

Acido p-nitrobenzoico (PNB) 259

NaOH 1N 15 ml

HCl 1N 3ml

Agua destilada estéril 180 ml

Fenolftaleina alcodlica 0,1% (solu¢do em etanol) 1-2 gotas

4. Dissolver o PNB em 15 ml de NaOH.

5. Completar com agua destilada até 80 ml.

6. Adicionar uma a duas gotas de fenolftaleina alcodlica 0,1%.

7. Adicionar o HCl 1N gota a gota (cerca de 3 ml), mexendo constantemente até a cor virar (incolor).
8. Se houver formacdo de um precipitado branco (excesso de acido) adicionar gotas de NaOH 1N.
9. Adicionar agua destilada estéril até completar 100 ml.




Preparacao do meio com PNB

10. Adicionar 5 ml da solu¢do de PNB preparada em (f) ou (g) em 200 ml do meio completo LJ ou OK
preparado em (d).

11. Manter o meio homogéneo, sob agitacdo periddica, durante sua distribui¢do nos tubos. A agitacdo
deve ser suave para evitar a formacdo de bolhas de ar.

12. Distribuir um volume de 10 ml em tubos de ensaio estéril de 20 x 150 mm, com tampa de rosca
contendo batoque.

13. Coagular imediatamente, para prevenir sedimentacdo. Colocar os tubos inclinados na bandeja do
coagulador, que deve estar aquecido e regulado na temperatura de 85°C, e deixar por 45 minutos. A
coagulacédo é para solidificar o meio, e o tempo de coagula¢do comeca a contar a partir do momento
em que o coagulador atingir 85°C.

Validade: dois meses sob refrigeracao

E) Preparacao de meio agar sangue

Meio sélido agar sangue

Base Mueller-Hinton De acordo com o fabricante
Agua destilada q.s.p. 100 ml
Sangue desfibrinado de carneiro 5 ml

Dissolver a base Mueller-Hinton em agua destilada.
Autoclavar a 121°C por 15 minutos.
Esperar esfriar até 45°C-50°C e adicionar o sangue de carneiro.

AN =

Distribuir o meio em placas de petri.




ANEXO B - Preparacao de Reagentes

Neste item, estdo descritas as formulas e as informacdes para a preparacao dos reagentes
para a realizacao das culturas. Os respectivos formuldarios para o controle das preparacdes
estdo descritos no Anexo D.

A) Preparacao da solucao de hidréxido de sédio — NaOH

Solucao de hidréxido de sédio 4%

Hidroxido de sodio (NaOH) 49

Agua destilada 100 ml

1. Dissolver o hidréxido de sédio na agua destilada.
2. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

B) Preparacao da solucao de citrato de sédio 2,9% — Método
NALC-NaOH

Solucao de citrato de sédio 2,9% — Método NALC-NaOH

Citrato de sodio bi-hidratado 299

Agua destilada 100 ml

1. Dissolver o citrato de s6dio na agua destilada.
2. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.
Observacao: Se o citrato de sédio for anidro, pesar 2,6 g.

C) Preparacao da solucao depurante — Método NALC-NaOH

Solucao depurante — Método NALC-NaOH

Volume de solugédo Mistura NaOH - Citrato de sédio™ Quantidade de NALC a
depurante necessaria™ NaOH 4% Citrato de sédio 2,9% ser adicionada™""
50 ml 25 ml 25 ml 0,259

100 ml 50 ml 50 ml 059

200 ml 100 ml 100 ml 19

500 mli 250 ml 250 ml 259

1.000 ml 500 ml 500 ml 59

“Preparar diariamente a solucdo de trabalho, calculando a quantidade necessaria de acordo com a
quantidade de amostras a serem processadas (v/v).

“*A mistura de NaOH-citrato de s6dio pode ser preparada em frasco com tampa de rosca, esterilizada e
guardada sob refrigeracao.

“**Ap6s a adicdo de NALC, a solucdo depurante devera ser usada em 24 horas, porque o NALC perde a
atividade mucolitica.

Fonte: Kent P. T. and Kubica G. P. Public Health Mycobacteriology. A guide for the Level Ill Laboratory. Centers for Disease
Control, Atlanta, USA. 1985.

O



D) Preparacao da solucao tampao fosfato pH 6,8 — Método
NALC-NaOH

Solucao A
Fosfato dissédico (Na,HPO,) 9,47 g
Agua destilada 1.000 ml

1. Dissolver o fosfato dissodico em agua destilada.

Solucao B
Fosfato monopotassico (KH2PO4) 9,07 g
Agua destilada 1.000 ml

2. Dissolver o fosfato monopotéssico em agua destilada.

Solucao tampao fosfato pH 6,8

3. Misturar 50 ml de solucdo A (a) e 50 ml de solucado B (b) e verificar o pH, que devera ser 6,8.

4. Caso precise, ajustar o pH utilizando a solu¢do A (a) para aumentar o pH e a solucdo B (b) para
diminuir.

5. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

E) Preparacao da solucao de acido oxalico 5% — Descontaminante

Solucao de acido oxalico 5% — Descontaminante

Acido oxalico 59

Agua destilada 100 ml

1. Dissolver o acido oxalico em agua destilada.
2. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

F) Preparacao da solucao indicadora — Método de acido oxalico

Solucao indicadora - Método de acido oxalico

Vermelho de fenol (po) 59
Solu¢do NaOH 4% 20 ml
Agua destilada g.s.p. 1.000 ml

1. Dissolver o vermelho de fenol na solucdo NaOH 4%.
2. Acrescentar dgua destilada até completar 1.000 ml.




G) Preparacao do tubo n.° 1 da escala McFarland

Solucao de cloreto de bario 1%

Cloreto de bario di-hidratado (BaCl,.2H,0) 1,175 g

Agua destilada g.s.p. 100 ml

1. Dissolver o cloreto de bario em agua destilada = cloreto de bario 1%.

Solucao de acido sulfurico 1%

Acido sulfurico concentrado 1 ml

Agua destilada 100 ml

2. Lentamente, adicionar o acido sulfurico na agua destilada = acido sulfurico 1%.
3. Guardar sob refrigeracao (2°C-8°C).

Preparacao do tubo n.° 1 da escala McFarland

Solucdo de cloreto de bario 1% (d) 0,1 ml

Acido sulfarico 1% (e) 9,9 ml

4, Misturar v/v o cloreto de bario 1% (d) e o acido sulfurico 1% (e).

5. Transferir para um tubo de ensaio de vidro com tampa de rosca.

6. Fechar bem o tubo (selar) e guardar ao abrigo da luz, a temperatura ambiente.

7. Agitar vigorosamente antes do uso. Descartar se apresentar grumos ou depodsitos de particulas.

A escala McFarland é utilizada na padronizacdo da turvacdo de suspensdes de bactérias. O tubo n.° 1
corresponde a uma concentracdo bacteriana de 3 x 108/ml (300 milhdes/ml).

Validade: um més

H) Preparacao da solucao salina 0,85%

Solucao salina 0,85%

Cloreto de sodio (NaCl) 0,859

Agua destilada 100 ml

1. Dissolver o cloreto de sédio em agua destilada.
2. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

) Preparacao de acido oxalico 3%

Solucao de acido oxalico 3% — Descontaminante

Acido oxalico 3g

Agua destilada 100 ml

1. Dissolver o acido oxalico em agua destilada.
2. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.




ANEXO C - Figuras e Fluxogramas

A) Fluxograma do método de Petroff modificado

2 ml de escarro
+
2 ml de NaOH 4%
NZ
Marcar 15 minutos no cronémetro.

Apertar as tampas de rosca e agitar em agitador mecanico.

NZ
Colocar os tubos na estufa até completar os 15 minutos.
NZ
Centrifugar a 3.000 x g por 15 minutos.
%
Apos a parada total da centrifuga, esperar cinco minutos para abrir.

Retirar as cacapas fechadas da centrifuga e colocar na CSB.

%
Adicionar em cada tubo 15 ml de 4gua destilada estéril/solu¢do tampao fosfato pH6,8.
N%
Centrifugar a 3.000 x g por 15 minutos.
NZ
Apos a parada total da centrifuga, esperar cinco minutos para abrir.

Retirar as cacapas fechadas da centrifuga e colocar na CSB.
%

Desprezar o sobrenadante de cada tubo de centrifuga em um recipiente a prova de respingos.
Ressuspender o sedimento com 1 ml de agua destilada estéril/solu¢ao tampao fosfato pH 6,8.
%

Semear com pipeta estéril 0,2 ml do sedimento em cada um dos tubos de meio de cultura.

N

Pingar duas gotas em uma lamina para coloracao e leitura microscopica.

CSB: Cabine de Seguranca Biolégica; NaOH: hidroxido de sédio.



B) Fluxograma do método de NALC — NaOH
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C) Fluxograma do método de Ogawa-Kudoh
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D) Fluxograma do método do acido oxalico
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ANEXO D - Formularios do CIQ da Cultura

A) Formulario — Controle da preparacao dos meios de cultura
sélidos LJ ou OK

il i da Saddy
it Wl i o il

Formulario — Controle da preparacao dos meios
de cultura sélidos LJ ou OK

Data da preparacao:

Substancia

Fosfato
monopotassico

Quantidade:

Férmula

Validade:

Procedéncia

0 Meio LJ

N.° lote
(fabricante)

O Meio OK

Validade

N.° do lote:

Pesagem/
Volume

Sulfato de magnésio

Citrato de magnésio

Glutamato de sodio

Asparagina

Glicerol

Verde malaquita

Ovos

Meio base LJ
comercial

Agua destilada

Equipamento:

Esterilizacao autoclave - Solucao meio

Temperatura:

Tempo:

Data:

Controle:
[0 Aprovado
[J Reprovado

Responsavel:

Observacdes:

Equipamento:

Coagulacao — Meio completo (meio base + ovos)

Temperatura:

Tempo:

Data:

Controle:
O Aprovado
[0 Reprovado

Responsavel:

Aspectos macroscopicos

Cor: Consisténcia: | Volume: Inclinacdo: Textura:

O Aprovado O Aprovado [0 Aprovado O Aprovado O Aprovado Responsavel:
[0 Reprovado [0 Reprovado | O Reprovado | O Reprovado | O Reprovado

Observacoes: Data:

Controle de esterilidade — Incubacao a 36°C + 1°C

O Aprovado

(N&o houve crescimento de microrganismos)

[0 Reprovado

(Houve crescimento de microrganismos)

Observacoes:

Responsavel:




Controle microbiolégico — Cepa referéncia:

Tubo 10*:média das UFC = Tubo 105:média das UFC = Tubo 106:média das UFC =
UFC UFC UFC
O Aprovado 0 Reprovado

(Média das UFC no tubo 10 = inferior ao valor

(Média das UFC no tubo 10> =50 a 150)
esperado)

Responsavel: Data:

B) Formulario — Controle da preparacao dos meios de cultura sélidos LJ
ou OK com piruvato de sédio

Wil e Sady Formulario — Controle da preparacao dos meios de
PSP SNV 0 S cultura sélidos LJ ou OK com piruvato de sodio
- . . . . . O Meio LJ - O Meio OK - o .
Data da preparacao: Quantidade: Validade: Piruvato Piruvato N.° do lote:

N.° lote Pesagem/

Substancia Formula Procedéncia (fabricante) Validade Volume

Fosfato
monopotassico

Sulfato de magnésio

Citrato de magnésio

Glutamato de soédio

Asparagina

Piruvato de sédio

Verde malaquita

Ovos

Meio base LJ
comercial

Agua destilada

Esterilizacao autoclave - Solucao meio base

Controle:
Equipamento: Temperatura: | Tempo: Data: [0 Aprovado Responsavel:
[0 Reprovado

Observacoes:

Coagulacao — Meio completo (meio base + ovos)

Controle:
Equipamento: Temperatura: | Tempo: Data: O Aprovado Responsavel:
[0 Reprovado




Aspectos macroscopicos

Cor: Consisténcia: Volume: Inclinagdo: Textura:

O Aprovado [0 Aprovado S Aprovado [0 Aprovado O Aprovado Responsavel:

[0 Reprovado [0 Reprovado Reprovado [0 Reprovado | [ Reprovado

Observacoes: Data:
Controle de esterilidade — Incubacao a 36°C + 1°C

O Aprovado [0 Reprovado

(N&o houve crescimento de microrganismos) (Houve crescimento de microrganismos)

Observacoes: Responsavel:

Controle microbiolégico — Cepa referéncia:

Tubo 103:média das UFC = Tubo 10°:média das UFC = Tubo 10%:média das UFC =

UFC UFC UFC

[0 Aprovado . },?e.provado . )

(Média das UFC no tubo 10° = 50 a 150) (Média das UFC no tubo 10 = inferior ao valor
esperado)

Responsavel: Data:

C) Formulario — Controle da preparacao de meios de cultura sélido LJ
com citrato férrico amoniacal

_ Formulario — Controle da preparacao dos
@ Jocdegbiy g e NEERIIER meios de cultura sélidos LJ com citrato férrico
amoniacal
Data da preparacao: Quantidade: Validade: N.° do lote:
Substancia Féormula Procedéncia N. .IOte Validade G
(fabricante) Volume
Fosfato

monopotassico

Sulfato de magnésio

Citrato de magnésio

Glutamato de sédio

Asparagina

Piruvato de sédio

Verde malaquita

Ovos

Meio base LJ
comercial

Agua destilada

Citrato férrico
Amoniacal




Esterilizacao autoclave — Solu¢ao meio base

Controle:
Equipamento: Temperatura: | Tempo: Data: O Aprovado Responsavel:
[0 Reprovado

Observacoes:

Coagulagao - Meio completo (meio base + ovos)

Controle:
Equipamento: Temperatura: | Tempo: Data: O Aprovado Responsavel:
[0 Reprovado

Aspectos macroscopicos

Cor: Consisténcia: | Volume: Inclinagdo: Textura:

O Aprovado [0 Aprovado [0 Aprovado O Aprovado O Aprovado Responsavel:
[0 Reprovado [0 Reprovado | O Reprovado | [ Reprovado [0 Reprovado

Observacoes: Data:

Controle de esterilidade - Incubacao a 36°C + 1°C

[0 Aprovado [J Reprovado
(N&o houve crescimento de microrganismos) (Houve crescimento de microrganismos)
Observacoes: Responsavel:

Controle microbiolégico - cepa referéncia:

Tubo 103:média das UFC = Tubo 10°:média das UFC = Tubo 10%:média das UFC =

UFC UFC UFC

O Aprovado - I,?e!orovado . ]

(Média das UFC no tubo 10° = 50 a 150) (Média das UFC no tubo 10 = inferior ao valor
esperado)

Responsavel: Data:




D) Formulario — Controle da preparacao da solucao de PNB para adi-
cao em meios solidos LJ ou OK

s i el Sadschy Formulario — Controle da preparacao da solucao
SRONN AT - de PNB para adi¢io em meios sélidos LJ ou OK
Solucao A (PNB + propilenoglicol) Solucao B (PNB + hidréxido de sédio)

Observacao: esta solu¢do serd adicionada na preparacdo do meio do formulario — Controle da preparacao
dos meios de cultura sélidos L) ou OK com PNB

Data de preparacao: Quantidade produzida: N.° lote produzido:

Solucao A (PNB + propilenoglicol) ou Solu¢do B (PNB + hidréxido de sédio)

Substancia Féormula Procedéncia - .Iote Validade PEECEY
(fabricante) Volume
Acido
p-nitrobenzoico
(PNB)

Propilenoglicol

Hidréxido de sédio

Agua destilada

Esterilizacdo autoclave - Solucao A ou solu¢do B

Controle:
Equipamento: Temperatura: | Tempo: Data: O Aprovado | Responsavel:
[0 Reprovado

Observacoes:




E) Formulario — Controle da preparacao dos meios de cultura solidos LJ
ou OK com PNB

Wil e Sady Formulario — Controle da preparacao dos meios
TN SO .~ de cultura sélidos LJ ou OK com PNB
Data da preparacao: Quantidade: Validade: I\Dlleno Sl alll\leéot(‘)K - N.° do lote:

Preparacao do meio base LJ ou OK com adicao de PNB

N.° lote Pesagem/

Substancia Férmula Procedéncia (fabricante) Validade Ve

Fosfato
monopotassico

Sulfato de magnésio

Citrato de magnésio

Glutamato de sédio

Asparagina

Glicerol

Verde malaquita

Ovos

Meio base LJ
comercial

Agua destilada

Solucéo de PNB (A
ou B)

* Formuldrio — Controle da Solu¢do de PNB para Adicdo em Meios de Cultura Sélidos LJ ou OK

Esterilizacdo autoclave - Solucao meio completo LJ ou OK com PNB

Controle:
Equipamento: Temperatura: | Tempo: Data: [0 Aprovado Responsavel:
[0 Reprovado

Observacdes:

Coagulacao — Meio completo (meio base + ovos)

Controle:
Equipamento: Temperatura: | Tempo: Data: [0 Aprovado Responsavel:
[0 Reprovado

Aspectos macroscopicos

Cor: Consisténcia: | Volume: Inclinagdo: Textura:

O Aprovado [0 Aprovado [0 Aprovado [0 Aprovado [0 Aprovado Responsavel:
[0 Reprovado [0 Reprovado | [ Reprovado [0 Reprovado | [ Reprovado

Observacoes: Data:




Controle de esterilidade — Incubacao a 36°C + 1°C

O Aprovado [0 Reprovado
(N&o houve crescimento de microrganismos) (Houve crescimento de microrganismos)
Observacoes: Responsavel:

Controle microbiolégico — Cepa referéncia

Tubo 10°:média das UFC = Tubo 10%:média das UFC =

-3. adi - -
Tubo 103:médiadas UFC=___ UFC UEC UEC

[0 Reprovado

H Aprovado (Média das UFC bo 10 = inferi I
- 5 édia das no tubo 10®° = inferior ao valor

(Média das UFC no tubo 10 =50 a 150) esperado)

Responsavel: Data:

F) Formulario — Controle da preparacao do meio de agar sangue

Wi e Sadrly Formulario - Controle da preparacao
FRNONN VAN, X i do meio de agar sangue
Data de preparacao: Quantidade produzida: N.° lote produzido:

Solucao A (PNB + Propilenoglicol) ou Solucao B (PNB + Hidréxido de sodio)

N.° lote Validade Pesagem/

Substancia Formula Procedéncia (fabricante) Volume

Base de agar sangue
ou meio Mueller
Hinton

Sangue desfibrinado
de carneiro

Esterilizacao autoclave — Solucao A ou solucao B

Controle:

Equipamento: Temperatura: | Tempo: Data: [0 Aprovado | Responsavel:
O Reprovado

Observacoes:
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ANEXO E - Formularios do CIQ dos Reagentes
A) Formulario — Controle da preparacao da solucao de hidroxido de soédio 4%

Ao S alrde Formulario - Controle da preparacao da solucao de
seniy sl hidréxido de sédio 4%

Data da preparacao: Quantidade: Validade: N.° do lote:

Substancia Procedéncia N.° lote (fabricante) Validade

Hidréxido de sédio

Agua destilada

Pesagem (g) / volume (ml)

Substancia Quantidade

Hidréxido de sodio

Agua destilada

Pesagem balanca: (marca)

Responsavel:

Esterilizacao autoclave - solucao meio base

Controle:
Equipamento: Temperatura: Tempo: Pressao: O Aprovado
O Reprovado

Responsavel: Data de execucao:

Controle de esterilidade

Semeadura em agar sangue / incubag¢ao a 36°C + 1°C por 5 dias

[0 Aprovado [0 Reprovado
(N&o houve crescimento de microrganismos) (Houve crescimento de microrganismos)
Responsavel: Data de execucéo:




B) Formulario — Controle da preparacao da solucao citrato de sodio
2,9% — Método NALC-NaOH

s i el Sadschy Formulario — Controle da preparacao da solucao
Sty sl citrato de sodio 2,9% - Método NALC-NaOH

Data da preparacao: Quantidade: Validade: N.° do lote:

Substancia Procedéncia N.° lote (fabricante) Validade

Citrato de soédio

Agua destilada estéril

Pesagem (g) / volume (ml)

Substancia Quantidade

Citrato de sédio

Agua destilada

Pesagem balanca: (marca)

Responsavel:

Esterilizacdo autoclave - solucao meio base

Controle:
Equipamento: Temperatura: Tempo: Pressao: [0 Aprovado
[0 Reprovado

Responsavel: Data de Execucao:

Controle de esterilidade

Semeadura em agar sangue / incubac¢édo a 36°C + 1°C por 5 dias

[0 Aprovado [0 Reprovado
(N&o houve crescimento de microrganismos) (Houve crescimento de microrganismos)
Responsavel: Data de execucao:




C) Formulario — Controle da preparacao da solucao depurante —
Método NALC-NaOH

s i el Sadschy Formulario — Controle da preparacao da solucao
Sty sl depurante - Método NALC-NaOH

Data da preparacao: Quantidade: Validade: N.° do lote:

Substancia Procedéncia N.° lote (fabricante) Validade

NALC

Solucao de citrato de sédio 2,9%

Solucdo hidréxido de sédio 4%

Pesagem (g) / volume (ml)

Substancia Quantidade

NALC

Solucao de citrato de sédio 2,9%

Solucdo hidréxido de sédio 4%

Pesagem balanca: (marca)

Responsavel:

Esterilizacao autoclave - solucao meio base

Controle:
Equipamento: Temperatura: Tempo: Pressao: O Aprovado
[0 Reprovado

Responsavel: Data de execucdo:

Controle de esterilidade

Semeadura em agar sangue / incubag¢ao a 36°C + 1°C por 5 dias

O Aprovado [0 Reprovado
(N&o houve crescimento de microrganismos) (Houve crescimento de microrganismos)
Responsavel: Data de execucéo:




D) Formulario — Controle da preparacao da solucao tampao fosfato pH
6,8 — Método NALC-NaOH

s i el Sadschy Formulario — Controle da preparacao da solucao
SRONN AT - tampio fosfato pH 6,8 - Método NALC-NaOH

Data da preparacao: Quantidade: Validade:

Substancia Férmula Procedéncia N _Iote Validade Observacoes
(fabricante)

Fosfato de sédio
M/15

Fosfato de
potassio M/15

Solucdo A

Pesagem/ Data de N.° lote de .
= ~ Validade
volume preparagao producao

Substancia Féormula

Fosfato de sédio
M/15

Agua destilada

Solucao B

Pesagem/ Data de N.° lote de .
= ~ Validade
volume preparagao producao

Substancia Férmula

Fosfato de
potassio M/15

Agua destilada

Esterilizacdo autoclave — solucées A e B

Controle:
Equipamento: Temperatura: Tempo: [0 Aprovado
[0 Reprovado

Responsavel: Data de execucao:
Preparacao da solucao tampao pH 6,8
o
Solucao Volume (ml) Data de: ik Iote~de Validade cQ
producao producao

Solucédo fosfato
de sédio (A)

Solucédo fosfato
de potassio (B)




Controle de esterilidade

Semeadura em agar sangue / Incubag¢ao a 36°C + 1°C por 5 dias

O Aprovado [0 Reprovado
(N&o houve crescimento de microrganismos) (Houve crescimento de microrganismos)
Responsavel: Data de execucao:

E) Formulario — Controle da preparacao da solucao de acido oxalico
5% — Descontaminante

da solucao de acido oxalico 5% —

Formulario - Controle da preparacao
@ Wiy i ) Sadicke
T o i e Wl 3 Ok Sowle
Descontaminante

Data da preparacao: Quantidade: Validade: N.° do lote:

Substancia Procedéncia N.° lote (fabricante) Validade

Acido oxalico

Agua destilada estéril

Pesagem (g) / volume (ml)

Substancia Quantidade

Acido oxalico

Agua destilada estéril

Pesagem balanca: (marca)

Responsavel:

Esterilizacao autoclave - solucao meio base

Controle:
Equipamento: Temperatura: Tempo: Pressao: [0 Aprovado
[0 Reprovado

Responsavel: Data de execucao:

Controle de esterilidade

Semeadura em agar sangue / Incubac¢éo a 36°C + 1°C por 5 dias

O Aprovado [0 Reprovado
(N&o houve crescimento de microrganismos) (Houve crescimento de microrganismos)
Responsavel: Data de execucao:




F) Formulario — Controle da preparacao da solucao indicadora —
Método acido oxalico

s i el Sadschy Formulario — Controle da preparacao da solucao
Sty sl indicadora — Método acido oxalico

Data da preparacao: Quantidade: Validade: N.° do lote:

Substancia Procedéncia N.° lote (fabricante) Validade

Vermelho de fenol

Solucado hidréxido de sédio
4%

Agua destilada

Pesagem (g) / volume (ml)

Substancia Quantidade

Vermelho de fenol

Solucdo hidréxido de sédio 4%

Agua destilada

Pesagem balanca: (marca)

Responsavel:

Esterilizacdo autoclave - solucao meio base

Controle:
Equipamento: Temperatura: Tempo: Pressao: [0 Aprovado
O Reprovado

Responsavel: Data de execucao:

Controle de esterilidade

Semeadura em agar sangue / incubacéo a 36°C + 1°C por 5 dias

O Aprovado [0 Reprovado

(N&o houve crescimento de microrganismos) (Houve crescimento de microrganismos)
Responsavel: Data de execugdo:




G) Formulario — Controle da preparacao do tubo n.° 1 da escala McFarland

s i el Sadschy Formulario — Controle da preparacao do tubo
Sty sl n.° 1 da escala McFarland

Data da preparacao: Quantidade: Validade: N.° do lote:

Substancia Procedéncia N _Iote Validade Observacoes
(fabricante)
Cloreto de bario
di-hidratado BaCl,.2H,0
Acido sulfarico
concentrado H,50,

Solucdo A

Substancia Pesagem/volume N.° lote de producao Validade

Cloreto de bario di-
hidratado

Agua destilada

Solucao B

Substancia Pesagem/volume N.° lote de producao Validade

Acido sulfurico concentrado

Agua destilada

Preparacao do tubo n.° 1 da escala McFarland

Substancia Volume N.° lote de producao Validade
Solucdo A

Solucéo B

Responsavel: Data:




H) Formulario — Controle da preparacao da solucao salina 0,85%

s i el Sadschy Formulario — Controle da preparacao
Sty sl da solucao salina 0,85%

Data da preparacao: Quantidade: Validade: N.° do lote:

Substancia Procedéncia N.° lote (fabricante) Validade

Cloreto de sédio

Pesagem (g) / volume (ml)

Substancia Quantidade

Cloreto de sédio

Agua destilada

Pesagem balanca: (marca)

Responsavel:

Esterilizacdo autoclave - solucao meio base

Controle:
Equipamento: Temperatura: Tempo: Pressdo: [0 Aprovado
[0 Reprovado

Responsavel: Data de execucdo:

Controle de esterilidade

Semeadura em agar sangue / incubag¢ado a 36°C + 1°C por cinco dias

O Aprovado O Reprovado
(Nao houve crescimento de microrganismos) (Houve crescimento de microrganismos)
Responsavel: Data de execucéo:




) Formulario — Monitoramento da contribuicao da cultura ao diagnéstico

s i el Sadschy Formulario - Monitoramento da
Sty sl contribuicdo da cultura ao diagnéstico

Ano/periodo avaliado N.° de culturas realizadas no periodo

NUmero de casos com baciloscopia positiva e cultura positiva =

Numero de casos com baciloscopia positiva e cultura nado realizada =

Numero de casos com baciloscopia negativa e cultura positiva =

Numero de casos com baciloscopia positiva e cultura negativa =

NUumero de casos com baciloscopia positiva e cultura contaminada =

R o ©
Contribuicdo da cultura ao diagnoéstico = [(A)_‘_ OrIGrIOrG) x 100

_ [ ®)
@+ ®+ O+ D)+ E)

INTERPRETAGAO

(4 + (B) Deve-se concentrar o maior numero possivel de casos. Estima-se que, em uma situa¢do
epidemiologica real, 80% dos casos devem ser diagnosticados pela baciloscopia.

Casos de baciloscopia positiva e cultura negativa x 100

©) Deve contribuir com aproximadamente 20% do total de casos diagnosticados.

Deve ser muito baixo em amostras para diagnéstico pulmonar.

Valores acima de 2% a 3% das baciloscopias positivas e culturas negativas geralmente
indicam problemas técnicos no laboratério que reduzem ou eliminam a viabilidade
(D) do bacilo: procedimentos drasticos de descontaminag¢do, meios de cultura com baixa
sensibilidade (controle microbioldgico) ou estufas com temperaturas altas demais ou
oscilantes. Amostras mal conservadas ou resultados falso-positivos da baciloscopia
podem também contribuir para esses resultados de culturas falso-negativas.

(E) Deve ser muito baixo, cerca de 1%. Valores altos indicam problemas técnicos.

Responsavel:




J) Formulario — Monitoramento do indice de Contaminacao

Wik ch Sy Formulario - Monitoramento do
T N indice de Contaminacao

Numero total de tubos contaminados

indice de Contaminagdo = _ x 100
Numero total de tubos semeados

Método de R A N.° de tubos indice de Método de .
descontaminagado Mes de tubos - taminados contaminacdo descontaminacgao S
semeados
Janeiro
Observacdes:
Fevereiro
Observacdes:
Marco
Observacoes:
Abril
Observacoes:
Maio
Observacdes:
Junho
Observacdes:
Julho
Observacoes:
Agosto
Observacoes:
Setembro
Observacdes:
Outubro
Observacdes:
Novembro
Observacdes:
Dezembro
Observacoes:




K) Formulario — Monitoramento da qualidade da cultura

@ B i L Formulario - Monitoramento da qualidade da cultura

Ano / Periodo avaliado:

Se os valores Se os valores
Valores encontrados forem encontrados forem
encontrados muito maiores, muito menores,
deve-se investigar deve-se investigar

Valores

Critérios normais
esperados

Contribuicdo da cultura ao

diagnéstico 20% (4) (B)e (D)

Porcentagem de amostras
com baciloscopia positivae | 2% a 3% (C)e (D) Nao ha problemas
cultura negativa

Porcentagem de culturas
com positividade menordo | 3% (Cle (E) Nao ha problemas
gue na baciloscopia

Ind_lce de contaminacdo — 3% a5% (F) ©)
meio soélido

indice de contaminacao -
meio liquido

INTERPRETACAO

Erros de leitura da baciloscopia = falso-negativos.
Se a cultura é para investigar sintomaticos respiratérios (SR) com alta suspeita, ndo ha
(4) problema.

Se a cultura é para investigar pacientes pulmonares com doenca pouco avancada,
incluindo criancas, ndo ha problema.

3% a 8%

(B) A solicitacdo esta deficiente, pois ndo estdo sendo investigados os SR pouco avancados.
Nesta situacdo estdo sendo investigados pacientes que ndo sdo SR.

Excessiva demora entre a coleta e o processamento da amostra.

Descontaminacdo muito drastica (alta concentra¢do de reagente ou tempo muito
longo de contato).

C

© Baixa velocidade ou superaquecimento da centrifuga.
Baixa sensibilidade dos meios de cultura (falta de homogeneidade, superaquecimento
do coagulador, excesso de verde malaquita e pH excessivamente acido).

(D) Erros de leitura da baciloscopia = falso-positivos.

(E) Tendéncia a atribuir a baciloscopia uma positividade maior do que a real.

Amostras conservadas sem refrigeracdo.

Demora entre a coleta e o processamento da amostra.

Concentracdo do reagente de descontamina¢do mais baixa do que o recomendado.
(F) Pouco tempo de contato da amostra com o reagente descontaminante.

Erros no processo de esterilizacdo do reagente.

Descuidos nos procedimentos que requerem esterilidade e de biosseguranca (excessivo
movimento de pessoas no ambiente de trabalho, geracdo de correntes de ar por
ventiladores ou ares-condicionado etc.).

Concentracdo do reagente descontaminante mais alta do que o recomendado.

) Muito tempo de contato da amostra com o reagente descontaminante.
Concentracdo de verde malaquita no meio de cultura mais alta do que o
recomendado.

Responsavel:
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8 IDENTIFICACAO DE ESPECIES

8.1 Introducao

O género Mycobacterium é constituido por espécies do CMTB e outras denominadas de
MNT."23 Um dos aspectos mais importantes do processo de isolamento e identificacdo das
micobactérias é o tempo decorrido entre a coleta da amostra clinica e a emissdo do laudo
com a espécie identificada, para que esse dado seja utilizado pelo médico em beneficio
do tratamento do paciente.

Os laboratérios que realizam cultura para micobactérias devem diferenciar rapidamente
as espécies do CMTB das MNT. Se nao houver condi¢des para realizar a diferenciacao, a
sugestao é liberar os resultados das culturas positivas, como Mycobacterium sp., e enca-
minha-las a um laboratério de referéncia.

Diante da disponibilidade de novos métodos moleculares, os LRE e LRR poderao identifi-
car as MNTs mais frequentemente isoladas de material clinico e encaminhar para o LRN
somente as que ndao puderam ser identificadas por limitacdes metodoldgicas.

Para garantir a qualidade do resultado para MNT, todas as etapas de identificacdo e de
confirmac¢do da espécie/subespécie devem ser realizadas, preferencialmente, em apenas
um local.

A sequéncia de métodos para diferenciacdo entre CMTB e MINT e identificacdo das espécies
é composta pela combinacdo de testes fenotipicos, imunocromatograficos e moleculares,
conforme apresentado na Figura 20.
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Figura 20 — Sequéncia para identificacdo de micobactérias a partir de uma cultura em
meio sélido ou liquido

Cultura de micobactérias

Diferenciacao entre CMTB e MNT:
Analise microscépica e macroscépica da cultura + teste
imunocromatografico ou niacina e PNB

Formacao de corda positiva, col6nia Formacao de corda negativa, colonia
acromogena, rugosa (meio sélido) ou acromogena ou pigmentada, lisa ou

em grumos (meio liquido), teste rugosa, teste imunocromatografico
imunocromatografico positivo, ou negativo, niacina negativa e PNB
niacina positiva e PNB negativo positivo

Liberar o resultado . . -
com a espécie do Identlﬁcagca,\c/)| %a espécie do Testes fenotipicos,

CMTB TCH, SM, piruvato de moleculares ou ambos

sédio, reducao do nitrato,
niacina

Fonte: Autoria proépria.
CMTB: Complexo M. tuberculosis; PNB: acido -nitrobenzoico; MNT: micobactérias ndo tuberculosas; TCH: acido tiofeno-
-2-carboxilico; SM: estreptomicina

8.2 Material para os testes fenotipicos para diferenciacao entre as es-
pécies do complexo M. tuberculosis (CMTB) e as micobactérias nao
tuberculosas (MNT) e identificacdo das espécies do CMTB

Equipamentos:

» agitador mecanico;

» CSB,

» coagulador de meios;

» crondmetro;

» estufa bacterioldgica a 36°C = 1°C;
»  microscopio optico; e

»  pipetador automatico ou manual.



Reagentes:

agua destilada estéril;
fitas comerciais para o teste da niacina;
6leo de imersao;

placas de Petri com meio de Middlebrook 7H10 ou Middlebrook 7H11 com enri-
quecimento contendo acido oleico, albumina, dextrose e catalase — do inglés Oleic
Albumin Dextrose Catalase (OADC), preparado de acordo com as recomendacoes
do fabricante;

solucao saturada de cloreto de mercurio, material cancerigeno e, por isso, deve ser
manuseado com cuidado, utilizando EPI apropriados e preparado em pequenas
quantidades;

solucdes para coloracdo pelo método de Ziehl-Neelsen, conforme o capitulo 6 desse
manual;

solucdo de acido oxalico a 3%;

solucdo de Tween 80 a 0,1% (v/v) estéril;

tubos de 20 x 180 mm com 7 ml meio de LJ (capitulo 7);

tubos de 12 x 120 mm com 3 ml de meio LJ-piruvato de sédio (capitulo 7);
tubos de 12 x 120 mm com 3 ml de meio LJ com PNB 500 pg/ml (capitulo 7);

tubos de 12 x 120 mm com 3 ml de meio de LJ com 5 pg/ml de acido tiofeno-2-car-
boxilico (TCH) (item A do Anexo A desse capitulo);

tubos de 12 x 120 mm com 3 ml de meio de LJ com 2 pg/ml de estreptomicina (item
B do Anexo A desse capitulo);

tubos de 12 x 120 mm com 3 ml de meio de LJ com 20 pg/ml de cicloserina (item C
do Anexo A desse capitulo);

tubos de 20 x 100 mm com 10 ml de meio de Middlebrook 7H9 com 0,1% de agar,
preparado de acordo com as instrucdes do fabricante ou meio de Kirchner com
0,1% de agar (item D do Anexo A desse capitulo);

tubos de 20 x 100 mm com 5 ml de meio de Dubos modificado para o teste da
pirazinamidase (tubos de 20 x 100 mm com 5 ml de meio de Dubos modificado para
o teste da pirazinamidase (item E do Anexo A desse capitulo);

solucdo de sulfato ferroso amoniacal 1% (item A do Anexo B desse capitulo);
solucdo substrato de nitrato de sédio 22 mM (item B do Anexo B desse capitulo);
reagente A (item C do Anexo B desse capitulo);

reagente B (item C do Anexo B desse capitulo);

reagente C (item C do Anexo B desse capitulo);

zinco em po;

solucdo ureia — indol (item E do Anexo B desse capitulo) ou discos de ureia; e

teste comercial imunocromatografico para identificacdo do CMTB.



Insumos:

alcas bacteriologicas descartaveis estéreis;
caixas para guardar as laminas;

frascos de vidro esterilizados com tampa de rosca contendo de cinco a seis pérolas
de vidro de 3 mm de diametro e 2 ml de agua destilada estéril. Os frascos com as
pérolas de vidro devem ser previamente esterilizados e depois acrescentados os 2
ml de dgua destilada estéril;

laminas de vidro para microscopia e com borda fosca;
luvas descartaveis;

pipetas Pasteur descartaveis estéreis;

sacos plasticos para autoclave;

swabs; e

tubos de vidro com tampa de rosca 12 x 120 mm estéreis.

8.3 Pré-requisitos para identificacao de espécies 4>67:8

Antes de iniciar a identificacdo da espécie deve-se fazer uma avalia¢do da cultura original,
preparar uma suspensdo bacteriana (item 8.3.1), realizar extracdo do DNA conforme o
método adotado e conservar a cultura para eventuais repeticdes, conforme descrito no
capitulo 11.

O primeiro passo para a identificacdo é a observacao do aspecto da cultura com o objetivo

de:

confirmar a pureza da cultura e a auséncia de contaminacao, pois uma cultura
contaminada com outras bactérias causa resultados falso-positivos nos testes de
identificacao;

verificar o nimero de colénias na cultura em meio sélido que nao deve ser inferior a
20, e a quantidade de crescimento em meio liquido. Culturas com pouco crescimen-
to ndo sao suficientes para realizacdo de todos os testes. Nesse caso, recomenda-se
fazer um subcultivo da cultura original;

verificar a morfologia e pigmentacao das colénias (meio sélido); e

verificar a mistura de duas espécies de micobactérias em uma cultura, pela observa-
cao de diferencas na morfologia e pigmentac¢do das col6nias.

O segundo passo para a identificacdo é a realizacdo de um esfregaco a partir da cultura
em meio sélido ou liquido, corar pelo método de Ziehl-Neelsen com o objetivo de:

»

confirmar se a cultura é de BAAR;

verificar a morfologia dos bacilos e a formacao de corda, a qual sugere que a cul-
tura possa ser do CMTB;

confirmar se a cultura ndo estd contaminada por outras bactérias ou fungos;

caso a cultura esteja contaminada, fazer a descontaminacao como descrito no item



de preparacao da suspensao bacteriana (item 8.3.1); e

» verificar se ha mistura de duas espécies de micobactérias em uma cultura. Caso seja
detectada cultura mista, proceder como no item 8.3.3.

O terceiro passo é a preparacao da suspensao bacteriana como sera descrita a seguir.

8.3.1 Preparo da suspensao bacteriana 4°

Para uniformizacado do inéculo aos testes de inibicdo de crescimento em meios contendo
diversos componentes e alguns testes bioquimicos, recomenda-se preparar uma suspen-
sao bacteriana.

Procedimento

Transferir, com al¢a bacteriolégica descartavel estéril de 10 pl, estéril, colénias da cultura
em meio sélido para um frasco contendo de cinco a seis pérolas de vidro e 2 ml de agua
destilada estéril. Homogeneizar em agitador mecanico por aproximadamente dez segun-
dos. Deixar em repouso por dez minutos para sedimentacao dos aerossois. Essa suspensao
contém aproximadamente 10° unidades formadoras de colénias por ml. Caso a cultura
esteja contaminada por outras bactérias ou fungos, repetir os passos anteriores substi-
tuindo a agua destilada por 2 ml de uma solu¢ao de acido oxalico a 3%. Deixar agir por
dois minutos antes de realizar outro inéculo nos meios. Nesse caso, os testes biogquimicos
deverao ser realizados com as colénias do subcultivo descontaminado.

Se a cultura for realizada em meio liquido e apresentar grande quantidade de BAAR,
pode-se fazer a semeadura diretamente nos meios dos testes de inibicdo de crescimento.
Se a cultura tiver poucos bacilos, pode-se incuba-la por mais alguns dias até obter um
bom crescimento. Caso essa alternativa ndo seja viavel, pode-se centrifugar toda a cultura
para concentrar os bacilos, ressuspender em 2 ml de agua destilada estéril e inocular nos
meios testes para identificacdo. Os testes bioquimicos devem ser feitos com o subcultivo
do meio liquido.

8.3.2 Extracao de DNA a partir de cultura em meio sélido ou liquido

O primeiro passo para realizacdo da identificacdo por um método molecular é a extracao
do DNA bacteriano a partir de uma cultura em meio sélido ou liquido. A extracdo de DNA
devera ser feita de acordo com o método molecular adotado e sera descrita em detalhes
nos itens correspondentes.

8.3.3 Isolamento de coldnias

A mistura de duas espécies de micobactérias em uma cultura é um fator de erro no pro-
cesso de identificacdo. Essa mistura nem sempre é detectada pela analise microscépica ou
macroscépica da cultura. Anteriormente, recomendava-se iniciar a identificacdo apos o
processo de semeadura para isolamento das col6nias. Contudo, esse procedimento acar-
reta atraso de cerca de um més no procedimento de identificacdo. Devido a exigéncia
pela rapidez na liberacdo de resultados, recomenda-se fazer o isolamento das colénias
somente quando for detectada cultura mista pela analise microscépica ou macroscépica.



Em alguns casos, a cultura mista sé é detectada no final do processo e, nesse caso, faz-se
o isolamento das coldnias e repetem-se todos os testes para identificacdo.’

Procedimento

1. Preparar a suspensdo bacteriana como descrito no item 8.3.1 utilizando solu¢do de Tween
80 a 0,1% (v/v) em vez de agua destilada.

2. Fazer uma diluicdo dessa suspensdo a 10 e semear, com alca bacteriolégica descartavel
estéril, em uma placa de Petri contendo meio Middlebrook 7H10 ou 7H11 acrescido de
OADC.

3. Incubar a 36°C = 1°C até que o crescimento seja detectado.
4. A partir das col6nias isoladas, fazer os subcultivos dos diferentes tipos de colonias.

5. Iniciar a identificacdo a partir dos subcultivos das col6énias isoladas.

8.4 Diferenciacao entre o complexo M. tuberculosis — CMTB e as mico-
bactérias nao tuberculosas — MNT#>6.7:89

A diferenciacao pode ser feita de duas formas:

» analise microscdpica e macroscopica da cultura e teste comercial imunocromato-
grafico; e

» analise macroscépica e microscépica da cultura, teste de inibicao de crescimento
em meio de LJ-PNB e/ou teste da niacina.

Em ambos os casos deve-se partir do primo-cultivo com crescimento ativo de trés a quatro
semanas. E indispensavel a inclusdao de controles positivos e negativos em todos os testes.

ATENCAO: todo material utilizado nos testes de identificacio devem ser descontami-
nados em autoclave antes de serem descartados como residuos biolégicos, conforme
descrito no capitulo 3.

8.4.1 Analise microscépica da cultura*>®

A andlise microscopica consiste na confeccao de um esfregaco em lamina de vidro a partir
de uma amostra da colénia para avaliar a pureza da cultura, a presenca de BAAR e a
formacao de corda. De modo geral, as micobactérias apresentam-se na forma de bacilos
curvos ou retos, com 0,2 a 0,7 ym de largura por 1 a 10 ym de comprimento.* Quando
isolados, os bacilos do CMTB, geralmente, apresentam tamanho entre 3 a 4 ym. Outra
caracteristica é a auséncia de emulsificacdo da colénia na soluc¢ao utilizada para confeccao
do esfregaco, ficando visiveis pequenos grumos da colénia. Por outro lado, as colénias de
MNT sao de facil emulsificacao.

As espécies do CMTB apresentam a formacao de corda ou grumos aglomerados lineares.
A formacao de corda pode ser observada em esfregacos de cultura em meio sélido ou
liquido, corado pelo método de Ziehl-Neelsen. Geralmente, os bacilos apresentam-se em
palicada adquirindo um aspecto de corda. Outras vezes apresentam-se como grumos com-



pactos assemelhando-se a um borrdo de corantes. A formacao de corda é mais evidente
na cultura em meio liquido.

A maioria das MNT nao forma corda, exceto espécies como M. kansasii, M. fortuitum e
M. chelonae. O aspecto microscépico das MNT é de bacilos isolados e de tamanho menor
que 2 um (cocobacilos) ou maiores que 5 pm. A diferenciacdo entre a formac¢ao da corda
das espécies do CMTB e MINT pode ser feita pela observa¢dao do tamanho do bacilo isolado
no esfregaco.

Precaucao

Os testes de identificacdo de micobactérias deverao ser realizados de acordo com as nor-
mas de biosseguranca para procedimentos com cultura, conforme descrito no capitulo 3.

Procedimentos

1. Identificar o numero de registro da cultura na parte fosca da lamina de vidro.

2. Colocar uma gota de soluc¢do salina ou de agua destilada estéril, no centro da lamina de
vidro.

3. Retirar com o auxilio de uma alca bacteriolégica descartavel uma pequena amostra da
colonia e colocar em cima da gota. Se for cultura liquida, com o auxilio de uma pipeta
Pasteur descartavel estéril, coletar o crescimento bacteriano no fundo do tubo e colocar
em cima da gota como especificado para cultura em meio sélido.

4. Homogeneizar a amostra na gota fazendo movimentos circulares com a al¢a bacteriol6-
gica ou pipeta Pasteur.

5. Colocar a [amina em um suporte e deixar secar a temperatura ambiente, dentro da CSB.

6. Fixar o esfregaco, passando a lamina trés vezes pela chama de um bico de Bunsen, fora
da CSB.

7. Corar pelo método de Ziehl-Neelsen conforme descrito no Capitulo 6.
8. Realizar a leitura do esfregaco no microscopio.

Interpretacao de resultados

» BAAR positivo: bacilos corados em vermelho.
» BAAR negativo: auséncia de bacilos corados em vermelho.

» Formacao de corda positivo: bacilos em palicada com um aspecto de corda ou gru-
mos compactos assemelhando-se a um borrdao de corantes.

» Formacao de corda negativa: bacilos dispersos no esfregaco, geralmente com tama-
nho diferente do observado para as espécies do CMTB.

» Contaminacdo positiva: presenca de outras bactérias (cocos ou bacilos), fungos (le-
veduras ou filamentos), geralmente corados em azul.

» Contaminacdo negativa: auséncia de outras bactérias ou fungos.
Controles de referéncia para interpretacao do teste

Formacao de corda positivo: esfregaco de cultura de M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177),
conforme exemplificado na Figura 21 A.



Formacao de corda negativo: esfregaco de cultura de M. avium (ATCC 25291), conforme
exemplificado na Figura 21 B.

Figura 21 - Esfregacos de cultura de micobactérias
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Fonte: Foto cedida por Gleize Villela.

8.4.2 Analise macroscépica da cultura*>®

Esta avaliacdo é feita na cultura original em meio sélido ou liquido. As col6nias de mico-
bactérias cultivadas em meio sélido apresentam diferentes morfologias e pigmentacao.
A morfologia das coldnias pode ser lisa, rugosa, opaca ou transparente. A pigmentac¢ao
é, também, uma caracteristica importante utilizada na classificacdo e pode variar de la-
ranja a amarelo intenso. No meio liquido, é possivel observar somente a caracteristica do
crescimento, a qual pode apresentar-se desde uma ligeira turbidez a pequenos grumos
ou ambos (turbidez e grumos).

Procedimento

1. Observar a cultura de preferéncia com uma lupa manual em um ambiente iluminado e
anotar as caracteristicas da colénia.

2. Observar e anotar o aspecto do crescimento/colénia: lisa, rugosa, aspecto de couve-flor
(meio sélido), grumos e turbidez (meio liquido).

3. Observar e anotar a pigmentac¢do da colénia em meio sélido: acromégena (creme), pig-
mentada (laranja, amarela, salméo).

Leitura e interpretacao

»  Crescimento/Colénia de CMTB: acromégena, geralmente de cor creme, colénia
rugosa com aspecto de couve-flor (meio sélido), crescimento em grumos (meio
liquido).

» Crescimento/Colonia de MNT: pigmentada ou acromdgena, lisa ou rugosa (meio
s6lido), crescimento com aspecto turvo (meio liquido).



8.4.3 Teste imunocromatografico®

E um teste comercial qualitativo de identificacio rapida para o CMTB, em cultura liquida
ou sélida, que utiliza anticorpo monoclonal anti-MPT64. Este antigeno MPT64 é secretado
pelas espécies do CMTB, com exce¢ao de M. bovis-BCG. O teste consiste em um dispositivo
que contém uma cavidade para adicdo da amostra (“S”) e uma janela de resultados, na
qual estao dispostas uma banda do anticorpo monoclonal (“T”) e uma do CIQ (“C"),
imobilizadas sobre uma membrana de nitrocelulose. As bandas nao possuem cor antes
da adicao da amostra. No caso de uma reacao positiva, duas bandas coloridas se tornarao
visiveis em 15 minutos, uma do controle do teste e uma da reacao.

O teste, disponivel comercialmente, apresenta alta sensibilidade e especificidade. No en-
tanto, algumas cepas do CMTB apresentam reacao negativa em razdao de uma mutacao
no gene MPT64.

Precaucao

O tampao diluente contém baixa concentracao de azida de sédio como conservante, que é
téxico e deve ser manipulado com cuidado para se evitar contato com a pele ou ingestao.
Os dispositivos sao sensiveis a umidade e ao calor.

Procedimento

Antes de iniciar a preparacdo para o ensaio, deixar que todos os componentes do kit e
amostras atinjam a temperatura ambiente cerca de 20 a 30 minutos antes da execucao
do ensaio.

1. Realizar o teste na CSB. Organizar os materiais que serdo utilizados em um lado da banca-
da da CSB e colocar os recipientes de descarte conforme descrito no Capitulo 3.

2. No caso de culturas sélidas, suspender 3 a 4 colénias em 100 pl do tampao de extracdo
incluso no teste. Culturas liquidas nao necessitam de preparo adicional.

3. Remover o dispositivo de teste da embalagem de aluminio e coloca-lo sobre uma superfi-
cie seca e plana. Identificar o dispositivo com o numero da cultura.

4. Adicionar 100 pl de cultura liquida ou da suspensado das colénias em tampao de extracao
a cavidade do dispositivo identificada por um “S”. A medida que o liquido flui pela mem-
brana de nitrocelulose, sera possivel observar uma cor se movendo ao longo da janela de
resultados. A banda identificada por “C” devera ficar visivel sempre que o procedimento
for realizado adequadamente. A banda identificada por “T"” ficara visivel sempre que
houver antigeno MPT64 na cultura em teste.

5. Interpretar oresultado do teste em 15 minutos. Nao interpretar os resultados apés 15 minutos.

Controles de referéncia para interpretacdo do teste
Positivo: M. tuberculosis H37RV (ATCC 27294)
Negativo: M. fortuitum (ATCC6841) ou M. avium (ATCC25291)

Leitura e interpretacao

»  Positivo: quando aparecerem duas linhas na janela de resultados, a linha controle O
“C" e alinha teste “T". A intensidade da cor das linhas “C” e “T" pode ser diferente.

o)



A linha “C"” podera ser mais fraca que a linha “T"” ou vice-versa. Considerar o resul-
tado positivo em qualquer situacao.

» Negativo: quando aparecer somente a linha controle “C” na janela de resultados.

» Invalido: quando nao aparecer nenhuma das linhas. Neste caso, o teste deve ser
repetido utilizando outro dispositivo.

8.4.4 Inibicao de crescimento em meio com acido -nitrobenzoico 500 pg/mi*>1°

Este teste foi descrito por Tsukamura em 1964. E um teste muito Gtil para diferenciacio
das espécies do CMTB das MNT, pois ao contrario da maioria das MNT, nenhuma das
espécies do CMTB cresce nesse meio. Por essa razao, esse teste pode auxiliar na detec¢ao
de cultura mista (M. tuberculosis + MNT). As espécies de MNT que eventualmente nao
crescem em presenca de PNB sao M. kansasii, M. xenopi e M. gastri.

Procedimento

1. Semear, com uma pipeta Pasteur estéril, uma gota da suspensao bacteriana das culturas
em teste e dos controles de referéncia positivos e negativos, em tubos contendo meio de
LJ (tubo controle) e LJ-PNB. A gota deve ser semeada no apice do meio de cultura e deixar
escorrer até o final do tubo. Incubar os tubos na posicao vertical a 36 + 1°C por 15 dias.

Leitura e interpretacao

» Comparar o crescimento do tubo controle LJ com o tubo LJ-PNB.

» Positivo (resistente): presenca de crescimento no meio LJ-PNB. Negativo (sensivel):
auséncia de crescimento no meio LJ-PNB.

Controles de referéncia para interpretacao do teste
Positivo: M. fortuitum (ATCC 6841) ou M. avium (ATCC 25291).
Negativo: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

8.4.5 Niacina'1213

A niacina atua como um precursor na biossintese de coenzimas envolvidas nas reacdes
de 6xido-reducao da sintese metabdlica de todas as micobactérias. Embora a niacina
seja produzida por todas as micobactérias, somente algumas espécies do CMTB como M.
tuberculosis, M. africanum e raras espécies de MNT, como M. simiae, M chelonae e M.
marinum produzem quantidades detectaveis pelo teste in vitro. As fitas comerciais estao
impregnadas com cloramina e tiocianato de potassio acidificado e acido -aminosalicilico
(PAS). A combinacao desses reagentes leva a formacao e a liberacdo de cloreto de ciano-
génio, o qual reage com PAS na presenca da niacina produzindo uma coloracao amarela.

Precaucao

O teste da niacina deve ser realizado para as espécies de crescimento lento acromoégenas
e a cultura deve ter entre quatro e cinco semanas de crescimento em meio sélido, com
pelo menos 50 colbnias.



Procedimento

1. Usar um dos tubos da cultura original para realizar o teste da niacina. Se nao houver
crescimento suficiente para o teste de niacina, fazer um subcultivo do tubo original.

2. Adicionar 1,5 ml de 4gua destilada estéril nos frascos das culturas teste e nos controles de
referéncia positivo e negativo.

3. Fazer varios cortes na superficie do meio com uma alca descartavel estéril, para permitir a
extracdo da niacina contida no meio de cultura.

4. Colocar os tubos em posicdo horizontal, de modo que o liquido cubra toda a superficie
do meio. Deixar por 20-30 minutos. Os tubos podem ser colocados em estufa a 36°C para
acelerar a extracao.

5. Transferir 0,6 ml do liquido com uma pipeta Pasteur descartavel estéril, para um tubo com
tampa de rosca 12 x 120 mm.

6. Colocar a fita do teste de niacina dentro de cada tubo teste. Fechar bem a tampa.
7. Deixar a temperatura ambiente por 15 minutos, agitando de vez em quando.

8. Observar a cor amarela que se desenvolve no liquido, ndo considerar a cor na fita.

Leitura e interpretacao
» Teste positivo: desenvolvimento de cor amarela no liquido.
» Teste negativo: ndo ha desenvolvimento de cor amarela.
Controles de referéncia para interpretacao do teste
Positivo: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).
Negativo: M. avium (ATCC 25291).

Quadro 19 - Diferenciacdo entre o Complexo M. tuberculosis (CMTB) e as micobactérias
nao tuberculosas (MNT)

CMTB MNT
Pigmentacao ausente presente/ausente
Formacéao de corda + -
Teste imunocromatografico +/- -
Crescimento em LJ-PNB - +/-
Producdo de niacina +/- -/+

Fonte: Autoria proépria.
+/- = predominantemente positivo; -/+= predominantemente negativo; CMTB: Complexo M. tuberculosis; LJ: Léwenstein-
Jensen; MINT: Micobactérias ndo tuberculosas; PNB: acido p-nitrobenzoico.

8.5 Identificacdo das espécies do Complexo M. tuberculosis — CMTB

As espécies do CMTB causam TB no homem e nos animais. Esse complexo é composto
por sete espécies (M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis — BCG, M africanum, M. microti,
M. caprae, M. pinnipedii). Outras espécies, como M. canettii, encontrada na regido da
Somalia e as mais adaptadas a animais, M. orygis, M. mungi e M. suricattae, ainda nao
foram reconhecidas oficialmente como espécies do complexo.'?1>16.17.18.19,20.21

O



A identificacdo do CMTB é essencial para confirmac¢do do diagndstico, enquanto a iden-
tificacdo das espécies desse complexo é necessaria somente em algumas situacdes, como
na suspeita de infeccdo por M. bovis, uma vez que essa espécie é naturalmente resistente
a pirazinamida.

Para fins epidemioldgicos, entretanto, pode-se identificar ndo apenas a espécie, mas
também as variantes geograficas de M. tuberculosis (as classicas e as asiaticas) e as duas
variantes geograficas de M. africanum (tipo | e tipo Il). A diferenciacdo dessas variantes
pode ser feita por alguns testes fenotipicos. No entanto, ha limitacdes metodoldgicas,
uma vez que essas variantes apresentam resultados variaveis (Quadro 20). A diferenciacao
mais precisa pode ser feita com testes moleculares, tais como RFLP-IS6110 (Restriction
Fragment Length Polymorphism), Spoligotyping, MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersal
Repetitive Units — Variable Numbers of Tandem repeats) ou sequenciamento de regides
especificas ou total do genoma.>'%18

Mycobacterium tuberculosis

A espécie M. tuberculosis, variante classica ou asiatica, foi classificada no género em 1896
por Lehmann e Neumann, redefinida por Runyon e col. em 1967 e posteriormente por
Kubica e col. em 1972."4

As colénias de M. tuberculosis em meio sélido tém aspecto rugoso, assemelhando-se
a farelos de pao e de couve-flor, e crescem em meios de cultura contendo glicerol ou
piruvato de sédio como fonte de carbono. A temperatura de crescimento é restrita a
faixa de 34°C-38°C. Os bacilos medem cerca de 0,3 a 0,5 pm de largura por 2 a 4 pym de
comprimento, podendo apresentar-se ocasionalmente mais curtos ou longos. O esfregaco
da cultura, geralmente, apresenta formacao de corda. Essa espécie é aerdbica, sensivel a
pirazinamida e a cicloserina e positiva no teste da reducéo do nitrato.*®

A variante classica é resistente a hidrazida do acido tiofeno 2-carboxilico (TCH) e a asiatica
é sensivel. Ambas sao sensiveis ao PNB, e positivas ao teste da niacina, embora existam
algumas excecdes. Os isolados de M. tuberculosis sensiveis a isoniazida produzem uma
reacdo fortemente positiva da catalase, enquanto os resistentes a isoniazida frequente-
mente produzem reacdes fracas ou negativas.*

Mycobacterium bovis

A espécie M. bovis causa, principalmente, TB em bovinos, mas pode acometer outros ani-
mais e o homem. Os bacilos da espécie M. bovis costumam ser mais curtos do que os do M.
tuberculosis e a formacao de corda menos frequente. As colénias em meio sélido sdo mais
planas e lisas do que a variante humana. Crescem em meio de cultura contendo piruvato
de sédio em substituicdo ao glicerol. O crescimento é restrito a faixa de temperatura
entre 34°C a 38°C. Essa espécie é microaerdfila, sensivel ao TCH e a cicloserina, resistente
a pirazinamida. O teste da niacina é negativo.*®

Mycobacterium bovis — Bacilo Calmette-Guérin - BCG

E derivado atenuado do M. bovis, utilizado na vacina BCG. No entanto, apresenta carac-
teristicas morfoldgicas e de cultura semelhantes as de M. tuberculosis. Nao apresenta
preferéncia por piruvato de sédio. E negativo para o teste do nitrato (ou fraco reator),
aeroébico, sensivel a TCH, mas resistente a pirazinamida e a cicloserina. O teste de niacina
€ negativo.*



Mycobacterium africanum

A espécie M. africanum, foi isolada pela primeira vez na Africa Ocidental por Castets e
col. em 1969. Essa espécie apresenta caracteristicas intermediarias entre M. bovis e M.
tuberculosis. Existem duas variantes de M. africanum. A variante africana |, originaria
da Africa Ocidental, é negativa para o teste do nitrato e suas colénias em meio sélido
assemelham-se as de M. bovis, ndo apresentando preferéncia por piruvato de sédio. A
variante africana Il, originaria da Africa oriental, é positiva para o teste do nitrato e
suas colonias assemelham-se as de M. tuberculosis. As duas variantes sdo microaeréfilas e
sensiveis a TCH, a pirazinamida e a cicloserina. O teste de niacina é variavel para ambas.
O crescimento é restrito a faixa de temperatura entre 34°C a 38°C.45

Mycobacterium microti

O M. microti foi descrito por Wells em 1937, e foi inicialmente denominado de “vole
bacillus”. M. microti causa doenca em pequenos roedores. A doenca é rara em gatos
e suinos e muito rara em humanos. Recentemente, isolados de M. microti de humanos
foram caracterizados com o uso de métodos moleculares.’® De acordo com Yates (1984),"
as poucas cepas existentes em colec¢des de cultura tém as caracteristicas da variante | de
M. africanum. Os bacilos de M. microti podem ser diferenciados dos outros membros do
CMTB por apresentarem formato curvo.*'820

Mycobacterium caprae

Foi originalmente isolada de caprinos na Espanha. Posteriormente foi isolado de gado, su-
inos e humanos que tiveram contato com caprinos. Apresenta preferéncia de crescimento
em meio com piruvato de sédio em substituicdo ao glicerol.?>%

Mycobacterium pinnipedii

Foi originalmente isolado a partir de casos de TB em ledes marinhos, focas e tapires brasi-
leiros. Apresenta preferéncia de crescimento em meio com piruvato de sédio e cresce em
temperatura de 33°C.7724

Mycobacterium canettii

Essa espécie foi descrita, em 1969, por George Canetti e foi denominada de M. tuberculo-
sis canettii em sua homenagem. Em 1997, van Soolingen e col. descreveram o isolamento
de uma cepa denominada So093, com as mesmas caracteristicas fenotipicas e genotipicas
da cepa isolada por Canetti. Desde entado, alguns casos causados por M. canettii tém sido
relatados.?'

Essa espécie apresenta colbnias lisas, teste de niacina negativo e reduc¢do de nitrato posi-
tiva. E resistente a TCH, a pirazinamida e a estreptomicina.

8.5.1Testes fenotipicos paraidentificacao das espécies do complexo M. tuberculosis

A identificacdo das espécies do CMTB pode ser feita por nove testes fenotipicos descritos
a sequir. E muito importante que os testes enzimaticos sejam feitos utilizando-se culturas
com crescimento ativo de trés a quatro semanas. E indispensavel a inclusdo de controles
de referéncia positivos e negativos ao realizar os testes (Quadro 20).

1. Crescimento em meio LJ com glicerol e LJ com piruvato de sédio.

2. Inibicao de crescimento em meio com TCH.



Inibicdo de crescimento em meio com estreptomicina,
Inibicdo de crescimento em meio com cicloserina.
Preferéncia de oxigénio.

Pirazinamidase.

Teste de reducéo do nitrato.

Urease.

W X N o U B~ W

Niacina.

8.5.1.1 Crescimento em meio LJ e LJ com piruvato de sodio*®

As espécies do CMTB apresentam variacdes quanto a preferéncia de fonte de carbono em-
pregada nos meios de cultura. Os meios a base de ovos podem ser formulados com glicerol
ou piruvato de sédio como fonte de carbono. As espécies M. bovis, M microti, M caprae e
M. pinnipedii, usualmente, crescem melhor em meio de LJ com piruvato de sédio.*>

Procedimento

1. Semear, com uma pipeta Pasteur estéril, uma gota da suspensdo bacteriana (preparada
como descrito no item 8.3.1) em meio de LJ (tubo controle) e LJ com piruvato de sédio.

2. Incubar a 36°C = 1°C por 15 dias.

Leitura e interpretacao

»  Apos 15 dias observar o crescimento nos tubos. Na auséncia de crescimento nos dois
tubos, incubar por mais sete dias.

Controles de referéncia para interpretacao do teste

Crescimento no meio de LJ com piruvato de sédio: M. bovis (ATCC 19210) ou M. tubercu-
losis H37Ra (ATCC 25177).

Crescimento no meio de LJ com glicerol: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

8.5.1.2 Inibicao de crescimento em meio com hidrazida do acido tiofeno 2-carboxilico
(TCH)*>

As espécies do CMTB apresentam variagdes quanto ao crescimento em meio de cultura
contendo TCH. As espécies M. bovis, M. africanum, M. microti e M. tuberculosis variante
asiatica ndo crescem nesse meio, ao contrario das outras espécies de micobactérias.*' E
um teste util para diferenciacdo entre M. bovis e M. tuberculosis. Os isolados de M. bovis
resistentes a isoniazida podem apresentar resisténcia a TCH 4.

Procedimento

1. Semear, com uma pipeta Pasteur, uma gota da suspensdo bacteriana (preparada como
descrito no item 8.3.1) em meio de LJ (tubo controle) e LJ-TCH, preparada a partir das
culturas teste e das culturas dos controles de referéncia.

2. Incubar a 36°C = 1°C por 15 dias.



Controles de referéncia para interpretacao do teste
Crescimento no meio de LJ: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177) ou M. bovis (ATCC 9210).
Crescimento no meio de LJ-TCH: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

8.5.1.3 Inibicao de crescimento em meio com estreptomicina - SM*

Esse teste é util para diferenciacdo do M. canettii das outras espécies do CMTB.

Procedimento

1. Semear, com uma pipeta Pasteur, uma gota da suspensdo bacteriana (preparada como
descrito no item 8.3.1), em meio de LJ (tubo controle) e LJ-Estreptomicina, preparada a
partir das culturas teste e das culturas dos controles de referéncia.

2. Incubar a 36°C + 1°C por 15 dias.

Leitura e interpretacao

Ap6s 15 dias, observar o crescimento nos tubos. Na auséncia de crescimento nos dois tubos
incubar por mais sete dias.

Controles de referéncia para interpretacao do teste
Crescimento no meio de LJ: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177) ou M. canettii.

Crescimento no meio de LJ com SM: M. canettii ou M. tuberculosis resistente a
estreptomicina.

8.5.1.4 Inibicao de crescimento em meio com cicloserina *

Esse teste é util para diferenciar M. bovis-BCG de outras espécies do CMTB; ja a M. bovis-
-BCG cresce em meio de LJ-Cicloserina, ao contrario das outras espécies do CMTB.

Procedimento

1. Semear, com uma pipeta Pasteur estéril, uma gota da suspensdo bacteriana (preparada
como descrito no item 8.3.1), em meio de LJ (tubo controle) e LJ-Cicloserina.

2. Incubar a 36°C = 1°C por 15 dias.

Leitura e interpretacao

» Apbs 15 dias, observar o crescimento nos tubos. Na auséncia de crescimento nos
dois tubos incubar por mais sete dias.

Controles de referéncia para interpretacdo do teste
Crescimento no meio de LJ: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

Crescimento no meio de LJ-Cicloserina: M. bovis-BCG (cepa Moreau).



8.5.1.5 Preferéncia de oxigénio*®

Essa técnica pode ser feita com meio de Middlebrook 7H9 ou com o meio de Kirchner
contendo 0,1% de agar.

Procedimento

1. Preparar o meio de cultura semissélido (Middlebrook 7H9 ou Kirchner) e distribuir 10 ml
em tubos de 20 x 100 mm com tampa de rosca. Manter na posicdo vertical.

2. Pipetar 0,2 ml da suspensao bacteriana preparada como no item 8.3.1, a partir das culturas
teste e das culturas dos controles de referéncia, cerca de 10 mm abaixo da superficie do
meio; fechar bem o tubo e misturar com movimentos circulares tomando cuidado para
ndo formar bolhas.

3. Incubar a 36°C = 1°C por 14 dias.

Leitura e interpretacao

» Aerdbico: presenca de crescimento préximo a superficie.

» Microaeréfilo: presenca de crescimento na forma de um anel a cerca de 10 a 20 mm
abaixo da superficie (as vezes o crescimento pode se estender para cima).

Controles de referéncia para interpretacao do teste
Aerdbico: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).
Microaerdfilo: M. bovis (ATCC 19210).

8.5.1.6 Pirazinamidase °

Os isolados bacterianos sensiveis a pirazinamida possuem a enzima pirazinamidase que
converte a pirazinamida em acido pirazinoico e amoénia. A detec¢ao dessa enzima é uma
alternativa utilizada para fins de identificacao.

Precaucgoes

E necessario inocular pelo menos uma alcada de bactéria para que ndo ocorra um resul-
tado falso-negativo.

Procedimento

1. Colocar sobre a superficie do meio (preparo conforme item E do Anexo A), com o auxilio
de uma alca bacteriolégica, uma quantidade grande do crescimento bacteriano.

2. Incubar a 36°C = 1°C por seis dias.

Leitura e interpretacao

» Adicionar 1 ml de solucao de sulfato ferroso amoniacal 1% (preparado no momen-
to de uso) a cada tubo.

» Colocar na geladeira por trés horas,



»  Teste positivo (sensivel): forma¢do de um anel rosa imediatamente abaixo da super-
ficie do agar difundindo para dentro do meio.

» Teste negativo (resistente): auséncia da formacao do anel rosa no agar.

Controles de referéncia para interpretacao do teste
Positivo: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25 177).

Negativo: M. bovis-BCG (cepa Moreau).

8.5.1.7 Reducao do nitrato™?

O teste da reducao do nitrato detecta a capacidade da micobactéria de reduzir o nitrato
(NO,) a nitrito (NO,) pela acdo da enzima nitrato-redutase. As espécies que produzem
a nitrato-redutase reduzem o nitrato a nitrito em condi¢ées anaerébicas com o objetivo
de obter o oxigénio do NO, para seu metabolismo. Os NO, formados na reacdo, em
contato com acido acético ou cloridrico, desenvolvem coloracdo rosa quando adicionado
sulfanilamida e naftiletilenodiamina — reacao de Griess.

Precaucgao

Para o teste da reduc¢do do nitrato, a cultura de micobactérias de crescimento lento nao
deve ter mais de quatro semanas de crescimento em meio sélido. As culturas de micobac-
térias de crescimento rapido devem ser testadas com até duas semanas de crescimento.

Procedimento

1. Adicionar 2 ml do substrato nitrato de sédio 22 mM em tubos de 12 x 120 mm.

2. Transferir, para o tubo contendo substrato, uma alga cheia de crescimento bacteriano das
culturas testes e das culturas dos controles de referéncia.

3. Incubar a 36°C = 1°C por duas horas.

4. Apds duas horas adicionar uma gota do reagente A, duas gotas do reagente B e duas
gotas do reagente C.

Leitura e interpretacao

» Observar e anotar imediatamente o aparecimento de cor no substrato de acordo
com a escala a seguir.

Quadro 20 - Escala de cor da reacao de reducao do nitrato

COR INTENSIDADE DA COR
Rosa-palido +/-
Rosa-claro 1
Rosa-escuro 2
Vermelho 3
Vermelho-escuro 4
Vermelho-arroxeado 5

Fonte: Autoria proépria.
Teste positivo: 3+ a 5+

Teste negativo: incolor, +/- a 2+ a



Controles de referéncia para interpretacao do teste
Positivo: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).
Negativo: substrato do teste ou M. avium (ATCC 25291).

ATENCAO: todos os resultados devem ser confirmados pois algumas micobactérias
sao capazes de reduzir o NO, a amoniaco, podendo dar resultados falso-negativos.'
Para confirmacao, deve-se adicionar uma pequena quantidade (pitada) de zinco em
p6 a todos os tubos negativos. Se houver NaNO, na suspensdo ocorrera mudanca
imediata de cor para o vermelho, e essa mudanca caracteriza o teste verdadeiro ne-
gativo. Se, apés a adicao do zinco, a cor continuar inalterada, significa que a reacao
ja ocorreu e foi além da reducao de NO,, caracterizando, portanto, um teste positivo.

8.5.1.8 Teste combinado da producao de niacina e redugao de nitrato 2

Os testes da niacina e reducdo do NO, podem ser combinados, reduzindo o tempo e o
material.

Procedimentos

1. Em uma cultura em LJ com menos de quatro semanas, acrescentar 2,5 ml do substrato de
nitrato de sédio e fazer varios cortes na superficie do meio.

2. Repetir o item anterior para as culturas dos controles de referéncia.
3. Deixar os tubos na posicdo vertical, por duas horas, em estufa bacterioldgica a 36°C = 1°C.

4. Transferir 0,6 ml do liquido para um tubo de rosca 12 x 120 mm e proceder como no teste
da niacina (item 8.4.5).

5. Adicionar ao tubo de cultura, com o substrato nitrato de sédio, os reagentes de revela¢do
(A, B e €), de acordo com o teste da reducdo do nitrato (item 8.5.1.7).

Controles de referéncia para interpretacao do teste — Teste da niacina
Positivo: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

Negativo: M. avium (ATCC 25291).

Controles de referéncia para interpretacao do teste — Teste do nitrato
Positivo: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

Negativo: substrato do teste ou M. avium (ATCC 25291).

8.5.1.9 Urease >?

Algumas espécies de micobactérias sao capazes de hidrolisar a ureia, que pode ser detec-
tada por um simples teste baseado na mudanca de pH da solucdo. Isso é util na identifi-
cagao das espécies acromogenas e escotocromégenas e na identificacdo de M. bovis e M.
bovis-BCG, que apresentam reacao fortemente positiva.>'



Procedimentos

1. Inocular um tubo contendo 0,5 ml da solucao ureia-indol com uma al¢ada de crescimento

bacteriano da cultura teste e das culturas dos controles de referéncia.

2. Incubar a 36°C = 1°C.

Leitura e interpretacao
» Fazer a leitura apds duas e 18 horas de incubacao.
» Teste positivo: mudanca de cor amarela para rosa.
» Teste negativo: sem alteracao de cor (amarelo).
Controles de referéncia para interpretacao do teste
Positivo: M. bovis-BCG (cepa Moreau) ou M. kansasii (ATCC 12478).

Negativo: substrato do teste ou M. avium (ATCC 25291).

8.5.1.10 Método alternativo da urease

Procedimento

1. Preparar tubos de 12 x 120 mm contendo 0,5 ml de agua destilada estéril.

2. Colocar um disco de ureia em cada um dos tubos.

3. Adicionar uma alcada de crescimento bacteriano da cultura nos tubos testes e uma alcada

nos tubos controles com as culturas de referéncia.

4. Incubar a 36°C = 1°C.

Leitura e interpretacao
» Fazer a leitura apés uma hora e, diariamente, por trés dias seguidos.
»  Teste positivo: mudanca da cor do meio para roxo ou rosa-escuro.
» Teste negativo: ndo ha mudanca de cor do meio.

Controles de referéncia para interpretacado do teste

Positivo: M. bovis-BCG (cepa Moreau) ou M. kansasii (ATCC 12478).

Negativo: substrato do teste ou M. avium (ATCC 25291).
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8.6 ldentificacao fenotipica das micobactérias nao tuberculosas — MNT

O método fenotipico de identificacdo consiste em um conjunto de testes baseados em ca-
racteristicas culturais e bioquimicas, tais como: tempo e temperatura de crescimento, que
varia de acordo com a espécie de 25°C a 45°C; pigmentacao; e capacidade de crescimento
em meios seletivos e testes enzimaticos.*>811.1213.14

Em 1958, Runyon prop6s uma classificacdo das MNT em quatro grupos, baseada na pig-
mentacao e no tempo de crescimento das coldnias. As espécies que apresentam crescimen-
to em meio sélido apés sete dias sao classificadas como de crescimento lento e aquelas que
apresentam crescimento em menos de sete dias, de crescimento rdpido.?® Essa classificacao
é, ainda, utilizada para identificacdo das MNT com outros testes.

Quadro 22 - Classificacdo das micobactérias de acordo com o tempo de crescimento e a pigmen-
tacdo das coldnias

GRUPO CARACTERISTICA DA CULTURA

Fotocromdgenas — caracteriza-se pelo crescimento lento das colonias. As culturas desenvolvem

| - N .. .
pigmento amarelo somente quando expostas a luz. Exemplo: M. kansasii, M. marinum.

Escotocromégenas — caracteriza-se pelo crescimento lento das colénias. As culturas
desenvolvem pigmento tanto na luz como no escuro. Exemplo: M. gordonae, M. szulgai.

Acromogenas — caracteriza-se pelo crescimento lento das coldnias. As culturas ndo produzem
pigmento. Exemplo: M. avium, M. terrae.

Crescimento rédpido — caracteriza-se pelo crescimento rapido das coldnias, que podem ser

v pigmentadas ou ndo. Exemplo: M. fortuitum, M. chelonae.

Fonte: Autoria proépria.

A seguir, serdo descritos os principais testes de identificacdo, empregados no método
fenotipico, exceto os que ja foram descritos previamente nos itens 8.4 e 8.5.

O primeiro passo para a identificacdo é organizar o conjunto de meios de cultura contro-
les, de meios contendo inibidores e tubos contendo as solucdes e os substratos dos testes
bioquimicos.

O segundo passo, comum a todos os testes, é o preparo da suspensao bacteriana para o
in6culo nos meios e substratos, conforme item 8.3.1, das culturas testes e das culturas dos
controles de referéncia.

Os procedimentos de semeadura, leitura e interpreta¢do serao descritos separadamente
para cada método.

Testes

1. Producado de pigmento.

2. Crescimento a 25°C.

3. Crescimento a 45°C.

4. Determinacdo do tempo de crescimento:

a. tempo de crescimento em LJ;
b. inibicdo de crescimento em meio de Sauton com acido picrico;
c. inibicdo de crescimento em meio de agar comum; e



W ©® N o W

Inibicdo de crescimento em meio com NaCl 5%.
Arilsulfatase 3 e 14 dias.

Hidroélise do tween 80.

-galactosidase.

Reducdo do telurito de potassio.

Provas descritas nos itens 8.4 e 8.5

1
2
3.
4

Inibicdo de crescimento em meio com PNB.
Reducdo do nitrato.
Urease.

Pirazinamidase.

Testes para identificacao de espécies de MNT de crescimento rapido

1. Captacdo do ferro.

2. Inibicao de crescimento em meio com citrato de sédio.
3. Inibicdo de crescimento em meio com manitol.

4. Inibicao de crescimento em meio com inositol.
Precaucgoes

E muito importante que os testes sejam feitos utilizando-se culturas jovens, com cresci-
mento ativo de trés a quatro semanas, tendo em vista que culturas com mais de cinco
semanas ndo sdo apropriadas. E indispensavel a inclusdo de controles positivos e negativos
ao realizar os testes. Nos testes bioquimicos, o controle negativo é sempre feito com
o substrato especifico ou meio de cultura no qual o teste é realizado, sem inocular a
suspensao bacteriana.

Os testes de identificacdo de micobactérias deverao ser realizados em CSB seguindo as
recomendacdes de biosseguranca para procedimentos com cultura.

Equipamentos:

N

> agitador mecanico;

» coagulador de meios;

» CSB; e

»  estufa bacteriolégica a 25°C + 1°C, 36°C = 1°C e 45°C = 1°C.

N

Reagentes:

» agua destilada estéril;
» tubos 12 x 120 mm com 2 ml de meio de LJ (capitulo 7);

» tubos 12 x 120 mm com 2 ml de meio de LJ com 5% de NaCl (item H do Anexo A);



» tubos com 2 ml do substrato arilsulfatase trés dias (item F do Anexo B);

»  tubos com 2 ml do substrato arilsulfatase 14 dias (item F do Anexo B);

» solucdo reveladora de carbonato de sédio 2N (item G do Anexo B);

»  tubos 12 x 120 mm com 2 ml do substrato tween 80 (item H do Anexo B);

»  tubos 12 x 120 mm com 2 ml de meio Dubos modificado (item | do Anexo A);

»  tubos com 2,5 ml de meio de Middlebrook 7H9 acrescido de albumina, dextrose e
catalase (ADC), preparado conforme recomendacdes do fabricante;

» solucdo de telurito de potassio 0,2% (item | do Anexo B);
» tubos 12 x 120 mm com 3 ml de meio de LJ-citrato férrico amoniacal (capitulo 7);

» tubos 12 x 120 mm com 3 ml de meio base para os testes de utilizacdo de inositol,
manitol, citrato de sédio (item J do Anexo A);

»  tubos 12 x 120 mm com 3 ml de meio citrato de soédio (item K do Anexo A);
» tubos 12 x 120 mm com 3 ml de meio manitol (item L do Anexo A); e

»  tubos 12 x 120 mm com 3 ml de meio inositol (item M do Anexo A).

Insumos:

» alcas bacteriologicas descartaveis estéreis;

» frascos de vidro esterilizados com tampa de rosca contendo de cinco a seis pérolas
de vidro de 3 mm de diametro e 2 ml de agua destilada estéril. Os frascos com as
pérolas de vidro devem ser previamente esterilizados e depois acrescentados os 2
ml de dgua destilada estéril;

» luvas descartaveis;

» pipetas Pasteur descartaveis estéreis;
» papel-aluminio ou caixa com tampa;
» sacos plasticos para autoclave;

» swabs; e

» tubos de vidro de 12 x 120 mm estéreis.

8.6.1 Temperatura de crescimento e pigmentacao das colénias*>'2

Estes testes permitem classificar a micobactéria em um dos quatro grupos de Runyon e
identificar a temperatura 6tima para crescimento que, em geral, é 36°C a 37°C. No entan-
to, algumas espécies crescem melhor em temperaturas mais baixas (25°C a 30°C), como
o M. marinum, M. ulcerans, M. haemophilum, e outras em temperaturas mais elevadas,
como M. xenopi (42°C) e M. thermoresistible (52°C).

Precaucoes

Para avaliacdo das temperaturas de crescimento, é imprescindivel que as estufas sejam
calibradas e monitoradas com termémetros de maxima e minima.



Procedimento

Com pipeta Pasteur descartavel e estéril, inocular cinco tubos com meio de LJ, uma gota
da suspensdo bacteriana no inicio da superficie do meio e incubar os tubos na posicao
horizontal por 15 dias, conforme descrito a seguir.

1. Dois tubos de LJ para a prova de producdo de pigmento:

» tubo 1 -a 36 = 1°C, dentro de uma caixa fechada, sem penetracdo de luz ou em-
brulhado em papel aluminio; e

» tubo 2-a36 % 1°C, em uma bandeja exposta a luz da estufa.

2. Trés tubos de LJ para a prova das temperaturas de crescimento. Incubar nas temperaturas
de estufa bacteriolégica a 25°C + 1°C, 36°C = 1°C e 45°C x= 1°C. Os tubos dos testes da
temperatura serao utilizados como controle de crescimento. No caso de identificacdo de
micobactérias isoladas de lesdes de pele e tecidos moles, incubar a 25°C = 1°C,

Leitura e interpretacao do teste de producao de pigmento
Comparar o crescimento do tubo 1 com o crescimento do tubo 2 e classificar:

» escotocromogena, se as coldnias dos tubos 1 e 2 forem pigmentadas;

» fotocromdgena, se as coldnias do tubo 1 ndo apresentarem pigmentacao e as col6-
nias do tubo 2 forem pigmentadas; e

» acromogena, se as colénias dos tubos 1 e 2 ndo apresentarem pigmento.
Controles de referéncia para interpretacdo do teste

» Escotocromoégena — M. gordonae (ATCC 14470).

» Fotocromoégena — M. kansasii (ATCC 12478).

» Acromdgena — M. terrae (ATCC 15755) ou M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).
Leitura e interpreta¢do da temperatura de crescimento

» Comparar o crescimento do tubo 2 mantido a 36 + 1°C com os tubos incubados nas
temperaturas de 25 = 1°C e 45 + 1°C. Anotar o resultado.

8.6.2 Determinacao do tempo de crescimento*

Este teste permite a classificagdo das MNT em micobactérias de crescimento lento ou
rapido. No entanto, algumas espécies apresentam crescimento intermediario; por isso, a
definicdo de crescimento lento ou rapido é feita com base em trés testes:

» determinacado do tempo de crescimento das colénias em meio LJ;
» crescimento em meio de dgar comum; e
» crescimento em meio de Sauton com acido picrico 0,2%.
Procedimento para determinacao do tempo de crescimento das colénias em meio LJ

1. Inocular um tubo de LJ, com uma gota da suspensao bacteriana. Incubar por 15 dias a 36°C + 1°C.



Leitura e interpretacao

»  Crescimento rapido: se houver crescimento abundante.

»  Crescimento lento: se ndo houver crescimento.

Controles de referéncia para interpretacao do teste
Crescimento rapido: M. fortuitum (ATCC 6841).
Crescimento lento: M. avium (ATCC 25291) ou M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

Procedimento para determinacdo do crescimento em agar comum e meio contendo acido
picrico
1. Inocular, com pipeta Pasteur estéril, uma gota da suspensdo bacteriana nos tubos agar

comum e Sauton com acido picrico.

2. Incubar por 15 dias a 36 + 1°C.

Leitura e interpretacao

»  Crescimento rapido: crescimento nos dois meios.

»  Crescimento lento: auséncia de crescimento nos dois meios.

8.6.3 Inibicao de crescimento em meio com NaCl 5%>"

Algumas espécies de micobactérias sao capazes de crescer em meio de cultura contendo
NaCl 5%. A maioria das espécies de crescimento rapido cresce nesse meio, exceto M.
chelonae, M. immunogenum e M. mucogenicum. Porém, entre as espécies de crescimento
lento, somente o M. triviale cresce nesse meio.

Procedimento

1. Com pipeta Pasteur descartavel e estéril, inocular uma gota da suspensdo bacteriana no
inicio da superficie dos meios LJ e LJ-NaCl. Incubar os tubos na posicdo horizontal por 15
dias.

Leitura e interpretacao

» Auséncia de crescimento: sensivel.

» Crescimento leve ou até dez colonias: +.

» Crescimento médio de 11 a 100 colbnias: ++.

»  Crescimento confluente ou acima de 100 col6énias: +++.

» Comparar crescimento do tubo controle com o tubo com droga considerando o
numero de cruzes.

»  Sensivel: crescimento no tubo controle e nenhum crescimento no tubo teste.

»  Resistente: se houver crescimento semelhante, em cruzes, no tubo controle e teste.

Controles de referéncia para interpretacao do teste



Sensivel: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).
Resistente: M. fortuitum (ATCC 6841), M. triviale (ATCC 15754).

8.6.4 Arilsulfatase trés e 14 dias "2

A arilsulfatase é uma enzima capaz de hidrolisar a ligacdo entre o grupo sulfato e o
anel aromatico em um composto dissulfato potassico de fenolftaleina. A deteccdo da
fenolftaleina liberada pela hidrélise enzimatica é evidenciada pelo desenvolvimento da
cor rosa apos adicao do carbonato de sédio. A intensidade da cor varia de acordo com
a espécie. E um teste util para identificacdo das espécies acromoégenas de crescimento
rapido e M. xenopi.

Procedimento

1. Inocular cinco gotas da suspensao bacteriana em cada um dos tubos: arilsulfatase 3 e 14
dias.

2. Incubar a 36°C = 1°C.

3. Apos trés dias de incubagdo, adicionar quatro gotas da solucao de carbonato de sédio 2N
ao tubo de trés dias.

4. Apds 14 dias de incubacdo, adicionar quatro gotas de solucdo de carbonato de sédio 2N
ao tubo de 14 dias.
Leitura e interpretacao

» Positivo: aparecimento de cor que varia de rosa a vermelho. Anotar o resultado em
cruzes de acordo com a intensidade da cor.

» Negativo: sem alteracao da cor do substrato.
Observagao: considerar positivo a partir do tubo 3+ da escala do NO;.
Controles de referéncia para interpretacao do teste
Positivo: M. fortuitum (ATCC 6841), M. xenopi (ATCC 6841).
Negativo: M. avium (ATCC 25291).

8.6.5 Hidrolise do tween 802312

O vermelho neutro ligado ao tween 80 adquire uma cor ambar. A hidrolise do tween
por uma esterase libera o vermelho, que retorna a sua cor original. Esse teste é util para
identificacdo das espécies de crescimento lento.

Procedimento

1. Inocular cinco gotas da suspensdo bacteriana no tubo com o substrato do teste.

2. Incubar a 36°C = 1°C por dez dias.



Leitura e interpretacao
Observar a mudanca de cor apos cinco e dez dias.
» Positivo: alteracao da cor do substrato de ambar para rosa ou vermelho.

» Negativo: sem alteracao da cor do substrato.

NOTA: é necessario que o meio mude de cor; se as colénias apresentarem cor verme-
lha, mas o meio permanecer ambar, o teste é considerado negativo.

Controles de referéncia para interpretacao do teste

Positivo: M. kansasii (ATCC 12478).

Negativo: M. avium (ATCC 25291).

8.6.6 Galactosidase "2

A -galactosidase é uma enzima induzida, ou seja, é produzida somente quando exposta
ao substrato especifico. Sua a¢do é especifica contra as galactosidases simples. Esse teste
consiste na deteccdo da enzima -galactosidase utilizando o composto 2-nitrofenil- -D-ga-
lactopiranosideo (ONPG).

Procedimento

1. Inocular cinco gotas da suspensdo bacteriana no tubo com o substrato do teste.

2. Incubar a 36°C + 1°C por sete dias.

Leitura e interpretacao
» Positivo: alteracao da cor do substrato de incolor para amarelo.
» Negativo: sem alteracdao da cor do substrato.

Controles de referéncia para interpretacao do teste

Positivo: M. chelonae (NCTC 946).

Negativo: M. avium (ATCC 25291).

8.6.7 Reducao do telurito de potassio > %12

A maioria das micobactérias pode reduzir o telurito de potassio a telurito metalico em
um cultivo liquido. A diferenca entre as espécies consiste na velocidade da reducdo: as
espécies do complexo M. avium e as de crescimento rapido sdo capazes de reduzir o
telurito em trés dias.

Procedimento

1. Inocular uma gota da suspensao bacteriana no tubo contendo 2,5 ml de meio Middlebrook 7H9.

2. Incubar a 36°C = 1°C por sete dias.



3. Apos sete dias, adicionar duas gotas da solucdo de telurito de potassio.

4. Reincubar a 36°C £ 1°C por mais trés dias.

Leitura e interpretacao

Observar a formacao de um precipitado preto metalico no fundo do tubo. Caso apos trés
dias ndo haja formacao do precipitado, incubar por mais seis dias:

»  positivo: formacdo de um precipitado preto metalico no fundo do tubo; e

» negativo: auséncia do precipitado. Algumas espécies podem produzir um precipita-
do marrom que deve ser considerado negativo.

Controles de referéncia para interpretacao do teste
Positivo: M. avium (ATCC 25291).
Negativo: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

8.6.8 Captacao do ferro >#

Este teste se baseia na capacidade de algumas espécies de micobactérias em captar o
citrato férrico amoniacal e reduzi-lo a 6xido de ferro. E indicado para diferenciar M.
chelonae de M. fortuitum.

Procedimento

1. Inocular uma gota da suspensdo bacteriana no tubo contendo LJ com citrato férrico amo-
niacal. Incubar a 36°C £ 1°C por duas semanas.

Leitura e interpretacao do teste de producao de pigmento
» Positivo: colénias adquirem coloragdo marrom metalica escura.
» Negativo: sem alteracao de cor.

Controles de referéncia para interpretacdo do teste

Positivo: M. fortuitum (ATCC 6841).

Negativo: M. chelonae (NCTC 946) ou M. abscessus (ATCC 19977).

8.6.9 Utilizacao dos substratos inositol, manitol e citrato de s6dio>?’

Estes testes se baseiam na capacidade das MNT acromdgenas de crescimento rapido de
utilizarem diversas substancias como unica fonte de carbono. E util para diferenciacao
entre M. fortuitum, M. peregrinum, M. chelonae, M. abscessus.



Procedimento

1. A partir da suspensao bacteriana, preparar dilui¢des seriadas em agua destilada estéril até
que nao seja visivel turbidez.

2. Usar essa ultima diluicdo para inocular 0,1 ml em cada um dos tubos com meio com citrato
de sdédio, inositol ou manitol e um tubo controle.

3. Incubar a 36°C = 1°C por 14 dias.

Leitura e interpretacao

»  Positivo: crescimento no tubo controle e nos meios testes contendo citrato de sé6-
dio, inositol ou manitol.

» Negativo: crescimento no tubo controle e auséncia de crescimento no meio teste.
Controles de referéncia para interpretacao do teste
Manitol positivo: M. smegmatis (ATCC 19420).
Inositol positivo: M. smegmatis (ATCC 19420).
Citrato de sédio positivo: M. smegmatis (ATCC 19420).

8.7 Controle interno da qualidade da identificacao de espécies

Todos os meios e reagentes utilizados nos testes de identificacdo devem ser submetidos ao
ClQ realizado pelo laboratério, em todo novo lote de meios e reagentes, considerando os
aspectos macroscopicos (cor, consisténcia, volume) e o controle microbiolégico, de acordo
as recomendacdes feitas no Capitulo 7.
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8.8 Identificacdo molecular

8.8.1 Método de PRA-hsp65 28

O método de PRA-hsp65 (do inglés Polimerase Chain Reaction Restriction Analysis of the
gene hsp65) foi descrito por Telenti e col. em 1993.28 Esse método diferencia a maioria
das espécies de MNT, mas ndo as do CMTB. Resumidamente, um fragmento de 439 pares
de base (pb) do gene hsp65 é amplificado pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
e digerido com duas enzimas de restricdo, BstEll e Haelll. A determinacdo da espécie é
possivel comparando os padrdes de restricao com um algoritmo. O algoritmo apresentado
nesse Manual é oriundo de um compilado de perfis publicados por Telenti e col. (1993)%,
ampliado por outros autores?*3%3' e disponivel na pagina eletrénica http://app.chuv.ch/
prasite/index.html).

Equipamentos:

banho-maria a 36°C + 1°C e 59 + 1°C;

CSB;

microcentrifuga;

pipetas automaticas;

sistema de gel eletroforese;

sistema para documentacao de gel de agarose; e

termociclador.

Reagentes:

agarose ultrapura;

enzimas de restricao Haelll e BstEll;

agua ultrapura esterilizada do tipo Milli-Q;

glicerol para biologia molecular esterilizado;

marcador de peso molecular de 50 e 100 pb;

oligonucleotideo iniciador TB11 (5'-ACC AAC GAT GGT GTG TCC AT);
oligonucleotideo iniciador TB12 (5’-CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT);
deoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP);

solucdo de arraste de azul de bromofenol;

solucdo de brometo de etidio a 0,5% (item M do Anexo B) ou com
orescentes atoxicos, que deverdo ser preparados de acordo com a
fabricante;

Taq DNA polimerase; e

tampao TBE 0,5x concentrado (item J do Anexo B).

corantes flu-
instrucao do



Insumos:

» microtubos de polipropileno de 0,2 e 1,5 ml estéreis, livres de DNAse; e

» ponteiras com barreira estéreis.

Precaucoes

Para realizacao da reacao de PCR sao necessarias salas separadas para extracdao de DNA,
preparacao da mistura para PCR e adicdo de DNA na reac¢do e na eletroforese dos produtos
amplificados.

Extracao do DNA
A partir de cultura em meio sélido.

1. Na CSB, retirar uma alcada do crescimento bacteriano em meio sélido, tendo o cuidado
de nao retirar pedagos de meio e colocar nos tubos contendo 500 ul de tampao TET estéril
(item L do Anexo B desse capitulo). Homogeneizar.

Aquecer a 100°C por 20 minutos.
Colocar os tubos em caixas e depois no freezer a -20°C por, no minimo, uma hora.
A partir de cultura em meio liquido.

Deixar a cultura liquida em repouso por uma a duas horas.

o v &M W N

Com uma pipeta Pasteur, retirar o sedimento com aproximadamente 1 ml de meio e colo-
car em microtubos livres de DNAse e RNAse.

7. Centrifugar por dez minutos a 13.000 rpm. Com uma ponteira de 1.000 pl, retirar o sobre-
nadante, com cuidado para nao ressuspender o sedimento.

8. Adicionar 1 ml de 4gua grau reagente estéril.

9. Ressuspender com auxilio de pipeta Pasteur e centrifugar novamente por mais dez minu-
tos a 13.000 rpm.

10. Retirar o sobrenadante, adicionar 500 ul de tampao TET e ressuspender a solucéo.
11. Aquecer a 100°C por 20 minutos.
12. Colocar os tubos em caixas e depois no freezer a -20°C por, no minimo, uma hora.

No momento de uso, descongelar, centrifugar brevemente e usar 3 pl do sobrenadante
para reacao da PCR.

ATENCAO: a mistura com os reagentes para a reacio de PCR pode ser adquirida pron-
ta, necessitando apenas acrescentar o glicerol e os iniciadores. Nesse caso, calcular a
quantidade de acordo com as recomendacé6es do fabricante.



Quadro 25 - Mistura de reagentes para reac¢ao de PCR do método de PRA-hsp65

CONCENTRACAO DOS

izl REAGENTES EM ESTOQUE LT AL

Agua ultrapura estéril - 27,8 ul
Glicerol estéril 10% 5
Tampao 10x 10x 5

Mgdl, 50 mM 1l
DNTP (A, T, C, G) 1 mM 4 ul
Iniciador Tb11 25 pmoles/pl 1l
Iniciador Tb12 25 pmoles/pl 1l

Taq DNA polimerase 5 U/l 0,2 ul
Volume total - 45 pl

Fonte: Autoria proépria.
DNTP: Desoxirribonucleotideos fosfatados; MgCl,: Cloreto de magnésio.

1. Distribuir 45 pl da mistura em cada tubo teste.
2. Em outra sala, acrescentar 3 ul do DNA preparado previamente.

3. Colocar os tubos em um termociclador programado com os ciclos mostrados a seguir.

Quadro 26 - Ciclos programados em um termociclador para o Método de PRA-hsp65

ETAPA TEMPERATURA TEMPO N.° CICLOS
Desnaturacao inicial 95°C Cinco minutos 1
Desnaturacao 94°C Um minuto
Anelamento 60°C Um minuto

45 ciclos
Extensao 72°C Um minuto
Extensao final 72°C Dez minutos

Fonte: Autoria proépria.

Eletroforese para confirmar a amplificacao

4. Preparar um litro de tampéao TBE 0,5 x ou volume necessario para preparar o gel de aga-
rose e encher a cuba de eletroforese.

5. Preparar o gel de agarose a 1% em tampao TBE 0,5 x. Misturar e dissolver a agarose em
forno de micro-ondas. Deixar esfriar até + 50°C-60°C, distribuir na bandeja do sistema de
eletroforese e colocar o pente. Quando a agarose estiver solidificada, colocar a bandeja
na cuba de eletroforese, cobrir com tampao TBE 0,5 x e retirar o pente.

6. Em microtubos livres de DNAse e RNAse esterilizados de 1,5 ml, pipetar 5 yl do produto
amplificado e, depois, acrescentar 2 pl da solucdo de arraste em todos os tubos.

7. Aplicar o produto amplificado nos orificios do gel de agarose.
8. Incluir em uma das linhas um marcador de 100 pb.

9. Iniciar a eletroforese a 5 VV/cm até que o marcador azul da solu¢do de arraste atinja o final do gel.



Coloracao do gel

10. O gel pode ser corado com solu¢ao de brometo de etidio 0,5% como descrito a sequir,
ou com corantes fluorescentes atoxicos, que deverdo ser preparados de acordo com a
instru¢do do fabricante.

ATENCAO: o brometo de etidio é cancerigeno e deve ser manuseado com muito cuida-
do, usando luva e avental. Todos os géis corados com brometo de etidio e a solu¢ao
que nao for mais usada deverao ser descartados como residuo quimico ou tratados
antes de serem desprezados.

11. Em uma cuba com tampa, colocar um litro de agua destilada e 1-2 gotas da solucdo esto-
que do brometo de etidio 0,5%.

12. Incubar o gel na solucdo de brometo de etidio por dez minutos e depois coloca-lo em uma
cuba contendo agua, para remocao do excesso de brometo de etidio, por mais dez minu-
tos. Observar sobre luz UV e documentar com sistema fotografico. As amostras que apre-
sentarem amplificacdo deverao ser digeridas com as enzimas de restricdo Haelll e BstEll.

Digestao dos produtos amplificados

13. Rotular em duplicata microtubos de 1,5 ml estéreis para as enzimas BstEll e Haelll e deixa-
-los fechados até o momento do uso.

14. Em dois microtubos, preparar as misturas mostradas a seguir, utilizando o célculo para o
numero de reagdes que serdo realizadas.

Quadro 27 - Calculo de reagentes para o numero de reacdes a serem executadas no
método de PRA-hsp65

BstEll Haelll
REAGENTES — =
1 REACAO 1 REACAO

Tampao 10x 1,5 pl 1,5 pl
Agua 8,5 ul 7,5 pl
Enzima 1l 1l
Produto do PCR 4l 5pl
Volume total 15 ul 15 ul

Fonte: Autoria propria.
PCR: reacdo em cadeia da polimerase
15. Incubar os tubos BstEll em banho-maria a 59°C + 1°C por trés horas.

16. Incubar os tubos Haelll a 36°C = 1°C por trés horas.

Eletroforese dos produtos digeridos

17. Preparar o gel de agarose a 3%.
18. Misturar e dissolver a agarose em forno de micro-ondas como descrito anteriormente.
19. Deixar esfriar até + 50°C-60°C e distribuir na bandeja do sistema de eletroforese e colocar o pente.

20. Quando a agarose estiver solidificada, colocar na cuba de eletroforese e cobrir com tam-
pao TBE 0,5x. Retirar o pente.
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21. Acrescentar 5 pl da solucdo de arraste em todos os tubos com 15 pl do produto digerido e
aplicar nos orificios do gel de agarose, conforme descrito a seguir.

22. No primeiro orificio aplicar marcador de 50 pb (M), sequida pelas amostras digeridas com
BstEll. No préximo, aplicar novamente o marcador de 50 pb, sequida pelas amostras dige-
ridas com a enzima Haelll, e no ultimo orificio marcador de 50 pb.

Exemplo:

Marcador BstEll Marcador I ELE Marcador

23. Iniciar a eletroforese a 5 V/cm (entre os eletrodos) até que o marcador azul da solucdo de
arraste atinja o final do gel.

Coloracdo com brometo de etidio

24. Incubar o gel na solu¢ao de brometo de etidio ou outros corantes, preparada como descri-
to anteriormente, por dez minutos e depois em dgua por mais dez minutos.

25. Observar sobre luz UV e documentar com sistema fotografico.

Leitura e interpretacao

26. Determinar o tamanho dos fragmentos obtidos, baseando-se no marcador de 50 pb apli-
cado em ambas as laterais e no meio do gel (Figura 22).

27. Anotar os resultados e comparar com o algoritmo descrito a seguir.

Figura 22 — Gel de agarose contendo perfis de PRA apds digestdo com as enzimas de restricdo
BstEll e Haelll. Linhas 1, 16 e 31 = Marcador de peso molecular de 50 pb. Amostras 2-15
digeridas com BstEll e amostras 17-30 digeridas com Haelll

BstEll Haelll

¢RI |

1 23 456 78 9101112131415161718192021222324252627 282932031

Fonte: fotografia cedida por Erica Chimara.



CIQ do método de PRA-hsp65

CQ da agua purificada do tipo Milli-Q: esterilizar em autoclave a dgua a ser utilizada na
extracdo do DNA e na reacdo do PCR. Fazer aliquotas de 500 yl em microtubos esterili-
zados em autoclave. Registrar e dar numero ao lote conforme as regras da qualidade do
laboratério. Antes de utilizar esse lote nas extracdes de DNA e na PCR, realizar uma reac¢édo
de PCR com um controle positivo contendo DNA e duas rea¢des de controle negativo
contendo amostra desse lote de agua. Se ndo houver amplificacdo do controle negativo,
esse lote de dgua esta aprovado para uso.

Controle da reacao de PCR: a PCR, por ser um método bastante sensivel, exige muitos
cuidados para prevencdo de contaminacdo da reacdo com produto de PCR de reacdes
anteriores. Esse controle é muito importante para o monitoramento de resultados falso-
-positivos. Por essa razao, deve-se incluir em toda reacdo um tubo com os reagentes da
reacdo e, em vez do DNA, acrescentar agua purificada do tipo Milli-Q esterilizada. Caso
ocorra amplificacdo do controle contendo agua, toda rea¢do devera ser repetida. Nesse
caso, deve-se rever todo processo para identificar a origem da contaminacao.

Controle da digestao enzimatica: o controle da efetividade das enzimas de restricdo
utilizada deve ser feito incluindo na reacdo de PCR uma amostra de DNA de uma cepa de
referéncia com padrao de restricdo conhecido. Incluir o produto da amplificacdo dessa
cepa na etapa da digestdo enzimatica e aplica-la no ultimo orificio do gel de eletroforese.
Se o padrao de restricdo nao corresponder ao esperado, essa etapa devera ser repetida
com um novo lote da enzima de restricao.

Controle da eletroforese e coloracao com brometo de etidio: para o controle da colo-
racdo dos produtos amplificados ou digeridos e da eletroforese, aplicar no ultimo orificio
do gel um marcador de peso molecular de 50 ou 100 pb. A ndo visualizacdo do marcador
apos a coloracdo indica que o processo de coloracdo nao foi adequado. Nesse caso, pode-
-se preparar uma nova solucdo de brometo de etidio e repetir a coloracdo. A eletroforese
estard aprovada se todas as bandas do marcador de peso molecular forem visualizadas
separadamente no gel de agarose, como indicado pelo fabricante.

Inativacao da solucdo de brometo de etidio com carvao ativado

1.
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Em uma garrafa rotulada, colocar um funil de vidro com filtro de papel e um pouco de
carvao ativado.

Umedecer levemente o carvdo com agua.

Verter a solucdo corante cuidadosamente.

O liquido recolhido na garrafa deve ser desprezado na pia.

Abrir a torneira e deixar a agua correr por alguns segundos.

O filtro com o carvéao ativado pode ser utilizado de duas a trés vezes.
Se o liquido filtrado apresentar coloracdo, o carvao devera ser trocado.

O filtro com o carvdo ativado deve ser colocado dentro de um saco de autoclave e emba-
lado em uma caixa de papelao.

Fechar e rotular a caixa, e descarta-la de acordo com as normas de descarte de residuos
quimicos da instituicdo.



8.8.1.1 Algoritmo dos perfis de restricao de 441 pb do gene hsp65 digeridos com as
enzimas BstEll e Haelll

Quadro 28 — Perfis de restricdo do gene hsp65 digerido pelas enzimas BstEll e Haelll

BstEll (pb) Haelll (pb) ESPECIE TIPO FENOTIPO
195/90/60 M. confluentis 1 CRA
180/145 M. gilvum 1 CRE
175/90/60 M. gadium 1 CRE
175/90 M. tusciae 1 CLE
170/130 M. triviale 1 CLA
160/90/60 M. vaccae 1 CRE
160/85/55 M. flavescens 3 CRE
145/130 M. florentinum 1 CLA
145/130 M. lentiflavum 1 CLE
440/0/0 145/130 M. simiae 5 CLF
145/90/60/50 M. komossense 1 CRE
145/90/60 M. parafortuitum 1 CRA
145/70/60/55 M. brumae 1 CRE
140/100/60/50 M. holsaticum 1 CRE/CRA

140/60/50 M. novocastrense 1 CRF
140/55/50 M. flavescens 1 CRE
135/130/65 M. duvalii 1 CRE
130/115/70/60 M. aurum 2 CRE
130/105/70 M. szulgai 1 CLE
125/105/60 M. nebraskense 1 CLE

265/130 M. leprae 1
200/70/60/55 M. immunogenum 2 CRA
200/60/55/50 M. chelonae 1 CRA
160/110 M. haemophilum 1 CLA
145/70/60/55 M. immunogenum 1 CRA
140/130/50 M. elephantis 1 CRE
140/95/80 M. cosmeticum 1 CRE
140/90/80 M. canariasense 1 CRA
140/65/60 M. mucogenicum 1 CRA
130/115/60/50 M. botniense 1 CLE
320/130/0 125/95/80 M. lacus 1 CLA

265/130 M. leprae 1
200/70/60/55 M. immunogenum 2 CRA
200/60/55/50 M. chelonae 1 CRA
160/110 M. haemophilum 1 CLA
145/70/60/55 M. immunogenum 1 CRA
140/130/50 M. elephantis 1 CRE
140/95/80 M. cosmeticum 1 CRE
140/90/80 M. canariasense 1 CRA
140/65/60 M. mucogenicum 1 CRA
130/115/60/50 M. botniense 1 CLE
125/95/80 M. lacus 1 CLA

continua



continuagao

BstEll (pb) Haelll (pb) ESPECIE TIPO FENOTIPO
245/140 M. fluoranthenivorans 1 CRA
195/70/60/50 M. aichiense 1 CRE
185/145 M. fallax 1 CRA
185/140 M. terrae 2 CLA
180/160 M. frederiksbergense 1 CRE
180/130 M. terrae 1 CLA
175/90/60 M. sphagni 1 CRA
170/140 M. neoaurum 1 CRE
170/140 M. parafortuitum 2 CRA
160/125/60 M. rhodesiae 1 CRE
145/140/60 M. diernhoferi 1 CRA
145/130/60 M. montefiorense 1 CLA
145/130 M. lentiflavum 2 CLE
145/130 M. simiae 4 CLF
145/130/50 M. triplex 1 CLA
320/115/0
145/80/60 M. aubagnense 1 CRA
145/75/60 M. arupense 1 CLA
145/65/60 M. mucogenicum 2 CRA
145/65/60 M. phocaicum 1 CRA
145 M. cooki 1 CLE
140/130/50 M. pulveris 1 CRA
140/90/60 M. chitae 1 CRA
140/90/60 M. mucogenicum 3 CRA
140/90/60 M. nonchromogenicum 2 CLA
140/60/50 M. terrae 3 CLA
130/115/60 M. gordonae 4 CLE
130/110/70/60 M. gordonae 8 CLE
130/110/70 M. kumamotonense 1 CLA
130/95/75/60 M. kansasii 5 CLF
125/105 M. genavense 1 CLA
continua



continuagao

BstEll (pb) Haelll (pb) ESPECIE TIPO FENOTIPO

225/110 M. shottsii 1 CLA
200/90/60/50 M. moriokaense 1 CRA
200/70/60/50 M. abscessus 2 CRA
200/70/60/50 M. bolletii 1 CRA
200/70/60/50 M. massiliense 1 CRA

190/105/80 M. ulcerans 2 CLA/CLE
185/130 M. genavense 2 CLA
185/130 M. simiae 1 CLF
180/135/70/50 M. thermorresistibile 1 CRE
180/100/50 M. hassiacum 1 CRE
160/95/50 M. poriferae 1 CRE
160/60/50 M. austroafricanum 1 CRE
160/60/50 M. vanbaalenil 1 CRE
155/140 M. simiae 2 CLF
145/140/100/50 M. peregrinum 1 CRA
145/140/75 M. parascrofulaceum 5 CLE
145/130/95 M. scrofulaceum 1 CLE
145/130/60 M. parmense 1 CLE
145/130 M. avium s. avium 3 CLA
145/130 M. interjectum 1 CLE

235/210/0 - -

145/130 M. intermedium 1 CLF
145/130 M. intracellulare 3 CLA
145/130 M. saskatchewanense 1 CLE
145/130 M. seoulense 1 CLE
145/130 M. simiae 6 CLF
145/110/80 M. pseudoshottsii 1 CLF
145/105/80 M. malmoense 2 CLA
145/105/80 M. marinum 1 CLF

145/105/80 M. ulcerans 1 CLA/CLE
145/105 M. bohemicum 1 CLE
145/70/60/55 M. abscessus 1 CRA
140/125/100/50 M. peregrinum 2 CRA
140/125/100/50 M. porcinum 1 CRA
140/125/100/50 M. septicum 1 CRA
140/125/60/50 M. boenickei 1 CRA
140/125/60/50 M. senegalense 3 CRE
140/115/70 M. terrae 4 CLA
140/105/80 M. intracellulare 2 CLA
140/100/60 M. kubicae 1 CLE
140/90/60/55 M. chubuense 1 CRE

continua



continuagao

BstEll (pb) Haelll (pb) ESPECIE TIPO FENOTIPO
140/90/60 M. chlorophenolicum 1 CRE
140/90/60 M. conspicuum 1 CLA
140/90/60 M. obuense 1 CRE

140/80/60/50 M. phlei 1 CRE
130/115 M. gordonae 5 CLE
130/115 M. heidelbergense 1 CLA
130/115 M. interjectum 2 CLE
130/105/80/60 M. branderi 1 CLA
130/105/80 M. kansasii 1 CLF

235/210/0 130/105/60 M. avium s. avium 2 CLA

130/105/60 M. colombiense 1 CLA
130/105 M. avium s. avium 1 CLA
130/105 M. avium s. paratuberculosis 1 CLA
130/105 M. avium s. silvaticum 1 CLA

130/95/80 M. parascrofulaceum 3 CLE
130/95 M. palustre 1 CLE

130/80/60 M. celatum 1 CLA/CLE

120/115/110 M. intracellulare 4 CLA
115/105 M. asiaticum 1 CLF
180/160 M. doricum 1 CLE
175/80 M. aurum 1 CRE

160/145/60 M. agri 1 CRA

160/90/60 M. monacense 1 CLE

145/140/100/60 M. peregrinum 3 CRA
145/130 M. simiae 3 CLF

145/125/60 M. goodi 1 CRA

145/125/60 M. mageritense 1 CRA

145/125/60 M. smegmatis 1 CRA

145/100/50 M. alvei 1 CRA

145/80/60 M. murale 1 CRA

140/125/80/55 M. fragae 1 CLA

235/130/85 140/125/60/50 M. senegalense 2 CRE
140/125/60 M. wolinski 1 CRA
140/120/95 M. gordonae 6 CLE
140/105/70 M. shimodei 1 CLA
140/80/60 M.hodleri 1 CRE
140/80/60 M. tokaiense 1 CRE
130/105/80 M. celatum 2 CLA/CLE

130/105/70 M. gastri 1 CLA
130/105/70 M. kansasii 6 CLF
130/105 M. kansasii 2 CLF
130/ 95/70 M. kansasii 3 CLF
130/95 M. parascrofulaceum 4 CLE

125/105/80 M. kyorinense 1 CLA

continua



conclusao

BstEll (pb) Haelll (pb) ESPECIE TIPO FENOTIPO
160/115/60 M. gordonae 9 CLE
160/105/60 M. heckeshornense 1 CLE

155/110 M. gordonae 7 CLE
145/130/60 M. chimaera 1 CLA
145/130/60 M. intracellulare 1 CLA

145/130 M. lentiflavum 3 CLE
145/105/80 M. malmoense 1 CLA
140/125/100 M. brisbanense 1 CRA

140/60 M. hibernae 1 CLE
140/70/100 M. noviomagense 1 CLA

130/115 M. gordonae 3 CLE

235/120/100
130/110/95 M. gordonae 10 CLE
130/100/60/55 M. intracellulare 5 CLA

215/110 M. gordonae 2 CLE
180/140/50 M. senegalense 4 CRE
160/115/60 M. gordonae 1 CLE
160/105/60 M. xenopi 1 CLA
150/130/70 M. tuberculosis complex 1 CLA

145/130 M. sherrisii 1 CLA

145/125/60/55 M. fortuitum 1 CRA
145/125/60/55 M. fortuitum s.acetamidodolyticum 1 CRA
145/60/55 M. nonchromogenicum 1 CLA
215/110 M. gordonae 2 CLE
180/140/50 M. senegalense 4 CRE
160/115/60 M. gordonae 1 CLE
160/105/60 M. xenopi 1 CLA
150/130/70 M. tuberculosis complex 1 CLA
145/130 M. sherrisii 1 CLA
145/125/60/55 M. fortuitum 1 CRA
145/125/60/55 M. fortuitum s.acetamidodolyticum 1 CRA

145/60/55 M. nonchromogenicum 1 CLA
140/125/60/55 M. conceptionense 1 CRA

235/120/85 .

140/125/60/55 M. farcinogenes 1 CLA
140/125/60/50 M. houstonense 1 CRA
140/125/60/50 M. neworleanense 1 CRA
140/125/60/50 M. senegalense 1 CRE
140/120/60/55 M. fortuitum 2 CRA

140/95 M. parascrofulaceum 1 CLE
135/90/85 M. fortuitum 3 CRA

130/115/75/60 M. kansasii 4 CLF

130/95 M. lentiflavum 4 CLE

130/95 M. parascrofulaceum 2 CLE

Fonte: PRA Test. Disponivel em: http://app.chuv.ch/prasite/index.html.

CLA: micobactéria de crescimento lento acromdgena; CLE: micobactéria de crescimento lento escotocromégena; CLF: mi-
cobactéria de crescimento lento fotocromégena; CRA: micobactéria de crescimento rapido acromdgena; CRE: micobactéria

de crescimento rapido escotocromégena; CRF: micobactéria de crescimento rapido fotocromoégena; pb: pares de base.



8.8.2 Métodos comerciais

Nos ultimos anos, alguns métodos moleculares comerciais foram disponibilizados para
identificacdo de micobactérias: o Speed Oligo Mycobacteria® (Vircell, Granada, Espanha)
e GenoType Mycobacteria® nas versdes GenoType CM® (14 espécies) e GenoType AS® (16
espécies) (Hain Life Science, Nehren, Alemanha). Esses métodos sao baseados na deteccao
de alvos fixos em fitas de nitrocelulose e sdo de execucao facil e rapida. Até o momento,
somente o Speed Oligo Mycobacteria® possui registro na Anvisa (n.° 80263710046).

8.8.2.1 Speed-0Oligo Mycobacteria

E um teste qualitativo oligocromatografico baseado em PCR. O alvo de amplificacdo por
PCR é aregiao ITS (do inglés - Internal Transcribed spacer), contida entre os genes ribosso-
mais 16S-23S. O teste permite a identificacdo de 13 espécies/complexos de micobactérias,
nove espécies/complexo de crescimento lento, como complexo M. tuberculosis, complexo
M. marinum/M. ulcerans, M. kansasii, M. xenopi, M. avium, M. intracellulare, M. scrofula-
ceum, M. malmoense, M. gordonae, e quatro espécies de crescimento rapido: M. abcessus,
M. fortuitum, M. peregrinum e M. interjectum.

A leitura do teste pode ser feita de forma manual com a ajuda de um cartao de referéncia
ou automatizada, utilizando um scanner com software fornecido pelo fabricante.

Equipamentos

» agitador mecanico;

» CSB;

» freezer -20°C;

» microcentrifuga;

» pipetas automaticas (10-200 pl);
» termobloco; e

» termociclador.

Reagentes e componentes do kit-teste:

» cartao de referéncia para leitura;

» controle positivo;

» controle negativo;

» mistura MBA para PCR;

» solucdo de amostra;

» solucdo de reconstituicdo para mistura de PCR;

» solucdo de reconstituicdo para controle positivo;
» solucdo de hibridacao; e

» fitas MBA.



Insumos:

» alca bacteriologica descartavel estéril;

» luvas descartaveis;

» microtubos de rosca de polipropileno de 2 ml estéreis;
» microtubos de 1,5 ml estéreis;

» pipetas Pasteur descartaveis estéreis;

» ponteiras, com filtro, de 10 e 200 pl;

» sacos plasticos para autoclave; e

»  suportes para microtubos.

Procedimento

Extracdo do DNA a partir de culturas

Deve ser feita em CSB, seguindo as recomendacdes de biosseguranca para procedimentos
com cultura de micobactérias. Pode ser realizada a partir de cultura em meio sélido ou
liquido.

A partir de cultura em meio sélido.

1.

Numerar, na tampa e no corpo, os microtubos de 1,5 ml livres de acidos nucleicos, DNAse
e RNAse e estéreis. Transferir 200 pl da solucdo de amostra para os microtubos. Essa etapa
pode ser realizada em area limpa.

Retirar uma alcada do crescimento bacteriano em meio sélido, tendo o cuidado de néo
retirar meio de cultura e colocar nos microtubos com a solucdo de amostra.

Homogeneizar com o auxilio de alca bacteriolégica, fazendo movimentos suaves para
reduzir a formacao de aerossois.

Incubar por uma hora em termobloco a 95°C.
Centrifugar por cinco minutos a 7.000 g.

Se a PCR nao for realizada imediatamente, transferir o sobrenadante para um novo tubo
e armazenar a -20°C.

A partir de cultura em meio liquido.

N
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Homogeneizar bem o tubo da cultura.

Com uma pipeta Pasteur, retirar 1 ml do crescimento e colocar no microtubo de 1,5 ml
estéril com tampa de rosca e anel de vedacéo, identificado na tampa e no corpo.

Centrifugar por 15 minutos a 12.000 g.

Retirar o sobrenadante e acrescentar 200 pl da solu¢do de amostra.
Incubar por uma hora em termobloco a 95°C.

Centrifugar por cinco minutos a 7.000 g.

Se a PCR nao for realizada imediatamente, transferir o sobrenadante para um novo tubo
e armazenar a -20°C.



Reacao em cadeia da polimerase

8.

10.
11.
12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Em uma area designada para pés-amplificacdo, reconstituir o conteddo do frasco controle
positivo, que se encontra liofilizado.

Centrifugar o tubo controle positivo por cinco seqgundos a 5.000 g.
Acrescentar 200 pl da solucdo de reconstituicdo do controle positivo.
Misturar em agitador mecanico por um a dois segundos.
Centrifugar a 5.000 x g por cinco segundos.

Apos ser reconstituido, manter o frasco em caixa separada dos demais reagentes para
evitar contaminacao.

Manter a -20°C. Descongelar no momento do uso.

Em area limpa designada para preparo de reacdes (pré-PCR), reconstituir a mistura
MBA para PCR que se encontra liofilizada, de acordo com o numero de testes que serdo
realizados.

Cada frasco da mistura MBA contém componentes para oito rea¢ées. Adicionar 150 ul da
solucdo de reconstituicdo da mistura de PCR em cada um dos frascos de MBA para PCR.

Misturar em agitador mecanico por um a dois segundos. Se houver sobra de reagentes, ela
podera ser congelada a -20°C.

Numerar os microtubos de PCR e acrescentar dois tubos para os controles positivo e
negativo.

Pipetar 15 pl da mistura MBA para PCR nos tubos testes e controles.

Em area designada para adicdo de DNA, adicionar 10 pl das amostras de DNA testes e 10
pl de cada um dos controles positivo e negativo. Manter o controle negativo no final da
bateria.

Colocar os tubos em um termociclador programado com os ciclos mostrados seguir.

Quadro 29 - Ciclos programados em um termociclador para o Speed-Oligo Mycobacteria

ETAPA TEMPERATURA TEMPO N.° CICLOS
Desnaturacao inicial 92°C Um minuto 1
Desnaturacao 92°C Vinte segundos
Anelamento 55°C Trinta segundos

40 ciclos
Extensao 72°C Trinta segundos
Extensdo final 72°C Um minuto

Fonte: Autoria propria.

Revelagao

Este processo de revelacao deve ser realizado continuamente, sem interrupgoes.

22.

23.

Em 4area designada para pés-amplificacdo, preaquecer o termobloco a 55°C, rotular as
fitas MBA com os numeros dos testes e controles positivo e negativo. Nao escrever sobre
o cédigo de barras.

Adicionar 35 pl da solucdo de hibridacdo em microtubos esterilizados de 1,5 ml.



24. Incubar em termobloco ajustado para 55°C por dois a cinco minutos. Esses tubos devem
permanecer no termobloco até o final da revelagao.

25. Emtermociclador ajustado para 95°C, desnaturar os produtos da PCR (DNA testes) por um minuto.

26. Remover e colocar em banho de gelo ou bloco pré-resfriado, onde ndo devem permanecer
por mais de dois minutos sem ser adicionados a solucao de hibridacao.

27. Adicionar rapidamente 10 ul do DNA-teste a um dos tubos com solucao de hibridacao a
55°C e, a seguir, introduzir a fita com as setas apontando para o fundo do tubo, rotulada
com o numero correspondente ao DNA-teste. Quando se revelam até cinco amostras, é
possivel adicionar primeiro todos os DNA-testes e, depois, introduzir as fitas, sempre com
o cuidado de observar se o rétulo da fita corresponde a identificacdo da amostra-teste.

28. Manter a incubac¢do a 55°C por dez minutos.

29. Retirar a fita do tubo e ler o resultado com a ajuda do cartado de interpretacdo ou utilizan-
do o scanner com software fornecido pelo fabricante.

30. A leitura dos resultados deve ser feita imediatamente, com a fita ainda molhada. Apés se-
cagem, as fitas podem apresentar alteracdes na intensidade da cor e manchas no controle
negativo.

Observagoes: é recomendavel realizar a revelacao de trés a cinco testes por vez, com o
objetivo de evitar a obtencao de falso-negativos.

Os produtos de PCR testes ndao podem, em nenhuma circunstancia, ficar expostos a tem-
peratura ambiente apos a desnaturacdao. Na auséncia de gelo, logo ap6és a desnaturacao,
pode-se pipetar o produto a 95°C e introduzir imediatamente a fita. Se as amostras-testes
permanecerem mais de dois minutos a 4°C ou, caso nao se possa dar continuidade a reacao
logo ap6s a desnaturacao, os produtos da PCR testes devem ser novamente desnaturados
para continuar a analise.

Leitura e interpretacao

Utilizar o cartdo de referéncia para leitura. O cartado inclui 13 linhas de referéncia: uma
de controle de produto, uma de controle de amplificacdo, uma de controle do género
Mycobacterium e dez linhas utilizadas para identificacdo dos distintos complexos ou es-
pécies de micobactérias. Colocar a fita-teste na posicao indicada como “S” no cartao de
leitura. Quatro situacdes diferentes podem ocorrer:

» teste invalido: o teste devera ser considerado invalido quando:

» afitando apresentar qualquer uma das linhas esperadas. Nesse caso, a amostra-
-teste com a solucdo de hibridacdo nao fluiu corretamente pela fita; e

» afita apresentar somente a linha controle do produto. Houve componentes ini-
bidores que impediram a amplificacdo de qualquer DNA presente na amostra,
incluindo o controle de amplificacdo.

Observagées: quando se observar inibicdao, é recomendavel centrifugar o DNA
extraido por cinco minutos a 12.000 g e realizar nova PCR com 10 ul do sobre-
nadante. Se, mesmo assim, houver inibicao, realizar uma nova extracao de DNA
a partir da cultura original ou de um repique da cultura.

» teste negativo para o género Mycobacterium: a fita apresenta as linhas de controle
do produto e a linha de controle de amplificacdo. O teste foi realizado corretamen-
te e ndo houve inibidores na reacdo. O teste é considerado negativo, pois ndo foi
detectada a presenca de DNA de micobactérias na amostra-teste;



» teste positivo para o género Mycobacterium: a fita apresenta a linha especifica
de género (Genus), acompanhada ou nado da linha de controle de amplificacdo
(PCRCL). Nesse caso, confirma-se a presenca de uma micobactéria na amostra. No
entanto, ndo pertence a nenhuma espécie das que podem ser detectadas pelo
Speed oligo mycobacteria®; e

» teste positivo para algumas das micobactérias ou complexos incluidos no teste: a
fita apresenta uma linha especifica para as micobactérias incluidas no teste (TL1,
TL2, TL3, TL4, TL5, TL6, TL7, TL8, TL9 e TL10). Essa linha pode ou ndao aparecer com
a linha do género Mycobacterium e/ou a linha de controle de amplificacdo. Esse
fato, ndo frequente, ndo invalida o teste. A fita pode apresentar mais que uma
linha especifica para as micobactérias, indicando uma cultura mista com duas ou
mais espécies incluidas no teste.

Observacoes: em amostras fortemente positivas de M. avium e M. intracellulare
pode ocorrer o aparecimento de uma linha ténue na posi¢ao TL8. Nesse caso, nao
se deve considerar o achado.

8.9 Testes fenotipicos e moleculares combinados

Tanto o método fenotipico como os métodos moleculares (PRA-hsp65 e comerciais) apre-
sentam limita¢des. As principais limitacdes do método fenotipico consistem na demora na
obtencao dos resultados en a dificuldade para identificagdo de muitas espécies em razao
das variacdes fenotipicas das diferentes estirpes da mesma espécie.

As principais limitacdes do método PRA-hsp65 consistem no fato de que algumas espécies
apresentam perfil de PRA ainda nao descrito na literatura ou um perfil de PRA comparti-
Ihado por mais de uma espécie.

Os testes moleculares comerciais nao abrangem todas as espécies de micobactérias, mas
somente as mais comumente isoladas de amostras clinicas. Por isso, a combina¢ao de
ambos os métodos facilita e evita alguns erros na identificacdo de espécies (Figura 21).

A estratégia de analise dos resultados dependera dos métodos adotados:
» método fenotipico e PRA-hsp65;
» comerciais (Speed oligo Mycobacteria®); e
»  PRA-hsp65.

Se a opcao for utilizar métodos fenotipicos e PRA-hsp65, recomenda-se realizar simulta-
neamente o PRA-hsp65 e alguns testes fenotipicos, de acordo com os passos a seguir:

» avaliacdo das caracteristicas das culturas como morfologia e pigmentacao das col6-
nias (cultura original);

» avaliacdo microscédpica da morfologia dos bacilos (cocobacilos, bacilos curtos, lon-
gos, formacao de corda);

» preparo da suspensdo bacteriana para inéculo nos testes: i) inibicdo de crescimento
em meio contendo PNB, acido picrico; ii) crescimento em meio de dgar comum; e iii)
avaliacdo das temperaturas de crescimento e de pigmentacao; e

» extracao do DNA bacteriano e PRA-hsp65.



Interpretacao dos resultados

O resultado da identificagdo podera ser liberado se a espécie identificada pelo PRA apre-
sentar as caracteristicas fenotipicas (morfologia, pigmentacao e tempo de crescimento)
compativeis com a espécie identificada. Caso os resultados ndo sejam compativeis, aguar-
dar o resultado das provas em andamento e, se for necessario, realizar outras provas ou
encaminhar a cultura para um laboratoério de referéncia.

A cultura mista composta por duas espécies de micobactérias causa erros na identificacao.
As vezes, mas nem sempre, a presenca de duas espécies pode ser detectada pelo PRA ou
nas subculturas em LJ. Nesse caso, a cultura deve ser subcultivada a partir de dilui¢des
da suspensao bacteriana, a fim de se obter col6nias isoladas. Repetir novamente todo o
processo a partir das subculturas das col6nias isoladas.

Em alguns casos, mesmo utilizando varios métodos fenotipicos e moleculares nao se chega
a uma identificacdo conclusiva. Assim sendo, pode se liberar o resultado baseado na classi-
ficacdo de Runyon e encaminhar o isolado para o laboratério de referéncia. Vale lembrar
a importancia da manutencao das cepas congeladas para eventuais repeti¢cdes dos testes.

Se a opgao for utilizar métodos moleculares comerciais e PRA-hsp65, recomenda-se iniciar
a identificacdo pelo método comercial. Se o resultado confirmar o género Mycobacterium,
mas nao a espécie, pelo fato do teste incluir somente as mais frequentes, realizar o PRA-
hsp65 e interpretar os resultados como descrito anteriormente.

8.10 Espectrometria de massa

A espectrometria de massa é a técnica analitica utilizada para detectar e identificar molé-
culas pela medida da massa e caracteriza¢dao da estrutura quimica. A espectrometria tem
como principio criar ions de compostos organicos, separa-los por taxa de massa/carga,
detectd-los e analisar e identificar os sinais recebidos. O primeiro espectrometro de massa
foi construido em 1907 por J.J. Thompson. Em 1919, a nova tecnologia foi utilizada por
Francis W. Aston na descoberta de 212 isétopos estaveis naturais, o que |he conferiu o
Prémio Nobel de Quimica em 1922.

Na espectrometria de massa, alguma forma de energia deve ser transferida aos atomos
e as moléculas neutras da amostra em analise a fim de formar ions livres em fase gasosa.
Diversos métodos de ionizacdo ja foram descritos na literatura, entre eles a lonizacao
por Dessorcao a Laser Assistida por Matriz (MALDI - Matrix Assisted Laser Desorption
lonization), com analisador de massa do tipo tempo de voo (TOF - Time of Fly).32343> Esse
é um dispositivo integrante dos espectrémetros do tipo MALDI que atua na separacao dos
ions com base nos valores de massa-carga. O principio de opera¢dao do TOF é baseado na
medida do tempo que um ion leva para viajar da fonte de ions até o detector. Esse Gltimo
conta e transforma a corrente de ions em sinais elétricos que, posteriormente, vao para
um sistema de computador, no qual o sinal é processado e transformado em espectro de
massas, com toda operacdao em condi¢des de alto vacuo.3>%

Um grande progresso tem sido observado nos ultimos anos na aplicacdo do MALDI-
TOF em micobacteriologia, com o uso crescente da técnica para identificacdo de espécies
de micobactérias. A metodologia possibilita a analise do proteoma celular micobacteriano
por meio da deteccao de proteinas abundantes (na maioria das vezes ribossomais)*¢, com



massa de 2.000 a 20.000 Daltons refletindo, dessa forma, os produtos génicos e metabo-
licos dos organismos.

Resumidamente, a técnica consiste na mistura da amostra com uma matriz sobre uma
placa de metal condutora. Apds a cristaliza¢do do conjunto (matriz + amostra), a placa me-
talica é introduzida no MALDI-TOF, onde é bombardeada com breves pulsos de laser. Ao
absorver a energia emitida pelo laser, a matriz torna-se ionizada (H*) e participa da trans-
feréncia da carga positiva para as moléculas microbianas da amostra. Simultaneamente a
transferéncia de proétons, é desencadeado um processo de dessorcdo, caracterizado pela
passagem da amostra do estado sélido para o gasoso. Os componentes dessorvidos e
ionizados da amostra sao, em seguida, acelerados por um campo elétrico e direcionados
para um tubo metalico submetido a vacuo (analisador TOF), por onde as moléculas passam
até atingirem o detector. Nesse tubo a vacuo, os componentes da amostra sdo separa-
dos de acordo com a razdo massa/carga, chegando ao detector em diferentes tempos.
Moléculas mais leves viajam mais rapido, seguidas por analitos progressivamente mais
pesados. Desse modo, os componentes das amostras separados por TOF formam espectros
de massa caracteristicos denominados “Impressao digital em massa de peptideo” (PMF),
que contém picos especificos para tipos de organismos individuais. Para identificacao de
isolados microbianos desconhecidos, os PMFs gerados sdo comparados com um banco
de dados de PMFs conhecidos, permitindo a identificacdo do microrganismo ao nivel de
familia, género ou espécie.?*3*

Diferentemente da maioria das bactérias, as cepas de micobactérias ndo podem ser de-
positadas diretamente sobre a placa de identificacdo e introduzidas no equipamento. E
imprescindivel a realizacdo de um pré-tratamento dos isolados bacterianos que tem por
objetivo promover a inativacdo do microrganismo e romper a parede celular rica em aci-
dos micélicos. Como resultado da ruptura celular, todo o conteudo proteico bacteriano é
liberado, possibilitando a posterior identificacdo no MALDI-TOF. Diversas técnicas ja foram
propostas para o procedimento de inativacdao, que variam de acordo com as recomenda-
¢oes do fabricante do equipamento. Cada laboratério deve avaliar o melhor método a ser
adotado, de acordo com os protocolos ja estabelecidos na rotina.*®

A deposicao das amostras na placa condutora (slide) é uma etapa critica na espectrometria
de massa por MALDI-TOF. Para obtencao de espectros TOF de boa qualidade é desejavel
gque a biomassa bacteriana obtida apés o pré-tratamento seja distribuida da forma mais
homogénea possivel sobre a superficie da placa condutora.’*%

Outro componente muito importante na técnica, que de maneira semelhante deve ser
regularmente distribuido sobre o depdsito bacteriano, é a matriz. Basicamente, ela pos-
sui quatro utilidades: i) por ser de natureza 4acida, auxilia no rompimento das células e
extracdo das proteinas; ii) isola as moléculas analisadas e as protege da fragmentacao
pelo laser; iii) absorve a energia do laser e provoca a dessorcdo das moléculas (extracao
da placa sélida onde estao aderidas para o estado gasoso); e iv) participa do processo de
doacao de H* para as moléculas microbianas que passam a ser ions de carga positiva. A
matriz comumente utilizada é constituida por acido ciano-4-hidroxicinamico dissolvido
em acetonitrila e acido trifluoroacético (CHCA).323536

Devido ao bom poder de resolucdo, a alta sensibilidade analitica e a agilidade na obtencao
dos resultados, o MALDI-TOF é mecanicamente adequado para servir como base para a iden-
tificacdo microbiana no laboratério clinico. Mais recentemente, tém sido descritos estudos
que mostram a perspectiva de aplicar a técnica de MALDI-TOF na determinacgdo de resisténcia
e na sensibilidade aos farmacos, para espécies de micobactéria CMTB e MNT.3337.38



No Brasil estao disponiveis MALDI-TOF comercializados e/ou produzidos por trés empresas:
Becton Dickinson, Biomerieux e Bruker. Os espectros de massas sao obtidos e processados
por softwares especificos, Flexanalysis® (Bruker Daltonics/BD, Alemanha/EUA) ou Myla®
(BioMérieux, Franca), e posteriormente sdo comparados ao banco de dados que contém
espectros de referéncia (ER) ou “superespectros” para a identificacdo de espécie.

O banco de dados mais recente da Bruker Daltonics/BD (Alemanha/EUA) é o Biotyper
3.2.1.0®. Ele contém 82 mil espectros de referéncia, que contemplam cerca de duas mil
espécies de bactérias e leveduras. O instrumento VITEK MS (BioMérieux, Franga) compara
o espectro de massa com o banco de dados Spectral Archive and Microbial Identification
System (SARAMIS, BioMérieux, Franca). O banco de dados SARAMIS (versao 4.0) contém
cerca de trés mil “superespectros” de duas mil espécies de bactérias e leveduras (2015).

8.10.1 Vantagens da técnica - MALDI-TOF

» Rapidez na obtencdo dos resultados: uma identificacio de CMTB ou MNT pode ser
realizada em aproximadamente duas horas, levando-se em consideracao o tempo
necessario para extracao proteica da amostra e a inativacao do microrganismo.

» Possibilidade de identificacdo de espécies a partir de meio sélido (LJ/Ogawa Kudoh)
ou liquido (MGIT).

» Instalacdo facilitada: equipamento nao necessita de infraestrutura complexa, po-
dendo ser instalado em um laboratério de NB 2.

» Possibilidade de compartilhamento da tecnologia e de custos: o equipamento pos-
sibilita ndo sé a identificacdo micobacteriana, mas pode também ser amplamente
utilizado na identificacdo de uma ampla variedade de bactérias e fungos, viabili-
zando o uso entre diferentes areas da microbiologia, que poderiam ser igualmente
responsaveis pelas despesas com os custos de rotina (contratos de servico, reagentes
comuns, suprimentos) inerentes ao equipamento.

» Vasto banco de dados que fornece identificagdes mais especificas, que geralmente
nao sao possiveis com os métodos tradicionais.

» Reducao do uso de reagentes, consumiveis e meios de cultura necessarios nos mé-
todos de identificacao tradicionais, o que representaria uma economia de recursos
para o laboratério.

8.10.2 Desvantagens da técnica - MALDI-TOF

» Necessidade de pré-tratamento dos isolados de micobactérias, que deve ser obri-
gatoriamente realizado em ambiente de NB 3. Esse procedimento é imprescindivel
para a inativacao completa do microrganismo e garante a manipulacao segura da
placa nas etapas posteriores realizada na area de NB 2.3

» Alto custo de aquisicao do equipamento/software e dos contratos anuais de ma-
nutencao preventiva, cujos valores estdao na faixa de 200 mil e 20 mil délares, res-
pectivamente, o que inviabiliza a implantacao da metodologia em laboratérios de
menor porte.



Nao é capaz de distinguir os membros do CMTB em espécies individuais, como tam-
bém nao diferencia trés outros pares de organismos intimamente relacionados: M.
abscessus e M.massiliense; M.mucogenicum e M. phocaicum; e M. intracellulare e
M. chimaera até o momento. Porém, novos trabalhos tém sido desenvolvidos para
ampliacao do banco de dados com maior discriminacao das espécies.’

8.11 Sequenciamento

O sequenciamento é universalmente reconhecido como o padrao-ouro de identificacao
de micobactérias e se baseia no método de Sanger et al.*. Esse método diferencia a maio-
ria das espécies de MNT, mas nao as do CMTB. Uma das sequéncias mais utilizadas para
a identificacdo de micobactérias é a do gene ribossomal 16S (16S rRNA). Porém, algumas
espécies estreitamente relacionadas ndo podem ser diferenciadas, como, por exemplo,
M. kansasii de M. gastri, M. abscessus subsp. abscessus de M. abscessus subsp. bolletii de
M. abscessus subsp. Massiliense.**#' Por conta disso, sdao utilizados outros alvos além do
16S, como o hsp65, rpoB, ITS, entre outros.* A analise do sequenciamento baseia-se no
uso de uma ferramenta basica de pesquisa de alinhamento local (BLAST)'.

Equipamentos:

» agitador de tubos;

» capela para PCR;

» CSB;

» cuba de eletroforese;

» fonte de eletroforese;

» microcentrifuga;

» pipetas automaticas;

» sequenciador;

» sistema para documentacdo de gel de agarose; e

» termociclador.

Reagentes:

» agarose;
» agua estéril;

»  big dye;

» coluna para purificacdo de DNA;

» deoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP);

» EDTA 10x — manutencao;

" Fonte: U.S. National Library of Medicine. Disponivel em: https:/blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.
cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome.



EDTA 125 mM;

etanol 100%;

etanol 70%;

formamida HI-DI;

GelRed ou outros corantes;
marcador de peso molecular 100 pb;
MgCl,;

polimero POP7;

oligonucleotideo iniciador (TB11, TB12, RPOB, ITS, MK1, 165500, MK3, MK4, entre
outros, dependendo do gene utilizado);

oligonucleotideo iniciador de sequenciamento (TB1-F e R e TB12-F e R; RPOB-F e R;
ITS-F e R; MK1-F e R; 16s500-F e R; MK3-F e R; MK4-F e R, entre outros, dependendo
do gene utilizado);

reagente do kit de purificacdo (Type 1, Type 3 e Type 6);
tampao TBE 10x;

tampao TBE 0,5x ou 1x;

tampao TBE 5x;

tampao ABF (Azul de bromofenol);

Taq polimerase; e

agarose ultrapura.

Insumos:

»

alca bacteriolégica descartavel estéril;

avental descartavel;

luvas latex/vinil e nitrila;

microtubo de polipropileno para centrifugacdo de 1,5 ml e 2 ml;
papéis-toalha KIMTECH,;

placa de pocos rasos;

placas de 96 pocos para sequenciador; e

ponteiras com barreira estéreis.

Precaugoes

Para realizacao das reacdes de PCR e sequenciamento sdao necessarias salas separadas para
extracao de DNA; preparacao da mistura para PCR e sequenciamento; e adicdo de DNA
nas reacdes e para a eletroforese dos produtos amplificados. Deve ser realizado em um
ambiente escuro todas as etapas, da reacao de sequenciamento até a finaliza¢dao da placa,
pois o reagente big dye é fotossensivel.



Extracao do DNA

Proceder como descrito no subitem “Extracao do DNA” do item 8.8.1

1. Distribuir 45 pl da mistura (Quadro 30) em cada tubo teste.

Quadro 30 - Mistura de reagentes para reacdo de PCR para a preparagdao do mix - hsp65 (quanti-

dade para uma amostra)

CONCENTRACAO DOS

AN REAGENTES EM ESTOQUE UMA REACAO

Agua ultrapura estéril - 36,9
Glicerol estéril (facultativo) 10% 5ul

Tampao 10x 10x 5ul

MgCl, 50 mM 1,5 pl
DNTP (A, T, C, G) 1T mM 0,4 ul
Iniciador Tb11 25 pmoles/pl 0,5 pl
Iniciador Tb12 25 pmoles/pl 0,5 ul
Taq DNA polimerase 5 U/ul 0,2 ul
Volume total - 45 pl

Fonte: Autoria prépria.
DNTP: Desoxirribonucleotideos fosfatados

2. Em outra sala, acrescentar 5 ul do DNA preparado previamente.

3. Colocar os tubos em um termociclador programado com os ciclos mostrados a seguir.

Observacao: o reagente glicerol pode ser acrescentado na reacdo do mix ou ndo. Caso o gli-
cerol seja utilizado, diminuir o volume de 4gua deionizada e ajustar conforme o volume final.

ATENCAO: a mistura com os reagentes para a reacio de PCR pode ser adquirida pron-
ta, necessitando apenas acrescentar o glicerol e os iniciadores. Nesse caso, calcular a
quantidade de acordo com as recomendaco6es do fabricante.

4. Distribuir 45 pl da mistura (Quadro 31) em cada tubo teste.

Quadro 31 - Mistura de reagentes para a rea¢ao de PCR para a prepara¢dao do mix — ITS,

rpoB, 165500, 16SFUIl (quantidade para uma amostra)

CONCENTRACAO DOS

R REAGENTES EM ESTOQUE eSS
Agua ultrapura estéril - 37,4 pl
Tampao 10x 10x 5ul
Mgdl, 50 mM 1,5 ul
DNTP (A, T, C, G) 1 mM 0,4 pl
Iniciadores 50 pmoles/pl 0,5 pl
Taq DNA polimerase 5 U/l 0,2 ul
Volume total - 45 pl

Fonte: Autoria propria.
DNTP: Desoxirribonucleotideos fosfatados



5. Em outra sala, acrescentar 5 yl do DNA preparado previamente.

6. Colocar os tubos em um termociclador programado com os ciclos mostrados a seguir

Quadro 32 - Ciclos programados em um termociclador, para cada reacao

(Quadro 32).

Observacao: o DNA, as enzimas, os iniciadores e os dNTP, quando fora do freezer, de-
vem ser mantidos sempre em banho de gelo. Caso a quantidade de DNA seja alterada,
ajustar o volume da agua deionizada, conforme o volume final.

ETAPA TEMPERATURA TEMPO N.° CICLOS
Desnaturacao inicial 95°C Cinco minutos 1
Desnaturacao 94°C Um minuto
Anelamento 58°C Um minuto
45 ciclos
Extensao 72°C Um minuto
Extensdo final 72°C Dez minutos
Desnaturacao inicial 95°C Cinco minutos 1
Desnaturacao 95°C Trinta segundos
Anelamento 62°C Trinta segundos
Extensao 72°C Quasr:gt’jisoc;nco 35 ciclos
Extensdo final 72°C Dez minutos
Desnaturacdo inicial 95°C Um minuto 1
Desnaturacao 94°C Trinta segundos
Anelamento 71°C Trinta segundos
Extenséo 727 Noventa 3 cides
Extensdo final 72°C Cinco minutos
Desnaturacao inicial 95°C Cinco minutos 1
Desnaturacao 94°C Um minuto
Anelamento 62°C Um minuto 38 ciclos
Extensao 72°C Um minuto

Fonte: Autoria proépria.

7. Apds a amplificacéo, verificar se o fragmento foi amplificado, utilizando gel de agarose

2% TBE (0,5 ou 1x), exposicdo a luz ultravioleta.

Eletroforese para confirmar a amplificacao

8.

Pesar 2 g de agarose e adicionar a 100 ml de tampao TBE 0,5 ou 1x (Tris-borato 89 mM,
EDTA 2 mM pH8).

Aquecer em banho fervente ou forno de micro-ondas e misturar até a completa dissolucédo
da agarose.



10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.
18.

Preparar a forma de eletroforese para o gel, colocando-a em superficie nivelada; esfriar
até aproximadamente 40°C (até conseguir segurar com as maos).

Despejar sobre a forma o gel previamente preparado e colocar o pente. Deixar solidificar
por pelo menos 30 minutos.

Retirar o pente e transferir o gel para a cuba de eletroforese. Adicionar tampao TBE 0,5
ou 1x a cuba de modo a cobrir todo o gel.

Em microtubos livres de DNAse e RNAse esterilizados de 1,5 ml, sob uma placa de plastico,
adicionar 2 pl de tampao ABF, 1 ul de GelRed diluido a 1/500 (ou outro corante) e 3 pl do
produto de PCR (inclusive no marcador).

Aplicar nas canaletas do gel de agarose as amostras preparadas anteriormente.
Aplicar o marcador de peso molecular (Ladder 100 pb) em pelo menos uma das canaletas.

Ligar a fonte de eletroforese e aplicar em 100 volts por aproximadamente uma hora. Apds
esse tempo, desligar o equipamento.

Lavar em agua corrente por aproximadamente 30 segundos.

Transferir o gel para a bandeja do fotodocumentador e fazer a captura da imagem.

Purificacao do DNA

Neste procedimento, serao removidos todos os reagentes provenientes da reacao da PCR
em que nao foram incorporadas a sequéncia de DNA amplificada, no intuito de manter a
integridade do DNA para posterior utilizacdo na reacao de sequenciamento.

1.
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10.
11.

12.
13.

Preparar o kit, na primeira utilizacdo, de acordo com o manual do fabricante e marcar o

u,n

frasco com um “x".

Separar dois tubos do tipo microtubo de polipropileno para centrifugacdo (2 ml e 1,5 ml)
para cada amostra.

No tubo de 2 ml acoplar o filtro e colocar 500 pyl do tampé&o de captura (capture buffer
type 3).

Colocar todo o DNA da reac¢do da PCR.

Centrifugar por 30 segundos a 13.000 rpm.

Descartar o liqguido que passar pela coluna.

Adicionar 500 pl do tampéao de lavagem (wash buffer type 1, que quando for usado pela
primeira vez deve ser adicionado 250 ml de etanol).

Centrifugar por 30 segundos a 13.000 rpm.
Descartar o liquido e o microtubo de polipropileno para centrifugacao.
Transferir o filtro para o microtubo de polipropileno para centrifugacdo de 1,5 ml.

Adicionar 40 pl do tampao de eluicado (evolution buffer type 6; esse volume varia de acor-
do com intensidade da banda de amplificacdo do produto da PCR no gel. Quanto maior
a intensidade de amplificacdo, maior a quantidade do tampao de eluicdo, respeitando o
limite de 50 pl).

Aguardar um minuto em temperatura ambiente.

Centrifugar por um minuto a 13.000 rpm.



Reacao de sequenciamento
Realizar os procedimentos de 1 a 3 em ambiente ao abrigo da luz

1. Adicionar 8 pl do mix da reacdo de sequenciamento na placa de reacdo de 96 pocos, de
maneira separada e ordenada (Forward e Reverse em pocos diferentes).

Quadro 33 — Reagentes e seus volumes para a prepara¢ao do mix de reagao de sequencia-
mento (quantidade para uma amostra)

Agua deionizada 1,5 pl
Big dye terminator v.3.1 1,5 pl
Tampao para sequenciamento 5x 1,0 pl
Primer (forward ou reverse) 4,0 pl
Volume final 8 ul

Fonte: Autoria proépria.

2. Apods o preenchimento da placa de reacdo, adicionar 2 ul de DNA purificado.

3. Realizar a amplificacdo nas seguintes condicées:

Quadro 34 - Ciclos programados em um termociclador

ETAPA TEMPERATURA TEMPO N.° CICLOS
Desnaturacdo inicial 96°C Um minuto 1
Desnaturacao 96°C Dez segundos
Anelamento 50°C Cinco segundos 25 ciclos
Extensao 60°C Quatro minutos

Fonte: Autoria proépria.

Observacao: o mix da reacao de sequenciamento deve ser preparado de forma separada
(um mix contendo o primer Forward e um mix contendo o primer Reverse) de acordo com
o primer especifico.

Precipitacdo etanol/EDTA (volume total de reacao — 10 ul)

1. Remover a placa do termociclador e fazer uma breve centrifugacao.

2. Adicionar 2,5 pl de EDTA 125 mM no poco e misturar trés vezes com a pipeta, garantindo
gue houve uma correta mistura do EDTA e da reagdo.

3. Adicionar 30 pl de etanol 100% em cada poco.

4. Selar a placa e homogeneizar rapidamente no agitador para misturar seu conteudo.

5. Deixar a placa em temperatura ambiente por 15 minutos, ao abrigo da luz.

6. Centrifugar a 2.800 rpm por 45 minutos.

7. Cobrir a parte superior da placa com algumas folhas de papel-absorvente e fazer uma
breve centrifugacdo com a placa invertida a 1.100 rpm.

8. Adicionar 30 pl de etanol 70% em cada poco.



Observacao: sempre utilize etanol 70% preparado no dia.

9. Com a centrifuga a 4°C, coloca-la por 15 minutos a 2.700 rpm.

10. Cobrir a parte superior da placa com algumas folhas de papel-absorvente e fazer uma
breve centrifugacdo com a placa invertida a 1.100 rpm.

11. Colocar a placa ndo vedada coberta por papel-aluminio, no termociclador, com a tampa
aberta, a 60°C por dez minutos, para garantir que a placa esteja totalmente seca.

12. Adicionar 10 pl de formamida Hi-Di em cada poco, selar a placa e homogeneizar no agita-
dor, em baixa velocidade e centrifugar brevemente.

13. Desnaturar a placa a 95°C por trés minutos e em seguida colocar no gelo por dez minutos.

Observacao: para a desnaturacao, a placa deve estar selada e a tampa do termociclador,
fechada.

Insercao da placa no sequenciador

Cada equipamento de eletroforese capilar para realizar sequenciamento possui seu sof-
tware especifico. Portanto, as recomendac¢des do fabricante devem ser seguidas.

Analise das sequéncias

1. Na analise das regides hsp65, 165500 e rpoB devem ser desconsiderados os iniciadores
iniciais e finais de cada sequéncia.

2. Na analise das regides ITS e 16Sfull, ndo devem ser desconsiderados os iniciadores iniciais
ou finais.

Observacao: para “abrir” a sequéncia e poder edita-la, existem diferentes softwares,
como: Seqman, Chromas, entre outros.

3. Abrir o programa Segman.
4. Clicar em:

a. "addsequences” e procurar as sequéncias da placa, e em seguida procurar os pares de
sequéncias (forward e reverse);

b. "add"”;e

c. "done".

“Assemble” para o alinhamento das sequéncias desejadas.

Verificar se a sequéncia ndo esta invertida.

Caso esteja invertida, clicar em “contig” e depois clicar em “complement contig”.

Verificar e corrigir todos os gaps existentes.

W N o W

Caso haja qualquer troca de base, verificar o pico mais bem definido na sequéncia e corrigir.

Observacao: é considerada uma “sequéncia de boa qualidade” aquela que tem picos
bem determinados e com o numero de pares de bases igual ou superior ao quantitativo
determinado de cada regido. Caso a sequéncia seja considerada de boa qualidade, as
préximas etapas devem ser seguidas.



10. Quantitativo de pares de base por regiao:
a. hsp65-441 pb;
b. 1TS-430 pb;
c. 165500-459 pb;
d. rpoB-711pb; e
e. 16Sfull-1400 pb.

Comparacao com o BLAST

1. Apos analise, copiar toda a sequéncia do cromatograma.
2. Entrar no site: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
3. Clicar em:

a. “Nucleotide Blast”.

b. “Enter Query Sequence” e colar a sequéncia desejada para compara¢do com as cepas
com identidade mais préxima. Selecionar em database a opc¢do Others (nr etc.).
c. “Blast”.

4. Procurar pela cepa tipo com maior identidade (procurar o numero da cepa tipo no site:
http://www.bacterio.net/mycobacterium.html, para ter certeza de que é uma cepa tipo).

5. Comparar o cédigo da cultura identificada no “blast” e analisar as diferencas e gaps exis-
tentes quando comparada a sequéncia da amostra com a cepa tipo.



Figura 23 — Fluxograma para identificacdo de micobactérias pela combinacdo de métodos
fenotipicos e PRA-hsp65
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Fonte: Autoria proépria.
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CMTB: Complexo Mycobacterium tuberculosis; MNT: Micobactérias ndo tuberculosas; PNB: acido p-nitrobenzoico.
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ANEXOS
ANEXO A - Meios

A) Meio LJ com hidrazida do acido 2-tiofeno carboxilico na concentra-
cao final de 5 pg/ml

PREPARACAO DO MEIO LJ + TCH 5ug/ml

Acido 2-tiofeno carboxilico (TCH) 50 mg

Meio Lowenstein-Jensen (LJ) 100 ml

Agua destilada estéril 15 ml

1. Pesar 50 mg TCH e adicionar a 5 ml de d4gua destilada estéril.

2. Transferir 1 ml dessa solucdo para um tubo com 9 ml de dgua destilada estéril.
3. Adicionar 1 ml dessa solu¢do a 100 ml de meio LJ.

4. Distribuir 3 ml de meio por tubo de rosca de 12 x 120 mm.

5. Coagular o meio, colocando os tubos inclinados a 85°C por 45 minutos.

6. Incubar a 36°C = 1°C por 24 horas para a prova de esterilidade.

Validade: dois meses

B) Meio LJ com estreptomicina na concentracao final de 2 pg/ml

PREPARACAO DO MEIO LJ + SM pg/ml

Estreptomicina (SM) 0,19

Meio Lowenstein-Jensen (LJ) 100 ml

Agua destilada estéril 20 ml

a. Pesar 0,1 gde SM e dissolver em 10 ml de dgua destilada estéril.

b. Transferir 1 ml dessa solu¢do para um tubo com 9 ml de dgua destilada estéril.
¢. Adicionar 0,2 ml dessa diluicdo em 100 ml de meio LJ.

d. Distribuir 3 ml de meio por tubo de rosca de 12 x 120 mm.

e. Coagular o meio, colocando os tubos inclinados a 85°C por 45 minutos.

f.  Incubar a 36°C = 1°C por 24 horas para a prova de esterilidade.

Validade: dois meses

C) Meio LJ com cicloserina na concentracao final de 20 pg/ml

PREPARACAO DO MEIO LJ + CS 20pg/ml

Cicloserina (CS) 0,19
Meio Lowenstein-Jensen (LJ) 100 ml
Agua destilada estéril 10 ml

1. Pesar 0,1 g de CS e dissolver em 10 ml de agua destilada estéril.

2. Adicionar 0,3 ml dessa solu¢cdo em 100 ml de meio LJ.

3. Distribuir 3 ml de meio por tubo de rosca de 12 x 120 mm.

4. Coagular o meio, colocando os tubos inclinados a 85°C por 45 minutos.
5. Incubar a 36°C x 1°C por 24 horas para a prova de esterilidade.

Validade: dois meses




D) Meio de Kirchner com 0,1% de Agar

PREPARACAO DO MEIO KIRCHNER 0,1% AGAR

Fosfato dissédico (Na,HPO,.12H,0) 199
Fosfato monopotassico (KH,PO,) 259
Asparagina 59
Citrato trissédico 2,59
Sulfato de magnésio (MgSO, 7H,0) 069
Glicerol 20 ml
Solucao aquosa de vermelho fenol 0,4% (P/V) 3 ml
Agar 19
Agua destilada q.s.p. 1.000 ml

1. Pesar todos os reagentes, adicionar dgua destilada (g.s.p. 1.000 ml), aquecer para dissolver os
reagentes e ajustar o pH para 7,4 a 7,6.

Distribuir 10 ml da solu¢cdo em tubos 20 x 100 mm.
3. Esterilizar em autoclave a 115°C por dez minuto.

Manter em geladeira e, no momento de uso, adicionar em cada tubo 1 ml de soro de cavalo estéril
ou o enriquecimento Middlebrook OADC.

Validade: dois meses

E) Meio para o teste da pirazinamidase

PREPARACAO DO MEIO PARA O TESTE DA PIRAZINAMIDASE

Meio de Dubos desidratado 6,59
Agua destilada 1.000 ml
Pirazinamida 0,19
Piruvato de sédio 29
Agar 159

1. Dissolver o meio desidratado de Dubos em agua destilada e adicionar a pirazinamida, o piruvato de
sédio e o agar.

Aquecer até dissolver o agar e distribuir 5 ml em tubos de 16 x 125 mm com tampa de rosca.
Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos.
Retirar da autoclave e deixar os tubos na posicdo vertical até solidificar o agar.

A

Incubar a 36°C + 1°C por 24 horas para a prova de esterilidade. Conservar em geladeira.

Validade: dois meses




F) Meio agar comum

PREPARACAO DO MEIO AGAR COMUM

1. Preparar o 4gar comum de acordo com recomendagdes do fabricante e distribuir 4 ml em tubos com
tampa de rosca (12 x 120 mm).

2. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos.
3. Inclinar os tubos em bandejas até a solidificacdo.
4. Incubar a 36°C + 1°C por 24 horas para a prova de esterilidade.

Validade: dois meses

G) Meio Sauton com acido picrico 0,2% — pH final 7,0

PREPARACAO DO MEIO SAUTON COM ACIDO PIiCRICO 0,2%, pH 7,0

Glicerina 6 ml
KH,PO, 019
MgSO,.7H,0 0,19
Acido citrico 049
Citrato férrico amoniacal 0,01g
Glutamato de sédio 08g
Agar 49
Acido picrico 0449
Agua destilada 194 ml
1. Dissolver os componentes, exceto o agar, por aquecimento.

2. Resfriar e ajustar o pH com KOH 10% para 7,0.

3. Acrescentar o agar e levar ao fogo para fundir.

4. Distribuir 3 ml em tubo 12 x 120 mm, com tampa de rosca.

5. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos.

6. Inclinar os tubos em bandejas até a solidificacdo

7. Realizar o teste de esterilidade, colocando os meios na estufa a 36°C = 1°C por 24 horas.

Validade: dois meses sob refrigeracao

H) Meio LJ com cloreto de sédio 5%

PREPARACAO DO MEIO L) COM CLORETO DE SODIO 5%

Base de LJ 200 ml

Cloreto de s6dio 1049

Adicionar o cloreto de sédio na base de LJ e misturar bem.
Colocar os tubos inclinados no coagulador a 90°C-85°C por 45 minutos.
Realizar o teste de esterilidade, colocando os meios na estufa a 36°C + 1°C por 24 horas.

Validade: dois meses sob refrigeracao




) Meio de Dubos modificado para o teste da B -galactosidase

PREPARACAO DO MEIO DUBOS MODIFICADO

Sulfato de sédio (Na,SO,) 2,48 g
Fosfato monopotassico (KH,PO,) 1,09
Asparagina 2,09
Citrato de sédio (C.H,Na,0.7H,0) 159
Sulfato de magnésio (MgSO, .7H,0) 069
Solucao tween 80 10% 5ml
Agua destilada q.s.p. 1.000 ml

1. Dissolver em agua destilada todos os reagentes.
2. Dividir em aliquotas de 100 ml.
3. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos.

Validade: trés meses sob refrigeracdo

PREPARACAO DO SUBSTRATO PARA 3 -GALACTOSIDASE

2-nitrofenil- 8 -D-galactopiranosideo 0,19
Meio Dubos modificado (q.s.p.) 100 ml
Middlebrook OADC 7.5 ml

1. Dissolver 0,1 g de 2-nitrofenil- 8 -D-galactopiranosideo em 20 ml do meio de Dubos modificado
esterilizado.

Esterilizar por membrana filtrante de 0,22 pm.

Completar o volume para 100 ml com o meio de Dubos modificado esterilizado.
Adicionar 7,5 ml do enriquecimento de Middlebrook OADC.

Distribuir 2 ml do meio em tubos estéreis de 12 x 120 mm com tampa de rosca.

v~ W

Validade: sete dias sob refrigeracao

J) Meio base para os testes de utilizacao de inositol, manitol e citrato
de sédio

PREPARACAO DO MEIO BASE

Sulfato de aménio (NH,)2.50, 1,059

Fosfato de potassio (KH,PO,) 0249

Sulfato de magnésio (MgSO,.7H,0) 0249

Agar 8g

Agua destilada 400 ml

1. Dissolver todos os reagentes em agua destilada, por aquecimento.

2. Dividir em quatro aliquotas de 100 ml.

3. Ajustar o pH para 7,0 em duas aliquotas e para 7,2 nas outras duas aliquotas.
4. Esterilizar em autoclave a 121°C por 20 minutos.

Validade: dois meses a temperatura ambiente




PREPARACAO DO MEIO CONTROLE PH 7,0
Meio base pH 7,0 100 ml

1. Distribuir 3 ml do meio base pH 7,0 em tubos 12 x 120 mm com tampa de rosca estéreis.
2. Deixar o meio se solidificar com os tubos em posicao inclinada.

Validade: dois meses sob refrigeracao

K) Meio com citrato de sédio — pH 7,0

PREPARACAO DA SOLUCAO DE CITRATO DE SODIO 0,6%
Citrato de sédio 1,89

Agua destilada estéril 15 ml

1. Dissolver o citrato de s6dio em agua.
2. Filtrar em membrana 0,22 pm;
3. Manter em frasco bem vedado, para evitar evaporacao.

Validade: seis meses sob refrigeracao
PREPARAQAO DO MEIO COM CITRATO DE SODIO - PH 7,0
Meio base pH 7,0 100 ml

Solucao de citrato de sédio 5 ml

1. Fundir o meio base em forno de micro-ondas ou em banho-maria até a temperatura aproximada de 56°C.
2. Adicionar assepticamente 5 ml da solucdo de citrato de soédio, preparada previamente.

3. Distribuir 3 ml em tubos estéreis 12 x 120 mm com tampa de rosca estéreis.

4. Deixar o meio se solidificar com os tubos em posicdo inclinada.

Validade: dois meses sob refrigeracao

L) Meio com manitol — pH 7,2

PREPARACAO DA SOLUCAO DE MANITOL 0,5%
Manitol 1,59

Agua destilada estéril I

1. Dissolver o manitol em agua.
2. Filtrar em membrana 0,22 pm.
3. Manter em frasco bem vedado, para evitar evaporacao.

Validade: seis meses sob refrigeracao

MEIO COM MANITOL - PH 7,2

Meio base pH 7,2 100 ml

Solucao de manitol 5 ml

1. Fundir o meio base em forno de micro-ondas ou em banho-maria até a temperatura aproximada de 56°C.
2. Adicionar assepticamente 5 ml da solu¢do de manitol, preparada previamente.

3. Distribuir 3 ml em tubos estéreis 12 x 120 mm com tampa de rosca estéreis.

4. Deixar o meio se solidificar com os tubos em posicao inclinada.

Validade: dois meses sob refrigeracao




M) Meio com inositol — pH 7,2

PREPARACAO DA SOLUCAO DE INOSITOL 0,5%

Inositol 1,59

Agua destilada estéril 15 ml

1. Dissolver o inositol em agua.
2. Filtrar em membrana 0,22 pm.
3. Manter em frasco bem vedado, para evitar evaporacdo.

Validade: seis meses sob refrigeracao

MEIO COM INOSITOL- PH 7,2

Meio base pH 7,2 100 ml

Solucao de inositol ml

1. Fundir o meio base em forno de micro-ondas ou em banho-maria até a temperatura aproximada de
56°C.

2. Adicionar assepticamente 5 ml da solucdo de inositol preparada previamente.

3. Distribuir 3 ml em tubos estéreis 12 x 120 mm com tampa de rosca estéreis.

4. Deixar o meio se solidificar com os tubos em posicdo inclinada.

Validade: dois meses sob refrigeracao




ANEXO B - Solucoes

A) Solucao de sulfato ferroso amoniacal 1%

PREPARACAO DA SOLUGCAO DE SULFATO FERROSO AMONIACAL 1%

Sulfato ferroso amoniacal 0,19

Agua destilada estéril 10 ml

1. Dissolver 0,1 g de sulfato ferroso amoniacal em 10 ml de d4gua destilada estéril.

2. Para facilitar o trabalho, aliquotas de 0,1 gramas de sulfato ferroso amoniacal podem ser estocadas
e colocadas em tubos estéreis de 16 x 125 mm com tampa de rosca.

3. No momento de uso é s6 adicionar 10 ml de agua destilada estéril.

Preparar a solu¢do no momento de uso.

B) Substrato de nitrato de sédio 22 mM, pH 7,0

PREPARACAO DO SUBSTRATO DE NITRATO DE SODIO - 22 mM, pH 7,0

Nitrato de sédio (NaNO,) 0859
Fosfato monopotassico (KH,PO,) 1,17 g
Fosfato dissédico (Na,HPO,.12H,0) 4859
Agua destilada 1.000 ml

Pesar os reagentes e adicionar 1.000 ml de dgua destilada.
Ajustar o pH para 7,0 e distribuir em varios frascos ou baldes,
Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos.

Validade: seis meses sob refrigeracao

C) Reagentes de revelacao do teste reducao do nitrato

PREPARACAO DO REAGENTE A

HCl 50 ml

Agua destilada estéril 50 ml

Adicionar lentamente o HCl na 4gua; nunca adicionar 4gua ao acido.

Validade: dois meses sob refrigeracao

PREPARACAO DO REAGENTE B

Sulfanilamida 0249

Agua destilada estéril 100 ml

Pesar a sulfanilamida e dissolver em 100 ml de dgua destilada estéril.
Descartar o reagente se apresentar mudanca de cor ou formacdo de precipitado.

Validade: dois meses sob refrigeracao



PREPARAGCAO DO REAGENTE C

Hidrocloridrato N-naftiletilenodiamina 0,19

Agua destilada estéril

Pesar o hidrocloridrato e dissolver em 100 ml de dgua destilada estéril.
Descartar o reagente se apresentar mudanca de cor ou formacao de precipitado

Validade: dois meses sob refrigeracao

D) Escala-padrao de cores para leitura do teste de reducao do nitrato

SOLUCAO ESTOQUE 1 - FOSFATO DISSODICO 0,067 M
Fosfato dissodico (Na,HPO,) 0,95¢g

Agua destilada estéril q.s.p 100 ml
SOLUCAO ESTOQUE 2 - FOSFATO MONOPOTASSICO 0,067 M

Fosfato monopotassico KH,PO, 09149
Agua destilada estéril q.s.p 100 ml
Fosfato trissédico (Na,PO,.12H,0) 2,559
Agua destilada estéril q.s.p 100 ml

SOLUCAO ESTOQUE 4 - FENOLFTALEINA 1%

Fenolftaleina 1,09

Alcool etilico 95° 100 ml
SOLU(;AO ESTOQUE 5 - AZUL DE BROMOTIMOL 1%

Azul de bromotimol 1,09

Alcool etilico 95° 100 ml
SOLU;AO ESTOQUE 6 - AZUL DE BROMOTIMOL 0,01%

Solucao estoque 5 1,0 ml
Agua destilada estéril 100 ml
Solucao estoque 1 35 ml
Solucao estoque 2 5 ml
Solucao estoque 3 100 ml
Substrato 10 ml
Solucao estoque 4 0,1 ml
Solucao estoque 6 0,2 ml




1. Colocar em uma estante oito tubos com tampas de rosca 12 x 120 mm e numera-los de 1 a 8.
2. Distribuir 2 ml do substrato nos tubos 2 a 8.

Transferir 2 ml dessa solucdo para o tubo n.° 1 e 2 ml para o tubo n.° 2. Do tubo n.° 2 transferir 2 ml
para o tubo n.° 3 depois de homogeneizar, e assim sucessivamente até o tubo n.° 8, desprezando os
2 ml excedentes desse ultimo tubo.

Descartar os tubos den.°4en.°7.
5. Esterilizar os tubos em autoclave por 15 minutos a 121°C, lacrar e conservar em geladeira.

6. A escala-padrdo de leitura para o teste de reducdo do nitrato vai da cor rosa pélido a vinho e
corresponde a:

tubo n.° 8 (+/-); tubo n.° 3 (3+);
tubo n.° 6 (1+); tubo n.° 2 (4+); e
tubo n.° 5 (2+); tubo n.° 1 (5+).

E) Solucao de ureia-Indol para o teste da urease — pH final 7,0

PREPARACAO DA SOLUCAO DE UREIA-INDOL pH 7,0

L-triptofano 39

Fosfato dipotassico (KH,PO,) 19

Fosfato monopotassico (K,HPO,) 19

Cloreto de sédio (NaCl) 59

Alcool etilico 95° 10 ml

Solucao de vermelho de fenol 0,2% 12,5 ml

Solucao de ureia 20% estéril 100 ml

1. Dissolver os componentes (exceto a solucdo de ureia) aquecendo levemente sem ferver.
2. Deixar esfriar e ajustar o pH para 7,0.

3. Filtrar em papel de filtro, distribuir em frascos de 50 ml, lacrar e identificar.

4. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos.

5. Apos esfriar, adicionar com assepsia 100 ml de solucdo de ureia 20% (20 g de ureia em 100 ml de

agua destilada, esterilizar por filtracdo com membrana de 0,22 p).

6. Distribuir 1,5 ml em tubos estéreis de 12 x 120 mm com tampa de rosca. Conservar em geladeira ao
abrigo da luz.

Validade: dois meses




F) Teste da arilsulfatase trés e 14 dias

PREPARACAO DO SUBSTRATO PARA O TESTE DA ARILSULFATASE TRES E 14 DIAS

6. Meio liquido — Preparar em duas garrafas ou balbes os seguintes meios:
» 180 ml de meio liquido Dubos (ou Middlebrook 7H9) — teste dos trés dias.
» 180 ml de meio liquido Dubos (ou Middlebrook 7H9) - teste dos 14 dias.

7. Esterilizar em autoclave por 15 minutos a 121°C e, apds o resfriamento, adicionar 20 ml de
enriquecimento Bacto Dubos Medium Albumin (ou o enriquecimento Middlebrook ADC).

SOLUCAO SUBSTRATO 0,08 M DE DISSULFATO TRIPOTASSICO DE FENOLFTALEINA

Dissulfato tripotassico de fenolftaleina 2,69

Agua destilada estéril 50 ml

1. Pesar o dissulfato tripotassico de fenolftaleina e dissolver em 50 ml de dgua destilada estéril.
2. Esterilizar por membrana filtrante de 0,22 pm.

Validade: trés meses sob refrigeracao

PREPARACAO DO MEIO PARA O TESTE DE TRES DIAS
Meio liquido Dubos ou Middlebrook 7H9 180 ml

Solucao de dissulfato tripotassico de fenolftaleina 0,08 M 2,5 ml

1. Distribuir 2 ml em tubos de 12 x 120 mm com tampa de rosca, estéreis.
2. Identificar os tubos (A3) dias.

Validade: dois meses sob refrigeracao

PREPARACAO DO MEIO PARA O TESTE DE 14 DIAS
Meio liquido Dubos ou Middlebrook 7H9 180 ml

Solucao de dissulfato tripotassico de fenolftaleina 0,08 M 7,5 ml

1. Distribuir 2 ml em tubos de 12 x 120 mm com tampa de rosca, estéreis.
2. Identificar os tubos (A14) dias.

Validade: dois meses sob refrigeracao

G) Solucao reveladora — Carbonato de sédio 2N

PREPARACAO DA SOLUCAO REVELADORA - CARBONATO DE SODIO 2N
Carbonato de sodio anidro (Na,CO,) 10,6 g

Agua destilada estéril 100 ml

1. Pesar o Na,CO, e dissolver em 100 ml de agua destilada estéril.

Validade: trés meses a temperatura ambiente




H) Solucao substrato para teste do Tween 80

SOLUCAO A - Fosfato de sédio M/15

Fosfato de sédio (Na,HPO,) 9,47 g

Agua destilada 1.000 ml

Dissolver o sal na agua, esterilizar em autoclave a 121°C por 20 minutos.

Validade: seis meses
SOLUCAO B - Fosfato de potassio M/15
Fosfato de potassio (KH,PO,) 9,07 g

Agua destilada 1.000 ml

Dissolver o sal na agua, esterilizar em autoclave a 121°C por 20 minutos.

Validade: seis meses

PREPARO DO TAMPAO FOSFATO 0,067M

Solucéo A 61,1 ml

Solucao B 38,9 ml

Ajustar o pH da solucado final para 7,0.

Validade: seis meses

PREPARO DA SOLUGCAO SUBSTRATO PARA TESTE DO TWEEN 80

Tampao fosfato 0,067 M 100 ml
Tween 80 0,5ml
Solucao aquosa de vermelho neutro a 0,1% 2 ml

1. Adicionar o Tween 80 no tampao fosfato até a completa dissolucdo e, depois, acrescentar o
vermelho neutro.

Distribuir 2 ml em tubos de 12 x 120 mm com tampa de rosca.
Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos.
O substrato deve ter cor ambar apoés a esterilizagao.

oA WN

Manter em geladeira ao abrigo da luz envolvido em papel-aluminio.

Validade: duas semanas

) Solucao de telurito de potassio 0,2%

PREPARACAO DA SOLUCAO DE TELURITO DE POTASSIO 0,2%

Telurito de potassio 0,19

Agua destilada 50 ml

1. Preparar aliquotas de 2 ml em tubos com tampa de rosca.
2. Esterilizar em autoclave a 115°C por 15 minutos.

Validade: dois meses sob refrigeracao




J) Tampao TBE 10X — pH 8,0

PREPARACAO DA SOLUCAO TAMPAO TBE 10X (pH 8,0)

Tris base 107,8 g
Acido bérico 55,0 g
EDTA 2H,0 749
Agua destilada 1.000 ml

1. Dissolver os reagentes em dgua destilada.
2. Ajustar o pH.

Validade: seis meses a temperatura ambiente

K) Tampao de arraste

PREPARACAO DA SOLUCAO TAMPAO DE ARRASTE

Ficoll 1,59
Azul de bromofenol 0,025 g
Agua destilada estéril 10 ml

1. Dissolver os reagentes em dgua destilada estéril.
2. Manter em frasco escuro.

Validade: seis meses a temperatura ambiente

L) Tampao TET

PREPARACAO DA SOLUCAO TAMPAO TET

Tris HCl 10 mM 1,58 g
EDTA 1 mM 0,37 g
Triton X 100 1% 10 ml
Agua destilada 1.000 ml

1. Dissolver os reagentes em agua destilada.
2. Esterilizar em autoclave.

Validade: dois meses a temperatura ambiente

M) Solucao de brometo de etidio

PREPARACA