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Prefacio

Foi com grande satisfacdo que aceitei o convite e a incumbéncia de escrever o
prefcio para este manual, pois o considero também uma oportunidade para prestar
homenagem aos milhares de profissionais de laboratério da bacteriologia da tuber-
culose que, durante décadas, vém dando sustentacdo tecnoldgica aos programas de
controle da tuberculose no Pais, tanto para o diagnéstico da doenga como para o
controle do tratamento.

Quando se fala em tempos pretéritos, a bacteriologia da tuberculose passa a ser
sindbnimo de baciloscopia direta do escarro, pois foi e, certamente, continuara sendo
o método mais importante e simples para a descoberta das fontes de infec¢do na co-
munidade.

Sinto-me a vontade para discorrer sobre o assunto baciloscopia. Acompanhei
de perto, no Rio Grande do Sul, a aplicagdo do conceito de rede de baciloscopia da
tuberculose, com controle de qualidade, e que em apoio ao Programa de Controle
da Tuberculose do Rio Grande do Sul (PCT/RS) atingiu, a partir da década de 70 do
século passado, o mais alto grau de proficiéncia e confiabilidade de resultados no Pais.
Nesse sentido, quero manifestar meus respeitos a todos os profissionais que se dedica-
ram, ao longo de suas vidas, a implantac¢do e qualificagdo do diagnostico laboratorial
da tuberculose.

Em especial, cumpre registrar e destacar o mestre dos mestres da bacteriologia da
tuberculose brasileira, o saudoso professor e doutor Milton Fontes Magardo, com o
qual tive o prazer de conviver na década de 70 em diversos momentos, tendo a opor-
tunidade de conhecer suas qualidades profissionais e humanas, inclusive seu empe-
nho, com corpo e alma, para a implantacao da Rede de Laboratérios de Bacteriologia
da Tuberculose no Brasil com seu préprio sistema de informagao.

Nos dias de hoje, tendo eu o privilégio de ainda estar militando na drea de tu-
berculose e de satide ptblica, olho ao meu redor e vejo com muita alegria uma nova
e entusiasmada geragdo de profissionais de laboratério na drea da tuberculose, dando
continuidade aos trabalhos de rotina e ampliando sua area de abrangéncia, de acordo
com a nova realidade politico-administrativa, o novo momento epidemiolégico da
tuberculose no Brasil e no mundo, bem como as novas tecnologias que o avan¢o da
ciéncia, especialmente a biologia molecular, vem proporcionando.

Hé consenso de que a baciloscopia do escarro continua essencial na luta con-
tra a tuberculose, mas que na atualidade é insuficiente para fazer frente aos desafios
postos pelo M. tuberculosis, especialmente pelo surgimento de cepas multirresistentes
aos firmacos atualmente disponiveis e a modificagdo das formas e caracteristicas de
apresentagdo da tuberculose no hospedeiro, induzidas pela presenca concomitante do
virus HIV, que potencializa a agressividade e o poder destrutivo das micobactérias.

Secretaria de Vigilancia em Saude/MS 9
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O primeiro passo para a adog¢ao de tecnologias mais avancadas é a ampla uti-
lizagao do método da cultura dos bacilos no PNCT, o que possibilitard posteriores
desdobramentos técnico-cientificos mais sofisticados, como a tipificagao dos bacilos
e outros, quando indicados. As chances de que estes dois novos e grandes desafios,
resisténcia bacilar e TB/AIDS, sejam vencidos sdo diretamente proporcionais & com-
peténcia técnica dos profissionais, e principalmente a vontade politica e a capacidade
de organizacdo e geréncia dos gestores municipais, responsaveis diretos pelo controle
da tuberculose em seu territério desde a municipalizagdao da saide na década de 90.

Este Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras Mico-
bactérias, que é abrangente e de altissimo padrao, contempla tanto os aspectos orga-
nizacionais, como os procedimentos técnicos com os respectivos materiais e equipa-
mentos necessdrios a melhoria da qualidade dos servicos laboratoriais. E, portanto,
uma ferramenta bem-vinda e imprescindivel para que todos os laboratérios, publicos
ou privados, possam atuar de forma uniforme e padronizada em todos os recantos
desse imenso Brasil, para o éxito do Programa Nacional de Controle da Tuberculose.
Ao mesmo tempo em que o Manual reitera a padroniza¢ao do diagndstico laborato-
rial da tuberculose pela “simples” baciloscopia do escarro, o titulo indica que o labo-
ratério da tuberculose transcende o papel de realizar somente o diagndstico clinico
da doenga para inserir-se no objetivo maior que é exercer vigilancia epidemioldgica
sobre as varias formas da tuberculose, no sentido de monitorar o comportamento
do bacilo e de seu aliado, o virus da Aids, e sejam adotadas, em tempo oportuno, as
medidas de interven¢do pertinentes nas comunidades.

Werner Paul Ott
Tisiologista/Especialista em Satide Publica
Membro do Comité Técnico Assessor de Tuberculose da SVS/MS
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Apresentacao

Esta publicacdo apresenta algumas diretrizes gerais para a estruturagao e funcio-
namento das atividades, em uma légica hierarquizada e regionalizada. O objetivo é
orientar os profissionais de laboratério do Sistema Unico de Saide (SUS) na organi-
zac¢ao da rede de referéncia para detectar casos de tuberculose pulmonar infecciosa,
monitorar a evoluc¢ao do tratamento e documentar a cura por meio do exame micros-
cépico do escarro — baciloscopia. Além disso, este manual contribuird para o diag-
nostico dos casos de tuberculose pulmonar, baciloscopia negativa e extrapulmonar e
detec¢do de outras micobactérias que afetam a satide da populagio.

O estabelecimento de diretrizes para a organiza¢do da rede laboratorial é par-
ticularmente importante em termos de cuidado aos usudrios, impacto na satde e
custos para o sistema de satide. A organizacao desses servigos representa uma tarefa
complexa, por exigir a combinag¢do de tecnologias diversificadas e a sua adaptagdo as
caracteristicas locais, no que diz respeito aos aspectos sociodemograficos, epidemio-
légicos, sanitdrios, econdmicos, entre outros. Assim, na organizagao da rede labora-
torial é fundamental considerar: especificidades regionais, necessidade do Programa
de Controle da Tuberculose, infra-estrutura existente, disponibilidade de recursos
humanos, relagdo custo-beneficio da incorporagao tecnoldgica, critérios para otimi-
zac¢ao dos servicos, pardmetros de qualidade e legislagao em vigor para instalagdao de
laboratérios.

A Secretaria de Vigilancia em Sadde (SVS) do Ministério da Satde se valeu da
combina¢do dos conhecimentos tedrico-praticos de profissionais que atuam na area
de laboratério, como pesquisadores, técnicos de bancada e educadores, para elabo-
ra¢do desse manual, voltado para a melhoria da qualidade dos servigos prestados,
dentro de critérios que privilegiam o aperfeicoamento e a padroniza¢iao dos métodos
utilizados, a adequacdo aos requisitos de biosseguranca e a organiza¢do da rede.

Gerson Oliveira Penna
Secretaria de Vigilancia em Satide
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1.1 Introducao

Na construgdo de um Programa Nacional de Controle da Tuberculose (PNCT),
o objetivo principal dos servicos laboratoriais de diagndstico de tuberculose deve ser
o de detectar casos de tuberculose pulmonar, monitorar a evolu¢do do tratamento e
documentar a cura no fim do tratamento por meio do exame microscépico do escar-
ro-baciloscopia.

A cultura pode complementar a baciloscopia permitindo colocar em evidéncia
bacilos vidveis presentes em escassa quantidade. A cultura permite também a identi-
ficagao das espécies e a realizacio do teste de sensibilidade.

A padronizacao das técnicas bésicas de bacteriologia da tuberculose possibilita
a comparagdo de resultados no pais, facilita o treinamento de profissionais, a delega-
¢3o de responsabilidades e a sele¢do de equipamentos, materiais e reagentes a serem
adquiridos; facilita ainda a avaliagdo de desempenho da rede de laboratérios e o es-
tabelecimento de uma supervisao apropriada para aumentar a eficiéncia e reduzir
o custo operacional da rede. A padroniza¢do facilita também a instala¢ao de novos
laboratérios assim como a organizag¢do dos jé instalados.

As técnicas e os procedimentos padronizados devem ser simples (para obter gran-
de cobertura) e aplicdveis pelos auxiliares de laboratério. Ao mesmo tempo, sua sensi-
bilidade e especificidade devem garantir a confiabilidade dos resultados obtidos.

A rede de laboratérios é muitas vezes negligenciada, apesar de ser um compo-
nente essencial para a estratégia do tratamento supervisionado (DOTS). Além disso,
a epidemia de Aids e a emergéncia da tuberculose multirresistente tém demonstrado
uma necessidade de investimento em garantia da qualidade e de biosseguranca nos
laboratérios de tuberculose'.

Este capitulo tem o propdsito de oferecer informagdes em administracio e organiza-
¢ao da rede de laboratérios de tuberculose, a partir da legislacdo brasileira e da litera-
tura disponivel, que orientem os gerentes e profissionais de laboratérios a:

e  Desenvolver um sistema de rede de laboratdrios, orientados pelos principios e
diretrizes do Sistema Unico de Satde (SUS), que participem, em suas 4reas de
abrangéncia, do processo que se estende desde a detecgao, o diagndstico e o tra-
tamento até a cura dos pacientes de TB.

e  Assumir responsabilidade conjunta, com a geréncia dos Programa de Controle
da Tuberculose (PCT), ao programar, desenvolver e avaliar as atividades dos pro-
gramas.

e Adotar as politicas dos PCT de maneira efetiva em suas dreas de abrangén-
cia, baseado em estratégias revisadas e recomendadas pela OMS e pela Unido
Internacional Contra Tuberculose e Doencas Pulmonares (UICTDP) para o con-
trole da TB>
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1.2 Organizacao da rede nacional de laboratérios

O planejamento dos servigos de laboratérios deve ser orientado pelos principios
e diretrizes do Sistema Unico de Sadde (SUS). Dessa forma, deve-se buscar garantir
a universalidade e oportunidade de acesso dos cidaddos a todas as agoes e servigos
necessarios a integralidade da atencdo’.

A Lei Organica da Satde, LOS 8.080/90, que dispde sobre as condigdes para a
promogdo, prote¢do e recuperagdo da sadde; a organizagdo e o funcionamento dos
servicos, diz em seu artigo 15 que a Unido, Estados, Distrito Federal e Municipios, em
seu A&mbito administrativo, tém as atribui¢des de: organizacio e coordenagdo do Siste-
ma de Informagdo em Sadde; elaboracido de normas técnicas e estabelecimento de pa-
droes de qualidade; participa¢do na formulacao da politica de formacao de recursos
humanos para a saide; elaboragdo de normas para regular as atividades de servigos
privados em saude, tendo em vista a sua relevancia publica; elabora¢io de normas
técnico-cientificas de promogao, protecio e recuperagdo da saide entre outras.

Em seus artigos 16, 17 e 18, respectivamente, descreve as competéncias da:

e Direcao Nacional do SUS de: definir e coordenar o sistema de rede de laborat6-
rios de satde publica; identificar os servicos estaduais e municipais de referéncia
nacional para o estabelecimento de padrdes técnicos de assisténcia a satide; pres-
tar cooperagdo técnica e financeira aos Estados, Distrito Federal e Municipios,
para aperfeicoamento de sua atuacio institucional; elaborar normas para regular
as relagoes entre o SUS e os servigos privados contratados de assisténcia a sat-
de; acompanhar, controlar e avaliar as agoes e os servicos de saide, respeitadas
as competéncias Estaduais e Municipais; promover a descentralizacio para as
Unidades Federadas e para os Municipios dos servicos e a¢des de satide entre
outras competéncias.

e Direcao Estadual do SUS de: promover a descentraliza¢do, para os municipios,
dos servigos e das a¢des em saude; acompanhar, controlar e avaliar as redes hie-
rarquizadas do SUS; prestar apoio técnico e financeiro aos Municipios e executar
supletivamente a¢oes e servigos de satide; coordenar e, em cardter complementar,
executar agdes e servigos; identificar estabelecimentos hospitalares de referéncia
e gerir sistemas publicos de alta complexidade, de referéncia estadual e regional;
coordenar a rede estadual de laboratdrios de satide publica e gerir as unidades
que permane¢am em sua organizacao administrativa; estabelecer normas, em
cardter suplementar, para o controle e avaliagdo das acdes e servicos de satde,
entre outras competéncias.

e  Dire¢ao Municipal do SUS de: planejar, organizar, controlar e avaliar as agoes e
os servicos de satide e gerir e executar os servigos publicos de saide; participar do
planejamento, programacao e organiza¢ao da rede regionalizada e hierarquizada
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do SUS em articulagdo com sua Dire¢ao Estadual; gerir laboratérios publicos

de satide; controlar e fiscalizar os procedimentos dos servigos privados de satde

entre outras competéncias®.

De acordo com a Norma Operacional da Assisténcia em Saide, NOAS 01/02,
a implantagdo e o funcionamento articulado de estabelecimentos de satde podem
se dar no 4mbito de um municipio, de uma microrregido ou regiao, dependendo da
populacio de abrangéncia, 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 usudrios, um modelo organizacional
que compreenda a estruturacio de postos de coleta de amostras clinicas articulados a
laboratérios de maior complexidade para a realizacdo de exames®.

O Sistema Nacional de Laboratdrios de Satide Publica (SNLSP) foi instituido
pela Portaria Ministerial 280, de 1977, ratificada pela LOS 8.080, de 1990.

O SNLSP foi reestruturado e entdo constituido o SISLAB, através da Portaria
15, em janeiro de 2002, ratificada pela Portaria 2.031 de setembro de 2004, 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 relacio-
nadas a vigilancia em satide — compreendendo a vigilancia epidemiolégica e vigilan-

cia em saude ambiental, vigildncia sanitaria e assisténcia médica.

Em seu artigo 8, a Portaria 2.031/2004 classifica as unidades laboratoriais do seguinte
modo:

I.  Centros Colaboradores — CC.

II. Laboratdrios de Referéncia Nacional — LRN.

III. Laboratérios de Referéncia Regional — LRR.

IV. Laboratdrios de Referéncia Estadual — LRE.

V. Laboratérios de Referéncia Municipal — LRM.

VI. Laboratérios Locais — LL.

VII. Laboratérios de Fronteira — LE.

Os CC sao unidades laboratoriais especializadas e capacitadas em dreas especi-
ficas, que apresentam os requisitos necessdrios para desenvolver atividades de maior
complexidade e de ensino e pesquisa.

Os LRN sio unidades laboratoriais de exceléncia técnica altamente especializada.

Os LRR sdo unidades laboratoriais capacitadas a desenvolver atividades mais
complexas, organizadas por agravo ou programas, que prestam apoio técnico-opera-
cional aquelas unidades definidas para sua drea geogréfica de abrangéncia.
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Os LRE s3o os Laboratérios Centrais de Saude Publica — LACEN, vinculados as
secretarias estaduais de saide e com drea geografica de abrangéncia estadual.

Os LRM sao unidades laboratoriais vinculadas as secretarias municipais de satde
e com drea geogréfica de abrangéncia municipal.

Os LL sdo unidades laboratoriais que integram a rede estadual ou municipal de
laboratérios de saide publica.

Os LF sdo unidades laboratoriais localizadas em regides de fronteira para a via-
bilizacdo do diagnéstico de agentes etioldgicos, vetores de doengas transmissiveis e
outros agravos a satide publica, bem como a promogao do controle analitico para a
verificagdo da qualidade sanitdria dos servigos prestados e de produtos’.

Em dezembro de 2004, a Portaria 70 da SVS, republicada em fevereiro de 2005
por incorre¢io da publicacdo de 2004, estabeleceu os critérios e a sistemdtica para ha-
bilitacdo de Laboratdrios de Referéncia Nacional e Regional, para as Redes Nacionais
de Laboratérios de Vigilancia Epidemiolégica e Ambiental em Satde. Determinou,
também, prazo para os Laboratérios de Referéncia Nacional e Regional, pré-selecio-
nados pelas Portarias 409 e 410, de setembro de 2003, da Fundagdo Nacional de Sau-
de — FUNASA, encaminharem documentacio & Coordena¢iao Geral de Laboratérios
de Sadde Publica — CGLAB, formalizando interesse em permanecer como Referén-
cia. Um dos requisitos para a habilitagdo é participar de Programa Internacional de
Avalia¢ao Externa de Qualidade para o LRN ou em Programa Nacional de Avaliaciao
Externa de Qualidade para o LRR. Os Laboratérios de Referéncia Nacional e Regional
habilitados, passardo por processo de auditoria externa a cada 02 (dois) anos®.

Em dezembro de 2005, a Portaria Ministerial 2.606, classificou os LRE/LACEN
por Nivel e Porte, definindo, a partir dai, recursos a serem repassados mensalmente
do Fundo Nacional de Sadde para os Fundos Estaduais de Satde®.

Para a rede de laboratdrios de tuberculose, as Portarias 409 e 410 — FUNASA
indicaram o Laboratério de Referéncia Nacional do Centro de Referéncia Professor
Hélio Fraga como pré-selecionado, o mesmo nio acontecendo com Laboratérios de
Referéncia Regional. O processo de habilitagdo dos laboratdrios pré-selecionados estd
em andamento nesse momento.

1.3 Hierarquia na rede nacional de laboratoérios de
tuberculose

A organizacdo dos servicos de laboratérios deve ser orientada pela diretriz da
hierarquiza¢ao, centralizando em laboratdrios de referéncia (LR) procedimentos tais
como a cultura, a identifica¢do e o teste de sensibilidade em func¢do da necessidade
desses procedimentos exigirem recursos humanos, ambientais e materiais mais espe-
cializados. E necessrio implementar um processo de descentralizagio das atividades
para laboratérios de referéncia estadual e municipal bem como para laboratérios lo-
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cais, quando o territdrio é extenso como é o caso do Brasil. Segundo a Organizagdo
Mundial de Satde, em geral, um LL com microscopia pode realizar de 2 a 20 baci-
loscopias por dia e atender uma populagdo de 100.000 habitantes e, é necessdrio ao
menos um laboratério que realize cultura para uma drea com populagdo de 500.000
habitantes’.

Para que todos os pacientes possam se beneficiar com a cultura para micobacté-
rias e para que se possa garantir a qualidade da mesma é necessdria a participagdo de
toda a rede de laboratérios. Os LL que realizam baciloscopia devem manter um fluxo
de referéncia e contra-referéncia sistematico com o LR mais préximo que realize cul-
tura e teste de sensibilidade. Lembrando que as amostras clinicas devem ser enviadas
o mais rdpido possivel para serem cultivadas, conforme as orienta¢des descritas nos
Capitulos 3 e 5 deste manual.

No item 1.9.1 do anexo deste capitulo, apresentamos um modelo de formuldrio
para o envio de amostras clinicas ou isolados bacterianos para o LR. E possivel que
seja necessario coletar informagdes complementares em casos especiais que nao se-
jam freqiientes na rotina de trabalho de LL ou LRM. Dessa forma, os estudos necesséa-
rios para cada caso poderao ser realizados, utilizando-se da melhor forma possivel os
recursos de diagndsticos disponiveis no LR.

No capitulo 7 deste manual é descrito o Método de Ogawa-Kudoh como uma
op¢ao para o LRM ou LL que desejar realizar cultura para micobactérias e ndo pos-
sui todos os equipamentos recomendados para os outros métodos. Esse método é
econdmico e suficientemente sensivel para assegurar que a cultura contribua para
confirmar o diagndstico da tuberculose pulmonar, nos casos com baciloscopia nega-
tiva e ttil para recuperar os bacilos de escarros de pacientes baciliferos que requerem
teste de sensibilidade. Gera risco bioldgico similar ao da baciloscopia pois nao requer
centrifugacio de suspensdes com bacilos'. Em fun¢io disso, vem sendo utilizado em
alguns estados do Brasil e em outros paises da América Latina.

A utiliza¢do do método de Ogawa-Kudoh pelo LRM ou LL pode reduzir o tempo
de espera do paciente pelo resultado do exame pois, se houver estufa bacterioldgica
no local, a cultura s6 serd enviada ao LR se houver visualizacdo de colonias. Nesse
caso, deve ser estabelecido um fluxo referéncia e contra-referéncia sistemdatico com o
LR mais préximo para o envio dos isolados bacterianos para identificacdo de espécie
e/ou teste de sensibilidade.

Para que seja implantada cultura com todas suas etapas em um laboratério, existem
alguns requisitos que devemos levar em consideragio:

e  Mais tempo gasto por amostra clinica pelo profissional.

e  Treinamento em procedimentos de maior risco bioldgico.

e  Medidas adicionais de prote¢do dos profissionais.
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e  Equipamentos especificos de maior custo, com garantia de manutengao.
e  Laboratdrio mais espagoso e com sistema de direcionamento e purificagdo de ar.

A qualidade dos meios de cultura especificos a serem utilizados em um laboraté-
rio é um ponto critico. Para elabord-los, é necessdria uma infra-estrutura para prepa-
ra¢do e para o controle de qualidade interno dos mesmos. Por essa razdo, muitas vezes
é necessario e/ou conveniente que os LRM ou LRE/LACEN produzam esses meios
para sua rede de abrangéncia, assegurando seu transporte adequado e sua qualidade.

Os gestores nacionais, estaduais e municipais em parceria com os LRN, LRR,
LRE/LACEN e LRM devem assegurar a qualidade da baciloscopia, cultura e teste de
sensibilidade e garantir que a oferta e a utilizacdo dos insumos, equipamentos e docu-
mentos técnicos sejam adequadas em todo pais, de acordo com o plano de trabalho e
objetivos dos PCT. As trés esferas de governo, em parceria, de acordo com os princi-
pios do SUS e respeitadas as competéncias descritas no item 4 deste capitulo, devem
desenvolver as seguintes atividades:

e  Publicar documentos técnicos e operacionais para a implementa¢do dos proce-
dimentos.

e Implementar um programa de formagao de recursos humanos.

e Implementar um programa de garantia da qualidade.

e  Promover o desenvolvimento das condi¢des de biosseguranca adequadas.

Os gestores devem verificar se a aplica¢ao de recursos na implantag¢ao de novos
métodos em um laboratério vai resultar na otimiza¢do do manejo dos casos da tu-
berculose. E importante, também, no momento de selecionar um método para uti-
lizagdo na rede de laboratério, conhecer quais sdo aceitos pelas normas da OMS™. E
conveniente priorizar a implantacio de métodos mais sofisticados, como os sistemas
automatizados de cultura e teste de sensibilidade e métodos moleculares, em labora-
térios com comprovada qualidade e que concentrem o diagndstico de casos criticos
de tuberculose (infantil, extrapulmonar, associada a infec¢do por HIV, multirresis-
tente). Nesses laboratorios, algumas vezes, é possivel processar os métodos mais caros
somente nas amostras clinicas de pacientes que requerem prioritariamente rapidez na
obtencao do resultado, e manter os procedimentos cldssicos para as demais amostras
clinicas.

O aumento de custo por amostra clinica analisada, originado pelo uso dos siste-
mas comerciais, em rela¢ao aos métodos cldssicos, é varidvel mas sempre significativo.
E maior para os laboratérios habituados a preparar seus préprios meios de cultura a
base de ovos, para os que processam um baixo ndmero de amostras clinicas e com-
pram poucos tubos com meios semi-sintéticos e para os que estdo longe dos centros
urbanos.

Os laboratdrios que ndo tém cabine de seguranga bioldgica ndo devem proces-
sar métodos com centrifugacdo de amostras clinicas com baciloscopia positiva para
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minimizar o risco bioldgico. Essas amostras sdo geralmente investigadas para identi-
ficar espécie e/ou conhecer sua sensibilidade a drogas antituberculose. Nesse caso, é
conveniente enviar a amostra clinica, conforme descrito no Capitulo 5 deste manual,
diretamente para o LR para a realizacao desses estudos.

A identificacdo das espécies de micobactérias é feita através das provas bioqui-
micas, mas pode ser também realizada por técnicas moleculares. Neste manual, no
Capitulo 8, além das provas bioquimicas serd descrito também um método molecular
ja utilizado em alguns LR no Brasil, o Método de PRA — hsp65 (do inglés Polimerase
Chain Reaction Restriction Analysis of the gene hsp65).

Nio se recomenda a incorporagdo de métodos que amplifiquem dcidos nucleicos
em laboratérios que nao apresentem os requisitos necessarios para realiza-los (dispo-
nibilidade de trés laboratdrios separados, material descartdvel em cada laboratério,
pessoal capacitado, roupa de uso exclusivo em distintas dreas, etc.)".

1.3.1 Rede hierarquizada de execucao de exames para o controle da
tuberculose e outras micobactérias

Uma rede hierarquizada de execug¢do dos exames para o controle da tuberculose
e outras micobactérias deve ser orientada pela centraliza¢ao, em laboratérios de refe-
réncia (LR), de procedimentos tais como cultura, identificacio e teste de sensibilidade
em fungdo da exigéncia de recursos humanos, ambientais e materiais mais especiali-
zados, conforme descrito detalhadamente no item 1.3 deste capitulo. No Quadro 1,
apresentamos um resumo dos locais para execuc¢do de exames na rede hierarquizada
de laboratérios do SUS para o diagnéstico e controle da tuberculose e outras mico-
bactérias.
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1.4 Funcoes e competéncias do LRN, LRR, LRE/LACEN, LRM,
LL e LF para o controle da tuberculose

O LRN ¢ a unidade laboratorial de exceléncia técnica especializada e tem as seguintes

competéncias:

e  Assessorar a Coordenacdo Geral de Laboratérios de Saide Publica (CGLAB),
no acompanhamento, normaliza¢io, padronizagdo de técnicas e avaliagdo das
atividades dos laboratdrios de tuberculose.

e  Assessorar a CGLAB na coordenagdo técnica da rede de vigilancia laboratorial da
tuberculose.

e  Realizar procedimentos laboratoriais de maior complexidade.

e  Assessorar a CGLAB na aquisi¢do e distribui¢do de equipamentos e insumos es-
tratégicos para a rede de vigilancia laboratorial da tuberculose.

e Coordenar o fornecimento e a produ¢do de insumos (drogas antituberculose
para o TS, fitas para a prova de niacina, meios de cultura, etc.) para a rede de
vigilancia laboratorial da tuberculose.

e  Promover, em parceria com a CGLAB e a rede de vigilancia laboratorial da tu-
berculose, o desenvolvimento e avaliacio de métodos, pesquisas operacionais
e de vigilancia epidemioldgica de forma articulada com as sociedades técnico-
cientificas sem fins lucrativos e com centros de pesquisa e desenvolvimento, que
rednam competéncias e capacitagdes técnicas em dreas de interesse dos PCT.

e Assessorar a CGLAB na elabora¢do e promo¢do de um programa de educagio
continuada de recursos humanos para o desenvolvimento da credibilidade e
confiabilidade laboratorial, estimulando parcerias com os laboratérios integran-
tes do SUS e com centros formadores de recursos, visando a melhoria da quali-
dade do diagndstico laboratorial da tuberculose.

e  Realizar assessoria e visitas técnicas aos LRR.

e  Participar dos encontros, semindrios e oficinas para elabora¢do de or¢amentos,
avalia¢do e programagao das atividades da rede de vigilancia laboratorial de inte-
resse dos PCT.

e  Participar da elaboragdo de protocolos do sistema de avalia¢do externa da quali-
dade para os testes de baciloscopia, cultura e teste de sensibilidade.

e  Participar da realizagdo das Avaliagoes Externas da Qualidade realizando os pai-
néis de laminas amostras e isolados bacterianos e, retestando amostras ou isola-
dos bacterianos investigados nos laboratérios da rede, participar do comité de
andlise dos resultados.

e  Participar na elabora¢io e revisio de documentos técnicos relacionados a vigi-
lancia laboratorial da tuberculose.
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Disponibilizar, periodicamente, relatérios para a CGLAB das visitas técnicas re-
alizadas.

Disponibilizar, periodicamente, relatérios técnicos e de gestaio a CGLAB com
as informagoes relativas as atividades laboratoriais realizadas para tuberculose,
obedecendo cronograma definido.

Participar de intercAmbio e acordos nacionais e internacionais, visando, junta-
mente com a CGLAB, promover a melhoria do SUS.

Os LRR sio unidades laboratoriais que prestam apoio técnico-operacional aquelas

unidades definidas para sua area geografica de abrangéncia com as seguintes compe-

téncias:

Assessorar, acompanhar e avaliar as atividades laboratoriais executadas nas uni-
dades.

Desenvolver e realizar técnicas de maior complexidade, bem como dar suporte
técnico aos LRE/LACEN, promovendo as condigdes técnicas e operacionais na
execucdo das acgoes.

Assessorar o LRN no fornecimento e na produ¢io de insumos (drogas antituber-
culose para o TS, fitas para a prova de niacina, meios de cultura, etc.) para a rede
de vigilancia laboratorial da tuberculose.

Desenvolver, em parceria com a CGLAB, o LRN e a rede de vigilancia laborato-
rial da tuberculose, estudos, diagnésticos e pesquisas, de forma articulada com
as sociedades técnico-cientificas sem fins lucrativos e com centros de pesquisa e
desenvolvimento, que retinam competéncias e capacitagdes técnicas em dreas de
interesse dos PCT.

Assessorar a CGLAB na elaboragdo e promogao de um programa de educagiao
continuada de recursos humanos para o desenvolvimento da credibilidade e
confiabilidade laboratorial, estimulando parcerias com os laboratérios integran-
tes do SUS e com centro formadores de recursos, visando a melhoria da qualida-
de do diagndstico laboratorial da tuberculose.

Realizar visitas técnicas aos LRE/LACEN.

Participar dos encontros, semindrios e oficinas para avalia¢do e programagao das
atividades da rede de vigilancia laboratorial de interesse dos PCT.

Participar da elaborac¢do de protocolos do sistema de avaliagdo externa da quali-
dade para os testes de baciloscopia, cultura e teste de sensibilidade.

Participar da realizacdo das Avaliacdes Externas da Qualidade.

Participar na elaboragio e revisdo de documentos técnicos relacionados a vigi-
lancia laboratorial da tuberculose.

Executar supletivamente exames laboratoriais de menor complexidade.
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e  Encaminhar ao LRN, conforme descrito nos Capitulos 3 e 5, as amostras para
complementag¢do do diagndstico, isolados bacterianos inconclusivos ou que ne-
cessitam de identifica¢do de espécie, bem como aqueles isolados que se destinam
ao controle de qualidade.

ATENCAO: No item 1.9.1 dos anexos deste capitulo, apresentamos
um modelo de formulario para o envio de amostras clinicas ou iso-
lado bacteriano para o LR.

e Disponibilizar, periodicamente, relatérios para a CGLAB da visitas técnicas rea-
lizadas,

e Disponibilizar, periodicamente, relatérios técnicos e de gestao paraa CGLAB
com as informagoes relativas as atividades laboratoriais realizadas para tu-
berculose, obedecendo cronograma definido.

Os LRE/LACEN sio os laboratérios com drea geogréfica de abrangéncia estadual com

as seguintes competéncias:

e Coordenar a rede estadual de laboratdrios publicos e privados que realizam a
vigilancia laboratorial de interesse dos PCT.

e  Assessorar, acompanhar e avaliar as atividades laboratoriais executadas na rede
de vigilancia laboratorial da tuberculose.

e Desenvolver e realizar técnicas de maior complexidade, bem como dar suporte
técnico aos LRM, LL e LE, promovendo as condicoes técnicas e operacionais na
execucdo das agdes.

e  Coordenar o fornecimento e a producdo de insumos (fitas para a prova de niaci-
na, meios de cultura, etc.) para a rede de vigilancia laboratorial da tuberculose.

e Assessorar a CGLAB na elabora¢do e promo¢do de um programa de educagio
continuada de recursos humanos para o desenvolvimento da credibilidade e
confiabilidade laboratorial, estimulando parcerias com os laboratérios integran-
tes do SUS e com centros formadores de recursos, visando a melhoria da quali-
dade do diagndstico laboratorial da tuberculose.

e  Realizar visitas técnicas aos LRM, LL e LE.

e  Participar dos encontros, semindrios e oficinas para avaliacdo e programacao das
atividades da rede de vigilancia laboratorial de interesse dos PCT.

e  Participar da elaborac¢do de protocolos do sistema de avaliagdo externa da quali-
dade para os testes de baciloscopia, cultura e teste de sensibilidade.

e  Participar da realizagdao das Avaliacdes Externas da Qualidade.

e  Participar na elaboragao e revisiao de documentos técnicos relacionados a vigi-
lancia laboratorial da tuberculose.
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Executar supletiva e complementarmente exames de menor complexidade.
Realizar procedimentos laboratoriais de maior complexidade.

Encaminhar ao LRR, conforme descrito nos Capitulos 3 e 5, as amostras para
complementac¢do do diagnostico, isolados bacterianos inconclusivos ou que ne-
cessitam identificagdo de espécie, bem como aqueles isolados que se destinam ao
controle de qualidade.

ATENCAO: No item 1.9.1 do anexo deste capitulo, apresentamos
um modelo de formulario para o envio de amostras clinicas ou iso-
lado bacteriano para o LR.

Realizar controle de qualidade da rede estadual.

Habilitar, observada a legislacdo especifica a ser definida pelos gestores nacio-
nais da rede, os laboratdrios que serdo integrados a rede estadual, informando a
CGLAB.

Disponibilizar, periodicamente, relatérios ao LRN, LRR e a CGLAB da visitas
técnicas realizadas.

Disponibilizar, periodicamente, relatérios técnicos e de gestdo ao PCT e a CGLAB
com as informacdes relativas as atividades laboratoriais realizadas para tubercu-
lose, obedecendo cronograma definido.

Os LRM sao unidades laboratoriais, com drea geografica de abrangéncia municipal,

com as seguintes competéncias:

Coordenar a rede municipal de laboratdrios publicos e privados que realizam a
vigilancia laboratorial de interesse dos PCT.

Assessorar, acompanhar e avaliar as atividades laboratoriais executadas na rede
de vigilancia laboratorial da tuberculose.

Participar dos encontros, semindrios e oficinas para avalia¢do e programagao das
atividades da rede de vigilancia laboratorial de interesse dos PCT.

Realizar visitas técnicas aos LL.

Participar das Avalia¢des Externas da Qualidade.

Realizar baciloscopia.

Obs.: No caso de municipios com de 500.000 habitantes ou mais, realizar além da
baciloscopia, a cultura, buscando as condi¢des descritas nos Capitulos 3 e 7, com
0 apoio técnico-operacional do LRE/LACEN.

Encaminhar ao LRE/LACEN, conforme descrito nos Capitulos 3 e 5, as amostras
para complementacdo do diagndstico, isolados bacterianos inconclusivos ou que
necessitam identificagdo de espécie e teste de sensibilidade, bem como as bacilos-
copias e os isolados que se destinam ao controle de qualidade.
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ATENCAO: No item 1.9.1 do anexo deste capitulo, apresentamos
um modelo de formulario para o envio de amostras clinicas ou iso-
lado bacteriano para o LR.

e  Habilitar, observada a legislacdo especifica a ser definida pelos gestores nacionais
da rede, os laboratérios que serdo integrados a rede municipal, informando ao
LRE/LACEN.

e Disponibilizar, periodicamente, relatérios ao LRE/LACEN da visitas técnicas
realizadas.

e Disponibilizar, periodicamente, relatérios técnicos e de gestao ao PCT e ao LRE/
LACEN com as informagdes relativas as atividades laboratoriais realizadas para
tuberculose, obedecendo cronograma definido.

Os LL sao unidades laboratoriais que integram a rede estadual ou municipal de labo-

ratérios que realizam exames de interesse dos PCT, com as seguintes competéncias:

e  Coletar amostra para o diagndstico, cultura e teste de sensibilidade para tubercu-
lose, respeitando sua capacidade técnica instalada.

e  Realizar baciloscopia.

e  Participar das Avaliagdes Externas da Qualidade.

e  Encaminhar ao respectivo LRM ou ao LRE/LACEN, conforme descrito nos
Capitulos 3 e 5, as amostras para complementacio do diagndstico, cultura e teste
de sensibilidade e as baciloscopias que se destinam ao controle de qualidade.

ATENCAO: No item 1.9.1 do anexo deste capitulo, apresentamos
um modelo de formulario para o envio de amostras clinicas ou iso-
lado bacteriano para o LR.

e Disponibilizar, periodicamente, relatdrios técnicos e de gestao ao LRM com as
informagdes relativas as atividades laboratoriais realizadas para tuberculose,
obedecendo cronograma definido.

Os LF sao unidades laboratoriais com as seguintes competéncias:

e  Participar das Avaliagoes Externas da Qualidade.

e  Realizar baciloscopia e cultura.

e  Encaminhar ao LRE/LACEN as amostras, conforme descrito nos Capitulos 3 e
5, para complementa¢io do diagnoéstico, isolados bacterianos inconclusivos ou
que necessitam de identificacdo de espécie e teste de sensibilidade, bem como as
baciloscopias e os isolados que se destinam ao controle de qualidade.
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ATENCAO: No item 1.9.1 do anexo deste capitulo, apresentamos
um modelo de formulario para o envio de amostras clinicas ou iso-
lado bacteriano para o LR.

e  Auxiliar nas atividades desenvolvidas pelos LRE/LACEN.

e Colaborar no cumprimento dos Acordos Internacionais, na drea de preven-
¢do e controle da tuberculose.

e  Disponibilizar, periodicamente, relatérios técnicos e de gestao ao LRE/LACEN
com as informagdes relativas as atividades laboratoriais realizadas para tubercu-
lose, obedecendo cronograma definido™”'.

1.5 Capacitacao, visita técnica

Uma das metas do PNCT é aumentar o niumero dos sintomdticos respira-
térios (SR) examinados através da baciloscopia ou cultura. Sabe-se que para o
cumprimento dessa meta é necessdrio investimento constante na qualificacao dos
servicos laboratoriais e na capacitagdo de recursos humanos (RH), de modo a
ampliar a capacidade de diagnéstico e intensificar a busca de SR.

1.5.1 Capacitacao

Profissionais capacitados e motivados sdo fundamentais para o adequado de-
sempenho do laboratério. E crucial também que eles estejam conscientes do papel
que desempenham para que possam ser parceiros no controle da tuberculose.

No Brasil, a CGLAB, em conjunto com o PNCT, tem realizado cursos e ofici-
nas, com o objetivo de capacitar e sensibilizar os profissionais de laboratério para
a utilizagdo de indicadores na analise dos dados laboratoriais gerados. A avaliagao
é um processo critico-reflexivo, continuo e sistemdtico e esse processo, se desen-
volvido integrado as praticas do cotidiano dos servigos, fortalece a integracao oti-
mizando o uso dos recursos publicos. A avaliagdo pode ser usada, também, como
ferramenta para a tomada de decisdo no Ambito da gestio.

1.5.1.1 Capacitacao para os LL

As capacitagoes técnicas voltadas para os LL devem abordar a relevancia da bacilosco-
pia para o diagnoéstico e o controle de tratamento da tuberculose, nogoes de sistema
métrico para que possam utilizar adequadamente os equipamentos, nog¢des de biosse-
guranca e de qualidade; além dos conceitos de assepsia e esterilizacdo. Os profissionais
devem receber ainda orienta¢do para:

e  Forma de transmissdo da doenga.

e  Coleta, armazenamento e transporte das amostras clinicas.
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e  Baciloscopia direta: preparacao do esfregaco, inclusive numeragao da lamina e
escolha da particula purulenta do escarro; fixagdo; coloracio, descoloragio e co-
loragao de fundo pelo método de Ziehl-Neelsen.

e  Procedimentos para o Controle de Qualidade Interno da Baciloscopia.

e  Uso do microscépio para a leitura microscépica.

e Emissdo do resultado no formuldrio de Solicitacdo e Resultado de Exame —
Baciloscopia e registro dos dados no Registro de Baciloscopia. Modelos destes
formuldrios sdo apresentados, respectivamente, nos itens 1.9.2 e 1.9.3 dos anexos
desse capitulo.

ATENCAO: O resultado da baciloscopia deve ser emitido no maximo
em 24 horas.

e Manuten¢ao de microscépio.

e Limpeza e conservagao das laminas para o Controle de Qualidade Externo.

e  Procedimentos de envio ao LRE/LACEN das amostras para complementac¢ao do
diagndstico, cultura e teste de sensibilidade, bem como as baciloscopias que se
destinam ao controle de qualidade.

e  Procedimento de desinfeccio e esterilizagdo de material contaminado.

e  Medidas de segurancga para a manipula¢do de escarro.

e Identifica¢do de problemas que possam ocorrer durante a realiza¢do e leitura da
baciloscopia.

e  Planejamento e controle de estoque dos insumos e reagentes do laboratério.

Os cursos para os LL devem ser organizados e conduzidos pelo LRE/LACEN, em
parceria com o LRM (quando houver), para no méximo 10 profissionais por curso'.
O suporte financeiro e técnico deve ser dos gestores estaduais e nacionais e dos LRR e
LRN. O ntimero de treinandos deve ser calculado com base no espago do laboratério,
nos insumos a serem utilizados e nos microscépios disponiveis. Em média, é necessa-
rio um microscépio para cada dois treinandos'. O contetido tedrico deve ser ministra-

do pelo LRE/LACEN em parceria com o PCT e com o LRM, quando houver.
1.5.1.2 Capacitacao para os LF

As capacitagoes técnicas voltadas para os LF devem abordar a relevancia da bacilosco-
pia para o diagndstico e o controle de tratamento da tuberculose, no¢des de sistema
métrico para que possam utilizar adequadamente os equipamentos, no¢des de biosse-
guranca e de qualidade; além dos conceitos de assepsia e esterilizagdao. Os profissionais
devem receber ainda orientagio para:

e Forma de transmissdo da doenca.
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e  Coleta, armazenamento e transporte das amostras clinicas.

e  Baciloscopia direta: preparacio do esfregaco, inclusive numeragdo da lamina e
escolha da particula purulenta do escarro; fixagao; colorag¢ao, descoloragdo e co-
lora¢do de fundo pelo método de Ziehl-Neelsen.

e  Baciloscopia apds concentragao da amostra clinica.

e  Cultura e identificagio do Complexo M. tuberculosis

e  Procedimentos de controle de qualidade interno.

e Uso e manutenc¢do dos equipamentos.

e  Uso do microscépio para a leitura microscépica.

e Emissdo do resultado no formuldrio de Solicitacdo e Resultado de Exame —
Baciloscopia e registro dos dados no Registro de Baciloscopia. Modelos desses
formuldrios sdo apresentados, respectivamente, nos itens 1.9.2 e 1.9.3 dos anexos
desse capitulo.

e Emissdo do resultado no formuldrio de Solicitagdo e Resultado de Exame —
Cultura de Teste de sensibilidade e registro dos dados no Registro de Cultura e
Teste de Sensibilidade. Modelos destes formuldrios sao apresentados, respectiva-
mente, nos itens 1.9.4 e 1.9.5 dos anexos desse capitulo.

e Manuten¢ao de microscopio.

e Limpeza e conservagao das laminas para o Controle de Qualidade Externo.

e  Procedimentos de envio ao LRE/LACEN das amostras para complementacio do
diagndstico, isolados bacterioldgicos inconclusivos ou que necessitam de identi-
ficagdo de espécie, bem como as baciloscopias e os isolados que se destinam ao
controle de qualidade.

e  Procedimento de desinfeccio e esterilizagdo de material contaminado.

e  Medidas de seguranga para a manipula¢ao de escarro.

e Identifica¢do de problemas que possam ocorrer durante a realiza¢do e leitura da
baciloscopia.

e  Planejamento e controle de estoque dos insumos e reagentes do laboratdrio.

e  Preparagio dos reagentes para o método de Ziehl-Neelsen.

e  Preparac¢do dos reagentes para todas etapas da cultura.

e  Preparagdo de meios de cultura.

e  Biosseguranga.

Os cursos para os LF devem ser organizados e conduzidos pelo LRE/LACEN em
parceria com o LRM (quando houver), para no maximo 10 profissionais por curso'.
O suporte financeiro e técnico deve ser dos gestores estaduais e nacionais, e dos LRR e
LRN. O nimero de treinandos deve ser calculado com base no espago do laboratdério,
nos insumos a serem utilizados e nos microscépios disponiveis. Em média, é necessa-
rio um microscépio para cada dois treinandos'. O conteddo tedrico deve ser ministra-

do pelo LRE/LACEN em parceria com o PCT e com o LRM, quando houver.
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1.5.1.3 Capacitacao para os LRE/LACEN e LRM
As capacitagdes voltadas para o LRE/LACEN e LRM devem atender as necessida-
des técnicas e dar suporte para o execugdo das fun¢des de coordenadores de rede.

O contetido do curso deve cobrir:

e Informacdo sobre normas e principios do SUS, PCT, estratégia do tratamento
supervisionado.

e  Funcgdes da rede de laboratérios de tuberculose: emissao de relatérios, protocolo
de visita técnica, protocolo de Controle de Qualidade Interno e Externo.

Metodologia técnica:

1) Métodos de Execu¢ao do Esfregaco para Baciloscopia Direta e Baciloscopia apds
Concentra¢dao da Amostra Clinica.

2) Baciloscopia corada pelo Método da Fluorescéncia com Auramina O, como mé-
todo alternativo e se o laboratério ja possui microscépio de fluorescéncia.

3) Cultura para micobactérias.

4) Identificagdo do Complexo M. tuberculosis.

5) Preparac¢ao de reagentes, corantes e meios de cultura.

6) Procedimento para o Controle de Qualidade Interno.

7) Uso e Manutencdo de Equipamentos.

8) Biosseguranga.

9) Avaliacao Externa da Qualidade.

Metodologia técnica especifica para LRE/LACEN:

1) Teste de sensibilidade.

2) Preparagdo de reagentes e meios de cultura para o teste de sensibilidade pelo
método das proporgoes.

Conteudo de geréncia:

1) Organiza¢ao do treinamento em Baciloscopia direta corada pelo método de
Ziehl-Neelsen.

2) Roteiro da visita técnica aos LL e LF; e a0 LRM (quando for o caso).

3) Programa de Controle Externo da Qualidade da Baciloscopia.

4)  Organizac¢io do fluxo de lAminas para o controle de qualidade, amostras clinicas
e isolados bacterianos.

5) Planejamento, aquisi¢do e controle de insumos, reagentes e equipamentos.
A CGLAB em parceria com o PNCT, LRN e LRR devem organizar e ministrar os

cursos para os LRE/LACEN e LRM. Esses cursos devem ter a duragdo de trés ou mais

semanas’.
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1.5.1.4 Capacitacao para os LRN e LRR

Os LRN e LRR devem receber contetido sobre assessoria técnica, planejamento e
geréncia de rede de laboratérios, além de contetido tedrico-pratico em métodos para
execugdo de testes de sensibilidade, vigilancia laboratorial, identificagdo de micobac-
térias, avaliacdo de atividades laboratoriais e metodologia para pesquisa operacional.
Eles podem ser capacitados dentro do pais ou em cursos internacionais promovidos
pela Organizacdo Mundial de Satide (OMS) ou pela Unido Internacional Contra Tu-
berculose e Doengas Pulmonares (UICTDP).

1.5.2 Visita técnica

A visita técnica consiste no processo mais adequado para observar as condi¢des
de um laboratério e as atividades técnicas nele desenvolvidas. Por ter um contato di-
reto, é mais efetivo e permite propor a¢des corretivas de acordo com os recursos e pos-
sibilidades locais. E imprescindivel que as visitas técnicas sejam realizadas de forma
programada, regular, periédica e que disponham de apoio e de recursos financeiros
dos gestores. Durante a visita, o avaliador deverd observar detalhadamente documen-
tos, condigdes técnicas, operacionais e de biosseguranca.

Essa atividade deve ser realizada durante o periodo de trabalho especialmente
quando hd mudangas de recursos humanos, de procedimentos, de local ou de equi-
pamento. A visita técnica permite a coleta de dados para o Programa de Controle Ex-
terno da Qualidade da Baciloscopia da Tuberculose e melhora o fluxo de informagéo
entre os laboratdrios.

Recomenda-se como rotina uma visita anual e, se necessario, uma freqiiéncia
maior.

O avaliador deve preparar e manter uma lista de verificagdo de requisitos opera-

cionais, técnicos e de indicadores fundamentais durante a visita técnica.

Lista de verificagdo operacional

e  Avaliar condigdes de infra-estrutura.

e  Verificar se a norma de prazo para emissdao dos resultados (especialmente os ca-
sos positivos) estd sendo seguida.

e  Verificar se as laminas estao guardadas apropriadamente para o controle externo
de qualidade.

e  Verificar se a equipe técnica foi capacitada para as técnicas especificas.

e  Avaliar a carga de trabalho em relagdo a disponibilidade de profissionais.

e  Verificar e avaliar a quantidade de baciloscopias realizadas e a propor¢do de
laminas positivas.

e  Verificar e avaliar a quantidade de culturas, pacientes investigados, quantida-
de de cultura para diagndstico.
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e  Verificar e avaliar isolados bacterianos enviados para teste de sensibilidade.
e  Verificar se os casos positivos notificados pelo laboratério constam dos regis-
tros da unidade de tratamento.
e  Verificar também os seguintes requisitos:
—  Possuir POP das técnicas e manuais de laboratoério.
—  Possuir insumos em quantidade e qualidade adequadas.
—  Possuir um planejamento para compra de insumos necessarios.
—  Possuir equipamentos (microscopio) em funcionamento apropriado.
—  Possuir um sistema de controle de qualidade interno.
—  Possuir normas de biosseguranca.
—  Possuir controle de saide peridédico dos profissionais.
—  Possuir registro de acidentes de trabalho.
—  Possuir e manter registros dos exames padronizados.
—  Possuir requisi¢do de exame padronizada.

Lista de verificacao técnica

e  Observar e avaliar os processos de preparac¢io de esfregaco, colora¢io e leitura.

e Assegurar que sejam feitos os controles de qualidade dos corantes.

e  Fazer releitura de algumas ldminas com o profissional do local, para avaliar a
qualidade do esfregaco, da coloracao e da leitura.

e  Revisar os resultados anteriores do CEQ por releitura, discutir sugestoes e reco-
mendagoes para a melhoria da qualidade.

Lista de verificagao de indicadores fundamentais

e  Quantas amostras foram realizadas por sintomadtico respiratério.

e  Qual a positividade da baciloscopia diagndstica.

e Qual o percentual de sintomaticos respiratérios com baciloscopia positiva.
e  Qual a positividade da baciloscopia total.

e  Qual o percentual de amostras com aspecto de saliva.

1.6 Administracao laboratorial e manutencao de registros
Um sistema de registro laboratorial fornece informagées que podem ser utiliza-
das para melhorar a geréncia dos PCT em todas as esferas de governo. A manuten¢ao
de registros dos materiais recebidos (amostras clinicas, isolados bacterianos ou la-
minas de baciloscopia), dos procedimentos laboratoriais, dos resultados de exames
e dos materiais enviados (amostras clinicas, isolados bacterianos ou laminas de ba-
ciloscopia) para os LR para realizacao de cultura, identificacao de espécie, teste de
sensibilidade e controle de qualidade, é essencial para o planejamento das estratégias
a serem utilizadas para o controle da doenca. A padroniza¢ao desses registros deve ser
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simples, pratica e limitada as informacgdes essenciais para facilitar a coleta, a compila-
¢do e avaliacdo das informacoes.

O laboratério deve possuir programa de manuten¢do preventiva para os equipa-
mentos necessarios a realizacdo dos exames, que atenda as recomendagdes dos fabri-
cantes e deve, também, possuir programa aprovado e implantado de calibracio/va-
lidagdo dos equipamentos e instrumentos de medi¢ao. Esses programas devem estar
documentados e disponiveis.

1.6.1 Procedimentos Operacionais Padrao (POP)

Todos os protocolos dos procedimentos de laboratério usados rotineiramente
devem ter sido publicados anteriormente em livro, manual ou periédico confidvel e,
todos, devem ser mantidos na bancada para serem consultados facilmente. Os proce-
dimentos devem ser escritos exatamente como realizados no laboratério e qualquer
mudanga deve ser conhecida e utilizada primeiramente pelo LR'.

ATENCAO: Os métodos apresentados neste manual devem ser utili-
zados pelos laboratérios da rede, de acordo com o Quadro 1 desse
capitulo e sua capacidade técnica instalada. Os métodos a serem
utilizados pelos laboratérios devem ser pactuados com os coor-
denadores da rede estadual e/ou nacional para um planejamento
adequado do suporte técnico-financeiro.

O laboratério deve ter instru¢des documentadas e disponiveis:

e  Para coleta, acondicionamento, conservagdo e transporte de amostras clinicas e
isolados bacterianos.

e  Com critérios para aceitagdo e rejeicdo de amostras clinicas e de isolados bacte-
rianos encaminhados.

e  Para o uso e manutencio de todos os equipamentos. Essas instru¢oes devem es-
tar aos lado do equipamento e devem ser claras para que todo profissional possa
operé-los.

e De biosseguranca relacionados com os processos de limpeza e desinfeccdo de
superficies e gerenciamento de residuos.

e  Para o caso de acidente com risco bioldgico.

1.6.2 Formularios de laboratoério

O formulério de solicitagdo e resultado de exame deve ser legivel e com infor-
macgoes suficientes para a identificagdo do laboratério, do solicitante, do paciente,
da amostra e dos métodos utilizados. Deve conter também datas (coleta, entrada no
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laboratério, da realizagdo dos ensaios e da emissdao do laudo), nome e assinatura dos
responsaveis por sua emissao.

Os formularios de solicitagdo e resultado de baciloscopia, cultura e teste de sen-
sibilidade; do controle de qualidade interno e externo; ou qualquer outro formuldrio
utilizado na rede de laboratérios deve ser padronizado; os modelos estdo disponiveis
nos anexos dos capitulos deste manual.

1.6.3 Registros laboratoriais

Alguns registros merecem atengao especial do responsavel pelo laboratério, especial-

mente os registros nos:

e  Sistema de informagdo com cadastramento univoco das amostras clinicas e iso-
lados bacteriano que garanta sua identificagdo e rastreabilidade durante toda a
sua permanéncia no laboratério. A CGLAB, em parceria com o DATASUS, vem
desenvolvendo o sistema informatizado Gerenciador de Ambiente Laboratorial
— GAL, especialmente para as doencas de interesse da saide coletiva como a tu-
berculose, com o objetivo de agilizar o fluxo de informagdes. No item 1.9.7 des-
te capitulo apresentamos a Requisi¢cdo de Exames do Sistema Gerenciador de
Ambiente Laboratorial — GAL.

e  Registro das manutengdes corretivas e preventivas realizadas em todos os equi-
pamentos do laboratério.

e  Livro de acidentes laboratoriais.

Este dltimo deve ser mantido pelo responsével do laboratério e deve conter detalhes
sobre os acidentes e as medidas necessdrias tomadas. Cada acidente de laboratério
deve ser relatado ao responsavel do laboratério e todos os detalhes registrados, ano-
tando os seguintes dados:
e Data do acidente.
e Nome da pessoa acidentada e de todas as pessoas presentes no laboratério no
momento do acidente.
e  Descricio do acidente.
e  Nuamero do registro da amostra clinica/isolado bacteriano envolvido.
e  Extensdo do ferimento.
e Acompanhamento das medidas tomadas ap6s a realiza¢do dos exames na pessoa
acidentada.
O responsével do laboratdrio e a pessoa acidentada devem assinar o registro no
livro'.
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1.7 Monitoramento da saude dos profissionais

A transmissdo da tuberculose é um risco reconhecido para os profissionais de
laboratério e a infec¢do pelo virus do HIV facilita essa transmissao. A maioria das
pessoas ndo desenvolve a doenga depois da infec¢ao, desde que elas sejam imuno-
competentes.

Para o estabelecimento de uma infec¢ao suficiente para produzir doenga, a
exposicao deve ser proxima e prolongada. Alguns fatores como: higienizagdo de-
ficiente e negligéncia com as medidas de seguranga, quando presentes no labora-
tdério, aumentam a probabilidade da transmissdo da infec¢ao, enquanto fatores
que afetam a imunidade do individuo (por exemplo: HIV, diabetes, cincer, uso
abusivo de dlcool) aumentam a probabilidade o desenvolvimento da doenga.

Os profissionais do laboratério de tuberculose devem ser selecionados cui-
dadosamente. Eles devem ser mental e psiquicamente capaz'. Devem aderir as
medidas de seguranca e ser acompanhados por um programa de vigilancia pelo
qual seu status de satide é monitorado regularmente.

1.7.1 Programa de monitoramento de doencas para profissionais de
laboratorio
Cada profissional deve ter um arquivo confidencial de monitoramento de
doenca no qual os procedimentos de triagem para tuberculose, tanto quanto de
outras doencas, devem ser registrados. Os elementos de um programa de monito-
ramento de doenga incluem o seguinte:

1.7.1.1 Perfil pré-admissao e linha de base na admissao dos
profissionais de laboratério

Um questiondrio padrao de satide deve ser preenchido para cada profissional.
Esse questiondrio deve relatar infec¢ao ou doenga prévia de tuberculose, status da
vacinag¢do pela BCG, fatores de saide que podem comprometer a susceptibilidade
a tuberculose e contato prévio com caso confirmado de tuberculose. Um modelo
de questiondrio é apresentado no item 1.9.6 dos anexos deste capitulo.

Para a linha de base deve ser realizado um raio X de térax e uma Reacdo de
Mantoux - RM também conhecida como Teste Tuberculinico ou PPD. Se o resul-
tado da RM for: forte reator, com enduragao > 15 mm e, o profissional apresentar
sintomas sugestivos de tuberculose, ele deve ser avaliado clinica e microbiolo-
gicamente. Devem ser coletadas duas amostras de escarro em dias sucessivos e
investigados por baciloscopia e/ou cultura para tuberculose.

O teste para HIV confidencial com aconselhamento (pré e pds-teste) deve
ser oferecido para todos os profissionais do laboratério. Nao é recomendada a
revacinagao com BCG como prevengao para tuberculose nos profissionais de la-
boratério'.
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1.7.1.2 Monitoramento trimestral de saude

Os profissionais de laboratério devem declarar, trimestralmente, as informa-
¢ao de seu status de satide em um formulario que contenha perguntas especificas
relacionadas aos sinais e sintomas de tuberculose. Isso inclui tosse por mais de trés
semanas, perda de peso, anorexia, suores noturnos e outros episédios de infeccao
respiratéria nas dltimas semanas.

O peso dos profissionais também deve ser registrado trimestralmente e, se houver
uma perda maior do que 10% sem motivo conhecido, com relagao ao trimestre ante-
rior, deverd ser realizada uma investigacio clinica e microbiolégica para tuberculose.

Um modelo Monitoramento Trimestral de Satide é apresentado no item
1.9.6 dos Anexos deste capitulo e podera ser utilizado como monitoramento tri-
mestral do estado de satide dos profissionais de laboratério.

1.7.1.3 Monitoramento de pds-exposicao

Ap6s um acidente no laborat6rio, o monitoramento trimestral deve ser alte-
rado. O profissional deve ser monitorado clinicamente. Oito semanas depois da
exposicao, um raio X de térax deve se realizado. Junto deve ser realizada uma RM
nos casos onde a RM realizada na linha de base tenha apresentado uma enduragao
com diametro < 10 mm.

1.8 Referéncias

1.  WHO/World Health Organization. Laboratory services in tuberculosis control. Part I.
Organization and Management. WHO/TB/98.258. Geneva, Switzerland. 1998.

2. BRASIL. Ministério da Satde. Secretaria de Vigilancia em Satide. Departamento de
Vigilancia Epidemioldgica. Geréncia de Rede de Laboratérios de TB. Brasilia. 2004

3. BRASIL. Ministério da Sadde. Secretaria da Assisténcia a Satide. Departamento de
Descentralizagdao da Gestao da Assisténcia. Manual de Apoio aos Gestores do SUS —
Organizagio da Rede de Laboratérios Clinicos. Brasilia. 2002.

4. BRASIL. Lei Organica da Sadde, LOS 8080. Brasilia. 1990

5.  BRASIL. Ministério da Saide. Secretaria da Assisténcia a Satide. Norma Operacional
de Assisténcia a Satide — NOAS. Brasilia. 2002.

6. BRASIL. Ministério da Sadde, Secretaria da Assisténcia a Satide, Departamento de
Descentralizagdo da Gestdo da Assisténcia. Posto de Coleta. Brasilia. 2002.
BRASIL. Ministério da Saude. Portaria 2031 — Gabinete Ministerial. Brasilia 2004.
BRASIL. Ministério da Satde. Secretaria de Vigilancia em Sadde. Portaria 70. Brasilia.
2004.

9. BRASIL. Ministério da Satde. Portaria 2606 — Gabinete Ministerial. Brasilia. 2005.

10. OPAS/Organizacion Panamericana de la Salud. Draft de Normas Para el Diagnostico
Bacterioldgico de la Tuberculosis Parte 1I. Cultivo. Argentina. 2007.

Secretaria de Vigilancia em Saude/MS 35



Capitulo 1 - Organizagao e Geréncia da Rede de Laboratérios de Tuberculose

1.9 Anexos do capitulo

1.9.1 Formulario para o envio de amostras clinicas ou isolado
bacteriano para o LR

Ministério da Saude Formulario para o Envio de Amostras Clinicas
4 Secretaria de Vigilancia em Saude ou Isolados Bacterianos para o LR

A informagao solicitada neste formulario é a minima necessaria para o LR manter contato com o laboratério que enviou a amostra clinica ou
cultura e ter condicoes de escolher a dologia mais ad da a ser utilizada no isol ou na identificacdo da espécie ou no teste de
sensibilidade. A falta de informacgao pode levar a nao utilizacao da | la para o caso em questao e com isso aumentar o tempo
de emisséao do resultado.

PROCEDENCIA
Instituicao: Ndmero do CNES:
Endereco: Telefone/Fax:
Nome do Paciente: Género:
D Masculino D Feminino

Profissao:

Data de Nascimento: Idade atual: Procedéncia do Paciente:

/. /. R D Ambulatdrio D Hospital D Consultério
DADOS CLiNICOS DO PACIENTE

Teste ID com PPD (Mantoux):

D Reator Forte D Reator Fraco
D N&o Reator D N&o Realizado
D Paciente com Tratamento Prévio para TB D Paciente sem Tratamento Prévio para TB

TRATAMENTO PREVIO PARA TB

Esquema Ano Desfecho

D Cura D Abandono D Recidiva D Faléncia
D Cura D Abandono D Recidiva D Faléncia
D Cura D Abandono D Recidiva D Faléncia

FATORES PRE-DISPONENTES PARA MICOBACTERIOSES

Doenca pulmonar obstrutiva e/ou destrutiva:

D micose curada D tuberculose curada D bronquite crénica

D pneumoconiose D doenca maligna D silicose

D bronquiectasia D fibrose cistica

Estado de imunodeficiéncia:

D doenca maligna D diabetes D uso de drogas imunossupressoras
HIV/Aids:

D positivo D negativo D sem informagao

Doenca esofageana com regurgitagao:

D sim D nao

Utilizagao de procedimentos invasivos:

D prétese/implante D didlise

D transplante D injecoes e/ou pungdes repetidas
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Resumo da doenca:

D Amostra clinica. Qual:

MATERIAL ENVIADO

D Cultura. A partir de qual amostra clinica:

O resultado da baciloscopia da amostra clinica foi:

Namero de culturas realizadas:

Numero de cultura positivas:

12 cultura foi realizada em meio de cultura:

Houve desenvolvimento de

D sim D néo.

colonias em dias de incubagdo, com desenvolvimento de pigmento

22 cultura foi realizada em meio de cultura:

Houve desenvolvimento de

D sim D nao.

colonias em

dias de incubacao, com desenvolvimento de pigmento

32 cultura foi realizada em meio de cultura:

Houve desenvolvimento de

D sim D néo.

colonias em

dias de incubacao, com desenvolvimento de pigmento

Data:

Assinatura do Responsavel pelo envio:
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1.9.2 Formulario de solicitacao e resultado de exame — baciloscopia

Ministério da Satde

Secretaria de Vigilancia em Saude

Formulario de Solicitacao e

Resultado de Exame - Baciloscopia

Data de Entrada no Laboratério:

NUmero do CNES: N° Geral:
/ /
Unidade de Saude: Telefone: ()

Nome do Paciente: Género:
4 Masculino U Feminino
Data de Nascimento: Idade atual: Nome da mae:
/ /
Ndamero do Cartdo SUS:
Endereco completo:
Bairro: Municipio: CEP: Telefone: ()

Procedéncia do Paciente:

O Ambulatério

O Hospital

J Consultsrio

N° Prontuario:

Data da Coleta: | Amostra:

D Escarro

espontaneo

O Escarro induzido

[ outras Qual?

Diagnéstico

D 12 Amostra

SOLICITAgi\O - BACILOSCOPIA

D 22 Amostra

Controle de Tratamento

O 1o mes
O semes

O 20 mes
O 6°mes

O 3°mes
a més

3 4 mes

Data de solicitagao:

Nome do solicitante

Assinatura do solicitante

Laboratério Executor:

RESULTADO - BACILOSCOPIA

N° do Exame:

Data de Entrada no Laboratério:

/.

Data da realizagdo do Exames:

Metodo de Ziehl Neelsen

D Negativa

D Positiva (+++)

D de 1 a9 bacilos

D Néo realizada

D Positiva (+)

D Positiva (++)

Aspecto do Escarro:

] saliva

] Mucopurulento

(] sanguinolento

U Liquefeito

Observagoes:

Nome do responsavel pelo exame:

Data: /1

Assinatura do Responsavel pelo Exame:
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1.9.4 Formulario de solicitacao e resultado de exame - cultura para

micobactérias

Ministério da Saude
Secretaria de Vigilancia em Saude

Formulario de Solicitacao e Resultado de
Exame - Cultura para Micobactérias

Data de Entrada no Laboratério: N° CNES Ne Geral:

/ /
Unidade de Satde: Telefone:
Nome do Paciente: Género:

O Masculino [ Feminino

Data de Nascimento: Idade atual: Nome da mae:

/ /
Numero do Cartao SUS:
Endereco completo:
Bairro: Municipio: CEP: Telefone:

Procedéncia do Paciente:

J Ambulatorio

O Hospital

N° Prontuério

D Paciente com Tratamento Prévio para TB

D Paciente sem Tratamento Prévio para TB

Dependente
de Alcool

a

(] Diabético

GRUPO DE VULNERABILIDADE

a

Usudrio de

O Presidiario Drogas IV

Portador de
SIDA/Aids

Portador de
Fibrose Cistica

Q Q

[ Portador de outra Imunudeficiéncia qual:

Escarro

X Escarro
espontaneo

induzido

AMOSTRA CLINICA

D Outra

Via de Obtengao:

Aspecto do Escarro:

4 saliva

O Mucopurulento

O sanguinolento

O Liquefeito

Data da Coleta:

/ /

N° de amostras:

Controle de

Investigacao
Tratamento

Diagnéstica

Q Q

SOLICITAGAO - CULTURA

D Identificacao da Espécie

D Teste de Sensibilidade

D 12 Amostra D 22 Amostra

3 1o mes O 20 mes

O 3°mes ‘ O 40 mes

5° més 6°més
d d

d més

Critério para Teste de Sensibilidade:
(4 raléncia

D Contato com TB Resistente

[ Abandono

[ Recidiva

A co-infeccao

Responsavel:

Instituicao:

Telefone: ()
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RESULTADO - CULTURA

Laboratério Executor: Data da Realizagao do Exame::
/ /
Cultura pelo método:
O convencional em L a Ega\gﬁncional Ogawa- [ Automatizado [ semi-automatizado
Cultura:
L Negativa U contaminada [ Néo Realizada [ Positiva

Identificacao da Espécie pelo método:

[ Fenotipico 3 Molecular

Resultado Preliminar da Identificacdo pelo Método Fenotipico

(L) Houve crescimento de colénias sugestivas do Complexo M. tuberculosis

(] Houve crescimento de coldnias sugestivas de Micobactérias N&o causadoras de Tuberculose (MNT)

[ Teste de sensibilidade em andamento [ identificacao conclusiva em andamento

Resultado da Identificacao da Espécie: Mycobacterium

Teste de Sensibilidade as Drogas pelo método:

] Proporcses [ Por outro método. Qual:

Drogas Isoniazida Rifampicina Etambutol Estreptomicina
RESULTADO

Legenda drogas: Isoniazida=I=INH; Rifampicina=R=RMP; Etambutol=E=EMB; Estreptomicina=S=SM
Legenda Resultado: Sensivel=S; Resistente=R

Teste de Sensibilidade Nao Realizado:

O cultura Invidvel [ cultura Contaminada  [_] Exame Solicitado fora (] Teste Realizado com
dos critérios outra Cepa num
Periodo Inferior a 3
meses
Observagdes:
Data: /I Nome do Responsavel pelo Exame: Assinatura:
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1.9.7 Requisicao de exames do sistema gerenciador de ambiente

laboratorial — GAL

Republica Federativa do Brasil
istério da Saude

Unidade de Satide (ou outra fonte)*

Gerenciador de Ambiente Laboratorial

CNES

I I |

UF* r Municipio de Atendimento*

I

ReGuisic o)

Nome do Profissional de Saude*

Registro

Nome do Paciente*

Data de Nascimento*

C

Codigo IBGE ‘

(ou)lnade D
1-Hora 2-Dia
3-Més 4-Ano

M - Masculino  F - Feminino | - Ignorado

Gestante
1-1°Trimestre 2 -2° Trimeste 3 - 3° Trimestre
4 - |dade gestacional ignorada 5 -N&o 6 - N&o se aplica 9 - Ignorado

1] Nimero do Cartéo SUS

r Nome da Mae

Logradouro (rua, avenida,

Prciente

‘ F] Complemento (apto, casa

Numero ‘ Ponto de Referéncia

‘ F Bairro

Municipio de Residéncia*

I I I

‘ FDDD Telefone
L1 | Ll |

1 - Urbana 2 - Rural
3 - Periurbana 9 - Ignorado

‘ F Pais (se residente fora do Brasil)*

4] Data de Sollc\taqéo'

‘ ’2__5_| Data dos Primeiros Sintomas*

Tratamento

I8

1-Dia  2-Semana
3-Més 4-Ano 9-

1-Suspeito 2 - Comunicante
3 - Acompanhamento 9 - Ignorado

ﬁ Caso*

Ignorado

Etapa de Tratamento

O paciente tomou vacina? Data da ultima dose ministrada

Cédigo IBGE ‘

1-Pré  2-Tratamento 3 - Re-tratamento 1.Sim 2-Ndo 9-Ignorad
4 - Avaliagao de resisténcia 9 - Ignorado -Sim 2-Nao 9 -lIgnorado ) ) L
B2 ek} T
;i : : Amostra* Usou antibiético antes
Exame Solicitado* Material Enviado* 3 0a aa g Data da coleta*
(19,22, 3% 4%) da data da coleta?
1-Sim 2-Nao 9-Ignorado
| | I
1-Sim 2-Nao 9-Ignorado
| | I
‘ ‘ ‘ ‘ 1-Sim 2-N&o 9-Ignorado
| | I
=
(=)
g 1-Sim 2-Nao 9-Ignorado
| | I
‘ ‘ ‘ ‘ 1-Sim 2-Nao 9-Ignorado
|| L L L1
Agravo/Doenga* cIb 10* ‘ N“ Notificagao SINAN* ‘ Fomade Notificagao* ‘
I I | | ‘ | ‘ I
% Unidade de Satde Notificante* CNES* ‘
@ ‘ Y |

F ‘ Fj Municipio de Notificagéo*

Dados Clinicos/Laboratoriais

hﬂdos Complementares |
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Gerenciador de Ambiente Laboratorial - GAL
INSTRUCOES PARA PREENCHIMENTO

FICHA DE REQUISIGAO DE EXAME

Campo

Descricao

01

Nome completo e sem abreviagdes da Unidade de Saude ou outra fonte que solicita exame (s) a rede de laboratérios
ou numero do Cadastro Nacional dos Estabelecimentos de Saude — CNES . CAMPO OBRIGATORIO

02

Sigla da Unidade de Federacdo da Unidade de Saude ou outra fonte responséavel pela solicitagdo de exame (s).
CAMPO OBRIGATORIO

03

Nome do municipio de atendimento da Unidade de Saude ou outra fonte responsavel pela solicitagéo de exame (s) ou o
codigo do IBGE correspondente. CAMPO OBRIGATORIO

04

Nome completo do profissional de saude responsavel pela solicitagdo de exame (s) e nimero do registro profissional ou
matricula. CAMPO OBRIGATORIO

05

Assinatura do profissional de saide responsavel pela solicitagdo de exame (s).

06

Nome completo e sem abreviagéo do paciente. CAMPO OBRIGATORIO

07

Data de nascimento do paciente. CAMPO OBRIGATORIO

08

Idade do paciente. Este campo deve ser preenchido somente se a data de nascimento for desconhecida (Ex. 10 dias =
10 D; 3 meses = 3 M; 26 anos = 26 A). Se o paciente ndo souber informar sua idade, anotar a idade aparente.

09

Sexo do paciente. CAMPO OBRIGATORIO

Situagéo gestacional. Sendo o paciente do sexo feminino, informar o periodo gestacional em que a paciente se
encontra no momento da ocorréncia do agravo/doenga. Sendo o paciente do sexo masculino, informar a opgéo 6 — ndo
se aplica.

11

Numero do Cartdo Nacional de Saude. Caso o paciente possua, informar o numero do Cartdo SUS.

12

Nome completo e sem abreviacdes da mée do paciente.

13

Logradouro (Rua, Avenida) de residéncia do paciente.

14

Dados complementares, por exemplo, apartamento, casa, da residéncia do paciente.

15

Numero (apartamento, casa) da residéncia do paciente.

16

Ponto de Referéncia para auxiliar na localizagéo da residéncia do paciente.

17

Bairro de residéncia do paciente.

18

Unidade de Federagdo de residéncia do paciente. CAMPO OBRIGATORIO

19

Municipio de residéncia do paciente ou codigo do IBGE correspondente. CAMPO OBRIGATORIO

20

CEP - Cddigo de enderegcamento postal do logradouro (avenida, rua, travessa, etc) - da residéncia do paciente.

21

Telefone para contato com o paciente, com DDD.

22

Classificagédo da zona de residéncia do paciente.

23

Pais de residéncia do paciente. Se residente fora do Brasil preenchimento do CAMPO OBRIGATORIO

24

Data da solicitagdo do exame (s). CAMPO OBRIGATORIO

25

Data dos primeiros sintomas — data que surgiram os primeiros sintomas no paciente. CAMPO OBRIGATORIO

26

Classificagéo da definicdo de caso. Suspeito - Diagndstico; Comunicante; Acompanhamento — Controle ou Ignorado.
CAMPO OBRIGATORIO

27

Tratamento — tempo de tratamento que o paciente encontra-se na data da solicitagdo do exame (s). Preenchimento em
numero + orientagdo de Dia, Semana, Mé§, Ano, por exemplo: 12 D corresponde a 12 dias, 3 M que corresponde
em 3° més. PREENCHIMENTO OBRIGATORIO PARA CASO DE ACOMPANHAMENTO.

28

Etapa de Tratamento — corresponde a etapa em que o paciente encontra-se na data da solicitagdo do exame (s)
podendo ser: Pré - sem tratamento; Tratamento — sob medicacéo; Re-tratamento — iniciado novamente o tratamento ou
troca de esquema de tratamento; Avaliagdo de resisténcia — paciente com resultados laboratoriais sugestivo de
resisténcia. PREENCHIMENTO OBRIGATORIO PARA CASO DE ACOMPANHAMENTO

29

Apo6s verificar documentagdo/caderneta, se o paciente ja foi vacinado contra o agravo/doenga suspeito ou confirmado
conforme solicitacdo de exame (s).

30

Informar a data da Ultima dose da vacina contra agravo/doenga suspeita ou confirmado que o paciente tomou. ex:
20/10/2007.

31

Informar o (s) exame (s) laboratorial (is) solicitado (s) para paciente. CAMPO OBRIGATORIO

32

Informar o (s) tipo (s) de material (is) enviado (s) para o (s) exame (s) solicitado (s) para o paciente. CAMPO
OBRIGATORIO

33

Informar o nimero da (s) amostra (s) coletada (s) para o paciente. CAMPO OBRIGATORIO

34

Informar a data em que a (s) amostra (s) foi (ram) coletada (s). CAMPO OBRIGATORIO

35

Informar se o paciente na data de coleta usou antibiético ou medicacéo.

36

Informar o nome do agravo/doenga ou cédigo correspondente estabelecido pelo SINAN (CID 10) que foi notificado.
PREENCHIMENTO OBRIGATORIO PARA CASOS JA NOTIFICADOS

37

Preencher o nimero da notificagdo atribuido pela unidade de saude ou outra fonte para identificagdo do caso no
SINAN. PREENCHIMENTO OBRIGATORIO PARA CASOS JA NOTIFICADOS

38

Informar no campo de data da notificagéo a data de preenchimento da ficha de notificagdo SINAN. PREENCHIMENTO
OBRIGATORIO PARA CASOS JA NOTIFICADOS

39

Nome completo da Unidade de Saude, ou outra fonte que realizou a notificagéo e o codigo correspondente ao Cadastro
Nacional dos Estabelecimentos de Salde — CNES. PREENCHIMENTO OBRIGATORIO PARA CASOS JA
NOTIFICADOS

40

Sigla da Unidade de Federagdo da Unidade de Saude ou outra fonte que realizou a notificagdo no SINAN.
PREENCHIMENTO OBRIGATORIO PARA CASOS JA NOTIFICADOS

41

Nome completo do municipio onde esta localizada a unidade de sadde ou outra fonte notificadora que realizou a
notificagéo ou cddigo do IBGE. PREENCHIMENTO OBRIGATORIO PARA CASOS JA NOTIFICADOS

42

Dados complementares informar dados clinicos/ laboratoriais adicionais que auxiliaram no diagnéstico laboratorial.
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Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras Micobactérias

Siglas e defini¢coes
e BAAR - Bacilo Alcool-Acido Resistente
e  FN - Falso Negativo (s)
e  FP - Falso Positivo (s)
e AL- Amostragem de Lote
e PCEQB - Programa de Controle Externo da Qualidade da Baciloscopia
e LR - Laboratério de Referéncia
e LRN - Laboratério de Referéncia Nacional
e LRR- Laboratério de Referéncia Regional
e  LRE/LACEN - Laboratério de Referéncia Estadual/Laboratério Central de Sadde
Publica
e LRRE - Laboratério de Referéncia Regional dos Estados
e LL- Laboratério Local
e LF-Laboratério de Fronteira
e Laboratério Local: Laboratérios que realizam a baciloscopia e atendem a uma
drea geografica definida
e Laboratorio Avaliador (LA): Laboratdrio que realizard a releitura das laminas
dos laboratérios locais de sua drea de abrangéncia
e Sistema de Controle de Qualidade por Amostragem de Lote: sistema de contro-
le de qualidade por amostragem das laminas de baciloscopia baseado na produ-
¢do total trimestral de laminas por um laboratério em particular e na prevaléncia
estimada de laminas positivas
e  Teste de Proficiéncia (TP) — Historicamente cada organizagdo tem definido TP
diferentemente
— Uniao Internacional Contra Tuberculose e Doenc¢as Pulmonares
(UICTDP) — TP é a avaliagdo do desempenho do laboratério pela compara-
¢ao de resultados a partir de diferentes laboratérios. A UICTDP define que
a AEQ é uma expansdo do teste de proficiéncia
—  Organiza¢ao Mundial de Satide (OMS) — TP é o processo de envio de lami-
nas a partir do LR para o LL
— International Organization for Standartization (ISO) — TP é a determi-
na¢io do desempenho do laboratério por meio de comparagoes de testes
inter-laboratoriais
e Releitura de Laiminas — E a andlise, por parte do LA, das ldminas dos laboraté-
rios locais encaminhadas como parte do PCEQB. Este manual recomenda que a
releitura seja sempre cega
e Taxa de Positividade — Propor¢ao de laminas positivas encontradas em um la-
boratério entre todas as laminas examinadas (diagndstico e controle), em um

periodo de tempo definido
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e  Erro Maior — Este tipo de erro é considerado o mais critico e tem um potencial
alto de impacto no manejo do paciente e pode resultar no diagndstico incorreto
ou no manejo impréprio do paciente. Um erro maior pode indicar deficiéncia
técnica grosseira’

Um erro maior pode ser por FP e FN:

—  Erro Maior FP — E quando uma lamina negativa é confundida com uma
lamina positiva +, ++ e +++!

—  Erro Maior FN - E quando uma lamina positiva +, ++ ou +++ é confundi-
da com uma ldmina negativa’

e  Erro Menor — Na pratica clinica este erro pode ter algum impacto no manejo
do paciente. Entretanto para a proposta de avaliacao do desempenho do labora-
tério, este tipo de erro é considerado irrelevante, por causa das limitagoes ine-
rentes na detec¢do de bacilos em materiais paucibacilares que podem nio estar
distribuidos igualmente na lamina. Entretanto, freqiientes erros menores podem
indicar deficiéncias'
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2.1 Descricao

O Sistema de Garantia da Qualidade (SGQ), segundo recomenda¢des do Consen-
so Global publicado pela Association of Public Health Laboratories (APHL), Center
for Disease Control and Prevention (CDC), International Union Against Tuberculosis
and Lung Disease (IUATLD), Royal Netherlands Tuberculosis (KNCV), Research Ins-
titute of Tuberculosis, Japan (RIT) and World Health Organization (WHQO) em 2002,
é projetado para melhorar continuamente a confiabilidade e a eficicia dos servigos
de laboratério. Em relagdo a bacteriologia da TB, deve ser um sistema com o objetivo
de alcangar a qualidade técnica necessdria ao diagndstico laboratorial, fortalecendo
conhecimentos, desenvolvendo capacidade técnica e estimulando uma atitude res-
ponsavel frente ao trabalho, ndo devendo de maneira nenhuma ser confundido com
inspecdo ou fiscaliza¢io.

Para alcancar esse objetivo, é importante a organiza¢ao de uma rede de labora-
térios com capacidade de planejar e implementar tais atividades de SGQ. No Brasil,
a rede de laboratérios para o diagnéstico da tuberculose é composta do LRN, LRR,
LRE/LACEN, LRRE, LL e LF, conforme descrito no Capitulo 1.

O estabelecimento do SGQ requer uma seqiiéncia de atividades, tais como pla-
nejamento, avaliacdo da situac¢do, identificacdo das falhas que devem ser corrigidas de
forma prioritdria, estabelecimento de um programa de treinamento e suporte técnico
desenhado para corrigir estas falhas medindo o impacto do sistema. Os resultados de
cada seqiiéncia de atividade orientardo o desenho de um novo ciclo, sendo, portanto,
um processo interativo.

Uma avaliagdo pontual, em geral, é pouco esclarecedora e limitada, podendo ser
somente o reflexo de um acerto ou erro fortuito, de um momento de organiza¢io ou
desorganizacdo do laboratério, do bom ou mau funcionamento do equipamento. O
SGQ deve produzir resultados periédicos que permitam avaliar a tendéncia ao longo
do tempo dos pardmetros que qualificam a qualidade de trabalho. Os processos e ana-
lises do SGQ requerem aplica¢do de um método cientifico e cada novo método deve
ser validado antes de ser adotado. Diferentes estratégias tém sido propostas para o
controle dos métodos, podendo ser utilizadas combinadas ou separadas em distintos
momentos ou diferentes regides segundo as possibilidades que existam e as informa-
¢des que se deseja obter.

O SGQ é basicamente um processo educativo e motivador cujo éxito se baseia na
aceitagdo pelos integrantes da equipe de satide de sua responsabilidade frente a comu-
nidade, e estd destinado a manter e aperfeicoar a qualidade técnica e operativa.

Um Programa de Garantia da Qualidade de Baciloscopia leva a identificar os
erros mais freqiientes, descrever os procedimentos e controles que minimizam a pro-
babilidade de produzir falsos resultados ou baixos rendimentos dos métodos bacte-
riolégicos e a elevar a qualidade do diagnéstico?.
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0O SGQ é composto por trés métodos:

e  Controle de Qualidade Interno (CQI) — Também chamado Supervisdo Interna (SI),
abrange todos os meios pelos quais o laboratério de baciloscopia da TB controla
a operacao, incluindo verificagdo de instrumentos e de reagentes/solugoes de co-
loragdo em estoque.

e  Melhoria de Qualidade (MQ) — Processo pelo qual os componentes dos servi-
¢os de diagnéstico de baciloscopia sdo analisados com o objetivo de procurar
alternativas para remover possiveis obstidculos e causas de erro. Coleta de dados,
andlise de dados e solugdo criativa de problemas sdo os componentes-chave desse
processo. Envolve monitoramento continuo e identificagdo de defeitos, segui-
dos por ag¢do de reforco, incluindo treinamento quando necessério, para evitar
a recorréncia de problemas. MQ freqiientemente depende de visitas efetivas de
avaliacdo.

e  Avaliacao Externa da Qualidade (AEQ) — Trata-se de um processo que permi-
te que os laboratérios participantes avaliem suas capacidades pela comparagao
dos seus resultados aos de outros laboratérios da rede (laboratério central e
intermedidrio). Esse processo pode abranger os seguintes métodos: (i) Teste de
Proficiéncia executado através de exame de painéis contendo esfregacos bacilos-
cépicos; (ii) releitura cega dos esfregacos baciloscopicos por um LR; (iif) visita
técnica executada pelo LR para revisar a qualidade de desempenho dos laboraté-
rios sob jurisdi¢do.

2.2 Controle de Qualidade Interno (CQI)

Essa estratégia de controle é interna porque é feita dentro do préprio laboratério
que deve estabelecer, na sua rotina de trabalho, um sistema de controle regular e re-
gistrar os resultados decorrentes desses controles. O responsével técnico deve realizar
uma revisdo periodica dos pontos criticos e monitorar os resultados com objetivo de
evitar ou minimizar erros técnicos. O CQI do laboratdrio de diagndstico da tubercu-
lose envolve dois aspectos:

Preventivos: comuns a todos os laboratdrios, também conhecidos como Boas
Préticas de Laboratério (BPL) englobam medidas a serem adotadas desde a recepgao
das amostras, realizacao dos esfregacos, coloragdo, leitura microscépica até a emissao
do laudo final.

Operacional: inclui o controle de insumos, equipamentos, procedimentos técni-
cos, monitoramento dos resultados de exames, registro técnico dos procedimentos de
CQI e aplicagdo de agdes corretivas quando estas se fizerem necessédrias’.
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2.2.1 CQl dos insumos

A qualidade da baciloscopia estd também relacionada ao controle de esto-
que. Esse controle deve garantir a disponibilidade de todo o material de consumo
necessario a execuc¢ao dos exames e monitorar o aspecto fisico e prazo de validade dos
reagentes, corantes e outros materiais, para evitar desperdicios.

2.2.1.1 Agua

Em alguns locais, a 4gua corrente, mesmo deionizada, pode estar contaminada
com micobactérias ambientais, que podem gerar resultados falsos positivos. Se a dgua
da torneira ou a dgua purificada aparecer turva ou suja, deve ser feita uma investiga-
¢do microbiolégica buscando a presenca de micobactérias ambientais.

Nos anexos deste capitulo, item 2.9.1, é apresentado um modelo de registro para
o CQI da 4gua utilizada no laboratério.

A) Procedimentos para detec¢do de microorganismos dlcool-dcido resistentes na

agua.

1. Centrifugar 200 — 250 ml da dgua em multiplos tubos.

2. Fazer um esfregaco com uma mistura dos sedimentos.

3. Fixar, corar pelo Método de Ziehl-Neelsen e realizar a leitura do esfregaco

conforme descrito no Capitulo 6 deste manual.

ATENCAO: As formulas e o modo de preparo dos corantes e rea-
gentes utilizados no Método de Ziehl-Neelsen estao descritos nos
anexos do Capitulo 6; e os formularios para o controle da prepa-
racao dos corantes e reagentes estao descritos nos anexos deste
capitulo.

Resultado

e  Presenca de microorganismos alcool-dcido resistentes.
Agao corretiva: Investigar a causa da contaminagdo. Esterilizar todo o con-
teudo da dgua e descartar conforme descrito no Capitulo 3 deste manual.

e Auséncia de microorganismos dlcool-dcido resistentes.
Agao: Esterilizar todo o contetido da dgua e descartar conforme descrito no
Capitulo 3 deste manual.

B) Procedimento para isolamento de micobactérias na dgua.
1. Filtrar 1000 ml da dgua através de um filtro membrana estéril com poros de
0,22 pm.
2. Cortar o filtro em tiras com bisturi estéril.
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3. Colocar a tira num meio de cultura LJ*.
4. 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.

Resultado

e  Cultura negativa.
Agao: Esterilizar todo o contetido da dgua e descartar conforme descrito no
Capitulo 3 deste manual.

e  Cultura positiva.
Acao corretiva: Investigar a causa da contaminacio. Esterilizar todo o con-
tetido da dgua e descartar conforme descrito no Capitulo 3 deste manual.

2.2.1.2 Corantes

Verificar a qualidade dos corantes toda vez que produzir um lote e, quando es-
tiver em uso, verificar pelo menos uma vez por semana. O CQI 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 10 gotas de fenol a 5%
durante uma hora. Os esfregagos devem ser conservados ao abrigo do calor e da umi-
dade, em caixas plasticas conforme descrito no item 2.4.2 deste Capitulo. Os proce-
dimentos para a verifica¢do da qualidade dos corantes estdo descritos no item 2.2.2
deste capitulo. A validade dos corantes é de 6 meses.

2.2.1.3 Laminas
Devem ser sem uso, limpas e desengorduradas, conforme descrito no Capitulo 6.

2.2.1.4 Equipamentos

Os equipamentos devem ser utilizados de acordo com as recomendagdes do fabri-
cante, a fim de ampliar a sua vida util. Devem, também, ser monitorados pelo usudrio
para assegurar a precisao requerida para a andlise, conforme descrito no Capitulo 11.

2.2.2 CQl dos procedimentos técnicos da baciloscopia

Recomenda-se a realizagdo do controle didrio dos procedimentos técnicos, le-
vando-se em conta os detalhes que mais freqiientemente podem ser as causas de erros
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na execucao técnica. No Quadro 1 sdo apresentadas as causas mais comuns de erros,

as provéveis conseqiiéncias e medidas preventivas a serem tomadas.

Quadro 1

consequéncias e medidas preventivas/corretivas

CAUSAS DE ERROS PROVAVEIS CONSEQUENCIAS MEDIDAS PREVENTIVAS

Reutilizagdo de potes de amostra (residuo de Resultado falso positivo

escarro positivo)

Coleta inadequada da amostra para
diagnostico: quantidade muito pequena ou
saliva

Amostras em temperatura ambiente por
mais de 24h; mantidas refrigeradas por mais
de 7 dias; exposta a luz solar

Identificacdo da amostra: nome incompleto
ou ilegivel ou nome e n° na tampa do pote

Laminas com arranhdes e/ou residuos

Preparo de esfregacos com: pouca
iluminagdo; muitas amostras a0 mesmo
tempo; lamina colocada longe da amostra

Utilizacdo da porcao nao purulenta do
escarro; esfregago com pouca amostra

Aquecimento excessivo na fixagcdo; tempo
menor de aquecimento da fucsina;
descoloracao excessiva; corantes improprios
para uso

Fucsina sem filtrar; aquecimento demasiado
do esfregaco na coloragdo

Descoloragéo insuficiente do esfregaco

Lente de imersao ou frasco conta-gotas do
6leo com residuos de esfregaco positivo

Sobreposicao e diminuicao do nimero de
campos lidos

Microscopio sem condigdes adequadas de
uso/manutencdo; presenca de fungos nas
lentes (embacamento)

Fonte:

Resultado falso negativo

Resultado falso negativo

Troca de amostra e de resultados dos
pacientes

Resultado falso positivo

Troca de amostra e de resultados dos
pacientes

Resultado falso negativo

Resultado falso negativo

Resultado falso positivo (cristais de fucsina
confundidos com BAAR

Resultado falso positivo (bacilos saprofitos
corados de vermelho confundidos com
BAAR).

Resultado falso positivo (visualizagao de
bacilos de outros esfregacos)

Resultado falso negativo

Resultado falso negativo

Causas mais comuns de erros na baciloscopia, provaveis

Fornecer gratuitamente pote descartavel.
Jamais reutilizar os potes de coleta

Orientar adequadamente o paciente para
coletar a amostra

Seguir rigorosamente as orientagdes e os
tempos para armazenar, conservar e enviar
a amostra

Escrever com letra legivel o nome completo
do paciente e o n° da amostra no corpo do
pote

Utilizar Iaminas sem uso, desengorduradas e
sem arranhoes. Jamais reutilizar laminas

Manter a area bem iluminada e preparar no
maximo 12 esfregacos de cada vez; conferir
o n° da lamina e da amostra

Utilizar a por¢do mais purulenta do escarro;
colocar quantidade adequada de amostra
para preparar o esfregaco

Seguir rigorosamente os tempos indicados
nos procedimentos; fazer controle de
qualidade

Filtrar os corantes na hora do uso; seguir
rigorosamente os procedimentos

Seguir rigorosamente os procedimentos

Limpar a lente de imersao ap6s a leitura de
cada esfregaco positivo. Cuidar para que o
frasco conta-gotas ndo toque no esfregaco

Ler de forma padronizada, seguindo
rigorosamente os procedimentos

Providenciar manutencao preventiva
semestral. Limpar o microscépio diariamente

Ministério da Satide. Manual TELELAB — Tuberculose — Diagnéstico Laboratorial — Baciloscopia. 2001

Os aspectos operacionais do CQI dos procedimentos técnicos de coloracio da

baciloscopia consistem na inclusio didria de esfregacos de amostras clinicas com re-

sultado conhecido para verificar se a coloragio estd de acordo com o esperado.
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Selecionar amostras de escarro da sua rotina com resultados conhecidos de acor-
do com os seguintes critérios:
e CQI positivo: amostras com resultado positivo ++ ou +++ para BAAR.
e  CQI negativo: amostras negativas para BAAR.

Os esfregacos para o CQI da baciloscopia devem ser realizados de acordo com os
seguintes procedimentos:

1. Identificar varias laminas como CQI positivo e varias como CQI negativo.

2. Preparar e fixar os esfregacos.

Colocar e conservar os esfregacos para CQI em uma caixa porta-laminas, iden-
tificar a caixa com uma etiqueta com os dados: CQI positivos e negativos, data de
preparacio, prazo de validade (3 meses) e simbolo de risco biol6gico. Conservar em
lugar fresco e ao abrigo da luz.

Ap6s a produgdo de um lote de corantes, realizar uma coloragdo, conforme des-
crito no Capitulo 6 deste manual, com um CQI positivo e um CQI negativo para
verificar o desempenho dos corantes frente a esfregacos com resultado conhecido.

Procedimentos de leitura dos esfregacos do CQI na verifica¢ao da qualidade do lote:
1. Ler o CQI positivo e o negativo, conforme descrito no Capitulo 6 deste manual.
2. Interpretar os resultados dos CQI, de acordo com as seguintes possibilidades:

e  CQI positivo apresentou presen¢a de BAAR corados de vermelho e o CQI
negativo nao apresentou presenca de BAAR, como o esperado. Nesse caso, o
lote de corantes estd validado.

e  CQI positivo ou negativo apresentou resultado diferente do esperado. Nesse
caso, todo o lote estd invalidado e deve ser descartado.

Realizar uma vez por semana a colora¢ido de uma lamina com esfregago CQI po-

sitivo e uma com CQI negativo, juntamente com os esfregacos das amostras da rotina,
conforme descrito no Capitulo 6 deste manual.

Procedimentos de leitura dos esfregacos no dia da realizacao do CQI da coloragdo:
1. Ler o CQI positivo e o negativo, conforme descrito no Capitulo 6, antes de ler as
laminas dos pacientes.
2. Interpretar os resultados dos CQI, de acordo com as seguintes possibilidades:
e  CQI positivo apresentou presenca de BAAR corados de vermelho e o CQI
negativo ndo apresentou presenga de BAAR, como o esperado. Nesse caso, a
rotina estd validada e pode-se realizar a leitura das ldminas dos pacientes e
liberar os resultados.
e  CQI positivo ou negativo apresentou resultado diferente do esperado. Nesse
caso, toda a rotina estd invalidada e sera preciso fazer novamente a bacilos-
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copia de todas as amostras e analisar quais as possiveis causas de erro (ver

quadro 1).
Recomenda-se que, nos laboratérios que possuam mais de um técnico, todas as
laminas positivas no dia de sua execucao sejam revisadas pelo outro técnico, a fim
de minimizar os erros oriundos do processo de leitura ou registro de resultado do

exame.
2.3 Melhoria da Qualidade (MQ)

A Melhoria da Qualidade é uma atividade permanente e depende da conscientizacao

e atitude dos profissionais envolvidos em cada etapa do trabalho, entre os quais pode

se destacar:

e  Organizac¢ao do local de trabalho

e  Capacitagdo periddica dos profissionais

e  Uso de procedimentos operacionais padrdo (POP)

e  Cuidados quanto a inspegdo, identificacdo, conservagio e transporte de amostras

e  Manuten¢io de equipamentos

e  Padronizacdo da leitura, andlise, registro, emissao e entrega de resultados

e  Registro dos problemas e dificuldades observadas durante a realizagdo das ati-
vidades laboratoriais e das medidas corretivas adotadas. Esse registro deve estar
disponivel para todos os profissionais envolvidos com o trabalho

2.4 Avaliacao Externa da Qualidade (AEQ)

Trata-se de um processo que permite que os laboratdrios participantes avaliem suas
capacidades técnicas, através da comparagio dos resultados dos seus exames aos de
outros, dentro de uma rede hierarquizada de laboratdrios. Esse processo pode ser
constituido de trés mecanismos:
1. Teste de Proficiéncia executado através de exame de painéis contendo esfregagos
baciloscépicos.
Releitura dos esfregacos baciloscopicos realizados nos LL pelo LR.
Visita técnica aos laboratdrios participantes.

Para execucdo desses processos, o profissional de laboratério deve ser habilitado e

reunir as seguintes caracteristicas:

1. Conhecimento atualizado das técnicas e principios dos Programas de Controle
da Tuberculose, das realidades regionais, das caracteristicas da populagdo e de
préticas administrativas.

2. Experiéncia de campo.
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Interesse no trabalho a ser feito.

Bom relacionamento interpessoal.

Flexibilidade e experiéncia para analisar problemas e sugerir praticas adequadas
e medidas corretivas simples.

Sensibilidade para as necessidades de cada situagao.

Experiéncia suficiente para antever problemas técnicos e solucionar eventuais
imprevistos.

Uma das exigéncias previstas pelas normas de qualidade é a participa¢ao dos la-

boratérios em programas de controle externo da qualidade’, também entendidos como

programas de ensaios de proficiéncia®.

Com objetivo de atender essas normas, a CGLAB estd propondo, entre outros,

um Programa de Avaliagdo Externa da Qualidade em Baciloscopia para Tuberculose
(AEQ - TB).

Entre os beneficios da participa¢ao dos laboratérios na (AEQ-TB), destacam-se:

Avalia¢do externa e regular.

Meios objetivos de demonstrar a confiabilidade dos dados que sdo produzidos.
Comparacdo do seu desempenho com o de outros laboratérios semelhantes.
Identificagdo dos problemas ndo detectdveis internamente.

Subsidio a implanta¢ao de a¢Oes preventivas e corretivas para melhoria dos pro-
cedimentos do laboratdrio.

Disponibilidade de informagdes sobre as caracteristicas de desempenho de mé-
todos analiticos.

Entre os objetivos do programa, destacamos os seguintes:

Avaliar o desempenho dos laboratérios em analises especificas.
Identificar problemas técnicos pontuais e diferencas interlaboratoriais.
Complementar a supervisao in loco de laboratorios.

Indicar agdes preventivas e/ou corretivas, quando necessérias.

As principais caracteristicas da AEQ-TB sdo:

O carater educativo.

A participagdo voluntaria, incentivada pela CGLAB.

O sigilo em relagdo as recomendagoes de agdes preventivas e ou corretivas e a
identidade dos participantes.
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As principais atribui¢des do coordenador do programa, designado pela CGLAB sao:
e  Coordenagdo do planejamento e implementag¢do do programa.

e  Participa¢do na sele¢do dos profissionais do comité assessor.

e  Definigdo das responsabilidades dos membros do comité assessor.

e  Defini¢do do acesso aos dados e resultados do programa.

2.4.1 Teste de Proficiéncia (TP)

Um dos componentes do Programa de Avaliagio Externa da Qualidade em Ba-
ciloscopia para Tuberculose da CGLAB ¢ o teste de proficiéncia. O TP proporciona
aos laboratdrios participantes meios objetivos de demonstrar a confiabilidade de seus
dados através da comparacao de resultados com outros laboratdrios semelhantes.

O Teste de Proficiéncia coordenado pela CGLAB consiste:

e  No envio, pela CGLAB, de um painel contendo 10 ldminas com esfregaco de es-
carro, corados pelo Método de Ziehl-Neelsen para os laboratdrios participantes.

e Naandlise e encaminhamento dos resultados das laminas pelo laboratério parti-
cipante para a CGLAB.

e Na comparacado e andlise dos resultados do laboratdrio participante com os re-
sultados previamente conhecidos.

e  Na comunicagio, pela CGLAB, ao laboratério participante do seu desempenho
na andlise das laminas.

A participagao dos laboratdrios devera ser formalizada e o processo formalizagao de-

verd ser constituido de:

e  Oficio convite elaborado pela CGLAB dirigido aos responséveis dos laboratérios
alvo do programa, modelo de oficio é apresentado nos anexos deste capitulo.

e Formulario de participagdo do laboratério na AEQ, modelo de formulério é
apresentado nos anexos deste capitulo.

e  Oficio informativo do envio do painel com as caracteristicas éticas e técnicas da
AEQ, modelo de oficio é apresentado nos anexos deste capitulo.

e Formuldrio de Recebimento do Material e Identificagdo do Profissional
Participante do AEQ, modelo de formuldrio é apresentado nos anexos deste ca-
pitulo.

e  Formuldrio para Envio dos Resultados, modelo de formulério é apresentado nos
anexos deste capitulo.

2.4.2 Releitura de laminas

E uma atividade orientadora e educacional, exercida por profissionais, com reco-
nhecida experiéncia, com o objetivo de melhorar a qualidade do trabalho e promover
o desenvolvimento profissional.
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Em 2007, a CGLAB, em conjunto com um grupo de técnicos representantes de
LACEN sob a coordena¢io de uma consultoria internacional da OMS, elaborou o
Protocolo de Controle Externo de Qualidade da Baciloscopia (PCEQB) segundo re-
comendac¢des do Consenso Global'. Ressaltamos que o foco desse controle de quali-
dade ¢ a identificagdo de problemas dos laboratérios e ndo a identificagdo de erros
individuais ou de corre¢do de diagndstico de pacientes.

O objetivo do PCEQB ¢ definir procedimentos e estabelecer critérios para a exe-
cugdo da releitura de l4minas ou controle externo de qualidade da rede de laboratérios
de baciloscopia. O PCEQB se aplica a todos os laboratérios que realizam baciloscopia
para o diagnéstico e controle da Tuberculose no 4mbito do Sistema Unico de Satide.

O controle externo de qualidade (CEQ) consiste no envio de laminas ja lidas nos
LL para os LR ou LA para releitura e subseqiiente andlise estatistica, buscando deter-
minar variacoes e discordancias. A releitura é feita sem que o profissional avaliador
conheca o resultado da baciloscopia fornecido pelo laboratério participante.

O PCEQB recomenda também a avaliagao da qualidade do esfregaco, da colo-
racdo e da numerac¢do das laminas, procedimentos que influenciam na qualidade do
resultado.

2.4.2.1 Fundamentos do CEQ da baciloscopia

O CEQ da baciloscopia consiste na avaliacdo do desempenho de laboratérios
que realizam baciloscopia através da releitura, por parte de um LA, de uma amostra
representativa, selecionada através de amostragem aleatéria, das laminas examinadas
na rotina do LL e a qualificagdo do grau de concordéancia/discordincia entre ambas
leituras. O PCEQB utiliza o sistema de controle de qualidade por amostragem de lote,
recomendado pelo Consenso Global' para determinar o tamanho da amostra para
que ela seja representativa.

O sistema de controle de qualidade por amostragem de lote é um sistema baseado
na prevaléncia estimada de lAminas positivas e na producdo total trimestral de [Ami-

nas de um laboratério em particular.

2.4.2.2 Determinacao da amostra

No PCEQB, o tamanho da amostra foi desenhado para uma sensibilidade de 80%
e uma especificidade de 100%, em um nivel de confianca de 95% descrito no Quadro
2, e adequado ao indice de positividade da baciloscopia dos laboratérios analisados,
para obter-se uma amostragem de laminas positivas e negativas.

O grupo determinou que o tamanho da amostra é de 80 laminas por laboratério
a ser avaliado, em funcdo do niimero médio de exames realizados pelos LL e a capaci-
dade do LA de realizar a releitura.
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Fundamentos do tamanho da amostra

A sensibilidade é a capacidade de descobrir os resultados positivos no LL com-
parados com o LA. Em funcio 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%, neste protocolo fixamos o valor de 80% de sensibilidade, valor apresentado no
Quadro 2.

A especificidade é a capacidade de detectar os resultados negativos. Por razoes
operacionais se adotou, neste protocolo, a especificidade de 100%.

Quadro 2 Tamanho da amostra recomendado para releitura de ldaminas
(anual ou trimestral)

LAMINAS EXAMINADAS POSITIVIDADE -
APAERE
107 72 - 5 46

200

300 129 80 67 59 50

400 143 86 70 61 51

500 154 89 71 62 52

700 167 92 75 65 54
1000 180 96 76 66 55

WHO, APHI, CDC, IUATLD, KNCV e RIT. External Quality Assessment for AFB Smear Microscopy, Cooperative
Agreement. U60/CCU303019, Washington DC. 2002.

Preparo da Amostra

a) Defini¢ao do quociente proporcional: O quociente proporcional é obtido através
da divisao do nimero total de laminas recebidas por 80 (tamanho da amostra).
No caso do resultado ser um ntimero decimal, arredondar para o ndmero inteiro
mais préximo, com a condi¢cao que sejam no minimo 80 laminas. Caso o sorteio
nio atinja as 80 laminas, sortear aleatoriamente outras lAminas para completar o
tamanho da amostra.
Exemplo: Se o laboratdrio analisou durante o trimestre um total de 1.420 laminas,
o0 quociente proporcional é obtido da divisao de 1.420 por 80 = 17,7 ou seja, 18.

b) Escolha do ndmero de partida: Através de uma tabela de ntiimeros aleatérios ou
procedimento equivalente, deverd ser sorteado um ntimero qualquer entre 1 e 18.
Exemplo: foi sorteado o nimero 15.

¢) Selecao das laminas: A primeira lAmina a ser selecionada corresponde ao ndme-
ro de partida. No exemplo, a décima quinta lAmina seqiiencial a partir do primei-
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ro nimero de ordem recebido. A partir dessa primeira ldmina é selecionada uma
lamina a cada 18, na ordem do livro de registro.

Exemplo: Se o LL encaminhou cépia do registro das laminas com ntimeros de
ordem que comegam em 215 e acabam em 1.635, as laminas selecionadas sdo
230 — 248 — 266 — 284, e assim sucessivamente até completar 80 lAminas.

ATENCAO: Se no periodo avaliado o laboratério nao atingir o ta-
manho da amostra (80 laminas) devera ser realizada a releitura de
todas as laminas.

2.4.2.3 Fluxo de laminas

O LA devera solicitar a cada LL o envio de copia das folhas do Registro de Ba-
ciloscopia, que contém o nimero de ordem e os resultados das laminas examinadas
durante o periodo a ser avaliado (trimestral ou semestral) através de um documen-
to conforme descrito no item 2.9.3.1 dos anexos deste capitulo. Deve ser solicitado
também, todas as laminas relativas ao periodo a ser avaliado. Para o laboratdrio cuja
produgdo de baciloscopia ndo atinja o total de lamina necessério para a amostragem
representativa no periodo de 3 meses, devera ser solicitado as [Aminas de um periodo
maior — 4 a 6 meses.

O LL devera encaminhar ao LA as laminas e a copia dos registros solicitados no
prazo maximo de dez dias seqiienciais ap6s a solicitagdo.

2.4.2.4 Responsabilidades no PCEQB

Laboratério Avaliador

e  Coordenar e avaliar as atividades do PCEQB.

e  Solicitar através de formuldrio padronizado, item 2.9.3.1 dos anexos deste capi-
tulo, as baciloscopias que foram realizadas pelos LL de sua abrangéncia.

e  Verificar se as ldminas enviadas para releitura correspondem aos ntimeros de
registro descritos na relagao.

e  Preparar a amostra conforme descrito acima.

e  Realizar uma revisao macroscopica dos esfregacos das laminas e classificd-los
conforme item 2.4.2.5 deste capitulo.

e  Realizar a releitura microscépica dos esfregacos, conforme descrito no item 6.5.1
do Capitulo 6 deste manual.

e  Registrar os resultados no formuldrio de Registro de Resultados, item 2.9.3.4 dos
anexos deste capitulo.

e  Avaliar o desempenho dos LL com base na comparagdo dos resultados obtidos,
conforme descrito no item 2.4.2.5 deste capitulo.
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e  Elaborar relatério conforme decrito no item 2.9.3.6 dos anexos deste capitulo.
e  Enviar o relatério aos responséveis pelo LL e coordenadores dos PCT Municipal
e Estadual.

Laboratério Local

e  Conservar em condi¢coes adequadas as laminas examinadas.
No item 2.9.3.2 dos anexos deste capitulo apresentamos as orienta¢des de con-
servac¢do das laminas para o CEQ para os LL.

e  Encaminhar ao LA, quando solicitado, as laminas e copia das paginas do Registro
de Baciloscopia do mesmo periodo.
No item 2.8.3.2 dos anexos deste capitulo apresentamos as orienta¢des de con-
servacdo das laminas para o CEQ para os LL.

2.4.2.5 Avaliacao das laminas

Critérios para as releituras das laminas

e O técnico avaliador ndo deverd conhecer os resultados das 1aminas recebidas an-
tes de realizar as releituras.

e A releitura das laminas dever4 ser realizada utilizando os critérios de leitura para
diagnoéstico, conforme descrito no item 6.5.1 do Capitulo 6 deste manual.

Freqtiéncia da avaliacao dos LL

Elaborar um cronograma anual de avaliagoes dos laboratdrios, conforme descrito
nos anexos deste capitulo no item 2.9.3.3. Dependendo da possibilidade do LA serdo
realizadas uma ou duas avaliacdes anual de cada LL.

Avalia¢do das caracteristicas técnicas das laminas
Avaliagao macroscdpica do esfregaco
O profissional avaliador deverd analisar o esfregaco de cada uma das laminas,
classificando-os como:
a) Satisfatério: Homogéneo
b) Nao satisfatério: Nao homogéneo
Caso o esfregaco seja classificado como ndo homogéneo fazer uma segunda clas-
sificagdo:
Nao homogéneo:
e  Espesso
e Delgado
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Avaliacao Microscépica do Esfregaco
Na avalia¢do microscépica devem ser avaliados dois aspectos:
I) Coloragiao
II) Concordancia de resultados

I) Coloragao

O profissional avaliador deverd analisar a colora¢dao de cada uma das laminas, classi-
ficando-as como:

a) Satisfatoria

b) Nao satisfatéria: Descolora¢ao inadequada

Caso a coloragdo seja classificada como descolora¢do inadequada deve ser realizada
uma segunda classificagao:
e  Presenca de cristais de fucsina
e  Excesso de aquecimento

O critério para qualificar as caracteristicas técnicas relacionadas acima é baseado
na avalia¢do das deficiéncias que eventualmente ocorram, podendo induzir a erros de
interpretacio e, portanto, a resultados falso-positivos ou falso-negativos.

Ap6s classificar os esfregacos quanto a qualidade do esfregaco e da coloragdo de
um laboratdrio realizar o cdlculo do percentual de adequacdo do esfregaco.

Exemplo:

e Numero de esfregacos adequados dividido pelo total de esfregacos classifica-
dosX100=A

e  Numero de esfregacos com colora¢ao adequada dividida pelo total de esfrega-
¢os classificados X 100 = B

Para classificacdo final do esfregaco realizar o seguinte célculo:
e C(lassificagdo final da qualidade do esfregaco= A + B dividido por 2
i)  Se o resultado encontrado for > 80% a qualidade do esfregaco é Adequada.
ii) Se o resultado encontrado for < 80% a qualidade do esfregaco é
Inadequada.
Um resultado abaixo de 80% indica uma necessidade de capacitacdo em
coleta de escarro e em confec¢do e coloragao de esfregaco.

II) Avaliagdo das concordédncias/discordincias dos resultados

As diferengas dos resultados no ntimero de cruzes em laminas positivas, nao sao

consideradas discordancias significativas para o diagnéstico do paciente.
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Sao classificadas como discordantes:

a) Falso Negativa (FN): laminas com resultado negativo no LL e positivo na relei-
tura.

b) Falso Positiva (FP): laminas com resultado positivo no LL e negativo na releitu-

ra.
O célculo da concordéncia é feito de acordo com a seguinte tabela:

Anilise de Concordancia

LABORATORIO AVALIADOR

POSITIVO NEGATIVO TOTAL

Laboratdrio Local Positivo
Negativo
Total
N° Laminas FN % Relativo de FN
N° Ldminas FP % Relativo de FP

Calculo de Concordancia, FP e FN
LABORATORIO AVALIADOR

Laboratério Local Positivo (@) (b) (a+b)
Negativo (© (d) (c+d)
Total (a+0) (b+d) (a+b+c+d)

% concordancia: (a+d)/ (a+b+c+d)
Resultados FN: (c)
Resultados FP: (b)
% relativo de resultados FN: [¢/ (c+d)] x 100 (N° FN/ Total resultados negativos do Laboratério Local x 100)
% relativo de resultados FP: [b/ (a+b)] x 100 (N° FP/ Total resultados positivos do Laboratdrio Local x 100)
Toda vez que uma releitura caracteriza uma discordancia, devera ser realizada
uma segunda releitura confirmatdria, por um outro técnico.
As laminas com discord4ncias confirmadas deverdo ser revistas junto com o téc-
nico do LL, para verifica¢ao da discordancia, na visita técnica.
Diferengas de resultados em laminas com 1 a 9 BAAR em 100 campos obser-
vados nao sdo classificadas como discordancias importantes. Nesses casos, porém,
a diferenga é anotada no formuldrio Relatério do Controle de Qualidade da Ba-

ciloscopia, no campo das observagdes.
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ATENCAO: O indice de concordancia (C) esperada é de 100% e é
expresso de acordo com a seguinte formula:

018
C% = N° [aminas co.ncorda.ntes x 100
total de laminas relidas

Registro de resultados e agdes corretivas

Registros

Os resultados das releituras devem ser registrados no formuldrio apresentado
no item 2.9.3.4 Formulario de Registro de Resultados nos Anexos deste capitulo, e
devem ser arquivados em pastas correspondentes ao LL e/ou arquivo informatizado.

Relatério do Resultado do Controle de Qualidade

O resultado do CEQ deve ser encaminhado ao LL no prazo maximo de 30 dias
apods o recebimento das ldminas. O resultado do CEQ deve ser encaminhado através
oficio acompanhado do Relatério do Controle de Qualidade da Baciloscopia. Mo-
delo de oficio e de relatério sdo apresentados nos itens 2.9.3.5 e 2.9.3.6 dos Anexos
deste Capitulo.

Relatério da avaliagao técnica

Quando as laminas encaminhadas pelo LL forem classificadas como inadequa-
das, de acordo com os critérios estabelecidos anteriormente, o relatério de avaliagao
deve informar as principais deficiéncias técnicas observadas, orientar o laboratorista
sobre as possiveis causas e recomendar as a¢des pertinentes para corrigi-las.

IMPORTANTE: Caso a amostragem nao contemple laminas positi-
vas, selecionar algumas para avaliar a coloracao. Essas laminas nao
entrarao no calculo da amostragem.

Relatério da andlise de concordancia
Conclusdo: é a avaliagdo final dos resultados da releitura de laminas.

Exemplo de conclusédo
e  Concordancia total = 100%: Parabenizar o laboratdrio como forma de incenti-
vo.

e  Concordéncia total < 99%: Nio aprovado.
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Recomendacgdes
Investigar as possiveis causas de erro como microscopio, corantes, técnicas de

esfregaco, coloragdo e leitura, erros de numeracgio e transcri¢ao dos resultados.

Consideragoes sobre as condutas a seguir em caso de discord4ncia

Medidas corretivas devem ser tomadas em caso de concordancia total < 99%.
Essas medidas devem ser capacitagio, visita técnica, substitui¢do de reagentes ou uma
segunda avalia¢do, devendo ser programadas em conjunto com o LL.

A detecgdo de um FP ¢é considerada erro grave, exigindo uma investigagao ime-
diata das causas.

A detec¢ao de um FN indica que o laboratdrio apresenta um erro significativo e,
portanto, ndo estard aprovado no controle de qualidade.

E importante considerar todas as causas potenciais de erros, incluindo a quali-
dade dos corantes, a técnica de coloragio e preparo de esfregaco, a qualidade e manu-
ten¢ao do microscépio, e procedimentos administrativos incorretos como registros e
emissdo de laudos.

Relatério geral

No item 2.9.3.7 dos anexos deste capitulo, apresentamos modelo de registro geral
onde deverio ser compilados os resultados de todos os laboratdrios avaliados durante
o0 ano. Esse relatério deve ser encaminhado aos responséveis pelos laboratérios e co-
ordenadores municipais e estadual dos PCT.

2.4.3 \Visita técnica aos laboratérios locais

A visita técnica é o processo mais adequado para observar as condi¢des de um la-
boratdrio 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 possibilidades
locais. E imprescindivel que as visitas técnicas sejam realizadas de forma programada,
sistemadtica, periddica, e que o LA disponha de apoio e de recursos financeiros da ins-
tituicdo a que estd vinculado.

As vantagens da visita técnica sobre os outros componentes do CEQ sdo:
e  Permitir contato direto com a equipe técnica do LL.

e  Motivar a equipe técnica.

e  Observar diretamente a pratica laboratorial.

e  Identificar causas de erro.

e  Verificar a qualidade e funcionamento dos equipamentos.
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As desvantagens sao:

Ser um processo seletivo, e dificil de extrapolar os dados para o resto da rede de
laboratérios.

Exigir muito tempo de trabalho.

Ter um custo relativamente elevado.

E uma atividade que precisa ser realizada durante o periodo de trabalho, espe-

cialmente quando hd mudancas de recursos humanos, de procedimentos, de local

ou de equipamento. Permite a coleta de dados para o PCEQB e melhora o fluxo de

informacao entre os diversos niveis laboratoriais.

Recomenda-se como rotina uma visita anual e, se necessario, uma freqiiéncia

maior.

A seguir, apresentamos o roteiro de verificacoes da visita técnica

Roteiro operacional

Avaliar condigoes de infra-estruturas.

Verificar se a norma de prazo para emissao dos resultados (especialmente os ca-
s0s positivos) estd sendo seguida.

Verificar se as laminas estdo guardadas apropriadamente para o controle externo
de qualidade.

Verificar se a equipe técnica tenha sido capacitada para as técnicas especificas.
Avaliar a carga de trabalho em relacio 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 controle de qualidade interno.

—  Possuir normas de biosseguranca.

—  Possuir controle de satide dos profissionais periédicos.

—  Possuir registro de acidentes de trabalho.

—  Possuir e manter registros dos exames padronizados.

—  Possuir requisi¢ao de exame padronizada.
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Roteiro técnico

e  Observar e avaliar a classificagdo de qualidade da amostra, os processos de pre-
paracdo de esfregaco, coloragao e leitura.

e  Assegurar que sejam feitos os controles de qualidade dos corantes.

e  Fazer releitura de algumas ldminas com o profissional do local, para avaliar a
qualidade do esfregaco, da colorac¢ao e da leitura.

e  Revisar os resultados anteriores do controle externo de qualidade por releitura,
discutir sugestdes e recomendagdes para o melhoramento.

Roteiro de verificagdo de indicadores fundamentais

e  Quantas amostras foram realizadas por sintomadtico respiratério.

e  Qual a positividade da baciloscopia diagndstica.

e Qual o percentual de sintomaticos respiratdrios positivos a baciloscopia.

e  Qual a positividade da baciloscopia total.

e 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 2.9.4 nos anexos deste capitulo apresentamos um protocolo para visita

técnica.

2.5 Responsabilidade dos laboratérios em relacao a
Avaliacao Externa da Qualidade (AEQ)
Para que a AEQ seja efetiva e produza bom nivel de informacdo, os laboratérios
devem ter a responsabilidade de cumprir os seguintes requisitos:

Laboratério Local

e  Enviar as laminas em boas condi¢des ao LR.

e  Fornecer todas as informagdes solicitadas dentro do tempo determinado.

e  Utilizar os métodos recomendados pelo Ministério da Satide para realiza¢do dos
exames.

e  Discutir os resultados obtidos com toda a equipe.

e  Corrigir falhas detectadas e seguir as orienta¢oes recebidas.

Laboratérios de Referéncia

e  FElaborar e enviar o relatério padrao confidencial aos laboratdrios participantes
em um prazo de 30 dias.

e  Estar disponivel para discutir os resultados discrepantes e propor solu¢oes.

Secretaria de Vigilancia em Saude/MS 67



Capitulo 2 - Sistema de Garantia da Qualidade de Baciloscopia

2.6 Beneficios da AEQ para o Ministério da Saude e para os
laboratérios

Quadro 3 Beneficios da AEQ para o Ministério da Saude e para os
Laboratérios Participantes

MINISTERIO DA SAUDE LABORATORIOS PARTICIPANTES

Fornece informacdes sobre os padrdes de Revela areas de dificuldade
desempenho e das metodologias utilizadas em nivel
nacional

Indica se os recursos financeiros estao sendo bem Melhora o padrao de desempenho da equipe
empregados

Ajuda a identificar areas com problemas, planejar e  Permite que os resultados sejam utilizados como
orcamentar as atividades do PCT uma ferramenta de geréncia

Ajuda a manter e a aumentar os padrées nacionais  E educativo
de desempenho

Contribui para estabelecer credibilidade Contribui para estabelecer credibilidade local
internacional

Fonte:  Ministério da Satde. Manual TELELAB — Tuberculose — Diagndstico Laboratorial — Baciloscopia. 2001

2.7 Indicadores para avaliacao de desempenho do
laboratério

Indicador I
Percentual de resultados de baciloscopias liberados até 24 horas apds a recepcao
da amostra no periodo da avalia¢do.
e Interpretacdo
Um percentual maior do que 15% de resultados liberados mais de 24 horas depois
da recepg¢do das amostras significa que o laboratdrio nao estd contribuindo, de
maneira satisfatéria, para busca rdpida das fontes de infec¢ao na comunidade.
e Uso
Avaliar a capacidade de resposta do laboratdrio em relagao a realiza¢do da baci-
loscopia e liberagao dos resultados em tempo ideal (méximo de 24 horas).

e  Periodo de Avaliac¢ao
Trimestral
e  Método de célculo

Ne° de resultados liberados 24 horas apds recepcdo no laboratério em determinado periodo X 100

Total de baciloscopias liberadas no mesmo periodo

Fonte de dados:
Registro de baciloscopia.
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Indicador IT
Percentual de amostras de escarro para diagndstico, com aspecto de saliva, no
periodo de avaliacdo.
e Interpretagao
Um percentual maior do que 15% pode indicar que nido estdo sendo dadas as
orienta¢des adequadas para a coleta de escarro ou que os pacientes sé conseguem
produzir amostras com aspecto de saliva.
e Uso
Avaliar a qualidade das amostras recebidas, para diagndstico e a necessidade ou
ndo de capacitacio do profissional que orienta o paciente para coleta.
e  Periodo de Avaliaciao
Trimestral

e  Método de célculo

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

Total de amostras de escarro recebidas no laboratério em mesmo periodo
e  Fonte de dados:
Registro de baciloscopia.

Indicador III
Percentual de laminas com os esfregagos preparados inadequadamente no
periodo de avaliacao
e Interpretacdo
Um percentual maior do que 10% de esfregacos inadequados indica a proba-
bilidade de um aumento de resultados falso e uma conseqiiente diminui¢ao na
detecgdo de fontes de infec¢do.
e Uso
Avaliar a necessidade de capacitagdo do profissional que prepara os esfregagos.
e  Periodo de Avaliacido
Determinado pela AEQ
e Meétodo de cilculo

N° de esfregagos considerados inadequados pela AEQ em determinado periodo X 100

Total de esfregacos submetidos AEQ no mesmo periodo

e Fonte de dados:
Relatério da AEQ emitido pelo LR
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Indicador IV
Percentual de laminas que apresentam esfregagos com coloragdo inadequada no
periodo de avalia¢do.
e Interpretagao
Um percentual acima de 10% de esfregacos com colora¢do inadequada alerta
para um possivel aumento dos resultados falsos positivos ou negativos.
e Uso
Avaliar a necessidade de capacitacdo do profissional que realiza a coloragdo dos
esfregacos e controle de qualidade dos reagentes.
e  Periodo de avaliagao:
Determinado pela AEQ
e Método de célculo

N° de laminas com esfregacos inadequados submetidos a AEQ. em determinado periodo X 100

Total de ldminas submetidas a AEQ no mesmo periodo

Fonte de dados:
Relatério da AEQ emitido pelo LR

Indicador V
Positividade da baciloscopia de diagndstico de tuberculose, entre escarros de SR
adultos, no periodo em avalia¢do.
e Uso:
Avaliar o rendimento da baciloscopia no diagndstico da TB, a capacidade do
técnico para leitura de laminas e qualidade da amostra.
e  Periodo de avaliagdo:
Trimestral para municipios e semestral para estados.
e  Método de Calculo:

N° de laminas para diagndstico positivas em determinado periodo X100

N° de laminas para diagndstico realizadas no mesmo periodo

e Fonte de dados:
Registro de baciloscopia

e  Parimetro de avaliacdo e interpreta¢do
E esperado um percentual entre 5 e 10%, um percentual maior pode indicar que
a busca de SR nio estd adequada. Um percentual menor indica que a amostra
ndo é adequada.
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e  Exemplo:
400 = ndmero de baciloscopia para diagndstico com resultado positivo em um
periodo de 1 ano.
1.600 = numero total de baciloscopia para diagndstico no periodo de 1 ano.

400X100
1.600

= 25% das baciloscopias sao positivas

e  Possiveis causas
Estagio tardio da doenga.
Orientag¢do inadequada ao paciente para coleta de escarro e/ou amostras coleta-
das por indugio.

e Possiveis corre¢oes
Capacitar o profissional responsével pela busca de SR para fazer diagnostico pre-
coce da doenga.

Indicador VI
Numero de baciloscopias realizadas por sintomdtico respiratério (SR) no perio-
do de avaliacio.
e Uso:
Avaliar o nimero de baciloscopias realizadas por SR e indiretamente avaliar o
aporte de segunda amostra no diagndstico de TB.
e  Periodo de avaliagdo:
Trimestral para municipios e semestral para estados.
e Método de célculo:

Ne° total de baciloscopias para diagndstico realizadas no periodo

N° de baciloscopias primeira amostra realizadas no periodo

e Fonte de dados:
Registro de baciloscopia

e  Parametro de avaliacdo e interpretacio:
A norma técnica recomenda pelo menos duas baciloscopias por SR, um nimero
menor pode indicar que a busca de SR estd inadequada, a orienta¢do ao paciente
é inadequada e isso pode diminuir a possibilidade de fazer o diagnéstico opor-
tuno da doenga.

e  Exemplo:
3.000= ne de baciloscopia para diagndstico realizadas no periodo de 1 ano.
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2.000= n° de SR investigado pelo laboratério (primeira amostra) para diagndsti-
co no periodo de 1 ano.

3.000
2.000

= 1,5 baciloscopia por SR

e  Possiveis causas:
Recursos humanos néo capacitados ou o ndo cumprimento pelo profissional de
satde da norma.
Orientac¢do inadequada ao paciente para coleta de escarro.

e Possiveis corre¢des:
Capacitar o profissional responsével pela busca de SR para fazer diagnéstico pre-
coce da doenga e sensibilizar o profissional da importancia da segunda amostra.
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2.9 Anexos do capitulo
2.9.1 Formularios do CQl dos Reagentes

2.9.1.1 Formulario — Controle de qualidade interno da agua utilizada
no laboratério.

Ministério da Satde Formulério — Controle de Qualidade Interno
Secretaria de Vigilancia em Saude da Agua Utilizada no Laboratério

Procedéncia N° do Lote Validade

Agua da Torneira

Agua destilada estéril

Data da Coleta

Agua da torneira

Agua destilada

Responsavel: Data de Emissao:

Agua Destilada

Esterilizacao Autoclave - Equipamento Marca:

Temperatura Tempo Pressao
D Aprovado
D Reprovado
Responsavel: Data de Emissao:

Controle Micobacteriolégico da Agua da Torneira

Exame Direto do Sedimento/Coloracao pelo Método de Ziehl-Neelsen:

D Aprovado. Auséncia de BAAR D Reprovado. Presenga de BAAR

Semeadura em LJ Incubacao a 36 + 1°C por 8 semanas
D Aprovado. Néo houve crescimento D Reprovado. Houve crescimento de BAAR
Responsavel:

Data de Emissao:
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2.9.1.2 Formulario — Controle de preparacao da Fucsina fenicada a

0,
0,3%.
Ministério da Saude Formulario — Controle da Preparacao
2 Secretaria de Vigilancia em Saude da Fucsina Fenicada a 0'30/0

Data da Preparacao Quantidade Produzida Validade N° do Lote Produzido

Substancia Procedéncia N° do Lote Fabricante Validade

Alcool etilico 95% PA

Fucsina basica

Cristal de fenol

Agua Destilada

Substancia Quantidade

Alcool etilico 95% PA

Fucsina basica

Cristal de Fenol

Agua Destilada

Pesagem Balanga - Marca:

Responsavel: Data de Execugéo:

Controle do Desempenho da Fucsina Fenicada a 0,3%

CQI positivo apresentou presenca de BAAR corados de CQI positivo ou negativo apresentou resultado diferente do
vermelho e o CQI negativo ndo apresentou presenca de esperado.
BAAR, como o esperado.

(] Lote do corante esta validado (] Lote do corante invalidado

Responsavel: Data de Execugao:
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2.9.1.3 Formulario - Controle de preparacao da Solucao Descorante
de Alcool-Acido a 3%

Ministério da Satde Formulario — Controle de Preparacao da
Secretaria de Vigilancia em Saude Solucao Descorante de Alcool-Acido a 3%

Data da Preparacdo  Quantidade Produzida Validade N° do Lote Produzido

Substancia Procedéncia N° do Lote Fabricante Validade

Alcool etilico comercial

Acido Cloridrico concentrado

Substancia Quantidade
Alcool etilico comercial
Acido Cloridrico concentrado
Responsavel: Data de Execucao:
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2.9.1.4 Formulario — Controle de preparacao de Azul de Metileno

0,3%

Ministério da Satude
Secretaria de Vigilancia em Saude

Data da Preparacao Quantidade Produzida

Formulario — Controle de Preparacao
de Azul de Metileno 0,3%

Validade

N° do Lote Produzido

Substancia Procedéncia

Azul de Metileno

N° do Lote Fabricante

Validade

Agua destilada

Substancia

Quantidade

Azul de Metileno

Agua destilada

Pesagem Balanga - Marca:

Responsavel:

Data de Execugao:

CQI positivo apresentou presenca de BAAR corados de
vermelho, com fundo azul e o CQI negativo nao apresentou
presenca de BAAR, mas apresentou fundo azul, como o
esperado

(1 Lote do corante esté validado

CQI positivo ou negativo apresentou resultado diferente do

esperado.

[ Lote do corante invalidado

Controle do Desempenho do Azul de Metileno a 0,3%

Responsavel:

Data de Execugao:
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2.9.1.5 Formulario — Controle de preparacao de Auramina fenicada

Ministério da Satde Formulario — Controle de
Secretaria de Vigilancia em Satude Preparagéo de Auramina Fenicada

Data da Preparacdo  Quantidade Produzida Validade N° do Lote Produzido

Substancia Procedéncia N° do Lote Fabricante Validade

Alcool etilico 95% PA

Auramina O

Fenol liquido

Agua Destilada

Substancia Quantidade

Alcool etilico 95% PA

Auramina O

Fenol Liquido

Agua Destilada

Pesagem Balanga - Marca:

Responsavel: Data de Execugao:

Controle do Desempenho da Auramina Fenicada

CQl positivo apresentou presenca de BAAR corados de CQI positivo ou negativo apresentou resultado diferente do
amarelo e o CQI negativo ndo apresentou presenca de esperado.
BAAR, como o esperado.

() Lote do corante esta validado [ Lote do corante invalidado

Responsavel: Data de Execugao:
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2.9.1.6 Formulario - Controle da preparacao da Solugao Descorante
de Alcool-acido a 1% para o método da fluorescéncia

Ministério da Saude Formulério - Controle da preparacdo da Solucédo Descolorante
Secretaria de Vigilancia em Satide de Alcool-acido a 1% para o método da fluorescéncia

Data da Preparacao Quantidade Produzida Validade N° do Lote Produzido

Substancia Procedéncia N° do Lote Fabricante Validade

Alcool etilico comercial

Acido Cloridrico concentrado

Pesagem (g) / volume (ml)

Alcool etilico comercial

Acido Cloridrico concentrado

Responsavel: Data de Execugao:
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2.9.1.7 Formulario — Controle de preparacao da Solucao de
Permanganato de Potassio

Ministério da Saude Formulario — Controle de Preparacao da
Secretaria de Vigiléncia em Satide Solugao de Permanganato de Potassio

Data da Preparacao Quantidade Produzida Validade N° do Lote Produzido

Substancia Procedéncia N° do Lote Fabricante Validade

Permanganato de Potassio

Agua destilada

Substancia Quantidade
Permanganato de potassio
Agua destilada
Pesagem Balanga - Marca:
Responsavel: Data de Execugao:

Controle do Desempenho do Permanganato de Potassio

CQI positivo apresentou presenca de BAAR corados de CQI positivo ou negativo apresentou resultado diferente do
amarelo, com fundo preto e o CQI negativo nao apresentou | esperado.

presenca de BAAR, mas apresentou fundo preto, como o

esperado.

[ Lote do corante esté validado [ Lote do corante invalidado

Responsavel: Data de Execugao:
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2.9.1.8 Formulario — Controle de preparacao da Solucao de Tinta
Nanquim Azul

Ministério da Saude Formulario — Controle de Preparacao da
2 Secretaria de Vigilancia em Saude Solugéo de Tinta Nanquim Azul

Data da Preparacao Quantidade Produzida Validade N° do Lote Produzido

Substancia Procedéncia N° do Lote Fabricante Validade

Tinta nanquim azul

Agua destilada

Substancia Quantidade
Tinta nanquim azul
Agua destilada
Pesagem Balanga - Marca:
Responsavel: Data de Execugao:

Controle do Desempenho da Tinta Nanquim Azul

CQI positivo apresentou presenca de BAAR corados de CQI positivo ou negativo apresentou resultado diferente do
amarelo, com fundo azul e o CQI negativo nao apresentou | esperado.

presenca de BAAR, mas apresentou fundo azul, como o

esperado.

[ Lote do corante esté validado [ Lote do corante invalidado

Responsavel: Data de Execugao:
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2.9.2 Formularios da AEQ

2.9.2.1 Modelo de oficio convite aos laboratorios

MINISTERIO DA SAUDE
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE
DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA
Esplanada dos Ministérios, Edificio Sede, 1° andar
CEP. 70.058-900 - Brasilia-DF

Oficio Circular no CGLAB/DEVEP/SVS/MS
Brasilia, data.

A Sua Senhoria o(a) Senhor(a)
Diretor(a) do Laboratério

Assunto: Programa de Avaliagao Externa da Qualidade em Baciloscopia para Tuberculose.
Senhor(a) Diretor(a)

1. Com o objetivo de promover, coordenar, apoiar e fomentar a¢des dos servigos prestados pela
rede de laboratérios de saude publica visando a satude da populagao atendida, a Coordenagao Geral de
Laboratérios — CGLAB tem como uma de suas estratégias incentivar os laboratérios na implantagao
de um sistema de garantia da qualidade.

2. Uma das exigéncias previstas pelas normas de qualidade é a participagdo dos laboratérios em
“programas de controle externo da qualidade” (NIT-DICLA-083/NBR ISO/IEC 17025:2001).

3. Neste caso a CGLAB entende que é fundamental a implantagao de um Programa de Avaliagao
Externa da Qualidade — AEQ das analises laboratoriais realizadas pelas redes por ela coordenada.

4, Diante do exposto, a Secretaria de Vigilancia em Satide, representada pela CGLAB, convida
esse laboratério para participar do Programa de Avaliagao Externa da Qualidade em Baciloscopia
para Tuberculose.

5. O laboratério deverd confirmar sua participagdo, por meio do Formulario de Participagao,
anexo, que deverd ser enviado a CGLAB, por correio e e-mail para o coordenador do programa até 15
dias ap6s o recebimento do mesmo.

6. Colocamo-nos a disposi¢do para maiores esclarecimentos.
Atenciosamente,
Coordenador Geral Diretor
CGLAB/DEVEP/SVS DEVEP/SVS/MS
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2.9.2.2 Formulario de participacao

Ministério da Saude

Secretaria de Vigilancia em Satde Formulario de Participagao

Primeiro Programa de Avaliacao Externa da

Qualidade em Baciloscopia para Tuberculose

Instituicao: UF:

Nome do Diretor/ Coordenador:

E-mail para contato: Telefone:

D 0 laboratério concorda em participar do Primeiro Programa de Avaliagao Externa da Qualidade em Baciloscopia para Tuberculose organizado pela
CGLAB.

D 0 laboratério nao gostaria de participar da avaliagao externa nesse momento pelo motivo abaixo assinalado:

D nao se considera suficientemente capacitado no presente momento D nao tem interesse

D . Qual ?2:
outro motivo

Identificacao do Laboratoério 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 instituicao Data:

Solicitamos que este formulério seja enviado a CGLAB, pelo correio, até 15 dias ap6s o recebimento do mesmo, mesmo que o laboratério nao
concorde em participar da avaliagao.
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2.9.2.3 Modelo de oficio de envio do painel aos laboratoérios

MINISTERIO DA SAUDE
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE
DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA
COORDENACAO GERAL DE LABORATORIOS DE SAUDE PUBLICA

Oficio Circular n°o CGLAB/DEVEP/SVS/MS
Brasilia, data.

A Sua Senhoria o(a) Senhor(a)
Responsével pelo Laboratério de Tuberculose

Assunto: Programa de Avaliagao Externa da Qualidade da Baciloscopia para Tuberculose
Prezado(a) Senhor(a):

1. A Coordenagao Geral de Laboratérios de Satide Publica, diante da aceitagao desse laboratério
em participar do Programa de Avaliagao Externa de Qualidade da Baciloscopia para Tuberculose,
estd enviando um painel contendo 10 laminas com esfregagos de escarro corados por Ziehl-Neelsen.

2. O laboratério deverd, ap6s a andlise, enviar o painel de laminas, o Formulério de Recebimento
do Material e Identificagdo do Profissional Participante do AEQ e o Formuldrio para Envio dos Resul-
tados (anexos) preenchidos para a CGLAB por correio.

3. Os painéis deverao ser devolvidos seguindo os procedimentos para conservagio e limpeza das
laminas descritas no capitulo 2 do Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras
Micobactérias. Esclarecemos que faz parte do processo de avaliagio do laboratério as condigoes de
devolugdo dos painéis.

4. 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 andlise do painel devera realizar a leitura de 15 la-
minas por dia levando no minimo 5 e no maximo 10 minutos por lamina. As laminas deverdo ser lidas
sem recorrer a ajuda de terceiros.

5. A CGLAB enviara para o laboratério participante o relatério dos resultados da AEQ lembran-
do que neste relatorio a identificagio dos laboratérios serd mantida em sigilo.

9. Outras informagdes e esclarecimentos poderdo ser feitos por meio de telefone ou e-mail.
Atenciosamente,
Coordenador Geral Diretor
CGLAB/DEVEP/SVS DEVEP/SVS/MS
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2.9.2.4 Formulario de recebimento do material e identificacao do
profissional participante do AEQ

Ministério da Saude Formulario de Recebimento do Material e
Secretaria de Vigilancia em Satde Identificacao do Profissional Participante do AEQ

1. Identificacao do Laboratoério

Nome:

Enderego: UF:
Municipio: CEP: Telefone:
Regional de Satde: Qual?:

4 sim U nao

E-mail para contato:

2. Informacao sobre o Material Recebido

2.1 - Data de recebimento do painel: 2.2 - A embalagem de transporte chegou:

[ fechada O aberta

2.3 - Acondicionamento das ldminas:

D condigoes adequadas D condicoes inadequadas

Descrever:

2.4 - Responsavel pelas informagdes dos itens 2.1, 2.2 e 2.3:
Nome: Assinatura:

3. Informacoes do Participante Responsavel pela Leitura

das Laminas e pelas Informacées do Equipamento Utilizado:
Nome:

Grau de Escolaridade:

O Ensino 3 Ensino Meédio () Formagéo Universitaria
Fundamental

Dedicagao exclusiva ao laboratério de tuberculose?

Q4 sim 3 N&o

Participou de treinamento para coleta de amostra clinica, preparagao e Se a resposta for SIM, quando:
leitura da baciloscopia, aplicado por 6rgao oficial:

4 sim 4 nao

Qual érgao responsavel pelo treinamento: Ha quanto tempo realiza leitura de baciloscopia:

Se a resposta for sim, quantas laminas |é por més:

(anos)

4. Informacoes do Equipamento

Fabricante/Modelo:

Tempo de uso do microscopio: Possui objetiva de 100x planacromatica:
O mais que 5 anos [ menos que 5 anos. 4 sim O nao
E realizada manutengao no microscépio:

O semestral 4 Anual O s6 quando estraga

O microscopio ¢ de uso exclusivo do laboratério de tuberculose:

Q4 sim U nao
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2.9.2.5 Formulario para envio dos resultados a CGLAB

Ministério da Saude 7 s . N
Secretaria de Vigilancia em Satde Formulario para Envio dos Resultados a CGLAB

Painel n°

. Registre o nimero da ldmina a ser lida na primeira coluna;
Marque com um X, na coluna correspondente o resultado obtido pela leitura da Lamina;

. Marque com um X na coluna correspondente as condigdes de recebimento da lamina.

wWN =

Condicoes de
Resultado Obtido na Leitura da Lamina Recebimento da
Lamina

N° da Lamina

q Pos Pos Pos
Neg Inconclusivo o i e Integra Quebrada
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2.9.3 Formularios do programa de controle externo da qualidade da

baciloscopia

2.9.3.1 Modelo de oficio de solicitacao de laminas

Logotipo do
Laboratério
Avaliador

Of. D% e e Data:

IImo Sr.
Chefe do Laboratério (Local)

Em cumprimento ao Programa de Controle Externo de Qualidade da Baciloscopia da Tuber-
culose, solicitamos o envio do material listado abaixo, para realiza¢do da releitura das Baciloscopias.

e Todas as laminas do periodo ;
e Uma c6pia das péginas do Registro de Baciloscopia, com o registro dos exames do periodo
correspondente.

Atengdo: As laminas devem ser enviadas em ordem numérica, sem separar as positivas das
negativas.

Enviar para o enderego:

Laboratério (Avaliador)

Rua
CEP: Cidade
Fone: Fax:

Atenciosamente,

Responsével pelo Laboratério Avaliador
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2.9.3.2 Orientacoes para conservacao das laminas

Ministério da Saude . ~ ~ A s
Secretaria de Vigilancia em Satde Orientacdes para Conservacao das Laminas

Os Laboratdrios Locais devem:

¢ ApoOs a leitura, retirar levemente o excesso de dleo de imersao com papel absorvente macio, sem prejudicar o
esfregaco.

* Conservar a numeracao original.

Guardar em ordem numérica todas as ldminas examinadas, independentemente do resultado, por um periodo

minimo de seis meses.

Guardar as laminas em caixa especifica para conservagdo. Caso nao disponha, recomenda-se envolver cada

lamina separadamente em papel suave sem nenhuma anotacéo e, apds esse procedimento 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.
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2.9.3.4 Formulario de registro de resultados do CEQ

Ministério da Saude
Secretaria de Vigilancia em Sadde

Formulario de Registro de Resultado do CEQ

Laboratério Local: Periodo: de (més) a (més) de (ano)

(1) Resultado da releitura no LA.

(2) Satisfatorio, ndo satisfatorio (ndo homogéneo, espesso e delgado).

(3) Satisfatoria, nao satisfatéria (descoloragao inadequada, cristais de fucsina, aquecimento excessivo.
(4) Resultado: Negativa ou Positiva (em cruzes) do Laboratério Local
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2.9.3.5 Modelo de oficio de encaminhamento de relatério de
resultados

MINISTERIO DA SAUDE
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE
DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA
COORDENAGAO GERAL DE LABORATORIOS DE SAUDE PUBLICA

Oficio Circular n° CGLAB/DEVEP/SVS/MS

Brasilia, data.

Ao Sr.
Responsével Técnico do Laboratério:

Estamos enviando, anexo, o Relatério de Resultados do Controle Externo da Qualidade da
Baciloscopia da Tuberculose, referente ao periodo de / / a / /

Solicitamos dar conhecimento deste resultado ao(s) profissionais que realizam baciloscopia
em sua Instituigao.

Ficamos a sua inteira disposi¢do para quaisquer informagdes complementares.

Atenciosamente,

Responsavel
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2.9.3.6 Formulario para relatério do controle externo da qualidade

da baciloscopia

Ministério da Satde
Secretaria de Vigilancia em Saude

Relatério do Controle Externo da
Qualidade da Baciloscopia

Laboratério Local:

Periodo: de (Més) a (Més) de (Ano)

Avaliacao Técnica

Esfregaco

Coloragao

% Ne %

Satisfatério

Satisfatoria

N&ao homogéneo

Descoloracao

Inadequada
Espesso Cristas de fucsina
Delgado Aquecimento
excessivo
TOTAL 100 TOTAL 100

[ Adequada (=80%)

(1 nadequada (< 80%)

Analise de Concordancia

Laboratério Avaliador

Positivo Negativo Total

Positivo

Laboratério Local Negativo

Total

N° Ldminas FN:

% Relativo de FN:

N° Laminas FP:

% Relativo de FP:

Nivel de Concordancia:

C= % (__/___Laminas) onde (a+d /a+b+c+d laminas)
Concluséo:

Recomendagoes:

Data Assinatura
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3.1 Descricao

Biosseguranga é a condi¢ao de seguranca alcancada quando da utilizagdo con-
junta de equipamentos de protec¢do, praticas e procedimentos laboratoriais, e estru-
tura fisica da instituicdo, destinados a minimizar a exposi¢ao dos funciondrios e do
meio ambiente aos agentes infecciosos.

Pela Classificacao dos Agentes Etiol6gicos Baseado no Grau de Risco' a espécie
Mpycobacterium tuberculosis integra o grupo de risco III, juntamente com outros mi-
crorganismos capazes de infectar através de aerossois>>.

Profissionais de laboratérios apresentam risco de infec¢do pelo M. tuberculosis de
3 a 5 vezes maior do que o risco de outras pessoas®®. A exposicao dos profissionais de
laboratério aos aerossdis infecciosos depende do ntimero de amostras clinicas e cul-
turas positivas para M. fuberculosis processadas diariamente por um tnico profissio-
nal e da adesdo rigida as normas de biosseguranca. Para isso, torna-se necessario que
os laboratdrios de satde publica disponham ou implantem um programa de Biosse-
guranca amplo com medidas administrativas e técnicas. As medidas de biosseguranca
em laboratorios de bacteriologia da tuberculose variam de acordo com a complexida-
de dos exames realizados, podendo ser nivel de biosseguranca II (para procedimentos
que nao geram aerossodis) e/ou nivel de biosseguranga II11>¢.

Entre as medidas administrativas, pode se destacar o monitoramento dos técni-
cos escolhidos para trabalhar no laboratério de bacteriologia da tuberculose, através
da realizacao do teste tuberculinico (PPD) e o RX de tdrax, e seu treinamento nas
técnicas de seguranca e nos procedimentos usualmente empregados no diagnéstico
da tuberculose, além do fornecimento de equipamentos de prote¢dao adequados para
a realizacdo do trabalho*. Cabe aos profissionais dos laboratérios a responsabilidade
pelo uso correto desses equipamentos de protecdo e o correto seguimento das medi-
das administrativas adotadas pela institui¢ao.

A grande maioria das infec¢des que ocorre nos laboratdrios de bacteriologia da
tuberculose é atribuida a producdo de aerosséis potencialmente infecciosos; portanto,
o0 objetivo dessas medidas é reduzir a exposi¢io desses profissionais, da comunidade e
do meio ambiente aos agentes potencialmente perigosos.

O termo contengdo é usado para descrever os métodos de seguranca utilizados
na manipula¢ido de materiais infecciosos em um meio laboratorial onde estao sendo
manejados ou mantidos. O objetivo da contengdo é reduzir ou eliminar a exposi¢ao
da equipe de um laboratério, de outras pessoas e o meio ambiente em geral aos agen-
tes potencialmente perigosos. Os trés elementos de conteng¢do incluem a prética e a
técnica laboratorial, o equipamento de seguranga e o projeto da instala¢ao’.

Para reduzir a gera¢ao de aerossois pelos procedimentos laboratoriais e sua dis-
persdo, é preciso a utilizacdo de um conjunto de medidas técnicas descritas a seguir.
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3.2 Barreiras de contencao primarias

Constitui a primeira linha de prote¢ao quando se trabalha com agentes infeccio-
so0s. As boas praticas microbioldgicas, cabines de seguranca biolégica, centrifugas com
cagapa de seguranca, luvas, mdscaras e aventais sdo exemplos de barreiras primdrias
utilizadas nos laboratdrios de bacteriologia da tuberculose, as referéncias”®.

3.2.1 Boas praticas microbioldgicas® '°
Compreendem as préticas e técnicas microbioldgicas padronizadas, que devem

ser seguidas para todos os procedimentos realizados no laboratério, valendo a pena

salientar que a adesdo rigida a elas é o principal componente de conten¢ao®.
A seguir sdo descritas algumas das Boas Praticas Microbioldgicas que devem ser
adotadas nos laboratério.

e  Restringir ou limitar o acesso ao laboratério apenas para os profissionais autori-
zados.

e  Naio comer, beber, fumar ou aplicar maquiagem no laboratério.

e  Nao pipetar com a boca, fazer uso de dispositivos de pipetagem.

e  Fazer higienizagdo das maos com dgua e sabdo apropriado ao entrar no laborat6-
rio, ap6s manipulagdo de amostras, apés a realizacao de qualquer procedimento
bacterioldgico, apds tirar as luvas e o jaleco e antes de sair do laboratoério.

e  Manipular material potencialmente infeccioso apenas em dreas restritas, afasta-
das da circulagdo geral.

e  Usar luvas durante a execug¢ao de suas atividades. Nao manusear maganetas, tele-
fones, puxadores de armdarios ou outros objetos de uso comum enquanto estiver
de luvas.

e  Realizar cuidadosamente todos os procedimentos a fim de evitar a formagdo de

aerossois.

3.2.2 Equipamentos de Protecao Individual (EPI)

Sdo equipamentos de prote¢do utilizados individualmente pelos profissionais
como ferramenta de trabalho, destinados a prote¢ao do trabalhador, minimizando
riscos suscetiveis de ameacar a seguranga e a saide no trabalho. Os EPI nio evitam os
acidentes em si, mas protegem o profissional quando o risco esta ligado a fung¢ao do
mesmo e sua exposi¢ao ao agente. Deve-se considerar que o risco estd associado ao
tipo e quantidade de agente infeccioso, tempo de exposicdo e sensibilidade do orga-
nismo de cada profissional. Existem vérios tipos de EPI, cada qual com sua finalidade
e modo de usar, com especifica¢oes muito particulares dependendo da atividade a ser
executada, sendo os mais utilizados as luvas, mdscara, avental e calgados fechados.
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O uso de luvas, mdscaras, aventais e calcados fechados deve sempre fazer parte
de toda as etapas do diagndstico laboratorial da tuberculose, desde a recep¢do das
amostras até a execugao de técnicas mais complexas.

As luvas devem ser de material resistente, ter baixa permeabilidade e boa flexibi-
lidade e ser descartaveis. Nunca reutilize as luvas, descarte-as de forma segura.

As madscaras utilizadas pelos profissionais de laboratério devem ser aprovadas
pelo CDC através do National Institute for Ocupacional Safety and Health (NIOSH).
No Brasil, os EPI devem ter registro junto ao Ministério do Trabalho. Para a protecdo
contra a tuberculose sdo utilizadas as do tipo N95, que apresentam porosidade de efi-
ciéncia igual ou maior do que 95%, para reter particulas de 0, 3. Elas devem adaptar-
se perfeitamente ao formato do rosto do usudrio e podem ser reutilizadas pelo mesmo
profissional por periodos longos, desde que se mantenham integras (ndo amassadas,
dobradas e rasgadas), secas e limpas. A manuten¢do das mdascaras em sacos pldsticos
ndo é recomendada por reter umidade. Para protegé-las e permitir o uso mais prolon-
gado, deve-se envolvé-las em papel-toalha e manter em local seguro’.

Os aventais devem ser de mangas longas, com punhos sanfonados, de fechamen-
to frontal, com botdes, preferencialmente de pressio, mantidos permanentemente
fechados, de comprimento abaixo dos joelhos, em tecido de algodao ou de fibra sin-
tética ndo inflamdvel>'°. O uso do avental deve ser restrito a drea de trabalho, e devem
ser guardados em locais apropriados, nunca em armadrios junto com objetos de uso
pessoal. O avental deve ser descontaminado por autoclava¢ao ou por descontamina-
¢a0 quimica antes de ser lavado®®.

3.2.3 Equipamentos de Protecao Coletiva (EPC)

Sdo os dispositivos ou equipamentos utilizados para prevencao de acidentes e
protecdo de profissionais em dreas de trabalhos e arredores dos setores e unidades
executoras de atividades de risco.

A cabine de seguranca bioldgica (CSB) é um dos principais dispositivos de con-
ten¢do primdria utilizados para possibilitar a contenc¢ao de derrames infecciosos ou
aerossois gerados por muitos procedimentos microbiolédgicos realizados em laboraté-
rios que manipulam M. tuberculosis®.

Existem trés tipos de cabine de seguranca biolégica utilizadas em laboratérios de
microbiologia. As cabines de seguranga bioldgica de classe I, II e III, sendo algumas
classes subdivididas em tipos A, Ble B2 dependendo do uso a que se destinam.

As cabines de classe I sao cAmaras abertas que oferecem niveis significativos de
protecdo ao pessoal de laboratdrio e ao meio ambiente quando utilizadas em con-
junto com boas praticas microbioldgicas. Esse tipo de cabine também protege contra
a contaminagio externa de materiais (e.g. culturas de células, culturas microbianas

de estoque) que sio manipulados dentro dela. As CSB de classe II quando mantidas
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adequadamente e utilizadas em conjunto com as boas préticas microbiolégicas pro-
porcionam um nivel de conten¢ao apropriado para os laboratérios de bacteriologia
da tuberculose>*.

Todos os procedimentos geradores de aeross6is nos laboratdrios de bacterio-
logia da tuberculose* devem ser realizados no interior dessas cabines. Os principais
procedimentos geradores de aerossdis sdo: agitacio de amostras em alta velocidade,
macerag¢do de bidpsias, agitagdo e pipetagem de culturas liquidas do bacilo da tuber-
culose.

Apesar de se saber que o M. tuberculosis pertence ao grupo de risco III, alguns
procedimentos para o diagndstico da tuberculose podem ser realizados em laboraté-
rios de nivel de biosseguranca II, podendo citar, como exemplo, a baciloscopia direta
e processamento de amostras bioldgicas por métodos que néo exijam agitagdo. Esses
procedimentos podem ser realizados fora da CSB, na bancada com o auxilio de chama
de um bico de Bunsen'*

As CSB devem ser testadas e certificadas no laboratério onde vao ser utiliza-
das, ao serem instaladas, sempre que forem removidas, e preventivamente, uma ou
duas vezes ao ano, dependendo do uso'2. Como para qualquer outro equipamento, os
profissionais devem ser treinados para utilizagdo adequada das cabines de seguranga
bioldgica, em particular, para evitar atitudes que rompam o fluxo de ar dentro desses
equipamentos, comprometendo sua eficiéncia.

Naio utilize a CSB para manipulagdo de substancias voldteis, para isso utilize as
capelas de exaustao quimica.

As capelas de exaustao quimica sao equipamentos que protegem os profissionais
na manipula¢io de substancias que liberam vapores téxicos ou irritantes. Esse equi-
pamento é necessdrio na prepara¢ao de corantes e solu¢des quimicas, jamais realizar
estas atividades fora dela'

O fenol é irritante para os olhos e cancerigeno. Se o laboratério nao dispuser de
capela de exaustdo, a solucao de fenol a 5% e os corantes deverdo ser preparados e
distribuidos pelo laboratério de referéncia.

As centrifugas para trabalho em laboratérios de bacteriologia da tuberculo-
se devem funcionar em velocidade suficiente para sedimentar os bacilos, isto é, em
3000 x g. Preferencialmente, devem ser refrigeradas evitando o aquecimento acima de
37°C. O rotor deve ser sem vibragdes, angular e com tampa. E imprescindivel que as
cacapas sejam seladas, evitando a dispersdo de aerossol caso haja a quebra de algum
tubo durante a centrifugagdo. Para outras informacdes consulte o Capitulo 11 deste
Manual.

Rotores com tampa ou cagapas de protecao sio utilizados para evitar que aeros-
s6is sejam liberados durante a centrifugacio.
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3.3 Barreiras de contencao secundaria

O desenho das instalagdes laboratoriais pode constituir uma importante bar-
reira de protecdo pessoal, em geral, contra os agentes infecciosos que podem ser aci-
dentalmente liberados do laboratério. A adogao de barreiras secundarias depende do
risco de transmissdo dos agentes infecciosos, devendo as instalagées serem adequadas
a func¢do do laboratério e ao nivel de seguranca recomendado para os agentes in-
fecciosos manipulados nesses locais. As barreiras secundérias recomendadas nestes
laboratérios devem incluir a separacio da drea de trabalho laboratorial do acesso pu-
blico, existéncia de uma drea para descontaminagao e locais para lavagem de maos.
A medida que o risco de transmissdo dos microrganismos por aerosséis aumenta,
tornam-se necessdrios niveis mais elevados de contenc¢do primdria e multiplas barrei-
ras secunddrias para impedir a saida de agentes infecciosos para o meio ambiente. As
caracteristicas do desenho das instalagoes podem entao incluir: sistemas de ventilagdo
especializados que assegurem fluxo de ar direcionado, sistemas de tratamento do ar
laboratorial para descontaminar ou remover agentes do ar liberado (ar expelido), are-
as de acesso controlado, e possivelmente, o isolamento do laboratério em edificios ou
modulos separados®.

3.3.1 Instalacoes laboratoriais™

Ao construir ou reformar um laboratério é necessario consultar profissionais
especializados que tenham conhecimento na drea de biosseguranga. As instalacdes
do laboratério que realiza diagnéstico da tuberculose devem atender aos seguintes
requisitos.

3.3.1.1 Requisitos gerais

Exigidos para qualquer laboratério de diagnéstico, ou seja, paredes, pisos e ban-
cadas de superficie lisa, lavaveis contendo apenas os equipamentos e materiais neces-
sdrios aos procedimentos, para facilitar a limpeza e a descontaminacao além de evitar
acidentes.

3.3.1.2 Requisitos especificos
Para o diagnéstico laboratorial da tuberculose esses requisitos variam de acordo
com o exame realizado, ou seja, baciloscopia e/ou cultura.
As instalagoes do laboratério que realiza a baciloscopia devem atender, no mini-
mo, aos seguintes requisitos de biosseguranga.
e Na drea onde os pacientes sdo atendidos para entregar amostras, recomenda-se
também a instalacdo de um exaustor, com capacidade de 6 a 10 renovagdes do
volume de ar por hora, para facilitar a retirada do ar contaminado. Outra reco-
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mendag¢io é que seja organizado um fluxo de atendimento dos pacientes que
permita que eles permanecam o menor tempo possivel de espera.

e A dreade recep¢do de amostras deve ser o mais proximo possivel da sala de proce-
dimentos, isolada das dreas comuns, e conter uma abertura pass-through que per-
mita apenas a passagem das amostras acompanhadas da solicitacao de exames.

e A drea de realizacio dos procedimentos deve ser de forma a permitir um sistema
de circula¢do de ar das dreas limpas para as dreas sujas.

e No caso de haver janelas estas devem estar localizadas de forma a nao permitir
correntes de ar na drea de preparag¢io de esfregagos, evitando assim a contamina-
¢do dos profissionais. Nessas dreas ndo deve haver ventiladores de teto.

e Asjanelas e portas dos laboratérios sdo uteis para ventilar o ambiente quando
ndo hd sistema de extragdo do ar e devem permanecer fechadas durante a realiza-
¢ao dos procedimentos, podendo ser abertas no final de cada rotina de trabalho.

e  Asbancadas devem ser instaladas em ambiente apropriado para a preparagao do
esfregaco de maneira a ter boa iluminagao.

e  Recomenda-se também a instalagdo de um exaustor, com capacidade de 6 a 10 re-
novag¢des do volume de ar por hora, para facilitar a retirada do ar contaminado.

e O ideal é que essa sala seja exclusiva para o preparo dos esfregacos. No entanto,
se isso ndo for possivel, é absolutamente necessdrio que seja definida uma area
especifica para esse fim, onde devem circular apenas os profissionais envolvidos
com a baciloscopia.

e [ fundamental também preparar os esfregacos no horario de menor movimento
na sala. Jamais faga a manipulagdo das amostras ao mesmo tempo em que outras
atividades estiverem sendo realizadas na mesma sala.

e  Uma outra op¢ao é ter uma sala de procedimentos equipada com CSB. Sempre
que possivel, deve-se utilizar a CSB para preparagdo dos esfregacos e todas as
atividades que envolvam a manipula¢do do microrganismo.

e A descontaminacdo do material reutilizavel e do lixo a ser descartado deve ser
por autoclava¢do. Quando ndo houver autoclave no local, o lixo infeccioso deve
ser recolhido juntamente com o lixo hospitalar.

e  As atividades administrativas devem ser realizadas em dreas destinadas exclu-
sivamente a elas, ndo sendo permitida nessas dreas a manipula¢ao de amostras
bioldgicas.

e  As dreas para o preparo e armazenamento de corantes, desinfetantes e outras
solucoes devem ser equipadas com capela de exaustdo quimica.

e  Sala separada ou drea restrita para a realiza¢do de cultura e/ou teste de sensibili-
dade com cabine de seguranca bioldgica Classe II Tipo B2 ou B3, estufa bacterio-
légica e centrifuga
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3.4 Transporte de amostras bioldgicas

Amostras clinicas precisam ser transportadas com seguranga e dentro do tempo
determinado, do local onde foram coletadas até o local onde vao ser analisadas para
garantir a qualidade dos resultados.

Os espécimes de origem humana devem ser acondicionados e transportados de
maneira a proteger o pessoal responsdvel pelo transporte, dos ricos de infeccao. A
regulamentac¢do do transporte de amostras e agentes bioldgicos é definida para asse-
gurar a prote¢do ao publico a aqueles que fazem o transporte, contra qualquer agente
infeccioso que possa estar presente na embalagem®.

3.4.1 Transporte intra e interlaboratorial de amostras clinicas

As amostras clinicas devem ser transportadas, intralaboratorialmente, em caixas
préprias com tampa, identificadas com o simbolo de risco biolégico. Devem ser de
material ndo poroso, rigido, resistente a descontaminacdo. Na Figura 1 sdo descritos o
simbolo de risco biolégico e a caixa para transporte de amostras.

Ao transportar amostras potencialmente patogénicas deve-se escolher o cami-
nho menor e com menos obstdculos. O profissional responsével pelo transporte das
amostras deve estar usando avental e luvas.

Figura 1  Simbolo de risco biolégico e caixa para transporte de amostras

tampa com
4 fechamento hermético

grades internas para
acondicionamento dos potes em pé

material ndo poroso, rigido, ) ) )
resistente a descontaminacéo simbolo de risco biolégico

Fonte:  CGLAB/DEVEP/SVS

Quando a coleta de material clinico estiver localizada em outro servigo de satde,
deve-se acondicionar os frascos contendo as amostras bioldgicas em caixa apropriada,
verificando se os mesmos encontram-se com as tampas bem fechadas e voltadas para
cima. E recomendével colocar cada um dos frascos dentro de um saco pléstico, pois,
em caso de extravasamento, o risco bioldgico fica limitado ao saco plastico e nao se
espalha por toda a caixa.

Se o tempo de transporte for superior a 24 horas, coloque gelo reciclével. Se o
servico ndo tiver gelo reciclével, acondicione cubos de gelo comum dentro de um saco
pléstico 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.

Secretaria de Vigilancia em Saude/MS 111



Capitulo 3 - Biosseguranca

Coloque as solicitacdes de exames dentro de um saco pléstico e prenda-o firme-
mente com fita adesiva, sobre a tampa, do lado externo da caixa. Jamais, coloque as
solicitagcoes dentro da caixa junto com as amostras.

Coloque sobre a tampa ou na lateral da caixa uma etiqueta com o nome e en-
derego do laboratério destinatdrio, nome da unidade de satide remetente, endereco,
telefone e fax. Notificar o laboratério receptor, hora e data do envio do material, para
que esse programe a recep¢ao das amostras.

3.4.2 Transporte intra e interlaboratorial de ldminas com esfregaco

O transporte dos esfregacos fixados de uma 4rea do laboratério para outra, deve
ser feito em caixas pldsticas porta-laminas bem fechadas.

As laminas com esfregaco enviadas para a realiza¢do do controle de qualidade
deverdo ser acondicionadas em caixas plasticas porta-laminas bem fechadas e identi-
ficadas com os nomes e enderegos dos laboratdrios destinatério e remetente.

ATENCAO: mesmo apos a fixacdo ainda podem existir bacilos via-
veis no esfregaco. Siga as normas de biosseguranca para o trans-
porte e identifique a caixa com o simbolo de risco biolégico' 3,
conforme descrito na Figura 1. Preferencialmente, nao transportar
laminas sem corar ou amostra clinicas sem tratar previamente com
Solucao de Fenol a 5%.

3.4.3 Transporte interlaboratorial de cepas de micobactérias

O transporte de culturas positivas, por via aérea, deve seguir as normas interna-
cionais da Associa¢ao Internacional de Transporte Aéreo (International Air Transport
Association — IATA — http://www.iata.org).

Culturas de micobactérias devem ser transportadas em meio s6lido em tubo
de rosca ou em meio liquido. Se forem transportadas em meio liquido, devem ser
em criotubos com mi¢angas, com tampa de rosca, anel de vedagao e, a soma dos
volumes dos criotubos, ndo pode ultrapassar 50 ml. Culturas em placas de Petri
nio devem ser transportadas.

As culturas devem ser embaladas em trés recipientes. O frasco contendo a
cultura bacteriana dever ser a prova de vazamento (recipiente primario), bem
vedado, e deve ser colocado em um segundo recipiente também a prova de va-
zamento. Entre os dois recipientes deve haver quantidade suficiente de material
absorvente. Por dltimo, deve haver uma embalagem externa adquirida comer-
cialmente. Essa tltima embalagem ¢ destinada a proteger as outras embalagens e
o material a ser transportado contra fatores externos, tais como impacto fisico e
contato com a dgua durante o transporte, como mostra a Figura 2.

112 Secretaria de Vigilancia em Saude/MS



Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras Micobactérias

A embalagem deve conter um rétulo que identifique o contetido como subs-

tancia infecciosa (risco bioldgico)' *>.

Figura 2. Embalagens apropriadas para envio de amostras ou
culturas patogénicas por via aérea

Fonte:  CGLAB/DEVEP/SVS

3.5 Procedimentos em casos de acidentes

Todo laboratério deve ter os procedimentos definidos e escritos que devem ser
realizados no caso de acidentes. Os profissionais devem ser treinados para a realizagao
desses procedimentos de forma correta.

3.5.1 Derramamento de material biolégico no laboratério® % ¢

Quando houver acidentes onde haja derrame de material biol6gico deve-se adotar os

seguinte procedimentos.

e  Solicitar as pessoas que estiverem na sala para sair imediatamente.

e  Cobrir imediatamente o material biolégico derramado com material absorvente
para limitar a drea afetada e minimizar a producio de aerossdis.

e  Utilizar qualquer material disponivel como, por exemplo, toalhas de papel.

e  Derramar, sobre o material bioldgico jé coberto, Solu¢dao de Fenol a 5%, deixar
em repouso e sair imediatamente da sala.

ATENCAO: No item 3.8.1.1 dos anexos deste capitulo descrevemos
a preparacao da solucao de Solucao de Fenol a 5%.

e  Esperar pelo menos 20 minutos para que o desinfetante possa agir.

e Recolher com um papel-toalha os materiais envolvidos no acidente (inclusive o
material usado na limpeza); colocar tudo dentro de uma lata com tampa ou caixa
de papeldo resistente com tampa ou de um saco de lixo autoclavavel.
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Encaminhar para autoclavagdo e depois para descarte final.
Descontaminar o local do acidente com gaze ou algodao embebido em Solugéo
de Alcool a 70%.

Atencao: No item 3.8.1.2 dos anexos deste capitulo descrevemos a
preparacdo da Solucdo de Alcool a 70%.

Se houver quebra de tubos, o procedimento deve ser o mesmo descrito acima, obser-
vando as precaugdes para recolher o material quebrado, ap6s a agdo do desinfetante.

3.5.2 Derramamento dentro da cabine de seguranca biolégica' ¢

Quando houver quebra de tubos contendo contendo cultura liquida, respingo de

amostras clinicas ou respingos de cultura liquida dentro da CSB deve-se adotar os

seguintes procedimentos.

Manter a CSB ligada, para conter os aerossois que possam ser formados.

Iniciar a limpeza o mais rdpido possivel utilizando o desinfetante apropriado
(recomenda-se utilizar Solu¢do de Fenol a 5%).

Caso o derramamento ocorra em um recipiente, o mesmo deve ser descartado
como material infeccioso.

Se 0 derramamento ocorrer na superficie de trabalho, cobrir o material derrama-
do com papel-toalha, e derramar sobre o material biolégico ja coberto, Solugao
de Fenol a 5%, deixar em repouso por no minimo 20 minutos para remover o
papel-toalha e descartd-lo como material infeccioso.

Os materiais que estiverem dentro da CSB no momento do derramamento s
deverdo ser retirados ap6s 20 minutos do acidente, tendo sido desinfetados com
Solugdo de Fenol a 5%, antes de retirar da CSB. Dependendo do material deverd
ser autoclavado em seguida.

Os EPI utilizados para a realiza¢do da limpeza deverdo ser autoclavados.

Apbs alimpeza, a CSB devera ficar ligada por mais 10 minutos com a lampada de
ultravioleta ligada.

3.5.3 Derramamento de material biolégico por quebra de tubos no

interior da centrifuga' ">

No caso de quebra de tubos contendo suspensoes de M. tuberculosis deve-se adotar os

seguintes procedimentos.

Interromper a operagao, desligando a centrifuga.
Manter a centrifuga fechada por pelo menos 30 minutos para que baixem os
aerossois.
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e  Remover as cagapas fechadas da centrifuga e levar para a CSB.

e  Remover e descartar os fragmentos do tubo em condi¢des seguras.

e  Descontaminar a centrifuga, o rotor e as cagcapas com desinfetante adequado (de
acordo com as instrugdes do fabricante contidas no manual da centrifuga).

e  Utilizar cacapa de seguranca e tubos de polipropileno com tampa rosquedvel.

3.6 Uso adequado dos equipamentos de laboratoério

Os técnicos dos laboratérios de bacteriologia da tuberculose devem ser treina-
dos no uso correto dos equipamentos para evitar acidentes e liberagdo de aerossdis
infecciosos.

3.6.1 Uso de pipetas e de dispositivos auxiliares de pipetagem

e  Usar sempre um dispositivo auxiliar de pipetagem (pipetador automadtico ou
manual).

e  Usar somente pipetas contendo barreira de algodao na extremidade superior interna,
com a finalidade de reduzir o risco de contaminagdo dos dispositivos de pipetagem.

e  FEliminar os liquidos das pipetas de forma suave.

e  Cobrir a superficie da mesa de trabalho com um papel absorvente embebido em
desinfetante, com o objetivo de evitar a dispersdo de material infeccioso, se este cair
acidentalmente da pipeta. Nesse caso, o papel deve ser autoclavado ap6s o uso.

e  Descartar as pipetas contaminadas, ainda dentro da CSB, mergulhando as pipe-
tas por completo, horizontalmente, em recipiente inquebravel contendo agua.
Esterilizar o recipiente com as pipetas em autoclave.

ATENCAO: Autoclavar recipientes com solucao de cloro podera ge-
rar gas cloro que é téxico. Os compostos liberados de cloro provo-
cam irritacao da pele, dos olhos e do aparelho respiratério. Quando
ingeridos, produzem irritacdo das membranas mucosas.

e Utilizar Solugio de Alcool a 70 % para desinfecdo de superficies. Os casos de
acidentes estdo descritos no item 3.5 deste capitulo.

3.6.2 Uso de cabines de seguranca biologica® ¢ "7

Proceder da seguinte forma ao utilizar a CSB.

e  Fechar as portas do laboratério e evitar a circulagio de pessoas na frente da CSB
durante sua utiliza¢ao. O local adequado para instalar uma CSB esta descrito no
Capitulo 11 deste manual.

e LigaraCSBealuz UV 10 a 15 minutos antes de seu uso'®.
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ATENCAO: Lampada ultravioleta (UV) germicida é uma lampada
fluorescente, sem a deposicao de p6 de vidro como cobertura in-
terna, que é responsavel por transformar a radiacdo ultravioleta
gerada pela lampada em luz visivel. Sem a cobertura, a lampada
emite apenas a radiacao ultravioleta capaz de matar microrganis-
mos a ela expostos. Esta emite raios no comprimento de onda de
253,7nm, que é o comprimento com efeito bactericida. Os micror-
ganismos atingidos pela radiacao UV sofrem modificacao no DNA
ou RNA, pela formacao de dimeros de pirimidina, que formados
entre moléculas adjacentes, podem interromper a replicacao ou a
transcricao levando a morte da bactéria.

e Desligar aluz UV e descontaminar a superficie interior com gaze estéril embebi-
da em Solugio de Alcool a 70%.

e  Colocar dentro da CSB o minimo indispenséavel de aparelhos e materiais. Esses
materiais devem ficar atrds da drea em que se desenvolve o trabalho e nunca so-
bre as grades de circula¢do de ar da CSB.

e  Organizar os materiais de modo que os itens limpos e contaminados ndo se mis-
turem.

e Nio efetuar movimentos rapidos ou gestos bruscos na drea de trabalho.

e  Naio permitir o uso da chama do bico de Bunsen, pois isto acarreta danos ao fil-
tro HEPA e o aquecimento do ar pode gerar turbuléncia interrompendo o fluxo
laminar.

e Limpar a CSB, ao término do trabalho, com gaze estéril embebida em Solu¢io de
Alcool a 70%.

e  Deixar a CSB e a lampada UV ligadas por 10 a 15 minutos, antes de desligé-la.

e A maioria das CSB, além dos filtros HEPA e um sistema de direcionamento de ar,
possuem uma lampada ultravioleta (UV) germicida. A eficiéncia do uso da UV
como um meio de descontaminac¢do ainda é motivo de controvérsia ja que a UV
além de ndo penetrar em particulas, estd limitada a distincia entre a luz e o ma-
terial exposto a ela, e ao tempo de exposi¢do. A exposi¢do a UV é carcinogénica
causando ceratoconjuntivite quando inadequadamente utilizada'®.

ATENCAO: Antes da verificacdo das CSB ou trocas dos seus filtros
HEPA deve-se realizar descontaminacao das mesmas. Esse proce-
dimento deve ser realizado por pessoal treinado através do uso
de paraformaldeido, levando-se em conta o tamanho da area de
trabalho da CSB, segundo recomendacoes do fabricante ou equipe
que realiza a certificacdo; seguindo a norma NSF 49'° de 1983.
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3.8 Anexos do capitulo
3.8.1 Preparacao de reagentes

3.8.1.1 Quadro 1 - Preparacao da Solucao de Fenol a 5%

PREPARAGAO DA SOLUGAO DE FENOL A 5%

Cristal de fenol 509
Agua destilada qsp 1.000 ml
1. Colocar o fenol em um balao de 1.000 ml.

2. Adicionar 700 ml da Agua destilada aos poucos no balao 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.

wui

. Deixar esfriar em temperatura ambiente.

6. Colocar a Solugéo de Fenol a 5% em um frasco ambar de 1.000 ml, hermeticamente fechado para
impedir desprendimento de vapores enquanto nao esta em uso, rotulado com as seguintes informagoes:
nome da solugéo, data da preparacao, de validade e a expressao “PRODUTO UTILIZADO APENAS PARA
CONTENCAO DE DERRAMAMENTOS DE GRANDE VOLUME".

7. Armazenar essa solucdo em temperatura ambiente.

3.8.1.2 Quadro 2 - Preparacao da Solucao de Alcool a 70%

PREPARACAO DA SOLUCAO DE ALCOOL A 70%

Alcool etilico comercial 95% 700 ml
Agua destilada gsp 1.000 ml
1. Colocar o alcool etilico em um baldo de 1.000 ml.

2. Adicionar Agua destilada aos poucos no balao sobre o lcool etilico até completar 1000 ml.

3. Colocar a solucdo da alcool etilico em um frasco bem vedado ja rotulado com as seguintes informagdes:
nome do corante, data da preparacdo e de validade.

4. Armazenar ao abrigo da luz e a temperatura ambiente.

OBS: O titulo “Solu¢do de Alcool a 70%” significa percentagem em Peso/Peso
(P/P), expressdo usual. Na prepara¢ao da solu¢do é mais pratico trabalhar com vo-
lume ao invés de peso, portanto, faz-se necessdrio uma conversao para a corre¢io do
teor alcodlico. Para isto considerar a relagdao: 770ml(volume) correspondem a 700g
(peso) do alcool etilico comercial 95%.*°
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3.8.2 Formularios de controle da preparacao

3.8.2.1 Formulario - Controle da Preparacao da
Solucao de Fenol a 5%

Ministério da Saude Formulério - Controle da Preparagao
N Secretaria de Vigilancia em Saude da Solugéo de Fenol a 5%

Cristal de fenol

Agua Destilada

Pesagem (g) / volume (ml)

Cristal de Fenol

Agua Destilada

Pesagem Balanga - Marca:

Responsavel: Data de Execugao:

3.8.2.2 Formulario - Controle da Preparacao da Solugao
de Alcool a 70%

Ministério da Saude Formulario - Controle da Preparacao
Secretaria de Vigilancia em Satde da Solugéo de Fenol a 5%

Cristal de fenol

Agua Destilada

Pesagem (g) / volume (ml)

Cristal de Fenol

Agua Destilada

Pesagem Balanga - Marca:

Responsavel: Data de Execugao:
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4.1 Descricao

Apds a comprovagao de que os agentes etioldgicos da tuberculose (TB) e da han-
senfase tinham caracteristicas morfoldgicas de bacilos e tintoriais de alcool-dcido re-
sisténcia, Lehmann e Neumann, em 1896, agruparam os agentes como pertencentes
ao género Mycobacterium, estabelecendo as espécies Mycobacterium tuberculosis e M.
leprae, respectivamente. A denominac¢io do género originou-se do latim “fungus bac-
terium’, pelo fato do M. tuberculosis apresentar algumas caracteristicas semelhantes
aos fungos quando cultivado em meio liquido'.

Posteriormente, foram visualizados e isolados, tanto do homem como do meio
ambiente, varios outros bacilos com as mesmas caracteristicas tintoriais do M. tuber-
culosis, entretanto, com diversificacoes no tempo de crescimento in vitro, produgdo
de pigmentos e patogenicidade para aos seres humanos. A partir da década de 90,
um numero crescente de novas espécies tem sido descritas e até o momento dessa
publicagdo 125 espécies e 11 subespécies sao reconhecidas oficialmente’. Com exce¢do
do M. leprae que nao cresce in vitro, essas espécies sao divididas em dois grupos, as
espécies pertencentes ao Complexo M. fuberculosis e as Micobactérias Nao causadoras
de Tubeculose (MNT)!?3,

Os bacilos (Unidades Formadoras de Coldnias — UFC) variam de tamanho conforme

a espécie de micobactéria (0,2 a 0,7 por 1 a 10 micrémetros) e sao constituidos de:

e  Parede celular — responsavel pela morfologia bacilar, tem em sua constituigao
quimica diversos lipideos, entre eles os dcidos micdlicos que sao utilizados em
testes de identificacdo das espécies de micobactérias. A ligagdao de alguns des-
ses lipidios com o corante Fucsina gera complexos que sdo responsaveis pela
caracteristica tintorial de resisténcia a descolorac¢do por solugoes dlcool-acidas,
apresentada pelas células bacterianas que sdo entdo designadas como Bacilos
Alcool-Acido Resistentes. Por esse motivo, na pratica clinica e laboratorial sdo
conhecidas e transcritas como BAAR. Essa caracteristica tintorial e o aspecto
morfoldgico ndo permitem a definicdo da espécie micobacteriana, embora al-
gumas se apresentem morfologicamente mais espessas e curtas. Assim, para a
defini¢do da espécie é preciso que os bacilos sejam isolados em meio de cultivo
e identificados por testes fenotipicos e/ou moleculares. E também na parede que
se encontra o composto (6-6” dimicolato de trealose) responsével 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.

e  Membrana citoplasmatica — estrutura que envolve o citoplasma e é responsével
pelo transporte e selecdo de substincias, nutrientes e dgua, além de participar
do processo respiratério e da produgdo de energia. Nessa membrana sdo sinte-
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tizados pigmentos carotendides e niacina, utilizados nos testes de identifica¢do

fenotipica das espécies.

e Cromossomo — constituido de dcido desoxiribonucleico (ADN) que codifica to-
das as caracteristicas e informacdes necessdrias a sobrevivéncia e multiplicacao
da micobactéria.

e  Ribossomos — corptsculos espalhados no citoplasma da micobactéria contendo
dcido ribonucleico (ARN) e proteinas. Possuem as enzimas necessdrias a bios-
sintese celular, entre elas a responsével pela reduc¢do do nitrato a nitrito, uma das
provas utilizadas na identificagdo do M. tuberculosis.

e  Granulos de polifosfato — estruturas onde ficam armazenados polifosfatos para
uso nas atividades energéticas e de multiplicagdo bacilar. Na visualiza¢dao micros-
cépica podem aparecer como pequeninos graos escuros localizados nas extremi-
dades do bacilo.

e  Vacuolos lipidicos — armazenam lipideos para uso nas necessidades metabdlicas
das células.

e  Mesossomos — encontram-se associados a membrana celular e desempenham
funcio essencial no processo de divisdo celular e nas atividades enzimaticas.

As micobactérias sdao, também, classificadas, conforme sua capacidade de causar
doenga no homem, em (i) patogénicas, que obrigatoriamente causam doenga; (ii)
potencialmente patogénicas, que podem causar doenca; (iii) raramente patogénicas,
nunca ou com extrema raridade causam doenca. Mediante essa classificacdo, as es-
pécies oficialmente reconhecidas e mais comumente isoladas estdo distribuidas no
Quadro 1.
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Quadro 1 Espécies de micobactérias classificadas conforme
patogenicidade para seres humanos

PATOGENICAS

M. leprae M. tuberculosis
M. bovis
M. africanum
M. microti
M. caprae

POTENCIALMENTE PATOGENICAS

M. avium M branderi M. genavense M. malmoense M. simiae
M. avium subsp paratuberculosis M. celatum M. haemophilum M. marinum M. szulgai
M. abscessus M. chelonae M. intracellulare M. peregrinum M. ulcerans
M. asiaticum M. fortuitum M. kansasii M. scrofulaceum M. xenopi

RARAMENTE PATOGENICA

M. agri M. cooki M. gordonae M. phlei M. terrae

M. aichiense M. diernhoferi M. hassiacum M. porcinum M. thermoresistible
M. alvei M. duvalii M. komossense M. pulveris M. tokaiense

M. aurum M. fallax M. lepraemurium M. rhodesiae M. triviale

M. brumae M. farcinogenes M. mucogenicum M. senegalense M. vaccae

M. austroafricanum M. flavescens M. nonchromogenicm M. shimoidei

M. chitae M. gadium M. neoaurum M. smegmatis

M. chubuense M. gastri M. obuense M. sphagni

M. confluentis M. gilvum

Fonte:  CGLAB/DEVEP/SVS/MS

Estudos taxon6micos demonstraram similaridades fenotipicas, rela¢ao de anti-
genos citoplasmaticos e homologia do ADN, entre as vérias espécies oficialmente des-
critas induzindo, por razdes operacionais de diagndstico, o agrupamento de algumas
e suas definicdes como complexos ou grupos. Assim, oficialmente fazem parte do
Complexo M. tuberculosis (CMTB) as espécies: M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis —
BCG; M. africanum, M. microti, M. caprae e M. pinnipedii. A espécie M. canetti, descri-
ta inicialmente por George Canetti em 1969, ainda nao foi oficialmente reconhecida
como membro do CMTB>
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Além do CMTB, tem-se o Complexo M. aviumm (MAC) que agrupa as espécies
M. avium, M. avium subespécie paratuberculosis, M. intracellulare e M. scrofulaceum e
Complexo M. terrae as espécies M. terrae, M. nonchromogenicum e M. triviale.

Recentemente, algumas espécies de crescimento rdapido foram reunidas em trés
grupos: (i) grupo M. fortuitum composto pelas espécies M. fortuitum, M. peregriu-
num, M. mucogenicum, M. senegalense, M. mageritense, M. septicum, M. houstonense
M. bonickei; (ii) grupo M. chelonae pelas espécies M. chelonae, M. abcessus, M. im-
munogenum e (iii) grupo M. smegmatis, pelas espécies M. smegmatis, M. woliskyi, M.
godii.*

As espécies de MNT tém sido isoladas de diversas fontes ambientais (4guas, solos,
poeiras e materiais vegetais) e/ou de animais. Algumas espécies sdo encontradas na
prépria microbiota epidérmica e dos tratos respiratdrio e gastrico-intestinal dos seres
humanos.

Quando responsaveis por processos patologicos em humanos, as MNT podem
acometer qualquer tecido dos sistemas ou disseminar-se por todo o organismo, prin-
cipalmente em pacientes imunocomprometidos. A doenca que ocasionam é denomi-
nada de micobacteriose, independentemente da espécie responsével pela patologia.
Por ndo serem transmissiveis, nao existe obrigatoriedade de notifica¢do, o indicador
de incidéncia no Brasil é desconhecido.
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5.1 Descricao

As amostras clinicas enviadas ao laboratério para diagndstico de micobactérias de-
vem cumprir uma série de condi¢des gerais das quais dependem a qualidade e eficiéncia
dos resultados dos exames: indicacio correta da pesquisa de micobactérias, selecao do tipo
de amostra mais representativa, cuidado na coleta, transporte, acondicionamento e recep-
¢30 dessas amostras. Assim, os profissionais envolvidos nas atividades descritas devem ter
conhecimento da natureza critica da manutengio da qualidade da amostra durante todo
0 processo, incluindo aspectos de biosseguranga no seu manuseio’.

Alguns fatores podem comprometer um exame microbioldgico, desde a hipétese
diagndstica mal elaborada, informagées mal coletadas, incompletas ou ndo devida-
mente interpretadas, requisi¢ao inadequada da andlise laboratorial, coleta, conserva-
¢do e transporte inadequados, falha técnica na andlise, demora na libera¢do do resul-
tado e md interpretacdo dos resultados®

Este capitulo fornece informagdes praticas para uma apropriada coleta e manuseio
de amostras destinadas a andlises num laboratério de microbiologia de micobactérias.

5.2 Selecao e tipos de amostras

Antes da coleta de amostra para andlise no laboratério, é importante que o sitio
anatomico de onde serd coletada a amostra seja identificado como sendo representa-
tivo do processo de doenca ativa'?2

O diagnéstico laboratorial de micobactérias pode ser realizado a partir de amos-
tras provenientes de varios sitios do corpo humano e, para o diagnéstico da tubercu-
lose, as amostras vao depender da forma de tuberculose que estd sendo investigada, se
tuberculose pulmonar ou extrapulmonar®.

No Quadro 1 estdao descritas as amostras encaminhadas com maior freqiiéncia
para realiza¢ao de baciloscopia e cultura para o diagnéstico laboratorial da tubercu-
lose e micobacterioses*.

Quadro 1 Tipos de amostras utilizadas no diagndstico laboratorial da TB

Tuberculose Pulmonar Tuberculose Extrapulmonar

escarro (espontaneo ou induzido) urina

lavado bronquico liquidos: pleural, sinovial, peritoneal, pericardico, ascitico e LCR
lavado bronco-alveolar

fragmento de tecido secrecoes ganglionares e de noédulos

pulmonar (bi6psia pulmonar)

aspirado transtraqueal fragmentos de tecidos: biopsias cutaneas, de ossos e de 6rgaos
lavado gastrico secrecdes purulentas de pele, nariz, ouvido, olhos, garganta

sangue e aspirado de medula
aspirados de ganglios e de tumores

Fonte:  Brasil. Ministério da Saude. Coordenacao Nacional de Doencas Sexualmente Transmissiveis e Aids. Manual
TELELAB — Tuberculose — Diagndstico Laboratorial — Baciloscopia. Brasilia. 2001
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A grande maioria das amostras é de origem respiratéria: escarro (espontineo ou
induzido), lavado bronco-alveolar (LBA), escovado bronquico, fragmentos de tecido
pulmonar, aspirado transtraqueal e lavado gastrico.

Amostras de sitios ndo respiratdrios sdo: urina, lesdes, secrecoes, abscessos, li-
quidos cavitdrios (liquido céfalo-raquidiano — LCR, pleural, pericéridico, sinovial, as-
citico) e outros. Especial atencao deve ser dada quando hd suspeita de micobactérias
disseminadas, pois nesse caso as amostras serdo provenientes de sitios estéreis, como
sangue, aspirado de medula dssea, bidpsias de ganglios linfaticos, baco e figado. Nes-
ses casos observar as condicdes de assepsia da coleta e o acondicionamento em frasco
estéril, pois a semeadura ser4 feita diretamente em meio de cultura, ndo passando pela
etapa de descontaminagdo.

5.3 Amostras de origem pulmonar

As amostras a seguir sao as mais freqiientemente solicitadas para o diagnéstico de

tuberculose pulmonar>®’:

e  Escarro espontaneo — é a amostra clinica mais utilizada para o isolamento de
micobactérias, principalmente para o diagnéstico da tuberculose pulmonar, por
ser o material de maior riqueza bacilar e de fécil obten¢do. Uma boa amostra
de escarro é a que provém da drvore brénquica, obtida apds esfor¢o de tosse
(expectoragdo espontinea) e ndo a que se obtém da faringe ou por aspiragdo de
secrecdes nasais e nem tampouco a que contém somente saliva. O volume ideal
é de 5 a 10 ml. O escarro contém fragmentos de necrose (caseum), secrecdes
bronco-pulmonares e secre¢des orofaringeas, pois, embora a drvore bronquica
seja estéril, a expectoracdo contamina-se ao passar pela parte superior do trato
respiratério, assim o escarro é um produto contaminado e viscoso por conter
grande quantidade de muco. O escarro deve ser coletado em pote de pléstico
transparente, de boca larga e com tampa de rosca. As recomendagoes para a coleta
devem ser feitas pelo pessoal da Unidade de Satde. Por ser um material de maior
riqueza bacilar, pode ser conservado em refrigeragao (2°C — 8°C), por 5 a 7 dias,
sem perder sua viabilidade para a cultura e suas caracteristicas para a baciloscopia.
Transportar para o laboratério, ao abrigo da luz solar e acondicionar de maneira
adequada para que ndo haja risco de derramamento (tampa bem fechada).

O pote para a coleta de escarro deve ser fornecido pela Unidade de Satde e ter as

caracteristicas de: ser descartdvel, capacidade de 35 a 50 ml, altura minima de 40 mm,

boca larga e tampa de rosca, como mostra a Figura 1.
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Figura 1 Caracteristicas do pote de coleta de escarro.

50 mm
—

boca larga, tampa rosqueavel —

plastico transparente/ 40 mm

altura minima

capacidade de 35 ml a 50 ml

pote descartavel

Fonte:  CGLAB/DEVEP/SVS/MS.

e  Escarro induzido — Esse procedimento é recomendado e orientado pelo médico
quando o paciente tem pouca secre¢do ou ndo consegue coletar normalmente o
escarro. A coleta de escarro por indugao é feita ap6s a realizagao de nebulizaciao
com solucio salina hipertonica (5 ml de NaCl 3%), durante no minimo 5 e no
maximo 20 minutos, preferencialmente com nebulizador ultra-s6nico. A nebu-
lizagdo fluidifica a secre¢do do pulmao, provoca uma irritacao que leva a tosse
e facilita a expulsdo do escarro. Esse procedimento deve ser acompanhado por
profissional treinado e em Unidade de Satide equipada com sala especial e cuida-
dos de biosseguranca para prevenir a contaminag¢io do ambiente pelos aerossois
formados. No pote de coleta deve constar a informagao de que a coleta foi por
inducdo, pois o material ¢ menos viscoso e semelhante a saliva. Esse procedimen-
to é util para pacientes em controle de tratamento e pacientes com Aids. Segue as
mesmas recomendacdes de transporte e conservagao para o escarro espontaneo.

e Lavado bréonquico ou broncoalveolar (LBA) — sdo coletados sob orientagao de
equipe médica especializada, durante o momento da explora¢ao broncoscépica
(broncofibroscopio), em frasco estéril, com um volume de mais de 5 ml e trans-
portados, a temperatura ambiente, com o cuidado de manter a tampa bem fecha-
da para niao derramar. O tempo de transporte deve ser no maximo de 4 horas.

ATENCAO: O broncofibroscépio deve ser esterilizado conforme in-
dicacao do fabricante para evitar contaminacao entre pacientes.

e  Aspirado transtraqueal — deve ser coletado o maior volume possivel em reci-
piente estéril, por equipe médica especializada. Transportar a temperatura am-
biente com o cuidado de manter o frasco bem fechado, num tempo inferior a 2
horas.

e Lavado gastrico — a obtencdo desse material requer hospitaliza¢ao, pois é cole-
tado logo que o paciente acorda, antes mesmo de se levantar e comer. Indicado
para criangas, pois essas deglutem o escarro. Considerado material respiratério,
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pois se faz inducao do escarro, com sonda nasogdstrica fina, injetando 10 a 15
ml de soro fisioldgico e, apds 30 minutos, é feita lavagem gastrica. Coletar pelo
menos duas amostras em dias consecutivos. Pode ser coletado em frasco estéril
contendo solugdo tampao de carbonato de sédio a 10% para neutralizar a acdo
do suco géstrico e transportado a temperatura ambiente em até 1 hora, em fras-
cos bem fechados. Recomenda-se agendamento entre a instituicdo que realizard
a coleta e o laboratdrio, para que o laboratério possa organizar-se e processar
imediatamente o material.

No item 5.12.2 do anexo deste capitulo, o Quadro 2 resume as recomendagdes

técnicas para as amostras de origem pulmonar.

5.4 Amostras de origem extrapulmonar

As amostras a seguir sdo as mais freqlientemente solicitadas para o diagndstico de

tuberculose extrapulmonar *¢7:

e  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, ap6s higiene intima com dgua
e sabdo neutro, com volume minimo de 40 ml. Utiliza-se um ndmero minimo de
trés e maximo de seis amostras, coletadas em dias consecutivos. Transportar com
o cuidado de manter a tampa bem fechada para ndo derramar, a temperatura
ambiente num periodo maximo de 2 horas. Recomenda-se a organiza¢dao de um
fluxo para que o laboratdrio processe imediatamente o material.

e Liquido corporal asséptico: pleural, peritoneal, sinovial, ascitico, pericardico —
esses materiais sao coletados assepticamente por pessoal médico, no maior volu-
me possivel e colocados em frascos estéreis. Transportar com o cuidado de man-
ter o frasco bem fechado, num tempo de 15 minutos, & temperatura ambiente.

e 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). Transportar a temperatura ambien-
te, em frasco bem fechado.

e  Fragmentos de tecidos (bidpsias) — os materiais obtidos por dissec¢do, ou seja,
os fragmentos de tecidos (bidpsias cutineas, de 6rgaos e de 0ssos), secre¢des gan-
glionares e nédulos sdo coletados assepticamente por pessoal médico, em frascos
com Agua destilada (ou solugio salina) estéril. Ndo utilizar conservantes ou fi-
xadores como formol. Na suspeita de tuberculose pleural o fragmento de pleu-
ra deve ser coletado sempre que possivel, pois apresenta positividade superior
a cultura do liquido pleural. Devem ser transportados a temperatura ambiente
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num periodo de 15 minutos, em frascos bem fechados. Os raspados de pele ou de
lesdes superficiais secas tém pouco valor no diagndstico de micobactérias, com
rendimento de isolamento ndo satisfatério e devem ser considerados somente
em ultima instancia. Para o diagndstico de TB cutinea utiliza-se a bipsia cuta-
nea, pois as micobactérias estdo localizadas na hipoderme, obtida apenas pela
realizacdo de uma biépsia profunda.

e Sangue — a pesquisa de micobactérias no sangue estd particularmente indicada
nos casos de bacteremia, em pacientes imunodeficientes, por exemplo em pa-
cientes com Aids. Se houver a disponibilidade do frasco de meio de cultura no
momento e local da coleta, o sangue devera ser coletado sem anticoagulante,
pois os meios de cultura liquidos ja contém o anticoagulante na sua formula-
¢d0. De preferéncia utilizar meios de cultura que sdo incubados em sistemas
semi-automatizados ou automatizados. Na impossibilidade de existir os meios
de cultura no momento da coleta, o sangue devera ser coletado com anticoa-
gulante (com exce¢do do EDTA) e levado ao laboratério imediatamente. O uso
de Sodium polyanethol sulfonate (SPS) é recomendado por ser o anticoagulante
menos téxico para micobactérias (1,5 ml de SPS a 0,35% para 8,5 ml de san-
gue). Transportar a temperatura ambiente (nunca refrigerar), com o cuidado
de manter o frasco bem fechado. O sangue menstrual ndo é mais utilizado para
o diagndstico de tuberculose uterina, sendo a bidpsia de endométrio o material
mais indicado.

e Medula 6ssea — além da amostra de sangue, o aspirado de medula éssea 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 fisiologico ou Agua destilada estéril. Em ambos
ndo se deve usar conservante ou fixador. Transportar a temperatura ambiente
(nunca refrigerar), com o cuidado de manter o frasco bem fechado. Assim como
o sangue, recomenda-se a semeadura direta no meio de cultura.

e  Pus e secregdes purulentas, aspirado de ginglios e de tumores — secrecdes pu-
rulentas de pele, nariz, ouvido, olhos, garganta também podem ser utilizados
para isolamento de micobactérias. Esses materiais quando provenientes de cavi-
dade fechada sao coletados através de pungdo, por pessoal médico e sdo seme-
ados diretamente em meio de cultura. Quando o material é de cavidade aberta,
geralmente é coletado através de um swab, com cuidados especiais de nao tocar
nas bordas. Nesse caso, o swab deve ser imerso em Agua destilada ou solugdo
salina, estéreis. Transportar a temperatura ambiente num periodo inferior a 2
horas.
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e  Fezes — para o caso de diagndstico de tuberculose intestinal, é indicada a bidpsia.
A conduta de escolha é a laparotomia, através da colonoscopia. A pesquisa de
micobactérias em fezes é apenas indicada para pacientes com Aids e deve ser
criteriosamente avaliada pelo médico. Coletar em frasco estéril, sem conservan-
tes ou fixadores e transportar a temperatura ambiente num periodo menor de 1
hora e com o cuidado de fechar bem o pote.

No item 5.12.3 do anexo deste capitulo, o0 Quadro 3 resume as recomendagdes
técnicas para as amostras de origem extrapulmonar.

5.5 Solicitacao de exames

As amostras clinicas encaminhadas ao laboratério devem estar acompanhadas da so-
licitagdo de exames, que é um formuldrio com informagdes tteis tanto para quem estd
solicitando o exame como para o laboratério que ird processar a amostra. As requisi-
¢oes devem estar preenchidas completa e corretamente e devem conter, no minimo,
os seguintes dados, que podem ser valorizados em diferentes etapas do processamento
do exame’.

e Identificacao do paciente: nome e sobrenome completos sem abrevia¢ao; data
de nascimento para evitar confusio com homoénimos; idade atual; nome da mae;
género; numero do cartdo do SUS, endereco completo e telefone para contato.

e Local da consulta e registro: niimero do Cadastro Nacional de Estabelecimento
de Sadde (CNES), ambulatério, hospital ou consultério e registro do paciente
(prontudrio), nome e assinatura do solicitante.

e Informagdes sobre o paciente: hipdtese diagnéstica, descri¢do objetiva dos
achados clinicos significativos do local e caracteristicas da infec¢ao, dados epi-
demioldgicos relevantes do provavel local de infec¢do, dados importantes rela-
cionados a processos invasivos (cirurgia, cateter, sonda vesical, didlise), uso de
medicamentos (inicio do tratamento), co-morbidades.

e  Caracterizacao da amostra: respiratéria (trato respiratério inferior) ou nao res-
piratéria (extrapulmonar), qual o sitio e o tipo de via de obten¢do do material
(pungio, swab, raspado, drenagem, fistula), data da coleta.

e Aspectos fisicos da amostra: o escarro pode se apresentar como saliva, mucopu-
rulento, sanguinolento ou liquefeito. Essas informacdes auxiliam para uma boa
interpreta¢ao do resultado.

e Natureza do exame solicitado: exame microscépico direto (baciloscopia) e/ou
cultura; outros (identificagdo da espécie e teste de sensibilidade).

O envolvimento do médico ou de quem solicita o exame e o laboratério é 1til
para ambos, facilitando a interpreta¢do de resultados, propiciando melhor orientagdo
técnica e mais objetividade.
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Nos itens 1.9.2 e 1.9.4 dos anexos do Capitulo 1 apresentamos modelos de solici-
tagdo de exames para baciloscopia e cultura para micobactérias incluindo espago para
os resultados correspondentes e demais informacoes.

5.6 Consideracoes gerais para coleta e armazenamento de
amostras clinicas

O profissional responsavel pela coleta serd também responsdvel pela identifica-
¢ao de forma legivel e correta do frasco que contém a amostra a ser encaminhada ao
laboratério. Esse profissional deve estar devidamente capacitado e seu conhecimento
deve ser periodicamente atualizado para essa atividade. Deve saber que o material
deverd ser destinado, o mais brevemente possivel, ao laboratério. Deve conhecer ou
obter instrugdes sobre a conservagdo e/ou transporte do material caso esse ndo possa
ser processado imediatamente’.

Algumas consideragoes gerais podem ser apontadas, principalmente no caso de soli-

citagdo de cultura.

e  Coletar a amostra antes de iniciar o tratamento, preferencialmente.

e Instruir claramente o paciente sobre o procedimento da coleta.

e  Observar a anti-sepsia na coleta de todos os materiais clinicos.

e  Coletar uma quantidade suficiente de material para permitir uma completa ana-
lise microbioldgica.

e  Observar que a solicita¢do do exame contenha as informagdes descritas no item
5.5 deste Capitulo.

e  Utilizar barreiras de prote¢do necessdrias a cada procedimento.

e  Tratar toda amostra como potencialmente patogénica.

e  Usar frascos apropriados a cada tipo de coleta e de amostra.

e Naio manusear a amostra em transito (durante o transporte).

e Nio contaminar a superficie externa do frasco de coleta e verificar se estd firme-
mente vedado (caso ocorram respingos ou contaminacio na parte externa do
frasco, fazer descontaminag¢do com Solu¢io de Fenol a 5%.

e  Nio contaminar a requisi¢do médica que acompanha o material.

e  Colocar a identifica¢ao no frasco de coleta e nunca na tampa ou sobre rétulos.

ATENCAO: Infeccbes pés-cirirgicas conseqiientes de cirurgias es-
téticas, procedimentos cirurgicos-endoscépicos ou procedimentos
transcutaneos em cavidades ou tecidos estéreis que atinjam dois
ou mais pacientes podem caracterizar casos de surtos de MNT de
crescimento rapido. As manifestacoes clinicas podem ser infeccoes
de pele e subcutaneas que se apresentam como abscessos frios
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e/ou piogénicos, com reacao inflamatéria aguda e supuracao, ou
evolucao cronica ou com nédulos; ulceracdes nos portais de en-
trada de canulas ou laparoscopios; fistulizacoes; abscessos com
secrecoes com manifestacao até um ano apds o ato cirurgico. As
amostras clinicas utilizadas para identificacao da micobactéria, no
caso de surtos, devem ser exsudatos de abscessos e fragmentos de
tecidos, coletados através de puncao e/ou bidpsia e colocado em
soro fisiologico ou dgua destilada estéril. Manter sob refrigeracao
e nao colocar em formol. Nao utilizar tecido externo ou material
coletado com swab. Recomenda-se nao fazer puncoes repetidas,
para evitar contaminacoes e infeccoes cruzadasé.

O encaminhamento de amostras imediatamente apds a coleta assegura a sobre-
vivéncia e isolamento do microrganismo, evitando o contato prolongado das mico-
bactérias com a microbiota associada. Observar a rotina de encaminhamento ao la-
boratério, quanto ao horério de envio e sempre que houver uma situacio especial,
consultar o laboratério antes de enviar. Os cuidados de acondicionamento e trans-
porte estdo descritos no Capitulo 3.

5.7 OrientacOes para coleta de escarro espontaneo

De acordo com as recomendag¢des da OMS devem ser coletadas duas amostras de
escarro de cada paciente para aumentar as chances de se obter um resultado positivo,
uma vez que a quantidade de bacilos no escarro é varidvel®.

A primeira amostra deve ser coletada quando o paciente sintomdtico respiratd-
rio procurar o atendimento na Unidade de Satde, para aproveitar a presenca dele e
garantir a realizacdo do exame laboratorial. Nao é necessdrio 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 drvore bronquica, 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, geralmente é mais rica em bacilos porque 4 composta da
secre¢do acumulada na drvore bronquica por toda a noite. O paciente deve estar em
jejum e realizar bochecho com dgua para a retirada de residuos da orofaringe.

Recomenda-se que as amostras sejam coletadas em locais abertos, de preferéncia
ao ar livre. Se a coleta for realizada em uma sala, esta devera ser arejada, tendo as jane-
las abertas para reduzir a concentragio de particulas infectantes, os nicleos de Wells
(particulas de 1 a 5 pm com 1 a 2 bacilos, que ficam suspensas no ar). A porta deverd
permanecer fechada durante a coleta, dessa forma o fluxo de ar serd direcionado para
fora do ambiente através da janela.
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Para que a qualidade do material seja satisfatéria é necessdria que contenha ma-
terial mucopurulento. Isto é mais importante que o volume. Em condig¢6es ideais uma
amostra de escarro deve ter um volume de 5 a 10 ml, porém sdo aceitdveis amostras
menores se a qualidade é satisfatoria. As amostras coletadas para o controle do trata-
mento devem ser examinadas independentemente da qualidade e quantidade. E deve
persistir durante todo o periodo que o paciente esteja recebendo a medicacdo.

Outro aspecto importante que influencia na qualidade da amostra de escarro es-
pontineo é a maneira como o profissional transmite essas instrugdes e a compreensao
destas pelo paciente. Além do contetdo falado é fundamental a linguagem néao-ver-
bal: dirigir-se ao paciente pelo nome, cumprimentd-lo, aproximar-se para atendé-lo,
manter contato visual quando a ele se dirigir ou quando este se dirigir ao profissional,
concentrar-se no paciente e manter a fisionomia receptiva. O profissional de satide
deverd ter sempre a preocupag¢ao de avaliar a compreensdo das informagdes dadas,
mudando a linguagem quando necessitar repetir a orientagao, além de sempre deixar
espaco para que o paciente possa fazer perguntas™.

Antes de iniciar as orientac¢des, o profissional deve reunir todo o material necessério,

bem como verificar se a tampa do pote fecha bem e se 0 mesmo estd devidamente

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

e  Explicar a importancia do exame para o paciente utilizando termos claros e de
facil entendimento.

e  Fornecer ao paciente a orientacdo e simula¢do da técnica de coleta utilizando
para isso o pote, aproveitando este momento para indicar a quantidade a ser
coletada.

e  Orientar o paciente a inspirar profundamente, retendo por alguns instantes o ar
dos pulmaes. Orientar o paciente a tossir e escarrar diretamente no pote.

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

e  Orientar o paciente a tampar o pote rosqueando-o firmemente.

e  Entregar ao paciente o pote para a coleta (identificado), junto com um papel-
toalha (ou papel higiénico).

e Indicar ao paciente o local da coleta.

e  Apos a coleta o paciente deve levar o pote até o profissional de satde, 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 opera¢do até obter
uma amostra adequada.

e Ao final, o paciente deve lavar as maos.
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Nos itens 5.12.6 e 5.12.7 do anexo deste capitulo apresentamos modelos de car-
tazes com as orientagdes para coleta de amostras de escarro espontineo. Recomenda-
mos que o cartaz da coleta da 12 amostra esteja afixado nas Unidades de Sadde e que
o da 22 amostra seja impresso e entregue ao paciente.

5.8 Instrucoes para coleta de escarro induzido

Quando o paciente ndo consegue coletar normalmente (espontaneamente) o es-
carro, porque nao consegue expelir o escarro ou tem pouca secre¢ao, recomenda-se a
obten¢do de uma amostra de escarro através de indugao.

A técnica consiste na nebuliza¢do com solu¢do salina hipertonica (5 ml de NaCl
3 — 5%), preferencialmente com nebulizador ultra-sonico, em uma sala especial que
atenda as normas de biosseguranca e o profissional que executa a técnica deve estar
habilitado para tal. Os pacientes devem ser rigorosamente agendados com intervalos
minimos de uma hora. Seguir as orientagdes padronizadas para coleta de escarro e
envio ao laboratoério.

Para obten¢ao da solugdo a 3%, utilizar o seguinte recurso: usar 5 ml de Soro Fisio-
16gico 0,9% + 0,5 ml de NaCl 20%. Nio utilizar solugdo preparada com Agua destilada
e NaCl pois pode causar broncoespasmo, dificultando ainda mais a expectoracao''.

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

5.9 Recepcao de amostras no laboratoério

O laboratério nao deve ter hordrio restrito para recep¢ao de amostras. O profissio-

nal responsével pela rotina de recebimento deverd utilizar equipamentos de prote¢ao

individuais (EPI) ao receber as amostras. Na recep¢ao, junto com o profissional que
trouxe a amostra, ¢ importante verificar as seguintes observagdes.

e  Comprovar se as amostras estdo bem identificadas e correspondem as requisi-
¢Oes enviadas.

e  Proceder o registro de cada amostra no sistema de informac¢ao Gerenciador de
Ambiente Laboratorial (GAL) e no Registro de Baciloscopia e/ou Registro de cultura
em meio solido e teste de sensibilidade, anotando as caracteristicas de cada amostra,
principalmente as amostras de escarro, de acordo com o item 5.5 deste Capitulo.

Informar o prazo de entrega do resultado de acordo com o exame solicitado.

e  Se houver deficiéncias que podem influenciar a qualidade e/ou quantidade da
amostra e a forma em que foram enviadas, registrar e comunicar a Unidade de
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Satide remetente para esclarecimentos sobre as condi¢oes da amostra e solicitar
nova coleta, quando necessério.

e  Recomenda-se que nenhuma amostra clinica seja desprezada, mesmo em situa-
¢des em que haja problemas referentes & qualidade, quantidade e forma de envio,
sem o prévio conhecimento do paciente e do solicitante do exame, salvo em caso
de acidente (que também deve ser notificado). 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 uma melhor cor-
relagdo clinico/laboratorial. Esses critérios devem ser respeitados desde a recepg¢io até
o processamento das amostras’.

Cada tipo de amostra requer especiais condi¢des de coleta, frascos apropriados,
conservagao e transporte. Nos quadros apresentados nos itens 5.12.2 ¢ 5.12.3 do anexo
deste capitulo estdo as principais amostras pulmonares e extrapulmonares, solicitadas
para o diagndstico de micobactérias e as caracteristicas especiais de cada uma delas.

Algumas situagdes s3o comuns na rotina dos laboratérios, como a chegada de
amostras ndo identificadas, com tempo prolongado de transporte, frascos ndo apro-
priados, frascos quebrados ou com vazamento, amostras nao proprias para a hipotese
clinica. Sempre que esses problemas forem encontrados, é importante informar o local
de origem e solicitar esclarecimentos, registrar a ocorréncia e as providéncias tomadas
em cada situagdo. Essas praticas asseguram a qualidade dos exames realizados.

No item 5.12.7 apresentamos um formuldrio para registro das inadequag¢des en-
contradas no recebimento das amostras clinicas e as providencias tomadas para solu-
cionar o problema.

5.10.2 Aspectos fisicos do escarro

O escarro contém particulas sélidas ou purulentas produzidas pelos pulmdes,
que sdo expelidas junto com a tosse, e a Figura 2 mostra como elas podem se apresen-
tar como saliva, mucopurulento, sanguinolento e liquefeito'>.

Recomenda-se ndo deixar o escarro por muito tempo a temperatura ambiente,
pois isso pode tornd-lo liquefeito, com aspecto muco-coloidal ou aguado. Normal-
mente, a parte sanguinolenta contém menos bacilos porque o sangue contata pouco
tempo a lesdo.

A saliva e 0 muco nasal nao sdo boas amostras para serem examinadas, mas nao

devem ser desprezadas, pois existe a possibilidade de que se encontrem bacilos.
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Figura 2  Aspectos fisicos do escarro

®
\ /
-«

(A) saliva (B) mucopurulento (C) sanguinolento (D) liquefeito
Fonte:  Adaptado de Fujiki A. AFB Microscopy Training. Tokyo, Japan: The Research Institute of Tuberculosis, 2005.

5.10.3 Qualidade das amostras de escarro espontaneo*

Para avaliar a qualidade das amostras de escarro espontaneo recebidas para diagnés-
tico e a necessidade ou ndo de capacitar o técnico que orienta o paciente para a coleta, é
importante calcular o seguinte indicador: percentual das amostras com aspecto de saliva,
no periodo em avaliagdo. E recomendado fazer essa avaliagdo trimestralmente e a fonte
dos dados € o sistema de informacao Gerenciador de Ambiente Laboratorial - GAL e Re-
gistro de Baciloscopia e/ou Registro de Cultura em Meio Sélido e Teste de Sensibilidade.

O método de célculo é:

N° de amostras de escarro recebidas com aspecto de saliva em determinado periodo
Total de amostras recebidas no laboratério no mesmo periodo

X 100

Para interpretar o resultado, o pardmetro utilizado é 15%. Um percentual maior
do que 15% pode indicar que nao estdao sendo dadas as orientacdes adequadas para a
coleta de escarro ou que os pacientes s6 conseguem produzir amostras com aspecto
de saliva. Enquanto que um percentual igual ou menor do que 15% indicam que as
amostras estdo sendo coletadas adequadamente.

Exemplo: No periodo de 2 de janeiro a 2 de abril do ano corrente, foram recebi-
das 400 amostras de escarro para diagndstico com aspecto de saliva. O ntimero total
de amostras recebidas para diagndstico, no mesmo periodo, foi de 1440. Fazendo o
célculo, o percentual foi de 27,7%.

Nesse caso, as possiveis causas para um valor acima de 15% podem ser: orienta-
¢do inadequada ao paciente para a coleta de escarro ou o estdgio da doenca é inicial ou
o0 paciente tem pouca expectoracio (paciente HIV/Aids) ou amostras coletadas por
indugdo. Para corrigir é necessario treinar o técnico responsavel pela orientagao ao
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paciente e/ou melhorar as instru¢des fornecidas por escrito. Lembrar de nao incluir
no célculo as amostras de escarro coletadas por indugéo.
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Capitulo 5 - Amostras Clinicas

5.12.3 Orientacoes para coleta de escarro — 12 amostra

Coleta da primeira amostra na unidade de saude

1. lave a boca fazendo bochechos com bastante dgua.
Nao precisa estar de jejum;

abra o pote fornecido pela unidade de sadde.

fique sozinho em um local arejado, de preferéncia ao
ar livre;

/R

4. force a tosse, do seguinte modo:
a) inspire profundamente, isto é, puxe o ar pelo nariz e fique com a boca
fechada; prenda a respirag¢ao por alguns instantes e solte o ar lentamente
pela boca. Faga isso mais duas vezes.

-

b) inspire profundamente mais uma vez, prenda a respira¢do por alguns ins-
tantes e solte o ar com for¢a e rapidamente pela boca;

-

c) inspire profundamente mais uma vez, prenda a respiracdo por alguns ins-
tantes e, em seguida, force a tosse para poder liberar o escarro que estd
dentro do pulmao.

-

5. escarre diretamente dentro do pote. Cuidado para o
escarro ndo escorrer por fora;

6. repita as orientagOes 4 e 5 por mais duas vezes, até conseguir uma quan-
tidade maior de amostra;

7. feche firmemente, proteja da luz solar, carregue
sempre com tampa voltada para cima e entregue o E
pote para o profissional que orientou vocé.

Fonte:  Brasil. Ministério da Saude. Coordenacdo Nacional de Doencas Sexualmente Transmissiveis e Aids. Manual
TELELAB — Tuberculose — Diagndstico Laboratorial — Baciloscopia. Brasilia. 2001.
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5.12.4 Orientacoes para Coleta de Escarro — 22 amostra

Coleta da segunda amostra
Para coletar a segunda amostra é importante que vocé:

1. no dia anterior a coleta
& . Lo .
a) bebano minimo 8 copos de liquidos (dgua, refrescos).
A dgua ajuda a soltar o escarro que estd no pulmio;

‘. b) durma sem travesseiro. Isso também facilita a saida

do escarro do pulmao, na hora da coleta.

2. no dia da coleta e assim que despertar
a) lave aboca fazendo bochechos com bastante dgua e, em jejum, force a tos-
se e escarre dentro do pote, seguindo as mesmas orientagdes da coleta da
primeira amostra;

b) feche firmemente, coloque num saco pléstico, prote-
ja da luz solar, carregue sempre com a tampa voltada
para cima e leve o pote imediatamente para o labora-

torio ou unidade de saude.

c) leve também a requisi¢do mas fora do saco plastico
onde estd o pote.

Fonte:  Brasil. Ministério da Satide. Coordenagdo Nacional de Doencas Sexualmente Transmissiveis e Aids. Manual
TELELAB — Tuberculose — Diagndstico Laboratorial — Baciloscopia. Brasilia. 2001.
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5.12.5 Formulario de registro de inadequacoes no recebimento de
amostras clinicas

Ministério da Saude Formulario de Registro de Inadequacoes
Secretaria de Vigilancia em Satde no Recebimento de Amostras Clinicas

Identificacao
Data de Entrada no Laboratério: Horaério da entrada: Ne Geral:
/ /.
Unidade de Satde: Telefone:
Nome do Paciente: Telefone:
Responsavel na Recepgao: Responsavel no Laboratério:

Motivo da Nao Conformidade

Erros de Identificacao Amostras Inadequadas

Tempo prolongado de transporte

D Discrepancia entre a identificagdo da amostra e a requisicao

D Falta de identificagdo da amostra Conservacao inadequada (temperatura)

D Origem da amostra nao identificada Amostra nao propria para a hipotese clinica

D Tipo de amostra nao identificada Frascos nao apropriados

D Exame a ser realizado nao identificado Frascos quebrados ou com vazeamento

D Outro:

Providéncias tomadas

U0 0 |0|0|DC

Outro:

Data: Responsavel:
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6.1 Descricao

A baciloscopia ou exame microscépico é a pesquisa de Bacilo Alcool-Acido Re-
sistente (BAAR) em um esfregaco de amostra clinica, preparado e corado com meto-
dologia padronizada'.

Apesar dos avangos tecnoldgicos na micobacteriologia, a baciloscopia, corada
pelo método de Ziehl Neelsen e seguindo técnica padronizada de observa¢ao ao mi-
croscopio de campo claro, mesmo sendo um método de simples execugao, continua
sendo particularmente importante no combate da tuberculose por ser de baixo custo
e por detectar casos baciliferos, ou seja, casos infecciosos de tuberculose pulmonar,
responsaveis pela manuten¢ao da cadeia de transmissao’.

Dessa forma, no Brasil, para o diagnoéstico laboratorial dos pacientes sintomati-
cos respiratdrios (SR) que procuram os servicos de saide com tosse e expectoragao
ha mais de trés semanas e constituem os casos suspeitos de tuberculose, é importante
a realiza¢do da baciloscopia visando detectar os casos infecciosos de tuberculose pul-
monar. No ano de 2005, 64% dos casos novos notificados com tuberculose pulmonar
apresentaram baciloscopia positivaZ.

A baciloscopia de controle é indicada para acompanhar a eficicia do tratamento
através da redugdo bacilar e/ou negativagao do escarro em exames mensais, indepen-
dentemente do volume da secregao.

A baciloscopia é geralmente considerada um procedimento de diagnéstico com
baixa sensibilidade, sendo descrita numa faixa entre 25% a 65% quando comparada
com a cultura. O que geralmente nao é considerado, entretanto, é que a sensibilidade
da baciloscopia varia com o tipo de lesdo, o tipo e nimero de amostras, a aten¢do
e persisténcia do microscopista. Porém, quando esses fatores sio levados em con-
sideracdo, o diagndstico bacteriolégico da tuberculose pulmonar pela baciloscopia
identifica os casos de TB que sdo fontes de infec¢do para a comunidade, com uma
sensibilidade de aproximadamente 90% 2.

O ntimero minimo de Bacilos Alcool-Acido Resistente (BAAR) necessario para
produzir um esfregaco com resultado positivo tem sido estimado entre 5000 a 10000
por mililitro, conforme descrito no Quadro 1°.
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Quadro 1 Numero de BAAR observados nas baciloscopias, concentracoes
de bacilos cultivaveis nos escarros e probabilidade de
resultados positivos

NUMERO DE BACILOS CONCENTRACAO ESTIMADA DE PROBABILIDADE DE UM
OBSERVADOS BACILOS POR ML DE ESCARRO RESULTADO POSITIVO

0 em 100 ou mais campos Menos do que 1000 Menos do que 10%
1 -2 em 300 campos 5000 - 10000 50%
1-9em 100 campos Aproximadamente 30000 80%
1-9em 10 campos Aproximadamente 50000 90%

1 -9 por campos Aproximadamente 100000 96,2%

10 ou mais por campo Aproximadamente 500000 99,95%

Fonte:  David HL. Bacteriology of mycobacterioses. US Department of Health, Education and Welfare, Public Health
Service, Communicable Disease Centre, Atlanta, USA, 1996.

O escarro de pacientes com tuberculose pulmonar — particularmente aqueles
com lesdo cavitdria — muitas vezes contém um grande nimero de BAAR que ¢ fa-
cilmente detectado pela microscopia direta. A sensibilidade da baciloscopia pode ser
melhorada pela realizacdo de mais de uma amostra por paciente. Muitos estudos tém
mostrado que, quando realizadas duas baciloscopias, detectam-se, em média, mais de
90% dos casos infecciosos 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
segunda e 5 a 8% a partir da terceira baciloscopia®.

6.2 Meétodos de execucao do esfregaco

Nesse manual, serdo descritos dois métodos de execuc¢do do esfregaco: o méto-
do da baciloscopia direta e 0 método da baciloscopia com concentragao da amostra
clinica. O primeiro método utiliza escarro sem tratamento prévio e é recomendado
pelo Ministério da Saide para o diagndstico laboratorial de todos sintomaticos res-
piratérios. No segundo, o esfregaco é realizado apés tratamento da amostra clinica
paucibacilar, e é recomendado para o diagnéstico laboratorial da tuberculose extra-
pulmonar, da tuberculose infantil, da tuberculose nos pacientes portadores do virus
HIV e Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA).

Na rotina laboratorial, a baciloscopia é realizada, na maioria das vezes, com es-
carro espontaneo, utilizando a por¢do mais purulenta que é colocada e distendida
diretamente sobre a lamina — baciloscopia direta. As secre¢des purulentas e o pus, por
suas caracteristicas fisicas, também podem ser distendidos diretamente sobre a lami-
na. 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 re-
ceber tratamento antes da realizacao do esfregaco. Esse tratamento pode ser: tritura-
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¢ao, digestao com agentes quimicos tais como um Hidréxido de sédio ou hipoclorito,
concentracio, sedimentacio, flotagdo ou mesmo filtragao®.

6.2.1 Método de execucao do esfregaco para baciloscopia direta'’

Precaugoes

e  Realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranca, tais como
as boas priéticas de laboratério e o uso de EPI adequado, conforme descrito no
Capitulo 3.

e  Abrir um pote de cada vez e com cuidado para evitar a formagado de aerossois.

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

e  Realizar no mdximo 12 amostras de cada vez e manter a drea de trabalho com
iluminagdo adequada para evitar a troca de amostras.

Materiais
Equipamentos
e  Bico de Bunsen.

Reagentes

e Solugdo de Alcool a 70%

e  Solugdo Fenol a 5%.
As férmulas e o preparo dos reagentes acima estdo descritos nos anexos do
Capitulo 3.

Insumos

e  Papel absorvente (papel de filtro ou papel-toalha) para forrar a bancada.

e 2 Bandejas de metal.

e  Pinca anatdmica com pelo menos 12 cm, ponta arredondada e internamen-
te serrilhada.

e  Palito de madeira.

e  Lapis de grafite.

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

e  Recipiente com tampa contendo pedagos de gaze.

e  Recipiente de vidro com tampa para colocar as ldminas imersas em alcool
etilico.

e  (aixa de papeldo rigido para descarte de materiais contaminados.

e  Saco plastico autoclavével para acondicionamento dos recipientes de descarte.
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Procedimentos de organiza¢ao

1.

Forrar a bancada com papel-toalha ou outro que tenha capacidade de absorver

respingos.

Providenciar e organizar na bancada os materiais necessrios 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 Solugio de Fenol a 5%, a mdo na bancada, para de-

sinfec¢do se houver respingos, conforme descrito no Capitulo 3.

Forrar as duas bandejas de metal com papel absorvente. Colocar uma delas na

bancada a sua frente. Ela serd sua drea de trabalho. A segunda bandeja colocar ao

lado direito préximo ao bico de Bunsen, para colocar as laminas com esfregaco

para secar.

Colocar as amostras clinicas de acordo com o nimero de ordem de registro, atras

da bandeja de metal a sua frente.

Verificar se as ldminas a serem utilizadas estdo limpas e ndo foram usadas pre-

viamente. As laminas arranhadas podem reter a Fucsina e simular a presenca dos

bacilos. A limpeza da ldmina nova é necessaria, pois freqiientemente elas vém de

fabrica, engorduradas pelo polimento. Nesse caso, é preciso:

a) Lavar essas laminas com dgua e detergente neutro, enxagud-las bem e depois
colocé-las imersas em um recipiente com alcool etilico.

b) Secar com gaze as laminas que vao ser utilizadas.

Identificar com o nimero de registro de cada amostra clinica cada lamina. Para

isso, escrever, com grafite, na borda fosca da lamina o mesmo ndmero colocado

no corpo do pote.

Colocar em cima da bandeja de metal somente o pote da amostra que serd pro-

cessada.

Colocar a lamina sobre a bandeja de metal.

Colocar o bico de Bunsen entre o técnico e a drea de trabalho, tomando cuidado

com a chama.

Procedimentos de realizacao

1.

Retirar lentamente a tampa da amostra para evitar a formacdo de aerossois e
colocar 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 purulen-
ta da amostra e depositar na lamina. Conforme Figura 1. Quando existirem apenas
pequenas particulas purulentas ou mucosas, pegar trés por¢des ou mais da amostra,
deposita-las na lamina e homogeneizd-las com a ponta do palito.
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Figura 1 Exemplo de retirada da particula da amostra de escarro e
colocacao na lamina

Fonte: CGLAB/DEVEP/SVS

4. Distender a amostra, até o extremo oposto da lAmina com uma das partes do
palito em posigao horizontal. Com o palito na mesma posi¢do, fazer movimentos
de vai e vem em cima da amostra até obter um esfregaco homogéneo que cubra
2/3 da lamina, sem deixar espagos vazios. Conforme Figura 2.

Figura2  Preparo do esfregaco

Fonte: CGLAB/DEVEP/SVS

Obs.: Nao aquecer a lamina durante a preparacao do esfregaco.
Esse procedimento é uma fonte importante de formacao de aeros-
s6is no ambiente laboratorial e, além disso, produz precipitados
granulosos que prejudicam a coloracao e a deteccao do bacilo*.

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

6. Colocar alamina com o esfregaco voltado para cima, para secar em temperatura
ambiente, na bandeja de metal que estd a direita, préximo do bico de Bunsen.
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Capitulo 6 - Baciloscopia

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

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 6.3 deste capitulo.

ATENCAO: Fixar o esfregaco somente quando as laminas estiverem
completamente secas, conforme descrito no item 6.3 deste capitulo.

Realizar a limpeza, descontaminagdo da bancada e o descarte do material conta-
minado conforme descrito no Capitulo 3.

6.2.2 Método de Execucao do Esfregaco para Baciloscopia apos

Concentracao da Amostra Clinica’

Precaucoes

Realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranca como as boas
praticas de laboratdrio e o uso de EPI adequados conforme descrito no Capitulo
3.

Realizar os procedimentos de manipula¢do da amostras em Cabine de Seguranca
Biologica (CSB).

Utilizar centrifuga com rotores e adaptadores de tubos (cagapas) com tampa de
protecdo contra dispersdo 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 da
amostra ter também indica¢ao de cultura. Abrir as cagapas da centrifuga dentro
da CSB.

Abrir um pote de cada vez e com cuidado para evitar a formac¢io de aerossdis.
Utilizar laminas sem prévio uso para evitar resultados falso-positivos.

ATENCAO: As amostras clinicas que além da indicacao para bacilos-
copia também tiverem indicacao de cultura, realizar a manipulacao
das amostras clinicas e execucao do esfregaco conforme descrito
no Capitulo 7.

Materiais

Equipamentos
e CSB.
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e  Centrifuga com rotor para tubos de 15, 30 ou 50 ml.
e  Agitador mecénico.

e  Pipetador automdtico ou manual.

e  Cronometro.

Reagentes

e  Solugdo de Hidréxido de sédio a 4%.

e  Agua destilada estéril.

e Solugdo de Alcool a 70%.

e Solucio de Fenol a 5%.

A férmula e o preparo da solu¢ao de Hidréxido de sédio a 4% estd descrita nos
anexos do Capitulo 7 e a férmula e o preparo da Solugdo de Alcool a 70% e da
Solugio de Fenol a 5% estao descritos nos anexos do Capitulo 3.

Insumos

e  Papel absorvente (papel de filtro ou papel-toalha) para forrar a bancada.

e  Pinga anatdmica com pelo menos 12 cm, ponta arredondada e internamen-
te serrilhada.

e  DPalitos de madeira.

e Bandeja de metal.

e  Lapis de grafite.

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

e  Tubos de centrifuga de polipropileno, estéreis, descartédveis, com fundo co-
nico, de 15, 30 ou 50 ml com tampa de rosca.

e  Estante para os tubos de 15, 30 ou 50 ml.

e  Pipetas Pasteur estéreis.

e  Recipiente com tampa com pedagos de gaze estéril.

e  Recipiente de vidro com tampa para colocar as laminas imersas em édlcool
etilico.

e  Recipiente de vidro ou metal, fundo e de boca larga, para descarte de mate-
rial a ser autoclavado e lavado.

e  Recipiente plastico de boca larga para o material ser autoclavado e descarta-
do.

e  Saco pléstico autoclavédvel para acondicionamento dos recipientes de des-
carte.

e  Recipiente a prova de respingos contendo Solu¢do de Fenol a 5% num vo-
lume que ocupe 2 cm do frasco. Por exemplo: um funil de vidro acoplado a
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boca de um frasco Erlenmeyer ou de um baldo de vidro (corpo largo e boca
estreita).

Procedimentos de organizacao

1. Identificar o numero de registro da amostra clinica no tubo de centrifuga e na
lamina, conforme descrito no item 6.2.1. deste manual.

2. Preparar a CSB conforme descrito no Capitulo 11.

Realizar o procedimento 3 fora da CSB

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

Realizar os procedimentos de 4 a 6 dentro da CSB.

4. Organizar os materiais que serdo utilizados na CSB conforme descrito no
Capitulo 11.

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

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

Procedimentos de realizagao

Realizar os procedimentos de 1 a 7 dentro da CSB

1. Colocar em cima da bandeja de metal somente o pote da amostra que serd pro-
cessada.

2. Seaamostra clinica tiver indicagdo somente para baciloscopia, transferir a amos-
tra para o tubo de centrifuga de 15 ml, deixando escorrer suavemente o escarro
pela parede interna do tubo, cuidando para nao derramar. Caso escorra o mate-
rial para fora do tubo, limpar com gaze embebida na Solucdo de Fenol a 5%.

3. Colocar o tubo de centrifuga contendo a amostra em uma estante.

Repetir esse procedimento para todas as amostras.

5. Adicionar, com pipeta estéril a cada um dos tubos de centrifuga, a Soluc¢do de
NaOH a 4%, na quantidade correspondente a0 mesmo volume da amostra. Usar
uma pipeta para cada amostra.

6. Fechar bem os tubos de centrifuga e agitar com a mao ou em agitador mecénico
até formar uma mistura bem homogénea. Deixar o tubo em repouso, a tempe-
ratura ambiente, por 15 minutos, para que ocorra a mucdlise ou fluidificagao da

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

Realizar os procedimentos de 8 a 10 fora da CSB

8. Centrifugar a 3.000 x g por 15 minutos.

9. Apos a parada total da centrifuga, esperar 5 minutos para abrir.
10. Retirar as cagapas fechadas da centrifuga e colocar na CSB.

Realizar os procedimentos de 11 a 19 dentro da CSB

11. Abrir as cacapas e acondicionar os tubos da centrifuga em uma estante. Desprezar
o sobrenadante de cada tubo de centrifuga em um recipiente a prova de respin-
gos.

12. Adicionar com uma pipeta Pasteur 3 gotas de Agua destilada estéril sobre o sedi-
mento.

13. Fechar o tubo e agitar em agitador mecénico para ressuspender o sedimento.

14. 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.
Obs.: Ndo aquecer a lamina durante a prepara¢ao do esfregaco. Esse procedi-
mento é uma fonte importante de formagdo de aeross6is no ambiente laborato-
rial e, além disso, produz precipitados granulosos que prejudicam a coloragao e
a detec¢do do bacilo'.

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

16. Repetir os passos anteriores, até processar todos os esfregacos.

17. Deixar secar completamente todos os esfregacos, a temperatura ambiente.

18. Colocar todas as 1aminas lado a lado, com esfregaco voltado para cima, em uma
bandeja de metal forrada com papel absorvente e transportar até a bancada onde
as mesmas serdo fixadas em bico de Bunsen conforme descrito no item 6.3 deste
capitulo.

ATENCAO: Fixar o esfregaco, somente quando as lAminas estiverem
completamente secas.

19. Realizar a limpeza, descontaminagdo da bancada e o descarte do material conta-
minado conforme descrito no Capitulo 3.
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6.3 Fixacao do esfregaco

Precaucoes

Realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranga, tais como

as boas priticas de laboratério e o uso de EPI adequados conforme descrito no

Capitulo 3.

Materiais

Equipamentos

Bico de Bunsen.

Reagentes

Solugio de Alcool a 70%

Solugio de Fenol a 5%.

A férmula e o preparo da Solugdo de Alcool a 70% e da Solugdo de Fenol a
5% estao descritos nos anexos do capitulo 3.

Insumos

Papel absorvente (papel de filtro ou papel-toalha) para forrar a bancada.
Bandeja de metal.

Pin¢a anatémica com pelo menos 12 cm, ponta arredondada e internamen-
te serrilhada.

Recipiente com tampa contendo pedacos de gaze estéril.

Caixa de papeldo rigido para descarte de materiais contaminados.

Saco pléstico autoclavavel para acondicionamento dos recipientes de des-
carte.

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 necessdrios para fixar o esfre-

gaco.

Procedimentos de realizagao

1. Retirar da bandeja de metal cada ldmina de uma vez, com a pinga anatomica,

com o esfregago voltado para cima e passar rapidamente, por trés vezes, sobre a

chama do bico de Bunsen conforme Figura 3.
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Figura3  Fixacao do esfregaco

Fonte: CGLAB/DEVEP/SVS

2. Devolver a lamina, com esfregaco fixado, para a bandeja de metal.

3. Repetir os procedimentos 1 e 2 até fixar todos os esfregacos.
Transportar a bandeja de metal para a bancada onde as ldminas serdo cora-
das.

5. Descartar o papel que esté forrando a bancada de trabalho e fazer a descon-
taminagdo conforme descrito no Capitulo 3.

Depois de fixados, os esfregacos ficam aderidos as laminas e estdo prontos para

a coloragdo.

6.4 Meétodos de coloracao

A parede celular das micobactérias, responsédvel pela morfologia bacilar, tem em
sua constitui¢do quimica diversos lipideos, entre eles os dcidos micdlicos. A ligagao
de alguns desses lipidios com o corante Fucsina gera complexos que sao responsaveis
pela caracteristica tintorial de resisténcia a descoloragdo por solugdes alcool-dcidas,
apresentada pelas células bacterianas que sao entao designadas como Bacilos Alcool-
Acido Resistentes (BAAR)'.

O método original de coloragdo usou “Fucsina Saturada” (Ehrlich) ou uma so-
lugao de Fucsina contendo 0,75% de Fucsina Bésica (Neelsen). Em um curto espago
de tempo Neelsen fez uma comunicag¢do oral do método estabelecido: uma solugao
com Fucsina a 1% aquecida até a emissdo de vapores, descorado com acido sulfdrico
a 25% e uma colora¢ao de fundo com Azul de Metileno. Ao longo do tempo, muitas
variagdes tém sido desenvolvidas a partir desse método bésico sendo a mais utilizada
a que usa uma solu¢io de Fucsina a 0,3%. O método de coloragio a frio, usando um
corante de Fucsina Saturada (3%), é vérias vezes referenciado como o método de
coloracdo de Kinyoun, embora a descri¢ao original incluisse uma etapa de digestdo
com hipoclorito. A modificagdo de Gabbett combinou as solu¢des de descoloragao e
coloragdo de fundo, reduzindo o procedimento para duas etapas o que resultou em
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diminui¢ao na carga de trabalho, isso fez com que esse método se tornasse popular
especialmente nos paises com méao-de-obra de alto custo. O método de coloragdo de
Tan Thiam Hok combinou a colora¢do primadria a frio e saturada com a modifica¢ao
de Gabbett e foi também amplamente adaptada®.

Em um metédico estudo comparativo de varios métodos de coloragdo com di-
ferentes concentragoes de Fucsina, o método de coloragdo usando Fucsina a 1% e
aquecimento por 15 minutos produziu os mais consistentes resultados com a mais
alta sensibilidade’. Quando a qualidade da Fucsina ndo é boa, sugerimos utiliza-la em
uma concentragio de 1%.

O microscépio comum tem sido substituido pelo microscépio de fluorescéncia
nos paises com baixa prevaléncia onde o custo com recursos humanos é maior do
que com instrumentos, e onde o nimero de amostras clinicas paucibacilares é maior.
O método de colora¢ao que é utilizado para corar os esfregacos que sao examinados
pelo microscépio de fluorescéncia requer solugdes de corantes diferentes. A Auramina
O é sempre utilizada como corante primario, sozinha ou em combina¢do com a roda-
mina para melhor diferencia¢ao. Muitas variagoes existem para a coloragdo de fundo
do esfregaco na microscopia de fluorescéncia: permanganato de potdssio é normal-
mente usado para fluorescéncia ndo especifica, mas métodos sem coloragdo de fundo
ou que usem acridina laranja, tiazina vermelha ou Azul de Metileno sdo padronizados
em alguns paises. Recentemente, a tinta nanquim azul diluida tem sido usada, produ-
zindo um bom contraste sem que o fundo se apresente muito escuro, o que dificulta a
manuten¢do do foco como ocorre com o permanganato algumas vezes’.

Neste manual estdo descritos dois métodos de coloracao, o método de Ziehl-
Neelsen e o método da Fluorescéncia com Auramina O.

6.4.1 Método de Ziehl-Neelsen

Vérios métodos de coloragao tém sido desenvolvidos na microscopia para BAAR,
mas nem todos podem ser usados em uma rede nacional de laboratérios. A padroni-
zagdo utilizando um tinico método em todo pais é crucial. O Programa Nacional de
Controle da Tuberculose (PNCT) deve insistir na manuten¢do de um dnico método
e na formula¢io apropriada de corantes para este método. O PNCT deve selecionar
um método de coloracdo que utilize o microscépio comum e um método que utilize
o microscdpio de fluorescéncia que devem ser padronizados para toda a rede nacional
de laboratérios. O primeiro método deve ser factivel em todos os laboratérios que
realizam baciloscopia. O segundo é indicado como triagem, para reduzir o tempo de
leitura dos exames negativos e é indicado para laboratdrios que realizam mais de 50
amostras de escarro por dia. O método de Ziehl Neelsen baseia-se na propriedade de
lcool-4cido resisténcia e sua utilizagdo é recomendada pelo Ministério da Saide para
todos os laboratdrios que realizam o diagnéstico da TB pulmonar pelo Ministério da
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Satide, uma vez que possibilita a identificacio de BAAR e utiliza o microscépio 6tico
comum, para leitura do esfregaco.

Precaucoes

e  Realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranga tais como
as boas praticas de laboratério e o uso de EPI adequados conforme descrito no
Capitulo 3.

e  Seguir rigorosamente o que estd descrito no Procedimento Operacional Padriao
(POP).

e  Realizar Controle de Qualidade Interno.

Materiais
Equipamentos
e  Crondmetro.

e  Bancada com cuba de inox e dgua corrente.

OBS.: Para coloracao, pode ser utilizada uma cabine de exaustao de
gases sobre a bancada com cuba de inox.

Reagentes

e Solugdo de Alcool a 70%.

e Alcool etilico comercial.

e  Fucsina Fenicada a 0,3%.

e Solugdo Descorante de Alcool-Acido a 3%.

e  Azul de Metileno a 0,3%.

As férmulas e o preparo dos corantes e da solu¢do descorante estiao descritas no
item 6.9 deste Capitulo. A férmula e o preparo Solugao de Alcool a 70% e da Solugdo
de Fenol a 5% estdo descritos nos anexos do Capitulo 3.

Insumos

e  Suporte para corar laminas.

e 2 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%.

e 1 frasco de vidro de 200 ml, com tampa de vidro esmerilhada, tipo conta-
gotas para a Solugdo Descorante de Alcool-Acido a 3%.

e  Pinga anatdmica com pelo menos 12 cm, ponta arredondada e internamen-
te serrilhada.

e  Haste de metal com prote¢do contra aquecimento em uma das extremida-
des (para suporte do algoddo no aquecimento da Fucsina).
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e  Estante para tubos de 16 mm x 150 mm para secar as laminas.

e  Algodio hidréfilo.

e  Funil de vidro haste curta de 50 a 80 mm de didmetro para filtrar corantes.
e  Papel de filtro de 15 cm e diametro.

e  Caixa de fésforos.

e  Caixa de papelao rigido para descarte de materiais contaminados.

Procedimentos de organizagao:

1.

2.

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 realizagao

1.

Colocar as laminas (no méximo 12 de cada vez’) com o esfregaco voltado para
cima, sem encostar umas nas outras e de acordo com o nimero de ordem de
registro no suporte para corar.

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 laminas que vocé vai corar.

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

OBS.: E fundamental filtrar a Fucsina, na hora do uso, para retirar
os cristais que se formam quando a mesma esta em repouso.

Enrolar um chumaco de algodao na ponta de uma haste de metal com protecao
contra aquecimento numa das extremidades.

Umedecer o algodido com alcool etilico. Cuidado para ndo escorrer dlcool etilico
na haste.

Colocar fogo no algodao umedecido com dlcool etilico.

Passar a chama lentamente por debaixo das laminas até que ocorra a emissao de
vapores visiveis, conforme Figura 4. Retirar imediatamente a chama para evitar
que a Fucsina ferva.
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Figura4  Aquecimento da Fucsina

Fonte: CGLAB/DEVEP/SVS

Marcar o tempo de 5 minutos assim que ocorrer a primeira emissao de vapores,
e repita o passo 7 mais duas vezes. Isso significa que, ao todo, deve-se passar trés vezes
a chama lentamente até a emissdo de vapores e essa operagdo deve durar 5 minutos, a
contar da primeira emissdo de vapores.
8. Inclinar cada uma das laminas e derramar a Fucsina na pia.
9.  Abrir devagar a torneira até obter um filete de d4gua corrente para lavar as lami-
nas.
10. Deixar o filete de dgua cair em cima do nimero de cada lamina, para que escorra
suavemente sobre o esfregaco até eliminar todo o corante, conforme Figura 5.

Figura 5 Lavagem da Fucsina em Agua Corrente

Fonte: CGLAB/DEVEP/SVS
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Lavar também o lado oposto ao esfregaco de cada lamina para eliminar a Fucsina
ali depositada, se necessario passar uma gaze para retirar a fuligem do fogo, ade-
rida no lado de baixo da lamina.

Colocar cada lamina novamente no suporte com o esfregaco voltado para cima.
Repetir os itens de 10 a 12 para todas as laminas que estao com fucsina.

Descoloragio do esfregaco pelo Método de Ziehl-Neelsen

1.

Cobrir completamente cada ldimina com a Solugao Descorante de Alcool-Acido
a 3%, e esperar 1 minuto.

Segurar cada lamina pela borda numerada, inclinar e derramar a solu¢ao desco-
rante na pia.

Deixar o filete de dgua corrente cair em cima do nimero de cada lamina, para
que escorra suavemente sobre o esfregaco e eliminar o Alcool-Acido.

Verificar se os esfregagos ficaram descorados. Considera-se descorado o esfrega-
¢o que apresentar coloragao esbranqui¢ada ou levemente rosada.

OBS.: Os procedimentos de 1 a 3 nao devem ultrapassar 3 minutos,
considerando os esfregacos de todas as laminas que estao sendo
descoradas.

Repetir os itens de 2 a 4 para todas as laminas que estdo com a Solu¢ao Descorante
de Alcool-Acido a 3%.

Coloragao de fundo pelo Método de Ziehl-Neelsen

1.

Forrar um funil de vidro com papel de filtro e filtre o Azul de Metileno a 0,3%
num frasco conta-gotas. Filtrar apenas o volume suficiente para cobrir o esfre-
gaco das laminas que vao ser coradas.

Cobrir o esfregaco de cada uma das laminas com o Azul de Metileno ja filtrado.
Esperar 30 segundos.

Segurar, com uma ping¢a anatomica e pela borda numerada, e inclinar cada lami-
na para derramar o Azul de Metileno na pia.

Deixar cair um filete de 4gua corrente em cima do nimero da lamina, para que
escorra suavemente sobre o esfregaco até eliminar todo o Azul de Metileno a
0,3%.

Girar cada ldmina e lavar também o lado oposto ao esfregago para eliminar o
Azul de Metileno a 0,3% depositado ali.

Colocar cada uma das laminas em pé, para secar em uma estante de tubos, con-
forme Figura 6. Essa estante deve estar forrada com papel absorvente, de prefe-
réncia papel de filtro, conforme Figura 6.
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Figura 6  Estante para Secar as Laminas

Fonte:  CGLAB/DEVEP/SVS

ATENCAO: A estante com as laminas deve ficar ao abrigo da luz
solar. Quando as laminas estiverem secas, proceder a leitura mi-
croscopica e a interpretacao dos resultados conforme descrito no
item 6.5 deste capitulo.

6.4.2 Método da fluorescéncia com Auramina O

Precaugoes

e  Realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranca, tais como
as boas praticas de laboratério e o uso de EPI adequados conforme descrito no
Capitulo 3.

e  Seguir rigorosamente o que estd descrito no Procedimento Operacional Padrao
(POP).

e  Realizar Controle de Qualidade Interno.

e O esfregaco a ser corado por esse método deve ser mais delgado do que para o
método de Ziehl Neelsen.

Materiais
Equipamentos
e  Cron6metro.
e Bancada com cuba de inox e dgua corrente.

OBS.: Para coloracao, pode ser utilizada uma cabine de exaustao de
gases sobre a bancada com cuba de inox.
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Reagentes

e Solugdo de Alcool a 70%.

e  Solucdo de Auramina Fenicada.

e  Solugio Descorante de Alcool-Acido a 1%.

e  Solug¢do de Permanganato de Potdssio ou de Tinta Nanquim Azul.

As férmulas e o preparo dos corantes e da soluciao descorante estao descritas no
item 6.9 deste Capitulo. A férmula e o preparo Solugio de Alcool a 70% e da Solugao
de Fenol a 5% estao descritos nos anexos do Capitulo 3.

Insumos

e  Suporte para corar laminas.

e 2 frascos de vidro de 200 ml, cor 4&mbar, tampa de vidro esmerilhada, tipo
conta-gotas, paraa Solu¢ao de Auramina Fenicada, Solu¢do de Permanganato
de Potdssio ou de Tinta Nanquim Azul.

e 1 frasco de vidro de 200 ml, com tampa de vidro esmerilhada, tipo conta-
gotas para a Solucdo Descorante de Alcool-Acido a 1%.

e  Ping¢a anatdémica com pelo menos 12 cm, ponta arredondada e internamen-
te serrilhada.

e  Estante para tubos de 16 mm x 150 mm para secar as laminas.

e  Algodao hidréfilo.

e  (Caixa de papeldo rigido para descarte de materiais contaminados.

Procedimentos de organiza¢ao

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 1égico e seguro.

Procedimentos de realiza¢ao

1. Colocar as laminas (no méximo 12 de cada vez’) com o esfregaco voltado para
cima, sem encostar umas nas outras e de acordo com o numero de ordem de
registro no suporte para corar.

2. Cobrir com a Solu¢ao de Auramina Fenicada, todo o esfregaco de cada uma das
laminas.

3. Marcar o tempo de 20 minutos.
Inclinar cada uma das laminas e derramar a Solu¢ao de Auramina Fenicada na
pia.

5. Colocar cada lamina novamente no suporte com o esfregaco voltado para cima.
Repetir ositens de 4 a 5 para toda as laminas que estdo com a Solu¢ao de Auramina
Fenicada.
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Descoloragdo do esfregaco pelo Método da Fluorescéncia com Auramina O

1. Cobrir completamente cada lamina com a Solugao Descorante de Alcool-Acido
a 1%, e esperar 2 minutos.

2. Segurar cada lamina pela borda numerada, inclinar e derramar a Solugio
Descorante de Alcool-Acido a 1% na pia.

3. Deixar o filete de 4gua corrente cair em cima do nimero de cada lamina, para
que escorra suavemente sobre o esfregaco e eliminar a Solu¢ao Descorante de
Alcool-Acido a 1%.

4. Colocar cada ldamina novamente no suporte com o esfregaco voltado para cima.

Obs.: Os procedimentos de 1 a 2 nao devem ultrapassar 3 minutos,
considerando os esfregacos de todas as laminas que estao sendo
descoradas.

5. Repetir ositens de 2 a 4 para todas as laminas que estao com a Solug¢do Descorante
de Alcool-Acido a 1%.

Coloragao de fundo pelo Método da Fluorescéncia com Auramina O

1. Cobrir o esfregaco de cada uma das laminas com a Soluc¢do de Permanganato de
Potéssio ou de Tinta Nanquim Azul. Esperar 1 minuto.

2. Segurar, com uma pin¢a anatémica e pela borda numerada, e inclinar cada lami-
na para derramar a Solu¢do de Permanganato de Potassio ou de Tinta Nanquim
Azul na pia.

3. Deixar cair um filete de 4gua corrente em cima do ntimero da lamina, para
que escorra suavemente sobre o esfregaco até eliminar todo a Solugdo de
Permanganato de Potdssio ou de Tinta Nanquim Azul.

4. Girar cada lamina e lavar também o lado oposto ao esfregaco para eliminar a
Solu¢ao de Permanganato de Potdssio ou de Tinta Nanquim Azul depositado
ali.

5. Colocar cada uma das laminas em pé para secar em uma estante de tubos. Essa
estante deve 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 laminas estiverem secas, proceder a leitura mi-
croscopica e a interpretacao dos resultados conforme descrito no
item 6.5 deste capitulo.
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6.5 Leitura e interpretacao dos resultados

A técnica a ser utilizada na leitura das baciloscopias deve ser selecionada em fun-
¢ao do tipo de amostra clinica, método de execucdo do esfregaco e método de colora-
¢30. Na leitura de todas as baciloscopias devem ser lidos no minimo 100 campos tteis
de microscdpico, ou seja, aqueles campos nos quais se observam elementos celulares
de origem pulmonar (leucdcitos, fibras mucosas e células ciliares). Os campos em que
nio aparecem esses elementos ndo devem ser contabilizados na leitura.

Para a baciloscopia realizada com escarro espontineo distendido diretamente
sobre a lamina ou escarro ap6s concentracao, corado pelo método de Ziehl-Neelsen
a leitura e interpretacdo dos resultados devem ser realizadas conforme padronizagao
do Ministério da Satide'. No caso de baciloscopias a partir de outra amostras clinicas,
apds concentragdo ou ndo, o esfregaco deve ser oval e a leitura realizada em toda a
extensdo. Os esfregacos de escarro distendidos em 3/4 da lamina, corados pelo Méto-
do da Fluorescéncia com Auramina O, a leitura deve ser realizada em toda a extensao,
sem imersao, com a objetiva de 40x.

Os critérios para leitura e interpretagdo dos resultados da baciloscopia realizada
com escarro espontaneo distendido e corado pelo o método de Ziehl-Neelsen estao
descrito nos Quadro 2.

Quadro 2 Critérios para Leitura e Interpretacao dos Resultados da
Baciloscopia de Escarro, apés Concentracdo ou nao, Corada
pelo Método de Ziehl-Neelsen

® 1ndo sao encontrados BAAR em 100 campos = relata-se o resultado como NEGATIVO;
o sdo encontrados de 1 a 9 BAAR em 100 campos = relata-se apenas a quantidade de BAAR encontrada;
o sdo encontrados de 10 2 99 BAAR, em 100 campos = relata-se o resultado como POSITiVO +;

o ¢éencontrada em média de 1 a 10 BAAR por campo, nos primeiros 50 campos observados = relata-se o resultado
como POSITIVO ++;

o ¢ encontrada em média mais de 10 BAAR por campo, nos primeiros 20 campos observados = relata-se o resultado
como POSITIVO +++.

Adaptado de: Brasil. Ministério da Saude. Coordenacdo Nacional de Doencas Sexualmente Transmissiveis e Aids.
Manual TELELAB. Tuberculose — Diagndstico Laboratorial — Baciloscopia. Brasilia. 2001.

Os critérios para leitura e interpretacdo dos resultados da Baciloscopia de outras
amostras clinicas apds concentragdo ou ndo, estao descritos no Quadro 3":
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Quadro 3  Critérios para Leitura e Interpretacdo dos Resultados da
Baciloscopia a partir de outras amostras clinicas, apés
concentragdo ou nao

QUANDO:

e nao sio encontrados BAAR no material examinado = relata-se o resultado como NEGATIVO;

o sao encontrados BAAR em qualquer quantidade, no material examinado = relata-se o resultado como POSITIVO.

Fonte:  Brasil. Ministério da Saude. Coordenacao Nacional de Doengas Sexualmente Transmissiveis e Aids. Manual
TELELAB. Tuberculose — Diagnéstico Laboratorial — Baciloscopia. Brasilia. 2001.

6.5.1 Leitura e interpretacao dos resultados da baciloscopia direta
do escarro espontaneo ou do escarro apds concentracao,
corada pelo o método de Ziehl-Neelsen

Precaucgoes

e Limpar alente de imersao ap6s a leitura de cada esfregaco positivo.

e  Usar um microscopio que esteja em boas condi¢oes conforme descrito no
Capitulo 11.

e  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.

e  Seguir a ordem crescente de numeracao das laminas para ler.

e  Verificar sempre se os resultados positivos estdo aparecendo de forma consecu-
tiva, isso pode ser indicio de que se estd transferindo bacilos nos processos de
preparagdo, coloragdo e leitura das baciloscopias.

e  Realizar uma andlise semanal e mensal dos resultados da baciloscopia para ve-
rificar a porcentagem de resultados positivos. Caso os resultados se diferenciem

bruscamente do normal, realize uma investiga¢ao para determinar as causas.

Materiais
Equipamentos
e  Microscépio binocular, condensador de campo claro, com ldmpada de ha-
logénio, ocular 10x (campo amplo) e objetiva de 10x, 40x acromdtica e de
imersao de 100x planacromdtica com mola.

Reagente
e Oleo de imersio.

e Solugdo de Alcool a 70%.

Insumos

e  (Caixa porta-lamina, de pldstico, com tampa, capacidade de 50 laminas.
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e  (Caixa de papeldo rigido para descarte de materiais contaminados.

e Papel absorvente para limpar as lentes do microscépio.

e  Etiqueta, fita crepe e fita adesiva.

e  Gaze.

e  Caneta esferografica azul e vermelha.

e Lapis de grafite.

e Papel quadriculado para registro dos resultados, no item 6.9.1 deste capitulo
apresentamos modelo de formuldrio de papel quadriculado.

e  Registro de Baciloscopia e/ou Registro de Cultura em Meio Sélido e Teste de
Sensibilidade.

Procedimentos de organizag¢ao

1. Providenciar e organizar a bancada com o microscépio de campo claro e os ma-
teriais necessarios para realizar a leitura da baciloscopia.

2. Organizar tudo de forma a assegurar um fluxo de trabalho 14gico e seguro.

Procedimentos de realizacao
e Aleitura deve ser feita da esquerda para a direita conforme Figura 7.

Figura7  Sentido de Leitura da Lamina

Fonte: CGLAB/DEVEP/SVS

1. Registrar, no formuldrio papel quadriculado de registro de leitura, o nimero da
lamina e se é para diagndstico ou controle conforme Figura 8.
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Figura 8  Formulario de Registro de Leitura

Laboratério:

Diagnéstico |:‘ Controle |:‘

Lamina n°:

N° de Bacilos:

N° de Campos:

Resultado/cruzes:

Fonte:  Adaptado de Ministério da Satde. Manual TELELAB — Tuberculose — Diagnéstico Laboratorial — Baciloscopia.
2001

2. Pingar uma gota de éleo de imersao, proximo ao nimero e no centro da lamina,
sem tocar no esfregaco com o conta-gotas para evitar transferir material de uma
ldmina para outra.

3. Colocar a lamina no charriot do microscépio.

Girar o canhdo do microscépio até que a lente objetiva de 10x esteja sobre a 14-
mina, focar a imagem com os botoes macro e micrémetro.

5. Ajustar a distancia entre as lentes oculares de acordo com a distincia entre seus
olhos, de modo a enxergar apenas uma imagem.

6. Girar o botdo para ajustar a altura do condensador e abrir o diafragma para obter
uma boa luminosidade.

Trocar a objetiva de 10x pela objetiva de imersdo (100x) imergindo-a no dleo.

8. Aproximar a objetiva de 100x lentamente para ndo quebrar a lamina.

Ajustar o foco com o botdo micrométrico até que a imagem fique nitida. Durante
toda a leitura ajustar o foco apenas com esse botao.

10. Dividir mentalmente o campo microscopico, que estd visualizando, em quatro
quadrantes, utilizando os ndmeros 12, 3, 6 ¢ 9, como no mostrador de um rel6gio
conforme Figura 9.
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Figura9  Campo Microscépico

12

My P
i

Fonte: CGLAB/DEVEP/SVS

11. Iniciar aleitura pelo quadrante superior direito, entre os ntimeros 12 e 3. Utilizar
o0 botdo micrométrico para verificar a presenca de BAAR na superficie e em pro-
fundidade. Contar os bacilos, se os mesmos forem visualizados.

12. Continuar a leitura dos outros quadrantes no sentido dos ponteiros do relégio.
Contar os bacilos presentes em todos os quatro quadrantes e anotar no papel
quadriculado o nimero total de bacilos que foram encontrados nesse campo.

OBS.: Para separar um campo microscopico do proximo, 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 an-
terior ao numero 9 do campo seguinte.

13. Repetir os itens 11 e 12 até completar 20 campos, seguindo os mesmos procedi-
mentos.
14. Somar os resultados dos 20 campos e calcular a média.
15. Analisar a média obtida para os resultados nos 20 primeiros campos observados,
considerando as seguintes possibilidades.
i.  Se a média for de mais de 10 BAAR por campo, encerrar a leitura. Essa
amostra é positiva +++.
ii. Se amédia for inferior a 10 BAAR por campo ou nao contiver BAAR, con-
tinuar a leitura até completar 50 campos.
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16. Fazer a leitura e anotar os resultados até completar 50 campos, seguindo os mes-
mos procedimentos.
17. Somar os resultados dos 50 campos e calcular a média.
18. Analisar a média obtida para os resultados dos 50 campos observados, conside-
rando as seguintes possibilidades:
i.  Se a média obtida for de 1 a 10 BAAR por campo, encerrar a leitura. Essa
amostra é positiva ++.
ii. Se a média obtida for inferior a 1 BAAR por campo ou ndo contiver BAAR,
continuar a leitura até completar 100 campos.
19. Fazer a leitura e anotar os resultados até completar 100 campos, seguindo os
mesmos procedimentos.
20. Somar e analisar os resultados dos 100 campos considerando as seguintes possi-
bilidades:
i.  Se for encontrado um total de 10 a 99 BAAR nos 100 campos examinados,
encerrar a leitura. Essa amostra é positiva +.
ii. Se for encontrado um total de 1 a 9 BAAR nos 100 campos examinados,
relatar o nimero exato de BAAR encontrados.
iii. Se nao forem encontrados BAAR, nos 100 campos observados, essa amos-
tra é negativa.
21. Repetir os procedimentos a partir do item 2, para cada uma das laminas a serem
lidas.
22. Ap6s a leitura das laminas, descartar os potes que foram guardados na geladeira
depois de confeccionados os esfregacos, de acordo com o Capitulo 3.
23. Limpar o microscépio conforme descrito no Capitulo 11.

6.5.2 Leitura e Interpretacao dos Resultados da Baciloscopia de
outras amostras clinicas, ap6s concentracao ou nao

Precaucoes

e  Apresentadas no item 6.5.1 deste capitulo.

Materiais
Equipamentos
e  Microscépio binocular, condensador de campo claro, com ldmpada de ha-
logénio, ocular 10x (campo amplo) e objetiva de 10x, 40x acromdtica e de
imersio de 100x planacromdtica com mola.

Reagente

e Oleo de imersio.
e Solugao de Alcool a 70%.
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Insumos

e  (Caixa de papeldo rigido para descarte de materiais contaminados.

e  Papel absorvente para limpar as lentes do microscépio.

e Gaze.

e  Caneta esferografica azul e vermelha.

e  Lipis de grafite.

e  Registro de Baciloscopia e/ou Registro de Cultura em Meio Sélido e Teste de
Sensibilidade, modelo de registro no Capitulo 1 deste manual.

Procedimentos de organiza¢ao

1.

2.

Providenciar e organizar a bancada com o microscépio de campo claro e os ma-
teriais necessdrios para realizar a leitura da baciloscopia.
Organizar tudo de forma a assegurar um fluxo de trabalho l6gico e seguro.

Procedimentos de realizagao

1.

10.

11.

Pingar uma gota de 6leo de imersdo, sem tocar no esfregago com o conta-gotas
para evitar transferir material de uma ldmina para outra.

Colocar a lamina no charriot do microscépio.

Girar o canhdo do microscépio até que a lente objetiva de 10x esteja sobre a la-
mina, focar a imagem com os botdes macro e micrometro.

Ajustar a distancia entre as lentes oculares de acordo com a distancia entre seus
olhos, de modo a enxergar apenas uma imagem.

Girar o botao para ajustar a altura do condensador e abrir o diafragma para obter
uma boa luminosidade.

Trocar a objetiva de 10x pela objetiva de imersao (100x) imergindo-a no 6leo.
Aproximar a objetiva de 100x lentamente para nao quebrar a lamina.

Ajustar o foco com o botao micrométrico até que a imagem fique nitida. Durante
toda a leitura ajustar o foco apenas com esse botao.

Dividir mentalmente o campo microscépico, que estd visualizando, em quatro
quadrantes, utilizando os ndmeros 12, 3, 6 ¢ 9, como no mostrador de um relégio
conforme Figura 8.

Iniciar a leitura pelo quadrante superior direito, entre os nimeros 12 e 3. Utilizar
o botdo micrométrico para verificar a presenca de BAAR na superficie e em pro-
fundidade.

Continuar a leitura dos outros quadrantes no sentido dos ponteiros do relégio.

OBS.: Para separar um campo microscopico do préximo, sem que
fique sobreposto, usar como referéncia um elemento celular no
numero 3 do reldgio. Qualquer elemento observado nesse ponto,
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uma célula, uma fibra, um bacilo, devera ficar imediatamente an-
terior 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.
i.  Sefor encontrado BAAR, em quaisquer quantidades encerrar a leitura. Essa
amostra é positiva.
ii  Se nao forem encontrados BAAR, no material examinado, essa amostra é
negativa.
14. Repetir os procedimentos a partir do item 1, para cada uma das laminas a serem
lidas.
15. Ap6s 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 11.

6.6 Registro dos resultados

Transcreva o resultado encontrado na leitura baciloscépica para o formulério “So-
licitacdo e Resultado de Exame — Baciloscopia” correspondente, para Registro de Ba-
ciloscopia e/ou Registro de Cultura em Meio Sélido e Teste de Sensibilidade e para o
sistema de informagao GAL.

6.6.1 Registro dos Resultados da baciloscopia direta do escarro
espontaneo ou do escarro apés concentracao, corada pelo o
Método de Ziehl-Neelsen

e  Transcrever os resultados dos papéis quadriculados para o formuldrio “Solicitagdo
e Resultado de Exame — Baciloscopia” dos pacientes e encaminhar para o local
onde foi indicado aos mesmos. Modelo de formulario de “Solicitacdo e Resultado
de Exame — Baciloscopia” é apresentado no Capitulo 1.

e  Registrar o resultado dos papéis quadriculados no sistema de informag¢ao GAL,
Registro de Baciloscopia e/ou Registro de Cultura em Meio Sélido e Teste de
Sensibilidade.

e Arquivar os papéis quadriculados com resultados, no minimo por seis meses
como referéncia para o Controle Externo da Qualidade (CEQ).

Procedimentos a serem realizados com as laminas apés leitura

e  Limpar as laminas depois de lidas pressionando levemente o esfregago com papel
absorvente, cuidando para ndao remover o esfregaco.

e Conservar por um periodo minimo de seis meses, em temperatura ambien-

te, todas as laminas examinadas, inclusive as laminas coradas pelo Método da
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Fluorescéncia com Auramina O, independentemente do resultado. As l4minas
devem ser conservadas com a numeragéo original e em ordem numérica.

e  Colocar em uma caixa porta laminas, identificada com o simbolo de risco bio-
légico, 0 més, o nome do laboratério e do municipio. Se ndo houver a caixa
especial, envolver as laminas individualmente em papel suave. Depois fazer pa-
cotes com 50 laminas com papel de embrulho e identificar os pacotes da forma
descrita, conforme descrito no Capitulo 2.

e  Durante este periodo, 0 LACEN ou Laboratério de Referéncia Regional do Estado
- LRRE (Laboratério Avaliador) podera solicitar que as ldminas sejam enviadas
juntamente com a copia das folhas do Registro de Baciloscopia e/ou Registro de
Cultura em Meio Sélido e Teste de Sensibilidade, que contém o nimero de or-
dem e os resultados das ldminas examinadas durante o periodo a ser controlado
para o CEQ conforme descrito no Capitulo 2.

6.6.2 Registro dos Resultados da Baciloscopia de outras amostras
clinicas, apds concentracao ou nao

e  Transcrever os resultados encontrados para o formuldrio “Solicitagdo e Resultado
de Exame — Baciloscopia” dos pacientes e encaminhar para o local onde foi indica-
do aos mesmos. O formuldrio “Solicitagdo e Resultado de Exame — Baciloscopia” é
apresentado no Capitulo 1.

e  Registrar o resultado encontrado para o sistema de informacao GAL, Registro de
Baciloscopia e/ou Registro de Cultura em Meio Sélido e Teste de Sensibilidade.

e Descartar as laminas conforme descrito no Capitulo 3.

6.7 Controle de qualidade

O Controle de Qualidade Interno (CQI) e o Controle Externo da Qualidade
(CEQ) da Baciloscopia estao descritos no Capitulo 2 — Sistema de Garantia da Qua-
lidade da Baciloscopia.
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6.9 Anexos do capitulo

6.9.1 Formulario de papel quadriculado para registro dos resultados

Ministério da Satide Formulario de Papel Quadriculado

Secretaria de Vigilancia em Satde

para Registro dos Resultados

Laboratério:

Diagnéstico l:l Controle

Lamina n°:

Laboratério:

Diagnéstico I:l Controle

Lamina n° :

[ ]

N° de Bacilos:
N° de Campos:
Resultado/cruzes:

N° de Bacilos:
N° de Campos:
Resultado/cruzes:

Resultado/cruzes:

Resultado/cruzes:

Laboratério: Laboratério:

Diagnéstico l:l Controle Diagnéstico I:l Controle I:l
Lamina N° : Lamina N° :

Ne de Bacilos: N° de Bacilos:

N° de Campos: N° de Campos:

Resultado/cruzes:

Resultado/cruzes:

Laboratério: Laboratério:

Diagnéstico l:l Controle Diagnéstico I:l Controle I:l
Lamina N° : Lamina N° :

Ne de Bacilos: N° de Bacilos:

N° de Campos: N° de Campos:
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6.9.2 Preparacao de Reagentes

Os corantes e os reagentes devem ser preparados, obrigatoriamente, em capela de
exaustdo quimica e com EPI apropriados.

Nesse item, estdo descritas as férmulas e as informagdes para a preparacao dos
reagentes para a realizacdo da Baciloscopia. Os formuldrios para o controle da prepa-
racdo dos reagentes e corantes da Baciloscopia estdo descritas no Capitulo 2.

6.9.2.1 Quadro 4 - Preparacao da Fucsina Fenicada a 0,3%

Para obter 1 litro de Fucsina Fenicada a 0,3% é necessario que sejam preparadas,
separadamente, uma solug¢do de Fucsina Bésica (solu¢do A) e uma solug¢io de fenol
aquoso (solugdo B).

PREPARACAO DA SOLUCAO A - FUCSINA BASICA
Alcool etilico 95% PA 100 ml
Fucsina Bésica 3g

1. Colocar a Fucsina em um baldo de 1.000 ml.
2. Adicione aos poucos os 100 ml de alcool etilico no baldo sobre a Fucsina.
3. Agitar o baldo suavemente até a completa dissolucdo da Fucsina.

Atencao: 3 gramas é a quantidade indicada na formula, desde que a Fucsina tenha no minimo 88% de
concentragdo de corante. Se a concentracao for menor, é preciso calcular o fator de correcéo e depois
multiplica-lo por 3 gramas, para encontrar a quantidade de Fucsina necessaria a obtencdo de um corante
adequado.
Formula do fator de correcao = 1 dividido pelo equivalente decimal da concentracdo do corante =
percentual de concentracao do corante dividido por 100.
Por exemplo: Fucsina em p6 com concentracdo de corante = 75%.
e Equivalente decimal = 75/100 = 0,75 fator de correcao = 1/0,75 = 1,33.
¢ Quantidade de Fucsina corrigida = 1,33x3 g = 3,99 g.

Nesse exemplo, é preciso pesar 3,99 g de Fucsina para preparar a solugdo A.

PREPARAGAO DA SOLUGAO B - FENOL AQUOSO

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 Agua destilada aos poucos no balao 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.

PREPARAGAO DA FUCSINA FENICADA A 0,3%

1. Colocar 900 ml da solucéo B no baldo contendo a solucéo A e agitar.

2. Tampar a boca do balao com papel aluminio e deixar repousar por 24 horas.

3. Filtrar, em funil com papel de filtro, diretamente em frasco ambar de 1000 ml ja rotulado com as seguintes
informagdes: nome do corante, data da preparacdo, 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 (Solucao de Fenol a 5%) que
sobraram podem ser utilizados como solucao descontaminante.
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6.9.2.2 Quadro 5 - Preparagao da Solucao Descorante de Alcool-
Acido a 3%

PREPARAGAO DA SOLUGAO DESCORANTE DE ALCOOL-ACIDO A 3%

Alcool etilico comercial 970 ml
Acido clorfdrico concentrado 30 ml

1. Colocar os 970 ml de alcool-etilico comercial, em um baléo de 1.000 ml.

2. Adicionar o acido cloridrico, lentamente, deixando escorrer pelas paredes do baldo que contém o
alcool etilico. Atengdo: sempre adicionar o acido cuidadosamente sobre élcool etilico, pois esta mistura
aquece.

3. Agitar o baldo suavemente.

4. Colocar o élcool-acido em um frasco de 1.000 ml rotulado com as seguintes informagées: nome do
descorante, data da preparacao, e de validade.

5. Armazenar essa solu¢do em temperatura ambiente.

6.9.2.3 Quadro 6 — Preparacao de Azul de Metileno a 0,3%

PREPARACAO DE AZUL DE METILENO A 0,3%

Azul de Metileno 3g
Agua destilada qsp 1.000 ml

1. Colocar o azul de metileno em um baldo volumétrico de 1.000 ml.

2. Adicionar a 100 ml da Agua destilada ao Azul de Metileno.

3. Agitar o baldo suavemente até a completa dissolucdo.

4. Adicionar o restante da adgua e agite bem.

5. Filtrar em papel de filtro diretamente em um frasco dmbar de 1000 ml ja rotulado com as seguintes
informagoes: nome do corante, data de preparacao e validade, e a frase “Filtre antes de usar”.

6. Armazenar a solugdo de Azul de Metileno ao abrigo da luz e a temperatura ambiente.

Atencéo: 3 gramas € a quantidade indicada na férmula, desde que o Azul de Metileno tenha no minimo
82% de concentracao de corante. Se a concentragdo 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
obtencdo de um corante adequado. Siga os mesmos procedimentos apresentados para a Fucsina no item
6.9.2.1 dos anexos

176 Secretaria de Vigilancia em Saude/MS



Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras Micobactérias

6.9.2.4 Quadro 7 — Preparacao da Auramina Fenicada

Para obter 1 litro de Auramina Fenicada é necessdrio que sejam preparadas, se-
paradamente, uma Solu¢do de Auramina (solu¢do A) e uma solugdo de fenol aquoso
(solugdo 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 do alcool etilico no baldo sobre a Auramina.
3. Agitar o baldo suavemente até a completa dissolugdo.

4. Completar o volume de 100 ml com o alcool etilico.

PREPARACAO DA SOLUGAO B - FENOL AQUOSO

Fenol liquido 30 ml
Aqua destilada gsp 870 ml

Fenol liquido é usualmente preparado como solucao estoque pela dissolucao de 9 partes (peso) de cristais
de fenol em 1 parte (peso ou volume) de agua pelo aquecimento. Esta solucao quente ficara liquida a
temperatura ambiente (o ponto de fusao 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.

PREPARACAO DA AURAMINA FENICADA

1. Misturar todo o volume da solucao A na solucéo B.

2. Colocar a Solugao da Auramina Fenicada em um frasco ambar, bem vedado ja rotulado com as
seguintes informacdes: nome do corante, data da preparacéo e de validade.

3. Armazenar esse corante, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente. Esse corante pode ser utilizado até
3 meses apos a preparacao.

6.9.2.5 Quadro 8 - Preparagao da Solucao Descorante de Alcool-
Acido a 1%

PREPARAGAO DA SOLUGAO 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 baldo de 1.000 ml.

2. Adicionar o acido cloridrico, lentamente, deixando escorrer pelas paredes do baldo que contém o
alcool etilico. Atencao: sempre adicionar o acido cuidadosamente sobre élcool etilico, pois esta mistura
aquece.

3. Agitar o baldo suavemente. ’ .

4. Colocar o Solugdo Descorante de Alcool-Acido a 1% em um frasco de 1.000 ml rotulado com as
seguintes informagdes: nome do descorante, data da preparacao, e de validade.

5. Armazenar essa solucdo em temperatura ambiente.
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6.9.2.6 Quadro 9 - Preparacao da Solucao de Permanganato de

Potassio
Permanganato de Potéssio 059
Agua destilada 100 ml

1. Colocar o Permanganato de Potassio em um balao volumétrico de 100 ml.
2. Adicionar a Agua destilada ao Permanganato de Potéssio.
3. Agitar o baldo suavemente até a completa dissolucéo

4. Colocar em um frasco ambar de 100 ml ja rotulado com as seguintes informacdes: nome do corante,
data de preparacao e validade.

5. Armazenar a solugdo de Permanganato de Potassio ao abrigo da luz e a temperatura ambiente.

6.9.2.7 Quadro 10 - Preparacao da Solucao de Tinta de Nanquim

Azul
Tinta Nanquim Azul 059
Agua destilada 100 ml

1. Colocar a Tinta Nanquim Azul em um bal&o volumétrico de 100 ml.
2. Adicionar a Agua destilada a Tinta Nanquim Azul.
3. Agitar o baldo suavemente até a completa dissolucdo

4. Colocar em um frasco dmbar de 100 ml ja rotulado com as seguintes informagoes: nome do corante,
data de preparacao e validade.

5. Armazenar a solucéo de a Tinta Nanquim Azul ao abrigo da luz e a temperatura ambiente.
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7.1 Descricao

Cultura é o exame laboratorial que permite a multiplica¢do e o isolamento de
bacilos édlcool-dcido resistentes (BAAR) a partir da semeadura da amostra clinica, em
meios de cultura especificos para micobactérias. E um método sensivel e especifico
para o diagnéstico das doengas causadas por micobactérias, principalmente para a
tuberculose (TB) pulmonar e extrapulmonar.

O limite de detecgdo de bacilos da cultura é de 100 bacilos por mililitro de escar-
ro, mas quando realizada com alta qualidade técnica é capaz de detectar de 10 a 100
bacilos cultivaveis por mililitros de escarro’? E o método de referéncia (padrao-ouro)
para avaliar um novo método diagndstico.

Quando realizada no escarro, pode, em geral, adicionar 20% de casos ao total
daqueles de TB pulmonar, ndo confirmados pela baciloscopia. Permite também a
posterior identificagdo da espécie de micobactéria isolada e o teste de sensibilidade
as drogas antituberculose, assim como a realizagdo de vdrias técnicas moleculares. A
especificidade da cultura para o diagnéstico da TB é maior do que 99%, sendo que a
especificidade absoluta é conseguida quando sio feitos os testes de identificagdo para
o Complexo M. tuberculosis (CMTB)>.

7.2 Critérios para realizacao da cultura

A cultura produz resultados tardiamente, porém é mais sensivel que a bacilos-
copia. De modo geral, sua realizagdo visa melhorar a sensibilidade do diagndstico
laboratorial em trés pontos basicos:

Diagnéstico de:

e  Sintomadticos respiratérios com suspeita de TB devido a presenca de sintomas
clinicos compativeis, exame de radiologia sugestivo e baciloscopia repetidamente
negativa (mais de 3 amostras negativas).

e  Casos suspeitos de TB com amostras paucibacilares (poucos bacilos) e/ou difi-
culdades de coleta da amostra (criangas, populagdes indigenas) e os casos suspei-
tos de TB extrapulmonar.

e  Contatos de casos afetados por tuberculose resistente as drogas.

e  Pacientes com antecedentes de tratamento prévio.

e Todos os pacientes imunodeprimidos, principalmente portadores de HIV, mes-
mo com baciloscopia positiva, visando a identificacdo da espécie e a realiza¢io do
teste de sensibilidade.

e Casos suspeitos de infeccdes causadas por Micobactérias Nao causadoras de
Tuberculose (MNT) para realizar a identifica¢ao da espécie.
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Controle de:

e  Todo paciente com baciloscopia positiviva ao finalizar o 2° més de tratamento.

e Todos os pacientes com indica¢do de retratamento: apds faléncia ao esquema I
(E-I) de tratamento com rifampicina, isoniazida e pirazinamida (RHZ), tubercu-
lose multirresistente (TBMR), recidiva da doenga ou reinicio de tratamento apds
abandono.

Vigilancia de resisténcia as drogas:
e  estudos epidemioldgicos como atividades de vigilancia, para determinar a preva-
léncia da resisténcia primdria (inicial) ou adquirida.

Esses sao os critérios divulgados no II Consenso Brasileiro de Tuberculose, em
2004, e do Guia de Vigilancia Epidemioldgica — Tuberculose**. Cada estado da Federa-
¢ao pode acrescentar detalhes ao seus Programas Estaduais de Controle da Tuberculo-
se, visando intervir em determinadas situagdes por eles definidas como importantes.
E o caso do Estado de Sdo Paulo que, em 2002, publicou documento recomendando
a realizagdo de cultura para toda a populacao considerada de maior risco (moradores
de rua, detentos, profissionais da satude)®.

7.3 Métodos de cultura

Desde a década de 50, os métodos classicos de cultura utilizados no laboratério
sdo manuais. Utilizam meios de cultura sélidos e incubag¢do em estufas bacteriold-
gicas convencionais. A leitura das colonias de micobactérias é feita a olho nu e, em
vista disso, o tempo de detec¢do de positividade da cultura varia de 14 a 28 dias até 8
semanas.

As formas disseminadas e rapidamente progressivas de tuberculose e de outras
micobacterioses, encontradas com freqiiéncia em pacientes com Aids, exigiram um
diagnéstico mais rapido. A partir de 1980, os métodos de cultura tiveram avangos
tecnoldgicos com o desenvolvimento dos sistemas comerciais. Esses sistemas utilizam
um método de processamento e semeadura de amostras muito similar aos métodos
classicos, de maneira que nao diminui o trabalho prévio. Assim o que acelera é a lei-
tura, pois a incuba¢io é monitorada por sistema informatizado que acusa quando hd
crescimento celular e, portanto, o tempo de detec¢do da positividade é menor que o
exigido para os classicos.

A cultura em meio liquido utilizando sistemas automatizados nao radiométricos
e com monitoragdo continua sao os recomendados para laboratérios que recebem um
grande volume de amostras clinicas, como hospitais e Laboratérios de Referéncia.
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A opgao do laboratério pela utilizagao de um sistema comercial automatizado de
cultura deve levar em considera¢do varios aspectos como:

e  Orgamento regular e continuo para cobrir as prioridades da cultura.

e  Eficiéncia com que se comercializam os insumos necessarios.

e Treinamento dos técnicos no equipamento.

e Rapidez com que se processam as amostras apds a coleta.

e  Assisténcia técnica.

e  Custo/complexidade/risco bioldgico.

7.4 Etapas da cultura

O exame de cultura abrange 5 etapas: (1) pré-tratamento das amostras clini-
cas — prepara as amostras, de acordo com suas caracteristicas, para as demais eta-
pas metodoldgicas; (2) fluidifica¢ao-descontaminagdo — utiliza agentes quimicos
para homogeneizar a amostra clinica e eliminar outros microrganismos da mesma;
(3) semeadura em meio de cultura — proporciona o contato das micobactérias exis-
tentes na amostra com as substincias nutritivas; (4) incubacao — fornece a temperatu-
ra correta e constante, necessdria para a multiplicacdo das micobactérias; e (5) leitura
dos tubos semeados e registro dos resultados — verifica a presenca de coldnias ou de
turva¢io e/ou de contaminagdo, como sinal de presenga de micobactérias e registra a

ocorréncia.

7.5 Pré-tratamento das amostras

Essa etapa inclui o preparo das amostras clinicas quanto a necessidade de cen-
trifugacdo e/ou maceragdo, de acordo com as suas caracteristicas. No Quadro 1, estdo
descritos esses procedimentos para os diferentes tipos de amostras.

As amostras consideradas contaminadas sdo aquelas provenientes de sitios ndo
estéreis, tais como escarro, urina, secre¢oes, lavado brénquico, lavado géstrico e frag-
mento de tecido cutaneo.

As amostras consideradas ndo contaminadas sdo aquelas provenientes de sitios
estéreis, tais como LCR, liquidos (pleural, sinovial, peritonial, pericirdico), fragmen-
tos de érgaos, sangue e medula Gssea. Para estas, nao é necessdrio descontaminar. No
entanto, para garantir que a cultura nao seja perdida por contaminagao, caso as amos-
tras ndo tenham sido acondicionadas em condigdes estéreis, é recomenddvel, apos os
procedimentos de pré-tratamento, semear metade da amostra diretamente nos meios
de cultura e descontaminar a outra metade conforme o método escolhido. As condi-
¢oes de coleta e armazenamento de amostras clinicas estdo descritos no Capitulo 5.
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Procedimentos de pré-tratamento de amostras clinicas para

cultura de micobactérias

Procedimento de pré-tratamento

Escarro esponténeo

Escarro induzido; lavado
bronquico; lavado bronco-
alveolar (LBA); aspirado
transtraqueal; lavado
géstrico

Urina

Liquidos: pleural, sinovial,
peritonial, pericardico,
ascitico e liquido
cefalorraquidiano (LCR)

Fragmentos de 6rgdos

Fragmentos cutaneos e de
0s50S

Sangue e aspirado de
medula

Aspirados de ganglios e
de tumores (cavidades
fechadas)

Pus e secrecoes (cavidades
abertas)
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N&o necessitam de pré-tratamento.

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.

Executar o mais rapidamente possivel. Amostras com mais de 50 ml

de volume devem ser distribuidas em varios tubos de centrifuga e
centrifugado por 15 minutos a 3000 x g. Desprezar os sobrenadantes,
juntar os sedimentos num 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.

Quando proveniente de 6rgaos sem microbiota associada macerar
em gral com pistilo, estéreis, ou em tubos contendo pérolas de vidro
estéreis, com um pouco de agua ou salina estéreis, até a formacao
de uma suspensdo homogénea. Dividir a suspenséo obtida, e
semear metade diretamente nos meios de cultura, e a outra metade
descontaminar conforme o método escolhido.

Macerar em gral com pistilo estéril, com um pouco de agua ou salina
estéreis, até a formacdo de uma suspensdo homogénea. Misturar bem e
proceder a descontaminagao conforme o método escolhido.

Nao necessitam de descontaminacao. Inocular diretamente nos meios

de cultura, no momento da coleta, preferencialmente em sistemas semi-
automatizados e automatizados de diagndstico. Quando nao disponiveis,
inocular 5 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.

Atritar o swab, imerso em Agua destilada ou solucao salina estéreis,
contra a parede do tubo para liberar a amostra clinica nele contida.
Descartar o swab e descontaminar a suspensao obtida conforme o
método escolhido. Caso o swab nao tenha sido encaminhado imerso em
Agua destilada ou solucao salina estéreis, acrescentar um dos referidos
liquidos ao mesmo e proceder como descrito anteriormente.
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7.6 Agentes fluidificantes-descontaminantes

Os agentes quimicos (acidos, bases) liberam as micobactérias do muco e da fibri-
na (fluidificando o escarro) ou dos tecidos em que estdo incluidos, homogeneizando
a amostra clinica e eliminando outros microrganismos da mesma (Quadro 2). A eli-
minag¢io destes proporciona o crescimento das micobactérias sem a competi¢do 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 re-
lacionada com o tipo de amostra clinica a ser processada. Para as amostras de escarro,
a concentragdao do Hidréxido de sédio pode estar em concentragdes de até 4%, e
para as outras amostras pulmonares e extrapulmonares a concentra¢ao nao deve ser
superior a 2%.

Quadro 2 Agentes fluidificantes-descontaminantes usados no
tratamento de amostras clinicas para cultura de micobactérias

AGENTES FLUIDIFICANTES-
DESCONTAMINANTES ATIVIDADE

Hidréxido de sédio (NaOH) E 0 mais amplamente empregado, tem propriedades tanto fluidificantes
como descontaminantes. Por se tratar de uma substancia alcalina drastica,
a concentragdo 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 concentracao é de 4%, sendo
considerada alta.

N-acetil-L-cisteina (NALC) E um agente mucolitico utilizado em combinacdo com o NaOH. Como
nao tem efeito direto sobre as micobactérias, permite que seja usada uma
concentragdo de NaOH de 2%. Dessa maneira, a combinagcdo NALC-NaOH
é aindicada para amostras paucibacilares e a recomendada para a maioria
dos sistemas comerciais de cultura com meios liquidos.

Acido oxélico E um agente descontaminante para amostras de escarro, contaminadas
sucessivamente por Pseudomonas sp, principalmente quando
provenientes de pacientes com fibrose cistica. Utilizado na concentracao
de 5%.
A preparacio dos reagentes utilizados nos métodos de cultura e os respectivos
formuldrios para o controle da preparacdo estdo descritas no item 7.17 dos anexos

deste capitulo.

7.7 Meios de cultura

As micobactérias sdo exigentes para sua multiplica¢do em meios de cultura e
requerem meios especificos. Os meios de cultura podem ser de consisténcia sélida a
base de ovos ou de agar e de consisténcia liquida (Quadro 3).

Os meios liquidos sao mais enriquecidos que os s6lidos e por isso sao indicados
para amostras paucibacilares, como sangue, LCR e macerados de tecidos. Também
sao utilizados para subcultivos e armazenamento de cepas em freezer. Os sistemas
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comerciais de cultura utilizam meios liquidos especiais, desenvolvidos a partir do Mi-

ddlebrook 7H9.

Quadro 3 Meios de cultura utilizados no isolamento de micobactérias

MEIOS DE CULTURA UTILIZAGAO

Sélidos A base de ovos
A base de agar
Liquidos Middlebrook 7H9
Middlebrook 7H9
modificado
Bifasicos

Os mais utilizados Léwenstein-Jensen (L) e Ogawa-Kudoh (OK),
sao preparados em tubos ou frascos e podem ficar por até 8
semanas em refrigeracdo. Todos contém o corante verde de
malaquita 2%, para inibir a microbiota contaminante. Esses
meios permitem a incorporacao de substdncias como acido
p-nitrobenzoico (PNB) a 500 ug/ml que pode ser utilizada na
semeadura primaria da amostra para agilizar uma identificacdo
prévia da espécie de micobactéria. Os meios Lowenstein-Jensen
com adicao de PNB (LJ-PNB) ou Ogawa-Kudoh com adicao de
PNB (OK-PNB) séo 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 U (U-piruvato) ou OK (OK-piruvato). Para pesquisa de M.
haemophilum, isolado de lesoes de pele, adicionar citrato férrico
amoniacal (2,5%) ao meio LJ ou OK. A preparacdo de meios de
cultura utilizados nos métodos classicos e os formularios para o
controle de qualidade estao descritas no item 7.17 dos anexos
deste Capitulo.

Sao meios transparentes, o que permite a visualizacao precoce
das col6nias em lupas ou microscdpio. Os meios Middlebrook

a base de agar (Middlebrook 7H10 e Middlebrook 7H11)

devem ser enriquecidos com o suplemento Middlebrook OADC,
composto por acido oleico, albumina bovina (fracao V), dextrose
e catalase.

E o meio liquido que necessita do enriquecimento ADC
(albumina, dextrose e catalase).

O sistema comercial BBL™ MGIT™ Mycobacteria Growth
Indicator Tube (Becton & Dickinson), de leitura tanto manual
como automatizada consiste em um meio liquido (Middlebrook
7H9), acrescido de antibidticos e enriquecimento OADC,
acondicionado em um tubo contendo um sensor fluorescente
sensivel ao oxigénio, composto de ruténio pentahidratado em
uma base de silicone.

O sistema MB BacT Culture System BacT/ALERT® MP (BioMerieux)
utiliza meio liquido Middlebrook 7H9 modificado, enriquecido
com fatores de crescimento e solugao antibiética.

O sistema ESP® Culture System Il (AccuMed/Difco) utiliza
um tubo contendo o meio liquido Middlebrook 7H9, com
suplementos de antibioticos e enriquecimento OADC.

O sistema BACTEC série 9000 utiliza o0 meio liquido Middlebrook
7H9 modificado (MycoF Lytic) para isolar micobactérias de
amostras de sangue e medula 6ssea.

0O sistema Septi-Check utiliza um meio bifésico, cuja fase liquida é o meio Middlebrook

7H9 e a fase solida é composta por 3 meios sélidos (L) modificado, Middlebrook 7H11

e agar chocolate).
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7.8 Incubacao
Ap6s a realiza¢ao das etapas de pré-tratamento, fluidifica¢ao-descontaminag¢io
e semeadura nos meios de cultura indicados, estes sio colocados em temperaturas
apropriadas e constantes, para o tempo de incubac¢do necessério ao desenvolvimento
de micobactérias.

A maioria das micobactérias, como as do CMTB, necessita de temperaturas entre
35°C e 37°C para multiplica¢do. 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.

7.9 Leitura, interpretacao e registro dos resultados

Essa etapa da cultura verifica a presenca de crescimento de micobactéria e/ou de
contaminag¢do nos meios de cultura.

Registrar o resultado com todas as observag¢des referentes a cada cultura como:
data da leitura, nimero de coldnias visualizadas, caracteristicas morfolégicas da co-
l6nia em relagdo a presenca de pigmento e aspecto (lisa ou rugosa), e contaminagao
parcial ou total de cada tubo.

7.10 Métodos classicos de cultura
No Quadro 4, estdo listados os métodos cldssicos ou convencionais de cultura
que apresentam comprovadamente melhores taxas de isolamento de micobactérias e

menores indices de contaminacao.

Quadro 4 Métodos classicos ou convencionais para cultura de
micobactérias e suas indicacdes, agentes quimicos e meios de
cultura utilizados

FLUIDIFICANTE-
DESCONTAMINANTE

RA

SOLIDOS A BASE DE ’
LIQUIDOS

METODOS INDICACAO

Principalmente para as

Petroff modificado amostras de escarro Hidroxido de sédio Lowenstein- Middlebrook
espontaneo (NaOH) 4% Jensen (UJ) 7H10
AL Frefl Para todas as amostras N-acetil-L-cisteina com " "
N-acetil-l-cisteina clinicas, principalmente as Hidréxido de sédio DA Middlebrock
(NALC) Jensen (LJ) 7H10

Ogawa-Kudoh

amostras paucibacilares

Para amostras de escarro

(NALC-NaOH) 2%

Hidroxido de sodio

Ogawa-Kudoh

espontaneo (NaOH) 4% (OK)
. Para amostras pulmonares . Lowenstein-
Acido Oxalico que contém Pseudomonas sp  Acido Oxalico 5% ) -

(pacientes com fibrose cistica)

Middlebrook 7H9

Middlebrook 7H9
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A seguir serdo descritos para cada um dos quatro métodos de cultura, a indica-
¢d0, as precaugdes, os materiais (equipamentos, reagentes, insumos) e os procedimen-
tos de organizacdo e de realiza¢do (detalhes passo a passo da técnica) até a semeadura
em meio de cultura. As férmulas para o preparo dos reagentes de fluidificagao-des-
contaminagio e dos meios de cultura estdo descritas no item Anexos deste capitulo e
da Solugao de Alcool a 70% estd descrita no Capitulo 3.

As recomendacdes de incubagdo e leitura dos tubos semeados, comuns a todos os
trés métodos, serdo descritas no item 7.11 deste capitulo.

O método do Acido oxalico nio é utilizado na rotina didria dos laboratérios, mas
¢é importante para casos especiais, como é o caso de escarros que contém Pseudomonas
sp, como por exemplo, o escarro de pacientes com fibrose cistica e para urina e outros
fluidos organicos persistentemente contaminados quando descontaminados por mé-
todos de descontaminacao alcalina, respectivamente.

7.10.1 Método de Petroff modificado

Descricao:

Esse método utiliza Solugdao de NaOH a 4% como agente de fluidificagao-des-
contaminagio, igual volume do escarro, chegando a uma concentragdo final de NaOH
2%. E indicado principalmente para amostras de escarro. Necessita de centrifugacdo
e de neutralizacio.

A neutralizacio pode ser realizada com a adi¢do: (a) de dcido e indicador de pH
(normalmente o Vermelho de fenol); (b) Solu¢ao de Tampao Fosfato pH 6,8 ou (c) de
Agua destilada estéril 7851011,

Precaucoes

e  Realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranga como as
boas préticas de laboratdrio e o uso de equipamentos de prote¢do individual
(EPI) adequados, conforme descrito no Capitulo 3. Abrir um pote de cada vez,
com cuidado para evitar a formagdo de aerossois.

e  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
devem ter protecao individual para evitar contaminagao pela produgao de aeros-
s6is durante a centrifugagdo e devem ser abertas dentro da CSB.

e Como a concentragio de NaOH 4% pode ocasionar também a eliminagdo de
BAAR e, no caso de amostras paucibacilares, levar a resultados falsamente negati-
vos, seguir rigorosamente as indica¢des de respeitar o tempo (menor ou igual a 15
minutos) em que a amostras ficam em contato com o agente descontaminante.
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A preparacdo dos reagentes utilizados neste método estd descrita no Anexo 7.17.2
deste Capitulo.

Materiais
Equipamentos
e  Cabine de Seguranca Bioldgica (CSB).
e  Centrifuga com rotor para tubos de 30 ml ou de 50 ml.
e  Agitador mecanico.
e  Estufa bacterioldgica a 36 + 1°C e outra a 30 £ 1°C.
e  Pipetador automadtico ou manual.
e  CronOmetro.

Reagentes

e  Solug¢do de NaOH a 4%.

e  Solucdo Neutralizante.

e Solugdo de Alcool a 70%.

e  Solugdo de Fenol a 5%.

e Agua destilada estéril ou Solucdao Tampao Fosfato pH 6,8.

Insumos

e  Papel absorvente (papel de filtro ou papel-toalha) para forrar a bancada.

e Bandeja de metal.

e Tubos de centrifuga de polipropileno, estéreis, descartdveis, com fundo co-
nico, de 30 ml ou de 50 ml, com tampa de rosca.

e  Estante para tubos de centrifuga 30 ml ou 50 ml.

e Gaze estéril em pedagos.

e  Pipetas estéreis de 5 ml, 2 ml e Pasteur.

e  Recipiente a prova de respingos contendo Soluc¢do de Fenol a 5% num vo-
lume que ocupe 2 cm do frasco. Por exemplo: um funil de vidro acoplado a
boca de um frasco Erlenmeyer ou de um balao de vidro (corpo largo e boca
estreita).

e  Recipiente de vidro ou metal, fundo e de boca larga, para descarte de mate-
rial a ser autoclavado e lavado.

e  Recipiente pldstico de boca larga para o material ser autoclavado e descarta-
do.

e Meios de cultura: 2 tubos com meio LJ ou 3 tubos quando houver suspeita
de micobacteriose, um tubo com meio LJ-PNB, para cada amostra. Na sus-
peita de M. bovis, acrescentar 2 tubos com meio LJ-piruvato. Na suspeita de
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M. haemophilum acrescentar um tubo com meio L] com adi¢ao de citrato
férrico amoniacal.

e Bandeja de polipropileno com furos para a circulagao do ar, para incubac¢io
dos tubos semeados.

e  Laminas para baciloscopia.

e  Saco plastico autoclavavel para acondicionamento dos recipientes de descarte.

e  Fita de pH e placa de Petri ou tubo de ensaio pequeno.

Procedimentos de organizagao

1. Identificar o nimero de registro da amostra clinica na ldmina, nos tubos de
meios de cultura e nos tubos de centrifuga.

2. Preparar a CSB conforme descrito no Capitulo 11.

Realizar o procedimento 3 fora da CSB

3. Organizar os potes das amostras a serem descontaminadas, observando a cor-
respondente identificagdo do nimero de registro no corpo do pote, no tubo de
centrifuga, nos tubos de meios de cultura e na lamina. Colocar os tubos de cen-
trifuga e os de meio de cultura em uma mesma estante.

Realizar os procedimentos de 4 a 6 dentro da CSB

4.  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.

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

6. Colocar as amostras que serdo descontaminadas de acordo com o ntimero de
ordem de registro, atrds da bandeja.

Procedimentos de realizagao

e  Verificar as orienta¢cdes de pré-tratamento das amostras descrito no Quadro
1. Acompanhar o Fluxograma do item 7.17.3.1 - Figura 2 do Anexo deste
Capitulo.

Realizar os procedimentos de 1 a 6 dentro da CSB

1. Colocar em cima da bandeja de metal somente o pote da amostra que serd pro-
cessada.

2. Transferir a amostra, no mdximo 5 ml, para o tubo de centrifuga de 30 ml ou 50
ml, deixando escorrer suavemente o escarro pela parede interna do tubo, cuidan-
do para ndo derramar. Caso escorra o material para fora do tubo, limpar com
gaze embebida em Soluc¢do de Fenol a 5%
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3. Colocar o tubo de centrifuga contendo a amostra em uma estante.
Repetir esse procedimento para todas as amostras.

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

6. Fechar bem os tubos de centrifuga e agitar com a mao ou em agitador mecanico

até formar uma mistura bem homogénea.

Realizar o procedimentos 7 fora da CSB
7. Colocar os tubos de centrifuga na estufa 36 £ 1°C por 15 minutos, para fluidifi-
ca¢dao-descontaminacio.

Realizar os procedimentos 8 e 9 dentro da CSB

8. Completar até o volume de 30 ml ou 50 ml com Agua destilada estéril ou Solugao
Tampao Fosfato pH 6,8.

9. Proceder a neutraliza¢ao gotejando a Solugdo Neutralizante até o material apre-
sentar a cor amarela Ambar. Apés cada gota deve-se agitar suavemente o tubo
para homogeneizar. A cor amarela &mbar indica que houve mudancga do pH para
a faixa entre 6,5 e 7,2 e que a amostra estd adequada para ser semeada. Em caso
de duvida, quando houver mudanga de cor mas sem aparecer a cor Ambar ca-
racteristica, por exemplo, durante a neutralizagdo de materiais sanguinolentos, é
preciso utilizar a fita de pH para verificar se houve a viragem. Para tanto, colocar
com uma pipeta estéril, uma gota da amostra que estd sendo processada, sobre
uma fita de pH dentro de uma placa de Petri ou um pequeno tubo de ensaio e
observar o pH da amostra. Se o pH estiver acima de 7,2 continuar gotejando a
Solug¢io Neutralizante. Se o pH estiver abaixo de 6,5 gotejar a Solu¢do de NaOH
a 4%, gota a gota até atingir o pH adequado.

Realizar os procedimentos de 10 a 12 fora da CSB

10. Centrifugar a 3.000 x g por 15 minutos.

11. Apds a parada total da centrifuga, esperar 5 minutos para abrir.
12. Retirar as cagapas fechadas da centrifuga e colocar na CSB.

Realizar os procedimentos de 13 a 15 dentro da CSB

13. Abrir as cacapas e acondicionar os tubos da centrifuga em uma estante. Desprezar
o sobrenadante de cada tubo de centrifuga em um recipiente a prova de respin-
gos;

14. Semear com pipeta estéril, 0,1ml do sedimento em cada um dos tubos de meio
de cultura, distribuindo em toda a superficie do meio. No caso de existir dgua
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de condensagdo nos tubos de meio de cultura, desprezar a mesma sobre gaze ou
papel de filtro estéril antes de semear. Preparar o esfregaco da baciloscopia con-
centrada depositando duas gotas do sedimento na lamina;

15. Fechar os tubos de meio de cultura, sem rosquear a tampa até o fim e colocar
esses tubos na estante;

Realizar os procedimentos de 16 a 20 fora da CSB

16. Retirar os tubos de meios de cultura semeados da estante e movimentar cada um
deles de modo que o in6culo banhe a superficie do meio.

17. 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 ndo sobrepor os tubos evitando acidentes
ao transportar a bandeja. Identificar a data de semeadura na bandeja.

18. Realizar a incubagdo dos tubos de cultura semeados conforme descrito no item
7.11 deste capitulo.

19. Realizar a limpeza, descontaminag¢do da bancada e o descarte do material conta-
minado conforme descrito no Capitulo 3.

20. Efetuar a fixa¢ao, coloragdo da lamina de baciloscopia ap6s concentragio e leitu-
ra conforme descrito no Capitulo 6.

7.10.2 Método de N-Acetil-L-Cisteina-Hidroxido de
Sodio (NALC-NaOH)

Descri¢ao

Esse método utiliza uma solu¢do depurante contendo N-acetil-L-cisteina
(NALC) como agente de liquefacdo e o uso de NaOH como descontaminante numa
concentragao final de 2%. O método também utiliza o Citrato de s6dio com a fungao
de sequiestrar os fons de metais pesados que estando presentes na amostra clinica
poderiam inativar a NALC. Essa solu¢do depurante é compativel com todos os meios
de cultura, sendo recomendado para todas as amostras clinicas, principalmente as
paucibacilares. E 0 método recomendado para descontaminar amostras que serao se-

meadas em sistemas automatizadosb” 12131415,

Precaucoes

e  Realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranga como as
boas praticas de laboratério e o uso de equipamentos de prote¢do individual
(EPI) adequados, conforme descrito no Capitulo 3. Abrir um pote de cada vez,
com cuidado para evitar a formagdo de aerossois.

e  Observar a capacidade da centrifuga para estabelecer o nimero de tubos a serem
trabalhados a cada lote. A centrifuga deve ser preferencialmente refrigerada para
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evitar que o aquecimento interfira na viabilidade da micobactéria. As cagapas
devem ter prote¢do individual para evitar contaminagio pela producdo de aeros-
s6is durante a centrifugacdo e devem ser abertas dentro da CSB.

e A Soluc¢do Depurante, que deverd ser adicionada a amostra clinica para a flui-
dificagdo-descontaminagio, é composta pela mistura de NaOH a 4%, Citrato de
sodio a 2,9% e NALC. No Anexo 7.17 deste Capitulo estd descrita a preparagao
de todos os reagentes.

e A Solu¢io de NaOH a 4% e a Solugdo de Citrato de sédio a 2,9% sao preparadas
separadamente e apds, sio misturadas v/v, de acordo com o volume final deseja-
do. A mistura NaOH-Citrato de sédio pode ser preparada em frasco com tampa
de rosca, esterilizada e guardada sob refrigeragao.

e A quantidade de NALC a ser pesada depende da quantidade de amostras que
serdo tratadas (calculada para um dia de trabalho) e sua adi¢do deve ser feita no
momento do uso, pois perde sua atividade dentro de 24 horas.

Materiais
Equipamentos
e  Cabine de Seguranca Bioldgica (CSB).
e  Agitador mecinico
e  Centrifuga com rotor para tubos de 50 ml
e  Estufa bacterioldgica a 36 + 1°C e outra para 30 * 1°C.
e  Pipetador automadtico ou manual.
e  Cron6metro.

Reagentes

e  Solugdo Depurante (Solu¢io de NaOH a 4%, Solugao de Citrato de sodio a
2,9%, NALC).

e  Solug¢do Tampao Fosfato pH 6,8.

e  Solugdo salina estéril.

e Solugdo de Alcool a 70%.

e  Solu¢io de Fenol a 5%.

Insumos

e  Papel absorvente (papel de filtro ou papel-toalha) para forrar a bancada.

e  Bandeja de metal.

e  Tubos de centrifuga de polipropileno, estéreis, descartdveis, com fundo co-
nico, de 30 ml ou de 50 ml, com tampa de rosca.

e  Estante para tubos de centrifuga de 50 ml.

e  Gaze estéril em pedacos.

e  DPipetas estéreis de 5 ml e de 10 ml.
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e  Recipiente a prova de respingos contendo Solugdo de Fenol a 5% num vo-
lume 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).

e  Recipiente de vidro ou metal, fundo e de boca larga, para descarte de mate-
rial a ser autoclavado e lavado.

e  Recipiente pléstico de boca larga para o material ser autoclavado e descarta-
do.

e  Meios de cultura: 2 tubos com meio L] ou 3 tubos quando houver suspeita
de micobacteriose, um tubo com meio LJ-PNB, para cada amostra.

e  Na suspeita de M. bovis, acrescentar 2 tubos com meio L]-piruvato. Na sus-
peita de M. haemophilum acrescentar um tubo com meio L] com adigdo de
citrato férrico amoniacal.

e  Bandeja de polipropileno com furos para a circulagdo do ar, para incubagao
dos tubos semeados.

e  Laminas para baciloscopia.

e  Saco pléstico autoclavdvel para acondicionamento dos recipientes de des-
carte.

Procedimentos de organiza¢ao

1. Identificar o nimero 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 11.
Preparar diariamente a solugao de trabalho, calculando a quantidade necesséria
de acordo com a quantidade de amostras a serem processadas (v/v)

Realizar o procedimento 4 fora da CSB

4. Organizar os potes das amostras a serem descontaminadas, observando a cor-
respondente identificagdo do nimero de registro no corpo do pote, no tubo de
centrifuga, nos tubos de meios de cultura e na lamina. Colocar os tubos de cen-

trifuga e os de meio de cultura em uma mesma estante.

Realizar os procedimentos de 5 a 7 dentro da CSB

5. 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.

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

7. Colocar as amostras que serdo descontaminadas de acordo com o nimero de
ordem de registro, atrds da bandeja.
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Procedimentos de realizagao

e  Verificar as orientagdes de pré-tratamento das amostras descritas no Quadro
1. Acompanhar o Fluxograma do item 7.17.3.2 — Figura 3 do Anexo deste
Capitulo.

Realizar os procedimentos de 1 a 8 dentro da CSB

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

2. Transferir a amostra para o tubo de centrifuga de 50 ml, deixando escorrer suave-
mente o escarro pela parede interna do tubo, cuidando para nao derramar. Caso
escorra o material para fora do tubo, limpar com gaze embebida em Solu¢do de
Fenol a 5%.

3. Colocar o tubo de centrifuga contendo a amostra em uma estante.

Repetir esse procedimento para todas as amostras.

5. Adicionar com pipeta estéril a cada um dos tubos de centrifuga a Solugao
Depurante, na quantidade correspondente ao mesmo volume da amostra. Usar
uma pipeta para cada amostra.

6. Fechar bem os tubos de centrifuga e inverter cuidadosamente o tubo para mis-
turar bem, evitando a agitacdo forte que resulta em oxidac¢do e inativagdo da
NALC.

7.  Deixar os tubos de centrifuga em repouso por 15 minutos a temperatura am-
biente, para fluidificagdo/descontaminacio.

8. Completar até o volume de 50 ml com Solu¢dao Tampao Fosfato pH 6,8.

Realizar os procedimentos de 9 a 11 fora da CSB

9. Centrifugar a 3.000 x g por 15 minutos.

10. Apds a parada total da centrifuga, esperar 5 minutos para abrir.
11. Retirar a cagapas fechadas da centrifuga e colocar na CBS.

Realizar os procedimentos de 12 a 15 dentro da CSB

12. Abrir as cagapas e acondicionar os tubos da centrifuga em uma estante. Desprezar
o sobrenadante de cada tubo de centrifuga em um recipiente a prova de respin-
gos.

13. Ressuspender o sedimento com 0,3 ml de Agua destilada estéril ou solucao
salina.

14. Semear com pipeta estéril 0,1ml do sedimento em cada um dos tubos de meio
de cultura, distribuindo em toda a superficie do meio. No caso de existir d4gua de
condensagdo nos tubos de meio de cultura, desprezar a mesma sobre gaze estéril
ou papel de filtro antes de semear. Preparar o esfregaco da baciloscopia concen-
trada depositando duas gotas do sedimento na lamina.

Secretaria de Vigilancia em Saude/MS 193



Capitulo 7 - Cultura para Micobactérias

15. Fechar os tubos com meio de cultura sem rosquear a tampa até o fim e colocar
esses tubos na estante.

Realizar os procedimentos de 16 a 20 fora da CSB

16. Retirar os tubos de meios de cultura semeados da estante e movimentar cada um
deles de modo que o in6culo banhe a superficie do meio.

17. Acondicionar os tubos de meios de cultura, inclinados em uma bandeja de po-
lipropileno, de maneira que o lado da tampa fique ligeiramente mais alto e com
a superficie do meio voltada para cima. Cuidar para nio sobrepor os tubos evi-
tando acidentes ao transportar a bandeja. Identificar a data de semeadura na
bandeja.

18. Realizar a incubagdo dos tubos de meio de cultura semeados conforme descrito
no item 7.11 deste capitulo.

19. Realizar a limpeza, descontaminag¢do da bancada e o descarte do material conta-
minado conforme descrito no Capitulo 3.

20. Efetuar a fixa¢do, coloragdo da lamina de baciloscopia concentrada e leitura con-
forme descrito no Capitulo 6.

7.10.3 Método de Ogawa-Kudoh

Descri¢ao

Esse método é de execugdo simples, rapida e facil, utiliza 0 NaOH 4% como agen-
te descontaminante, sendo recomendado para a utilizagdo em laboratérios de menor
complexidade, pois no requer o uso de centrifuga. Indicado para amostras de escarro
espontineo. Utiliza swab de algodao que, apds ser embebido na parte purulenta do
escarro, é colocado em NaOH 4% por até 2 minutos. Apés é semeado diretamente em
meio de OK (meio levemente acidificado pH 6,4)"1617.

Precaucoes

e  Realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranga como as
boas préticas de laboratdrio e o uso de equipamentos de protec¢ao individual
(EPI) adequados, conforme descrito no Capitulo 3. Abrir um pote de cada vez,
com cuidado para evitar a formagao de aerossois.

e  Observar a forma correta de utilizar o bico de Bunsen de modo que a chama
fique entre o técnico que estd manipulando e a amostra.

e  Esse método utiliza apenas o meio de OK e é indicado para amostras de escarro.
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Materiais
Equipamentos
e  Bico de Bunsen.
e  Estufa bacterioldgica a 36 + 1°C.
e  Pipetador automadtico ou manual.
e  Cronometro.

Reagentes

e  Solug¢do de NaOH a 4%.
e Solugao de Alcool a 70%.
e Solugao de Fenol a 5%.

Insumos

e  Papel absorvente (papel de filtro ou papel-toalha) para forrar a bancada.

e  Bandeja de metal.

o  Gaze estéril em pedacos.

e Swab estéril: palito de madeira com algodao hidréfilo enrolado na ponta,
esterilizado em autoclave ou forno de Pasteur que atinja temperatura de
200°C. Observar que o volume de algoddo deverd ser suficiente para ab-
sorver a maior quantidade de escarro e nao ultrapassar o diametro do tubo
onde serd introduzido. A altura do algodao enrolado deverd ser de modo a
ficar submersa no volume de 3 ml de Solucao de NaOH a 4%.

e  Tubos de ensaio estéril para colocar 3 ml de Solugdo de NaOH a 4%.

e  Estante para os tubos de ensaio estéril 20 x 150 mm.

e  Pipetas estéreis de 5 ml.

e  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.

e Meios de cultura: 2 tubos com meio OK, um tubo com meio OK-PNB, para
cada amostra. Na suspeita de M. bovis, acrescentar 2 tubos com meio OK-
piruvato.

e  Bandeja de polipropileno com furos para a circula¢ao do ar, para incubag¢io
dos tubos semeados.

e  Liminas para baciloscopia.

e Saco plastico autoclavével para acondicionamento dos recipientes de descarte.

Procedimentos de organizag¢ao

1. Identificar o nimero de registro da amostra clinica na lamina, nos tubos de

meios de cultura e no tubo estéril.
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Forrar a bancada com papel absorvente ao redor do bico de Bunsen e colocar
atrds do mesmo a bandeja de metal, forrada com papel absorvente, onde serdo
realizados os procedimentos.

Organizar os potes das amostras por trds da bandeja, e colocar a lamina corres-
pondente a identificagdo da amostra em frente ao pote.

Colocar os tubos de ensaio estéril onde serd adicionado a Solu¢ao de NaOH a 4%
em uma estante e os tubos de meios de cultura em outra.

Procedimentos de realizacao

Sendo indicado somente para amostras de escarro espontaneo, nao necessitam

de pré-tratamento.

1.

10.
11.

12.

Colocar 3 ml de Solugdo 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 pro-
cessada e a correspondente ldmina.

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 o mesmo fique impregnado com a por¢do mais purulenta.
Inserir o swab impregnado com a amostra no tubo contendo Solu¢ao de NaOH
a 4%, sem encostar na parede, e deixar em repouso até 2 minutos (maximo).
Atencao: No caso de existir 4gua de condensag¢do nos tubos de meio de cultura,
desprezar a mesma sobre gaze estéril ou papel de filtro antes de semear.

Apds esse tempo, passar o swab sobre a superficie dos 2 tubos com meio OK e
OK-PNB mediante movimentos rotatérios e em zigue-zague de maneira a espa-
lhar bem o in6culo. Se houver suspeita de infeccdo pelo M. bovis passar o swab
sobre a superficie dos 2 tubos com o meio OK, a seguir no meio OK-piruvato e
por dltimo no meio OK-PNB. O PNB é um inibidor quimico de crescimento do
CMTB.

Descartar o swab no recipiente pléstico.

Fechar os tubos de meio de cultura sem rosquear a tampa até o fim e colocar 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 ligeira-
mente 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 repeticio, se necessario.

196 Secretaria de Vigilancia em Saude/MS



Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras Micobactérias

13. Realizar a limpeza e descontamina¢do da bancada e o descarte do material con-
taminado conforme descritos no Capitulo 3.

14. Efetuar a colora¢ao da lamina de baciloscopia direta e leitura conforme descritos
no Capitulo 6.

15. Realizar a incubagdo dos tubos de meio de cultura semeados conforme descrito
no item 7.11 deste capitulo.

7.10.4 Método do Acido oxalico

Descricao

E um método alternativo, particularmente indicado para amostras pulmonares
que contém Pseudomonas sp, como, por exemplo, o escarro de pacientes com fibrose
cistica ou amostras de urina'>".

Materiais
Equipamentos
e  Cabine de Seguranca Bioldgica (CSB).
e  Agitador mecanico
e  Centrifuga com rotor para tubos de 50 ml.
e  Estufa bacterioldgica a 36 £ 1°C.
e  Pipetador automdtico ou manual.
e  Cronometro.

Reagentes

e Solucdo de Acido oxdlico a 5%.

e  Solugdo salina estéril.

e  Solugdo Indicadora (NaOH + Vermelho de fenol).
e Solugdo de Alcool a 70%.

e  Solugdo de Fenol a 5%.

Insumos

e  Papel absorvente (papel de filtro ou papel-toalha) para forrar a bancada.

e  Bandeja de metal.

e  Tubos de centrifuga de polipropileno, estéreis, descartédveis, com fundo co-
nico, de 30 ml ou de 50 ml, com tampa de rosca.

e  Estante para tubos de centrifuga de 50 ml.

e  Meios de cultura: 2 tubos com meio LJ para cada amostra.

e Gaze estéril em pedagos.

e  Pipetas estéreis de 5 ml e de 10 ml.
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e  Recipiente a prova de respingos contendo Solugdo de Fenol a 5% num vo-
lume que ocupe 2 cm do frasco. Por exemplo: um funil de vidro acoplado a
boca de um frasco Erlenmayer ou de um baldo de vidro (corpo largo e boca
estreita).

e  Recipiente de vidro ou metal, fundo e de boca larga, para descarte de mate-
rial a ser autoclavado e lavado.

e  Recipiente pléstico de boca larga para o material ser autoclavado e descarta-
do.

e  Bandeja de polipropileno com furos para a circulagdo do ar, para incubagao
dos tubos semeados.

e  Liminas para baciloscopia.

e  Saco pldstico autoclavével para acondicionamento dos recipientes de descarte.

Procedimentos de organizagao

1. Identificar o nimero de registro da amostra clinica na lamina, nos tubos de
meios de cultura e no tubo de centrifuga.

2. Preparar a CSB conforme descrito no Capitulo 11.

Realizar o procedimento 3 fora da CSB

3. Organizar os potes das amostras a serem descontaminadas, observando a cor-
respondente identificagdo do nimero de registro no corpo do pote, no tubo de
centrifuga, nos tubos de meios de cultura e na lamina. Colocar os tubos de cen-
trifuga e os de meio de cultura em uma mesma estante.

Realizar os procedimentos de 4 a 6 dentro da CSB

4.  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.

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

6. Colocar as amostras que serdo descontaminadas de acordo com o ntimero de
ordem de registro, atrds da bandeja.

Procedimentos de realizacao

e  Verificar as orientagdes de pré-tratamento das amostras descritas no Quadro
1. Acompanhar o Fluxograma do item 7.17.3.4 — Figura 5 do Anexo deste
Capitulo.

Realizar os procedimentos de 1 a 8 dentro da CSB
1. Colocar em cima da bandeja somente o pote da amostra que serd processada.
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2. Transferir a amostra para o tubo de centrifuga de 50 ml, deixando escorrer suave-
mente o escarro pela parede interna do tubo, cuidando para nao derramar. Caso
escorra o material para fora do tubo, limpar com gaze embebida em Solugdo de
Fenol a 5%.

3. Colocar o tubo de centrifuga contendo a amostra em uma estante.

Repetir esse procedimento para todas as amostras.

5. Adicionar com pipeta estéril a cada um dos tubos de centrifuga a Solucgdo de
Acido oxdlico a 5%, na quantidade correspondente a0 mesmo volume da amos-
tra.

Fechar bem os tubos de centrifuga e agitar os tubos em agitador mecénico.

7. Deixar os tubos de centrifuga em repouso por 30 minutos, para fluidificagao-
descontaminacio agitando de vez em quando.

8. Completar até o volume de 50 ml com Solu¢io salina estéril.

Realizar os procedimentos de 9 a 11 fora da CSB

9. Centrifugar a 3.000 x g por 15 minutos.

10. Apds a parada total da centrifuga, esperar 5 minutos para abrir.
11. Retirar as cagapas fechadas da centrifuga e colocar na CSB.

Realizar os procedimentos de 12 a 16 dentro da CSB

12. Abrir as cacapas e acondicionar os tubos da centrifuga em uma estante. Desprezar
o sobrenadante de cada tubo de centrifuga em um recipiente a prova de respin-
gos.

13. Neutralizar o sedimento com Solu¢io indicadora até o aparecimento de cor ré-
sea.

14. Semear com pipeta estéril, 0,1 ml do sedimento em cada um dos tubos de meio
de cultura, distribuindo em toda a superficie do meio. No caso de existir dgua
de condensagdo nos tubos de meio de cultura, desprezar a mesma sobre gaze
ou papel de filtro estéreis antes de semear. Preparar o esfregaco da baciloscopia
concentrada depositando duas gotas do sedimento na lamina.

15. Fechar os tubos de meio de cultura sélidos sem rosquear a tampa até o fim e
colocar esses tubos na estante.

Realizar os procedimentos de 17 a 21 fora da CSB

16. Retirar os tubos de meios s6lidos semeados da estante e movimentar cada um
deles de modo que o in6culo banhe a superficie do meio.

17. Acondicionar os tubos de meios s6lidos, inclinados em uma bandeja de polipro-
pileno, de maneira que o lado da tampa fique ligeiramente mais alto e com a su-
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perficie 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 incubagdo dos tubos de cultura sélidos semeados conforme descrito
no item 7.11 deste capitulo.

Realizar a limpeza e descontaminagdo da bancada e o descarte do material con-
forme descrito no Capitulo 3.

Efetuar a fixagdo, coloracio da lamina de baciloscopia concentrada e leitura con-
forme descrito no Capitulo 6.

OBSERVACAO: Uma alternativa é acrescentar Acido oxalico a 5% no
sedimento obtido apds centrifugacao pelo método NALC-NaOH.

7.11 Procedimentos para incubacao nos métodos classicos

Apbs a realizagao das etapas de pré-tratamento, fluidificagao-descontaminac¢do

e semeadura nos meios de cultura indicados, esses sdo colocados em temperaturas

apropriadas e constantes, para o tempo de incubagao necessario ao desenvolvimento

de micobactérias.

1.

Inclinar os tubos de meios de cultura semeados em bandejas de polipropileno,
com a superficie do meio voltada para cima e as tampas semi-rosqueadas, para
garantir a secagem do inéculo.

Incubar a temperatura de 36 £+ 1°C os tubos de meio de cultura semeados com
qualquer tipo de amostra clinica, visando o desenvolvimento das espécies do
CMTB.

No caso de meios de cultura com adi¢do de piruvato para pesquisa de M. bovis,
incubar & temperatura de 36 + 1°C e, se possivel, dar condi¢des de microaerofi-
lia (5a 10% de CO,).

No caso de suspeita clinica de patologia causada por M.marinum e M. ulcerans
(amostras oriundas de tecido cutaneo), incubar a temperatura de 30 £ 1°C um
dos tubos de meio de cultura.

No caso de meios de cultura com adigdo de citrato férrico amoniacal para pes-
quisa de M. haemophilum, incubar a temperatura de 30 + 1°C.

Apbs 48 horas de incubagio, conferir se hd contaminagdo em todos os tubos,
rosquear completamente as tampas e conservar incubados pelo tempo recomen-
dado no item 7.11.
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7.12 Procedimentos de leitura, interpretacao e registro dos
resultados nos métodos classicos

Realizar a leitura dos tubos semeados em bancada bem iluminada, préxima a
janela ou com foco de luz préximo (lumindria), apds 48 horas de incubagio e poste-
riormente de 7 em 7 dias (leituras semanais) até completar 8 semanas.

Nos meios de cultura sé6lidos, as colonias de micobactérias podem ser visualiza-
das a olho nu, entre 3 e 7 dias (espécies de crescimento rapido) ou apds (espécies de
crescimento lento). Em amostras paucibacilares podem ser necessdrias até 8 semanas
para as coldnias se tornarem visiveis.

No caso de meios de cultura com adi¢do de piruvato para pesquisa de M. bovis,
o tempo de incubagdo é de até 16 semanas. O crescimento é disgdnico, com colonias
pequenas, lisas e planas.

Para acompanhar a leitura, observar o Fluxograma de Leitura das Culturas em
Meios Sélidos descritos no item 7.17.3.6 do anexo deste capitulo.

Os formuldrios “Registro de cultura em meio sélido e teste de sensibilidade” e
“Formulario de solicitagdo e resultado de exame — cultura para micobactérias” estdao
descritos no Capitulo 1.

Procedimentos de leitura apds 48 horas de incubagao

1. Fechar os tubos rosqueando as tampas completamente.

2. Verificar a contaminagdo (presenca de colénias microbianas — bactérias ou fun-
gos) pela mudanga de colorag¢do ou liquefa¢do dos meios. 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 “Formuldario de solicitacao e resultado de
exame — cultura para micobactérias” como “Cultura contaminada. Solicitamos
nova amostra” (Situacao 3). A cultura nao pode ter continuidade apenas com o
tubo com meio OK-PNB ou LJ-PNB.

3. Voltar a incubar os tubos em que ndao houve contamina¢io ou alterag¢do do
meio.

Procedimentos de leituras semanais

1. Registrar a leitura semanal no formuldrio “Registro de cultura em meio sélido
e teste de sensibilidade” e no sistema de informacdo Gerenciador de Ambiente
Laboratorial — GAL com todas as observagdes, referentes a cada tubo de cultura
de cada amostra, como: data da leitura, numero de coldnias visualizadas de acor-
do com a escala semiquantitativa, caracteristicas morfoldgicas das colonias em
relacdo a presenca de pigmento, aspecto (lisa ou rugosa), e contaminagao parcial
ou total de cada tubo.
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Os critérios para leitura das culturas em meio sélido sao apresentados na escala

semiquantitativa abaixo.

Escala Semiquantitativa

e  Menos de 20 coldnias = “Cultura Positiva” (nimero de coldnias).

e  De 20 a 100 colonias = “Cultura Positiva” (+).

e  Mais de 100 coldnias separadas = “Cultura Positiva” (++).

e  Colonias confluentes (tapete) = “Cultura Positiva” (+++).

As seguintes situagoes sdo possiveis

2. Situagao 1: Incubar novamente os tubos em que nio sdo visualizadas cold-
nias, realizar as leituras nas préximas semanas até completar oito semanas.
Permanecendo negativos na oitava semana desprezar os tubos registrar no for-
muldrio “Registro de cultura em meio sélido e teste de sensibilidade”, no sistema
de informagdo Gerenciador de Ambiente Laboratorial - GAL e emitir o resultado
no “Formulario de solicitagdo e resultado de exame — cultura para micobacté-
rias” como “Cultura Negativa”.

3. Situagao 2: Para os tubos onde sdo visualizadas coldnias, realizar a baciloscopia
conforme descrito no Capitulo 6, para confirmar a presenca de BAAR.

ATENCAO: Para os laboratérios que realizarem o Método de Ogawa-
Kudoh e nao possuirem CSB, nao realizar a baciloscopia desses tu-
bos nesses laboratérios. Os tubos onde sao visualizadas col6nias
devem ser encaminhados para um Laboratério de Referéncia con-
forme descrito no Capitulo 1, pois a baciloscopia realizada a partir
de col6énias aumenta muito o risco bioldgico.

Quando hd presenca de BAAR:
e  Situagao 2A: apds 7 dias de incubacdo, havendo visualiza¢ao de mais de 20
colonias de cor creme e rugosas, em um ou mais dos tubos com meio L] ou

OK e auséncia de coldnias no tubo com meio LJ-PNB ou OK-PNB consultar

a escala semi-quantitativa para a interpretacdo dos resultados, levando em

conta o nimero de coldnias visualizadas. A seguir:

a) registrar todas as informacdes observadas e o resultado — “Cultura po-
sitiva para BAAR (......), sugestiva de micobactérias do Complexo M.
tuberculosis (CMTB)” no formulario “Registro de cultura em meio s6-
lido e teste de sensibilidade” e no sistema de informacao Gerenciador
de Ambiente Laboratorial — GAL.

b) separar o tubo com meio L] ou OK com crescimento e encaminhar
para a identificacdo e para o TS se atender aos critérios e realiza¢io;
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¢) emitir o resultado no “Formulério de solicita¢ao e resultado de exame —
cultura para micobactérias” como “Cultura positiva para BAAR (......),
sugestiva de micobactérias do Complexo M. tuberculosis (CMTB)”.

e  Situacao 2B: ap6s 7 dias de incubagio, havendo visualizagdo de menos de 20
coldnias de cor creme e rugosas, em um ou mais dos tubos com meio L] ou
OK e auséncia de colonias no tubo com meio LJ-PNB ou OK-PNB, consul-
tar a escala semi-quantitativa para a interpretacdo dos resultados, levando
em conta o numero de colonias visualizadas. A seguir:

a) registrar no formulario “Registro de cultura em meio sélido e teste de
sensibilidade”e no sistema de informagdo Gerenciador de Ambiente
Laboratorial — GAL todas as informagdes observadas e o resultado
“Cultura positiva para BAAR (......), sugestiva de micobactérias do
Complexo M. tuberculosis (CMTB)”.

b) realizar subcultivo e apds encaminhar para a identificacdo e TS se aten-
der aos critérios de realizagdo.

¢) emitir no “Formuldrio de solicita¢do e resultado de exame — cultura para
micobactérias” o resultado como “Cultura positiva para BAAR (......),
sugestiva de micobactérias do Complexo M. tuberculosis (CMTB)”.

e  Situacao 2C: havendo visualiza¢ao de mais de 20 colonias com ou sem pig-
mento, lisas, opacas ou brilhantes, em um ou mais dos tubos com meio L]
ou OK e no tubo com meio LJ-PNB ou OK-PNB antes ou apés 7 dias de
incubagdo, consultar a escala semi-quantitativa e:

a) registrar no formulario “Registro de cultura em meio sélido e teste de
sensibilidade” e no sistema de informac¢do Gerenciador de Ambiente
Laboratorial — GAL o ntimero de coldnias e todas as demais informa-
¢oes observadas e o resultado “Cultura positiva para BAAR (......), su-
gestivas de micobactérias nao causadora de tuberculose (MNT)”.

b) separar um dos tubos com meio L] ou OK e encaminhar para a identi-
ficagdo TS se atender aos critérios de realiza¢do.

¢) emitir no “Formulério de solicita¢do e resultado de exame — cultura
para micobactérias” o resultado “Cultura positiva para BAAR (......),
sugestivas de micobactérias ndo causadora de tuberculose (MNT)”.

e  Situagao 2D: havendo visualizagdo de menos de 20 coldonias 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 apds 7 dias de
incubagdo, consultar a escala semi-quantitativa:

a) registrar no formuldrio “Registro de cultura em meio sélido e teste de
sensibilidade” e no sistema de informac¢do Gerenciador de Ambiente
Laboratorial - GAL o nimero de coldnias, todas as demais informagoes
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observadas e o resultado como “Cultura positiva para BAAR (...... , Su-
gestivas de micobactérias nao causadora de tuberculose (MNT)”.
b) separar um dos tubos com meio L] ou OK, realizar subcultivo antes de en-
caminhar para a identificacio e TS se atender aos critérios de realizacio.
¢) Emitir no “Formulério de solicita¢do e resultado de exame — cultura
para micobactérias” o resultado “Cultura positiva para BAAR (......),
sugestivas de micobactérias ndo causadora de tuberculose (MNT).

4. Paraasituagao 2D, se o isolamento dessas colonias foi a partir de amostra colhida
de sitio nao estéril, solicitar novas amostras (3 isolados de um mesmo tipo de
amostra). Esse procedimento é para verificar se o isolamento de colonias de mi-
cobactérias indica uma presenga tempordria ou se representa um possivel quadro
clinico de micobacteriose.

5. Em todas as situagdes, realizar a identificacio conforme descrito no Capitulo 8.
Se o laboratério que nio estiver habilitado a realizar a identificacdo, encaminhar
para um Laboratério de Referéncia conforme descrito no Capitulo 1.

6. Quando a baciloscopia niao confirma a presenca de BAAR, indica que hé conta-
minacdo. Se o tubo de meio estiver contaminado parcialmente, incubar nova-
mente. Se todos os tubos estiverem contaminados, informa-se o resultado como
“Cultura contaminada” (Situagao 3). A cultura ndo pode ter continuidade ape-
nas com o tubo com meio OK-PNB ou LJ-PNB.

7.13 Subcultivo

Descricao

Consiste na prepara¢gdo 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 identificacao das espécies
de micobactérias é necessario um crescimento abundante.

Precaucao

e Realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranca como as
boas préticas de laboratério e o uso de equipamentos de protecao individual
(EPI) adequados, conforme descrito no Capitulo 3. Abrir um tubo de cultura de
cada vez, com cuidado para evitar a formacdo de aerosséis.

Materiais
Equipamentos
e  Cabine de Seguranca Bioldgica (CSB).
e  Estufa bacterioldgica a 36 £ 1°C.
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e  Pipetador automdtico ou manual.
e  Agitador mecénico.

Reagentes

e Agua destilada estéril.

e Solugdo de Alcool a 70%.
e  Solugio de Fenol a 5%.

Insumos

e  Papel absorvente (papel de filtro ou papel-toalha) para forrar a bancada.

e  Bandeja de metal.

e  Tubos de ensaio 20 x 150 mm, de paredes reforgadas, com tampa de rosca,
contendo 10 pérolas de vidro, estéreis.

e  Estante para os tubos de ensaio estéril 20 x 150 mm.

e  Gaze estéril em pedacos.

e  Pipetas estéreis de 1 ml.

e  Alga descartdvel.

e  Recipiente de vidro ou metal, fundo e de boca larga, para descarte de mate-
rial a ser autoclavado e lavado.

e  Recipiente plastico de boca larga para o material ser autoclavado e descar-
tado.

e  Meios de cultura: 2 tubos com meio L] ou OK.

e  Bandeja de polipropileno com furos para a circulagdo do ar, para incubagao
dos tubos semeados.

e  Saco pléstico autoclavédvel para acondicionamento dos recipientes de des-

carte.

Procedimentos de organizag¢ao

Realizar os procedimentos de 1 a 3 fora da CSB

1. Identificar o nimero da cultura nos tubos de meios com L] ou OK e no tubo de
ensaio com pérolas.

Preparar a CSB conforme descrito no Capitulo 11.

3. Organizar os tubos de cultura observando a correspondente identifica¢ao do nu-
mero 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

4. 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.
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5. Forrar a bandeja de metal com papel absorvente e colocé-la na bancada da CSB
a sua frente.

Procedimentos de realiza¢do

Realizar os procedimentos de 1 a 5 dentro da CSB

1. Transferir, com al¢a descartdvel estéril, algumas col6nias da cultura para um tubo
de ensaio com pérolas e 1 ml de Agua destilada estéril.
Homogeneizar em agitador mecénico.
Manter em repouso por 10 minutos.
Semear com pipeta estéril 0,1 ml da suspensao em 2 tubos com meio LJ ou OK.
No caso de existir dgua de condensagdo nos tubos de meio de cultura, desprezar
a mesma sobre gaze ou papel de filtro antes de semear.

5. Fechar os tubos com meio de cultura sem rosquear a tampa até o fim e colocar
esses tubos na estante.

Realizar os procedimentos de 6 a 10 fora da CSB

6. Retirar os tubos de meios de cultura semeados da estante e movimentar cada um
deles de modo que o in6culo banhe a superficie do meio.

7. Acondicionar os tubos de meios de cultura, inclinados em uma bandeja de po-
lipropileno, 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 evi-
tando acidentes ao transportar a bandeja. Identificar a data de semeadura na
bandeja.

8. Realizar a incuba¢io dos tubos de meio de cultura semeados conforme descrito
no item 7.11 deste capitulo.

9. Realizar a limpeza, descontaminag¢do da bancada e o descarte do material conta-
minado de acordo com as instru¢des descritas no Capitulo 3.

10. Realizar a leitura das culturas conforme descrito no item 7.12 deste capitulo.

7.14 Sistemas comerciais automatizados de cultura

7.14.1 Descricao

Os sistemas comerciais automatizados de cultura sio compostos por: (a) um
frasco contendo meio de cultura com um sensor interno que pode ser colorimétrico,
fluorimétrico ou de pressdo, de acordo com o fabricante; (b) um suplemento antibi-
6tico e de enriquecimento; e (¢) uma incubadora para acondicionamento dos frascos
inoculados com as amostras clinicas que monitoram de forma continua a detecgao
do crescimento bacteriano. Podem ser usados para a maioria das amostras clinicas e
apresentam a vantagem de detectar precocemente o crescimento bacteriano. Contri-
bui para melhorar o diagnéstico de micobactérias'*!>!615,
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7.14.2 Procedimentos de semeadura em sistemas comerciais

Precaucoes

e  Realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranca, como as

boas préticas de laboratdrio e o uso de equipamentos de prote¢do individual

(EPI) adequados conforme descrito no Capitulo 3.

e  Dependendo do sistema comercial escolhido, amostras de sangue e medula Gssea

ndo poderao ser processadas, sendo que cada fabricante esclarece essas caracte-

risticas. O pré-tratamento das amostras clinicas segue as mesmas recomendagdes

para os métodos classicos e a fluidificacio-descontaminac¢io das amostras deve

ser realizada preferencialmente pelo método de NALC-NaOH. Semear em para-

lelo um tubo com meio LJ.

Observacoes

e  Asférmulas para o preparo dos reagentes de fluidificacdo-descontaminacao e do

meio de cultura L] estdo descritas no anexo deste capitulo e Solucao de Alcool a

70% estao descritas no Capitulo 3.

Materiais

Equipamentos

Cabine de Seguranca Biologica (CSB)

Sistema de incubacdo e detec¢dao automdtica a 36 +1°C.
Estufa bacteriol6gica convencional a 36 & 1°C.
Micropipetas automaticas.

Reagentes

Suplemento de enriquecimento (de acordo com o fabricante).

Suplemento antibiético liofilizado (de acordo com o fabricante).

Soluc¢ao salina estéril.

Agua destilada estéril.

Solugao de Alcool 70%.

Solu¢do Tampao Fosfato pH 6,8.
Solug¢do de Fenol a 5%.

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.
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e Amostras clinicas jd descontaminadas (quando necessario) em tubos de 50
ml, com tampa de rosca.

e  Criotubos.

e  Ponteiras com barreiras, estéreis.

e Gaze estéril em pedagos.

e  Recipiente a prova de respingos contendo Solucdo de Fenol a 5% num volume
que ocupe 2 cm do frasco. Por exemplo: um funil de vidro acoplado a boca de
um frasco Erlenmeyer ou de um balao de vidro (corpo largo e boca estreita).

e  Recipiente de vidro ou metal, fundo e de boca larga, para descarte de mate-
rial a ser autoclavado e lavado.

e  Recipiente plastico de boca larga para o material ser autoclavado e descartado.

e  Meio de cultura sélido: 1 tubo com meio LJ.

e  Frascos com meio de cultura liquido especifico de cada sistema.

e  Bandeja de polipropileno com furos para a circulagdo do ar, para incubagao
dos tubos semeados.

e  Laminas para baciloscopia.

e  Saco plastico autoclavavel para acondicionamento dos recipientes de descarte.

Procedimentos de organizagao

Verificar as orientagées de pré-tratamento das amostras conforme descrito
no item 7.5 deste capitulo e realizar a etapa de descontaminag¢do pelo método
NALC-NaOH, conforme descrito no item 7.10.2 deste capitulo.

Realizar os procedimentos de 1 a 7 fora da CSB

1.

Separar os frascos de meio liquido de acordo com o niimero de amostras a ser
inoculadas e deixar a temperatura ambiente de 30 a 60 minutos antes da inocu-
lagdo.

Todas as amostras clinicas que foram descontaminas pelo método NALC-NaOH
devem estar nos tubos de centrifuga de 50 ml, devidamente identificadas com
o ndmero de resgistro e colocadas em estante. Ressuspender o sedimento com
Solu¢iao Tampdo Fosfato pH 6,8 até um volume final de 1 a 3 ml.

Identificar com o ntimero de registro as amostras clinicas que nao necessitam de
descontaminacio.

Identificar com o mesmo niimero de registro das amostras clinicas as laminas, os
frascos de meio liquido e os tubos com meio L] correspondentes.

Cadastrar os frascos de meio liquido no sistema de incubagio e deteccio auto-
madtica, pelo c6digo de barras, de acordo com instrug¢des do fabricante.

Preparar a CSB, conforme descrito no Capitulo 11.
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7.  Reconstituir o suplemento antibitico com o suplemento de enriquecimento,
dissolvendo com cuidado o liofilizado. Atenc¢ao: aliquotar o suplemento anti-
bidtico reconstituido em criotubos, uma vez que a validade é de 7 dias quando
guardado em refrigeragdo (2 a 8°C) e 30 dias em freezer (-20°C). Marcar a data
de validade em cada criotubo.

Realizar os procedimentos de 8 a 10 dentro da CSB

8.  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.

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

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

Procedimentos de realizagao

Realizar os procedimentos de 1 a 10 dentro da CSB

1. Colocar em cima da bandeja de metal a estante com as amostras previamente
descontaminadas e/ou as amostras estéreis.

2. Desinfetar os frascos de meio liquido com Solugao de Alcool a 70% e deixar secar
a temperatura ambiente.

3. Para as amostras previamente descontaminadas assepticamente, adicionar com
micropipeta o volume adequado do suplemento antibidtico reconstituido com o
enriquecimento a cada frasco de meio liquido.

4. Para as amostras estéreis adicionar somente o suplemento de enriquecimento,
com micropipeta, a cada frasco de meio liquido. Atencao: cuidado especial com
a manipula¢do do suplemento de enriquecimento para ndo introduzir contami-
nantes no tubo de meio liquido.

5. Inocular assepticamente, com micropipeta, o volume de amostra recomendado
pelo fabricante, no frasco de meio liquido.

6. Antes de colocar no sistema de incuba¢io e detec¢ao automadtica, desinfetar os
frascos de meio liquido com Solugao de Alcool a 70% e deixar a temperatura
ambiente por 30 minutos.

7. Colocar os tubos de meio liquido inoculados no sistema de incubagao e detec¢ao
automadtica, de acordo com as instru¢des do manual do fabricante.

8. Inocular assepticamente, com micropipeta, a amostra previamente descontami-
nada ou a amostra nao estéril em um tubo com meio LJ.

9.  Preparar o esfregaco da baciloscopia concentrada depositando duas gotas do se-

dimento na lAmina.
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10. Fechar os tubos de meio de cultura L] sem rosquear a tampa até o fim e colocar
esses tubos na estante.

Realizar os procedimentos de 11 a 16 fora da CSB

11. Retirar os tubos com meio L] semeados da estante e movimentar cada um deles
de modo que o indculo banhe a superficie do meio.

12. Acondicionar os tubos de L], 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.

13. Incubar na estufa a 36°C (+ 1°C) os tubos com meio L] inclinados.

14. Realizar a incuba¢io dos tubos de meio L] semeados conforme descrito no item
7.11 deste capitulo.

15. Realizar a limpeza, descontaminac¢do da bancada e o descarte do material conta-
minado de acordo com as instru¢des descritas no Capitulo 3.

16. Realizar a leitura das culturas conforme descrito no item 7.12 para os meios L] e
item 7.14.2 para os meios liquidos deste capitulo.

7.14.3 Procedimentos para incubacao nos sistemas comerciais

Apbs a realizagdo das etapas de pré-tratamento, fluidificagdo-descontaminagao e se-
meadura (inoculagdo) nos meios de cultura liquidos, incubar os mesmos em tempe-
raturas apropriadas e constantes, durante o tempo necessario ao desenvolvimento de
micobactérias. Seguir o protocolo do fabricante.

1. Colocar os frascos no sistema de incubagdo e detecgdo automadtica, onde serdo
monitorados continuamente durante 42 dias. Aten¢ao: Nos sistemas automa-
tizados que aceitam amostras de sangue, os frascos de meio liquido, inoculados
com essas amostras deverdo permanecer incubados por 56 dias, no minimo.

2. Quando o sistema de incubagio e detecgdo automatizada acusar que um frasco
de meio liquido é positivo, retirar do sistema, assim como todos os frascos nega-
tivos apds 42 dias de incubagao.

7.14.4 Leitura dos meios liquidos nos sistemas comerciais

De acordo com o fabricante, o sistema de detec¢ao de crescimento bacteriano pode ser
realizado pelo consumo de O, ou produgao de CO,. O sistema de leitura do equipa-
mento registrard as variacdes de pressao que, mediante um programa de computador,
préprio de cada sistema, indicard a existéncia ou ndao do crescimento micobacteriano
e/ou bacteriano sinalizando o frasco de meio de cultura como positivo. Em todos os
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frascos de meio liquido, detectados como positivos confirmar a presenga de BAAR
pela realizagdo da baciloscopia, conforme descrita no Capitulo 6.

Realizar o procedimento 1 dentro da CSB

1. Agitar bem o frasco de meio liquido detectado como positivo para obter uma
suspensao homogénea. Retirar com micropipeta metade do volume do frasco do
meio liquido e acondicionar em um tubo cénico de 30 ml ou 50 ml.

Realizar os procedimentos de 2 a 4 fora da CSB

2. Centrifugar a 3.000 x g por 15 minutos.

3. Apos a parada total da centrifuga, esperar 5 minutos para abrir.
4. Retirar as cagapas fechadas da centrifuga e colocar na CSB.

Realizar os procedimentos de 5 a 8 dentro da CSB

5.  Abrir as cagapas e acondicionar os tubos em uma estante. Desprezar o sobrena-
dante de cada tubo de centrifuga em um recipiente a prova de respingos.

6. Ressuspender o sedimento com 1 ml de Agua destilada estéril ou Solugio salina
estéril.
Passar o sedimento ressuspenso para um criotubo.

8. Preparar esfregaco de baciloscopia concentrada depositando duas gotas sobre

ldimina de microscopia.

Realizar os procedimentos 9 a 12 fora da CSB

9. Manter o frasco de meio liquido com a metade do volume em estufa bacteriol4-
gicaa 36 = 1°C e o criotubo com o sedimento ressuspenso a —20°C, enquanto se
aguarda o resultado da baciloscopia.

10. Para o descarte dos frascos de meio liquidos, seguir as recomenda¢oes do fabri-
cante.

11. Realizar a limpeza e descontaminagdo da CSB e o descarte do material contami-
nado conforme descrito no Capitulo 3.

12. Efetuar a fixacdo, coloracdo da lamina de baciloscopia concentrada e leitura con-
forme descrito no Capitulo 6.

Interpretacao dos resultados

13. Se confirmada a presenca de BAAR, semear com pipeta estéril, 0,1 ml do sedi-
mento ressuspenso conservado no criotubo em 2 tubos com meio L] ou OK. No
caso de existir d4gua de condensag¢do nos tubos de meio de cultura, desprezar a
mesma sobre gaze ou papel de filtro estéreis antes de semear em um tubo com
meio LJ.
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14. Realizar a incubagao dos tubos de meio de cultura semeados, conforme descrito
no item 7.11 deste capitulo.

15. Realizar a limpeza, descontaminac¢do da bancada e o descarte do material conta-
minado de acordo com as instru¢des descritas no Capitulo 3.

16. Realizar a leitura das culturas conforme descrito no item 7.12 deste capitulo.

17. Seabaciloscopia apresentar resultado negativo, pode indicar resultado falso-positivo.
Nesse caso, reincubar o frasco no sistema de incubagio e detec¢do automatizada.

18. Se houver presen¢a de BAAR e de outros microrganismos contaminantes cen-
trifugar o restante do volume do frasco de meio liquido que foi conservado na
estufa a 36 + 1°C (subitem 9) e proceder conforme descrito nos subitens 2 a 6.
Juntar o sedimento obtido com aquele conservado a—20°C, proceder a desconta-
minagdo utilizando método descrito no item 7.10 e inocular em um novo frasco
de meio liquido obedecendo as recomendagdes descritas nos subitens 1 a 6 da
etapa de procedimentos de realizagio.

7.15 Controle de qualidade da cultura
7.15.1 Controle de qualidade interno

7.15.1.1 Descricao

Um sistema de garantia da qualidade é um conjunto de atividades planejadas
que, inseridas ao processo de um produto ou servico, tem como objetivo reduzir o
risco de falhas. A garantia da qualidade com relagdo a cultura de micobactérias é um
sistema projetado para melhorar continuamente a confiabilidade, eficiéncia e o uso
dessa metodologia nos servicos que a realizam.

Os componentes do Sistema de Garantia da Qualidade (SGQ) sdo: Controle de
Qualidade Interno (CQI); Melhoria da Qualidade e Teste de Proficiéncia. Para um
SGQ ser efetivo, ele deve ser pratico e factivel.

O CQI da cultura é um dos componentes do Sistema de Garantia da Qualidade
e é responsabilidade de cada laboratério que executa as técnicas. E um processo de
efetivo e sistemdtico monitoramento interno do desempenho da bancada de trabalho,
assegurando que a informacgao gerada seja confidvel, precisa, reprodutivel e sirva de
mecanismo mediante o qual os laboratérios possam validar a competéncia dos servi-
¢os de diagnéstico.

Essa estratégia de controle é interna porque é feita dentro do préprio laboratério,
que deve estabelecer na sua rotina de trabalho um sistema de controle sistemdtico e
também registrar os resultados decorrentes desses controles. O responsével técnico
deve realizar uma revisao periédica dos pontos criticos e monitorar os resultados com

objetivo de evitar ou minimizar erros técnicos.
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O CQI da cultura inclui o controle dos materiais, insumos, reagentes, equipa-
mentos, procedimentos técnicos (metodologias), o monitoramento dos resultados e
as medidas corretivas a serem aplicadas quando a imprecisao dos resultados excede os
limites considerados aceitaveis.

Todos os procedimentos técnicos usados na rotina do laboratério devem ser
aqueles publicados em livros, manuais ou peridédicos de microbiologia reconhecidos
pela comunidade cientifica e devem ser registrados em documentos que permitam
seu monitoramento.

O uso correto e 0 monitoramento dos equipamentos estao descritos no Capitulo
11 e sdo fundamentais para a qualidade dos exames realizados e este implica executar
um conjunto de procedimentos que registrem o desempenho de um determinado
equipamento. Dessa forma, o profissional do laboratério é responsdvel ndo s6 pela
técnica correta de uso, como também pelo monitoramento e a conservagdo de todos
os equipamentos que fazem parte de sua rotina laboratorial.

No item 7.17.4 estdo descritos modelos de formuldrios para acompanhar os pro-
cedimentos relativos ao CQI 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.

7.15.1.2 CQl dos meios de cultura LJ e OK

Normalmente os meios de cultura para micobactérias utilizados nos laboratérios
da rede publica sdao L] ou OK, preparados pelo préprio laboratério. Cada novo lote
de meios deve ser submetido ao CQI, antes de ser utilizado na rotina, considerando
o processo de producio, os aspectos macroscopicos, controle de esterilidade e micro-
biolégico dos meios prontos.

O laboratdrio deve organizar e estabelecer um cronograma de produ¢io e CQI
dos meios de cultura capaz de evitar a interrup¢do no suprimento e prejuizos a ro-
tina do diagnéstico. Uma boa pratica é reservar alguns tubos de meios de cultura
aprovados pelo CQI para semear as amostras clinicas de rotina enquanto estd sendo
realizado o CQI do novo lote de meios.

As recomendagbes quanto ao preparo dos meios de cultura estdo descritos no
item 7.17.2 deste capitulo: qualidade dos ovos, homogeneiza¢do, volume e agitacdo
durante a distribui¢do nos tubos, inclinagdao da bandeja do coagulador, temperatura e
tempo de coagulagdo. Outras consideracdes sao importantes ressaltar: utilizar produ-
tos quimicos de qualidade analitica certificada, vidraria limpa e esterilizada e seguir
estritamente as instrugdes para preparacdo. Os formuldrios para registrar as ativida-
des da produciao dos meios de cultura estdo descritas no item 7.17.4 deste capitulo.

Os meios de cultura em processo de CQI devem ser devidamente acondiciona-
dos em local separado dos meios de cultura ja aprovados.
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No periodo em que o lote de meios de cultura estiver sendo testado, este devera
ser guardado ao abrigo da luz, acondicionados em recipientes fechados com etiqueta
externa contendo as informagoes do nome do meio, nimero do lote, data de fabrica-
¢do e a adverténcia: “CQI em andamento”.

Os itens a seguir orientam para um roteiro de monitoramento do CQI dos meios
de cultura produzidos pelo laboratério:

(1°) produgio do lote de meio de cultura.

(2°) avaliagao dos aspectos macroscépicos.

(3°) controle de esterilidade.

(4°) controle microbiolégico.

Ao final, o lote pode ser ou ndo aprovado para uso na rotina do laboratério.

7.15.1.2.1 Aspectos macroscépicos

Ap6s a coagulagao os meios de cultura devem ser avaliados quanto ao aspecto
macroscopico. Descartar os tubos de meios que estiverem fora dos critérios especifi-
cados a seguir:

Cor: considera-se normal quando a colora¢do é homogénea. Diferenca de colo-
ragdo entre os tubos de um mesmo lote de meios de cultura evidenciam que a homo-
geneizag¢do ndo foi completa durante a preparagdo. Uma colora¢io mais clara pode
indicar alcalinidade do meio, menor concentracao e/ou solu¢do nao fresca do verde
malaquita ou residuo de detergente no tubo. Uma colora¢do mais intensa pode indi-
car acidez do meio ou maior concentra¢do de verde malaquita.

Consisténcia: o meio de cultura deverd 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. Os meios com consisténcia mole sao produto de mistura inadequada dos
componentes e/ou do tempo ou temperatura da coagula¢io insuficiente.

Volume e inclinagao: o volume ideal para um tubo de 20 x 150 mm é aquele que
permite que, ap6s a coagulagio, o tubo tenha 1 cm na parte inferior preenchido com
meio e o restante distribuido em bisel com espago suficiente para uma boa leitura
visual, terminando a 2 cm da rosca. Para que isso acontega, acertar o volume envasado
no tubo com a inclina¢do da bandeja do coagulador. A Figura 1 mostra a proporgao
do volume distribuido e a inclina¢dao do tubo no momento da coagula¢ao®.

Figura 1.  Meio de cultura com distribuicao do meio e volumes corretos
1cm

.. B

2 cm

Instituto Nacional de salud. Subdirecion de Epidemiologia y Laboratério Nacional de Referencia. Laboratério de
Micobactérias. Bacteriologia del Mycobacterium tuberculosis y de Micobactérias no Tuberculosas. Manual de
Procedimientos. Bogotd, Colémbia. 2001.

214 Secretaria de Vigilancia em Saade/MS



Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras Micobactérias

Textura: durante a distribui¢do do meio nos tubos de ensaio recomenda-se uma
agitacdo constante para manter o meio homogeneizado e a agitagdo deve ser suave
para evitar a formacdo de bolhas de ar. Mesmo com esse cuidado, se ap6s a coagu-
lagdo, houver orificios e irregularidades na superficie do meio, estes indicam que a
temperatura de coagulagio foi superior a 80°C e a qualidade do meio estd compro-
metida.

7.15.1.2.2 Controle de esterilidade
E o procedimento utilizado no laboratério para monitorar a esterilidade dos

reagentes e insumos utilizados na produgio dos meios de cultura e assim verificar a
presenca de contaminantes que prejudiquem o crescimento de micobactéria. Consi-
dera-se “contamina¢do” a presenca de microrganismos que produzam enzimas prote-
oliticas capazes de liquefazer o meio que contém ovos, alterando a cor e a consisténcia
do meio. A presenca de alguns fungos sé serd percebida ao final de 2 semanas. Para
realizar os testes, seguir os procedimentos.

1. Incubar todo o lote de meios produzidos por 48 horas a 36 + 1°C, para verificar
a auséncia de bactérias e deixar 1% do lote até completar duas semanas para ve-
rificar a auséncia de fungos.

2. Afrouxar as tampas de rosca para que penetre o oxigénio e também proporcione
a secagem da agua de condensac¢ao formada durante a coagulacao.

3. Havendo auséncia de contaminacao, o lote serd considerado “aprovado pelo con-
trole de esterilidade”

4. Havendo contaminagdo total dos meios, o lote deverd ser considerado “reprova-
do pelo controle de esterilidade” e imediatamente descartado.

5. Caso ocorra contamina¢do parcial do lote, descartar os tubos contaminados e
reincubar os outros por mais 24 horas. Apds esse periodo, ndo havendo contami-
nacio, o lote é considerado “aprovado pelo controle de esterilidade”; se houver
contaminagio, 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 microbioldgico.

7.15.1.2.3 Controle microbiolégico

O controle microbiolégico do meio de cultura utiliza cepas de referéncia e mede
a capacidade do meio de cultura em proporcionar crescimento de micobactérias, ava-
liado pelo nimero de unidades formadoras de coldnias estabelecidas como critérios
de desempenho do meio de cultura.
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Cepas de Referéncia

Sao culturas de microrganismos, padrdo da descri¢ao original da espécie, devida-
mente classificados segundo suas caracteristicas qualitativas, a partir das quais novas
espécies sdo descritas. Sao fornecidos por institui¢do de reconhecimento internacio-
nal: ATCC — Amercican Type Culture Colection (EUA) e NCTC — National Collection
of Type Cultures (Reino Unido). Sdo utilizadas para controlar o desempenho e a
qualidade de testes laboratoriais, de meios de cultura e de reagentes, pois mantém
sua estabilidade genética assegurada, desde que bem conservados e manipulados no
laboratério. No Capitulo 10, sdo apresentadas as recomendagdes para conservagio e
manuten¢do. 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 testar os meios L] ou OK utilizados para isolamento de micobac-
térias em geral, utiliza-se cepas de M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294 ou M tubercu-
losis H37Ra ATCC 25177. Para os meios com piruvato de sédio a cepa utilizada é a de
M. bovis ATCC 19210 e para meios com adicao de citrato férrico amoniacal a cepa é
de M. haemophilum ATCC 29548.

Procedimentos de realiza¢ao
Realizar os procedimentos do controle microbioldgico dentro da CSB. Os proce-

dimentos para preparagao da Escala McFarland estao descritos no item 7.17.2.9 deste

capitulo.

1. Apésaaprovacio no item controle de esterilidade, separar 6 tubos do lote de meios
em estudo, escolhidos ao acaso, para ser testado pelo controle microbiolégico.

2. Preparar suspensio da cepa referéncia, padronizada pela turvagao do tubo Ne 1
da Escala McFarland, a partir de um crescimento em meio sélido, em fase loga-
ritmica (média de 21 dias): Retirar com al¢a bacterioldgica descartdvel estéril o
maior numero possivel de colénias para ser representativa.

3. Transferir para um tubo de ensaio com tampa de rosca, 20 x 150 mm (de paredes
reforcadas), contendo 10 pérolas de vidro, estéreis e 0,5 (até 1 ml) de Agua desti-
lada estéril.

Homogeneizar em agitador mecanico por 20 a 30 segundos.

5.  Manter em repouso por 10 minutos para sedimentar os grumos maiores.
Transferir, com pipeta estéril, o sobrenadante para outro tubo de ensaio estéril,
tendo cuidado para nao levar os grumos.

7. Ajustar a turvagdo da suspensio da cepa de referéncia com a turvagdo do tubo N°
1 da Escala McFarland utilizando Agua destilada estéril, gota a gota.

8. A partir dessa suspensio padronizada, efetuar seis novas diluicdes em escala de-
cimal: Identificar seis tubos de ensaio de 20 x 150 mm e com tampa de rosca,
estéreis, como 107, 102,103,104, 10 e 10°.
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9. Colocar 9 ml de Agua destilada estéril em cada um deles.

10. Transferir 1 ml da suspensdo padrao para o tubo 107, agitar no agitador mecéni-
co.

11. Trocar a pipeta e seguir as dilui¢des, transferindo 1 ml para o tubo 10 e assim
sucessivamente até o tubo 10. Para cada dilui¢do utilizar novas pipetas estéreis.

12. Identificar 2 tubos do lote de meios em estudo como 1073, 2 tubos como 107 e 2
como 10 e inocular 0,1 ml das dilui¢des nesses tubos.

13. Acondicionar os tubos de meios inoculados em bandeja de polipropileno, in-
clinados de maneira que o lado da tampa fique ligeiramente mais alto e com a
superficie do meio voltada para cima.

14. Incubar em estufa bacterioldgica a 36 + 1°C por 48 horas e apds fechar as tampas
completamente e aguardar na estufa.

15. Ap6s 20 dias, realizar a leitura em cada um dos tubos de cada dilui¢ao e regis-
trar as contagens correspondentes das colonias (UFC = Unidade Formadora de
Colonias). Obter a média das UFC, de forma separada para cada dilui¢io.

Interpretacao dos resultados

Apos obter a média do ndmero de colonias em cada dilui¢do, para o crescimento
nos meios de cultura em estudo, interpretd-los comparando com o namero de colo-
nias esperado para cada dilui¢ao, como segue:

e  Tubo 10 crescimento confluente de col6nias (incontdveis)
e  Tubo 107 crescimento de 50 a 150 UFC (colOnias contaveis)
e  Tubo 10°®: crescimento de 1 ou 2 coldnias

O lote de meios de cultura serd considerado “aprovado pelo controle microbiolégi-
co” quando a média das UFC forem compativeis com as médias das UFC esperadas.

Se nesse periodo ndo houver crescimento de nenhuma coldnia, ou raras colonias
no tubo 1073, o lote em estudo nao estd satisfatorio e as amostras semeadas neste lote
estdo comprometidas. Nesse caso, identificam-se quais as amostras foram semeadas
com esse lote e para aquelas cujos resultados sdo negativos devem ser semeadas nova-
mente em outro lote aprovado.

O lote deve ser etiquetado: “aprovado pelo CQI”, assim como as demais iden-
tificagdes, nome do produto, nimero do lote, data de fabrica¢do e de validade e as

condigdes de armazenamento e conservagao.

7.15.1.2.4 Meios de cultura LJ comerciais

No Brasil, existem meios de cultura L] comercialmente produzidos. E impor-
tante que o produto seja registrado no Ministério da Sadde e, no caso da aquisi¢do, o
fabricante deve apresentar documento da certificagdo de qualidade para a producio.
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Para uso na rede de laboratérios de diagndstico de tuberculose, recomenda-se
que os mesmos sejam testados de acordo com o descrito neste capitulo. Para cada lote
do meio adquirido, em cada tubo, deverd constar o nome do produto, numero do lote,
a data de fabricacdo e de validade e as condi¢oes de armazenamento e conservagao.

7.15.1.2.5 Utilizacao e armazenamento do lote aprovado

A utilizagdo do meio de cultura para uso em rotina de amostras clinicas deveria
ser somente apos a liberagao do CQI, com aprovagdo. Entretanto, devido ao lento
crescimento das micobactérias que requer aproximadamente um més, e ao tempo de
validade do meio preparado (2 meses), é pratica aceita internacionalmente, a semea-
dura das amostras clinicas simultaneamente ao controle microbiol6gico do meio?"*.

O laboratério deve registrar no “Registro de cultura em meio sélido e teste de
sensibilidade”, para cada amostra semeada, o nimero do lote do meio utilizado. Esta
prética assegura que qualquer irregularidade encontrada no lote testado pelo controle
de qualidade, possa servir para medidas corretivas na preparagao dos préximos lote
de meios.

Para contornar situacdes em que o lote de meio testado for reprovado e com isso
haja perda de amostras clinicas, é indicada a utilizacao, em paralelo, de um lote de
meio ji conhecidamente testado e aprovado pelo CQI para a semeadura das amostras
clinicas.

Portanto, o laboratério deve se organizar para ter na geladeira alguns tubos de
meios do lote anterior ja aprovado pelo CQI para semear em paralelo as amostras
clinicas até ter a aprova¢do do novo lote que estd sendo testado simultaneamente.

Os meios de cultura L] e OK, quando armazenados dentro de sacos de pléstico
fechados para nao desidratar, mantidos sob refrigeracdo (2-8°C) e ao abrigo da luz,
tém validade de até 2 meses.

No item 7.17.4.1.7 deste capitulo esta descrito o formuldrio que permite identifi-
car individualmente os lotes de meios de cultura deficientes e descarté-los.

7.15.1.3 CQl dos reagentes

Para cada lote de produ¢io ou de aquisi¢ao dos reagentes utilizados na etapa
de fluidificagdo-descontaminac¢io da cultura é importante monitorar a qualidade da
preparacio do reagente, a qualidade de uso do reagente e os resultados das culturas
comparados as baciloscopias. As Planilhas do CQI dos reagentes estido descritas no
item 7.17.2 deste capitulo.

Qualidade da preparagao do reagente

1. Procedéncia (fabricante), nimero do lote do fabricante, data de validade.
2. Pesagem, pH, processo de esterilizagao em autoclave.
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3. Depois de pronto e antes do uso, realizar o controle de esterilidade, semeando
uma placa de agar sangue e incubando a 36 + 1°C por 5 dias. Para aprovagio o
lote ndo devera apresentar crescimento de microrganismos.

Qualidade de uso diédrio

4. Aliquotar 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
5. A observagao dos resultados da baciloscopia e da cultura (escala de cruzes) tam-
bém pode avaliar o lote do reagente de descontaminacdo, pois:

e resultados de baciloscopia positiva e cultura positiva préximos de resultados
de baciloscopia negativa e cultura negativa ou positiva: o lote do reagente
estd adequado e préprio para o uso.

e resultado de baciloscopia negativa e cultura positiva confirmam a efetivida-
de do reagente e do procedimento de descontaminagio, porque a cultura é
um método mais sensivel que a baciloscopia.

e resultados de baciloscopia positiva e cultura negativa indicam que o reagen-
te utilizado estd com nivel de concentra¢ao mais alto do que o especificado
e, portanto, impréprio para uso. Nesse caso, o lote do reagente estd inade-
quado e ndo pode ser utilizado.

7.15.1.4 CQl do processamento das amostras
As recomendagdes e os formuldrios para o controle de qualidade do recebimento,

coleta e transporte de amostras clinicas estdo descritos no Capitulo 5. A seguir, estao

as recomendac¢oes durante o processamento das amostras clinicas para a cultura®.

e  Apodsorecebimento e o registro, manté-las em ordem sistemadtica para a desconta-
minagdo, processando em primeiro lugar as amostras provenientes de sitios esté-
reis e depois delas, as amostras consideradas possiveis fontes de contaminagao.

e O nuimero de amostras a serem processadas deve ser capaz de assegurar tran-
qiiilidade e seguranca para o profissional que estd manipulando. E recomenda-
vel colocar as amostras que serdo processadas naquele momento dentro de uma
bandeja e entdo leva-las até a CSB.

e Durante a etapa de fluidificacao-descontaminagdo controlar estritamente o tem-
po de contato entre o reagente e a amostra, de acordo com o método padroniza-
do, pois um tempo demasiado curto resulta em aumento da taxa de contamina-
¢do e tempo demasiado longo resulta em perda da viabilidade do bacilo.
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e  Para evitar a transferéncia de bacilos de uma amostra para outra, recomenda-se
utilizar os reagentes aliquotados em quantidades suficientes para um dia de tra-
balho. Nio reutilizar os reagentes de um dia para o outro.

e Naio 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.

e  Fazer o descarte do sobrenadante com movimentos cautelosos para nao respin-
gar fora do frasco de descarte.

e  Observar que nao devem ser manipuladas num mesmo momento amostras cli-
nicas para a descontaminagio e os subcultivos. O laboratério deve se organizar
de modo que esses procedimentos possam ser realizados em turnos diferentes ou
em CSB separadas.

e  Durante os procedimentos de subcultivo, que envolvem a preparagio de suspensdo
liquida bacteriana, hé a produgdo de aerossdis, os quais podem causar contamina-
¢do cruzada entre as culturas que estdo sendo processadas simultaneamente. Para
isso, observar o tempo de repouso da suspensao recomendada pela técnica.

e  Verificar a velocidade alcangada pela centrifuga (3.000 x g), o tempo indicado
pela técnica em uso e que a centrifuga seja refrigerada para nao afetar a viabilida-
de dos bacilos. As condi¢des de 3.000 x g por 15 minutos é a recomendada para
se obter uma boa recuperag¢do de micobactérias, que tém baixo peso especifico.

e  Verificar a temperatura da Estufa bacteriolégica a 36 £ 1°C, que deve ser de 36
* 1°C, em que as flutuagdes ndo devem exceder 35-37°C. Os termdmetros, no
interior da estufa, devem estar em lugares facilmente visiveis e os registros didrios
devem ser monitorados.

7.15.1.5 CQIl do sistema automatizado

Para o CQI dos sistemas automatizados de cultura e dos meios de cultura liqui-
dos, devem-se seguir as recomendag¢oes do fabricante.

Quando se utilizam os equipamentos de leitura automatizada, realizar leitura
didrias e manter os controles peridédicos do equipamento leitor, de acordo com as
instrugoes do fabricante.

Quanto ao indice de contaminagdo, quando se utiliza uma concentragao menor de
Hidréxido de sédio, essa porcentagem pode ser a 8 a 9% de contaminagdo aceitavel.

7.15.1.6 Organizacao do trabalho e qualidade dos registros

E responsabilidade do laboratério disponibilizar um técnico que nio esteja di-
retamente envolvido com a semeadura e leitura das culturas para verificar uma vez
por semana, aleatoriamente, “Registro de cultura em meio sélido e teste de sensibili-
dade™. No item 7.17.4.3 estdo descritos formuldrios para controle e monitoramento
dos registros e resultados das culturas.
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7.15.1.6.1 Registros das leituras

e  Verificar se as culturas estdo sendo revisadas sistematicamente: nas primeiras 48
horas para detectar e registrar uma possivel contaminagio e semanalmente para
detectar o mais rapido possivel a positividade.

e Em casos em que a temperatura exceder a 40°C, todos os resultados negativos
para as culturas que estavam incubadas durante o ocorrido estao prejudicados.
Se possivel, solicitar novas amostras.

e  Constatar que sejam solicitadas novas amostras para os casos em que foram con-
sideradas irrecuperdveis por contaminacao.

e  Registrar os resultados de contaminagao de cada tubo da cultura para que o mo-
nitoramento da eficdcia do processo de fluidificagao-descontaminacio seja ava-
liado com o célculo da porcentagem de contaminagao.

e  Verificar se as seguintes anotac¢des estdo presentes: data da leitura, caracteristicas
das colonias dos resultados positivos, culturas negativas, contaminagdo parcial e
total da cultura (para cada tubo semeado), data da emissao do laudo.

e  Se for possivel, recomenda-se elaborar uma ficha individual para cada paciente
que tenha resultado positivo em amostras semeadas para diagnéstico e a essa
ficha serdao adicionados todos os exames bacterioldgicos realizados para esse pa-
ciente. Dessa maneira, é possivel alimentar um banco de dados com essas in-
formagdes, facilitando a detec¢do de possiveis problemas como: pacientes que
sistematicamente apresentam baciloscopia positiva com cultura negativa; resul-
tados que nao se reproduzem. Além disso, permitira calcular varios indicadores:
contribui¢do da cultura no diagndstico, porcentagem de micobacterioses, etc.

7.15.1.6.2 Monitoramento dos resultados
O monitoramento dos resultados é feito com controles didrios e controles peri-

6dicos?>?,

7.15.1.6.2.1 Controle diario dos resultados
Permite fazer corre¢des de forma precoce, servem de sinal de alerta e devem ser

investigados imediatamente.

Amostras com baciloscopia positiva e com cultura negativa

e Se a amostra foi coletada com o objetivo de controle de tratamento, o resultado
pode refletir simplesmente que o paciente estd eliminando bacilos invidveis e que
o tratamento esta efetivo.

e  Seaamostra foi coletada com o objetivo de diagnéstico, verificar se esse tipo de
resultado se repete e investigar o controle microbioldgico do lote de meios de
cultura em uso, a concentragdo e o tempo de contato do reagente descontami-
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nante ou a temperatura da Estufa bacterioldgica a 36 = 1°C e observar se niao

excedeu o limite aceitdvel.

Amostras contaminadas

e  Se houve muito tempo entre a coleta e o processamento da cultura, corrigir o
fluxo de rotina de trabalho do laboratdrio ou reorganizar o sistema de transporte
de amostras.

e  Seas contaminagdes se repetem em amostras do mesmo paciente, utilizar técni-

cas mais enérgicas de descontaminacio.

Contaminagdes sistematicas
Se vérias contaminag¢des ocorreram num mesmo dia com todas as amostras des-

contaminadas ou com todas as amostras provenientes de um mesmo lugar.

e  Descartar os reagentes.

e  Verificar os procedimentos técnicos de descontaminagao.

e Observar se houve desvios das normas técnicas e se as correcdes técnicas foram
feitas na ocasido em que essas foram detectadas.

e  Organizar o transporte e a rotina de trabalho do laboratério no caso em que a
demora no processamento seja conseqiiéncia da demora desde a coleta.

e  Treinar o profissional que tenha sido identificado como o responsavel pelo pro-

cessamento das amostras que contaminaram.

Contaminac¢io cruzada

A ocorréncia de uma concentragado de culturas positivas em seqiiéncia num cur-
to periodo de tempo é um sinal de alerta para a investigacio de uma possivel situa¢do
de contaminacdo 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 or-
ganismos alcool-4cido resistentes nao origindrias 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 para uma espécie de micobactéria, quando, na
realidade, o paciente ndo tem doenga por essa determinada micobactéria.

E preciso examinar com atengdo alguns sinais tipicos de que falso-positivos estdao

ocorrendo.

e Um aumento repentino no ndmero de isolamentos de um determinado
microrganismo.

e Nio correlagdo entre os isolamentos e sinais clinicos da doenga.

222 Secretaria de Vigilancia em Saade/MS



Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras Micobactérias

e  Uma discrepancia entre os resultados da baciloscopia e os resultados da cultura.

e O aparecimento de um grupo de positivos, quando uma amostra se torna positi-
va e alguns dias depois uma seqiiéncia de amostras se tornam positivas.

e  Quando uma ou vérias amostras envolvidas no episédio resultaram em culturas
com crescimento de raras colonias (menos de 10 colonias) e se foram processa-

das imediatamente depois de uma amostra com baciloscopia positiva.

Quando estas situacdes ocorrem, verificar se:

e  se os pacientes envolvidos nesse grupo de culturas positivas tém dados clinicos
compativeis com tuberculose.

e  seoutras amostras do mesmo paciente também tiveram resultado positivo.
Havendo confirmagio 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 através dos reagen-

tes utilizados durante o processo de descontaminacdo. Para tanto, verificar se:

e  se os reagentes utilizados no processamento das amostras estdo sendo aliquota-
dos para uso didrio.

e se estd sendo obedecida a ordem sistemdtica de processar em primeiro lugar
amostras de sitios estéreis e por ultimo as amostras com alta carga bacilar.

e  seotempo de repouso que os tubos devem ser deixados ao sair da centrifuga estd
sendo respeitado.

e  seo descarte do liquido sobrenadante estd sendo feito com cuidado e suavidade.
Diante da suspeita de contaminagdo cruzada, se possivel, encaminhar as culturas

envolvidas nesse episédio a um laboratério de referéncia para genotipagem.

7.15.1.6.2.2 Controle periédico dos resultados

Depende da carga de trabalho e da incidéncia de casos de bacteriologia positiva,
onde uma andlise mensal, trimestral ou semestral dos registros do laboratdrio permi-
te detectar erros sistematicos mantidos no tempo.

Qualidade da cultura

De maneira geral, a cultura tem o propésito de aumentar a sensibilidade do diag-
noéstico ou realizar o teste de sensibilidade. Devido a sua maior sensibilidade comparada
com a da baciloscopia, espera-se que a cultura contribua em certa propor¢ao ao diag-
noéstico dos casos de TB pulmonar entre os pacientes sintomdticos respiratorios que tém
resultados repetidamente negativos na baciloscopia. Na maioria dos paises, esse tipo
de paciente de TB pulmonar constitui aproximadamente 20% de todos os casos de TB
confirmados bacteriologicamente.
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O laboratério precisa conhecer a classificagdo de todos os casos de pacientes
adultos pulmonares que foram diagnosticados, num periodo de tempo (normalmen-
te este monitoramento é anual). Para que tenhamos condi¢des de classificar os casos
diagnosticados pelo laboratério nas categorias abaixo mencionadas, é preciso que as
informagdes estejam contidas na requisi¢ao do exame, descritas no Capitulo 1. A se-
guir, estdo as categorias:

(a) Baciloscopia Positiva e Cultura Positiva.

Baciloscopia Positiva e Cultura Nao Realizada.
Baciloscopia Negativa e Cultura Positiva.
d) Baciloscopia Positiva e Cultura Negativa.
e) Baciloscopia Positiva e Cultura Contaminada.

Cada uma das categorias tem seu significado:

(a) + (b): esses dois grupos juntos devem concentrar o maior nimero de casos.
Estima-se que, numa situagao epidemioldgica real, 80% dos casos com diagndstico
confirmado bacteriologicamente devem ser diagnosticados pela baciloscopia.

(c): esse grupo deve contribuir com aproximadamente 20% do total de casos
diagnosticados bacteriol6gicamente. Em paises ou dreas onde as amostras sao sis-
tematicamente cultivadas para todos os sintomdticos respiratdrios, a cultura pode
contribuir com cerca de 30 a 40% do diagndstico. Geralmente baixos valores se devem
a solicitagdes inadequadas de cultura, solicitagdes de culturas de casos que néo justifi-
quem essa a¢do ou deficiéncias técnicas, que reduzem a sensibilidade desse método.

(d): esse grupo deve ser muito baixo em amostras para diagndstico pulmonar,
porque a cultura de casos de baciloscopia positiva o resultado esperado é uma cultura
positiva. Em casos excepcionais, encontram-se pacientes cujas baciloscopias de diag-
ndstico sdo sistematicamente positivas e suas culturas sao negativas. Em geral se trata
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 viabilidade do bacilo. Isso pode acontecer em decorrén-
cia de procedimentos drésticos de descontaminacao, do caso de meios de cultura com
baixa sensibilidade ou estufas com temperatura altas demais ou oscilantes. Também
amostras mal conservadas ou resultados falso-positivos da baciloscopia podem con-
tribuir para esses resultados de culturas falso-negativas.

(e): esse grupo deve ser muito baixo, cerca de 1%. Valores altos indicam proble-
mas técnicos no laboratério.

A partir dessas informacdes é possivel calcular indicadores que auxiliam o moni-
toramento periédico dos resultados da cultura:
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Calculo da contribui¢ao da cultura ao diagnéstico:
()

Contribuicao da cultura ao diagnostico = x 100
(@) + (b) + () + (d) + (e)

Calculo da porcentagem de casos de baciloscopia positiva e cultura negativa:

Porcentagem de casos de B (d) 100
baciloscopia positiva e cultura negativa @ + (b) + () + (d) + (e) X

Relacao entre os resultados da baciloscopia e da cultura

Tanto a baciloscopia como a cultura tém seus resultados expressos em escala de
cruzes para o grau de positividade. Sendo a cultura mais sensivel que a baciloscopia,
normalmente amostras de diagndstico com resultado de baciloscopia positiva deve
ter resultado de cultura positiva e o grau de positividade da cultura deve ser igual ou
maior do que a da baciloscopia.

Quando ocorrem mais de 3% de amostras com resultado de cultura com grau de
positividade menor do que a da baciloscopia, estas devem ser investigadas.

Indice de contaminagao

E calculado mensalmente como a porcentagem de tubos contaminados entre o
total de tubos semeados, a partir das informagdes do “Registro de cultura em meio
solido e teste de sensibilidade”. A margem aceitavel é de 3 a 5%.

Valores mais baixos podem indicar uma descontaminagao excessivamente drds-
tica, uma exposi¢ao muito longa da amostra a descontamina¢do ou uma concentra-
¢3o muito alta de verde de malaquita no meio de cultura.

Valores mais altos podem indicar concentragdo muito baixa do reagente des-
contaminante, tempo curto de contato entre a amostra e a solugdo descontaminante,
amostras mal conservadas durante o transporte ou o armazenamento, tempo muito
longo entre a coleta da amostra e seu processamento, problemas na preparagao do
meio de cultura (solugdo salina ndo estéril, autoclave que nao atinge a temperatura
necessdria, etc.) ou a presenca de contaminantes no ambiente do laboratério e/ou na
estufa de cultura (geralmente fungos ambientais).

7.15.1.6.2.3 Monitoramento do tempo de entrega dos resultados

e  Considerando que o laboratério utilize as metodologia cldssicas ou convencio-
nais para cultura e identificacdo, a maioria dos resultados (95%) deve sair dentro
de 62 dias. Se utilizar sistemas de leitura automatizados o prazo é em torno de
30 dias.

e  Verificar se a partir do momento em que foi detectada a positividade da cultura
o resultado tenha sido informado em até 48 horas.
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e  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 isto estd acontecendo (tempo entre a digitacao do laudo até o recebimento
pelo solicitante).

e Em caso de haver demora entre a saida do resultado do laboratério e o recebi-
mento, viabilizar outra maneira de envid-los (fax, correio eletrénico ou outra
maneira).

e Observar em que momento estd ocorrendo demora: leitura das culturas, registro
dos resultados, digitacao dos laudos, envio dos laudos. Reorganizar o fluxo para
agilizar esta situagao.

7.15.2 Controle de qualidade externo

Como o Brasil tem uma grande drea geogrifica, a rede de laboratérios estd esta-
belecida e muitos laboratérios (LRR, LRE/LACEN,alguns LRM e alguns laboratérios
conveniados do SUS) realizam cultura, o LRN deve manter um programa de controle
de qualidade externo dos isolados bacterianos, meios de cultura e reagentes produzi-
dos por essa rede. Como o ntimero de laboratérios é grande o LRN pode elaborar e
executar esse programa em conjunto com os LRR.

Desse programa deve fazer parte o envio para o LRN de isolados bacterianos
e amostras dos lotes produtos da rede, bem como do envio de painéis elaborados
pelo LRN aos laboratérios participantes para andlise frente a padroes estabelecidos,
de acordo com a literatura internacional.

Apés analise dos resultados, cada laboratdrio participante deve ser informado
dessa avaliagdo. No caso de serem observados resultados imprecisos, deverd ser identi-
ficada a causa da imprecisdo, assim como sugestdes para reverter essa situacdo. Como
conseqiiéncia pode ser oferecido treinamento, se for o caso e é enviado novo painel ao
laboratoério, desenhado especialmente de acordo com o problema detectado.

E importante manter todos os registros de monitoramento da precisdo alcancada
pelos laboratérios em sucessivos controles.

O LRN deve estabelecer, também em parceria com os LRR, um comité técnico,
para o qual sejam convidados, também, os Centros Colaboradores — CC e haja uma
combina¢io de conhecimentos tedrico-praticos na andlise dos dados produzidos por
esse programa visando aperfeicoar os servi¢os prestados.
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7.17 Anexos do capitulo

7.17.1 Preparacao de meios de cultura

Nesse item estdo descritas as formulas e as informacdes para a preparagdo dos
meios de cultura. Os respectivos formuldrios para o controle das preparacdes estdo
descritas no item 7.17.4.1.

7.17.1.1 Quadro 5 - Preparacao dos Meios Soélidos LJ ou OK

Preparagao dos Meios Solidos LJ ou OK
(a) Solucao de sais minerais — meio base “

Fosfato Monopotassico (KH,PO,) 249 1209
Sulfato de Magnésio (MgSO,.7H,0) 0,249 -

Citrato de Magnésio 069 069
Glutamato de Sédio = 309
Asparagina 369 =

Glicerol 12 ml 24 ml
Agqua destilada 600 ml 600 ml

Dissolver os ingredientes, em ordem, em Agua destilada aquecida.

Autoclavar a 121°C por 30 minutos para esterilizar.

Esfriar a temperatura ambiente. Esta solucdo pode ser mantida sob refrigeracdo.

No caso do meio LJ, se usar meio base desidratado comercial de qualidade, preparar de acordo com o
fabricante, acrescentando o glicerol.

Verde malaquita (p6) 29 29

o Y =

Agqua destilada estéril 100 ml 100 ml

5. Usando técnicas assépticas dissolver o corante na Agua destilada estéril.
6. Colocar na Estufa bacteriolégica a 36 + 1°C por 1 a 2 horas para melhor dissolucao.
7. Preparar esta solugdo no momento do uso;

8. Usar ovos de galinhas ndo alimentadas com antibidticos, recém-colhidos (com menos de 7 dias).

9. Limpar os ovos com escova, 4gua morna e sabao alcalino e deixar de molho na 4gua com sabao por 30
minutos. ’

10. Apds, enxaguar com agua corrente, deixar de molho na Solucdo de Alcool a 70% por 15 minutos.
Retirar e secar com pano estéril.

11. Antes de quebrar os ovos, lave bem as maos. Quebre os ovos, um a um, separadamente, num
recipiente estéril para observar a qualidade dos mesmos e colocar no copo do liquidificador estéril para
homogeneizar.

12. Filtrar o homogeneizado através de gaze estéril num funil, para um frasco de vidro graduado estéril.

A quantidade de ovos para preparar 1000 ml, depende do tamanho destes, aproximadamente 20 a 25
0VOs.

Secretaria de Vigilancia em Saude/MS 229



Capitulo 7 - Cultura para Micobactérias

Solucéo de sais minerais (a) 600 ml 600 ml
Solucéo Verde malaquita 2% (b) 20 ml 20 ml
Homogeneizado de ovos (c) gsp 1000 ml 1000 ml

13. Adicionar (b) solucdo de verde malaquita ao (a) meio base.

14. Ap6s, adicionar o (c) homogeneizado de ovos.

15.Manter o meio homogéneo, sob agitacao periédica, durante sua distribuicdo nos tubos. A agitacao
deve ser suave para evitar a formacéo de bolhas de ar.

16. Distribuir um volume de 10 ml em tubos de ensaio estéril de 20 x 150 mm, com tampa de rosca
contendo batoque.

17.Coagular imediatamente, para prevenir sedimentacdo. Colocar os tubos inclinados na bandeja do
coagulador, que deve estar aquecido e regulado na temperatura de 85°C.

18. Coagular por 45 minutos. A coagulacao é para solidificar o meio e o tempo de coagulagao comeca a
contar a partir do momento que atingiu 85°C.

Validade: 2 meses sob refrigeracao

7.17.1.2 Quadro 6 — Preparacao dos Meios Sélidos LJ ou OK com
Piruvato de Sédio

Preparagao dos Meios Sdlidos LJ ou OK com Piruvato de Sodio

(e) Solucao de sais minerais - meio base com piruvato “

Fosfato Monopotassico (KH,PO,) 249 129
Sulfato de Magnésio (MgSO,.7H,0) 0,249 -
Citrato de Magnésio 069 069
Glutamato de Sodio - 3g
Asparagina 369 -
Piruvato de sédio 729 729
Agua destilada 600 ml 600 ml
1. Dissolver os ingredientes, em ordem, em Agua destilada aquecida.

2. Autoclavar a 121°C por 30 minutos para esterilizar.

3. Esfriar a temperatura ambiente. Esta solucdo pode ser mantida sob refrigeracdo.

4. No caso do meio LJ, havendo possibilidade, usar meio base desidratado comercial, de qualidade, e

prepara-lo de acordo com o fabricante, acrescentando piruvato de sédio;

As demais etapas da preparagao do meio completo seguem como ja descritas em (b), (c) e (d) do item
7.17.11

Validade: 2 meses sob refrigeracao
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7.17.1.3 Quadro 7 - Preparacao de Meio Sélido LJ com Citrato
Férrico Amoniacal

Preparacao de Meio Sélido LJ com Citrato Férrico Amoniacal 2,5%

Citrato férrico amoniacal 59
Meio completo LJ - preparado em (d) do item 7.17.1.1 200 ml

1. Pesar o citrato férrico amoniacal.

2. Adicionar em 200 ml do meio LU completo.

3. Manter o meio homogéneo, sob agitagdo periddica, durante sua distribuicdo nos tubos. A agitacdo
deve ser suave para evitar a formacao de bolhas de ar.

4. Distribuir um volume de 10 ml em tubos de ensaio estéril de 20 x 150 mm, com tampa de rosca
contendo batoque.

5. Coagular imediatamente, para prevenir sedimentagdo. Colocar os tubos inclinados no coagulador a
80-85°C por 45 minutos.

6. Coagular por 45 minutos. A coagulagao é para solidificar o meio e o tempo de coagulagdo comega a
contar a partir do momento que atingiu 85°C.

Validade: 2 meses sob refrigeracao

7.17.1.4 Quadro 8 - Preparacao de Meio Sélido LJ com PNB

Preparagao dos Meios Solidos L) ou OK com PNB 500 pg/ml

(f) Preparacao da Solucao A (PNB + Propilenoglicol)

Acido p-nitrobenzoico (PNB) 02g
Propilenoglicol 10 ml

1. Pesar o PNB.
2. Dissolver em propilenoglicol.
3. Autoclavar 121°C por 10 minutos ou filtrar em filtro Millipore 0,20 p.

(9) Preparacao da Solucao B (PNB + Hidroxido de sodio)

Acido p-nitrobenzéico (PNB) 259
NaOH 1N 15 ml
Agqua destilada estéril 80 ml
1. Dissolver o PNB em 15 ml de NaOH.

2. Completar com Agua destilada até 80 ml.

3. Adicionar Fenolftaleina alcodlica 0,1% (solugao em etanol) 1-2 gts
4. Adicionar gotas (cerca de 3 ml) de HCl 1N mexendo constantemente até a viragem da cor (incolor).
5. Se houver formacao de um precipitado branco (excesso de acido) adicionar gotas de NaOH 1N.

6. Adicionar Agua destilada estéril gsp 100 ml

(h) Preparacao do meio com PNB

1. Adicionar 5 ml da solucdo de PNB preparada em (f) ou (g) em 200 ml do meio completo LJ ou OK
preparado em (d).

2. Manter o meio homogéneo, sob agitacdo periddica, durante sua distribuicao nos tubos. A agitacdo
deve ser suave para evitar a formacao 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 sedimentacdo. Colocar os tubos inclinados no coagulador a
80-85°C por 45 minutos. A coagulagdo é para solidificar o meio e o tempo de coagulagdo comega a
contar a partir do momento que atingiu 85°C.

Validade: 2 meses sob refrigeracao
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7.17.1.5 Quadro 9 - Preparacao de Meio de Agar Sangue

Preparacao de Meio de Agar Sangue

Base Mueller-Hinton de acordo com o
fabricante

Agua destilada gsp 100 ml

Sangue desfibrinado de carneiro 5ml

1. Dissolver a base de Mueller-Hinton em Agua destilada.

2. Autoclavar a 121°C por 15 minutos. Esperar esfriar até 45-50°C.

3. Adicionar o sangue de carneiro e distribuir em placas ou tubos com tampa de rosca.

7.17.2 Preparacao de Reagentes

Nesse item, estdo descritas as férmulas e as informagdes para a preparacio dos
reagentes para a realizacdo das culturas. Os respectivos formularios para o controle
das preparacoes estdo descritas no item 7.17.4.2.

7.17.2.1 Quadro 10 — Preparacao da Solucao de Hidréxido de Sédio

Preparacao da Solucéo de Hidroxido de sodio 4%
Hidréxido de sodio (NaOH) 409
Agua destilada 100 ml

1. Dissolver o Hidréxido de sodio na Agua destilada.
2. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

7.17.2.2 Quadro 11 - Preparacao da Solucao de Vermelho de Fenol
0,4% — Método de Petroff

Preparacao da Solugéo de Vermelho de Fenol 0,4% — Método Petroff

Vermelho de fenol (po) 049
Solucéo Hidroxido de sédio 4% 100 ml
1. Dissolver o Vermelho de fenol na Solucao de Hidréxido de sédio 4%.

2. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

7.17.2.3 Quadro 12 - Preparacao da Solucao Neutralizante- Método

de Petroff
Acido cloridrico (HCI) concentrado 37% 8,5 ml
Solugao de Vermelho de fenol 0,4%. 1 ml
Agua destilada qsp 100 ml

1. Adicionar 8,5 ml de Acido cloridrico a aproximadamente 80 ml de 4gua; Acrescentar 1 ml de Solucéo
de Vermelho de fenol.

2. Completar o volume para 100 ml com Agua destilada.

3. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.
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7.17.2.4 Quadro 13 - Preparacao da Solucao de Citrato de Sédio
2,9%- Método NALC-NaOH

Preparacao da Solucdo de Citrato de Sodio 2,9% — Método NALC-NaOH

Citrato de sddio bi-hidratado 299
Agua destilada 100 ml
1. Dissolver o Citrato de sédio na Agua destilada.

2. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.
Observacao: Se o Citrato de sddio for anidro, pesar 2,6 g.

7.17.2.5 Quadro 14 - Preparacao da Solucao Depurante — Método
NALC-NaOH

Preparacao da Solucao Depurante - Método NALC-NaOH

H e Arlin **%
Mistura NaOH-Citrato de sodio Quantidade de NALC a

Volume de Solugao

Apia k% HaH *kkk
Depurante necessaria NaOH 4% Citrato de sodio 2,9% ser adicionada

50 ml 25 ml 25 ml 0259
100 ml 50 ml 50 ml 059
200 ml 100 ml 100 ml 19
500 ml 250 ml 250 ml 259

1000 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 sédio pode ser preparada em frasco com tampa de rosca, esterilizada
e guardada sob refrigeracdo.

***k% - Apos a adicao de NALC, a Solugdo Depurante devera ser usada em 24 horas porque o NALC perde a
atividade mucolitica.

Fonte:  Kent PT.and Kubica G.P. Public Health Mycobacteriology. A guide for the Level Ill Laboratory. Centers for Disease
Control, Atlanta,USA. 1985.
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7.17.2.6 Quadro 15 - Preparacao da Solucao Tampao Fosfato pH 6,8
— Método NALC-NaOH

Preparacdo da Solucdo Tampao Fosfato pH 6,8 - Método NALC-NaOH

(h) Preparacao da Solucao A

Fosfato dissédico (Na,HPO,) 9,47 g
Agua destilada 1000 ml
1. Dissolver o fosfato dissodico em Agua destilada

(i) Preparacao da Solucao B

Fosfato monopotassico (KH,PO,) 9,079

Agua destilada 1000 ml

2. Dissolver o fosfato monopotassico em Agua destilada

(j) Preparacao da Solucao Tampao Fosfato pH 6,8
3.

Misturar 50 ml de (Solugao A) e 50 ml de (Solucao B) e verificar o pH, que devera ser 6,8.
4. Se precisar ajustar o pH, use a solugdo (Solucao A) para aumentar e a solucdo (Solucao B) para
diminuir.

5. Autoclavar a 121°C por 15 minutos

7.17.2.7 Quadro 16 - Preparacao da Solucao de Acido Oxalico 5% —
Descontaminante

Preparacdo da Solugao de Acido oxalico 5% - Descontaminante
Acido oxalico 59
Agua destilada 100 ml

1. Dissolver o Acido oxalico na Agua destilada.
2. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

7.17.2.8 Quadro 17 — Preparacao da Solucao Indicadora — Método

Oxalico
Vermelho de fenol (pd) 8 mg
Solugdo NaOH 4% 20 ml
Agua destilada gsp 1000 ml

1. Dissolver o vermelho de fenol na Solugéo de NaOH.
2. Acrescentar Agua destilada gs para completar 1000 ml.
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7.17.2.9 Quadro 18 - Preparacao do Tubo n° 1 da Escala McFarland

Preparacao do Tubo n° 1 da Escala McFarland

(k) Preparacéo da Solucéo de Cloreto de bario

Cloreto de bario dihidratado (BaCl,.2H,0) 1,175¢g
Aqua destilada gsp 100 ml

1. Dissolver o Cloreto de bario em Agua destilada = Cloreto de bario 1%

(I) Preparacao da Solucao de Acido sulfdrico

Acido sulfdrico concentrado 1 ml
Agqua destilada 100 ml

2. Lentamente, adicionar o 4cido sulfarico na Agua destilada = Acido sulfdrico 1%.
3. Guardar sob refrigeracdo (2-8°C).

(m) Preparagao do Tubo N° 1 da Escala McFarland

Solucéo de Cloreto de bario 1% 0,1 ml
Acido sulfarico 1% 9,9 ml

5. Adicionar v/v o Cloreto de bério e o Acido sulfurico.

6. Acondicionar em tubo de ensaio de vidro com tampa de rosca.

7. Fechar bem o tubo (selar) e guardar ao abrigo da luz, a temperatura ambiente; Validade por um més.
8. Agitar vigorosamente antes do uso. Descartar se apresentar grumos ou depdsitos de particulas.

A escala McFarland é utilizada na padronizacéo da turvacao de suspensoes de bactérias. O tubo N° 1
corresponde a uma concentracdo bacteriana de 300 milhdes por mililitro.

Validade: 1 més

7.17.2.10 Quadro 19 - Preparacao da Solucao Salina 0,85%

Preparacao da Solucdo Salina 0,85%

Cloreto de sodio (NaCl) 0,859
Agua destilada 100 ml

1. Dissolver o Cloreto de sédio na Agua destilada.
2. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.
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7.17.3 Figuras e Fluxogramas

7.17.3.1 Figura 2 — Fluxograma do Método de Petroff Modificado

Agua destilada estéril ou

NaOH 4% Solugao Tampéo Fosfato pH 6,8
[ L
— > — —

Agitar - homogeneizar
Incubar 36+ 1°C por 15

minutos
€ Escarro + Escarro + NaOH 4%
scarro A 3
Solucio de +Agua ou Tampao
NaOH a 4%
Semear 0,1ml do Sedimento
Fazer baciloscopia
> > concentrada
. Desprezar
Centrifulgar 3.000 x g
por 20 minutos Sobrenadante
Meio de cultura U
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7.17.3.2 Figura 3 - Fluxograma do Método de NALC — NaOH

Solugao Solucao Tampao
Depurante Fosfato pH 6,8
[ [
Agitar com cuidado
15 minutos
temperatura ambiente

Escarro
Solucao Depurante
Solucao Tampao

Escarro Escarro
Solucao Depurante

Semear 0,1ml do Sedimento

Fazer baciloscopia

> > concentrada
. Desprezar
Centrlfulgall' 3.0009 Sobrenadante
por 15 minutos

Meio de cultura U

7.17.3.3 Figura 4 - Fluxograma do Método de Ogawa-Kudoh

Até 2 minutos

Semear em zigue-zague
na superficie do meio OK

Meio OK

E t lenta)+ Swab
scarro (parte purulenta)+ Swa Swab em NaOH 4%
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7.17.3.4 Figura 5 - Fluxograma do Método do Acido Oxalico

Solugao Acido Solucao salina
Oxalico 5% estéril

/ /

Agitar com cuidado
15 minutos
temperatura ambiente

Centrifulgar 3.000 x g

Escarro X
por 15 minutos

Solugao Acido Oxalico
Solucao salina estéril

Escarro Escarro +
Solugéo de Acido
oxalico a 5%

cddora
Semear 0,1ml do Sedimento

Fazer baciloscopia
> » concentrada

Neutralizar o
sedimento com
Solugao Indicadora

Desprezar
Sobrenadante

Meio de cultura L
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7.17.4.2 Formuldrios do CQI dos Reagentes

7.17.4.2.1 Formulario — Controle da Preparacao da Solucao de
Hidroxido de sédio 4%

Ministério da Satde Formulario — Controle da Preparacao da
2 Secretaria de Vigilancia em Satde Solugéo de Hidroxido de Sédio a 4%

Hidréxido de sédio

Agua destilada

Pesagem (g) / volume (ml)

Hidréxido de sédio

Agua destilada

Pesagem Balanca - Marca:

Responsavel:

Esterilizagdo Autoclave — Equipamento Marca:

Temperatura Tempo Pressao
D Aprovado
D Reprovado
Responsavel: Data de Execugao:

Controle de Esterilidade

D Aprovado. Nao houve crescimento de microrganismos D Reprovado. Houve crescimento de microrganismos

Responsavel: Data de Execugao:
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7.17.4.2.2 Formulario — Controle da Preparacao da Solucao de
Vermelho de Fenol a 0,4% — Método Petroff

Ministério da Satde Formulario — Controle da Preparacdo da Solugao
Secretaria de Vigilancia em Salde de Vermelho de Fenol a 0,4% - Médodo Petroff

Vermelho de fenol

Agua destilada

Pesagem (g) / volume (ml)

Vermelho de fenol

Agua destilada

Pesagem Balanga - Marca:

Responsavel:

Esterilizagdo Autoclave — Equipamento Marca:

Temperatura Tempo Presséao D
Aprovado

D Reprovado

Data de Execugao:

Responsavel:

Controle de Esterilidade

D Aprovado. Nao houve crescimento de microrganismos D Reprovado. Houve crescimento de microrganismos

Responsavel: Data de Execugdo:
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7.17.4.2.3 Formulario — Controle da Preparacao da Solucao
Neutralizante — Método Petroff

Ministério da Saude Formulario - Controle da Preparacao da
Secretaria de Vigilancia em Satide Solugdo Neutralizante — Médodo Petroff

Acido cloridrico concentrado

Solugao de Vermelho de fenol a
0,4%

Agua destilada estéril

Pesagem (g) / volume (ml)

Acido cloridrico concentrado

Vermelho de fenol

Agua destilada

Pesagem Balanca - Marca:

Responsavel:

Esterilizagdo Autoclave — Equipamento Marca:

Temperatura Tempo Pressao D
Aprovado

D Reprovado

Responsavel: Data de Execugéo:

Controle de Esterilidade

D Aprovado. Nao houve crescimento de microrganismos D Reprovado. Houve crescimento de microrganismos

Responsavel: Data de Execugdo:

Secretaria de Vigilancia em Saude/MS 253



Capitulo 7 - Cultura para Micobactérias

7.17.4.2.4 Formulario — Controle da Preparacao da Solucao Citrato
de Sodio 2,9% — Método NALC-NaOH

Ministério da Satde- ' Formulario — Controle da Preparacdo da Solugao
Secretaria de Vigilancia em Sadde Citrato de Sédio 2,9% — Médodo NALC-NaOH

Citrato de sédio

Agua destilada estéril

Pesagem (g) / volume (ml)

Citrato de sédio

Agua destilada

Pesagem Balanga - Marca:

Responsavel:

Esterilizagdo Autoclave — Equipamento Marca:

Temperatura Tempo Presséao
D Aprovado
D Reprovado
Responsavel: Data de Execugao:

Controle de Esterilidade

D Aprovado. Nao houve crescimento de microrganismos D Reprovado. Houve crescimento de microrganismos

Responsavel: Data de Execucdo:
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7.17.4.2.5 Formulario — Controle da Preparacao da Solucao
Depurante — Método NALC-NaOH

Ministério da Saude Formulario - Controle da Preparacao da
Secretaria de Vigilancia em Satde Solugéo Depurante — Médodo NALC-NaOH

NALC

Solugéo Citrato de sédio 2,9%

Solugao Hidréxido de sédio 4%

Pesagem (g) / volume (ml)

NALC

Solugéo Citrato de sédio 2,9%

Solugao Hidroxido de sodio 4%

Pesagem Balanga — Marca:

Responsavel:

Esterilizagao Autoclave — Equipamento Marca:

Temperatura Tempo Presséao
D Aprovado
D Reprovado
Responsavel: Data de Execugao:

Controle de Esterilidade

D Aprovado. Nao houve crescimento de microrganismos D Reprovado. Houve crescimento de microrganismos

Responsavel: Data de Execugdo:
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7.17.4.2.6 Formulario — Controle da Preparacao da Solucao Tampao
Fosfato pH 6,8 - Método NALC-NaOH

Ministério da Satde ) Formulario — Controle da Preparagao da Solucao
Secretaria de Vigilancia em Satide Tampao Fosfato pH 6,8 - Método NALC-NaOH

Fosfato de Sédio M/15

Fosfato de Potassio M/15

Fosfato de Sodio M/15

Agua Destilada

Fosfato de Potassio M/15

Agua Destilada

Esterilizacdo Autoclave - Solucoes A e B

Equipamento: Temperatura: Tempo:
D Aprovado D Reprovado

Responsavel Data:

Preparacao da Solucao Tampao Fosfato pH 6,8

Solugao Fosfato de Sodio (A)

Solugao Fosfato de Potassio (B)

Controle de Esterilidade — Solucao Tampao Fosfato pH 6,8

D Aprovado. Nao houve crescimento de microrganismos D Reprovado. Houve crescimento de microrganismos

data:

Responsavel
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7.17.4.2.7 Formulério — Controle da Preparacao da Solucao de Acido
Oxalico 5% - Descontaminante

Ministério da Saide
Secretaria de Vigilancia em Sadde

Formulario — Controle da Preparagao da Solugao

de Acido oxalico 5% — Descontaminante

Acixo oxalico

Agua destilada estéril

Acido oxalico

Pesagem (g) / volume (ml)

Agua destilada

Pesagem Balanca - Marca:

Responsavel:

Data de Execugao:

Esterilizacdo Autoclave — Equipamento Marca:

Temperatura Tempo

Pressao

D Aprovado
D Reprovado

Responsavel:

Controle de Esterilidade

D Aprovado. Nao houve crescimento de microrganismos

D Reprovado. Houve crescimento de microrganismos

Responsavel:

Data de Execugdo:
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7.17.4.2.8 Formulario - Controle da Preparacao da Solucao
Indicadora — Método Acido Oxalico

Ministério da Satde Formulério — Controle da Preparacdo da Solugao
Secretaria de Vigilancia em Salde Indicadora - Médodo ACidO Oxalico

Vermelho de fenol

Solugédo Hidroxido de sédio4%

Agua destilada

Pesagem (g) / volume (ml)

Vermelho de fenol

Solucao Hidroxido de sodio 4%

Agua destilada

Pesagem Balanga — Marca:

Responsavel:

Esterilizagao Autoclave — Equipamento Marca:

Temperatura Tempo Pressao
D Aprovado

D Reprovado

Data de Execugdo:

Responsavel:

Controle de Esterilidade

D Aprovado. Nao houve crescimento de microrganismos D Reprovado. Houve crescimento de microrganismos

Responsavel: Data de Execugao:

258 Secretaria de Vigilancia em Saude/MS



Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras Micobactérias

7.17.4.2.9 Formulario — Controle da Preparacao do Tubo N° 1 da

Cloreto de Bério bi-
hidratado

Escala de McFarland

Ministério da Saide
Secretaria de Vigilancia em Satde

Bacl,.2H,0

Formulario — Controle da Preparacao
do Tubo n° 1 Escala McFarland

Acido Sulfarico
concentrado

Cloreto de Bério

Preparacao da Solucao A

Agua Destilada

Preparacao da Solucao B

Acido Sulfarico

Agua Destilada

Solugéo A

Preparacao do Tubo N°

1 da Escala McFarland

Solugao B

Responsavel

Data:
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7.17.4.2.10 Formulario — Controle da Preparacao da Solucao Salina

o,
0,85%
Ministério da Saude Formulario - Controle da Preparacao
Secretaria de Vigilancia em Satde da Solugéo Salina 0,85%

Cloreto de sédio

Pesagem (g) / Volume (ml)

Cloreto de Sédio

Agua Destilada

Responsavel Data:

Esterilizacao Autoclave

Equipamento: Temperatura: Tempo:
D Aprovado D Reprovado

Responsavel Data:

Controle de Esterilidade

D Aprovado. Nao houve crescimento microrganismos D Reprovado. Houve crescimento de microrganismos

Responsavel Data:
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7.17.4.3.2 Formulario — Monitoramento da Contribuicao da Cultura
ao Diagnostico

Ministério da Saude Formulario — Monitoramento da Contribuicao
Secretaria de Vigilancia em Sadde da Cultura ao Diagnéstico

Ano / Periodo avaliado N° de Culturas realizadas no periodo

(A) Nimero de casos com Baciloscopia Positiva e Cultura Positiva =

(B) Numero de casos com Baciloscopia Positiva e Cultura Nao realizada =

(C) Ndmero de casos com Baciloscopia Negativa e Cultura Positiva =

(D) Numero de casos com Baciloscopia Positiva e Cultura Negativa =

(E) Nimero de casos com Baciloscopia Positiva e Cultura Contaminada =

(@
Contribuicao da Cultura ao Diagnéstico = - © x 100 =

(A) +(B) + (Q) + (D) + (E)

D;
Casos de Baciloscopia Positiva e Cultura Negativa = - ® 0 x 100 =

(A) + (B) + () + (D) + (B)

Interpretagao:

(A) + (B) | deve concentrar o maior nimero possivel de casos. Estima-se que, numa situacao epidemiolégica real, 80% dos casos devem ser
diagnosticados pela Baciloscopia;

©) deve contribuir com aproximadamente 20% do total de casos diagnosticados;

(D) deve ser muito baixo em amostras para diagndstico pulmonar. Valores acima de 2 a 3% das Baciloscopias Positivas e Culturas Negativas
geralmente indicam problemas técnicos no laboratdrio que reduzem ou eliminam a viabilidade do bacilo: procedimentos drasticos de
descontaminagao, meios de cutura com baixa sensibilidade (controle microbiolégico) 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) deve ser muito baixo, cerca de 1%. Valores altos indicam problemas técnicos;

Responsavel:
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7.17.4.3.3 Formulario - Monitoramento do indice de Contaminacao

Ministério da Satde Formulério — Monitoramento do
Secretaria de Vigildncia em Saude indice de Contaminagéo
indice de Contaminagdo = Namero Total de Tubos Contaminados X100
Numero Total de Tubos Semeados
janeiro
Obs:
fevereiro
Obs:
margo
Obs:
abril
Obs:
maio
Obs:
junho
Obs:
julho
Obs:
agosto
Obs:
setembro
Obs:
outubro
Obs:
novembro
Obs:
dezembro
Obs:
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7.17.4.3.4 Formulario - Monitoramento da Qualidade da Cultura

Ministério da Satude
Secretaria de Vigilancia em Sadde

Formulario — Monitoramento da

Qualidade das Cultura

Se os valores Se os valores
Valores normais encontrados forem encontrados forem
esperados Valores encontrados muito maiores, muito menores,
investigar: investigar:

Contribuigdo da Cultura ao Diagnéstico 20% (A) (B) e (D)
Porcentagem de amostras baciloscopia positiva 2a3% Q) e (D) Nao hé problemas
e cultura negativa
Porcentagem de culturas com positividade 3% (Qe(E) N&o ha problemas
menor do que na baciloscopia
indice de Contaminagao 3a5% (F) (G)

(A

erros de leitura da Baciloscopia = falsos-negativos;
se a cultura é para investigar sintomaticos respiratorios (SR) com alta suspeita, nao ha problema;
se a cultura é para investigar pacientes pulmonares com doenca pouco avangada, incluindo criangas, nao ha problema;

(B) a solicitagao estd deficiente, pois nao estdo sendo investigados os SR pouco avangados. Nesta situacao estao sendo investigados pacientes

que nao sao SR;

(e Excessiva demora entre a coleta e o processamento da amostra;

Descontaminagao muito drastica (alta concentragao de reagente ou tempo muito longo de contato);

Baixa velocidade ou superaquecimentoda centrifuga;

Baixa sensibilidade dos meios de cultura (falta de homogeneidade, superaquecimento do coagulador, excesso de verde malaquita, e pH
excessivamente acido;

(D)
(B)
(F)

Erros de leitura da Baciloscopia = falsos-positivos;

Tendéncia a atribuir a Baciloscopia uma positividade maior do que a real;

Amostras conservadas sem refrigeracao;

Demora entre a coleta e o processamento da amostra;

Concentracao do reagente de descontaminagao mais baixa do que o recomendado;

Pouco tempo de contato da amostra com o reagente descontaminante;

Erros no processo de esterilizagao do reagente;

Descuidos nos procedimentos que requerem esterilidade e de biosseguranca (excessivo movimento de pessoas no ambiente de trabalho,
geragao de correntes de ar por ventiladores ou ar condicionado, etc.)

(©]

Concetragao do reagente descontaminante mais alta do que o recomendado;
Muito tempo de contato da amostra com o reagente descontaminante;
Concentragao de verde malaquita nomeio de cultura mais alta do que o recomendado;
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8.1 Descricao

Conforme exposto anteriormente, o género Mycobacterium é constituido por es-
pécies do Complexo M. tuberculosis (CMTB) e outras denominadas de micobactérias
nao causadoras de tuberculose (MNT)"2,

Os laboratdrios que realizam cultura para micobactérias devem ser capazes de
separar espécies do CMTB das MNT, do contrario terdo que reportar o resultado das
culturas positivas, como Mycobacterium sp., ou encaminhar a cultura a um labora-
tério de referéncia para realizagao da identificacao da espécie. Um dos aspectos mais
importante do processo de isolamento e identificagdo das micobactérias é o tempo
decorrido entre a coleta da amostra clinica e a emissao do laudo com a espécie iden-
tificada, para que esse dado seja utilizado pelo médico em beneficio do tratamento
do paciente.

A identificagdo das MNT é realizada pelo LRN ou LRR e pode ser feita por mé-
todos fenotipicos, moleculares ou pela combina¢io de ambos.

Assim, a seqiiéncia de métodos para identificacdo é composta de testes para se-
paragdo do CMTB das MNT, testes para diferenciacdo das espécies do CMTB e testes
para identificacio das MNT conforme apresentado na Figura 1.

Sequéncia para identificacdo de micobactérias a partir de uma
cultura de micobactérias

Figura 1

Cultura BAAR

Diferenciagao do CMTB das MNT:
andlise macroscopica da cultura
analise microscépica, niacina
crescimento em meio de LJ-PNB

Col6nia acromdgena, rugosa
formacao de corda positiva PNB
negativo, niacina positiva

| Complexo M. tuberculosis |

Liberar resultado como espécie
do Complexo M. tuberculosis

Realizar testes fenotipicos para
diferenciacdo do CMTB: PNB, TCH,
SM, CS, piruvato de sédio,
preferéncia do oxigénio, redugao
do nitrato, niacina, pzase, urease

Col6nia acromédgena,
pigmentada, lisa ou rugosa
formacéo de corda negativa

PNB positivo, niacina negativa

MNT

Testes fenotipicos de
identificacdo, PRA-hsp65
ou ambos
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8.2 Material para os testes fenotipicos para separacao das
espécies do Complexo M. tuberculosis das Micobactérias
Nao causadoras de Tuberculose (MNT) e diferenciacao
das espécies do Complexo M. tuberculosis

Equipamentos

e  Agitador mecénico de tubos.

e CSB

e  Coagulador de meios.

e  Estufa bacterioldgica a 36 + 1°C.
e  Microscépio 6ptico.

Reagentes

e Agua destilada estéril.

e  Solugdes para coloragdo pelo método de Ziehl-Neelsen, conforme o Capitulo 6
deste manual.

e Oleo de imersio.

e  Solugdo saturada de Cloreto de mercurio. O Cloreto de mercurio é cancerigeno
e por isso deve ser manuseado com cuidado, utilizando EPI apropriados e prepa-
rado em pequenas quantidades.

e Placas de Petri contendo meio de Middlebrook 7H10 com enriquecimento
OADC, preparado de acordo com as recomendagdes do fabricante.

e Solugio de Acido oxélico a 3%.

e  Soluc¢do de Tween 80 a 0,1% (v/v) estéril.

e Tubos de 20 x 180 mm com meio de Lowenstein-Jensen (L]) (Anexo 7.17.1.1 —
Capitulo 7).

e  Tubosde 12 x 120 mm com 3 ml de meio LJ-piruvato de s6dio (Anexo 7.17.1.2 —
Capitulo 7).

e  Tubosde 12 x 120 mm com 3 ml de meio L] com PNB 500 pg/ml (Anexo 7.17.1.4
— Capitulo 7).

e Tubos de 12 x 120 mm com 3 ml de meio de L] com 5pg/ml de TCH (Anexo
8.12.1 — neste capitulo).

e  Tubosde 12 x 120 mm com 3 ml de meio de L] com 2ug/ml de SM (Anexo 8.12.2
— neste capitulo).

o Tubos de 12 x 120 mm com 3 ml de meio de L] com 20 pg/ml de CS (Anexo
8.12.3 — neste capitulo).

e  Tubos de 20 x 100 mm com 10 ml de meio de Middlebrook 7H9 com 0,1% de
agar, preparado de acordo com as instru¢des do fabricante ou meio de Kirchner
com 0,1% de agar (Anexo 8.12.4 — neste capitulo).
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e Tubos de 20 x 100 mm com 5 ml de meio de Dubos modificado para o teste da
pirazinamidase (Anexo 8.12.5 — neste capitulo).

e  Solucdo de Sulfato ferroso amoniacal (Anexo 8.12.6 — neste capitulo).

e  Fitas comerciais para o Teste da niacina.

e  Solugio substrato de nitrato de sédio 22 mM (Anexo 8.12.7 — neste capitulo).

e  Reagente A (Anexo 8.12.8 — neste capitulo).

e  Reagente B (Anexo 8.12.8 — neste capitulo).

e  Reagente C (Anexo 8.12.8 — neste capitulo).

e  Zinco em pod.

e  Solucdo uréia — indol (anexo 8.12.9 — neste capitulo) ou discos de uréia.

Insumos

e  Alcas bacterioldgicas descartdveis estéreis.

e  (Caixas para guardar as laminas.

e  Frascos de vidro esterilizados com tampa de rosca contendo 5-6 pérolas de vidro
de 3 mm de didmetro 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
Agua destilada estéril.

e Liminas de vidro com borda fosca para microscopia.

e  Luvas descartaveis.

e  DPipetas Pasteur descartdveis estéreis.

e  Sacos plasticos autoclavéveis.

o  Swabs.

e  Tubos de vidro com tampa de rosca 12 x 120 mm estéreis.

8.3 Pré-requisitos para identificacao de espécies® 4

Antes de iniciar a identificacdo da espécie deve, se fazer uma avalia¢do da cultu-
ra original, preparar uma suspensao bacteriana (item 8.3.1) e conservar a cepa para
eventuais repeti¢des, conforme descrito no Capitulo 10.

O primeiro passo para a identificacdo é a observagao do aspecto da cultura. O objetivo é:

1. Confirmar a pureza da cultura, verificando a auséncia de contaminag¢ao, pois
uma cultura contaminada com outras bactérias causa resultados falsos positivos
nos testes de identificagao.

2. Verificar o numero de coldnias na cultura que nio deve ser inferior a 20, pois
poucas colonias nao sio suficientes para realizagdo de todos os testes. Nesse caso,
recomenda-se fazer um subcultivo da cultura original.

3. Verificar a morfologia e pigmentagado das coldnias.
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4.  Verificar a mistura de duas espécies de micobactérias em uma cultura, pela
observacdo de diferencgas na morfologia e pigmentagdo das coldnias.

ATENCAO: Quando a cultura for em meio liquido, a observacao aci-
ma nao pode ser feita. A identificacao pode ser iniciada com base
apenas nas caracteristicas microscépicas da cultura. Se essa cultura
tiver grande quantidade de BAAR pode-se fazer a semeadura dire-
tamente nos meios dos testes de inibicao de crescimento, tempo
e temperatura de crescimento. Os testes bioquimicos deverao ser
feitos com o subcultivo do meio liquido.

Se a cultura em meio liquido tiver poucos bacilos, pode-se incubar a cultura por
mais alguns dias até obter um bom crescimento ou centrifugar toda a cultura para
concentrar os bacilos, ressuspender em 2 ml de Agua destilada estéril e inocular nos
meios testes para identificacdo.

O segundo passo para a identificacdo é a realizacdo de um esfregaco a partir da cultura

em meio s6lido ou liquido, corar pelo método de Ziehl-Neelsen com o objetivo de:

1. Confirmar se a cultura é de BAAR.

2. Verificar a morfologia dos bacilos e a formacao de corda, a qual sugere que a
cultura possa ser do CMTB.

3. Confirmar se a cultura nio estd contaminada por outras bactérias ou fungos.
Caso a cultura esteja contaminada, fazer a descontamina¢do como descrito no
item de preparagdo da suspensdo bacteriana (item 8.3.1).

4.  Verificar se hd mistura de duas espécies de micobactérias em uma cultura. Caso
seja detectada cultura mista proceder como no item 8.3.2

O terceiro passo ¢é a preparacao da suspensdo bacteriana como serd descrita a
seguir.

8.3.1 Preparo da suspensao bacteriana®*
Descricao
Para uniformizacdo do indculo para os testes de inibicdo de crescimento em

meios contendo diversos componentes e alguns testes bioquimicos, recomenda-se
preparar uma suspensao bacteriana.
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Procedimento

Transferir com alca descartével estéril de 10 ul colonias da cultura para um tubo
contendo 5-6 pérolas de vidro e 2 ml de Agua destilada estéril. Homogeneizar em
agitador mecanico por aproximadamente 10 segundos. Deixar em repouso por 10
minutos para sedimentagao dos aerossdis. Essa suspensao contém aproximadamente
10° unidades formadoras de colonias por ml. Caso a cultura esteja contaminada por
outras bactérias ou fungos, substituir a Agua destilada por 2 ml de uma Solugio de
Acido oxdlico a 3%, deixar agir por 2 minutos antes de inocular nos meios. Nesse caso,
os testes bioquimicos deverio ser realizados com as coldnias da subcultivo desconta-
minada.

8.3.2 Isolamento de colonias

Descri¢ao

A mistura de duas espécies de micobactérias em uma cultura é um fator de erro
no processo de identificacdo. Essa mistura nem sempre é detectada pela anélise mi-
croscopica ou macroscopica da cultura, por essa razio, anteriormente, recomenda-
va-se iniciar a identificacdo a partir de uma coldnia isolada. Mas esse procedimento
acarreta um atraso de um més na identificagdo. Devido a exigéncia pela rapidez na
libera¢io de resultados, recomenda-se fazer o isolamento das colonias somente quan-
do for detectada cultura mista pela andlise microscépica ou macroscépica. Em alguns
casos a cultura mista s6 é detectada no final do processo e, nesse caso, faz-se o isola-
mento das colonias e repete-se todos os testes para identificagdo®.

Procedimento

1. Preparar a suspensdo bacteriana como descrito no item 8.3.1 utilizando Solugéo
de Tween 80 a 0,1% (v/v) ao invés de Agua destilada.

2. Fazer uma dilui¢ao dessa suspensdo a 10 e semear, com al¢a bacterioldgica, uma
placa de Petri contendo meio middlebrook 7H10 ou 7H11 acrescido de OADC.

3. Incubar a 36 £ 1°C até que o crescimento seja detectado.
A partir das colonias isoladas fazer os subcultivos dos diferentes tipos de cold-
nias.

5. Iniciar a identificagdo a partir dos subcultivos das coldnias isoladas.
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8.4 Separacao das espécies do Complexo M. tuberculosis
das Micobactérias Nao causadoras de Tuberculose (MNT)

A separagdo das espécies do CMTB das MNT pode ser feita por quatro testes

fenotipicos a partir do primo-cultivo (Quadro 1). E muito importante que os testes

sejam feitos utilizando-se culturas com crescimento ativo de 3 a 4 semanas. E indis-

pensavel a inclusdo de controles positivos e negativos ao realizar os testes.

1. Andlise microscépica da cultura.

2. Analise macroscépica da cultura.

3. Inibi¢do de crescimento em meio de L]J-PNB.

4.  Teste da Niacina.

ATENCAO: Todo material utilizado nos testes de identificacdo de-
vem ser descontaminados em autoclave antes de serem descarta-
dos como residuos bioldgicos, conforme descrito no Capitulo 3.

8.4.1 Analise microscopica da cultura®®

Descri¢ao

A andlise microscépica consiste na confecgdo de um esfregagco em lamina de vi-
dro a partir de uma amostra da colonia para avaliar a pureza da cultura, presenca de
BAAR e a formacio de corda.

De modo geral, as micobactérias apresentam-se na forma de bacilos curvos ou
retos, com 0,2 a 0,7 um de largura por 1 a 10 pm de comprimento’.

Quando isolados, os bacilos do CMTB, geralmente, apresentam tamanho en-
tre 3-4 um. Outra caracteristica é a auséncia de emulsificacdo da colonia na solugdo
utilizada para confec¢do do esfregaco, ficando visiveis pequenos grumos da colonia.
Por outro lado, as colonias de MNT sdo de facil emulsificagao As espécies do CMTB
apresentam a formacao de corda, ou grumos aglomerados lineares. A formac¢ao de
corda pode ser observada em esfregacos de cultura em meio sélido ou liquido, cora-
do pelo método de Ziehl-Neelsen. Geralmente, os bacilos apresentam-se em palicada
adquirindo um aspecto de corda. Outras vezes apresentam-se como grumos compac-
tos assemelhando-se a um borrao de corantes. A formagao de corda é mais evidente
na cultura em meio liquido.

A maioria das MNT nio forma corda, exceto algumas espécies como, M. kansasii,
M fortuitum e M. chelonae. O aspecto microscopico das MNT é de bacilos isolados e
de tamanho menor que 2 pm (cocobacilos) ou maiores que 5 pm. A diferenciagdo en-
tre a formacdo da corda das espécies do CMTB e MNT pode ser feita pela observacgao
do tamanho do bacilo isolado no esfregaco.
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Precaucao

Os testes de identificagdo de micobactérias deverdo ser realizados em CSB, inclusi-
ve o esfregaco para exame microscépico. O técnico devera estar utilizando equipamen-
tos de protecao individual (EPI), conforme descrito Capitulo 3.

Procedimentos

1. Identificar o niimero de registro da cultura na parte fosca da lamina de vidro.

2. Colocar uma gota da Solucdo saturada de Cloreto de mercurio, ou de Solugado
salina ou de Agua destilada estéril, no centro da lamina de vidro.

3. Retirar com o auxilio de uma al¢a bacteriolégica descartavel uma pequena amos-
tra da coldnia e colocar em cima da gota.

4.  Homogeneizar a amostra na gota fazendo movimentos circulares com a al¢a bac-
terioldgica.

5. Colocar a lamina 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.
Corar pelo método de Ziehl-Neelsen conforme descrito no Capitulo 6.

8. Realizar a leitura da baciloscopia no microscépio.

ATENCAO: O Cloreto de mercurio mata quase que instantaneamen-
te os bacilos, permitindo que a fixacao e coloracao do esfregaco
sejam feitas sem risco biolégico. No entanto, por ser um produto
toxico recomenda-se preparar pequenas quantidades e sempre es-
tar utilizando EPI quando for manuseé-lo.

Interpretacao de resultados

e  BAAR positivo: bacilos corados em vermelho.

e  BAAR negativo: auséncia de bacilos corados em vermelho.

e Formacdo de corda positivo: bacilos em palicada com um aspecto de corda ou
grumos compactos assemelhando-se a um borrao de corantes.

e  Formacao de corda negativa: bacilos dispersos no esfregaco, geralmente com ta-
manho diferente do observado para membros do CMTB.

e Contaminag¢ao positiva: presenca de outras bactérias (cocos ou bacilos), fungos
(leveduras ou filamentos), geralmente corados em azul.

e Contaminagdo negativa: auséncia de outras bactérias ou fungos.
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Controles de Referéncia para interpretacdo do teste

e Formagdo de corda positivo: esfregaco de cultura de M. tuberculosis H37Ra
(ATCC 25177).

e  Formagcdo de corda negativo: esfregaco de cultura de M. avium (ATCC 25291).

Figura 2  Esfregacos de cultura de micobactérias

A) M. tuberculosis B) MNT

Fonte:  Foto cedida por Gleize Villela

8.4.2 Analise macroscopica da cultura®#>

Descri¢ao

Essa avaliagdo é feita na cultura original em meio s6lido. As colénias de micobac-
térias cultivadas em meio sélido apresentam diferentes morfologias e pigmentagdo. A
morfologia das colonias pode ser lisa, rugosa, opaca ou transparente. A pigmentagao
¢, também, uma caracteristica importante utilizada na classificagdo e pode variar de

laranja a amarelo intenso.

Procedimento

1. Observar a cultura de preferéncia com uma lupa manual em um ambiente ilumi-
nado e anotar as caracteristicas da colonia.
Observar e anotar o aspecto da colonia: lisa, rugosa, aspecto de couve-flor.

3. Observar e anotar a pigmentacao da colonia: acromdgena (creme), pigmentada

(laranja, amarela, salmao).
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Leitura e Interpretagao

e  Coldnia de M. tuberculosis: acromdgena, geralmente de cor creme, coldnia rugo-
sa com aspecto de couve-flor.

e  Coldnia de MNT: pigmentada ou acromdgena, lisa ou rugosa.

8.4.3 Teste de inibicao de crescimento em meio com acido
p-nitrobenzoéico 500 yg/ml3 4 8°

Descricao

Esse teste foi descrito por Tsukamura em 1964 e pode ser realizado a partir da
cultura ou da semeadura da amostra clinica conforme descrito no Capitulo 7. E um
teste muito ttil para separagdo das espécies do CMTB das MNT, pois ao contrério da
maioria das MNT, todas as espécies do CMTB nio crescem nesse meio. As espécies de
MNT que eventualmente podem nao crescer em presenca de PNB é o M. kansasii, M.
xenopi e M. gastri. Por essa razdo, esse teste pode auxiliar na detec¢ao de cultura mista
(M. tuberculosis + MNT).

Procedimento

1. Semear, com uma pipeta Pasteur estéril, uma gota da suspensdo bacteriana das
culturas em teste e dos controles de referéncia positivo e negativo, tubos con-
tendo meio de L] (tubo controle) e LJ-PNB. A gota deve ser semeada no édpice
do meio de cultura e deixar escorrer até fim do tubo. Incubar o tubo na posi¢ao
vertical a 36 + 1°C por 15 dias.

Leitura e interpretagdo

1.  Quando realizado a partir da semeadura da amostra clinica, os resultados obti-
dos deverdo ser interpretados conforme descrito no Capitulo 7.

2. Quando realizado a partir de uma cultura, comparar o crescimento do tubo con-
trole L] com o tubo L]J-PNB.
Positivo (resistente): presenca de crescimento no meio LJ-PNB.
Negativo (sensivel): auséncia de crescimento no meio L]J-PNB.

Controles de referéncia para interpretacao do teste

e  DPositivo: M. fortuitum (ATCC 6841) ou M. avium (ATCC 25291).
e Negativo: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).
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8.4.4 Teste da Niacina'® 1213

Descricao

A niacina atua como um precursor na biossintese de co-enzimas envolvidas nas
reagdes de 6xido-reducio 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 detectéveis pelo teste in vitro. As
fitas comerciais estdo impregnadas com cloramina e tiocianato de potdssio acidifica-
do e dcido p-aminosalicilico (PAS). A combinagdo desses reagentes leva a formagao
e liberacdo de cloreto de cianogénio, o qual reage com PAS na presenca da niacina

produzindo uma coloragao amarela.

Precaucao

O teste da niacina deve ser realizado para as espécies de crescimento lento acro-
mogena e a cultura deve ter entre 4 e 5 semanas de crescimento em meio s6lido, com
pelo menos 50 colonias.

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 Agua destilada estéril nos frascos das culturas teste e nos
controles de referéncia positivo e negativo.

3. Fazer vérios cortes na superficie do meio com uma al¢a descartavel estéril, para
permitir a extracdo da niacina contida no meio de cultura.

4. Colocar os tubos em posi¢ao horizontal, de modo que o liquido cubra toda a
superficie do meio. Deixar por 20 — 30 minutos. Os tubos podem ser colocados a
36°C para acelerar a extragao.

5. Transferir 0,6 ml do liquido com uma pipeta Pasteur descartével, estéril, para um
tubo com tampa de rosca 12 x 120 mm.

Colocar a fita do Teste Niacina dentro de cada tubo teste. Fechar bem a tampa.

7. Deixar a temperatura ambiente por 15 minutos, agitando de vez em quando.
Observar a cor amarela que se desenvolve no liquido, ndo considerar a cor na
fita.

Leitura e interpretacao

e  Teste positivo: desenvolvimento de cor amarela no liquido.
e  Teste negativo: nao hd desenvolvimento de cor amarela.
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Controles de referéncia para interpretacao do teste
e  DPositivo: M. tuberculosis H37Ra — ATCC 25177.
e  Negativo: M. avium — ATCC 25291.

Quadro 1 Separacao do Complexo M. tuberculosis das Micobactérias Nao
causadoras de Tuberculose

_ Complexo M. tuberculosis MNT

Pigmentacao ausente presente/ausente
Formacéo de corda 3 -
Crescimento em LJ-PNB - +/-
Producéo de niacina +/- [+

+/- = predominantemente positivo; -/+ = predominantemente negativo; PNB = 4cido p-nitrobenzoico.

8.5 Diferenciacao dos membros do Complexo
M. tuberculosis

As espécies do CMTB causam tuberculose (TB) no homem e nos animais. Esse
complexo é composto por sete espécies (M. tuberculosis, M. bovis, M africanum, M.
microti, M. bovis — BCG, M. caprae, M. pinnipedii). O “M. canetti’, uma variante de M.
tuberculosis encontrada na regido da Somaélia, ainda nao foi reconhecido oficialmente
como uma espécie do complexo®b* 1415,

A identificacao do CMTB é essencial para confirmagdo do diagnoéstico, enquanto
que a diferenciacdo das espécies desse complexo é necessdria somente em algumas
situagdes, como por exemplo, na suspeita de infeccdo por M. bovis, uma vez que essa
espécie é naturalmente resistente a pirazinamida (PZA).

Para fins epidemioldgicos, entretanto, pode-se identificar ndo apenas a espécie,
mas também as variantes geograficas de M. tuberculosis (as classicas, as asidticas) e
as duas variantes geograficas de M. africanum (tipo I e tipo II). A diferenciag¢ao des-
sas variantes pode ser feita por alguns testes fenotipicos. No entanto, ha limita¢des
metodoldgicas, uma vez que essas variantes apresentam resultados varidveis, (Qua-
dro 2). A diferencia¢ao mais precisa pode ser feita com testes moleculares, tais como
RFLP-1S6110 (Restriction Fragment Length Polymorphism), Spoligotyping e/ou
MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersal Repetitive Units — Variable Numbers of
Tandem repeats)>*.
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Mycobacterium tuberculosis

A espécie M. tuberculosis, variante classica ou asidtica, foi classificada no género
em 1896 por Lehmann e Neumann, redefinida por Runyon e col. em 1967 e posterior-
mente por Kubica e col. em 1972%7.

As colonias 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. Os bacilos medem cerca de 0,3-0,5 pm
de largura por 2-4 um de comprimento, podendo apresentar-se ocasionalmente mais
curtos ou longos. O esfregaco da cultura, geralmente, apresenta formac¢do de corda. A
temperatura de crescimento é restrita a faixa de 34-38°C. Essa espécie é aerdbica, sensi-
vel a PZA e a cicloserina (CS) e positiva no teste da reducao do nitrato®*.

A variante cldssica é resistente a hidrazida do 4cido tiofeno 2-carboxilico (TCH)
e a asidtica é sensivel. Ambas sio sensiveis ao PNB, e positivas ao teste da niacina, em-
bora existam algumas exce¢des. Os isolados de M. tuberculosis sensiveis a isoniazida
(INH) produzem uma reag¢do fortemente positiva da catalase, enquanto que os resis-
tentes a INH freqiientemente produzem reagoes fracas ou negativas’.

Mycobacterium bovis

A espécie M. bovis causa, principalmente, TB em bovinos, mas pode acometer
outros animais e 0 homem. Os bacilos da espécie M. bovis costumam ser mais curtos
do que os do M. tuberculosis e a formagao de corda menos freqiiente. As colonias em
meio sélido sao mais planas e lisas do que a variante humana. Crescem em meio de
cultura contendo piruvato de sédio em substitui¢do ao glicerol. O crescimento é res-
trito a faixa de temperatura entre 34-38°C. Essa espécie é microaerdfila, sensivel ao
TCH e a CS, resistente a PZA. O teste da niacina é negativo™>*.

Mpycobacterium africanum

A espécie M. africanum, foi isolada pela primeira vez na Africa ocidental por
Castets e col. em 1969. Essa espécie apresenta caracteristicas intermedidrias entre
M. bovis e M. tuberculosis. Existem duas variantes de M. africanum. A variante africana
I, originaria da Africa ocidental, é negativa para o teste do nitrato e suas coldnias em
meio s6lido assemelham-se as de M. bovis, ndo apresentando preferéncia por piruvato
de s6dio. A variante africana II, originaria da Africa oriental, é positiva para o teste
do nitrato e suas coldnias assemelham-se as de M. tuberculosis. As duas variantes sao
microaerdfilas e sdo sensiveis a TCH, PZA e CS. O Teste de Niacina é varidvel para
ambas. O crescimento é restrito a faixa de temperatura entre 34-38°C>*,
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Bacilo Calmette-Guérin (BCG)

E derivado atenuado do M. bovis, utilizado na vacina BCG. No entanto, apre-
senta caracteristicas 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), aerdbico, sensivel a TCH, mas resistente a PZA e CS. O Teste de Niacina
é negativo’.

Mycobacterium microti

O M. microti foi descrito por Wells em 1937, e foi inicialmente denominado de
“vole bacillus” M. microti causa doenga 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 cole¢des de cultura tém as caracteristicas
da variante I de M. africanum. Os bacilos de M. microti podem se diferenciados dos
outros membros do CMTB por apresentarem formato curvo'®.

Mpycobacterium canetti

Essa espécie foi descrita, em 1969, por George Canetti e foi denominada de
M. tuberculosis canetti em sua homenagem. Em 1997, van Soolingen e col. descre-
veram o isolamento de uma cepa denominada S093 com as mesmas caracteristicas
fenotipicas e genotipicas da cepa isolada por Canetti. Desde entdo alguns casos causa-
dos por M. canetti tém sido relatados".

Essa espécie apresenta coldnias lisas, teste de niacina negativo e redugao de nitra-
to positiva. E resistente 38 TCH, PZA e estreptomicina (SM).

Mycobacterium caprae
Foi originalmente isolada de caprinos na Espanha. Posteriormente foi isolado de
gado, suinos e humanos que tiveram contato com caprinos. Apresenta preferéncia de

crescimento em meio com piruvato de sédio em substituicio ao glicerol*>?.

Mycobacterium pinnipedii

Foi originalmente isolado a partir de casos de TB em ledes marinhos, focas e
tapires brasileiros. Apresenta preferéncia de crescimento em meio com piruvato de
sddio e cresce em temperatura de 33°C'>2,

8.5.1 Testes Fenotipicos para diferenciacao das espécies do
Complexo M. tuberculosis

A diferenciagdo das espécies do CMTB pode ser feita por nove testes fenotipicos
descritos abaixo. E muito importante que os testes enzimdticos sejam feitos utilizan-
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do-se culturas com crescimento ativo de 3 a 4 semanas. E indispensavel a inclusao de
controles de referéncia positivos e negativos ao realizar os testes. (Quadro 2).
1) Crescimento em meio L] com glicerol e L] com piruvato de sédio.

2) Inibigdo de crescimento em meio com TCH.
3) Inibigao de crescimento em meio com SM.
4) Inibi¢ao de crescimento em meio com CS.
5) Preferéncia de oxigénio.

6) Pirazinamidase.

7) Teste de reducdo do nitrato.

8) Urease.

9) Niacina.

8.5.1.1 Crescimento em meio LJ e LJ com Piruvato de Sédio3 ¢

Descricao

As espécies do CMTB apresentam variagdes quanto a preferéncia de fonte de
carbono empregada nos meios de cultura. Os meios a base de ovos podem ser formu-
lados 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 L] com
piruvato de sédio> .

Procedimento

1. Semear, com uma pipeta Pasteur estéril, uma gota da suspensdo bacteriana (pre-
parada como descrito no item 8.3.1) em meio de LJ (tubo controle) e L] com
piruvato de sédio.

2. Incubara 36 £ 1°C por 15 dias.

Leitura e interpretacao
e 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

e  Crescimento no meio de L] com piruvato de s6dio: M. bovis (ATCC 19210) e M.
tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

e  Crescimento no meio de L] com glicerol: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).
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8.5.1.2 Teste de inibicao de crescimento em meio com Hidrazida do
Acido Tiofeno 2-Carboxilico (TCH)* 4

Descricao

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. tuber-
culosis variante asidtica nao crescem nesse meio, ao contrdrio das outras espécies de
micobactérias®’. E um teste til para diferenciagdo entre M bovis e M. tuberculosis. As
cepas de M. bovis resistentes a INH podem apresentar resisténcia a TCH?.

Procedimento

1. Semear, com uma pipeta Pasteur, uma gota da suspensdo bacteriana (preparada
como descrito no item 8.3.1) em meio de L] (tubo controle) e LJ-TCH, prepara-
da a partir das culturas teste e das culturas dos controles de referéncia.

2. Incubara 36 + 1°C por 15 dias.

Leitura e interpretacao
e  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

e Crescimento no meio de LJ: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177) e M. bovis
(ATCC 19210).

e  Crescimento no meio de LJ-TCH: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

8.5.1.3 Teste de inibicao de crescimento em meio com
Estreptomicina (SM)*
Descricao
Esse teste é util para diferenciacdo do M. canetti 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 L] (tubo controle) e LJ-SM, preparada
a partir das culturas teste e das culturas dos controles de referéncia.

2. Incubar a 36 £ 1°C por 15 dias.

Leitura e interpretagao

e Apds 15 dias, observar o crescimento nos tubos. Na auséncia de crescimento nos
dois tubos incubar por mais sete dias.
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Controles de referéncia para interpretacao do teste
e  Crescimento no meio de LJ: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177), M. canetti.
e  Crescimento no meio de L] com SM: M. canetti ou M. tuberculosis resistente a SM.

8.5.1.4 Teste de inibicao de crescimento em meio com Cicloserina
(Cs)?
Descri¢ao
Esse teste é util para diferenciar M. bovis-BCG de outras espécies do CMTB. A
espécie M. bovis-BCG cresce em meio de LJ-CS ao contrério das outras espécies do
CMTB (David et al., 1989).

Procedimento

1. Semear, com uma pipeta Pasteur estéril, uma gota da suspensao bacteriana (pre-
parada como descrito no item 8.3.1), em meio de L] (tubo controle) e L]-CS.

2. Incubar a 36 £ 1°C por 15 dias.

Leitura e interpreta¢do
e Apds 15 dias, observar o crescimento nos tubos. Na auséncia de crescimento nos
dois tubos incubar por mais sete dias.

Controles de referéncia para interpretagdo do teste

e  Crescimento no meio de LJ: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177) e M. bovis-
BCG (cepa Moreau).

e  Crescimento no meio de LJ-CS: M. bovis-BCG (cepa Moreau).

8.5.1.5 Preferéncia de oxigénio**

Descri¢ao
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 semi-sélido (Middlebrook 7H9 ou Kirchner) e distribuir
10 ml em tubos de 20 x 100 mm com tampa de rosca. Manter na posi¢ao vertical.

2. Pipetar 0,2 ml da suspensdo bacteriana preparada como no item 8.3.1, a par-
tir 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. Incubara 36 + 1°C por 14 dias.
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Leitura e interpretacao

e  Aerdbico: presencga de crescimento préximo a superficie.

e Microaerdfilo: 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
e  Aerdbico: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).
e  Microaerdfilo: M. bovis (ATCC 19210).

8.5.1.6 Piramidaze (PZAse)*

Descricao

Os isolados bacterianos sensiveis a PZA possuem a enzima pirazinamidase que
converte a PZA em écido pirazindico e amdnia. A detec¢do dessa enzima é uma alter-
nativa utilizada para fins de identificacao.

Precaucoes
E necessario inocular pelo menos uma al¢ada de bactéria para que nao ocorra
um resultado falso negativo.

Procedimento

1. Colocar sobre a superficie do meio (anexo 8.12.5), com auxilio de uma alga bac-
teriol6gica, uma quantidade grande do crescimento bacteriano.

2. Incubar a 36 + 1°C por seis dias.

Leitura e interpretacao

1. Adicionar 1 ml de Solucao de Sulfato ferroso amoniacal 1% a cada tubo (prepa-
rado no momento de uso).

2. Colocar na geladeira por 3 horas.

e  Teste positivo: a forma¢io de um anel rosa imediatamente abaixo da superficie
do agar difundindo para dentro do meio significa que o teste é sensivel a PZA.

e  Teste negativo: a auséncia da formacdo do anel rosa no agar significa que o teste
é resistente a PZA.

Controles de referéncia para interpretagdo do teste

e  Positivo: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25 177).
e Negativo: M. bovis-BCG (cepa Moreau).
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8.5.1.7 Teste da reducao do nitrato'> 2

Descricao

O teste do nitrato detecta a capacidade da micobactéria de reduzir o nitrato
(NO;) a nitrito (NO,") pela agao da enzima nitrato-redutase. As espécies que pro-
duzem a nitrato-redutase reduzem o nitrato a nitrito em condi¢des anaerdbicas com
objetivo de obter o oxigénio do nitrato para seu metabolismo. Os nitritos formados
na reac¢do, em contato com acido acético ou cloridrico desenvolvem colorag¢do rosa
quando adicionado de sulfanilamida e naftiletilenodiamina — reagao de Griess.

Precaucao

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 s6lido. As culturas
de micobactérias de crescimento rdpido devem ser testadas com até duas semanas de
crescimento.

Procedimento
1. Adicionar 2 ml do substrato nitrato de s6dio 22 mM em tubos de 12 x 120 mm.
2. Transferir, para o tubo contendo substrato, uma alca cheia de crescimento bacte-
riano das culturas teste e das culturas dos controles de referéncia.
3. Incubara 36 + 1°C por 2 horas.
Apbs 2 horas, adicionar:
Uma gota do reagente A
Duas gotas do reagente B
Duas gotas do reagente C

Leitura e interpretacao
Observar e anotar imediatamente o aparecimento de cor no substrato de acordo
com a escala abaixo:

COR INTENSIDADE DA COR

Rosa palido +/-
Rosa claro 1+
Rosa escuro 2+
Vermelho 3+
Vermelho escuro 4+
Vermelho arroxeado 5+

Teste positivo: 3+ a 5+
Teste negativo: incolor, +/-a 2+
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Controles de referéncia para interpretacao do teste
e Positivo: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).
e  Negativo: substrato do teste ou M. avium (ATCC 25291).

ATENCAO: Todos os resultados devem ser confirmados porque al-
gumas micobactérias sao capazes de reduzir o nitrito a amoniaco,
podendo dar resultados falsos negativos (David et al., 1994). Para
confirmacao, adicionar uma pequena quantidade (pitada) de zinco
em po a todos os tubos negativos. Se houver NaNO, na suspensao,
no momento em que o zinco é adicionado ocorre imediatamente
mudanca de cor para o vermelho. Essa mudanca caracteriza o teste
verdadeiro negativo. Se, apos a adicao do zinco, a cor continuar
inalterada, significa que a reacao ja ocorreu e foi além da reducao
de nitrito, caracterizando, portanto, um teste positivo.

8.5.1.8 Teste combinado da producao de niacina e reducao de
nitrato
Descricao
Os testes da niacina e redu¢do do nitrato podem ser combinados, reduzindo o
tempo e material.

Procedimentos

1. Em uma cultura em L] com menos de quatro semanas, acrescentar 2,5 ml do
substrato de nitrato de sdio e fazer varios cortes na superficie do meio.
Repetir o item acima para as culturas dos controles de referéncia.

3. Deixar os tubos na posi¢do vertical, por 2 horas, em Estufa bacteriolégica a 36 +
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 8.4.4).

5. Adicionar ao tubo de cultura, com o substrato nitrato de s6dio, os reagentes de
revelacdo (A, B e C), de acordo com o teste da redu¢io do nitrato (item 8.5.1.7).

Controles de referéncia para interpretagao do teste — Teste Niacina
e  Positivo: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).
e  Negativo: M. avium (ATCC 25291).

Controles de referéncia para interpretacao do teste — Teste do Nitrato

e  Positivo: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).
e  Negativo: substrato do teste ou M. avium (ATCC 25291).
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8.5.1.9 Urease*1°

Descricao

Algumas espécies de micobactérias sao capazes de hidrolisar a uréia, que pode ser
detectada por um simples teste baseado na mudanga de pH da solugao. Esse teste é util
na identificacao das espécies acromdgenas e escotocromdégenas e na identificagao de
M. bovis e M. bovis-BCG, que apresentam rea¢do fortemente positiva® .

Procedimentos

1. Inocular um tubo contendo 0,5 ml da Solu¢do Uréia-indol com uma alcada de
crescimento bacteriano da cultura teste e das culturas dos controles de referéncia.

2. Incubara 36 + 1°C.

Leitura e interpretagdo

e  Fazer aleitura ap6s 2 e 18 horas de incubacao.

e  Teste positivo: mudanca de cor amarela para rosa.
e  Teste negativo: sem altera¢do de cor (amarelo).

Controles de referéncia para interpretagdo do teste
e  Positivo: M. bovis-BCG (cepa Moreau) ou M. kansasii (ATCC 12478).
e  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 uréia em cada um dos tubos.

3. Adicionar uma al¢ada de crescimento bacteriano da cultura nos tubos teste e
uma alcada nos tubos controles com as culturas de referéncia.

4. Incubara36 * 1°C.

Leitura e interpretacao

e  Fazer aleitura apds uma hora, e diariamente, por 3 dias seguidos.
e  Teste positivo: mudanca da cor do meio para roxo ou rosa escuro.
e  Teste negativo: ndo ha mudanga de cor do meio.

Controles de referéncia para interpreta¢ao do teste

e  Positivo: M. bovis-BCG (cepa Moreau) ou M. kansasii (ATCC 12478).
e Negativo: M. avium (ATCC 25291).
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Quadro 2 Caracteristicas das espécies pertencentes ao Complexo M.
tuberculosis

M- tuberculosi m.
Testes — — — M microti | M. canetti | M. caprae pinnipedii
Classico | Asiatica | Classico T|po 1 T|po Il
Morfologia | eugonica | eugonica | disgonica | eugonico | disgonica | eugonica | disgonica | eugonica | disgonica | disgonica
da col6nia rugosa rugosa lisa rugosa rugosa rugosa rugosa lisa lisa rugosa
- +/- +/- + - - -*

Niacina =

Nitrato + + - - - + - 4 . .
Urease + + - + +- + +/- + ND ND
PZAse + + = - + + + - + +
TCH R S S S S R S R = =
SM S S S S S S S R ND S
(&) S S S R S S Sl S ND ND
L/ps - - + - + - + - + +
Preferéncia aerdbico  aerdbico micro aerébico micro micro micro ND micro ND
de oxigénio

+/- = resultado variavel, R = resistente a droga, S = sensivel & droga, ND = Nao ha dados,

micro = microaerofilico, U/PS = preferéncia por piruvato de sédio, PZAse = pirazinamidase,

TCH = hidrazida do 4cido tiofeno-2-carboxilico, SM = estreptomicina, CS = cicloserina, -*= geralmente
negativo.

8.6 Identificacao fenotipica das Micobactérias Nao
causadoras de Tuberculose (MNT)

Descricao

O método fenotipico de identificacdo inclui um conjunto de testes baseados em
caracteristicas culturais e bioquimicas, tais como: tempo e temperatura de crescimen-
to, que varia de acordo com a espécie de 25 a 45°C, pigmentacao, capacidade de cres-
cimento em meios seletivos e testes enzimdticos.

Em 1958, Runyon prop6s uma classificagio das MNT em quatro grupos baseada
na pigmentacio e tempo de crescimento das colonias. As espécies que apresentam
crescimento em meio sélido apds sete dias sdo classificadas como de crescimento
lento e aquelas que apresentam crescimento em menos de sete dias, de crescimento
rdpido?. Essa classifica¢do é, ainda, utilizada para identificagdo das MNT juntamente
com outros testes.
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Quadro 3 Classificacdo das micobactérias de acordo com tempo de
crescimento e pigmentacao das colbnias

Caracteristica da cultura

| Fotocromdgenas — caracteriza-se pelo crescimento lento das col6nias. As culturas
desenvolvem pigmento amarelo somente quando expostas a luz. Exemplo: M. kansasii, M.
marinum.

Il Escotocromdgenas — caracteriza-se pelo crescimento lento das colonias. As culturas
desenvolvem pigmento tanto na luz como no escuro. Exemplo: M. gordonae, M. szulgai.

1l Acromdgenas — caracteriza-se pelo crescimento lento das colonias. As culturas ndo produzem
pigmento. Exemplo: M. avium, M. terrae.

1\ Crescimento rapido — caracteriza-se pelo crescimento rapido das colonias. As col6nias podem
ser pigmentadas ou nao. Exemplo: M. fortuitum, M. chelonae.

Abaixo, serdo descritos os principais testes de identificagdo empregados no méto-
do fenotipico, exceto os que ja foram descritos previamente nos itens 8.3 e 8.4.

O primeiro passo para identifica¢do é organizar o conjunto de meios de cultura
controles, de meios contendo inibidores e tubos contendo as solu¢des e substratos dos
testes bioquimicos.

O segundo passo, comum a todos os testes, é o preparo da suspensdo bacteriana
para o inéculo 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 interpretagdo serdo descritos separa-
damente para cada método.

Testes

1. Produgdo de pigmento.

2. Crescimento a 25°C.

3. Crescimento a 45°C.

5. Determinac¢do do tempo de crescimento:

a) teste do tempo de crescimento em LJ;

b) teste de inibi¢do de crescimento em meio de Sauton com écido picrico;
c) teste de inibicdo de crescimento em meio de agar comum.
Inibi¢ao de crescimento em meio com NaCl 5%.

Arilsulfatase 3 e 14 dias.

Hidrélise do tween 80.

[-galactosidase.

$ ® N

10. Redugdo do telurito de potdassio.

Provas descritas nos itens 8.3 e 8.4.
11. Inibi¢ao de crescimento em meio com PNB.
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12. Redugdo do nitrato.
13. Urease.
14. Pirazinamidase.

Testes para identificacido de espécies de MNT de crescimento rapido
15. Captagdo do ferro.

16. Inibicdo de crescimento em meio com citrato de sédio.

17. Inibi¢ao de crescimento em meio com manitol.

18. Inibi¢do de crescimento em meio com inositol.

Precaucoes

E muito importante que os testes sejam feitos utilizando-se culturas jovens, com
crescimento ativo de 3 a 4 semanas. Culturas com mais de cinco semanas ndo sao
apropriadas. E indispensével a inclusio 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.

Os testes de identificacio de micobactérias deverdo ser realizados em CSB. O
técnico deverd estar utilizando EPI, como luva e avental.

Material
Equipamentos
e  Agitador mecanico de tubos.
e  Coagulador de meios.
e CSB.
e  Estufa bacterioldgica a 24 = 1°C, 36 £ 1°C e 45 = 1°C

Reagentes

e Agua destilada estéril.

e Tubos 12 x 120 mm com 2 ml de meio de LJ. (Anexo 7.17.1.1 - Capitulo 7)

e Tubos 12 x 120 mm com 2 ml de meio de L] com 5% de NaCl (Anexo
8.12.12).

e  Tubos com 2 ml do substrato arilsulfatase 3 dias (Anexo 8.12.13).

e  Tubos com 2 ml do substrato arilsulfatase 14 dias (Anexo 8.12.13).

e Solugdo de reveladora de Carbonato de s6dio 2N (Anexo 8.12.13.1).

e  Tubos 12 x 120 mm com 2 ml do substrato Tween 80 (Anexo 8.12.14).

e  Tubos 12 x 120 mm com 2 ml de meio Dubos modificado (Anexo 8.12.15).

e  Tubos com 2,5 ml de meio de Middlebrook 7H9 acrescido de ADC, prepa-
rado conforme recomendagdes do fabricante.

e  Solugdo de Telurito de potéssio 0,2% (Anexo 8.12.16).
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e Tubos 12 x 120 mm com 3 ml de meio de L]-citrato férrico amoniacal
(Anexo 7.17.1.3 — Capitulo 7).

e Tubos 12 x 120 mm com 3 ml de meio base para os testes de utilizacao de
inositol, manitol, citrato de s6dio (Anexo 8.12.17).

e Tubos 12 x 120 mm com 3 ml de meio citrato de sédio (Anexo 8.12.19).

e Tubos 12 x 120 mm com 3 ml de meio manitol (Anexo 8.12.20).

e Tubos 12 x 120 mm com 3 ml de meio inositol (Anexo 8.12.21).

Insumos

e  Alcas bacterioldgicas descartaveis estéreis.

e  Frascos de vidro esterilizados com tampa de rosca contendo 5-6 pérolas de
vidro de 3 mm de didmetro e 2 ml de Agua destilada estéril. Os frascos com
as pérolas de vidro devem ser previamente esterilizados e depois acrescenta-
dos 0s 2 ml de Agua destilada estéril.

e  Luvas descartaveis.

e  DPipetas Pasteur descartdveis estéreis.

e  Papel aluminio ou caixa com tampa.

e  Sacos plasticos para autoclave.

o  Swabs.

e  Tubos de vidro de 12 x 120 mm estéreis.

8.6.1 Temperatura de crescimento e pigmentacao das
colonias® 41

Descricao

Esses testes permitem classificar a micobactéria em um dos quatro grupos de
Runyon e identificar a temperatura 6tima de crescimento. Em geral, a temperatura
6tima de crescimento é 36-37°C. No entanto, algumas espécies crescem melhor em
temperaturas mais baixas (25-30°C) como o M. marinum, M. ulcerans, M. haemophi-
lum e outras em temperaturas mais elevadas, como M. xenopi (42°C) e M. thermore-
sistible (52°C).

Precaucoes
Para avaliagdo das temperaturas de crescimento, é imprescindivel que as estufas
sejam calibradas e monitoradas com termdémetros de mdxima e minima.

Procedimento

Com pipeta Pasteur descartdvel e estéril, inocular cinco tubos com meio de L],
uma gota da suspensio bacteriana no inicio da superficie do meio e incubar os tubos
na posi¢ao horizontal por 15 dias.
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1) Dois tubos de L] para a prova de producdo de pigmento.
Tubo 1 a 36 £ 1°C, dentro de uma caixa fechada, sem penetra¢do de luz ou em-
brulhado em papel aluminio.
Tubo 2 a 36 £ 1°C, em uma bandeja exposta a luz da estufa.
2) Trés tubos de L] para a prova das temperaturas de crescimento. Incubar nas tem-
peraturas de Estufa bacteriolégica a 24 + 1°C, 36 = 1°C e 44 + 1°C.
Os tubos dos testes da temperatura serdo utilizados como controle de cresci-
mento. No caso de identificacdo de micobactérias isoladas de lesoes de pele e tecidos
moles, incubar a 24 + 1°C.

Leitura e interpretacao do teste produc¢ao de pigmento

Comparar o crescimento do tubo 1 com o crescimento do tubo 2 e classificar:

a) Escotocromdgena, se as colonias dos tubos 1 e 2 forem pigmentadas.

b) Fotocromoégena, se as colonias do tubo 1 nao apresentarem pigmentacdo e as
colonias do tubo 2 forem pigmentadas.

¢) Acromégenas, se as colonias dos tubos 1 e 2 ndo apresentarem pigmento.

Controles de referéncia para interpretagdo do teste

a) Escotocromégena — M. gordonae (ATCC 14470).

b) Fotocromdgena — M. kansasii (ATCC 12478).

¢) Acromégena — M. terrae (ATCC 15755) ou M. tuberculosis H37Ra (ATCC
25177).

Leitura e interpretacao da temperatura de crescimento
Comparar o crescimento do tubo 2 mantido a 36 £ 1°C com os tubos incubados
nas temperaturas de 24 £ 1°C e 44 + 1°C. Anotar o resultado.

8.6.2 Determinacao do tempo de crescimento’®

Descricao

Esse teste permite a classificagdo das MNT em micobactérias de crescimento len-
to ou rapido. No entanto, algumas espécies apresentam crescimento intermedidrio,
por isso a defini¢do de crescimento lento ou rapido é feita com base em trés testes’.
a) Determina¢iao do tempo de crescimento das coldonias em meio LJ.
b) Crescimento em meio de agar comum.

¢) Crescimento em meio de Sauton com acido picrico 0,2%.
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Procedimento para determina¢ao do tempo de crescimento das coldonias em meio L]
e Inocular um tubo de LJ, com uma gota da suspenséo bacteriana. Incubar por 15
dias a 36 £ 1°C.

Leitura e interpretacdo

e  Observar o crescimento ap6s sete dias de incubagdo e classificar em:
—  Crescimento rdpido: se houver crescimento abundante.
—  Crescimento lento: se nao houver crescimento.

Controles de referéncia para interpretacao do teste

e  Crescimento rapido: M. fortuitum (ATCC 6841).

e  Crescimento lento: M. avium (ATCC 25291) ou M. tuberculosis H37Ra (ATCC
25177).

Procedimento para determinagdo do crescimento em agar comum e meio contendo

acido picrico

1. Inocular, com pipeta Pasteur estéril, uma gota da suspensao bacteriana nos tubos
agar comum e Sauton com écido picrico.

2. Incubar por 15 dias a 36 + 1°C.

Leitura e interpretacao
e  Crescimento rdpido: crescimento nos dois meios.
e  Crescimento lento: auséncia de crescimento nos dois meios.

8.6.3 Teste de inibicao de crescimento em meio com NaCl 5%?*?°

Descricao

Algumas espécies de micobactérias sdo capazes de crescer em meio de cultura
contendo NaCl a 5%. A maioria das espécies de crescimento rdpido cresce nesse meio,
exceto M. chelonae, M. immunogenum e M. mucogenicum. Dentre as espécies de cres-

cimento lento somente o M. triviale cresce nesse meio.

Procedimento

1 Com pipeta Pasteur descartavel e estéril, inocular uma gota da suspensao bacte-
riana no inicio da superficie dos meios L] e LJ-NaCl. Incubar os tubos na posi¢ao
horizontal por 15 dias.

Leitura e interpretagao
e  Auséncia de crescimento: sensivel.
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e  Crescimento leve ou até 10 coldnias: +.

e  Crescimento médio de 11 a 100 colonias: ++.

e  Crescimento confluente ou acima de 100 colOnias: +++.

e  Comparar crescimento do tubo controle com o tubo com droga considerando o
namero de cruzes.

e  Sensivel: crescimento no tubo controle e nenhum crescimento no tubo teste.

e  Resistente: se houver crescimento semelhante, em cruzes, no tubo controle e teste.

Controles de referéncia para interpretagdo do teste
e  Sensivel: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).
e  Resistente: M. fortuitum (ATCC 6841), M. triviale (ATCC 15754).

8.6.4 Arilsulfatase 3 e 14 dias'

Descricao

A arilsulfatase é uma enzima capaz de hidrolisar a ligagdo entre o grupo sulfato e
o anel aromdtico em um composto dissulfato potdssico de fenolftaleina. A detecgao da
fenolftaleina liberada pela hidrdlise enzimdtica é evidenciada pelo desenvolvimento
da cor rosa ap6s adi¢do do carbonato de sédio. A intensidade da cor varia de acordo
com a espécie. E um teste util para identificagdo das espécies acromdgenas de cresci-
mento rapido e M. xenopi'.

Procedimento

1. Inocular 5 gotas da suspensdo bacteriana em cada um dos tubos: arilsulfatase 3 e
14 dias.
Incubar a 36 £ 1°C.

3. Apés 3 dias de incubagdo, adicionar 4 gotas da Solu¢do de Carbonato de sédio
2N ao tubo de 3 dias.

4. Ap6s 14 dias de incubacio adicione 4 gotas de Solugdo de Carbonato de sédio 2N
ao tubo de 14 dias.

Leitura e interpretacao

e  DPositivo: aparecimento de cor que varia do rosa ao vermelho. Anotar o resultado
em cruzes de acordo com a intensidade da cor.

e  Negativo: substrato permanecer incolor.

Obs.: Considerar positivo a partir do tubo 3+ da escala do Nitrato.
Controles de referéncia para interpretacao do teste

e  DPositivo: M. fortuitum (ATCC 6841), M. xenopi (ATCC 6841).
e Negativo: M. avium (ATCC 25291).
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8.6.5 Hidrolise do tween 800 '3

Descricao

O vermelho neutro ligado ao tween 80 adquire uma cor ambar. A hidrélise do
tween por uma esterase libera o vermelho que retorna a sua cor original. Esse teste é
util para identificagdo das espécies de crescimento lento.

Procedimento
1. Inocular 5 gotas da suspensdo bacteriana no tubo com o substrato do teste.
Incubar a 36 + 1°C por 10 dias.

Leitura e interpretagdo

e  Observar a mudanca de cor apds 5 e 10 dias.

e  DPositivo: alteragdo da cor do substrato de dmbar para rosa ou vermelho.
e  Negativo: sem alteracao da cor do substrato.

NOTA: é necessario que o meio mude de cor; se as colonias apre-
sentarem cor vermelha, mas o meio permanecer ambar, o teste é
considerado negativo.

Controles de referéncia para interpretagdo do teste
e  Positivo: M. kansasii (ATCC 12478).
e Negativo: M. avium (ATCC 25291).

8.6.6 p-Galactosidase® '°

Descricao

A B-galactosidase é uma enzima induzida, ou seja, é produzida somente quando
exposta ao substrato especifico. Sua agdo é especifica contra as galactosidases sim-
ples. Esse teste consiste na detec¢dao da enzima -galactosidase utilizando o composto
2-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (ONPG)™".

Procedimento
1. Inocular 5 gotas da suspensdo bacteriana no tubo com o substrato do teste.
2. Incubar a 36 * 1°C por sete dias.

Leitura e interpretacao

e  DPositivo: alteragdo da cor do substrato de incolor para amarelo.
e  Negativo: sem alteracao da cor do substrato.
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Controles de referéncia para interpretacao do teste
e  Positivo: M. chelonae (NCTC 946).
e  Negativo: M. avium (ATCC 25291).

8.6.7 Reducao do Telurito de Potassio* 1 13

Descri¢ao

A maioria das micobactérias pode reduzir o telurito de potéssio a telurito me-
télico em um cultivo liquido. A diferencga entre as espécies consiste na velocidade da
reducao. As espécies do complexo M. avium e as de crescimento rdpido sao capazes de
reduzir o telurito em trés dias*'® "3,

Procedimento
1. Inocular uma gota da suspensdo bacteriana no tubo contendo 2,5 ml de meio
Middlebrook 7H9.
Incubar a 36 £ 1°C por sete dias.
Apds sete dias adicionar 2 gotas da Solugdo de Telurito de potéssio.
Re-incubar a 36 + 1°C por mais trés dias.

Leitura e interpretacao

e  Observar a forma¢do de um precipitado preto metalico no fundo do tubo. Se
apos trés dias nao houver formagio do precipitado, incubar por mais 6 dias.

e  DPositivo: formagdo de um precipitado preto metélico no fundo do tubo.

e  Negativo: auséncia do precipitado. Algumas espécies podem produzir um preci-
pitado marrom que deve ser considerado negativo.

Controles de referéncia para interpretacao do teste
e  Positivo: M. avium (ATCC 25291).
e Negativo: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

8.6.8 Captacao do Ferro* 3

Descricao

Esse teste baseia-se na capacidade de algumas espécies de micobactérias em cap-
tar o Citrato férrico amoniacal e reduzi-lo a Oxido de ferro. E indicado para separar
M. chelonae de M. fortuitum®™ "

Procedimento

Inocular uma gota da suspensdo bacteriana no tubo contendo L] com Citrato
férrico amoniacal. Incubar a 36 + 1°C por duas semanas.
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Leitura e interpretacdo do teste produ¢ao de pigmento
e  DPositivo: colonias adquirem coloragdo marrom metélica escura.

e  Negativo: sem alteracdo de cor.

Controles de referéncia para interpretagdo do teste
e  Positivo: M. fortuitum (ATCC 6841).
e Negativo: M. chelonae (NCTC 946) ou M. abscessus (ATCC 19977).

8.6.9 Utilizacao dos Substratos Inositol, Manitol e Citrato de Soédio* 2°

Descri¢ao

Esses testes se baseiam na capacidade das MNT acromdégenas de crescimento ra-
pido de utilizarem diversas substancias como tinica fonte de carbono. E um teste Ttil
para diferenciacio entre M. fortuitum, M. peregrinum, M. chelonae, M. abscessus.

Procedimento

1. A partir da suspensdo bacteriana, preparar diluigdes seriadas em Agua destilada
estéril até que nao seja visivel turbidez.

2. Usar essa ultima dilui¢do para inocular 0,1 ml em cada um dos tubos com meio
com Citrato de sddio, inositol ou manitol e um tubo controle.

3. Incubara 36 + 1°C por 14 dias.

Leitura e interpretacao
e  Positivo: crescimento no tubo controle e nos meios testes contendo Citrato de
sddio, inositol ou manitol.

e Negativo: crescimento no tubo controle e auséncia de crescimento no meio teste.

Controles de referéncia para interpretagdo do teste

e Manitol positivo: M. smegmatis (ATCC 19420).

e Inositol positivo: M. smegmatis (ATCC 19420).

e  Citrato de sddio positivo: M. smegmatis (ATCC 19420).

8.7 Controle de qualidade interno

Todos os meios e reagentes utilizados no testes de identificagdio devem ser
submetidos ao CQI realizado pelo laboratério, em todo novo lote de meios e reagen-
tes, considerando os aspectos macroscépicos (cor, consisténcia, volume) e o controle

microbiolégico, de acordo as recomendagdes feitas no Capitulo 7.
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8.8 Identificacao molecular pelo Método Molecular
de PRA-hsp652°

Descri¢ao

O método de PRA-hsp65 (do inglés Polimerase Chain Reaction Restriction Analy-
sis of the gene hsp65) foi descrito por Telenti e col. em 1993. Esse método diferencia a
maioria das espécies de MNT, mas nao as do CMTB. Resumidamente, um fragmento
de 439 pb do gene hsp65 é amplificado pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
e digerido com duas enzimas de restri¢do, BstE II e Hae III. A determinagao da espé-
cie é possivel comparando os padroes de restricdo com um algoritmo. O algoritmo
apresentado neste manual consiste de um compilado de perfis publicados por Telenti
e col. (1993), ampliado por outros autores?”*** e disponivel na pégina eletrénica
http://app.chuv.ch/prasite/index.html).

Materiais
Equipamentos
e  Banho-mariaa 36 = 1°C e 59 + 1°C.
e CSB.
e  Microcentrifuga.
e  Micropipetas automaticas.
e  Sistema de gel eletroforese.
e  Sistema para documentag¢io de gel de agarose.
e  Termociclador.

Reagentes

e  Agarose ultrapura.

e  Enzimas de restricao Hae I1I e BstE 1.

e Agua ultrapura esterilizada do tipo Milli-Q.

e  Glicerol para biologia molecular esterilizado.

e  Marcador de peso molecular de 50 e 100 pb.

e  Oligonucleotideo iniciador TB11 (5-ACC AAC GAT GGT GTG TCC AT).

e  Oligonucleotideo iniciador TB12 (5’-CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT).

e  Deoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP).

e  Solucdo de arraste de Azul de bromofenol (Anexo 8.12.23).

e  Solu¢do de Brometo de etidio a 0,5% (Anexo 8.12.24). Manter em frasco
escuro.

e  Tag DNA polimerase.

e  Tampdo TBE 0,5x concentrado (Anexo 8.12.22).
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Insumos
e  Microtubos de polipropileno de 0,2 e 1,5 ml estéreis, livres de Dnase.
e Ponteiras com barreira estéreis.

Precaucoes

Para realiza¢do da reacdo de PCR sio necessdrias salas separadas para extracao
de DNA, preparagdo da mistura para PCR e adi¢gdo de DNA na reagio e eletroforese
dos produtos amplificados.

Extracao do DNA

1. Retirar uma al¢a cheia do crescimento bacteriano em meio sélido e colocar em
um microtubo contendo 500 pl de dgua ultrapura esterilizada.

2. Se for utilizar cultura em meio liquido, transferir 1,5 ml da cultura em um mi-
crotubo esterilizado, centrifugar a 12.000 x g por 5 minutos e ressuspender o
sedimento em 100 pl de dgua purificada do tipo Milli-Q esterilizada.

3. Aquecer por 20 minutos a 99°C em termobloco localizado dentro da CSB.
Congelar a -20°C. No momento de uso, descongelar, centrifugar brevemente e
usar 5 pl do sobrenandante.

Figura 3  Microtubo contendo uma alca de crescimento bacteriano em
500 ul de dgua ultrapura esterilizada

Fonte: CGLAB/DEVEP/SVS

Reacao em Cadeia da Polimerase do gene hsp65

1. Preparar a mistura de reagentes para a reagdo de PCR, descrita no quadro a se-
guir, em uma sala limpa ou em fluxo ldAminar utilizado para preparagdo da PCR.
Pré-incubar o glicerol em banho-maria a 36 + 1°C para facilitar a pipetagem.
Numerar os tubos testes, mantendo-os fechados até o momento de uso.
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ATENCAO: A mistura com os reagentes para a reacio de PCR pode
ser adquirida pronta necessitando apenas acrescentar o glicerol e
os iniciadores. Nesse caso, calcular a quantidade de acordo com as
recomendacoes do fabricante.

Mistura de reagentes para reacao de PCR

H,0 ultrapura estéril - 27,8 ul
Glicerol estéril 10% 5ul
Tampéo 10X 10x 5ul
Mgdl, 50 mM 1ul
DNTP (A, T, C, G) 1 mM 4.ul
Iniciador Tb11 25 pmoles/ul 1ul
Iniciador Th12 25 pmoles/ul 1ul
Tagq DNA polimerase 5 Ujul 0,2ul
Volume total - 45 pl

4. Distribuir 45 pl da mistura em cada tubo teste.
5. Em outra sala, acrescentar 5 pl do DNA preparado previamente.
6. Colocar os tubos em um termociclador programado com os ciclos abaixo.

Ciclos programados em um termociclador

45 ciclos:

Desnaturagao 94°C 1 minuto
Anelamento 60°C 1 minuto
Extensao 72°C 1 minuto
Extensao final 72°C 10 minutos

Eletroforese para confirmar a amplificacao

1. Preparar um litro de tampao TBE 0,5 x ou volume necessdrio para preparar o gel
de agarose e encher a cuba de eletroforese.

2. Preparar o gel de agarose a 1% em tampao TBE 0,5 x. Misturar e dissolver a aga-
rose em forno de microondas. Deixar esfriar até + 50-60°C, distribuir na bandeja
do sistema de eletroforese e colocar o pente. Quando a agarose estiver solidifi-
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cada, colocar a bandeja na cuba de eletroforese, cobrir com tampao TBE 0,5 x e
retirar o pente.

3.  Em microtubos esterilizados de 1,5 ml, pipetar 5 pl do produto amplificado,
acrescentar 2 pl da Solugdo de arraste em todos os tubos.
Aplicar o produto amplificado nos orificios do gel de agarose.
Incluir em uma das linhas um marcador de 100 pb.
Iniciar a eletroforese a 5 V/cm até que o marcador azul da Solugdo de arraste
atinja o final do gel.

Colorag¢ao do gel com brometo de etidio

ATENCAO: O Brometo de etidio é cancerigeno e deve ser manusea-
do com muito cuidado, usando luva e avental.

Todos os géis corados com Brometo de etidio e a solucao que nao
for mais ser usada deverao ser descartados como residuo quimico
ou tratados antes de serem desprezados.

1. Em uma cuba com tampa, colocar um litro de Agua destilada e 1-2 gotas da
Solu¢io estoque do Brometo de etidio 0,5%.

2. Incubar o gel na Solu¢do de Brometo de etidio por 10 minutos e depois coloca-lo
em uma cuba contendo dgua, para remogao do excesso de Brometo de etidio, por
mais 10 minutos. Observar sobre luz UV e documentar com sistema fotogréfico.
As amostras que apresentarem amplificagdo deverdo ser digeridas com as enzi-
mas de restri¢io Hae I1I e BstE I1.

Digestdo dos produtos amplificados

1. Numerar em duplicata microtubos de 1,5 ml estéreis e deixd-los fechados até o
momento do uso.

2. Em dois microtubos, preparar as misturas abaixo, utilizando o célculo para o

numero de rea¢des que serdo realizadas.

Reagentes

Tampéo 10x 1,5 ul 1,5 pl
Agua 8,5 pl 7,5 pul
Enzima 1ul 1l
Produto do PCR 4ul 5ul
Volume total 15ul 15 pl
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3. Incubar os tubos BstE II em banho-maria a 59 + 1°C por 3 horas.
4. Incubar os tubos Hae Il a 36 = 1°C por 3 horas.

Eletroforese dos produtos digeridos

1. Preparar o gel de agarose a 3%.

2. Misturar e dissolver a agarose em forno de microondas como descrito acima

3. Deixar esfriar até £ 50-60°C e distribuir na bandeja do sistema de eletroforese e
colocar o pente.

4. Quando a agarose estiver solidificada, colocar na cuba de eletroforese e cobrir
com tampao TBE 0,5x. Retirar o pente.

5. Acrescentar 5 ul da Solug¢do de arraste em todos os tubos com 15 ul do produto
digerido e aplicar nos orificios do gel de agarose conforme descrito abaixo.

6. No primeiro orificio aplicar marcador de 50 pb (M), seguida pelas amostras di-
geridas com BstE II. No préximo orificio aplicar novamente o marcador de 50pb
seguida pelas amostras digeridas com a enzima Hae III e no altimo orificio mar-
cador de 50 pb.

Exemplo:
BstE Il Hae IlI
M 1 2 3 4 5 M 1 2 3 4 5 M

7. Iniciar a eletroforese a 5 V/cm (entre os eletrodos) até que o marcador azul da
Solugio de arraste atinja o final do gel.

Colora¢ao com Brometo de etidio

1. Incubar o gel na Solu¢io de Brometo de etidio, preparada como descrito ante-
riormente, por 10 minutos e depois em dgua por 10 minutos.

2. Observar sobre luz UV e documentar com sistema fotografico.

Leitura e Interpretagao

1. Determinar o tamanho dos fragmentos obtidos, baseando-se no marcador de
50 pb aplicado em ambas as laterais e no meio do gel. Figura 4.

2. Anotar os resultados e comparar com o algoritmo descrito a seguir.
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Figura 4. Gel de agarose contendo perfis de PRA apés digestao com
as enzimas de restricao BstE |l e Hae lll. Linhas 1, 16 e 31 =
Marcador de peso moelcular de 50pb. Amostras 2-15 digeridas
com BstE Il e amostras 17-30 digeridas com Hae lll.
BstE |l Haelll

l 1234 5 67 8 910111213 14 151617 1819 2021 22 2324 252627 2829 30 31

Fonte:  Fotografia cedida por Erica Chimara

Controle de qualidade interno do método de PRA-hsp65

a) Controle de qualidade da dgua purificada do tipo Milli-Q.

Esterilizar em autoclave a dgua a ser utilizada na extragdo do DNA e na reagdo
do PCR. Fazer aliquotas de 500 pl em microtubos esterilizados em autoclave.
Registrar e dar nimero ao lote conforme as regras da qualidade do laboratério.
Antes de utilizar esse lote nas extra¢des de DNA e na PCR, realizar uma reagao de
PCR com um controle positivo contendo DNA e duas reacdes de controle negati-
vo contendo amostra desse lote de dgua. Se ndo houver amplificagao do controle
negativo, esse lote de dgua estd aprovado para uso.

b) Controle da reagdo de PCR. A PCR, por ser um método bastante sensivel, exige
muitos cuidados para prevenc¢do de contamina¢do da rea¢do com produto de
PCR de reagdes anteriores. Esse controle é muito importante para monitoramen-
to de resultados falso positivos. Por essa razdo, deve-se incluir em toda reagdo um
tubo com os reagentes da rea¢do e ao invés do DNA acrescentar dgua purifica-
da do tipo Milli-Q esterilizada. Caso ocorra amplificagdo do controle contendo
dgua, toda reacdo deverd ser repetida. Nesse caso, deve-se rever todo processo
para identificar a origem da contaminagao.

¢) Controle da digestdo enzimética. O controle da efetividade das enzimas de res-
tricao utilizada deve ser feito incluindo na rea¢do de PCR uma amostra de DNA
de uma cepa de referéncia com padrio de restri¢do conhecido. Incluir o produto
da amplifica¢ido dessa cepa na etapa da digestdo enzimdtica e aplicd-la no dltimo
orificio do gel de eletroforese. Se o padro de restri¢do ndo corresponder ao espe-
rado, essa etapa devera ser repetida com um novo lote da enzima de restri¢ao.
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d) Controle da eletroforese e coloragdo com Brometo de etidio. Para o controle da
coloragdo dos produtos amplificados ou digeridos e da eletroforese, aplicar no
altimo orificio do gel, um marcador de peso molecular de 50 ou 100 pb. A nao
visualiza¢do do marcador ap6s a coloragao indica que o processo de coloragdo
nio foi adequado. Nesse caso, pode se preparar uma nova Solu¢do de Brometo de
etidio e repetir a coloragao.

A eletroforese estard aprovada se todas as bandas do marcador de peso molecular fo-
rem visualizadas separadamente no gel de agarose, como indicado pelo fabricante.

Tratamento de géis e da Solu¢ao de Brometo de etidio™
Os géis corados e a Solugdo de Brometo de etidio podem ser descartados seguin-

do as normas de descarte de residuos quimicos ou fazer a descontamina¢io no pré-

prio laboratério, com Permanganato de potdssio. A solu¢do corante pode ser inativa-
da com carvio ativado. Proceder separadamente a inativagdo do Brometo de etidio
contido nos géis e na solu¢do de coloragdo.

1. Colocar os géis ou a Solu¢do de Brometo de etidio em um Becker de 1000 ml.
Quando o volume atingir a metade do recipiente acrescentar um pouco de dgua
para reduzir a concentracio do Brometo de etidio.

2. Adicionar um volume de 0,5 M de Permanganato de potdssio (KMnO,) (Anexo
8.12.25).

3. Misturar cuidadosamente e, entdo, adicionar um volume de HCI 2,5 N (Anexo
8.12.26). Deixar a solu¢do em repouso por varias horas.

4. Adicionar um volume de NaOH 2,5 N (Anexo 8.12.27). Misturar cuidado-
samente.

5. Descartar a solu¢do na pia e os géis no lixo hospitalar.

Inativacao da solu¢ao de BrEt com carvao ativado

1. Em uma garrafa rotulada, colocar um funil de vidro com filtro de papel e um
pouco de carvao ativado.

Umedecer levemente o carvdao com agua.

Verter a solugdo corante cuidadosamente.

O liquido recolhido na garrafa deve ser desprezado na pia.

Abrir a torneira e deixar a dgua correr por alguns segundos.

O filtro com o carvio ativado pode ser utilizado 2 a 3 vezes.

Se o liquido filtrado apresentar coloragéo, o carvdo devera ser trocado.

® N U »N

O filtro com o carvao ativado deve ser colocado dentro de um saco de autoclave
e embalado em uma caixa de papelao.

9. Fechar e rotular a caixa e descartar de acordo com as normas de descarte de resi-
duos quimicos.
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Algoritmo dos perfis de restricao de 441 pb do gene hsp65 digeri-
dos com as enzimas BstE Il e Hae Il

BstEll
440

130
320

115
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EE
170-130
160 -90 - 60
160 - 85-55
145-130
145-130
140 - 55 -50
130-115-70-60
130-105-70
200-70-60-55
200-60-55-50
160-110
145-70 - 60 - 55
140 -130-50
140 -95 - 80
140 - 65 - 60
185-140
180-130
170 -140
145 -130
145-130-50
145-130
140 -90 - 60
140 -90 - 60
140 -90 - 60
140 -60-50
130-115-60
130-110-70-60
130-95-75-60
125-105

Espécie
M. triviale 1
M. vaccae 1
M. flavescens 3
M. lentiflavum 1
M. simiae 5
M. flavescens 1
M. aurum 2
M. szulgai 1
M. immunogenum 2
M. chelonae 1
M. haemophilum 1
immunogenum 1
elephantis 1
cosmeticum 1
mucogenicum 1
terrae 2
terrae 1
neoaurum 1
simiae 4
triplex 1
lentiflavum 2
chitae 1
nonchromogenicum 2
M. mucogenicum 3
M. terrae 3
M. gordonae 4
M. gordonae 8
M. kansasii 5
M. genavense 1
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130/85

235

120

Fonte:

100

85

175-80
160 - 90 - 60
145-140-100 - 60
145-130
145-130
145-125-60
145-125-60
145-125-60
140-105-70
140-120-95
130-105-80
130-105-70
130-105
130-105-70
130-95-70

160 -115-60
155-110

160 - 105 - 60
145-130
145-130-60

145 -105-80
140 - 60
130-115
130-110-95
215-110
160-115-60
165-105-60
150-130-70

145 -60 - 55
145-120-60-55
145-120-60-55
140 -125-60-55
140 - 125 -60-50
135-90 -85
130-115-75-60
130-95

Prasite http://app.chuv.ch/prasite/index.html
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M. aurum 1

M. monacense

M. peregrinum 3

M. simiae 3

M. Sherrisii 1

M. smegmatis 1

M. wolinski 1

M. mageritense 1

M. shimoideij 1

M. gordonae 6

M. celatum 2

M. gastri 1

M. kansasii 2

M. kansasii 6

M. kansasii 3

M. gordonae 9

M. gordonae 7

M. heckeshornense 1
M. lentiflavum 3

M. intracellulare 1
M. malmoense 1

M. hibernae 1

M. gordonae 3

M. gordonae 10

M. gordonae 2

M. gordonae 1

M. xenopi 1
Complexo M. tuberculosis 1
M. nonchromogenicum 1
M. fortuitum 1

M. fortuitum sub.acetamidolyticum
M. farcinogenes 1
M. senegalense 1

M. fortuitum 3

M. kansasii 4

M. lentiflavum 4

8.9 Testes fenotipicos e moleculares combinados

Descricao

Tanto o método fenotipico como o PRA-hsp65 apresentam algumas limitacoes.

As principais limitacdes do método fenotipico consistem na demora para obtengdo

de resultados e a dificuldade de diferencia¢do de diversas espécies. Alguns testes bio-

quimicos podem apresentar resultados duvidosos, mesmo utilizando-se controles de
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qualidade adequados. Para obtencao do resultado final de identificagdao pelo método

fenotipico, deve-se considerar o conjunto de todos os testes.

As principais limitagdes do método de PRA-hsp65 consistem no fato de que algu-
mas espécies apresentam perfil de PRA ainda ndo descrito na literatura ou um perfil
de PRA compartilhado por mais de uma espécie.

Por isso, a combinac¢io de ambos facilita e evita alguns erros na identificagdo de
espécies (Figura 1).

Para nao causar uma demora no resultado, recomenda-se realizar simultanea-
mente o PRA-hsp65 e alguns testes fenotipicos, de acordo com os passos abaixo.

1) Avaliacio das caracteristicas culturais como morfologia e pigmentagao das colo-
nias (cultura original).

2) Avalia¢do microscépica da morfologia dos bacilos (cocobacilos, bacilos curtos,
longos, formacdo de corda).

3) Preparo da suspensio bacteriana para indculo nos testes: a) inibicdo de cresci-
mento em meio contendo PNB, NaCl 5%, acido picrico; b) crescimento em meio
de agar comum; c) avaliagdo das temperaturas de crescimento e pigmentagao.

4)  Extra¢io do DNA bacteriano e PRA-hsp65.

Interpretagdo dos resultados

O resultado da identificacdo podera ser liberado se a espécie identificada pelo
PRA apresentar as caracteristicas culturais (morfologia e pigmenta¢do) compativeis
com a tabela de identificacdo fenotipica. Caso os resultados ndo sejam compativeis,
aguardar o resultado das provas em andamento e se for necessrio, realizar outras
provas ou encaminhar a cultura para um Laboratdrio de Referéncia (LR).

A cultura mista composta por duas espécies de micobactérias causa erros na
identificagdo. As vezes, mas nem sempre, a presenca de duas espécies pode ser detec-
tada pelo PRA ou nas subculturas em L]. Nesse caso, a cultura deve ser subcultivada a
partir de dilui¢cdes da suspensdo bacteriana, a fim de se obter colonias isoladas. Repe-
tir novamente todo o processo a partir das subculturas das colonias isoladas.

Em alguns casos, mesmo utilizando varios métodos fenotipicos e moleculares
nao se chega a uma identificagdo conclusiva. Nesse caso, pode se liberar o resultado
baseado na classifica¢ao de Runyon. Vale lembrar a importancia da manutencao das
cepas congeladas para eventuais repeti¢oes dos testes.

Secretaria de Vigilancia em Saude/MS 307



Capitulo 8 - Identificagao de Micobactérias

Figura5 Fluxograma para identificacdo de micobactérias pela
combinacao de métodos fenotipicos e moleculares

I Cultura de BAAR I

Formagao de corda negativa

Formacao de corda positiva
Coldnias acromdgenas ou pigmentadas

Colonias acromégenas

Complexo M. tuberculosis

I MNT |

Testes fenotipicos para
diferenciacao das espécies CMTB PRA-hsp65

—| Espécie de MNT

Avaliar a compatibilidade com
L—— as caracteristicas culturais e
pigmentagao das col6nias

Liberar o resultado e se
necessario realizar testes
fenotipicos para diferenciagao

das espécies do CMTB
—| Novo perfil de PRA

Resultado = grupo de
'—— Runyon ou encaminhar para
Laboratério de Referéncia

—| Cultura mista

Isolamento das
colénias PRA-hsp65

8.10 Consideragoes sobre critérios para diagnostico de
doenca causada por MNT

O diagnoéstico de doenga por MNT exige muita cautela, pois o seu isolamen-
to a partir de espécimes clinicos ndo estéreis pode significar colonizag¢do transitdria
ou contaminac¢io. A American Thoracic Society recomenda que o diagndstico dessas
doengas seja feito com base em uma série de critérios bacteriolégicos, clinicos e radio-
l6gicos®. Por essa razao, a correlagio clinico-laboratorial é de fundamental importan-
cia para o estabelecimento do diagndstico de doenga por MNT e para determinagao
da estratégia terapéutica.
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8.12 Anexos do capitulo

8.12.1 Meio de Lowenstein Jensen com hidrazida do acido 2-tiofeno
carboxilico (TCH) na concentracao final de 5 yg/m
Pesar 50 mg de TCH e adicionar a 5 ml de Agua destilada estéril. Transferir 1 ml
dessa solugdo para um tubo com 9 ml de Agua destilada estéril. Adicionar 1 ml dessa
solucdo a 100 ml meio LJ. Distribuir 3 ml em tubos com tampa de rosca 12 x 120 mm.
Coagular o meio, colocando os tubos inclinados, a 85°C por 45 minutos. Incubar a
36°C + 1°C por 24 horas para a prova de esterilidade. Validade: 2 meses.

8.12.2 Meio de Lowenstein Jensen com estreptomicina (SM) na
concentracao final de 2 pg/ml
Pesar 0,1 g de SM e dissolver em 10 ml de Agua destilada estéril. Transferir 1 ml
dessa solugdo para um tubo com 9 ml de Agua destilada estéril. Adicionar 0,2 ml dessa
dilui¢do em 100 ml de meio LJ. Distribuir 3 ml de meio em tubos de rosca 12 x 120
mm. Coagular o meio, colocando os tubos inclinados a 85°C por 45 minutos. Incubar
a 36°C + 1°C por 24 horas para a prova de esterilidade. Validade: 2 meses.

8.12.3 Meio de Lowenstein Jensen com cicloserina (CS) na
concentracao final de 20 uyg/ml
Pesar 0,1 g de CS e dissolver em 10 ml de Agua destilada estéril. Adicionar 0,3 ml
dessa solu¢ao em 100 ml de meio LJ. Distribuir 3 ml em tubos de rosca 12 x 120 mm.
Coagular o meio, colocando os tubos inclinados a 85°C por 45 minutos. Incubar a
36°C + 1°C por 24 horas para a prova de esterilidade. Validade: 2 meses.
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8.12.4 Meio de Kirchner com 0,1% de Agar

Fosfato dissédico (Na,HPO,12H,0) 19,09
Fosfato monopotassico (KH,PO,) 259
Asparagina 509
Citrato trissddico 259
Sulfato de magnésio (MgS0,7H,) 069
Glicerol 20,0 ml
Solucéo aquosa de vermelho fenol 0,4% (P/V) 3,0 ml
Agar 1.09
Agua destilada g.s.p. 1000 ml
pH7,4-7,6

Aquecer para dissolver os reagentes e ajustar o pH. Distribuir 10 ml em tubos 20 x 100 mm. Esterilizar em
autoclave a 115°C por 10 minutos. Manter em geladeira. No momento de uso adicionar em cada tubo 1
ml de soro de cavalo estéril ou o enriquecimento Middlebrook OADC. Validade: 2 meses.

8.12.5 Meio para o teste da pirazinamidase

Meio de Dubos desidratado 6,59
Agua destilada 1000 ml
Pirazinamida 01g
Piruvato de sédio 209
Agar 159

Dissolver o meio desidratado de Dubos em Agua destilada; adicionar a pirazinamida, o piruvato de

sodio 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. Incubar a 36 £ 1°C por 24 horas para a prova de esterilidade. Conservar em
geladeira. Validade: 2 meses.

8.12.6 Solucao de Sulfato Ferroso Amoniacal a 1%

Preparar a solu¢ao no momento de uso. Dissolver 0,1 g de Sulfato Ferroso amo-
niacal em 10 ml de Agua destilada estéril. Para facilitar o trabalho, aliquotas de 0,1
gramas de Sulfato Ferroso amoniacal podem ser estocadas e colocadas em tubos es-
téreis de 16 x 125 mm com tampa de rosca. No momento de uso é s6 adicionar 10 ml
de Agua destilada estéril.
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8.12.7 Substrato de nitrato de sédio 22 mM, pH 7,0

Nitrato de sédio (NaNO,) 0,859
Fosfato dipotassico (KH,PO,) 1179
Fosfato dissédico (Na,HPO,12H,0) 4,859
Agua destilada 1000 ml

Ajustar o pH 7,0. Distribuir em varios frascos ou baldes. Esterilizar em autoclave a 121°por 15 minutos.
Validade: 6 meses sob refrigeracao.

8.12.8 Reagentes de revelacao do teste reducao do nitrato

Reagente A
HCl 50 ml
Agua destilada estéril 50 ml

Atencao: Adicionar lentamente o HCl na agua, nunca adicione agua ao acido.
Validade: 2 meses sob refrigeracao

Reagente B
Sulfanilamida 029
Agua destilada estéril 100 ml
Validade: 2 meses sob refrigeracao. Descartar se o reagente apresentar mudanca de cor ou formacao de
precipitado.

Reagente C
Hidrocloridrato N-naftiletilenodiamina 0,19
Agua destilada estéril 100 ml

Validade: 2 meses sob refrigeracao. Descartar se o reagente apresentar mudanca de cor ou formacao de
precipitado

Escala padrao de cores para leitura do teste de redugao do nitrato

Preparar as seguintes solugdes estoque:
1 — Fosfato dissddico 0,067 M

Fosfato dissédico (Na,HPO,) 0959

Agua destilada estéril g.5.p 100 ml

2 — Fosfato monopotdssico 0,067 M
Fosfato monopotassico KH,PO, 0919

Agua destilada estéril g.5.p 100 ml
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3 — Fosfato trissddico 0,067 M
Fosfato trissédico (Na,PO,12H,0) 2,55¢

Agqua destilada estéril q.s.p 100 ml

4 — Fenolftaleina 1%
Fenolftaleina 109

Alcool etilico 95° 100 ml

5 — Azul de bromotimol 1%
Azul de bromotimol 1,09

Alcool etilico 95° 100 ml

6 — Azul de bromotimol 0,01%

Solucéo estoque 5 1,0 ml
Agua destilada estéril 100 ml
Substrato:

Solucéo estoque 1 35 ml
Solucao estoque 2 5 ml
Solucéo estoque 3 100 ml
Procedimento

Colocar numa estante 8 tubos com tampas de rosca 12 x 120 mm e numerda-los
de 1 a 8. Distribuir 2 ml do substrato nos tubos 2 a 8.

Escala:

Substrato 10 ml
Solucéo estoque 4 0,1 ml
Solucao estoque 6 0,2 ml

Transferir 2 ml desta solugéo 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 deste Ultimo tubo. Descartar os tubos de n° 4 e n°® 7. Esterilizar em autoclave por 15 minutos a
121°C. Lacrar e conservar em geladeira.

A escala padréao de leitura para o teste de redugdo do nitrato vai da cor rosa pélido a vinho e corresponde
a:

e o o o o o

=

o

o

=]

°

w
A~~~ S~ o~
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8.12.9 Solucao de Uréia-indol para o Teste da Uréase (pH final 7,0)

L-triptofano 3¢
Fosfato dipotassico (KH,PO,) 19
Fosfato monopotassico (K,HPO,) 19
Cloreto de sédio (NaCl). 59
Alcool etilico 95° 10 ml
Solucéo de vermelho de fenol 0,2% 12,5 ml
Solucéo de uréia 20% estéril 100 ml
Agua destilada 900 ml

Dissolver os componentes (exceto a solucao de uréia) aquecendo levemente sem ferver. Deixar esfriar

e ajustar o pH para 7,0. Filtrar em papel de filtro, distribuir em frascos de 50 ml, lacrar e identificar.
Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minptos. Ap0s esfriar, adicionar, com assepsia, 100 ml de solucao
de uréia 20% (20 g de uréia em 100 ml de Agua destilada, esterilizar por filtragdo com membrana de 0,22
). Distribuir 1,5 ml em tubos estéreis de 12 x 120mm com tampa de rosca. Conservar em geladeira ao
abrigo da luz. Validade: 2 meses.

8.12.10 Meio agar comum

Preparar o agar comum de acordo com recomendag¢des do fabricante. Distribuir
4 ml em tubos com tampa de rosca (12 x 120 mm). Esterilizar em autoclave a 121°C,
por 15 minutos. Inclinar os tubos em bandejas até solidificacdo. Incubar a 36 £+ 1°C
por 24 horas para a prova de esterilidade. Validade: 2 meses.

8.12.11 Meio de Sauton com Acido Picrico 0,2% (pH final 7,0)

Glicerina 6 ml
KH,PO, 019
MgsS0,.7H,0 01g
Acido citrico 049
Citrato férrico amoniacal 0,01g
Glutamato de sédio 08g
Agar 49
Acido picrico 0449
Agua destilada 194 ml

Dissolver os componentes, exceto o agar, por aquecimento. Resfriar e ajustar o pH com KOH 10% para
7,0. Acrescentar o agar e levar ao fogo para fundir. Distribuir 3 ml em tubo 12 x 120 mm, com tampa de
rosca. Esterilizar em autoclave a 121° C, por 15 minutos. Inclinar os tubos em bandejas até solidificacao.
Realizar o teste de esterilidade, colocando os meios na estufa a 36 + 1°C por 24 horas. Validade 2 meses
sob refrigeracdo.
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8.12.12 Meio de LJ com Cloreto de s6dio 5%
Base de LJ 200 ml

Cloreto de sodio 109

Adicionar o cloreto de sédio na base de LJ e misturar bem. Colocar os tubos inclinados no coagulador a
80-85°C por 45 minutos. Realizar o teste de esterilidade, colocando os meios ja coagulados na estufa a 36
= 1°C por 24 horas. Validade 2 meses sob refrigeracao.

8.12.13 Substrato para o Teste da Arilsulfatase 3 e 14 dias

Meio liquido

Preparar em duas garrafas ou baldes os seguintes meios:

e 180 ml de meio liquido Dubos (ou Middlebrook 7H9) — teste dos 3 dias.

e 180 ml de meio liquido Dubos (ou Middlebrook 7H9) — teste dos 14 dias.
Esterilizar em autoclave por 15 minutos a 121°C. Ap6s o resfriamento, adicio-

nar 20 ml de enriquecimento Bacto Dubos Medium Albumin (ou o enriquecimento

Middlebrook ADC) em cada um.

Solugdo substrato 0,08 M de dissulfato tripotassico de fenolftaleina
Dissulfato tripotéssico de fenolftaleina 2,69
Agua destilada estéril 50 ml

Esterilizar por membrana filtrante de 0,22 um. Validade: 3 meses sob refrigeracao.

Meio para o teste de 3 dias
Meio liquido Dubos ou Middlebrook 7H9 180 ml
Solucdo de dissulfato tripotéssico de fenolftaleina 0,08 M. 2,5 ml
Distribuir 2 ml em tubos de 12 x 120 mm com tampa de rosca, estéreis. Identificar os tubos (A3) dias.
Validade: 2 meses sob refrigeracao.
Meio para o teste de 15 dias
Meio liquido Dubos ou Middlebrook 7H9 180 ml
Solucéo de Dissulfato Tripotassico de Fenolftaleina 0,08 M. 7,5 ml
Distribuir 2 ml em tubos de 12 x 120 mm com tampa de rosca, estéreis. |dentificar os tubos (A15) dias.
Validade: 2 meses sob refrigeracao.
8.12.13.1 Solucao Reveladora — Carbonato de Sédio 2 N
Carbonato de sédio anidro (Na,CO,) 10,6 g
Agua destilada estéril 100 ml

Validade: 3 meses a temperatura ambiente
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8.12.14 Solucao Substrato para Teste do Tween 80

Tampéo Fosfato 0,067 M, 100 ml
Tween 80 0,5 ml
Solugao aquosa de vermelho neutro a 0,1%. 2ml

Adicionar o Tween 80 no Tampao Fosfato até completa dissolucdo, 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 apds a esterilizagdo. Manter em geladeira ao abrigo da luz
envolvido em papel aluminio. Validade: 2 semanas.

Tampao Fosfato 0,067 M —pH 7,0

Solugdo A — Fosfato de sédio M/15

Fosfato de sédio (Na,HPO,) 9,47 g
Agua destilada 1000 ml
Dissolver o sal na agua, esterilizar em autoclave a 121°C por 20 minutos. Validade 6 meses.

Solugdo B — Fosfato de Potassio M/15

Fosfato de potassio (KH,PO,) 9,07 g
Agua destilada 1000 ml
Dissolver o sal na agua, esterilizar em autoclave a 121°C por 20 minutos. Validade 6 meses.

Tampao Fosfato 0,067 M — pH 7,0

Solugéo A 61,1 ml
Solucéo B 38,9 ml

Ajustar o pH da solucao final para 7,0. Validade 6 meses.

8.12.15 Meio de Dubos modificado para o Teste da p-galactosidase

Sulfato de s6dio (Na,SO,) 2,489
Fosfato monopotassico (KH,PO,) 109
Asparagina 209
Citrato de s6dio (C;H,Na,0,.2H,0) 159
Sulfato de magnésio (MgS0,.7H,0) 069
Solucéo tween 80 10% 5,0 ml
Agua destilada g.s.p. 1000 ml

Dissolver todos os reagentes na agua. Preparar aliquotas de 100 ml. Esterilizar em autoclave a 115°C por
15 minutos. Manter em refrigerador. Validade: 3 meses.

Substrato para B-galactosidase

Dissolver 0,1g de 2-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo em 20 ml do meio de Dubos modificado esterilizado.
Esterilizar por membrana filtrante de 0,22 um. 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 em
tubos estéreis de 12 x 120 mm com tampa de rosca. Manter em refrigerador. Validade: uma semana.

318 Secretaria de Vigilancia em Saude/MS



Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras Micobactérias

8.12.16 Solucao de Telurito de Potassio 0,2%
Telurito de potassio 01¢g
Agua destilada 50 ml

Preparar aliquotas de 2 ml em tubos com tampa de rosca. Esterilizar em autoclave a 115°C por 15
minutos. Validade 2 meses sob refrigeracao.

8.12.17 Meio base para os Testes de Utilizacao de Inositol, Manitol,
Citrato de Sédio

Sulfato de aménio (NH,),SO, 1,059
Fosfato de potassio (KH,PO,) 02g
Sulfato de magnésio (MgSO,.7H,0) 02g
Agar &g
Agua destilada 400 ml

Dissolver em Agua destilada todos os ingredientes. Aquecer até completa dissolucao do agar. Dividir em
quatro aliquotas de 100 ml. Ajustar o pH para 7,0 em duas aliquotas e pH 7,2 em outras duas. Esterilizar
em autoclave a 121°C, por 20 minutos.

Validade 2 meses a temperatura ambiente.

8.12.18 Meio Controle - pH 7,0
Meio base pH 7,0 100 ml

Distribuir 3 ml em tubos 12 x 120 mm com tampa de rosca estéreis. Deixar o meio se solidificar com os
tubos em posicao inclinada. Validade 2 meses sob refrigeracéo.

8.12.19 Meio com Citrato de Sédio - pH 7,0
Meio base pH 7,0 100 ml
Solucéo de citrato de sodio 5ml
Fundir o meio base em forno de microondas ou em banho-maria até a temperatura aproximada de 56°C.
Adicionar assepticamente 5 ml da solucao de citrato de sddio, preparada previamente. Distribuir 3 ml em

tubos estéreis 12 x 120 mm com tampa de rosca estéreis. Deixar o meio se solidificar com os tubos em
posicdo inclinada. Validade 2 meses sob refrigeracao.

8.12.20 Meio com Manitol - pH 7,2
Meio base pH 7,2 100 ml
Solucéo de Manitol 5ml
Fundir o meio base em forno de microondas ou em banho-maria até a temperatura aproximada de 56°C.
Adicionar assepticamente 5 ml das Solucdo de Manitol, preparada previamente. Distribuir 3 ml em tubos

estéreis 12 x 120 mm com tampa de rosca estéreis. Deixar o meio se solidificar com os tubos em posicao
inclinada. Validade 2 meses sob refrigeracéo.
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8.12.21 Meio com Inositol- pH 7,2
Meio base pH 7,2 100 ml
Solucéo de inositol 5ml
Fundir o meio base em forno de microondas ou em banho-maria até a temperatura aproximada de 56°C.
Adicionar assepticamente 5 ml das Solucdo de Inositol preparada previamente. Distribuir 3 ml em tubos

estéreis 12 x 120 mm com tampa de rosca estéreis. Deixar o meio se solidificar com os tubos em posicéo
inclinada. Validade 2 meses sob refrigeracéo.

Solugdo de Inositol ou Manitol 0,5%
Inositol ou manitol 159
Agua destilada estéril 15 ml
Dissolver o inositol ou manitol em agua. Filtrar em membrana 0,22 um.
Manter em frasco bem vedado, para evitar evaporacdo. Validade 6 meses sob refrigeracao.

Solugdo Citrato de Sédio 0,6%
Citrato de sodio 189
Agua destilada estéril 15 ml
Dissolver o Citrato de s6dio em agua. Filtrar em membrana 0,22 um.

Manter em frasco bem vedado, para evitar evaporacdo. Validade 6 meses sob refrigeracao.

8.12.22 Tampao TBE 10X (pH 8,0)

Tris base 107,89
Acido bérico 55,09
EDTA 2H,0 749
Agua destilada 1000 ml

Ajustar o pH. Validade: 6 meses a temperatura ambiente
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8.12.23 Tampao de Arraste

Ficoll 159
Azul de bromofenol 0,025¢g
Agua destilada estéril 10 ml

Dissolver os reagentes em dgua. Manter em frasco escuro.Validade: 6 meses a temperatura ambiente.

8.12.24 Solucao de Brometo de Etidio

Brometo de etidio 50 mg
Agua destilada esterilizada 10 ml
Diluir o brometo de etidio em Agua destilada. No momento de uso, diluir duas a trés gotas desta solucio

em dois litros de Agua destilada. Manter em frasco escuro.Validade: 1 ano a temperatura ambiente.

OBS. O Brometo de etidio é cancerigeno e deve ser manuseado com cuidado, utilizando todos os
EPIs.

8.12.25 Solucao de Permanganato de Potassio 0,5 M
Permanganato de Potassio (KMnO,) 79,02 g

Agua destilada estéril g..p. 1000 ml
Dissolver 0 KMnO, na dgua. Validade: 6 meses a temperatura ambiente.
8.12.26 Solucao de HCI 2,5 N
Acido cloridrico PA. 207 ml
Agua destilada estéril g..p. 1000 ml
Lentamente adicionar o acido cloridrico na agua destilada. Validade: 6 meses a temperatura ambiente.
8.12.27 Solucao de NaOH 2,5 N
Hidroxido de sddio (NaOH) PA. 100 g
Agua destilada estéril g.s.p. 1000 ml

Dissolver o NaOH na agua. Validade: 6 meses a temperatura ambiente.
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9.1 Descricao

O Teste de Sensibilidade (TS) é o exame laboratorial realizado para detectar a
resisténcia/sensibilidade dos isolados de M. tuberculosis as drogas utilizadas no tra-
tamento da tuberculose. Resisténcia as drogas antituberculose é definida pelos resul-
tados dos testes bacteriol6gicos, como a diminui¢do da sensibilidade in vifro de um
isolado de M. tuberculosis comparado a um isolado que nunca entrou em contato com
adroga'.

Os casos de tuberculose resistentes as drogas tém aumentado em todo o mun-
do e constituem atualmente um grave problema, associados aos fatores relacionados
com o paciente, com o sistema de saide e com os fatores contextuais. Em muitos
paises, os fatores que afetam negativamente o Programa de Controle da Tubercu-
lose (PCT) incluem a falta de um esquema terapéutico padronizado, a deficiéncia
na sua implementacdo e manutencio, escassez no fornecimento das drogas em éreas
com inadequados recursos ou instabilidade politica. O uso de drogas antituberculose
de baixa qualidade é uma preocupacao adicional. O desenvolvimento de resisténcia
pode envolver também uma sele¢do inapropriada do esquema terapéutico, algumas
vezes devido ao desconhecimento de um tratamento anterior, a ignorancia sobre a
importancia de esquemas padronizados e aos erros como prescri¢io de uma tnica
droga. Outro fator importante é a ndo adesdo do paciente ao tratamento prescrito. A
freqiiéncia da resisténcia as drogas é um indicador da qualidade do PCT, pois eviden-
cia a auséncia de um sistema organizado para assegurar um rapido diagndstico, um

tratamento eficiente e uma supervisao ao tratamento do doente’.

9.2 Vigilancia da resisténcia as drogas

A vigilancia da resisténcia as drogas é feita através de pesquisas, chamadas in-
quéritos epidemioldgicos de resisténcia. Esses estudos tém o objetivo de medir a pre-
valéncia da resisténcia as drogas do tratamento da TB, utilizando protocolos epide-
mioldgicos e laboratoriais padronizados, fazendo uma correlagdo entre as taxas de
resisténcia e o controle do tratamento da TB.

De acordo com o protocolo do II Inquérito Nacional de Resisténcia a Drogas em
Tuberculose no Brasil, resisténcia primdria é definida como a presenga de organismos
resistentes a uma ou mais drogas em pacientes que nunca foram tratados para TB ou
que foram tratados por menos de um més. Resisténcia adquirida é definida como a
presenca de organismos resistentes a uma ou mais drogas em pacientes tratados para
TB por um més ou mais, sendo que estdo inclusos os casos de recidiva, de retorno
apds abandono e de faléncia de tratamento. Os casos de resisténcia a isoniazida e ri-
fampicina, com ou sem resisténcia a outra droga antituberculose sao definidos, como
tuberculose multirresistente (TBMR)*.
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Desde 1994, a Organiza¢do Mundial de Satide (OMS) e a International Union
Against Tuberculosis and Lung Disease (IUATLD) vém realizando um Projeto Glo-
bal de Vigilancia da Resisténcia as Drogas do Tratamento da Tuberculose em todo o
mundo. Os resultados do estudo mostraram que o M. tuberculosis resistente estd pre-
sente em todas as dreas geograficas estudadas e também apontaram para o problema
de TBMR em regioes do Leste Europeu onde a prevaléncia é maior que 3% entre os
casos novos de TB'.

O Brasil participou do primeiro estudo mundial com uma amostra representa-
tiva, de 5.138 amostras, oriundas de pacientes atendidos ambulatorialmente, sendo
866 com tratamento anterior para TB e 4.272 sem tratamento prévio. Considerando
a resisténcia a qualquer droga, a taxa de resisténcia primaria foi de 8,5% (INH 4,4%,
RMP 1,3%, EMB 0,1% e SM 0,2%) e a taxa de resisténcia adquirida foi de 21% (INH
11,3%, RMP 6,6%, EMB 0,1% e SM 0,8%). Considerando a TBMR, a taxa de resistén-
cia primdria foi de 1,1% e de 7,9% para a resisténcia adquirida®.

O segundo estudo global de resisténcia, realizado entre 1996 e 1999, completou
uma cobertura mundial de 33% da populagdo e de 28% dos casos de TB. Os resulta-
dos mostraram que o problema da TBMR persiste em algumas dreas geograficas do
mundo. A andlise dos resultados dos dois estudos indica que as taxas médianas de
TBMR primdria e adquirida ndo modificaram significativamente, indicando que as
taxas de multirresisténcia preocupam porque sao elevadas, alertando para a necessi-
dade de incrementar a¢des de prevencio e tratamento nessas dareas®.

O terceiro estudo foi realizado entre 1999 e 2002 e os dados confirmam a concen-
tracdo geografica de TBMR na Europa Oriental e Asia Central, onde 79% de TBMR
sdo resistentes a pelo menos trés das quatro principais drogas usadas no tratamento
de primeira linha, e coincide com o rdpido aumento das taxas de incidéncia de HIV
entre essa populagao’.

Até o momento, os estudos globais de resisténcia (de 1994 a 2002) abrangeram
cerca de um terco dos casos notificados de TB no mundo. Entretanto, grandes lacu-
nas ainda sdo encontradas em dreas cruciais, que necessitam serem estudadas, como
China, India e paises da antiga Unido Soviética. Em varios locais, novos estudos estao
sendo realizados. O Brasil, que participou do primeiro inquérito, estd realizando um
novo estudo de resisténcia, com amostragem de novos casos e de retratamento, sendo
que pacientes com TB e HIV também serdo incluidos’.

9.3 Mecanismo de resisténcia

Em Microbiologia Médica, o mecanismo mais freqiiente de resisténcia é a pre-
senca de plasmideos de genes que controlam a sintese de enzimas modificadoras dos
antibidticos que os tornam inativos na sua a¢do antibacteriana. No caso do M. tuber-
culosis, ndo ha indica¢do de uma transferéncia horizontal de genes, isto é, aquisi¢ao
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de resisténcia por plasmideos ou transposons e o mecanismo de resisténcia é exclusi-
vamente por muta¢des. No caso de outras micobactérias (MNT), a maioria apresenta
uma resisténcia natural a todas as drogas, provavelmente devido a estrutura da parede
celular, que atuaria como uma barreira. Assim, no estudo das resisténcias, temos que
considerar a tuberculose separadamente das outras micobacterioses®’.

O mecanismo cldssico pelo qual a muta¢do confere resisténcia é aquele que ocor-
re no gene que codifica para o alvo da droga, diminuindo a habilidade desta se ligar
a enzima. A mutag¢do pode inibir uma enzima que transforma a droga que é inativa
em droga ativa contra a micobactéria. Outro tipo de mutagdo nio altera a proteina-
alvo, mas simplesmente aumenta sua expressao, havendo assim maior quantidade de
proteina do que a droga é capaz de inibir. Hd um tipo de muta¢ao que também pode
produzir resisténcia, diminuindo o acimulo da droga dentro da célula, quer por difi-
cultar sua entrada ou por acelerar sua remogao da célula. A modifica¢ao quimica que
inativa a droga também é um mecanismo de resisténcia®’,

Durante a infec¢do, nas cavidades pulmonares, a populacdo é de 107 a 10° bacilos.
Todos os bacilos que formam uma coldnia, apesar de se originarem de uma tnica
célula, ndo apresentam um comportamento homogéneo frente a todas as drogas anti-
tuberculose. Em toda a populag¢do de bacilos sensiveis existe uma pequena propor¢io
de bacilos (cerca de um a cada 108 bacilos, por geracio), que sofreram mutagdes es-
ponténeas e se comportam como resistentes a alguma das drogas>°.

As mutagdes que levam a resisténcia no M. tuberculosis ocorrem espontaneamen-
te e ao acaso, sendo, portanto, importante conhecer a propor¢io de mutantes que se
espera obter numa populagdo de bacilos e a taxa de mutac¢ao para as drogas usadas no
tratamento da tuberculose para uma melhor interpreta¢do dos testes laboratoriais de
sensibilidade. As muta¢oes genéticas do M. tuberculosis que levam a resisténcia a RMP
ocorrem numa taxa de 10'° mutag¢des por divisdo celular e levam a uma prevaléncia
estimada de 1 em cada 108 bacilos, em ambiente sem a droga. A taxa para INH é de
aproximadamente 107 a 107, resultando em resisténcia em 1 a cada 10° bacilos. Por-
tanto, a “resisténcia genética” (mutagdes espontineas) ocorre mesmo na auséncia da
exposi¢do antimicrobiana, e é diluida pela maioria das micobactérias sensiveis. A pre-
sen¢a de antimicrobianos fornece uma pressao seletiva para os organismos resistentes
tornarem-se predominantes, especialmente em pacientes com uma grande carga de
bacilos, isto é, com uma extensa lesdo cavitdria. Portanto, a resisténcia as drogas em
tuberculose é o resultado da inter-relagio do fendmeno da muta¢io espontinea e da
selecao de populagdo predominantemente resistente, como conseqiiéncia de trata-
mento irregular e/ou inadequado®*™°.

O tratamento da TB no Brasil adota dois esquemas: (a) Esquema E-I, para casos
novos, sem tratamento anterior para TB e utiliza isoniazida (INH=H), rifampicina
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(RMP=R), pirazinamida (PZA=Z) e (b) Esquema E-III, para casos de falénciaao E-I e
acrescenta etambutol (EMB=E), estreptomicina (SM=S) ou etionamida (ETH=Et)".

Para situagdes de TBMR, sdo indicados esquemas especiais com drogas de se-
gunda linha (alternativas), sob os cuidados de um sistema de Vigilancia Epidemiol6-
gica da TBMR, pois a transmissao de isolados de M. tuberculosis resistentes resistentes
pode ter sérias repercussdes na epidemiologia e controle da TB*'2.

9.4 Critérios para realizacao do Teste de Sensibilidade

O objetivo do TS é determinar se os microrganismos presentes no paciente res-
ponderdo ao tratamento com as drogas de primeira linha.

Existe controvérsia sobre a utilizagdo do TS no manejo do tratamento individual
de pacientes. Os paises que possuem recursos financeiros recomendam a realizagdo do
TS para todos os pacientes no momento do diagndstico. Ja os paises com poucos re-
cursos ndo seguem esta pratica e o TS fica entdo recomendado para casos especiais.

As indicagoes prioritdrias para a realizagdo do Teste de Sensibilidade do M. tu-
berculosis as drogas sdo:

e  Retratamento apo6s faléncia bacterioldgica ao esquema E-1.
e  Recidiva da doenga.

e  Reinicio apds abandono.

e  Pacientes com suspeita de resisténcia primdria.

e  Contatos de um caso de tuberculose resistente.

e  Vigilancia epidemioldgica.

Esses sao os critérios divulgados no II Consenso Brasileiro de Tuberculose, em
2004", e do Guia de Vigilancia Epidemiol6gica — Tuberculose'’. Cada estado da Fede-
ra¢do pode acrescentar detalhes ao seus Programas Estaduais de Controle da Tubercu-
lose, visando intervir em determinadas situagdes por eles definidas como importantes.
E o caso do Estado de Sdo Paulo que, em 2002, publicou documento recomendando
a realiza¢do de cultura e Teste de Sensibilidade para toda a populagao considerada de
maior risco (moradores de rua, detentos, profissionais da saide).

9.5 Métodos de Teste de Sensibilidade

A sensibilidade do M. tuberculosis as drogas pode ser avaliada pelo método das
concentragoes absolutas, método da razdo de resisténcia e o método das proporgdes.
Esses sao considerados os métodos cldssicos ou convencionais para Teste de Sensibi-
lidade de M. tuberculosis.

Os métodos padronizados e validados para investigar a sensibilidade do M. tu-
berculosis as drogas antituberculose de primeira linha quantificam a propor¢ao de
mutantes resistentes a cada uma das drogas contidos isolado bacteriano que afeta o
paciente. Esses métodos sio muito precisos, alcancando uma eficiéncia de 97% e 99%
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para determinar a atividade da INH e RMP, respectivamente e em torno de 92% para
EMB e SM. No entanto, para assegurar essa precisdo é importante observar todas
as etapas com muito cuidado e atencdo, desde a aquisi¢do das drogas, conservagao,
pesagem, prepara¢do dos meios de cultura, padronizacio do indculo, preparagao das
dilui¢des, semeadura, observa¢io do tempo de leitura do teste até o célculo da pro-
por¢ao de coldnias resistentes'.

A utilizagdo desses métodos para avaliar a sensibilidade de outras micobactérias,
que nio sejam do “Complexo M. tuberculosis” (CMTB), ndo é recomendada, pois os
resultados obtidos ndo apresentam uma boa correlagdo com a resposta terapéutica
do paciente. Atualmente, para algumas espécies de micobactérias, a determinagdo da
Concentragao Minima Inibitéria (CMI) da droga é o método recomendado’®. Assim
como para a cultura, existem os sistemas comerciais automatizados para realizar o

Teste de Sensibilidade utilizando meios de cultura liquidos.

9.6 Meétodo das propor¢oes em meio LJ

Esse método foi descrito por Canetti, Rist e Grosset em 1963 (teste padrao) e em
1969 (teste simplificado). A versdo simplificada do teste, com apenas uma concentra-
¢do da droga, é a mais utilizada. Consiste em detectar a proporgao de bacilos resisten-
tes contidos em uma amostra de M. tuberculosis, frente a uma concentragao da droga
que ¢é capaz de inibir o desenvolvimento das células sensiveis, mas ndo o das células
resistentes — “concentragao critica”. Para cada droga foi definida uma propor¢ao de
mutantes resistentes em uma populac¢ao bacilar, igual ou acima da qual a amostra é
considerada resistente — “propor¢ao critica”'”!%1°,

No Quadro 1, estdo as concentrag¢des criticas para cada droga (concentragdo final
no meio de cultura) e a propor¢ao critica, que dé o critério para definir se o isolado

bacteriano é resistente ou sensivel a droga.

Quadro 1  Critérios de resisténcia do M. tuberculosis as drogas no meio
U com drogas

Concentragdo Critica (pg/ml) Proporcéo Critica (%)

Isoniazida (INH) 0,2 1
Rifampicina (RFP) 40 1
Etambutol (EMB) 2 1
Estreptomicina (SM) 4 1
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Desse modo, considera-se que uma droga de primeira linha nio tem atividade
no tratamento da TB quando ela é testada frente a um isolado de M. tuberculosis que
contém mais de 1% de bacilos resistentes a uma concentracdo critica da determinada
droga, previamente estabelecida®.

O método das propor¢oes pode ser realizado diretamente a partir de escarro po-
sitivo a baciloscopia (teste direto) ou a partir do isolado bacteriano (teste indireto).

O teste indireto é feito a partir do crescimento em meio de cultura e deve ser
realizado em isolados bacterianos identificados como M. tuberculosis. E mais demora-
do do que o direto, com a vantagem de apresentar menor risco de contaminagéo.

O teste direto é aquele feito a partir da amostra clinica que ja passou pelo proces-
so de descontaminacdo. Deve-se diluir o material homogeneizado, antes de inocular
nos meios de cultura, de acordo com o resultado da baciloscopia.

9.6.1 Meios de cultura sélidos LJ com drogas

A versdo do método das propor¢des em meios de cultura sélidos a base de ovos
(Lowenstein-Jensen — LJ) é a mais utilizada na maioria dos paises da América Latina,
incluindo o Brasil.

No método das propor¢des em meio L], as drogas sdo incorporadas antes da
coagulagdo. As drogas utilizadas no TS sdo as do esquema de tratamento de primeira
linha (INH, RMP, EMB e SM). Para facilitar a operacionaliza¢do da realiza¢do do TS
no laboratério sdo incluidas outras duas drogas para identificagdo de micobactérias,
que nao sao utilizadas no tratamento (4cido p-nitrobenzédico — PNB e Hidrazida do
acido tiofeno-2-carboxilico — TCH)>.

O método das propor¢des também pode ser realizado em meios de cultura soli-
dos a base de agar (Middlebrook 7H10), recomendado pelo Center for Disease Con-
trol (CDC). Essa variante utiliza as drogas em concentragdes diferentes daquelas uti-
lizadas nos meios a base de ovos®..

Para o método das propor¢des, emprega-se o meio L] sem droga e com droga. O
meio sem droga permite conhecer o ntimero total de bacilos semeados e 0 meio com

droga, o ndmero de mutantes resistentes a droga correspondente.
9.6.1.1 Preparacao do meio LJ com drogas

Os cuidados com a qualidade das drogas e seu manuseio sao fundamentais para
assegurar resultados confidveis dos Testes de Sensibilidade'®.
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Pesagem das drogas
Para a preparac¢io da solu¢do-mae, o cdlculo da quantidade a ser pesada de cada
droga, tendo em conta a sua poténcia, é:

concentracdo (ug/ml) x volume (ml)
Poténcia (ng/mg)

Peso (mg) =

Poténcia = pureza x fragao ativa x (1- contetido de agua)

Exemplo 1:
Sendo a poténcia da Dihidroestreptomicina sulfato = 800 mg de SM ativa por
grama, calcular:
10.000 x10
800
Pesar 125 mg da droga e dissolver em 10 ml de Agua destilada estéril para obter

=125 mg

uma solu¢ao-mae na concentra¢do de 10.000 pug/ml de SM.

Exemplo 2:
Sendo a poténcia da isoniazida = 1000 mg de INH ativa por grama, calcular:
10.000 x10 — 100 mg
1000

Pesar 100 mg da droga e dissolver em 10 ml de Agua destilada estéril para obter
uma solu¢ao-mae na concentra¢do de 10.000 pg/ml de INH.

Solu¢ao-Mae (estoque)

A soluc¢io estoque da droga deve conter uma concentragao tal que, por um lado,
assegure uma completa dissolucdo e por outro lado seja suficientemente alta para nao
se inativar.

Considerando a poténcia de cada lote da droga e fazendo o ajuste quando neces-
sdrio, é preciso preparar uma solug¢ao-mae de 10.000 pg/ml em 10 ml de Agua des-
tilada estéril, etilenoglicol, propilenoglicol ou outro diluente. Essas solu¢des podem
ser guardadas, aliquotadas, em temperatura de -20°C ou menos. Essa pratica pode ser
adotada se houver garantia da estabilidade da rede de frio do laboratério.

Solugao de uso

No dia de preparagao do lote de meio com droga, a solu¢do de uso de cada dro-
ga é preparada a partir da solu¢do-mae, tendo o cuidado de desprezar o restante da
solu¢do-mae descongelada que nao for utilizada no dia.

E importante garantir a precisdo das diluigdes da solugao-mae utilizando pipetas
graduadas e de volume compativel com o desejado. Ter o cuidado de sempre trocar de
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pipeta depois de transferir o volume necessério para o tubo seguinte, antes de homo-
geneizar. Para incorpora¢do no meio LJ, cada droga requer uma maneira diferente de
preparo, com uma, duas ou sem diluicoes.

O Quadro 2 resume as concentracdes de cada droga, a quantidade a ser incorpo-
rada ao meio de cultura e a concentragéo final.

Quadro 2 Preparacao da droga para incorporar ao meio U

< Quantidade -
Solugao mae (10.000 . Diluicoes a Concentragag k adicionada em (e e
Diluente : droga na ultima : final de droga no
ug/ml) realizar diluica 200 ml de meio :
iluicao (ug/ml) U (ml) meio (mg/ml)
Isoniazida (INH) Agua destilada estéril Duas 1:10 100 0,4 0,2
Rifampicina (RMP) Etilenoglicol ou Nenhuma 10.000 0,8 40
N,N-dimetilformamida
Etambutol (EMB) Agua destilada estéril Uma 1:10 1.000 0,4 2
Estreptomicina (SM)** Aqua destilada estéril Uma 1:10 1.000 0,8 4
TCH Agua destilada estéril Uma 1:10 1.000 0,4 2
PNB * Nenhuma 10.000 5 500

Para a preparacdo do PNB seguir as recomendacdes do anexo deste capitulo.
Usar a Dihidroestrptomicina por ser uma droga mais estavel e a técnica é padronizada para o uso
desta formulacao

*%

Nos anexos deste capitulo estdo descritas a preparagao das solu¢des-mae e solu-
¢oes de uso de cada droga, a preparagdo dos meios com drogas e os formuldrios para
0 CQI destas preparag¢des. O tempo de validade do meio L] com drogas é, no maximo,
de 2 meses sob refrigeracao>*.

9.6.1.2 Método das propor¢oes em LJ - teste indireto

Descricao

O método das proporgoes indireto é o mais utilizado nos laboratérios de satide
publica e consiste em se realizar o Teste de Sensibilidade a partir de um isolado puro
de M. tuberculosis.

Precaucoes

Realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranga como as
boas praticas de laboratério e o uso de Equipamentos de Prote¢do Individual (EPI)
adequados, conforme descrito no Capitulo 3.

330 Secretaria de Vigilancia em Saude/MS



Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras Micobactérias

Realizar o teste preferéncialmente a partir da cultura primdria que deve estar na
sua fase de crescimento logaritmica (média de 21 dias). Por outro lado, deve-se evitar
realizar Teste de Sensibilidade em culturas com mais de 60 dias de semeados.

Nas culturas em que o nimero de col6nias é menor que 20, ndo recomendamos
a realizacdo do Teste de Sensibilidade, pois essa amostra pode nio ser representativa
da populagdo bacilar na lesdo.

Observagoes

O preparo do meio L] e do tubo n° 1 da Escala McFarland estao descritos nos
anexos do Capitulo 7. O preparo da Solugao de Alcool a 70% e Solugao de Fenol a 5%,
estdo descritos no Capitulo 3.

Materiais
Equipamentos
e CSB
e  Agitador mecénico.
e  Estufa bacterioldgica a 36 + 1°C.
e  Pipetador automdtico ou manual.

Reagentes

e Agua destilada estéril.

e Solugao de Alcool a 70%
e  Solucido de Fenol a 5%.

Insumos

e  Papel absorvente (papel de filtro ou papel-toalha) para forrar a bancada.

e Gaze estéril em pedacos.

e  Estante para os tubos de ensaio estéril 20 x 150 mm.

e Alga bacterioldgica descartével e estéril.

e  Tubos de ensaio 20 x 150 mm, de paredes reforcadas, com tampa de rosca,
contendo 10 pérolas de vidro, estéreis.

e  Tubos de ensaio 20 x 150 mm para as dilui¢oes.

e  Pipetas estéreis de 1 e 10 ml.

e  Recipiente de vidro ou metal, fundo e de boca larga, para descarte de mate-
rial a ser autoclavado e lavado.

e Bandeja de polipropileno com furos para a circulagdo do ar, para incubagao
dos tubos semeados. De preferéncia, uma bandeja para cada conjunto de

tubos de uma mesma amostra.
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e  Saco pléstico autoclavédvel para acondicionamento dos recipientes de des-
carte.

e  Para cada amostra: seis tubos de meios L] sem droga e dois tubos de meios
LJ com as drogas (INH, RMP, EMB, SM) e um tubo para o TCH e PNB.

e  Cepas de referéncia para controle de qualidade do TS (cepa sensivel e cepa
resistente): sugerimos que estas cepas sejam preparadas junto com as amos-
tras a serem testadas. O CQI do TS estd descrito no item 9.9 deste capitulo.

e  Tubon° 1 da Escala McFarland.

Procedimentos de organizacao
Realizar os procedimentos de 1 a 3 fora da CSB
1. Identificar o nimero da cultura no tubo de ensaio com pérolas, para a suspensao
bacteriana.
2. Identificar a dilui¢do e o ntimero da cultura nos tubos de ensaio para as diluicdes,
de acordo com o seguinte:
- para cada amostra, incluindo as cepas controle: tubos 107!, 102, 1073, 10,
107,10
3. Identificar o niimero da cultura nos tubos de meios L] sem e com droga para a
semeadura do TS, de acordo com o seguinte (para cada amostra):
- 12 série, rotulados 107: dois tubos de meio L] sem droga (controle) os de-
mais tubos de meio L] contendo cada um a droga correspondente.
- 22 série, rotulados 107: dois tubos de meio L] sem droga (controle) os de-
mais tubos de meio L] contendo cada um a droga correspondente.
- 3asérie, rotulados 10: dois tubos de meio L] sem droga (controle).
Observagao: a dilui¢do 10 nem sempre utilizada, facilita a leitura do TS quando
o indculo foi muito turvo (espesso) e a contagem das coldnias ficou prejudicada
nas outras dilui¢coes. Preparar a CSB conforme descrito no Capitulo 11.

Realizar os procedimentos de 4 a 5 dentro da CSB

4.  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.

5. Forrar a bandeja de metal com papel absorvente e colocé-la na bancada da CSB
a sua frente.
Para acompanhar a realizacio do teste indireto do método das propor¢des em L],

observar o item 9.12.2.1 - Figura 1, dos anexos deste Capitulo.
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Procedimentos de realizagao: Etapa 1 — suspensao bacteriana (inéculo)

Realizar os procedimentos de 1 a 5 dentro da CSB

1. Transferir, com al¢a bacteriolégica descartdvel estéril, o maior niimero possivel
de coldnias de uma cultura em meio sélido para um tubo de ensaio com pérolas
e 0,5 ml de Agua destilada estéril.

Homogeneizar em agitador mecénico por 20 a 30 segundos.

Manter em repouso por 10 minutos.

Acrescentar aproximadamente 2 ml de Agua destilada estéril.

DAl

Deixar em repouso por 10 minutos para sedimentar as particulas maiores.

Procedimentos de realiza¢ao: Etapa 2 — dilui¢oes seriadas

Realizar os procedimentos de 6 a 11 dentro da CSB

6. Ajustar a turvagdo de cada suspensdo com a turvagdo do tubo n° 1 da Escala
McFarland utilizando Agua destilada estéril, gota a gota.

7. A partir dessa suspensao padronizada, efetuar seis novas diluicdes em escala de-
cimal.
Colocar 9 ml de Agua destilada estéril em cada um dos tubos.
Transferir 1 ml da suspensdo padrao para o tubo 107, agitar no agitador mecani-
co.

10. Trocar a pipeta e seguir as dilui¢des, transferindo 1 ml para o tubo 102 e assim
sucessivamente até o tubo 10. Para cada dilui¢ao utilizar novas pipetas estéreis.

11. Asdilui¢des 107 (1/1.000), 10 (1/100.000) e 10 (1/1.000.000) serdo as dilui¢oes
semeadas nos meios L] com e sem droga.

Procedimentos de realizagao: Etapa 3 — semeadura nos meios de cultura

Realizar os procedimentos de 12 a 13 dentro da CSB

12. Inocular 0,1 ml das dilui¢oes 107, 10° em cada tubo de meio de cultura com dro-
ga e sem droga, jd identificados e 0,1 ml da dilui¢do 10 em dois tubos de meio
LJ sem droga. Trocar a pipeta para semear cada dilui¢do.

13. Fechar os tubos de meio de cultura, sem rosquear a tampa até o fim e colocar
esses tubos na estante.

Realizar os procedimentos de 14 a 15 fora da CSB

14. Retirar os tubos de meios de cultura semeados da estante e movimentar cada um
deles de modo que o in6culo banhe a superficie do meio. Distribuir o indculo em
toda a superficie do meio para facilitar o crescimento de coldnias separadas para
a contagem.

15. Acondicionar os tubos de meios inoculados em bandeja de polipropileno, in-
clinados de maneira que o lado da tampa fique ligeiramente mais alto e com a
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superficie do meio voltada para cima. Cuidar para que os tubos nao rolem, pois
isto propicia crescimento nas bordas do meio de cultura impossibilitando a con-
tagem das colonias.

16. Incubar em estufa bacterioldgica a 36 = 1°C por 48 horas e ap6s, fechar as tampas
completamente, somente se o indculo tiver sido absorvido totalmente; se ainda
permanecer imido manter a tampa frouxa por mais 24 ou 48 horas.

17. Realizar a limpeza, descontaminagdo da bancada e o descarte do material conta-
minado conforme descrito no Capitulo 3.

9.6.1.3 Meétodo das propor¢oes em LJ - teste direto

Descricao

O método das propor¢des direto é aquele realizado a partir do escarro positivo
pela baciloscopia. Com o objetivo de abreviar o tempo do diagnéstico, principalmen-
te nos casos de faléncia de tratamento, cujos escarros tém grande nimero de bacilos.
Quando o resultado nio for conclusivo, repete-se o teste’.

Precaucoes

Realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranga como as
boas préticas de laboratério e o uso de equipamentos de protecdo individual (EPI)
adequados, conforme descrito no Capitulo 3.

Observagoes
Os procedimentos de fluidificagdo-descontaminagdo do escarro seguem os des-
critos no Capitulo 7.

Materiais
Equipamentos
e CSB
e  Agitador mecénico.
e  Estufa bacteriolégica a 36 + 1°C.
e  Pipetador automdtico ou manual.

Reagentes

o Agua destilada estéril.

e Solugio de Alcool a 70%
e  Solucdo de Fenol a 5%.

Insumos
e  Papel absorvente (papel de filtro ou papel-toalha) para forrar a bancada.

334 Secretaria de Vigilancia em Saude/MS



Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras Micobactérias

e  Gaze estéril em pedacos.

e  Estante para os tubos de ensaio estéril 20 x 150 mm.

e  Alca bacteriolégica descartavel e estéril.

e  Tubos de ensaio 20 x 150 mm para as diluicoes.

e  Pipetas estéreis de 1 e 10 ml.

e  Recipiente de vidro ou metal, fundo e de boca larga, para descarte de mate-
rial a ser autoclavado e lavado.

e Bandeja de polipropileno com furos para a circula¢ao do ar, para incubag¢io
dos tubos semeados. De preferéncia, uma bandeja para cada conjunto de
tubos de uma mesma amostra.

e  Saco pléstico autoclavavel para acondicionamento dos recipientes de des-
carte.

e  Para cada amostra: Controles: seis tubos de meios L] sem droga. Testes: uma
bateria de dois tubos de meios L] para cada uma das drogas (INH, RMP,
EMB, SM) e outra bateria de um tubo de meio LJ para as drogas TCH e
PNB.

Preparagdo do indculo para semear no teste direto

Antes de realizar o teste direto é preciso fazer a baciloscopia do escarro de acordo
com o Capitulo 6. O quadro 3 mostra as dilui¢des a serem semeadas nos meios L] com
e sem droga, conforme o ndmero de cruzes da baciloscopia.

Quadro 3 Diluicdes semeadas de acordo com a baciloscopia

. . Diluicoes semeadas em tubos LJ | Diluicoes semeadas em tubos
Resultado da Baciloscopia
sem droga LJ com droga

(+) N&o diluido, 102 e 10?3 Nao diluido e 102
(++) 107,103 e 10* 10"7e 103
(+++) 102, 10% e 10° 102e 104

Procedimentos de organiza¢ao

Realizar a baciloscopia de cada escarro conforme descrito no capitulo 6 para co-
nhecer o resultado. Realizar também a etapa da fluidificagao-descontaminag¢do con-
forme descrito no Capitulo 7 e utilizar o sedimento.

Realizar os procedimentos 1 e 2 fora da CSB

1. Identificar o ndmero da cultura nos tubos de ensaio para as dilui¢cdes, de acordo
com o seguinte:
e  Escarro (+): 10 103 107,
e  Escarro (++): 101 10% 103 10,
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e  Escarro (+++): 10 10% 103 10 107,

2. Identificar o ndmero da cultura nos tubos de meios L] sem e com droga para a
semeadura do TS, de acordo com o seguinte (para cada amostra):

e  Escarro (+): seis tubos controles (meios L] sem droga): dois tubos para se-
mear o sedimento nao diluido e dois tubos para cada uma das dilui¢des 102
e 10, Testes (meio L] com drogas): uma bateria contendo um tubo de meio
L] para cada uma das drogas (INH, RMP, EMB, SM, TCH e PNB) para se-
mear o sedimento nao diluido e outra bateria (INH, RMP, EMB e SM) para
semear a dilui¢do 102

e  Escarro (++): seis tubos controles (meio L] sem droga): dois tubos para
semear cada uma das diluigdes 10!, 10 e 10 Testes (meio LJ com drogas):
uma bateria contendo um tubo de meios L] para cada uma das drogas (INH,
RMP, EMB, SM, TCH e PNB) para semear a dilui¢do 10! e outra bateria
(INH, RMP, EMB e SM) para semear a dilui¢do 10°.

e  Escarro (+++): seis tubos controles (meio L] sem droga): dois tubos para
semear cada uma das diluigdes 102, 10 e 10-°. Testes (meio LJ com drogas):
uma bateria contendo um tubo de meio L] para cada uma das drogas (INH,
RMP, EMB, SM, TCH e PNB) para semear a dilui¢io 10? e outra bateria
(INH, RMP, EMB e SM) para semear a dilui¢do 10*.

Realizar os procedimentos 3 e 4 dentro da CSB

3. 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.

4. Forrar a bandeja de metal com papel absorvente e colocd-la na bancada da CSB
a sua frente.
Para acompanhar a realiza¢do do teste direto do método das proporgées em L],

observar o item 9.12.2.2 - Figura 2, dos anexos deste Capitulo

Procedimentos de realizagao

Para escarro (+)

Realizar os procedimentos de 5 a 10 dentro da CSB

5. Colocar 9 ml de Agua destilada estéril nos tubos de ensaio j4 identificados para
fazer as dilui¢oes de acordo com o item 1 (10" a 1079).

6. Transferir 1 ml do sedimento tratado ndo diluido para o tubo 10" e misturar
bem. Trocar a pipeta e transferir 1 ml para o tubo 102 e assim sucessivamente até
o tubo 107. Para cada dilui¢do utilizar novas pipetas estéreis.

7. Inocular 0,1 ml do sedimento tratado nao diluido nos tubos L] controle e nos
tubos de meio LJ com drogas (INH, RMP, EMB, SM, TCH, PNB), corresponden-
tes.
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8. Inocular 0,1 ml da dilui¢do 10 nos tubos L] controle e nos tubos de meio L] com
drogas (INH, RMP, EMB, SM), correspondentes.

9. Inocular 0,1 ml da dilui¢ao 10~ nos tubos L] controle correspondentes.

10. Fechar os tubos de meio de cultura, sem rosquear a tampa até o fim e colocar
esses tubos na estante.

Escarro (++)

Realizar os procedimentos de 5 a 10 dentro da CSB

5. Colocar 9 ml de Agua destilada estéril nos tubos de ensaio j4 identificados para
fazer as dilui¢oes, de acordo com o item 1 (10" a 10*).

6. Transferir 1 ml do sedimento tratado para o tubo 10! e misturar bem. Trocar a
pipeta e transferir 1 ml para o tubo 10 e assim sucessivamente até o tubo 10
Para cada dilui¢do utilizar novas pipetas estéreis.

7. Inocular 0,1 ml do da dilui¢do 10! nos tubos L] controle e nos tubos de meio L]
com droga (INH, RMP, EMB, SM, TCH, PNB) correspondentes.

8. Inocular 0,1 ml da dilui¢dao 107 nos tubos L] controle e nos tubos de meio L] com
droga (INH, RMP, EMB, SM), correspondentes.

9. Inocular 0,1 ml da dilui¢do 10 nos tubos L] controle correspondentes.

10. Fechar os tubos de meio de cultura, sem rosquear a tampa até o fim e colocar
esses tubos na estante.

Procedimentos de realiza¢ao

Escarro (+++)

Realizar os procedimentos de 5 a 10 dentro da CSB

5. Colocar 9 ml de Agua destilada estéril nos tubos de ensaio j4 identificados para
fazer as diluigoes, de acordo com o item 1 (10" a 107).

6. Transferir 1 ml do sedimento tratado para o tubo 10! e misturar bem. Trocar a
pipeta e transferir 1 ml para o tubo 107 e assim sucessivamente até o tubo 10~.
Para cada dilui¢do utilizar novas pipetas estéreis.

7. Inocular 0,1 ml da dilui¢do 10 nos tubos L] controle e nos tubos de meio L] com
droga (INH, RMP, EMB, SM, TCH, PNB), correspondentes.

8. Inocular 0,1 ml da dilui¢do 10 nos tubos L] controle e nos tubos de meio L] com
droga (INH, RMP, EMB, SM), correspondentes.

9. Inocular 0,1 ml da dilui¢cao 10 nos tubos L] controle correspondentes.

10. Fechar os tubos de meio de cultura, sem rosquear a tampa até o fim e colocar
esses tubos na estante.
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Realizar os procedimentos de 11 a 14 fora da CSB

Os procedimentos de 11 a 14 sdo vélidos para as trés situagdes de escarro:

11. Retirar os tubos de meios de cultura semeados da estante e movimentar cada um
deles de modo que o in6culo banhe a superficie do meio. Distribuir o in6culo em
toda a superficie do meio para facilitar o crescimento de colonias separadas para
a contagem.

12. Acondicionar os tubos de meios inoculados em bandeja de polipropileno, in-
clinados de maneira que o lado da tampa fique ligeiramente mais alto e com a
superficie do meio voltada para cima. Cuidar para que os tubos nao rolem, pois
isso propicia crescimento nas bordas do meio de cultura impossibilitando a con-
tagem das colonias.

13. Incubar em estufa bacterioldgica a 36 + 1°C por 48 horas e, apés, fechar as tam-
pas completamente, somente se o indculo tiver sido absorvido totalmente; se
ainda permanecer imido manter a tampa frouxa por mais 24 ou 48 horas.

14. Realizar a limpeza, descontaminac¢do da bancada e o descarte do material conta-
minado, conforme descrito no Capitulo 3.

9.6.1.4 Incubacao do TS em meio LJ

Apos observar os tubos semeados e verificar secagem do in6culo e auséncia de
contaminacdo, em torno de 48 horas, fechar bem as tampas dos tubos e deixar incu-
bando na estufa bacteriolégica a 36 + 1°C.

9.6.1.5 Leitura e interpretacdo do TS em meio LJ
Para poder interpretar o resultado do TS é necessdrio que acontecam trés condi-

¢Oes simultaneamente:

e  Crescimento suficiente (mais de 100 colonias) no tubo controle (L] sem droga)
semeado com a dilui¢do mais concentrada (107%), para que seja possivel detectar
mutantes resistentes que estejam em menor porcentagem (cerca de 1%) entre os
bacilos inoculados.

e  Colodnias separadas e contaveis no tubo controle (L] sem droga) semeado com a
dilui¢do menos concentrada (10°). Essa condi¢do é indispensavel quando apa-
recem colOnias resistentes cuja propor¢ao deve ser determinada (cédlculo da por-
centagem).

e  Boa correlagio entre o nimero de coldnias desenvolvidas em cada um dos meios
semeados com as suspensdes, de acordo com o fator de dilui¢do aplicado, para
que sejam vélidas as quantificagdes que se aplicam com base na série de dilui-
¢oes.

Com 28 dias de incubacdo fazer a primeira leitura e observar se houve desen-
volvimento de coldnias suficiente para interpretar os resultados, sendo que a maioria
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isolados bacterianos resistentes a INH e RMP (mais de 95%) pode ser detectada nesse
periodo. Se houve casos de resisténcia com contagem de colonias suficiente para in-
terpretar o resultado, este pode ser emitido nesse periodo. Se ndo houve resisténcia
(todas as drogas estdo sensiveis), aguarda-se a segunda leitura ao final de 42 dias. Essa
precaugao é para assegurar o aparecimento tardio de colonias mutantes resistentes'.

Procedimentos para leitura e interpretagdo do TS
Realizar a leitura dos tubos semeados em bancada bem iluminada, préxima a ja-

nela ou com foco de luz préximo (lumindria). Se possivel, utilizar lupa para melhorar

a visualiza¢do das coldnias pequenas.

Para acompanhar a leitura, observar o fluxograma de leitura e interpretagdo dos
resultados do TS em LJ descritos no item 9.12.2.3 - Figura 3 dos anexos deste capi-
tulo.

Para que os célculos sejam vélidos, as diluigdes devem ser realizadas com sus-
pensdes homogéneas e com muita precisao, trocando as pipetas toda vez que passar
de uma suspensio concentrada para outra mais diluida e que o volume semeado em
cada tubo seja exatamente o mesmo.

1.  Quantificar o inéculo contando e fazendo a média das colonias desenvolvidas
nos tubos de meio L] controle (sem droga). Se o niimero de coldnias na diluigdo
107 é incontével, contar o nimero de colonias da dilui¢ao 10° ou 10, de manei-
ra que seja possivel contar coldnias separadas. Fazer a média entre os tubos da
mesma dilui¢do. A partir dessa média podemos inferir o nimero de UFC (uni-
dades formadoras de coldnias) desenvolvidas nos controles semeados com dilui-
¢bes mais concentradas, multiplicando pelo fator de diluigdo correspondente.

2. Quantificar o numero de UFC nos tubos contendo cada uma das drogas. Da
mesma maneira, procurar o tubo onde as colonias estejam separadas e contd-
veis.

3. Calcular a porcentagem de UFC desenvolvidas na presenca de cada droga com
relacdo a média de UFC dos tubos controles. Se essa propor¢do é maior do que
1%, o isolado bacteriano é considerado resistente a droga em questdo. Se a pro-
por¢do ¢ menor do que 1% o isolado bacteriano é considerado sensivel.
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Exemplo para a leitura do TS

Numero de UFC observadas

Diluicao

Tubos controle Tubos com droga

103 incontaveis incontaveis incontaveis incontaveis

10° 6 3 2 3 0 0

1. Tubos controle: 107 = incontéveis coldonias e 10°= média (6+3)/2 = 4,5 UFC.
Podemos inferir que na dilui¢do 10~ tem 450 UFC.

2. Tubo INH: 10~°= incontdveis colénias e 10°= 2 coldnias. Fazendo a propor¢ao
(regra de trés): se 4,5 UFC é 100% entio 2 UFC é 44%. Sendo a propor¢io critica
para a INH=1%, o isolado bacteriano com 44% ¢ resistente.

3.  Tubo RMP: 10-*= incontaveis coldnias e 10°= 3 coldnias. Fazendo a proporgao
(regra de trés): se 4,5 UFC é 100% entdo 3 UFC é 67%. Sendo a propor¢ao critica
para a RMP=1%, o isolado bacteriano com 67% ¢é resistente.

4. Tubo SM: 10°=1 col6nia e 10° = nenhuma. A leitura é feita na diluigao 10~
Fazendo a proporcao (regra de trés): se 450 UFC ¢é 100% entdo 1 UFC é 0,2%.
Sendo a proporgao critica para a SM=1%, o isolado bacteriano é sensivel.

5. Tubo EMB: 102 e 10~°= nenhuma col0Onia, o isolado bacteriano é sensivel.

9.7 Sistemas comerciais automatizados de TS

9.7.1 Descricao

Os métodos baseados em meios de cultura liquidos constituem atualmente a
op¢do mais utilizada, por apresentarem a vantagem do menor tempo de incubagio, a
padronizac¢do do indculo e a leitura automatizada.

O sistema BACTEC 460TB (BD), um sistema semi-automatizado que utiliza
meio liquido Middlebrook 7H9 modificado, foi o primeiro a ser utilizado nos paises
desenvolvidos, por apresentar resultados de resisténcia e/ou sensibilidade as drogas
em 5 a 12 dias de incubagdo. Por ser um método radiométrico utilizando "*C na de-
teccdo do crescimento bacteriano, foi substituido por sistemas automatizados cons-
tituidos por um frasco contendo meio de cultura liquido com um sensor interno de
detec¢do de crescimento bacteriano que pode ser colorimétrico, fluorimétrico ou de
pressdo, de acordo com o fabricante. Estes sistemas comerciais seguem o mesmo prin-
cipio do método das propor¢des, utilizando concentragdes de drogas com atividade
equivalente e propor¢des criticas de mutantes resistentes.

A seguir serdo descritas as etapas para a realizagdo do Teste de Sensibilidade no
sistema BACTEC™ MGIT™ 960 (BD)*2.
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9.7.2 Procedimentos do TS em sistemas automatizados

Precaucoes

Realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biosseguranga como as
boas praticas de laboratério e o uso de equipamentos de prote¢do individual (EPI)
adequados conforme descrito no Capitulo 3.

Observagdes: O preparo de criotubos com micangas e meio liquido Sauton com
10% de glicerol para manutenc¢do dos isolados bacterianos estd descrito no Capitulo
10.

Materiais
Equipamentos
e CSB
e  Sistema de incubagio e detec¢ao automatica.
e  Estufa bacterioldgica a 36 £ 1°C.
e Freezer —20°C.
e  Geladeira.
e  Micropipeta automdtica capacidade 10 a 100 pl
e  Micropipeta automadtica capacidade 100 a 1000 pl.

Reagentes

e Agua destilada estéril.

e Solugdo de Alcool a 70%.
e  Solucio de Fenol a 5%.

e  Escala McFarland n° 1.

Insumos

e  Papel absorvente (papel de filtro ou papel-toalha) para forrar a bancada.

e  Bandejas quadriculadas de aluminio.

e  Estantes de metal.

e  Estantes de pldstico compativeis com o equipamento (AST Set Carrier).

e  Estante de metal para transporte das estantes AST.

e  Canetas para marcar vidro ponta fina e comum.

e Alca bacteriolégica descartavel estéril.

e  Criotubos com 6 migangas estéreis.

e  Frasco de vidro com tampa de rosca, capacidade cerca de 3 ml, contendo 6
pérolas de 3 mm estéreis.

e  Tubo 12 x 120 mm com tampa de silicone estéril.

e  Frasco de vidro com tampa de rosca, capacidade para cerca de 10 ml.
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Frasco de vidro com tampa de rosca, capacidade para cerca de 30 ml.
Pipeta Pasteur descartavel estéril.

Dispensador com seringa plastica de volume especifico.

Ponteiras com capacidade 10 a 100 pl.

Ponteiras com capacidade 100 a 1000 pl.

Gaze estéril em pedagos.

Algodaio.

BD BBL™ MGIT™ Tubo de meio de cultura com indicador do crescimento
de micobactérias (Tubo MGIT).

Kit SIRE (S - estreptomicina (SM), I — isoniazida (INH), R — Rifampicina
(RMP) e E — etambutol (EMB) BACTEC:

= MGIT Estreptomicina (MGIT-S): 83 pug/ml.

=  MGIT Isoniazida (MGIT-I): 8.3 pg/ml.

*  MGIT Rifampicina (MGIT-R): 83 pg/ml.

=  MGIT Etambutol (MGIT-E): 415 pg/ml.

=  BACTEC MGIT SIRE Supplement (OADC960).

Enriquecimento OADC (4cido oleico, albumina, dextrose, catalase).

Tubo com meio de cultura Tryptic Soy Agar (TSA) ou similar.

Solugio estoque de Acido p-nitrobenzéico (PNB).

Meio Sauton com 10% de glicerol.

Lamina para microscopia.

Recipiente pléstico de boca larga para o material ser autoclavado e descartado.
Saco pléstico autoclavdvel para acondicionamento dos recipientes de
descarte.

Preparacao do in6culo

(a) A partir de crescimento em meio liquido (MGIT)

Para acompanhar a preparagio do indculo a partir de crescimento em meio li-

quido, observar o item 9.12.2.4 - Figura 4 dos anexos deste Capitulo.

1.
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Utilizar o tubo MGIT 7 ml positivo (tubo controle sem drogas) ap6s 1 dia
da positividade até no maximo 5 dias. Aten¢ao: O dia que a positividade é
detectada pelo equipamento é considerado dia 0.

Se o tubo passar de 5 dias, deverd ser repicado em outro tubo MGIT 7 ml e
incubado no instrumento até a positividade.

Se o tubo estiver dentro de 2 dias de positividade (dia 1 ou dia 2): diluir com
micropipeta automética 0,1 ml do crescimento bacteriano em 10 ml de Agua
destilada estéril (suspensdo 1:100) e inocular no tubo controle. Nos tubos com
droga inocular diretamente do tubo com crescimento (dia 1 ou dia 2).
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4. Se o tubo estiver com positividade (dia 3, dia 4 ou dia 5), diluir com mi-
cropipeta automatica 1 ml do meio com crescimento do tubo positivo em 4
ml de Agua destilada estéril, fazendo uma dilui¢ao 1:5 e inocular nos tubos
com droga. Para os tubos controle: diluir com micropipeta automdtica 0,1
ml do crescimento bacteriano em 10 ml de Agua destilada estéril (suspensao
1:100).

(b) A partir de crescimento em meio sélido
Para acompanhar a preparacio do indéculo a partir de crescimento em meio séli-

do, observar o item 9.12.2.5 - Figura 5 dos anexos deste Capitulo.

Procedimentos de organiza¢ao
Frasco 1 — para fazer a suspensao
e  Utilizar um frasco com tampa de rosca, capacidade para cerca de 3 ml.
e  Colocar aproximadamente 6 pérolas de vidro.
e  Esterilizar em estufa a 180° C por 2 horas.
e Distribuir, assepticamente, 2 ml de Agua destilada estéril com pipeta gradu-
ada, em cada um dos frasquinhos.

Frasco 2 — para fazer a dilui¢ao 1/5

e  Utilizar um frasco com tampa de rosca, capacidade para cerca de 10 ml.
e  Esterilizar os frascos a 180° C por 2 horas.

e  Assepticamente, distribuir 4 ml de Agua destilada estéril.

Frasco 3 — para fazer a dilui¢ao 1/100

e  Utilizar um frasco com tampa de rosca, capacidade para cerca de 30 ml.

e  Esterilizar os frascos a 180° C por 2 horas.

e Assepticamente, distribuir 10 ml de Agua destilada estéril.

e  Bandeja — preparar uma bandeja de aluminio com divisdes colocando um
frasco 1, um frasco 2 e um criotubo com mi¢angas. Numerar todos os tubos
com o numero de cada isolado a ser testado. Para os criotubos marcar o
numero do isolado bacteriano no corpo e tampa dos tubos, com etiqueta
prépria para congelamento; numerar o frasco 3 com os nimeros de cada
isolado bacteriano a ser testado — colocar os frascos 3 em bandeja separada.

e  Preparar uma listagem com o nimero dos isolados a serem testados .
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Procedimentos de realizagao

1.

10.

11.

12.

13.

Colocar a estante com os isolados bacterianos, a bandeja de aluminio com divi-
sdes com um frasco 1, um frasco 2 e um criotubo com micanga, e a bandeja com
os frascos 3 dentro da CSB.

Com alga bacterioldgica descartavel estéril retirar uma boa porg¢ao da massa bac-
teriana que estd sobre o meio (procurar nio retirar o meio junto). Procurar tocar
em todas as colonias para ter uma boa representatividade da amostra.

Abrir o frasco 1, colocar a alga sobre as pérolas, fazer uma suspensao homogénea
de bactérias.

Pegar mais massa bacilar com al¢a e fazer o mesmo no criotubo com as micangas.
Descartar a al¢a no saco autoclavavel.

Repetir esse procedimento até que todas as suspensdes dos isolados bacterianos
e da cepa controle (M. tuberculosis H37Rv — ATCC 27294) estejam prontas.
Deixar a suspensdo em repouso por 15 minutos, para decantar as particulas
maiores e para evitar dispersao de aerossois.

Com uma pipeta Pasteur, retirar cerca de 1 ml do sobrenadante e gotejar pela pa-
rede do tubo, ajustando a turvagio da suspensdo com o Tubo n° 1 McFarland.
Com a mesma pipeta, retirar todo o meio liquido Sauton do criotubo.

Realizar os procedimentos 8 e 9 para todas os isolados bacterianos, utilizando
uma pipeta para cada isolado.

Com micropipeta automética, diluir 1 ml da suspensdo acima em 4 ml de Agua
destilada estéril (frasco 2) — suspensao 1:5.

Com micropipeta automética, diluir 0,1 ml da suspensdo preparada no item 8,
em 10 ml de Agua destilada estéril (frasco 3) — suspensao 1:100.

Suspensao 1:5 = Inéculo para uso nos meios com drogas e no TSA
(Tryptic Soy Agar)

Suspensao 1:100 = Indculo para uso no meio controle

Guardar os isolados bacterianos originais na geladeira até liberacdo dos resulta-
dos dos testes.

9.7.2.2 Preparacao dos meios MGIT

Para a preparacdo dos meios de cultura MGIT para TS utilizados no sistema au-

tomatizado, seguir as instrugdes do fabricante, consistindo em preparar um tubo de
MGIT com PNB e 4 tubos com as drogas SIRE (S=SM, I=INH, R=RMP e E=EMB).
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Prepara¢dao do Meio MGIT com PNB

1. Assepticamente, adicionar 0,8 ml de OADC em cada tubo MGIT (1 tubo para
cada teste). Este OADC nao deve ser retirado do kit SIRE, pois o kit é utilizado
para o preparo dos meios com droga SM, INH, RMP e EMB.

2. Assepticamente, utilizando uma micropipeta automatica, pipetar 168 ul da so-
lugao estoque PNB em cada tubo MGIT. Marcar os tubos com o simbolo na
cor padronizada pelo laboratério. Exemplo: simbolo — dois tragos em X na cor
preta.

Preparacao do Meio MGIT com drogas SIRE

1. Preparo das drogas SIRE

2. Para o preparo da solugio estoque das drogas SIRE, adicionar 4 ml de Agua des-
tilada estéril em cada frasco com as drogas SIRE conforme orienta¢oes do forne-
cedor.

Preparo do meio com as drogas SIRE

1. Assepticamente, adicionar 0,8 ml de suplemento SIRE (OADC) em cada tubo
MGIT (5 tubos para cada teste).

2. Assepticamente, utilizando uma micropipeta automadtica, pipetar 100 pl de cada
droga (SIRE) em cada tubo marcado, (um tubo para cada droga).

3. Marcar os tubos com o simbolo na cor padronizada pelo laboratério. Exemplo:
simbolo= um tra¢o inclinado. Cores: vermelha = estreptomicina, preta = isonia-
zida, azul = rifampicina e verde = etambutol.

4. Um tubo sem droga serd usado como controle de crescimento bacteriano (CC).

9.7.2.3 Inoculacao da suspensao bacteriana nos tubos
Para acompanhar a inoculag¢ao da suspensao bacteriana, observar o item 9.12.2.6
- Figura 6 dos anexos deste Capitulo.

Procedimentos de organizagdao

1. Colocar o tubo controle de crescimento e um tubo de cada droga numa estante
seguindo a ordem SIRE, o tubo de PNB e o de TSA.

2. Identificar com o nimero do isolado bacteriano, o tubo controle de crescimento,
o tubo PNB e tubo TSA.

Procedimentos de realizagao
1. Inocular o tubo controle de crescimento (CC): com micropipeta automdtica,
inocular 0,5 ml da suspensdo 1:100 no tubo MGIT CC.
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Inocular os tubos contendo drogas: com micropipeta automdtica inocular
0,5 ml da suspensédo 1: 5 em cada um dos tubos contendo drogas estreptomicina
(S), isoniazida (I), rifampicina (R), etambutol (E) e dcido p-nitrobenzéico (PNB).
Rosquear e homogeneizar bem cada um dos tubos, para ndo prejudicar a
leitura.

Inocular um tubo com TSA ou similar: com micropipeta automatica inocular 0,5
ml da suspensio.

Ap6s a inoculacdo de todos os testes, realizar a limpeza, descontamina¢ao da
CSB e da bancada e o descarte do material contaminado, conforme descrito no
Capitulo 3.

9.7.2.4 Incubacao no sistema automatizado

1.

Dispor 5 tubos (CC e SIRE) na estante AST Set Carrier, na seguinte seqiiéncia:
(CC,S,LR,E).

Incubar sistema de incubagao BACTEC MGIT 960.

Antes de incubar cada estante, verificar o niumero do isolado bacteriano e loca-
liza-lo na listagem de cepas. Na coluna posi¢do anotar letra e numeros da gaveta
na qual a estante serd incubada.

Ap6s a incubacio de todas as estantes repetir, o procedimento para os tubos
MGIT PNB.

Antes de incubar cada tubo, verificar o ntimero do isolado bacteriano e anotar a
letra e 0 nimero da gaveta que o tubo serd incubado.

Apbs o término aguardar cerca de dois minutos para verificar se ocorreu algum
erro no momento da incubagao.

No caso de erro, irdo acender os botdes (+) e (-) da gaveta onde estiver o proble-
ma. Consultar o manual de instru¢des do instrumento BACTEC MGIT 960.
Incubar o tubo com TSA ou similar a 36 £ 1°C. Verificar ap6s 48 horas. Se houver
contaminagdo com outros microrganismos, anotar o resultado de contamina-

¢ao.

9.7.2.5 Leitura e registro dos resultados no sistema automatizado

1.

Verificar diariamente a indica¢do de resultados finalizados no equipamento
BACTEC MGIT 960 que fornecera os resultados de resisténcia ou sensibilidade
das drogas a cada isolado bacteriano testado.

Imprimir os resultados dos testes finalizados.

Registrar o resultado para o Formuldrio de Leitura do TS Automatizado - MGIT
(item 9.12.1.10 nos anexos deste Capitulo). e para o registro de cultura e Teste de
Sensibilidade e para o livro de registro, e liberar o resultado utilizando os laudos
padronizados de cada laboratério.
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4. Antes da libera¢do dos resultados os laudos devem ser conferidos por duas pes-
soas quanto ao numero da cultura, o nome e o resultado.

5. Anotar os testes que apresentarem erro e tomar as providéncias devidas, descritas
em “intercorréncias”.

Intercorréncias:

1. Erro 10 — erro imediatamente apds a colocag¢ao na gaveta; posicionamento da
estante de forma incorreta, correcdo imediata.

2. Erro 400 - crescimento rapido; pode ser excesso de indculo, MNT de crescimen-
to rapido ou contaminagao:

e  Fazer uma lamina dos tubos PNB e TSA. Caso seja contaminagdo descartar
o teste e soltar o resultado como contaminado.

e  PNB positivo e TSA negativo e lamina do tubo controle BAAR = provével
MNT - encaminhar para identifica¢ao.

e  PNB negativo e TSA negativo e lamina do tubo controle BAAR = CMTB —
repetir o teste.

3. Erro 200 — ocorre ap6s 12 dias, quando ndo ha crescimento no tubo controle
(cepa NC). Pegar o isolado bacteriano original e repicar em meios L], L] + PS,
OK, 7H9; incubar a 36 + 1°C para tentar recuperar. Apds o crescimento repetir
o teste.

4. Discordancia entre os resultados do Teste de Sensibilidade de isolado bacteriano
isolado e/ou recebido anteriormente e do atual. Repetir novamente o TS dos dois
isolados e no caso de manter a discordincia soltar o resultado com uma carta
explicativa.

Resultados do PNB

1. Acompanhar o tubo PNB de acordo com o protocolo de leitura dos meios com
droga, ou seja, resultado positivo ou erro. O teste com PNB finaliza e serd in-
terpretado como negativo, 3 dias ap6s a finalizacio de todos os Testes de
Sensibilidade.

2. Anotar os resultados do PNB no livro de registro. Os testes PNB (+) serdo con-
cluidos apés preparagdo de lamina e confirmacao da presenca de BAAR ou ou-
tras bactérias.

e  PNB negativo = isolado bacteriano identificado como provavel M. tubercu-
losis.

e PNB positivo: lamina com presenca de BAAR = provével MNT. Utilizar o
isolado bacteriano original e encaminhar para realizar a identificacdo da

micobactéria.
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e  PNB positivo: lamina ndo BAAR = PNB contaminado. Verificar o resultado
do TSA:
a. Seoresultado do TSA for “contaminado” anotar no livro de registro re-
sultado CO (contaminado) e liberar esse resultado finalizando o teste.
b. Se o TSA estiver negativo, sugere que a contaminagao foi localizada no
tubo do PNB; fazer 1amina do tubo controle e dos tubos com drogas
que estiverem (+). Se na lamina, o resultado for presenca de BAAR sem
contaminagao, o teste pode seguir até a finaliza¢do.

9.8 Teste de Sensibilidade para drogas alternativas

9.8.1 Descricao

A capacidade das MNT em produzir doenca estd documentada na literatura e
sua importincia vem aumentando progressivamente, com isolamentos de diferentes
espécies nos laboratérios de micobactérias* %,

O diagnoéstico de doenga causada por MNT exige muita cautela, pois o isola-
mento dessas espécies a partir de materiais clinicos ndo estéreis pode significar colo-
nizag¢do transitéria ou contaminagdo. Por isso, a correlacio clinico-laboratorial é de
fundamental importancia para o estabelecimento do diagndstico de doenga e para
determinagdo da estratégia terapéutica®?.

Sao poucos os estudos sobre correlagdo do resultado dos Testes de Sensibilidade
convencionais, descritos anteriormente neste capitulo, e o progndstico clinico para as
doengas causadas por MNT. Por esse motivo, ndo é recomendavel a realiza¢do do TS
convencional para todas as espécies. Em alguns casos, com confirmac¢io de que a cepa
isolada é clinicamente significante para o paciente, pode-se realizar o TS, desde que
haja cautela na interpretagdo do resultado?.

De acordo com as recomendagdes do NCCLS/CLSI e ATS/IDSA, o método mais
aceito é o que determina a Concentra¢do Minima Inibitéria (CMI), que é definida
como a menor concentra¢do da droga capaz de impedir o crescimento microbiano e

estd validado para ser realizado em algumas espécies de MNT6%,

9.8.2 Utilidades do método
Atualmente varios estudos sdo realizados utilizando essa metodologia de deter-
minagdo da CMI de M. tuberculosis e de MNT frente as drogas de tratamento®*>** na
busca de alternativas para avaliar:
e  Drogas alternativas para o tratamento de TBMR.
e  Drogas alternativas para o tratamento de MNT.
e Novas drogas ou produtos ativos para desenvolvimento de novas drogas para
determinar sua potencialidade.
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9.8.3

Micobactérias e drogas testadas

As drogas para determinac¢do da CMI serdo utilizadas de acordo com a micobac-

téria isolada:

Quadro 4 Espécies de MNT e as drogas utilizadas para CMI

Espécies de MNT Drogas utilizadas

Micobactérias de Crescimento Rapido
(MCR)

M. fortuitum

M. chelonae

M. abscessus

Observacéo: Imipenem nao deve ser testado para M.chelonae e M.abscessus

Complexo M. avium
M. avium e M. intracellulare

M. kansasii

Para estudos de acdo de drogas ou
caracterizacao de outras espécies

9.8.4

Solug¢do-mae das drogas

Amikacina (AK)
Claritromicina (CLAR)
Ciprofloxacina (CIP)
Sulfamethoxazole (SUL)

Tobramicina (TO)

Claritromicina (CLAR)
Azitromicina (AZ)
Estreptomicina (SM)
Isoniazida (INH)
Etambutol (EMB)
Rifampicina (RMP)
Estreptomicina (SM)
Isoniazida (INH)
Etambutol (EMB)
Rifampicina (RMP)
Rifabutina (RB)

Ciprofloxacina (CIP)

Preparacao das drogas

Imipenem (IMI)
Cefoxitina (CEF)
Doxiciclina (DX)

Linezolide (LIN)

Rifabutina (RB)
Ciprofloxacina (CIP)
Amikacina (AK)
Claritromicina (CLAR)
Amikacina (AK)
Clofazemina (CLOF)
Claritromicina (CLAR)
Etionamida (ETH)
D-cicloserina (CS)

Doxiciclina

Preparar uma solu¢ao-mae de cada droga a 10.000 pg/ml de cada droga: pesar 0,1

g da droga e dissolver em 10 ml de Agua destilada estéril ou outro diluente, de acordo

com o Quadro 5.
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Quadro 5 Preparacao da solucdo-méae das drogas e os diluentes

correspondentes
H,0 CS, DX, SM, INH, EMB, CIP e AZ
DMSO (Dimetil sulfoxido) CLA, ETH, CLOF e RB
Metanol RMP

CS = cicloserina, DX = doxiciclina, SM = estreptomicina, AK = amicacina, RB = rifabutina, ETH = etionamida,
CLA = claritromicina, INH = isoniazida, CIP = ciprofloxacina, EMB = etambutol, RMP = rifampicina,
CLOF = clofazemina, AZ = azitromicina

A solugao-mae pode ser aliquotada em criotubos e conservada a -70°C, por até
12 meses, com estabilidade satisfatéria'®. Quando conservada a -20°C, a validade é de
6 meses.

A clofazemina nao deve ser armazenada, pois ndo mantém a estabilidade e a
etionamida tem prazo de validade de 30 dias a -20°C.

Solugdo de uso das drogas

A solugdo de uso das drogas é preparada a partir da solu¢ao-mae, em meio liqui-
do Middlebrook 7H9 enriquecido com OADC.

No dia da preparagio da solu¢do de uso, descongelar a solu¢ao-mae e descartar
o volume restante.

Para as drogas: CS, DX, SM, AK, CLA, ETH, INH, EMB, CIP, CLOF e RB, reali-
zar uma dilui¢do 1:10 a partir da solu¢do-mae, ficando assim numa concentra¢io de
1.000 pg/ml. A partir desta concentragdo, seguir as informa¢oes do Quadro 6 para
obter a concentragdo final que serd levada aos orificios da linha A da microplaca. Para
a droga AZ, nao precisa fazer a dilui¢do 1:10 e podemos partir da solu¢ao-mae, dire-
tamente. Para calcular a concentragdo final que cada droga deverd ter nos orificios da
linha A da microplaca, utilizar os dados do Quadro 6:
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Quadro 6 Preparacao da solucdo de uso para obtencao das
concentragdes finais de cada droga, nos orificios da linha A da
microplaca, para um volume de 1 ml.

Drogas Concentracao final nos orificios da Solucéo de uso = Solugao-mae diluida 1:10 (1.000 pg/
9 linha A da microplaca (ug/ml) ml)* pl + meio 7HI pl

(& 128 512 + 488
DX 64 256 + 744
SM 32 128 + 872
AK 32 128 + 872
CLA 32 128 + 872
ETH 32 128 + 872
INH 16 64 +936

EMB 16 64 + 936
CIp 16 64 + 936
RMP 8 32 + 968
CLOF 8 32 + 968
RB 4 16 + 984
AZ* 512 250 + 970

* Para a droga AZ utilizar a solucdo-mae sem diluir

CS = cicloserina, DX = doxiciclina, SM = estreptomicina, AK = amicacina, RB = rifabutina, ETH = etionamida,
CLA = claritromicina, INH = isoniazida, CIP = ciprofloxacina, EMB = etambutol, RMP = rifampicina,

CLOF = clofazemina, AZ = azitromicina

A concentragao da solu¢do de uso deverd ser quatro vezes maior do que a con-
centracdo final, primeira concentracido da dilui¢do seriada e corresponde a linha A da
microplaca. Para exemplificar: o primeiro orificio contém 100 pl de meio, ao colocar
100 pl de droga a concentra¢io cai pela metade, e ao inocular 100 pl da suspensdo
bacteriana a concentragiao novamente cai pela metade.

Observar os itens 9.12.1.11, 9.12.1.12 ¢ 9.12.1.13 dos anexos deste Capitulo
que mostra os esquemas das microplacas da CMI para Micobactérias de Crescimento
Répido, Complexo M. avium e M. kansasii, respectivamente.

9.8.5 Procedimentos da CMI

Precaucgoes

Ao trabalhar com meios liquidos é necessério intensificar os cuidados com a pro-
dugdo de aerossdis. Realizar os procedimentos utilizando as recomendagdes de bios-
seguranga como as boas préticas de laboratério e o uso de equipamentos de protegdo
individual (EPI) adequados, conforme descrito no Capitulo 3.

Considerando que o método utiliza volumes muito pequenos é importante que
as micropipetas automadticas estejam calibradas para evitar erros significativos.

Secretaria de Vigilancia em Saude/MS 351



Capitulo 9 - Teste de Sensibilidade para Micobactérias

Cuidado especial no preparo das drogas e dilui¢cdes para obter a concentracao
correta.

Observagoes: A preparacao do meio de cultura Middlebrook 7H9/OADC e for-
muldrio para controle da preparagdo estao descritas no anexo deste capitulo. A prepa-
racao da Solugdo de Alcool a 70% e da Solugao de Fenol a 5% esté descrito no Capitu-
lo 3. A preparagdo do tubo n° 1 da Escala McFarland estd descrito no Capitulo 7.

Materiais

Equipamentos

e CSB

o  Estufa bacterioldgica a 36 £ 1°C.

e  Freezer —20°C.

e  Geladeira.

e  Micropipeta automadtica capacidade de 1 a 50 pl.

e  Micropipeta automatica capacidade de 50 a 200 pl, com varia¢ao de volume
de 1 ul

e  Micropipeta automética capacidade de 100 a 1000 pl, com varia¢io de volu-
me de 1 ul.

e  Micropipeta multicanal com 12 canais capacidade de 100 a 200 pl.

e  Micropipeta multicanal com 8 canais capacidade de 100 a 200 pl.

e Distribuidor de meio (repete) com seringa de 100, 10 e 30 pl.

e  Suporte com espelho para leitura das placas.

Reagentes

e Agua destilada estéril.

e  Drogas de escolha (de acordo com a micobactéria).
e  Metanol.

e  Dimetilsulféxido (DMSO).

e  Resazurina e MTT.

e Solugdo de Alcool a 70%.

e  Solugido de Fenol a 5%.

e  Tubo n° 1 McFarland.

Insumos

e  Papel absorvente (papel de filtro ou papel-toalha) para forrar a bancada.

e  Canetas para marcar vidro ponta fina e comum.

e  Alca bacterioldgica descartavel estéril.

e  Tubo de ensaio 13 x 100 mm, com tampa de rosca, estéril (2 para cada cepa
testada, para preparar o in6culo).

352 Secretaria de Vigilancia em Saade/MS



Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras Micobactérias

e  Microplacas com 96 orificios, fundo em U, com tampas, estéreis.

e  Pipeta Pasteur descartdvel estéril.

e  Ponteiras para micropipetas de 1,200 e 1000 pl.

e Meio liquido Middlebrook 7H9 ou Caldo Muller-Hinton cétion suplemen-
tado.

e  Enriquecimento Middlebrook OADC (4cido oleico, albumina, dextrose e
catalase).

e  Reservatdrio canaleta estéril, para distribuicio de meio com micropipeta
multicanal.

e  Criotubo de 1,5 ml.

e Gaze estéril em pedagos.

e  Saco pléstico tipo zippack ou filme pléstico.

e  (aixa pldstica com tampa e trava para acondicionar microplacas na estufa.

e  Recipiente pléstico de boca larga para o material ser autoclavado e descartado.

e  Saco pléstico autoclavavel para acondicionamento dos recipientes de des-
carte.

e  Baldo volumétrico capacidade de 200 ml e de 10 ml.

e  Frasco erlenmeyer capacidade de 200 ml.

e  Frascos de vidro com tampa de rosca capacidade de 10 a 30 ml, um para
cada droga utilizada.

e  Formulario com esquema da microplaca e as drogas que estdo sendo testa-
das e leitura dos resultados (itens 9.12.2.11,9.12.2.12 € 9.12.2.13).

e  Cepas de referéncia para controle de sensibilidade e resisténcia.

Procedimentos de organizagao

Realizar os procedimentos de 1 a 3 fora da CSB

1.  Como é uma técnica que exige muita atenc¢do, organizar todo o material necessa-
rio para sua execucao e dedicar-se exclusivamente a essa atividade.

2. Trazer para préximo a CSB, em local visivel, o Formuldrio com esquema da mi-
croplaca a ser utilizada para seguir o esquema atentamente.

3. Identificar na microplaca o nimero do isolado bacteriano a ser testado.

Os formularios com os esquemas das microplacas e as diferentes drogas assim
como o espago para anota¢des da leitura das CMI obtidas, encontram-se no anexo
deste capitulo:

e Item 9.12.1.11 Formuldrio de Determinagao da CMI de Micobactérias de

Crescimento Rapido (MCR).

e Jtem 9.12.1.12 Formulario de Determina¢do da CMI do Complexo M. avium.
e Jtem 9.12.1.13 Formuldrio de Determinag¢do da CMI de M. kansasii.
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Procedimentos de realizagao — preparacao das microplacas

Utilizar microplacas novas, descartaveis, estéreis, de 96 orificios, com fundo em

U, com tampa para baixa evaporagao, propria para cultura de células.

Realizar os procedimentos de 1 a 4 dentro da CSB

1.

Distribuir 100 pl de meio 7H9-OADC em todos os orificios da microplaca utili-
zando micropipeta multicanal de 12 canais.

Colocar 100 pl da solugdo de uso de cada droga na linha A da microplaca, com
excecao da fileira H. Executar esse procedimento com muito cuidado, trocan-
do as ponteiras para cada droga. Seguir um dos esquemas dos itens 9.12.1.11,
9.12.1.12 0u 9.12.1.13

Realizar as dilui¢des seriadas: colocar a micropipeta multicanal na linha A, ho-
mogeneizar, retirar 100 pl e passar para a linha B, homogeneizar e passar para
a linha C e assim sucessivamente até a linha G, desprezando 100 pl desta linha.
Em cada linha é preciso homogeneizar (2 vezes) antes de transferir para a linha
seguinte. Na linha H néo vai droga, fica apenas com o meio de cultura e serd o
controle de crescimento da cepa (CCC).

As microplacas prontas, com as drogas diluidas, podem ser conservadas a -20°C
e tém validade de um més.

Procedimentos de realiza¢dao — suspensao bacteriana (inéculo)

A cepa de micobactéria deve estar identificada como espécie.

Realizar os procedimentos de 1 a 6 dentro da CSB

1.

A partir da cepa em meio sé6lido L], que deve estar na fase logaritmica de cres-
cimento, fazer um subcultivo: retirar com al¢a bacterioldgica descartavel estéril
uma boa quantidade do crescimento bacteriano, de forma a ser representativo da
amostra e transferir para um tubo contendo 3 ml de meio 7H9/OADC.

Incubar a 36 + 1°C durante um periodo de 3 dias para as micobactérias de cres-
cimento rdpido e de 7 dias para as de crescimento lento.

Ap6s o periodo de incubagdo, homogeneizar, deixar sedimentar durante 5 minu-
tos e utilizar o sobrenadante.

Suspensdo padrdo: em tubo de ensaio contendo meio 7H9/OADC, gotejar o so-
brenadante até ajustar a turvag¢ao com a do tubo n° 1 da Escala McFarland.
Suspensdo de uso: num volume final de 10 ml, fazer uma dilui¢ao 1:25 da sus-
pensdo padrio em meio 7H9/OADC. Para isso, colocar 9,6 ml de meio 7H9/
OADC num tubo de ensaio e adicionar 0,4 ml da suspensdo padrdo e misturar

suavemente.
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Procedimentos de realizagao — inoculagao nas microplacas

Realizar o procedimento 6 dentro da CSB

6. Com micropipeta multicanal (4 canais) transferir 100 pl da suspensio de uso
para todos os orificios da microplaca. Na linha H também coloca-se o inéculo,
com exce¢do de um dos orificios que serd o controle do meio (CM).

Realizar o procedimento 7 e 8 fora da CSB

7. Colocar as microplacas dentro de sacos plésticos, fechar bem e colocé-las dentro
de uma caixa de pldstico fechada e com trava e levar para a estufa. Esses cuidados
evitam a evaporacdo pelo calor da estufa e protege de acidentes graves como o
derrame de liquido e producao de aerossol.

8. Realizar a limpeza, descontaminacio da CSB e da bancada e o descarte do mate-
rial contaminado conforme descrito no Capitulo 3.

Incubagao das microplacas
Incubar em estufa bacterioldgica a 36 + 1°C por 3 a 5 dias para MCR de 7 a 10
dias para as de MNT de crescimento lento.

Revelagdo e leitura nas microplacas

Ap6s o periodo de incubagdo de acordo com a micobactéria testada, fazer a lei-
tura das microplacas.

Antes de retirar as microplacas da estufa, preparar a solu¢io reveladora, que po-
derd ser Resazurina ou MTT.

Solugdo reveladora

Trata-se de indicadores colorimétricos de crescimento celular, baseados na oxi-
reduc¢do de um indicador colorido adicionado ao meio de cultura depois que a mi-
cobactéria ficou exposta as drogas antituberculose. A resisténcia é detectada pela
mudanga de cor do indicador, a qual é diretamente proporcional ao nimero de mico-
bactérias vidveis presentes no meio de cultura.

Os indicadores, resazurina e MTT -3-(4,5-dimethyl-2-thyazolyl)-2,5-diphenyl-
2-tetrazolium bromide, tém sido utilizados como reveladores nos testes de determi-
na¢do da CMI em microplacas, para micobactérias frente as drogas de primeira e
segunda linha, com resultados comparaveis e em concordancia com o método das
propor¢des?2,
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Preparacdo da solugao reveladora

Realizar os procedimentos dentro da cabine de exaustdo

e Resazurina: Preparar uma solucao 0,01 % de resazurina em Agua destilada: pe-
sar 0,002 g em 20 ml de Agua destilada.

e  MTT: Preparar uma solu¢io de 5 mg/ml de MTT em Agua destilada: pesar 50 mg
em 10 ml de Agua destilada.

e  Ambas as solu¢des podem ser conservadas a 4°C por uma semana, protegida da
luz.

Leitura do teste

Realizar os procedimentos dentro da CSB
A leitura é feita dentro da CSB, com o auxilio de um suporte com espelho, onde

a microplaca é colocada de modo que seja possivel observar o crescimento no fundo

dos orificios sem erguer ou movimentar.

e  Proceder primeiro uma leitura visual, sem o uso do indicador, comparando o
crescimento nos orificios (CCC) e o orificio (CM).

e O crescimento vai aparecer como um botio ou turva¢io no fundo da micropla-
ca.

e  Registrar os resultados obtidos no formulario especifico de resultados, de acordo
com a micobactéria testada.

e  Proceder a revelagdo com o indicador escolhido.

Revelacao do teste

Realizar esses procedimentos dentro da CSB
Manter préximo a CSB, em local visivel, o formuldrio com esquema da micro-

placa que estd sendo utilizada.

Ao retirar o saco ou o filme pldstico, evitar movimentos bruscos e cuidar para
que a dgua de condensagao que poderd estar na tampa da microplaca ndo caia sobre
os orificios do teste.

Com Resazurina: adicionar 30 pl da solugdo de resazurina nos orificios de con-
trole: H1, controle de crescimento (CCC) e controle do meio (CM):

e Incubara 36 * 1°C por 24 horas.

e  Apos esse periodo, verificar se houve mudanca de cor, de azul para rosa, no ori-
ficio H1, indicando que houve crescimento bacteriano. O outro controle (CM)
deverd permanecer azul, indicando auséncia de crescimento bacteriano. Caso o
HI1 nio apresente mudanca de cor, incubar por mais 3 dias e repetir o procedi-
mento.
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e  Se houve mudanca de cor em H1, adicionar 30 pl da solu¢ao de resazurina em
todos os orificios onde foi inoculado a bactéria e no 2° orificios controle (CCC).
Incubar por mais 24 horas.

Com MTT: adicionar 10 pl da solu¢do de MTT nos orificios de controle: HI,
controle de crescimento (CCC) e controle do meio (CM) e seguir 0 mesmos passos
descritos para a resazurina. A mudanga de cor que indica crescimento bacteriano é de

amarelo para roxo.

Interpretagao do teste

e  Apos esse periodo verificar se houve mudanca de cor nos orificios do teste e se a
cor apresentada é compardvel a cor do 2° orificio controle (CCC).

e Sea condigdo acima foi atendida, o teste pode ser interpretado e determinada a
CMI para cada droga.

e CMI = é a menor concentracio da droga capaz de inibir o crescimento de 90%
da cepa testada. Ou seja, a menor concentracao da droga capaz de impedir a mu-
danga de cor de azul para rosa, quando usamos a resazurina como revelador e de
amarelo para roxo quando usamos o MTT.

e  Registrar os resultados obtidos no formulario especifico de resultados, de acordo
com a micobactéria testada.

e  Descartar todo o material utilizado seguindo as recomendac¢des da biosseguran-
¢a no Capitulo 3.

ATENCAO: De acordo como CLSI/NCCLS16, os resultados da CMI
sao expressos como: sensivel, sensibilidade moderada e resistente.
Estas categorias foram definidas ap6s estudos com nimero signifi-
cativo de microrganismos, para cada classe de droga. As CMI foram
analisadas em relacao a farmacocinética da droga em dosagens
normais utilizadas e, sempre que possivel, os critérios interpretati-
vos dos testes “in vitro” foram analisados em relacao a estudos de
eficacia clinica no tratamento do microrganismo especifico.

9.9 Controle de qualidade interno

As recomendagoes gerais quanto a limpeza da vidraria, assim como a qualidade e
conservacao dos meios de cultura, ja referénciadas em outros capitulos, sao descritos
com detalhes no Capitulo 7.

Verificar se os Testes de Sensibilidade estao sendo realizados de amostras de pa-
cientes que tenham algum fator de risco de resisténcia a drogas antituberculose, se-
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guindo os critérios estabelecidos pelo PNCT. De outra forma, os resultados produzi-
dos pelo laboratério nao terdo utilidade.

9.9.1 CQl das drogas utilizadas

Os cuidados com a qualidade, conservagio, atividade e precisdo na pesagem das
drogas sao fundamentais para assegurar resultados confidveis dos Testes de Sensibili-
dade's. Por esse motivo, é conveniente que o LR se responsabilize pela compra centra-
lizada, pesagem e distribui¢do dessas drogas. Esse laboratério também sera responsa-
vel por prover a rede de laboratdrios com as instrugdes de preparacdo das diluigoes e
incorporac¢ao destas aos meios de cultura'.

Fonte da droga

Para a aquisi¢ao comercial das drogas deve-se ter em conta a sua qualidade e con-
fiabilidade. O fabricante deve fornecer impresso no rétulo o nome genérico da droga,
sua poténcia, data de validade, condi¢des de conservacao.

Poténcia da droga

Poténcia da droga é o niumero de microgramas da droga ativa por miligrama
de peso total do produto. Nem toda a droga é apresentada em sua forma pura pelo
fabricante e uma por¢do do seu peso pode ser devido a impurezas ou devido a algum
radical que compde a molécula. A poténcia de cada lote de fabrica¢ao da droga deve
vir impressa no rétulo do produto ou no seu certificado de qualidade, e deve ser ajus-
tada, se for o caso, cada vez que for adquirida.

Conservag¢ao e manuseio da droga

Observar estritamente as recomendagdes do fabricante (no rétulo ou no certifi-
cado de qualidade) quanto as condi¢des de conservagao, pois algumas necessitam se-
rem mantidas em freezer enquanto que outras sob refrigeragdo. Manter sempre a dro-
ga no frasco original e dentro de um dessecador para evitar a absor¢ao de umidade.

Quando descongelar as aliquotas da solu¢ao-mae da droga, para preparar a solu-
¢3o de uso, apds utilizar o volume necessério, descartar o volume que sobrou. Nunca
congelar novamente a droga depois de haver descongelado.

Pesagem da droga

As drogas devem ser pesadas em balangas analiticas calibradas e com certificado
de calibrag¢io valido.
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9.9.2 CQIl dos meios LJ com drogas

Para os meios de cultura com drogas se aplicam os mesmos controles detalhados
no Capitulo 7: aspectos macroscépicos: cor, consisténcia textura e volume, controle de
esterilidade e microbiolégico. E importante observar que, se os meios de cultura com
drogas ndo sdo bem conservados, as drogas incorporadas podem perder sua atividade.

No momento de adicionar o meio a droga é importante manter sob agita¢do
constante para que a droga seja realmente incorporada em todo o volume de meio e
ao mesmo tempo suave para nao produzir bolhas de ar e prejudicar a distribuicao do

meio nos tubos.

Controle microbioldgico

Para controlar a qualidade dos meios de cultura L] com drogas, com relagdo
ao desempenho em demonstrar a resisténcia as drogas da micobactérias, cada lote
produzido deve ser semeado com uma cepa de referéncia sensivel a todas as drogas
testadas e outra cepa resistente'.

As cepas de referéncia recomendadas para demonstrar sensibilidade sio M. tu-
berculosis H37Rv ATCC 27294 e M tuberculosis H37Ra ATCC 25177, ambas sdo sensi-
veis a todas as drogas testadas, sendo a cepa H37Ra considerada avirulenta'.

Para monitorar possiveis erros nos meios produzidos com drogas (por exemplo,
excesso de droga), o que leva a resultados sensiveis, é importante o uso das cepas resis-
tentes. Por outro lado, sabemos que o uso de cepa resistente na rotina do laboratério
aumenta o risco biolégico, ndao sendo recomendado o uso de uma cepa resistente a
todas as drogas'®. Sugerimos que seja utilizada uma combinac¢do de cepas, cada uma
resistente a uma das drogas testadas, principalmente INH e RMP.

Os procedimentos para realizar este controle microbioldgico segue o descrito no
Capitulo 7. Para facilitar, sugerimos que o controle de cada lote do TS, seja preparado
junto, no mesmo lote, com as amostras a serem testadas.

Os registros dos resultados devem ser preenchidos de maneira clara e organiza-
dos em formularios descritos no anexo deste capitulo. Se for detectado resultados nao
esperados, recomenda-se anular os resultados de todo o lote e repeti-las com novo
lote de meios.

9.9.3 CQl do processamento do TS

e  Organiza¢do de todo o material necessario, antes de iniciar. A area de trabalho
na CSB nao deve ter acimulo de materiais, jd que a técnica requer o uso de uma
quantidade muito grande de materiais, a0 mesmo tempo.

e  Cultura primadria: sempre que possivel dar preferéncia para realizar o Teste de
Sensibilidade a partir do crescimento primadrio, desde que contenha 20 ou mais
coldnias. Para preparar o indculo raspar o maior nimero de coldnias possivel.
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Nas culturas em que o nimero de coldnias é menor que 20, ndo recomendamos
arealiza¢do do Teste de Sensibilidade, pois essa amostra pode nio ser representa-
tiva da populagdo bacilar na lesdo. Nesse caso, realizar um subcultivo do isolado
bacteriano para aumentar o niimero de coldnias, ndo significa melhorar as suas
caracteristicas e, portanto, ndo ¢ recomendado.

e  Verificar se a cultura estd pura, se as colonias tém a mesma morfologia e caso isso
nao ocorra, nao realizar o Teste de Sensibilidade antes de tratar e descontaminar
a cultura.

e No caso de existir 4gua de condensagdo nos tubos de meio de cultura, desprezar a
mesma sobre gaze ou papel de filtro, estéreis, para facilitar a absor¢ao do indculo
semeado.

e Qualidade do in6culo: a preparagio das dilui¢des é fundamental para assegurar
que todos os tubos recebam o mesmo indculo e que os cdlculos da propor¢ao de
mutantes resistentes tenha significado. Para isso é importante ter um bom pa-
drao de turvagdo (Escala McFarland), recém preparada, sem precipitagoes. A sus-
pensdo deve ser homogénea, deixando-a decantar durante alguns minutos para
que os grumos se depositem e quando retirar a aliquota ndo tocar no fundo do
tubo. E preciso assegurar a precisio da medida do volume inoculado, que deve
ser sempre o mesmo em todos os tubos semeados e garantir a troca de pipetas
durante as dilui¢oes seriadas.

e  Verificar a completa absor¢ao do in6culo antes do fechamento das tampas. Nesse
momento, havendo presenca de contaminac¢io, descartar o teste e repeti-lo.

9.9.4 CQl da leitura e resultados do TS

No momento da primeira leitura (28 dias) de incubagao, verificar se o indculo

estd adequado:

e  Morfologia das colonias sao caracteristicas de M. tuberculosis.

e  Colonias contaveis nos tubos controles semeados com a diluigao 107,

e  Presenca de pelo menos 100 coldnias nos tubos controles semeados com a dilui-
¢ao 10°.

e  Quantidade de colonias com a dilui¢do 10° de aproximadamente 100 vezes me-

nor do que a obtida com a dilui¢do 107.

Se estas condi¢oes ndo sdo atendidas, repete-se o teste imediatamente. Se esti-
verem adequadas e se detectam resisténcia a alguma droga, numa propor¢ao acima
de 1% em relagdo ao controle, deve-se informar imediatamente a resisténcia detec-
tada para agilizar a orientagdo de tratamento adequado. Se ndo aparece resisténcia,
aguarda-se até completar 42 dias de incubagao. O resultado definitivo é emitido apds
aleitura do TS com 42 dias de incubagao.
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Conciliar os resultados do teste de um paciente com resultados anteriores obti-
dos para o mesmo paciente. No caso de observar incoeréncias ou discordincias entre

os resultados, repetir o teste partindo, de preferéncia, do isolamento primario.

9.9.5 CQl do sistema automatizado — MGIT

e  Para se descartar uma possivel contamina¢do bacteriana ou fungica deve-se se-
mear cada suspensdo bacteriana a ser testada em um tubo de meio de cultura
Tryptic Soy Agar (TSA). Incubar a 36 £ 1°C e realizar a leitura ap6s 48 horas de
incubacio.

e  Utilizar uma cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv a cada lote novo de drogas
a serem testadas. Essa cepa controle é sensivel a todas as drogas de primeira linha

na concentrac¢io utilizada na técnica.

9.9.6 CQIDACMI

Somente realizar a CMI de cepas de micobactérias com a espécie identificada e
que seja cultura pura.

Seguir as mesma recomendagdes descritas acima no que se refere aos cuidados de
preparacgdo das drogas, pesagem, qualidade e conservagao.

Utilizar uma cepa de referéncia da mesma espécie que estd sendo testada com a
CMI e proceder as mesmas recomendagoes, inoculando uma microplaca cada vez que
utilizar um lote novo de meios e de drogas.

De acordo com a CLSI/NCCLS', as cepas de referéncia utilizadas para a determi-
nac¢do da CMI sdo: M. avium (ATCC 700898) para o controle do Complexo M. avium;
M. kansasii (ATCC12478) para o M. kansasii e M. peregrinum (ATCC 700686) para o
controle das Micobactérias de Crescimento Rapido.

9.10 Controle de qualidade externo

Desde 1994, a OMS criou uma Rede de Laboratérios Supranacionais (RLSN)
que normaliza e coordena a supervisio externa indireta do Teste de Sensibilidade no
mundo®. Atualmente, o laboratério coordenador da RLSN é o Instituto de Medicina
Tropical da Bélgica. Essa rede estd conformada por 20 laboratérios supranacionais e
cresce a medida que se detecta a necessidade de estabelecer um novo laboratério em
alguma regido.

Todo laboratério que realiza Teste de Sensibilidade as drogas antituberculose
deve ser avaliado por LR seja nacional ou regional, e estes devem ser avaliados por um
laboratério supranacional.

Em cada pais o laboratério de referéncia nacional deve coordenar um programa

de controle de qualidade para os laboratérios da sua rede que realizam Teste de Sen-
sibilidade.
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No Brasil, como foi descrito no Capitulo 7 para o Controle de Qualidade Externo
(CEQ) da Cultura, o laboratério de referéncia nacional deve executar esse programa
em conjunto com os laboratdrios de referéncia regionais.

O CQE consiste no envio de um painel de cepas com fendtipo de resisténcia se-
lecionado para poder avaliar, em cada laboratdrio, a precisao dos resultados do Teste
de Sensibilidade frente as quatro drogas de primeira linha: isoniazida, rifampicina,
etambutol e estreptomicina. O nimero de cepas que compde o painel é duplicado e
recebe um cddigo sorteado ao acaso, que, assim como os resultados dos testes, somen-
te o laboratério que estd coordenando o programa conhece.

O laboratério coordenador realiza os Testes de Sensibilidade de cada cepa do
painel e os repica, em ndmero suficiente, para enviar aos laboratérios da rede que
serdo supervisionados. Os painéis devem ser transportados com as medidas de bios-
seguranca requeridas para esse tipo de material de risco biolégico.

Os laboratdrios supervisionados realizam os Testes de Sensibilidade as cegas, uti-
lizando o método recomendado e aplicado na rotina de trabalho.

Os resultados informados de cada laboratério sio comparados com o “resultado
consenso” (acordado pela maioria dos laboratérios supranacionais) e cada resultado
é classificado em: (a) verdadeiro resistente; (b) falso resistente; (c) falso sensivel; (d)
verdadeiro sensivel.

Para cada droga, é calculada a sensibilidade, especificidade, eficiéncia e reprodu-
tibilidade. A sensibilidade avalia o acerto na detec¢do da resisténcia; a especificidade,
o0 acerto na determinagdo da auséncia de resisténcia; e a eficiéncia, o acerto no total de
resultados. A reprodutibilidade avalia a consisténcia dos resultados produzidos pelo
laboratério.

As experiéncias dos LSN mostram que o monitoramento dessas sucessivas ava-
liagdes pode incrementar a qualidade dos laboratérios. Como meta de desempenho
para os laboratérios, espera-se uma eficiéncia de 92% para SM e EMB, de 97% para
INH e de 99% para RMP. Os limites de aceitabilidade de eficiéncia estabelecidos clas-
sificam como nao aceitaveis, as eficiéncias menores que 80% para EMB e SM, que
89% para INH e que 95% para RMP¥*.

Ap6s analise dos resultados, cada laboratério participante deve ser informado
dessa avaliacgdo.

No caso de serem observados resultados imprecisos, em especial a INH e RMP,
deverd ser identificada a causa da imprecisdo, assim como sugestdes para reverter
essa situacao. Como conseqiiéncia pode ser oferecido treinamento, se for o caso e é
enviado novo painel ao laboratério, desenhado especialmente de acordo com o pro-
blema detectado. Até que se verifique que o laboratdrio recuperou a qualidade do seu
trabalho, os Teste de Sensibilidade da rotina do laboratério deverao ser realizado pelo
laboratério de referéncia nacional.
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E importante manter todos os registros de monitoramento da precisao alcangada
pelos laboratdrios em sucessivos controles.
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9.12 Anexos do capitulo
9.12.1 Preparacao dos Meios para TS e CMI

9.12.1.1 Preparacao do Meio LJ com INH

Preparacao do meio LJ com isoniazida 0,2 mg/ml
(a) Preparacao da Solugdo-mae de isoniazida 10.000 mg/ml
Isoniazida (Isonicotinic acid hydrazide = Isonicotinic hydrazide) — Sigma-Aldrich 100 mg
Agua destilada estéril 10 ml

1) Pesar a isoniazida em frasco estéril. Considerar a poténcia e realizar o calculo do ajuste da pesagem,
se necessario;

2) Dissolver em Agua destilada estéril.

3) Aliquotar a solucdo-mae em criotubos com 1 ml e conservar a — 20°C por no maximo 4 meses.

(b) Preparacao da Solucao de uso de isoniazida
Obs.: No dia da preparacdo do meio com droga, descongelar um criotubo da solucao-mae da droga.

4) A partir da solugao-mae (10.000 mg/ml) realizar uma diluigéo 1:10, adicionando 1 ml em 9 ml de
Agua destilada estéril.

5) A partir desta solucao (1.000 mg/ml) realizar outra diluicdo 1:10, adicionando 1 ml em 9 ml de Agua
destilada estéril (100 mg/ml).

(c) Preparacao do meio LJ com isoniazida 0,2 mg/ml

6) Adicionar 0,4 ml desta solucdo (100 mg/ml) a 200 ml de meio U completo (preparado como no
Capitulo 7).
7) Manter o meio homogéneo, sob agitacao, durante sua distribuicdo nos tubos.

Obs.: No momento de adicionar o meio a droga é importante manter sob agitagdo constante para que
a droga seja realmente incorporada em todo o volume de meio e a0 mesmo tempo suave para nao
produzir bolhas de ar e prejudicar a distribuicdo do meio nos tubos.

8) Distribuir um volume de 10 ml em tubos de ensaio estéril de 20 x 150 mm, com tampa de rosca
contendo batoque. A distribuicao deve ser cuidadosa com agitacéo regular.

9) Coagular imediatamente, para prevenir sedimentacdo. Colocar os tubos inclinados na bandeja do
coagulador, que deve estar aquecido e regulado na temperatura de 85°C.

10) Coagular por 45 minutos. A coagulacao é para solidificar o meio e o tempo de coagulacao comeca a
contar a partir do momento que atingiu 85°C.

11) Desta maneira se obtém o meio de cultura com isoniazida na concentracao final de 0,2 mg/ml.

366 Secretaria de Vigilancia em Saude/MS



Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras Micobactérias

9.12.1.2 Preparacao do Meio LJ com RMP

Preparacao do meio LJ com rifampicina 40,0 mg/ml

(a) Preparacao da Solucao-mae de rifampicina 10.000 mg/ml

Rifampicina (3-[4-Methylpiperazinyliminomethyl]rifamycin SV= Rifamycin AMP = 100 mg
Rifampin) - Sigma-Aldrich

Metanol, Etilenoglicol ou N,N-dimetilformamida 10 ml

1) Pesar a rifampicina em frasco estéril. Considerar a poténcia e realizar o calculo do ajuste da
pesagem, se necessario.

2) Dissolver em metanol, Etilenoglicol ou N,N-dimetilformamida.

3) Aliquotar a solucdo-mae em criotubos com 1 ml e conservar a — 20°C por no maximo 4 meses.

(b) Preparacao do meio LJ com rifampicina 40,0 mg/ml

Obs.: No dia da preparacdo do meio com droga, descongelar um criotubo da solucao-mae da droga.
Obs.: a rifampicina ndo tem solucao de uso.

4) Adicionar 0,8 ml da solucao-mae (10.00 mg/ml) a 200 ml de meio U completo (preparado como no
Capitulo 7).
5) Manter o meio homogéneo, sob agitacao, durante sua distribui¢do nos tubos.

Obs.: No momento de adicionar o meio a droga é importante manter sob agitacdo constante para que
a droga seja realmente incorporada em todo o volume de meio e a0 mesmo tempo suave para nao
produzir bolhas de ar e prejudicar a distribuicdo do meio nos tubos.

6) Distribuir um volume de 10 ml em tubos de ensaio estéril de 20 x 150 mm, com tampa de rosca
contendo batoque. A distribuicdo deve ser cuidadosa com agitacdo regular.

7) Coagular imediatamente, para prevenir sedimentacao. Colocar os tubos inclinados na bandeja do
coagulador, que deve estar aquecido e regulado na temperatura de 85°C.

8) Coagular por 45 minutos. A coagulagao é para solidificar o meio e o tempo de coagulagdo comega a
contar a partir do momento que atingiu 85°C.

9) Desta maneira se obtém o meio de cultura com rifampicina na concentracao final de 40,0 mg/ml.
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9.12.1.3 Preparacao do Meio LJ com EMB

Preparacao do meio LJ com etambutol a 2 mg/ml

(a) Preparacao da Solugdo-mae de etambutol 10.000 mg/ml

Etambutol (2,2'-[1,2-Ethanediyldiimino]bis-1-butanol dihydrochloride = 100 mg
Ethambutol dihydrochloride) — Sigma-Aldrich

Agua destilada estéril 10 ml

1) Pesar o etambutol em frasco estéril. Considerar a poténcia e realizar o calculo do ajuste da pesagem,
se necessario;

2) Dissolver em Agua destilada estéril;

3) Aliquotar a solugdo-mae em criotubos com 1 ml e conservar a — 20°C por no maximo 4 meses;

(b) Preparacao da Solucao de uso de etambutol
Obs.: No dia da preparacdo do meio com droga, descongelar um criotubo da solucao-mae da droga;

4) A partir da solu¢do-mae (10.000 mg/ml) realizar uma diluicao 1:10, adicionando 1 ml em 9 ml de
Agua destilada estéril;

(c) Preparacao do meio LJ com etambutol 2 mg/ml

5) Adicionar 0,4 ml desta solucao (100 mg/ml) a 200 ml de meio LJ completo (preparado como no
Capitulo 7);
6) Manter o meio homogéneo, sob agitacao, durante sua distribui¢do nos tubos.

Obs.: No momento de adicionar o meio a droga é importante manter sob agitacdo constante para que
a droga seja realmente incorporada em todo o volume de meio e a0 mesmo tempo suave para nao
produzir bolhas de ar e prejudicar a distribuicdo do meio nos tubos.

7) Distribuir um volume de 10 ml em tubos de ensaio estéril de 20 x 150 mm, com tampa de rosca
contendo batoque. A distribuicao deve ser cuidadosa com agitacao regular;

8) Coagular imediatamente, para prevenir sedimentacao. Colocar os tubos inclinados na bandeja do
coagulador, que deve estar aquecido e regulado na temperatura de 85°C;

9) Coagular por 45 minutos. A coagulacao é para solidificar o meio e o tempo de coagulacdo comeca a
contar a partir do momento que atingiu 85°C;

10) Desta maneira se obtém o meio de cultura com etambutol na concentracao final de 2 mg/ml;
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9.12.1.4 Preparacao do Meio LJ com SM

Preparacéo do meio LJ com estreptomicina 4 mg/ml

(a) Preparacao da Solugao-mae de estreptomicina 10.000 mg/ml

Estreptomicina (Dihydrostreptomicyn sesquisulfate) — Sigma-Aldrich 100 mg
Agua destilada estéril 10 ml

1) Pesar a estreptomicina em frasco estéril. Considerar a poténcia e realizar o calculo do ajuste da
pesagem, se necessario.

2) Dissolver em Agua destilada estéril.

3) Aliquotar a solugdo-mae em criotubos com 1 ml e conservar a — 20°C por no maximo 4 meses.

(b) Preparacao da Solucao de uso de estreptomicina
Obs.: No dia da preparacdo do meio com droga, descongelar um criotubo da solucdo-mae da droga.

4) A partir da solugao-mée (10.000 mg/ml) realizar uma diluigéo 1:10, adicionando 1 ml em 9 ml de
Agua destilada estéril.

(c) Preparacao do meio LJ com estreptomicina 4 mg/ml

5) Adicionar 0,8 ml desta solugdo (100 mg/ml) a 200 ml de meio LJ completo (preparado como no
Capitulo 7).
6) Manter o meio homogéneo, sob agitacdo, durante sua distribuicdo nos tubos.

Obs.: No momento de adicionar o meio a droga é importante manter sob agitacao constante para que
a droga seja realmente incorporada em todo o volume de meio e a0 mesmo tempo suave para nao
produzir bolhas de ar e prejudicar a distribuicdo do meio nos tubos.

7) Distribuir um volume de 10 ml em tubos de ensaio estéril de 20 x 150 mm, com tampa de rosca
contendo batoque. A distribuicdo deve ser cuidadosa com agitacao regular.

8) Coagular imediatamente, para prevenir sedimentacdo. Colocar os tubos inclinados na bandeja do
coagulador, que deve estar aquecido e regulado na temperatura de 85°C.

9) Coagular por 45 minutos. A coagulacdo é para solidificar o meio e o tempo de coagulagdo comeca a
contar a partir do momento que atingiu 85°C.

10) Desta maneira se obtém o meio de cultura com estreptomicina na concentracéo final de 4 mg/ml.
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9.12.1.5 Preparacao do Meio LJ com TCH

Preparacdo do meio L) com T /ml

(a) Preparacao da Solugao-mae de TCH 10.000 mg/ml

Hidrazida do &cido tiofeno-2-carboxilico (2-Thiophenecarboxylic acid hydrazide) 100 mg
- Sigma-Aldrich
Agua destilada estéril 10 ml

1) Pesar a TCH em frasco estéril. Considerar a poténcia e realizar o calculo do ajuste da pesagem, se
necessario.

2) Dissolver em Agua destilada estéril.

3) Aliquotar a solucdo-mae em criotubos com 1 ml e conservar a — 20°C por no maximo 4 meses.

(b) Preparacao da Solucéo de uso de TCH
Obs.: No dia da preparacdo do meio com droga, descongelar um criotubo da solucao-mae da droga.

4) A partir da solu¢do-mae (10.000 mg/ml) realizar uma diluicao 1:10, adicionando 1 ml em 9 ml de
Agua destilada estéril.

(c) Preparacao do meio LJ com TCH 2 mg/ml

5) Adicionar 0,4 ml desta solucao (100 mg/ml) a 200 ml de meio LJ completo (preparado como no
Capitulo 7).
6) Manter o meio homogéneo, sob agitacao, durante sua distribui¢do nos tubos.

Obs.: No momento de adicionar o meio a droga é importante manter sob agitacdo constante para que
a droga seja realmente incorporada em todo o volume de meio e a0 mesmo tempo suave para nao
produzir bolhas de ar e prejudicar a distribuicdo do meio nos tubos.

7) Distribuir um volume de 10 ml em tubos de ensaio estéril de 20 x 150 mm, com tampa de rosca
contendo batoque. A distribuicao deve ser cuidadosa com agitacao regular.

8) Coagular imediatamente, para prevenir sedimentacao. Colocar os tubos inclinados na bandeja do
coagulador, que deve estar aquecido e regulado na temperatura de 85°C.

9) Coagular por 45 minutos. A coagulacao é para solidificar o meio e o tempo de coagulacdo comeca a
contar a partir do momento que atingiu 85°C.

10) Desta maneira se obtém o meio de cultura com TCH na concentracao final de 2 mg/ml.
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9.12.1.6 Preparacao do Meio LJ com PNB

0 do meio LJ com PNB 50

(a) Preparacao da Solugao-mae de PNB 10.000 mg/ml

Acido p-nitrobenzéico (PNB) — 4-Nitrobenzoic acid — Aldrich 200 mg

Propilenoglicol ou Solucédo de NaOH 1N 10 ml

1) Asolucao de PNB pode ser preparada utilizando propilenoglicol ao solucao de NaOH 1N, conforme
descrito no item Anexos do Capitulo 7.

(b) Preparacao do meio LJ com PNB 500 mg/ml

2) Adicionar 5,0 ml desta solucao (100 mg/ml) a 200 ml de meio LJ completo (preparado como no
Capitulo 7).

Obs.: o PNB nédo tem solucao de uso.
3) Manter o meio homogéneo, sob agitacao, durante sua distribuicao nos tubos.

Obs.: No momento de adicionar o meio a droga é importante manter sob agitacdo constante para que
a droga seja realmente incorporada em todo o volume de meio e ao mesmo tempo suave para nao
produzir bolhas de ar e prejudicar a distribuicdo do meio nos tubos.

4) Distribuir um volume de 10 ml em tubos de ensaio estéril de 20 x 150 mm, com tampa de rosca
contendo batoque. A distribuicdo deve ser cuidadosa com agitacdo regular.

5) Coagular imediatamente, para prevenir sedimentacao. Colocar os tubos inclinados na bandeja do
coagulador, que deve estar aquecido e regulado na temperatura de 85°C.

6) Coagular por 45 minutos. A coagulacao é para solidificar o meio e o tempo de coagulagao comeca a
contar a partir do momento que atingiu 85°C.

7) Desta maneira se obtém o meio de cultura com PNB na concentragdo final de 500 mg/ml.
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9.12.1.7 Preparacao do Meio Liquido Middlebrook 7H9 com OADC

Preparacéo do Meio Liquido 7H9 para CMI

(a) Preparacao do Meio liquido 7H9 Base

Base Middlebrook 7H9 479
Agua destilada 900 ml
Glicerol 2 ml
Dissolver a base de Middlebrook 7H9 em Agua destilada.

Acrescentar o Glicerol.

Autoclavar a 121 °C por 10 minutos. Manter em geladeira.
Validade: 3 meses (antes de usar visualizar auséncia de contaminacdo).

AWN =
o=

(b) Preparacao do Meio liquido 7H9 com OADC

Meio Liquido 7H9 Base 180 ml
Middlebrook enriquecimento OADC 20 ml
5) No momento do uso para o preparo das microplacas , medir 180 ml e adicionar 20 ml de

enriquecimento OADC (acido oleico — albumina - dextrose - catalase).
6) Validade do 7H9 com enriquecimento: 1 més (antes de usar verificar se ndo ha contaminacéo).
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9.12.1.8 Formulario de Producao de Meios LJ com Drogas para Teste
de Sensibilidade

Ministério da Saude Formulario - Producao de Meios LJ com
Secretaria de Vigilancia em Sadde Drogas para Teste de Sensibilidade

Quantidade Validade Meio LJ com INH, RMP, N° Lote

Data de Preparacao || 0 g0 o EMB, SM, TCH e PNB Produzido

N°Lote Validade Pesagem/

Substancia Formula Procedéncia EIrE Volume

Fosfato Monopotassico

Sulfato de Magnésio

Citrato de Magnésio

Glutamato de Sédio

Asparagina

Glicerol

Verde Malaquita

Ovos

ou Meio Base LJ Comercial

Agua destilada

Esterilizacao Autoclave - Solucao Meio Base

Equipamento Temperatura Tempo Data Controle Responsavel

[ Aprovado
[ Reprovado

Observagoes:

Incorporacao das drogas e distribuicao nos tubos identificados por droga
Controlado em formulario separado para cada droga

Coagulagao - Meio Completo + Droga

Equipamento Temperatura Tempo Data Controle Responsavel

[ Aprovado
[ Reprovado

Observagoes:

Aspectos Macroscopicos

Consisténcia Volume Inclinacao Textura Responsavel
QA  Qr [0~ Qr O~ QOr Oa Qr QA Or
Observagdes: Data:
A = Aprovado = conforme esperado ‘ R = Reprovado = em desacordo com o esperado
Controle de Esterilidade - Incubacao a 36 + 1°C até 48horas
Data: Estufa:
] Aprovado = Nao Houve Crescimento de Microrganismos [ Reprovado = Houve Crescimento de
Microrganismos

Observagdes: Responsavel:
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9.12.1.10 Formulario - Leitura do TS pelo Método Automatizado MGIT

Ministério da Satide Formulario - Leitura do TS pelo
Secretaria de Vigilancia em Saude Método Automatizado MGIT

ANTIBIOGRAMA PNB
O
N° Isolado Resultado

bacteriano Posicao Resultado Dias Posicao
positivo data
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9.12.1.11 Formulario - Determinacao da CMI de Micobactérias de
Crescimento Rapido (MCR)

Ministério da Satde Formulario — Determinacao da CMI de
Secretaria de Vigilancia em Satde Micobactérias de Crescimento Rapido (MCR)

Esquema da Microplaca com as Drogas e as Concentracoes correspondentes para a CMI de
Micobactérias de Crescimento Rapido
A
B
C
D
E
F
G
H CCC | CCC | CCcC | cCcC | c™M (@]
AK CLA Cip DX CEF IMI LIN SUL TO
CCC = Controle de Crescimento da Cepa CM = Controle de Esterilidade do Meio

CEF = cefoxitin, IMI = imipenem, LIN = linezolid, SUL = sulfamethoxazole, TO = tobramicina

Sensivel D Sensibilidade Moderada |:| Resistente .

Esquema da Microplaca para os resultados das CMI obtidos
Identificacdo da Micobactéria: ‘ N° da cepa:
Data do teste: ‘ Data da leitura: ‘ Revelador:
Responsavel: Observagoes:
A
B
C
D
E
F
G
H ccc|cccjcccfccc| em | e
AK CLA CIP DX CEF IMI LIN SUL TO
CCC = Controle de Crescimento da Cepa CM = Controle de Esterilidade do Meio

CEF = cefoxitin, IMI = imipenem, LIN = linezolid, SUL = sulfamethoxazole, TO = tobramicina
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9.12.1.12 Formuléario - Determinacao da CMI do Complexo M. avium

Ministério da Saude
Secretaria de Vigilancia em Saude

Formulario - Determinacao da CMI
do Complexo M. avium

Esquema da Microplaca com as Drogas e as Concentragoes correspondentes para a CMI do

CccC

™M

Complexo M. avium
) 132 | 512
B 64 | 256
32 128
» 16 64
8 32
4 16
2 8
CCC | CCC
CLA AZ

CCC = Controle de Crescimento da CepaCM = Controle de Esterilidade do Meio
CLA = claritromicina, AZ = azitromicina

Sensivel I:l Sensibilidade Moderada D Resistente I:l

Esquema da Microplaca para os resultados das CMI obtidos

Identificacdo da Micobactéria: ‘ N° da cepa:
Data do teste: ‘ Data da leitura: ‘ Revelador:
Responsavel: Observacoes:

T O m m U N @™ >

Cccc

Cccc

Cccc

™M

CLA

AZ

CCC = Controle de Crescimento da CepaCM = Controle de Esterilidade do Meio
CLA = claritromicina, AZ = azitromicina
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9.12.1.13 Formulario - Determinacao da CMI do M. kansasii

Ministério da Satde Formulario - Determinacao
Secretaria de Vigilancia em Satde da CMI do M. kansasii

Esquema da Microplaca com as Drogas e as Concentrages correspondentes para a CMI do M.
kansasii

T 6060 m m U N W >

M INH | EMB | RMP | RB ap AK | CLA

CCC = Controle de Crescimento da Cepa  CM = Controle de Esterilidade do Meio
SM = estreptomicina, INH = isoniazida, EMB = etambutol, RMP = rifampicina,
RB = rifabutina, CIP = ciprofloxacin, AK = amikacina CLA = claritromicina

Sensivel |:| Sensibilidade Moderada D Resistente .

Esquema da Microplaca para os resultados das CMI obtidos
Identificacao da Micobactéria: ‘ N° da cepa:
Data do teste: ‘ Data da leitura: ‘ Revelador:
Responsavel: Observacoes:

CCC | CCC | CCC | CCcC | M ™M

T O mMm m U N @™ >

M INH | EMB | RMP | RB cap AK | CLA

CCC = Controle de Crescimento da Cepa  CM = Controle de Esterilidade do Meio
SM = estreptomicina, INH = isoniazida, EMB = etambutol, RMP = rifampicina,
RB = rifabutina, CIP = ciprofloxacin, AK = amikacina CLA = claritromicina
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9.12.2 Figuras e Fluxogramas

9.12.2.1 Figura 1 - Fluxograma de Realizacao do Método das
Proporcoes em LJ — teste indireto
Etapa 2 - diluicoes seriadas
Etapa 1 - suspensao bacteriana
Tm Tm 1ml 1ml 1 ml
Agitar
Repousar
10 minutos
Cultura em Tubo com Turvagao n° 1 Turvagao n° 1
meio solido pérolas de McFarland McFarland Tubos com 9 ml de Agua destilada esterll
vidro e dgua

Etapa 3 - semeadura nos meios de cultura LJ

0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
10°

10°
[ T 1T 1T 1

| |
[ L I I |
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9.12.2.2 Figura 2 - Fluxograma de Realizacao do Método das
Proporcoes em LJ - teste direto

Teste Direto - escarro positivo (+)

jn

Tubos com 9 ml de Agua destilada esterll

0,1 ml U

] 01ml

0,1 ml

Teste Direto - escarro positivo (++)

SN

\ Tubos com 9 ml de Agua destilada estéril

] 01ml

0,1 ml '
r

Teste Direto - escarro positivo (+++)

Commles | | |

PNB
10"
Cummles

0,1 ml

commles | I I I

\ Tuhos com 9 ml de Agua destilada estéril

] 0,1ml

m 0 0“ 10*

PNB
10"
Controles

0,1 ml

r
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9.12.2.3 Figura 3 - Fluxograma de Leitura do Método das Proporcoes

em LJ

Exemplo 1:

controle sem droga tubos com droga (ug/ml
0,2 40 2 4

LJ INH RMP SM EME
Diluicdo 10°
(1/1.000)
LJ INH RMP SM EME
— 1 1 T 1
Diluicdo 10°
(1/100.000)

Critérios de resisténcia do M. tuberculosis
as drogas no meio L]

PGS Concentracao | Proporcao
9 Critica (mg/ml) | Critica (%)

Isoniazida (INH) 0,2 1
Rifampicina (RFP) 40 1
Estreptomicina

(SM) 4 !
Estambutol (EMB) 2 1

Leitura:

N° de UFC observadas em
ol Tubos controle sem
droga
103

Incontéveis Incontaveis Incontaveis Incontaveis

10°¢ 6 3 2 3 0 0

Interpretagao:

«  Controle 10 = incontaveis e 10° = média (6+3)/2 de
4,5 UFC. Podemos inferir que na dilui¢do 10~ em 450
UFC.

+  Tubo INH: 10° = incontdveis e 10° = 2 coldnias.
Fazendo a proporgdo (regra de trés): se 4,5 UFC é 100%
entdo 2 UFC é 44%. Propor¢do critica = 1%. Acima de
1% (44%) é Resistente.

+  Tubo RMP: 10 = incontdveis e 10° = 3 col6nias.
Fazendo a proporg¢ao (regra de trés): se 4,5 UFC é 100%
entdo 3 UFC ¢ 67%. Proporgdo critica = 1%. Acima de
1% (44%) é Resistente.

+  Tubo SM: 10® = 1 colonias. Fazendo a propor¢do (re-
gra de trés): se 450 UFC é 100% entao 1 UFC ¢ 0,2%.
Proporgdo critica = 1%. Acima de 1% (0,2%) ¢é sensivel.
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9.12.2.4 Figura 4 - Fluxograma de Preparacao do Inéculo a partir de
Meio Liquido para o Método Automatizado MGIT

Preparacao do Inéculo a partir de Meio Liquido
||

H 1/100
———

—
|
Dia 1 e Dia 2 sl . .

L
- Hmoo—»
Dia3eDiadeDia5 | |

N 1:5 )
>
Mais de 5 dias Subcultivo
L —_—
N
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9.12.2.5 Figura 5 - Fluxograma de Preparacao do Inoculo a partir de
Meio Sélido para o Método Automatizado MGIT

Cultura de M. tuberculosis em meio sélido
Retirar uma porgao com alca estéril

A 4

FRASCO 1
Com pérolas de vidro, estéreis, com 2 ml de Agua destilada estéril
Fazer uma suspensao homogénea com turvacdo = Tubo n° 1 McFarland

Repousar a suspensao por 15 minutos (para decantar)

Transferir o sobrenadante para um tubo de hemdlise
(cuidado para nao misturar com o sedimento)

Ajustar a turvacao = Tubo n° 1 McFarland

A 4

Diluir 1 ml da suspensao em 4 ml de Agua destilada estéril
) (diluigao 1:5)
INOCULO PARA USO NOS MEIOS COM DROGAS

A 4

Diluir 0,1 ml da suspensdo em 10 ml de Agua destilada estéril (dilui¢do 1:100)

INOCULO PARA O TUBO CONTROLE DE
CRESCIMENTO BACTERIANO
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6 Figura 6 — Fluxograma de Inoculacao para o Método
Automatizado MGIT

bacteriana 1:100

MGIT com

Frasco 3 Frasco 2 TSA

0,5 ml

Suspensao Suspensao

bacteriana 1:5

0,5 ml

0,5 ml

MGIT com MGIT com MGIT com MGIT com MGIT com
suplemento OADC e PNB
suplemento suplemento suplemento e suplemento e P! i e
(Controle de e SM INH RMP e

Crescimento)
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9.12.3 Formularios do CQl do TS

9.12.3.1 Formulario — Controle da Preparacao da Solucao-mae de

INH
Ministério da Saude Formulario — Controle da Preparacao
Secretaria de Vigilancia em Satde da Solugéo-mée de INH
Data da Preparacao Quantidade Produzida Validade N° do Lote Produzido
Substancia Procedéncia N° do Lote Fabricante Validade

Isoniazida

Agua destilada estéril

Nome quimico = Isonicotinic acid hydrazide = Isonicotinic hydrazide

. . . . Quem enviou: Data do recebimento:
(] Embalagem é a original | [ Foi fracionada
1 Rétulo possui as informages necessérias O certificado de qualidade do fabricante
Conservagao:
[ Geladeira [ Freezer ] Ambiente () Em dessecador

Pesagem (g) / volume (ml)

Substancia Quantidade

Isoniazida

Agua destilada

Pesagem Balanga - Marca:

Responsavel:

Conservacao da Solucao-Mae

Quantos criotubos:

O Aliquotas em criotubos

O Freezer -20°C ([ Freezer -70°C

Observagoes:

Responsavel: Data da execugao:
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9.12.3.2 Formulario — Controle da Preparacao da Solucao-mae de

RMP

Ministério da Satude

Secretaria de Vigilancia em Saude

Formulario — Controle da Preparacao
da Solucao-mae de RMP

Data da Preparacao

Quantidade Produzida

Validade N° do Lote Produzido

Substancia

Rifampicina

Procedéncia

N° do Lote Fabricante Validade

D Embalagem é a original

Nome quimico = (3-[4-Methylpiperazinyliminom

[ Foi fracionada

ethyl]lrifamycin SV= Rifamycin AMP = Rifampin)

Quem enviou: Data do recebimento:

(] Rotulo possui as informagdes necessérias

(] Certificado de qualidade do fabricante

Conservagéo:

[ Geladeira O Freezer

J Ambiente O Em dessecador

Substancia

Isoniazida

Pesagem (g) / volume (ml)

Quantidade

Agua destilada

Pesagem Balanga - Marca:

Responsavel:

(4 Aliquotas em criotubos

Conservacao da Solucao-Mae

Quantos criotubos:

D Freezer -20°C

D Freezer -70°C

Observagoes:

Responsavel:

Data da execugao:
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9.12.3.3 Formulario — Controle da Preparacao da Solucao-mae de

EMB
Ministério da Saude Formulario — Controle da Preparacao
Secretaria de Vigilancia em Saude da Solugéo-mée de EMB

Data da Preparacao Quantidade Produzida Validade N° do Lote Produzido

Substancia Procedéncia N° do Lote Fabricante Validade

Etambutol

Agua destilada estéril

Nome quimico = (2,2"-[1,2-Ethanediyldiimino]bis-1-butanol dihydrochloride = Ethambutol dihydrochloride)

, . ) . Quem enviou: Data do recebimento:
() Embalagem é a original | [] Foi fracionada
D Rétulo possui as informacdes necessarias D Certificado de qualidade do fabricante
Conservagéo:
O Geladeira O Freezer J Ambiente [ Em dessecador

Pesagem (g) / volume (ml)

Substancia Quantidade

Isoniazida

Agua destilada

Pesagem Balanga - Marca:

Responsavel:

Conservacao da Solucao-Mae

Quantos criotubos:

1 Aliquotas em criotubos

D Freezer -20°C D Freezer -70°C

Observagées:

Responsavel: Data da execugao:
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9.12.3.4 Formulario — Controle da Preparacao da Solucao-mae de SM

Ministério da Satide Formulario — Controle da Preparacao
Secretaria de Vigilancia em Saude da Solugéo-mée de SM

Quantidade Produzida Validade N° do Lote Produzido

Data da Preparacao

Substancia Procedéncia N° do Lote Fabricante Validade

Estreptomicina

Agua destilada estéril

Nome quimico = (Dihydrostreptomicyn sesquisulfate)
Data do recebimento:

Quem enviou:

() Embalagem é a original | (] Foi fracionada

[ certificado de qualidade do fabricante

() Rétulo possui as informacdes necessérias

Conservagao:

(1 Geladeira [ Freezer (] Ambiente ([ Em dessecador

Pesagem (g) / volume (ml)

Substancia Quantidade

Isoniazida

Agua destilada

Pesagem Balanca - Marca:

Responsavel:

Conservacao da Solucao-Mae

Quantos criotubos:

1 Aliquotas em criotubos

1 Freezer -20°c 4 Freezer -70°c

Observagoes:

Responsavel: Data da execugao:
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9.12.3.5 Formulario — Controle da Preparacao da Solucao-mae de

TCH
Ministério da Saude Formulario — Controle da Preparacao
Secretaria de Vigilancia em Saude da Solugéo-mée de TCH

Data da Preparacao Quantidade Produzida Validade N° do Lote Produzido

Substancia Procedéncia N° do Lote Fabricante Validade
TCH

Agua destilada estéril

Nome quimico = Hidrazida do acido tiofeno-2-carboxilico (2-Thiophenecarboxylic acid hydrazide

, . ) . Quem enviou: Data do recebimento:
() Embalagem é a original | [] Foi fracionada
D Rétulo possui as informacdes necessarias D Certificado de qualidade do fabricante
Conservagéo:
O Geladeira O Freezer J Ambiente [ Em dessecador

Pesagem (g) / volume (ml)

Substancia Quantidade

Isoniazida

Agua destilada

Pesagem Balanga - Marca:

Responsavel:

Conservacao da Solucao-Mae

Quantos criotubos:

1 Aliquotas em criotubos

D Freezer -20°C D Freezer -70°C

Observagées:

Responsavel: Data da execugao:
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9.12.3.6 Formulario — Controle da Incorporacao da Droga no Meio LJ

Ministério da Satude
Secretaria de Vigilancia em Sadde

Formulario — Controle da Incorporacao

da Droga no Meio LJ

N° Lote de TS =

Droga

U+
Droga

Solucao-mae

Solugao de Uso >
Responsavel

DEIE]
producao

12 Diluicao:
diluente

22 Diluicao:
diluente

pela Diluicao:

Volume

Incorporacao
ao Meio LJ
Coagulador:

Distribuicao
tubos

Responsavel: Responsavel:
U + INH
Observagoes:
Responsavel: Responsavel:
U + RMP
Observagoes:
Responsavel: Responsavel:
U+ EMB
Responsavel: Responsavel:
U+ sm
Observagoes:
Responsavel: Responsavel:
U + PNB
Observagoes:
Responsavel: Responsavel:
U + TCH
Observagoes:
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9.12.3.7 Formulario — Controle da Preparacao do Meio Liquido
Middlebrook 7H9 com OADC

Ministério da Saude Formulario — Controle da Preparacdo do Meio
Secretaria de Vigilancia em Satde Liquido Middlebrook 7H9 com OADC
Data da Preparacdo  Quantidade Produzida Validade N° do Lote Produzido
Substancia Procedéncia N° do Lote Fabricante Validade
Middlebrook 7H9

Agua destilada estéril

Glicerol

OADC

Bacto-Casitone

Pesagem (g) / volume (ml)

Substancia Quantidade

Middlebrook 7H9

Agua destilada estéril

Glicerol

OADC

Bacto-Casitone

Pesagem Balanga - Marca:

Responsavel:

Meio Liquido Base

Esterilizacao Autoclave - Equipamento Marca:

Temperatura Tempo Presséao

] Aprovado
] Reprovado

Responsavel:

Preparacao Meio Liquido 7H9 com OADC

Substéancia Quantidade
7H9 Base
OADC
Data: Responsavel:
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10.1 Descricao

A conservagao de micobactérias nos laboratérios de micobacteriologia é funda-
mental para a organizacio de colecio de cepas desse microrganismo'. A criacdo dessas
colegdes serve a védrios objetivos, como o de manter cepas vidveis bioquimicamente
representativas e caracterizadas com relacdo a sua taxonomia, infectividade e virulén-
cia’. Serve ainda como padrao de referéncia interno nos procedimentos de controle de
qualidade de rotina diagndstica e de pesquisas relacionadas a estes microrganismos.

Culturas de microrganismos sdo freqiientemente mantidas em meios sélidos
sendo necessario subcultivos periddicos. Esse tipo de conservag¢ao tem muitas desvan-
tagens como excesso de trabalho, contaminagoes e selecao de mutantes.Um bom mé-
todo de conservagdo deve apresentar baixo custo, manter as caracteristicas genéticas
do microrganismo e principalmente a sua viabilidade. Os métodos mais comumente
utilizados para este propoésito sdo: congelamento de cepas e isolados bacterianos em
meio de liquido acrescido de um crioprotetor, tal como o glicerol**, e congelamento
em mic¢angas, ambos utilizando o congelador de temperatura -20°C ou -70°C para
manutengdo das cepas congeladas. Quanto mais baixa a temperatura de manutencao
das cepas e/ou isolados bacterianos congelados, isto é -70°C ou -196°C (temperatura
do nitrogénio liquido), mais longo seu tempo de sobrevivéncia®.

10.2 Métodos de congelamento

10.2.1 Congelamento de culturas de micobactérias em
meio liquido a -70°C*>
Precaucoes

A manipulagdo das culturas para o congelamento deve ser realizada em CSB.

As cepas devem ser congeladas com 3 a 4 semanas de incubagao.

A manipulagdo incorreta dos congeladores a -20°C ou -70°C acarreta risco de
queimaduras e ferimentos graves ao manipulador por isso utilize luvas para baixas
temperaturas.

Fazer o controle de qualidade da temperatura dos congeladores -20°C ou -70°C
diariamente, para manter a viabilidade das cepas congeladas.

Materiais

Equipamentos

e CSB.

e  Congelador/freezers a -20°C ou a -70°C.
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Reagentes

Meio de congelamento — Meio liquido Middlebrook 7H9 com OADC e 10% de
glicerol, o preparo do meio 7H9 esta descrito no item 10.5.3.1 dos anexos deste
Capitulo.

Insumos

Criotubos de polipropileno de 2,0 ml (préprios para suportar temperaturas bai-
xas) com tampa de rosca, estéril, devidamente identificados com os nimeros das
culturas a serem congeladas.

Algas descartdveis estéreis.

Suporte para criotubos.

Caixas de poliestireno numeradas para armazenamento dos criotubos nos con-
geladores.

Caneta indelével, de retroprojetor escrita fina.

Culturas puras de micobactérias em meio sélido.

Procedimentos

A — Preparo das cepas a serem congeladas

Identificar os criotubos com os nimeros dos isolados bacterianos ou nome das
cepas a serem congelados como demonstra a Figura 1.

Colocar 1 ml de meio de congelamento em cada criotubo.

Retirar 2 alcadas bem cheias do crescimento micobacteriano de cada cultura em
meio sélido a serem congeladas..

Transferir para o criotubo contendo o meio de congelamento.

Girar a al¢a dentro do meio para se certificar que todas as colonias foram trans-
feridas para o meio.

Fechar bem a tampa do criotubo.

Acondicionar os criotubos nos pogos da caixa de poliestireno, conforme descrito
na Figura 2.

Registrar no Formulario de Localizagao das Cepas Congeladas o numero de iden-
tificacdo do criotubo a ser congelado, no quadrado correspondente ao po¢o em
que o mesmo serd colocado. O Formulério de Localizagdo das Cepas Congeladas
¢ apresentado no item 10.5.1 dos anexos deste Capitulo.
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Figura 1 Identificacao do criotubo para congelamento de isolados
bacterianos

I:I < N° da cepa/isolado:
Data:

—/

Figura 2 Identificacao da caixa onde sao acondicionados os
criotubos

I |
CAIXA 01 - Estante 03

B — Congelamento

e  Registrar no Formulario de Registro de Amostras Congeladas, o niumero da cai-
xa, 0 numero da amostra, o nimero do po¢o, o meio de cultura utilizado, o lote
do meio de cultura e a data do congelamento de cada cepa a ser congelada, em
cada coluna respectivamente. O Formuldrio de Registro de Amostras Congeladas
é apresentado no item 10.5.2 dos anexos deste Capitulo.

e  Levar imediatamente as caixas contendo os criotubos com as cepas, devidamente
registradas, para o congelador -70°C.

C — Recuperagdo das cepas congeladas

e  Localizar a cepa que se deseja descongelar no Formulario de Registro de Amostras
Congeladas. O Formuldrio de Registro Registro de Amostras Congeladas é apre-
sentado no item 10.5.2 dos anexos deste capitulo.

e  Retirar o criotubo desejado do congelador e colocar a 36 + 1°C para que descon-
gele rapidamente.

e  Guardar a caixa novamente no congelador o mais rapido possivel.

e Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, retirar um pouco da suspensao bacteriana
e inocular em um frasco contendo meio sélido de L] ou OK.

e Incubar a 36°C £ 1 e acompanhar semanalmente o crescimento do subcultivo.
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ATENCAO:

1. Verificar se as caracteristicas das colonias sdo coincidentes com as esperadas para
a espécie.

2. Verificar a auséncia de contaminantes realizando um esfregaco da colonia con-
forme descrito no Capitulo 8 e corando pelo método de Ziehl-Neelsen conforme
descrito no Capitulo 6 deste manual.

3. Realizar a Identificagdo fenotipica ou molecular, conforme descrito no Capitulo 8.

Interpretagdo de resultados
Cepa viavel: crescimento de colonias de micobactérias nos meios semeados.
Cepa invidvel: quando ndo ha crescimento nos meios semeados.

10.2.2 Conservacao de cepas/isolados bacterianos utilizando
micangas.
Precaugoes
A manipulagdo das culturas para o congelamento deve ser realizada em CSB.
As precaucdes da conservagdo de cepas utilizando migangas estdo descritas no
item 10.2.1 deste Capitulo.

Materiais

Reagentes

e  Meio de Sauton com 10% de glicerol, o preparo do meio de Sauton esta descrito
no item 10.5.3.2 dos Anexos deste capitulo.

e  Meio de Lowenstein-Jensen (LJ).

e Meio de Lowenstein-Jensen com piruvato de sddio (LJ-piruvato).

e Meio de Middlebrook 7H9 com OADC.

Insumos

e  Criotubo de polipropileno de 2 ml, com tampa de rosca, estéril, descartavel.

e  Micangas de vidro perfuradas, sem corantes, com aproximadamente 2 mm de
didmetro.

e  Alga descartavel estéril.

e  DPipeta Pasteur estéril.

e  Suporte para criotubos.

e  Etiquetas auto-adesivas laminadas (redonda e retangular), resistente a congela-
mento.

e  Caneta indelével, de retroprojetor escrita fina.
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Preparo do criotubo

e  Mergulhar as migangas em detergente neutro deixando-as imersas por um dia.

e  Enxaguar muito bem com dgua corrente.

e  Secar na estufa.

e  Colocar de 6 a 10 migangas em cada criotubo e acondicionar em frascos de vidro.
Esterilizar em autoclave por 15 minutos a 127°C.

e  Distribuir, assepticamente, 0,5 ml de meio de Sauton com 10% de glicerol nos
criotubos.

e  Identificar os criotubos utilizando uma etiqueta auto-adesiva laminada na lateral
e outra na tampa, escrevendo de maneira bem legivel o ntimero da cepa (utilizar
uma caneta retroprojetor escrita fina permanente).

Procedimento

A — Preparo das cepas a serem conservadas

e  Com uma al¢a descartdvel estéril, colocar uma boa massa bacteriana no criotubo
e homogeneizar no meio de Sauton.

e Com a prépria al¢a descartdvel agitar, com cuidado, as micangas para que saia o
ar e para que as micangas fiquem totalmente embebidas na suspensédo de bacte-
riana.

e  Fechar bem os criotubos. Deixd-los em repouso por, no minimo, 15 minutos.

e  Retirar todo o meio liquido com o auxilio de uma pipeta Pasteur estéril, utilizan-
do uma pipeta para cada cepa/isolado bacteriano.

e Colocar os criotubos em caixas apropriadas e numeradas.

e  Registrar no Formuldrio de Localizagao das Cepas Congeladas a posicao das ce-
pas/isolados bacterianos nas caixas. Modelo de formuldrio é apresentado no item
10.5.1 dos anexos deste Capitulo.

B — Congelamento

e  Registrar o nimero da caixa, o nimero da amostra, o meio de cultura utilizado,
o lote do meio de cultura e a data do congelamento de cada cepa a ser congela-
da, em cada coluna respectivamente no Formuldrio de Localiza¢cdo das Cepas
Congeladas, este ¢ apresentado no item 10.5.2 dos anexos deste capitulo.

e  Levar imediatamente as caixas contendo os criotubos com as cepas, devidamente
registradas, para o congelador -70°C.
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C — Recuperagio de cepas a partir das migangas

e  Localizar a cepa que se deseja descongelar no Formulério de Registro Amostras
Congeladas. Modelo deste formuldrio esta descrito no item 10.5.2 dos anexos
deste Capitulo.

e  Retirar o criotubo desejado do congelador.

e  Guardar a caixa novamente no congelador o mais rapido possivel.

e  Com uma alga descartavel estéril, retirar 1 a 2 micangas e colocar dentro do tubo
com o meio de L] ou 7HO.

e  Em meio s6lido, esfregar as micangas sobre a superficie, com auxilio da alca.

e  Em meio liquido, colocar a miganga, fechar muito bem o tubo e agitar o tubo.

e Incubar o tubo a 36°C £ 1 e acompanhar semanalmente o crescimento do repi-
que.

e Devolver o criotubo a sua caixa original, na mesma posic¢ao no freezer.

Interpretacao de resultados
e  Cepa vidvel: crescimento de colénias de micobactérias nos meios semeados.
e  Cepa invidvel: quando nao ha crescimento nos meios semeados.

10.3 Manutencao de Cepas Padrao ou Controles de
Referéncia

Para controlar a acurdcia e precisio dos testes e exames laboratoriais é preciso
utilizar controles de referéncia nos laboratérios. Os controles de referéncia sdo utiliza-
dos para a verificagdo dos resultados obtidos de testes especificos, pois suas caracteris-
ticas fenotipicas sdo conhecidas, ou seja, sua identificacio e seu perfil de sensibilidade
a drogas ja foram determinados.

Os controles de referéncia devem possuir origem confidvel, vindo de um LR que
realiza testes fenotipicos e moleculares para confirmar sua identificagdo e perfil de
sensibilidade.

Para que esses controles de referéncia mantenham suas caracteristicas fenotipi-
cas, eles devem ser mantidos adequadamente nos laboratérios através da realizagao
de cultura estoque e cultura de trabalho, evitando-se assim um ndmero exagerado de
subcultivos.

O termo cultura estoque® é utilizado para definir o subcultivo das cepas de refe-
réncia. Essa cultura deve ser armazenada no laboratério de microbiologia em tempe-
ratura < - 20°C e deve ser descongelada anualmente.

A cultura de trabalho® é o subcultivo semanal ou mensal da cultura de estoque
que serd mantida no laboratério (temperatura ambiente) para realizacao dos testes
didrios ou semanais do CQI.
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Uma passagem® ¢é a transferéncia do microrganismo de uma cultura vidvel para
um novo meio de cultura, obtendo-se uma cultura vidvel. A hidratacio, ou o descon-
gelamento, de um controle de referéncia, proveniente do fornecedor, nao é considera-
da uma passagem ou subcultivo. A primeira passagem sera considerada o subcultivo
do controle de referéncia para a cultura estoque. A transferéncia do microrganismo
da cultura estoque para a cultura de trabalho serd a segunda passagem como mostra
a Figura 3.

Os controles de referéncia ndo devem ser submetidos a um grande ndmero de
subcultivos, o ntimero méximo ao qual podem ser submetidas ¢ de cinco passagens,
a partir do controle de referéncia original’. Um ndmero indefinido de passagens pode
comprometer principalmente a pureza da cultura e as caracteristicas fenotipicas de
algumas micobactérias.

No caso de armazenamento prolongado, as culturas de referéncia devem ser
mantidas em temperatura mais baixas, por exemplo, em congeladores/freezers a -70°C
ou em nitrogénio liquido(-196°C) em meio contendo o crioprotetor recomendado.

Os controles padrdo ou controles de referéncia sio adquiridos comercialmente
de fornecedores como o American Tissue Culture Collection (ATCC)®.

Figura3  Propagacao do Controle de Referéncia
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10.3.1 Hidratacao da cepa referéncia original liofilizada’

Procedimento

e  Ressuspender o controle liofilizado, conforme as recomendagoes do ATCC, adi-
cionando 0,3 a 0,4 ml de meio de cultura liquido a ampola que contém o controle
de referéncia.

e  Homogeneizar bem o contetido do frasco.

e  Semear o homogeneizado em trés frascos contendo meio de cultura sélido espe-
cifico (L] e OK descritos no Capitulo 7 deste manual ou Middlebrook 7H10).

e Incubar por 3 a 4 semanas a 36°C £ 1.

e  Fazer um esfregago das colonias que cresceram no meio especifico e corar pelo
método de Ziehl-Neelsen, conforme descrito no Capitulo 6 deste manual, para
verificar a pureza da cultura.

10.3.2 Preparo das Culturas Estoque — Primeira Passagem

e  Sea cultura estiver sem contaminacdes, fazer 5 subcultivos de cada um dos trés
frascos de cultura.

e  Identificar os 15 frascos com o nome do microrganismo, nimero do controle de
referéncia, a data do subcultivo e “cultura estoque”, 1* passagem.

e Incubar os 15 frascos de cultura estoque por 3 a 4 semanas a 36°C £ 1.

e  Apos o crescimento, fazer um esfregaco das coldnias e corar pelo método de
Ziehl-Neelsen para verificar a pureza da cultura.

10.3.3 Preparo das Culturas de Trabalho — Segunda Passagem

e  Sea cultura estiver sem contaminacdes, utilizar parte das colonias dos 15 frascos de
cultura estoque para fazer 5 subcultivos de cada um dos 15 frascos de culturas.

e Identificar os 75 frascos com o nome do microrganismo, nimero do controle de
referéncia, a data do subcultivo e “cultura de trabalho”, 2° passagem.

e Incubar os 75 frascos por 3 a 4 semanas a 36°C + 1.

10.3.4 Congelamento das Culturas Estoque

e  Utilizar o restante das coldnias dos 15 frascos de culturas estoque para fazer o
congelamento.

e  Etiquetar cinco criotubos estéreis para cada um dos 15 frascos de cultura esto-
que, com o nome do microrganismo, nimero do controle de referéncia e a data
do armazenamento.

e  Transferir duas ou trés alcas do crescimento bacteriano para cada um dos setenta
e cinco criotubos contendo 1 ml de meio de congelamento.

e Armazenar os 75 criotubos contendo as culturas estoque em congelador/freezer
-70°C.
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10.3.5 Congelamento das Culturas de Trabalho

e  Apos as 3 ou 4 semanas de incubagio, fazer esfregaco das culturas de trabalho e
corar pelo método de Ziehl-Neelsen para verificar a pureza das cultura de traba-
lho (75 frascos).

e  Sea cultura estiver sem contaminac¢des, armazenar o controle de referéncia.

e  Etiquetar cinco criotubos estéreis para cada um dos 75 frascos de cultura de tra-
balho, com 0 nome do microrganismo, nimero do controle de referéncia e a data
do armazenamento.

e  Transferir duas ou trés al¢as do crescimento bacteriano para cada um dos criotu-
bos contendo 1 ml de meio de congelamento.

e  Armazenar os 375 criotubos contendo as culturas de trabalho em congelador/
freezer -70°C.

e  Sempre que necessdrio descongelar um criotubo de cultura de trabalho. Desta
cultura podera ser feito apenas trés subcultivos, isto é até a 5° passagem.

e  Para o descongelamento de um frasco de cultura de trabalho siga os passos do
procedimento Recuperagdo das Cepas Congeladas, descrito acima.

10.4 Referéncias

1. KIRSOP, B.E.; DOYLE, A. Maintenance of Microorganisms and cultured cells. A
manual of laboratory methods. Second Edition. Academic Press Limited, London,
1991, 308p.

2. World Federation for Culture Collection. Guidelines for the establishment and
operation of collections of cultures of microorganisms. 2™ edition, June 1999, 24 p.

3.  GROVER, A.A; KIM, H.K; WIEGESHAUS, E.H.; SMITH, D.W. Host-Parasite
Relationships in Experimental Airborne Tuberculosis II. Reproducible Infection
by Means of an Inoculum Preserved at -70°C. Journal of Bacteriology, vol 94(4) p
832-835,1973.

4.  KIM,T. & KUBICA, G.P. Preservation of Mycobacteria:100% viability of Suspensions
Stored at -70°C. Applied Microbiology, vol 25(6), p 956-960. 1973.

5. KUBICA, GP; FILHO, PP.G. & KIM, T. Preservation of Mycobacteria at -70°C:
Persistence of Key Differential Features. Journal of Clinical Microbiology, vol 6(2), p.
149-153.1977.

6. OPAS/Organiza¢ao Panamericana de Saide & MS/Ministério da Sadde. Implantagdo
da Rede Nacional de Monitoramento da Resisténcia Microbiana em Servicos de
Saude. Controle Interno da Qualidade para Testes de Sensibilidade a Antimicrobianos.
Tecnologia em Servicos de Saude. Mar¢o — 2006. Disponivel em http://www.anvisa.
gov.br/servicosaude/manuais

7.  ATCC/American Tissue Culture Collection. ATCC Thechnical Bulletin n°6. From
ATCC Connection 23(2): 6-7, 2003.

Secretaria de Vigilancia em Saude/MS 401



Capitulo 10 - Conservacao de Micobactérias

8. ATCC/American Tissue American Tissue Culture Collection. How to revive cultures.

Disponivel em http://www.atcc.org/common/technicallnfo/HowToReviveCultures
10.5 Anexos do capitulo

10.5.1 Formulario de Localizacao das Cepas Congeladas

Ministério da Saude Formulario de Localizacao
¥ Secretaria de Vigilancia em Saude das Cepas Congeladas
NUmero da Caixa: Data do Congelamento:

10 11 12 13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 23 24 25 26 27

28 29 30 31 32 33 34 35 36

37 38 39 40 41 42 43 44 45

46 47 48 49 50 51 52 53 54

55 56 57 58 59 60 61 62 63

64 65 66 67 68 69 70 71 72

73 74 75 76 77 78 79 80 81
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10.5.2 Formulario de Registro de Amostras Congeladas

Ministério da Satide Formulario de Registro de
Secretaria de Vigildncia em Saude Amostras Congeladas

NUMERO DA NUMERO DA NUMERO DO 2"&1?”:: :\',(I’ETIE, ?;; DATA DO
CONGELAMENTO

CAIXA AMOSTRA POCO UTILIZADO CULTURA
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10.5.3 Meios de cultura

10.5.3.1 Meio de Middlebrook 7H9

O meio de Middlebrook 7H9 é preparado a partir de base disponivel comercial-
mente e suplementado com OADC ap6s a esterilizagao da base.

Para preparar 1.000 ml de meio dissolver 4,7 gramas do meio base em 800 ml de
agua deionozada. Adicionar 100 ml de glicerol.

Autoclavar por 15 minutos a 127°C. Aguardar até que esfrie e adicionar 100 ml
de OADC.

Armazenar em geladeira. Colocar um rétulo contendo o nome do meio, n° do
lote, data do preparo e de validade.

Dependendo da quantidade de cepas congeladas na rotina do laboratdrio pode-
se fazer este meio em menor volume ou fazer 5 aliquotas de 200 ml. Isto evita a con-

taminagdo do meio.

10.5.3.2 Meio de Sauton com 10% de Glicerol

L-asparagina 49
Sulfato de magnésio 059
Fosfato bipotassico 059
Acido citrico 29
Citrato férrico amoniacal 0,059
Glicerol 100 ml
Agua destilada qsp 1000 ml
Preparo:

Pesar os sais separadamente e dissolver os componentes em dgua fervente.

Acertar o pH para 7,2 com NaOH, filtrar em papel de filtro e autoclavar a
121°C/15 min.

Armazenar em geladeira. Colocar um rétulo contendo o nome do meio, n° do

lote, data do preparo e de validade.
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11.1 Descricao
O uso correto e o monitoramento dos equipamentos presentes nos laboratérios

que realizam o diagndstico da Tuberculose e de Micobacterioses sao fundamentais

para a qualidade dos exames realizados. O mau uso, a constante utilizacdo ou até
mesmo o uso nio peridédico fazem com que o padrdo de desempenho seja perdido.

Por esse motivo, é muito importante o monitoramento dos equipamentos. Isso im-

plica executar um conjunto de procedimentos que registrem o desempenho de um

determinado equipamento. O profissional de laboratdrio é responsavel ndo s6 pela
técnica correta de uso, como também pelo monitoramento e a conservagao de todos
os equipamentos que fazem parte de sua rotina laboratorial.

Sao recomendacdes gerais para a instalagdo e uso dos equipamentos de labora-
toério'.

e  Realizar o aterramento da rede elétrica.

e  Utilizar uma tomada para cada equipamento.

e  Anotar a voltagem das tomadas e dos cabos de cada equipamento.

e Treinar os profissionais nos procedimentos de uso (POP — Procedimento
Operacional Padrao) e limpeza dos equipamentos.

e  Seguir as instrugdes de instalagdo contidas nos manuais.

e  Manter em local acessivel o manual de cada equipamento.

e Evitar o uso de capas plasticas na prote¢do dos equipamentos, quando os mes-
mos estdo fora de uso. Elas favorecem a condensagdo de umidade, resultando
na oxidag@o dos componentes elétricos/eletronicos, bem como o crescimento de
fungos. As capas confeccionadas em tecidos que ndo soltam fibras sdo as indica-
das para esse fim.

e Desligar os equipamentos da rede elétrica antes de qualquer procedimento de
limpeza.

e Desinfetar os equipamentos antes de envia-los 8 manutencgao.

e Fazer contrato de assisténcia técnica sempre que possivel.

e  Registrar todos os equipamentos no programa de manuten¢do preventiva do la-
boratorio.

Conforme o método de diagndstico, os equipamentos necessarios estiao apresen-

tados no Quadro 1.
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Quadro 1 Equipamentos utilizados conforme métodos de diagndstico de
Tuberculose e Micobacterioses

BACILOSCOPIA

Autoclave Balanca Capela de Exaustao
Destilador de dgua Microscopio

CULTURA, IDENTIFICAGAO FENOTIPICA E CONSERVAGAO DE CEPAS

Autoclave Agitador mecanico Balanca

Cabine de Seguranca Bioldgica Capela de Exaustao Coagulador de meio de cultura
Centrifuga Destilador de agua Dispensador de Meio de cultura
Estufas bacterioldgicas Geladeira e Freezer Microscopio

Medidor de pH

IDENTIFICAGAO MOLECULAR

Autoclave Agitador mecanico Balanca
Banho-Maria Cabine de Seguranca Bioldgica Capela de Exaustdo
Cuba e Fonte de Eletroforese Destilador de agua Geladeira e Freezer
Medidor de pH Micro-Centrifuga Micropipetadores

Termociclador

INSTRUMENTO AUXILIAR DE MONITORAMENTO

TermOmetros

11.2 Equipamentos

11.2.1 Agitador mecanico
Usado para promover a agitagdo e homogeneizagao de solu¢oes em tubos (ensaio
ou centrifuga) ou microtubos.

Condutas

e  Verificar sempre a presenca de fissuras nos tubos de ensaio de vidro antes de
efetuar a agitacao.

e  Verificar sempre as condi¢des da borracha do receptaculo de tubo.

Uso

e Selecionar a chave de “agitagdo continua” ou “agitacdo peridodica”. No uso da
continua, regular a velocidade desejada girando o potenciometro e colocar o
tubo ou frasco para agitacdo. Na periddica, o aparelho permanece desligado e
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para coloca-lo em funcionamento, basta pressionar o receptaculo de borracha
com o proprio tubo a ser agitado.

Monitoramento
e  Enviar para assisténcia técnica credenciada, anualmente, para realizagdo para
afericdo e ajuste.

11.2.2 Autoclave

A autoclave é um equipamento utilizado para esterilizacdo de materiais e, no
caso de ser uma autoclave vertical, ndo deve estar dentro do laboratdrio, mas deve
estar o mais proximo possivel do mesmo?. O ideal para o laboratério de tuberculose
¢ a instalagdo de uma autoclave horizontal (com duas portas), para que o material
utilizado na 4drea contaminada seja colocado diretamente na autoclave e, depois de
autoclavado, seja retirado pela outra porta para uma drea nao contaminada.

Para que o processo de esterilizacdo seja eficiente é necessario que todo ar resi-
dual seja eliminado do interior da autoclave e que o vapor imido penetre em todo
material a ser autoclavado®. Por isso, é importante que ndo seja colocado material em
excesso.

Os microrganismos patogénicos sao mortos mais rapidamente pelo calor imido
(o vapor saturado desnatura as suas proteinas) do que pelo calor seco’. A temperatura
minima deve ser de 121°C e mantida por 15-20 minutos, mas alguns equipamentos
automatizados operam a 134°C por 3-5 minutos?.

Condutas

e  Utilizar pelo menos duas autoclaves, uma para esterilizar reagentes ¢ meios de
cultura e outra para o “lixo infeccioso”, antes do mesmo ser encaminhado para
a coleta de lixo hospitalar/laboratorial® ou para o local de reciclagem no caso de
vidros.

ATENCAO: Verificar periodicamente as borrachas de vedacao e
substitui-las, se necessario, para assegurar a vedacao hermética e
evitar o escape do vapor de dgua.

e Instruir todos os usuarios para o correto uso da autoclave.

e  Manter sempre limpos o cesto e a cdmara de autoclavagio; lavar com esponja de
aco ¢ sabdo, e retirar os residuos com bastante agua'.

e  Trocar a agua da camara de autoclavagdo pelo menos uma vez por semana.
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Uso

e  Verificar se a autoclave estd desligada, com o mandmetro zerado e sem indicio
de produgdo de vapores.

e Abrir a tampa e verificar o nivel de 4gua. Se necessario acrescentar agua até o
nivel de trabalho, ou seja, a resisténcia deve estar submersa.

e Distribuir os materiais no cesto de autoclavacdo, de forma que a circulagdo de
vapor nao seja prejudicada.

e Fechar a tampa. Encaixar e apertar as garras de fechamento firmemente.

e Ligar a chave do equipamento no maximo. Deixar a valvula de exaustdo de va-
por aberta.

e  Aguardar a saida de vapor umido pela valvula de exaustdo. Manter a valvula de
exaustdo aberta por pelo menos 5 minutos ap6s o inicio da fervura da dgua (ga-
rante a eliminagdo total do ar residual). Fechar a valvula de exaustdo de vapor.

e  Aguardar a autoclave atingir 121°C. Mudar a chave para médio ou minimo para
que seja mantida a temperatura de autoclava¢do. Marcar o tempo.

e Ao término do tempo, desligar a chave do equipamento e aguardar o seu esfria-
mento ou a queda total da presso interna.

e  Abrir a valvula de exaustio para garantir a saida de toda pressdo interna.

e Desrosquear as garras de fechamento, abrir a tampa e retirar o material autocla-
vado.

e  Deixar esfriar e fechar a tampa.

Monitoramento

e A ceficiéncia do processo de autoclavacdo pode ser avaliada por controle biologi-
co. Nas esterilizagdes por vapor imido deve ser utilizada qualquer apresentagéo
comercial de Bacillus stearothermophilus'. Essa é submetida a autoclavagio e
posteriormente seu contetido é semeado em meio de cultura apropriado para
verificagdo de desenvolvimento. Caso haja desenvolvimento do bacilo, deve-se
solicitar calibragdo por assisténcia técnica credenciada. Esse controle biologico
deve ser realizado pelo menos uma vez no més, preferencialmente quando o
equipamento estiver com a sua carga maxima de sua capacidade.

e O ajuste da autoclave deve ser realizado por assisténcia técnica credenciada pelo
menos uma vez ao ano.

11.2.3 Balancas

Podem ser mecénicas ou eletronicas' e sdo usadas para pesar as substincias que
compdem os reagentes e solucdes. Para quantidade maxima de 200 g deve ser utilizada
balanga analitica, com intervalo de leitura de 0,0001g. Acima dessa quantidade, deve-
se utilizar balanca semi-analitica, com intervalo de leitura de 0,1g, 0,01g ou 0,001g.
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As balangas devem ser ajustadas por uma empresa credenciada no local onde estd ou
serd instalada. Para instalacdo ou uso devem ser observados os seguintes critérios de:

Condutas

e Instalar em bancadas de alvenaria com tampo de concreto, marmore ou granito,
longe de equipamentos que causem vibragdes ou correntes de ar e ndo encostar
em paredes'.

e Nivelar a balanga antes do uso ¢ da aferi¢ao.

e Limpar delicadamente a balanca apds o uso, com auxilio de um pincel de cerdas
macias.

e Naio fazer pesagens diretamente sobre o prato da balanca. Usar papel ou reci-
pientes proprios para pesagem®. Estes, ndo podem reagir com a substancia a ser
pesada.

e Determinadas substancias requerem o uso de EPI para serem manipuladas du-
rante a pesagem.

Uso da balan¢a mecanica'

e  Tarar (zerar) a balanga.

e  Pesar o papel ou recipiente de pesagem. Anotar o peso.

e  Somar o peso do papel ao peso da substancia a ser pesada. O valor encontrado é
o total a ser pesado.

e  Travar a balanga, marcar ou adicionar o peso correspondente ao valor final.

e  Destravar a balanca e adicionar a substancia até que a escala da balanga atinja o
valor total determinado.

Uso da balanga eletronica’

e Ligar a balanga e aguardar pelo menos 30 minutos para estabiliza-la.

e  Colocar o papel ou recipiente de pesagem no prato da balanca.

e  Tarar a balanga, descontando o peso do papel ou recipiente de pesagem.
e Adicionar a substancia a ser pesada até alcangar o valor desejado.

Monitoramento

e  Deve ser realizado pela pesagem de um “peso padrao” — objeto de aferi¢ao, com
uma carga determinada e conhecida. As balangas que indicarem peso diferente
ao do “peso padrio” devem ser encaminhadas para ajuste em uma assisténcia
técnica credenciada.
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11.2.4 Banho-maria

Os banhos-maria sdo equipamentos utilizados em alguns testes bioquimicos de
identificacdo de micobactérias. Sao projetados para trabalhar na temperatura reque-
rida por determinada técnica e possuem tampa para evitar a perda de calor e a eva-
poracgdo excessiva da dgua. Essas tampas devem ser inclinadas para que a dgua da
condensag¢do nao goteje sobre o que estd sendo incubado®.

Condutas

e No uso primario ou apds limpeza encher o reservatdrio com agua destilada.

e  Desligar o banho-maria da tomada sempre que realizar a limpeza e nunca fazé-la
diretamente sob a agua corrente. Mensalmente ou sempre que houver depositos
ou incrustagdes, lavar as partes metalicas com esponja de aco e sabdo neutro
enxaguando com bastante agua'.

e  Ter cuidado com toques involuntarios durante a limpeza da bancada ou uso do
proprio equipamento para ndo alterar a posigdo do termostato’.

Uso

e  Verificar se o nivel de 4gua esta cobrindo a resisténcia e o sensor do termoémetro.
Caso seja necessario acrescentar agua destilada ou deionizada até o nivel de
trabalho.

e  Ajustar o termostato para a temperatura desejada, sempre observando o limite de
temperatura de trabalho do equipamento.

e  Utilizar o equipamento somente quando a temperatura estiver estabilizada.

e  Manter sempre o banho-maria tampado durante o uso para evitar variacdo da
temperatura e evaporagdo da agua.

Monitoramento

e Durante o uso, verificar a temperatura antes e durante o processo de incubacao,
utilizando um termémetro de leitura pontual ou instantinea.

e Apos pernoite ligado e sem uso, medir a temperatura antes do processo de incu-
bagdo e anotar o resultado no Formulario de Monitoramento — Banho-maria. O
Formulario de Monitoramento — Banho-maria é apresentado no item 11.4.1 nos
anexos deste Capitulo.

11.2.5 Cabine de Seguranca Biolégica (CSB)

E 0 equipamento mais importante em um laboratério que realiza o isolamento e
a identificacdo do M. tuberculosis. As CSB foram projetadas para evitar a dispersao de
aerossois de materiais perigosos para o ambiente de trabalho. A CSB Classe II, tipos
B2 ou B3 é ideal para o uso em laboratdrios de microbiologia - micobactérias, pois
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oferece prote¢do ao técnico, a0 ambiente e ao produto manipulado®. Nessa, o ar filtra-
do da drea de trabalho da CSB forma uma “cortina” ou barreira de ar na janela frontal,
que impede a entrada de particulas contaminantes do ambiente do laboratério e a
dispersdo de aerossoéis de dentro da CBS para o ambiente do laboratério®.

Condutas

e Instalar a CSB em um local distante da entrada principal do laboratério, ja que o
transito de pessoas proximas ao equipamento pode causar interferéncia na corti-
na de ar da janela frontal. O mesmo pode ocorrer quando a CSB est4 proxima as
janelas abertas ou equipamentos que podem proporcionar movimentagdo de ar’,
exemplo: centrifugas.

e  Naio utilizar bico de Bunsen no interior da CSB devido ao risco de interferéncia
no fluxo de ar interno e danos ao filtro HEPA.

Uso

e Desinfetar as paredes internas e a superficie da area de trabalho com gaze, papel-
toalha ou pano umedecido com Solugdo de Alcool a 70%.

e  Cobrir a bancada com papel de filtro ou outro papel absorvente cuidando para
ndo obstruir os orificios do fluxo de ar.

e Colocar somente o material necessario no interior da CSB. O excesso de mate-
rial ou equipamento no interior da CSB pode causar interferéncia no fluxo de ar
ou contaminagdo cruzada.

e Ligar a CSB e a lampada germicida UV pelo menos 20 minutos antes de iniciar
seu uso.

e Desligar a lampada UV e ligar a lampada fluorescente. Introduzir as maos e
antebragos na CSB, aguardar pelo menos 60 segundos e dar inicio as manipula-
¢oes.

e  Evitar a manipula¢do dos materiais com gestos bruscos para ndo alterar o fluxo
de ar.

e  Manter saco plastico autoclavavel no interior da CSB para o descarte de material
contaminado. Ao término do trabalho, adicionar pequena quantidade de agua
(para assegurar a geragdo de calor umido durante a autoclavagdo) e fecha-lo
hermeticamente.

e  Esperar 5 minutos apds o término das manipula¢des para desligar a CSB e pro-
ceder aos passos seguintes.

e  Abrir a janela de vidro frontal. Retirar todo o material. Desinfetar as paredes
internas e a superficie da area de trabalho com gaze, papel-toalha ou pano ume-
decido com Solugio de Alcool a 70%. Ligar a 1ampada UV por 30 minutos.
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e  Desligar a lampada UV e registrar o uso da CSB. O Formulario de Registro de
Uso — Cabine de Seguranga Biologica (CSB) ¢ apresentado no item 11.4.2 nos
anexos deste Capitulo.

Monitoramento
e Deve ser executado pelo fabricante ou assisténcia técnica credenciada. Inclui

testes de velocidade do ar, perda de pressdo dos filtros HEPA, contagem de par-

ticulas e eficiéncia dos filtros. A troca do filtro deve ser realizada quando houver

o acionamento do alarme de saturacdo ou apds 18-24 meses de uso. Antes de

qualquer procedimento da assisténcia técnica, realizar a desinfecgdo®. O proce-

dimento consta em ferver formalina e agua para liberar formaldeido. A agua ¢é

necessaria para manter a umidade relativa em torno de 70%, na qual o gas tem o

maximo efeito antimicrobiano. Proceder conforme a seguir:

= Usar EPI conforme descrito no Capitulo 3.

= Colocar uma placa aquecedora no interior da CSB.

= Preparar em um copo de Becker 25 ml de formalina e 25 ml de agua. Coloca-
lo sobre a placa aquecedora e ligar a mesma.

= Lacrar a abertura frontal com plastico ou outro material impermeavel usan-
do fita auto-adesiva para selar.

= Ligar a CSB por apenas 15 segundos quando metade da mistura evaporar
para que o formaldeido seja aspirado e alcance o filtro HEPA.

= Desligar a placa aquecedora quando toda a mistura tiver evaporado e ligar
a CSB novamente por 15 segundos.

= Esperar no minimo 6 horas, descolar parcialmente o plastico que cobre a
abertura frontal e ligar a CSB para exaurir o formaldeido.

= Remover totalmente a cobertura da janela frontal ap6s 5 minutos, manten-
do-a ligada por mais 30 minutos para exaurir o formaldeido restante.

ATENCAO: Esse procedimento é seguro para as CSB que possuem
exaustao para o ambiente externo. Naquelas em que o ar é recir-
culado para o préprio ambiente de trabalho, sera necessario isolar/
selar a sala onde a CSB se encontra.

11.2.6 Capela de Exaustao (CE)

Usado para a manipulagdo segura de reagentes quimicos volateis protegendo o
técnico de vapores toxicos. E importante que a CE tenha uma exaustao suficiente para
a gera¢do de pressdo negativa em seu interior, ndo permitindo o escape de vapores
téxicos para o ambiente do laboratério.
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Conduta

e Planejar e instalar a CE em local amplo e arejado.

e Evitar o armazenamento de produtos quimicos na CE, mesmo daqueles que sdo
utilizados mais frequentemente.

Uso

e  Colocar somente o material necessario e produtos quimicos no interior da CE.
O excesso de material ou produtos em seu interior pode aumentar as chances de
acidentes.

e Ligara CE e ailuminacdo interna. Verificar a presencga de pressdo negativa.

e Fechar a janela frontal deixando espago apenas para a introdugdo das méaos e
antebragos.

e  Evitar a manipulagdo dos produtos quimicos com gestos bruscos.

e  Manter a CE ligada por 5 minutos ap6s o término das manipulagdes para que o
equipamento remova todo residuo de vapor toxico que porventura ainda esteja
em suspensao.

e  Abrir a janela de vidro frontal. Retirar todos os materiais e produtos quimicos.

e Desligar a CE e registrar o uso. O Formulario de Registro de Uso — Cabine
de Exaustdo (CE) para registro é apresentado no item 11.4.3 nos anexos deste
Capitulo).

e Limpar as paredes internas e a superficie da area de trabalho com gaze, papel-
toalha ou pano umedecido com agua.

Monitoramento

e Contatar o fabricante ou assisténcia técnica credenciada caso haja a perda da
capacidade de exaustdo ou qualquer outra anormalidade observada em seu fun-
cionamento.

11.2.7 Centrifuga e microcentrifuga

Sdo utilizadas principalmente para concentrar os bacilos ou seus ADN. E reco-
mendado que as centrifugas tenham rotor de 4ngulo fixo, o qual permite a centrifuga-
¢ao de tubos ou microtubos com uma pequena diferenca de peso sem causar vibragdo

excessiva e a ruptura dos mesmos’.

11.2.7.1 Centrifuga

Para a cultura, a centrifuga deve, preferencialmente, ser refrigerada e capaz de
atingir pelo menos 3000 x g, caso contrdrio, muitas micobactérias permanecerdo em
suspensdo e serdo descartadas junto com o sobrenadante’. E imprescindivel que as
centrifugas tenham cagapas seladas, que evita a dispersdo de aerossol caso haja a que-
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bra de algum tubo durante a centrifugacao. Os equipamentos que possuem rotor de

angulo mével requerem um balanceamento mais preciso dos tubos.

ATENCAO: g é a forca centrifuga relativa (FCR), o que é diferente de
rotagdes por minuto (rpm).

Em alguns equipamentos pode-se selecionar diretamente a FCR desejada, de
modo que a centrifuga¢do tenha o maximo de rendimento. Entretanto, a maioria das
centrifugas indica apenas as rpm que o equipamento alcanca. Para calcular a rpm
correspondente a 3000 x g utilizar a seguinte férmula:

—_10° FCR
rpm=10"x T118:R

‘max (cm)

onde R__ = ¢ o raio da centrifuga correspondendo a medida da distancia (em
cm), em linha reta e perpendicular, do centro do rotor até o fundo do recipiente onde
é colocado o tubo de centrifuga.

Por exemplo: se a centrifuga possui um raio (R ) de 15 cm e fornece a veloci-
dade apenas em rpm e vocé deseja saber quantas rpm sdo necessarias para obter uma
FCR de 3000 x g, substitua na férmula os valores correspondentes:

100.000x3000 100.000x3000
wpm= | ——— =DiIpm=_|——
1,118 x 15 16,77

rpm = 4/100.000x178,89 = rpm = /17.889.000

rpm =4.229

ATENCAO: Em centrifugas com rotor de angulo mével, a medida
doR__ érealizada com a centrifuga parada e levantando-se o reci-
piente de tubos até a posicao horizontal.

Condutas

e  Lubrificar as partes moveis da centrifuga de acordo com o manual de instrugdes.

e Lavar as cacapas das centrifugas semanalmente com 4gua e sabdo, quando for
possivel separa-las do rotor.
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e Desinfetar, mensalmente, a parte interna da centrifuga e o rotor com um pano
umedecido com Solugio de Alcool a 70%. Em alguns modelos de centrifuga, o
equipamento indica automaticamente o momento de se realizar a desinfecgdo do
rotor e das cagapas que podem ser, inclusive, autoclavados.

Uso

e Balancear, dentro da CSB, os tubos a serem centrifugados, ou seja, deixa-los
com o mesmo volume. Se possivel, utilizar uma balanga para tarar tubos.

e Encaixar, dentro da CSB, os tubos nas cacapas, de modo que aqueles que pos-
suem o0 mesmo volume fiquem em posicao diametralmente oposta. Selar as ca-
¢apas com as tampas anti-aerossol.

e Acondicionar as cagapas seladas no rotor, fechar a tampa da centrifuga. Selecionar
a FCR ou as rpm desejadas, o tempo de centrifugagdo e a temperatura’® aconse-
lhada de 4 a 7°C.

e  Esperar a parada completa da centrifuga para abrir a sua tampa.

e  Retirar as cagapas e leva-las para o interior da CSB.

e  Abrir as cagapas, retirar os tubos de centrifuga e coloca-los em suporte adequado.

Monitoramento:

e Pelo menos uma vez ao ano ou ap6s qualquer servico de manutencdo, enviar
para assisténcia técnica credenciada. Nas centrifugas ndo refrigeradas deve ser
feita a aferi¢do da rotagdo, do temporizador e do tacometro (se houver). Nas
centrifugas refrigeradas, além dos itens citados deve ser feita também a aferig¢do
do termometro.

11.2.7.2 Microcentrifuga

E utilizada para os testes moleculares de identificagdo. Pode ou ndo ser refrigera-
da, porém deve ter um rotor de 4ngulo fixo devido a elevada forga centrifuga relativa
(FCR), que pode alcangar acima de 12000 x g. Como na centrifuga convencional, em
alguns modelos pode-se selecionar diretamente a FCR desejada e nas que indicam
apenas rpm a mesma pode ser calculada de acordo com a férmula apresentada no
item 11.2.7.1

Condutas

e Lubrificar as partes moveis da microcentrifuga de acordo com o manual de ins-
trucoes.

e Desinfetar, mensalmente, a parte interna do equipamento e o rotor com um
pano umedecido com Solugio de Alcool a 70%. A preparacgio e o Formulario de
Controle da Preparagdo da Solugdo de Alcool a 70% estio descritos no capitulo
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3. Em alguns modelos de microcentrifuga, ha indicacdo automatica para a reali-
zacdo da desinfec¢do do rotor que pode ser, inclusive, autoclavado.

e  Deixar sempre a tampa do rotor rosqueada ou travada. Isso evitara danos ao rotor
se o mesmo for acionado acidentalmente.

Uso

e Ligar a microcentrifuga. Se for refrigerada, liga-la pelo menos 15 minutos antes
da primeira centrifugagdo, selecionando a temperatura desejada.

e Balancear os microtubos a serem centrifugados, ou seja, deixa-los com o mesmo
volume.

e Acondicionar os microtubos no rotor, de modo que aqueles que possuem o mes-
mo volume fiquem em posi¢ao diametralmente oposta. Tampar o rotor.

e Fechar a tampa da microcentrifuga. Selecionar a FCR ¢ o tempo de centrifuga-
¢do. Acionar o rotor.

e Esperar a parada completa da microcentrifuga para abrir a tampa e retirar os
microtubos.

e Fechar a tampa da microcentrifuga e desliga-la. Se for refrigerada, deixar a tam-
pa aberta até que ocorra o derretimento do gelo e a evaporagdo da 4gua acumu-
lada na camara interna.

Monitoramento

e Pelo menos uma vez ao ano ou ap6s qualquer servico de manutengdo, enviar
para assisténcia técnica credenciada, para ser feita a afericao da rotagdo, do tem-
porizador, do termometro e do tacdmetro (se houver).

11.2.8 Coagulador de meio de cultura

Utilizado na prepara¢ao de meios de cultura a base de ovo, deve alcangar e man-
ter um calor imido constante de 80-85°C por 45 minutos. As prateleiras para acomo-
dag¢do dos tubos devem permitir a livre circulagao de calor, bem como a inclinagao
dos tubos no angulo correto (entre 5° e 10°).

Conduta

e Instalar o coagulador em local préximo a rede hidraulica e de esgoto, que servira
para o abastecimento da caldeira de vapor e drenagem da mesma, respectiva-
mente.

e  Acertar a inclinacdo correta das prateleiras ou racks com auxilio de um tubo de
cultura contendo agua no mesmo volume de meio de cultivo, antes de ligar o
coagulador.
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e  Retirar todas as prateleiras ou racks onde serdo acomodados os tubos antes de
ligar o equipamento.

Uso

e  Certificar que todos os interruptores do coagulador estejam desligados.

e  Verificar o nivel de 4gua da caldeira de vapor. Se necessario acrescente agua até
o nivel de trabalho.

e Ligar o interruptor “Geral” do equipamento. Os mostradores de “Temperatura”
e “Set Point” entrardo em funcionamento.

e Ligar o interruptor “Circulagdo de Ar”. Se o mesmo estiver desligado ndo havera
aquecimento.

e Ligar o interruptor “Temperatura Interna”.

e Ligar o interruptor “Temperatura Vapor”.

e Aguarde a estabilizacdo das temperaturas para colocagdo das prateleiras ou ra-
cks contendo os tubos com meio de cultura ja distribuido.

Monitoramento

e  Buscar a presenga de vazamentos tanto na alimentagdo de d4gua quanto na drena-
gem da caldeira de vapor.

e  Verificar a estabilidade das temperaturas interna e do vapor. Solicitar assisténcia
técnica credenciada para afericdo dos termostatos e seus sensores sempre que
necessario ou anualmente.

e Realizar o Controle de Qualidade Interno e Externo dos meios produzidos con-
forme descrito no capitulo 7.

11.2.9 Cuba e fonte de eletroforese

A cuba e a fonte de eletroforese sdo utilizadas para a separagio eletroforética de
acidos nucléicos em um gel de agarose submerso. Por questdes de seguranga, a indi-
cada é aquela em que a conexdo dos fios da fonte a cuba de eletroforese s6 é possivel
se a mesma estiver com a tampa fechada. Dessa forma, quando a fonte estiver ligada,
o operador nio corre o risco de entrar em contato com o tampao de corrida da cuba
e sofrer um choque elétrico. Os conectores da cuba devem ser compativeis com a
fonte e vice-versa, porém, caso nio sejam, podem ser utilizados adaptadores para
os diferentes conectores. Por serem utilizadas de forma acoplada, as condutas, uso e
monitoramento sdo descritos conjuntamente.

Condutas
e  Utilizar uma tomada aterrada para cada equipamento.
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e Instalar e sempre manter a cuba e a fonte de eletroforese em area de p6s-PCR
para evitar a dispersdo de produtos amplificados.

e Lavar todos os componentes da cuba com detergente neutro e uma esponja (de
espuma) antes de iniciar e ao término da eletroforese. Enxaguar com Agua desti-
lada e deixar secar a temperatura ambiente. Nunca usar esponja de aco, acetona,
ésteres, alcool (acima de 30%) ou acidos (acima de 25%) para limpeza da cuba,
para ndo riscar ou tornar o acrilico opaco. Nunca autoclavar ou aquecer acima de
50°C qualquer componente da cuba.

e  Ajustar o nivelamento da cuba.

Uso

e Posicionar a bandeja com a agarose solidificada na cuba de eletroforese. O volu-
me de gel de agarose e a concentragdo sdo dependentes da metodologia utiliza-
da. Aplicar as amostras.

e Fechar a tampa da cuba, conectar os fios da mesma a fonte de eletroforese e
programar os parametros da corrida eletroforética.

e  Certificar se as conexdes dos polos entre a cuba e a fonte de eletroforese estio
corretas antes de ligar a fonte. A inversdo dos polos fard com que as amostras
aplicadas migrem para o p6lo incorreto.

e Ligar o interruptor geral da fonte da eletroforese. Ligar o interruptor da corrida
eletroforética e observar nos minutos iniciais da eletroforese se a migracdo das
amostras de ADN esta na dire¢do do pdlo correto.

e  Deixar ocorrer a migragao das amostras, conforme tempo previsto na técnica.

e  Desligar o interruptor da eletroforese apds tempo previsto. Desligar o interruptor
geral da fonte e desconectar os fios entre a fonte e a cuba. Abrir a tampa e retirar
0 suporte com a agarose.

Monitoramento

e  Procurar a presenca de fissuras no acrilico, incrustagcdes nos plugues (eletrodos)
ou rompimento do fio de platina antes de cada uso ou se a eletroforese ndo pro-
ceder de modo esperado.

e  Encaminhar a cuba e/ou a fonte de eletroforese para assisténcia técnica se esta
necessitar de substitui¢des de componentes como plugues, fios de platina ou de
contengdo de vazamentos.

11.2.10 Destilador de agua

No destilador, a 4gua sofre uma ebuli¢do, vaporiza¢do e condensacao que, teori-
camente, torna-a isenta de qualquer impureza. O equipamento deve possuir desliga-
mento automadtico na falta de fornecimento de dgua.
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Condutas

e Instalar o destilador em local proximo a rede hidraulica e elétrica.

e  Mensalmente ou sempre que houver depositos ou incrustagdes, lavar com es-
ponja de aco, agua e sabdo neutro o recipiente de evaporagdo e a resisténcia.
Enxaguar com bastante dgua para retirar o residuo de sabao.

Uso

e Confirmar se ha fornecimento de agua e ligar a torneira que abastece de agua o
destilador.

e  Aguardar a saida de agua pelo dreno de resfriamento do condensador.

e Ligar a chave elétrica geral do equipamento e aguardar a saida da dgua destilada
pelo respectivo dreno.

e Acondicionar a Agua destilada em recipiente apropriado.

e  Desligar a chave elétrica geral do destilador ao término do processo.

e Deixar a torneira que abastece o destilador aberta até o resfriamento do conden-
sador.

e  Desligar o fornecimento de agua.

Monitoramento

e A cadauso, verificar a presenca de obstru¢do ou vazamentos no circuito de abas-
tecimento de agua.

e  Verificar sempre as condi¢des das instalagdes elétricas.

11.2.11 Estufas bacterioldgicas

E aconselhdvel que tenha o maior tamanho possivel ja que os modelos pequenos
sofrem maior varia¢do de temperatura quando a porta é aberta. Quando a tempera-
tura de incubagdo é menor que a temperatura ambiente, por exemplo, na incubac¢do
de provas bioquimicas, deve ser utilizada uma estufa bacterioldgica com sistema re-
frigerado incluso

Conduta

e Evitar sobrecarregar o interior da estufa para assegurar a circulagdo de ar e a
manutencao da temperatura interna.

e  Abrir a porta somente 0 necessario.

e Instalar as estufas em locais bem ventilados, distantes de fonte de calor e de
agua.

Uso
e  Organizar todo material a ser incubado para abrir a estufa uma unica vez.
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e Distribuir os materiais nos diversos compartimentos ¢ fechar corretamente a
porta.

e  Verificar se a porta ficou devidamente fechada.

e  Realizar os mesmos passos ao retirar o material incubado.

Monitoramento'

e  Deve ser realizado diariamente, ao inicio da rotina do laboratério, com duas lei-
turas de temperatura: uma utilizando um termometro de leitura pontual e outra
com o termdmetro de maxima e minima.

e  Realizar outra leitura no horario de maior uso do equipamento, com termémetro
de leitura pontual.

e Registrar os dados de cada leitura no Formulario de Monitoramento — Estufa
Bacteriologica. O Formulario de Monitoramento — Estufa Bacterioldgica ¢ apre-
sentado no item 11.4.4 nos anexos deste Capitulo.

11.2.12 Freezer e refrigerador

O freezer vertical proporciona um melhor aproveitamento do espago do labora-
torio do que o horizontal e a sua temperatura ideal é de -20°C. A temperatura ideal de
uso do refrigerador é de 4°C, com variag¢do aceitédvel de 2 a 8°C.

ATENCAO: Os equipamentos que nao formam gelo (frost free) pro-
vocam evaporacao excessiva de liquidos em frascos nao fechados
hermeticamente.

Condutas

e Instalar o refrigerador e freezer em locais bem ventilados ou distantes de fonte
de calor, deixando a distdncia minima de 10 ¢cm entre cada equipamento ou da
parede.

Uso

e  Evitar o acondicionamento de excesso de material e ndo forrar as prateleiras para
ndo interferir na refrigeracdo interna'.

e  Organizar todo material a ser armazenado para abrir a porta uma tnica vez.

Monitoramento

e  Fazer uma verificagdo periddica das borrachas de vedagao.

e Descongelar mensalmente. Inicialmente transferir todo conteudo para outra ge-
ladeira ou freezer. Desligar e apds o degelo desinfetar internamente com um
pano umedecido com Solugio de Alcool a 70% e depois com dgua e detergente
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neutro. A preparagdo ¢ o Formulario de Controle da Preparacdo da Solugdo de
Alcool & 70% estio descritos no Capitulo 3.
e  Realizar diariamente controle de temperatura' sendo.

= Ao inicio da rotina do laboratorio, com duas leituras de temperatura: uma
utilizando um termémetro de leitura pontual (bulbo de mercurio, alcool ou
eletronico) e outra com o termOémetro de maxima e minima, exclusivo para
cada equipamento.

= No horario de maior uso do equipamento com termometro de leitura pontual.

= Registrar os dados de cada leitura no Formuldrio de Monitoramento —
Refrigerador e Freezer. O Formulario de Monitoramento — Refrigerador e
Freezer ¢ apresentado no item 11.4.5 nos anexos deste Capitulo.

ATENCAO: No uso de termémetro eletrénico, o mostrador deve ser
fixado externamente, ja que a simples abertura da porta pode alte-
rar a leitura da temperatura.

11.2.13 Medidor de pH
Equipamento utilizado para determinacao de pH, através do método eletromag-

nético, com compensag¢io automdtica de temperatura.

Conduta

e Antes de ligar, verificar se o equipamento ¢ a rede elétrica estdo na mesma vol-
tagem.

e Ao término de cada medigdo ou calibragdo manter a chave seletora em (Standby),
repouso.

Uso

e  Para ligar o aparelho acionar a chave geral liga-desliga.

e  Manter o aparelho ligado por, no minimo, 30 minutos, para aquecer ¢ estabilizar
os componentes eletronicos.

Conectar bem o eletrodo e o sensor de temperatura ao aparelho.
Lavar bem o eletrodo com Agua destilada, secar com papel absorvente macio

sem esfregar a membrana.

Mergulhar o eletrodo e o sensor de temperatura na solugdo tampao de valor pH
6.86 a 25°C e ajustar com o potencidmetro “Potenciometro de ajuste do tampdo
pH 7 e do potencial mV relativo — Calibrag¢do”. Medir a temperatura da solugdo,
ver na tabela pH/t inscrita no frasco da solu¢do tampédo que acompanha o apare-
lho e ajustar o valor exato do pH de acordo com a temperatura.
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e Retirar o eletrodo e o sensor afixados no suporte da solu¢do. Enxaguar ambos
com Agua destilada, secar com papel absorvente e macio.

e Para medir na faixa acida, mergulhar o eletrodo e o sensor de temperatura na
solugdo tampao pH 4.01, ajustar com o potencidmetro “Potenciometro de ajuste
do (SLOPE), declive, ou do tampao diferente de pH 7, para exatamente o valor
da solugdo tampao de acordo com a temperatura da solu¢do, da mesma forma de
como foi descrito para ajustar tampao pH 7. Para as medi¢des de rotina na faixa
alcalina realizar o mesmo procedimento, porém, com a solugdo tampao de valor
pH 9,18 ou pH 10,01.

e Ao terminar esses procedimentos o pHmetro esta calibrado e pronto para ser
usado nas medigdes de rotina.

e Retirar o eletrodo e o sensor da ultima solugdo tampdo usada. Lavar com Agua
destilada, secar com papel absorvente macio para ndo arranhar a membrana de
vidro gelatinoso, antes de introduzi-los na amostra a ser medida.

e  Mergulhar o eletrodo e o sensor na amostra. O valor que aparecer no visor é o
pH da amostra.

e Para desligar, lavar o eletrodo com Agua destilada e seguir as instrugdes para
manutencdo e conservagdo dos eletrodos descritas abaixo.

e  Desligar a chave geral liga-desliga e a tomada do sensor de temperatura.

Monitoramento

e  Depois de usar o eletrodo, lavar e colocar a protegdo da membrana com solucdo
de repouso (solugdo de KCl 3M), para manter este imido.

e Quando o eletrodo de referéncia ndo estiver em uso, deve ficar imerso na solu-
¢do de repouso.

e (Caso o eletrodo secar ou ficar parado por um longo periodo, deixar imerso em
soluc¢do repouso por 6 horas.

e A umidade e agentes corrosivos danificam o aparelho, caso o pHmetro apre-
sentar leituras instaveis, limpar o (Plug), conector, do eletrodo e a tomada do
aparelho, com alcool etilico ou acetona.

ATENCAO: Quando o pH da Agua destilada for medido e o apare-
lho indicar o valor na faixa acida e essa leitura ficar instavel para
fazer esse tipo de medicao, é necessario utilizar um par combinado
de eletrodo especial que tenha a juncao tipo “luva” e deverao ser
adicionadas, na agua, algumas gotas de KCl para aumentar a con-
dutividade. Aguardar 24 horas para fazer a medicao.
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Preparac¢ao da solu¢ao KCl 3M: pesar 223,68g de KCl, dissolver em 1 litro de
Agua destilada e deionizada. Armazenar em frasco de polietileno de 2 a 8°C. Estabi-
lidade: 6 meses.

11.2.14 Micropipetadores

Sao instrumentos utilizados para medir e transferir liquidos em microvolumes
utilizando conjuntamente “ponteiras”. As micropipetas podem ser de volume fixo ou
varidvel, monocanal ou multicanal dependendo da metodologia a ser empregada.

Conduta'

e  Utilizar preferencialmente ponteiras com barreira ou filtro anti-aerossol.

e Evitar a reutilizagdo de ponteiras, ja que os procedimentos de lavagem ndo ga-
rantem a remog¢ao completa dos residuos.

e  Manter as micropipetas sempre na posi¢do vertical.

e  Limpar externamente a micropipeta com Solugio de Alcool a 70%, antes e apos
0 uso. A preparagdo e o Formulario de Controle da Prepara¢do da Solugdo de
Alcool a 70% estdo descritos no Capitulo 3.

Uso

e  Selecionar a micropipeta e o volume de acordo com as solu¢des a serem pipetadas.

e  Acoplar a ponteira & micropipeta.

e  Pressionar o Embolo da micropipeta até o primeiro estagio.

e Introduzir a ponteira abaixo da superficie do liquido, aproximadamente 5 mm.

e  Soltar o émbolo gradativamente, aspirando ao liquido.

e  Dispensar o liquido, pressionando o émbolo até o segundo estagio.

e  Soltar o émbolo lentamente até a sua posi¢do original.

e  Descartar as ponteiras em recipiente contendo hipoclorito de sédio 2% ou em
saco plastico autoclavavel.

Monitoramento

e  Verificar a presenca de algum componente quebrado, dificuldade no acionamen-
to do émbolo ou vazamento no sistema.

e Realizar o teste hidrostatico' para detectar vazamento no sistema. Proceder con-
forme descrito a seguir:
= fixar a ponteira na micropipeta.
= aspirar Agua destilada até o primeiro estagio.
= tampar a extremidade inferior da ponteira com um dedo.
= pressionar o émbolo até o segundo estagio, permanecendo assim por 20

segundos em micropipetas de até 1 ml. Para micropipetas de mais de 1 ml:
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pressionar o émbolo até o ponto médio entre os dois estagios da micropi-
peta.

= liberar o émbolo lentamente até a posi¢do original.

= retirar o dedo da extremidade da ponteira e verificar se ha deslocamento da
agua. Se houver, a micropipeta deve ser encaminhada para manutengéo e
ajuste.

= os micropipetadores devem fazer parte do programa de manutengdo preven-
tiva sistematica do laboratorio e sua precisdo deve ser verificada periddica-
mente pelo método gravimétrico.

11.2.15 Microscépio
O microscépio deve ser binocular, possuir um bom conjunto 6ptico, ser ergono-

mico e possuir objetiva de imersao planocromdtica.

Condutas

e Instalar longe de equipamentos que causem vibragdes, de reagentes quimicos ou
da rede hidraulica, em sala limpa, bem ventilada ou que tenha ar-condicionado
para evitar a proliferagdo de fungos no sistema optico' *.

e  Evitar que o microscopio fique sem as objetivas ou oculares para impedir a en-
trada de poeira.

e  Coibir a desmontagem do microscopio para ndo desalinhar o conjunto 6ptico.

e  Carregar sempre com as duas maos, uma segurando firmemente o braco do mi-
croscopio e a outra a base®.

Uso

e Impedir o uso de papel-toalha comum ou gaze para evitar riscos nas lentes.
Nunca use detergente, xilol, etanol 96% ou outro solvente para limpeza das len-
tes. Esses produtos podem retirar a cola que fixa as lentes aos corpos das objeti-
vas e oculares'.

e  Verificar os procedimentos de uso do microscopio no Capitulo 6, deste manual.

Monitoramento
e  Efetuar mensalmente a limpeza geral do microscopio’, executando os seguintes
passos.
= Retirar a poeira agregada aos mecanismos de movimentagdo da platina, do
condensador e do ajuste de foco com um pincel de cerdas macias.
= Realizar a limpeza geral com um pano limpo umedecido com Solugdo de
Alcool a 70%, com excegdo do conjunto optico (objetivas e oculares). A
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preparacio e o Formulario de Controle da Preparagio da Solugdo de Alcool
a 70% estdo descritos no Capitulo 3.

= Executar a limpeza das objetivas e oculares com papel absorvente macio
umedecido em uma solugao contendo 60% de etanol e 40% de éter etilico.
A limpeza da objetiva de imersdo devera ser feita com um papel absorvente
macio para retirada do excesso de 6leo, seguida da aplicag@o da solugdo de
alcool-éter.

11.2.16 Termociclador

O termociclador ¢é utilizado nas técnicas moleculares para amplificar dcidos nu-
cleicos. Existem diversos modelos que podem ser escolhidos de acordo com a rotina
do laboratoério de biologia molecular e da metodologia a ser utilizada, sendo que cada
modelo apresenta sua particularidade de uso e monitoramento que devem ser con-
sultados nos respectivos manuais. De modo geral, as condutas, uso e monitoramento
s30 a seguir apresentados.

Condutas

e Instalar os termocicladores em sala isolada ou distante das areas de pré-PCR e
p6s-PCR.

e Utilizar uma tomada aterrada e, se possivel, conectar o termociclador a um
nobreak.

e Evitar o funcionamento durante o periodo noturno sempre que possivel para
incrementar a vida util do equipamento, especialmente em regides onde ocorre
interrup¢do no fornecimento de energia elétrica.

Uso

e Ligar o termociclador.

e Inserir o programa de PCR a ser utilizado. Caso ja esteja inserido, seleciona-lo
dentre os programas armazenados.

e  Colocar os microtubos no bloco de amostras.

e  Fechar a tampa do equipamento.

e Iniciar o programa escolhido.

e  Verificar periodicamente o andamento do programa.

Monitoramento

e Limpar o bloco de amostras e a tampa do termociclador pelo menos uma vez por
més ou sempre que necessario. Usar uma haste de algoddo ou swab embebida
com alcool isopropilico.
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e Realizar mensalmente o “auto teste” ou teste de desempenho do sistema, para
verificar a necessidade ou ndo de encaminhar o equipamento para manutengao.

e Encaminhar anualmente para a assisténcia técnica credenciada para realizar a
manutencao geral do equipamento.

11.2.17 Term6émetros

Nos laboratérios, os termometros sao instrumentos imprescindiveis para o con-
trole da temperatura em vérios ensaios, na conserva¢ao de substancias e microrganis-
mos, no préoprio ambiente de trabalho e no monitoramento de alguns equipamentos.
Os mais utilizados sdo os termometros de maxima e minima e os de leitura pontual
ou instantanea’.

Os termometros de leitura pontual ou instantinea sdo usados para medir a tem-
peratura em um momento ou para o monitoramento de equipamentos. Eles podem
ser de bulbo (mercurio ou dlcool) ou eletronico e possuem as resolugdes padroes de
0,5°C e 0,1°C, respectivamente’.

Os termOmetros de maxima e minima mostram as temperaturas extremas ocor-
ridas durante um determinado periodo. Possuem duas colunas de mercurio, sendo
uma para indicar a temperatura minima e outra para a maxima. Sao utilizados para o
monitoramento de equipamentos como freezer, geladeiras e estufas, além do controle
da temperatura ambiente do laboratério. Eles acusam se houve a interrupg¢ao tem-
pordria de fornecimento de energia elétrica ou o mau funcionamento de um equipa-

mento'.

Condutas

e  Guardar o termometro em sua embalagem original para evitar a quebra do bulbo,
quando ndo estiver em uso. No termdmetro eletronico, retirar a bateria do seu
compartimento e ter sempre uma sobressalente.

e  Evitar a utilizagdo de termometros com descontinuidades na coluna de merctrio
ou de alcool.

e  Posicionar os termdmetros de modo que os bulbos ou sensores fiquem localiza-
dos medianamente no espago interno do equipamento. Nao posiciona-los muito
proximos as resisténcias de estufa, banho-maria ou da ventilago interna da ge-
ladeira e do freezer, sob o risco de realizar uma leitura equivocada.

Uso do termdmetro de leitura pontual

e  Colocar os bulbos ou sensores dos termdmetros de leitura pontual em um frasco
contendo uma solucdo de glicerol a 10% em agua, para manter a temperatura
estavel'. Lacrar o frasco e acondiciona-lo no compartimento interno do equipa-
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mento a ser controlado. Aguardar pelo menos um pernoite para realizar a pri-
meira leitura.
e Leitura

=  TermOmetro de bulbo: abrir a porta do equipamento e, imediatamente, veri-
ficar a temperatura pontual sem retirar o termémetro do interior do equipa-
mento, anotando-a no respectivo mapa de controle.

= TermOmetro eletrdnico: ler a temperatura indicada no mostrador externo e
anota-la no respectivo mapa de controle.

Uso do termometro de mdxima e minima

e  Posicionar os indicadores internos (barras de metal) nos limites das colunas de
mercurio acionando o botdo especifico ou com auxilio de um ima apropriado,
(conforme o modelo de termometro) (veja Figura 1).

Colocar o termometro no compartimento interno do equipamento a ser controla-
do. Aguardar pelo menos um pernoite para realizar a primeira leitura.

Abrir a porta do equipamento e, imediatamente, verificar as temperaturas maxi-
ma e minima, anotando-as no respectivo mapa de controle (veja Figura 2).

e Posicionar novamente os indicadores internos junto a coluna de mercurio, de
acordo com a instrugdo anterior e recolocar o termdmetro no interior do equipa-
mento.

Monitoramento

e  Averiguar a presenga de descontinuidades na coluna de mercurio ou de alcool
dos termometros.

e  Verificar se os termOometros utilizados no laboratorio exibem a mesma leitura de
um termometro de referéncia certificado e validado pelo Inmetro.
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Fonte: Adaptado de BRASIL. Ministério da Saude. Equipamentos — Utilizacdo e monitoramento em
unidades hemoterapicas e laboratérios de satide puUblica. Brasilia: Série TELELAB,1998, 76 p.
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11.4 Anexos do capitulo

Capitulo 11 — Uso e Monitoramento de Equipamentos

11.4.1 Formulario de Monitoramento — Banho-maria

Ministério da Satude
Secretaria de Vigilancia em Satde

Formulario de Monitoramento — Banho-maria

Marca:

Modelo:

N° Patriménio:

Sala:
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Depositos e Contaminagdes:
S-Sim
N - Néo

Intervengdes:
1 - Limpeza
2 - Manutencao

Nivel de agua:
1 - Adequado
2 - Baixo

3 - Acréscimo de agua
4 - Ajuste do termostato
5 — Outros (Indicar)

Irregularidades/Ocorréncias:

Acgbes corretivas ou preventivas:

Fonte:  Adaptado de BRASIL. Ministério da Satide. Equipamentos — Utilizagdo e monitoramento em unidades hemoterépicas e laboratorios de satide publica. Brasilia: Série

TELELAB,1998, 76 p.
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11.4.2 Formulario de Registro de Uso — Cabine de Seguranca
Bioldgica (CSB)

Ministério da Saude Formulario de Registro de Uso — Cabine
Secretaria de Vigilancia em Saude de Seguranga Biolégica (CSB)
Marca: Modelo:
N° Patriménio: Sala:
Més: Ano

Hora Inicial de Pre-uso Poés-uso

Dia Lampada UV Lampada UV  Hora Final de uso Usuario

CEL (20-30 minutos) (20-30minutos)
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Irregularidades/Ocorréncias:

Agoes corretivas ou preventivas:

Desinfeccao Mensal: Data: Técnico:

Fonte:  Adaptado de BRASIL. Ministério da Satide. Equipamentos — Utilizacao e monitoramento em unidades hemoterapicas e laboratérios de satide publica. Brasilia: Série
TELELAB,1998, 76 p.
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11.4.3 Formulario de Registro de Uso — Cabine Exaustao (CE)

Ministério da Satude

Secretaria de Vigildncia em Saude

Formulario de Registro de Uso — Cabine Exaustao (CE)

Marca:

Modelo:

N° Patriménio:

Sala:

Més:

Ano:

Hora Inicial de
uso

Substancia
quimica
manipulada

Hora Final de uso

Usuario

Observacao
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Irregularidades/Ocorréncias:

Agbes corretivas ou preventivas:

Desinfeccao Mensal:

Data:

Técnico:

Fonte:  Adaptado de BRASIL. Ministério da Sadde. Equipamentos — Utilizagdo e monitoramento em unidades hemoterépicas e laboratérios de satde publica. Brasilia: Série

TELELAB, 1998, 76 p.
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11.4.4 Formulario de Monitoramento — Estufa Bacterioldgica

Ministério da Saide

Secretaria de Vigilancia em Satde Formulario de Monitoramento - Estufa Bacteriologica
Marca: Modelo:
N° Patriménio: Sala:
Més: Ano:

Primeira Leitura® Segunda Leitura®

Temperatura Observagées
Hora
Pontual

Dia Temperatura Temperatura Temperatura
Minima Maxima Pontual

Hora
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A - Hora de inicio da rotina B - Hora de maior uso do equipamento

Irregularidades/Ocorréncias:

Acoes corretivas ou preventivas:

Desinfeccao Mensal: Data: Técnico:

Fonte:  Adaptado de BRASIL. Ministério da Satde. Equipamentos — Utilizacdo e mor em unidades her apicas e 6rios de satide publica. Brasilia: Série
TELELAB, 1998, 76 p.
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11.4.5 Formulario de Monitoramento - Refrigerador e Freezer

Ministério da Satude

Secretaria de Vigilancia em Satide Formulario de Monitoramento — Refrigerador e Freezer
Marca: Modelo:
N° Patriménio: Sala:
Més: Ano:

Primeira Leitura® Segunda Leitura®

Temperatura Observagoes
Hora
Pontual

Dia Temperatura Temperatura Temperatura
Minima Maxima Pontual

Hora
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A - Hora de inicio da rotina B - Hora de maior uso do equipamento

Irregularidades/Ocorréncias:

Acoes corretivas ou preventivas:

Desinfeccao Mensal: Data: Técnico:

Fonte:  Adaptado de BRASIL. Ministério da Satde. Equipamentos — Utilizacdo e monitoramento em unidades hemoterapicas e laboratérios de satide publica. Brasilia: Série
TELELAB,1998, 76 p.

434 Secretaria de Vigilancia em Saude/MS



ISBN 978-85-334-1447-1

?88533‘414471”

9

]
SUSE

disque saude:
0800 61 1997

www.saude.gov.br/svs
www.saude.gov.br/bvs




	Prefácio
	Apresentação
	Equipe de elaboração

	CAPÍTULO 1
	ORGANIZAÇÃO E GERÊNCIA DA REDE DE LABORATÓRIOS DE TUBERCULOSE
	1.1	Introdução
	1.2	Organização da rede nacional de laboratórios
	1.3	Hierarquia na rede nacional de laboratórios de tuberculose
	1.3.1	Rede hierarquizada de execução de exames para o controle da tuberculose e outras micobactérias

	1.4	Funções e competências do LRN, LRR, LRE/LACEN, LRM, LL e LF para o controle da tuberculose
	1.5	Capacitação, visita técnica
	1.6	Administração laboratorial e manutenção de registros
	1.6.1	Procedimentos Operacionais Padrão (POP)
	1.6.2	Formulários de laboratório
	1.6.3	Registros laboratoriais

	1.7	Monitoramento da saúde dos profissionais
	1.8	Referências
	1.9	Anexos do capítulo


	CAPÍTULO 2
	SISTEMA DE GARANTIA DA QUALIDADE DA BACILOSCOPIA
	Siglas e definições
	2.1	Descrição
	2.2	Controle de Qualidade Interno (CQI)
	2.3	Melhoria da Qualidade (MQ)
	2.4	Avaliação Externa da Qualidade (AEQ)
	2.4.1	Teste de Proficiência (TP)
	2.4.2	Releitura de lâminas 
	2.4.3	Visita técnica aos laboratórios locais

	2.5	Responsabilidade dos laboratórios em relação à Avaliação Externa da Qualidade (AEQ)
	2.6	Benefícios da AEQ para o Ministério da Saúde e para os laboratórios
	2.7	Indicadores para avaliação de desempenho do laboratório
	2.8	Referências
	2.9	Anexos do capítulo


	CAPÍTULO 3
	BIOSSEGURANÇA
	3.1	Descrição
	3.2	Barreiras de contenção primárias
	3.2.1	Boas práticas microbiológicas9, 10 
	3.2.2	Equipamentos de Proteção Individual (EPI)
	3.2.3	Equipamentos de Proteção Coletiva (EPC)

	3.3	Barreiras de contenção secundária
	3.3.1	Instalações laboratoriais12 

	3.4	Transporte de amostras biológicas
	3.4.2	Transporte intra e interlaboratorial de lâminas com esfregaço
	3.4.3	Transporte interlaboratorial de cepas de micobactérias

	3.6	Uso adequado dos equipamentos de laboratório
	3.7	Referências
	3.8	Anexos do capítulo


	CAPÍTULO 4
	MICOBACTÉRIAS
	4.1	Descrição
	4.2	Referências


	CAPÍTULO 5
	AMOSTRAS CLÍNICAS
	5.1	Descrição
	5.2	Seleção e tipos de amostras
	5.3	Amostras de origem pulmonar
	5.4	Amostras de origem extrapulmonar
	5.5	Solicitação de exames
	5.6	Considerações gerais para coleta e armazenamento de amostras clínicas
	5.7	Orientações para coleta de escarro espontâneo
	5.8	Instruções para coleta de escarro induzido
	5.9	Recepção de amostras no laboratório
	5.10	Controle de qualidade
	5.10.1	Recebimento de amostras
	5.10.2	Aspectos físicos do escarro

	5.11	Referências
	5.12	Anexos do capítulo


	CAPÍTULO 6
	BACILOSCOPIA
	6.1	Descrição
	6.2	Métodos de execução do esfregaço 
	6.3	Fixação do esfregaço
	6.4	Métodos de coloração 
	6.4.1	Método de Ziehl-Neelsen 
	6.4.2	Método da fluorescência com Auramina O5

	6.5	Leitura e interpretação dos resultados
	6.6	Registro dos resultados
	6.7	Controle de qualidade
	6.8	Referências
	6.9	Anexos do capítulo


	CAPÍTULO 7
	CULTURA PARA MICOBACTÉRIAS 
	7.1	Descrição
	7.2	Critérios para realização da cultura
	7.3	Métodos de cultura
	7.4	Etapas da cultura
	7.5	Pré-tratamento das amostras
	7.6	Agentes fluidificantes-descontaminantes
	7.7	Meios de cultura
	7.8	Incubação
	7.9	Leitura, interpretação e registro dos resultados
	7.10	Métodos clássicos de cultura
	7.10.1	Método de Petroff modificado
	7.10.2	Método de N-Acetil-L-Cisteína-Hidroxido de Sódio (NALC-NaOH)
	7.10.3	Método de Ogawa-Kudoh
	7.10.4	Método do Ácido oxálico

	7.11	Procedimentos para incubação nos métodos clássicos
	7.12	Procedimentos de leitura, interpretação e registro dos resultados nos métodos clássicos
	7.13	Subcultivo
	7.14	Sistemas comerciais automatizados de cultura
	7.15	Controle de qualidade da cultura
	7.15.1	Controle de qualidade interno
	7.15.2	Controle de qualidade externo

	7.16	Referências
	7.17	Anexos do capítulo


	CAPÍTULO 8
	IDENTIFICAÇÃO DE MICOBACTÉRIAS 
	8.1	Descrição
	8.2	Material para os testes fenotípicos para separação das espécies do Complexo M. tuberculosis das Micobactérias Não causadoras de Tuberculose (MNT) e diferenciação das espécies do Complexo M. tuberculosis
	8.3	Pré-requisitos para identificação de espécies3, 4
	8.3.1	Preparo da suspensão bacteriana3, 4
	8.3.2	Isolamento de colônias

	8.4	Separação das espécies do Complexo M. tuberculosis das Micobactérias Não causadoras de Tuberculose (MNT) 
	8.4.1	Análise microscópica da cultura3, 6
	8.4.3	Teste de inibição de crescimento em meio com ácido p-nitrobenzóico 500 μg/ml3, 4, 8, 9
	8.4.4	Teste da Niacina10, 11, 12, 13

	8.5	Diferenciação dos membros do Complexo M. tuberculosis
	8.5.1	Testes Fenotípicos para diferenciação das espécies do Complexo M. tuberculosis

	8.6	Identificação fenotípica das Micobactérias Não causadoras de Tuberculose (MNT) 
	8.7	Controle de qualidade interno
	8.8	Identificação molecular pelo Método Molecular de PRA-hsp6526
	8.9	Testes fenotípicos e moleculares combinados
	8.10	Considerações sobre critérios para diagnóstico de doença causada por MNT
	8.11	Referências
	8.12	Anexos do capítulo


	CAPÍTULO 9
	TESTE DE SENSIBILIDADE PARA MICOBACTÉRIAS
	9.1	Descrição
	9.2	Vigilância da resistência às drogas
	9.3	Mecanismo de resistência
	9.4	Critérios para realização do Teste de Sensibilidade
	9.5	Métodos de Teste de Sensibilidade
	9.6	Método das proporções em meio LJ
	9.7	Sistemas comerciais automatizados de TS
	9.8	Teste de Sensibilidade para drogas alternativas
	9.9	Controle de qualidade interno
	9.10	Controle de externo 
	9.11	Referências 
	9.12	Anexos do capítulo


	CAPÍTULO 10
	CONSERVAÇÃO DE MICOBACTÉRIAS
	10.1	Descrição
	10.2	Métodos de congelamento
	10.3	Manutenção de Cepas Padrão ou Controles de Referência
	10.4	Referências
	10.5	Anexos do capítulo 


	CAPÍTULO 11
	USO E MONITORAMENTO DE EQUIPAMENTOS
	11.1	Descrição
	11.2	Equipamentos
	11.2.1	Agitador mecânico
	11.2.2	Autoclave
	11.2.3	Balanças
	11.2.4	Banho-maria
	11.2.5	Cabine de Segurança Biológica (CSB)
	11.2.6	Capela de Exaustão (CE)
	11.2.7	Centrífuga e microcentrífuga
	11.2.8	Coagulador de meio de cultura
	11.2.9	Cuba e fonte de eletroforese
	11.2.10	Destilador de água
	11.2.11	Estufas bacteriológicas
	11.2.12	Freezer e refrigerador
	11.2.13	Medidor de pH
	11.2.14	Micropipetadores
	11.2.15	Microscópio
	11.2.16	Termociclador
	11.2.17	Termômetros

	11.3	Referências
	11.4	Anexos do capítulo





