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Médulo 7: Deteccéo e Identificacdo de Micobactérias de Importancia Médica

APRESENTACAO

A resisténcia microbiana é um grave problema mundial, estando associada ao aumento do
tempo de internacdo, dos custos do tratamento e das taxas de morbidade e mortalidade dos
pacientes. O uso indiscriminado e incorreto dos antimicrobianos na comunidade e no am-
biente hospitalar é reconhecidamente um importante fator de risco para o aparecimento e a
disseminacao da resisténcia microbiana.

Nesse contexto, insere-se o Laboratério de Microbiologia, que tem como objetivo nao ape-
nas apontar o responsavel por um determinado estado infeccioso, mas também indicar,
através do monitoramento de popula¢des microbianas, qual o perfil dos micro-organismos
que estao interagindo com o organismo humano, possibilitando a indicacao de tratamen-
tos mais adequados. Para o desempenho satisfatério dessa funcao, é fundamental que os
laboratérios de microbiologia possuam estrutura capaz de estabelecer informacdes sobre
a melhor amostra biolégica, reconhecer a microbiota e os contaminantes, identificar micro-
-organismos associados a infeccao ou com propdsitos epidemioldgicos, obter resultados
rapidos em casos de emergéncia, realizar o transporte rapido das amostras e manter uma
educacado continua em relacao aos aspectos da infeccao relacionada a assisténcia a saude.

Tendo em vista esses aspectos e considerando que a microbiologia € um campo muito dina-
mico, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Anvisa, em cooperacao com a Organiza-
¢ao Pan-Americana da Saude — OPAS, propde a terceira revisao do Manual de Procedimentos
Basicos em Microbiologia Clinica para o Controle de Infeccao Relacionada a Assisténcia a
Saude, buscando atualizar informagdes nos temas considerados essenciais e contando com
um seleto e conceituado corpo editorial. O manual é composto por nove médulos, a saber:
Moédulo 1 - Biosseguranga e manutencao de equipamentos em laboratério de microbiolo-
gia clinica; Médulo 2 - Controle externo da qualidade; Médulo 3 - Principais Sindromes In-
fecciosas; Médulo 4 - Procedimentos laboratoriais: da requisicao do exame a andlise micro-
biolégica e laudo final; Médulo 5 - Tecnologias em Servicos de Saude: descricdao dos meios
de cultura empregados nos exames microbiologicos; Médulo 6 — Deteccao e identificacao
de bactérias de importancia médica; Médulo 7 — Deteccao e identificacdo de micobactérias
de importancia médica; Médulo 8 — Deteccao e identificacao de fungos de importancia mé-
dica e Médulo 9 - Infecgdes virais.

A Anvisa e a OPAS esperam com essa publicagao contribuir para que os laboratérios de micro-
biologia possam assimilar e alcancar novos niveis de complexidade laboratorial, atendendo as
exigéncias e caracteristicas proprias de cada unidade hospitalar, além de subsidiar a adogao de
procedimentos basicos padronizados nesses servicos.
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Introducao

O género Mycobacterium é constituido por espécies do complexo M. tuberculosis, M.
leprae e outras denominadas micobactérias nao causadoras de tuberculose (MNT).
Até o momento, 127 espécies e 11 subespécies estao registradas na lista de nomes
bacterianos aprovados ou validos.

O complexo M. tuberculosis € composto pelas espécies M. tuberculosis, principal
agente da tuberculose (TB) humana, M. bovis, que causa doenca em bovinos, no
homem e em vdrios outros mamiferos, M. africanum, agente etiolégico da TB hu-
mana encontrado mais frequentemente na Africa, e M. microti patogénica para roe-
dores. Recentemente, foram incluidas nesse complexo M. caprae e M. pinnipedii que
causam infeccao em caprinos, e em ledes marinhos e no homem, respectivamente.
O “M. canettii” uma variante de M. tuberculosis, ainda nao foi oficialmente reconhe-
cida como uma espécie do complexo. Essas espécies sao muito similares e apresen-
tam 99,9% de identidade genética, no entanto, apresentam diferencas fenotipicas,
epidemioldgicas e de patogenicidade.

A TB é transmitida de pessoa a pessoa por aerossois produzidos durante a expecto-
racdo. Apresenta evolucao cronica e sua forma clinica é caracterizada, principalmen-
te, pelo comprometimento dos pulmdes, podendo atingir outros érgaos ou ocorrer
de forma disseminada. A TB pulmonar é a mais frequente e mais importante para a
salde publica, pois é a forma que produz as particulas infectantes responsaveis pela
transmissao da doenca. Por essa razao, o diagnéstico precoce é fundamental para
interrupcao da cadeia de transmissao da doenca. A baciloscopia (exame direto para
pesquisa de Bacilo Alcool Acido Resistente — BAAR) é o exame bésico para o diagnds-
tico da TB, especialmente para a forma pulmonar. Por ser rapida e de facil execucao,
permite a pronta identificacdao dos pacientes baciliferos. De acordo com as normas
do Programa Nacional de Controle da Tuberculose (PNCT), a baciloscopia deve ser
realizada em 24 horas quando o paciente é atendido em ambulatérios e em 4 horas
nas urgéncias e emergéncias hospitalares. A cultura € um método mais sensivel e se-
gundo as normas do PNCT deve ser realizada para: a) sintomaticos respiratorios com
suspeita de TB e baciloscopia repetidamente negativa; b) casos suspeitos de TB com
amostras paucibacilares e/ou dificuldades de coleta da amostra (criancas, popula-
¢oes indigenas); ¢) casos suspeitos de TB extrapulmonar; d) pacientes portadores do
HIV; e) pacientes com indicacdo de retratamento apds faléncia ao esquema basico, TB
multirresistente (TBMR) e recidiva da doenca ou reinicio de tratamento apés abando-
no; f) casos suspeitos de infec¢des causadas por MNT; g) casos suspeitos que vivem
em instituicdes fechadas; h) estudos epidemiolégicos como atividades de vigilancia,
para determinar a prevaléncia da resisténcia.




As MNT sdao comumente encontradas no meio ambiente, em solo e fontes de dgua.
Sao classificadas de acordo com o tempo de crescimento em meio de cultura, como
MNT de crescimento rapido (crescimento em menos de sete dias) e de crescimento
lento (crescimento em sete dias ou mais). Sdo também classificadas conforme sua
capacidade em causar doenca no homem como potencialmente patogénicas e ra-
ramente patogénicas. As espécies potencialmente patogénicas podem causar uma
variedade de doencas em humanos que diferem em severidade e importancia em
saude publica. Dentre as formas clinicas mais frequentes estao as infeccées pulmo-
nares, causadas por MNT de crescimento lento e rapido, e a doenca disseminada em
portadores do HIV, geralmente associada a MNT de crescimento lento.

Recentemente muitos casos de infec¢des causadas por MNT em pacientes sub-
metidos a procedimentos invasivos tém sido descritos. Geralmente estao en-
volvidas as espécies de crescimento rapido como M. fortuitum, M. abscessus e
M. chelonae e os procedimentos variam desde cirurgias estéticas, oftalmolégicas
e cardiacas, acupuntura, praticas de pedicuro, até o uso de medicamentos injetaveis.

O diagnéstico de doenca por MNT exige muita cautela, pois o seu isolamento a partir
de espécimes clinicos ndo estéreis pode significar colonizacao transitéria ou conta-
minacado. Assim, a correlacao clinico-laboratorial é de fundamental importancia para
o estabelecimento do diagnostico de doenca por MNT e para determinacgao da estra-
tégia terapéutica.

Por essa razao, os laboratérios precisam estar sempre atualizados. No capitulo adian-
te citamos alguns dos procedimentos mais utilizados para o diagnéstico das infec-
¢oes por micobactérias em humanos.



Capitulo 1:

Biosseguranca

Lucilaine Ferrazoli
Gleize Villela

Os laboratérios que manipulam espécimes clinicos e/ou isolados de micobactérias
devem ter normas de conduta bem estabelecidas, visando assegurar a validade e
precisao nos resultados bem como a seguranca de toda a equipe técnica e da comu-
nidade. Estudos tém demonstrado que técnicos de laboratério tém um risco até cinco
vezes maior de adquirir a infec¢ao, comparado com a populagao geral. A principal via
de infeccao é aérea, através de aerossodis gerados nos procedimentos laboratoriais.
Assim, as seguintes medidas devem ser adotadas:

a) Para laboratérios que realizam apenas a baciloscopia, (laboratério nivel 1):

Utilizar equipamentos de protecao individual (EPIs) como luvas, aventais des-
cartaveis e respiradores descartaveis (tipo N95/PFF2).

Fazer os esfregacos em cabine de seguranca biolégica (CSB) classe A1 ou A2,
ou na bancada forrada com papel absorvente, atras de uma chama de bico de
Bunsen. No momento da preparacao dos esfregacos, o laboratério deve estar
com as portas fechadas e janelas semiabertas, para que nao ocorram correntes
de ar. Apds o término do trabalho, desprezar o papel e todo residuo em um bal-
de para posterior autoclavacao, descontaminar a bancada com hipoclorito de
sédio a 2% e abrir as janelas para troca de ar do laboratério.

Outra opgao é tratar a amostra com mesma quantidade de hipoclorito de sédio
a 5% e deixar 15 minutos (a fim de inviabilizar os eventuais bacilos presentes
na amostra). Centrifugar a amostra e do sedimento preparar os esfregacos em
laminas de vidro.

Descartar de maneira apropriada os residuos biolégicos. Todo material utilizado
no preparo e os recipientes do material clinico devem ser autoclavados antes de
serem descartados no lixo branco.

Todos os técnicos devem ter treinamento em baciloscopia e biosseguranca.
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1.1

- As CSB devem ser certificadas por técnico especializado pelo menos uma vez
ao ano.
b) Para laboratorios que realizam também a cultura (laboratério nivel Il) além das
medidas ja citadas, o laboratério deve:
- Processar todas as amostras em uma CSB classe Il A2.
- Limitar a entrada de pessoas na area reservada para a manipulacao dos materiais.
- Treinar todos os profissionais nas técnicas de cultura e identificacao de M. tu-
berculosis.
¢) Paralaboratérios que realizam todas as técnicas descritas acima e, além disso, tes-
tes de sensibilidade as drogas (Laboratério nivel Ill), devem possuir:
- Uma drea com ante-sala e uma sala separada onde as amostras sao processadas
e os testes de sensibilidade sao realizados.
- Um sistema de exaustdo préprio que crie uma pressao negativa nas duas salas.
- Uma autoclave deve ser instalada dentro dessa area para que todo material seja
autoclavado antes de deixar esta area.
- Treinamento especifico dos profissionais nas técnicas de cultura, identificacao e
testes de sensibilidade as drogas.

Procedimentos em casos de acidentes

Para garantir a seguranca no laboratério é preciso reconhecer que os acidentes po-
dem ocorrer e formular um plano de acao para neutralizar seus eventuais efeitos pre-
judiciais, de maneira rapida e eficaz. Nenhum acidente deve ser considerado insig-
nificante. Ao contrario, sempre devem ser avaliados para estudar maneiras de evitar
que eles ocorram.

Os acidentes que ocorrem nos laboratérios de micobactérias podem ser divididos nos
que geram um volume limitado de aerosséis e os que provocam um grande volume
de aerossois potencialmente infectados. Um volume limitado de aerossoéis pode ser
produzido quando ocorre quebra de um tubo contendo meio de cultura sélido ou no
derramamento de uma amostra de escarro, que é viscosa e de natureza mucoide. Um
grande volume de aerossois potencialmente infecciosos pode ser produzido quando
ocorre a quebra de tubos contendo cultura em meio liquido, suspensdes bacterianas
ou quebra de tubos durante a centrifugacao.

A seguir sdao sugeridos dois planos de acdao que podem ser utilizados em laboratérios
de micobactérias, para casos de acidentes.



1.2

1.3

Médulo 7: Deteccéo e Identificacdo de Micobactérias de Importancia Médica

1.1.1 Plano de acao para um acidente que produza um volume limitado de
aerossois

a) Cobrir o derramamento imediatamente para evitar que continuem pro-
duzindo aerossois. Utilizar qualquer material disponivel, como toalhas de
papel, jornal ou o préprio avental descartavel.

b) Cobrir totalmente a drea com uma solucao de hipoclorito a 2%. Deixar
agir por 30 min a 1 hora.

¢) Deixar o laboratério e fechar as portas. Colocar um aviso na porta indican-
do o acidente.

d) Apds 30 min a 1 hora, colocar EPIs (inclusive mdscara) e entrar no labora-
torio. Recolher todos os materiais envolvidos no acidente com uma pinga
ou pa e coloca-los em um recipiente com tampa, para posterior autocla-
vacao.

e) Limpar o local do acidente com hipoclorito a 2%.

1.1.2 Plano de acao para um acidente que produza um grande volume de
aerossois

a) Deixar o laboratério imediatamente. Fechar a sala e se possivel as entra-
das e saidas de ventilacao com sacos plasticos. Esperar duas horas. Colo-
car um aviso na porta do laboratério.

b) Apds duas horas, colocar equipamentos de protecado individual (inclusive
mascara) e entrar no laboratério. Cobrir o derramamento com solugao de
hipoclorito de sédio a 2% e deixar agir durante duas horas. Deixar o labo-
ratério e fechar as portas.

¢) Recolher os tubos quebrados com o auxilio de uma pinga ou pa e coloca-
-los em um recipiente adequado para posterior autoclavacao.

d) Limpar o local do acidente com hipoclorito a 2%.

Vigilancia em saude

A vigilancia em saude dos funcionarios do laboratério de TB deve ser realizada antes
do funcionario comecar a trabalhar no laboratério, em intervalos regulares e ap6s um
incidente de risco bioldgico. Os funciondrios devem ser instruidos sobre os sintomas
de TB e devem ter acesso imediato a servico médico gratuito no caso de apresenta-
rem sintomas.

Gerenciamento de residuos

O laboratério de micobactérias produz residuos classificados como residuos com a
possivel presenca de agentes bioldgicos que, por suas caracteristicas de concentra-

1"
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¢ao, podem apresentar risco de infeccao (Grupo A) e residuos com substancias quimi-
cas que podem apresentar risco a saude publica (Grupo B).

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) define procedimentos para o geren-
ciamento de residuos de saude, desde a geracao até a disposicao final (Diario Oficial da
Unido de 04/05/2005). Assim, cada laboratério deve elaborar seu plano de gerenciamen-
to de residuos compativel com sua atividade.

Por medida de seguranca, todo material biolégico deve ser descontaminado em au-
toclave antes do descarte, mesmo que tenha sido desinfetado com hipoclorito a 2%.



Capitulo 2:

Coleta de Amostras

2.1

2.1.1 Escarro

Amostras respiratorias

Lucilaine Ferrazoli
Gleize Villela

TRANSPORTE E AMOSTRAS
COLETA ARMAZENAMENTO REJEITADAS TRATAMENTO

- Coletar em frasco descarta-
vel estéril, transparente, ca-
pacidade 35-50 mL, de boca
larga, com tampa de rosca.

Identificar no corpo do fras-
co o nome do paciente e a
data da coleta.

Orientar o paciente para
coletar uma amostra prove-
niente da arvore bronquica.
Essa amostra pode ser ob-
tida apds esforco da tosse.
Evitar a coleta de saliva.

O diagnéstico deve ser feito
a partir de duas amostras de
escarro. A primeira coletada
no momento da consulta e a
segunda no dia seguinte ao
despertar.

- Durante o tratamento reali-
zar um exame mensal.

« As amostras devem
ser enviadas ao labo-
ratério o mais rapido
possivel, transporta-
das sob refrigeracao
e acondicionadas de
forma que nao haja
risco de derrama-
mento.

- Manter as amostras
em geladeira até te-
rem sido examinadas
por algum método
de coloragao.

« Amostras que nao es-
tiverem devidamen-
te identificadas.

* Método do NALC-NaOH = N-acetil-L-cisteina-hidréxido de sodio; ** Método de Petroff

+ NALC-NaOH*

+ NaOH 4%

. Acido oxalico 3% (in-
dicado para materiais
contaminados com P,
aeruginosa).

« Meios que podem
ser usados para
semeadura:
Lowenstein-Jensen,
MGIT, MB/BacT,
Ogawa.

13
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.2 Lavado bronquico (traqueo-bronquico, broncoalveolar)

AMOSTRAS
COLETA ARMAZENAMENTO REJEITADAS TRATAMENTO

- Coletar5a 10 mLdaamostra +As amostras devem « Amostras que nao - Colocar a amostra em

em tubo estéril. ser enviadas ao labo-  estiverem devida-  tubo conico de 50 mL
« A coleta de lavado bronqui-  ratério o mais rdpido  mente identifica-  estéril com tampa de
co induz a expectoracdo nos  possivel, acondicio-  das. rosca. Centrifugar a
dias seguintes e por isso re-  nadas de forma que 3.000 x g por 15 min.
comenda-se a coleta sucessi-  nao haja risco de der- - Tratar o sedimento
va desse material. ramamento. com NaOH 4% ou
NALC-NaOH*

- Meios que podem ser
usados para semeadu-
ra: Lowenstein-Jensen,
MGIT, MB/BacT.

2.1.3 Lavado gastrico

TRANPORTE E
COLETA ARMAZENAMENTO TRATAMENTO

« Injetar 10 a2 15 mL de solugao « As amostras devem ser envia- - Colocar a amostra em um tubo c6-
fisiologica e ap6s 30 min co-  das ao laboratério o mais ra-  nico de 50 mL estéril com tampa de
letar 50 mL da amostra em pido possivel, acondicionadas rosca. Centrifugar a 3.000 x g por 15
tubo estéril contendo carbo-  de forma que ndo haja riscode  min.

nato de sodio, na propor¢do  derramamento. « Tratar o sedimento com NaOH 4% ou
de Tmg/1mL de lavado gas- - Manterasamostrasem geladeira ~ NALC-NaOH*.
trico. até serem processadas.

« A coleta desse material é - Laboratério deve processar as - Meios que podem ser usados para
feita em paciente hospitali- amostras em até 4 horas apés  semeadura: Lowenstein-Jensen,
zado. a coleta. MGIT, MB/BacT.

- Deve ser feita logo que o pa-
ciente acorda e em jejum.

* NaLC-NaOH = N-acetil-L-cisteina-hidroxido de sédio

14




2.2 Urina

TRANPORTE E AMOSTRAS
COLETA ARMAZENAMENTO REJEITADAS TRATAMENTO

- Coletar a primeira
urina da manha, sem
desprezar o primeiro
jato, apds assepsia
genital com &4gua e
sabdo. Um volume
minimo de 40 mL é o
suficiente para a cul-
tura.

« Coletar em frasco es-
téril com tampa de
rosca.

. E recomendada a co-
leta de trés amostras
em dias consecutivos.

Médulo 7: Deteccéo e Identificacdo de Micobactérias de Importancia Médica

« As amostras devem ser
enviadas ao laboratério
0 mais rapido possivel,
acondicionadas de for-
ma que nao haja risco
de derramamento.

« Processar a amostra o
mais rapido possivel,
mantendo-a refrigera-
da até o momento da
descontaminacao.

* NaLC-NaOH = N-acetil-L-cisteina-hidroxido de sédio

2.3 Sangue

TRANPORTE E AMOSTRAS
COLETA ARMAZENAMENTO REJEITADAS TRATAMENTO

« Seqguir as orientagoes
de seu laboratério
para a assepsia antes
da coleta das amos-
tras de sangue para
cultura.

« Coletar 5 mL de san-
gue utilizando uma
seringa sem anticoa-
gulante e inocular di-
retamente nos meios
de cultura apropria-
dos.

- Néo refrigerar as amos-
tras.

« Manter os frascos em
temperatura ambiente
até o momento da in-
cubacao.

- Urina coletada du-
rante um periodo de
24 horas. O elevado
numero de bactérias
contaminantes pre-
judica a descontami-
nacao da amostra.

- Amostras colhidas

com EDTA.

« Colocar a amostra em um
tubo coénico de 50 mL es-
téril com tampa de rosca.
Centrifugar a 3.000 x g por
15 min.

- Tratar o sedimento com
NaOH 4% ou NALC-NaOH*.

« Meios que podem ser
usados para semeadura:
Lowenstein-Jensen, MGIT,
MB/BacT.

« As amostras devem ser
inoculadas diretamente no
meio de cultura, conforme
especificacbes dos fabri-
cantes do meio utilizado.

- Meios para deteccdo de
micobactérias em amos-
tras de sangue: Lowens-
tein-Jensen bifasico (uma
fase solida e com meio
7H9+ADC como fase li-
quida), Bactec Myco/Lytic
(MB/BacT).
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2.4 Medula éssea, liquor, liquido pleural

COLETA ARMAZENAMENTO TRATAMENTO

« Coletar em tubos estéreis. « Manter a amostra na geladeira « Em geral essas amostras ndao tém

« Quanto maior o volume proces-  se nao for processadadentrode  bactérias contaminantes, poden-
sado maior a possibilidade de 12 horas. do ser inoculadas diretamente nos
se ter uma amostra positiva. « Manter o material na geladeira ~ meios de cultura.

apoés o processamento, por cin-  « Quando houver mais que 3 mL da
co dias. Monitorar diariamente amostra, centrifugar e semear o
a cultura. Caso seja detecta-  sedimento.
da qualquer contaminacdo, - Meios que podem ser usados
proceder a descontaminacdo  para semeadura das amostras
da amostra armazenada com com sangue: Lowenstein-Jensen,
NALC-NaOH ou NaOH 4%. Midlebrook 7H9 + ADC, Bactec
Myco Lytic, MB/BacT .
+ As amostras sem sangue podem
ser semeadas nos meios acima e
no meio MGIT.

OBS. Fezes: Nao sdo mais utilizadas para o diagnéstico da TB intestinal. Nesse caso esta indicada a biépsia.

2.5 Biopsias ou amostras de tecido *

AMOSTRAS
COLETA ARMAZENAMENTO REJEITADAS TRATAMENTO

- Coletar o material de - Enviar a amostra ao -« Amostras colocadas -« Macerar o material utili-

modo asséptico e co-  laboratério o mais ra-  em formol. zando gral estéril e um
locar em tubo estéril  pido possivel, acondi- pouco de salina estéril.
com um pouco de so-  cionada de forma que - Tratar o material macera-
lucao salina estéril. nao haja risco de der- do com NALC-NaOH ou
ramamento. NaOH 4%.
« Processar a amostra o « Meios que podem ser
mais rapido possivel. usados para semeadura:

Lowenstein-Jensen, Mid-
lebrook 7H9 + ADC, MGIT,
MB/Bact.

* Temperaturas diferentes devem ser usadas para incubar os meios inoculados com amostras de pele.
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2.6 Secrecoes e bidpsias provenientes de infec¢oes decorrentes de
procedimentos estéticos e/ou cirurgicos

COLETA ARMAZENAMENTO TRATAMENTO

« Coletar material de modo -« Enviar o material para o -« Se a lesao estiver fechada, a amostra em geral
asséptico a partir da lesdo  laboratério o mais rapi-  nao tem bactérias contaminantes, podendo
por aspiracao de material  do possivel. ser inoculada diretamente nos meios de cul-
purulento ou biépsia da - Manter o material na  tura.
area infectada. Nao colher  geladeiraapds o proces- « Quando houver mais que 2 mL da amostra,

material com swab. samento, por 3-5 dias.  centrifugar e semear o sedimento.
« Colocar o material em tu- Verificar diariamente se - Se a lesdo estiver aberta, proceder a des-
bos estéreis. a cultura apresenta con-  contaminacao com NALC ou NaOH 4%.

« Quando possivel, enviar  taminacdo. Caso seja -« Placas de 4dgar sangue semeadas para cul-
mais de uma amostra para  detectada, proceder a  tura geral devem ser mantidas seladas por
cultura, para aumentar as  descontaminacdo com até sete dias a temperatura ambiente, pois

chances de isolamento da NALC ou NaOH 4%. muitas MNT de crescimento rapido crescem
bactéria. nesse meio. Se houver crescimento, fazer um
« Enviar material também esfregaco em lamina e corar pelo método de
para: Ziehl-Neelsen.
« anatomo patolégico para » Meios que podem ser usados para semeadu-
pesquisa de BAAR e granu- ra: Lowenstein-Jensen, Midlebrook 7H9+ADC,
loma. MGIT e MB/Bact.

« cultura geral.
« cultura para fungos.
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Capitulo 3:

Processamento de Amostras

3.1

Lucilaine Ferrazoli
Gleize Villela

Exame microscopico e coloragao

Para todas as amostras clinicas extrapulmonares deve ser feita a baciloscopia para
pesquisa de BAAR (exceto sangue e medula éssea), sendo obrigatdria a realizacao da
cultura.

Para amostras de escarro é obrigatéria a baciloscopia, pois identifica com rapidez a
maioria dos casos baciliferos. Entretanto, alguns cuidados devem ser tomados com
o preparo do esfregaco, coloracao e leitura das laminas para garantir a qualidade do
exame.

3.1.1 Preparo do esfregaco para baciloscopia do escarro:
O esfregaco pode ser preparado por meio de distensdao do escarro direta-
mente sobre a lamina (exame direto) ou por digestao com agentes mucoliti-
cos seguida por centrifugacao.
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A) Distensao do escarro diretamente sobre a lamina

MATERIAIS E REAGENTES PROCEDIMENTO CUIDADOS

« Papel toalha ou outro capazde - Organizar as amostras em ordem - Processar um nimero maximo
absorver respingos para forrar ~ crescente e as respectivas laminas  de 12 amostras de cada vez.

a bancada (delimitar a area em frente de cada pote. - Trabalhar em CSB, ou com bico
contaminada). « Colocar a amostra a ser processa- de Bunsen, mantendo a chama
- Laminas novas, com bordas da na bandeja de inox. acesa até o final do trabalho.

foscas, sem riscos e desengor- - Quebrar no meio o palito ecomas -« Esfregacos muitos finos ou mui-
duradas. As laminas devem ser  pontas farpadas retirar a particula  to grossos dificultam a leitura e
lavadas com 4gua e detergente  purulenta do escarro e distender = podem levar a resultados falso-
neutro. Apds vérios enxagues,  na lamina até obter um esfregaco  -negativos.

colocé-las em dlcool e secéd-las  homogéneo, ocupando 2/3 da la- - Nao aquecer a lamina durante a
antes do uso. mina, sem deixar espacos vazios. preparacdo do esfregaco, para

- Bandeja de inox forrada com - Deixar a lamina secar em tempera-  evitar a formacdo de aerossois.

papel absorvente (sera a  tura ambiente, em superficie forra- « Nao usar alca metalica.

area de trabalho para prepa-  dacom papel (drea contaminada). - Mesmo apés a fixacdo podem
rar cada esfregaco). - Descartar o material usado de existir bacilos viaveis no esfre-
« Palitos de madeira. acordo com as normas de biosse-  gaco.
- Recipiente com tampa para guranca.
descarte dos palitos. « Guardar as amostras em geladei-

ra até a liberacdo dos resultados
(caso seja necessario repetir a ba-
ciloscopia ou realizar a cultura).

- Fixar os esfregacos, passando
trés vezes pela chama do bico
de Bunsen.

B) Digestao com agentes mucoliticos seguida por centrifugacao
A técnica aumenta o risco de formacao de aerossdis (torna a amostra mais
liquefeita). Os procedimentos s6 podem ser realizados em CSB e a centri-
fuga deve ter rotores e adaptadores de tubos (cacapas) com tampas de
protecao contra a dispersao de aerossois.

MATERIAIS E REAGENTES PROCEDIMENTO CUIDADOS

+ Tubos de centrifuga de poli- - Transferir a amostra para o tubo de centrifuga, - Utilizar agua ultra-
propileno, com tampa e fundo  adicionar igual volume de NaOH a 4%, fechar ~ pura esterilizada,

conico. bem o tubo e agitar em “vortex” pois a agua desti-
- Recipiente para descarte con- - Deixar em temperatura ambiente por 15 min lada ou deionizada
tendo hipoclorito a 2%. (fluidificacdo da amostra). pode conter BAAR e

- Laminas novas, com bordas - Adicionar agua estéril e purificada por sistema  levar a um resultado
foscas, sem riscos, e desengor- de filtracdo, até completar 10 mL e agitar no- falso-positivo.
duradas. vamente.

+ Solugao de NaOH 4% estéril. « Centrifugar a 3.000 x g por 15 min.

« Desprezar o sobrenadante em recipiente a
prova de respingos e agitar em “vortex” para
suspender o sedimento.

+ Colocar 2 gotas do sedimento no centro da Ia-
mina, preparar um esfregaco com a ponta da
pipeta, com a forma de uma retangulo, com
dimensodes de 1x2 cm.
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3.2 Métodos de coloracao

3.2.1 Ziehl-Neelsen

CORANTES PROCEDIMENTO RESULTADO

« Fucsina 0,3%: Dissolver (por agitacdo) - Cobrir todo esfregaco com a Fuc- - Positivo: bacilos corados
3g de fucsina basica em 100 mL de eta-  sina. Aquecer, sem deixar ferver, em vermelho (BAAR),

nol 95%. Dissolver 50 g de fenol crista- 3 vezes em um periodo de 5 min. outras bactérias e células
lizado em 1.000 mL de dgua destilada - Lavar com agua (jato fraco). - se coram em azul.
(aquecer suavemente até que o fenol - Cobriralamina com alcool-acido. - Negativo: auséncia de
dissolva). Misturar os 100 mL da solu- « Deixar no maximo 1 min BAAR em 100 campos
¢ao de fucsina com 900 mL da solucdo - Lavar com 4gua (jato fraco). observados.
de fenol aquoso. Deixar repousar 24 h, - Cobrir o esfregaco com azul de - Leitura da baciloscopia
filtrar e manter em frasco escuro. metileno (30 s). Lavar com dgua  de escarro deve obede-
« Alcool-acido 3%: Adicionar 30 mL de (jato fraco). cer a escala semi-quan-
HCI concentrado em 970 mL de etanol - Deixar a lamina secar ao ar (se for titativa, conforme item
95%. usado papel de filtro para secar a 2.3.

e Azul de Metileno 0,3%: Dissolver 3 g lamina, desprezar em lixo apro- - Leitura de baciloscopia
de azul de metileno em 100 mL de dgua priado e usar um papel paracada  de outras amostras deve
destilada e completar o volume para lamina). ser informada apenas
1.000 mL com &gua destilada. Deixar < Ler em microscopio Optico co- como positiva ou nega-
repousar 24 h, filtrar e manter em fras-  mum em objetiva de imersdo de tiva.

CO escuro. 100x.

3.2.2 Auramina
E indicado para ser utilizado como método de triagem, uma vez que a leitura
é feita com objetiva de 40X. As laminas positivas devem ser recoradas pelo
método de Ziehl-Neelsen para confirmacgao do resultado e emissao do resul-
tado em cruzes.

*Um resultado negativo no exame direto do material clinico nao exclui a
possibilidade de infeccao por M. tuberculosis. Em casos de forte suspeita de
TB realizar a cultura.

CORANTES PROCEDIMENTO RESULTADO

« Auramina fendlica: Dissolver 0,1 g - Cobrir o esfregaco com auraminae - Positivo: bacilos corados

de auramina O em 10 mL de etanol  deixar por 20 min. em amarelo alaranjado
90-95%. Adicionar todo o volume em - Lavar com agua (jato fraco). em fundo escuro.

uma solucao de 3g de cristais de fenol - Descorar com alcool-acido por 2 - Negativo: apenas cam-
em 87 mL de agua destilada estéril  min. pos com fundo escuro.
(estocar a solucdo em frasco escuro).  « Lavar com agua (jato fraco). Sem necessidade de con-

« Alcool-acido: Adicionar 0,5 mL de - Cobrir o esfregaco com permanga-  firmacéo.
HCI concentrado em 100 mL de dlco-  nato de potdssio 1 min e ndo mais
ol 70%. que 2 min.
« Permanganato de potassio: Dissol- - Lavar com &gua (jato fraco).
ver 0,5g de permanganato de potas- - Ler em microscépio de fluorescén-
sio em 100 mL de dgua destilada. cia com objetiva de 40x.
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3.2.3 Leitura das laminas
Escala semi-quantitativa para informe do nimero de BAAR observados em
esfregacos de escarro corados pelo método de Ziehl-Neelsen

Numero de Bacilos (Objetiva 100x) Resultado

- Ndo foram encontrados BAAR em 100 campos observados Negativo

« Presenca de 1 a 9 BAAR em 100 campos observados (relatar o numero) 1 a 9 bacilos
« Presenca de menos de 1 BAAR por campo em 100 campos examinados +

« Presenca de 1 a 10 BAAR por campo em 50 campos examinados ++

« Presenca de mais de 10 BAAR por campo em 20 campos examinados +++

Utilizar um formuldrio quadriculado para anotar o nimero de bacilos encon-
trados em cada campo microscépico observado.

As nocardias e rodococos podem corar-se por esse método. No entanto, um
técnico com experiéncia notara que esses micro-organismos possuem mor-
fologias diferentes. As nocardias geralmente se coram parcialmente e sao
filamentosas e os rodococos sao cocos.

3.3 Controle e avaliacao da qualidade da baciloscopia
A) Aspectos preventivos

Os aspectos preventivos do controle de qualidade consistem de medidas adotadas
desde a recepc¢ao das amostras até a emissao do laudo final, que incluem:

Organizagao do local de trabalho, de maneira que facilite o trabalho, a locomocao
das pessoas e a limpeza diaria.

Treinamento periddico dos profissionais, para que todos possam conhecer os pro-
cedimentos, eliminando erros decorrentes da falta de informacgdes.

Uso de Procedimentos Operacionais Padrao (POP). Protocolos que descrevem de
forma clara e completa cada procedimento usado no laboratério, como o objetivo
de padronizar as agOes, para que todos os técnicos possam compreender e execu-
tar, da mesma maneira uma determinada tarefa.

Cuidados com a identificacdo, conservacao e transporte das amostras.
Manutencao dos equipamentos, com instru¢des para utilizacao adequada e con-
servacgao.

Cuidados com inspecao, identificacao, preparo e armazenamento de reagentes e
corantes.

Controle de estoque periddico, visando garantir a disponibilidade de todo o ma-
terial de consumo necessario e monitorar o prazo de validade dos reagentes e
corantes.
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B) Aspectos operacionais

Consistem na inclusao de amostras com resultado conhecido na rotina (controle de
qualidade interno), uso de indicadores para avaliacdo da qualidade (Anexo A) e su-
pervisao por laboratério de referéncia (controle de qualidade externo).

Para o controle de qualidade interno, selecionar amostras positivas e negativas para
BAAR, preparar os esfregacos e fixar. Conservar as laminas em caixas apropriadas, em
lugar fresco. Identificar as caixas com data de preparo (validade de 3 meses) e simbo-
lo de risco biolégico. Incluir uma lamina positiva e uma negativa na rotina de trabalho
uma vez por semana.

Métodos para tratamento das amostras para cultura

As amostras que apresentam flora microbiana associada devem ser tratadas para
eliminar os micro-organismos contaminantes, que se desenvolvem mais rapido que
as micobactérias e impedem seu crescimento. O tratamento é feito com agentes
quimicos aos quais as micobactérias sdo conhecidamente mais resistentes e que
também reduzem a viscosidade do material. Espécimes provenientes de cavidades
fechadas, tais como os liquidos organicos nao necessitam ser descontaminados, des-
de que tenham sido colhidos assepticamente e colocados em recipiente estéril.
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3.4.1 N-acetil-L-cisteina/NaOH 2% (NaLC-NaOH)

REAGENTES PROCEDIMENTO

Solucao de NaOH 4% /Citrato de Sédio. - Preparar a quantidade necessdria da solucdo de NALC
+ NaOH 4% (40 g pastilhas de NaOH em 1.000  de acordo com quadro abaixo.

mL de dgua destilada) - Colocar 2-3 mL da amostra em um tubo conico estéril com
« Citrato de s6dio 0,1M (26 g de citrato de sédio tampa de rosca de 50 mL. Adicionar igual volume da solu-

(anidro) em 1.000 mL de 4gua destilada). cao de NALC.
« Solugao de NaOH/ citrato de sédio: volume 1/1. - Homogeneizar por inversdo.

Aliquotar em frascos com tampa de roscae au-  « Deixar 15 min na estufa.

toclavar a 121°C por 15 min. - Completar até 50 mL com tampaéo fosfato
Tampao fosfato 0,067 M, pH 6,8: « Centrifugar a 3.000 x g por 15 min.
« Solucao A - Desprezar o sobrenadante em frasco contendo hipoclo-
+ Na,HPO, 9,479 rito de sédio 2%, evitando ao maximo espirros do ma-
- Agua destilada 1.000 mL terial. Limpar a borda do tubo com hipoclorito de sédio
« Solucao B 2%.
+ KH,PO, 9,079 - Ressuspender o sedimento com tampao fosfato,com
- Agua destilada 1.000 mL um volume suficiente para inocular os meios que serao
« Preparar cada uma das solucdes separada-  utilizados.

mente, em seguida misturd-las em volumes - Inocular 0,2 mL da amostra em meio sélido e 0,5 mL em
iguais, acertar o pH. Aliquotar em frascos com meio liquido.
tampa de rosca e autoclavar a 121°C por 15 - Preparar esfregacos em laminas (1 x 2 cm),deixar secar
min. Pode ser substituido por dgua estéril. na CSB antes de fixar.
- Desprezar todo o material utilizado em lixo apropriado
e descontaminar em autoclave.

MATERIAIS

» Tubos de centrifuga com tampa de rosca e capacidade para 50 mL (estéreis)
- Pipetas Pasteur descartaveis estéreis

« CSB classe Il A2

« Centrifuga

O NALC é um potente agente mucolitico e favorece a utilizacao de concentracdes bai-
xas do descontaminante sem prejudicar a recuperacao de micobactérias. A desvan-
tagem é que a solucao deve ser preparada diariamente porque ela perde a atividade
apos 24 horas.

3.4.2 Preparo da solucao para tratamento das amostras com N-acetil-L-

cisteina
25 mL 12,5mL/12,5mL 125 mg
50 mL 25 mL /25 mL 250 mg
100 mL 50 mL/ 50 mL 500 mg
200 mL 100 mL/ 100 mL 19
500 mL 250 mL/ 250 mL 2,59
1.000 mL 500mL/ 500 mL 5¢g
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3.4.3 NaOH 4% (Petroff)
Esta solucao tem atividade descontaminante e para ter atividade mucolitica
deve ser usada em concentragdes altas (4%). Nessa concentracao o NaOH é
toxico para algumas micobactérias, o que torna o tempo de exposicao do
material a esta substancia crucial para se obter um bom resultado.

REAGENTES PROCEDIMENTO

» NaOH 4% « Transferir a amostra deixando escorrer pela parede
« Dissolver 40 g de NaOH em um pouco de dgua. dos tubos de centrifuga.
- Manter o frasco resfriado para evitar aquecimento. -« Colocar o mesmo volume da solucao NaOH 4%
« Completar o volume para 1.000 mL com dgua des-  (usar uma pipeta para cada amostra).

tilada. Esterilizar a 121°C por 15 min. Estocaratem- « Homogeneizar vigorosamente.

peratura ambiente. « Deixar 15 min a temperatura de 37°C.
« Indicador Vermelho de fenol (0,4%) - Adicionar o mesmo volume de dgua destilada es-
- Dissolver 0,4 g de vermelho de fenol em 50 mL téril.

de dgua destilada. Adicionar NaOH 1 N até mudar - Gotejar a solugao neutralizante até mudar a cor de

para vermelho arroxeado, homogeneizando bem.  rosa para amarelo ambar.

Nao adicionar mais que 7 mL. Completar com agua - Centrifugar a 3.000 X g por 15 minutos.

destilada até o volume de 100 mL. Autoclavar a - Desprezar o sobrenadante em um recipiente a pro-

121°C por 15 min. va de respingos.
« Agua destilada estéril - Homogeneizar o sedimento .
« Solucdo de HCI 1N « Inocular 0,2 mL da amostra em meio solido e 0,5
« A solucao de HCl pode ser preparada com o indi-  mL em meio liquido.
cador vermelho fenol, eliminando uma etapa no - Preparar os esfregacos (1 x 2 cm) em lamina
processo de neutralizacao. « Deixar secar bem em CSB antes de fixar na chama.
« Solucao de HCl e vermelho fenol « Desprezar todo o material utilizado em lixo apro-

- Adicionar 8,5 mL de HCI (37%) a 80 mL de dgua des- priado e descontaminar em autoclave antes de
tilada. Acrescentar 1,0 mL da solucdo de vermelho descartar no lixo branco.
fenol e completar o volume para 100 mL com agua
destilada. Autoclavar a 121 °C por 15 min.

MATERIAIS

« Tubos de centrifuga com tampa de rosca e capacidade para 50 mL (estéreis)
- Pipetas Pasteur descartaveis estéreis

« Estufa a 37°C e CSB classe Il A2

« Centrifuga

3.4.4 NaOH 4% (Swab)
Este método fornece resultados similares aos obtidos no método de Petroff.
Sua aplicacao é indicada para amostras de escarro. E uma técnica rapida e
simples, e nao requer o uso de centrifuga. Também permite que um labo-
ratorio local, sem recursos de equipamentos, faca a semeadura no meio de
Ogawa-Kudoh e envie ao laboratério de referéncia para incubacao e leitura.
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REAGENTES PROCEDIMENTO

Solugao 4% de « Impregnar um swab estéril com a porcdo mais purulenta do espécime, através de
NaOH estéril, movimentos rotatorios.

preparada como « Transferir o swab impregnado para um tubo contendo 3 mL de NaOH 4%.

descrito no - Deixar em repouso por 2 min. Para descontaminacao eficaz, a solucdo de NaOH 4%

método de Petroff. deve cobrir o algodao do swab. Pressionar o swab contra a parede do tubo para

remover o excesso de NaOH.

- Semear, com o préprio swab de maneira a distribuir o material sobre a superficie
de dois tubos contendo meio Ogawa-Kudoh. E importante que o meio de cultura
possua uma boa superficie (tubos medindo 18 x 160 mm ou em frascos de 30 mL).

« Os esfregacos para coloracdo devem ser preparados como descrito no item bacilos-
copia direta.

- Desprezar todo o material utilizado em lixo apropriado, autoclavar antes de descartar.

MATERIAIS

« Tubos conicos plasticos, com capacidade para 15 mL contendo + 3 mL da solucdo de NaOH 4%.
« Swab preparado com algodao e palito de madeira e esterilizado em autoclave.

3.4.5 Acido Oxalico

REAGENTES PROCEDIMENTO

+ Acido Oxélico 3% » Colocar 2 mL da amostra em um tubo conico de 50 mL.

« Dissolver 30 g de &cido oxalico em um - Colocar o mesmo volume da solucao de acido oxalico 3%.
pouco da dgua destilada e completar « Homogeneizar vigorosamente por 30 s.
para 1.000 mL. Esterilizara 121°Cpor 15 - Deixar a temperatura ambiente por 15 min, agitando o tubo
min. Estocar a temperatura ambiente. ocasionalmente.

« Indicador Vermelho de fenol « Adicionar agua destilada estéril até a marca de 50 mL do frasco.

- Dissolver 8 mg de vermelho de fenol - Centrifugar por 15 a 20 min a 3.000 xg e desprezar o sobrena-
em 20 mL de NaOH 4% e completar o dante.
volume para 100 mL com 4gua destila- - Adicionar ao sedimento 1-2 gotas de vermelho de fenol.

da. + Neutralizar o sedimento com NaOH 4% até obter uma cor rosa
» Solucdao de NaOH 4% claro.
« Preparada como descrito no método -« Inocular 0,2 mL da amostra no meio apropriado.

de Petroff. « Preparar esfregacos (1 X 2 cm) em lamina.
« Agua destilada estéril « Desprezar todo o material utilizado em lixo apropriado, auto-

clavar antes de descartar.

MATERIAIS

« Tubos conicos com tampa de rosca e capacidade para 50 mL (descartdveis e estéreis).
« CSB Classe Il A2
« Centrifuga

E 0 método de escolha para processar amostras com suspeita de contaminacao com
Pseudomonas aeruginosa, como escarro de pacientes com fibrose cistica.



Capitulo 4:

Cultura para Isolamento de Micobactérias

4.1 Meios solidos

Lowenstein-Jensen (LJ)

a) Composicao:

- Fosfato monopotassico anidro (KH,PO,) ..... 4,09
- Sulfato de magnésio (MgSO,7H.0)............ 0449
- Citratode magnésio..............cocvenen... 1,09
eGlicerol ...ooovnii 20 mL
« Aguadestiladag.s.p....ccoeeeeeiiii.. .. 1.000 mL
+ OVOS fresCos . vvvvvi e 1.600 mL

« Solucdo aquosa de verde malaquitaa 2% ...50 mL

b) Preparo:

- Dissolver os sais e o glicerol na agua e esterilizar em
autoclave a 121°C por 15 min. Lavar os ovos com
agua e sabao, enxaguar, deixar em alcool 70% por
30 min. e secar com gaze estéril. Quebrar os ovos as-
septicamente em recipiente estéril contendo péro-
las de vidro para homogeneizar. Filtrar em gaze es-
téril e medir o volume. Adicionar a solugao de sais e
de verde malaquita e homogeneizar. Distribuir 7 mL
em tubos com tampa de rosca. Coagular os meios
na posicao horizontal inclinada, por 50 min a 85°C.

c) Inoculacao:

+ 0,2 mL do material clinico tratado, em dois tubos
contendo meio de LJ.

Lucilaine Ferrazoli
Gleize Villela

d) Incubacao:

« Em estufa 37°C. O material de pele deve ser incuba-
do a 30 e a 37°C. Manter os tubos na posicao hori-
zontal com as tampas um pouco desrosqueadas até
que o indéculo esteja seco. Depois colocar na vertical
e apertar as tampas.

e) Leituras:

- Examinar as culturas duas vezes nas duas primei-
ras semanas e uma vez nas semanas seguintes até
completar 8 semanas. Anotar o nimero e a pigmen-
tacdo das colonias. Observar a presenca de conta-
minantes (fungos e outras bactérias) e presenca de
mais de um tipo de col6nias de micobactérias.

+ Se houver crescimento, fazer um esfregaco em |a-
mina de uma col6nia, utilizando uma gota de 4gua
estéril. Deixar secar, fixar e corar como descrito no
item baciloscopia.

- Observar e anotar: presenca de BAAR, a formacao
de corda e a presenca de contaminantes.

f) Resultado:

« Cultura negativa: auséncia de crescimento de col6-
nias.

« Cultura positiva para BAAR: quando for confirmado
BAAR no esfregaco em lamina.

« Cultura contaminada: crescimento de outras bacté-
rias que nao micobactérias.

« Formacgdo de corda: As espécies do complexo M. tu-
berculosis apresentam a formacao de corda, ou gru-
mos aglomerados lineares. Geralmente os bacilos
apresentam-se em palicada adquirindo um aspecto
de corda. Outras vezes apresentam-se como gru-
mos compactos assemelhando-se a um borrao de
corantes. A formacdo de corda é mais evidente na
cultura em meio liquido.
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Ogawa-Kudoh

a) Composicao:

- Fosfato monopotassico anidro (KH,PO)) ..... 2049
« Citratode magnésio....................ou.e 0,19
« Glutamatodesédio ..., 059
eGlicerol ..o 4 mL
« Agua destilada q.sp.......oovviiiiiiiin. 100 mL
e OVOSTresCoS oo vveeee e, 200 mL
« Solugdo aquosa de verde malaquitaa2%....4 mL
b) Preparo:

« Dissolver os sais e o glicerol na agua e ajustar o pH
para 5,3 (usar NaOH TN ou HCI 1N). Esterilizar em
autoclave a 121°C por 15 min. Lavar os ovos com
agua e sabao, enxaguar, deixar em alcool a 70% por
30 min. e secar com gaze estéril. Quebrar os ovos
assepticamente em recipiente estéril contendo pé-
rolas de vidro para homogeneizar. Filtrar em gaze
estéril e medir o volume. Adicionar solucao de sais
e de verde malaquita e homogeneizar. O pH final
deve ser 6,4. Distribuir 7 mL em tubos com tampa
de rosca. Coagular os meios na posicao horizontal
inclinada, por 50 min a 85°C.

c) Inoculagao:

- Espalhar o material com o swab sobre a superficie
do meio.

d) Incubacgao:

A 37°C em estufa por até oito semanas.

e) Leituras:

« Examinar as culturas duas vezes nas duas primei-
ras semanas e uma vez nas semanas seguintes até
completar 8 semanas. Anotar o nimero e a pig-
mentacao das coldnias. Observar a presenca de
contaminantes (fungos e outras bactérias) e pre-
senca de mais de um tipo de colénias de micobac-
térias. Se houver crescimento, fazer um esfregaco
em lamina de uma coldnia, utilizando uma gota
de 4gua estéril. Deixar secar, fixar e corar como
descrito no item baciloscopia. Observar e anotar:
presenca de BAAR, a formacao de corda e a pre-
senca de contaminantes.

f) Resultado:

« Cultura negativa: auséncia de crescimento. Cul-
tura positiva para BAAR: quando for confirmado
BAAR no esfregaco em lamina. Cultura contami-
nada: crescimento de outros micro-organismos
que nao micobactérias. Formacdao de corda: as
espécies do complexo M. tuberculosis apresentam
a formacdo de corda, ou grumos aglomerados li-
neares. Geralmente os bacilos apresentam-se em
palicada adquirindo um aspecto de corda. Outras
vezes apresentam-se como grumos compactos
assemelhando-se a um borrdo de corantes. A for-
macao de corda é mais evidente na cultura em
meio liquido.
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4.2 Meios liquidos

Middlebrook 7H9 (adquirido comercialmente)

a) Composicao

- Base: sais, vitaminas, cofatores, glicerol. Enriqueci-
mento ADC, também adquirido comercialmente.

b) Preparo:

- Seguir as orientagdes do fabricante para preparo da
base. Adicionar a proporcao de 20 mL de ADC para
cada 180 mL do meio base.

c) Inoculagao:

- Semear 0,5 a 1,0 mL do sedimento tratado.

d) Incubagao:

« Incubar em estufa a 37°C. Se forem inoculados frag-
mentos de pele no meio incubar um tubo a 37°C e
outro a 30°C.

e) Leituras:

« Examinar os tubos duas vezes durante as duas pri-
meiras semanas e uma vez nas semanas seguintes
até completar oito semanas. Observar a turvacao
no meio. Se houver crescimento, fazer um esfre-
gaco em lamina, utilizando uma gota da cultura.
Deixar secar em cabine de seguranca, fixar e corar
como descrito no item baciloscopia.

« Observar e anotar: presenca de BAAR, a formacao
de corda e a presenca de contaminantes.

f) Resultado:

« Cultura negativa: auséncia de crescimento.

« Cultura positiva para BAAR: quando for confir-
mado BAAR no esfregaco em lamina.

« Cultura contaminada: crescimento de outros
micro-organismos que ndo micobactérias.

- Formacao de corda: as espécies do complexo M.
tuberculosis apresentam a formacao de corda, ou
grumos aglomerados lineares. Geralmente os ba-
cilos apresentam-se em palicada adquirindo um
aspecto de corda. Outras vezes apresentam-se
como grumos compactos assemelhando-se a um
borrdo de corantes. A formacdo de corda é mais
evidente na cultura em meio liquido.

4.3 Meios liquidos utilizados em métodos automatizados

a) Composicao b) Inoculacao c) Incubacao

+ 37°C no equipamen-
to automatizado MB
BacT/Alert por 42 dias

MB/BACT: «0,5 mL do material
Middlebrook 7H9 clinico tratado. Uma
mistura de antibioti-
cos deve ser adiciona-
da previamente.
MGIT: 0,5 mL do material
Middlebrook 7H9 tratado, adicionar 0,8
mL de OADC previa-
mente (acompanha o
kit) e PANTA (solucao
de antibidticos).
BACTEC MYCO + 5mL de sangue
LYTIC:
Middlebrook 7H9

- Estufa a 37°C ou no
equipamento
TEC MGIT960, durante

- 42 dias

+ 37°C no equipamento
Bactec 9420 durante
42 dias

. Leitura automatica e cons-
tante pelo aparelho.

« Quando os tubos sao incu-
bados no equipamento, a
leitura é realizada automati-
camente e os tubos positivos
sdo indicados no visor e na
parte frontal da gaveta do
equipamento.

BAC-

+ Leitura automatica e cons-
tante pelo aparelho.

* Estes frascos sao apenas para

processamento de amostras

de sangue.
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Confirmacao da presenca de BAAR em culturas positivas de qualquer sistema
automatizado:

Em caso de crescimento microbiano, fazer um esfregaco da cultura em lamina, de
acordo com as recomendacgdes do fabricante, secar em CSB, fixar e corar como descri-
to no item baciloscopia. Observar e anotar: presenca de BAAR, a formacao de corda e
a presenca de contaminantes.

Resultado

Cultura negativa: auséncia de crescimento

Cultura positiva para BAAR: quando for confirmado BAAR no esfregaco em lamina.
Cultura contaminada: crescimento de quaisquer outros micro-organismos que nao
micobactérias.

Formacao de corda: As espécies do complexo M. tuberculosis apresentam a forma-
¢ao de corda, ou grumos aglomerados lineares. Geralmente os bacilos apresen-
tam-se em palicada adquirindo um aspecto de corda. Outras vezes apresentam-se
como grumos compactos assemelhando-se a um borrdao de corantes. A formacao
de corda é mais evidente na cultura em meio liquido.

Controle de qualidade

Controle positivo: apresenta crescimento abundante no meio.

- Mpycobacterium tuberculosis H37Ra ATCC25177 ou

- Mycobacterium kansasii ATCC12478

O controle de qualidade deve ser realizado de acordo com as especificacdes do
fabricante.
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Sugestao de meios de cultura, temperatura de incubacao e método
de processamento de diferentes amostras para isolamento de
micobactérias

Meio para isolamento

oculacto | Tratamento | Meloparaisolamento
da amostra Ogawa- 370
Kudoh
X X

Sangue X Bactec Myco/F
Medula 6ssea X X Lytic, MB/BacT X
7Ho. X
Liquidos assépticos X X Lytic, MB/BacT, 7H9. X
Liquor X X MGIT, MB/BacT, 7H9. X
Amostras X X X MGIT, MB/BacT, X
respiratorias Ogawa.
Lavado gastrico X X Kudoh, MGIT, MB/ X
BacT.
Secrecdes e bidpsias X X MGIT, MB/BacT. X
Secrecodes e bidpsias X X MGIT, MB/BacT. X X
cutaneas
Urina X X MGIT, MB/BacT, X
suplementado com
hemina.
Linfonodo X X MGIT, MB/BacT. X
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Capitulo 5:

IdentificacGo de Micobactérias

5.1

Lucilaine Ferrazoli
Gleize Villela

Os testes de identificacdo de micobactérias deverao ser realizados em CSB, classe I,
A2. O técnico devera utilizar equipamentos de protecao individual (EPIs), como mds-
cara (N95), luvas e avental.

Os laboratérios que fazem cultura para micobactérias devem realizar pelo menos a
separacao das espécies do complexo M. tuberculosis das MNT, do contrario deverao
reportar o resultado das culturas positivas como Mycobacterium sp.

A identificacao das MNT pode ser feita por métodos fenotipicos, moleculares ou pela
combinacao de ambos. Entretanto, devido ao aumento no numero de espécies des-
critas, recomenda-se que os isolados de MNT sejam encaminhados a um Laboratério
de Referéncia da regidao de abrangéncia do laboratério para identificacao.

Separacao das espécies do complexo M. tuberculosis das MNT

A separacgao das espécies do complexo M. tuberculosis das MNT pode ser feita por
quatro testes fenotipicos:

a) Analise microscopica da cultura

b) Analise macroscopica da cultura

¢) Inibicao de crescimento em meio de LJ contendo acido p-nitrobenzéico (PNB)
d) Teste da niacina
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A) Analise microscépica da cultura

A andlise microscépica consiste na confeccao de um esfregaco em lamina a partir de
uma coldnia, corado pelo método de Ziehl-Neelsen. Permite avaliar a pureza da cul-
tura, confirmar presenca de BAAR e a formacao de corda. De modo geral, as micobac-
térias apresentam-se na forma de bacilos curvos ou retos. As espécies do complexo
M. tuberculosis apresentam um arranjo caracteristico dos bacilos em cadeias lineares
paralelas (ou corddes de bacilos) denominado corda. A formagao de corda é mais
evidente em meio liquido, mas também pode ser observada em esfregacos obtidos
de cultura em meio soélido.

A maioria das MNT ndo forma corda, apresentando aspecto microscépico de bacilos
isolados, com excecao de algumas espécies como M. kansasii, M. fortuitum e M. che-
lonae.

B) Analise macroscoépica da cultura

Esta avaliagao é feita na cultura original em meio sélido. As colénias de micobacté-
rias cultivadas em meio sélido apresentam diferentes morfologias e pigmentacao. A
morfologia das colénias pode ser lisa, rugosa, opaca ou transparente. A pigmentacao
é, também, uma caracteristica importante utilizada na classificacdo e pode variar de
laranja a amarelo intenso.

a) Materiais c) Resultado
« Lupa « Colénia de M. tuberculosis: colénia rugosa
b) Procedimento com aspecto de couve-flor, acromdgena,
« Observar a cultura de preferéncia com uma lupamanualemum  geralmente de cor creme.

ambiente iluminado e anotar as caracteristicas da colonia. « Colénia de MINT: pigmentada ou acromoge-

- Observar e anotar o aspecto da col6nia: lisa, rugosa, as-  na, lisa ou rugosa.
pecto de couve-flor.

« Observar e anotar a pigmentacao da col6nia: acromdgena
(creme), pigmentada (laranja, amarela, salmao).

C) Teste da inibicao do crescimento em PNB (acido p-nitrobenzéico)

Separa as espécies do complexo M. tuberculosis que sao inibidas das demais micobac-
térias que crescem neste meio.
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a)Reagentes

« Meio LJ contendo 500 pug/mL de dcido p-nitrobenzéico

Solucao estoque de PNB (25 mg/mL)

« Dissolver 2,5 g de PNB em 15 mL de solugao NaOH 1N. Com-
pletar com agua destilada estéril até 80 mL. Acrescentar uma
ou duas gotas de solucdo de fenolftaleina 0,1% (solucao em
etanol). Acrescentar, gota a gota, cerca de 3 mL de uma so-
lucao de HCI 1 N, até ficar incolor. Se houver precipitacao, é
devido ao excesso de acido; acrescentar mais um pouco de
NaOH. Completar com 4dgua destilada estéril até 100 mL. Dis-
tribuir 5 mL em criotubos estéreis e manter a -20°C. Validade:
trés meses.

Meio de LJ contendo 500 pg/mL de PNB

« Adicionar 4 mL da solucédo estoque de PNB 25 mg/mL em 200
mL do meio de LJ antes da coagulacdo. Distribuir 3 mL de
meio em tubos 12 x 120 mm. Coagular o meio, colocando os
tubos inclinados, a 85°C por 45 min. Incubar a 36°C + 1°C por
24 h para a prova de esterilidade. Validade: 3 meses.

b) Materiais

« Alca descartavel estéril

« Estufa 37°C

- Pipeta Pasteur descartavel estéril

« Frascos de 3-5mL com tampa de rosca contendo 1,0 mL de
agua destilada e pérolas de vidro estéreis.

D) Teste de producao de niacina

C) Procedimento

« Transferir uma algada (ndo muito cheia)
do crescimento bacteriano para o frasco
com agua destilada e pérolas de vidro e
homogeneizar. Deixar em repouso por
10 a 15 min. Inocular 0,2 mL da suspen-
sdo com a pipeta Pasteur no tubo de LJ
contendo PNB e no tubo LJ controle. In-
cubar a 37°C.

d) Resultado:

« Positivo: crescimento

« Negativo: sem crescimento

e) Controle de qualidade:

» Positivo: MNT

« Negativo: complexo M. tuberculosis

Todas as micobactérias produzem niacina (precursor das coenzimas NAD e NADP),
mas algumas espécies tém um bloqueio na via metabodlica do NAD que faz com que
a niacina seja acumulada e excretada no meio de cultura.

a) Reagentes:

- Fitas para o teste da niacina, disponiveis comercialmente.
b) Materiais e equipamentos:

« Alca descartdvel estéril

« Estufa 37°c

- Pipeta pasteur descartavel estéril

« Tubo de rosca 12x120 mm estéril

« Agua destilada estéril

c) Procedimento:

« Seguir as instrucoes fornecidas pelo fabricante.

5.1.1

Pigmentacao ausente
Formacao de corda +
Crescimento em LJ-PNB =
Producao de niacina +

d) Resultado:

« Positivo: cor amarela no liquido

» Negativo: ndo ocorre mudanca de cor
e) Controle de Qualidade:

« Positivo: M. tuberculosis

» Negativo: complexo M. avium

Separacao do complexo M. tuberculosis das MNT

Caracteristicas complexo M. tuberculosis

MNT

presente/ausente

+

+/-

-/+ = predominantemente negativo; PNB = dcido p-nitrobenzoico.
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5.2 Testes automatizados e moleculares para identificacao

5.2.1

Identificacao por sondas de acidos nucleicos

As sondas de DNA utilizam uma fita simples de DNA marcada com um éster
de acridina complementar ao rRNA do micro-organismo alvo. Apos a lise das
células da micobactéria, o rRNA é liberado e a sonda marcada se combina
com esse rRNA formando um complexo sonda + rRNA.

Uma solugao hidrolitica é utilizada para inativar o éster nao ligado ao rRNA.
O complexo formado é detectado por quimioluminescéncia com um lumi-
ndémetro. A quantidade de luz produzida é proporcional a quantidade de
complexos sonda + rRNA presentes na amostra.

As sondas disponiveis comercialmente identificam o complexo M. tuberculo-
sis, complexo M. avium, M.kansasii, M.gordonae e M.intracellulare (GenProbe

Inc. San Diego, CA).
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Identificacao por sondas de acidos nucleicos

a) Materiais e Equipamentos

» Luminémetro

« Sonicador de banho maria

« Banho seco 950C

- Seringa de tuberculina

- Pipetas automaticas de 100ul e 300ul

« Banho 60°C

b) Procedimento

1. Se for utilizado crescimento de micobactérias em meio

liquido.

- Utilizar a cultura quando o crescimento atingir a escala 1 ou su-
perior de McFarland.

- Adicionar 100 pl do reagente 1 e 100ul do reagente 2 em um
tubo de lise.

« Ligar todos os banhos para que possam atingir a temperatura
adequada antes de comecar o teste.

« Retirar 1 mL do crescimento bacteriano e colocar no tubo de lise.

- Agitar o tubo vigorosamente por 5 min.

- Sonicar por 15 min. a temperatura ambiente.

« Colocar o tubo no banho a 95°C por 15 min.

- Deixar o tubo esfriar a temperatura ambiente.

« Retirar 100 pl do lisado e transferir para um tubo com a sonda.

« Incubar 15 min a 60°C.

- Pipetar 300 ul do reagente 3 (que vem no kit) no tubo.

» Tampar e misturar no “vortex”.

« Colocar no banho a 60°C * por 5 min.

- Retirar do banho, deixar chegar a temperatura ambiente e colo-
car no lumindmetro para fazer a leitura.

* A temperatura do banho de 60°C é crucial para ocorrer o

anelamento da sonda com o rRNA da amostra.

2. Se for utilizado crescimento de

micobactérias em meio sélido:

« Colocar 100ul do reagente 1 e 100ul do
reagente 2 no tubo de lise

« Inocular uma alcada cheia do cresci-
mento no tubo de lise.

« Proceder como descrito acima no item 1

3. Se for utilizado crescimento de

micobactérias em meio liquido:

- Somente fazer o teste quando o cal-
do apresentar uma boa turvacao.
Colocar 100 pl do reagente 1 e 100 pl do
reagente 2 no tubo de lise

« Colocar 1 mL da amostra no tubo de lise

« Proceder como descrito acima no item
1.

» Nota: O passo mais importante no pro-
cesso é a lise das células. Apés colocar a
amostra no tubo de lise, agitar no “vor-
tex” vigorosamente por aproximada-
mente 5 min para que o processo seja
adequado.

c) Resultado

- Positivo: > 30,000 RLU (Relative Light
Units)

+ Negativo: < 30,000 RLU

- A sonda para o complexo M. tuberculo-
sis ndo identifica as diferentes espécies
de micobactérias pertencentes ao com-
plexo.
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Identificacao por métodos de amplificacao do DNA

Varios sao os métodos para amplificacao do DNA de micobactérias que exis-
tem no mercado. No entanto, apenas alguns possuem a aprovagao do FDA
(Food and Drugs Administration, EUA) para serem utilizados em amostras pul-
monares com baciloscopia positiva; a exemplo do Amplicor e Cobas-Amplicor
(Roche Molecular Systems Brancburg, NJ) e AMTD e EMTD - nova geragao
do AMTD (Gen Probe Inc., San Diego, CA). Este ultimo aprovado para uso em
amostras com baciloscopia negativa. Esses testes foram aprovados apenas
para uso rotineiro na suspeita clinica de TB pulmonar em pacientes adultos,
nao infectados pelo HIV e sem tratamento prévio nos 10 meses que antece-
dem o evento atual.

O CDC (Center for Disease Control, EUA) recomenda a seguinte interpretacao

para esses testes:

a) Baciloscopia positiva e PCR positiva, confirmacao do caso de TB.

b) Baciloscopia positiva e PCR negativa, avaliacao de inibidores da reacao de
PCR na amostra analisada. Se ndo forem encontrados inibidores, suspeitar
de infeccdo por uma MNT.

¢) Baciloscopia negativa e PCR positiva analisar nova amostra, caso a nova
amostra seja positiva, o caso é confirmado.

d) Baciloscopia negativa e PCR negativa, analisar nova amostra.

E importante ressaltar que esses testes sdo caros e ndo se aplicam para mo-
nitoramento do tratamento, nem substituem a cultura.

O procedimento técnico para a realizacao desses métodos deve seguir rigo-
rosamente as instrucdes do fabricante.
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5.2.3

Principio

Materiais e
Equipamentos

Procedimento

Resumo dos métodos:

PCR (Amplicor, Roche Diag. Systems)

- E um sistema semi-automatico de am-
plificacdo do DNA por uma série de in-
cubacbes sucessivas em diferentes tem-
peraturas usando uma enzima estavel a
temperatura e dependente de DNA (Taq
polimerase).

- kit Amplicor
- termociclador
- pipetas automaticas

Tratar a amostra pelo método de NALC-

NaOH. Utilizando os reagentes do kit:

- extrair o DNA das micobactérias;

- purificar e concentrar o DNA extraido;

- amplificar o DNA purificado e concentra-
do;

- detectar o produto amplificado com son-
das especificas, marcadas com digoxige-
nina e biotina no formato de uma reacao
imunoenzimatica colorimétrica.

AMTD (Gen Probe)

« E um sistema semi-automatico de amplifi-
cacao de RNA que utiliza uma Unica tem-
peratura de amplificacdao e duas enzimas,
uma que converte o rRNA em DNA e outra
que transcreve o DNA em RNA.

- Kit AMTD

« pipetas automaticas
- sonicador

« banho 42°C

« banho seco 95°C

« banho 60°C

« luminémetro

Tratar a amostra pelo método de NALC-

NaOH. Utilizando os reagentes do kit:

« extrair o DNA das micobactérias;

« purificar e concentrar o DNA extraido;

- amplificar o DNA purificado e concentra-
do;

« detectar o produto amplificado com son-
das especificas marcadas com um éster
de acridina. Fazer a leitura no luminéme-
tro.
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Anexos

ANEXO A. Indicadores para avaliacao da qualidade da baciloscopia

Indicador 1. Percentual de baciloscopias liberadas apds 24 horas da recep¢ao da
amostra, no periodo em avaliacao

Uso: avaliar a resposta do laboratério em relacado a realizacao da baciloscopia e liberacao de resul-
tados em tempo ideal (maximo 24 h)

Periodo de avalia¢do: semestral

Fonte de dados: livro de Registro de Baciloscopia para Diagnéstico e Controle da TB

Pardametro de avaliagao e interpretacdo: percentual deve ser < a 15% (adequado)

Método de cdlculo:

Ne de resultados liberados apds 24h da recepcao das amostras em determinado periodo
N° total de baciloscopias liberadas no mesmo periodo

100

Indicador 2. Percentual de amostras para diagndéstico com aspecto de saliva,
no periodo em avaliacao

Uso: avaliar a qualidade das amostras recebidas para diagndstico e necessidade de treinamento/
reciclagem do técnico que orienta o paciente para a coleta

Periodo de avalia¢do: semestral

Fonte de dados: livro de registro de baciloscopia

Parametro de avaliagao/interpretagao: percentual deve ser < a 15% (adequado)

Método de cdlculo:

Ne amostras de escarro recebidas com aspecto de saliva em determinado periodo

N° total de amostras de escarro recebidas no mesmo periodo a

Indicador 3. Percentual de laminas com esfregaco inadequado, no periodo de
avaliacao

Uso: avaliar a necessidade de treinamento/reciclagem do técnico que prepara os esfregacos
Periodo de avaliacao: trimestral ou estabelecido pelo laboratério.

Fonte de dados: observacao macroscopica do esfregaco pela equipe técnica do laboratério ou
relatério do CQE* realizado pelo laboratdrio de referéncia.

Parametro de avaliagao/interpretacao: percentual deve ser < a 10% (adequado)

Método de cdlculo:

Ne de esfregacos considerados inadequados em determinado periodo

N total de esfregacos realizados no mesmo periodo x100

*CQE= Controle de Qualidade Externo
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Indicador 4. Percentual de laminas com coloracao inadequada, no periodo em
avaliacao

Uso: avaliar a necessidade de treinamento do técnico que realiza a coloracao dos esfregacos
Periodo de avaliacdo: determinado pelo laboratério ou sempre que chegar o relatério do CQE.
Fonte de dados: observacdao macroscopica do esfregaco pela equipe técnica do laboratério ou
relatério do CQE* realizado pelo laboratério de referéncia.

Parametro de avaliacao/interpretacao: percentual deve ser < a 10% (adequado)

Método de cdlculo:

Ne de laminas com colora¢ao inadequada em determinado periodo

Ne total de laminas realizadas no mesmo periodo Al

*CQE= Controle de Qualidade Externo

Indicador 5. Percentual de laminas para diagndstico submetidas ao CQE com dis-
cordancia qualitativa na leitura, no periodo em avaliacao.

Uso: avaliar a confiabilidade dos resultados da baciloscopia e necessidade de treinamento do téc-
nico responsavel.
Periodo de avaliagdo: sempre que chegar o relatério do CQE*.
Fonte de dados: relatorio do CQE realizado pelo laboratério de referéncia.
Parametro de avaliagao/interpretac¢do: um percentual de laminas acima de 1,0% com resultado
falso positivo leva a diagnostico errado e ao uso inadequado de medicamentos; um percentual
de laminas acima de 0,5% com resultado falso negativo acarreta a nao identificacao das fontes de
infeccao.
Método de cdlculo:

Laminas com resultado falso positivo:

Ne total de laminas submetidas ao CQE com resultado falso positivo no periodo

Total de laminas positivas submetidas ao CQE no mesmo periodo g
Laminas com resultado falso negativo:
N total de [dminas submetidas ao CQE com resultado falso negativo no periodo .
X

Total de laminas negativas submetidas ao CQE no mesmo periodo

*CQE= Controle de Qualidade Externo
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ANEXO B. Percentual de positividade da baciloscopia no laboratério

Indicador 1. Percentual de positividade da baciloscopia

Fonte: livro do laboratério
Periodo de avaliag¢do: mensal

Método de cdlculo:
Ne de baciloscopias positivas de diagndstico no periodo

Ne total de baciloscopias de diagndstico examinadas

x 100

ANEXO C. indice de contaminacéo das culturas

Indicador 1. Percentual de contaminacao das culturas

Periodo de avalia¢do: més
Parametro de avaliacao: 3-5% adequado.
indice menor indica que o tratamento para descontaminacio esta sendo muito drastico.

Meétodo de cdlculo:
Ne de culturas contaminadas no periodo
Ne total de culturas no periodo

x 100
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Figuras

Formacao de corda em esfregaco de cultura de M.
tuberculosis corado pela técnica de Ziehl-Neelsen.

Aspecto microscopico de MNT em esfregaco de
cultura corado pela técnica de Ziehl-Neelsen.

o S

Aspecto macroscépico de colbnias

Aspecto macroscépico de colénia de MNT
de Mycobacterium tuberculosis

A B C A B

Cultura de micobactérias
em meio Lowenstein-Jensen.
A) Mycobacterium tuberculosis; B e C) MNT

Teste da niacina.
A) teste positivo;
B) teste negativo.
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