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PREFACIO

A tuberculose (TB) continua a ser uma das doencas infecciosas com maior peso
no Pais, sendo responsavel por altissimas morbilidade e mortalidade. O controlo
da TB assenta no acesso rapido e equitativo ao diagndstico e tratamento para
todos os pacientes, em todo o territdrio nacional. Uma rede de laboratérios
estruturada e funcional desempenha um papel primordial para o alcance
destas metas. O funcionamento com qualidade desta rede de laboratdrios deve
tomar em conta uma série de aspectos nas fases pré-analitica, analitica e pds-analitica,
de modo a que os resultados da testagem possam ser fidveis, exactos e
atempados.

Em 2012, o Ministério da Saude publicou o “Manual de baciloscopia da tuberculose”
gue orientava a realizacdo da baciloscopia pela coloracdo de Ziehl Neelsen. Com
a introducdo e expansdo de novas tecnologias, que permitem um diagndstico
mais preciso, como o GeneXpert MTB/RIF e a baciloscopia usando microscoépios iLED
(fluorescéncia), viu-se a necessidade de actualizar e disponibilizar ferramentas
gue garantam a padroniza¢cdo de novos procedimentos, com vista a melhoria
da qualidade do diagndstico laboratorial da tuberculose. O presente manual
representa, portanto, uma ferramenta oportuna e imprescindivel para a rede
de laboratérios da tuberculose em Mogambique.

IleshVinodraiJani, MD. PhD.
> o

Director-Geral do Instituto Nacional de Satude
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INTRODUCAO

A baciloscopia ¢ um método de diagnostico da tuberculose (TB) que consiste num
exame microscopico para pesquisa de Bacilo Alcool-Acido Resistente (BAAR)
num esfregaco de amostra clinica, preparado e corado com métodos de coloragao
padronizados.

Para que a baciloscopia seja positiva € preciso que a amostra tenha, entre 5.000 e
10.000 bacilos por mililitro da amostra. E um método bastante usado por ser de
simples execug¢do, rapido e de baixo custo, cuja qualidade técnica e registos sao
componentes importantes para considera-la como boa ferramenta de diagnostico
e controlo da TB. Ela ¢ importante porque permite diagnosticar pacientes
com suspeita de TB, monitorar o tratamento e confirmar a cura.

Por outro lado, o ensaio de Xpert MTB/RIF e Xpert MTB/RIF Ultra sdo testes
moleculares baseados numa PCR em tempo real, automatizado, para detec¢ao de
microbactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) e resisténcia a
Rifampicina. Sao testes simples, altamente sensiveis, especificos e rapidos,
produzindo resultados em duas horas. Contudo, os custos por teste e a manutengao
do equipamento sdo elevados, além de apresentar exigéncias operacionais que devem
ser respeitadas.

O presente manual orienta, de forma padronizada, a realizacdo da baciloscopia
e GeneXpert da tuberculose enfatizando a biosseguranga laboratorial, tipo de
amostras e métodos de colheita, bem como a manutencao dos principais equipamentos
usados, por forma a garantir um servico de diagnostico preciso e de qualidade.
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1. BIOSSEGURANCA

A biosseguranca em laboratérios descreve os principios, tecnologias e praticas que sio
implementadas para prevenir a exposi¢do nio intencional a agentes patogénicos. Por outro
lado, a introdugao de medidas de seguranca institucionais e pessoais destinadas a prevenir a
perda, roubo, uso indevido, desvio ou libertagao intencional de patégenos e toxinas denomina-
se bioprotec¢io ou protec¢ao biologica.

1.1. Requisitos de biosseguranca para laboratérios que realizam o diagnéstico
da TB por baciloscopia e Xpert

Os laboratérios que realizam o diagnodstico da TB usando a baciloscopia e tecnologia Xpert
devem obedecer requisitos de biosseguranca por forma a proteger o técnico, amostra e meio
ambiente conforme descrito a seguir:

1.1.1. Infraestrutura

Os critérios a considerar para a instalacdo do laboratério sao:
* Paredes, pisos e bancadas devem ser lavaveis;

* Apenas equipamentos e materiais necessarios aos procedimentos devem estar no
laboratério, para facilitar a limpeza e a descontaminacio;

* Areade recepgio de amostras deve estar o mais perto possivel da sala de processamento;

* Deve existir uma area adequada para a preparacdo de esfregacos ou preparagiao da amostra
para inoculagdo no cartucho do Xpert. Se possivel deve-se equipar a sala com Cabine de
Seguranca Bioldgica (CSB) ou estagdo de trabalho ventilada.

* Deve existir areas para procedimentos administrativos e armazenamento do material;
* Possuir corrente eléctrica estavel e ar condicionado (obrigatério para Xpert);

* Ter fluxo unidirecional do ar, isto ¢, sala arejada com janelas que possibilitam a renovagao
natural do ar e a entrada da luz solar (figura 1);
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Figura 1. Planta de um laboratétio de baciloscopia e Xpert mostrando o fluxo unidireccional de ar.

1.1.2. Equipamento de Proteccao Individual (EPI)

O uso de EPI ¢ de caracter obrigatorio nos laboratérios e em outras dreas que também
oferecem riscos. Fazem parte dos EPI’s as batas, luvas, respiradores N95, touca, cal¢ado
fechado e 6culos de protecgio.

a) Batas de Laboratério

As batas devem cumprir com os seguintes critérios:

* Mangas compridas com punho elastico para melhor acomodagio das luvas;

* Cumprimento abaixo dos joelhos;

* Algodio ou tecido nio inflamavel;

* Uso exclusivo e obrigatério em areas laboratoriais, ndo podendo ser usada em dreas de
convivio, administrativas ou na rua;

* As batas devem ser lavadas periodicamente ap6s desinfecgdo em hipoclorito de sédio
(javel).

b) Respiradores N95, N99 ou N100

* Os respiradores N95, N99 e N100 tém a capacidade de filtrar particulas menores do
que 3 micrémetros e devem ser obrigatérias nos procedimentos com amostras
suspeitas da presenca do Mycobacterium tuberculosis.

* Devem ser confortaveis, ter boa adaptagdo ao rosto, permitir a respiracio normal, nio
irritar a pele e ndo ter cheiro.
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Figura 2. Bata de uso laboratorial Figura 3. Respirador N95 para uso laboratorial

Uso de respiradores N95, N99 ou N100

E recomendado pelo fabricante que o respirador seja colocado de forma que os dois elasticos
fiquem afixados correctamente ¢ sem dobras, um fixado na parte superior da cabega e outro na
parte inferior, na altura do pescoco, sem apertar as orelhas.A sua colocacio deve obedecer os

seguintes passos:

v \

Posicione o respirador Coloque o respirador na sua face
na sua mio com a parte nasal permitindo que os elasticos fiquem por baixo
nos seus dedos de suas maos e com a parte de ajuste

nasal para cima.

O elastico superior deve ficar por Coloque as pontas dos dedos das

cima e por tras da cabeca. duas maos na parte metalica por forma a
O elastico inferior deve ficar por baixo ajustar o respirador de acordo com o
das orelhas. N&o cruze os elasticos. formato do seu nariz.
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De salientar que, devido a diversidade no formato do rosto é importante que o respirador encaixe
perfeitamente na cara do técnico, nao permitindo que haja abertura para a entrada de particulas,
névoas ou vapores.

Cuidados no uso dos respiradores

* Nio colocar o respirador no pescogo quando o mesmo nio estd em uso;

* Guardar o respirador emlocal seco, fresco e livre de humidade;

* Nio dobrar e nem amarrotar o respirador;

* Manusear o respirador com cuidado evitando tocar a parte interiot, pois, apds 0 uso no
processamento de amostras, a parte exterior é considerada suja.

* Trocar o respirador de acordo com as recomendagdes do fabricante. No entanto, devido a
insuficiéncia, recomenda-se a substituicio do mesmo semanalmente, ou sempre que
estiver humida ou com elastico flacido;

* Trocar o respirador sempre que espirrar ou tossir;

* Nio lavar os respiradores.

d) Luvas

A manipula¢io de amostras deve ser feita usando:
* Luvasdelatex

* "Descartaveis, podendo conter ou nio o pé.

Como calgar as luvas

* Certificar-se de que tem as maos limpas (lavando-as) e secas;

* Dispor deluvas com tamanho adequado para as maos;

¢ Inseriras maos dentro de cadaluva;

* Entrelacar os dedos de ambas as maos para assegurar um ajuste confortavel;
* Ajustar os dedos conforme necessario para torna-la confortavel.

Figura 4. Ilustracio de uma luva bem ajustada (imagem 2 esquerda) e de uma luva com ajuste incorrecto (imagem a direita).
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Legenda:

1.

Pegue uma luva proximo ao seu punho em direc¢do a ponta dos seus dedos
até que ela se dobre

Pegue cuidadosamente a dobra e puxe em direc¢do as pontas dos seus dedos.

A medida que puxar estard colocando a luva ao avesso

Continue puxando a dobra até que a luva esteja quase que totalmente removida.
Continue a segurar a luva removida e a seguir, remova completamente a sua mao.
Escorregue o dedo indicador da méao sem luva por baixo da luva que
permanece. Continue a inserir seu dedo em direc¢do a sua ponta até que
quase metade do dedo esteja sob a luva

Gire o seu dedo a 180° e puxe a luva ao avesso em direc¢do a ponta dos seus
dedos. A medida que fizer isso, a primeira luva sera contida na

segunda luva. O lado interno da segunda luva também, sera virada ao avesso.
Pegue as luvas firmemente por meio da superficie ndo contaminada

(o lado que estava inicialmente tocando sua mao). Liberte totalmente o
contacto com a primeira luva removida. A seguir retire sua segunda mao
do contacto com as luvas descartando-as adequadamente.
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e) Toucas ou protectores de cabelo (uso opcional)

As toucas devem ser descartaveis, utilizadas para a protec¢ao dos cabelos da contaminagao
por aerossdis, salpicos e produtos quimicos;

No caso de cabelos longos, estes devem estar presos;

A touca deve cobrir todo o cabelo e orelhas;

Para retirar a touca, puxe-a pela parte superior central e descarte-a no recipiente
apropriado;

A touca deve ser trocada sempre que necessario durante os procedimentos laboratoriais.

(i N )

Figura 5. Ilustragio de uma touca bem ajustada.

f) Oculos de protecgio (uso opcional)

Utilizados para a proteccdo dos olhos durante a preparagio de reagentes, procedimentos
que podem produzir salpicos, derrames e aerossois;

Devem ser de facil colocagio e resistentes aos liquidos;

Devem, preferencialmente, proteger as laterais da face, ter boa adaptacio ao rosto
garantindo, inclusive, o uso de 6culos graduados;

Devem ser higienizados com 4gua e sabdo regularmente.

Figura 6. Ilustracao de 6culos de protecgio.
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g) Calgados

* Os cal¢ados devem ser fechados, impermeaveis, confortaveis e de sola rasa anti-
derrapante.

4 )

p—_a

- J

Figura7. Ilustragdo de um calgado de laboratério.

1.1.3. Procedimento em caso de acidentes

Durante a realizagdo de actividades laboratoriais ¢ importante que o técnico assegure a pronta
actuagdo para a desinfeccio e limpeza de locais com derrames de materiais biologicos. Para
garantir uma resposta rapida, o laboratério deve possuir um kit com elementos essenciais para a
limpeza e desinfec¢do do derrame (kit de primeiros socorros e kit de derrames).

Conteudo do Kit de derrames

Cada laboratério deve possuir um plano e kit de resposta aos acidentes com material biologico
em superficies diversas dentro e fora do laboratério. Cada kit deve conter:

* Papel-toalha, tecido de algodio ou outro material absorvente, como por exemplo, gaze;
¢ Luvas;

¢ Bata descartavel ou avental;

* Respirador N95;

* Sacos plasticos de lixo, autoclavaveis;

* Sinalizacdo com o dizer: "Perigo, ndo entre, ocotreu um derrame!”

* Pingas.

Outros materiais/solucbes que devem estar disponiveis no laboratotio:

* Balde de lixo para material perfuro-cortante;
* Solugio de hipoclorito de S6dio a 5% e alcool 2 70% (vide no anexo 1)
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1.2. Derrame em laboratérios sem Cabine de Seguranca Biolégica (CSB)

O derrame de material infeccioso em laboratorios sem CSB é considerado uma ocorréncia
grave. Neste caso, prossiga com as instrugdes abaixo:
1. Continuar usando os EPI’s (respirador N95, batas, luvas, e calgados fechados);

2. Nao entrar em panico;

3. Solicitar as pessoas que estiverem na sala para sair imediatamente;

4. Prender a respiracao o mais possfvel;

5. Colocar a sinalizagio com o dizer: "Perigo, nio entre, ocorreu um derramel” que se
encontra dentro do kit.

6. Abandonar a sala imediatamente por, no minimo, 30 minutos, para permitir que particulas

mais pesadas dos aerossois e assentem ao chio;

7. Avisar de imediato o gestor do laboratdrio e de biosseguranca e registar o acidente;

8. TPassado 30 minutos, colocar os EPIs;

9. Entrar nasala e usar o kit de derrame disponivel;

10. Cobrtir o material derramado com papel toalha ou tecido de algodao/material absorvente;

11. Colocar o hipoclorito de sédio a 5% ou outro desinfectante apropriado sob o papel toalha e
superficies proximas comegando de fora para o centro;

12. Permitir um tempo suficiente para o desinfectante actuar (30 minutos) antes de retirar o
papel toalha e resto de material para descarte no saco autoclavavel. Se o derrame envolver
vidraria partidause uma pinga e descarte no recipiente para perfuro-cortantes disponivel na
bancada. Embeber o papel toalha com desinfectante para limpar os pedagos pequenos de
vidro;

13. Limpar e desinfectar a area de derrame, bancadas e equipamentos proximos.

1.2.1. Derrame em laboratérios com Cabine de Seguranca Biolégica (CSB)

a) Derrame fora da CSB

Proceder como no ponto 2.3.1. No entanto, deve-se manter a CSB sempre ligada por forma a
permitir que particulas mais pesadas dos aerosséis ndo sé se assentem ao chiio, mas também
sejam removidas pelo sistema de ventilagio.

b) Derrame dentro da CSB

Quando ocotre um derrame de material infeccioso dentro de CSB deve iniciar-se
imediatamente com o procedimento de limpeza e a CSB deve continuar a funcionar. Proceder
da seguinte forma:

1. Colocar um papel toalha sobre a superficie onde ocorreu o derrame e despejar a solucio
desinfectante sobre ele;

2. Se o derrame atingir as paredes da CSB, limpar as mesmas usando papel toalha humedecido
com solugo desinfectante;

3. Deixar as areas afectadas cobertas com desinfectante por 30 minutos a 1 hora;
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4. Qualquer equipamento ou material reutilizivel deverdo ser limpos com o mesmo
desinfectante;

5. Equipamento eléctrico deve ser verificado cuidadosamente antes de ser usado, verifique a
integtidade dos interruptores.

6. Cuidadosamente, retirar o material contaminado e colocar no saco autoclavavel. Em caso de
material perfuro-cortante colocar no recipiente resistente a perfuragoes para ser descartado.

1.3. Descarte de material e residuos

O descarte adequado de residuos laboratoriais tem em vista salvaguardar a saide e seguranca
dos trabalhadores e do publico em geral, minimizando o impacto ambiental.

O descarte, transporte e acondicionamento dos residuos laboratoriais deve ser feito de acordo
com o Regulamento sobre Gestio de Lixo Biomédico em Mogambique (Decteto 08/2003, de 18
de Fevereiro) que ressalta que os residuos laboratoriais devem ser segregados de acordo com o
seu nivel de tisco devendo o laboratério dispor de condi¢bes de acondicionamento para as
categorias de lixo existentes:

* Lixo infeccioso: O lixo infeccioso deve ser colocado em recipiente destinado para tal para
posterior autoclavacio ou incineragio. Em caso de falta de autoclave e incineradora pode-se
depositar o lixo no aterro sanitario. O lixo infeccioso reutilizavel deve de igual modo ser
transportado dentro do saco de autoclave e separado do lixo ndo reutilizivel. Diariamente
todo o lixo deve ser retirado das salas.

* Lixo perfuro-cortantes: O lixo cortante e/ou perfurante deverd ser descartado em
recipientes com paredes fortemente rigidas, etiquetadas como "Lixo cortante e/ou
perfurante” e com o simbolo de tisco biolégico. Estes recipientes para petrfuro-cortantes
dispbéem de um sinal que representa a capacidade maxima apés o qual ndo devera mais nada
ser depositado.

NOTA: O lixo infeccioso e/ou lixo perfuro-cortante a descartar nio deve ultrapassar % da
capacidade do cesto da autoclave. Nele deve-se adicionar cerca de 250 ml de 4gua para garantir
que haja vapor durante o ciclo de autoclavacio. Quaisquer derrames de lixo infeccioso, devera ser
contido dentro do recipiente de modo a permitir uma lavagem e desinfeccao facil.

* Lixo comum: O lixo comum devera ser colocado em sacos plasticos que podem ser
transparentes e depositado em qualquer contentor ou recipiente adequado para o efeito, ndo
necessitando de autoclava¢ao antes da remocao.
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Anexos

Anexo 1: Preparacao de Reagentes
1.1. Desinfectantes

a) Alcool etilico a 70%

1. Prepare 1000 ml de dlcool a 70% a apartir de um frasco comercial a 96% usando a seguinte
formula: C1 x V1 = C2x V2, isto é, 70% x1000 ml = 96% x V2. Neste caso, V2 = (70% x
1000)/ 96%. Entio V2= 729 ml

2. Meca a quantidade de alcool calculada numa proveta e transfira para o baldo volumétrico;

3. Acrescente a0 alcool a quantidade de agua (1000-729= 271) necessatia até perfazer 1000ml da
solucdo final. Misture a solugao e coloque um rétulo de identificagdo no frasco conforme
figura:

) Base
) Acido
) Sal

) Solvente

) Irritante

) Téxico

) Inflaméavel

Y Y N WS e Y U N

) Corrosivo
. y,

b) Hipoclorito de s6dio a 0.5 e 5%

O hipoclorito de sédio comercial (javel) geralmente contém 4 a 5% de clorina. Calcular a
quantidade de 4gua e de hipoclorito que deve ser misturada usando a férmula descrita no
procedimento experimental do alcool a 70%, isto é, C1 x V1 = C2x V2.

Por exemplo, calcular a quantidade de solugdo de hipoclotito de sédio a 0.5%tendo em conta que
a concentrag¢io de clorina comercial ¢ de 5% e o volume final desejado é de 1litro.
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ClxV1=C2xV2

0.5%x1000ml =5%xV2

V2=100ml

1. Medir 100ml de hipoclorito com a proveta e transferir para o baldo volumétrico;

2. Medir a quantidade de 4gua destilada necessaria (900ml) e adicionar ao volume de
hipoclorito de sédio.

3. Colocar um rétulo de identificagio conforme descrito para o alcool a 70% e armazenar ao
abrigo da luz, a temperatura ambiente. Ap6s a preparagio, a solucio de hipoclorito é estavel
por uma semana.
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2. AMOSTRAS CLINICAS

2.1. Tipo de amostras para o diagndstico da tuberculose

Para que o laboratorio possa emitir resultados fidveis nio sé necessita de realizar as técnicas
correctamente, como também deve receber amostras com boa qualidade. Entende-se como
amostra de boa qualidade, aquela que provém do local da lesdo (6rgdo infectado), obtida em
quantidade suficiente, colocada em recipientes adequado, bem identificada, conservada e
transportada ao laboratério de forma adequada.

As amostras podem ser classificadas em pulmonares, quando originam de 6rgios do sistema
respiratorio, e extrapulmonares, quando o érgio de origem nio pertence ao sistema respiratorio.

* Amostras pulmonares: expectora¢io, lavado gastrico, lavado bronquico (ou bronco-alveolar).

* Amostras extrapulmonates: liquido pleural, liquido cefaloraquidiano (LCR), liquido ascitico,
urina, aspirados de ganglios, pus de cavidades abertas, bipsias e fezes (em casos de suspeita
de TB intestinal).

A amostra mais usada no diagnostico da tuberculose é a expectoracio porque provém dos
¢
pulmées, que S40 0OS é]fg;iOS frequentemente afectados.

ATENCAO: Todas amostras extrapulmonares podem ser submetidas a baciloscopia e Xpert,
mas a realizacio da cultura é obrigatéria por ser um método que fluidifica a amostra e concentra
os bacilos da centrifugacao. Desta forma, para aumentar a sensibilidade da baciloscopia e Xpert,
as amostras extrapulmonares devem ser submetidas primeiro a cultura.

2.2. Colheita, conservacao e transporte de amostras ao laboratério

As amostras clinicas enviadas ao laboratorio para o diagndstico de micobactérias devem cumptir
uma série de condicSes das quais dependem a qualidade e eficéncia dos resultados dos exames,
tais como, preenchimento correcto da requisicdo, seleccio do tipo de amostra mais
representativa, cuidados na colheita, transporte e armazenamento desta. A seguir sio descritas as
condicoes de colheita, transporte e estabilidade da expectoracio por ser a amostra comumente
usada no diagnoéstico da TB pulmonar. O anexo 2 descreve as condi¢oes de colheita, transporte
e estabilidade das outras amostras pulmonares e extrapulmonares.
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2.2.1. Colheita de expectoracao

a) Escarrador

* Devem ser limpos e transparentes

* Ter boca suficientemente larga para permitir que o paciente coloque facilmente a expectoracio
sem contaminar o exterior

* Ter tampa de rosca

* Devem ser de material resistente para evitar amolgamento e nao permitir vazamento durante o
transporte

* Devem ser descartaveis e inflamaveis para facilitar a sua destruicao

* As paredes devem ser facilmente rotulaveis para permitir uma identificagdo permanente.

'
pormdl L

fets da colhaita

"--"—-‘-‘l-'._.:!__:‘

warn do colhaita: (1 )

Figura 8. Hlustracdo de um escarrador.

b) Quantidade de amostras

Devem ser colhidas 2 (duas) amostras de expectoragio por cada paciente para aumentar a
probabilidade de se obter um resultado positivo. A 1* amostra deve ser colhida na Unidade
Sanitaria durante a consulta. Se a Unidade Sanitaria ndo dispor de local apropriado para a
colheita o paciente deve colher em casa, preferencialmente a noite, antes do jantar e a 2°
amostra no dia seguinte de manha, ao acordar.

Para a 1" amostra nao é necessario que o paciente esteja em jejum, porém, é importante que a
boca esteja limpa e sem residuos alimentares, enquanto que para a 2* amostra o paciente deve
estar em jejum, com a boca limpa (antes de escovar os dentes). Colher as amostras de
preferéncia ao ar livre.

c) Orientagdo para colheita de expectoragiao
E fundamental que o técnico trate o paciente pelo nome, o cumprimente, se concentre e
mantenha contacto visual e seja receptivo sempre que solicitado.

Deve ainda, explicar a importincia do exame para o paciente, utilizando termos claros e de
facil entendimento.
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Peca ao paciente para levar 2 amostras ao laboratdrio. Estas deverio ser colhidas da seguinte
maneira:

4 )

12 Amostra (no dia da consulta)

Certifique-se que no seu escarrador Lave a boca bochechando apenas com
estd escrito o seu nome, data e hora agua (se tiver placa dentaria tire-a
da colheita

Relaxe e leve o tempo necessario para Num local ao ar livre, certifique-se de
colher a sua expectoracao que ninguem esteja por perto. Inspire
(meta o ar para dentro) profundamente
e suspenda a respiracdo por alguns
segundos e expire (tire o ar para fora)

Inspire e expire por mais 2 vezes. A 32
vez, force a tosse até a retirada da
expectoracdo do peito para a boca

- J

Coloque a amostra directamente no
escarrador
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22 Amostraem Casa

1. Antes de dormir, beba dgua e durma sem almofada.

2. Ao acordar, nio coma, nao beba, nao fume e nem escove os dentes antes de colher a
amostra.

3. Siga os passosde 129 da orientacdo da colheita da primeira amostra de expectoracao.

4. Conserve a amostra num local seco e fresco, fora do alcance das criancas ao abrigo da luz
solar (ndo coloque na geleira ou congelador).

2.2.2. Conservacao de Amostras

As amostras devem ser processadas de imediato, apds recep¢do no laboratério. Se o
processamento nao for possivel de imedito, as amostras devem ser conservadas numa geleira
de 2-8°C.Nestas condicoes as amostras devem ser processadas para baciloscopia e Xpett
dentro de 10 dias.

Em caso de ndo haver condigdes para refrigeracdo, podem ser conservadas num local seco e
fresco protegido da luz solar. Nestas condi¢Ges as amostras devem ser processadas para
baciloscopia e Xpert dentro de 4 dias.

2.2.3. Empacotamento e transporte da amostra ao laboratério
a.De casa aunidade sanitaria

O paciente deve assegurar que os escarradores estdo bem fechados para evitar derrame. De
seguida, sobrepor os escarradores verticalmente (com as tampas voltadas para cima) e
envolvé-los com material descartavel que impecga a exposi¢ao da amostra a luz solar, como
por exemplo, papel ou saco plastico escuro. Nao juntar os escarradores com a requisicio e
leva-los de imediato ao laboratério. Durante o transporte, ndo agitar os escarradores
contendo a amostra.

b. Referenciamento de amostras

As amostras biolégicas a serem transportadas, quer por via terrestre ou aérea, devem ser
empacotadas e acondicionadas em recipientes apropriados como por exemplo caixas
térmicas (colmans) com separadores internos, se disponivel. Ao manusear a amostra use
sempre equipamento de protec¢ao individual.

As amostras passam pelo procedimento seguinte:
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Envolva o escarrador/frasco com material
absorvente (por exemplo, papel higiénico) e
cole com fita adesiva, para o proteger e
absorver de qualquer vazamento;

Coloque o plastico numa caixa térmica com Feche a caixa térmica com fita adesiva de uma
acumuladores; forma segura;

Cologue as requisicdes dentro de um plastico e coloque-o fora na caixa térmica;

* Hscreva o nome do destinatario e o endereco do laboratério de referéncia na caixa térmica;

* Cole uma etiqueta com setas ascendentes na caixa térmica;

 Antes de enviar as amostras verifique o seguinte:

O numero de escarradores/ frascos na caixa é igual 20 numero de requisi¢oes;

* O numero de identificagdo de cada escarrador corresponde a0 niimero escrito na requisi¢ao;

* As requisicoes contém toda a informacio/dados dos pacientes;

* A datade envio e o nome da unidade sanitéria estao escritos.

* Transportar a caixa térmica na posi¢ao vertical.

* Hscrever na caixa: "MANUSEIE COM CUIDADO (Substincias potencialmente infecciosas)
e¢/ouetiqueta "FRAGIL";

* Preencher correctamente o protocolo de envio de amostras.
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2.3. Anexos

de colheita, transporte e estabilidade das amostras

pulmonares e extrapulmonares.

icoes

Anexo 2. Cond

-

-

g1 9p odi|

‘wobene| e Jazey
(eyay|od 9 ulw Qg Jesadss ‘od1bojolsiy 040S 9p |w G| e
ep elp 0l 4e3aful ‘edoq no ziueu ojad epiznpoJjul ‘euly
ou anbasjus eoli}seboseu epuos Wod opezjjeal 'Jejuead)
13s anap) 9p sajue ‘eyuew ap obo| 'sajue seoy
"Js8 e Qquslquie Ol e 8 ap wnlsl w3 roeldezijeydsoy Janbay
Z e opljuew eJnjesadway ‘lw OS5 swnjoA ‘oduyseb opeaeq :osjawelp
9 sesoy ¥ ‘edoy | 9p ww QG wod ‘eb.e| e30q ap ‘od13se|d odsed
'9]uULIqLUE Op OBJeUIWEeIU0D
D58 e ¢ 'LUNT Jeyas esed edueinbassolq ap S2031puod W
"03s94) eded epujaodd | opiyjoo Jes 9A9(Q 'SOINUIW O B G S)UBIND 04€ B
|e20] W epelp| esjuoyadiy @ euljes oe3n|os WO 0JlUOS-eJ}N
zn| ep obuqe Jopezijngau wn Jesn ‘ed1paw oe3ejusiio 94qos
oe Jajuew zn| ep oblqe "e}19y|0d e Jolsjue elp ou ‘enbe ejpulleyaid
‘D58 € oe ‘djusiquie ap ‘sopinbj| so}inw sopigaq 43s WaA3q |w QO
¢ e opljuew einjesadwa)l B G SWN|OA ‘epiznpul ogdeso}adx3 :oJjawelp
9 sepy ‘elp L 9p ww Qg wod ‘eb.e| e20q 9p ‘0d13se|d odse.
5 eHRy|0d (vd)
D58 e Z '1UNT eped ap eJoy e Jejsibay 0dses) ou Jeliedsa .
02S9.} eJed epujroud 9 oebeuidsas e Jspuaid ‘sjuswepunjoud >mwm< °q04d 3uil “(VsL)
|e20] wa epeip| Jeaidsul 'asso)} e Jedi0) ‘dOpeIIRISD O s¢e o\_n__mm SPEPIIQISUSS
zn| ep obliqe J1ige opefaJe [220] Wa 3 B30 e JeAe] epiode | PSSOl (X9¥Dd) Hadxaua9
oe Jsjuew zn| ep oblige oe ajuInbas eip ou epunBas e 3 seyuelopsayue | -LIDW - opinbyj oraw
"Js8 e oe ‘ajusique eJiowlid B !SOAIINDASUOD SeIp SIop W Jay|o) 9 USSUS[ ul93susmoT sp opl|os
Z e opnjuew einjesadwia) ‘|w QL B G Swn|oA ‘oedeto}dadxy :odjawelp | OldBW WS [N} nD swex] ‘(Mg)
dselpy ‘elp | 9p ww Qg wod ‘ebae| e30q 3p ‘od13se|d odsedq eidooso|ioeg - Jeuow|nd gJ
apepijiqels] ayiodsuea | eqisowy / ejayjo) ap |eraiey sopojpui/sasijgue 3

J

20 MANUAL DE BACILOSCOPIA E GENEXPERT



-~

(&

*9juenbeodijue owod ] a3
Jesn oeu ‘esouan oe3und ‘ajuenbeodijue
"2juaIquIe Wwod ‘0dIpaw ojuawipadoud Jod opezijeay
eanjesadway ajualquie W Q¢ OWIujW SWN|OA ‘B3SSO BINpay
‘sedoy eJnjesadway :|14191S® 02Se4y NO BAN}ND Sp OIdW 3 0dsk.}
yes ‘seloy zs w9 9jusWe)dJIp Jejndoul 9s-epuswioddy
"djuaIque
eanjesadway *J0peX|j N0 S9}ULI0D
‘sedoy ¢ Jesn oeu ‘ed1binuid no esueinoiad ein ejad
ojusique sjuslque oedund 'od1paw ojuswipadoid Jod opezijeay
einjesadwsay einjesadws} Jw QL owlujw SWN|OA "S043no d |eluojliad
ulw gL > ‘ulw gL > ‘leinouls ‘|eanad|d opinbjq :j14931s9 odsed4 (vd1)
Aessy aqoid auI ‘(VSL)
seboi se apepl|iqisuas
op 9159 ‘(LIDW - opinbj|
CMIETGIN]= Jequio| Ol9W 3 USSUS[ UI9}SUIMOT
einjesadwa) ajusiquie ogdund Jod o194 ‘wnlal opepuswodal Sp opl[9s olsw) |eanyn)
‘seioy einjesadwal ‘odIpaw ojuawipadotd sod opezijeay awex3 '(3lg) eidoasojioeg
v s ‘uilw g1> ‘W G Sp owilujWw SWN|OA “Y)7 :|1491SD 0dselq saJeuownd ea3x3
‘e3ueanbassolq ap s9031puod Jepodwod
zn| ep obLqe 9ASp eles Yy ‘eli)oeqodiw e esed Sie}s)
"58-Z oe ‘sjusiquie oes slod sedisg)saue se|duelsqns Jesnh oeu
‘'sejoy 7 > eJnjeladwa} '01d02504q1402U0.1q Op OSh 'BJIPILW 0BILIUSIIO
‘seJoy p> 9490S "W G ‘0dInbugiq opeAeT :|1i91S8 0dskel4
sopojaw /sasijeue d
apepljiqels] 9yodsuea | eJjsowy / e}ayjo) ap |eldje

g1 9p odi Y,

MANUAL DE BACILOSCOPIA E GENEXPERT 21



(&

oededipaw
38 |juslquie ep sajue elduJa)a.d ap Jay|oD) "4ay|od
e 'seloy einjesadway euanbad ewn e ajuspuodsaliod '6Gy7 's9za4
ve> ‘eloy | > :9)ueAIasuod was ebJe| ex0q ap odsed
‘eJjsowe esidwiid ep eidodso|ioeq
ep opejnsas op eboasus e esed oededsew
)58 B Z 3P ep elp ou anbaJjus Jas anap edysowe epunbas
JeAJasuod e anb opuas ‘e}lay|od ep elp ou ololeioqge|
‘opeydidaud ou anbaJjus J9S ISP EpIY|0d eJISOWE epe)
0 "BYUBW Bp 0B3DIW 3| B BPO} ‘'SOAI}NIISUOD SeIp
JezjjeJinau 3 Z W9 'soqny {7 9p owixew ou d uodjeq soqn} g
Jebnyijuad ajusique eJed J9y|od ‘oJnau oeqges o enbe wod suaibly
no einjesadway e sody ‘W Qf7 9p OWIUjW SWN|OA ‘euld() :edS0d
seloyy > ‘'seioy 71> op edwe)} wod ebie| exoq dp |1ID}SD 0dsedq
‘eulj eynbe wod
oedeJidse ewn 03}194 19s opod ‘eojebelez
wod sejiaqe sapepliaed ‘oedund
SjusIque sjusIquie Jod sepeyoay mm.nmn_>mu 9 's90392.429
einjesadwsa} eJnjesadwsy 9 shd ‘euljes oe3n|os no epe|iysap enbe
‘'seqoy 7z > ‘'seqoy z > wo esisow] eojebesez ‘[149)s9 odsedq
sopojaw /sasijeue
apepijiqels3 9piodsued | eiisowy / e}Iay|o) 9p |eldiey :

gL 9podiy

)

22 MANUAL DE BACILOSCOPIA E GENEXPERT









3.BACILOSCOPIA

A baciloscopia é a pesquisa de bacilos alcool-acido resistente (BAAR) no esfregaco da amostra
através do microscopio. Trata-se de uma técnica simples, de facil execugdo, porém de baixa
sensibilidade (25 a 65%) se comparado com a cultura, pois o numero minimo de bacilos para
que se tenha um resultado positivo vatia de 5000 a 10000 bacilos/ml da amostra.

A realizagio da baciloscopia compreende 3 passos importantes: execucdo do esfregaco,
colorac¢io do esfregaco e leitura microscopica do esfregaco corado. A execugido do esfregaco
pode ser feita directamente a partir da amostra ou apds a amostra passar pelo procedimento de
descontaminacao, fluidificacio e concentragiao por agentes quimicos. Este manual descreve a
baciloscopia directa usando a amostra de expectoragao.

3.1. Recepcao das amostras no laboratério

A recepcio € uma componente da fase pré- analitica, na qual ocorre aceitacio ou tejeicio de
amostras, registo da amostra do paciente no livro de registo fornecido pelo PNCT, rotulagem
do nimero de registo do laboratdrio na requisi¢io e nos escarradores contendo amostras.

Os critérios de rejeicdo das amostras podem set:

¢ Amostras demarradas,

* Escarrador sem amostra ou amostra sem requisi¢ao

* Discrepancia entre os dados da requisi¢io e amostra/escarrador

* Discordancia do tipo de amostra indicada na requisi¢ao com a amostra recebida.

3.2. Material necessario para realizacao da baciloscopia

* Lapis de diamante (para laminas lisas) ou de carvao (para liminas esmeriladas/foscas)
» Tabuleiro;

* Papel toalha, papel de caqui ou gaze;

* Pincas;

* Lampatina ou bico de bunsen;

+ Laminas novas, limpas e desengorduradas em alcool absoluto;

* Palitos de madeira (palitos da zaragatoas) ou ansas plasticas descartiveis ou ansas metalicas
com diametro de 3 mm;

* Recipiente para descarte de material;
* Recipiente contendo hipoclorito de sédio a 0.5% para o descarte de ansas ou palitos usados;
* Frasco com areia e alcool a 70% para a previa descontaminacio de ansas metalicas;
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3.3. Reagentes necessarios para a realizacao da baciloscopia

* Hipoclorito de sédio a 0.5%

+ Alcoola 70%

* Solugdes de coloracao (dependendo do método - Ziehl Neelsen ou Auramina O)

+ Agua.

Nos anexo 3 e 3.1. estdo descritos a preparacio dos reagentes para execugio da técnica de Zielh
Neelsen e Fluorescéncia.

3.4. Organizacao da area de trabalho

* Descontaminar a bancada ou estagdo de trabalho com solu¢ao de hipoclotito de sédio a 0.5%
e de seguida passar alcool a 70%;

* Colocar por cima da bancada ou dentro da estagdo de trabalho todo o material que vai usar
durante a execugio do esfregaco.

3.5. Identificacao das laminas

+ Com um lapis de carvio (se alamina for esmerilada/fosca) ou lipis de diamante (se lamina for
lisa), escrever na extremidade da limina o numero do laboratério atribuido na recepgio da
amostra no laboratério.

* Certificar que o numero de registo na lamina corresponde com o nimeros no escarrador.Se o
paciente trouxer duas amostras, usar uma Unica limina para cada amostra do paciente, isto
é,para primeira amostra colocar numa lamina o nimero com barra 1 e para a segunda amostra
colocar noutra Jamina o nimero com barra 2, como mostra a figura 9.

Figura 9. Exemplo de enumeracao das limina microscépicas por lapis de diamante para a realizagio da baciloscopia. Neste caso o
paciente entregou ao laboratério duas amostras: alimina 22/1 é para a primeira amostra ¢ a limina 22/2 é para a segunda amostra.
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3.6. Execucao do esfregaco

1. Se usar zaragatoa ou palitos de madeira, partir este a0 meio e proceder o ponto 4. Se usar
ansa metalica, mergulhar a ansa no frasco com areia embebida em alcool a 70%.

2. Retirar a ansa da areia em alcool a 70% e esterilizar na lamparina ou bico de bunsen (até a

ansa tornar-se vermelha);

Deixar arrefecer a ansa (ndo soprar) para evitar a criagao de aerossois;

Introduzir a ansa/zaragatoa no escarrador e colher a parte da amostra mais mucopurulenta;

Colocar a amostra no centro dalamina;

Fazer o esfregaco no centro da lamina cobrindo uma area de 2x1cm;

NV AW

Passar a ansa no frasco contendo areia com alcool para remover residuos de expectoracio e
esterilizar de novo na lamparina ou bico de bunsen (nfo aplicivel aquando do uso da
zaragatoa).

o

Realizar os mesmos procedimentos para as restantes amostras.

9. Conservar a ansa apds esterilizagio na lampatina/bico de bunsen. No caso do uso da
zaragatoa, descarta-la no recipiente de descarte contendo hipoclorito de sédio a 0.5%.

10. Deixar a lamina secar a temperatura ambiente (nao usar a chama nem colocar ao sol).

3.7.Fixacao do esfregaco

1. Ap6s a secagem da lamina a temperaturaambiente, pegar na extremidade de cada lamina com
ajuda de uma pinca (a parte que contém o esfregaco deve estar voltada para cima);
2.Passar rapidamente a lamina, 3 vezes, pela chama da lamparina ou bico de Bunsen.

NOTA: Nio aquecer a lamina demasiadamente de forma queimar os bacilos

3.8. Coloracao do esfregaco, leitura e interpretacao de resultados
Para leitura e interpretacdo do resultado, o esfregaco deve passar pelo processo de coloragao.

Virias sdo os métodos de coloracio do esfregaco. Este manual descreve os métodos
padronizados de Ziehl-Neelsen e Auramina O (Fluorescéncia).

3.8.1. Coloracao pelo método de Ziehl-Neelsen

O principio da coloragio do esfregaco pelo método de Ziehl-Neelsen baseia-se na capacidade
que as micobactérias tém de reter a fucsina apés coloragdo e nao se deixar descorar pela acgao
do acool-acido, permitindo assim a observagdo de bacilos avermelhados na microscopia éptica.
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a) Procedimento de coloragio

1. Colocar as laminas no suporte de coloracio com o esfregaco virado para cima, de acordo com
o nimero de ordem de registo, sem encostar umas as outras (corar, no maximo, 12 laminas de
cada vez);

2. Incluir as laminas de controlo positivo e negativo no lote das liminas por corar (ver capitulo 5);

Cobrir as laminas na totalidade com fucsina filtrada a 1%;

4. Aquecer as laminas lentamente, passando por baixo das lJaminas uma haste em chama, até a
emissao de vapor (fumo da fucsina), nao deixando a fucsina ferver;

5. Deixar actuar por 5-7 minutos;

6. Inclinar as laminas para derramar a fucsina e com ajuda de um recipiente, lavar, deitando
lentamente, 4gua corrente sobre as laminas. A dgua deve ser deitada sobre o nimero inscrito
de cada lamina, para que escorra suavemente sobte o esfregaco até eliminar toda fucsina;

7. Manter as laminas inclinadas para remover o excesso de agua;

8. Cobrir as laminas com a solucio alcool-acido a 3% ou 4cido sulfurico a 20%;

9. Deixar actuar durante 2 minutos;

10. Lavar com agua corrente como descrito em 6. Repetir o passo 8 se necessatio;

11. Cobrir as laminas com azul de metileno a 0.1%;

12. Deixar actuar durante 2-3 minutos;

13. Lavar com agua corrente como desctito em 6;

14. Com o papel toalha ou gaze embebido em alcool, limpar a lamina na parte oposta ao esfregaco
para remover o fumo e excesso de corantes;

15. Deixar secar os esfregacos ao ar livre sem coloca-los ao sol ou qualquer tipo de aquecimento.

&

b) Leitura microscépica de laminas coradas pelo método de Ziehl-Neelsen

1. Limpar bem as objectivas do microscopio antes de o ligar e registar no formulario do anexo 4

2. Colocar a lamina de controlo positivo na platina, focar com objectiva de 10x e ajustar com
ajuda do parafuso macrométrico e micrométrico;

3. Quando visualizar a imagem do esfregaco, colocar 1 gota de dleo de imersio sobre a lamina;

4. Usar a objectiva de 100x e ajustar até o aparecimento de uma imagem nitida;

Na coloragdo pelo método de Ziehl-Neelsen, os bacilos aparecem em forma de
bastio,avermelhados,porvezesisoladosouagrupadosouaindafragmentados (em pacientes em
tratamento), com um fundo azul (figura 4).
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Figura 10. Bacilo alcool-acido-resistente observado ao microscépio 6ptico apds coloracao de Ziehl-Neelsen.
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5. Apds obter a imagem nitida do campo microscopico, divida-o mentalmente em quatro
p g P q
quadrantes no sentido horario: 12, 3, 6, 9;

0. Iniciar a contagem dos bacilos pelo quadrante superior direito entre os numeros 12 e
3,focandoedesfocandocom o parafuso micrométrico;

7. Contar mentalmente os bacilos na supetficie e na profundidade. Continuar com a contagem
nos quadrantes 3 ¢ 6,6 ¢ 9, e por fim 9 e 12 (no sentido horario). A soma de todos bacilos
encontrados nos 4 quadrantes correspondem ao nimero de bacilos existentes num tnico
campo;

4 )

Ndmero da lamina:

Resultado:

Data:__/____/__

- J

Figura 11. Papel quadriculado usado para leitura microscopica.

9. Mudar de campo, procurando um ponto de referéncia. Por exemplo, partindo do ponto 3,
move-se o campo até ao ponto 9 do campo seguinte, assim sucessivamente até a leitura
completa do esfregaco, como mostraa fig. 12.
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Figura 12. Tlustracdo da mudanga de campo durante a leitura microscopica

c) Interpretagdo dosresultadosnométodo de Ziehl-Neelsen

Fazer o somatério dos bacilos observados e dividir pelo numero total de campos
observados segundo aescalade classificagio da OMS/UICTDR parainterpretacio dos
resultados (tabela1).

Tabela 1. Escala de Classificacio da OMS/UICTDR para leitura de laminas pelo método de Ziehl-Neelsen

4 Sistema Microscépio Usado )
RESULTADO
Luz branca (100x10=1000 Ampliacédo)
Negativo Zero BAAR/100 Campos
Contagem exacta 1-9 BAAR/100 Campos
+ 10-99 BAAR/100 Campos
++ 1-10 BAAR por campo/50 Campos
\_ 4+ >10 BAAR por campo/20 Campos )

NOTA: O mesmo esfregaco deve ser observado por dois técnicos.

3.8.2. Coloracao pelo método de Auramina O (fluorescéncia)

O principio da coloragio do esfregago pelo método de Auramina O ou baseia-se na capacidade
das micobactéria sem reter a auramina O ap6s coloragdo e ndo se deixar descorar pela ac¢io do
acool-acido, permitindo assim a observagido de bacilos fluorescentes na microscopia de

fluorescéncia.
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a) Procedimento de coloragio pelo método de Auramina O

1. Colocar as laminas no suporte de coloracdo com o esfregaco virado para cima, de acordo
com o nimero de ordem de registo, sem encostar umas as outras;

2. Incluir as laminas de controlo positivo e negativo no lote das laminas por corar;

3. Cobrir todo o esfregaco de cada uma das laminas com a solugdo de auramina fenificada a
0.1%;

4. Deixar actuar por 20 minutos;

5. Apds os 20 minutos, inclinar as laminas para derramar a auramina fenicada e com ajuda de

um recipiente, lavar, deitando lentamente, 4gua corrente sobre as laminas. A dgua deve ser

deitada sobre o nimero inscrito de cada lamina, para que escorra suavemente sobre o

esfregaco até eliminar toda auramina;

Manter as laminas inclinadas para remover o excesso de agua;

Cobrir completamente a limina com a solugio descorante de alcool-acido a 0.5%;

Deixar actuar por 2 minutos;

o 0N

Lavar com 4gua corrente como descrito em 5. Caso a lamina nio descore completamente,

repetir o passo 7, deixando actuar por 30 segundos;

10. Cobrir o esfregaco de cada uma das laminas com a solucio de permanganato de Potéssio a
0,5%;

11. Deixar actuar por 1 minuto;

12. Lavar com 4agua corrente como descrito em 5.

13. Com o papel toalha ou gaze embebido em 4alcool, limpar a limina na parte oposta ao
esfregaco para remover o fumo e excesso de corantes;

14. Deixar secar os esfregacos ao ar livre sem coloca-los ao sol ou qualquer tipo de aquecimento;

15. Manter as laminas coradas no escuro ou ao abrigo da luz e fazer a leitura logo que possivel

pois a fluorescéncia desaparece rapidamente quando exposto a luz.

b) Leitura microscépica pelo método de fluorescéncia

1. Ligar o microscépio iLED de imediato no momento da observacio;

2. Girar o revolver de modo que a objectiva de x 20 (ou x 25) esteja na posicio da luz;

3. Colocar alamina de controlo positivo na platina e mover até posicionar a lamina na objectiva;

4. Ajustar com o parafuso macrométrico primeiro, e depois pelo parafuso micrométrico, para
focar o campo;

5. Verificar se o brilhante amarelo fluorescente do BAAR é claramente visto. Caso contrario,
ajustar a lampada e/ou a posicao do espelho. Verificar se o campo ¢é uniformemente
iluminado. Se nido, centralizar o diafragma depois fecha-lo parcialmente (aplicavel para
microscopios de fluorescéncia, nao iLED);

A aparéncia tipica dos BAAR ¢ de bastonetes e delgados, ligeiramente curvos. Ele socorrem
isoladamenteou em pequenos grupos e raramente em grandes aglomera¢des (figura 13). Com
boa coloracio, também pode haver artefactos fluorescentes (as vezes verdes), que nao tém a
forma tipica. Formas bacilares ndo fluorescentes também devem ser consideradas como
artefactos.
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Figura 13. Bacilos alcool-acido-resistente observado na microscopia de fluorescéncia

6. Trocar alamina do controlo positivo pela primeira de rotina sem mudar o foco ou girara
objectiva. Repetir o procedimento para cada lamina por examinar;

7. Usando a objectiva de x 20 (ou x 25), fazer aleitura do esfregaco sistematicamente de um
lado para o outro como descrito no método de Ziehl-Neelsen.

8. Usara objectiva de 40 x para observar e registar os resultados como no ponto 7 da leitura
microscopica pelo método deZiehl-Neelsen;

9. O mesmo esfregaco deve ser observado por outro técnico escalado;

10. Armazenar as laminas nalaminoteca em ordem numérica do registo de laboratério.

11. Depois de terminar a leitura, desligar o microscopio, limpar e registar no formulario do
anexo 4.

c) Interpretagido dos resultados pelo método de fluorescéncia

Fazer o somatério dos bacilos observados e dividir pelo nimero total de campos
observados. Interpretar os resultados de acordo com a escala de classificacio da
OMS/UICTDR para emissio dos resultados (tabela 2).

Tabela 2. Escala de Classificacio da OMS/UICTDR para leitura de laminas pelo método de Fluorescéncia (Auramina O).

( Sistema Microscépio Usado \
RESULTADO
Fluorescéncia (40x10=400 Ampliacdo)
Negativo Zero BAAR/40 Campos
Contagem exacta 1-19 BAAR/40 Campos
+ 20-199 BAAR/40 Campos
T+ 5-50 BAAR por campo/50 Campos***
\ 4+ >50 BAAR por campo/20 Campos** )

*** Ler 20 campos
** Ler 8 campos
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Se houver incerteza quanto a presen¢a de um bacilo na leitura usando a objectiva de 40x,
inspeccionar a lamina cuidadosamente, com a objectivade 100x (use 6leo de imersao). Este
procedimento ¢ mais eficiente que corar a mesma lamina pela técnica de Ziehl-Neelsen (as vezes
recomendada).

d) Registo dos resultados pelo método de fluorescéncia

Os resultados das baciloscopias devem ser emitidos dentro de24 horas. Estes devem ser
registados no livro de registo fornecido pelo PNCT, na requisicdo de pedido médico e no
sistema informatico, se aplicavel.

3.9. Conservacao das laminas

Todas laminas coradas, tanto pelo método de ZiehINeelsen, como pelo método de Auramina O,
devem ser bem conservadas em laminotecas ou caixinhas para a avaliacio externa de qualidade.
As laminas devem ser armazenadas em ordem de nimero de registo nas laminotecas. Caso o
laboratério ndo tenha laminotecas suficientes, deve enrolar as Jaminas em papel toalha ou caqui,
mantendo separagio entre elas. Note que o excesso do 6leo de imersdo nas laminas coradas por
Ziehl Neelsen devem ser removidas deixando as laminas viradas para baixo (a parte do
esfregaco) sob um papel absorvente.

3.10. Controlo e indicadores da qualidade

3.10.1. Controlo interno da qualidade (CQI)

Para a baciloscopia é usado na rotina um controlo positivo e outro negativo. Estes devem ser
usados sempre que se fizer a colora¢do de de laminas.

a) Preparagio das laminas do controlo interno da qualidade

1.Seleccionar amostras de expectoragdo da suarotina com tresultados conhecidos: para CQI
positivo use amostras com resultado de 1+ou 2+ para BAAR e para CQI negativo use
amostras negativas para BAAR;

2.1dentificar varias laminas como CQI positivo e varias como CQI negativa;

3. Preparar e fixar os esfregacos;

4.Colocar e conservar os esfregacos de CQI em laminotecas separadas (os positivos dos
negativos), identifici-las com uma etiqueta de acordo com o tipo de controlo, data de
preparacio, prazo de validade (3 meses), nome do técnico que preparou e simbolo de tisco
biolégico.
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5.Conservar em lugar fresco e ao abrigo da luz.

b) Leitura, interpretagaoe registo dos resultados de CQI

Ler os CQI antes de iniciar a leitura das laminas de rotina. Os resultados devem ser concordantes
com os esperados, isto ¢, CQI+ deve ser positivo e CQI-, negativo. Caso os CQI apresentem
resultados discordantes (se CQI+ for negativo, CQI- for positivo ou ambos positivos/negativos)
nao proceder com a leitura das laminas de rotina. Investigar de imediato as possiveis causas de
erro que possam ter ocorrido:

* Ma conservagao ou preparacao dos reagentes
* Incumprimento do POP de coloragio
* Estado de conservacio, manutencio e limpeza do microscépio, entre outros.

NOTA: Anotar os resultados da leitura dos CQI no livro de registo do laboratério;

3.10.2. Controlo externo da qualidade (CQE)

Trata-se de um processo que permite que os laboratérios patticipantes avaliem suas capacidades
pela comparagdo dos seus resultados aos de outros laboratérios da rede. Esse  processo pode
abranger os seguintes métodos:

* Teste de Proficiéncia executado através de exame de painéis contendo esfregacos positivos ou
negativos;

* Reobservagio cega das laminas;

* Visitas de apoio técnico

3.10.3. Indicador da Qualidade

E um dado de natureza qualitativa ou quantitativa que permite avaliar o desempenho do
laboratério, dos seus técnicos, ou monitora as mudangas durante um certo tempo para se definir
novos objectivos ou novas formas de tomada de decisdo. Para a microscopia da tuberculose os
principais indicadores a serem avaliados mensalmente sao apresentados na tabela 3.
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Tabela 3. Indicadores da qualidade de baciloscopias

INDICADOR

DESCRICAO

META

Numero de baciloscopias
feitas

Numero total de laminas
processadas

Depende da meta
estipulada para

Taxa de positividade para
esfregacos de diagndstico
(Caso novo)

Numero total de esfregacos
de diagndsticocasos novos
positivos/Numero total de
esfregacos de
diagndsticocasos

Aproximadamente
10%

Taxa de positividade para Numero total de esfregacos 5-10%
esfregacos de controlo de controlo positivos/Numero
(Recaidas, faléncias, total de esfregacos de
abandonos) controlo*100%
Tempo de Resposta Tempo desde a recepcdo da 24-48horas
Laboratorial amostra ate emissdo do
resultado
Qualidade de amostra Numero total de <15%
(somente para amostrascasos novos com
€asosnovos) aspecto de saliva/Numero
total de amostras casos novos
recebidas*100%
Rejeicdo da amostra Ndmero de amostras <1%
rejeitadas/Total de
amostras recebidas*100%
Resultados de Avaliacao Resultados oriundos da >80%

Externa de Qualidade
(Painel de Testagem/
Reobservacao Cega das

Kléminas)

participacdo do laboratério
no Painel de testagem e ou
reobservacdo cega das
laminas

MANUAL DE BACILOSCOPIA E GENEXPERT 35




3.11. Referéncias

Richard Lumb Armand Van Deun Ivan Bastian Mark Fitz-Gerald, (2013).ILaboratory Diagnosis of Tuberculosis by
Sputum Microscopy. Australia.

Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude.Departamento de VigilanciaEpidemiolégica. Manual
Nacional de Vigilincia Laboratotial da Tuberculose e Outras Micobactétias/ Ministério da Satde, Secretaria de
Vigilancia em Saude, Departamento de Vigilancia Epidemiolégica. - Brasilia: Ministério da Satde, 2008.

Keila Furtado Vieira; Edson Shusaku Shitara; Maria Elizabete Mendes; NairoMassakazuSumita
(2011). A utilidade dos indicadores da qualidade no gerenciamento de laboratérios clinicos.
Brasil.

Brasil. Ministério da Saude.ProgramaNacional de Controlo de DST e AIDS. Coordenagio da
PoliticaNacional de Sangue e Hemoderivados. Tuberculose, Diagnéstico Laboratorial,

Baciloscopia. Brasil. TELE-LAB.

Afranio L. Kristski; Marcus B. Conde; Gilvan R. Muzy de Sousa (2005). Tuberculose - Do
Ambulatério 4 Enfermaria. 3* edicio, Brasil.

Harries AD, Karnenya A, Namarika D, et al (1997). Delays in diagnosis and treatment of smear
positive tuberculosis and the incidence of tuberculosis in hospital nurses in Blantyre, Malawi.

Trans R Soc Trop Med Hyg,

World Health Organization (2012). Tuberculosis - Laboratory Biosafety Manual.

36 MANUAL DE BACILOSCOPIA E GENEXPERT



3.12. Anexos

ANEXO 3. Regentes de Zielh Neelsen

a) Fucsina basica - solugdao a 1%

® FUCSINA DASICA coovveerieercierreecemceree s ess s s s s sessesssseesas 5gr
¢ CHiStAIS AE FENOL ..ttt sttt st as e sesessasasas 25gr
LI v e o) OO

+ Agua destilada

Adicionar a fucsina num baldo. Dissolver os cristais de fenol em * 200.0ml de dgua destilada.
Juntar o fenol com a fucsina no baldo e misturar em um agitador magnético. Adicionar a restante
agua e depois o alcool. Registar no formulario de Controle de Qualidade da Fucsina Fenificada
do anexo 5.

Etiquetar o frasco "1% de Fucsina basica", com data de preparacio e assine com nome do
Técnico preparador. A data que a garrafa é aberta primeiro deve ser escrita no rétulo. Esta
solucio pode ser mantida por 6 meses.

b) Solucao de descoloragio
+ Acido sulfitico (concentrado)..........oevveeeessvrerssssnreen 250ml
. Agua deStilada.. ... s 750ml

Preparar em frascos conicos com capacidade de 2 - 3 litros. Adicionar 750 ml de agua (gelada, se
possivel), e depois adicionar 250 ml do 4acido sulfirico lentamente pela parede do frasco. Parar
regularmente e girar lentamente o frasco para arrefecer. Se ficar muito quente, parar 0 processo
por um periodo longo ou arrefece o frasco em dgua fresca (tomando muito cuidado para evitar
que agua corrente entre no frasco). Registar no formulario Preparacio de Reagentes do anexo 5.

ATENCAO: o acido sulfirico deve ser adicionado a 4gua - NUNCA ADICIONAR AGUA
NO ACIDO. Sempre use 6culos de seguranca/proteccio e luvas, além de batas/aventais, ao
manipular acidos fortes.

Etiquetar o frasco "25% H2SO4", com data de preparagio e assine com nome do Técnico
preparador. A data que a garrafa é aberta primeiro deve ser escrita no rétulo.

Estasolucaopodesermantidapor 6 meses.

m Uma solucio de descoloracio alternativa que consiste em acido clotidrico e alcool também é

usada:
¢ Etanol absoluto oumetanol ..........ooeveveeeeeceerveesieneerennns 970.0ml
« Acidohidroclotidricoconcentrado........eerveeessserereeecenn 30.0ml
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Acrescentar sempre acido lentamente no dlcool. Usar sempre frasco de 1 litro e lentamente
adicionar o acido hidrocloridrico no alcool.

Etiquetar o frasco "alcool-dcido 3%", com data de preparacio e assine com o nome do técnico
q 5 ¢

preparador. A data que do frasco que é aberto primeiro, deve ser esctita no rétulo. Esta solugdo
pode ser mantida por 6 meses.

c) Azul-de-metileno
* Azul de metileno....reeeceneeeeeeeereerenenn. 1lgr
+ Agua destilada 1000ml

Usar sempre frasco de 1 litro e lentamente adicionar a agua destilada no balao com 1gr de azul
de metileno e agitar no agitador magnético.

Etquetar o frasco "0.1% azul-de-metileno”, com a data de preparacio e assine com nome do

Técnico preparador. A data do frasco que ¢ aberto primeiro, deve ser escrita no rétulo. Manter
as solucdes na escuridio ou em frascos escuros, e deve ser usado dentro de 12 meses.
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ANEXO 3.1. Preparacao de reagentes para Auramina "O"

a) Auramina fenificada

Para obter 1000ml de Auramina fenicada 0,1%, é necessario que sejam preparadas,
separadamente, uma solucio de Auramina (Solugio A) e uma solucao de fenol aquoso (solugao
B).

Preparagio da solugio A - Auramina

* Etanol (95%0) «.ovvviiiiiiininnn. 100 ml

o Auramina O ... 1g

1. Colocar 2 auramina O num balio de 100 ml

2. Adicionar aos poucos 70 ml do etanol no baldo sobre a auramina
3. Agitar o baldo suavemente até a completa dissolucio

4. Completar o volume para 100 ml com etanol.

Preparagao da solugao B - Fenol aquoso
* Cristaisdefenol ........................ 30 gr
* Aguadestilada....................... 870 ml

NOTA: Se usar fenol liquido, ajustar o volume como indicado pelo fabricante.
1. Colocar o fenol num baldo de 1000 ml;
2. Adicionar lentamente 870 ml de 4gua destilada no baldo sobre o fenol.

Preparacido da solucao Auramina fenicada 0,1%
1. Misturar todo o volume da solu¢do A na soluciao B
2. Colocar esta solugdo num frasco ambar bem vedado, ja rotulado, com a informagio:
a. Nome do corante e concentracao (0,1%)
b. Data de preparacio
c. Validade
d. Nome do técnico preparador
3. Manter em armazenamento, a0 abtigo da luz, e a temperatura ambiente, até 3 meses.
4. Registar no formulario Controle de Qualidade da Solugdo de AuraminaFenificada, no anexo 5.

ATENCAO: O fenol ¢ um quimico altamente corrosivo, toxico e higroscopico. Manipular com
muito cuidado para evitar com que espalhe-se e cause corrosio na balanga, remover o copo cada
vez que adicionar ou substituir o produto.

b) Solugao de descoloragio: alcool-acido
* Acido cloridrico concentrado ........ 10ml
* Etanola 95% 2000 ml

Deitar lentamente 10 ml de acido cloridtico em 2000 ml de etanol, misturar e deixar repousat pot
24h.

Rotular o frasco com "0.5% descorante dlcool-acido", com a data de preparagdo e com o nome do
Técnico preparador. A data que o frasco € aberto primeiro, deve ser esctita no rétulo. Manter as
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solucbes protegidos da luz solar ou em garrafas de ambar, e deve ser usado por 6 meses.
c) Contraste: permanganato de potassio - 0.5%

* Permanganato de potassio. 5¢
* Aguadestiada....... 1000ml

Dissolver 5gr do permanganato de potassio em 1000ml de 4gua destilada e agitar. Conservar em
ambientes escuros a temperatura ambiente. Estavel por 3 meses.
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a) Producao de Fucsina basica

~

Producao de Fucsina basica a 0.1%
]
Reagente d:l fa‘lj:i::(;t:te Validade Pesagem/Volume (gr/ml)

Fucsina basica

Fenol cristais

Etanol 95%

Agua destilada

Pesagem Balanca - Marca:

Responsavel Data de execucéo: / /
- 4
4 Data de~ Quantidade Validade Lote de Producdo A

Preparacéo Produzida !
\Responsa'vel Data de execucéo: / / /
Controlo de desempenho de Fucsina Basica a 1%
CQl Positivo apresentou BAAR coradode CQI positivo ou negativo apresentou resultado
amarelo com fundo preto e CQI negativo diferente do esperado.

nao apresentou BAAR mas sim umfundo
preto como o esperado.

Lote validado Lote invalidado

\Responsavel Data de execucéo: / / Y,
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b) Preparacao de Azul de metileno 0.1%

( Producdo de Azul de Metileno a 0.1% \
Q .
Reagentes NFa%?'ilé’;:tgo Validade Pesagem/Volume (gr/ml)

Azul de Metileno

Agua Destilada

Pesagem Balanca - Marca:

Responsavel Data de execucdo: / /
- i —/
s : D
Data de Quantidade . 5
Preparacio Produzida Validade Lote de Producao
Responsavel Data de execucdo: /. /.
- J

Controlo de desempenho de Azul de Metileno a 0.1%

CQI Positivo apresentou BAAR corado de CQlI positivo ou negativo apresentou resultado
amarelo com fundo preto e CQI negativo diferente do esperado.

nao apresentou BAAR mas sim um fundo
preto como o esperado.

Lote validado Lote invalidado

\Responsével Data de execucdo: / / )
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¢) Producdo de Auramina fenificada

/

SOLUCAO A
o .
Reagentes NFacll)?'ilcoat:tgo Validade Pesagem/Volume (gr/ml)
Auramina O
Etanol 95%
Pesagem Balanca - Marca:
- J
o : D
ata de Quantidade . =
Preparacio Produzida Validade Lote de Producao
Responsavel Data de execucdo: /. /
o J
( SOLUCAO B )
Reagentes N:a%?,ilé’at:t? Validade Pesagem/Volume (gr/ml)
Cristal Fenol
Agua destilada
Pesagem Balanca - Marca:
N\ J
o : D
ata de Quantidade . -
Preparacio Produzida Validade Lote de Producao
Responsavel Data de execucao: /. /.
o J

Controlo de desempenho da Auramina Fenicada

CQlI Positivo apresentou BAAR coradode
amarelo com fundo preto e CQI negativo
nao apresentou BAAR mas sim umfundo
preto como o esperado.

CQl positivo ou negativo apresentou resultado
diferente do esperado.

Lote validado

Lote invalidado

\Responsével

Data de execucdo: /. /.
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d) Preparacdo de Solucdo Descorante de Alcool-Acido

4 Producio de Solucdo Descorante de Alcool-Acido % )
Reagentes NI;ac:)?'ilc:c;t:tgo Validade Pesagem/Volume (gr/ml)
Alcool

Acido Cloridrico

Pesagem Balanca - Marca:

Responsavel Data de execucdo: / /
N\ i >4
( Data de Quantidade . = \
Preparacao Produzida LAUIEELE Lote de Producao
Responsavel Data de execucao: /. /.
o J
Controlo de desempenho da Alcool-Acido
CQlI Positivo apresentou BAAR corado de CQI positivo ou negativo apresentou resultado
amarelo com fundo preto e CQI negativo diferente do esperado.

nao apresentou BAAR mas sim umfundo
preto como o esperado.

Lote validado Lote invalidado

\Responsavel Data de execucao: / / )
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e) Preparacao de Permanganato de Potassio

~

Produco de Solucio Descorante de Alcool-Acido %
Reagentes ngaiiil:(::tgo Validade Pesagem/Volume (gr/ml)

Permanganato de Potéssio

Agua destilada

Pesagem Balanca - Marca:

Responsavel Data de execucdo: / /
N\ - 4
o : D
ata de Quantidade . =
Preparacio Produzida Validade Lote de Producao
Responsavel Data de execucéo: /. /.
G J

Controlo de desempenho de Permanganato de Potassio

CQI Positivo apresentou BAAR coradode
amarelo com fundo preto e CQI negativo
nao apresentou BAAR mas sim umfundo
preto como o esperado.

CQI positivo ou negativo apresentou resultado
diferente do esperado.

Lote validado

Lote invalidado

\Responsével

Data de execucdo: /. /
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ANEXO 4. Formulario do Registo de Limpeza do Microscépio
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4. GENEXPERT

O Xpert MTB/RIF é um ensaio molecular de reac¢ao em cadeia polimerasica
(PCR) do acido desoxirribonucleico (ADN) das bactérias pertencentes ao complexo
Mycobacterium tuberculosis que permite a detec¢do destas e simultaneamente resisténcia
a rifampicina. O mesmo apresenta sensibilidade acrescida quando comparada com a
microscopia, no entanto, esta sensibilidade é sub-6ptima, particularmente nas baciloscopias
negativas, pacientes com TB/HIV e na determinagdo de resisténcia a rifiampicina.
O Xpert MTB/RIF Ultra (Ultra) também ¢ um ensaio molecular que foi desenvolvido
como um ensaio da nova gera¢do para superar as limitagdes do Xpert MTB/RIFE.
Ao contrario do Xpert MTB/RIF, que tem um limite de detecgdo de 131UFC/ml,
o Ultratem apenas 16 UFC/ml, usa dois alvos de amplificacido diferentes (IS6110 eIS1081)
eapresenta um compartimento maior no tubo de amplificagdo/ reacc¢do (50ul comparado
com 25 pl do Xpert MTB/RIF), tornando-o, por isso, mais sensivel. Além disso, o Ultra usa
umaanalisebaseadanatemperaturadefusiaoemvezdaanalisedoPCRemtemporeal,oque
permitediferenciarmutagoessilenciosasdasmutagcdesqueconferemresisténciaarifampicina.
Ambos ensaios usam a mesma plataforma de GeneXpert, sdo simples de executar,
rapidos e podem ser realizados em laboratdrios de baixo risco como os de baciloscopia.
No entanto, o seu funcionamento ideal exige que o instrumento esteja num ambiente com
temperatura controlada (ar condicionado), com calibra¢ao em dia e ligado ao sistema de
fornecimento de energia eléctricaininterrupta (UPS) ou estabilizador de energia eléctrica.

4.1. Procedimento técnico para a realizacao do GeneXpert

a) Organizacio do trabalho

Para a realizagdo do Xpert MTB/RIF ou Xpert MTB/RIF Ultra é necessario organizar os
seguintes materiais e reagentes:

Materiais
¢ Cartuchos de GeneXpert;
o Tabuleiro;
« Papel absorvente/gaze
e Marcador
« Pipeta de Pasteur (incluido no kit do fabricante)

Reagentes:
* Solugéo de hipoclorito de sddio a 0.5%;
o Alcool a 70%;
o Reagente da amostra fornecido pela Cepheid
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Procedimento de Organizagio:

Antes de iniciar com o processamento da amostra assegure que o GeneXpert esteja ligado
aum UPS.

Descontamiar a bancada ou estacdo de trabalho com solugido desinfectante;

Dispor de tabuleiro com papel-toalha embebido em hipoclorito de sédio a 0.5%;
Certificar-se que os escarradores contendo amostras estejam devidamente identificados;
Dispor do reagente, cartucho e pipeta de Pasteur fornecido pela Cepheid;

Colocar o tabuleiro com a amostra no centro da bancada ou estacio de trabalho. De um
lado coloque todo material limpo como reagentes, cartuchos e pipeta. Do outro lado
colocar o saco de autoclave/ recipiente para descarte de residuos;

Preparar, de cada vez, o nimero de amostras em funcao do nimero de moédulos disponiveis
(ou seja, em funcionamento);

Iniciar a preparacio das amostras dentro de 30 minutos antes de um moédulo estar
disponfvel;

Nao abrir o cartucho até a amostra estar pronta para realizar o teste;

Utilizar o cartucho dentro de 30 minutos ap6s abertura da tampa.

N3o utilize o cartucho se:

O prazo de validade estiver vencido;

Estiver humido;

A tampa partida ou com abertura;

Cair antes ou ap6s a adi¢ao da amostra;

O tubo de reac¢io na parte traseira parecer estar danificado;

Ja tiver sido processado: cada cartucho destina-se apenas a uma utilizacio e nao pode ser
reutilizado apés ter sido digitalizado;

A sua embalagem (bolsa de 10 ou 50 cartuchos) estiver aberta ha mais de 6 semanas.

Identificag3o do cartucho:

Pegue no cartucho apenas pelo lado direito e esquerdo. Nao toque na tampa, no coédigo de
barras na parte da frente e nem no tubo de reacgdo na parte traseira;

Rotule o cartucho com o nimero da amostra escrevendo no seu lado esquerdo ou direito ou
afixe o rétulo de identificagdo do paciente;

Nio coloque o rétulo na tampa do cartucho nem obstrua o c6digo de barras existente no

cartucho.

b) Execugio da técnica

Amostras de expectoragao espontinea, expectoragao induzida e lavado gastrico:

1. Abrir cuidadosamente a tampa do escarrador/recipiente de expectoragio
2. Adicionar o reagente da amostra (SR) directamente para a amostra na propor¢ao de 2:1,
isto ¢, se tiver 1ml de expectoragio, por exemplo, adicionar 2 ml de SR por forma a obter
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isto ¢, se tiver 1ml de expectoracio, por exemplo, adicionar 2 ml de SR por forma a obter

um volume final de 3 ml no escarrador. Note que 1 ml de amostra ¢ a quantidade minima

para o processamento no GeneXpert, enquanto que 3-4 ml de amostra se a quantidade

ideal necessaria.

3. No caso de amostras com um volume maior (mais de 4 ml), serd necessaria uma por¢io de

reagente de amostra (SR) de um segundo frasco, visto que cada frasco contém 8 ml de SR.

No entanto, recomenda-se o uso de um frasco de reagente para cada amostra.

4. Fechar novamente o escarrador/recipiente e agitar enetgeticamente 10-20 vezes (um

movimento para a frente e para tras é considerado uma agitagdo Gnica) ou agitar no vértex

por 20 segundos;

5.
6.

Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos
Ap6s os 10 minutos de incubagio, agitar a amostra novamente 10-20 vezes ou agitar no

vortex;

. Ap6s 5 minutos de incubagio adicionais, a amostra devera estar perfeitamente liquida antes

de ser testada, isto é, deve estar sem grumos de expectoracio visiveis. Se ainda estiver
viscosa, espere 5-10 minutos adicionais antes de a inocular no cartucho (2-4 ml da solugao
final)

Amostra concentradas (Aplicavel apenas aos Laboratérios de Referéncia da TB):

1.

Adicionar 1,5 ml de reagente de amostra a 0,5 ml de sedimento suspenso de uma amostra de
expectoracio descontaminada e concentrada (Nota: o ricio de reagente para amostra ¢ de

3:1)

. Fechar a tampa do recipiente contendo a mistura de reagente e amostra e agitar

energeticamente 10-20 vezes ou agite num vortex por 20 segundos;

. Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos;
. Ap6s 10 minutos de incubacio, agitar vigorosamente a amostra novamente 10-20 vezes ou

agite no vortex;

. Ap6s 5 minutos de incubagio adicionais, a amostra devera estar perfeitamente liquida antes

de ser testada, sem grumos de expectoragio visiveis.

Amostras extrapulmonares:

A OMS recomenda o uso das seguintes amostras extrapulmonares para testagem pelo Xpert
MTB/RIF:

Liquido céfalo raquidiano (LCR)

* As amostras de LCR sio, normalmente, paucibacilares e podem ser processadas de forma

similar a expectoracio. Contudo, a concentracio da amostra através da centrifugacio

(sedimentacao) pode fornecer melhores resultados ao teste. Para tal, deve-se assegurar que a

centrifugacio seja feita num tubo hermeticamente fechado.

NOTA: Amostras de LCR contendo sangue podem interferir negativamente no resultados do
teste Xpert.
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Amostras de LCR com volume maior ouigual a 5 ml:
1. Transferir para um tubo conico e centrifugar a 3000 g por 15 minutos
2. Decantar o sobrenadante em um recipiente com soluc¢io desinfectante
3. Ressuspender o sedimento com tampéo fosfato até um volume de 2 ml usando o Reagente da_
Amostra do Xpert MTB/RIF i

4. Inocular o cartucho com a amostra processada e realizar o teste Xpert no equipamento

Amostrade LCR com volume entre 1-5 mil:

1. Adicione igual volume de Reagente a amostrae agitar vigorosamente 10 a 20 vezes.
2. Adicione 2 ml no cartucho e realize o teste no equipamento.

Amostra de LCR com volume entre 0,1-1 ml
1. Adicione 2 ml de Reagente a amostra
2. Adicione 2 ml no cartucho e realize o teste Xpert no equipamento

Amostra de LCR com menos de 0,1 ml:
A amostra é considerada insuficiente para Xpert MTB/RIE. /RIF ou Xpert MTB/RIF Ultra

Aspirados de linfonodos, linfon6dos e outros tecidos:

Devem ser processadas em Cabines de Seguranca Bioldgica. Aspirados de linfonodos devem
ser processados como expectoragdes concentradas (através da homogeneizagdo e concentragio
numa centrifuga).

Para os linfonodos e outros tecidos, proceder da seguinte forma:
1. Cortar aamostra de tecido usando tesoura e pingas estéreis;
. Colocar num homogeneizador ou num almofariz estéril;
. Adicionar 2 ml de solu¢io de tampio fosfato estéril (PBS);
. Triturar até obter uma suspensao homogénea;
. Deixar em repouso para que as particulas maiores se assentem no fundo (5-10 minutos);

SN U A~ LN

. Colocar 0,7 ml do sobrenadante em um tubo cénico com tampa de rosca (certificar-se que
nenhum grumo de tecido seja transferido);
7. Adicionar 1,4 ml do Reagente aos 0,7 ml de amostra usando uma pipeta esterilizada e agitar
vigorosamente 10 a 20 vezes.
8. Inocular no cartucho com 2 ou + ml e realizar o teste.

Amostras liquidas que chegam ao laboratério em seringas devem ser processadas dentro das

CSB, pois a extrac¢do do conteudo da seringa em um tubo conico de 50 ml pode também produzir
aerossois com bacilos. Medidas de biosseguranca devem ser adoptadas para trabalhar com material
perfuro-cortantes.

NOTA: amostras concentradas e extrapulmonares devem ser processadas apenas nos

laboratorios de referéncia da tuberculose por envolver o procedimento de centrifugagio, que gera
aerossois e exigem requisitos de biosseguranca de laboratdrios de alto nivel de contengéo de risco.
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Armazenamento de amostras:

Expectoragio concentrada ou ndo concentrada: refrigerar a 2-8 °C durante 10 dias no maximo.
Se necessario, armazene a temperatura ambiente (maximo até 35 °C) por até 3 dias e, de seguida,
refrigere a 2-8 °C por uma duragiao maxima de 7 dias.

Armazenamento da amostra na presenga de um reagente de amostra:
Expectoragio concentrada ou ndo concentrada: conserve de 2-8 °C e processe no prazo de 12
horas. Caso a refrigeragdo nio seja possivel, processe dentro de 5 horas.

Armazenamento de um cartucho inoculado (por varios motivos, como por exemplo, em
caso de falha de energia)

Realize o teste dentro de 4 horas apds a adicio da amostra. Caso tenha passado mais de 4 horas,
inocule um novo cartucho.

c) Preparagao do cartucho

Inoculagio:
1. Abrir o cartucho e pipete 2 ml de amostra preparada utilizando a pipeta plastica de Pasteur.
2. Pipetar a amostra cuidadosamente para evitar a producio de aerosséis e bolhas;
3. Introduzir o volume pipetado no cartucho;
3. Fechar firmemente a tampa do cartucho e Iniciar o teste no equipamento.

d) Realizagio do teste
1. Liguar o instrumento GeneXpert (ird aparecer uma pequena luz azul no painel frontal);
2. Liguar o computador;
3. Iniciar a sessao no Windows como utilizador Cepheid:

Porta do cartucho
para adicdo da amostra

Figura 14. Cartucho Xpert MTB/RIF (vista superior) ou Xpert MTB/RIF Ultra (vista superior)
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d) Realizagido do teste

Ligar o instrumento GeneXpert
(ird aparecer uma pequena
luz azul no painel frontal);

e Ligar o computador;

Iniciar a sessdo no Windows
como utilizador Cepheid

Cepheid-Admin Cepherd:te

i

° Introduzir a palavra passe: cphd

Clicar duas vezes no icone
e «GeneXpertDx" no ambiente de

trabalho do computador;

Iniciar sessdo com a conta de

utilizador; Database Management =]
a Clicar em "Nao (No)" na caixa de ﬂ Do you want to perform Database Management tasks?
didlogo "Gestao da base de dados [Fes] [ %o |

(database management)" para iniciar a
sua sessdo de trabalho;
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IR GeneXpest® Dx System
User Data Management Reports Setup About

Clicar em “Verificar estado \;;i L7
(check status)” para confirmar croate T st
= g
se todos os modulos estdo disponiveis; oo | gy | SO0 | e | s | i
- —
A3 Available
M Available|

e Clicar em “criar teste” (create test)

l TR scan Cartridge Barcode |
Escolher o registo manual ou efectuar e e
automaticamente a leitura do codigo de
barra directamente do cartucho.
Manual Entry || Cancel

Utilizar o leitor de cédigos de barras para

digitalizar o cédigo de barras do cartucho

deixando o botdo amarelo pressionado.
@ Apds o aviso sonoro, afaste o leitor do cartucho

para evitar digitalizar o cédigo

de barras duas vezes.

Apos ter digitalizado o codigo de barras,
ira surgir a janela “criar teste (crea-
tetest)”.

Introduzir “ldentificacdo do doente
(Patient ID)” = Nome e idade (ver com
o pessoal do GX Alert).

Introduzir “ldentificacdo da amostra
(ID Sample) = Numero do laboratorio

e proveniéncia (ver com o pessoal do
GX Alert).
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o

O software atribuiu um maddulo a ser
utilizado automaticamente. (Nota: é
seleccionado o médulo menos
utilizado, mas pode se seleccionado
um moddulo diferente manualmente.

N

—a
-

Clicar em "Iniciar teste (start test)”.

Colocagio do cartucho

Abrir completamente a porta do
compartimento para cartuchos do
médulo atribuido indicado pela luz
verde intermitente acima do médulo
seleccionado;

Colocar o cartucho cuidadosamente
com o cédigo de barras virado para a

E frente;

Manter o cartucho na vertical; evitar
agitar, inclinar ou deixar cair;

Ao fechar a porta do compartimento
para cartuchos, o teste € iniciado
automaticamente;

Introdugdo manual do cédigo de barras do cartucho

Se o leitor de cédigos de barras nao estiver a funcionar, pode introduzir o cédigo de barras do
cartucho manualmente:
% GeneXpari® Dx System

-
1%

Chieck SEatus

Clicar em
«Criar teste (create test) »
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Digitalizar o cédigo de barras do
cartucho e clique em «Introducao
manual (manual entry)»

Scan Cariridpe Barcode E|

Fleass scan cantridge barcode.

Digitalizar os numeros de
2 linhas dos cartuchos
manualmente

Monitorar o estado do teste

Se pretender observar o progresso da execucio do teste, pode verificar:

* Progresso do teste (por exemplo, 3/45 significa que o teste estd no terceiro de 45 ciclos de

PCR);

* Tempo restante até ao final do teste;
* Estado do teste (por exemplo: "OK");
* Se o estado exibir erro ou aviso, veja as Mensagens para obter uma descri¢io do problema;

Clicar em "verificar estado =

(check status)»

-

E indicado o progresso, o estado e 0 7]

Mensagens com mais detalhes

tempo restante

J

op—
-
|\l
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Interrupcao de um testes

Caso queira interromper um teste, por exemplo, se o cartucho nio foi devidamente
preparado, pode-se interromper o teste da seguinte forma:

Clicar em
"parar teste (stop test)"

* GeneXpert2 Dx System

sy Namn JGuINTBRF

41h A Bt U Oy

|

Seleccionar o(s) médulo(s) 10 T 5
que deve(m) ser o

: . Runring H Deselect Al |
interrompido(s) marcando a—w\ . T
caixa de verificacdo \-9' T o N A~

Xpurt MTE-RIF Assay G4 XpertM 060313160400 | Sample Prep) oK 15014

Ap6s seleccionar, clique em

Apes o
e

| e | Desolact A \

Remaining
‘ ot | Tost e
QK. 1:50.03)

Confirmar a sua escolha g
clicando em "Sim (yes)"

* GaneKpath DxSptem EIBR
—-

. I 7

Podera observar os detalhes . LM ﬁ

° da paragem do teste na seccédo , P : .
"Verificar estado (check status)" S e o | S -] = (= EE

n it
M At
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e) Leitura e interpretagdo dos resultados

Os resultados sao interpretados pelo software do GeneXpert e serdo visualidosna janela
"Ver Resultados (view results)":
[&=13)
, & : [
Clicar em "ver resultados - = ‘ B
(view results)"”

Resgont 1ot 00301 l |
R r——
P —

Para visualizar um resultado em =

particular, clicar em "ver teste
(view test)"

User_Data Management_Reports _Setwp_Mantenance View Resuts_About User ones

P | SR Wbk [ har S

oo v 1o B
o T Wioksteron WTBOETECTE  XpetMToRF Assyod Done Ok 0t 12902
" wos sz re Mhonseron WTBOSTECTE XouNTeRF Assrcd Done Ok raounsorarn
ver teste":clicar duas vezes no [losiors onsda Waobasionn MTB OETECTE. XpatNTERE Aseay0l0onaOC 1S 146622
e MioRskron, WTR OSTECTE . XoWNTERF Assrod Done Ok 1450027
. . T Mickskidon MTBOETECTE XouiNTERF Assr 4 Done Ok 101 122020
teste que pretende visualizar o mri —h e Mt oorser i o snon
oz MboRserion MTBOSTECTE XpuNTe R Assrcd Done Ok baons 14255
oroorzscsser rsoone s Miouskrion WTBOETECTE  XpetTSRF Acsod Done 0K Gds093023
ovonzsacar oo a Wioushrios MTB OETECTE. XGHINTERF Assyo{ Done 0k ogounsnaran
onotzsissno sovnnn 2 Wichstrion MTBOETECTE XomtNTSRF Acsy 4 Dore 0 bsouns 005238
iovnmsasson oo Wiouskoron WTBOETECTE  XowiNTSRE Assod Done Ok 0sounsssiss
ssec o o e Mhonskerop MTBOSTECTE punuTeAF Assrod Done Ok znana 1431
[orovoonmuor uomsssre s Wiahsteiolog_MTB DETECTE. XoutNTORI Assay 04 Do o raneinen
oo osian Wichserion WTBDETECTE  XGenNTGRF Assayod Dore 0K 141114 123048
roizsese romses Micksrion WTBOSTECTE XomiNTSAF Acsyc4 e Ok nna 1311
sioonzsesaw iozive— m Wicuskorop WTBDETECTE XGunNTBRF Assayod Done 0K 1anona 123417
rovorzsisnn 1oz Mhonekerop WTBOSTECTE . pmiNTEAF Assrod e 0k 0a10n4103950
iovnzsisaoso o x Wiohskurdos WTBOETECTE  XGetMTORF Assod Done 0K Ga1ona o5t
fovorioor uorzsws o Mioksteron WTBOTECTE XpetMToRF Assyod Done Ok z6oana 124028
T Mhonsrion WTBOSTECTE XpmiNTe ¥ Assyd one O 1aouneco2347

riosiiosezriomom s kiatog, NTBDETECTE XpotMTB A Assrtbare o anweostas[o

[ox ] [Cemen |
S — I =
o[ ewon | oo || oo || viowtest |

Interpretacao
Informacdes dos resultados
sobre o teste

Curvas de PCR em tempo real
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MTB detectado

Resultado positivo se o ADN da micobactéria for detectado, os resultados serdo
visualizados como Alto, Médio, Baixo e Muito baixo. Os valores de limite de ciclo (Ct)
mais baixos representam uma concentragao inicial de ADN mais elevada; valores de
Ctmais altos representam uma concentrag¢ao inicial de ADN mais baixa (tabela 4).

Tabela 4. Interpretagao dos resultados positivos em fungio do limite do ciclo

Resultado de MTB Valores de Ct

Alto (high) <16
Médio (medium) 16-22
Baixo (low) 22-28
\_ Muitobaixo (very low) >28 )

Nota: A interpretagdo dos resultados do Ultra para detecgio de MTB é a mesma que a
do Xpert MTB/RIF, com excepgdo dos resultados “Tracos de MTB detectado (MTB de-
tected trace)”. Os resultados “Tracos de MTB detectado” ndo fornecem informagio sobre
resisténcia a rifampicina, por isso, nestes casos recomeda-se a testagem por testes de
sensibilidade fenotipico ou genotipico para confirmar ou excluir a resisténcia a rifampicina.

Associado ao resultado positivo na detec¢io da micobactéria, aparecera de igual modo o
resultado da rifampicina:
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’nm FEIED

A mutacdo
no gene rpoB foi detectada. ST

‘wnnmsxn

o Vit Diagnise Use Oy

[Primary Curve |

s

|

s
I

8
i

Nao houve deteccéo da
mutacao no gene rpoB.

R et
Resisténcia a rifampicina indeterminada
(indeterminate): A concentracio de F—
Mycobacterium tuberculosis era muito |
baixa e ndo foi possivel determinar a - v s
resisténcia devido a insuficiéncia de dados ry ;;%{%’j
para interpretar os sinais associados 2 h“’;‘.‘;;"'“: ;E?:::Zf:?i s
resisténcia, sendo necessatia uma nova S i
amostra. o o | v | ]

niao detectado

Resultado negativo: o ADN alvo nio ¢ detectado, no entanto, o controlo de processamento
daamostra (SPC) deve ser positivo em amostras negativas.

\ i | e
— ‘
Controlo de processamento T
de amostras (SPC) E:.:;.T
oo | e |~ = =
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Resultado invalido

Nio foi possivel determinar a presenga ou a auséncia de MTB

Resultado invalido

rz 0809 ‘

Rssay JoerMERRIF G2
arosics Use Only.
Testiype [Specifn v

sampie Type [omer =

SPC negativo

Notes. Views. Legend

Resul Vew 100 ProbeD; primary 2|
lormary Curve w

Mode Name 3
Reagent LotiD* 01405 g w
StartTme 141010123601 B
End Time 1411010 140742 “
Status Dona. o
Usar jaco) i

EEE
SENERE]

&l

5P Primary.
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#* GeneXpert® Dx System

Define Assays Define Graphs

Instruments

Module [ Instrurment Module Serial -CORE Serial Armibient | FCORE Starts
Marne Sarial Number Numbr Number Tamp € C) Since Cal

ERROS

Durante o processamento de amostras no GeneXpert podem ocorrer diversos erros
(5006/5007/5008/5011/2008/2127,/2037/2014/3074/3075/1011). O tipo de erro
e respectivas causas podem ser visualizadas como ilustra o painel abaixo.
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ERRO 5007/5006

* O controlo de verificagio da sonda falhou e o teste foi interrompido antes da

amplificagao.

Origem

Consequéncia

Solucao

Amostra densa ou muito
viscosa

Filtro do cartucho
parcialmente obstruido

Apds 15 minutos de
descontaminacao, se a amostra
continuar viscosa nao a coloque
no cartucho. Aguarde por 10
minutos adicionais até a amostra
ficar completamente liquefeita e,
em seguida, transfira-a para o
cartucho utilizando uma pipeta

Volume Inadequado da
amostra

Rehidratacao
inadequada das esferas

PCR néo pode ocorrer

Adicione sempre volume
adequado da amostra (O volume
transferido para o cartucho deve
estar entre os 2 e 4 ml no
maximo).

Evite a formacao de bolhas ao

Problemas na integridade
da sonda

Sondas danificadas

Armazenar os cartuchos de
acordo com as intrucées
(temperatura e Humidade)

Manutencao insuficiente

N\

Poeira acumulada no
interior do instrumento

Realize a manutencao regular
segundo recomendacdes do
fabricante

J

ERRO 2008

* A pressio excedeu o nivel maximo aceitavel.

Origem

Consequéncia

Solucao

Amostra muito viscosa
ou densa

Amostras contendo
particulas alimentares,
detritos

Filtro do cartucho
obstruido

Assegure que as amostras nao
tenham particulas sélidas

Assegure que a amostra esteja
liquida antes de transferir para o
cartucho

Mau funcionamento
do Médulo

N\

Erro 2008 ocorre
regularmente no
mesmo moddulo

Contacte o ponto focal para
assisténcia/representante da

J
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ERRO 212 (X)

Perda de comunicagao entre o (s) médulo (s) e o software enquanto o teste esta a
decorrer. Possiveis errors: 2120;2121; 2122, 2123;2124; 2126; 2127

Origem

Consequéncia

Solucao

Fornecimento de corrente
eléctrica (fonte ou UPS)

Problemas na conexéo
entre PC-GX

Temperatura da sala

Virus no computador

Actualizacdo automatica
do anti-virus

Adaptador do laptop

Placa de gateway e/ou
falha no fornecimento de
energia

Perda de
comunicacdao em
todos os médulos

Certifique se o fornecimento de
energia é estavel (UPS com
estabilizador de energia, gerador)

Desligue e volte a ligar o cabo de
Ethernet entre o computador e o
instrumento.

Assegure que a temperatura da
sala esteja entre 15°-30°C

Faca"scan" no computador do Gxpert

Proceda com actualizacdo manual
do anti-virus sem que nenhum
teste esteja a decorrer

Verifique se o adaptador ndo esta
solto

Desligue e volte a ligar o cabo de
comunicacdo entre a placa de
gateway e o GeneXpert

Temperatura interna do
mddulo

Problemas de conexdo
dentro do GeneXpert

Perda de
comunicacdo em
todos os médulos

Na seccédo de manutencéo
verifique se a temperatura interna
do médulo é <39°C

Contacte o ponto focal para
assisténcia/representante da

ERRO 5011

Detectado perda de sinal na curva de amplificagao

>

Origem

Consequéncia

Solucao

Tampa do cartucho
permite que o ar escape

Mau funcionamento da
valvula do cartucho

N\

Perda de
pressao no
cartucho

Use um novo cartucho

Contacte o ponto focal para
assisténcia/representante da

J
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- Problemas relacionados com a Temperatura

Origem Consequéncia Solucao
Temperatura ambiente Assegure que a temperatura
ndo se encontra dentro do esteja entre 15°-30°C
recomendado

Verifique o espaco a volta do
sistema (deve existir um espaco
livre de 10-15 cm)

EF;((;S Verifique a temperatura interna
dos médulos
1002
2014 Verifique se os filtros estédo
4009 limpos
4010
Avaria da ventoinha do 4017 Verifique a funcionalidade da
GeneXpert ventoinha (painel traseiro no
sistema)
Mau funcionamento do Contacte o ponto focal para
aquecedor do médulo assisténcia/representante da

Cepheid
NS _J

Na janela do sistema GeneXpertDx, clique em "Manuten¢io (maintenance)" na barra de menus
e seleccione "Relatérios de modulo (module reporters)" para verificar as temperaturas do
modulo.

ERGl Y

L ThE Wi
Tiln E———
B P el T
g b Sy o bt (ETVERE
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f) Registo dos resultados

Os resultados do GeneXpert devem ser lancados no livro de registo e Requisicio laboratorial.
Todos os registos laboratoriais devem ser guardados segundo a politica nacional. De modo
semelhante a microscopia, utilize uma caneta vermelha para os resultados positivos e
resistentes e, coloque o nome e assinatura do técnico que realiza o teste.

O registo e emissao de resultados correctamente ¢ imperioso para evitar resultados
imprecisos ou falsos:

Falsos-negativos significa que os resultados reportados como negativos eram na verdade
positivos. Implicacdo: Os pacientes com TB podem nio ser tratados, resultando em doenga
prolongada, transmissio da doenga ou morte.

Falsos-positivos significa que os resultados reportados como positivos eram na verdade
negativos. Implicacdo: Os pacientes sao tratados desnecessariamente ou o tratamento pode
continuar além do necessario. Neste caso, serdo desperdicados medicamentos e o paciente
tem uma condicio subjacente diferente que exige tratamento.

4.2. Controlo e indicadores da qualidade

4.2.1. Controlo interno da qualidade

Cada cartucho XpertMTB/RIF inclui controlos internos, ndo sendo necessitio controlos
adicionais:

Controlo de processamento da amostra (SPC) que contém esporos nao infecciosos, inclusos
em cada cartucho para verificar o processamento adequado de MTB (verifica que ocorreu lise do
MTB, verifica se o processamento da amostra foi adequado, detecta inibidores, associados a
amostra, do teste de PCR em tempo real).O SPC deve ser positivo em uma amostra em que o
resultado ¢ MTB Nao detectado, e pode ser negativo ou positivo em uma amostra para a qual o
resultado é MTB detectado. Se o SPC for negativo em uma amostra "negativa", o resultado do
teste serd Invalido.

Controlo de verificagdo da sonda (PCC) que mede o sinal de fluorescéncia das sondas para
monitorar a rehidratacdo das esferas de reagentes, preenchimento do tubo de reacgio, integridade
da sonda e estabilidade do corante de fluorescéncia. Os resultados sio automaticamente
comparados a configuracdes de fabrica pré-estabelecidos no software. Se a Verificacao de Sonda
ndo passar, entdo o teste ¢ interrompido e obtém-se um resultado de Erro.
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4.2.2. Controlo externo da qualidade

O controlo externo de qualidade serve para melhorar o desempenho da rede laboratorial,
identificar e resolver problemas. Cada médulo do instrumento GeneXpert deve ser avaliado
como sendo "apto para a finalidade" através da verificagdio com matetial conhecido positivo
e/ounegativo antes de comecar os testes das amostras clinicas.

Um teste de verificacdo deve ser realizado por médulo, ap6s:

* Ainstalagdo do instrumento
* Ap0s calibracio ou troca de médulos do instrumento.

Painéis de verificagdo sdo agora rotineiramente distribuidos pela empresa Cepheid com cada
novo instrumento e com médulos recalibrados.

* Esses painéis de verificacio consistem de um cartdo contendo 5 botdes de cultura seca
(BCS) de uma concentragdo conhecida de Mycobacteriunt tubercnlosis sensiveis a rifampicinaina
ctivados.

* As amostras BCS devem ser processadas de acordo com as instru¢ées e uma amostra deve
ser testada por médulo. Os resultados esperados é que sejam todos MTB Detectado,
resisténcia a RIF ndo detectado

NOTA: Se um resultado invalido, erro ou inexistente for obtido em qualquer médulo, repita o
teste naquele médulo usando a amostra BCS extra fornecida. Caso ndo obtenha o tesultado
esperado em qualquer médulo, consulte o capitulo de Solucio de Problemas. Os resultados da
verificagiao de instrumento devem ser enviados para o supervisor designado do GeneXpert. A
Cepheid ou seu representante deve ser contactada imediatamente para auxiliar com quaisquer
questoes encontradas durante o processo de verificagio.

O Programa Nacional de Avaliacio Externa de Qualidade (PNAEQ) envia painéis elaborados
pelo Laboratério Nacional de Referéncia da Tuberculose (LNRT) com isolados bacterianos aos
laboratérios participantes. Apds o processamento de isolados cada laboratério devera enviar os
resultados dentro de 1 més ao PNAEQ. Este painel servird para avaliar os principais processos
pré-analiticos, analiticos e pds analiticos que ocorram no local do teste. Os resultados sdo
comparados aos resultados esperados e com outros laboratérios. Os resultados sao monitorados
para tragar tendéncias com o passar do tempo. O painel de proficiéncia nio mede o desempenho
rotineiro do laboratério mas pode identificar deficiéncias graves

a) Monitoria de Indicadores de Qualidade

A monitoria rotineira de indicadores de qualidade é um elemento decisivo para a garantia de
qualidade para qualquer teste diagnéstico. A tabela 5 lista os indicadores recomendados a serem
analisados mensalmente e devem estar interligadas com ac¢oes correctivas se forem observados
resultados ou tendéncias inesperados. Qualquer mudanga nos indicadores de qualidade (tais
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como aumento das taxas de erro, mudanga na taxa de positividade de MTB ou na taxa de
resisténcia a RIF ou mudanga significativa no volume de testes realizados) deve ser documentada
e investigada. A informacio deve ser recolhida de forma desagregada de acordo com o grupo de
populagdo testada (Pacientes HIV presumptivos de TB, presumptivos de TBMR, TB

Tabela 5. Indicadores de qualidade do GeneXpert MTB/RIFE.

Indicador

Descricao

Numero e proporcao de
MTB detectado, Resisténcia
a Rifampicina néo detectada

Ndmero de MTB detectado,
Resisténcia a Rifampicina nao
detectada /Numero total de
testados

Numero e proporcao de
MTB detectado, Resisténcia
a Rifampicinadetectada

Numero de MTB detectado,
Resisténcia a
Rifampicinadetectada /Numero

Numero e proporcdo de MTB
detectado, Resisténcia a
Rifampicina indeterminada

Numero de MTB detectado,
Resisténcia a Rifampicina
indeterminada / Numero total
de testados

Numero e proporcdo de MTB
nao detectado

Numero de MTB n&o detectado
/ Numero total de testados

laboratorial

\_

amostra e emissdo do resultado

Numero e proporcao de Ndmero de erros / Numero total | <3%
erros de testados

Numero e propor¢éo de Numero de resultados invalidos / | <1%
resultados invalidos Numero total de testados

Numero e proporcao de sem | Nimero de sem resultados / <1%
resultados Numero total de testados

Tempo de resposta Tempo desde a recepcdo da 2-24 h

4.3.Resolucdo de problemas

Aquando da utiliza¢ao do GeneXpert podem ocorrer alguns problemas tais como:

* Osmbdulos GeneXpert nao sio detectados;

* Oleitor de codigo de barras nao esta a funcionar;
* Aluzvermelha no médulo estd a piscar;

* O cartucho estd preso no GeneXpert.
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4.3.1. Os médulos GeneXpert nao sao detectados.

Genei(pori Cix Sysbem o 0EM1 003178526
EET]

nof deteched Check pover switch and compuledGeneiper cable m.J

4.3.2. Erro no leitor de cédigo de barras
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4.3.3. Luz vermelha no médulo esta a piscar
Aluz vermelha a piscar pode significar que o médulo possa estar a falhar. Na janela do sistema
GeneXpertDx, clicar em "Manutencio (maintenance)" na barra de ferramentas e seleccione

"Executar autoteste". Se o problema persistir, contactat o supotte técnico da Cepheid

#* GeneXpert® Dx System

B E &

=4
Create Test Check ‘:lih.., i s Define Assays Define Graphs Maintenance
| Open Module Door or Update EEPROM
| Exclude Modules From Test

Launched 2800618 10:38:30

Instruments

Madule | Instrument Module Serial CORE Sarial Ambient FCORE Starls
Mame Serial Number | Numbar humber Temp € C) Since Cal

4.3.4. Cartucho preso no GeneXpert

Inicialmente verificar se a porta do médulo estd fechada. Tente abrir lentamente a porta do
médulo. Caso nio ultrapasse este problema, clicar em "Manuten¢ao (maintenance)" najanela
do sistema GeneXpertDx na barra de ferramentas e seleccione "Abrir porta do médulo ou
actualizar EEPROM (open module doororupdate EEPROM)"

#* GeneXpert® Dx System

E

Define Assays. Define Graphs Maintenance

Launched 280618 10:38:30

Instruments
Module Instrument ‘ Module Serial RCORE Serial Ambient | FCORE Starts
Hame Serial Number humber Number Temp (* C) Since Cal

Encerrar o software e volta a reinicid-lo. Quando o software for reiniciado, o médulo ira
iniciar-se colocando a valvula e o émbolo na posi¢ao correcta. Isto pode ajudar a abrir a
porta; ou desligar o sistema, reiniciar o instrumento GeneXpert e o software, na janela do
sistema GeneXpertDx, clicar em "Manutencao" na barra de ferramentas e seleccione
"Executar autoteste (perform self-test)".

Se nenhuma das solucées antetiores funcionar, remover manualmenteo cartucho.

NOTA: A remog¢ao manual do médulo deve ser executado pelo supervisor do laboratério
ou por outro técnico qualificado.
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4.4.Como proceder se

4.4.1. Iniciar o teste e aperceber-se de que nao introduziu o ID da amostra
(por exemplo, cédigo do laboratério)

a) Acedera "Ver resultados (view results)" para este médulo, no final da execugio do teste.

b)Remover o cartucho do médulo.

¢) Certificar-se de que copia o numero do ID do cartucho no campo do ID de amostra (no
software) no lado esquerdo. Gravar as alteragoes.

4.4.2. Aperceber-se de que a amostra de um paciente nao contém volume
suficiente (é necessario >1ml)

a) Geralmente, o volume deve ser assegurado pelo técnico de saude que recebe a amostra.

b) Eimportante verificar o volume durante a recep¢io da amostra no laboratério.

c) Processe se tiver, pelo menos, 1 ml e informe o técnico de saude de forma apropriada
para garantir que mais de Iml seja obtido no futuro.

d) Sehouver menos de 1 ml, solicitar uma nova amostra.

4.4.3. O GeneXpert fortransportado com um cartucho no interior
Risco elevado de danificar o médulo. Recomenda-se o seguinte:

1. Notificar a Cepheid (contacte o suporte técnico da Cepheid)

2. Antes de transportar o sistema, desbloquear o médulo preso e execute um
procedimento de limpeza completo.

3. Se o sistema for transportado com um cartucho no interior, assim que recolocar o
sistema, remova o cartucho, limpe o médulo (procedimento de limpeza normal) e
verificar se o sistema funciona correctamente

4. Monitorar o médulo.

A melhor forma de prevenir: se um sistema for transportado/recolocado, verificar se existe
algum cartucho no médulo antes de mover o sistema.

4.4.4. 0 teste éinterrompido pelo GeneXpert

1. Documentar no formulario de resultados Xpett.
2. Repetir o teste se restar, pelo menos, 2 ml de SR /mistura de expectoracio.
3. Se restar um volume insuficiente, solicitar uma nova amostra.

72 MANUAL DE BACILOSCOPIA E GENEXPERT



4.4.5. 0 Reagente da amostra derramar nas maos, face e olhos

* Olhos: Provoca lesdes graves nos olhos. Lavar cuidadosamente com agua durante
alguns minutos. Se utilizar lentes de contacto remova-as. Continue a lavar. Consulte um
médico.

* Pele: Provoca irritacdo na pele. Lavar abundantemente com sabao e agua. Consulte um
médico.

* Ingestdo: Pode ser perigoso se ingerido. Lavar a boca com agua. Consulte um médico.

* Inalacdo: Pode provocar sonoléncia ou tonturas. Se tiver dificuldades em respirar, va
paraumlocal fresco e consulte um médico.

4.4.6. Deixar cair o cartucho inoculado ao transporta-lo para o GeneXpert

a) Nio coloque o cartucho no instrumento.
b) Siga os procedimentos de derrames nas orientagdes relativas a biosseguranca.

Para evitar deixar cair os cartuchos, utilize luvas secas e um carrinho para transportar. Caso
aconte¢a um derrame: consulte o capitulo de Biosseguranca.

4.4.7. Outros problemas com hardware, software ou reagentes: como
proceder?

* Procure o nimero do erro no manual do utilizador GeneXpert e execute as medidas
correctivas recomendadas.
* Contacte o seu fornecedorlocal ou o suporte técnico da Cepheid.

Se possivel, continue a realizar testes em outros moédulos enquanto resolve qualquer
problema do médulo especifico.

4.4.8. Quando é necessario substituir o modulo?

* Se um problema com o hardware provocar a falha do médulo;

* Se o software indicar que o médulo nio esta disponivel;

* Sc o software indicar outro problema com o médulo;

* Possivelmente se a taxa de erro estiver a aumentar (isto pode indicar um problema com
o hardware).

Contacte o ponto focal para assisténcia/representante da equipa da Cepheid para o suporte
técnico.
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5.MANUTENCAO DE EQUIPAMENTOS

O laboratério deve estar equipado com todos equipamentos necessarios para prestacao de
servicos. Estes equipamentos devem estar operacionais e ser utilizados por pessoas
autorizadas e treinadas. Os equipamentos devem ser sujeitos a procedimentos de
manutengio peridédica de forma a garantir a sua operacionalidade e seguranga, incluindo a do
utilizador.

Abaixo estio descritos os procedimentos de manuten¢io pata os principais equipamentos
necessarios para a realizacio da baciloscopia e GeneXpert.

5.1. Microscépio

A manutencio preventiva ¢ feita diatiamente:

* Limpar a poeira do microscopio antes e depois do uso;

* Limpar as objectivas e oculares com papel de lentes;

¢ Evitar tocar nas lentes;

* Evitar o uso de papel-toalha comum ou gaze para evitar riscos nas lentes;

* Nunca usar detergente, xilol, etanol 96% ou outro solvente para limpeza das lentes. Esses
produtos podem retirar a cola que fixa as lentes aos corpos das objectivas e oculares.

5.2.Balanca

* Realizar alimpeza exterior e interior para remog¢ao da poeira, antes da pesagem;
* Realizar alimpeza exterior e intetiordepois do uso;
* Uma vez por ano devera fazer a calibracao da balanca por uma empresa qualificada.

5.3. Autoclave

Diariamente:

* Mudar aagua do autoclave;
* Usar agua destilada no interior do autoclave, ao invés da 4gua da torneira.

Anualmente:
* A inspeccio e certificagdo deve ser realizada por um técnico qualificado. No minimo,
medidores de pressio e termoémetros devem ser testados.
* O técnico deve emitir um certificado e um selo de inspec¢do indicando a conformidade
em relacdo a seguranca e bom funcionamento. O selo de inspecgio deve ser colado na
parte exterior do autoclave.
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5.4.Estacao de trabalho ventilada

A estagio de trabalho ventilada ¢ um equipamento usado com mesmo propésito que a cabine
de segurancga bioldgica, ainda que nio apresente filtros A sua instalagdo deve ser feita por
pessoal qualificado obedecendo as regras estabelecidas pelos fabricantes.

Diariamente antes e depois do uso:

* Ligaraestacio de trabalho;

* Limpar a superficie de trabalho, as paredes da estagio de trabalho e o vidro com
hipoclorito de sédio a 0.5 %, deixar 15 minutos, depois limpar da mesma forma com
agua corrente e depois limpar da mesma forma comalcool a 70%.

5.5. GeneXpert

A manutencio do equipamento GeneXpert deve ser feita de forma regular (diaria, semanal,

a) Materiais necessarios para manutengio
* Solugio de hipoclorito de sédio a 0.5% (preparado diariamente);
* Alcool 2 70% ;
* Papel toalha;
* Pincel (fornecido pela Cepheid)
e Luvas descartaveis ;
* Agua limpa e sabio (para lavar os filtros);
* Filtros de substituicdo para a ventoinha (disponiveis na Cepheid)
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b)Procedimentos de desinfec¢iao para a area de trabalho
1. Humedega o papel toalha com a solu¢io de hipoclorito de sédio;
Limpe a superficie;
Descarte o papel toalha;
Aguarde 15 minutos;
Humedeg¢a um novo papel toalha, com alcool a 70%;
Limpe a superficie;
Descarte o papel toalha.

ok

. Diaria

Ap6s os testes, remova os cartuchos do
instrumento;

Descarte os cartuchos no devido recipiente
para residuos bioldgicos infecciosos;

Remova o lixo da area de trabalho;

u
n
-

Feche as portas do mdédulos;

Desinfecte a area de trabalho.

Certifique-se de que existe um espaco livre de 10
cm ao redor do instrumento.

a b
Coloque a capa protectora quando o instrumento
nao estiver a ser utilizado, de modo a reduzir a |

quantidade de p6 no sistema.

|

Registar a operacdo de manutencdo no formulario
correspondente.
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1.5.2. Semanal

Ligue o computador ligado
ao GeneXpert
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5.5.3. Mensal

a) Limpeza da supetficie do instrumento

G Embeba o papel toalha com dlcool a 70%; !

a Limpe toda superficie externa do instrumento;

e Limpe a superficie da bancada a volta do instrument;

NOTA: Nao use o mesmo papel toalha para limpeza do instrumento e superficie da bancada.

b) Limpeza do Compartimento do cartucho

—_

Embeba o papel toalha na solucio de hipoclorito;

Limpe o interior do compartimento do cartucho , interior da porta e parte
superior da porta;

Espere 2 minutos;

Embeba o papel toalha em alcoola 70%;

5. Limpe as partes acima descritas com alcoola 70%.

N

3X

>

Compartimento interior do cartucho

Interior da porta

Parte superior da porta
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¢) Limpeza dos émbolos

1. Embeba o papel toalha na solugio de hipoclorito ;
3 X { 2. Apos baixar os émbolos, limpe as gentilmente;

3. .Espere 2 minutos (nunca mais do que 5 minutos);

4. Embeba o papel toalha com alcool a 70%;

5. Limpe os émbolos com alcool a 70%

No menu geral clique em Manutencdo (Maintenance)

No menu Manutencao, seleccione "Manutencdo do émbolo (plunger maintenance)";

* G Mgyl T S

Na janela "Manutencédo do émbolo”,
seleccioneum maédulo para limpar ou
seleccione "Limpar todos (Clean all)";

Siga as instrucdes na caixa de didlogo;

Clique em "OK",

Please remove cartridges from the modules.,
HKeap hands clear of modides until rods are lowered

o cament
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A haste dos émbolos nos

o moddulos baixaram automaticamente.
Limpe os émbolos conforme
procedimento acima descrito.

Apos limpar os émbolos, clique em -
° "Mover todos para cima (move

upall)" e os émbolos irdo regressar

a sua posicéo original.

o Clique em "Fechar (close)". _ \

a)Limpar o filtro do instrumento

0 Desapertar os 4 parafusos no painel
cinzento traseiro do instrumento GeneXpert.

a Remover a cobertura cinzenta da parte
traseira do instrumento.
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e 3.Remover o filtro (esponja).

Lavar o filtro com sab&o e agua.

Deixar o filtro secar totalmente e,
de seguida, coloque-o novamente
no instrumento.

e) Limpeza da fenda do médulo onde ocorre a reacdo de PCR

° Remover qualquer cartucho no médulo;

e Inserir completamente as cerdas do
pincel na fenda;

Pincelar o interior do compartimento
com varios movimentos para cima e

e para baixo torcendo o pincel entre o
polegar e o dedo indicador;

o Limpar todos os médulos por pelo
menos 30 segundos.

f) Arquivo dos resultado
O arquivo permite-lhe:

* Pazer uma cépia de seguranca dos seus dados para garantir que estes nio serdo
perdidos se o computador falhar

* Criar uma cépia dos dados para enviar a Cepheid para assisténcia na resolucio de
problemas.
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* Os ficheiros devem ser arquivados e guardados num CD ou outro meio externo
adequado (de preferéncia um disco externo) pelo menos uma vez por més para
garantir que os dados dos testes nio sejam perdidos.

0 Clicar em gestao de dados (“data management”) e, arquivar teste (“archive test”)

0 Escolher os testes que devem ser arquivados(ou "Seleccionar todos (select all)"

e Clicar em “OK"

ATENCAO!!! N&o marque a caixa "Eliminar testes arquivados (delete archivedtests”

o Clicar em proceder (“proceed”)
Archive Test(s) =

‘pﬁj 5 test{s) selected for archive.

|_cancet | |(Proceed)|
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O nome do ficheiro é dado automaticamente, clicar em salvar (“save™)
e "ok" ap6s a finalizacdodo arquivo

o e

S | gt : = @ .o

R L i [ T —

P (SR DT, Tt Free 18 B (90 48 00

S—— 1

Salvar a informacdo num CD, Disco Duro Removivel ou CD-RW

0 Seleccionar o ficheiro arquivado que pretende
salvar num CD GeneXpent

Folder

B B —
Enviar para DVD RW &3 =« oo 20 £
Drive (D) ou Disco e Lol
removivel S ———
L R e e L - WL
e s s s
B i Vit P, JELS 8 A g
T PN N — ) Y . I
ﬂ-ﬂ.l—n—nm‘-";' L e ani
el
. O —
= | ot it
L W e
i ——
LAy mae g -
Enviar para DVD RW = == e @
Drive (D) ou Disco ... 4 S

removivel e @ e a v—— :
. =
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° Seleccionar (“Burn to disc, em caso de CD")

# Lig B e i e -
s Gl , : : LAt W 1
o e e v Fan -
- — u P By S e S e S Tew (T
I L e L I -

Plmaner wail..

P i eary Beaal shops i ety v dlas
- -
Fammted e of Hi eeoate

You have successfully burned your files 1o the disc

D v mard W rele ST e sy e e Sy
[7] Fan, fuam tese Mes fo Bnofher dec

e Clicar em terminar (“Finish")

To cose thes waerd, dhoh Frah.

o
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1.5.4. Anual ’
|

-

* Avaliar o desempenho do médulo usando o .
Xpert ® Chek. L -

* Antes de proceder com o Xpert ®Chek, = i
assegurar que a escova fornecida ¢ usada para i
limpar o local de reac¢do do PCR no modulo; J

¢ Todos os moddulos devem ser verificados -
todos os anos com cartuchos de XpertChek.

Etapas de calibracdo

ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3
Obter o kit Verificar Confirmar
a funcionalidade funcionalidade

—
CD Colection @
A AN

X
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5.7. Anexos

Anexo 6. Formularios de manutencao de GeneXpert
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