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APRESENTAÇÃO DO MANUAL

A melhor maneira de prevenir a disseminação da tuberculose (TB) em qualquer comunidade 
é identificar aquelas pessoas que estão excretando o bacilo da TB e torná-las não infecciosas 
para os outros.

Esse princípio se aplica tanto aos países em desenvolvimento, onde a doença constitui um 
importante problema de saúde pública, como aos países desenvolvidos, onde a incidência 
de TB (sensível ou resistente aos fármacos) vem declinando, mas em ritmo menor do que o 
esperado no início da era da quimioterapia.

O laboratório sempre foi um componente de suma importância para a vigilância epidemioló-
gica mundial. No caso específico da TB, o laboratório é ferramenta essencial em diagnóstico e 
de outras doenças micobacterianas, atuando na detecção das pessoas que estão mais infeccio-
sas e naquelas em que a doença ainda não está avançada, no monitoramento do tratamento 
e no fornecimento de dados epidemiológicos às autoridades sanitárias.

Com o lançamento, em 2015, pela Organização Mundial da Saúde (OMS) da Estratégia Fim da 
Tuberculose, até 2035, torna-se fundamental o diagnóstico precoce e o tratamento imediato 
de pessoas de todas as idades com qualquer forma de TB (sensível ou resistente aos fármacos).

Novas metodologias foram desenvolvidas com o intuito de detectar, de forma rápida, os mi-
lhares de casos de TB no mundo, uma vez que a OMS estima um número de casos esperados. 
Porém, os diagnósticos efetuados nos países não alcançam essa estimativa.

O diagnóstico de infecções micobacterianas permaneceu praticamente inalterado por várias 
décadas e, provavelmente, não teria progredido se não fosse o ressurgimento inesperado 
da TB nos últimos 20 anos do século XX. A microscopia não mostrava grandes margens para 
melhoria, de modo que as áreas que mais se beneficiaram de um interesse renovado em TB 
foram a cultura e a identificação, enquanto uma abordagem completamente nova focava na 
detecção direta de ácidos nucleicos das micobactérias em amostras clínicas.

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

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

No Brasil, a rede de laboratórios que faz o diagnóstico da TB é composta por uma variedade 
de atores institucionais, sendo os laboratórios de âmbito federal, estadual, municipal, universi-
tários, privados e de organizações não governamentais responsáveis pela tarefa, entre outras, 
de realizar o diagnóstico da TB. Devido a essa diversidade de categorias de laboratórios, o 
País necessita estabelecer uma normativa sobre os métodos a serem utilizados, os sistemas de 
garantia de qualidade e os sistemas de informação. Essa meta só é alcançada com um manual 
de abrangência nacional, que permita sua adoção por todos.

Essa tarefa, felizmente, já foi realizada pelo Manual de 2008, tendo sido elaborado de forma 
meticulosa, com enorme aprovação da Rede de Laboratórios do País e utilizado como referência 
por todos. Além disso, foi amplamente divulgado por via impressa e, posteriormente, via digital.

O presente Manual é uma versão atualizada do Manual de 2008. Ao atualizarmos ele, pro-
curou-se manter sua estrutura e muito do conteúdo original permaneceu inalterado, por 
exemplo, as metodologias clássicas, nas quais foram inseridas apenas algumas modificações 
baseadas em publicações recentes das recomendações da OMS/OPS.
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1  ORGANIZAÇÃO E GERENCIAMENTO DA REDE 
DE LABORATÓRIOS DE DIAGNÓSTICO DE 
TUBERCULOSE

1.1 Introdução

A tuberculose (TB) continua como um grave problema de saúde pública no Brasil, afetan-
do anualmente cerca de 70 mil pessoas. Diante disso, o Ministério da Saúde (MS) busca 
fortalecer o acesso à prevenção, ao diagnóstico e ao tratamento da TB com o objetivo 
principal de interromper a cadeia de transmissão da doença, diagnosticando precocemen-
te os casos infectantes, direcionando o tratamento com esquemas eficazes e realizando o 
monitoramento da evolução dos tratamentos por meio dos esquemas propostos.

Em consonância às ações, a rede de laboratórios constitui um dos principais braços atu-
antes no contexto do combate à TB no País, por meio da realização de um diagnóstico 
rápido, preciso e acessível. Os serviços de laboratório são mais eficientes e potentes quan-
do se integram em uma Rede Nacional de Laboratórios, que deve incluir os laboratórios 
do sistema de saúde pública de todos os municípios, agregando também os que prestam 
serviços ao sistema penitenciário, às universidades, aos laboratórios privados e às organi-
zações não governamentais1.

Os objetivos principais dos serviços laboratoriais de diagnóstico de TB são: detectar novos 
casos; monitorar a evolução do tratamento; realizar a vigilância da TB sensível e resistente 
aos fármacos; e documentar a cura, no fim do tratamento, por meio de exames bacterio-
lógicos fenotípicos. As técnicas e os procedimentos padronizados devem ser adequados 
à necessidade, além de seguir as recomendações nacionais, do MS, e internacionais, da 
Organização Mundial da Saúde (OMS), visando ao cumprimento dos objetivos e aos com-
promissos no enfrentamento da TB.

Além da rotina laboratorial de diagnóstico, a Rede de Laboratórios de TB também exer-
ce importante função em pesquisas e desenvolvimento de novas tecnologias. O terceiro 
pilar da Estratégia pelo Fim da TB, elaborada pela OMS, foca na necessidade urgente 
de promover, estimular e intensificar pesquisa e inovação no mundo todo, uma vez que 
sem o desenvolvimento e o emprego de novas ferramentas não será possível o fim da TB. 
A pesquisa operacional e a coleta de dados têm um papel essencial na implementação 
efetiva de novas e existentes metodologias, além de serem necessárias para validar a 
forma pela qual a tecnologia e as intervenções devem ser usadas em diferentes locais e 
em diferentes grupos populacionais.

Este capítulo tem o objetivo de oferecer informações em administração e organização da 
rede de laboratórios de TB, a partir da legislação brasileira e da literatura disponível, que 
orientem os gerentes e os profissionais de laboratórios a:2, 3
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 » organizar um sistema de rede de laboratórios, orientados pelos princípios e pe-
las diretrizes do Sistema Único de Saúde (SUS), que participem, em suas áreas de 
abrangência, do processo que se estende desde a requisição do exame, passando 
pela coleta de amostras, a detecção, o diagnóstico e o tratamento até a cura de 
pessoas com TB;

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

 » adotar as recomendações e as políticas do MS de maneira efetiva em suas áreas de 
abrangência, baseado em estratégias revisadas e recomendadas pela OMS para o 
controle da TB; e

 » desenvolver pesquisas que visem à implantação de novas tecnologias e novos regi-
mes terapêuticos.

1.2 Organização da Rede Nacional de Laboratórios

O planejamento dos serviços de laboratório deve ser orientado pelos princípios e pelas 
diretrizes do Sistema Único de Saúde (SUS). Dessa forma, é preciso garantir a universali-
dade e a oportunidade de acesso dos cidadãos a todas as ações e os serviços necessários à 
integralidade da atenção em saúde3.

A Lei Orgânica da Saúde (Lei n.º 8.080, de 19 de setembro de 1990), que dispõe sobre as 
condições para a promoção, proteção e recuperação da saúde, a organização e o funcio-
namento dos serviços, diz, em seu artigo 15, que a União, os estados, o Distrito Federal 
(DF) e os municípios, em âmbito administrativo, têm as atribuições de: i) organizar e 
coordenar o Sistema de Informação em Saúde; ii) elaborar normas técnicas e estabelecer 
padrões de qualidade; iii) participar da formulação da política de formação de recursos 
humanos para a saúde; iv) elaborar normas para regular as atividades de serviços privados 
em saúde, tendo em vista a sua relevância pública; e v) elaborar normas técnico-científicas 
de promoção, proteção e recuperação à saúde, entre outras.4

Em seus artigos 16, 17, 18 e 19, respectivamente, são descritas as competências da:4

 » Direção Nacional do SUS de: i) definir e coordenar o sistema de rede de laborató-
rios de saúde pública; ii) identificar os serviços estaduais e municipais de referência 
nacional para o estabelecimento de padrões técnicos de assistência à saúde; iii) 
prestar cooperação técnica e financeira aos estados, ao DF e aos municípios, para 
aperfeiçoamento de sua atuação institucional; iv) elaborar normas para regular 
as relações entre o SUS e os serviços privados contratados de assistência à saúde; 
v) acompanhar, controlar e avaliar as ações e os serviços de saúde, respeitadas as 
competências estaduais e municipais; e vi) promover a descentralização para as 
unidades federadas (UFs) e para os municípios dos serviços e das ações de saúde, 
entre outras competências;

 » Direção Estadual do SUS de: i) promover a descentralização, para os municípios, 
dos serviços e das ações em saúde; ii) acompanhar, controlar e avaliar as redes hie-
rarquizadas do SUS; iii) prestar apoio técnico e financeiro aos municípios e executar 
supletivamente ações e serviços de saúde; iv) coordenar e, em caráter comple-
mentar, executar ações e serviços; v) identificar estabelecimentos hospitalares de 
referência e gerir sistemas públicos de alta complexidade de referência estadual e 
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regional; vi) coordenar a rede estadual de laboratórios de saúde pública e gerir as 
unidades que permaneçam em sua organização administrativa; e vii) estabelecer 
normas, em caráter suplementar, para o controle e a avaliação de ações e serviços 
de saúde, entre outras competências;

 » Direção Municipal do SUS de: i) planejar, organizar, controlar e avaliar as ações e 
os serviços de saúde e gerir e executar os serviços públicos de saúde; ii) participar 
do planejamento, da programação e da organização da rede regionalizada e hie-
rarquizada do SUS em articulação com sua direção estadual; iii) gerir laboratórios 
públicos de saúde; e iv) controlar e fiscalizar os procedimentos dos serviços privados 
de saúde, entre outras competências; e

 » ao DF competem as atribuições reservadas aos estados e aos municípios.

De acordo com a Norma Operacional da Assistência em Saúde (Noas-SUS 1/2), a implanta-
ção e o funcionamento articulado de estabelecimentos de saúde podem se dar no âmbito 
de um município, de uma microrregião ou região, dependendo da população de abran-
gência, das especificidades locais e dos níveis de complexidade dos serviços de laboratório. 
Dessa forma, deve-se garantir o encaminhamento para exames de maior complexidade a 
serem ofertados, em alguns casos, nos laboratórios de referência estadual, regional ou até 
mesmo nacional.5 De forma geral, propõe-se, com o objetivo de evitar o deslocamento dos 
usuários, um modelo organizacional que compreenda a estruturação de postos de coleta 
de amostras clínicas articulados a laboratórios de maior complexidade para a realização 
de exames.6 Para isso, é fundamental o estabelecimento de um sistema de gestão da qua-
lidade para que se tenha transporte de amostra eficiente, acondicionamento adequado 
das amostras e chegada no laboratório em tempo oportuno, permitindo o processamento 
e a emissão de laudo com qualidade.

O Sistema Nacional de Laboratórios de Saúde Pública (Sislab) foi instituído pela Portaria 
Ministerial n.º 280, de 21 de julho de 1977, e ratificado pela Lei n.º 8.080, de 1990. Em 2002, 
o sistema passou por reestruturação por meio da Portaria Ministerial n.º 15, de 3 de janeiro 
de 2002, ratificado pela Portaria n.º 2.031, de 23 de setembro de 2004. Recentemente, está 
inserido no Anexo II da Portaria de Consolidação n.º 4, de 28 de setembro de 2017, como 
um conjunto de redes nacionais de laboratórios, organizadas em sub-redes, por agravo ou 
programas, de forma hierarquizada, por grau de complexidade das atividades relaciona-
das à vigilância em saúde – compreendendo a vigilância epidemiológica, a vigilância em 
saúde ambiental, a vigilância sanitária e a assistência médica de alta complexidade.4, 7, 8, 9

Em seu artigo 8º, classifica as unidades laboratoriais do seguinte modo:8

I. Centros Colaboradores;

II. Laboratórios de Referência Nacional (LRN);

III. Laboratórios de Referência Regional (LRR);

IV. Laboratórios de Referência Estadual (LRE);

V. Laboratórios de Referência Municipal (LRM);

VI. Laboratórios Locais (LL); e

VII. Laboratórios de Fronteira (Lafron).

Os Centros Colaboradores são unidades laboratoriais especializadas e capacitadas em 
áreas específicas, que apresentam os requisitos necessários para desenvolver atividades 
de maior complexidade e de ensino e pesquisa.
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Os LRN são unidades laboratoriais de excelência técnica altamente especializada, referên-
cia técnica e gerencial, a depender do agravo ou programa, para toda a rede laboratorial 
do País.

Os LRR são unidades laboratoriais capacitadas a desenvolver atividades mais complexas, 
organizadas por agravo ou programas, que prestam apoio técnico-operacional àquelas 
unidades definidas para sua área geográfica de abrangência.

Os LRE são os Laboratórios Centrais de Saúde Pública (Lacen), vinculados às Secretarias 
Estaduais de Saúde e com área geográfica de abrangência estadual; são a referência 
técnica e gerencial para a rede de laboratórios do estado.

Os LRM são unidades laboratoriais vinculadas às secretarias municipais de saúde e com 
área geográfica de abrangência municipal.

Os LL são unidades laboratoriais que integram a rede estadual ou municipal de laborató-
rios de saúde pública.

Os Lafron são unidades laboratoriais localizadas em regiões de fronteira para a viabili-
zação do diagnóstico de agentes etiológicos, vetores de doenças transmissíveis e outros 
agravos à saúde pública, bem como a promoção do controle analítico para a verificação 
da qualidade sanitária dos serviços prestados e de produtos.

Em 2008, a Portaria Ministerial n.º 1.419, de 10 de julho de 2008, classificou os 27 LRE/
Lacen por nível e porte, a partir da análise dos dados constantes nos relatórios de avaliação 
realizados pela Secretaria de Vigilância em Saúde (SVS), por meio da Coordenação-Geral 
de Laboratórios de Saúde Pública (CGLAB), definindo, a partir desse momento, recur-
sos a serem repassados mensalmente do Fundo Nacional de Saúde (FNS) para os Fundos 
Estaduais de Saúde (FES).10

Entre as competências da CGLAB, como gestora nacional das redes, cabe estabelecer os 
critérios específicos para habilitação dos laboratórios integrantes das Redes Nacionais de 
Laboratórios de Vigilância Epidemiológica e Vigilância em Saúde Ambiental. Com base 
na Portaria n.º 33, de 22 de junho de 2017, que dispõe sobre o processo para habilitação 
dos LRNs e LRR, no âmbito da Rede Nacional de Laboratórios de Saúde Pública,11 a CGLAB 
lançou, por meio de Chamamento Público, o Edital n.º 1 de 2019 para habilitação do LRN 
e dos LRR para TB e micobacterioses não tuberculosas, cujo resultado final e a relação dos 
laboratórios habilitados foi publicada pela Portaria n.º 54, de 23 de dezembro de 2019, 
conforme disposto no Quadro 1.12

Quadro 1 – Laboratórios habilitados pelo Edital n.º 1 de 2019

REFERÊNCIAS LABORATÓRIOS HABILITADOS

Laboratório de 
Referência Nacional

Centro de Referência Professor Hélio Fraga – CRPHF/Ensp/Fiocruz.

Laboratórios de 
Referência Nacional

Laboratório de Bacteriologia e Bioensaios do Instituto Nacional de 
Infectologia Evandro Chagas – INI/Fiocruz.

Laboratório Central de Saúde Pública do Amazonas – Lacen/AM.

Laboratório Central de Saúde Pública do Espírito Santo – Lacen/ES.

Laboratório Central de Saúde Pública do Distrito Federal – Lacen/DF.

Fonte: Portaria n.º 54, de 23 de dezembro de 2019.
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Constituem competências dos laboratórios habilitados:

I. Assessorar o gestor nacional no acompanhamento, na normalização, na padronização 
de técnica e na avaliação das atividades laboratoriais, garantindo a articulação com as 
demais instâncias da Vigilância em Saúde (federal, estadual, municipal e do DF) e as Redes 
Assistenciais.

II. Participar de intercâmbio e acordos nacionais e internacionais, visando, junto ao gestor 
nacional, contribuir e promover a melhoria contínua das atividades laboratoriais desen-
volvidas na Rede Nacional de Laboratórios de Saúde Pública.

III. Executar investimentos necessários para o seu desenvolvimento tecnológico, assegurando 
o cumprimento de suas competências e responsabilidades definidas em normas vigentes.

IV. Realizar ensaios laboratoriais, segundo metodologias adequadas, priorizando o envio de 
resultados demandados pela Vigilância em Saúde.

V. Subsidiar tecnicamente a SVS do MS na definição das especificações dos insumos e dos 
equipamentos a serem adquiridos para a sua rede de referência, a fim de garantir a uni-
formidade tecnológica necessária ao controle da qualidade analítica.

VI. Avaliar os insumos relacionados à sua rede de referência.

VII. Promover e realizar ações de educação permanente da Rede Nacional de Laboratórios 
de Saúde Pública, na área de diagnóstico de TB e micobacterioses não tuberculosas ao 
desenvolvimento da credibilidade e da confiabilidade laboratorial, estimulando parce-
rias com os laboratórios integrantes do sistema e com centros formadores de recursos 
humanos com competências específicas de interesse, visando à melhoria da qualidade do 
diagnóstico laboratorial.

VIII. Coordenar e monitorar as atividades laboratoriais desenvolvidas na Rede Nacional de 
Laboratórios de Saúde Pública.

IX. Orientar o transporte adequado de amostras, dispondo de profissionais comprovada-
mente capacitados para esse fim.

X. Identificar, avaliar, validar, desenvolver e pesquisar metodologias que permitam resul-
tados precisos e respostas rápidas para a Rede Nacional de Laboratórios de Saúde Pública.

XI. Desenvolver estudos, diagnósticos e pesquisas, de forma articulada com as sociedades 
técnico-científicas sem fins lucrativos e com centros de pesquisa e desenvolvimento, que 
reúnam competências e capacitações técnicas em áreas críticas de interesse.

XII. Desenvolver e realizar técnicas analíticas de maior complexidade necessárias ao diag-
nóstico laboratorial de doenças e de outros agravos à saúde, bem como dar o suporte téc-
nico à Rede Nacional de Laboratórios de Saúde Pública, promovendo as condições técnicas 
e operacionais na execução das ações.

XIII. Apoiar a Rede Nacional de Laboratórios de Saúde Pública na realização de análises de 
maior complexidade, complementação de diagnóstico, controle de qualidade analítica, 
capacitação de recursos humanos, bem como a supervisão e assessorias técnicas.

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

XV. Elaborar e disponibilizar, periodicamente, relatórios técnicos e de gestão aos gestores na-
cionais com as informações relativas às atividades laboratoriais realizadas, obedecendo 
ao cronograma definido.
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Em caso de situações inusitadas ou contingenciais:

I. Serão consideradas situações inusitadas ou contingenciais aquelas que, eventualmente, 
alterem as atividades de rotina do Lacen, gerando necessidade de suporte adicional dos 
LRN ou LRR para a realização dos exames para a TB e micobacterioses não tuberculosas.

II. Realizar ensaios/exames laboratoriais, segundo metodologias adequadas, disponibili-
zando resultados em tempo oportuno, definido para cada método diagnóstico da TB e 
micobacterioses não tuberculosas da sua rede de referência.

III. A condição de excelência técnica para realizar procedimentos laboratoriais, bem como 
infraestrutura compatível para operacionalizar um plano de contingência, elege os LRN 
e LRR, em estreita parceria e colaboração mútua com a União, enquanto instituições de 
referência para suporte em caso de situações inusitadas ou contingenciais.

IV. Entre as situações inusitadas ou contingenciais encontram-se as situações de emergências 
epidemiológicas de natureza infecciosa, catástrofes e outras, com consequente irrupção 
de surtos e epidemias causados por inúmeros agentes de natureza tóxica, infecciosa ou 
desconhecida, bem como outros eventos inusitados não previstos neste Edital, os quais 
serão analisados pela SVS/MS.

Além disso, os laboratórios habilitados devem obrigatoriamente alimentar a base de dados 
do sistema Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL) com as informações laboratoriais 
produzidas, de modo a otimizar o acompanhamento das etapas de realização dos exames 
e a emissão de relatórios quantitativos, gerenciais e epidemiológicos.

1.3  Estruturação dos Laboratórios de Referência Nacional (LRN) e 
Regional (LRR) para a tuberculose (TB) e micobacterioses não 
tuberculosas13

Conforme configuração da Rede de Referência Laboratorial para a TB e micobacterioses 
não tuberculosas, os estados, por meio dos seus Lacen, devem articular junto aos seus LRR 
as atividades laboratoriais, conforme área de abrangência de cada referência (Quadro 2):

Quadro 2 – Laboratório de Referência Regional e os estados de sua área de abrangência

LABORATÓRIO DE REFERÊNCIA REGIONAL ÁREA DE ABRANGÊNCIA

Laboratório de Bacteriologia e Bioensaios do Instituto Nacional de 
Infectologia Evandro Chagas – INI/Fiocruz

AL, CE, PE, PB, PI, RN, RJ, SP.

Laboratório Central de Saúde Pública do Amazonas – Lacen/AM AM, AC, AP, PA, RO, RR.

Laboratório Central de Saúde Pública do Espírito Santo – Lacen/ES BA, ES, MG, PR, RS, SE, SC.

Laboratório Central de Saúde Pública do Distrito Federal – Lacen/DF DF, GO, MA, MT, MS, TO.

Fonte: CGLAB/DAEVS/SVS/MS.

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

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

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

1 Coleta de amostra (pulmonar e extrapulmonar)

3 Cultura

GAL

6 Metodologia de alta complexidade

4 Identificação preliminar 
de espécie

Teste de sensibilidade
Fármacos de 1ª linha

5 Confirmação da 
espécie/subespécie da MNT

Teste de sensibilidade
Fármacos de 1ª linha

2 Teste Rápido Molecular para Tuberculose (TRM-TB) ou baciloscopia

Fonte: Brasil, 2020.13

MNT – micobactérias não tuberculosas; GAL – Gerenciador de Ambiente Laboratorial.

1. Coleta de amostra

A fase inicial do exame bacteriológico – que compreende a coleta, a conservação e o 
encaminhamento da amostra para o laboratório executor – é de responsabilidade da 
unidade de atendimento, que identifica o caso com suspeita de TB ou MNT. Idealmente, 
as amostras clínicas devem ser enviadas e processadas no laboratório imediatamente após 
a coleta.

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

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

3. Cultura

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

Além dos casos citados, a realização de cultura também é indicada nas seguintes situações:

 » acompanhamento do tratamento, nos casos em que a amostra for positiva na baci-
loscopia no segundo mês;
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 » para crianças, pessoas vivendo com o vírus da imunodeficiência humana (PVHIV), 
casos de TB extrapulmonar e casos de retratamento, independentemente do resul-
tado do TRM-TB;

 » suspeita de resistência ou falência ao tratamento realizado; e

 » suspeita de MNT.

4. Identificação preliminar de espécie e teste de sensibilidade a fármacos de primeira linha

Sendo o resultado positivo na cultura, a amostra deverá ser direcionada para a identifi-
cação preliminar de espécie. Se o resultado for positivo para o Complexo Mycobacterium 
tuberculosis (CMTB), a análise do perfil de sensibilidade aos fármacos de primeira linha 
deverá ser realizada no Lacen ou no LRR, se a Lacen estiver indisponível.

Em caso de identificação de resistência a qualquer um dos fármacos de primeira linha, 
a amostra deve seguir para a análise de sensibilidade aos fármacos de segunda linha, 
preferencialmente nos Lacen ou LRR de acordo com a área de abrangência ou, excepcio-
nalmente, no LRN.

É importante destacar que as amostras identificadas com resistência à rifampicina pelo 
TRM-TB devem seguir para avaliação de resistência aos fármacos de segunda linha.

5.  Confirmação da espécie/subespécie de micobactérias não tuberculosas (MNT) e teste 
de sensibilidade aos fármacos de segunda linha

Se o resultado da cultura for positivo para MNT, a amostra deverá seguir para confirmação 
da espécie/subespécie e realização de ensaios de determinação da concentração inibitória 
mínima – do inglês, minimal inhibitory concentration (MIC), quando necessário e quando 
aplicável.

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

6. Métodos de alta complexidade

Os métodos de maior complexidade, como o sequenciamento genético total e a análise das 
discordâncias entre métodos moleculares e fenotípicos, devem ser direcionados ao LRN.

ATENÇÃO: é fundamental que todas as fases laboratoriais (pré-analítica, analítica e 
pós-analítica) sejam devidamente inseridas no GAL, tendo em vista que essas infor-
mações serão uma importante ferramenta para gestão laboratorial dos resultados 
tanto pelo LRN quanto para o MS.

1.3.2 Transporte de amostras biológicas

Para o transporte seguro das amostras biológicas deve-se levar em conta o tipo de material 
a ser transportado e a sua categoria de periculosidade. De acordo com essas características, 
devem ser seguidas rigorosamente as normas e a legislação vigente que, por sua vez, são 
embasadas em recomendações internacionais.
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É fundamental que haja o treinamento adequado dos profissionais responsáveis pelo 
envio das amostras e a total responsabilidade do remetente com relação: i) ao correto 
acondicionamento nas embalagens; ii) à classificação adequada da substância biológica a 
ser transportada; e iii) ao preenchimento da documentação específica.

As amostras in natura (pulmonares e extrapulmonares) para diagnóstico de micobacterio-
ses são consideradas como material infeccioso ou potencialmente infeccioso e deverão ser 
transportadas de acordo com a diretiva da UN 3373 – Substância biológica de categoria 
B. Quando se tratar de material em meio de cultura, a classificação passa a ser como 
categoria A – Substância infecciosa que afeta seres humanos – e o seu transporte deverá 
receber marcação UN 2814.

1.4  Ações de monitoramento e fortalecimento da Rede de 
Laboratórios de TB

Como parte de suas atribuições, os laboratórios de referência devem, com o MS, realizar 
a vigilância laboratorial da TB, e isso significa analisar criticamente os dados laboratoriais 
gerados pela rede de laboratórios. Os resultados dessas análises são informações de alto 
valor agregado, que deverão balizar a tomada de decisões pelos gestores em saúde para 
o enfrentamento desse problema de saúde pública.

As análises de dados laboratoriais compreendem também o controle de qualidade (CQ) 
analítica inter e intralaboratorial de toda a rede. Além das análises de dados, as super-
visões in loco permitem avaliações das condições gerais do laboratório, incluindo reco-
mendações de medidas para melhoria contínua dos processos envolvidos na vigilância 
laboratorial da TB.

As duas ações, as análises de dados e as supervisões in loco permitem o planejamento e 
a execução de ações educativas personalizadas, com o objetivo de dirimir os problemas 
daquela região. Essas ações educativas também são competências dos laboratórios de 
referência com o apoio do MS.

As capacitações técnicas, como ações educativas às unidades definidas por área geográfica 
de abrangência, devem abordar os pontos definidos como prioritários a partir das análises 
de dados e das supervisões in loco e também as atualizações relativas aos métodos labo-
ratoriais utilizados para o diagnóstico da TB.

1.4.1 Capacitações e treinamentos 13, 14, 15

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

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

As capacitações e os treinamentos iniciais ou periódicos, teóricos e práticos devem ser 
abordados sempre antes de novas pessoas integrarem os processos e quando novos pro-
cessos, técnicas ou tecnologias forem implementados.
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O processo de educação permanente deve ser acompanhado por uma mudança de atitude 
e aceitação do aprendizado, com a convicção de que o conhecimento adquirido será útil 
em sua vida profissional.

Portanto, durante as capacitações e os treinamentos, não só o conhecimento técnico deve 
ser abordado, mas também aspectos da motivação pessoal que permitam que os funcio-
nários se conscientizem do papel que desempenham dentro do controle e da prevenção 
da doença, bem como do atendimento que prestam às pessoas e à comunidade.

As atividades de capacitação devem levar em conta a necessidade de recursos como 
equipamentos, local com condições adequadas de infraestrutura, insumos e materiais 
suficientes para todos os treinandos. São momentos importantes para o estreitamento da 
comunicação entre os tutores e os profissionais, e que possibilitam a troca de experiências 
e o estabelecimento de comunicação regular entre os envolvidos.

As capacitações e os treinamentos devem prever uma metodologia de avaliação de for-
ma a demonstrar a eficácia das ações de educação permanente. Sistemas que avaliam o 
conhecimento antes e após a capacitação favorecem o envolvimento do profissional com 
o conteúdo apresentado e a efetividade da ação. A avaliação é um processo crítico-re-
flexivo, contínuo e sistemático, e, se desenvolvido integrado às práticas do cotidiano dos 
serviços, fortalece a integração, otimizando o uso dos recursos públicos. A avaliação pode 
ser usada, também, como ferramenta para a tomada de decisão no âmbito da gestão.

Do mesmo modo, a estratégia de formação de agentes multiplicadores pode ser utilizada 
no processo de educação permanente. Nela, os profissionais que mais se destacam duran-
te determinada capacitação ou treinamento podem ser convidados a ministrar palestras 
ou outros treinamentos para os demais profissionais de sua unidade de saúde, região ou 
para colegas recém-chegados. Essa estratégia também estimula a dedicação do treinando 
e valoriza esse profissional, que consegue alcançar resultados de excelência.

Também pertinentes, atuais e custo-efetivas são as reuniões virtuais para tratar de assuntos, 
esclarecimentos ou orientações pontuais que possam ser compartilhados, sem necessidade 
de utilização de grandes recursos para desempenhar assessoria técnica.

Ainda, o LRN, em conjunto com o MS, deve coordenar a realização de cursos e oficinas, 
com o objetivo de capacitar e sensibilizar os profissionais de laboratório para a utilização 
de indicadores na análise dos dados laboratoriais gerados.

1.4.2 Supervisões in loco 13, 14, 15

Supervisões in loco também são atribuições dos Lacen, dos LRR e do LRN que devem 
ser realizadas nos laboratórios de suas redes. Essas visitas técnicas não possuem caráter 
fiscalizatório ou repressor, mas servem para conhecer melhor a realidade local e o direcio-
namento de ações e atividades.

As supervisões in loco consistem em visitas técnicas, que são consideradas a forma mais 
adequada para observar as condições de um laboratório e as atividades técnicas nele 
desenvolvidas. Por ter um contato direto, é mais efetivo e permite propor ações corretivas 
de acordo com os recursos e as possibilidades locais. É imprescindível que as supervisões 
sejam realizadas de forma programada, regular, seguindo um cronograma combinado 
entre os envolvidos, contendo itens e critérios bem estabelecidos e que disponham de 
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apoio e recursos financeiros dos gestores. Durante a visita, deverão ser observados, de-
talhadamente, os documentos e as condições técnicas, operacionais e de biossegurança.

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

Essa atividade deve ser realizada durante o período de trabalho, especialmente quando 
há mudanças de procedimentos, local, equipamento ou sempre que o laboratório de 
referência julgar necessário. A visita técnica permite a coleta de dados e melhora o fluxo 
de informação entre os laboratórios.

Recomenda-se, como rotina, uma visita anual e, se necessário, uma frequência maior. O 
grupo avaliador que realizará as visitas deve ser constituído por um representante do LR, 
um da CGLAB e um da CGDR.

O grupo avaliador deve preparar e manter uma lista de verificação de requisitos opera-
cionais, técnicos e indicadores fundamentais para serem seguidos durante a visita técnica, 
que servirão de base para a elaboração do relatório.

No relatório construído após cada supervisão in loco, os seguintes temas devem constar:

 » condições de infraestrutura;

 » organização (gestão de pessoal);

 » equipamentos e instrumentos (funcionamento e manutenção);

 » reagentes e insumos (qualidade e quantidade);

 » descarte de resíduos e rejeitos;

 » biossegurança;

 » limpeza, desinfecção e esterilização;

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

 » processos de trabalho (fases pré-analítica, analítica e pós-analítica);

 » registros e relatórios (resultados e indicadores);

 » transporte e gerenciamento de amostras;

 » verificação das especificações de desempenho;

 » sistema de informação laboratorial; e

 » sistema de gerenciamento de dados laboratoriais.

Na impossibilidade da realização de visitas in loco, cabe ao LRN, LRR e Lacen organizarem-
-se para a realização de monitoramento remoto da sua rede laboratorial.
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Os Sistemas de Gestão da Qualidade (SGQ) estão sendo amplamente implantados nos 
laboratórios públicos, o que se configura de extrema importância para o setor da saúde, 
resultando em mudanças significativas nos processos de gestão internos e serviços presta-
dos. Trata-se de uma poderosa ferramenta capaz de criar condições mais favoráveis para 
os diversos processos, evidenciando-se também a preocupação com a melhoria contínua.

Toda atividade pertinente ao controle da TB deve ter três características: cobertura, per-
manência e qualidade técnica. Essas atividades só são alcançadas se os serviços gerais de 
saúde se integrarem de forma organizada.

Para o atingimento da meta do Plano Nacional pelo fim da TB de eliminar a TB como 
problema de saúde pública (< 10 casos por 100 mil habitantes) até 2035, destaca-se o 
objetivo de diagnosticar precocemente todas as formas de TB, com oferta universal de 
cultura e teste de sensibilidade (TS), incluindo o uso de testes rápidos.¹

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

2.1 Introdução

A qualidade existente nos laboratórios não é o resultado apenas de fatores técnicos 
(idoneidade, bons reagentes, métodos e equipamentos precisos, padronização, critérios 
corretos para a aplicação de métodos e interpretação de resultados), mas também de fa-
tores administrativos (organização, sistematização de procedimentos, disponibilidade de 
recursos e ações preventivas e corretivas). O SGQ ressalta, direta ou indiretamente, todos 
os fatores que incidem sobre a qualidade de cada processo em suas fases pré-analítica, 
analítica e pós-analítica.

O estabelecimento de um SGQ requer uma sequência de atividades: planificação, avaliação 
da situação e identificação das não conformidades, estabelecimento de programa para 
correção das não conformidades identificadas, atualização e suporte técnico e, por último, 
a avaliação e a medição do desempenho do sistema. Os resultados de cada sequência de 
atividades orientarão o planejamento de um novo ciclo. Esse é, portanto, um processo 
interativo e contínuo.

“A garantia de qualidade é a parte do Sistema de Gestão da Qualidade destinada a 
oferecer confiança de que uma organização cumpre com os requisitos de qualidade”3.

“Ela engloba uma série de atividades que permitem aos laboratórios alcançar e man-
ter altos níveis de precisão e qualificação, mesmo que ocorram mudanças”4 .
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A garantia da qualidade é responsável por observar as atividades em sua totalidade, 
de maneira a assegurar a qualidade em todos os processos no laboratório. Em outras 
palavras, é o conjunto de atividades destinadas a prover confiança de que os requisitos 
da qualidade serão atendidos, de forma a prevenir erros, falhas ou defeitos durante o 
processo de desenvolvimento do produto ou serviço – nesse caso, os serviços de vigilância 
laboratorial prestados pelos laboratórios integrantes do Sislab.

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

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

A implantação do SGQ ocorre de forma gradativa nos processos de trabalho, com o ob-
jetivo de organização, clareza, integração de pessoas e maior disponibilidade das infor-
mações laboratoriais para a tomada de decisão. Para tal, leva-se em consideração, como 
base nesse processo de implementação, a definição de responsabilidades das pessoas e das 
instituições vinculadas ao modelo definido, definição de sistema de documentação para 
organizar a operacionalização do sistema e o treinamento, assim como a qualificação dos 
profissionais para a correta execução dos processos (Figura 2).

Os benefícios a partir da implementação do SGQ são visíveis, portanto, deve ser mantido e 
aprimorado continuamente e ser comprovado por meio de auditorias internas e externas 
por organismos reconhecidos.

Figura 2 – Pilares para a construção de um sistema de qualidade
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e qualificação

Fonte: CGLAB/Daevs/SVS/MS.

Cabe à CGLAB fomentar e contribuir para que todos os laboratórios alcancem o patamar 
de qualidade ideal, aumentando a confiabilidade dos resultados analíticos, aprimorando 
o conhecimento e buscando a excelência técnica dos serviços prestados ao SUS.

Visto à necessidade de garantir a confiabilidade, a credibilidade dos resultados e as boas 
práticas dentro dos laboratórios, a implantação de SGQ está cada vez mais em evidência.

2.2  Considerações sobre as etapas dos exames laboratoriais

Os exames laboratoriais compreendem três etapas diferentes: fase pré-analítica; fase 
analítica; e fase pós-analítica. Na fase pré-analítica, a atenção com a pessoa, o cuidado 
do profissional de saúde e demais envolvidos com os procedimentos para a obtenção do 
material ou amostra são ações indispensáveis para garantir a qualidade nessa etapa, e 
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também nas seguintes. São processos envolvidos na fase pré-analítica: o pedido de exame, 
a preparação do paciente, a coleta, a preparação e o transporte da amostra.

A fase analítica diz respeito aos procedimentos de análise propriamente dita da amostra 
ou material. Essa fase se estende desde o processamento da amostra até o registro dos 
dados obtidos por meio das análises, no sistema de informação do laboratório executor. 
É importante que o sistema de informação laboratorial possibilite o gerenciamento e o 
acompanhamento das análises realizadas pelo laboratório, e, para esses fins, o Ministério 
da Saúde preconiza a utilização do Sistema Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL) 
dentro do Sistema Nacional de Laboratório de Saúde Pública.

O sistema de informação laboratorial desempenha função importante em todas as etapas, 
tendo também uma interface indispensável para as ações da fase pós-analítica, que com-
preendem: i) o preparo do laudo; ii) a impressão ou transmissão do laudo ao profissional 
solicitante; e iii) o recebimento do laudo. Todas essas etapas contribuem para o subsídio 
do profissional da saúde e demais esferas de interesse para a tomada de decisão, no 
caso de diagnóstico, bem como para definição de estratégias de políticas públicas para a 
população.

Observa-se, então, que os procedimentos envolvidos na execução de um exame labo-
ratorial demandam ações coordenadas e obedecem uma dinâmica complexa entre as 
fases pré, pós e analítica (Figura 3). Para garantir que todos esses procedimentos sejam 
realizados de maneira correta e fluida, é necessário estabelecer um sistema de qualidade 
robusto, capaz de nortear as ações em cada uma dessas etapas e mapear os pontos de 
falha nos fluxos estabelecidos para estruturação de ações de correção desses processos, 
quando necessário.

Figura 3 – Etapas dos exames laboratoriais: fases pré-analítica, analítica e pós-analítica
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2.3 Elementos do Sistema de Gestão da Qualidade2

Os elementos considerados indispensáveis para um SGQ são:

 » Controle Interno da Qualidade (CIQ);

 » Avaliação Externa da Qualidade (AEQ)* / Controle Externo da Qualidade (CEQ) / 
Ensaio de Proficiência;

 » monitoramento de indicadores de desempenho; e

 » melhoria contínua.

2.3.1 Controle Interno da Qualidade (CIQ)

É o processo de monitoramento interno efetivo e sistemático do desempenho da fase ana-
lítica, assegurando que as informações geradas sejam confiáveis, precisas, reprodutíveis e 
sirvam de mecanismo mediante o qual os laboratórios possam validar a competência dos 
serviços de diagnóstico.

É responsabilidade de cada um dos laboratórios, que possui sistema analítico, estabelecer 
na rotina de trabalho um sistema de controle e registro dos resultados dos controles, re-
servando para si a revisão periódica dos pontos críticos e o monitoramento dos resultados. 
O objetivo é a prevenção da queda de desempenho do sistema analítico no laboratório.

O CIQ inclui: i) monitoramento do processo analítico (de materiais, insumos, reagentes, 
equipamentos, protocolos e metodologias) por meio de amostras-controle; ii) definição 
de limites e critérios de aceitabilidade para os resultados dos controles; iii) liberação ou 
rejeição das análises após avaliação dos resultados das amostras-controle; iv) realização 
de medidas corretivas a serem aplicadas quando os resultados excedem os limites consi-
derados aceitáveis; e v) registro dos resultados obtidos e das ações adotadas decorrentes 
de rejeições de resultados de amostras-controle.

O CIQ do laboratório de diagnóstico da TB envolve dois aspectos:

Aspectos preventivos: comuns a todos os laboratórios, também conhecidos como Boas 
Práticas de Laboratório (BPL), englobam medidas a serem adotadas desde a triagem das 
amostras, o processamento das amostras, até a emissão do laudo final.

Os CIQ de cada metodologia estão descritos no capítulo correspondente.

Aspectos operacionais: inclui controle de insumos, equipamentos, procedimentos técni-
cos, monitoramento dos resultados de exames, registro técnico dos procedimentos de CIQ 
e aplicação de ações corretivas e preventivas quando essas se fizerem necessárias.

O uso correto e o monitoramento dos equipamentos estão descritos no Capítulo 13 e 
são fundamentais para a qualidade dos exames realizados, uma vez que implicam na 
execução de um conjunto de procedimentos que registrem o desempenho de um determi-
nado equipamento. Dessa forma, o profissional do laboratório é responsável não só pela 
técnica correta de uso, como também pelo monitoramento e a conservação de todos os 
equipamentos que fazem parte de sua rotina laboratorial.
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2.3.2 Avaliação Externa da Qualidade – AEQ

A AEQ é de responsabilidade dos laboratórios supervisores: LRN, LRR e Internacional de 
acordo com a organização da rede de laboratórios do País e o laboratório a ser avaliado.

A AEQ é definida como a atividade de avaliação do desempenho de sistemas analí-
ticos por meio de comparações interlaboratoriais, ensaios de proficiência, análise de 
padrões certificados e outras avaliações de desempenho que podem estender-se ao 
longo de todas as fases do ciclo de testes, mediante comparação entre laboratórios.3,5

Os objetivos gerais da AEQ são identificar, avaliar, manter e melhorar o processo analí-
tico e a investigação de causas nas quais a proficiência não foi obtida pelos laboratórios 
participantes.

A AEQ deve ser organizada como um programa formal e estruturado, projetado em plano 
de ação pelo laboratório supervisor para cada um dos laboratórios integrantes, indivi-
dualmente. A implementação desse plano pode incluir a atualização ou requalificação, 
o fornecimento de insumos, a organização da triagem e a recepção de amostras ou na 
realização dos exames, até que as falhas sejam solucionadas.

Os laboratórios supervisores devem possuir conhecimento técnico qualificado e atuali-
zado, não apenas sobre os procedimentos laboratoriais da TB, mas também sobre os 
aspectos tecnológicos e operacionais. Além disso, o laboratório supervisor deve possuir 
SGQ estabelecido e ser reconhecido como referência.

Entre os benefícios da participação dos laboratórios no AEQ, destacam-se:

 » avaliação regular do desempenho;

 » confiabilidade e credibilidade dos dados produzidos;

 » comparação do desempenho com o de outros laboratórios semelhantes;

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

 » implantação de ações preventivas e corretivas para a melhoria dos procedimentos 
do laboratório;

 » fornecimento de evidências sobre a qualidade dos processos laboratoriais;

 » acesso a informações de desempenho de métodos analíticos dos laboratórios par-
ticipantes; e

 » melhoria contínua.

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

 » assegurar a comparabilidade dos resultados dos laboratórios;

 » avaliar o desempenho dos laboratórios em análises específicas;

 » identificar melhorias pontuais e diferenças interlaboratoriais;

 » integrar, com a visita técnica nos laboratórios, o conjunto de avaliação dos labora-
tórios; e

 » indicar ações preventivas e/ou corretivas, quando necessárias.
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As principais características da AEQ são:

 » o caráter educativo;

 » a participação voluntária, recomendada pela SVS/MS;

 » a confidencialidade da identidade, os registros e os resultados dos participantes; e

 » o sigilo e a ética profissional na condução do processo.

A AEQ pode incluir os seguintes componentes:

 » visita técnica;

 » ensaios de proficiência; e

 » releitura às cegas.

2.3.2.1 Visita técnica de avaliação

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

A atividade deve ser documentada e planejada para ocorrer em intervalos regulares e 
incluir propostas de retificações, quando necessário, de acordo com as características e as 
necessidades de cada serviço. Trabalha-se com um roteiro que consiste em perguntas a 
serem respondidas pelo laboratório e observações da prática na realização dos exames, 
além de entrevistas com autoridades e profissionais de níveis diversos.

Essas visitas têm como principal objetivo a manutenção do sistema de qualidade. No 
entanto, proporcionam também motivação e fornecem apoio aos profissionais que de-
sempenham tais atividades, especialmente nos laboratórios periféricos, estabelecendo 
relações sólidas, o que favorece a rápida notificação de qualquer problema, permitindo 
intervenções assertivas em tempo oportuno.

Check-list para verificação operacional:

 » avaliar condições de infraestrutura física e administrativa;

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

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

 » verificar se a equipe técnica possui formação profissional e experiência compatível 
com a área;

 » avaliar a disponibilidade de profissionais em relação ao volume de demanda na 
área;

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

 » verificar e avaliar a qualidade dos isolados bacterianos obtidos;

 » verificar se os casos positivos notificados pelo laboratório constam nos registros da 
unidade de tratamento;
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 » verificar se o laboratório possui informações documentadas sobre os procedimen-
tos, as técnicas e os manuais dos testes realizados pelo laboratório;

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

 » verificar se o laboratório possui planejamento para aquisição dos insumos estraté-
gicos necessários;

 » verificar se o laboratório possui os equipamentos em funcionamento e com manu-
tenção periódica;

 » verificar se o laboratório possui sistema de CIQ;

 » verificar se o laboratório participa de algum Programa de AEQ;

 » verificar se o laboratório possui normas ou manual de biossegurança;

 » verificar se o laboratório realiza exame admissional e médico anual nos profissio-
nais do laboratório;

 » verificar se o laboratório possui e mantém as informações documentadas sobre 
acidentes de trabalho;

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

 » verificar se o laboratório possui requisição de exame padronizada.

Check-list para verificação técnica:

 » observar e avaliar os processos de preparação de amostra para execução de todas 
as técnicas realizadas pelo laboratório;

 » observar e avaliar a interpretação dos resultados obtidos em todas as técnicas rea-
lizadas pelo laboratório;

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

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

 » revisar os resultados anteriores da AEQ por releitura e discutir sugestões e reco-
mendações para a melhoria da qualidade.

2.3.2.2 Ensaio de proficiência

Consiste na avaliação de desempenho por meio da comparação objetiva dos resultados 
obtidos entre diferentes laboratórios. Parte integrante do Programa de AEQ, os ensaios 
de proficiência são também chamados de estudos interlaboratoriais.

Os ensaios são conduzidos por provedores de ensaio de proficiência, podendo ser uma 
instituição privada, especializada e contratada ou um laboratório supervisor (LRN, LRR ou 
internacional), desde que sejam devidamente e oficialmente reconhecidos por organis-
mos de acreditação.

“Um programa no qual se enviam periodicamente amostras múltiplas aos laboratórios 
participantes para sua análise e/ou identificação, no qual se comparam os resultados 
entre os diferentes laboratórios do grupo e/ou com o valor de referência.”2
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Os estudos interlaboratoriais oferecem evidência da confiabilidade de resultados de análises, 
validam processos de análise e de medicação e permitem reconhecer não conformidades, 
auxiliando na tomada de decisões para ações corretivas ou preventivas. Recomenda-se que 
seja feito pelo menos uma rodada de avaliação uma vez ao ano.

Os resultados dos ensaios de proficiência são monitorados para se evidenciar as tendências 
ao decorrer do tempo, prevenir e minimizar a ocorrência de falhas nos processos analíticos 
e identificar os laboratórios com maior necessidade de assessoramento.

A retroalimentação referente aos resultados dos ensaios de proficiência deve ser comuni-
cada de forma rápida ao laboratório participante do estudo para a adoção imediata de 
medidas cabíveis.

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

2.3.2.3 Releitura às cegas

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

Esse componente pode ser implementado em todos os métodos diagnósticos, como na 
baciloscopia, na identificação de espécies ou no TS fenotípicos ou moleculares, mediante 
o envio às cegas de alguns dos isolados.

2.3.3 Monitoramento de indicadores de desempenho

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

Os indicadores de desempenho são úteis para a avaliação interna e externa da qualidade, 
a depender da forma como são utilizados, ou seja, estão relacionados ao CIQ quando são 
avaliados os resultados esperados para o próprio laboratório e, ao AEQ, quando são ana-
lisados no contexto entre os laboratórios da rede. Para isso, todos os laboratórios devem 
reunir e analisar os dados de maneira periódica, utilizando um formato padronizado.

É importante que os objetivos para todos os indicadores monitorados sejam bem definidos 
e fixados, e que qualquer mudança inexplicável seja documentada e investigada, como o 
aumento das taxas de erro, as alterações na taxa de positividade ou a resistência a drogas 
de primeira e/ou segunda linha, ou uma mudança significativa no volume dos exames re-
alizados. Eles também precisam ser revisados pelo responsável do laboratório e, se forem 
observados resultados ou tendências inesperadas, sempre devem estar vinculados a ações 
corretivas e serem comunicados à SVS/MS assim que possível.
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Os ensaios de proficiência, com o monitoramento dos indicadores de desempenho, 
devem ser realizados independentemente do programa regular de visitas técnicas.

O uso bem-sucedido de indicadores de qualidade requer a coleta de informações apro-
priadas, mensuráveis e interpretáveis, que podem ser usadas como parte da melhoria 
contínua do processo.

2.3.4 Melhoria contínua

Envolve o monitoramento assíduo dos resultados lançados pelas distintas ferramentas 
empregadas para a avaliação da qualidade com a finalidade de identificar aspectos que 
devem ser melhorados, prevenidos ou corrigidos no laboratório.

A melhoria contínua está fundamentada na identificação de não conformidades por meio 
da coleta e análise de dados produzidos pelas estratégias antes mencionadas ou pelo 
monitoramento de indicadores de desempenho, no desenvolvimento de soluções criativas 
para os problemas identificados e na identificação das oportunidades de melhoria.

Como forma de garantir a melhoria contínua dos processos, deve-se estabelecer um pro-
grama de planejamento de qualidade robusto e que perdure ao longo do tempo.8

A implantação desses programas inclui desde o processo de planejamento das ações, da 
sua implementação e execução da verificação dos resultados até das ações de natureza 
corretiva ou de padronização. Esses passos devem ser repetidos regularmente para garantir 
o aprimoramento contínuo de cada processo gerado pelo laboratório e de acordo com a 
linguagem usual. Esse ciclo é denominado PDCA (do inglês Plan-Do-Check-Act) (Figura 4).8

Figura 4 – Método baseado no ciclo PDCA para garantia da qualidade laboratorial
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Plano de ação

2

3

4

Verificação Execução6 5
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Fonte: Adaptado da norma ISO9001:2015.

O processo de melhoramento contínuo é o mais difícil de implementar de forma ro-
tineira e sistemática, mas é uma parte essencial da implementação de sistemas de 
qualidade.
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As ações descritas neste capítulo – como as visitas técnicas de avaliação, o CIQ e a AEQ – são 
partes fundamentais da estratégia de melhoria contínua da qualidade. As metodologias 
para a aplicação do CIQ e da AEQ para cada técnica realizada pelos laboratórios está 
inserida ao longo desse Manual, nos capítulos que trazem os respectivos procedimentos.

Referências

1. BRASIL. Ministério da Saúde. Secretaria de Vigilância em Saúde. Departamento de 
Vigilância das Doenças Transmissíveis. Brasil Livre da Tuberculose: Plano Nacional pelo 
Fim da Tuberculose como Problema de Saúde Pública. Brasília, DF: MS, 2017.

2. ORGANIZAÇÃO PAN-AMERICANA DA SAÚDE. Manual de procedimientos de evaluaci-
ón externa de calidad de los métodos bacteriológicos aplicados al diagnóstico y control 
de tratamiento de la tuberculosis. Brasília, DF: OPAS, 2018.

3. CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. CLSI Standards: Guidelines for 
Health Care Excellence. ©2021. Disponível em: https://clsi.org/standards, Acesso em: 15 
jul. 2021.

4. CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION. Laboratory Quality Assurance 
and Standardization Programs. 2017. Disponível em: https://www.cdc.gov/labstandards/. 
Acesso em: 15 jul. 2021.

5. SOCIEDADE BRASILEIRA DE PATOLOGIA CLÍNICA. Norma PALC: Programa de 
Acreditação de Laboratórios Clínicos, versão 2016. Disponível em: http://www.sbpc.org.
br/upload/conteudo/norma_palc_2016_web.pdf. Acesso em: 15 jul. 2021.

6. ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE NORMAS TÉCNICAS. ISO 9001:2015: Sistemas de gestão 
da qualidade – requisitos. Rio de Janeiro: ABNT, 2015.

7. ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE NORMAS TÉCNICAS. ISO 17043:2011: Avaliação da con-
formidade — requisitos gerais para ensaios de proficiência. Rio de Janeiro: ABNT, 2011.

8. WORLD HEALTH ORGANIZATION. Laboratory Quality Management System: 
Handbook. Geneva: WHO, 2011. Disponível: em https://www.who.int/ihr/publications/
lqms_en.pdf. Acesso em: 15 ago. 2021.

https://clsi.org/standards
https://www.cdc.gov/labstandards/
https://www.who.int/ihr/publications/lqms_en.pdf
https://www.who.int/ihr/publications/lqms_en.pdf




BIOSSEGURANÇA

3



45

3 BIOSSEGURANÇA

3.1 Introdução

Biossegurança é a condição de segurança alcançada com a utilização conjunta de equipa-
mentos de proteção, práticas, procedimentos laboratoriais e estrutura física da instituição, 
destinados a minimizar a exposição dos funcionários e do meio ambiente aos agentes 
infecciosos.

Pela Classificação dos Agentes Etiológicos Baseado no Grau de Risco,1 a espécie M. tuber-
culosis integra o grupo de risco de biossegurança III, com outros microrganismos capazes 
de infectar por meio de aerossóis.2, 3, 4, 5

Os profissionais de laboratórios apresentam risco de infecção por M. tuberculosis de três 
a cinco vezes maior do que a população em geral,6 podendo atingir 21,5 vezes mais para 
aqueles que realizam os TS.7 A exposição dos profissionais de laboratório aos aerossóis 
infecciosos depende do número de amostras clínicas e culturas positivas para M. tuber-
culosis processadas diariamente por um único profissional, bem como da adesão rígida 
às normas de biossegurança. Portanto, torna-se necessário que os laboratórios de saúde 
pública disponham ou implantem um programa de biossegurança amplo com medidas 
técnicas e administrativas.

Segundo a OMS,8 a orientação para os laboratórios é inicialmente realizar uma avaliação 
de risco do trabalho levando em consideração: i) a carga bacilar das amostras biológicas 
ou isolado bacteriano e a viabilidade de M. tuberculosis; ii) a via de transmissão da TB; iii) 
o material manipulado, ou número de manipulações necessárias para cada procedimento 
que possa gerar aerossóis; iv) o número de manobras que possam potencialmente gerar 
aerossóis em cada procedimento; v) a localização do laboratório; vi) as características 
epidemiológicas da doença e do grupo de doentes atendidos; e vii) o nível de experiência 
e a competência dos técnicos.

A OMS também orienta as políticas nacionais para a classificação das instalações labo-
ratoriais em três níveis de risco, baseada nas seguintes atividades realizadas e nos riscos 
associados: baixo risco de TB, risco moderado de TB e alto risco de TB (laboratório de 
contenção de TB).

O Quadro 3 apresenta os níveis de risco de um laboratório de TB de acordo com as ativi-
dades laboratoriais executadas e a avaliação de riscos desse laboratório.
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Quadro 3 –  Níveis de precaução contra riscos, atividades laboratoriais associadas e avalia-
ção dos riscos em laboratórios de tuberculose

NÍVEL DE RISCO DE 
UM LABORATÓRIO 

DE TB1

ATIVIDADES 
LABORATORIAIS

AVALIAÇÃO DOS 
RISCOS

USO DE CSB

Baixo risco

Baciloscopia direta; 
preparação de amostras 
para uso em um cartucho 
de teste automatizado 
de amplificação de ácido 
nucleico (como o TRM-TB); 
Método de Swab (Ogawa-
Kudoh).

Baixo risco de geração 
de aerossóis infecciosos 
a partir das amostras; 
baixa concentração de 
partículas infecciosas.

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

Risco moderado

Processamento e 
concentração de amostras 
biológicas para inoculação 
em meios de isolamento 
primário (LJ ou MGIT); 
teste de sensibilidade 
direto (LPA em amostra de 
expectoração processada).

Risco moderado de 
geração de aerossóis 
infecciosos a partir 
das amostras; baixa 
concentração de 
partículas infecciosas.

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

Alto risco (laboratório 
de contenção de TB)

Manipulação de cultura 
(meio sólido ou líquido) 
para identificação de 
espécie, para realização 
de teste de sensibilidade 
fenotípico ou para LPA.

Alto risco de geração 
de aerossóis infecciosos 
a partir das amostras; 
alta concentração de 
partículas infecciosas.

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

Fonte: WHO, 2012; BRASIL, 2019.
1. O nível de risco refere-se à probabilidade de alguém no laboratório ser infectado com TB como resultado dos procedi-
mentos realizados no laboratório.
CSB: Cabine de Segurança Biológica; EPI: Equipamentos de proteção individual; LJ: Löwenstein-Jensen; LPA: Teste de 
hibridação com sonda em linha – do inglês Line Probre Assay; MGIT: Tubo indicador de crescimento de micobactérias – do 
inglês Mycobacteria Growth Indicator Tube; TB: tuberculose; TRM-TB: Teste rápido molecular para tuberculose.

É importante observar que a realização de cultura pelo método de Swab (Ogawa-
Kudoh) não exige centrifugação e, consequentemente, não existe concentração de 
bacilos. Portanto, por ser uma técnica de baixo risco, pode ser realizada fora da cabine 
de segurança biológica (CSB), com as precauções necessárias de uso de equipamentos 
de proteção individual (EPIs) e o uso correto do bico de Bunsen, de modo que a chama 
fique entre a amostra e o técnico que a está manipulando. Esse procedimento é, 
portanto, classificado como de baixo risco.

3.2 Medidas administrativas de proteção

As medidas de controle administrativas são medidas de gestão que buscam reduzir o risco 
de transmissão da TB e diminuir a exposição do profissional de saúde e das pessoas por 
meio do diagnóstico precoce, do isolamento ou da separação imediata do paciente com 
suspeita de TB e a implantação imediata de um tratamento antiTB adequado.

As medidas de controle administrativo incluem:

 » avaliação do risco de transmissão de TB no estabelecimento de saúde;
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 » desenvolvimento de um plano de controle de infecções de TB;

 » implementação de práticas de trabalho eficazes;

 » informação, educação e comunicação sobre a TB; e

 » monitoramento da saúde dos profissionais de saúde.

Os resultados da avaliação de risco criam a base para a elaboração do plano de controle 
de infecções de TB na unidade. As áreas com maior risco devem receber maior atenção ao 
elaborar o plano. É uma forma de capacitação contínua para os técnicos, podendo servir 
também para os profissionais que ingressam no serviço.

A implementação de práticas de trabalho eficazes depende do apoio incondicional da 
gestão do laboratório. Uma gestão comprometida com a biossegurança é fundamental. 
Cabe à gestão do laboratório, baseada em normas nacionais e internacionais, elaborar 
o manual de biossegurança e garantir a adesão às práticas de trabalho determinadas 
pela equipe de profissionais do laboratório; promover informação e capacitação conti-
nuada sobre as medidas de biossegurança e nos procedimentos usualmente empregados 
no diagnóstico da TB, além do fornecimento de equipamentos de proteção adequados 
para a realização do trabalho.6 Cabe aos profissionais dos laboratórios a responsabilidade 
pelo uso correto desses equipamentos de proteção e o correto cumprimento das medidas 
administrativas adotadas pela instituição.

Os programas de saúde ocupacional deverão promover locais de trabalho seguros e sau-
dáveis. Isso é possível por meio da minimização de quaisquer exposições, da detecção 
imediata e do tratamento de exposições, bem como mediante o uso de informações 
obtidas a partir de incidentes e acidentes no laboratório, que servirão para melhorar os 
cuidados com a segurança. Um exame médico inicial e o acompanhamento regular devem 
ser aplicados a todo o pessoal, antes de começarem a trabalhar no laboratório de TB. A 
equipe médica que presta serviços de saúde ocupacional deve ter conhecimento sobre a 
natureza dos riscos potenciais de saúde em laboratórios de TB e ter acesso a especialistas 
para aconselhamento.

O serviço médico deve estar prontamente disponível, de modo a permitir a avaliação e o 
tratamento imediato e apropriado.

3.3 Barreiras de contenção primárias

A maioria dos incidentes de infecção que ocorre nos laboratórios de bacteriologia de TB 
são atribuídos às contaminações devido à produção de aerossóis potencialmente infec-
ciosos durante a realização dos exames. O termo contenção é usado para descrever os 
métodos de segurança utilizados na manipulação de materiais infecciosos no ambiente 
laboratorial onde estão sendo manejados ou mantidos.

O objetivo da contenção é minimizar ou eliminar a exposição da equipe, de outras pessoas 
e do meio ambiente em geral, aos agentes potencialmente perigosos. Os três elementos 
de contenção incluem: i) a prática e a técnica laboratorial; ii) os equipamentos de segu-
rança; e iii) o projeto da instalação.9

As barreiras de contenção primária constituem a primeira linha de proteção quando se 
trabalha com agentes infecciosos. As boas práticas microbiológicas, a cabine de segurança 
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biológica (CSB), as centrífugas com caçapa de segurança, as luvas, os respiradores e os 
aventais são exemplos de barreiras primárias utilizadas nos laboratórios de bacteriologia 
da TB.8, 9

Para reduzir a geração de aerossóis pelos procedimentos laboratoriais e sua dispersão, 
recomenda-se que o profissional responsável pela realização dos exames adote as boas 
práticas microbiológicas, conforme descritas no tópico a seguir.

3.3.1 Boas práticas microbiológicas 10,11

As boas práticas microbiológicas compreendem práticas e técnicas microbiológicas padro-
nizadas, que devem ser seguidas em todos os procedimentos realizados no laboratório, 
valendo a pena salientar que a rígida adesão aos procedimentos é o principal componente 
de contenção.6

A seguir são descritas algumas das boas práticas microbiológicas que devem ser adotadas 
nos laboratórios:

 » restringir ou limitar o acesso ao laboratório apenas para os profissionais autorizados;

 » não comer, beber, fumar ou aplicar maquiagem no laboratório;

 » não pipetar com a boca;

 » fazer uso de dispositivos de pipetagem;

 » fazer higienização das mãos com água e sabão ao entrar no laboratório, após a 
manipulação de amostras, após a realização de qualquer procedimento bacterio-
lógico, após tirar as luvas e avental e antes de sair do laboratório. O álcool a 70% 
deve ser utilizado ao final dos procedimentos, depois da lavagem das mãos;

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

 » usar luvas durante a execução das atividades. Não manusear maçanetas, telefones, 
puxadores de armários ou outros objetos de uso comum enquanto estiver de luvas; 
e

 » realizar cuidadosamente todos os procedimentos a fim de evitar a formação de 
aerossóis.

3.3.2 Equipamentos de proteção individual – EPIs

São equipamentos de proteção individual (EPIs) utilizados pelos profissionais de laborató-
rio com o intuito de minimizar os riscos suscetíveis decorrentes do manuseio de amostras 
biológicas em ambiente de trabalho. Os EPIs não evitam os acidentes em si, mas protegem 
o profissional quando o risco está ligado à função e à exposição aos agentes. Deve-se 
considerar que o risco está associado ao tipo e à quantidade do agente infeccioso, ao 
tempo de exposição e à sensibilidade do organismo de cada profissional. Existem vários 
tipos de EPIs, cada qual com sua finalidade e modo de utilização, com especificações muito 
particulares dependendo da atividade a ser executada.

O uso de luvas, respiradores, aventais e calçados fechados deve sempre fazer parte de 
todas as etapas do diagnóstico laboratorial da TB, desde a recepção das amostras até 
a execução de técnicas mais complexas. As luvas devem ser de material resistente, ter 
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baixa permeabilidade, boa flexibilidade e serem descartáveis. Antes de calçar as luvas, 
é importante checar se elas apresentam rasgos ou furos. Recomenda-se colocar as luvas 
sobre o punho do avental, nunca reutilizá-las e lembrar de descartá-las de forma segura.

No Brasil, os EPIs devem ter certificado de aprovação junto à Secretaria Especial da 
Previdência e Trabalho do Ministério da Economia. Para a proteção contra a TB, são uti-
lizados os respiradores do tipo N95 (NIOSH N95) ou PFF2 (EN149:2001), que apresentam 
porosidade de eficiência igual ou maior do que 95%, para reter partículas de 0,3 µm. 
Algumas das principais características dessas máscaras são: a capacidade de um perfeito 
ajuste ao formato do rosto do usuário e a possibilidade de serem reutilizadas, pelo mesmo 
profissional, desde que se mantenham secas, limpas e íntegras (não amassadas, dobradas 
ou rasgadas) por até uma semana. A manutenção dos respiradores em sacos plásticos não 
é recomendada por reter umidade. Deve-se envolvê-los em papel-toalha e mantê-los em 
local seguro.12,13 Em procedimentos de alto risco, recomenda-se a não reutilização dos 
respiradores. Vale ressaltar que a máscara cirúrgica não é um equipamento de proteção 
respiratória em ambiente laboratorial.14

Recomenda-se para o bom uso de respiradores:

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

 » não é recomendado o uso de barba, uma vez que impede o ajuste e a vedação 
adequada dos respiradores, comprometendo sua segurança; e

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

 Como colocar o respirador:

1. Segurar o respirador na mão, deixando os elásticos penderem livremente.

2. Aproximá-lo do rosto, cobrindo a boca e o nariz.

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

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

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

6. Para retirar, começar pelo elástico de baixo das orelhas e, depois, o outro.

Os aventais devem ser de mangas longas, com punhos sanfonados, de fechamento fron-
tal, com botões, preferencialmente de pressão, mantidos permanentemente fechados, 
de comprimento abaixo dos joelhos, em tecido de algodão ou fibra sintética não infla-
mável.10,11 O uso de avental deve ser restrito à área de trabalho e deve ser guardado em 
local apropriado, nunca em armários destinados a objetos de uso pessoal. Devem ser 
submetidos a processos de descontaminação por autoclavação ou por descontaminação 
química antes de ser lavado.9, 10 Não deve ser levado para casa para higienização. Para os 
laboratórios que não disponibilizam serviço de lavagem, recomenda-se o uso de aventais 
descartáveis, de gramatura 50 g, punhos sanfonados e com fechamento nas costas.
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3.3.3 Equipamentos de proteção coletiva – EPCs

São os dispositivos ou equipamentos utilizados para prevenção de acidentes e proteção 
de profissionais nas áreas de trabalho, arredores dos setores e unidades executoras de 
atividades de risco.

A CSB é um dos principais dispositivos de contenção primária utilizados para possibilitar 
a contenção em casos de derrames infecciosos ou aerossóis gerados por muitos proce-
dimentos microbiológicos realizados em laboratórios que manipulam M. tuberculosis.9 
Existem três tipos de CSB utilizadas em laboratórios de microbiologia: as CSB classe I, II 
e III, sendo determinadas classes subdivididas, dependendo do uso a que se destinam. 
As CSB de classe II são câmaras abertas que oferecem níveis significativos de proteção 
ao pessoal de laboratório e ao meio ambiente quando utilizadas em conjunto com boas 
práticas microbiológicas. Esse tipo de cabine também protege contra a contaminação 
externa de materiais (por exemplo: culturas de células e culturas microbianas de estoque) 
que são manipulados dentro dela. As CSB de classe II, quando mantidas adequadamente 
e utilizadas em conjunto com as boas práticas microbiológicas, proporcionam um nível de 
contenção apropriado para os laboratórios de bacteriologia da TB.2, 3, 4

Todos os procedimentos geradores de aerossóis nos laboratórios de bacteriologia da TB2 
devem ser realizados no interior dessas cabines. Os principais procedimentos geradores 
de aerossóis são: agitação de amostras em alta velocidade usando agitador de tubos, 
manipulação de culturas positivas, maceração de biópsias e agitação e pipetagem de 
culturas líquidas do bacilo da TB.

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

As CSB devem ser testadas e certificadas no laboratório ao serem instaladas, sempre 
que forem removidas e, preventivamente, uma ou duas vezes ao ano, dependendo da 
frequência de uso.15 Como para qualquer outro equipamento, os profissionais devem 
ser treinados para utilização adequada das CSB, em particular, para evitar atitudes que 
modifiquem o fluxo de ar dentro desses equipamentos, comprometendo sua eficiência.

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

ATENÇÃO: antes da troca dos filtros HEPA, a CSB deve passar por um processo de des-
contaminação. Esse procedimento deve ser realizado por pessoal treinado da própria 
empresa que fará o serviço de manutenção ou a certificação da CBS.

A CSB não deve ser utilizada para manipulação de substâncias voláteis; para isso, deve-se 
utilizar capelas de exaustão química, que são equipamentos que protegem os profissio-
nais durante a manipulação de substâncias que liberam vapores tóxicos ou irritantes. 
Esse equipamento é necessário na preparação de corantes e soluções químicas, e essas 
atividades jamais devem ser realizadas fora dela.15

Apesar de o bacilo M. tuberculosis pertencer ao grupo de risco III, alguns procedimentos 
para o diagnóstico da TB podem ser realizados em laboratórios de baixo nível de biosse-
gurança (NB). Um exemplo é o processamento de amostras biológicas por métodos que 
não exijam concentração de bacilos por centrifugação, como baciloscopia e TRM-TB. Esses 
procedimentos podem ser realizados fora da CSB, na bancada, com o auxílio da chama de 
um bico de Bunsen.8
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As centrífugas devem cumprir requisitos mínimos para a rotina laboratorial de TB, funcio-
nando em velocidade suficiente para sedimentar os bacilos (3.000 x g) e refrigeradas, para 
evitar o aquecimento acima de 37°C. O rotor deve ser angular, com tampa e funcionar 
sem vibrações. É imprescindível que as caçapas possuam tampa de segurança, evitando a 
dispersão de aerossol, caso haja a quebra de algum tubo durante a centrifugação. Para 
outras informações consulte o Capítulo 13 desse Manual.

3.4 Barreiras de contenção secundária

O modelo das instalações laboratoriais pode estabelecer uma importante barreira de pro-
teção pessoal contra os agentes infecciosos. A adoção de barreiras secundárias depende 
do risco de transmissão dos agentes infecciosos, devendo as instalações serem adequadas 
à função do laboratório e ao nível de segurança recomendado para os agentes infecciosos 
manipulados nesses locais. As barreiras secundárias recomendadas nesses laboratórios 
devem incluir a separação da área de trabalho laboratorial do acesso público, bem como 
a existência de uma área para descontaminação e locais para lavagem de mãos. À medida 
que o risco de transmissão dos microrganismos por aerossóis aumenta, tornam-se neces-
sários níveis mais elevados de contenção primária e múltiplas barreiras secundárias para 
impedir a saída de agentes infecciosos para o meio ambiente. As características do modelo 
das instalações podem então incluir sistemas de ventilação especializados que assegurem 
fluxo de ar direcionado, sistemas de tratamento do ar laboratorial para descontaminar 
ou remover agentes do ar liberado (ar expelido), áreas de acesso controlado, até o isola-
mento do laboratório em edifícios ou módulos separados.10

3.4.1 Instalações laboratoriais

    Ao construir ou reformar um laboratório é necessário consultar profissionais especiali-
zados que tenham conhecimento na área de biossegurança laboratorial. As instalações do 
laboratório que realiza diagnóstico da TB devem atender aos requisitos descritos a seguir.

3.4.1.1 Requisitos gerais

Os requisitos exigidos para qualquer laboratório de diagnóstico são: paredes, pisos e 
bancadas de superfície lisa, laváveis, contendo apenas os equipamentos e os materiais 
necessários aos procedimentos, para facilitar a limpeza e a descontaminação, além de 
evitar acidentes.

3.4.1.2 Requisitos específicos de biossegurança para laboratórios de tuberculose

Para o diagnóstico laboratorial da TB esses requisitos variam de acordo com o exame 
realizado, ou seja, baciloscopia, cultura, identificação de espécie e TS, sendo esses dois 
últimos por métodos fenotípicos ou moleculares.

Os requisitos mínimos de biossegurança para laboratórios que realizam exames para TB são:

 » na área onde há atendimento de pessoas para entregar amostras, recomenda-se 
a instalação de um exaustor com capacidade de seis a dez renovações de volume 
de ar por hora, para facilitar a retirada do ar contaminado. Outra recomendação é 
que seja organizado um fluxo de atendimento das pessoas em que essas devam ser 
atendidas no menor tempo possível;
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 » a área de recepção de amostras deve ser o mais próximo possível da sala de proce-
dimentos, isolada das áreas comuns, e deve conter uma abertura pass-through, que 
permita apenas a passagem das amostras acompanhadas das solicitações de exames;

 » a área de realização dos procedimentos deve ser organizada de forma a permitir 
um sistema de circulação de ar das áreas limpas para as áreas sujas;

 » no caso de haver janelas, essas devem estar localizadas de forma a não permitir 
correntes de ar na área de preparação da amostra, evitando assim a contaminação 
dos profissionais. Nessas áreas não deve haver ventiladores de teto;

 » as janelas e as portas dos laboratórios são úteis para ventilar o ambiente quando 
não há sistema de extração mecânica do ar, e as portas devem permanecer fechadas 
durante o período de realização dos procedimentos, podendo ser abertas ao final 
de cada rotina de trabalho. As janelas poderão permanecer abertas, desde que não 
haja corrente de ar;

 » é recomendado que as portas possuam abertura mínima de 1,20 metro, conside-
rando a possibilidade de vãos maiores para passagem de equipamentos;

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

 » os lava-olhos devem ser instalados em local acessível para toda a equipe técnica e 
com a menor distância do maior número de pontos da sala;

 » as bancadas devem ser instaladas em ambiente apropriado para a preparação do 
esfregaço e de maneira que se obtenha boa iluminação;

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

 » idealmente, deve haver uma sala exclusiva para o preparo de amostras, esfregaços 
e coloração. No entanto, se não for possível, é absolutamente necessário que seja 
definida uma área específica para esse fim, onde devem circular apenas os profis-
sionais envolvidos com esses preparos;

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

 » a descontaminação do material reutilizável e do lixo a ser descartado deve ser por 
autoclavação; e

 » as atividades administrativas devem ser realizadas em áreas destinadas exclusi-
vamente a elas, não sendo permitida, nessas áreas, a manipulação de amostras 
biológicas.

3.5 Transporte de amostras biológicas16

Amostras clínicas precisam ser transportadas com segurança e dentro do tempo deter-
minado, desde o local onde foram coletadas até onde serão analisadas, para garantir a 
contenção de riscos biológicos, bem como a qualidade dos resultados obtidos.

Os espécimes de origem humana devem ser acondicionados e transportados de maneira a 
proteger o pessoal responsável pelo transporte dos riscos de infecção. A regulamentação 
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do transporte de amostras e agentes biológicos é definida para assegurar proteção ao 
público e àqueles que fazem o transporte contra qualquer agente infeccioso que possa 
estar presente na embalagem. O Manual de Vigilância Sanitária sobre o Transporte de 
Material Humano para Fins de Diagnóstico Clínico, da Anvisa,17 fornece toda informação 
necessária ao laboratório para o transporte adequado de amostras clínicas.

3.5.1 Transporte intra e interlaboratorial de amostras clínicas

As amostras clínicas devem ser transportadas em caixas próprias com tampa, identificadas 
com o símbolo de risco biológico. Devem ser compostas de material não poroso, rígido, 
resistente à descontaminação. Na Figura 5 são descritos o símbolo de risco biológico e a 
caixa para transporte de amostras. O profissional responsável pelo transporte deve usar 
avental e luvas.

Figura 5 – Símbolo de risco biológico e caixa para transporte de amostras

Tampa com fechamento hermético

Material não poroso, rígido, resistente à 
descontaminação

Grades internas para acondicionamento  
dos potes em pé

Símbolo de risco biológico 

Fonte: CGLAB/Daevs/SVS/MS.

Quando a coleta de material clínico estiver localizada em outro serviço de saúde, devem-se 
acondicionar os frascos contendo as amostras biológicas em caixa apropriada, verificando 
se eles se encontram com as tampas bem fechadas e voltadas para cima. É recomendável 
colocar cada um dos frascos dentro de um saco plástico, pois, em caso de extravasamento, 
o material que apresenta risco biológico fica limitado ao saco plástico e não se espalha 
por toda a caixa.

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

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

Coloque sobre a tampa ou na lateral da caixa uma etiqueta com nome e endereço do 
laboratório destinatário, nome da unidade de saúde remetente, endereço, telefone e fax. 
Notifique, antecipadamente, o laboratório receptor sobre a data e a hora do envio do 
material, para que possa programar a recepção das amostras.
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3.5.2 Transporte intra e interlaboratorial de lâminas com esfregaço

O transporte dos esfregaços fixados de uma área do laboratório para outra deve ser feito 
em caixas porta-lâminas, plásticas e bem fechadas. Se forem transportadas para outro 
laboratório, seja para realização da leitura, seja para o CQ, as caixas devem estar identifi-
cadas com os nomes e os endereços dos laboratórios destinatário e remetente.

3.5.3 Transporte interlaboratorial de cepas de micobactérias

Culturas positivas são consideradas substâncias infecciosas de categoria A (substância 
que se transporta de forma que, ao haver exposição a ela, possa ocorrer incapacidade 
permanente, perigo de vida ou constituir enfermidade mortal para os seres humanos 
ou animais previamente sadios), e seu transporte aéreo deve seguir as normas inter-
nacionais da Associação Internacional de Transporte Aéreo (do inglês International Air 
Transport Association – IATA – http://www.iata.org). Culturas positivas, transportadas 
por via terrestre, que se destinam ao diagnóstico clínico, podem ser classificadas como 
substâncias infecciosas de categoria B (substâncias infecciosas que não se enquadram nas 
de categoria A).

Culturas de micobactérias devem ser transportadas em meio sólido em tubo de rosca ou 
em meio líquido. Se forem transportadas em meio líquido, devem estar em criotubos com 
tampa de rosca, anel de vedação ou em tubo indicador de crescimento de micobactérias – 
do inglês Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) –, garantindo que a tampa de rosca 
esteja bem apertada para evitar vazamento.

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

Figura 6 –  Exemplos de sistema de embalagem tripla para embalagem e etiquetagem de 
substâncias infecciosas Categoria A16

Fonte: CGLAB/Daevs/SVS/MS.
Obs.: A embalagem deve conter um rótulo que identifique o conteúdo como substância infecciosa (risco biológico).

http://www.iata.org
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3.6 Procedimentos em casos de acidentes

Em todo laboratório é preciso ter procedimentos definidos e escritos, que deverão ser 
seguidos em caso de acidentes. Os profissionais, inclusive, precisam ser treinados para a 
realização desses procedimentos de forma correta. Todo acidente deve ser registrado em 
formulário ou livro de acidentes laboratoriais, que deve ser mantido pelo responsável 
do laboratório e conter detalhes sobre os acidentes e as medidas necessárias tomadas. 
É necessário que cada acidente seja relatado ao responsável do laboratório e todos os 
detalhes registrados, anotando os seguintes dados:

 » data do acidente;

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

 » descrição do acidente;

 » número do registro da amostra clínica/isolado bacteriano envolvido;

 » extensão do ferimento; e

 » acompanhamento das medidas tomadas após a realização dos exames na pessoa 
acidentada.

O responsável do laboratório e a pessoa acidentada devem assinar o registro no livro.

3.6.1 Derramamento de material biológico no laboratório8

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

 » todas as pessoas devem sair imediatamente da área afetada;

 » o supervisor do laboratório deve ser informado do incidente imediatamente e 
ninguém deve entrar na sala durante, pelo menos, uma hora, para permitir que 
os aerossóis sejam removidos por meio do sistema de ventilação do laboratório e 
haver tempo para que partículas mais pesadas assentem;

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

 » vestuário de proteção e protetores respiratórios são de extrema necessidade.

Em relação à limpeza do derrame, os seguintes procedimentos devem ser seguidos:

 » colocar luvas, vestuário de proteção e protetor respiratório;

 » entrar na área afetada;

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

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

 » aplicar o desinfetante de forma concêntrica, começando pela margem externa da 
área do derramamento e avançando para o centro;

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

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

 » limpar e desinfetar a área do derramamento.

Todas as pessoas que tenham sido expostas ao derrame deverão ser encaminhadas para 
um médico, que avaliará o risco de ter havido uma infecção e realizará o acompanhamen-
to médico. Todo acidente deve ser registrado no formulário ou livro de acidentes.

3.6.1.1 Kit para situação de derrames7

Todos os laboratórios que manuseiam amostras para testes diagnósticos para TB devem 
ter kits para situação de derrames contendo:

 » instruções (POPs) para limpeza de derrames;

 » saco plástico autoclavável para lixo de risco biológico;

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

 » aventais descartáveis de laboratório;

 » caixa de luvas de todos os tamanhos;

 » respiradores N95 ou PFF2;

 » toalhas de papel;

 » sabão;

 » pá de lixo;

 » recipiente para perfurocortantes; e

 » aviso de “NÃO ENTRE.”

Verifique o conteúdo dos kits para situação de derrames regularmente e substitua os itens 
após uso ou quando estiverem vencidos.

3.6.1.2 Derramamento dentro da cabine de segurança biológica 8

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

 » manter a CSB ligada, para conter os aerossóis que possam ser formados;

 » iniciar a limpeza o mais rápido possível utilizando o desinfetante apropriado;

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

 » caso o derramamento ocorra na superfície de trabalho, cobrir o material derrama-
do com papel-toalha e derramar a solução desinfetante sobre o material biológico 
já coberto. Deixar em repouso por, no mínimo, 20 minutos para remover o papel-
-toalha e descartá-lo como material infeccioso em saco de lixo autoclavável;
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 » os materiais que estiverem dentro da CSB no momento do derramamento só deve-
rão ser retirados após 20 minutos do acidente, tendo sido desinfetados com solução 
desinfetante, antes de retirar da CSB;

 » os EPIs utilizados para a realização da limpeza deverão ser autoclavados; e

 » após a limpeza, a CSB deverá ficar ligada por mais dez minutos com a lâmpada 
ultravioleta ligada.

3.6.1.3 Derramamento de material biológico por quebra de tubos no interior da centrífuga

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

 » interromper a operação, desligando a centrífuga;

 » manter a centrífuga fechada por pelo menos 30 minutos para que baixem os 
aerossóis;

 » remover as caçapas fechadas da centrífuga e levar para a CSB;

 » remover e descartar os fragmentos do tubo em condições seguras; e

 » descontaminar a centrífuga, o rotor e as caçapas com desinfetante adequado (de 
acordo com as instruções do fabricante contidas no manual da centrífuga).

3.7 Uso adequado dos equipamentos de laboratório

Os técnicos dos laboratórios de bacteriologia da TB devem ser treinados no uso correto 
dos equipamentos para evitar acidentes e liberação de aerossóis infecciosos.

3.7.1 Uso de pipetas e de dispositivos auxiliares de pipetagem

Proceder da seguinte forma:

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

 » usar somente pipetas contendo barreira de algodão na extremidade superior in-
terna, com a finalidade de reduzir o risco de contaminação dos dispositivos de 
pipetagem;

 » eliminar os líquidos das pipetas de forma suave;

 » cobrir a superfície da mesa de trabalho com um papel-absorvente embebido em 
desinfetante, com o objetivo de evitar a dispersão de material infeccioso, se esse 
pingar acidentalmente da pipeta;

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

 » usar, preferencialmente, pipetas Pasteur descartáveis, ou pipetas sorológicas plásti-
cas descartáveis, ou pipetas automáticas com ponteiras. Nesses casos, descartar em 
saco autoclavável dentro da CSB; e

 » utilizar solução de álcool a 70% para desinfecção da superfície de trabalho da CSB.
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3.7.2 Uso de cabines de segurança biológica 8, 15, 18

Proceder da seguinte forma ao utilizar a CSB:

 » fechar as portas do laboratório e evitar a circulação de pessoas na frente da CSB 
durante sua utilização. O local adequado para instalar uma CSB está descrito no 
Capítulo 13 desse Manual;

 » ligar a CSB e a luz ultravioleta (UV) 10 a 15 minutos antes de seu uso19 ;

ATENÇÃO: a lâmpada UV germicida emite raios no comprimento de onda de 253,7 
nm, que é o comprimento com efeito bactericida. Os microrganismos atingidos pela 
radiação UV sofrem modificação no ácido desoxirribonucleico (DNA) ou ácido ribonu-
cleico (RNA), pela formação de dímeros de pirimidina que, formados entre moléculas 
adjacentes, podem interromper a replicação ou a transcrição, levando à morte da 
bactéria.19

 » desligar a luz UV e descontaminar a superfície interior com gaze estéril embebida 
em solução de álcool a 70%;

 » colocar dentro da CSB o mínimo indispensável de aparelhos e materiais, que deve-
rão ficar atrás da área em que se desenvolve o trabalho e nunca sobre as grades de 
circulação de ar da CSB;

 » organizar os materiais de modo que os itens limpos e contaminados não se misturem;

 » não efetuar movimentos rápidos ou gestos bruscos na área de trabalho;

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

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

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

3.8 Desinfetantes 8

Os principais desinfetantes com ação contra as micobactérias são:

1. FENOL A 5% em água destilada é altamente irritante e todo cuidado deve ser tomado 
no preparo. É preferível usar derivados fenólicos:

a. Descontaminar equipamentos, superfícies e itens ou líquidos antes de descartar; 
usar luvas.

a. Preparar a solução diariamente e deixar em contato com a superfície durante pelo 
menos 15 minutos para garantir a descontaminação.

2. CLORO (NaClO ou água sanitária com 0,72% de cloro ativo) é irritante e corrosivo para 
metais e plásticos:

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

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

c. Prepare diariamente e guarde em área bem ventilada (gás tóxico).
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3. ÁLCOOL A 70% não deixa resíduos, mas é volátil e inflamável; deixe longe de chamas 
abertas:

a. É um desinfetante de uso geral, para a limpeza de superfícies de trabalho, inclu-
sive metais.

4. ÁCIDO PERACÉTICO não deixa resíduos, mas a solução de trabalho (concentração de 
2%) é estável por apenas 48 horas depois do preparo:

a. Rápida ação contra todos os microrganismos.

As soluções diluídas devem ser preparadas diariamente e as soluções de estoque de acordo 
com as recomendações do fabricante. Certifique-se de que o produto é micobactericida e 
siga as diretrizes de segurança químicas nacionais.

3.9 Avaliação de risco 8

A avaliação de risco8 é um exame cuidadoso dos procedimentos realizados em ambiente 
de trabalho que podem causar danos às pessoas. Uma avaliação de risco permite ponderar 
se foram tomadas as precauções suficientes ou se é preciso desempenhar maiores esforços 
para prevenção de danos.

Devem ser definidos critérios sobre quais medidas de biossegurança mais apropriadas de-
vem ser tomadas para um laboratório específico, usando abordagem baseada na avaliação 
dos riscos que considere os diferentes tipos de procedimentos realizados no laboratório.

O método para avaliação de risco de um laboratório de TB deverá considerar:

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

 » a via de transmissão da TB;

 » se o material manipulado e as manipulações necessárias para cada procedimento 
são propensos a gerar aerossóis infecciosos;

 » o número de manobras que possam potencialmente gerar aerossóis em cada 
técnica;

 » o volume de trabalho do laboratório e o respectivo pessoal;

 » a localização do laboratório;

 » as características epidemiológicas da doença e do grupo de doentes atendido pelo 
laboratório;

 » o nível de experiência e a competência dos técnicos do laboratório; e

 » a condição física do pessoal do laboratório (especialmente PVHIV).

3.10 Monitoramento da saúde dos profissionais

Para o estabelecimento de uma infecção suficiente para produzir a doença, a exposição 
deve ser próxima e prolongada. Fatores como higienização deficiente e negligência com 
as medidas de segurança, quando presentes no laboratório, aumentam a probabilidade 
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da transmissão da infecção, enquanto fatores que afetam a imunidade do indivíduo (por 
exemplo: HIV, diabetes, câncer, uso abusivo de álcool) aumentam a probabilidade do 
desenvolvimento da doença.

Os profissionais do laboratório de TB devem aderir às medidas de biossegurança e devem 
ser acompanhados por um programa de vigilância pelo qual seu estado de saúde seja 
monitorado regularmente.

A transmissão da TB é um risco reconhecido para os profissionais de laboratório devido 
à probabilidade de produção de aerossóis nos procedimentos. A maioria das pessoas 
não desenvolve a doença depois da infecção, desde que sejam imunocompetentes.

3.10.1  Programa de monitoramento de doenças para profissionais de laboratório

De acordo com a OMS, cada serviço de saúde deve ter um plano de controle de infecção da 
TB, que deve fazer parte do programa geral de controle de infecção da instituição a que 
está vinculado. As atividades devem ser definidas de acordo com a presença e o trânsito 
de pessoas com suspeita ou doença confirmada em suas instalações. A investigação da 
infecção latente pelo M. tuberculosis (ILTB) em profissionais de saúde deve ser realizada 
nos exames admissionais e periódicos (anuais) do trabalhador ou sempre que necessário, 
por meio da prova tuberculínica (PT).20

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

3.10.1.1  Perfil pré-admissão e linha de base na admissão dos profissionais de laboratório

Monitoramento anual de saúde:

Os profissionais de laboratório devem declarar, trimestralmente, as informações de seu 
estado de saúde em um formulário que contenha perguntas específicas relacionadas aos 
sinais e aos sintomas de TB, como tosse por qualquer período de duração, perda de peso, 
anorexia, suores noturnos e outros episódios de infecção respiratória.20

Monitoramento pós-exposição:

Após um acidente no laboratório, o profissional deve ser monitorado clinicamente. Oito 
semanas depois da exposição, um raio-X de tórax deve ser realizado. No caso de conver-
são da PT, ou seja, quando há um incremento de pelo menos 10 mm da enduração em 
relação à PT realizada anteriormente, deve-se investigar TB ativa por meio de avaliação 
clínica, exames laboratoriais e raio-X de tórax. Em caso de suspeita de TB extrapulmonar, 
encaminhar para uma referência de tuberculose para melhor avaliação em investigação.
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ANEXOS

ANEXO A – Preparação de Reagentes

A) Solução de fenol a 5%

Preparação da solução de fenol a 5%

Cristal de fenol 50 g

Água destilada q.s.p. 1.000 ml

Colocar o fenol em um balão de 1.000 ml.

Adicionar 700 ml da água destilada aos poucos no balão sobre o fenol.

Colocar o balão para aquecer em banho-maria até o fenol dissolver completamente.

Retirar do banho-maria e acrescentar água destilada até completar 1.000 ml.

Deixar esfriar em temperatura ambiente.
Colocar a solução de fenol a 5% em um frasco âmbar de 1.000 ml, hermeticamente fechado, para 
impedir desprendimento de vapores enquanto não está em uso, rotulado com as seguintes informações: 
nome da solução, data da preparação, de validade e a expressão “PRODUTO UTILIZADO APENAS PARA 
CONTENÇÃO DE DERRAMAMENTOS DE GRANDE VOLUME.”

Armazenar essa solução em temperatura ambiente.

Validade: seis meses

B) Solução de álcool a 70%

Preparação da solução de álcool a 70%

Álcool etílico comercial 95% 700 ml

Água destilada q.s.p. 1.000 ml

Colocar o álcool etílico em um balão de 1.000 ml.

Adicionar a água destilada aos poucos no balão sobre o álcool etílico até completar 1.000 ml.

Colocar a solução de álcool etílico em um frasco bem vedado e rotulado com as seguintes 
informações: nome da solução, data da preparação e de validade.

Armazenar ao abrigo da luz e em temperatura ambiente.

Validade: sete dias

Observação: o título “Solução de álcool a 70%” significa porcentagem em peso/peso (P/P), expressão 
usual. Na preparação da solução é mais prático trabalhar com volume em vez de peso; portanto, faz-
se necessário uma conversão para a correção do teor alcoólico. Para tal, considerar a relação: 770 ml 
(volume) correspondem a 700 g (peso) de álcool etílico comercial 95%.20
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ANEXO B – Formulários

A) Formulário de controle da preparação da solução de fenol a 5%

Formulário – Controle da preparação da solução de 
fenol a 5%

Data da preparação Quantidade Validade N.º do lote

Substância Procedência N.º lote (fabricante) Validade

Cristal de fenol

Água destilada

Pesagem (g) / volume (ml)

Substância Quantidade

Cristal de fenol

Água destilada

Pesagem balança: (marca)

Responsável: Data de execução:

B) Formulário de controle da preparação da solução de álcool a 70%

Formulário – Controle da preparação da solução de 
álcool a 70%

Data da preparação Quantidade Validade N.º do lote

Substância Procedência N.º lote (fabricante) Validade

Álcool etílico 95%

Água destilada

Pesagem (g) / volume (ml)

Substância Quantidade

Álcool etílico 95%

Água destilada

Pesagem balança: (marca)

Responsável: Data de execução:
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4.1 Introdução

Após a comprovação de que os agentes etiológicos da TB e da hanseníase tinham caracte-
rísticas morfológicas de bacilos e tintoriais de álcool-ácido resistência, Lehmann e Neumann, 
em 1896, agruparam os agentes como pertencentes ao gênero Mycobacterium, estabele-
cendo as espécies M. tuberculosis e M. leprae, respectivamente. A denominação do gênero 
originou-se do latim mukêsetis, fungo e bacterium, bacilo, pelo fato do M. tuberculosis 
apresentar características semelhantes aos fungos quando cultivado em meio líquido.1

Posteriormente, foram visualizados e isolados, tanto do homem como do meio am-
biente, vários outros bacilos com as mesmas características tintoriais do M. tuberculosis. 
Entretanto, esses microrganismos apresentavam diversificações no tempo de crescimento 
in vitro, produção de pigmentos e patogenicidade para os seres humanos. A partir da 
década de 90, um número crescente de novas espécies tem sido descrito e, até o início de 
2018, 188 espécies e 13 subespécies são reconhecidas oficialmente.2 Com exceção do M. 
leprae, que não cresce in vitro, essas espécies são divididas em dois grupos: as espécies 
pertencentes ao CMTB e as MNT.1,2,3

Os bacilos (Unidades Formadoras de Colônias – UFC) variam de tamanho conforme a 
espécie de micobactéria (0,2 a 0,7 por 1 a 10 µm) e são constituídos de:

 » parede celular – possui uma constituição diferente das paredes de bactérias Gram-
positivas e negativas. A grande quantidade de lipídios confere às micobactérias a 
capacidade de sobreviver em condições desfavoráveis, como ausência de nutrientes 
e presença de substâncias antimicrobianas. Essa estrutura é responsável pela morfo-
logia bacilar, composta por diversos lipídios, entre eles os ácidos micólicos, que são 
utilizados em alguns testes de identificação das espécies de micobactérias. É também 
na parede que se encontra o composto (6-6’ dimicolato de trealose) responsável 
pela película que o M. tuberculosis forma em meio de cultivo líquido e o aspecto de 
corda dos bacilos em esfregaços feitos a partir de cultivos sólidos. Porém, essa não é 
uma característica exclusiva do M. tuberculosis. Outras espécies podem apresentar 
aspecto de corda, como o Mycobacterium fortuitum. A ligação dos lipídios presentes 
na parede celular com o corante fucsina possibilita a formação de complexos que são 
responsáveis pela característica tintorial de resistência à descoloração por soluções 
álcool-ácidas apresentada pelas células micobacterianas, que são, então, designadas 
como Bacilos Álcool-Ácido Resistentes (BAAR). Por esse motivo, na prática clínica e 
laboratorial são conhecidas e transcritas como BAAR. Essa característica tintorial e 
o aspecto morfológico não permitem a definição da espécie micobacteriana. Assim, 
para a definição da espécie, é preciso que os bacilos sejam isolados em meio de 
cultivo e identificados por testes fenotípicos e/ou moleculares;
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 » membrana citoplasmática – estrutura que envolve o citoplasma, a qual é respon-
sável pelo transporte e pela seleção de substâncias, nutrientes e água, além de 
participar do processo respiratório e da produção de energia. Nessa membrana são 
sintetizados pigmentos carotenoides e niacina, utilizados nos testes de identifica-
ção fenotípica das espécies;

 » cromossomo – constituído de DNA que codifica todas as características e as informa-
ções necessárias à sobrevivência e multiplicação da micobactéria. As micobactérias 
são caracterizadas por sua elevada quantidade de conteúdo de guanina-citosina 
(GC), perfazendo 61%-71% do DNA desse gênero;

 » ribossomos – corpúsculos espalhados no citoplasma da micobactéria contendo 
RNA e proteínas. Possuem as enzimas necessárias à biossíntese celular, entre elas a 
responsável pela redução do nitrato a nitrito, uma das provas utilizadas na identi-
ficação do M. tuberculosis;

 » grânulos de polifosfato – estruturas onde ficam armazenados polifosfatos para uso 
nas atividades energéticas e de multiplicação bacilar. Na visualização microscópica 
podem aparecer como pequenos grãos escuros localizados nas extremidades do 
bacilo;

 » vacúolos lipídicos – armazenam lipídios para uso nas necessidades metabólicas das 
células; e

 » mesossomos – encontram-se associados à membrana celular e desempenham fun-
ção essencial no processo de divisão celular e nas atividades enzimáticas.

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

Recentemente, houve alteração da classificação taxonômica das micobactérias, com sepa-
ração das espécies em cinco gêneros. Porém, há conhecimento suficiente sobre o impacto 
dessa nova classificação na prática clínica. Diante disso, esse Manual trará a classificação 
e a nomenclatura já conhecida (Mycobacterium). Mediante essa classificação, as espécies 
mais comumente isoladas estão distribuídas no Quadro 4.

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

PATOGÊNICAS

M. leprae

M. tuberculosis

M. bovis

M. africanum

M. microti

M. caprae

M. pinnipedii

POTENCIALMENTE PATOGÊNICAS

M. avium

M. avium subsp hominissuis

M. abscessos

M. asiaticum

M. branderi

M. celatum

M. chelonae

M. genavense

M. fortuitum

M. haemophilum

M. intracellulare

M. kansasii

M. malmoense

M. marinum

M. peregrinum

M. scrofulaceum

M. simiae

M. szulgai

M. ulcerans

M. xenopi

continua
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RARAMENTE PATOGÊNICAS

M. agri

M. aichiense

M. alvei

M. aurum

M. brumae

M. austroafricanum

M. chitae

M. chubuense

M. confluentes

M. cooki

M. diernhoferi

M. duvalii

M. fallax

M. farcinogenes

M. flavescens

M. gadium

M. gastri

M. gilvum

M. gordonae

M. hassiacum

M. komossense

M. lepraemurium

M. mucogenicum

M. nonchromogenicum

M. neoaurum

M. obuense

M. phlei

M. porcinum

M. pulveris

M. rhodesiae

M. senegalense

M. shimoidei

M. smegmatis

M. sphagni

M. terrae

M. thermoresistibile

M. tokaiense

M. triviale

M. vaccae

Fonte: CGLAB/Daevs/SVS/MS.

Estudos taxonômicos demonstraram similaridades fenotípicas, relação de antígenos cito-
plasmáticos e homologia do DNA, entre as várias espécies oficialmente descritas levando, 
por razões operacionais de diagnóstico, ao agrupamento de algumas e suas definições 
como complexos ou grupos.

4.2 Complexo Mycobacterium tuberculosis – CMTB

Oficialmente fazem parte do CMTB as espécies: M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG; M. 
africanum, M. microti, M. caprae e M. pinnipedii. A espécie M. canetti, descrita inicialmen-
te por George Canetti, em 1969, ainda não foi oficialmente reconhecida como membro 
do CMTB,2 assim como M. mungi, causador de TB em mangustos (Mungos mungo), M. 
origys isolados de búfalos (Syncerus caffer) e M. suricatta isolados de suricatos (Suricata 
suricatta).

Apesar da elevada similaridade genética entre as espécies do CMTB, elas diferem com rela-
ção ao hospedeiro, à variação geográfica e à patogenicidade. O alto grau de conservação 
e similaridade entre os membros desse complexo tornam a diferenciação entre espécies 
para o diagnóstico laboratorial uma difícil tarefa.5,6

 » M. bovis – É uma bactéria muito similar ao M. tuberculosis, tendo como principal 
hospedeiro o gado, podendo ser transmitida de animais para humanos. Não há 
diferença para o diagnóstico clínico ou radiológico entre a TB causada por M. 
tuberculosis e M. bovis, sendo que não há diferença também entre o tratamento.5 
Uma característica singular da espécie é que o M. bovis é resistente naturalmente 
à pirazinamida.

 » M. bovis BCG – O Bacilo Calmette-Guérin (BCG) é utilizado como vacina atenuada, 
derivada do M. bovis. A utilização da vacina no programa de controle da TB precisa 
ser monitorada, devido ao risco significativamente alto de disseminar a doença em 
pacientes imunocomprometidos.5 De maneira similar ao M. bovis, o M. bovis BCG 
também é naturalmente resistente à pirazinamida.

 » M. africanum – É mais predominante na África, em certas partes do continente, e 
é responsável por uma parte significativa dos casos de TB pulmonar. Há relatos de 

conclusão
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casos esporádicos de infecção por M. africanum na Europa e nos Estados Unidos, 
incluindo uma descoberta de um isolado do M. africanum multirresistente (MDR).5

 » M. microti – Foi primeiramente isolado em ratos selvagens, tendo sido considerado 
avirulento para seres humanos e gado; assim, foi proposta a criação de uma vacina 
viva contra a TB. Porém, foi recentemente identificado como o agente causador da 
TB pulmonar em pessoas imunocomprometidas ou imunocompetentes.5

 » M. caprae – Espécie que ocorreu primeiramente em cabras na Espanha, porém, 
também encontrada em humanos. Inicialmente foi identificada como M. tubercu-
losis subespécie caprae e M. bovis subespécie caprae.5

 » M. pinnipedii – Foi primeiramente isolado em focas e leões marinhos na Nova 
Zelândia e na Austrália.5

 » M. canettii – Representa o bacilo que possui maior genoma. Porém, é menos viru-
lento do que M. tuberculosis.5 Sua característica morfológica mais específica é a 
formação de colônias lisas, diferentes das colônias rugosas produzidas pelas outras 
espécies do complexo. Possui epidemiologia completamente diferente dos mem-
bros do CMTB por sua localização geográfica e raros isolamentos desde que foi 
descrito pela primeira vez em 1960. Até o momento não foi comprovada sua trans-
missão de pessoa a pessoa, o que leva à hipótese de um reservatório ambiental.7

 4.3 Micobactérias não tuberculosas – MNT

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

As espécies de MNT têm sido isoladas de diversas fontes ambientais (águas, solos, poeiras 
e materiais vegetais) e/ou de animais. Há espécies que são encontradas na própria micro-
biota epidérmica e dos tratos respiratório e gástrico-intestinal dos seres humanos. Devido 
a essa diversidade de ambientes naturais em que vivem, existe uma significativa diferença 
na incidência de espécies, dependendo da localização geográfica.

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

A definição do diagnóstico de doença causada por MNT é complexa e exige atenção, uma 
vez que os isolados de MNT obtidos de amostras clínicas de sítios não estéreis podem não 
confirmar o diagnóstico da doença por existir a possibilidade de colonização transitória ou 
contaminação. Para tal, é necessária a correlação clínico-laboratorial para o estabelecimento 
do diagnóstico de doença ativa por MNT e posterior definição das indicações de tratamento.

Diante disso, faz-se necessário para o diagnóstico laboratorial16:

 » coletar, no mínimo, duas amostras de escarro, em dias diferentes (intervalo máximo 
de sete dias), para envio para realização de cultura de micobactérias;
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 » identificar a mesma espécie de MNT em duas ou mais amostras, com intuito de 
reforçar a evidência de doença;

 » valorizar a identificação de MNT em amostra considerada estéril ou nobre, como 
biópsia de tecidos, LBA, sangue, líquor e líquido de serosas, para confirmação diag-
nóstica; e

 » verificar que, em caso de amostras de sítios estéreis ou nobres, como biópsia de 
tecidos, líquor ou líquido de serosas, uma amostra é suficiente para diagnóstico.

Importante: são necessárias duas culturas positivas para confirmação de MNT, quando 
a amostra clínica for proveniente de sítio não estéril, e uma cultura positiva quando 
de sítio estéril.

Uma vez que, até o momento, não existe comprovação da transmissibilidade das doenças 
causadas por MNT, não existe obrigatoriedade de notificação e, por isso, o indicador de 
incidência no Brasil é desconhecido. Entretanto, sugere-se fortemente que os laboratórios 
façam a vigilância da frequência de isolamento das MNT. O conhecimento da espécie isola-
da, sítio de isolamento e região geográfica em que está localizado o paciente com a MNT 
pode permitir a detecção de surtos e também servir de base para as ações das vigilâncias.

Desde 1959, as MNT são divididas em quatro grupos de acordo com o tempo de cresci-
mento e a capacidade de produzir pigmento. Essa classificação, elaborada por Runyon8, 
é utilizada até hoje, quando estudos já conseguiram mostrar geneticamente a separação 
dos grupos de crescimento rápido e crescimento lento, sendo esquematizado no Quadro 
59. Nesse contexto, a identificação das MNT tem sido feita com base em métodos molecu-
lares, que incluem hibridação com sondas e sequenciamento de DNA (parcial ou total), e 
por espectrometria de massa, como o equipamento MALDI-TOF.

Quadro 5 –  Principais espécies de micobactérias não tuberculosas de acordo com a veloci-
dade de crescimento, produção de pigmento e patogenicidade

VELOCIDADE DE 
CRESCIMENTO

GRUPO
PRODUÇÃO DE 

PIGMENTO
PATÓGENOS 

OPORTUNISTAS
SAPRÓFITAS1

Lento

1 Fotocromogênicas2

M. kansasii

M. marinum

M. simiae

M. asiaticum

2 Escotocromogênicas3 M. szulgai
M. scrofulaceum

M. gordonae

3 Não cromogênicas4

Complexo M. avium

M. mucogenicum

M. haemophilum

M. ulcerans

Complexo M. terrae

M. malmoense

M. genavense

M. xenopi

M. nonchromogenicum

Rápido5 4

M. abscessus

M. fortuitum

M. chelonae

M. franklinii

M. peregrinum

M. smegmatis

M. vaccae

Fonte: DCCI/SVS/MS.
1 Saprófitas: podem ser isoladas em material clínico, mas há necessidade de novos isolamentos para confirmar infecção; 
2 Fotocromogênicas: produzem pigmento amarelo-laranja apenas na presença de luz; 3 Escotocromogênicas: produzem 
pigmento amarelo-laranja, independentemente de serem cultivados no escuro ou na luz; 4 Não cromogênicas: nunca 
produzem pigmento, independentemente das condições da cultura; 5 Crescimento rápido: apresentam colônias visíveis 
em meio sólido até sete dias.
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4.3.1 Micobactérias de crescimento lento – MCL

Conceitualmente são aquelas que apresentam crescimento de colônias visíveis em meio 
sólido, partindo de um inóculo padronizado, após sete dias de incubação.

Complexo Mycobacterium avium – MAC

Composto pelas espécies M. avium, M. avium subespécie paratuberculosis, M. avium 
subsp. hominissuis, M. intracellulare, M. arosiense, M. bouchedurhonense, M. chimaera, 
M. colombiense, M. marseillense, M. timonense, M. vulneris e M. yongonense.10 O MAC, 
em especial M. avium e M. intracellulare, são as MNT mais isoladas, principalmente em 
pessoas imunocomprometidas.

Mycobacterium kansasii

Com o MAC, M. kansasii é uma das espécies mais isoladas, responsável por causar uma 
micobacteriose que se assemelha clinicamente à TB, o que leva à necessidade de con-
firmação microbiológica. A espécie é caracterizada pela formação de colônias amarelas 
quando expostas à luz, resultante de uma reação que gera a deposição de betacaroteno 
e é chamado de fotocromogenicidade10. Outra característica diferencial importante é o 
aspecto microscópico de M. kansasii, que aparece como longos bacilos com coloração 
intermitente, denominada no inglês de cross-barred.

As análises moleculares dessa espécie puderam identificar cinco subtipos, dos quais os 
tipos 1 e 2 são responsáveis pela maioria das infecções humanas e os demais são encon-
trados no meio ambiente.11

Mycobacterium marinum

Micobactéria responsável por causar infecções cutâneas em indivíduos expostos à água 
contaminada que tenham qualquer tipo de trauma. Essas infecções são observadas com 
mais frequência em profissionais de aquarismo e aquacultura, uma vez que o habitat 
natural de M. marinum é aquático.10 Quando existe suspeita de infecção por M. marinum 
é importante que o laboratório seja comunicado para que a temperatura apropriada de 
incubação seja garantida, visto que esse agente cresce melhor em temperaturas entre 
30°C e 32°C.

4.3.2 Micobactérias de crescimento rápido – MCR

De maneira oposta às MCL, as MCR apresentam crescimento visível em menos de sete dias.

Complexo Mycobacterium abscessus

As espécies desse complexo são as MCR mais isoladas, causando mais de 80% das infecções 
pulmonares. Com base em análises de genoma, em 2016,12 foram definidas as seguintes 
subespécies: M. abscessus subespécie abscessus, M. abscessus subespécie bolletii e M. abs-
cessus subespécie massiliense. A divisão em subespécies é baseada na elevada similaridade 
genética apresentada pelas cepas tipo e na diferença entre os perfis de suscetibilidade 
aos macrolídeos.

Mycobacterium chelonae

Essa espécie é uma das MCR mais frequentes e causa, comumente, doença de pele, ossos e 
tecidos moles. Até 1992, a espécie era dividida em duas subespécies, a saber, M. chelonae 
subsp. abscessus e M. chelonae subsp. Chelonae.4 Após estudos moleculares comprovando 
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a diferença entre ambos organismos, M. abscessus foi elevado a espécie e separado de M. 
chelonae.13

Mycobacterium fortuitum

Descrito por da Costa Cruz em 1938,14 essa MCR foi primeiramente isolada de um abs-
cesso pós-injeção de um paciente no Rio de Janeiro. Apesar de a doença pulmonar não 
ser uma das infecções mais comuns para essa espécie, frequentemente causam infecções 
pós-traumáticas e são responsáveis por quase 60% das infecções localizadas em tecidos 
moles. A principal fonte de infecção é o contato com água contaminada ou equipamentos 
médicos descontaminados por procedimentos que não são efetivos na destruição desses 
microrganismos.

4.4  Considerações sobre critérios para diagnóstico de doença causada 
por MNT

O diagnóstico de doença por MNT exige muita cautela, pois o seu isolamento a partir de 
espécimes clínicos não estéreis pode significar colonização transitória ou contaminação. 
A American Thoracic Society recomenda que o diagnóstico dessas doenças seja feito com 
base em uma série de critérios bacteriológicos, clínicos e radiológicos.3 Por essa razão, a 
correlação clínico-laboratorial é de fundamental importância para o estabelecimento do 
diagnóstico de doença por MNT e para determinação da estratégia terapêutica.15
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5.1 Introdução

As amostras clínicas enviadas ao laboratório para diagnóstico de micobactérias devem 
cumprir uma série de condições gerais das quais dependem a qualidade e a eficiência 
dos resultados dos exames. Destaca-se, entre elas: i) a indicação correta da pesquisa de 
micobactérias; ii) a seleção do tipo de amostra mais representativa; iii) o cuidado na coleta; 
iv) o transporte; v) o acondicionamento e; vi) a recepção das amostras. Assim, os profis-
sionais envolvidos nas atividades descritas devem ter conhecimento da natureza crítica 
da manutenção da qualidade da amostra durante todo o processo, incluindo aspectos de 
biossegurança no seu manuseio.1.

Alguns fatores podem comprometer um exame microbiológico: i) hipótese diagnóstica mal 
elaborada; ii) informações mal coletadas, incompletas ou não devidamente interpretadas; 
iii) requisição inadequada da análise laboratorial; iv) coleta, conservação e transporte 
inadequados; v) falha técnica na análise; vi) demora na liberação do resultado; e vii) má 
interpretação dos resultados.2

Este capítulo fornece informações práticas para a coleta apropriada e o manuseio correto 
de amostras destinadas a análises em um laboratório de microbiologia de micobactérias.

5.2 Seleção e tipos de amostras

Antes da coleta de amostra, para análise no laboratório, é importante que o sítio ana-
tômico de onde será coletada a amostra seja identificado como sendo representativo do 
processo de doença ativa.1, 2

O diagnóstico laboratorial de micobactérias pode ser realizado a partir de amostras 
provenientes de vários sítios do corpo humano e, para o diagnóstico da TB, as amos-
tras vão depender da forma da doença que está sendo investigada, se TB pulmonar ou 
extrapulmonar.3

No Quadro 6 estão descritas as amostras encaminhadas com maior frequência para a 
realização de baciloscopia e cultura para o diagnóstico laboratorial da TB e outras 
micobacterioses.4
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Quadro 6 – Tipos de amostras clínicas utilizadas no diagnóstico laboratorial da tuberculose

TUBERCULOSE PULMONAR TUBERCULOSE EXTRAPULMONAR

– Escarro (espontâneo ou induzido).

– Lavado broncoalveolar.

– Fragmento de tecido pulmonar (biópsia 
pulmonar).

– Aspirado transtraqueal.

– Lavado gástrico.

– Urina.

– Líquidos: pleural, sinovial, peritoneal, pericárdico, 
ascítico e cefalorraquidiano.

– Secreções ganglionares e de nódulos.

– Fragmentos de tecidos: biópsias cutâneas, de ossos e de 
órgãos.

– Secreções purulentas de pele, nariz, ouvido, olhos, 
garganta.

– Sangue e aspirado de medula.

Fonte: adaptado de BRASIL, 2019.

A maioria das amostras é de origem respiratória: escarro (espontâneo ou induzido), lava-
do broncoalveolar (LBA), escovado brônquico, fragmentos de tecido pulmonar, aspirado 
transtraqueal e lavado gástrico.

Amostras de sítios não respiratórios podem ser consideradas estéreis ou não estéreis. 
As amostras estéreis são: líquidos cavitários (líquido cefalorraquidiano – LCR, pleural, 
pericárdico, sinovial, ascítico), sangue, aspirado de medula óssea, biópsias de pulmões, 
pleura, gânglios linfáticos, fígado, fragmento ósseo etc. Nesses casos deve-se observar as 
condições de assepsia da coleta e o acondicionamento em frasco estéril, pois a semeadura 
será feita diretamente em meio de cultura, não passando pela etapa de descontaminação. 
Amostras não estéreis são: urina, secreção de cavidade aberta, biópsia de pele etc.

Para MNT, é necessária a coleta de duas amostras clínicas de sítio não estéril e uma amostra 
clínica quando de sítio estéril.

5.3 Amostras de origem pulmonar

As amostras a seguir são as mais frequentemente solicitadas para o diagnóstico de TB 
pulmonar:5, 6, 7, 8

 » escarro espontâneo – é a amostra clínica mais utilizada para o isolamento de mi-
cobactérias, principalmente para o diagnóstico da TB pulmonar, por ser o material 
de maior riqueza bacilar e de fácil obtenção. Uma boa amostra de escarro é a 
que provém da árvore brônquica, obtida após esforço de tosse (expectoração es-
pontânea) e não a que se obtém da faringe ou por aspiração de secreções nasais 
e nem tampouco a que contém somente saliva. O volume ideal é de 5 a 10 ml. O 
escarro contém fragmentos de necrose (caseum), secreções broncopulmonares e se-
creções orofaríngeas, pois, embora a árvore brônquica seja estéril, a expectoração 
contamina-se ao passar pela parte superior do trato respiratório. Assim, o escarro 
é um produto contaminado e viscoso por conter grande quantidade de muco. O 
escarro deve ser coletado em pote de plástico transparente, de boca larga e com 
tampa de rosca. As recomendações para a coleta devem ser feitas pela equipe da 
unidade de saúde, deve ser conservado sob refrigeração (2°C a 8°C). No entanto, 
se a unidade de saúde não possuir geladeira, as amostras poderão ser mantidas 
em temperatura ambiente em um prazo máximo de 24 horas em regiões de tem-
peratura amena (28°C a 30°C). Em locais muito quentes, a opção é usar uma caixa 
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térmica para manter as amostras refrigeradas em um prazo máximo de 24 horas. 
Para a realização dos testes laboratoriais (cultura, baciloscopia etc.), o tempo entre 
a coleta e a execução não pode ultrapassar sete dias, desde que a amostra seja 
mantida sob refrigeração. Isso se dá pelo fato de que o escarro é o material de 
maior riqueza bacilar e a viabilidade dos bacilos precisa ser garantida. O transporte 
para o laboratório deve ser realizado sob refrigeração, ao abrigo da luz solar, e a 
amostra deve estar acondicionada de maneira adequada para que não haja risco 
de derramamento (tampa bem fechada).

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

Figura 7 – Características do pote de coleta de escarro

 Fonte: CGLAB/Daevs/SVS/MS.

 » escarro induzido – esse procedimento é recomendado e orientado pelo médico 
quando o paciente tem pouca secreção ou não consegue coletar normalmente o 
escarro. A coleta de escarro por indução é feita após a realização de nebulização 
com 5 ml de solução salina de cloreto de sódio (NaCl) hipertônica a 3%, durante no 
mínimo 5 e no máximo 20 minutos, preferencialmente com nebulizador ultrassôni-
co. A nebulização fluidifica a secreção do pulmão, provoca uma irritação que leva 
à tosse e facilita a expulsão do escarro. Esse procedimento deve ser acompanhado 
por profissional treinado e em unidade de saúde equipada com sala especial e cui-
dados de biossegurança para prevenir a contaminação do ambiente pelos aerossóis 
formados. No pote de coleta deve constar a informação de que a coleta foi por 
indução, pois o material é menos viscoso e semelhante à saliva. Esse procedimento 
é útil para pessoas em controle de tratamento e PVHIV, seguindo as mesmas reco-
mendações de transporte e conservação para o escarro espontâneo;

 » lavado brônquico ou broncoalveolar (LBA) – deve ser coletado sob orientação de 
equipe médica especializada, durante o momento da exploração broncoscópica 
(broncofibroscópio), em frasco estéril, com um volume de mais de 5 ml e transpor-
tados, sob refrigeração, com o cuidado de manter a tampa bem fechada para não 
derramar. O tempo de transporte deve ser no máximo de 24 horas;

ATENÇÃO: o broncofibroscópio deve ser esterilizado conforme indicação do fabrican-
te para evitar contaminação entre pacientes.
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 » aspirado transtraqueal – deve ser coletado o maior volume possível em recipiente 
estéril, por equipe médica especializada. Transportar sob refrigeração, com o cuida-
do de manter o frasco bem fechado, em um tempo inferior a 24 horas; e

 » lavado gástrico – a obtenção desse material requer hospitalização, pois é coletado 
logo que o paciente acorda, antes mesmo de se levantar e comer. Indicado para 
crianças, pois elas deglutem o escarro. Considerado material respiratório, pois se 
faz indução do escarro, com sonda nasogástrica fina, injetando 10 a 15 ml de soro 
fisiológico e, após 30 minutos, é feita lavagem gástrica. Deve-se coletar pelo menos 
duas amostras em dias consecutivos. Pode ser coletado em frasco estéril contendo 
solução tampão de carbonato de sódio a 10% para neutralizar a ação do suco gás-
trico e transportado sob refrigeração, em até uma hora, em frascos bem fechados. 
Recomenda-se agendamento entre a instituição que realizará a coleta e o labora-
tório, para que possa haver organização e processamento imediato do material.

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

5.4 Amostras de origem extrapulmonar

As amostras extrapulmonares devem ser conservadas e transportadas sob refrigeração e 
processadas em um período inferior a 24 horas. As amostras a seguir são as mais frequen-
temente solicitadas para o diagnóstico de TB extrapulmonar:5, 6, 7

 » urina – é um material rico em microbiota associada e o processamento deve ser 
executado o mais rapidamente possível. Deve-se coletar toda a urina da primeira 
micção da manhã em frasco estéril, de boca larga, após higiene íntima com água 
e sabão neutro, com volume mínimo de 40 ml. Utiliza-se um número mínimo de 
três e máximo de seis amostras, coletadas em dias consecutivos. O transporte tem 
que ocorrer com o cuidado de manter a tampa bem fechada, para não derramar, e 
sob refrigeração. Recomenda-se a organização de um fluxo para que o laboratório 
processe imediatamente o material;

 » líquido corporal asséptico – os líquidos pleural, peritoneal, sinovial, ascítico e peri-
cárdico são amostras que devem ser coletadas assepticamente e por equipe médica, 
no maior volume possível e colocadas em frascos estéreis. Deve-se transportar com 
o cuidado de manter o frasco bem fechado e sob refrigeração;

 » líquido cefalorraquidiano (LCR) – é o material indicado para o diagnóstico de 
meningite tuberculosa. Deve ser coletado pelo médico, por punção lombar, as-
septicamente, em um volume mínimo de 5 ml (volumes menores comprometem o 
rendimento da baciloscopia e da cultura). Deve-se transportar sob refrigeração, em 
frasco bem fechado;

 » fragmentos de tecidos (biópsias) – os materiais obtidos por dissecção, ou seja, os 
fragmentos de tecidos (biópsias cutâneas, de órgãos e de ossos), secreções gan-
glionares e nódulos são coletados assepticamente, por equipe médica, em frascos 
com água destilada ou solução salina estéril. Não se deve utilizar conservantes ou 
fixadores como o formol. Na suspeita de TB pleural, o fragmento de pleura deve 
ser coletado sempre que possível, pois apresenta positividade superior ao líquido 
pleural na cultura. Essas amostras devem ser transportadas sob refrigeração, em 
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frascos bem fechados. Os raspados de pele ou de lesões superficiais secas têm pou-
co valor no diagnóstico, com rendimento de isolamento não satisfatório, e devem 
ser considerados somente em última instância. Para o diagnóstico de TB cutânea, 
utiliza-se a biópsia cutânea, pois as micobactérias estão localizadas na hipoderme, 
obtida apenas pela realização de uma biópsia profunda;

 » sangue – a pesquisa de micobactérias no sangue está particularmente indicada nos 
casos de bacteremia, em pessoas imunocomprometidas, por exemplo, naquelas 
vivendo com HIV. Se houver a disponibilidade do frasco de meio de cultura no 
momento e no local da coleta, o sangue deverá ser coletado sem anticoagulante, 
pois os meios de cultura líquidos já contêm o anticoagulante na sua formulação. De 
preferência, devem ser utilizados os meios de cultura que são incubados em siste-
mas automatizados. Na impossibilidade de existir os meios de cultura no momento 
da coleta, o sangue deverá ser coletado com anticoagulante, com exceção do ácido 
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), e levado ao laboratório imediatamente. O uso 
de polianetol sulfonato de sódio (SPS) é recomendado por ser o anticoagulante 
menos tóxico para micobactérias (1,5 ml de SPS a 0,35% para 8,5 ml de sangue). 
O transporte deve ocorrer em temperatura ambiente (nunca refrigerado), com o 
cuidado de manter o frasco bem fechado. O sangue menstrual não é mais utilizado 
para o diagnóstico de TB uterina, sendo a biópsia de endométrio o material mais 
indicado;

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

 » pus e secreções purulentas, aspirado de gânglios e de tumores – secreções puru-
lentas de pele, nariz, ouvido, olhos e garganta também podem ser utilizados para 
isolamento de micobactérias. Esses materiais, quando provenientes de cavidade 
fechada, são coletados por meio de punção por pessoal médico e são semeados 
diretamente em meio de cultura. Quando o material é de cavidade aberta, geral-
mente é coletado por meio de um swab, com cuidados especiais de não tocar nas 
bordas. Nesse caso, o swab deve ser imerso em água destilada ou solução salina 
estéreis. O transporte deve ocorrer sob refrigeração; e

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

O item B do Anexo A desse capítulo resume as recomendações técnicas para as amostras 
de origem extrapulmonar.
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5.5 Solicitação de exames

As amostras clínicas encaminhadas ao laboratório devem estar acompanhadas da solicita-
ção de exames e do formulário essencial, que contenham informações úteis, tanto para 
quem está solicitando o exame como para quem processará a amostra no laboratório. 
As requisições devem estar preenchidas completa e corretamente e devem conter, no 
mínimo, os seguintes dados, que podem ser valorizados em diferentes etapas do proces-
samento do exame:3

 » identificação do paciente: nome e sobrenome completos, sem abreviação; data 
de nascimento, para evitar confusão com homônimos; idade atual; nome da mãe; 
gênero; número do cartão do SUS, endereço completo e telefone para contato;

 » local da consulta e registro: número do Cadastro Nacional de Estabelecimento de 
Saúde (CNES), ambulatório, hospital ou consultório e registro do paciente (prontu-
ário), nome e, opcionalmente, a assinatura do solicitante;

 » informações sobre o paciente: hipótese diagnóstica, descrição objetiva dos achados 
clínicos significativos do local e características da infecção, dados epidemiológicos 
relevantes do provável local de infecção, dados importantes relacionados a proces-
sos invasivos (cirurgia, cateter, sonda vesical, diálise), uso de medicamentos (início 
do tratamento), comorbidades;

 » caracterização da amostra: respiratória (trato respiratório inferior) ou não respira-
tória (extrapulmonar), qual o sítio e o tipo de via de obtenção do material (punção, 
swab, raspado, drenagem, fístula), data da coleta;

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

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

O envolvimento do médico ou de quem solicita o exame, bem como do laboratório, é útil 
para ambos, facilitando a interpretação de resultados, propiciando melhor orientação 
técnica e mais objetividade.

     No item F do Anexo A desse capítulo é apresentado o modelo de solicitação de exames 
para a TB, conforme Sistema GAL, incluindo espaço para os resultados correspondentes e 
demais informações.

5.6 Considerações gerais para coleta e armazenamento de amostras clínicas

O profissional responsável pela coleta também cuidará da identificação de forma legível 
e correta do frasco que contém a amostra a ser encaminhada ao laboratório. Esse profis-
sional deve estar devidamente capacitado, e seu conhecimento deve ser periodicamente 
atualizado para essa atividade. Ele deve saber que o material deverá ser destinado, o mais 
brevemente possível, ao laboratório e conhecer ou obter instruções sobre a conservação 
e/ou transporte do material caso esse não possa ser processado imediatamente.3
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Algumas considerações gerais podem ser apontadas, principalmente no caso de solicita-
ção de cultura:

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

 » instruir claramente o paciente sobre o procedimento da coleta, por meio de lingua-
gem adequada, levando em consideração o grau de instrução da pessoa;

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

 » coletar uma quantidade suficiente de amostra para permitir análise completa 
microbiológica;

 » observar se a solicitação do exame contém as informações descritas no item 5.5 
desse capítulo;

 » utilizar barreiras de contenção necessárias a cada procedimento;

 » tratar toda amostra como potencialmente patogênica;

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

 » não manusear a amostra quando em trânsito (durante o transporte);

 » não contaminar a superfície externa do frasco/pote de coleta e verificar se está 
firmemente vedado (caso ocorram respingos ou contaminação na parte externa do 
frasco, fazer a descontaminação com desinfetante apropriado);

 » não contaminar a requisição médica que acompanha a amostra; e

 » colocar a identificação no frasco de coleta e nunca na tampa ou sobre rótulos.

ATENÇÃO: as infecções pós-cirúrgicas consequentes de cirurgias estéticas, de proce-
dimentos cirúrgico-endoscópicos ou de procedimentos transcutâneos em cavidades 
ou tecidos estéreis, que atinjam duas ou mais pessoas, podem caracterizar casos de 
surtos de MNT de crescimento rápido.

As manifestações clínicas podem ser infecções de pele e subcutâneas, que se apre-
sentam como abscessos frios e/ou piogênicos, com reação inflamatória aguda e su-
puração ou evolução crônica ou com nódulos; ulcerações nos portais de entrada de 
cânulas ou laparoscópicos; fistulizações; abscessos com secreções com manifestação 
até um ano após o ato cirúrgico.

As amostras clínicas utilizadas para identificação da micobactéria, no caso de surtos, 
devem ser exsudados de abscessos, próteses e fragmentos de tecidos, coletadas por 
meio de punção e/ou biópsia e colocadas em soro fisiológico ou água destilada estéril.

Manter sob refrigeração e não colocar em formol. Não utilizar tecido externo ou ma-
terial coletado com swab. Recomenda-se não fazer punções repetidas, para evitar 
contaminações e infecções cruzadas.7

O encaminhamento de amostras imediatamente após a coleta assegura a sobrevivência e 
o isolamento do microrganismo, evitando o contato prolongado das micobactérias com 
a microbiota associada. Observar a rotina de encaminhamento ao laboratório quanto ao 
horário de envio e sempre que houver uma situação especial, consultar o laboratório antes 
de enviar. Os cuidados de acondicionamento e de transporte estão descritos no capítulo 3.
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5.7 Orientações para coleta de escarro espontâneo

De acordo com as recomendações da OMS, para realização de baciloscopia, devem ser co-
letadas duas amostras de escarro de cada paciente, visando ao aumento das chances de se 
obter um resultado positivo, uma vez que a quantidade de bacilos no escarro é variável.9

A primeira amostra deve ser coletada quando o paciente sintomático respiratório procu-
rar o atendimento na unidade de saúde. Recomenda-se aproveitar a presença do paciente 
e garantir a realização do exame laboratorial de forma adequada. Não é necessário estar 
em jejum, porém, é importante que a boca esteja limpa e sem resíduos de alimentos. Uma 
boa amostra de escarro consta de material proveniente da árvore brônquica e contém 
quantidades mínimas de material originado no nariz e na boca.

A segunda amostra deve ser coletada na manhã seguinte, assim que o paciente despertar. 
Essa amostra é, geralmente, mais rica em bacilos porque é composta da secreção acu-
mulada na árvore brônquica por toda a noite. O paciente deve estar em jejum e realizar 
bochecho com água para a retirada de resíduos da orofaringe.

Para o TRM-TB, a recomendação é de coleta de apenas uma amostra de escarro para diag-
nóstico no momento de atendimento. Não há necessidade de ser coletada no dia seguinte.

Recomenda-se que as amostras sejam coletadas em locais abertos, de preferência ao ar 
livre. Se a coleta for realizada em uma sala, ela deverá ser arejada, tendo as janelas abertas 
para reduzir a concentração de partículas infectantes, os núcleos de Wells (partículas de 1 
a 5 µm, com 1 a 2 bacilos, que ficam suspensas no ar). A porta deverá permanecer fechada 
durante a coleta; dessa forma, o fluxo de ar será direcionado para fora do ambiente por 
meio da janela.

Em condições ideais, uma amostra de escarro deve ter um volume de 5 a 10 ml. Porém, 
são aceitáveis volumes menores se a qualidade for satisfatória. A amostra pode ser fluida 
ou mucopurulenta, apresentando variação de cores (branca, amarelada ou esverdeada) e, 
às vezes, sanguinolenta. As secreções nasais, faríngeas ou a saliva não são recomendadas 
para o diagnóstico da TB, pois poderão fornecer resultados duvidosos ou falso-negativos. 
Até o momento, o MS recomenda que os laboratórios processem essas amostras mesmo 
sendo inadequadas para o diagnóstico.

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

Outro aspecto importante, que influencia na qualidade da amostra de escarro espontâneo, 
é a maneira como o profissional transmite essas instruções e a compreensão dessas pelo 
paciente. Além do conteúdo falado, é fundamental a linguagem não verbal: dirigir-se 
ao paciente pelo nome, cumprimentá-lo, aproximar-se para atendê-lo, manter contato 
visual quando a ele se dirigir ou quando ele se dirigir ao profissional, concentrar-se no 
paciente e manter a fisionomia receptiva. O profissional de saúde deverá ter sempre a 
preocupação de avaliar a compreensão das informações dadas, mudando a linguagem 
quando necessitar repetir a orientação, além de sempre deixar espaço para que o paciente 
possa fazer perguntas.10,11,12

Antes de iniciar as orientações, o profissional deve reunir todo o material necessário, 
bem como verificar se a tampa do pote fecha bem e se ele está devidamente identificado 
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(nome e data da coleta) no corpo.. A seguir estão os passos para orientar o paciente a 
coletar uma boa amostra de escarro:11,12

 » explicar a importância do exame para o paciente utilizando termos claros e de fácil 
entendimento;

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

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

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

 » orientar o paciente a tampar o pote, rosqueando a tampa e segurando-o firmemente;

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

 » indicar ao paciente o local da coleta;

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

 » ao final, o paciente deve lavar as mãos.

Nos itens C e D do Anexo A desse capítulo são apresentados modelos de cartazes com as 
orientações para coleta de amostras de escarro espontâneo. Recomenda-se que o cartaz 
da coleta da primeira amostra esteja afixado nas unidades de saúde e que o da segunda 
amostra seja impresso e entregue ao paciente.

5.8 Instruções para coleta de escarro induzido

Quando o paciente não consegue coletar espontaneamente o escarro, seja porque não 
consegue expelir o escarro, seja porque tem pouca secreção, recomenda-se a obtenção de 
uma amostra de escarro por meio de indução.

A técnica consiste na nebulização com solução salina hipertônica (5 ml de NaCl 3% a 
5%), preferencialmente com nebulizador ultrassônico, em uma sala especial que atenda 
às normas de biossegurança, e o profissional que executa a técnica deve estar habilitado 
para tal. Os usuários do serviço devem ser rigorosamente agendados com intervalos míni-
mos de uma hora. Seguir as orientações padronizadas para coleta de escarro e envio ao 
laboratório.

Para obtenção da solução a 3%, deve-se utilizar o seguinte recurso: usar 5 ml de soro 
fisiológico 0,9% mais 0,5 ml de NaCl 20%. Não se deve utilizar solução preparada com 
água destilada e NaCl, pois pode causar broncoespasmo, dificultando ainda mais a 
expectoração.12

A técnica de indução do escarro é um procedimento com melhor relação custo-benefício 
para o diagnóstico da TB pulmonar com escarro negativo, sendo seu uso recomendado, 
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sempre associado com a baciloscopia e a cultura para micobactérias, precedendo a méto-
dos invasivos, como a broncofibroscopia.12

Como o escarro induzido com solução hipertônica induz ao broncoespasmo, recomen-
da-se a utilização prévia de broncodilatadores. Além disso, o procedimento deve ser 
assistido por um profissional de saúde capacitado, seguindo as recomendações gerais de 
biossegurança.

5.9 Recepção de amostras no laboratório

O laboratório não deve ter horário restrito para a recepção de amostras. O profissional 
responsável pela rotina de recebimento deverá utilizar EPIs ao recebê-las Na recepção, jun-
to ao profissional que trouxe a amostra, é importante verificar as seguintes observações:

 » comprovar se as amostras estão bem identificadas e correspondem às requisições 
recebidas;

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

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

 » se houver deficiências que possam influenciar a qualidade e/ou quantidade da 
amostra e a forma em que foi enviada, registrar e comunicar à unidade de saúde 
remetente para esclarecimentos sobre as condições da amostra e solicitar nova co-
leta, quando necessário; e

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

5.10 Controle de qualidade

5.10.1 Recebimento de amostras

O recebimento criterioso de amostras pelo laboratório garante melhor correlação clínico/
laboratorial. Esses critérios devem ser respeitados desde a recepção até o processamento 
das amostras.3

Cada tipo de amostra requer condições de coleta especiais, frascos apropriados, conserva-
ção e transporte. Nos quadros apresentados nos itens A e B do Anexo A, desse capítulo, 
estão as principais amostras pulmonares e extrapulmonares solicitadas para o diagnóstico 
de micobactérias e as características especiais de cada uma delas.

Algumas situações são comuns na rotina dos laboratórios, como a chegada de amostras 
não identificadas, com tempo prolongado de transporte, frascos inadequados, frascos 
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quebrados ou com vazamento e amostras não próprias para a hipótese clínica. Sempre 
que esses problemas forem encontrados, é importante informar o local de origem e soli-
citar esclarecimentos, registrar a ocorrência e as providências tomadas em cada situação. 
Essas práticas asseguram a qualidade dos exames realizados.

No item E do Anexo A desse capítulo apresentamos um modelo de formulário para regis-
tro das inadequações encontradas no recebimento das amostras clínicas e as providências 
tomadas para solucionar o problema.

5.10.2 Aspectos físicos do escarro

O escarro contém partículas sólidas ou purulentas produzidas pelos pulmões, que são 
expelidas com a tosse. A Figura 8 mostra como o escarro pode se apresentar como saliva, 
mucopurulento, sanguinolento e liquefeito.13

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

Figura 8 – Aspectos físicos do escarro

Fonte: adaptado de Fujiki A., 2005.

5.11 Qualidade das amostras de escarro espontâneo 4

Para avaliar a qualidade das amostras de escarro espontâneo recebidas para diagnóstico 
e a necessidade ou não de capacitar o técnico que orienta o paciente para a coleta, é im-
portante calcular o seguinte indicador: o percentual das amostras com aspecto de saliva, 
no período em avaliação. É recomendado fazer essa avaliação trimestralmente com base 
nos dados fornecidos no GAL, em “Registro de baciloscopia” e/ou “Registro de cultura e 
teste de sensibilidade” e/ou “Registro de TRM-TB.”
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O método de cálculo é:

N.º de amostras de escarro recebidas com aspecto  
de saliva em determinado período X 100

Total de amostras recebidas no laboratório no mesmo período

Para interpretar o resultado, o parâmetro utilizado é 15%. Um percentual maior do que 
esse pode indicar que não estão sendo dadas as orientações adequadas para a coleta de 
escarro ou que os pacientes só conseguem produzir amostras com aspecto de saliva. Já 
um percentual igual ou menor do que 15% indica que as amostras estão sendo coletadas 
adequadamente. Exemplo: no período de 2 de janeiro a 2 de abril do ano corrente, foram 
recebidas 400 amostras de escarro para diagnóstico com aspecto de saliva. O número total 
de amostras recebidas para diagnóstico, no mesmo período, foi de 1.440 e, fazendo o 
cálculo, o percentual de amostra salivosa foi de 27,8%.

Nesse caso, as possíveis causas para um valor acima de 15% podem ser: i) orientação ina-
dequada ao paciente para a coleta de escarro; ii) estágio da doença é inicial; iii) paciente 
tem pouca expectoração (por exemplo, PVHIV); ou iv) amostras coletadas por indução. 
Para corrigir é necessário treinar o técnico responsável pela orientação ao paciente e/ou 
melhorar as instruções fornecidas por escrito. Importante lembrar que não se deve incluir 
no cálculo as amostras de escarro coletadas por indução.

Referências

1. SOCIEDAD ESPAÑOLA DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y MICROBIOLOGIA 
CLINICA. Procedimientos en Microbiología Clínica: 9a. Micobacterias. 2. ed. Madri: 
SEIC, 2005. Disponível em: https://seimc.org/contenidos/documentoscientificos/
procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia9a.pdf. Acesso em: 11 
nov. 2019.

2. MILLER, J. M.; HOLMES, H. T.; KRISHER, K. General Principles of Specimen Collection 
and Handling. In: MURRAY, P. R. et al. (ed.). Manual of Clinical Microbiology. 8. ed. 
Washington, DC: ASM Press, 2003.

3. AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA (Brasil). Microbiologia Clínica Para 
o Controle de Infecção Relacionada à Assistência à Saúde: Módulo 4: Procedimentos 
Laboratoriais: da Requisição do Exame à Análise Microbiológica e Laudo Final. Brasília, 
DF: Anvisa, 2013.

4. BRASIL. Ministério da Saúde. Secretaria de Vigilância em Saúde. Sistema TELELAB 
– Tuberculose – Diagnóstico Laboratorial – Baciloscopia. Brasília, DF: MS, [2019]. 
Disponível em: https://telelab.aids.gov.br/index.php/component/joomdle/course/13. 
Acesso em: 11 nov. 2019.

5. AMERICAN THORACIC SOCIETY. Diagnostic Standards and Classification of 
Tuberculosis in Adults and Children. Am. J. Respir. Crit. Care Med., v. 161, p. 1376-1395, 
2000.

6. PFYFFER, G. E.; BROWN-ELLIOT, B. A.; WALLACE JUNIOR, R. J. Mycobacterium: General 
Characteristics, Isolation, and Staining Procedures. In: MURRAY, P. R. et al. (ed.). Manual 
of Clinical Microbiology. 8. ed. Washington, DC: ASM Press, 2003.



89

5 AMOSTRAS CLÍNICAS

7. BRASIL. Ministério da Saúde. Secretaria de Vigilância em Saúde. Centro de Referência 
Professor Hélio Fraga. Manual de Bacteriologia da Tuberculose. 3. ed. Rio de Janeiro: 
MS, 2005.

8. BRASIL. Ministério da Saúde. Secretaria de Vigilância em Saúde. Departamento 
de Vigilância Epidemiológica. Nota Técnica n.º 2/DEVEP/SVS/MS. Ocorrência de 
surtos de infecções por Mycobacterium não tuberculosis pós-cirúrgicas no Rio de 
Janeiro/RJ. Disponível em: https://www.sobracilrj.com.br/micobacterias/Nota%20
t%C3%A9cnica%20MS.doc. Acesso em: 15 jul. 2019.

9. HADAD, J. D. et al. Metodologia para coleta de escarro espontâneo para confirmação 
microbiológica do diagnóstico de tuberculose pulmonar, doença pulmonar por 
micobactérias não tuberculosas ou para controle de tratamento desses agravos em 
ambientes ambulatorial e hospitalar. J. Infect. Control., v. 3, n. 1, p. 1-30, 2014.

10. WORLD HEALTH ORGANIZATION. Laboratory Services in tuberculosis control: Part III: 
Culture. Genebra: WHO, 1998.

11. SÃO PAULO. Centro de Vigilância Epidemiológica Prof. Alexandre Vranjac. Divisão 
de Tuberculose. Manual de orientação para coleta de amostras de escarro e outros 
materiais para baciloscopia e cultura para diagnóstico e controle da tuberculose. São 
Paulo, 2002.

12. BRASIL. Ministério da Saúde. Secretaria de Vigilância em Saúde. Departamento de 
Vigilância das Doenças Transmissíveis. Manual de Recomendações para o Controle da 
Tuberculose no Brasil. 2. ed. atual. Brasília, DF: MS, 2019.

13. FUJIKI, A. AFB Microscopy Training: Good Quality Smear Examination makes a Good 
Quality TB Control Programme. Tokio: The Research Institute of Tuberculosis, 2005.



90

MINISTÉRIO DA SAÚDE | MANUAL DE RECOMENDAÇÕES PARA O DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DE TUBERCULOSE E 
MICOBACTÉRIAS NÃO TUBERCULOSAS DE INTERESSE EM SAÚDE PÚBLICA NO BRASIL

ANEXOS

ANEXO A – Recomendações e orientações

A) Recomendações técnicas para coleta de amostras de origem pulmonar

AMOSTRAS DE ORIGEM PULMONAR

TIPO DE 
AMOSTRA

COLETA TEMPO E TEMPERATURA
OBSERVAÇÕES

ORIENTAÇÃO RECIPIENTE TRANSPORTE ARMAZENAGEM

Escarro

– Lavar a boca 
(bochechos).

– Coletar em local 
arejado/ao ar livre.

– Abrir o pote, inspirar 
profundamente para 
forçar a tosse.

– Prender a respiração 
e escarrar no pote (5 a 
10 ml).

Pote plástico 
com tampa de 
rosca e boca 
larga (50 mm 
diâmetro), com 
capacidade para 
35 a 50 ml e 
descartável.

< 24 horas

Refrigerado

Ao abrigo da luz

Até sete dias

De 2°C a 8°C

Até 24 horas

De 28°C a 30°C

– 1ª amostra 
coletada na 
unidade de saúde, 
no momento da 
consulta (TRM-TB ou 
baciloscopia).

– 2ª amostra 
coletada na 
manhã seguinte 
ao despertar 
(baciloscopia).

– Coletar em 2 dias 
consecutivos.

Escarro 
induzido

– A sala deve 
ter cuidados de 
biossegurança.

– Coletar com 
acompanhamento de 
técnico treinado.

– No dia anterior à 
coleta deve-se ingerir 
muito líquido.

– Fazer nebulização 
com solução salina 
hipertônica a 3%, 
durante 5 a 20 min.

– Seguir as mesmas 
instruções do escarro 
espontâneo (volume 5 
a 10 ml).

Pote plástico 
com tampa de 
rosca e boca 
larga (50 mm 
diâmetro), com 
capacidade para 
35 a 50 ml e 
descartável.

< 24 horas

Refrigerado

Ao abrigo da luz

Até sete dias

De 2°C a 8°C

Até 24 horas

De 28°C a 30°C

– Indicado quando o 
paciente tem pouca 
secreção ou não 
consegue expelir.

– A nebulização 
fluidifica a secreção 
do pulmão e provoca 
irritação que leva à 
tosse e à expulsão do 
escarro.

– Amostra é menos 
viscosa e semelhante 
à saliva.

– Escrever no pote 
“escarro induzido”.

Lavado 
brônquico

Escovado 
brônquico

Lavado 
broncoalveolar

Aspirado 
transtraqueal

– Realizado sob 
orientação médica.

– Uso de 
broncofibroscópio.

– O uso de substância 
anestésica é letal para 
micobactéria.

– A sala deve 
ter cuidados de 
biossegurança.

– Volume 5 a 10 ml.

Frasco estéril 
próprio.

< 24 horas

Refrigerado

Ao abrigo da luz

< 24 horas

De 2°C a 8° C

– Procedimento 
invasivo.

– Processar 
imediatamente.

– Esterilizar o 
broncofibroscópio.

– Anestésico inibe 
o crescimento 
bacteriano.

– Evitar a 
contaminação com 
o trato respiratório 
superior.

Fragmentos 
de tecidos 
pulmonares

– Realizado sob 
orientação médica.

– Usar solução 
fisiológica ou água 
destilada.

– Não usar formol.

Biópsias com 
menos de 1 g 
de tecido ou 
3 a 4 mm de 
tamanho.

< 24 horas

Refrigerado

< 24 horas

De 2°C a 8°C

> 24 horas

-20°C

– Processar 
imediatamente.
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AMOSTRAS DE ORIGEM PULMONAR

TIPO DE 
AMOSTRA

COLETA TEMPO E TEMPERATURA
OBSERVAÇÕES

ORIENTAÇÃO RECIPIENTE TRANSPORTE ARMAZENAGEM

Lavado 
gástrico

– Jejum de 8 a 10 horas.

– Colhido logo ao 
acordar, antes de 
levantar.

– Crianças antes de 
ver a mãe para evitar 
deglutição pelo 
estímulo visual.

– Realizado com sonda 
nasogástrica fina, 
introduzida pela boca 
ou nariz.

– Injeta 10 a 15 ml de 
solução fisiológica.

– Após 30 minutos faz 
lavagem gástrica.

Sonda gástrica, 
frasco estéril 
com volume de 
50 ml.

< 24 horas

Refrigerado

Neutralizar em 1 
hora de coleta

< 24 horas

De 2°C a 8°C

– Requer 
hospitalização.

– Crianças: 40% de 
positividade com 
evidência da doença 
ao raio-X.

– Neutralizar o 
suco gástrico com 
carbonato de sódio 
1 mg/1 ml de lavado 
gástrico.

– Dois dias 
consecutivos.

– Laboratório deve 
processar em até 4 
horas.

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

B)  Recomendações técnicas para coleta de amostras de origem 
extrapulmonar

AMOSTRAS DE ORIGEM EXTRAPULMONAR

TIPO DE 
AMOSTRA

COLETA TEMPO E TEMPERATURA
OBSERVAÇÕES

ORIENTAÇÃO RECIPIENTE TRANSPORTE ARMAZENAGEM

Urina

– Realizar a higiene 
íntima com água e 
sabão neutro.

– Coletar toda a 
urina da 1ª micção da 
manhã.

– Levar imediatamente 
ao laboratório.

Frasco estéril 
com tampa de 
rosca e boca 
larga, com 
capacidade 
mínima de 40 
ml.

< 2 horas

Temperatura 
ambiente

< 4 horas, ou 
centrifugar e 
armazenar o 
precipitado 
neutralizado 
a 4°C

– Amostra clínica 
rica em microbiota 
associada.

– Não aceitar 
pool de amostras 
colhidas em

24 horas.

– Não aceitar 
volumes inferiores 
a 40 ml.

– Coletar três a seis 
amostras em dias 
consecutivos.

Líquido

cefalorraqui-
diano

(LCR)

– Realizado por 
profissional médico.

– É recomendado 
jejum.

– Coleta realizada por 
punção lombar.

Frasco 
estéril, com 
capacidade 
mínima de 5 
ml.

< 15 minutos

Temperatura 
ambiente

< 24 horas

Temperatura 
ambiente

– Amostra clínica 
estéril.

– Usada em 
suspeita de 
meningite 
tuberculosa.

– Coletada em 
hospitais.



92

MINISTÉRIO DA SAÚDE | MANUAL DE RECOMENDAÇÕES PARA O DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DE TUBERCULOSE E 
MICOBACTÉRIAS NÃO TUBERCULOSAS DE INTERESSE EM SAÚDE PÚBLICA NO BRASIL

AMOSTRAS DE ORIGEM EXTRAPULMONAR

TIPO DE 
AMOSTRA

COLETA TEMPO E TEMPERATURA
OBSERVAÇÕES

ORIENTAÇÃO RECIPIENTE TRANSPORTE ARMAZENAGEM

Líquido 
pleural

Líquido 
sinovial

Líquido 
peritoneal

– Realizada por 
procedimento médico.

– Punção pela via 
percutânea ou 
cirúrgica.

– Não usar 
conservantes ou 
fixadores.

Frasco 
estéril, com 
capacidade 
mínima de 10 
ml.

< 15 minutos

Temperatura 
ambiente

< 24 horas

Temperatura 
ambiente

– Líquidos 
orgânicos estéreis.

– Coletados 
em hospitais 
ou clínicas 
especializadas.

Fragmentos 
cutâneos e 
ósseos

– Realizado sob 
orientação médica.

– Usar solução 
fisiológica ou água 
destilada.

– Não usar formol.

Frasco estéril, 
não usar 
formol.

< 15 minutos

Temperatura 
ambiente

< 24 horas

Temperatura 
ambiente

– Podem ser 
estéreis ou não.

– Biópsia de pleura 
tem positividade 
maior.

– Amostras de 
pele devem ser 
incubadas em 
temperaturas 
diferentes.

Fragmentos 
de órgãos

– Realizada por 
procedimento médico.

– Usar solução 
fisiológica ou água 
destilada estéril.

Frasco estéril, 
não usar 
formol.

< 15 minutos

Temperatura 
ambiente

< 24 horas

Temperatura 
ambiente

– Podem ser 
estéreis ou não.

– Biópsia de pleura 
tem positividade 
maior do que o 
líquido pleural.

Sangue e 
aspirado de 
medula

– Para o aspirado 
de medula, a coleta 
deve ser realizada por 
equipe médica.

– Coletar punção 
venosa com 
anticoagulante (SPS).

– Inocular diretamente 
em frasco de meio 
de cultura ou frasco 
estéril.

Frasco de meio 
de cultura ou 
frasco estéril.

< 2 horas

Temperatura 
ambiente

< 24 horas

Temperatura 
ambiente

– Nunca refrigerar.

– Para os casos 
de micobactérias 
disseminadas.

– Não usar 
EDTA como 
anticoagulante.

Pus e 
secreções

– Coleta de cavidades 
fechadas: por punção.

– Coleta de cavidades 
abertas: com swab.

Frasco estéril 
com o swab 
imerso.

< 2 horas

Temperatura 
ambiente

< 24 horas

Temperatura 
ambiente

– De preferência 
aspirar ou passar o 
swab

 na parte mais 
profunda da lesão.

Fezes
– De preferência, 
antes do 
medicamento.

Pote plástico 
com tampa de 
rosca e boca 
larga.

< 1 hora

Temperatura 
ambiente

< 24 horas

4°C

– Avaliação 
criteriosa pelo 
médico.

– Indicada para 
pacientes com aids.

Fonte: adaptado MILLER, J.M.; HOLMES, H.T.; KRISHER, K., 2003.
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C) Orientações para coleta de escarro – primeira amostra

Coleta da primeira amostra na unidade de saúde:

1. Lave a boca, fazendo bochechos com bastante água. Não 
precisa estar em jejum.

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

3. Abra o pote fornecido pela unidade de saúde.

4. Force a tosse do seguinte modo:

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

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

c. Inspire profundamente mais uma vez, prenda a respiração por alguns ins-
tantes e, em seguida, force a tosse para poder liberar o escarro que está 
dentro do pulmão.

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

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

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

Fonte: adaptado de BRASIL, 2019.
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D) Orientações para coleta de escarro – segunda amostra

Coleta da segunda amostra

Para coletar a segunda amostra é importante que você:

I. No dia anterior à coleta:

a. Beba no mínimo oito copos de líquidos 
(água, refrescos). A água ajuda a soltar o 
escarro que está no pulmão.

b. Durma sem travesseiro. Isso também facilita 
a saída do escarro do pulmão, na hora da 
coleta.

2. No dia da coleta, assim que despertar:

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

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

b. Leve também a requisição, mas fora do saco 
plástico que está o pote.

Fonte: adaptado de BRASIL, 2019.
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E)  Formulário de registro de inadequações no recebimento  
de amostras clínica

Formulário de registro de inadequações no 
recebimento de amostras clínica

IDENTIFICAÇÃO

Data de entrada no laboratório:

_________/_________/_________
Horário de entrada: N.º geral:

Unidade de saúde: Telefone:

Nome do paciente: Telefone:

Responsável na recepção: Responsável no laboratório:

Motivo da não conformidade:

ERROS DE IDENTIFICAÇÃO AMOSTRAS INADEQUADAS

□  Discrepância entre a identificação da amostra e a 
requisição.

□ Tempo prolongado de transporte.

□ Falta de identificação da amostra. □ Conservação inadequada (temperatura).

□ Origem da amostra não identificada. □ Amostra não própria para a hipótese clínica.

□ Tipo de amostra não identificada. □ Frascos não apropriados.

□ Exame a ser realizado não identificado. □ Frascos quebrados ou com vazamento.

□ Outro: □ Outro:

Providências tomadas:

Responsável: Data:
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6 BACILOSCOPIA

6.1 Introdução

A baciloscopia, ou exame microscópico, é a pesquisa de BAAR em um esfregaço de amos-
tra clínica, preparado e corado com metodologia padronizada.1 Pode ser realizada em 
laboratórios de todos os níveis de complexidade, desde que possuam microscópio óptico 
ou de fluorescência binocular, com lente de imersão em boas condições, bico de Bunsen, 
alguns insumos de baixo custo e instalações simples, utilizando normas básicas de biosse-
gurança para minimizar a formação de aerossóis.

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

A microscopia de diodo emissor de luz (LED) é uma nova ferramenta diagnóstica desen-
volvida principalmente para prover locais de poucos recursos com acesso aos benefícios 
da microscopia de fluorescência.2

Comparados aos microscópios convencionais de fluorescência de vapor de mercúrio, os 
microscópios de LED são de menor custo, exigem menos energia e as lâmpadas são de 
longa duração, além de não possuírem o risco potencial de liberarem produtos tóxicos 
no caso de quebrarem. Os microscópios de LED são reconhecidos por realizar as leituras 
com a mesma eficiência do microscópio óptico, sem a necessidade de utilização de uma 
sala escura. Essas qualidades fazem o microscópio de LED viável para ambientes de poucos 
recursos, pois tem o potencial de trazer os benefícios da microscopia de fluorescência 
(melhor sensibilidade e eficiência) onde mais se precisa.

A OMS recomenda que o MF convencional seja substituído progressivamente pelo mi-
croscópio de LED, e que ele seja introduzido como alternativa ao microscópio óptico 
convencional. A mudança deve ser efetuada gradualmente, por meio de planos de imple-
mentação cuidadosamente elaborados para o País, usando tecnologia LED que atenda às 
especificações da OMS. Os países que forem introduzir essa tecnologia devem garantir o 
treinamento dos técnicos de laboratório, a validação no País, a garantia de qualidade e 
o monitoramento de impacto no resultado da detecção e no tratamento de casos de TB.

Outra tecnologia nova, porém, ainda não recomendada pela OMS, é o sistema de diag-
nóstico automatizado, integrado com um microscópio analógico fluorescente, com carre-
gador de eslaides e leitor de código de barras que é controlado e monitorado por meio 
de um software de análise de imagem. Essa tecnologia reduziria o tempo e facilitaria a 
leitura dos esfregaços.
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Apesar dos avanços tecnológicos na micobacteriologia, a baciloscopia continua sendo 
particularmente importante no combate da TB por ser de baixo custo e por detectar casos 
bacilíferos, ou seja, casos infecciosos de TB pulmonar, responsáveis pela manutenção da 
cadeia de transmissão, além de ser um exame importante no monitoramento do trata-
mento para avaliação da resposta ao uso dos medicamentos.1

Dessa forma, no Brasil, para o diagnóstico laboratorial dos pacientes SR que procuram 
os serviços de saúde com tosse e expectoração por um período maior ou igual a três 
semanas e constituem os casos suspeitos de TB, é importante a realização do TRM-TB, 
nos municípios que dispõem do equipamento, e da baciloscopia, nos locais que não têm 
acesso ao TRM-TB.

Já a baciloscopia de controle é indicada para acompanhar a eficácia do tratamento por 
meio da redução bacilar e/ou negativação do escarro em exames mensais, independente-
mente do volume da secreção.

A baciloscopia é geralmente considerada um procedimento de diagnóstico com baixa 
sensibilidade, sendo descrita em uma faixa entre 25% e 65%, quando comparada com 
a cultura. Comumente, não se considera que a sensibilidade da baciloscopia varie com o 
tipo de lesão, o tipo e número de amostras coletadas, a técnica de preparo do esfregaço, 
a qualidade dos corantes, a atenção e persistência do microscopista e a qualidade do 
microscópio. Porém, quando esses fatores são levados em consideração, o diagnóstico 
bacteriológico da TB pulmonar pela baciloscopia identifica os casos de TB que são fontes 
de infecção para a comunidade, com uma sensibilidade de aproximadamente 90%.3

O número mínimo de BAAR necessários para produzir um esfregaço com resultado positi-
vo tem sido estimado entre 5.000 a 10.000 por mililitro, conforme descrito no Quadro 7.4

Quadro 7 – Número de BAAR observados nas baciloscopias, concentrações de bacilos cul-
tiváveis nos escarros e probabilidade de resultados positivos

NÚMERO DE BACILOS 
OBSERVADOS

CONCENTRAÇÃO ESTIMADA 
DE BACILOS POR ML DE 

ESCARRO

PROBABILIDADE DE UM 
RESULTADO POSITIVO

0 em 100 ou mais campos Menos do que 1.000 Menos do que 10%

1 – 2 em 300 campos 5.000 – 10.000 50%

1 – 9 em 100 campos Aproximadamente 30.000 80%

1 – 9 em 10 campos Aproximadamente 50.000 90%

1 – 9 por campos Aproximadamente 10.0000 96,2%

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

6.2 Coleta do escarro para diagnóstico

O escarro de pacientes com TB pulmonar – particularmente aqueles com lesão cavitária 
– muitas vezes contém um grande número de BAAR que é facilmente detectado pela 
microscopia direta. A sensibilidade da baciloscopia pode ser melhorada pela realização 
de mais de uma amostra por paciente. Muitos estudos têm mostrado que, quando são 
realizadas duas baciloscopias, detectam-se, em média, mais de 90% dos casos infecciosos 
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de TB nos países de baixa e alta prevalência. Nesse caso, o incremento mostrado tem sido 
de 80% a 82% a partir da primeira, 10% a 14% a partir da segunda e 5% a 8% a partir 
da terceira baciloscopia,3 o que justifica a orientação do MS para coleta de duas amostras 
em dias distintos.

No capítulo 5 desse Manual encontra-se um modelo de formulário para o envio de amos-
tras clínicas ou isolados bacterianos para o Lacen ou LRM. É possível que seja necessário 
coletar informações complementares em casos especiais que não sejam frequentes na 
rotina de trabalho do LL ou LRM. Dessa forma, os estudos necessários para cada caso 
poderão ser realizados, utilizando-se da melhor forma possível os recursos de diagnósticos 
disponíveis no Lacen.

6.3 Métodos de execução do esfregaço

Nesse Manual, serão descritos cinco métodos de execução do esfregaço: i) método da 
baciloscopia direta; ii) método da baciloscopia com concentração da amostra clínica; iii) 
método de execução do esfregaço para baciloscopia das amostras após processo de des-
contaminação; iv) método de execução do esfregaço para baciloscopia de cultura positiva 
líquida; e v) método de execução do esfregaço para baciloscopia de cultura positiva sólida.

O primeiro método utiliza escarro sem tratamento prévio e é recomendado para o diag-
nóstico laboratorial de SR e para o controle de tratamento. No segundo, o esfregaço é 
realizado após tratamento da amostra clínica paucibacilar, e é recomendado para o diag-
nóstico laboratorial da TB extrapulmonar, da TB pediátrica e da TB em PVHIV. O terceiro 
método é utilizado quando há a necessidade de descontaminação prévia da amostra 
para semeadura em meio líquido ou sólido de cultura. Os esfregaços realizados a partir 
de culturas positivas (métodos 4 e 5) têm o objetivo de confirmar a presença de BAAR, a 
morfologia dos bacilos e a forma de disposição (dispersos ou agrupados formando corda), 
bem como verificar se há contaminação por outras bactérias e/ou fungos.

Na rotina laboratorial, a baciloscopia é realizada, na maioria das vezes, com escarro espon-
tâneo, utilizando a porção mais purulenta, que é colocada e distendida diretamente sobre 
a lâmina – baciloscopia direta. As secreções purulentas e o pus, por suas características 
físicas, também podem ser distendidos diretamente sobre a lâmina. Por outro lado, com 
o objetivo de aumentar a sensibilidade da baciloscopia, todas as amostras clínicas, sempre 
que possível e, de acordo com a necessidade, podem receber tratamento antes da reali-
zação do esfregaço. Esse tratamento pode ser: trituração, digestão com agentes químicos 
tais como hidróxido de sódio (NaOH) ou NaCl, concentração, sedimentação, flotação ou 
mesmo filtração.5

6.3.1 Método de execução do esfregaço para baciloscopia direta 1,6,7,8,9

Precauções:

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

 » prestar muita atenção ao numerar o pote de escarro e a lâmina com o número da 
requisição e manter a área de trabalho com iluminação adequada para evitar a 
troca de amostras;
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 » abrir um pote de cada vez e com cuidado para evitar a formação de aerossóis;

 » utilizar a porção mais purulenta do escarro para evitar resultados falso-negativos e 
utilizar lâminas sem prévio uso para evitar resultados falso-positivos; e

 » realizar no máximo 12 amostras de cada vez.

Equipamentos:

 » bico de Bunsen.

Reagentes:

 » solução de álcool a 70%; e

 » solução de NaCl a 1%.

As fórmulas e o preparo dos reagentes anteriores estão descritos nos anexos do capítulo 3.

Insumos:

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

 » duas bandejas de metal;

 » pinça anatômica com pelo menos 12 cm, ponta arredondada e internamente 
serrilhada;

 » palito de madeira;

 » lápis de grafite;

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

 » recipiente com tampa contendo pedaços de gaze;

 » recipiente de vidro com tampa para colocar as lâminas imersas em álcool etílico;

 » caixa de papelão rígido para descarte de materiais contaminados; e

 » saco plástico autoclavável para acondicionamento dos recipientes de descarte.

Procedimentos de organização:

1. Forrar a bancada com papel-toalha ou outro que tenha capacidade de absorver respingos.

2. Providenciar e organizar na bancada os materiais necessários para preparar o esfregaço.

3. Organizar tudo de forma a assegurar um fluxo de trabalho lógico e seguro. Manter o 
papel-toalha e o frasco com solução de NaClO a 1% à mão na bancada para desinfecção 
se houver respingos, conforme descrito no capítulo 3.

4. Forrar as duas bandejas de metal com papel-absorvente. Colocar uma delas na bancada 
à sua frente – ela será sua área de trabalho. Colocar a segunda bandeja do lado direito 
próximo ao bico de Bunsen, para colocar as lâminas com esfregaço para secar.

5. Colocar as amostras clínicas de acordo com o número de ordem de registro, atrás da ban-
deja de metal à sua frente.

6. Verificar se as lâminas a serem utilizadas estão limpas e não foram usadas previamente. 
As lâminas arranhadas podem reter a fucsina e simular a presença dos bacilos. A limpeza 
das lâminas novas é necessária, pois frequentemente elas vêm engorduradas de fábrica, 
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devido ao processo de polimento. Nesse caso, é preciso:

a. lavar as lâminas com água e detergente neutro, enxaguá-las bem e depois colocá-las 
imersas em um recipiente com álcool etílico; e

a. secar com gaze as lâminas que vão ser utilizadas.

1. Identificar cada lâmina com o número de registro de cada amostra clínica. Para isso, escre-
ver, com grafite, na borda fosca da lâmina, o mesmo número colocado no corpo do pote.

2. Colocar em cima da bandeja de metal somente o pote da amostra que será processada.

3. Colocar a lâmina sobre a bandeja de metal.

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

Procedimentos de realização:

1. Retirar lentamente a tampa da amostra para evitar a formação de aerossóis e colocá-la 
suavemente virada para cima na bandeja.

2. Quebrar ao meio um palito de madeira.

3. Retirar, com as duas pontas farpadas do palito, a partícula maior e mais purulenta da 
amostra e depositar na lâmina, conforme Figura 9. Quando existirem apenas pequenas 
partículas purulentas ou mucosas, pegar três porções ou mais da amostra, depositá-las na 
lâmina e homogeneizá-las com a ponta do palito.

Figura 9 – Exemplo de retirada da partícula da amostra de escarro

Fonte: Lacen/SC.

1. Distender a amostra no centro da lâmina. Com o palito na mesma posição, fazer mo-
vimentos circulares até obter um esfregaço homogêneo e elíptico (ou oval), que tenha 
1 cm x 2 cm, conforme Figura 10.
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Figura 10 – Preparo do esfregaço

Fonte: Lacen/SC.

Observação: não aquecer a lâmina durante a preparação do esfregaço. Esse procedimento 
é uma fonte importante de formação de aerossóis no ambiente laboratorial e, além disso, 
produz precipitados granulosos que prejudicam a coloração e a detecção do bacilo.5

2. Descartar as duas partes do palito na caixa de papelão rígido para descarte de materiais 
contaminados.

3. Colocar a lâmina com o esfregaço voltado para cima, para secar em temperatura ambien-
te, na bandeja de metal que está à direita, próximo do bico de Bunsen.

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

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

6. Depois de secas, fixar as lâminas, uma de cada vez, no bico de Bunsen, conforme descrito 
no item 6.4 desse capítulo.

ATENÇÃO: fixar o esfregaço somente quando as lâminas estiverem completamente 
secas, conforme descrito no item 6.4 desse capítulo.

7. Realizar a limpeza, a descontaminação da bancada e o descarte do material contaminado, 
conforme descrito no capítulo 3.

6.3.2  Método de execução do esfregaço para baciloscopia após concentração da 
amostra clínica1

Precauções:

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

 » realizar os procedimentos de manipulação das amostras em CSB;

 » utilizar centrífuga com rotores e caçapas com tampa de proteção contra dispersão 
de aerossóis;

 » observar a capacidade da centrífuga para estabelecer o número de tubos a serem 
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trabalhados a cada lote. A centrífuga deve ser preferencialmente refrigerada para 
evitar que o aquecimento interfira na viabilidade da micobactéria, no caso de a 
amostra ter também indicação de cultura. Abrir as caçapas da centrífuga dentro 
da CSB;

 » abrir um pote de cada vez e com cuidado para evitar a formação de aerossóis; e

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

ATENÇÃO: as amostras clínicas que tiverem indicação para baciloscopia e cultura de-
vem ser processadas, conforme descrito no capítulo 7.

Equipamentos:

 » CSB;

 » centrífuga com caçapas com tampa de proteção contra dispersão de aerossóis, para 
tubos de 15, 30 ou 50 ml;

 » agitador mecânico;

 » pipetador automático ou manual;

 » cronômetro; e

 » bico de Bunsen.

Reagentes:

 » solução de NaOH a 4%;

 » água destilada estéril;

 » solução de álcool a 70%; e

 » solução de NaClO 1%.

A fórmula e o preparo da solução de NaOH a 4% estão descritos nos anexos do capítulo 
7 e a fórmula e o preparo da solução de álcool a 70% e da solução de NaClO a 1% estão 
descritos nos anexos do capítulo 3.

Insumos:

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

 » pinça anatômica com pelo menos 12 cm, ponta arredondada e internamente 
serrilhada;

 » palitos de madeira;

 » bandeja de metal;

 » lápis de grafite;

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

 » tubos de centrífuga de polipropileno, estéreis, descartáveis, com fundo cônico, de 
15, 30 ou 50 ml com tampa de rosca;

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

 » pipetas Pasteur estéreis;
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 » recipiente com tampa com pedaços de gaze estéril;

 » recipiente de vidro com tampa para colocar as lâminas imersas em álcool etílico;

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

 » recipiente plástico de boca larga para material a ser autoclavado e descartado;

 » saco plástico autoclavável para acondicionamento dos recipientes de descarte; e

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

Procedimentos de organização:

1. Forrar a bancada com papel-toalha ou outro que tenha capacidade de absorver respingos.

2. Providenciar e organizar na bancada os materiais necessários para preparar o esfregaço.

3. Organizar tudo de forma a assegurar um fluxo de trabalho lógico e seguro. Manter o 
papel-toalha e o frasco com solução de NaClO a 1% à mão na bancada para desinfecção 
se houver respingos, conforme descrito no capítulo 3.

Realizar o procedimento 4 fora da CSB

4. Organizar os potes das amostras, observando a correspondente identificação do número 
de registro no corpo do pote, no tubo de centrífuga e na lâmina. Colocar os tubos de 
centrífuga na estante.

Realizar os procedimentos de 6 a 7 dentro da CSB

5. Organizar os materiais que serão utilizados na CSB conforme descrito no capítulo 13.

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

7. Colocar as amostras de acordo com o número de ordem de registro, atrás da bandeja.

Procedimentos de realização:

Realizar os procedimentos de 1 a 7 dentro da CSB

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

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

3. Colocar o tubo de centrífuga contendo a amostra em uma estante.

4. Repetir esse procedimento para todas as amostras.

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

6. Fechar bem os tubos de centrífuga e agitar com a mão ou em agitador mecânico até for-
mar uma mistura bem homogênea. Deixar o tubo em repouso, à temperatura ambiente, 
por 15 minutos, para que ocorra a fluidificação da amostra.
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7. Abrir os tubos com a amostra e acrescentar água destilada estéril até o volume de 10 ml. 
Fechar bem os tubos de centrífuga e agitar em agitador mecânico até formar uma mistura 
bem homogênea.

Realizar os procedimentos de 8 a 10 fora da CSB

8. Centrifugar a 3.000 x g por 15 minutos.

9. Após a parada total da centrífuga, esperar cinco minutos para abrir.

10. Retirar as caçapas fechadas da centrífuga e colocar na CSB.

Realizar os procedimentos de 11 a 17 dentro da CSB

11. Abrir as caçapas e acondicionar os tubos da centrífuga em uma estante. Desprezar o so-
brenadante de cada tubo de centrífuga em um recipiente à prova de respingos.

12. Adicionar, com uma pipeta Pasteur, três gotas de água destilada estéril sobre o sedimento.

13. Fechar o tubo e agitar em agitador mecânico para ressuspender o sedimento.

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

Observação: não aquecer a lâmina durante a preparação do esfregaço. O aquecimento é 
uma fonte importante de formação de aerossóis no ambiente laboratorial e, além disso, 
produz precipitados granulosos que prejudicam a coloração e a detecção do bacilo.1

15. Colocar a lâmina com o esfregaço voltado para cima, sobre a bancada da CSB forrada com 
papel para secar.

16. Repetir os passos anteriores, até processar todos os esfregaços.

17. Deixar secar completamente todos os esfregaços à temperatura ambiente.

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

ATENÇÃO: fixar o esfregaço somente quando as lâminas estiverem completamente 
secas, conforme descrito no item 6.4 desse capítulo.

19. Realizar a limpeza, a descontaminação da bancada e o descarte do material contaminado, 
conforme descrito no capítulo 3.

6.3.3  Método de execução do esfregaço para baciloscopia das amostras após pro-
cesso de descontaminação

Precauções:

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

 » realizar os procedimentos a seguir em CSB; e

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

 » CSB;

 » centrífuga com caçapas com tampa de proteção contra dispersão de aerossóis para 
tubos de 15, 30 ou 50 ml;

 » agitador mecânico;

 » pipetador automático ou manual;

 » cronômetro; e

 » bico de Bunsen.

Insumos:

 » estante de metal para apoio das lâminas;

 » lápis de grafite;

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

 » pipeta Pasteur; e

 » saco plástico autoclavável para acondicionamento dos materiais para descarte.

Procedimento de organização:

1. Identificar a lâmina com o número da amostra.

Realizar os procedimentos 2 a 4 dentro da CSB

2. Organizar as lâminas de acordo com a ordenação dos tubos de centrífuga.

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

Figura 11 – Lâmina corada com esfregaço realizado de forma elíptica

Fonte: Lacen/MG.
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4. Deixar secar na CSB, em uma estante de metal, até que a lâmina esteja completamente 
seca (aproximadamente uma hora).

Realizar o procedimento 5 e 6 fora da CSB

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

6. Realizar a coloração pelo método de Ziehl-Neelsen, conforme item 6.5.1 desse capítulo.

6.3.4 Método de execução do esfregaço para baciloscopia de cultura positiva líquida

Precauções:

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

 » realizar os procedimentos a seguir em CSB; e

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

Equipamentos:

 » bico de Bunsen; e

 » CSB.

Reagentes:

 » solução fixadora de leite desnatado com formol.

Insumos:

 » estante de metal para apoio das lâminas;

 » lápis de grafite;

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

 » pipeta Pasteur; e

 » saco plástico autoclavável para acondicionamento dos materiais para descarte.

Procedimento de organização:

1. Identificar a lâmina com o número da cultura positiva.

Realizar os procedimentos 2 a 5 dentro da CSB

2. Organizar as lâminas de acordo com a ordenação dos tubos de cultura.

3. Aspirar do fundo do tubo as colônias sedimentadas com uma pipeta Pasteur de ponta fina.

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

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

Realizar os procedimentos 6 e 7 fora da CSB
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6. Depois de secas, fixar as lâminas, uma de cada vez, no bico de Bunsen, conforme descrito 
no item 6.4, Figura 12.

7. Realizar a coloração pelo método de Ziehl-Neelsen, conforme item 6.5.1 desse capítulo.

6.3.5  Método de execução do esfregaço para baciloscopia de cultura positiva em 
meio sólido

Precauções:

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

 » realizar os procedimentos a seguir em CSB; e

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

Equipamentos:

 » bico de Bunsen; e

 » CSB.

Reagentes:

 » solução fixadora de leite desnatado com formol.

Insumos:

 » alça bacteriológica descartável ou palito de madeira estéril;

 » estante de metal para apoio das lâminas;

 » lápis de grafite;

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

 » saco plástico autoclavável para acondicionamento dos materiais para descarte.

Procedimento de organização:

1. Identificar cada lâmina com o número de cada uma das culturas positivas.

Realizar os procedimentos 2 a 5 dentro da CSB

2. Organizar as lâminas de acordo com a ordenação dos tubos de cultura.

3. Transferir com alça bacteriológica descartável estéril ou palito de madeira estéril de duas a 
três colônias para a lâmina e adicionar duas gotas da solução fixadora de leite desnatado 
com formol (item F do Anexo B desse capítulo).

4. Homogeneizar com a própria alça ou palito e estender de forma elíptica na superfície da 
lâmina (Figura 11).

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

Realizar os procedimentos 6 e 7 fora da CSB
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6. Depois de secas, fixar as lâminas, uma de cada vez, no bico de Bunsen, conforme descrito 
no item 6.4, Figura 12.

7. Realizar a coloração pelo método de Ziehl-Neelsen, conforme item 6.5.1 desse capítulo.

6.4 Fixação do esfregaço

Precauções:

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

Equipamentos:

 » bico de Bunsen.

Reagentes:

 » solução de álcool a 70%;

 » solução de NaClO a 1%; e

 » a fórmula e o preparo da solução de álcool a 70% e da solução de NaClO a 1% 
estão descritos nos anexos do capítulo 3.

Insumos:

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

 » bandeja de metal;

 » pinça anatômica com pelo menos 12 cm, ponta arredondada e internamente 
serrilhada;

 » recipiente com tampa contendo pedaços de gaze estéril;

 » caixa de papelão rígido para descarte de materiais contaminados; e

 » saco plástico autoclavável para acondicionamento dos recipientes de descarte.

Procedimentos de organização:

1. Forrar a bancada com papel-toalha ou outro que tenha capacidade de absorver respingos.

2. Providenciar e organizar, na bancada, os materiais necessários para fixar o esfregaço.

Procedimentos de realização:

1. Retirar da bandeja cada lâmina de uma vez, com a pinça anatômica, com o esfregaço 
voltado para cima e passar rapidamente, por três vezes, sobre a chama do bico de 
Bunsen, conforme Figura 12.
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Figura 12 – Fixação do esfregaço

Fonte: Lacen/SC.

1. Devolver a lâmina, com o esfregaço fixado, para a bandeja de metal.

2. Repetir os procedimentos 1 e 2 até fixar todos os esfregaços.

3. Transportar a bandeja de metal para a bancada onde as lâminas serão coradas.

4. Descartar o papel que está forrando a bancada de trabalho e fazer a descontamina-
ção, conforme descrito no capítulo 3.

Observação: depois de fixados, os esfregaços ficam aderidos às lâminas e estão prontos 
para a coloração.

6.5 Métodos de coloração

A parede celular das micobactérias, responsável pela morfologia bacilar, tem em sua cons-
tituição química diversos lipídios, entre eles os ácidos micólicos. A ligação de alguns desses 
lipídios com o corante fucsina gera complexos que são responsáveis pela característica 
tintorial de resistência à descoloração por soluções álcool-ácidas, apresentada pelas célu-
las bacterianas que são então designadas como bacilos BAAR.1

O método original de coloração usou “fucsina saturada” (Ehrlich) ou uma solução de 
fucsina contendo 0,75% de fucsina básica (Neelsen). Esse método utilizava uma solução 
com fucsina a 1% aquecida até a emissão de vapores, descorado com ácido sulfúrico a 
25%, além de uma coloração de fundo com azul de metileno. Ao longo do tempo, muitas 
variações têm sido desenvolvidas a partir desse método básico, sendo a mais utilizada a 
que usa uma solução de fucsina a 0,3%. O método de coloração a frio, usando um corante 
de fucsina saturada (3%), é muitas vezes referenciado como o método de coloração de 
Kinyoun, embora a descrição original incluísse uma etapa de digestão com hipoclorito.

A modificação de Gabbett combinou as soluções de descoloração e coloração de fundo, 
reduzindo o procedimento para duas etapas, o que resultou em diminuição na carga de 
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trabalho. Isso fez com que esse método se tornasse popular especialmente nos países com 
mão de obra de alto custo. O método de coloração de Tan Thiam Hok combinou a colora-
ção primária a frio e saturada com a modificação de Gabbett e foi também amplamente 
adaptada.10

Recentemente, foi desenvolvido um equipamento automatizado que utiliza a coloração 
de Kinyoun. Porém, não é recomendado por não utilizar a coloração a quente, preconi-
zada pela OMS.

O método de coloração utilizado para corar os esfregaços que são examinados pelo 
microscópio de fluorescência requer soluções de corantes diferentes. A auramina O é 
sempre utilizada como corante primário, sozinha ou em combinação com a rodamina 
para melhor diferenciação. Muitas variações existem para a coloração de fundo do es-
fregaço na microscopia de fluorescência: o permanganato de potássio é normalmente 
usado para fluorescência não específica, mas métodos sem coloração de fundo ou que 
usem acridina laranja, tiazina vermelha ou azul de metileno são padronizados em alguns 
países. Recentemente, a tinta nanquim azul diluída tem sido usada, produzindo um bom 
contraste sem que o fundo se apresente muito escuro, o que dificulta a manutenção do 
foco como ocorre com o permanganato algumas vezes.10

Nesse Manual estão descritos dois métodos de coloração: o método de Ziehl-Neelsen e o 
método da Fluorescência com auramina O.

6.5.1 Método de Ziehl-Neelsen

Vários métodos de coloração têm sido desenvolvidos na microscopia para BAAR, mas nem 
todos podem ser usados em uma rede nacional de laboratórios. A padronização utilizando 
um único método em todo País é crucial.

Precauções:

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

 » seguir rigorosamente o que está descrito no POP; e

 » realizar CIQ.

Equipamentos:

 » cronômetro; e

 » bancada com cuba de inox e água corrente.

Observação: para coloração, pode ser utilizada uma cabine de exaustão de gases ou um 
exaustor na parede sobre a bancada com cuba de inox.

Reagentes:

 » solução de álcool a 70%;

 » álcool etílico comercial;

 » fucsina fenicada a 0,3%;

 » solução descorante de álcool-ácido a 3%;

 » azul de metileno a 0,3%; e
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 » as fórmulas e o preparo dos corantes e da solução descorante estão descritos no 
Anexo B desse capítulo. A fórmula e o preparo da solução de álcool a 70% e da 
solução de NaClO a 1% estão descritos nos anexos do capítulo 3.

Insumos:

 » suporte para corar lâminas;

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

 » um frasco de vidro de 200 ml, com tampa de vidro esmerilhada, tipo conta-gotas 
para a solução descorante de álcool-ácido a 3%;

 » pinça anatômica com pelo menos 12 cm, ponta arredondada e internamente 
serrilhada;

 » haste de metal com proteção contra aquecimento em uma das extremidades (para 
suporte do algodão no aquecimento da fucsina);

 » estante para tubos de 16 mm x 150 mm para secar as lâminas;

 » algodão hidrófilo;

 » funil de vidro de haste curta de 50 a 80 mm de diâmetro para filtrar corantes;

 » papel de filtro de 15 cm de diâmetro;

 » caixa de fósforos; e

 » caixa de papelão rígido para descarte de materiais contaminados.

Procedimentos de organização:

1. Providenciar e organizar, na bancada com cuba de inox, os materiais necessários para 
corar o esfregaço.

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

Procedimentos de realização:

1. Colocar as lâminas (no máximo 12 de cada vez) no suporte para corar com o esfregaço 
voltado para cima, sem encostar umas nas outras, e de acordo com o número de ordem 
de registro.

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

3. A fucsina também pode ser filtrada diretamente sobre as lâminas a serem coradas, sem o 
uso do frasco conta-gotas.

4. Cobrir com a fucsina filtrada todo o esfregaço de cada uma das lâminas.

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

5. Enrolar um chumaço de algodão na ponta de uma haste de metal com proteção contra 
aquecimento em uma das extremidades.

6. Umedecer o algodão com álcool etílico, cuidando para não escorrer na haste.

7. Colocar fogo no algodão umedecido com álcool etílico.
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8. Passar a chama lentamente por debaixo das lâminas até que ocorra a emissão de vapores 
visíveis, conforme Figura 13. Retirar imediatamente a chama para evitar que a fucsina ferva.

ATENÇÃO: também pode ser usado o bico de Bunsen para realizar o aquecimento das 
lâminas com fucsina, substituindo o algodão com álcool.

Figura 13 – Aquecimento da fucsina

Fonte: Lacen/SC.

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

10. Inclinar cada uma das lâminas e derramar a fucsina na pia.

11. Abrir devagar a torneira até obter um filete de água corrente para lavar as lâminas.

12. Deixar o filete de água cair em cima do número de cada lâmina, para que escorra 
suavemente sobre o esfregaço até eliminar todo o corante, conforme Figura 14.

Figura 14 – Lavagem da fucsina em água corrente

Fonte: Lacen/SC.
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13. Lavar também o lado oposto ao esfregaço de cada lâmina para eliminar a fucsina ali 
depositada, e, se necessário, passar uma gaze para retirar a fuligem do fogo aderida ao 
lado de baixo da lâmina.

14. Colocar cada lâmina novamente no suporte com o esfregaço voltado para cima.

15. Repetir os itens de 10 a 12 para todas as lâminas que estão com fucsina.

Descoloração do esfregaço pelo Método de Ziehl-Neelsen:

1. Cobrir completamente cada lâmina com a solução descorante de álcool-ácido a 3% e es-
perar um minuto.

2. Segurar cada lâmina pela borda numerada, inclinar e derramar a solução descorante na 
pia.

3. Deixar o filete de água corrente cair em cima do número de cada lâmina para que escorra 
suavemente sobre o esfregaço e eliminar o álcool-ácido.

ATENÇÃO: os procedimentos de 1 a 3 não devem ultrapassar três minutos, conside-
rando os esfregaços de todas as lâminas que estão sendo descoradas.

4. Verificar se os esfregaços foram descorados. Considera-se descorado o esfregaço que apre-
sentar coloração esbranquiçada ou levemente rosada.

Observação: repetir o passo de 1 a 3 se a lâmina não se apresentar descorada adequadamente.

5. Repetir os itens de 2 a 4 para todas as lâminas que estão com a solução descorante de 
álcool-ácido a 3%.

Coloração de fundo pelo método de Ziehl-Neelsen:

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

2. Cobrir o esfregaço de cada uma das lâminas com o azul de metileno já filtrado.

3. Esperar um minuto.

4. Segurar, com uma pinça anatômica e pela borda numerada, e inclinar cada lâmina 
para derramar o azul de metileno na pia.

5. Deixar cair um filete de água corrente em cima do número da lâmina, para que escor-
ra suavemente sobre o esfregaço até eliminar todo o azul de metileno.

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

7. Colocar cada uma das lâminas em pé, para secar em uma estante de tubos. Essa estan-
te deve estar forrada com papel-absorvente, de preferência papel de filtro, conforme 
Figura 15.
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Figura 15 – Estante para secar as lâminas e lâminas coradas

Fonte: Lacen/SC.

ATENÇÃO: a estante com as lâminas deve ficar ao abrigo da luz solar. Quando as lâmi-
nas estiverem secas, proceder a leitura microscópica e a interpretação dos resultados, 
conforme descrito no item 6.6 desse capítulo.

6.5.2 Método da fluorescência com auramina O10

Precauções:

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

 » seguir rigorosamente o que está descrito no POP;

 » realizar o CIQ; e

 » lembrar que o esfregaço a ser corado por esse método deve ser mais delgado do 
que aquele utilizado no método de Ziehl-Neelsen.

Equipamentos:

 » cronômetro; e

 » bancada com cuba de inox e água corrente.

Observação: para coloração, pode ser utilizada uma cabine de exaustão de gases sobre a 
bancada com cuba de inox.

Reagentes:

 » água destilada ou deionizada;

 » solução de álcool a 70%;

 » solução de auramina fenicada;

 » solução descorante de álcool-ácido a 1%; e

 » solução de permanganato de potássio.
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As fórmulas e o preparo dos corantes e da solução descorante estão descritos no Anexo B 
desse capítulo. A fórmula e o preparo da solução de álcool a 70% e da solução de NaClO 
a 1% estão descritos nos anexos do capítulo 3.

Insumos:

 » suporte para corar lâminas;

 » dois frascos de vidro de 200 ml, cor âmbar, tampa de vidro esmerilhada, tipo conta-
-gotas, para a solução de auramina fenicada, solução de permanganato de potássio;

 » um frasco de vidro de 200 ml, com tampa de vidro esmerilhada, tipo conta-gotas 
para a solução descorante de álcool-ácido a 1%;

 » pinça anatômica com pelo menos 12 cm, ponta arredondada e internamente 
serrilhada;

 » estante para tubos de 16 mm x 150 mm para secar as lâminas;

 » algodão hidrófilo; e

 » caixa de papelão rígido para descarte de materiais contaminados.

Procedimentos de organização:

1. Providenciar e organizar, na bancada com cuba de inox, os materiais necessários para 
corar o esfregaço.

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

Procedimentos de realização:

1. Colocar as lâminas (no máximo 12 de cada vez7) com o esfregaço voltado para cima, sem 
encostar umas nas outras, e de acordo com o número de ordem de registro no suporte 
para corar.

2. Cobrir com a solução de auramina fenicada todo o esfregaço de cada uma das lâminas.

3. Marcar o tempo de 20 minutos.

4. Inclinar cada uma das lâminas e derramar a solução de auramina fenicada na pia.

5. Colocar cada lâmina novamente no suporte com o esfregaço voltado para cima.

6. Repetir os itens de 4 a 5 para todas as lâminas que estão com a solução de auramina fenicada.

Descoloração do esfregaço pelo método da fluorescência com auramina O:

1. Cobrir completamente cada lâmina com a solução descorante de álcool-ácido a 1% e es-
perar dois minutos.

2. Segurar cada lâmina pela borda numerada, inclinar e derramar a solução descorante de 
álcool-ácido na pia.

ATENÇÃO: os procedimentos de 1 a 2 não devem ultrapassar três minutos, conside-
rando os esfregaços de todas as lâminas que estão sendo descoradas.

3. Deixar o filete de água destilada ou deionizada cair em cima do número de cada lâmi-
na para que escorra suavemente sobre o esfregaço e eliminar a solução descorante de 
álcool-ácido.
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4. Colocar cada lâmina novamente no suporte com o esfregaço voltado para cima.

5. Repetir os itens de 2 a 4 para todas as lâminas que estão com a solução descorante de 
álcool-ácido.

Coloração de fundo pelo método da fluorescência com auramina O:

1. Cobrir o esfregaço de cada uma das lâminas com a solução de permanganato de potássio. 
Esperar um minuto.

2. Segurar, com uma pinça anatômica e pela borda numerada, cada lâmina e incliná-las para 
derramar a solução de permanganato de potássio na pia.

3. Deixar cair um filete de água destilada ou deionizada em cima do número da lâmina para 
que escorra suavemente sobre o esfregaço até eliminar toda a solução de permanganato 
de potássio.

4. Girar cada lâmina e lavar também o lado oposto ao esfregaço para eliminar a solução de 
permanganato de potássio ali depositado.

5. Colocar cada uma das lâminas em pé para secar em uma estante de tubos, que deverá 
estar forrada com papel-absorvente, de preferência papel de filtro.

ATENÇÃO: a estante com as lâminas deve ficar ao abrigo da luz solar. Quando as lâmi-
nas estiverem secas, proceder à leitura microscópica e à interpretação dos resultados, 
conforme descrito no item 6.6 desse capítulo.

6.6 Leitura e interpretação dos resultados

A técnica a ser utilizada na leitura das baciloscopias deve ser selecionada em função do 
tipo de amostra clínica, método de execução do esfregaço e método de coloração. Para 
a leitura de todas as baciloscopias, devem ser lidos no mínimo cem campos úteis de mi-
croscópico, ou seja, aqueles campos nos quais se observam elementos celulares de origem 
pulmonar (leucócitos, fibras mucosas e células ciliares). Os campos em que não aparecem 
esses elementos não devem ser contabilizados na leitura.

Para a baciloscopia realizada com escarro espontâneo distendido diretamente sobre a 
lâmina ou escarro após concentração e corado pelo método de Ziehl-Neelsen, a leitura e 
a interpretação dos resultados devem ser realizadas conforme padronização do MS e da 
OMS. O esfregaço deve ser feito no centro da lâmina, de forma a ocupar um espaço de 2 
cm x 1 cm, com uma área de 200 mm², o que equivale a aproximadamente 10 mil campos 
microscópicos.1, 11

Os critérios para leitura e interpretação dos resultados da baciloscopia realizada com 
escarro espontâneo, distendido e corado pelo método de Ziehl-Neelsen, estão descritos 
no Quadro 8.1, 11

No caso de baciloscopias a partir de outras amostras clínicas, após concentração ou não, 
o esfregaço deve ser oval, com extensão também de aproximadamente 2 cm x 1 cm, e a 
leitura realizada em toda a extensão.
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Quadro 8 –  Critérios para leitura e interpretação dos resultados da baciloscopia de escarro, após 
concentração ou não, corada pelo método de Ziehl-Neelsen ou por auramina O

LEITURA RESULTADO

Não são encontrados BAAR em 100 campos Relata-se o resultado como NEGATIVO

São encontrados de 1 a 9 BAAR, em 100 campos Relata-se a quantidade de BAAR encontrada

São encontrados de 10 a 99 BAAR, em 100 campos Relata-se o resultado como POSITIVO +

São encontrados em média de 1 a 10 BAAR por campo, 
nos primeiros 50 campos observados

Relata-se o resultado como POSITIVO ++

São encontrados em média mais de 10 BAAR por 
campo, nos primeiros 20 campos observados

Relata-se o resultado como POSITIVO +++

Fonte: Brasil, 2001.
BAAR: Bacilo Álcool-Ácido Resistente

Os critérios para leitura e interpretação dos resultados da baciloscopia de outras amostras 
clínicas, após concentração ou não, estão descritos no Quadro 9.1

No caso de microscopia de fluorescência, os esfregaços devem obedecer aos mesmos cri-
térios descritos para a coloração de Ziehl-Neelsen, e a leitura deve ser realizada em toda 
a extensão, sem imersão, com a objetiva de 40x.11

Quadro 9 –  Critérios para leitura e interpretação dos resultados da baciloscopia a partir de 
outras amostras clínicas, após concentração ou não

LEITURA RESULTADO

Não são encontrados BAAR no material 
examinado

Relata-se o resultado como NEGATIVO

São encontrados BAAR em qualquer quantidade 
no material examinado

Relata-se o resultado como POSITIVO

Fonte: Brasil, 2001.
BAAR: Bacilo Álcool-Ácido Resistente

6.6.1  Leitura e interpretação dos resultados da baciloscopia direta do escarro espon-
tâneo ou do escarro após concentração corada pelo método de Ziehl-Neelsen

Precauções:

 » limpar a lente de imersão após a leitura de cada esfregaço positivo;

 » usar um microscópio que esteja em boas condições, conforme descrito no capítulo 
13;

 » cuidar para o frasco conta-gotas não tocar no esfregaço. A ponta do conta-gotas 
pode carregar bacilos de uma lâmina positiva para uma lâmina negativa;

 » seguir a ordem crescente de numeração das lâminas para leitura;

 » verificar sempre se os resultados positivos estão aparecendo de forma consecutiva 
– isso pode ser indício de que se está transferindo bacilos nos processos de prepara-
ção, coloração e leitura das baciloscopias; e
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 » realizar uma análise semanal e mensal dos resultados da baciloscopia para verificar 
a porcentagem de resultados positivos. Caso os resultados se diferenciem comple-
tamente do normal, realizar uma investigação para determinar as causas.

Equipamentos:

 » microscópio binocular, com condensador de campo claro, com lâmpada de halogê-
nio ocular 10x (campo amplo) e objetiva de 10x, 40x acromática e de imersão de 
100x planacromática com mola.

Reagente:

 » óleo de imersão; e

 » solução de álcool a 70%.

Insumos:

 » caixa porta-lâmina, de plástico, com tampa, cuja capacidade seja de 50 lâminas;

 » caixa de papelão rígido para descarte de materiais contaminados;

 » papel-absorvente para limpar as lentes do microscópio;

 » etiqueta, fita crepe e fita adesiva;

 » gaze;

 » caneta esferográfica azul e vermelha;

 » lápis de grafite;

 » papel quadriculado para registro dos resultados; e

 » “registro de baciloscopia” e/ou “registro de cultura em meio sólido e teste de 
sensibilidade.”

Procedimentos de organização:

1. Providenciar e organizar a bancada com o microscópio e os materiais necessários para 
realizar a leitura da baciloscopia.

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

Procedimentos de realização:

1. A leitura deve ser feita da esquerda para a direita.

2. Registrar, no formulário com papel quadriculado de registro de leitura, o número da 
lâmina e se é para diagnóstico ou controle, conforme Figura 16.
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Figura 16 – Formulário de registro de leitura

Fonte: adaptado de BRASIL, 2001.

3. Pingar uma gota de óleo de imersão, próximo ao número e no centro da lâmina, sem 
tocar no esfregaço com o conta-gotas para evitar transferir material de uma lâmina 
para outra, conforme Figura 17.

Figura 17 – Adição de óleo de imersão em lâmina de baciloscopia corada

Fonte: Lacen/SC.

4. Colocar a lâmina na platina do microscópio.

5. Girar o canhão do microscópio até que a lente objetiva de 10x esteja sobre a lâmina, 
para então focar a imagem com os botões macro e micrômetro.

6. Ajustar a distância entre as lentes oculares de acordo com a distância entre seus olhos, 
de modo a enxergar apenas uma imagem.

7. Girar o botão para ajustar a altura do condensador e abrir o diafragma para obter 
uma boa luminosidade.
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8. Trocar a objetiva de 10x pela objetiva de imersão (100x), imergindo-a no óleo.

9. Aproximar a objetiva de 100x lentamente para não quebrar a lâmina.

10. Ajustar o foco com o botão micrométrico até que a imagem fique nítida. Durante 
toda a leitura, ajustar o foco apenas com esse botão.

11. Dividir mentalmente o campo microscópico que está visualizando em quatro quadran-
tes, utilizando os números 12, 3, 6 e 9, como no mostrador de um relógio, conforme 
Figura 18.

Figura 18 – Campo microscópico

Fonte: CGLAB/Daevs/SVS/MS.

12. Iniciar a leitura pelo quadrante superior direito, entre os números 12 e 3. Utilizar o botão 
micrométrico para verificar a presença de BAAR na superfície e em profundidade. Contar 
os bacilos, caso sejam visualizados.

13. Continuar a leitura dos outros quadrantes no sentido dos ponteiros do relógio.

14. Contar os bacilos presentes em todos os quatro quadrantes e anotar no papel quadricula-
do o número total de bacilos que foram encontrados nesse campo.

Observação: para separar um campo microscópico do próximo, sem que fique sobreposto, 
usar como referência um elemento celular no número 3 do relógio. Qualquer elemento 
observado nesse ponto – uma célula, uma fibra, um bacilo – deverá ficar imediatamente 
anterior ao número 9 do campo seguinte.

15. Repetir os itens 11 e 12 até completar 20 campos, seguindo os mesmos procedimentos.

16. Somar os resultados dos 20 campos e calcular a média.

17. Analisar a média obtida para os resultados nos 20 primeiros campos observados, conside-
rando as seguintes possibilidades:

a. se a média for de mais de 10 BAAR por campo, encerrar a leitura. Essa amostra é 
positiva +++; e

b. se a média for inferior ou igual a 10 BAAR por campo ou não contiver BAAR, continu-
ar a leitura até completar 50 campos.

18. Fazer a leitura e anotar os resultados até completar 50 campos, seguindo os mesmos 
procedimentos.
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19. Somar os resultados dos 50 campos e calcular a média.

20. Analisar a média obtida para os resultados dos 50 campos observados, considerando as 
seguintes possibilidades:

a. se a média obtida for de 1 a 10 BAAR por campo, encerrar a leitura. Essa amostra é 
positiva ++; e

b. se a média obtida for inferior a 1 BAAR por campo ou não contiver BAAR, continuar 
a leitura até completar 100 campos.

21. Fazer a leitura e anotar os resultados até completar 100 campos, seguindo os mesmos 
procedimentos.

22. Somar e analisar os resultados dos 100 campos considerando as seguintes possibilidades:

a. se for encontrado um total de 10 a 99 BAAR nos 100 campos examinados, encerrar a 
leitura. Essa amostra é positiva +; e

b. se for encontrado um total de 1 a 9 BAAR nos 100 campos examinados, relatar o 
número exato de BAAR encontrados.

23. Se não forem encontrados BAAR, nos 100 campos observados, essa amostra é negativa.

24. Repetir os procedimentos a partir do item 2 para cada uma das lâminas a serem lidas.

25. Após a leitura das lâminas, descartar os potes que foram guardados na geladeira depois 
de confeccionados os esfregaços, de acordo com o capítulo 3.

26. Limpar o microscópio conforme descrito no capítulo 13.

6.6.2  Leitura e interpretação dos resultados da baciloscopia de outras amostras 
clínicas, após concentração ou não

Precauções:

 » apresentadas no item 6.6.1 desse capítulo.

Equipamentos:

 » microscópio binocular, com condensador de campo claro, com lâmpada de halogê-
nio ocular 10x (campo amplo) e objetiva de 10x, 40x acromática e de imersão de 
100x planacromática com mola.

Reagente:

 » óleo de imersão; e

 » solução de álcool a 70%.

Insumos:

 » caixa de papelão rígido para descarte de materiais contaminados;

 » papel-absorvente para limpar as lentes do microscópio;

 » gaze;

 » caneta esferográfica azul e vermelha;

 » lápis de grafite; e
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 » “registro de baciloscopia” e/ou “registro de cultura em meio sólido e teste de sen-
sibilidade”, modelo de registro nos capítulos correspondentes deste manual.

Procedimentos de organização:

1. Providenciar e organizar a bancada com o microscópio e os materiais necessários para 
realizar a leitura da baciloscopia.

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

Procedimentos de realização:

1. Pingar uma gota de óleo de imersão, sem tocar no esfregaço com o conta-gotas, para 
evitar transferir material de uma lâmina para outra, conforme Figura 17.

2. Colocar a lâmina na platina do microscópio.

3. Girar o canhão do microscópio até que a lente objetiva de 10x esteja sobre a lâmina, então 
focar a imagem com os botões macro e micrômetro.

4. Ajustar a distância entre as lentes oculares de acordo com a distância entre seus olhos, de 
modo a enxergar apenas uma imagem.

5. Girar o botão para ajustar a altura do condensador e abrir o diafragma para obter uma 
boa luminosidade.

6. Trocar a objetiva de 10x pela objetiva de imersão (100x), imergindo-a no óleo.

7. Aproximar a objetiva de 100x lentamente para não quebrar a lâmina.

8. Ajustar o foco com o botão micrométrico até que a imagem fique nítida. Durante toda a 
leitura ajustar o foco apenas com esse botão.

9. Dividir mentalmente o campo microscópico que está visualizando em quatro quadrantes, 
utilizando os números 12, 3, 6 e 9, como no mostrador de um relógio, conforme Figura 18.

10. Iniciar a leitura pelo quadrante superior direito, entre os números 12 e 3. Utilizar o botão 
micrométrico para verificar a presença de BAAR na superfície e em profundidade.

11. Continuar a leitura dos outros quadrantes no sentido dos ponteiros do relógio.

Observação: para separar um campo microscópico do próximo, sem que fique sobreposto, 
usar como referência um elemento celular no número 3 do relógio. Qualquer elemento 
observado nesse ponto – uma célula, uma fibra, um bacilo – deverá ficar imediatamente 
anterior ao número 9 do campo seguinte.

12. Repetir os itens 10 e 11 até encontrar BAAR ou até examinar todo o esfregaço.

13. Analisar os resultados considerando as seguintes possibilidades:

a. se forem encontrados BAAR, em quaisquer quantidades, encerrar a leitura. Essa amos-
tra é positiva; e

b. Se não for encontrado BAAR, no material examinado, essa amostra é negativa.

14. Repetir os procedimentos 1 a 13 para cada uma das lâminas a serem lidas.

15. Após a leitura das lâminas, descartar os potes que foram guardados na geladeira depois 
de confeccionados os esfregaços, de acordo com o capítulo 3.

16. Limpar o microscópio conforme descrito no capítulo 13.
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6.7 Registro dos resultados

Transcrever o resultado encontrado na leitura baciloscópica para o formulário “Solicitação 
e resultado de exame – Baciloscopia” correspondente, para “Registro de baciloscopia” 
e/ou “Registro de cultura em meio sólido e teste de sensibilidade” e para o sistema de 
informação GAL.

6.7.1  Registro dos resultados da baciloscopia direta do escarro espontâneo ou do 
escarro após concentração, corada pelo método de Ziehl-Neelsen

 » Transcrever os resultados dos papéis quadriculados para o formulário “Solicitação 
e resultado de exame – Baciloscopia” dos pacientes. O modelo de formulário é 
apresentado no Capítulo 5.

 » Registrar o resultado de cada paciente no sistema de informação GAL e no “Registro 
de baciloscopia” e/ou “Registro de cultura em meio sólido e teste de sensibilidade.”

 » Assinar e enviar o formulário “Solicitação e resultado de exame – Baciloscopia” 
para a unidade solicitante.

 » Arquivar os papéis quadriculados com resultados por, no mínimo, seis meses, como 
referência para o AEQ.

Procedimentos a serem realizados com as lâminas após leitura:

 » limpar as lâminas, depois de lidas, pressionando levemente o esfregaço com pape-
l-absorvente, cuidando para não remover o esfregaço;

 » conservar por um período mínimo de seis meses, em temperatura ambiente, todas 
as lâminas examinadas, inclusive as lâminas coradas pelo método da fluorescência 
com auramina O, independentemente do resultado. As lâminas devem ser conser-
vadas com a numeração original e em ordem numérica;

 » colocar em uma caixa porta-lâminas, identificada com o símbolo de risco biológico, 
o mês e os nomes do laboratório e do município. Se não houver a caixa especial, 
envolver as lâminas individualmente em papel suave. Depois, fazer pacotes com 50 
lâminas com papel de embrulho e identificar os pacotes da forma relatada, confor-
me descrito no item 6.8; e

 » durante esse período, o Lacen ou LR poderá solicitar que as lâminas sejam enviadas 
com a cópia das folhas do “Registro de baciloscopia” e/ou “Registro de cultura 
em meio sólido e teste de sensibilidade”, que contém o número de ordem e os 
resultados das lâminas examinadas durante o período a ser controlado para o AEQ, 
conforme descrito no item 6.8.

6.7.2  Registro dos resultados da baciloscopia de outras amostras clínicas, após 
concentração ou não

 » Transcrever os resultados encontrados para o formulário “Solicitação e resultado 
de exame – Baciloscopia” dos pacientes. O formulário é apresentado no capítulo 5.

 » Registrar o resultado no sistema de informação GAL e no Registro de baciloscopia 
e/ou Registro de cultura em meio sólido e teste de sensibilidade.
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 » Assinar e liberar o formulário “Solicitação e resultado de exame – Baciloscopia” 
para ser enviado à unidade solicitante.

 » Descartar as lâminas conforme descrito no capítulo 3.

6.8 Controle de qualidade

O CQ da baciloscopia tem o intuito de identificar os erros mais frequentes, descrever os 
procedimentos e controles que minimizam a probabilidade de produzir falsos resultados 
ou baixos rendimentos do método e elevar a qualidade do diagnóstico.

6.8.1 Controle interno da qualidade da baciloscopia 12,13

CIQ dos insumos

A qualidade da baciloscopia está também relacionada ao controle de estoque. Esse contro-
le deve garantir a disponibilidade de todo o material de consumo necessário à execução 
dos exames e monitorar o aspecto físico e prazo de validade dos reagentes, dos corantes 
e de outros materiais, para evitar desperdícios.

Água

Em alguns locais, a água corrente, mesmo deionizada, pode estar contaminada com mico-
bactérias ambientais, que podem gerar resultados falso-positivos. Se a água da torneira ou 
a água purificada aparecer turva ou suja, deve ser feita uma investigação microbiológica 
buscando a presença de micobactérias ambientais.

Nos anexos desse Capítulo é apresentado um modelo de registro para o CIQ da água 
utilizada no laboratório.

1. Procedimentos para detecção de microrganismos álcool-ácido resistentes na água:

a. centrifugar 200 a 250 ml da água em múltiplos tubos;

b. fazer um esfregaço com uma mistura dos sedimentos; e

c. fixar, corar pelo Método de Ziehl-Neelsen e realizar a leitura do esfregaço, conforme 
descrito nos itens 6.4, 6.5 e 6.6 desse capítulo.

ATENÇÃO: as fórmulas e o modo de preparo dos corantes e reagentes utilizados no 
Método de Ziehl-Neelsen, assim como os formulários para o controle da preparação 
dos corantes e reagentes, estão descritos nos anexos desse capítulo.

d. Resultado:

i. presença de microrganismos álcool-ácido resistentes: CIQ não aprovado:

1. ação corretiva: investigar a causa da contaminação. Registrar o resultado do 
CIQ da água no formulário adequado.

i. ausência de microrganismos álcool-ácido resistentes: CIQ aprovado:

1. ação: registrar o resultado do CIQ da água no formulário adequado.

2. Procedimento para isolamento de micobactérias na água:

a. filtrar 1 L da água por meio de um filtro membrana estéril com poros de 0,22 µm;
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b. cortar o filtro em tiras com bisturi estéril;

c. colocar a tira em um meio de cultura em Löwenstein-Jensen (LJ); e

d. registrar, incubar e realizar a leitura da cultura conforme descrito no capítulo 7.

ATENÇÃO: as fórmulas e o modo de preparo dos meios de cultura e reagentes para a 
cultura das tiras do filtro, assim como os formulários para o controle da preparação 
desses meios de cultura e reagentes, estão descritos nos anexos do capítulo 7.

e. Resultado:

i. cultura negativa: CIQ aprovado:

1. ação: registrar o resultado do CIQ da água no formulário adequado. Descartar 
os tubos de cultura conforme descrito no capítulo 3 desse Manual.

i. cultura positiva: CIQ não aprovado:

1. ação corretiva: investigar a causa da contaminação. Descartar os tubos de cul-
tura conforme descrito no Capítulo 3 desse manual.

Corantes

Verificar a qualidade dos corantes toda vez que produzir um lote e, quando estiver em 
uso, conferi-lo pelo menos uma vez por semana. O CIQ do lote dos corantes consiste em 
corar um esfregaço preparado e fixado com uma amostra de resultado conhecido positivo 
e outro com uma amostra negativa. Esses esfregaços podem ser preparados no laboratório 
a partir de amostras tratadas com dez gotas de fenol a 5% durante uma hora. Os esfre-
gaços devem ser conservados ao abrigo do calor e da umidade, em caixas porta-lâminas. 
A validade dos corantes é de seis meses.

1. Procedimentos para o preparo de lâminas que servirão como CIQ positivo e negativo dos 
corantes e da coloração:

a. selecionar amostras de escarro da sua rotina com resultados conhecidos de acordo 
com os seguintes critérios:

i. CIQ positivo: amostras com resultado positivo ++ ou +++ para BAAR; e

i. CIQ negativo: amostras negativas para BAAR.

2. Os esfregaços para o CIQ da baciloscopia devem ser realizados de acordo com os seguintes 
procedimentos:

a. identificar várias lâminas como CIQ positivo e várias como CIQ negativo;

b. preparar e fixar os esfregaços;

c. colocar e conservar os esfregaços para CIQ em uma caixa porta-lâminas plástica, e 
identificá-la com uma etiqueta com os seguintes dados:

i. CIQ positivos e negativos, data de preparação, prazo de validade (três meses) e 
símbolo de risco biológico. Conservar em lugar fresco e ao abrigo da luz.

3. Procedimentos de leitura dos esfregaços do CIQ:

a. ler o CIQ positivo e o negativo, conforme descrito no item 6.6 desse capítulo;

b. interpretar os resultados dos CIQ, de acordo com as seguintes possibilidades:
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i. CIQ positivo apresentou presença de BAAR corados de vermelho e o CIQ negativo 
não apresentou presença de BAAR, como o esperado. Nesse caso, o lote de coran-
tes está validado; e

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

Lâminas

Devem ser sem uso, limpas e desengorduradas, conforme descrito nesse capítulo.

Equipamentos

Os equipamentos devem ser utilizados de acordo com as recomendações do fabricante, 
a fim de ampliar a sua vida útil. Devem, também, ser monitorados pelo usuário para 
assegurar a precisão requerida para a análise, conforme descrito no capítulo 13.

6.8.2 Controle interno da qualidade dos procedimentos técnicos da baciloscopia

Recomenda-se a realização do controle diário dos procedimentos técnicos, levando-se 
em conta os detalhes que mais frequentemente podem ser as causas de problemas na 
execução técnica. No Quadro 10 são apresentadas as causas mais comuns de erros, as 
prováveis consequências e as medidas preventivas a serem tomadas.

Quadro 10 – Causas mais comuns de erros na baciloscopia, prováveis consequências e 
medidas preventivas/corretivas

CAUSAS DE ERROS
PROVÁVEIS 

CONSEQUÊNCIAS
MEDIDAS PREVENTIVAS

Reutilização de potes de amostra 
(resíduo de escarro positivo)

Resultado falso-positivo
Fornecer gratuitamente pote 
descartável. Jamais reutilizar os potes 
de coleta

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

Resultado falso-negativo
Orientar adequadamente o paciente 
para coletar a amostra

Amostras em temperatura 
ambiente por mais de 24 horas; 
mantidas refrigeradas por mais de 
sete dias; e/ou exposta à luz solar

Resultado falso-negativo
Seguir rigorosamente as orientações e 
os tempos para armazenar, conservar e 
enviar a amostra

Identificação da amostra: nome 
incompleto ou ilegível ou nome e 
n.º na tampa do pote

Troca de amostra e de 
resultados dos pacientes

Escrever com letra legível o nome 
completo do paciente e o n.º da 
amostra no corpo do pote

Lâminas com arranhões e/ou 
resíduos

Resultado falso-positivo
Utilizar lâminas sem uso, 
desengorduradas e sem arranhões. 
Jamais reutilizar lâminas

Preparo de esfregaços com pouca 
iluminação; muitas amostras 
ao mesmo tempo; e/ou lâmina 
colocada longe da amostra

Troca de amostra e de 
resultados dos pacientes

Manter a área bem iluminada e 
preparar no máximo 12 esfregaços de 
cada vez. Conferir o n.º da lâmina e da 
amostra

Utilização da porção não 
purulenta do escarro; esfregaço 
com pouca amostra

Resultado falso-negativo
Utilizar a porção mais purulenta do 
escarro; colocar quantidade adequada 
de amostra para preparar o esfregaço

continua
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CAUSAS DE ERROS
PROVÁVEIS 

CONSEQUÊNCIAS
MEDIDAS PREVENTIVAS

Aquecimento excessivo na 
fixação; tempo menor de 
aquecimento da fucsina; 
descoloração excessiva; corantes 
impróprios para uso

Resultado falso-negativo
Seguir rigorosamente os tempos 
indicados nos procedimentos; fazer 
controle de qualidade

Fucsina sem filtrar; aquecimento 
demasiado do esfregaço na 
coloração

Resultado falso-positivo 
(cristais de fucsina 
confundidos com BAAR)

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

Descoloração insuficiente do 
esfregaço

Resultado falso-positivo 
(bacilos saprófitos 
corados de vermelho 
confundidos com BAAR)

Seguir rigorosamente os 
procedimentos

Lente de imersão ou frasco conta-
gotas do óleo com resíduos de 
esfregaço positivo

Resultado falso-positivo 
(visualização de bacilos 
de outros esfregaços)

Limpar a lente de imersão após a 
leitura de cada esfregaço positivo. 
Cuidar para que o frasco conta-gotas 
não toque no esfregaço

Sobreposição e diminuição do 
número de campos lidos

Resultado falso-negativo
Ler de forma padronizada, seguindo 
rigorosamente os procedimentos

Microscópio sem condições 
adequadas de uso/manutenção; 
presença de fungos nas lentes 
(embaçamento)

Resultado falso-negativo
Providenciar manutenção preventiva 
semestral. Limpar o microscópio 
diariamente

Fonte: BRASIL, 2001.
BAAR: Bacilo Álcool-Ácido Resistente.

Realizar diariamente a coloração de uma lâmina com esfregaço CIQ positivo e uma com 
CIQ negativo, com os esfregaços das amostras da rotina, conforme descrito no item 6.5 
desse capítulo.

1. Procedimentos de leitura dos CIQ da coloração:

a. ler o CIQ positivo e o negativo, conforme descrito no item 6.6 desse Capítulo, antes de 
ler as lâminas dos pacientes;

b. interpretar os resultados dos CIQ, de acordo com as seguintes possibilidades:

i. CIQ positivo apresentou presença de BAAR corados de vermelho e o CIQ negativo 
não apresentou presença de BAAR, como o esperado. Nesse caso, a rotina está vali-
dada e pode-se realizar a leitura das lâminas dos pacientes e liberar os resultados; e

ii. CIQ positivo ou negativo apresentou resultado diferente do esperado. Nesse caso, 
toda a rotina está invalidada e será preciso fazer novamente a baciloscopia de 
todas as amostras e analisar quais as possíveis causas de erro (ver Quadro 10).

c. Recomenda-se que, nos laboratórios que possuam mais de um técnico, todas as lâ-
minas positivas no dia de sua execução sejam revisadas pelo outro técnico, a fim de 
minimizar os erros oriundos do processo de leitura ou registro de resultado do exame.

6.9 Avaliação externa da qualidade da baciloscopia14

Trata-se de um processo que permite que os laboratórios participantes avaliem suas capacida-
des técnicas, por meio da comparação dos resultados dos seus exames aos de outros, dentro de 
uma rede hierarquizada de laboratórios. Esse processo pode ser constituído de três mecanismos:

conclusão
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1. Teste de Proficiência (TP) executado por meio de exame de painéis contendo esfregaços 
de escarro.

2. Releitura dos esfregaços realizados nos LL pelo laboratório de referência.

3. Visita técnica aos laboratórios participantes.

6.9.1 Teste de proficiência – TP13,14,15

O TP proporciona aos laboratórios participantes meios objetivos de demonstrar a confia-
bilidade de seus dados por meio da comparação de resultados com outros laboratórios 
semelhantes.

O TP consiste:

 » no envio, pelo laboratório de referência, de um painel contendo dez lâminas com 
esfregaço de escarro, corados pelo método de Ziehl-Neelsen para os laboratórios 
participantes;

 » na análise e no encaminhamento dos resultados das lâminas pelo laboratório par-
ticipante para o laboratório de referência;

 » na comparação e na análise dos resultados do laboratório participante com os re-
sultados previamente conhecidos; e

 » no envio, pelo laboratório de referência ao laboratório participante, de um relató-
rio com o desempenho na análise das lâminas do laboratório participante.

 » A participação dos laboratórios deverá ser formalizada e o processo de formaliza-
ção deverá ser constituído de:

 » ofício-convite elaborado pelo laboratório de referência dirigido aos responsáveis 
dos laboratórios participantes do programa. Um modelo de ofício é apresentado 
nos anexos dese capítulo.

 » formulário de participação do laboratório na AEQ, modelo de formulário é apre-
sentado nos anexos desse capítulo;

 » ofício informativo do envio do painel com as características éticas e técnicas da 
AEQ. Um modelo de ofício é apresentado nos anexos desse capítulo;

 » formulário de recebimento do material e identificação do profissional Participante 
do AEQ. O modelo de formulário é apresentado nos anexos desse capítulo; e

 » formulário para envio dos resultados. O modelo de formulário é apresentado nos 
anexos desse capítulo.

6.9.2 Releitura de lâminas

É uma atividade orientadora e educacional, exercida por profissionais com reconhecida 
experiência, cujo objetivo é melhorar a qualidade do trabalho e promover o desenvolvi-
mento profissional.

O AEQ consiste no envio de lâminas já lidas nos LL para os LRR ou LRN para releitura e 
subsequente análise estatística, buscando determinar variações e discordâncias. A releitu-
ra é feita sem que o profissional avaliador conheça o resultado da baciloscopia fornecido 
pelo laboratório participante.
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Também se recomenda a avaliação da qualidade do esfregaço, da coloração e da nume-
ração das lâminas, procedimentos que influenciam na qualidade do resultado.

Fundamentos do AEQ da baciloscopia

O AEQ da baciloscopia consiste na avaliação do desempenho de laboratórios que reali-
zam baciloscopia por meio da releitura, por parte de um laboratório de referência, de 
uma amostra representativa, selecionada por meio de amostragem aleatória, das lâminas 
examinadas na rotina do laboratório participante e a qualificação do grau de concor-
dância/discordância entre ambas leituras. Utiliza-se o sistema de CQ por amostragem de 
lote, recomendado pela OMS para determinar o tamanho da amostra para que ela seja 
representativa.

O sistema de CQ por amostragem de lote é um sistema baseado na prevalência estimada 
de lâminas positivas e na produção total trimestral de lâminas de um laboratório em 
particular.

6.9.3 Determinação da amostra 16

O tamanho da amostra foi desenhado para uma sensibilidade de 80% e uma especifi-
cidade de 100%, em um nível de confiança de 95% descrito no Quadro 11, e adequado 
ao índice de positividade da baciloscopia dos laboratórios analisados, para obter-se uma 
amostragem de lâminas positivas e negativas.

O tamanho da amostra foi fixado em 80 lâminas por laboratório a ser avaliado, em função 
do número médio de exames realizados pelos LL e a capacidade do laboratório de refe-
rência de realizar a releitura.

Fundamentos do tamanho da amostra

A sensibilidade é a capacidade de descobrir os resultados positivos no LL comparados 
com o laboratório de referência. Em função da dificuldade de se obter uma sensibilidade 
de 100%, em razão dos resultados das lâminas com poucos bacilos (de 1 a 9 BAAR em 
100 campos observados), recomenda-se utilizar um intervalo de sensibilidade entre 75% 
e 85%. Nesse protocolo fixamos o valor de 80% de sensibilidade, valor apresentado no 
Quadro 11.

A especificidade é a capacidade de detectar os resultados negativos. Por razões operacio-
nais adotou-se, nesse protocolo, a especificidade de 100%.

Quadro 11 – Tamanho da amostra recomendado para releitura de lâminas (anual ou trimestral)

LÂMINAS EXAMINADAS 
ANUALMENTE

POSITIVIDADE

5% 10% 13% 15% 18%

200 107 72 61 54 46

300 129 80 67 59 50

400 143 86 70 61 51

500 154 89 71 62 52

700 167 92 75 65 54

1.000 180 96 76 66 55

Fonte: WHO, 2002.
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Preparo da amostra

I. 1) Definição do quociente proporcional: o quociente proporcional é obtido da divisão do 
número total de lâminas recebidas por 80 (tamanho da amostra). No caso de o resultado 
ser um número decimal, arredondar para o número inteiro mais próximo, com a condição 
que sejam no mínimo 80 lâminas. Caso o sorteio não atinja esse número, sortear aleato-
riamente outras lâminas para completar o tamanho da amostra.

a. Exemplo: se o laboratório analisou durante o trimestre um total de 1.420 lâminas, o 
quociente proporcional é obtido da divisão de 1.420 por 80 = 17,75 ou seja, 18.

II. Escolha do número de partida: a partir de uma tabela de números aleatórios ou procedi-
mento equivalente, deverá ser sorteado um número qualquer entre 1 e 18.

a. Exemplo: foi sorteado o número 15.

III. Seleção das lâminas: a primeira lâmina a ser selecionada corresponde ao número de parti-
da. No exemplo, a 15º lâmina sequencial a partir do primeiro número de ordem recebido. 
A partir dessa primeira lâmina é selecionada uma lâmina a cada 18, na ordem do livro de 
registro.

a. Exemplo: se o LL encaminhou cópia do registro das lâminas com números de ordem 
que começam em 215 e acabam em 1.635, as lâminas selecionadas são 230 – 248 – 266 
– 284, e assim sucessivamente até completar 80 lâminas.

ATENÇÃO: se no período avaliado o laboratório não atingir o tamanho da amostra 
(80 lâminas) deverá ser realizada a releitura de todas as lâminas.

6.9.4 Fluxo de lâminas

O laboratório de referência deverá solicitar a cada LL o envio de cópia das folhas do 
“Registro de baciloscopia”, que contém o número de ordem e os resultados das lâminas 
examinadas durante o período a ser avaliado (trimestral ou semestral) por meio de um 
documento, conforme descrito no item A do Anexo E desse capítulo. Deve ser solicitado, 
também, todas as lâminas relativas ao período a ser avaliado. Para o laboratório cuja 
produção de baciloscopia não atinja o total de lâmina necessário para a amostragem 
representativa no período de três meses, deverá ser solicitado as lâminas de um período 
maior – quatro a seis meses.

O LL deverá encaminhar ao LRR as lâminas e a cópia dos registros solicitados no prazo 
máximo de dez dias sequenciais após a solicitação.

Responsabilidades no AEQ

1. Laboratório de referência:

a. coordenar e avaliar as atividades do AEQ;

b. solicitar por meio de formulário padronizado, do Anexo D desse capítulo, as bacilos-
copias que foram realizadas pelos LL de sua abrangência;

c. verificar se as lâminas enviadas para releitura correspondem aos números de registro 
descritos na relação;

d. preparar a amostra conforme descrito anteriormente;

e. realizar uma revisão macroscópica dos esfregaços das lâminas e classificá-los conforme 
descrito a seguir em “Avaliação das lâminas”;
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f. realizar a releitura microscópica dos esfregaços, conforme descrito a seguir em 
“Avaliação das lâminas”;

g. registrar os resultados no formulário de Registro de resultados, conforme modelo 
constante no item D do Anexo E desse capítulo;

h. avaliar o desempenho dos LL com base na comparação dos resultados obtidos;

i. elaborar relatório conforme descrito no item G do Anexo E desse capítulo; e

j. enviar o relatório aos responsáveis pelo LL e coordenadores dos Programas de Controle 
da TB (PCT) Municipal e Estadual (modelo de ofício no item E do Anexo E).

1. Laboratório Local (LL):

a. conservar em condições adequadas as lâminas examinadas;

b. no item B do Anexo E desse capítulo apresentamos as orientações de conservação das 
lâminas ao AEQ para os LL; e

c. encaminhar ao LR, quando solicitado, as lâminas e cópias das páginas do Registro de 
baciloscopia do mesmo período.

Avaliação das lâminas

1. Critérios para as releituras das lâminas:

a. o técnico avaliador não deverá conhecer os resultados das lâminas recebidas antes de 
realizar as releituras; e

b. a releitura das lâminas deverá ser realizada utilizando os critérios de leitura para diag-
nóstico, conforme descrito no item 6.6 desse capítulo.

2. Frequências da avaliação dos LL:

a. elaborar um cronograma anual de avaliações dos laboratórios, conforme descrito no 
item C do Anexo E desse capítulo. Dependendo da possibilidade do laboratório que 
fará a análise, serão realizadas uma ou duas avaliações ao ano.

3. Avaliação macroscópica do esfregaço:

O profissional avaliador deverá analisar o esfregaço de cada uma das lâminas, classi-
ficando-os como:

a. satisfatório: homogêneo;

b. não satisfatório: não homogêneo; e

c. caso o esfregaço seja classificado como não homogêneo, fazer uma segunda 
classificação:

I. espesso; e

II. delgado.

4. Avaliação microscópica do esfregaço:

Na avaliação microscópica devem ser avaliados a coloração e a concordância de 
resultados.

a. Coloração

O profissional avaliador deverá analisar a coloração de cada uma das lâminas, classifi-
cando-as como:
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I. satisfatória; e

II. não satisfatória: descoloração inadequada.

Caso a coloração seja classificada como descoloração inadequada deve ser realizada 
uma segunda classificação:

I. presença de cristais de fucsina; e

II. excesso de aquecimento.

O critério para qualificar as características técnicas relacionadas anteriormente é ba-
seado na avaliação das deficiências que eventualmente ocorram, podendo induzir a 
erros de interpretação e, portanto, a resultados falso-positivos ou falso-negativos.

Após classificar os esfregaços quanto à qualidade do esfregaço e da coloração de um 
laboratório, deve-se realizar o cálculo do percentual de adequação do esfregaço.

Exemplo:

 » número de esfregaços adequados dividido pelo total de esfregaços classificados X 
100 = A; ou

 » número de esfregaços com coloração adequada dividida pelo total de esfregaços 
classificados X 100 = B

Para classificação final do esfregaço, realizar o seguinte cálculo:

Classificação final da qualidade do esfregaço = A + B dividido por 2

1. Se o resultado encontrado for > 80% a qualidade do esfregaço é adequada.

2. Se o resultado encontrado for < 80% qualidade do esfregaço é inadequada.

3. Um resultado abaixo de 80% indica uma necessidade de capacitação em coleta de 
escarro e em confecção e coloração de esfregaço.

b. Concordância de resultados

1. Avaliação das concordâncias/discordâncias dos resultados

As diferenças dos resultados no número de cruzes em lâminas positivas não são consi-
deradas discordâncias significativas para o diagnóstico do paciente.

São classificadas como discordantes:

a. falso-negativo (FN): lâminas com resultado negativo no LL e positivo na releitura; e

b. falso-positivo (FP): lâminas com resultado positivo no LL e negativo na releitura.

O cálculo da concordância é feito de acordo com os seguintes quadros:

Quadro 12 – Análise de concordância

Positivo
LABORATÓRIO DE REFERÊNCIA

Negativo Total

Laboratório 
local

Positivo

Negativo

Total

Fonte: Autoria própria.
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N.º Lâminas FN ____________      % Relativo de FP____________

N.º Lâminas FP____________             % Relativo de FN____________

Quadro 13 – Cálculo de concordância, falso-positivo (FP) e falso-negativo (FN)

Positivo
LABORATÓRIO DE REFERÊNCIA

Negativo Total

Laboratório 
local

Positivo (a) (b) (a+b)

Negativo (c) (d) (c+d)

Total (a+c) (b+d) (a+b+c+d)

Fonte: Autoria própria. 
% concordância:
Resultados FN:
Resultados FP:
% relativo de resultados FN:
% relativo de resultados FP:

Toda vez que uma releitura caracteriza uma discordância, deverá ser realizada segunda 
releitura confirmatória, por outro técnico.

As lâminas com discordâncias confirmadas deverão ser revistas com o técnico do LL, para 
verificação da discordância, na visita técnica.

Diferenças de resultados em lâminas com 1 a 9 BAAR em 100 campos observados não 
são classificadas como discordâncias importantes. Nesses casos, porém, a diferença é ano-
tada no formulário Relatório do Controle de Qualidade da Baciloscopia, no campo das 
observações.

ATENÇÃO: o índice de concordância (C) esperado é de 100% e é expresso de acordo 
com a fórmula:

1. Registro de resultados e ações corretivas

a. Registros

Os resultados das releituras devem ser registrados no Formulário de Registro de Resultados, 
conforme modelo apresentado no Anexo A desse capítulo, e devem ser arquivados em 
pastas correspondentes ao LL e/ou arquivo informatizado.

b. Relatório do resultado do CQ

O resultado do AEQ deve ser encaminhado ao LL no prazo máximo de 30 dias após o 
recebimento das lâminas. O resultado do AEQ deve ser encaminhado por meio de ofício 
acompanhado do Relatório do Controle de Qualidade da Baciloscopia. Modelo de ofício 
e de relatório são apresentados no itens E e F do Anexo E desse capítulo.

c. Relatório da avaliação técnica

Quando as lâminas encaminhadas pelo LL forem classificadas como inadequadas, de acor-
do com os critérios estabelecidos anteriormente, o relatório de avaliação deve informar 
as principais deficiências técnicas observadas, orientar o laboratorista sobre as possíveis 
causas e recomendar as ações pertinentes para corrigi-las.

IMPORTANTE: caso a amostragem não contemple lâminas positivas, selecione algu-
mas para avaliar a coloração. Essas lâminas não entrarão no cálculo da amostragem.
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d. Relatório da análise de concordância

Conclusão: é a avaliação final dos resultados da releitura de lâminas.

e. Exemplo de conclusão

I. Concordância total = 100%: parabenizar o laboratório como forma de incentivo.

II. Concordância total < 99%: não aprovado.

f. Recomendações

Investigar as possíveis causas de erro, como microscópio, corantes, técnicas de esfregaço, 
coloração e leitura, erros de numeração e transcrição dos resultados.

g. Considerações sobre as condutas a seguir em caso de discordância

Medidas corretivas devem ser tomadas em caso de concordância total < 99%. Essas me-
didas devem ser capacitação, visita técnica, substituição de reagentes ou uma segunda 
avaliação, devendo ser programadas em conjunto com o LL.

A detecção de um FP é considerada erro grave, exigindo investigação imediata das causas. 
A detecção de um FN indica que o laboratório apresenta um erro significativo e, portanto, 
não estará aprovado no CQ. É importante considerar todas as causas potenciais de erros, 
incluindo: i) qualidade dos corantes; ii) técnica de coloração e preparo de esfregaço; iii) 
qualidade e manutenção do microscópio; e iv) procedimentos administrativos incorretos, 
como registros e emissão de laudos.

h.  Relatório geral

No item G do Anexo E desse capítulo, apresentaremos modelo de registro geral onde 
deverão ser compilados os resultados de todos os laboratórios avaliados durante o ano. 
Esse relatório deve ser encaminhado aos responsáveis pelos laboratórios e coordenadores 
municipais e estadual dos PCT.

6.9.5 Visita técnica aos laboratórios locais

É o processo mais adequado para observar as condições de um laboratório e as atividades 
técnicas nele desenvolvidas. Por ter um contato direto, é mais efetivo e permite propor 
ações corretivas de acordo com os recursos e possibilidades locais. É imprescindível que 
as visitas técnicas sejam realizadas de forma programada, sistemática, periódica; e que 
o Laboratório de Referência disponha de apoio e recursos financeiros da instituição a 
que está vinculado. Recomenda-se como rotina uma visita anual e, se necessário, uma 
frequência maior.

A seguir, apresentamos o roteiro de verificações da visita técnica:

Roteiro operacional:

 » avaliar condições de infraestrutura;

 » verificar se a norma de prazo para emissão dos resultados (especialmente os casos 
positivos) está sendo seguida;

 » verificar se as lâminas estão guardadas apropriadamente para o AEQ;

 » verificar se a equipe técnica foi capacitada para as técnicas específicas;
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 » avaliar a carga de trabalho em relação à disponibilidade de profissionais;

 » verificar e avaliar a quantidade de baciloscopias realizadas e a proporção de lâmi-
nas positivas;

 » verificar se os casos positivos notificados pelo laboratório constam dos registros da 
unidade de tratamento;

 » verificar também os seguintes requisitos:

 › possuir POP das técnicas e manuais de laboratório;

 › possuir insumos em quantidade e qualidade adequadas;

 › possuir um planejamento para compra de insumos necessários;

 › possuir equipamentos (microscópio) em funcionamento apropriado;

 › possuir um sistema de CIQ;

 › possuir normas de biossegurança;

 › possuir controle periódico de saúde dos profissionais;

 › possuir registro de acidentes de trabalho;

 › possuir e manter registros dos exames padronizados; e

 › possuir requisição de exame padronizada.

Roteiro técnico:

 » observar e avaliar a classificação da qualidade da amostra, os processos de prepara-
ção de esfregaço, a coloração e a leitura;

 » assegurar que seja feito o CQ dos corantes;

 » fazer releitura de algumas lâminas com o profissional do local, para avaliar a qua-
lidade do esfregaço, da coloração e da leitura; e

 » revisar os resultados anteriores do AEQ por releitura, bem como discutir sugestões 
e recomendações para o melhoramento.

Roteiro de verificação de indicadores fundamentais:

 » quantas amostras foram realizadas por SR;

 » qual a positividade da baciloscopia diagnóstica;

 » qual o percentual de SRs positivos à baciloscopia;

 » qual a positividade da baciloscopia total;

 » qual o percentual de amostras com aspecto de saliva; e

 » qual o percentual de positividade da baciloscopia de amostras com aspecto de saliva.

No item H do Anexo E desse capítulo apresentaremos um protocolo para visitas técnicas.

6.10 Responsabilidade dos laboratórios em relação à AEQ

Para que a AEQ seja efetiva e produza bom nível de informação, os laboratórios devem 
ter a responsabilidade de cumprir os seguintes requisitos:
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LL:

 » enviar as lâminas em boas condições ao laboratório de referência;

 » fornecer todas as informações solicitadas dentro do tempo determinado;

 » utilizar os métodos recomendados e padronizados pelo MS para realização dos 
exames;

 » discutir os resultados obtidos com toda a equipe; e

 » corrigir falhas detectadas e seguir as orientações recebidas.

Laboratório de referência:

 » elaborar e enviar o relatório-padrão confidencial aos laboratórios participantes em 
um prazo de 30 dias; e

 » estar disponível para discutir os resultados discrepantes e propor soluções.

6.10.1 Indicadores para avaliação de desempenho do laboratório

Indicador I – Percentual de resultados de baciloscopias liberados até 24 horas após a 
recepção da amostra no período da avaliação.

Interpretação:

 » um percentual maior do que 15% de resultados liberados mais de 24 horas depois 
da recepção das amostras significa que o laboratório não está contribuindo, de 
maneira satisfatória, para a busca rápida das fontes de infecção na comunidade.

Uso:

 » avaliar a capacidade de resposta do laboratório em relação à realização da bacilos-
copia e à liberação dos resultados em tempo ideal (máximo de 24 horas).

Período de avaliação:

 » trimestral.

Método de cálculo:

Fonte de dados:

 » registro de baciloscopia.

Indicador II – Percentual de amostras de escarro para diagnóstico, com aspecto de saliva, 
no período de avaliação.

Interpretação:

 » um percentual maior do que 15% pode indicar que não estão sendo dadas as 
orientações adequadas para a coleta de escarro ou que os pacientes só conseguem 
produzir amostras com aspecto de saliva.

Uso:

 » avaliar a qualidade das amostras recebidas, para diagnóstico, e a necessidade ou 
não de capacitação do profissional que orienta o paciente para coleta.



138

MINISTÉRIO DA SAÚDE | MANUAL DE RECOMENDAÇÕES PARA O DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DE TUBERCULOSE E 
MICOBACTÉRIAS NÃO TUBERCULOSAS DE INTERESSE EM SAÚDE PÚBLICA NO BRASIL

Período de avaliação:

 » trimestral.

Método de cálculo:

Fonte de dados:

 » registro de baciloscopia.

Indicador III – Percentual de lâminas com os esfregaços preparados inadequadamente no 
período de avaliação

Interpretação:

 » um percentual maior do que 10% de esfregaços inadequados indica a probabilida-
de de um aumento de resultados falsos e uma consequente diminuição na detecção 
de fontes de infecção.

Uso:

 » avaliar a necessidade de capacitação do profissional que prepara os esfregaços.

Período de avaliação:

 » determinado pela AEQ.

Método de cálculo:

Fonte de dados:

 » relatório do AEQ emitido pelo laboratório de referência.

Indicador IV – Percentual de lâminas que apresentam esfregaços com coloração inadequa-
da no período de avaliação.

Interpretação:

 » um percentual acima de 10% de esfregaços com coloração inadequada alerta para 
um possível aumento dos resultados falso-positivos ou negativos.

Uso:

 » avaliar a necessidade de capacitação do profissional que realiza a coloração dos 
esfregaços e CQ dos reagentes.

Período de avaliação:

 » determinado pelo AEQ.

Método de cálculo:

Fonte de dados:

 » relatório do AEQ emitido pelo laboratório de referência.



139

6 BACILOSCOPIA

Indicador V – Positividade da baciloscopia de diagnóstico de TB, entre escarros de SR 
adultos, no período em avaliação.

Uso:

 » avaliar o rendimento da baciloscopia no diagnóstico da TB, a capacidade do técnico 
para leitura de lâminas e qualidade da amostra.

Período de avaliação:

 » trimestral para municípios e semestral para estados.

Método de cálculo:

Fonte de dados:

 » registro de baciloscopia.

Parâmetro de avaliação e interpretação:

 » é esperado um percentual entre 5% e 10%; um percentual maior pode indicar 
que a busca de SR não está adequada. Já um menor indica que a amostra não é 
adequada.

Exemplo:

400 = n.º de baciloscopia para diagnóstico com resultado positivo no período de um ano.

1.600 = n.º total de baciloscopia para diagnóstico no período de um ano.

Possíveis causas:

 » estágio tardio da doença; e

 » orientação inadequada ao paciente para coleta de escarro e/ou amostras coletadas 
por indução.

Possíveis correções:

 » capacitar o profissional responsável pela busca de SR para fazer diagnóstico preco-
ce da doença.

Indicador VI – Número de baciloscopias realizadas por SR no período de avaliação.

Uso:

 » avaliar o número de baciloscopias realizadas por SR e indiretamente avaliar o apor-
te de segunda amostra no diagnóstico de TB.

Período de avaliação:

 » trimestral para municípios e semestral para estados.

Método de cálculo:

Fonte de dados:

 » registro de baciloscopia.
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Parâmetro de avaliação e interpretação:

 » a norma técnica recomenda pelo menos duas baciloscopias por SR. Um número 
menor pode indicar que a busca de SR está inadequada, bem como a orientação 
ao paciente, e isso pode diminuir a possibilidade de fazer o diagnóstico oportuno 
da doença.

Exemplo:

3.000 = n.º de baciloscopias para diagnóstico realizadas no período de um ano.

2.000 = n.º de SR investigado pelo laboratório (primeira amostra) para diagnóstico no 
período de um ano.

Possíveis causas:

 » recursos humanos não capacitados ou o não cumprimento pelo profissional de 
saúde da norma; e

 » orientação inadequada ao paciente para coleta de escarro.

 » Possíveis correções:

 » capacitar o profissional responsável pela busca de SR para fazer diagnóstico preco-
ce da doença e sensibilizar o profissional da importância da segunda amostra.
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ANEXOS

ANEXO A – Formulário de papel quadriculado para registro dos resultados

                  Formulário de papel quadriculado 
para registro dos resultados

Laboratório Laboratório

Diagnóstico Controle Diagnóstico Controle

Lâmina n.º: _________________ Lâmina n.º: _________________

Laboratório Laboratório

Diagnóstico Controle Diagnóstico Controle

Lâmina n.º: _________________ Lâmina n.º: _________________
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ANEXO B – Preparação de reagentes

A) Preparação da fucscina fenicada a 0,3%

Para obter 1 litro de fucsina fenicada a 0,3% é necessário que sejam preparadas, separada-
mente, uma solução de fucsina básica (solução A) e uma solução de fenol aquoso (solução B).

PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO A – FUCSINA BÁSICA

Álcool etílico 95% PA 100 ml

Fucsina básica 3 g

Colocar a fucsina em um balão de 1.000 ml.

Adicione aos poucos os 100 ml de álcool etílico no balão sobre a fucsina.

Agitar o balão suavemente até a completa dissolução da fucsina.

Atenção: 3 gramas é a quantidade indicada na fórmula, desde que a fucsina tenha no mínimo 88% de 
concentração de corante. Se a concentração for menor, é preciso calcular o fator de correção e depois 
multiplicá-lo por 3 gramas para encontrar a quantidade de fucsina necessária à obtenção de um corante 
adequado.

Fórmula do fator de correção = 1 dividido pelo equivalente decimal da concentração do corante = 
percentual de concentração do corante dividido por 100.

Por exemplo: fucsina em pó com concentração de corante = 75%

– Equivalente decimal = 75 / 100 = 0,75 fator de correção = 1 / 0,75 = 1,33.

– Quantidade de fucsina corrigida = 1,33 x 3 g = 3,99 g.

Nesse exemplo, é preciso pesar 3,99 g de fucsina para preparar a solução A.

PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO B – FENOL AQUOSO

PA cristal de fenol 50 g

Água destilada qsp 1.000 ml

1. Colocar o fenol em um balão de 1.000 ml.

2. Adicionar 700 ml da água destilada aos poucos no balão sobre o fenol.

3. Colocar o balão para aquecer em banho-maria até o fenol dissolver completamente.

4. Retirar do banho-maria e acrescentar água destilada até completar 1.000 ml.

5. Deixar esfriar em temperatura ambiente.

REPARAÇÃO DA FUCSINA FENICADA A 0,3%

1. Colocar 900 ml da solução B no balão contendo a solução A e agitar.

2. Tampar a boca do balão com papel-alumínio e deixar repousar por 24 horas.

3. Filtrar, em funil com papel de filtro, diretamente em frasco âmbar de 1.000 ml já rotulado 
com as seguintes informações: nome do corante, data da preparação, de validade e a frase 
“Filtrar antes de usar”.

4. Armazenar esse corante, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente.

ATENÇÃO: os 100 ml do fenol aquoso (solução de fenol a 5%) que sobraram podem 
ser utilizados como solução descontaminante.

Observação: os corantes e os reagentes devem ser preparados, obrigatoriamente, em 
capela de exaustão química e com EPI apropriados.
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B) Preparação da solução descorante de álcool-ácido a 3%

PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO DESCORANTE DE ÁLCOOL-ÁCIDO A 3%

Álcool etílico comercial 970 ml

Ácido clorídrico concentrado 30 ml

1. Colocar os 970 ml de álcool etílico comercial, em um balão de 1.000 ml.

2. Adicionar o ácido clorídrico lentamente, deixando escorrer pelas paredes do balão que contém o 
álcool etílico. Atenção: sempre adicionar o ácido cuidadosamente sobre o álcool etílico, pois essa 
mistura aquece.

3. Agitar o balão suavemente.

4. Colocar o álcool-ácido em um frasco de 1.000 ml rotulado com as seguintes informações: nome do 
descorante, data da preparação e de validade.

5. Armazenar essa solução em temperatura ambiente.

C) Preparação de azul de metileno a 0,3%

PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO DESCORANTE DE ÁLCOOL-ÁCIDO A 3%

Azul de metileno 3 g

Água destilada qsp 1.000 ml

1. Colocar o azul de metileno em um balão volumétrico de 1.000 ml.

2. Adicionar 100 ml da água destilada ao azul de metileno.

3. Agitar o balão suavemente até a completa dissolução.

4. Adicionar o restante da água e agitar bem.

5. Filtrar em papel de filtro diretamente em um frasco âmbar de 1.000 ml já rotulado com as seguintes 
informações: nome do corante, data de preparação e validade e a frase “Filtre antes de usar”.

6. Armazenar a solução de azul de metileno ao abrigo da luz e à temperatura ambiente.

Atenção: a quantidade indicada na fórmula, desde que o azul de metileno tenha no mínimo 82% de 
concentração de corante. Se a concentração for menor, é preciso calcular o fator de correção e depois 
multiplicá-lo por 3 gramas, para encontrar a quantidade de azul de metileno necessária à obtenção de 
um corante adequado. Siga os mesmos procedimentos apresentados para a fucsina no Anexo II-A.

Observação: corantes e reagentes devem ser preparados, obrigatoriamente, em capela de 
exaustão química e com EPI apropriados. Todos os corantes (comerciais ou preparados) preci-
sam ser filtrados.
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D) Preparação da auramina fenicada

Para obter 1 litro de auramina fenicada é necessário que sejam preparadas, separada-
mente, uma solução de auramina (solução A) e uma solução de fenol aquoso (solução B).

PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO A – AURAMINA

Álcool etílico 95% PA 100 ml

Auramina O 1 g

1. Colocar a auramina O em um balão de 100 ml.

2. Adicionar aos poucos 70 ml de álcool etílico no balão sobre a auramina.

3. Agitar o balão suavemente até a completa dissolução.

4. Completar o volume de 100 ml com álcool etílico.

PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO B – FENOL AQUOSO

Fenol líquido 30 ml

Água destilada qsp 870 ml

Fenol líquido é usualmente preparado como solução estoque pela dissolução de nove partes (peso) de 
cristais de fenol em uma parte (peso ou volume) de água pelo aquecimento. Essa solução quente ficará 
líquida em temperatura ambiente (o ponto de fusão do fenol é 43oC; fenol com 6% de água fundirá a 20oC).

1. Colocar o fenol em um balão de fundo chato de 1.000 ml.

2. Adicionar lentamente 870 ml da água destilada no balão sobre o fenol.

E)  Preparação da solução descorante de álcool-ácido a 1% de solução 
descorante de auramina

PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO DESCORANTE DE ÁLCOOL-ÁCIDO A 1%

Álcool etílico comercial 990 ml

Ácido clorídrico concentrado 10 ml

1. Colocar os 990 mL de álcool-etílico comercial em um balão de 1.000 ml.

2. Adicionar o ácido clorídrico, lentamente, deixando escorrer pelas paredes do balão que contém o 
álcool etílico. Atenção: sempre adicionar o ácido cuidadosamente sobre o álcool etílico, pois essa 
mistura aquece.

3. Agitar o balão suavemente.

4. Colocar a solução descorante de álcool-ácido a 1% em um frasco de 1.000 ml, rotulado com as 
seguintes informações: nome do descorante e datas de preparação e validade.

5. Armazenar essa solução em temperatura ambiente.

Observação: corantes e reagentes devem ser preparados, obrigatoriamente, em capela de 
exaustão química e com EPI apropriados.
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F) Preparação da solução de permanganato de potássio

PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO DE PERMANGANATO DE POTÁSSIO

Permanganato de potássio 0,5 g

Água destilada 100 ml

1. Colocar o permanganato de potássio em um balão volumétrico de 100 ml.

2. Adicionar a água destilada ao permanganato de potássio.

3. Agitar o balão suavemente até a completa dissolução

4. Colocar em um frasco âmbar de 100 ml já rotulado com as seguintes informações: nome do corante 
e datas de preparação e validade.

5. Armazenar a solução de permanganato de potássio ao abrigo da luz e em temperatura ambiente.

0,3%

G) Preparação da solução fixadora de leite desnatado com formol

PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO DESCORANTE DE ÁLCOOL-ÁCIDO A 1%

Leite desnatado (sobrenadante) 10 ml

Formaldeído 10,0% 1,5 ml

Água purificada estéril qsp 100 ml

1. Centrifugar, aproximadamente, 50 ml de leite desnatado em dois tubos com volumes iguais, a 3.000 
rpm, durante 15 minutos

2. Retirar uma alíquota de 10 ml de sobrenadante e transferir para balão volumétrico de 100 ml.

3. Adicionar ao balão 1,5 ml de formaldeído 10%.

4. Completar o volume com água purificada estéril.

5. Fracionar em alíquotas de 10 ml para tubos de ensaio estéreis.

6. Conservar sob refrigeração.

Observação: corantes e reagentes devem ser preparados, obrigatoriamente, em capela de 
exaustão química e com EPI apropriados.
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ANEXO C – Formulários do CIQ dos reagentes

A)  Formulário – Controle interno da qualidade da água  
utilizada no laboratório

Formulário – Controle interno da qualidade  
da água utilizada no laboratório

Procedência Data de coleta N.º do lote Validade

Água da 
torneira

Água destilada 
estéril

Responsável: Data de emissão:

Água destilada

Esterilização autoclave

Equipamento: Temperatura: Tempo: Pressão:

Controle:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável: Data de emissão:

Controle micobacteriológico da água de torneira

Exame direto do sedimento / Coloração pelo método de Ziehl-Neelsen

□ Aprovado
(Ausência de BAAR)

□ Reprovado
(Presença de BAAR)

Semeadura em LJ

Incubação a 36°C ± 1oC por 8 semanas

□ Aprovado
(Não houve crescimento)

□ Reprovado
(Houve crescimento)

Responsável: Data de emissão:
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B) Formulário – Controle de preparação da fucsina fenicada a 0,3%

                             Formulário – Controle de 
preparação da fucsina fenicada a 0,3%

Data da preparação: Quantidade: Validade: N.º do lote:

Substância Procedência N.º lote (fabricante) Validade

Álcool etílico 95% PA

Fucsina básica

Cristal de fenol

Água destilada

Pesagem (g) / volume (ml)

Substância Quantidade

Álcool etílico 95% PA

Fucsina básica

Cristal de fenol

Água destilada

Pesagem balança (marca):

Responsável: Data de execução:

Controle do desempenho da fucsina fenicada a 0,3%

CIQ positivo apresentou presença de BAAR 
corados de vermelho e o CIQ negativo não 
apresentou presença de BAAR, como era 
esperado.

□ Lote do corante está validado

CIQ positivo ou negativo apresentou resultado 
diferente do esperado.

□ Lote do corante invalidado

Responsável: Data de execução:
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C)  Formulário – Controle de preparação da solução descorante de 
álcool-ácido a 3%

                             Formulário – Controle de preparação da 
solução descorante de álcool-ácido a 3%

Data da preparação: Quantidade: Validade: N.º do lote:

Substância Procedência N.º lote (fabricante) Validade

Álcool etílico comercial

Ácido clorídrico 
concentrado

Pesagem (g) / volume (ml)

Substância Quantidade

Álcool etílico comercial

Ácido clorídrico concentrado

Responsável: Data de execução:
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D) Formulário – Controle de preparação de azul de metileno 0,3%

                             Formulário – Controle de preparação de 
azul de metileno 0,3%

Data da preparação: Quantidade: Validade: N.º do lote:

Substância Procedência N.º lote (fabricante) Validade

Azul de metileno

Água destilada

Pesagem (g) / volume (ml)

Substância Quantidade

Azul de metileno

Água destilada

Pesagem balança (marca):

Responsável: Data de execução:

Controle do desempenho do azul de metileno 0,3%

CIQ positivo apresentou presença de BAAR corados 
de vermelho e o CIQ negativo não apresentou 
presença de BAAR, como era esperado.

□ Lote do corante está validado

CIQ positivo ou negativo apresentou resultado diferente do 
esperado.

□ Lote do corante invalidado

Responsável: Data de execução:
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E) Formulário – Controle de preparação de auramina fenicada

                             Formulário – Controle de preparação de 
auramina fenicada

Data da preparação: Quantidade: Validade: N.º do lote:

Substância Procedência N.º lote (fabricante) Validade

Álcool etílico 95% PA

Auramina O

Fenol líquido

Água destilada

Pesagem (g) / volume (ml)

Substância Quantidade

Álcool etílico 95% PA

Auramina O

Fenol líquido

Água destilada

Pesagem balança (marca):

Responsável: Data de execução:

Controle do desempenho da auramina fenicada

CIQ positivo apresentou presença de BAAR 
corados de vermelho e o CIQ negativo não 
apresentou presença de BAAR, como era 
esperado.

□ Lote do corante está validado

CIQ positivo ou negativo apresentou resultado diferente 
do esperado.

□ Lote do corante invalidado

Responsável: Data de execução:
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F)  Formulário – Controle da preparação da solução descorante de 
álcool-ácido a 1% para o método da fluorescência

                             Formulário – Controle de preparação 
da solução descolorante de álcool-ácido a 1% para o 

método da fluorescência

Data da preparação: Quantidade: Validade: N.º do lote:

Substância Procedência N.º lote (fabricante) Validade

Álcool etílico comercial

Ácido clorídrico 
concentrado

Pesagem (g) / volume (ml)

Substância Quantidade

Álcool etílico comercial

Ácido clorídrico concentrado

Responsável: Data de execução:
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G)  Formulário – Controle de preparação da solução de permanganato 
de potássio

                             Formulário – Controle de preparação 
da solução de permanganato de potássio

Data da preparação: Quantidade: Validade: N.º do lote:

Substância Procedência N.º lote (fabricante) Validade

Permanganato de 
potássio

Água destilada

Pesagem (g) / volume (ml)

Substância Quantidade

Permanganato de potássio

Água destilada

Pesagem balança (marca):

Responsável: Data de execução:

Controle do desempenho de permanganato de potássio

CIQ positivo apresentou presença de BAAR 
corados de vermelho e o CIQ negativo não 
apresentou presença de BAAR, como era 
esperado.

□ Lote do corante está validado

CIQ positivo ou negativo apresentou resultado 
diferente do esperado.

□ Lote do corante invalidado

Responsável: Data de execução:
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ANEXO D – Formulários da AEQ

A) Modelo de ofício-convite aos laboratórios

CABEÇALHO

Ofício-Circular n.º _

Brasília, data.

A Sua Senhoria, o(a) Senhor(a) Diretor(a) do Laboratório

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

1. Com o objetivo de promover, coordenar, apoiar e fomentar ações dos serviços pres-
tados pela rede de laboratórios de saúde pública visando à saúde da população 
atendida, a Coordenação-Geral de Laboratórios (CGLAB) tem como uma de suas 
estratégias incentivar os laboratórios na implantação de um sistema de garantia 
da qualidade.

2. Uma das exigências previstas pelas normas de qualidade é a participação dos labo-
ratórios em “programas de avaliação externa da qualidade” (NIT-DICLA-083/NBR 
ISO/IEC 17025:2001).

3. Nesse caso, o laboratório de referência _____ entende que é fundamental a im-
plantação de um Programa de Avaliação Externa da Qualidade (AEQ) das análises 
laboratoriais realizadas pelas redes por ela coordenada.

4. Diante do exposto, convidamos esse laboratório para participar do “Programa de 
Avaliação Externa da Qualidade em Baciloscopia para Tuberculose”.

5. O laboratório deverá confirmar sua participação por meio do Formulário de 
Participação, anexo, que deverá ser enviado por meio eletrônico em até 15 dias 
após o recebimento desse ofício.

Colocamo-nos à disposição para mais esclarecimentos.

Atenciosamente,

Assinatura
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B) Formulário de participação

Formulário de participação do laboratório participante do AEQ

Programa de Avaliação Externa da Qualidade em Baciloscopia para Tuberculose

Instituição: UF:

Nome do diretor/coordenador:

E-mail para contato: Telefone:

□ O laboratório concorda em participar do Primeiro Programa de Avaliação Externa da Qualidade em 
Baciloscopia para Tuberculose

□ O laboratório não gostaria de participar da Avaliação Externa nesse momento pelo motivo abaixo 
assinalado:

□ Não se considera 
suficientemente capacitado no 
presente momento

□ Não tem 
interesse

□ Outro motivo.

Qual?

Identificação do laboratório participante

Nome do contato no laboratório para o envio do painel:

Endereço do local de entrega do painel (com código postal):

Telefone: E-mail:

Assinatura do responsável pela 
instituição

Data:

Solicitamos que este formulário seja enviado ao laboratório de referência em até 15 dias após o 
recebimento dele, mesmo que o laboratório não concorde em participar da avaliação.
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C) Modelo de ofício de envio do painel aos laboratórios

CABEÇALHO

Ofício-Circular n.º

Brasília, data.

A Sua Senhoria, o(a) Senhor(a)

Responsável pelo Laboratório de Tuberculose

Assunto: Programa de Avaliação Externa da Qualidade em Baciloscopia para 
Tuberculose.

Prezado(a) Senhor(a)

1. O Laboratório de Referência _________, diante da aceitação desse laboratório em 
participar do Programa de Avaliação Externa de Qualidade da Baciloscopia para 
Tuberculose, enviará um painel contendo dez lâminas com esfregaços de escarro 
corados por Ziehl-Neelsen.

2. O laboratório deverá, após a análise, enviar painel de lâminas, o Formulário de 
Recebimento do Material e Identificação do Profissional Participante do AEQ e o 
Formulário para Envio dos Resultados (anexos) preenchidos para Laboratório de 
Referência _________.

3. Os painéis deverão ser devolvidos, seguindo os procedimentos para conservação 
e limpeza das lâminas descritas no Manual de Recomendações para o Diagnóstico 
Laboratorial de Tuberculose e Micobactérias Não Tuberculosas de Interesse em 
Saúde Pública no Brasil. Esclarecemos que faz parte do processo de avaliação do 
laboratório as condições de devolução dos painéis.

4. A metodologia de leitura do painel deverá ser realizada de acordo com a descrita 
no capítulo 6 do manual citado. O profissional indicado para a análise do painel 
deverá realizar a leitura de 15 lâminas por dia levando no mínimo cinco e no 
máximo dez minutos por lâmina. As lâminas deverão ser lidas sem recorrer à ajuda 
de terceiros.

5. Laboratório de Referência _________ enviará para o laboratório participante o 
relatório dos resultados da AEQ lembrando que nesse relatório a identificação dos 
laboratórios será mantida em sigilo.

Outras informações e esclarecimentos poderão ser feitos por meio de telefone ou 
e-mail.

Atenciosamente,

Assinatura
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D)  Formulário de recebimento do material e identificação do 
profissional participante do AEQ

                             Formulário de recebimento do material e identificação do 
profissional participante do AEQ

1. Identificação do laboratório
1.1. Nome:

1.2. Endereço: 1.3. UF:

1.4. Município: 1.5. CEP:
1.6. 
Telefone:

1.7. Regional de saúde:

□ Sim □ Não Qual:

1.8. E-mail para contato:

2. Informação sobre o material recebido
2.1. Data de recebimento do 
painel:

2.2. A embalagem de transporte chegou:

□ Fechada □ Aberta

2.3. Acondicionamento das lâminas:

□ Condições adequadas □ Condições inadequadas

2.4. Descrever:

Responsável pelas informações dos itens 2.1, 2.2 e 2.3:

Nome Assinatura

3. Informações do participante responsável pela leitura e pelas informações  
do equipamento utilizado

3.1. Nome:

3.2. Grau de escolaridade:

□ Ensino fundamental □ Ensino médio
□ Formação 
universitária

3.3. Dedicação exclusiva ao 
laboratório de tuberculose? 3.4. Se a resposta for sim, quantas lâminas lê por mês:
□ Sim □ Não

3.5. Participou de treinamento 
para coleta de amostra clínica, 
preparação e leitura da 
baciloscopia, aplicado por órgão 
oficial?

3.6. Se a resposta for sim, quando?

□ Sim □ Não

3.7. Qual órgão responsável pelo 
treinamento:

3.8. Há quanto tempo realiza leitura de baciloscopia: _____(anos)

4. Informações do equipamento utilizado
4.1. Fabricante / modelo:

4.2. Tempo de uso do 
microscópio:

4.3. Possui objetiva de 100x planacromática?

□ Mais de 
cinco anos

□ Menos de 
cinco anos

□ Sim □ Não

4.4. É realizada manutenção do microscópio:

□ Semestral □ Anual
□ Só quando 
estraga

4.5. O microscópio é de uso exclusivo do laboratório de tuberculose?

□ Sim □ Não
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E) Formulário para envio dos resultados ao LR

Formulário para envio dos 
resultados ao laboratório de 
referência

Registre o número da lâmina a ser lida na primeira coluna

Marque com um X na coluna correspondente ao resultado obtido pela leitura da lâmina

Marque com um X na coluna correspondente às condições de recebimento da lâmina

Painel 
n.º

N.º da 
lâmina

Resultado obtido na leitura da lâmina
Condições de 

recebimento da 
lâmina Obs.

Neg. Inconclusivo
Pos.

+
Pos.
++

Pos.
+++ Íntegra Quebrada
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ANEXO E –  Formulários do Programa de Avaliação Externa da Qualidade da 
Baciloscopia

A) Modelo de ofício de solicitação de lâminas

CABEÇALHO

Logotipo do 
laboratório 
avaliador

Ofício n.º __/___

Data: Dia/Mês/Ano

Senhor(a) Chefe do Laboratório (Local),

Em cumprimento ao Programa de Avaliação Externa de Qualidade da Baciloscopia 
da Tuberculose, solicitamos o envio do material listado abaixo, para realização da 
releitura da baciloscopia.

1. Todas as lâminas do período ____ a ____.

2. Uma cópia das páginas do Registro de Baciloscopias, com o registro dos exames do 
período correspondente.

Observação: as lâminas devem ser enviadas em ordem numérica, sem separar as 
positivas das negativas.

Enviar para o endereço:

Laboratório (Avaliador)

Rua:

CEP: Cidade:

Telefone:

(   )

E-mail:

Atenciosamente,

Assinatura
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B) Orientações para conservação das lâminas
Orientações para conservação das 

lâminas

Os laboratórios locais devem:

1) Após a leitura, retirar levemente o excesso de óleo de imersão com papel-
absorvente macio, sem prejudicar o esfregaço.

2) Conservar a numeração original da lâmina.

3) Guardar em ordem numérica todas as lâminas examinadas, 
independentemente do resultado, por um período mínimo de seis meses.

4) Guardar as lâminas em caixa específica para conservação. Caso não disponha, 
recomenda-se envolver cada lâmina, separadamente, em papel macio, sem 
nenhuma anotação, e fazer pacotes com 50 lâminas, no máximo, em papel 
de embrulho comum.

5) Armazenar as caixas ou pacotes em local fresco e ao abrigo da luz.
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C) Cronograma da releitura das lâminas

Formulário – Cronograma  
da releitura das lâminas

Laboratório: Ano:

Laboratórios 
avaliados:

Jan. Fev. Mar. Abr. Maio Jun. Jul. Ago. Set. Out. Nov. Dez.

D) Registro de resultados da AEQ

Formulário de registro  
de resultados da AEQ

Laboratório local: Período: de (mês) a (mês) de (ano):

N.º de lâminas Releitura1 Esfregaço2 Coloração3 Resultado do LL4 Assinatura do 
técnico

Releitura: resultado da releitura no LR.

Esfregaço: satisfatório ou não satisfatório (não homogêneo, espesso e delgado).

Coloração: satisfatória ou não satisfatória (descoloração inadequada, cristais de fucsina, 
aquecimento excessivo).

Resultado do LL: negativo ou positivo (em cruzes) do laboratório local.
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E) Modelo de ofício de encaminhamento de relatório de resultados

CABEÇALHO

Ofício-Circular n.º __/

Brasília, data

Senhor(a) Responsável Técnico do Laboratório,

Segue anexo o Relatório de Resultados da Avaliação Externa da Qualidade da 
Baciloscopia da Tuberculose, referente ao período de ___/___/___ a ___/___/___.

Solicitamos dar conhecimento desse resultado aos profissionais que realizam bacilos-
copia em sua Instituição.

Ficamos à disposição para quaisquer informações complementares.

Atenciosamente,

________________

Assinatura
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F)  Formulário para Relatório da Avaliação Externa da Qualidade da 
Baciloscopia

Relatório da Avaliação Externa  
da Qualidade da Baciloscopia

Laboratório local: Período: de (mês) a (mês) de (ano):

Avaliação técnica

Análise macroscópica e microscópica

Esfregaço Coloração

N.º % N.º %

Satisfatório Satisfatório

Não 
homogêneo

Não 
homogêneo

Espesso Espesso

Delgado Delgado

TOTAL 100 TOTAL 100

β Adequada (> 80%) β Inadequada (< 80%)

Análise de concordância

Positivo

Negativo

Laboratório avaliador

Total

Laboratório 
local

Positivo

Negativo

Total

N.º lâminas FN: % relativa de FN:

N.º lâminas FP: % relativa de FP:

Nível de concordância:

C = % (__/__ lâminas), em que (a+d/a+b+c+d lâminas)

Conclusão:

Recomendações:

Data: Assinatura:
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H) Protocolo para visita técnica

Sistema de Garantia da  
Qualidade de Baciloscopia

Roteiro para visita técnica – Laboratório de tuberculose

Orientações: este instrumento deve ser preenchido pelo avaliador acompanhado pelos profissionais do 
LAB responsáveis pela Qualidade e Biossegurança e pelo Diagnóstico Laboratorial da Tuberculose. Esse 
instrumento deverá ser assinado no final pelo avaliador e pelos profissionais do LAB que acompanharam 
o processo.

Siglas: A – Atende, AR – Atende com restrições (o requisito é atendido parcialmente, ou nos documentos 
apresentados faltam informações ou não estão totalmente corretos), EL – Em elaboração (é necessário 
evidenciar minuta), N – Não atende, NA – Não se aplica

I – DADOS DO LABORATÓRIO

Laboratório: Data:

Endereço:

Município: CEP:

E-mail: Telefone:

Chefe do laboratório de tuberculose:

Funcionários:

II – INFRAESTRUTURA

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

1. Possuir dimensões e construção 
adequadas para realização da 
baciloscopia:

A) Recepção de amostras.

B) Registro de dados e liberação 
de resultados.

C) Microscopia.

D) Realização de esfregaço e 
coloração.

E) Área para autoclave.

A – Possui ambientes suficientes e com 
construção adequada para a realização 
da baciloscopia.

AR – Possui espaços B e C juntos.

N – Os ambientes não são suficientes e/
ou são inadequados para a realização 
da baciloscopia.

A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

III – RECURSOS HUMANOS

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

2. Possuir número suficiente 
de pessoal para realização da 
baciloscopia.

A – Há profissionais para preparação 
de todos os procedimentos da 
baciloscopia: recepção, registro, 
confecção do esfregaço e leitura 
(máximo de 20 baciloscopias em quatro 
horas de trabalho/dia)

N – O número de profissionais é 
insuficiente para atender a demanda 
do laboratório.

A AR EL N NA

Outras situações encontradas:
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IV – TREINAMENTO

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

3. Possuir pessoal treinado para a 
realização da baciloscopia.

A – Os técnicos que realizam 
baciloscopia receberam treinamento 
pelo laboratório referência ou no 
próprio laboratório nos últimos dois 
anos.

N – Os técnicos que realizam 
baciloscopia nunca foram treinados.

A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

V – ORGANIZAÇÃO INTERNA E DOCUMENTAÇÃO

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

4. Possuir instruções 
documentadas e disponíveis para 
a coleta, o acondicionamento, 
a conservação e o transporte de 
amostras.

A – Possui instruções documentadas e 
disponíveis para coleta de amostras.

AR – Possui instruções documentadas, 
mas necessitam ser mais bem 
divulgadas ou faltam informações.

EL – Instruções em elaboração.

N – Não existem instruções.

A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

5. Possuir procedimento 
documentado e aprovado (POP) 
com critérios para aceitação e 
rejeição de amostras clínicas.a

A – Existem POPs, inclusive com 
critérios para aceitação e rejeição de 
amostras clínicas.

AR – Existem POPs, mas incompletos.

EL – Os POPs estão em elaboração.

N – Não existem POPs.

A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

6. Possuir mecanismos de 
cadastramento unívoco das 
amostras clínicas que garantam 
sua identificação e rastreabilidade 
durante toda a sua permanência 
no laboratório.

(Registro de baciloscopia ou 
similar).

A – Possui mecanismos de 
cadastramento unívoco de amostras 
que garantam sua identificação e 
rastreabilidade durante toda a sua 
permanência no laboratório.

N – Não possui mecanismos de 
cadastramento unívoco de amostras 
que garanta sua identificação e 
rastreabilidade durante toda a sua 
permanência no laboratório.

A AR EL N NA

Outras situações encontradas:
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Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

7. Possuir e utilizar o sistema GAL 
ou outro sistema informatizado.

A – Possui e utiliza o GAL ou 
outro sistema informatizado.

N – Não utiliza.
A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

8. Informar mensalmente à 
Vigilância Epidemiológica. 
(informe mensal de resultados de 
baciloscopia).

A – Informa mensalmente.

AR – Informa esporadicamente.

N – Não informa.

A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

9. Utilizar e estar disponível 
no laboratório os manuais 
recomendados em nível nacional.

A – Sim, utiliza e estão 
disponíveis.

N – Não.
A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

10. Possuir documento (POP) das 
técnicas de baciloscopia.

A – Existem POPs das técnicas 
com todas as informações.

AR – Existem POPs das técnicas, 
mas são incompletos.

EL – Os POPs estão em 
elaboração.

N – Não existem POP.

A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

11. Apresentar laudo de forma 
legível e com informações 
suficientes para a identificação 
do laboratório, do solicitante, do 
paciente, da amostra, de datas 
(coleta, entrada no laboratório, 
da realização dos ensaios e da 
emissão do laudo) e dos métodos 
utilizados e assinados pelos 
responsáveis por sua emissão.

A – Possui laudos com as informações 
necessárias e de forma legível.

AR – Possui laudo de forma legível e 
com informações incompletas.

EL – O modelo de laudo está em 
elaboração.

N – Os laudos não possuem as 
informações necessárias.

A AR EL N NA

Outras situações encontradas:
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VI – ASPECTOS TÉCNICOS

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

12. Realizar numeração e divisão 
da lâmina para confecção do 
esfregaço.

A – Numeração e linha divisória 
adequada.

AR – Linha divisória inadequada.

N – Numeração com caneta 
permanente ou ilegível.

A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

13. Realizar confecção do 
esfregaço de escarro obedecendo 
às normas do Manual de 
Recomendações para o 
Diagnóstico Laboratorial de 
Tuberculose e Micobactérias Não 
Tuberculosas de Interesse em 
Saúde Pública no Brasil ou Manual 
TELELAB – Baciloscopia.

A – Realiza o esfregaço de acordo com 
as recomendações.

AR – Não realiza a pré-lavagem das 
lâminas com detergente.

N – Não utiliza aplicadores de madeira.

A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

14. Realizar a coloração do 
esfregaço segundo as normas 
do Manual de Recomendações 
para o Diagnóstico Laboratorial 
de Tuberculose e Micobactérias 
Não Tuberculosas de Interesse em 
Saúde Pública no Brasil ou Manual 
TELELAB – Baciloscopia.

A – Realiza a coloração de acordo com 
as recomendações.

AR – Não utiliza as concentrações 
dos corantes recomendados e/ou os 
tempos recomendados e/ou não filtra 
os corantes.

N – Não utiliza o método de Ziehl-
Neelsen.

A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

VII – EQUIPAMENTOS

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

15. Possuir os equipamentos 
abaixo para a realização da 
baciloscopia:

a) microscópio;

b) balança;

c) geladeira; e

d) autoclave.

A – Possui todos os equipamentos para 
a correta realização da baciloscopia.

AR – Possui os equipamentos 
em condições inadequadas e/
ou microscópio em quantidade 
insuficiente.

N – Não possui os equipamentos 
necessários.

A AR EL N NA

Outras situações encontradas:
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Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

16. Possuir procedimento 
documentado ou POP aprovado 
para operação, verificação e 
limpeza dos equipamentos, 
mantendo os registros 
correspondentes.

A – Atende o requisito.

AR – Atende o requisito, mas faltam 
informações, ou não tem para todos os 
equipamentos.

EL – Procedimento em elaboração.

N – Não existe procedimento nem 
registro.

A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

Possuir programa de manutenção 
preventiva para os equipamentos, 
que atenda às recomendações dos 
fabricantes, e manter registros 
das manutenções corretivas e 
preventivas realizadas.

A – O programa existe e está aprovado 
e implantado e são mantidos os 
registros das manutenções.

AR – O programa existe, mas não são 
mantidos os registros das manutenções.

EL – O programa está em elaboração.

N – O programa não existe.

A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

18. Possuir os insumos 
armazenados corretamente.

A – Atende o requisito.

N – Não atende o requisito.
A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

19. Possuir reagentes/soluções 
preparados no laboratório e 
os adquiridos com rótulo de 
identificação de origem, grau de 
pureza e validade.

A – Atende o requisito. A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

20. Possuir procedimento para a 
identificação de trabalhos não 
conformes incluindo as ações 
corretivas.

A – Atende o requisito. A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

21. Possuir um sistema de 
controle interno da qualidade 
devidamente registrado.

A – Possui registros do controle 
interno.

A AR EL N NA

Outras situações encontradas:
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Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

22. Participar de programa de 
Avaliação Externa da Qualidade, 
mantendo os registros dos 
resultados.

A – Possui registros da avaliação 
externa.

A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

VIII – BIOSSEGURANÇA

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

23. Possuir normas de 
biossegurança, relacionados 
com a baciloscopia, a limpeza 
e desinfecção de superfícies e o 
tratamento de resíduos.

A – Sim. A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

24. Possuir equipamentos 
de proteção individual (EPIs) 
adequados e em número 
suficiente para baciloscopia.

A – Sim. A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

25. Possuir controle médico 
periódico da equipe de 
profissionais.

A – Sim. A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

26. Possuir documentos de 
instruções em caso de acidente 
com material clínico e os registros 
correspondentes.

A – Sim. A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

IX –  INDICADORES

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

27. Possuir registros periódicos 
do indicador: n.º total de 
baciloscopias realizadas em um 
período determinado. Percentual 
de baciloscopias para diagnóstico.

A – Possui registros. A AR EL N NA

Outras situações encontradas:
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Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

28. Possuir registros periódicos 
do indicador: percentual de 
positividade da baciloscopia para 
diagnóstico.

A – Possui registros. A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

29. Possuir registros periódicos 
do indicador: percentual de 
baciloscopias liberadas no prazo 
de 24 horas.

A – Possui registros. A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

Requisitos O que verificar e as possíveis situações Condição encontrada

30. Possuir registros periódicos do 
indicador: percentual de amostras 
para diagnóstico com aspecto de 
saliva. Percentual de resultados 
positivos em amostras: saliva.

A – Possui registros. A AR EL N NA

Outras situações encontradas:

RELATÓRIO FINAL DA VISITA TÉCNICA

Orientações: este instrumento deve ser preenchido pelo avaliador acompanhado pelos profissionais do 
LAB responsáveis pela Qualidade e Biossegurança e pelo Diagnóstico Laboratorial da Tuberculose. O 
documento deverá ser assinado no final pelo avaliador e pelos profissionais do LAB que acompanharam 
o processo.

Siglas: A – Atende, AR – Atende com restrições (o requisito é atendido parcialmente, ou nos documentos 
apresentados faltam informações ou não estão totalmente corretos), EL – Em elaboração (é necessário 
evidenciar minuta), N – Não atende, NA – Não se aplica.

I – DADOS DO LABORATÓRIO

Laboratório: Data:

Facilidades:

Limitações:

Recomendações:

Assinaturas:

Nome e assinatura do avaliador:

Nome e assinatura do profissional do laboratório que acompanhou a avaliação dos requisitos de 
qualidade:

Nome e assinatura do profissional que acompanhou a avaliação dos requisitos específicos do laboratório 
de tuberculose:

Local: Data:
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7.1 Introdução

A cultura é o exame laboratorial que permite a multiplicação e o isolamento de BAAR a 
partir da semeadura da amostra clínica, em meios específicos de cultura para micobac-
térias. É um método sensível e específico para o diagnóstico das doenças causadas por 
micobactérias, principalmente para a TB pulmonar e extrapulmonar, além de MNT.

O limite de detecção de bacilos da cultura é de 100 bacilos por mililitro de escarro, mas 
quando realizada com alta qualidade técnica é capaz de detectar de 10 a 100 bacilos 
cultiváveis por mililitros de escarro.1,2 É um dos métodos de referência (padrão-ouro) para 
avaliar um novo método diagnóstico.

Quando realizada no escarro, pode, em geral, adicionar de 20% a 30% de casos ao total 
daqueles de TB pulmonar, não confirmados pela baciloscopia. Permite também a posterior 
identificação da espécie de micobactéria isolada e o TS aos fármacos antiTB, assim como a 
realização de várias técnicas moleculares. A especificidade da cultura para o diagnóstico 
da TB é maior do que 99%, sendo que a especificidade absoluta é conseguida quando são 
feitos os testes de identificação para o CMTB.3

7.2 Critérios para realização da cultura

Seguem as indicações para realização de cultura para o diagnóstico laboratorial da TB.

Em locais onde o TRM-TB está disponível:

1. Na investigação de TB em casos novos, a amostra deve ser encaminhada para realização 
de cultura quando:

a. há suspeita de TB pulmonar e o TRM-TB tiver resultado “detectado”;

b. o resultado do TRM-TB for negativo, mas houver persistência de sintomas compatíveis 
com TB; e

c. as amostras processadas forem de PVHIV, crianças <10 anos ou amostras extrapulmo-
nares, independentemente do resultado do TRM-TB.

2. Na investigação de TB em casos de retratamento (recidiva ou retorno após abandono), a 
amostra deve ser encaminhada para realização de cultura quando:

a. nos casos de retratamento, sempre será realizada a cultura, juntamente ao TRM-TB e 
baciloscopia, independentemente dos seus resultados.

Em locais onde o TRM-TB não está disponível:
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1. A cultura deve ser realizada em todos os casos com suspeita de TB, sendo casos novos ou 
retratamentos, independentemente do resultado da baciloscopia.

Outros critérios para realização da cultura:

 » contatos de casos afetados por TB-DR;

 » casos suspeitos de infecções causadas por MNT (para realizar a identificação da 
espécie); e

 » estudos epidemiológicos, como atividades de vigilância, para determinar a preva-
lência da resistência primária (inicial) ou adquirida.

Cada UF pode acrescentar outros critérios aos seus Programas Estaduais de Controle da TB. 
(Pect), visando intervir em determinadas situações por eles definidas como importantes.

7.3 Métodos de cultura

Desde a década de 50, os métodos clássicos de cultura utilizados no laboratório são ma-
nuais. Utilizam meios de cultura sólidos e incubação em estufas bacteriológicas convencio-
nais. A leitura das colônias de micobactérias é feita a olho nu e, em vista disso, o tempo 
de detecção de positividade da cultura varia de 14 a 28 dias até oito semanas.

As formas disseminadas e rapidamente progressivas de TB e de outras micobacterioses, 
encontradas com frequência em pacientes com síndrome da imunodeficiência adquirida 
(aids), exigiram um diagnóstico mais rápido. A partir de 1980, os métodos de cultura tive-
ram avanços tecnológicos com o desenvolvimento dos sistemas automatizados utilizando 
meio de cultura líquido. Esses sistemas utilizam uma forma de processamento e semeadu-
ra de amostras muito similar aos métodos clássicos, não reduzindo significativamente o 
trabalho prévio. A incubação é monitorada por sistema informatizado que acusa quando 
há crescimento celular e, portanto, o tempo de detecção da positividade é menor que o 
exigido para os métodos clássicos, viabilizando maior rapidez na leitura do exame

A cultura em meio líquido, utilizando sistemas automatizados, é recomendada para agi-
lizar o diagnóstico da TB.

A opção do laboratório pela utilização de um sistema comercial automatizado de cultura 
deve levar em consideração aspectos como:

 » orçamento regular e contínuo para cobrir os insumos da cultura;

 » eficiência com que se comercializam os insumos necessários;

 » treinamento dos técnicos no equipamento;

 » rapidez com que se processam as amostras após a coleta;

 » assistência técnica; e

 » custo/complexidade/risco biológico.
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7.4 Etapas da cultura

O exame de cultura abrange cinco etapas: i) pré-tratamento das amostras clínicas: prepa-
ram-se as amostras, de acordo com suas características, para as demais etapas metodológi-
cas; ii) fluidificação/descontaminação: são utilizados agentes químicos para homogeneizar 
a amostra clínica e eliminar outros microrganismos; iii) semeadura em meio de cultu-
ra: proporciona o contato das micobactérias existentes na amostra com as substâncias 
nutritivas; iv) incubação: fornece a temperatura correta e constante, necessária para a 
multiplicação das micobactérias; e v) leitura dos tubos semeados e registro dos resultados: 
verifica-se a presença de colônias ou de turvação e/ou de contaminação, como sinal de 
presença de micobactérias; registra-se; e libera o resultado.

7.4.1 Pré-tratamento das amostras

Esta etapa inclui o preparo das amostras clínicas quanto à necessidade de centrifugação 
e/ou maceração, de acordo com as suas características. No Quadro 14 estão descritos es-
ses procedimentos para os diferentes tipos de amostras. São consideradas contaminadas 
aquelas provenientes de sítios não estéreis,6 tais como escarro, urina, secreções, lavado 
brônquico, lavado gástrico e fragmento de tecido cutâneo.

As amostras consideradas não contaminadas são aquelas provenientes de sítios estéreis, 
tais como líquidos (cefalorraquidiano, pleural, sinovial, peritoneal, pericárdico), fragmen-
tos de órgãos, sangue e medula óssea. Para essas, não é necessário descontaminar. No 
entanto, para garantir que a cultura não seja perdida por contaminação, caso as amostras 
não tenham sido colhidas ou acondicionadas em condições estéreis, é recomendável, após 
os procedimentos de pré-tratamento, semear metade da amostra diretamente nos meios 
de cultura, além de descontaminar a outra metade conforme o método escolhido. As 
condições de coleta e armazenamento de amostras clínicas estão descritas no capítulo 5.

Quadro 14 –  Procedimentos de pré-tratamento de amostras clínicas para cultura de 
micobactérias

AMOSTRAS CLÍNICAS PROCEDIMENTO DE PRÉ-TRATAMENTO

Escarro espontâneo Não necessita de pré-tratamento.

Escarro induzido; lavado 
brônquico; LBA; aspirado 
transtraqueal; lavado 
gástrico

Transferir a amostra para tubos de centrífuga e centrifugar durante 15 
minutos a 3.000 x g. Desprezar o sobrenadante e proceder à cultura, 
conforme o método escolhido.

Urina

Processar o mais rapidamente possível. Amostras com mais de 50 ml 
de volume devem ser distribuídas em vários tubos de centrífuga e 
centrifugados por 15 minutos a 3.000 x g. Desprezar os sobrenadantes, 
juntar os sedimentos em um único tubo de centrífuga e proceder à 
cultura, conforme o método escolhido.

Líquidos: pleural, sinovial, 
peritoneal, pericárdico, 
ascítico e LCR

Transferir a amostra para tubos de centrífuga e centrifugar por 15 
minutos a 3.000 x g. Quando coletadas assepticamente, semear 
diretamente nos meios de cultura escolhidos. Entretanto, caso seja 
desconhecida a qualidade da coleta, é recomendável semear metade 
da amostra diretamente nos meios de cultura e descontaminar a outra 
metade, conforme o método escolhido.

continua
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AMOSTRAS CLÍNICAS PROCEDIMENTO DE PRÉ-TRATAMENTO

Fragmentos de órgãos

Quando proveniente de órgãos sem microbiota associada macerar 
em gral com pistilo, estéreis ou em tubos contendo pérolas de vidro 
estéreis, com um pouco de água ou salina estéril, até a formação de 
uma suspensão homogênea. Dividir a suspensão obtida, semear metade 
diretamente nos meios de cultura e, a outra metade, descontaminar 
conforme o método escolhido.

Fragmentos cutâneos e de 
ossos

Macerar em gral com pistilo estéril, com um pouco de água ou salina 
estéril, até a formação de uma suspensão homogênea. Misturar bem e 
proceder à descontaminação, conforme o método escolhido.

Sangue e aspirado de 
medula

Não necessitam de descontaminação. Inocular diretamente nos meios 
de cultura, no momento da coleta, preferencialmente em sistemas 
automatizados de diagnóstico. Quando não disponíveis, inocular 5 
ml diretamente no frasco de meio de cultura líquido ou bifásico. Para 
aspirado de medula na ausência de meio líquido semear 0,2 ml em dois 
tubos de meio sólido a base de ovo ou ágar.

Aspirados de gânglios e de 
tumores (cavidades fechadas)

Quando coletados assepticamente não descontaminar, podendo 
todo o volume ser inoculado diretamente nos meios de cultura 
escolhidos. Entretanto, caso seja desconhecida a qualidade da coleta, 
é recomendável semear metade da amostra diretamente nos meios de 
cultura e descontaminar a outra metade, conforme o método escolhido.

Pus e secreções (cavidades 
abertas)

Atritar o swab, imerso em água destilada ou solução salina estéril, contra 
a parede do tubo para liberar a amostra clínica nele contida. Descartar o 
swab e descontaminar a suspensão obtida conforme o método escolhido. 
Caso o swab não tenha sido encaminhado imerso em água destilada 
ou solução salina estéril, acrescentar um dos referidos líquidos a ele e 
proceder como descrito anteriormente.

Fonte: Autoria própria.  
LBA: lavado broncoalveolar; LCR: líquido cefalorraquidiano.

7.4.2 Descontaminação da amostra

Os agentes químicos (ácidos, bases) liberam as micobactérias do muco e da fibrina ou dos 
tecidos em que estão incluídos, fluidificando o escarro, homogeneizando a amostra clínica e 
eliminando outros microrganismos dela (Quadro 15). Isso proporciona o crescimento das mi-
cobactérias sem a competição pelos nutrientes contidos nos meios de cultura. Portanto, essa 
etapa é realizada apenas nas amostras contaminadas por microbiota associada ou ambiental.

A escolha do agente fluidificante/descontaminante e do meio de cultura está relacionada 
com o tipo de amostra clínica a ser processada. Para as de escarro, a concentração do 
NaOH pode estar em concentrações de até 4% e para as outras amostras pulmonares e 
extrapulmonares, a concentração não deve ser superior a 2%.

Quadro 15 –  Agentes fluidificantes/descontaminantes usados no tratamento de amostras 
clínicas para cultura de micobactérias

AGENTES FLUIDIFICANTES/ 
DESCONTAMINANTES

ATIVIDADE

NaOH

É o mais amplamente empregado. Tem propriedades tanto 
fluidificantes como descontaminantes. Por se tratar de uma 
substância alcalina drástica, a concentração de uso é crítica e deve 
ser cuidadosamente observada, assim como o tempo em que 
fica em contato com a amostra. Nos métodos em que é utilizada 
sozinha, sua concentração é de 4%, sendo considerada alta.

continua

conclusão
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AGENTES FLUIDIFICANTES/ 
DESCONTAMINANTES

ATIVIDADE

NALC

É um agente mucolítico utilizado em combinação com o NaOH. 
Como não tem efeito direto sobre as micobactérias, permite 
que seja usada uma concentração de NaOH de 2%. Dessa 
maneira, a combinação NALC-NaOH é a indicada para amostras 
paucibacilares e a recomendada para a maioria dos equipamentos 
automatizados de cultura com meios líquidos.

Ácido oxálico

É um agente descontaminante para amostras de escarro, 
contaminadas sucessivamente por Pseudomonas spp., 
principalmente quando provenientes de pacientes com fibrose 
cística. Utilizado na concentração de 5%.

Fonte: Autoria própria.  
NaOH : hidróxido de sódio; NALC: N-acetil-L-cisteína

A preparação dos reagentes utilizados nos métodos de cultura e os respectivos formulários 
para o controle da preparação estão descritas no Anexo D desse capítulo.

7.4.3 Inoculação em meios de cultura

As micobactérias são nutricionalmente exigentes para sua multiplicação em meios de 
cultura e requerem meios de cultura com formulações específicas (Quadro 16).

Os equipamentos automatizados de cultura utilizam meios líquidos desenvolvidos a partir 
do Middlebrook 7H9.

Quadro 16 – Meios de cultura utilizados no isolamento de micobactérias

MEIOS DE CULTURA UTILIZAÇÃO

Sólidos

A base de 
ovos

Os mais utilizados, LJ e OK, são preparados em tubos ou frascos e podem 
ficar por até oito semanas em refrigeração. Todos contêm o corante verde de 
malaquita 2% para inibir a microbiota contaminante. Esses meios permitem 
a incorporação de substâncias como PNB a 500 µg/ml, que pode ser utilizada 
na semeadura primária da amostra para agilizar uma identificação prévia da 
espécie de micobactéria. Os meios LJ com adição de PNB (LJ-PNB) ou OK com 
adição de PNB (OK-PNB) são utilizados para diferenciar o CMTB das demais 
micobactérias. Para isolar M. bovis e M. africanum e M. microti substituir 
o glicerol pelo piruvato de sódio (0,5%) no meio de LJ (LJ-piruvato) ou OK 
(OK-piruvato). Para pesquisa de M. haemophilum, isolado de lesões de pele, 
adicionar citrato férrico amoniacal (2,5%) ao meio LJ ou OK. A preparação 
de meios de cultura utilizados nos métodos clássicos e os formulários para o 
controle de qualidade estão descritos no Anexo D desse capítulo.

A base de 
ágar

São meios transparentes, o que permite a visualização precoce das 
colônias em lupas ou microscópios. Os meios Middlebrook à base de ágar 
(Middlebrook 7H10 e Middlebrook 7H11) devem ser enriquecidos com o 
suplemento Middlebrook OADC, composto por ácido oleico, albumina bovina 
(fração V), dextrose e catalase.

Middlebrook 
7H9

É o meio líquido que necessita do enriquecimento ADC (albumina, dextrose e catalase).

Middlebrook 
7H9 
modificado

O sistema comercial BD BBLTM MGITTM Mycobacteria Growth Indicator Tube, 
de leitura tanto manual como automatizada, consiste em um meio líquido 
(Middlebrook 7H9), acrescido de antibióticos (PANTA) e enriquecimento 
OADC, acondicionado em um tubo contendo um sensor fluorescente sensível 
ao oxigênio, composto de rutênio penta-hidratado em uma base de silicone.

O sistema BACTEC série 9000 utiliza o meio líquido Middlebrook 7H9 
modificado (MycoF Lytic) para isolar micobactérias de amostras de sangue e 
medula óssea.

Fonte: Autoria própria.  
CMTB: Complexo Mycobacterium tuberculosis; LJ: Löwenstein-Jensen; OADC – ácido oleico, albumina, dextrose e catalase 
– do inglês Oleic Albumin Dextrose Catalase; OK: Ogawa-Kudoh; PNB: ácido-nitrobenzoico.

conclusão
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7.4.4 Incubação

Após a realização das etapas de pré-tratamento, fluidificação/descontaminação e semea-
dura nos meios de cultura indicados, esses são colocados em temperaturas apropriadas e 
constantes, para o tempo de incubação necessário ao desenvolvimento de micobactérias.

A maioria das micobactérias, como as do CMTB, necessita de temperaturas entre 35°C 
e 37°C para multiplicação. Outras micobactérias, como M. marinum, M. ulcerans e M. 
Haemophilus, somente se multiplicam em temperaturas que variam de 25°C a 30°C; e M. 
avium ou M. xenopi exibem um ótimo crescimento entre 40°C e 42°C.

7.4.5 Leitura, interpretação e registro dos resultados

Essa etapa da cultura verifica a presença de crescimento de micobactéria e/ou de conta-
minação nos meios de cultura.

Deve-se registrar o resultado com todas as observações referentes a cada cultura como: 
data da leitura, número de colônias visualizadas, características morfológicas da colônia 
em relação à presença de pigmento e aspecto (lisa ou rugosa), bem como contaminação 
parcial ou total de cada tubo.

7.5 Métodos de fluidificação e descontaminação

No Quadro 17 estão listados os métodos clássicos ou convencionais de cultura que apre-
sentam comprovadamente maior sensibilidade e menores índices de contaminação.

Quadro 17 –  Métodos clássicos ou convencionais para cultura de micobactérias e suas 
indicações, agentes químicos e meios de cultura utilizados

MÉTODOS INDICAÇÃO
FLUIDIFICANTE / 

DESCONTAMINANTE

MEIO DE CULTURA

SÓLIDOS A BASE DE
LÍQUIDOS

OVO ÁGAR

Petroff 
modificado

Principalmente para 
as amostras de escarro 
espontâneo

NaOH 4% LJ; OK
Middlebrook 

7H10
Middlebrook 

7H9

NALC

Para todas as amostras 
clínicas, principalmente 
as amostras 
paucibacilares

NALC com NaOH 2% LJ; OK
Middlebrook 

7H10
Middlebrook 

7H9

OK
Para amostras de escarro 
espontâneo

NaOH 4% OK - -

Ácido 
oxálico

Para amostras 
pulmonares que contêm 
Pseudomonas sp 
(pacientes com fibrose 
cística)

Ácido oxálico 5% LJ - -

Fonte: Autoria própria. 
LJ: Löwenstein- Jensen; NALC: N-acetil-L-cisteína; NaOH: hidróxido de sódio; OK – Ogawa-Kudoh.

A seguir, serão descritos para cada um dos quatro métodos de cultura a indicação, as 
precauções, os materiais (equipamentos, reagentes, insumos) e os procedimentos de 
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organização e de realização (detalhes passo a passo da técnica) até a semeadura em 
meio de cultura. As fórmulas para o preparo dos reagentes de fluidificação/desconta-
minação e dos meios de cultura estão descritas nos anexos desse capítulo; e da solução 
de álcool a 70% está descrita no capítulo 3.

As recomendações de incubação e a leitura dos tubos semeados, comuns a todos os mé-
todos, serão descritas nos itens 7.6 e 7.7 desse capítulo.

O método do ácido oxálico não é utilizado na rotina diária dos laboratórios, mas é im-
portante para casos especiais, como é o caso de escarros que contém Pseudomonas spp., 
por exemplo, bem como o escarro de pacientes com fibrose cística e para urina e outros 
fluidos orgânicos persistentemente contaminados quando descontaminados por métodos 
de descontaminação alcalina.

7.5.1 Método de Petroff modificado

Esse método utiliza solução de NaOH a 4% como agente de fluidificação/descontamina-
ção, igual volume do escarro, chegando a uma concentração final de NaOH 2%. É indicado 
principalmente para amostras de escarro. Necessita de centrifugação e de neutralização.

A neutralização pode ser realizada com a adição: a) de ácido e indicador de pH (normal-
mente o vermelho de fenol); b) solução de tampão fosfato pH 6,8 ou; c) de água destilada 
estéril.1,7,8,9,10,11

Precauções:

 » realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biossegurança como as BPL e 
o uso de EPI adequados, conforme descrito no capítulo 3. Abrir um pote de escarro 
(ou tubo de ensaio) de cada vez, com cuidado para evitar a formação de aerossóis;

 » observar a capacidade da centrífuga para estabelecer o número de tubos a serem 
trabalhados a cada lote. A centrífuga deve ser, preferencialmente, refrigerada para 
evitar que o aquecimento interfira na viabilidade da micobactéria. As caçapas de-
vem ter tampa de segurança biológica para evitar contaminação pela produção de 
aerossóis durante a centrifugação e devem ser abertas dentro da CSB; e

 » como a concentração de NaOH 4% pode ocasionar também a eliminação de BAAR 
e, no caso de amostras paucibacilares, levar a resultados falsamente negativos, de-
ve-se seguir rigorosamente as indicações de respeitar o tempo (menor ou igual a 
15 minutos) em que as amostras ficam em contato com o agente descontaminante.

A preparação dos reagentes utilizados nesse método está descrita no Anexo B desse capítulo.

Equipamentos:

 » CSB;

 » centrífuga com rotor para tubos de 15 ml, 30 ml ou de 50 ml;

 » agitador mecânico;

 » estufa bacteriológica a 36°C ± 1°C e outra a 30°C ± 1°C;

 » pipetador automático ou manual; e

 » cronômetro.
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Reagentes:

 » solução de NaOH a 4%;

 » solução de NaClO a 1%;

 » solução de álcool a 70%; e

 » água destilada estéril ou solução tampão fosfato pH 6,8.

Insumos:

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

 » bandeja de metal;

 » tubos de centrífuga de polipropileno, estéreis, descartáveis, com fundo cônico, de 
15 ml, 30 ml ou de 50 ml, com tampa de rosca;

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

 » gaze estéril em pedaços;

 » pipetas estéreis de 5 ml, 2 ml e Pasteur;

 » recipiente à prova de respingos contendo solução de NaClO a 1% e um volume que 
ocupe 2 cm do frasco. Por exemplo: um funil de vidro acoplado à boca de um frasco 
Erlenmeyer ou de um balão de vidro (corpo largo e boca estreita);

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

 » recipiente plástico de boca larga para o material ser autoclavado e descartado;

 » meios de cultura: dois tubos com meio LJ ou três tubos quando houver suspeita de 
micobacteriose, um tubo com meio LJ com ácido β-nitrobenzoico (PNB), para cada 
amostra. Na suspeita de M. bovis, acrescentar dois tubos com meio LJ-piruvato. 
Na suspeita de M. haemophilum acrescentar um tubo com meio LJ com adição de 
citrato férrico amoniacal;

 » bandeja de polipropileno com furos para a circulação do ar, para incubação dos 
tubos semeados;

 » lâminas de vidro;

 » saco plástico para autoclave para acondicionamento dos recipientes de descarte; e

 » fita de pH e placa de Petri ou tubo de ensaio pequeno.

Procedimentos de organização:

1. Identificar o número de registro da amostra clínica na lâmina, nos tubos de meios de 
cultura e nos tubos de centrífuga.

2. Preparar a CSB conforme descrito no capítulo 13.

Procedimentos de organização:

1. Providenciar e organizar na bancada com cuba de inox os materiais necessários para corar 
o esfregaço.

2. Organizar tudo de forma a assegurar um fluxo de trabalho lógico e seguro.
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Realizar o procedimento 3 fora da CSB

3. Organizar os potes das amostras a serem descontaminadas, observando a correspondente 
identificação do número de registro no corpo do pote, no tubo de centrífuga, nos tubos 
de meios de cultura e na lâmina. Colocar os tubos de centrífuga e os de meio de cultura 
em uma mesma estante.

Realizar os procedimentos de 4 a 6 dentro da CSB

4. Organizar os materiais que serão utilizados em um dos lados da bancada da CSB e colocar 
os recipientes de descarte, conforme descrito no capítulo 3.

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

6. Colocar as amostras que serão descontaminadas de acordo com o número de ordem de 
registro, atrás da bandeja.

Procedimentos de realização:

1. Verificar as orientações de pré-tratamento das amostras, descrito no Quadro 14. 
Acompanhar o fluxograma do item A do Anexo C desse capítulo.

Realizar os procedimentos de 2 a 7 dentro da CSB

2. Colocar em cima da bandeja de metal somente o pote da amostra que será processada.

3. Transferir 2 ml da amostra (no máximo 5 ml) para o tubo de centrífuga de 15 ml, 30 ml ou 
50 ml, deixando escorrer suavemente o escarro pela parede interna do tubo, com cuidado 
para não derramar. Caso escorra o material para fora do tubo, limpar com gaze embebida 
em solução NaClO a 1%.

4. Colocar o tubo de centrífuga contendo a amostra em uma estante.

5. Repetir esse procedimento para todas as amostras.

6. Adicionar com pipeta estéril a cada um dos tubos de centrífuga a solução de NaOH 4%, 
na quantidade correspondente ao mesmo volume da amostra. A partir desse momento 
marcar 15 minutos. Usar uma pipeta para cada amostra.

7. Fechar bem os tubos de centrífuga e agitar com a mão ou em agitador mecânico até 
formar uma mistura bem homogênea.

Realizar os procedimentos de 8 a 11 fora da CSB

8. Colocar os tubos de centrífuga na estufa 36°C ± 1°C até completar os 15 minutos, para que 
ocorra a fluidificação/descontaminação da amostra.

9. Centrifugar a 3.000 x g por 15 minutos.

10. Após a parada total da centrífuga, esperar cinco minutos para abrir.

11. Retirar as caçapas fechadas da centrífuga e colocar na CSB.

Realizar os procedimentos de 12 a 16 dentro da CSB

12. Abrir as caçapas e acondicionar os tubos da centrífuga em uma estante. Desprezar o so-
brenadante de cada tubo de centrífuga em um recipiente à prova de respingos.

13. Adicionar em cada tubo 15 ml de água destilada estéril ou solução tampão fosfato pH 6,8.

14. Centrifugar a 3.000 x g por 15 minutos.
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15. Após a parada total da centrífuga, esperar cinco minutos para abrir.

16. Retirar as caçapas fechadas da centrífuga e colocar na CSB.

Realizar os procedimentos de 17 a 23 dentro da CSB

17. Abrir as caçapas e acondicionar os tubos da centrífuga em uma estante.

18. Desprezar o sobrenadante de cada tubo de centrífuga em um recipiente à prova de 
respingos.

19. Ressuspender o sedimento com 1 ml de água destilada estéril ou solução tampão fosfato 
pH 6,8.

20. Semear com pipeta estéril, 0,2 ml do sedimento em cada um dos tubos de meio de cultura, 
distribuindo em toda a superfície do meio. No caso de existir água de condensação nos tu-
bos de meio de cultura, desprezá-la sobre gaze ou papel de filtro estéril antes de semear.

21. Preparar o esfregaço da baciloscopia concentrada depositando duas gotas do sedimento 
na lâmina.

22. Fechar os tubos de meio de cultura, sem rosquear a tampa até o fim e colocar esses tubos 
na estante.

23. Realizar a limpeza, a descontaminação da bancada e o descarte do material contaminado, 
conforme descrito no capítulo 3.

Realizar os procedimentos de 24 a 27 fora da CSB

24. Retirar os tubos de meios de cultura semeados da estante e movimentar cada um deles de 
modo que o inóculo banhe a superfície do meio.

25. Acondicionar os tubos de meios inclinados em uma bandeja de polipropileno, de maneira 
que o lado da tampa fique ligeiramente mais alto e com a superfície do meio voltada para 
cima. Cuidar para não sobrepor os tubos, evitando acidentes ao transportar a bandeja. 
Identificar a data de semeadura na bandeja.

26. Realizar a incubação dos tubos de cultura semeados conforme descrito no item 7.6 desse 
capítulo.

27. Efetuar a fixação e a coloração da lâmina de baciloscopia após concentração e leitura, 
conforme descrito no capítulo 6.

7.5.2 Método de N-acetil-L-cisteína-hidróxido de sódio – NALC-NaOH

Este método utiliza uma solução depurante contendo N-acetil-L-cisteína (NALC) como 
agente de liquefação e o uso de NaOH como descontaminante em uma concentração final 
de 2%. O método também utiliza o citrato de sódio com a função de sequestrar os íons de 
metais pesados que, estando presentes na amostra clínica, poderiam inativar a NALC. Essa 
solução depurante é compatível com todos os meios de cultura, sendo recomendado para 
todas as amostras clínicas, principalmente as paucibacilares. É o método recomendado 
para descontaminar amostras que serão semeadas em sistemas automatizados.1,7,12,13,14,15

Precauções:

 » realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biossegurança como as BPL e 
o uso de EPI adequados, conforme descrito no capítulo 3. Abrir um pote de escarro 
ou tubo de ensaio de cada vez, com cuidado para evitar a formação de aerossóis;
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 » observar a capacidade da centrífuga para estabelecer o número de tubos a serem 
trabalhados a cada lote. A centrífuga deve ser, preferencialmente, refrigerada para 
evitar que o aquecimento interfira na viabilidade da micobactéria. As caçapas de-
vem ter tampa de segurança biológica para evitar contaminação pela produção de 
aerossóis durante a centrifugação e devem ser abertas dentro da CSB;

 » a solução que deverá ser adicionada à amostra clínica para a fluidificação/desconta-
minação, é composta pela mistura de NALC, NaOH a 4% e citrato de sódio a 2,9%. 
No Anexo B desse capítulo está descrita a preparação de todos os reagentes;

 » a solução de NaOH a 4% e a solução de citrato de sódio a 2,9% são preparadas 
separadamente e misturadas v/v, de acordo com o volume final desejado. A mistura 
NaOH-citrato de sódio pode ser preparada em frasco com tampa de rosca, esterili-
zada e guardada sob refrigeração;

 » a quantidade de NALC a ser pesada depende da quantidade de amostras que serão 
tratadas (calculada para um dia de trabalho) e sua adição à solução de NaOH-citrato 
de sódio, resultando na solução de NALC, deve ser feita no momento do uso, pois 
perde sua atividade dentro de 24 horas;

 » durante a fluidificação/descontaminação no método NALC, não agite vigorosa-
mente a amostra após a adição da solução de NALC, porque a aeração extensiva 
ocasiona a oxidação do NALC, tornando-a ineficaz; e

 » para amostras muito contaminadas, é possível processá-las aumentando a concen-
tração da solução de NaOH, mas não deve ser aumentado o tempo de contato 
entre amostra e descontaminante.

Equipamentos:

 » CSB;

 » agitador mecânico;

 » centrífuga com rotor para tubos de 50 ml;

 » estufa bacteriológica a 36°C ± 1°C e outra para 30°C ± 1°C;

 » pipetador automático ou manual; e

 » cronômetro.

Reagentes:

 » solução NALC (solução de NaOH a 4%, solução de citrato de sódio a 2,9%, NALC);

 » solução tampão fosfato pH 6,8;

 » solução salina estéril;

 » solução de NaClO a 1%; e

 » solução de álcool a 70%.

Insumos:

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

 » bandeja de metal;

 » tubos de centrífuga de polipropileno, estéreis, descartáveis, com fundo cônico, de 
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30 ml ou de 50 ml, com tampa de rosca;

 » estante para tubos de centrífuga de 50 ml;

 » gaze estéril em pedaços;

 » pipetas estéreis de 5 ml e 10 ml;

 » recipiente à prova de respingos contendo solução de NaClO a 1% em um volume 
que ocupe 2 cm do frasco. Por exemplo: um funil de vidro acoplado à boca de um 
frasco Erlenmeyer ou de um balão de vidro (corpo largo e boca estreita);

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

 » recipiente plástico de boca larga para o material ser autoclavado e descartado;

 » meios de cultura: dois tubos com meio LJ ou três tubos quando houver suspeita de 
micobacteriose, e um tubo com meio LJ-PNB, para cada amostra;

 » na suspeita de M. bovis, acrescentar dois tubos com meio LJ-piruvato. Na suspeita 
de M. Haemophilum, acrescentar um tubo com meio LJ com adição de citrato fér-
rico amoniacal.

 » bandeja de polipropileno com furos para a circulação do ar, para incubação dos 
tubos semeados;

 » lâminas para baciloscopia; e

 » saco plástico autoclavável para acondicionamento dos recipientes de descarte.

Procedimentos de organização:

1. Identificar o número de registro da amostra clínica na lâmina, nos tubos de meios de 
cultura e no tubo de centrífuga.

2. Preparar a CSB conforme descrito no capítulo 13.

3. Preparar diariamente a solução de trabalho, calculando a quantidade necessária de acor-
do com a quantidade de amostras a serem processadas (v/v).

Realizar o procedimento 4 fora da CSB

4. Organizar os potes das amostras a serem descontaminadas, observando a correspondente 
identificação do número de registro no corpo do pote ou tubo, no tubo de centrífuga, 
nos tubos de meios de cultura e na lâmina. Colocar os tubos de centrífuga e os de meio de 
cultura em uma mesma estante.

Realizar os procedimentos de 5 a 7 dentro da CSB

5. Organizar os materiais que serão utilizados em um dos lados da bancada da CSB e colocar 
os recipientes de descarte, conforme descrito no capítulo 3.

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

7. Colocar as amostras que serão descontaminadas de acordo com o número de ordem de 
registro, atrás da bandeja.
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Procedimentos de realização:

1. Verificar as orientações de pré-tratamento das amostras, descrito no Quadro 14. 
Acompanhar o fluxograma do item B do Anexo C desse capítulo.

Realizar os procedimentos de 2 a 10 dentro da CSB

2. Colocar em cima da bandeja somente o pote ou tubo da amostra que será processada.

3. Transferir a amostra para o tubo de centrífuga de 50 ml, deixando escorrer suavemente a 
amostra pela parede interna do tubo, cuidando para não derramar. Caso escorra o mate-
rial para fora do tubo, limpar com gaze embebida em solução de NaClO a 1%.

4. Colocar o tubo de centrífuga contendo a amostra em uma estante.

5. Repetir esse procedimento para todas as amostras.

6. Adicionar com pipeta estéril a cada um dos tubos de centrífuga a solução de NALC, na 
quantidade correspondente ao mesmo volume da amostra. Usar uma pipeta para cada 
amostra.

7. Fechar bem os tubos de centrífuga e inverter cuidadosamente o tubo para misturar bem, 
evitando a agitação forte que resulta em oxidação e inativação da NALC.

8. Deixar os tubos de centrífuga em repouso por 15 minutos à temperatura ambiente, para 
fluidificação/descontaminação.

9. Completar até o volume de 50 ml com solução tampão fosfato pH 6,8.

10. Misturar.

Realizar os procedimentos de 11 a 13 fora da CSB

11. Centrifugar a 3.000 x g por 15 minutos.

12. Após a parada total da centrífuga, esperar cinco minutos para abrir.

13. Retirar as caçapas fechadas da centrífuga e colocar na CSB.

Realizar os procedimentos de 14 a 19 dentro da CSB

14. Abrir as caçapas e acondicionar os tubos da centrífuga em uma estante. Desprezar o so-
brenadante de cada tubo de centrífuga em um recipiente à prova de respingos.

15. Ressuspender o sedimento com 1,5 ml de água destilada estéril ou solução tampão fosfato.

16. Semear com pipeta estéril 0,2 ml do sedimento em cada um dos tubos de meio de cultura, 
distribuindo em toda a superfície do meio. No caso de existir água de condensação nos tu-
bos de meio de cultura, desprezá-la sobre gaze estéril ou papel de filtro antes de semear.

17. Preparar o esfregaço da baciloscopia concentrada depositando duas gotas do sedimento 
na lâmina.

18. Fechar os tubos com meio de cultura sem rosquear a tampa até o fim e colocá-los na 
estante.

19. Realizar a limpeza, a descontaminação da bancada e o descarte do material contaminado, 
conforme descrito no capítulo 3.

Realizar os procedimentos de 20 a 23 dentro da CSB

20. Retirar os tubos de meios de cultura semeados da estante e movimentar cada um deles de 
modo que o inóculo banhe a superfície do meio.
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21. Acondicionar os tubos de meios de cultura, inclinados em uma bandeja de polipropileno, 
de maneira que o lado da tampa fique ligeiramente mais alto e com a superfície do meio 
voltada para cima. Cuidar para não sobrepor os tubos evitando acidentes ao transportar 
a bandeja. Identificar a data de semeadura na bandeja.

22. Realizar a incubação dos tubos de meio de cultura semeados, conforme descrito no item 
7.6 desse capítulo.

23. Efetuar a fixação e coloração da lâmina de baciloscopia concentrada e leitura, conforme 
descrito no capítulo 6.

7.5.3 Método do Swab – Ogawa-Kudoh

Este método é recomendado apenas para o processamento de escarro em laboratórios de 
menor complexidade que não possuem CSB e centrífuga, e que, portanto, não podem re-
alizar o método de Petroff ou NALC. Apresenta risco baixo de biossegurança equivalente 
ao processamento de baciloscopia. É de execução simples e rápida, utilizando NaOH 4% 
como agente descontaminante. Utiliza swab de algodão que, após ser embebido na parte 
purulenta do escarro, é colocado em NaOH 4% por dois minutos. Após, é semeado dire-
tamente em meio de Ogawa-Kudoh (OK) – meio levemente acidificado, com pH 6,4.1,16,17

ATENÇÃO: os laboratórios que pretendem realizar o método de Swab (Ogawa-Kudoh) 
e não possuem CSB não devem realizar a baciloscopia desses tubos nesses labora-
tórios. Os tubos nos quais são visualizadas colônias devem ser encaminhados para 
um laboratório de referência, conforme descrito no capítulo 1, pois a baciloscopia 
realizada a partir de colônias aumenta muito o risco biológico.

Precauções:

 » realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biossegurança como as BPL e o 
uso de EPI adequados, conforme descrito no capítulo 3. Abrir um pote de cada vez, 
com cuidado para evitar a formação de aerossóis; e

 » observar a forma correta de utilizar o bico de Bunsen, de modo que a chama fique 
entre o técnico que está manipulando e a amostra.

Equipamentos:

 » bico de Bunsen;

 » estufa bacteriológica a 36°C ± 1°C;

 » pipetador automático ou manual; e

 » cronômetro.

Reagentes:

 » solução de NaOH a 4%;

 » solução de NaClO a 1%; e

 » solução de álcool a 70%.

Insumos:

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

 » gaze estéril em pedaços;

 » swab estéril: palito de madeira com algodão hidrófilo enrolado na ponta, esterili-
zado em autoclave ou forno de Pasteur que atinja temperatura de 200°C. Observar 
que o volume de algodão deverá ser suficiente para absorver a maior quantidade 
de escarro e não ultrapassar o diâmetro do tubo onde será introduzido. A altura 
do algodão enrolado deverá ser de modo a ficar submersa no volume de 3 ml de 
solução de NaOH a 4%;

 » tubos de ensaio de rosca, estéril, para colocar 3 ml de solução de NaOH a 4%;

 » estante para os tubos de ensaio estéril 20 x 150 mm;

 » pipetas estéreis de 5 ml ou pipeta Pasteur;

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

 » meios de cultura: dois tubos com meio OK, um tubo com meio OK-PNB, para cada 
amostra. Na suspeita de M. bovis, acrescentar dois tubos com meio OK-piruvato;

 » bandeja de polipropileno com furos para a circulação do ar, para incubação dos 
tubos semeados;

 » lâminas de vidro; e

 » saco plástico autoclavável para acondicionamento dos recipientes de descarte.

Procedimentos de organização:

1. Identificar o número de registro da amostra clínica na lâmina, nos tubos de meios de 
cultura e no tubo estéril.

2. Forrar a bancada com papel-absorvente ao redor do bico de Bunsen e colocar atrás do 
mesmo pote para descarte dos swabs e a bandeja de metal, forrada com papel-absorven-
te, onde serão realizados os procedimentos.

3. Organizar os potes das amostras por trás da bandeja, e colocar a lâmina correspondente à 
identificação da amostra em frente ao pote.

4. Colocar os tubos de ensaio estéril onde será adicionado a solução de NaOH a 4% em uma 
estante e os tubos de meios de cultura em outra.

Procedimentos de realização:

1. Sendo indicado somente para amostras de escarro espontâneo, não necessitam de pré-tra-
tamento. Fluxograma do item C do Anexo C desse capítulo.

2. Colocar 3 ml de solução de NaOH a 4% em cada tubo estéril já identificado, utilizando 
pipeta estéril e auxílio de pipetador automático ou manual.

3. Colocar em cima da bandeja de metal somente o pote da amostra que será processada e 
a correspondente à lâmina.

4. Abrir lentamente o pote da amostra a ser processada.

5. Preparar a baciloscopia direta conforme descrito no capítulo 6.

6. Introduzir o swab no pote contendo escarro, girando cuidadosamente dentro da amostra 
até que ele fique impregnado com a porção mais purulenta.
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7. Inserir o swab impregnado com a amostra no tubo contendo solução de NaOH a 4%, sem 
encostar na parede, e deixar em repouso por dois minutos. Atenção: no caso de existir 
água de condensação nos tubos de meio de cultura, desprezá-la sobre gaze estéril ou 
papel de filtro antes de semear.

8. Após esse tempo, passar o swab sobre a superfície dos dois tubos com meio OK e OK-PNB, 
mediante movimentos rotatórios e em ziguezague, de maneira a espalhar bem o inóculo. 
Se houver suspeita de infecção pelo M. bovis, passar o swab sobre a superfície dos dois 
tubos com o meio OK; a seguir, no meio OK-piruvato; e, por último, no meio OK-PNB. O 
PNB é um inibidor químico de crescimento do CMTB.

9. Descartar o swab no recipiente plástico.

10. Fechar os tubos de meio de cultura sem rosquear a tampa até o fim e colocá-los na estante.

11. Repetir os procedimentos de 1 a 9 para todas as amostras.

12. Fechar as tampas. Acondicionar os tubos de meios de cultura inclinados em uma bandeja 
de polipropileno, de maneira que o lado da tampa do tubo fique ligeiramente mais alto e 
com a superfície do meio voltada para cima. Cuidar para não sobrepor os tubos evitando 
acidentes ao transportar a bandeja. Identificar a data de semeadura na bandeja.

13. Guardar na geladeira os potes de amostras, para repetição, se necessário.

14. Realizar a limpeza e a descontaminação da bancada e o descarte do material contamina-
do, conforme descrito no Capítulo 3.

15. Efetuar a coloração e leitura da lâmina conforme descrito no capítulo 6.

16. Realizar a incubação dos tubos de meio de cultura semeados, conforme descrito no item 
7.6 desse capítulo.

7.5.4 Método do ácido oxálico

É um método alternativo, particularmente indicado para amostras pulmonares que contém 
Pseudomonas spp., como o escarro de pacientes com fibrose cística ou amostras de urina.12,13

Equipamentos:

 » CSB;

 » agitador mecânico;

 » centrífuga com rotor para tubos de 50 ml;

 » estufa bacteriológica a 36°C ± 1°C;

 » pipetador automático ou manual; e

 » cronômetro.

Reagentes:

 » solução de ácido oxálico a 5%;

 » solução salina estéril;

 » solução indicadora (NaOH + vermelho de fenol);

 » solução de NaClO a 1%; e

 » solução de álcool a 70%.
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Insumos:

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

 » bandeja de metal;

 » tubos de centrífuga de polipropileno, estéreis, descartáveis, com fundo cônico, de 
30 ml ou de 50 ml, com tampa de rosca;

 » estante para tubos de centrífuga de 50 ml;

 » meios de cultura: dois tubos com meio LJ para cada amostra;

 » gaze estéril em pedaços;

 » pipetas estéreis de 5 ml e 10 ml;

 » recipiente à prova de respingos contendo solução de NaClO a 1% em um volume 
que ocupe 2 cm do frasco. Por exemplo: um funil de vidro acoplado à boca de um 
frasco Erlenmeyer ou de um balão de vidro (corpo largo e boca estreita);

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

 » recipiente plástico de boca larga para o material ser autoclavado e descartado;

 » bandeja de polipropileno com furos para a circulação do ar, para incubação dos 
tubos semeados;

 » lâminas de vidro; e

 » saco plástico autoclavável para acondicionamento dos recipientes de descarte.

Procedimentos de organização:

1. Identificar o número de registro da amostra clínica na lâmina, nos tubos de meios de 
cultura e no tubo de centrífuga.

2. Preparar a CSB conforme descrito no capítulo 13.

Realizar o procedimento 3 fora da CSB

3. Organizar os potes das amostras a serem descontaminadas, observando a correspondente 
identificação do número de registro no corpo do pote ou tubo, no tubo de centrífuga, nos 
tubos de meios de cultura e na lâmina. Colocar os tubos de centrífuga e os de meios de 
cultura em uma mesma estante.

Realizar os procedimentos de 4 a 6 dentro da CSB

4. Organizar os materiais que serão utilizados em um dos lados da bancada da CSB e colocar 
os recipientes de descarte, conforme descrito no capítulo 3.

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

6. Colocar as amostras que serão descontaminadas de acordo com o número de ordem de 
registro, atrás da bandeja.

Procedimentos de realização:

1. Verificar as orientações de pré-tratamento das amostras descritas no Quadro 14. 
Acompanhar o fluxograma do item D do Anexo C desse capítulo.

Realizar os procedimentos de 1 a 8 dentro da CSB.
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2. Colocar em cima da bandeja somente o pote ou tubo da amostra que será processada.

3. Transferir a amostra para o tubo de centrífuga de 50 ml, deixando escorrer suavemente a 
amostra pela parede interna do tubo, cuidando para não derramar. Caso escorra o mate-
rial para fora do tubo, limpar com gaze embebida em solução de NaClO a 1%.

4. Colocar o tubo de centrífuga contendo a amostra em uma estante.

5. Repetir esse procedimento para todas as amostras.

6. Adicionar com pipeta estéril a cada um dos tubos de centrífuga a solução de ácido oxálico 
a 5%, na quantidade correspondente ao mesmo volume da amostra.

7. Fechar bem os tubos de centrífuga e agitar os tubos em agitador mecânico.

8. Deixar os tubos de centrífuga em repouso por 30 minutos, para fluidificação/descontami-
nação, agitando de vez em quando.

9. Completar até o volume de 50 ml com solução salina estéril.

Realizar os procedimentos de 9 a 11 fora da CSB

10. Centrifugar a 3.000 x g por 15 minutos.

11. Após a parada total da centrífuga, esperar cinco minutos para abrir.

12. Retirar as caçapas fechadas da centrífuga e colocar na CSB.

Realizar os procedimentos de 12 a 16 dentro da CSB

13. Abrir as caçapas e acondicionar os tubos da centrífuga em uma estante. Desprezar o so-
brenadante de cada tubo de centrífuga em um recipiente à prova de respingos.

14. Neutralizar o sedimento com solução indicadora até o aparecimento de cor rósea.

15. Semear com pipeta estéril 0,2 ml do sedimento em cada um dos tubos de meio de cultura, 
distribuindo em toda a superfície do meio (dois tubos de LJ e um de PNB). No caso de 
existir água de condensação nos tubos de meio de cultura, desprezá-la sobre gaze ou 
papel de filtro estéreis antes de semear. Preparar o esfregaço da baciloscopia concentrada 
depositando duas gotas do sedimento na lâmina.

16. Fechar os tubos de meio de cultura sólidos sem rosquear a tampa até o fim e colocá-los 
na estante.

17. Realizar a limpeza e a descontaminação da bancada e o descarte do material contamina-
do, conforme descrito no capítulo 3.

Realizar os procedimentos de 17 a 20 fora da CSB

18. Retirar os tubos de meios sólidos semeados da estante e movimentar cada um deles de 
modo que o inóculo banhe a superfície do meio.

19. Acondicionar os tubos de meios sólidos, inclinados em uma bandeja de polipropileno, de 
maneira que o lado da tampa fique ligeiramente mais alto e com a superfície do meio 
voltada para cima. Cuidar para não sobrepor os tubos, evitando acidentes ao transportar 
a bandeja. Identificar a data de semeadura na bandeja.

20. Realizar a incubação dos tubos de cultura sólidos semeados, conforme descrito no item 
7.6 desse capítulo.

21. Efetuar a fixação e coloração da lâmina de baciloscopia concentrada e leitura, conforme 
descrito no capítulo 6.
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Observação: Uma alternativa é acrescentar ácido oxálico a 5% no sedimento obtido após 
centrifugação pelo método NALC-NaOH.

7.6 Procedimentos para incubação dos tubos de meios sólidos

Após a realização das etapas de pré-tratamento, fluidificação/descontaminação e semea-
dura nos meios de cultura indicados, esses são colocados em temperaturas apropriadas e 
constantes, para o tempo de incubação necessário ao desenvolvimento de micobactérias:

1. Inclinar os tubos de meios de cultura semeados em bandejas de polipropileno, com a su-
perfície do meio voltada para cima e as tampas não totalmente rosqueadas, para garantir 
a secagem do inóculo.

2. Incubar à temperatura de 36°C ± 1°C os tubos de meio de cultura semeados com a amos-
tra, visando ao desenvolvimento das espécies do CMTB.

3. No caso de meios de cultura com adição de piruvato para pesquisa de M. bovis, incubar à 
temperatura de 36°C ± 1°C e, se possível, dar condições de microaerofilia (5% a 10% de 
CO2).

4. No caso de suspeita clínica de patologia causada por M. marinum e M. ulcerans (amostras 
oriundas de tecido cutâneo), incubar à temperatura de 30°C ± 1°C um dos tubos de meio 
de cultura.

5. No caso de meios de cultura com adição de citrato férrico amoniacal para pesquisa de M. 
haemophilum, incubar à temperatura de 30°C ± 1°C.

6. Após 48 horas de incubação, conferir se há contaminação em todos os tubos, rosquear 
completamente as tampas e conservar incubados pelo tempo recomendado no item 7.6.

7.7 Procedimentos de leitura, interpretação e registro dos resultados

Realizar a leitura dos tubos semeados em meio sólido, em bancada bem iluminada, pró-
xima à janela ou com foco de luz próximo (luminária), após 48 horas de incubação e, 
posteriormente, de sete em sete dias (leituras semanais) até completar oito semanas.

Nos meios de cultura sólidos, as colônias de micobactérias podem ser visualizadas a olho 
nu, entre três e sete dias (espécies de crescimento rápido) ou após oito dias (espécies de 
crescimento lento). Em amostras paucibacilares podem ser necessárias até oito semanas 
para as colônias se tornarem visíveis.

No caso de meios de cultura com adição de piruvato para pesquisa de M. bovis, o tempo de 
incubação é de até 16 semanas. O crescimento é disfônico (colônias escassas), com colônias 
pequenas, lisas e planas.

Para acompanhar a leitura, observar o “Fluxograma de leitura das culturas em meios 
sólidos” descritos no item E do Anexo C desse capítulo.

Procedimentos de leitura após 48 horas de incubação

1. Fechar os tubos rosqueando as tampas completamente.
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2. Verificar a contaminação (presença de colônias microbianas – bactérias, leveduras ou 
fungos) pela mudança de coloração ou liquefação dos meios sólidos. Quando presentes, 
descartar o tubo. Se todos os tubos estiverem contaminados e não existir mais a amostra, 
registrar no formulário “Registro de cultura em meio sólido e teste de sensibilidade” e 
emitir o resultado no “Formulário de solicitação e resultado de exame – cultura para 
micobactérias” como “Cultura contaminada. Solicitamos nova amostra” (procedimento 
descrito a seguir em Situação 3). A cultura não pode ter continuidade apenas com o tubo 
com meio OK-PNB ou LJ-PNB.

3. Voltar a incubar os tubos em que não houve contaminação ou alteração do meio.

Procedimentos de leituras semanais

1. Registrar a leitura semanal no formulário “Registro de cultura em meio sólido e teste de 
sensibilidade” e no GAL, com todas as observações, referentes aos tubos de cultura de 
cada amostra, como: data da leitura, resultado negativo ou número de colônias visualiza-
das de acordo com a escala semiquantitativa, características morfológicas das colônias em 
relação à presença de pigmento, aspecto (lisa ou rugosa) e contaminação parcial ou total 
de cada tubo.

Os critérios para leitura das culturas em meio sólido são apresentados na escala semiquan-
titativa a seguir:

Escala semiquantitativa:

 » menos de 20 colônias = “Cultura positiva” (citar o número de colônias);

 » de 20 a 100 colônias = “Cultura positiva” (+);

 » mais de 100 colônias separadas = “Cultura positiva” (++); e

 » colônias confluentes (tapete) = “Cultura positiva” (+++).

As seguintes situações são possíveis:

Situação 1: incubar novamente os tubos em que não são visualizadas colônias; realizar as 
leituras nas próximas semanas até completar oito semanas. Permanecendo negativos na 
oitava semana, desprezar os tubos, registrar em sistema de registro específico (ex.: GAL) 
e emitir o resultado como “Cultura negativa.”

Situação 2: para os tubos onde são visualizadas colônias, realizar a baciloscopia de cada 
uma, conforme descrito no capítulo 6, para confirmar a presença de BAAR; verificar tam-
bém se a cultura está pura ou contaminada e verificar a presença ou ausência de fator 
corda. Caso a baciloscopia confirme a presença de BAAR, realizar o teste MPT64, que 
diferencia CMTB de outras micobactérias, conforme descrito no capítulo 8.

Se o tubo de meio estiver contaminado parcialmente e forem visualizados BAAR, não 
devem ser realizados teste do MPT64, identificação de espécies ou TS. Informar o resul-
tado como “Cultura positiva para BAAR e contaminada”. Solicitar nova amostra para 
confirmação e realização de TS.

Alternativamente, caso a contaminação não seja extensa, pode-se tentar a descontamina-
ção com o ácido oxálico a 3%.

1. Transferir, com uma pipeta estéril, 2 ml de ácido oxálico 3% para um frasco contendo 
pérolas de vidro.
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2. Retirar, com um swab, o crescimento bacteriano do tubo de meio sólido, ou usando uma 
pipeta Pasteur estéril. Retirar 1 ml de cultura líquida.

3. Agitar o frasco em agitador mecânico.

4. Uma vez que a suspensão foi bem homogeneizada, deixe alguns minutos para garantir 
que as partículas maiores vão se sedimentar no fundo do tubo e para evitar a liberação 
de aerossóis.

5. Deixar em repouso por cinco a dez minutos.

6. Inocular o meio de cultura com algumas gotas da suspensão descontaminada, com pipeta 
Pasteur estéril ou micropipeta com ponteira estéril.

Realização do teste de MPT64 para confirmação de CMTB

 O teste de MPT64 é mais indicado para a confirmação de CMTB do que o uso do 
meio com PNB, por ser uma prova mais sensível. O meio com PNB pode ser utilizado caso 
o laboratório não tenha recursos para a compra do MPT64.

Procedimento:

 » abrir o pacote do dispositivo e identificar com o número/nome do paciente;

 » adicionar 200 µL de tampão de extração a um tubo de vidro estéril;

 » ressuspender de três a quatro colônias de cultura sólida no tampão de extração; e

 » verter o volume total na cavidade S do dispositivo e interpretar em até 15 min.

Interpretação dos resultados:

O dispositivo do teste possui uma letra T e uma letra C na superfície do cassete indicando, 
respectivamente, a linha “teste” e a linha “controle”. Essas linhas não são visíveis antes 
da testagem da amostra. A linha C, utilizada para “controle do procedimento”, deve 
aparecer sempre que o procedimento do teste for realizado corretamente.

Quadro 18 –  Interpretação dos resultados do teste de MPT64 para confirmação de 
Complexo M. tuberculosis

LINHA C LINHA T INTERPRETAÇÃO

Visível Não visível Não reagente para M. tuberculosis

Visível Visível Reagente para M. tuberculosis

Não visível Não visível Teste inválido, repetir

Fonte: Autoria própria.

Interpretação do tubo com PNB:

Situação 2A: após sete dias de incubação, havendo visualização de mais de 20 colônias de 
cor creme e rugosas, em um ou mais dos tubos com meio LJ ou OK, e ausência de colônias 
no tubo com meio LJ-PNB ou OK-PNB, consultar a escala semiquantitativa para a inter-
pretação dos resultados, levando em conta o número de colônias visualizadas. A seguir:

 » registrar todas as informações observadas no GAL ou formulário específico;

 » separar o tubo com meio LJ ou OK com crescimento e encaminhar para o TS, caso 
atenda aos critérios de realização; e

 » emitir o resultado como “Cultura positiva para complexo M. tuberculosis (CMTB).”



194

MINISTÉRIO DA SAÚDE | MANUAL DE RECOMENDAÇÕES PARA O DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DE TUBERCULOSE E 
MICOBACTÉRIAS NÃO TUBERCULOSAS DE INTERESSE EM SAÚDE PÚBLICA NO BRASIL

Situação 2B: após sete dias de incubação, havendo visualização de menos de 20 colônias de 
cor creme e rugosas, em um ou mais dos tubos com meio LJ ou OK, e ausência de colônias 
no tubo com meio LJ-PNB ou OK-PNB, consultar a escala semiquantitativa para a interpre-
tação dos resultados, levando em conta o número de colônias visualizadas. A seguir:

 » registrar todas as informações observadas no GAL ou no formulário específico;

 » avaliar se o caso exige a realização imediata de TS. Se for um caso muito urgente 
encaminhar para o TS, mesmo tendo a cultura com menos de 20 colônias, o que 
não é recomendado normalmente para realização de TS;

 » lembrar que o subcultivo não é indicado para a realização de TS. Não adianta 
aumentar a massa bacilar para fazer o TS, uma vez que é importante manter-se 
a representatividade de colônias possivelmente sensíveis e resistentes a drogas, 
quando da realização do TS; e

 » emitir o resultado como “Cultura positiva para Complexo M. tuberculosis (CMTB).”

Situação 2C: havendo visualização de mais de 20 colônias com ou sem pigmento, lisas, 
opacas ou brilhantes, em um ou mais dos tubos com meio LJ ou OK e no tubo com meio 
LJ-PNB ou OK-PNB antes ou após sete dias de incubação:

 » registrar todas as demais informações observadas no GAL ou formulário específico;

 » separar um dos tubos com meio LJ ou OK e encaminhar para a identificação e MIC, 
se atender aos critérios de realização; e

 » emitir o resultado “Cultura positiva para BAAR, sugestiva de MNT.”

Situação 2D: havendo visualização de menos de 20 colônias com ou sem pigmento, lisas, 
opacas ou brilhantes, em um ou mais dos tubos com meio LJ ou OK e no tubo com meio 
LJ-PNB ou OK-PNB, antes ou após sete dias de incubação:

 » registrar todas as demais informações observadas no GAL ou no formulário 
específico;

 » separar um dos tubos com meio LJ ou OK e realizar subcultivo antes de encaminhar 
para a identificação e MIC, se atender aos critérios de realização;

 » emitir o resultado “Cultura positiva para BAAR, sugestiva de MNT”; e

 » para a situação 2D, se o isolamento dessas colônias foi a partir de amostra colhida 
de sítio não estéril, solicitar novas amostras (três isolados de um mesmo tipo de 
amostra). Esse procedimento é para verificar se o isolamento de colônias de mico-
bactérias indica uma contaminação, uma colonização temporária ou se representa 
um possível quadro clínico de micobacteriose.

Caso todos os tubos estejam contaminados, deve-se informar o resultado como “Cultura 
contaminada.” A cultura não pode ter continuidade apenas com o tubo com meio OK-PNB 
ou LJ-PNB.

Em todas as situações, realizar a identificação conforme descrito no capítulo 8. Se o labo-
ratório não estiver habilitado a realizar a identificação, encaminhar para um laboratório 
de referência, conforme descrito no capítulo 1.
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7.8 Subcultivo

Consiste na preparação de uma suspensão bacteriana a partir de uma cultura com raras 
colônias que serão inoculadas em meios com LJ ou OK, cujo objetivo é aumentar a massa 
bacteriana, pois, para realizar as provas de identificação das espécies de micobactérias, é 
necessário um crescimento abundante.

Precauções:

 » realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biossegurança como as BPL e 
o uso de EPI adequados, conforme descrito no capítulo 3. Abrir um tubo de cultura 
de cada vez, com cuidado para evitar a formação de aerossóis.

Equipamentos:

 » CSB;

 » estufa bacteriológica a 36°C ± 1°C;

 » pipetador automático ou manual; e

 » agitador mecânico.

Reagentes:

 » água destilada estéril;

 » solução de álcool a 70%; e

 » solução de NaClO 1%.

Insumos:

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

 » bandeja de metal;

 » tubos de ensaio 20 x 150 mm, de paredes reforçadas, com tampa de rosca, conten-
do 10 pérolas de vidro, estéreis;

 » estante para os tubos de ensaio estéril 20 x 150 mm;

 » gaze estéril em pedaços;

 » pipetas estéreis de 1 ml;

 » alça bacteriológica descartável estéril;

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

 » recipiente plástico de boca larga para o material ser autoclavado e descartado;

 » meios de cultura: dois tubos com meio LJ ou OK;

 » bandeja de polipropileno com furos para a circulação do ar, para incubação dos 
tubos semeados; e

 » saco plástico autoclavável para acondicionamento dos recipientes de descarte.

Procedimentos de organização
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Realizar os procedimentos de 1 a 3 fora da CSB

1. Identificar o número da cultura nos tubos de meios com LJ ou OK e no tubo de ensaio com pérolas.

2. Preparar a CSB conforme descrito no capítulo 13.

3. Organizar os tubos de cultura observando a correspondente identificação do número de 
registro no tubo de ensaio com pérolas e nos tubos de meios de cultura. Colocar os tubos 
de ensaio com pérolas e os de meio de cultura em uma mesma estante.

Realizar os procedimentos de 4 a 5 dentro da CSB

4. Organizar os materiais que serão utilizados em um dos lados da bancada da CSB e colocar 
os recipientes de descarte, conforme descrito no capítulo 3.

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

Procedimentos de realização

Realizar os procedimentos de 1 a 6 dentro da CSB

1. Transferir, com alça bacteriológica descartável estéril, ou swab estéril, algumas colônias da 
cultura para um tubo de ensaio com pérolas e 1 ml de água destilada estéril.

2. Homogeneizar em agitador mecânico.

3. Manter em repouso por dez minutos.

4. Semear com pipeta estéril 0,1 ml da suspensão em dois tubos com meio LJ ou OK. No caso 
de existir água de condensação nos tubos de meio de cultura, desprezá-la sobre gaze ou 
papel de filtro antes de semear.

5. Fechar os tubos com meio de cultura sem rosquear a tampa até o fim e colocá-los na estante.

6. Realizar a limpeza, a descontaminação da bancada e o descarte do material contaminado 
de acordo com as instruções descritas no capítulo 3.

Realizar os procedimentos de 7 a 10 fora da CSB

7. Retirar os tubos de meios de cultura semeados da estante e movimentar cada um deles de 
modo que o inóculo banhe a superfície do meio.

8. Acondicionar os tubos de meios de cultura, inclinados em uma bandeja de polipropileno, 
de maneira que o lado da tampa fique ligeiramente mais alto e com a superfície do meio 
voltada para cima. Cuidar para não sobrepor os tubos evitando acidentes ao transportar a 
bandeja. Identificar a data de semeadura na bandeja.

9. Realizar a incubação dos tubos de meio de cultura semeados, conforme descrito no item 
7.6 desse capítulo.

10. Realizar a leitura das culturas conforme descrito no item 7.7 desse capítulo.

7.9 Sistemas automatizados de cultura

Os sistemas comerciais automatizados de cultura líquida são compostos por:

 » um frasco contendo meio de cultura com um sensor interno que pode ser colorimé-
trico, fluorimétrico ou de pressão, de acordo com o fabricante;

 » um suplemento antibiótico e de enriquecimento; e
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 » uma incubadora para acondicionamento dos frascos inoculados com as amostras 
clínicas que monitoram de forma contínua a detecção do crescimento bacteriano.

Podem ser usados para a maioria das amostras clínicas e apresentam a vantagem de serem 
mais sensíveis do que a cultura em meio sólido e de detectar precocemente o crescimento 
bacteriano, contribuindo para agilizar o diagnóstico de micobactérias.14,15,16,18

7.9.1 Procedimento de inoculação

Precauções:

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

 » dependendo do sistema comercial escolhido, amostras de sangue, aspirado de 
medula óssea e urina não poderão ser processadas, sendo que cada fabricante es-
clarece essas características. O pré-tratamento das amostras clínicas segue as mes-
mas recomendações para os métodos clássicos e a fluidificação/descontaminação 
das amostras deve ser realizada, preferencialmente, pelo método de NALC-NaOH. 
Recomenda-se semear em paralelo um tubo com meio LJ.

Observações:

 » as fórmulas para o preparo dos reagentes de fluidificação/descontaminação e do 
meio de cultura LJ estão descritas no anexo desse capítulo, e a solução de álcool a 
70% e solução de NaClO a 1%, no capítulo 3.

Equipamentos:

 » CSB;

 » sistema de incubação e detecção automática a 36°C ±1°C;

 » estufa bacteriológica convencional a 36°C ± 1°C; e

 » micropipetas automáticas.

Reagentes:

 » suplemento de enriquecimento (de acordo com o fabricante);

 » suplemento antibiótico liofilizado (de acordo com o fabricante);

 » solução salina estéril;

 » água destilada estéril;

 » solução de álcool a 70%;

 » solução de NaClO a 1%; e

 » solução tampão fosfato pH 6,8.

Insumos:

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

 » bandeja de metal;

 » estante para tubos de centrífuga de 30 ml e 50 ml;
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 » amostras clínicas já descontaminadas (quando necessário) em tubos de 50 ml, com 
tampa de rosca;

 » criotubos;

 » ponteiras com barreiras estéreis;

 » gaze estéril em pedaços;

 » recipiente à prova de respingos contendo solução de NaClO a 1% em um volume 
que ocupe 2 cm do frasco. Por exemplo: um funil de vidro acoplado à boca de um 
frasco Erlenmeyer ou de um balão de vidro (corpo largo e boca estreita);

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

 » recipiente plástico de boca larga para o material ser autoclavado e descartado;

 » meio de cultura sólido: um tubo com meio LJ ou OK;

 » frascos com meio de cultura líquido específico de cada sistema;

 » bandeja de polipropileno com furos para a circulação do ar e para incubação dos 
tubos semeados;

 » lâminas de vidro; e

 » saco plástico autoclavável para acondicionamento dos recipientes de descarte.

Procedimentos de organização:

 » realizar as orientações de pré-tratamento das amostras conforme descrito no item 
7.4.1 desse capítulo, e realizar a etapa de descontaminação pelo método NALC-
NaOH, conforme descrito no item 7.5.2 desse capítulo.

Realizar os procedimentos de 1 a 7 fora da CSB

1. Separar os frascos de meio líquido de acordo com o número de amostras a ser inoculadas 
e deixar à temperatura ambiente de 30 a 60 minutos antes da inoculação.

2. Todas as amostras clínicas que foram descontaminadas pelo método NALC-NaOH devem 
estar nos tubos de centrífuga de 50 ml, devidamente identificadas com o número de regis-
tro e colocadas em uma estante. Ressuspender o sedimento com solução tampão fosfato 
pH 6,8 até um volume final de 1 a 3 ml.

3. Identificar com o número de registro as amostras clínicas que não necessitam de 
descontaminação.

4. Identificar com o mesmo número de registro das amostras clínicas as lâminas, os frascos de 
meio líquido e os tubos com meio LJ correspondentes.

5. Cadastrar os frascos de meio líquido no sistema de incubação e detecção automática, pelo 
código de barras, de acordo com instruções do fabricante.

6. Preparar a CSB, conforme descrito no capítulo 13.

7. Reconstituir o suplemento antibiótico com o suplemento de enriquecimento, dissolvendo 
com cuidado o liofilizado. Atenção: aliquotar o suplemento antibiótico reconstituído em 
criotubos, uma vez que a validade é de sete dias quando guardado em refrigeração (2°C a 
8°C). Marcar a data de validade em cada criotubo,



199

7 CULTURA

Realizar os procedimentos de 8 a 10 dentro da CSB

8. Organizar os materiais que serão utilizados em um dos lados da bancada da CSB e colocar 
os recipientes de descarte, conforme descrito no capítulo 13.

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

10. Colocar as amostras de acordo com o número de ordem de registro, atrás da bandeja.

     Procedimentos de realização:

Realizar os procedimentos de 1 a 10 dentro da CSB

1. Colocar em cima da bandeja de metal a estante com as amostras previamente desconta-
minadas e/ou as amostras estéreis.

2. Desinfetar os frascos de meio líquido com solução de álcool a 70% e deixar secar à tem-
peratura ambiente.

3. Adicionar com micropipeta o volume adequado do suplemento antibiótico reconstituído 
com o suplemento de enriquecimento a cada frasco de meio líquido.

4. Inocular assepticamente, com micropipeta, o volume de amostra recomendado pelo fabri-
cante, no frasco de meio líquido.

5. Inocular assepticamente, com micropipeta, a amostra previamente descontaminada ou a 
amostra não estéril em um tubo com meio LJ.

6. Preparar o esfregaço da baciloscopia concentrada depositando duas gotas do sedimento 
na lâmina.

7. Antes de colocar no sistema de incubação e detecção automática, desinfetar os frascos de 
meio líquido com solução de álcool a 70% e deixar à temperatura ambiente por 30 minutos.

8. Colocar os tubos de meio líquido inoculados no sistema automatizado, de acordo com as 
instruções do manual do fabricante.

9. Fechar os tubos de meio de cultura LJ sem rosquear a tampa até o fim e colocar esses tubos 
na estante.

10. Realizar a limpeza, a descontaminação da bancada e o descarte do material contaminado 
de acordo com as instruções descritas no capítulo 3.

Realizar os procedimentos de 11 a 15 fora da CSB

11. Retirar os tubos com meio LJ semeados da estante e movimentar cada um deles de modo 
que o inóculo banhe a superfície do meio.

12. Acondicionar os tubos de LJ, inclinados em uma bandeja de polipropileno, de maneira que 
o lado da tampa fique ligeiramente mais alto e com a superfície do meio voltada para cima.

13. Incubar na estufa a 36°C (± 1°C) os tubos com meio LJ inclinados.

14. Realizar a incubação dos tubos de meio LJ semeados, conforme descrito no item 7.6 desse 
sapítulo.

15. Realizar a leitura das culturas conforme descrito no item 7.7 para os meios LJ e item 7.9.3 
para os meios líquidos desse capítulo.



200

MINISTÉRIO DA SAÚDE | MANUAL DE RECOMENDAÇÕES PARA O DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DE TUBERCULOSE E 
MICOBACTÉRIAS NÃO TUBERCULOSAS DE INTERESSE EM SAÚDE PÚBLICA NO BRASIL

7.9.2 Procedimento de inoculação

Após a realização das etapas de pré-tratamento, fluidificação/descontaminação e semea-
dura (inoculação) nos meios de cultura líquidos, incubá-los em temperaturas apropriadas 
e constantes, durante o tempo necessário ao desenvolvimento de micobactérias. Seguir o 
protocolo do fabricante.

1. Colocar os frascos no sistema de incubação e detecção automática, onde serão monitora-
dos continuamente, segundo recomendações do fabricante.

ATENÇÃO: nos sistemas automatizados que aceitam amostras de sangue, os frascos 
de meio líquido inoculados com essas amostras deverão permanecer incubados, se-
gundo recomendações do fabricante.

2. Quando o sistema de incubação e detecção automatizada acusar que um frasco de meio 
líquido é positivo, retirar do sistema no mesmo dia e proceder segundo as recomendações.

3. Retirar todos os frascos negativos após 42 dias de incubação e proceder seguindo o item 
7.9.3.

7.9.3 Leitura dos resultados nos sistemas automatizados

A detecção automatizada do sistema indicará a existência ou não do crescimento bacte-
riano sinalizando o frasco de meio de cultura como positivo. Em todos os frascos de meio 
líquido, detectados como positivos, confirmar a presença de BAAR pela realização da 
baciloscopia, conforme descrita no capítulo 6.

1. Registrar e liberar os resultados negativos no sistema GAL, ou em sistema próprio, e no 
livro de registro, se houver.

2. Os tubos com resultados positivos devem ser separados em uma estante para que o resul-
tado positivo seja confirmado, com identificação pelo teste MPT64, descrito no capítulo 8.

3. Sendo confirmado o resultado positivo para CMTB pelo teste MPT64, registrar e liberar os 
resultados no sistema GAL, ou em sistema próprio, e no livro de registro, se houver.

4. Se o resultado do teste MPT64 for negativo para CMTB, seguir o procedimento de identi-
ficação de outras micobactérias do capítulo 8.

5. Após a realização do teste MPT64, realizar um esfregaço em lâmina e semear em meio 
de cultura sólido e enriquecido, como o ágar sangue, ágar triptona de soja (TSA) ou ágar 
infusão cérebro e coração (BHI). Incubar por 48 horas e realizar a leitura.

Procedimentos de realização da baciloscopia:

Realizar o procedimento 1 a 2 dentro da CSB

1. Retirar, com auxílio de uma pipeta Pasteur estéril, uma pequena alíquota do crescimento 
bacteriano do fundo do tubo.

2. Preparar um esfregaço para a baciloscopia, depositando uma gota sobre a lâmina de vidro.

Realizar os procedimentos 3 a 4 fora da CSB

3. Manter o tubo de meio líquido em estufa bacteriológica a 36°C ± 1°C, enquanto se aguar-
da o resultado da baciloscopia.

4. Realizar a limpeza e descontaminação da CSB e o descarte dos tubos de meio líquido e do 
material contaminado, conforme descrito no capítulo 3.
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Interpretação dos resultados após realização do MPT64, baciloscopia da cultura positiva 
e leitura do ágar sangue:

1. Se confirmada a presença de BAAR e a leitura em meio sólido enriquecido (ágar sangue, 
BHI, TSA) der negativa, é confirmado que a cultura não está contaminada.

2. Realizar o teste MPT64 para confirmar se é CMTB.

3. Se confirmada a presença de BAAR e a leitura em meio sólido enriquecido (ágar sangue, 
BHI, TSA) der positiva, é confirmado que a cultura está positiva e contaminada. Se a cultu-
ra tem >10 dias de incubação, liberar o resultado como cultura mista: positiva para CMTB 
e presença de contaminação.

4. Se confirmada a presença de BAAR e a leitura em meio sólido enriquecido (ágar sangue, 
BHI, TSA) der positiva, é confirmado que a cultura está positiva e contaminada. Se a cul-
tura tem ≤10 dias de incubação, realizar o procedimento de descontaminação da cultura 
descrito no item 7.5.2 desse capítulo.

5. Se a leitura em meio sólido enriquecido (ágar sangue, BHI, TSA) der positiva e não houver 
presença de BAAR, é confirmado que a cultura está contaminada. Liberar o resultado 
como cultura contaminada.

6. Se não houver presença de BAAR e a leitura em meio sólido enriquecido (ágar sangue, 
BHI, TSA) der negativa, verifique visualmente se há presença de algum crescimento (tur-
vação do tubo ou colônias no fundo do tubo).

7. Manter o tubo incubado por mais três dias e repetir a baciloscopia.

8. Se houver presença de BAAR, confirmar cultura positiva para CMTB.

9. Se não houver presença de BAAR, confirmar cultura contaminada.

Encaminhamento do tubo de cultura positiva para testes complementares:

1. Para culturas positivas:

a. CMTB: encaminhar para TS; e

b. MNT: encaminhar para identificação de espécie.

2. Descartar o tubo em caso de cultura contaminada.

7.10 Controle de qualidade da cultura

7.10.1 Controle interno da qualidade da cultura

A garantia da qualidade com relação à cultura de micobactérias é um sistema projetado 
para melhorar continuamente a confiabilidade, a eficiência e o uso dessa metodologia 
nos serviços que a realizam.

O CIQ da cultura é um dos componentes do SGQ e é de responsabilidade de cada labora-
tório que executa as técnicas.

No Anexo E estão descritos modelos de formulários para acompanhar os procedimentos 
relativos ao CIQ da cultura.19 Esses documentos devem ser mantidos em lugar acessível 
no laboratório para uma consulta fácil, e qualquer mudança deve ser registrada pelo 
profissional responsável.
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7.10.1.1 Controle interno da qualidade dos meios de cultura LJ e OK

Normalmente os meios de cultura para micobactérias utilizados nos laboratórios da rede 
pública são LJ ou OK, preparados pelo próprio laboratório. Cada novo lote de meios 
deve ser submetido ao CIQ, antes de ser utilizado na rotina, considerando o processo de 
produção, os aspectos macroscópicos, o controle de esterilidade e a microbiologia dos 
meios prontos.

O laboratório deve organizar e estabelecer um cronograma de produção e CIQ dos meios 
de cultura capaz de evitar a interrupção no suprimento e prejuízos à rotina do diagnósti-
co. Uma boa prática é reservar  tubos de meios de cultura aprovados pelo CIQ para semear 
as amostras clínicas de rotina enquanto está sendo realizado o CIQ do novo lote de meios.

As recomendações quanto ao preparo dos meios de cultura estão descritas no Anexo 
A desse capítulo: qualidade dos ovos, homogeneização, volume e agitação durante a 
distribuição nos tubos, inclinação da bandeja do coagulador, temperatura e tempo de 
coagulação. Outras considerações são importantes ressaltar: utilizar produtos químicos 
de qualidade analítica certificada, vidraria limpa e esterilizada e seguir estritamente as 
instruções para preparação. Os formulários para registrar as atividades da produção dos 
meios de cultura estão descritos no Anexo D desse capítulo.

Os meios de cultura em processo de CIQ devem ser devidamente acondicionados em local 
separado dos meios de cultura já aprovados.

No período em que o lote dos meios de cultura estiver sendo testado, ele deverá ser 
guardado ao abrigo da luz, acondicionados em recipientes fechados com etiqueta externa 
contendo as informações do nome do meio, número do lote, data de fabricação e a 
advertência: “CIQ em andamento.”

Os itens a seguir orientam para um roteiro de monitoramento do CIQ dos meios de cultura 
produzidos pelo laboratório:

 » (1º) Produção do lote de meio de cultura.

 » (2º) Avaliação dos aspectos macroscópicos.

 » (3º) Controle de esterilidade.

 » (4º) Controle microbiológico.

Ao final da análise, o lote pode ser ou não aprovado para uso na rotina do laboratório.

Aspectos macroscópicos:

Após a coagulação, os meios de cultura devem ser avaliados quanto ao aspecto macroscó-
pico. Descartar os tubos de meios que estiverem fora dos critérios especificados a seguir:

Cor: considera-se normal quando a coloração é homogênea. Diferença de coloração entre 
os tubos de um mesmo lote de meios de cultura evidenciam que a homogeneização não 
foi completa durante a preparação. Uma coloração mais clara pode indicar alcalinidade 
do meio, menor concentração e/ou solução não fresca do verde malaquita ou resíduo de 
detergente no tubo. Uma coloração mais intensa pode indicar acidez do meio ou maior 
concentração de verde malaquita.

Consistência: o meio de cultura deverá estar firme e aderido às paredes do tubo de tal 
forma que não se rompa no momento da semeadura, especialmente com o uso do swab. 
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Os meios com consistência mole são produtos de mistura inadequada dos componentes 
e/ou do tempo ou temperatura da coagulação insuficiente.

Volume e inclinação: o volume ideal para um tubo de 20 x 150 mm é aquele que permite 
que, após a coagulação, o tubo tenha 1 cm na parte inferior preenchido com meio e o 
restante distribuído em bisel, com espaço suficiente para uma boa leitura visual, terminan-
do a 2 cm da rosca. Para que isso aconteça, é preciso acertar o volume envasado no tubo 
com a inclinação da bandeja do coagulador. A Figura 19 mostra a proporção do volume 
distribuído e a inclinação do tubo no momento da coagulação.20,21

Figura 19 – Meio de cultura com distribuição do meio e volumes corretos

Fonte: INS, 2001.

Textura: durante a distribuição do meio nos tubos de ensaio recomenda-se uma agitação 
constante para manter o meio homogeneizado, e a agitação deve ser suave para evitar a 
formação de bolhas de ar. Mesmo com esse cuidado, se após a coagulação houver orifícios 
e irregularidades na superfície do meio, é indicação de que a temperatura de coagulação 
foi superior a 80°C e a qualidade do meio está comprometida.

7.10.1.2 Controle de esterilidade

É o procedimento utilizado no laboratório para monitorar a esterilidade dos reagentes 
e insumos utilizados na produção dos meios de cultura e, assim, verificar a presença de 
contaminantes que prejudiquem o crescimento de micobactéria. Considera-se “contami-
nação” a presença de microrganismos que produzem enzimas proteolíticas capazes de 
liquefazer o meio que contém ovos, alterando a cor e a consistência do meio. A presença 
de alguns fungos só será percebida ao final de duas semanas. Para realizar os testes, fazer 
os procedimentos a seguir.

1. Incubar todo o lote de meios produzidos por 48 horas a 36°C ± 1°C, para verificar a ausên-
cia de bactérias e deixar 1% do lote até completar duas semanas para verificar a ausência 
de fungos.

2. Afrouxar as tampas de rosca para proporcionar a secagem da água de condensação for-
mada durante a coagulação.

3. Havendo ausência de contaminação, o lote será considerado “aprovado pelo controle de 
esterilidade”.

4. Havendo contaminação total dos meios, o lote deverá ser considerado “reprovado pelo 
controle de esterilidade” e imediatamente descartado.

5. Caso ocorra contaminação parcial do lote, descartar os tubos contaminados e reincubar 
os outros por mais 24 horas. Após esse período, não havendo contaminação, o lote é 
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considerado “aprovado pelo controle de esterilidade”; se houver contaminação, o lote é 
considerado “reprovado pelo controle de esterilidade” e imediatamente descartado.

6. O lote de meios “aprovados pelo controle de esterilidade” é encaminhado para o controle 
microbiológico.

7.10.1.3 Controle microbiológico

O controle microbiológico do meio de cultura utiliza cepas de referência e mede a capa-
cidade do meio de cultura em proporcionar crescimento de micobactérias, avaliado pelo 
número de unidades formadoras de colônias e tempo de desenvolvimento das colônias, 
estabelecidas como critérios de desempenho do meio de cultura.

Cepas de referência

São culturas de microrganismos, padrão da descrição original da espécie, devidamente 
classificados segundo suas características qualitativas, a partir das quais novas espécies 
são descritas. São fornecidos por instituições de reconhecimento internacional: American 
Type Culture Colection (ATCC – EUA) e National Collection of Type Cultures (NCTC – Reino 
Unido). São utilizadas para controlar o desempenho e a qualidade de testes laboratoriais, 
de meios de cultura e reagentes, pois mantêm sua estabilidade genética assegurada, des-
de que bem conservados e manipulados no laboratório. No capítulo 11, são apresentadas 
as recomendações para conservação e manutenção. Também chamadas cepas-controle, 
amostras-tipo ou cepas-padrão.

A cepa de referência a ser utilizada no teste depende do meio de cultura que está sendo 
testado. Para aferir os meios LJ ou OK utilizados para isolamento de micobactérias em 
geral, utiliza-se cepas de M. tuberculosis H37Rv ou M. tuberculosis H37Ra. Para os meios 
com piruvato de sódio, a cepa utilizada é a de M. bovis, e para meios com adição de citrato 
férrico amoniacal, é M. haemophilum.

Procedimentos de realização:

Realizar os procedimentos do controle microbiológico dentro da CSB. Os procedimentos 
para preparação da escala McFarland estão descritos no item G do Anexo B desse capítulo.

1. Após a aprovação no item de controle de esterilidade, separar seis tubos do lote de meios 
em estudo, escolhidos ao acaso, para ser testado pelo controle microbiológico.

2. Preparar a suspensão da cepa referência, padronizada pela turvação da escala 1 de 
McFarland, a partir de um crescimento em meio sólido, em fase logarítmica (média de 21 
dias).

3. Retirar com alça bacteriológica descartável estéril o maior número possível de colônias 
para ser representativa.

4. Transferir para um tubo de ensaio com tampa de rosca, 20 x 150 mm (de paredes refor-
çadas), contendo dez pérolas de vidro, estéreis e 0,5 (até 1 ml) de água destilada estéril.

5. Homogeneizar em agitador mecânico por 20 a 30 segundos.

6. Manter em repouso por dez minutos para sedimentar os grumos maiores.

7. Transferir, com pipeta estéril, o sobrenadante para outro tubo de ensaio estéril, tendo 
cuidado para não levar os grumos.
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8. Ajustar a turvação da suspensão da cepa de referência com a turvação da escala 1 de 
McFarland utilizando água destilada estéril, gota a gota.

9. A partir dessa suspensão padronizada, efetuar seis novas diluições em escala decimal: 
identificar seis tubos de ensaio de 20 x 150 mm e com tampa de rosca, estéreis, como 10-1, 
10-2, 10-3, 10-4, 10-5 e 10-6.

10. Colocar 9 ml de água destilada estéril em cada um deles.

11. Transferir 1 ml da suspensão-padrão para o tubo 10-1, agitar no agitador mecânico.

12. Trocar a pipeta e seguir as diluições, transferindo 1 ml para o tubo 10-2 e assim sucessiva-
mente até o tubo 10-6. Para cada diluição, utilizar novas pipetas estéreis.

13. Identificar dois tubos do lote de meios em estudo como 10-3, dois tubos como 10-5 e dois 
como 10-6 e inocular 0,1 ml das diluições nesses tubos.

14. Acondicionar os tubos de meios inoculados em bandeja de polipropileno, inclinados de 
maneira que o lado da tampa fique ligeiramente mais alto e com a superfície do meio 
voltada para cima.

15. Incubar em estufa bacteriológica a 36°C ± 1°C por 48 horas, após fechar as tampas comple-
tamente, e aguardar na estufa.

16. Após 20 dias, realizar a leitura dos tubos de cada diluição e registrar as contagens corres-
pondentes ao número de unidades formadoras de colônias (UFC). Obter a média das UFC, 
de forma separada para cada diluição.

Interpretação dos resultados

Após obter a média do número de UFC em cada diluição, para o crescimento nos meios 
de cultura em estudo, deve-se interpretá-los comparando com o número de UFC esperado 
para cada diluição, como segue:

 » tubo 10-3: crescimento confluente de colônias (incontáveis);

 » tubo 10-5: crescimento de 50 a 150 UFC (colônias contáveis); e

 » tubo 10-6: crescimento de 1 ou 2 UFC.

O lote de meios de cultura será considerado “aprovado pelo controle microbiológico” 
quando a média das UFC forem compatíveis com as médias das UFC esperadas.

O lote deve ser etiquetado: “Aprovado pelo CIQ”, assim como as demais identificações, 
com nome do produto, número do lote, data de fabricação e de validade e as condições 
de armazenamento e conservação.

Se nesse período não houver crescimento de nenhuma colônia, ou raras colônias no tubo 
10-3, o lote em estudo não está satisfatório e é identificado como “lote não aprovado,” 
não podendo ser utilizado no processamento de amostras clínicas.

Registrar o resultado do CIQ do meio sólido no formulário de CIQ dos meios apresentado 
no Anexo D.

7.10.1.4 Meios de cultura LJ/OK comerciais

No Brasil, existem meios de cultura LJ/OK comercialmente produzidos. É importante que 
o produto seja registrado na Anvisa e, no caso da aquisição, o fabricante deve apresentar 
documento da certificação de qualidade para a produção.
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Para uso na rede de laboratórios de diagnóstico de TB, recomenda-se que eles sejam tes-
tados de acordo com o descrito nesse capítulo. Para cada lote do meio adquirido, deverá 
constar, em cada tubo, o nome do produto, o número do lote, a data de fabricação e de 
validade e as condições de armazenamento e de conservação. O CIQ deve ser realizado 
em cada lote de meio adquirido seguindo procedimento descrito no Anexo D.

7.10.1.5 Utilização e armazenamento do lote aprovado

A utilização do meio de cultura para uso em rotina de amostras clínicas deve ser somente 
após a liberação do CIQ, com aprovação.

O laboratório deve registrar no “Registro de cultura em meio sólido e teste de sensibi-
lidade,” para cada amostra semeada, o número do lote do meio utilizado. Essa prática 
assegura que qualquer irregularidade encontrada no lote testado pelo CQ possa servir 
para medidas corretivas na preparação dos próximos lotes de meios.

Os meios de cultura LJ e OK, quando armazenados dentro de sacos plásticos fechados para 
não desidratar, mantidos sob refrigeração (2°C-8°C) e ao abrigo da luz, têm validade de 
até três meses.24

No Anexo D desse capítulo está descrito o formulário que permite registrar individualmen-
te os lotes de meios de cultura deficientes e descartá-los.

7.10.2 Controle interno da qualidade do sistema automatizado

Para o CIQ dos sistemas automatizados de cultura e dos meios de cultura líquidos, a cada 
novo lote de tubos do meio de cultura um tubo deve ser inoculado com uma suspensão 
de M. tuberculosis H37Rv.

1. Preparar uma suspensão do microrganismo em caldo Middlebrook 7H9, a partir de cultu-
ras em meio sólido com menos de 15 dias de cultivo.

2. Deixar a suspensão em repouso por 20 minutos.

3. Transferir o sobrenadante para um tubo vazio estéril e deixar em repouso por mais 15 
minutos.

4. Transferir o sobrenadante para outro tubo vazio estéril.

5. Ajustar a suspensão para uma turbidez comparável a de 0,5 da escala McFarland.

6. Diluir a suspensão 0,5 da escala McFarland como se segue, para obter uma diluição de 
1:500:

 » adicione 1 mL da suspensão a 4 mL de salina estéril – diluição 1 (1:5);

 » adicione 1 mL da diluição 1 a 4 mL de salina estéril – diluição 2 (1:50); e

 » adicione 1 mL da diluição 2 a 4 mL de salina estéril – diluição 3 (1:500).

7. Preparar o tubo seguindo o procedimento normal de cultura no sistema automatizado.

8. Etiquetar o tubo como “controle positivo” e datar.

9. Inocular 0,5 ml da diluição 3 no tubo controle positivo do novo lote de meio.
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10. O tubo controle deve se tornar positivo entre seis a dez dias. Se o tubo de CQ não apresen-
tar o resultado esperado não utilize os tubos desse lote. Repita o teste de CQ e se falhar, 
contate o fabricante para troca do lote.

11. Registrar o resultado do CIQ do meio líquido no formulário apresentado no Anexo D.

7.10.3 Controle interno da qualidade dos reagentes da cultura

Para cada lote de produção ou aquisição dos reagentes utilizados na etapa de fluidifica-
ção/descontaminação da cultura, é importante monitorar a qualidade da preparação do 
reagente. As planilhas do CIQ dos reagentes estão descritas no Anexo E desse capítulo.

Qualidade da preparação do reagente

Devem constar no rótulo do reagente:

 » procedência (fabricante), número do lote do fabricante, data de preparo e data de 
validade;

 » pesagem, pH e dados do processo de esterilização em autoclave; e

 » depois de pronto e antes do uso, realizar o controle de esterilidade, semeando uma 
placa de ágar sangue (BHI ou TSA) e incubando a 36°C ± 1°C por 72 horas. Para 
aprovação, o lote não deverá apresentar crescimento de microrganismos.

Qualidade de uso diário

1. Aliquotar em volumes suficientes para um dia de trabalho e diariamente, antes do uso, 
comprovar que os reagentes apresentam as características macroscópicas de estabilidade 
e esterilidade.

Monitoramento das culturas

1. A observação de muitas amostras com resultados contaminados pode indicar que há pro-
blemas nos reagentes utilizados na descontaminação das amostras. A ausência de resulta-
dos positivos também pode sugerir problemas de qualidade dos reagentes utilizados na 
descontaminação.

7.10.4 Controle interno da qualidade do processamento das amostras

As recomendações e os formulários para o CQ do recebimento, da coleta e do transporte 
de amostras clínicas estão descritos no capítulo 5. A seguir, estão as recomendações que 
deverão ser seguidas durante o processamento das amostras clínicas para a cultura.22

Após o recebimento e o registro, mantê-las em ordem sistemática para a descontamina-
ção, processando em primeiro lugar as amostras provenientes de sítios estéreis e, depois 
delas, as amostras consideradas possíveis fontes de contaminação.

 » O número de amostras a serem processadas deve ser capaz de assegurar tranquili-
dade e segurança para o profissional que está manipulando. É recomendável colo-
car as amostras que serão processadas naquele momento dentro de uma bandeja 
e então levá-las até a CSB.

 » Durante a etapa de fluidificação/descontaminação controlar estritamente o tempo 
de contato entre o reagente e a amostra, de acordo com o método padronizado, 
pois um tempo demasiado curto resulta em aumento da taxa de contaminação, e 
tempo demasiado longo resulta em perda da viabilidade do bacilo.
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 » Para evitar a transferência de bacilos de uma amostra para outra, recomenda-se 
utilizar os reagentes aliquotados em quantidades suficientes para um dia de traba-
lho. Não reutilizar os reagentes de um dia para o outro.

 » Não abrir mais de um pote de amostra de cada vez, assim como não tocar com a 
pipeta na borda dos tubos no momento da transferência do material.

 » Fazer o descarte do sobrenadante com movimentos cautelosos para não respingar 
fora do frasco de descarte.

 » Observar que não devem ser manipuladas em um mesmo momento amostras clí-
nicas para a descontaminação e os subcultivos de culturas positivas. O laboratório 
deve se organizar de modo que esses procedimentos possam ser realizados em 
turnos diferentes ou em CSB separadas.

 » Verificar a velocidade alcançada pela centrífuga (3.000 x g) e o tempo indicado pela 
técnica em uso, bem como se certificar de que a centrífuga seja refrigerada para 
não afetar a viabilidade dos bacilos. As condições de 3.000 x g por 15 minutos é a 
recomendada para obter uma boa recuperação de micobactérias, que têm baixo 
peso específico.

 » Verificar a temperatura da estufa bacteriológica que deve ser de 36°C ± 1°C, em 
que as flutuações não devem exceder 35°C-37°C. Os termômetros, no interior da 
estufa, devem estar em lugares facilmente visíveis e os registros diários devem ser 
monitorados.

Procedimentos de realização do CIQ da cultura

1. Um tubo de meio, sem inoculação de amostra, será o tubo de controle negativo.

2. Incluir, diariamente, um controle negativo no meio do lote de amostras processadas para 
verificar se não houve contaminação dos reagentes utilizados e se não houve transferên-
cia de BAAR de uma amostra para outra.

3. O controle negativo deve ser processado da mesma forma que as amostras clínicas.

4. O controle negativo é incluído nos métodos que utilizam meios sólidos ou meios líquidos.

5. Se ocorrer crescimento de BAAR ou outro microrganismo no controle negativo, o proces-
samento das amostras do dia é rejeitado no CQ, registrado no formulário de CIQ da cultura 
e informado ao supervisor do laboratório. As amostras desse dia devem ser monitoradas 
avaliando-se cuidadosamente os resultados.

Avaliar as possíveis causas de erro:

 » observar a prática do técnico que processou as amostras para ver se há algum fator 
que contribua para a contaminação, como, por exemplo, má organização do mate-
rial dentro da CSB, produção de respingos ao adicionar os reagentes, abrir os tubos 
sem aguardar o tempo recomendado após a agitação no agitador mecânico etc.; e

 » verificar visualmente todos os reagentes usados e inocular em ágar sangue (BHI ou 
TSH), se houver suspeita de contaminação.

7.10.5 Organização do trabalho e qualidade dos registros

É responsabilidade do laboratório disponibilizar um técnico que não esteja diretamente 
envolvido com a semeadura e leitura das culturas para verificar uma vez por semana, 
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aleatoriamente, o registro das leituras.22 No Anexo D estão descritos formulários para 
controle e monitoramento dos registros e dos resultados das culturas.

Registros das leituras

 » Verificar se as culturas estão sendo revisadas sistematicamente: nas primeiras 48 
horas para detectar e registrar uma possível contaminação e, semanalmente, para 
detectar o mais rápido possível a positividade.

 » Em casos em que a temperatura exceda a 40°C, todos os resultados negativos para 
as culturas que estavam incubadas durante o ocorrido estão prejudicados. Se pos-
sível, solicitar novas amostras.

 » Constatar que sejam solicitadas novas amostras para os casos em que foram consi-
deradas irrecuperáveis por contaminação.

 » Registrar os resultados de contaminação de cada tubo da cultura para que o moni-
toramento da eficácia do processo de fluidificação/descontaminação seja avaliado 
com o cálculo da porcentagem de contaminação.

 » Verificar se as seguintes anotações estão presentes: data da leitura, características 
das colônias dos resultados positivos, culturas negativas, contaminação parcial e 
total da cultura (para cada tubo semeado) e data da emissão do laudo.

 » Caso seja possível, recomenda-se elaborar uma ficha individual para cada paciente 
que tenha resultado positivo em amostras semeadas para diagnóstico e a essa ficha 
serão adicionados todos os exames bacteriológicos realizados para esse paciente. 
Dessa maneira, é possível alimentar um banco de dados com informações, facili-
tando a detecção de possíveis problemas, como: pacientes que sistematicamente 
apresentam baciloscopia positiva com cultura negativa; e resultados discrepantes. 
Além disso, permitirá calcular vários indicadores, como contribuição da cultura no 
diagnóstico, porcentagem de micobacterioses etc.

7.10.6 Monitoramento dos resultados

O controle diário dos resultados permite fazer correções de forma precoce e serve de sinal 
de alerta que devem ser investigados imediatamente.22,23

Amostras com baciloscopia/TRM-TB positivo e com cultura negativa

 » Caso a amostra tenha sido coletada com o objetivo de controle de tratamento, o 
resultado pode refletir simplesmente que o paciente está eliminando bacilos inviá-
veis e que o tratamento está efetivo.

 » Caso a amostra tenha sido coletada com o objetivo de diagnóstico, verificar se 
esse tipo de resultado se repete e investigar o controle microbiológico do lote de 
meios de cultura em uso, a concentração e o tempo de contato do reagente des-
contaminante ou a temperatura da estufa bacteriológica a 36°C ± 1°C. Observar, 
também, se o limite aceitável não foi excedido. O erro também pode ter ocorrido 
no resultado da baciloscopia.

Amostras contaminadas

 » Caso tenha havido muito tempo entre a coleta e o processamento da cultura, 
corrigir o fluxo de rotina de trabalho do laboratório ou reorganizar o sistema de 
transporte de amostras.
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 » Já em caso de contaminações que se repetem em amostras do mesmo paciente, 
utilizar técnicas mais enérgicas de descontaminação.

Contaminações sistemáticas

Na situação em que várias contaminações ocorrerem em um mesmo dia, com todas as 
amostras descontaminadas ou com todas as amostras provenientes de um mesmo lugar, 
deve-se proceder da seguinte forma:

 » descartar os reagentes;

 » verificar os procedimentos técnicos de descontaminação;

 » observar se houve desvios das normas técnicas e se as correções técnicas foram 
feitas na ocasião em que essas foram detectadas;

 » organizar o transporte e a rotina de trabalho do laboratório no caso em que a 
demora no processamento seja consequência da demora desde a coleta; e

 » treinar o profissional que tenha sido identificado como o responsável pelo proces-
samento das amostras que contaminaram.

Contaminação cruzada

É a transferência acidental de microrganismo de uma amostra para outra processada em 
série no laboratório. A ocorrência de uma concentração de culturas positivas em sequên-
cia, em um curto período de tempo, é sinal de alerta para a investigação de uma possível 
situação de contaminação cruzada entre as culturas realizadas.

Um resultado falso-positivo pode ocorrer e ser registrado como tal quando uma amostra 
foi contaminada antes ou durante o processamento do exame por outros organismos 
álcool-ácido resistentes não originárias do paciente ou quando os registros do paciente 
ou os resultados de seus exames foram registrados de forma incorreta.

Uma cultura falso-positiva significa que o resultado de uma amostra proveniente de um 
paciente é declarado positivo, quando, na realidade, o paciente não tem doença por 
micobactéria.

ATENÇÃO: a contaminação cruzada poderá ocorrer devido a respingos ao se transferir 
o material, ao usar as soluções e pipetas ou repipetadores contaminados e ao abrir 
mais de um tubo com amostra, durante o processamento.

É preciso examinar com atenção alguns sinais típicos de que resultados falso-positivos 
estão ocorrendo, tais como:

 » aumento repentino no número de isolamentos de um determinado microrganismo;

 » não correlação entre os isolamentos e os sinais clínicos da doença;

 » discrepância entre os resultados da baciloscopia/TRM-TB e os resultados da cultura;

 » aparecimento de um grupo de positivos, quando uma amostra se torna positiva e 
alguns dias depois uma sequência de amostras se tornam positivas; e

 » quando uma ou várias amostras envolvidas no episódio resultaram em culturas com 
crescimento de raras colônias (menos de dez colônias) e tenham sido processadas 
imediatamente após uma amostra com baciloscopia/TRM-TB positivo.
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Quando essas situações ocorrem, verificar se:

 » os pacientes envolvidos nesse grupo de culturas positivas têm dados clínicos com-
patíveis com TB;

 » outras amostras do mesmo paciente também tiveram resultado positivo;

 » havendo confirmação de algum desses sinais é preciso procurar estratégias para 
eliminar ou modificar esses casos de falso-positivos. A transferência de bacilos pode 
ter sido a partir de uma amostra com alta carga bacilar ou ser feita por meio dos re-
agentes utilizados durante o processo de descontaminação. Para tanto, verificar se:

 › os tubos com amostras a serem processadas estão sendo abertos um de cada vez 
e logo fechados após o procedimento realizado;

 › os reagentes utilizados no processamento das amostras estão sendo aliquota-
dos para uso diário;

 › está sendo obedecida a ordem sistemática de processar em primeiro lugar 
amostras de sítios estéreis e por último as amostras com alta carga bacilar;

 › o tempo de repouso que os tubos devem ser deixados ao sair da centrífuga está 
sendo respeitado; e

 › o descarte do líquido sobrenadante está sendo feito com cuidado e suavidade.

Diante da suspeita de contaminação cruzada, se possível, encaminhar as culturas envolvi-
das nesse episódio a um laboratório de referência para genotipagem.

 » Durante os procedimentos de subcultivo, que envolvem a preparação de suspensão 
líquida bacteriana, há a produção de aerossóis, os quais podem causar contamina-
ção cruzada entre as culturas que estão sendo processadas simultaneamente. Para 
isso, observar o tempo de repouso da suspensão recomendada pela técnica e nunca 
realizar subcultivos com processamento de amostras para culturas.

7.10.7 Indicadores de qualidade da cultura

O laboratório deve realizar, periodicamente, o cálculo dos indicadores de desempenho do 
método, o que permite detectar erros sistemáticos mantidos no tempo. Essa análise deve 
ser feita de forma mensal, trimestral ou semestral, dependendo da carga de trabalho e 
da incidência de casos de bacteriologia positiva.

Qualidade da cultura

De maneira geral, a cultura tem o propósito de aumentar a sensibilidade do diagnóstico 
ou permitir a realização de identificação da espécie de micobactéria e o TS.

Devido à sua maior sensibilidade comparada com a da baciloscopia, espera-se que a cultura 
contribua em certa proporção ao diagnóstico dos casos de TB pulmonar entre os pacientes 
SR que têm resultados repetidamente negativos na baciloscopia. Na maioria dos países, 
esse tipo de paciente de TB pulmonar constitui aproximadamente 20%-30% de todos os 
casos de TB confirmados bacteriologicamente.

7.10.7.1 Relação entre os resultados da baciloscopia e da cultura

Tanto a baciloscopia como a cultura em meio sólido têm seus resultados expressos em esca-
la de cruzes para o grau de positividade. Sendo a cultura mais sensível que a baciloscopia, 
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normalmente amostras de diagnóstico com resultado de baciloscopia positiva tendem a 
apresentar resultado de cultura positiva. O grau de positividade da cultura deve ser igual 
ou maior do que a da baciloscopia.

Para calcular o indicador de desempenho da cultura deve-se comparar o resultado obtido 
na cultura com o resultado obtido na baciloscopia. São as seguintes categorias possíveis 
nessa comparação:

 » baciloscopia positiva e cultura positiva;

 » baciloscopia positiva e cultura não realizada;

 » baciloscopia negativa e cultura positiva;

 » baciloscopia positiva e cultura negativa; e

 » baciloscopia positiva e cultura contaminada.

Cada uma das categorias tem um significado:

(a) + (b): esses dois grupos juntos devem concentrar o maior número de casos. Estima-se 
que, em uma situação epidemiológica real, 80% dos casos com diagnóstico confirmado 
bacteriologicamente devem ser diagnosticados pela baciloscopia.

(c): esse grupo deve contribuir com aproximadamente 20% do total de casos diagnostica-
dos bacteriologicamente. Em países ou áreas onde as amostras são sistematicamente culti-
vadas para todos os SR, a cultura pode contribuir com cerca de 30% a 40% do diagnóstico. 
Geralmente baixos valores se devem a solicitações inadequadas de cultura e deficiências 
técnicas, que reduzem a sensibilidade desse método ou erros no resultado da baciloscopia.

(d): esse grupo deve ser muito baixo em amostras para diagnóstico pulmonar, porque na 
cultura de casos de baciloscopia positiva o resultado esperado é uma cultura positiva. Em 
casos excepcionais, encontram-se pacientes cujas baciloscopias de diagnóstico são sistemati-
camente positivas e suas culturas são negativas. Em geral, trata-se de amostras de controle 
de tratamento. Valores acima de 2% a 3% das baciloscopias positivas e culturas negativas 
geralmente indicam problemas técnicos no laboratório que reduzem ou eliminam a viabili-
dade do bacilo. Isso pode acontecer em decorrência de procedimentos drásticos de desconta-
minação, do caso de meios de cultura com baixa sensibilidade ou estufas com temperaturas 
altas demais ou oscilantes. Também amostras mal conservadas ou resultados falso-positivos 
da baciloscopia podem contribuir para esses resultados de culturas falso-negativas.

(e): esse grupo deve ser muito baixo, cerca de 1%. Valores altos indicam problemas técni-
cos no laboratório.

A partir dessas informações é possível calcular indicadores que auxiliam o monitoramento 
periódico dos resultados da cultura:

Cálculo da contribuição da cultura ao diagnóstico:

Contribuição da cultura ao diagnóstico 
𝑐𝑐

𝑎𝑎 + 𝑏𝑏 + 𝑑𝑑 + 𝑒𝑒
x 100

Cálculo da porcentagem de casos de baciloscopia positiva e cultura negativa:

Porcentagem de casos de baciloscopia positiva e cultura negativa 
𝑑𝑑

𝑎𝑎 + 𝑏𝑏 + 𝑐𝑐 +	 𝑑𝑑 + 𝑒𝑒 x 100
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7.10.7.2 Índice de contaminação

É calculado mensalmente como a porcentagem de tubos contaminados entre o total de 
tubos semeados, a partir das informações do “Registro de cultura em meio sólido e teste 
de sensibilidade”. A margem aceitável é de 3% a 5% para meios sólidos e de <10% para 
meios líquidos.

Valores mais baixos podem indicar descontaminação excessivamente drástica, exposição 
muito longa da amostra à descontaminação ou concentração muito alta de verde mala-
quita no meio de cultura.

Valores mais altos podem indicar concentração muito baixa do reagente descontami-
nante, tempo curto de contato entre a amostra e a solução descontaminante, amostras 
mal conservadas durante o transporte ou o armazenamento, tempo muito longo entre 
a coleta da amostra e seu processamento, problemas na preparação do meio de cultura 
(solução salina não estéril, autoclave que não atinge a temperatura necessária etc.) ou 
presença de contaminantes no ambiente do laboratório e/ou na estufa de cultura (geral-
mente fungos ambientais).

7.10.7.3 Monitoramento do tempo de entrega dos resultados

Considerando que o laboratório utilize metodologia convencional para cultura e identifica-
ção, a maioria dos resultados negativos (95%) deve sair dentro de 62 dias. Ao utilizar sistemas 
de leitura automatizados, a maioria dos resultados (95%) deve sair dentro de 44 dias.

Verificar se a partir do momento em que foi detectada a positividade da cultura o resul-
tado tenha sido informado e emitido em até 48 horas.

Confirmar se os laudos de resultados estão sendo recebidos pelo solicitante do exame 
(local em que o paciente foi atendido e vai buscar o resultado) e em que prazo isso está 
acontecendo (tempo entre a digitação do laudo até o recebimento pelo solicitante).

Em caso de haver demora entre a saída do resultado do laboratório e o recebimento, 
viabilizar outra maneira de enviá-los (fax, correio eletrônico ou telefone celular).

Observar em que momento está ocorrendo demora: leitura das culturas, registro dos 
resultados, digitação dos laudos, confirmação e assinatura do responsável ou envio dos 
laudos. Reorganizar o fluxo para agilizar essa situação.

7.10.8 Avaliação externa da qualidade da cultura

Como o Brasil tem uma grande área geográfica, a rede de laboratórios está estabelecida 
e muitos laboratórios (LRR, LRE/Lacen, alguns LRM e alguns laboratórios conveniados do 
SUS) realizam cultura, o LRN deve manter um programa de AEQ dos isolados bacterianos, 
meios de cultura e reagentes produzidos por essa rede. Como o número de laboratórios é 
grande, o LRN pode elaborar e executar esse programa em conjunto com os LRR.

O LRN e os Lacen devem acordar uma forma para participar de um programa desse tipo. 
O programa de AEQ da Cultura pode ser organizado pelo LRN ou por meio de empresas 
ou instituições que oferecem esse serviço.

Após análise dos resultados, cada laboratório participante deve receber o resultado de sua 
avaliação. No caso de serem observados resultados imprecisos, deverá ser identificada a 
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causa da imprecisão, assim como sugestões para reverter essa situação. Como consequên-
cia, pode ser oferecido treinamento, se for o caso, e é enviado novo painel ao laboratório, 
desenhado especialmente de acordo com o problema detectado.

É importante manter todos os registros de monitoramento da precisão alcançada pelos 
laboratórios em sucessivos.
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ANEXOS

ANEXO A – Preparação de Meios de Cultura

Neste item estão descritas as fórmulas e as informações para a preparação dos meios de 
cultura. Os respectivos formulários para o controle das preparações estão descritos no 
Anexo D.

A) Preparação dos meios sólidos LJ ou OK

Solução de sais minerais – Meio base LJ OK

Fosfato monopotássico (KH2PO4) 2,4 g 12 g

Sulfato de magnésio (MgSO4 .7H2O) 0,24 g -

Citrato de magnésio 0,6 g 0,6 g

Glutamato de sódio - 3 g

Asparagina 3,6 g -

Glicerol 12 ml 24 ml

Água destilada 600 ml 600 ml

1. Dissolver os ingredientes, por ordem, em água destilada aquecida.

2. Autoclavar a 121°C por 30 minutos para esterilizar.

3. Esfriar à temperatura ambiente. Essa solução pode ser mantida sob refrigeração.

4. No caso do meio LJ, usar meio base desidratado comercial de qualidade e prepará-lo de acordo com 
as informações do fabricante, acrescentando o glicerol.

Solução verde malaquita LJ OK

Verde malaquita (pó) 2 g 2 g

Água destilada estéril 100 ml 100 ml

1. Usando técnicas assépticas, dissolver o corante na água destilada estéril.

2. Colocar na estufa bacteriológica a 36°C ± 1°C por uma a duas horas para melhor dissolução.

Preparar esta solução no momento do uso.

Homogeneizado de ovos LJ OK

1. Usar ovos de galinhas não alimentadas com antibióticos, frescos (com menos de sete dias).

2. Limpar os ovos com escova, água morna e sabão alcalino e deixar de molho na água com sabão por 
30 minutos.

3. Após enxaguar com água corrente, deixar de molho na solução de álcool a 70% por 15 minutos.

4. Retirar e secar com pano estéril.

5. Antes de quebrar os ovos, lave bem as mãos. Quebre os ovos, um a um, separadamente, em um 
recipiente estéril para observar a qualidade deles, coloque no copo do liquidificador estéril para 
homogeneizar.

6. Filtrar o homogeneizado por meio de gaze estéril em um funil, para um frasco de vidro graduado 
estéril.

Observação: a quantidade de ovos para preparar 1 litro de homogeneizado depende do tamanho dos 
ovos, mas utiliza-se aproximadamente 20 a 25 ovos.
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Preparação do meio completo LJ OK

Solução de sais minerais (a) 600 ml 600 ml

Solução verde malaquita 2% (b) 20 ml 20 ml

Homogeneizado de ovos (c) q.s.p. 1.000 ml 1.000 ml

1. Adicionar a solução de verde malaquita (b) ao meio base (a) e, em seguida, adicionar o 
homogeneizado de ovos (c).

2. Manter o meio homogêneo, sob agitação periódica, durante sua distribuição nos tubos. A agitação 
deve ser suave para evitar a formação de bolhas de ar.

3. Distribuir um volume de 10 ml em tubos de ensaio estéril de 20 x 150 mm, com tampa de rosca 
contendo batoque.

4. Coagular imediatamente, para prevenir sedimentação. Colocar os tubos inclinados na bandeja do 
coagulador, que deve estar aquecido e regulado na temperatura de 85°C, e deixar por 45 minutos. A 
coagulação é para solidificar o meio, e o tempo de coagulação começa a contar a partir do momento 
em que o coagulador atingir 85°C.

Validade: dois meses sob refrigeração

B) Preparação dos meios sólidos LJ ou OK com piruvato de sódio

Solução de sais minerais – Meio base com 
piruvato

LJ OK

Fosfato monopotássico (KH2PO4) 2,4 g 12 g

Sulfato de magnésio (MgSO4 .7H2O) 0,24 g -

Citrato de magnésio 0,6 g 0,6 g

Glutamato de sódio - 3 g

Asparagina 3,6 g -

Piruvato de sódio 7,2 g 7,2 g

Água destilada 600 ml 600 ml

1. Dissolver os ingredientes, por ordem, em água destilada aquecida.

2. Autoclavar a 121°C por 30 minutos para esterilizar.

3. Esfriar a temperatura ambiente. Essa solução pode ser mantida sob refrigeração.

4. No caso do meio LJ, se usar meio base desidratado comercial de qualidade, é preciso prepará-lo de 
acordo com as informações do fabricante, acrescentando o piruvato de sódio.

As demais etapas da preparação do meio completo seguem como já descritas em (b), (c) e (d) do Anexo I-A.

Validade: dois meses sob refrigeração
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C) Preparação de meio sólido LJ com citrato férrico amoniacal

Meio sólido LJ com citrato férrico amoniacal 2,5%

Citrato férrico amoniacal 5 g

Meio completo LJ – preparado em (d) do Anexo I-A 200 ml

Pesar o citrato férrico amoniacal.

Adicionar em 200 ml do meio LJ completo.

Manter o meio homogêneo, sob agitação periódica, durante sua distribuição nos tubos. A agitação deve 
ser suave para evitar a formação de bolhas de ar.

Distribuir um volume de 10 ml em tubos de ensaio estéril de 20 x 150 mm, com tampa de rosca contendo 
batoque.

Coagular imediatamente, para prevenir sedimentação. Colocar os tubos inclinados na bandeja do 
coagulador, que deve estar aquecido e regulado na temperatura de 85°C, e deixar por 45 minutos. A 
coagulação é para solidificar o meio, e o tempo de coagulação começa a contar a partir do momento em 
que o coagulador atingir 85°C.

Validade: dois meses sob refrigeração

D) Preparação de meio sólido LJ com PNB

Meio sólido LJ com PNB

Ácido β-nitrobenzoico (PNB) 2,5 g

Propilenoglicol 10 ml

1. Pesar o PNB.

2. Dissolver em propilenoglicol.

3. Autoclavar 121°C por dez minutos ou filtrar em filtro Millipore 0,20 µm.

Preparação da solução B (PNB + hidróxido de sódio)

Ácido p-nitrobenzoico (PNB) 2,5 g

NaOH 1N 15 ml

HCl 1N 3 ml

Água destilada estéril 180 ml

Fenolftaleína alcoólica 0,1% (solução em etanol) 1-2 gotas

4. Dissolver o PNB em 15 ml de NaOH.

5. Completar com água destilada até 80 ml.

6. Adicionar uma a duas gotas de fenolftaleína alcoólica 0,1%.

7. Adicionar o HCl 1N gota a gota (cerca de 3 ml), mexendo constantemente até a cor virar (incolor).

8. Se houver formação de um precipitado branco (excesso de ácido) adicionar gotas de NaOH 1N.

9. Adicionar água destilada estéril até completar 100 ml.
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Preparação do meio com PNB

10.  Adicionar 5 ml da solução de PNB preparada em (f) ou (g) em 200 ml do meio completo LJ ou OK 
preparado em (d).

11. Manter o meio homogêneo, sob agitação periódica, durante sua distribuição nos tubos. A agitação 
deve ser suave para evitar a formação de bolhas de ar.

12. Distribuir um volume de 10 ml em tubos de ensaio estéril de 20 x 150 mm, com tampa de rosca 
contendo batoque.

13. Coagular imediatamente, para prevenir sedimentação. Colocar os tubos inclinados na bandeja do 
coagulador, que deve estar aquecido e regulado na temperatura de 85°C, e deixar por 45 minutos. A 
coagulação é para solidificar o meio, e o tempo de coagulação começa a contar a partir do momento 
em que o coagulador atingir 85°C.

Validade: dois meses sob refrigeração

E) Preparação de meio ágar sangue

Meio sólido ágar sangue

Base Müeller-Hinton De acordo com o fabricante

Água destilada q.s.p. 100 ml

Sangue desfibrinado de carneiro 5 ml

1. Dissolver a base Müeller-Hinton em água destilada.

2. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

3. Esperar esfriar até 45°C-50°C e adicionar o sangue de carneiro.

4. Distribuir o meio em placas de petri.
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ANEXO B – Preparação de Reagentes

Neste item, estão descritas as fórmulas e as informações para a preparação dos reagentes 
para a realização das culturas. Os respectivos formulários para o controle das preparações 
estão descritos no Anexo D.

A) Preparação da solução de hidróxido de sódio – NaOH

Solução de hidróxido de sódio 4%

Hidróxido de sódio (NaOH) 4 g

Água destilada 100 ml

1. Dissolver o hidróxido de sódio na água destilada.

2. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

B)  Preparação da solução de citrato de sódio 2,9%  – Método 
NALC-NaOH

Solução de citrato de sódio 2,9% – Método NALC-NaOH

Citrato de sódio bi-hidratado 2,9 g

Água destilada 100 ml

1. Dissolver o citrato de sódio na água destilada.

2. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

Observação: Se o citrato de sódio for anidro, pesar 2,6 g.

C) Preparação da solução depurante – Método NALC-NaOH

Solução depurante – Método NALC-NaOH

Volume de solução 
depurante necessária**

Mistura NaOH – Citrato de sódio***
Quantidade de NALC a 

ser adicionada****
NaOH 4% Citrato de sódio 2,9%

50 ml 25 ml 25 ml 0,25 g

100 ml 50 ml 50 ml 0,5 g

200 ml 100 ml 100 ml 1 g

500 ml 250 ml 250 ml 2,5 g

1.000 ml 500 ml 500 ml 5 g

**Preparar diariamente a solução de trabalho, calculando a quantidade necessária de acordo com a 
quantidade de amostras a serem processadas (v/v).
***A mistura de NaOH-citrato de sódio pode ser preparada em frasco com tampa de rosca, esterilizada e 
guardada sob refrigeração.
****Após a adição de NALC, a solução depurante deverá ser usada em 24 horas, porque o NALC perde a 
atividade mucolítica.

Fonte: Kent P. T. and Kubica G. P. Public Health Mycobacteriology. A guide for the Level III Laboratory. Centers for Disease 
Control, Atlanta, USA. 1985.
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D)  Preparação da solução tampão fosfato pH 6,8 – Método 
NALC-NaOH

Solução A

Fosfato dissódico (Na2HPO4) 9,47 g

Água destilada 1.000 ml

1. Dissolver o fosfato dissódico em água destilada.

Solução B

Fosfato monopotássico (KH2PO4) 9,07 g

Água destilada 1.000 ml

2. Dissolver o fosfato monopotássico em água destilada.

Solução tampão fosfato pH 6,8

3. Misturar 50 ml de solução A (a) e 50 ml de solução B (b) e verificar o pH, que deverá ser 6,8.

4. Caso precise, ajustar o pH utilizando a solução A (a) para aumentar o pH e a solução B (b) para 
diminuir.

5. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

E) Preparação da solução de ácido oxálico 5% – Descontaminante

Solução de ácido oxálico 5% – Descontaminante

Ácido oxálico 5 g

Água destilada 100 ml

1. Dissolver o ácido oxálico em água destilada.

2. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

F) Preparação da solução indicadora – Método de ácido oxálico

Solução indicadora – Método de ácido oxálico

Vermelho de fenol (pó) 5 g

Solução NaOH 4% 20 ml

Água destilada q.s.p. 1.000 ml

1. Dissolver o vermelho de fenol na solução NaOH 4%.

2. Acrescentar água destilada até completar 1.000 ml.
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G) Preparação do tubo n.º 1 da escala McFarland

Solução de cloreto de bário 1%

Cloreto de bário di-hidratado (BaCl2.2H2O) 1,175 g

Água destilada q.s.p. 100 ml

1. Dissolver o cloreto de bário em água destilada = cloreto de bário 1%.

Solução de ácido sulfúrico 1%

Ácido sulfúrico concentrado 1 ml

Água destilada 100 ml

2. Lentamente, adicionar o ácido sulfúrico na água destilada = ácido sulfúrico 1%.

3. Guardar sob refrigeração (2°C-8°C).

Preparação do tubo n.º 1 da escala McFarland

Solução de cloreto de bário 1% (d) 0,1 ml

Ácido sulfúrico 1% (e) 9,9 ml

4. Misturar v/v o cloreto de bário 1% (d) e o ácido sulfúrico 1% (e).

5. Transferir para um tubo de ensaio de vidro com tampa de rosca.

6. Fechar bem o tubo (selar) e guardar ao abrigo da luz, à temperatura ambiente.

7. Agitar vigorosamente antes do uso. Descartar se apresentar grumos ou depósitos de partículas.

A escala McFarland é utilizada na padronização da turvação de suspensões de bactérias. O tubo n.º 1 
corresponde a uma concentração bacteriana de 3 x 108/ml (300 milhões/ml).

Validade: um mês

H) Preparação da solução salina 0,85%

Solução salina 0,85%

Cloreto de sódio (NaCl) 0,85 g

Água destilada 100 ml

1. Dissolver o cloreto de sódio em água destilada.

2. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

I) Preparação de ácido oxálico 3%

Solução de ácido oxálico 3% – Descontaminante

Ácido oxálico 3 g

Água destilada 100 ml

1. Dissolver o ácido oxálico em água destilada.

2. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.
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ANEXO C – Figuras e Fluxogramas

A) Fluxograma do método de Petroff modificado

2 ml de escarro

+

2 ml de NaOH 4%



Marcar 15 minutos no cronômetro.

Apertar as tampas de rosca e agitar em agitador mecânico.



Colocar os tubos na estufa até completar os 15 minutos.



Centrifugar a 3.000 x g por 15 minutos.



Após a parada total da centrífuga, esperar cinco minutos para abrir.

Retirar as caçapas fechadas da centrífuga e colocar na CSB.



Adicionar em cada tubo 15 ml de água destilada estéril/solução tampão fosfato pH6,8.



Centrifugar a 3.000 x g por 15 minutos.



Após a parada total da centrífuga, esperar cinco minutos para abrir.

Retirar as caçapas fechadas da centrífuga e colocar na CSB.



Desprezar o sobrenadante de cada tubo de centrífuga em um recipiente à prova de respingos.

Ressuspender o sedimento com 1 ml de água destilada estéril/solução tampão fosfato pH 6,8.



Semear com pipeta estéril 0,2 ml do sedimento em cada um dos tubos de meio de cultura.



Pingar duas gotas em uma lâmina para coloração e leitura microscópica.

CSB: Cabine de Segurança Biológica; NaOH: hidróxido de sódio.
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B) Fluxograma do método de NALC – NaOH

C) Fluxograma do método de Ogawa-Kudoh
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D) Fluxograma do método do ácido oxálico
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ANEXO D – Formulários do CIQ da Cultura

A)  Formulário – Controle da preparação dos meios de cultura  
sólidos LJ ou OK

Formulário – Controle da preparação dos meios 
de cultura sólidos LJ ou OK

Data da preparação: Quantidade: Validade: □ Meio LJ □ Meio OK N.º do lote:

Substância Fórmula Procedência
N.º lote 

(fabricante)
Validade

Pesagem/
Volume

Fosfato 
monopotássico

Sulfato de magnésio

Citrato de magnésio

Glutamato de sódio

Asparagina

Glicerol

Verde malaquita

Ovos

Meio base LJ 
comercial

Água destilada

Esterilização autoclave – Solução meio base

Equipamento: Temperatura: Tempo: Data:

Controle:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável:

Observações:

Coagulação – Meio completo (meio base + ovos)

Equipamento: Temperatura: Tempo: Data:

Controle:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável:

Aspectos macroscópicos

Cor:

□ Aprovado

□ Reprovado

Consistência:

□ Aprovado

□ Reprovado

Volume:

□ Aprovado

□ Reprovado

Inclinação:

□ Aprovado

□ Reprovado

Textura:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável:

Observações: Data:

Controle de esterilidade – Incubação a 36°C ± 1°C

□ Aprovado

(Não houve crescimento de microrganismos)

□ Reprovado

(Houve crescimento de microrganismos)

Observações: Responsável:
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Controle microbiológico – Cepa referência:

Tubo 10-3:média das UFC = _____ 
UFC

Tubo 10-5:média das UFC = _____ 
UFC

Tubo 10-6:média das UFC = 
_____ UFC

□ Aprovado

(Média das UFC no tubo 10-5 = 50 a 150)

□ Reprovado

(Média das UFC no tubo 10-5 = inferior ao valor 
esperado)

Responsável: Data:

B)  Formulário – Controle da preparação dos meios de cultura sólidos LJ 
ou OK com piruvato de sódio

Formulário – Controle da preparação dos meios de 
cultura sólidos LJ ou OK com piruvato de sódio

Data da preparação: Quantidade: Validade:
□ Meio LJ – 
Piruvato

□ Meio OK – 
Piruvato

N.º do lote:

Substância Fórmula Procedência
N.º lote 

(fabricante)
Validade

Pesagem/
Volume

Fosfato 
monopotássico

Sulfato de magnésio

Citrato de magnésio

Glutamato de sódio

Asparagina

Piruvato de sódio

Verde malaquita

Ovos

Meio base LJ 
comercial

Água destilada

Esterilização autoclave – Solução meio base

Equipamento: Temperatura: Tempo: Data:

Controle:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável:

Observações:

Coagulação – Meio completo (meio base + ovos)

Equipamento: Temperatura: Tempo: Data:

Controle:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável:
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Aspectos macroscópicos

Cor:

□ Aprovado

□ Reprovado

Consistência:

□ Aprovado

□ Reprovado

Volume:

□ Aprovado

□ 
Reprovado

Inclinação:

□ Aprovado

□ Reprovado

Textura:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável:

Observações: Data:

Controle de esterilidade – Incubação a 36°C ± 1°C

□ Aprovado

(Não houve crescimento de microrganismos)

□ Reprovado

(Houve crescimento de microrganismos)

Observações: Responsável:

Controle microbiológico – Cepa referência:

Tubo 10-3:média das UFC = _____ 
UFC

Tubo 10-5:média das UFC = 
_____ UFC

Tubo 10-6:média das UFC = _____ 
UFC

□ Aprovado

(Média das UFC no tubo 10-5 = 50 a 150)

□ Reprovado

(Média das UFC no tubo 10-5 = inferior ao valor 
esperado)

Responsável: Data:

C)  Formulário – Controle da preparação de meios de cultura sólido LJ 
com citrato férrico amoniacal

Formulário – Controle da preparação dos 
meios de cultura sólidos LJ com citrato férrico 

amoniacal
Data da preparação: Quantidade: Validade: N.º do lote:

Substância Fórmula Procedência
N.º lote 

(fabricante)
Validade

Pesagem/
Volume

Fosfato 
monopotássico

Sulfato de magnésio

Citrato de magnésio

Glutamato de sódio

Asparagina

Piruvato de sódio

Verde malaquita

Ovos

Meio base LJ 
comercial

Água destilada

Citrato férrico 
Amoniacal
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Esterilização autoclave – Solução meio base

Equipamento: Temperatura: Tempo: Data:

Controle:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável:

Observações:

Coagulação – Meio completo (meio base + ovos)

Equipamento: Temperatura: Tempo: Data:

Controle:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável:

Aspectos macroscópicos

Cor:

□ Aprovado

□ Reprovado

Consistência:

□ Aprovado

□ Reprovado

Volume:

□ Aprovado

□ Reprovado

Inclinação:

□ Aprovado

□ Reprovado

Textura:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável:

Observações: Data:

Controle de esterilidade – Incubação a 36°C ± 1°C

□ Aprovado

(Não houve crescimento de microrganismos)

□ Reprovado

(Houve crescimento de microrganismos)

Observações: Responsável:

Controle microbiológico – cepa referência:

Tubo 10-3:média das UFC = _____ 
UFC

Tubo 10-5:média das UFC = _____ 
UFC

Tubo 10-6:média das UFC = 
_____ UFC

□ Aprovado

(Média das UFC no tubo 10-5 = 50 a 150)

□ Reprovado

(Média das UFC no tubo 10-5 = inferior ao valor 
esperado)

Responsável: Data:
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D)  Formulário – Controle da preparação da solução de PNB para adi-
ção em meios sólidos LJ ou OK

Formulário – Controle da preparação da solução 
de PNB para adição em meios sólidos LJ ou OK

Solução A (PNB + propilenoglicol) Solução B (PNB + hidróxido de sódio)

Observação: esta solução será adicionada na preparação do meio do formulário – Controle da preparação 
dos meios de cultura sólidos LJ ou OK com PNB

Data de preparação: Quantidade produzida: N.º lote produzido:

Solução A (PNB + propilenoglicol) ou Solução B (PNB + hidróxido de sódio)

Substância Fórmula Procedência
N.º lote 

(fabricante)
Validade

Pesagem/
Volume

Ácido 
p-nitrobenzoico 
(PNB)

Propilenoglicol

Hidróxido de sódio

Água destilada

Esterilização autoclave – Solução A ou solução B

Equipamento: Temperatura: Tempo: Data:

Controle:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável:

Observações:
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E)  Formulário – Controle da preparação dos meios de cultura sólidos LJ 
ou OK com PNB

Formulário – Controle da preparação dos meios 
de cultura sólidos LJ ou OK com PNB

Data da preparação: Quantidade: Validade:
Meio LJ – PNB 
□

Meio OK – 
PNB □

N.º do lote:

Preparação do meio base LJ ou OK com adição de PNB

Substância Fórmula Procedência
N.º lote 

(fabricante)
Validade

Pesagem/
Volume

Fosfato 
monopotássico

Sulfato de magnésio

Citrato de magnésio

Glutamato de sódio

Asparagina

Glicerol

Verde malaquita

Ovos

Meio base LJ 
comercial

Água destilada

Solução de PNB (A 
ou B)

*

* Formulário – Controle da Solução de PNB para Adição em Meios de Cultura Sólidos LJ ou OK

Esterilização autoclave – Solução meio completo LJ ou OK com PNB

Equipamento: Temperatura: Tempo: Data:

Controle:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável:

Observações:

Coagulação – Meio completo (meio base + ovos)

Equipamento: Temperatura: Tempo: Data:

Controle:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável:

Aspectos macroscópicos

Cor:

□ Aprovado

□ Reprovado

Consistência:

□ Aprovado

□ Reprovado

Volume:

□ Aprovado

□ Reprovado

Inclinação:

□ Aprovado

□ Reprovado

Textura:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável:

Observações: Data:
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Controle de esterilidade – Incubação a 36°C ± 1°C

□ Aprovado

(Não houve crescimento de microrganismos)

□ Reprovado

(Houve crescimento de microrganismos)

Observações: Responsável:

Controle microbiológico – Cepa referência

Tubo 10-3:média das UFC = _____ UFC
Tubo 10-5:média das UFC = _____ 
UFC

Tubo 10-6:média das UFC = 
_____ UFC

□ Aprovado

(Média das UFC no tubo 10-5 = 50 a 150)

□ Reprovado

(Média das UFC no tubo 10-5 = inferior ao valor 
esperado)

Responsável: Data:

F) Formulário – Controle da preparação do meio de ágar sangue

Formulário – Controle da preparação  
do meio de ágar sangue

Data de preparação: Quantidade produzida: N.º lote produzido:

Solução A (PNB + Propilenoglicol) ou Solução B (PNB + Hidróxido de sódio)

Substância Fórmula Procedência
N.º lote 

(fabricante)
Validade

Pesagem/
Volume

Base de ágar sangue 
ou meio Müeller 
Hinton

Sangue desfibrinado 
de carneiro

Esterilização autoclave – Solução A ou solução B

Equipamento: Temperatura: Tempo: Data:

Controle:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável:

Observações:
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ANEXO E –  Formulários do CIQ dos Reagentes

A) Formulário – Controle da preparação da solução de hidróxido de sódio 4%

Formulário – Controle da preparação da solução de 
hidróxido de sódio 4%

Data da preparação: Quantidade: Validade: N.º do lote:

Substância Procedência N.º lote (fabricante) Validade

Hidróxido de sódio

Água destilada

Pesagem (g) / volume (ml)

Substância Quantidade

Hidróxido de sódio

Água destilada

Pesagem balança: (marca)

Responsável:

Esterilização autoclave – solução meio base

Equipamento: Temperatura: Tempo: Pressão:

Controle:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável: Data de execução:

Controle de esterilidade

Semeadura em ágar sangue / incubação a 36°C + 1°C por 5 dias

□ Aprovado

(Não houve crescimento de microrganismos)

□ Reprovado

(Houve crescimento de microrganismos)

Responsável: Data de execução:
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B)  Formulário – Controle da preparação da solução citrato de sódio 
2,9% – Método NALC-NaOH

Formulário – Controle da preparação da solução 
citrato de sódio 2,9% – Método NALC-NaOH

Data da preparação: Quantidade: Validade: N.º do lote:

Substância Procedência N.º lote (fabricante) Validade

Citrato de sódio

Água destilada estéril

Pesagem (g) / volume (ml)

Substância Quantidade

Citrato de sódio

Água destilada

Pesagem balança: (marca)

Responsável:

Esterilização autoclave – solução meio base

Equipamento: Temperatura: Tempo: Pressão:

Controle:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável: Data de Execução:

Controle de esterilidade

Semeadura em ágar sangue / incubação a 36°C + 1°C por 5 dias

□ Aprovado

(Não houve crescimento de microrganismos)

□ Reprovado

(Houve crescimento de microrganismos)

Responsável: Data de execução:
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C)  Formulário – Controle da preparação da solução depurante – 
Método NALC-NaOH

Formulário – Controle da preparação da solução 
depurante – Método NALC-NaOH

Data da preparação: Quantidade: Validade: N.º do lote:

Substância Procedência N.º lote (fabricante) Validade

NALC

Solução de citrato de sódio 2,9%

Solução hidróxido de sódio 4%

Pesagem (g) / volume (ml)

Substância Quantidade

NALC

Solução de citrato de sódio 2,9%

Solução hidróxido de sódio 4%

Pesagem balança: (marca)

Responsável:

Esterilização autoclave – solução meio base

Equipamento: Temperatura: Tempo: Pressão:

Controle:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável: Data de execução:

Controle de esterilidade

Semeadura em ágar sangue / incubação a 36°C + 1°C por 5 dias

□ Aprovado

(Não houve crescimento de microrganismos)

□ Reprovado

(Houve crescimento de microrganismos)

Responsável: Data de execução:
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D)  Formulário – Controle da preparação da solução tampão fosfato pH 
6,8 – Método NALC-NaOH

Formulário – Controle da preparação da solução 
tampão fosfato pH 6,8 – Método NALC-NaOH

Data da preparação: Quantidade: Validade: N.º do lote:

Substância Fórmula Procedência
N.º lote 

(fabricante)
Validade Observações

Fosfato de sódio 
M/15

Fosfato de 
potássio M/15

Solução A

Substância Fórmula
Pesagem/
volume

Data de 
preparação

N.º lote de 
produção

Validade

Fosfato de sódio 
M/15

Água destilada

Solução B

Substância Fórmula
Pesagem/
volume

Data de 
preparação

N.º lote de 
produção

Validade

Fosfato de 
potássio M/15

Água destilada

Esterilização autoclave – soluções A e B

Equipamento: Temperatura: Tempo:

Controle:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável: Data de execução:

Preparação da solução tampão pH 6,8

Solução Volume (ml)
Data de 
produção

N.º lote de 
produção

Validade CQ

Solução fosfato 
de sódio (A)

Solução fosfato 
de potássio (B)
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Controle de esterilidade

Semeadura em ágar sangue / Incubação a 36°C + 1°C por 5 dias

□ Aprovado

(Não houve crescimento de microrganismos)

□ Reprovado

(Houve crescimento de microrganismos)

Responsável: Data de execução:

E)  Formulário – Controle da preparação da solução de ácido oxálico 
5% – Descontaminante

Formulário – Controle da preparação 
da solução de ácido oxálico 5% – 

Descontaminante

Data da preparação: Quantidade: Validade: N.º do lote:

Substância Procedência N.º lote (fabricante) Validade

Ácido oxálico

Água destilada estéril

Pesagem (g) / volume (ml)

Substância Quantidade

Ácido oxálico

Água destilada estéril

Pesagem balança: (marca)

Responsável:

Esterilização autoclave – solução meio base

Equipamento: Temperatura: Tempo: Pressão:

Controle:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável: Data de execução:

Controle de esterilidade

Semeadura em ágar sangue / Incubação a 36°C + 1°C por 5 dias

□ Aprovado

(Não houve crescimento de microrganismos)

□ Reprovado

(Houve crescimento de microrganismos)

Responsável: Data de execução:
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F)  Formulário – Controle da preparação da solução indicadora – 
Método ácido oxálico

Formulário – Controle da preparação da solução 
indicadora – Método ácido oxálico

Data da preparação: Quantidade: Validade: N.º do lote:

Substância Procedência N.º lote (fabricante) Validade

Vermelho de fenol

Solução hidróxido de sódio 
4%

Água destilada

Pesagem (g) / volume (ml)

Substância Quantidade

Vermelho de fenol

Solução hidróxido de sódio 4%

Água destilada

Pesagem balança: (marca)

Responsável:

Esterilização autoclave – solução meio base

Equipamento: Temperatura: Tempo: Pressão:

Controle:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável: Data de execução:

Controle de esterilidade

Semeadura em ágar sangue / incubação a 36°C + 1°C por 5 dias

□ Aprovado

(Não houve crescimento de microrganismos)

□ Reprovado

(Houve crescimento de microrganismos)

Responsável: Data de execução:
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G) Formulário – Controle da preparação do tubo n.º 1 da escala McFarland

Formulário – Controle da preparação do tubo 
n.º 1 da escala McFarland

Data da preparação: Quantidade: Validade: N.º do lote:

Substância Fórmula Procedência
N.º lote 

(fabricante)
Validade Observações

Cloreto de bário 
di-hidratado

BaCl2.2H2O

Ácido sulfúrico 
concentrado

H2SO4

Solução A

Substância Pesagem/volume N.º lote de produção Validade

Cloreto de bário di-
hidratado

Água destilada

Solução B

Substância Pesagem/volume N.º lote de produção Validade

Ácido sulfúrico concentrado

Água destilada

Preparação do tubo n.º 1 da escala McFarland

Substância Volume N.º lote de produção Validade

Solução A

Solução B

Responsável: Data:
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H) Formulário – Controle da preparação da solução salina 0,85%

Formulário – Controle da preparação  
da solução salina 0,85%

Data da preparação: Quantidade: Validade: N.º do lote:

Substância Procedência N.º lote (fabricante) Validade

Cloreto de sódio

Pesagem (g) / volume (ml)

Substância Quantidade

Cloreto de sódio

Água destilada

Pesagem balança: (marca)

Responsável:

Esterilização autoclave – solução meio base

Equipamento: Temperatura: Tempo: Pressão:

Controle:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável: Data de execução:

Controle de esterilidade

Semeadura em ágar sangue / incubação a 36°C + 1°C por cinco dias

□ Aprovado
(Não houve crescimento de microrganismos)

□ Reprovado
(Houve crescimento de microrganismos)

Responsável: Data de execução:
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I) Formulário – Monitoramento da contribuição da cultura ao diagnóstico

Formulário – Monitoramento da  
contribuição da cultura ao diagnóstico

Ano/período avaliado N.º de culturas realizadas no período

Número de casos com baciloscopia positiva e cultura positiva =

Número de casos com baciloscopia positiva e cultura não realizada =

Número de casos com baciloscopia negativa e cultura positiva =

Número de casos com baciloscopia positiva e cultura negativa =

Número de casos com baciloscopia positiva e cultura contaminada =

Contribuição da cultura ao diagnóstico =
𝐶𝐶

𝐴𝐴 +	 𝐵𝐵 +	 𝐶𝐶 +	 𝐷𝐷 +	 𝐸𝐸 	𝑥𝑥	100  

Casos de baciloscopia positiva e cultura negativa =
𝐷𝐷

𝐴𝐴 +	 𝐵𝐵 +	 𝐶𝐶 +	 𝐷𝐷 +	 𝐸𝐸 	𝑥𝑥	100

INTERPRETAÇÃO

𝐴𝐴 +	 𝐵𝐵 Deve-se concentrar o maior número possível de casos. Estima-se que, em uma situação 
epidemiológica real, 80% dos casos devem ser diagnosticados pela baciloscopia.

𝐶𝐶 Deve contribuir com aproximadamente 20% do total de casos diagnosticados.

𝐷𝐷

Deve ser muito baixo em amostras para diagnóstico pulmonar.

Valores acima de 2% a 3% das baciloscopias positivas e culturas negativas geralmente 
indicam problemas técnicos no laboratório que reduzem ou eliminam a viabilidade 
do bacilo: procedimentos drásticos de descontaminação, meios de cultura com baixa 
sensibilidade (controle microbiológico) ou estufas com temperaturas altas demais ou 
oscilantes. Amostras mal conservadas ou resultados falso-positivos da baciloscopia 
podem também contribuir para esses resultados de culturas falso-negativas.

𝐸𝐸 Deve ser muito baixo, cerca de 1%. Valores altos indicam problemas técnicos.

Responsável:
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J) Formulário – Monitoramento do Índice de Contaminação

Formulário – Monitoramento do  
Índice de Contaminação

Índice de Contaminação =	
𝑁𝑁ú𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚	𝑡𝑡𝑚𝑚𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡	𝑑𝑑𝑚𝑚	𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑚𝑚𝑡𝑡	𝑐𝑐𝑚𝑚𝑐𝑐𝑡𝑡𝑡𝑡𝑚𝑚𝑐𝑐𝑐𝑐𝑡𝑡𝑑𝑑𝑚𝑚𝑡𝑡
𝑁𝑁ú𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚	𝑡𝑡𝑚𝑚𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡	𝑑𝑑𝑚𝑚	𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑚𝑚𝑡𝑡	𝑡𝑡𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑡𝑡𝑑𝑑𝑚𝑚𝑡𝑡 𝑥𝑥	100

Método de 
descontaminação

Mês
N.º total 
de tubos 
semeados

N.º de tubos 
contaminados

Índice de 
contaminação

Método de 
descontaminação

Responsável

Janeiro

Observações:

Fevereiro

Observações:

Março

Observações:

Abril

Observações:

Maio

Observações:

Junho

Observações:

Julho

Observações:

Agosto

Observações:

Setembro

Observações:

Outubro

Observações:

Novembro

Observações:

Dezembro

Observações:
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K) Formulário – Monitoramento da qualidade da cultura

Formulário – Monitoramento da qualidade da cultura

Ano / Período avaliado:

Critérios
Valores 
normais 

esperados

Valores 
encontrados

Se os valores 
encontrados forem 

muito maiores, 
deve-se investigar

Se os valores 
encontrados forem 

muito menores, 
deve-se investigar

Contribuição da cultura ao 
diagnóstico

20%

Porcentagem de amostras 
com baciloscopia positiva e 
cultura negativa

2% a 3% Não há problemas

Porcentagem de culturas 
com positividade menor do 
que na baciloscopia

3% Não há problemas

Índice de contaminação – 
meio sólido

3% a 5%

Índice de contaminação – 
meio líquido

3% a 8%

INTERPRETAÇÃO

Erros de leitura da baciloscopia = falso-negativos.
Se a cultura é para investigar sintomáticos respiratórios (SR) com alta suspeita, não há 
problema.
Se a cultura é para investigar pacientes pulmonares com doença pouco avançada, 
incluindo crianças, não há problema.

A solicitação está deficiente, pois não estão sendo investigados os SR pouco avançados. 
Nesta situação estão sendo investigados pacientes que não são SR.

Excessiva demora entre a coleta e o processamento da amostra.
Descontaminação muito drástica (alta concentração de reagente ou tempo muito 
longo de contato).
Baixa velocidade ou superaquecimento da centrífuga.
Baixa sensibilidade dos meios de cultura (falta de homogeneidade, superaquecimento 
do coagulador, excesso de verde malaquita e pH excessivamente ácido).

Erros de leitura da baciloscopia = falso-positivos.

Tendência a atribuir à baciloscopia uma positividade maior do que a real.

Amostras conservadas sem refrigeração.
Demora entre a coleta e o processamento da amostra.
Concentração do reagente de descontaminação mais baixa do que o recomendado.
Pouco tempo de contato da amostra com o reagente descontaminante.
Erros no processo de esterilização do reagente.
Descuidos nos procedimentos que requerem esterilidade e de biossegurança (excessivo 
movimento de pessoas no ambiente de trabalho, geração de correntes de ar por 
ventiladores ou ares-condicionado etc.).

Concentração do reagente descontaminante mais alta do que o recomendado.
Muito tempo de contato da amostra com o reagente descontaminante.
Concentração de verde malaquita no meio de cultura mais alta do que o 
recomendado.

Responsável:
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8.1 Introdução

O gênero Mycobacterium é constituído por espécies do CMTB e outras denominadas de 
MNT.1,2,3 Um dos aspectos mais importantes do processo de isolamento e identificação das 
micobactérias é o tempo decorrido entre a coleta da amostra clínica e a emissão do laudo 
com a espécie identificada, para que esse dado seja utilizado pelo médico em benefício 
do tratamento do paciente.

Os laboratórios que realizam cultura para micobactérias devem diferenciar rapidamente 
as espécies do CMTB das MNT. Se não houver condições para realizar a diferenciação, a 
sugestão é liberar os resultados das culturas positivas, como Mycobacterium sp., e enca-
minhá-las a um laboratório de referência.

Diante da disponibilidade de novos métodos moleculares, os LRE e LRR poderão identifi-
car as MNTs mais frequentemente isoladas de material clínico e encaminhar para o LRN 
somente as que não puderam ser identificadas por limitações metodológicas.

Para garantir a qualidade do resultado para MNT, todas as etapas de identificação e de 
confirmação da espécie/subespécie devem ser realizadas, preferencialmente, em apenas 
um local.

A sequência de métodos para diferenciação entre CMTB e MNT e identificação das espécies 
é composta pela combinação de testes fenotípicos, imunocromatográficos e moleculares, 
conforme apresentado na Figura 20.
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Figura 20 –  Sequência para identificação de micobactérias a partir de uma cultura em 
meio sólido ou líquido

Cultura de micobactérias

Diferenciação entre CMTB e MNT:
Análise microscópica e macroscópica da cultura + teste 

imunocromatográfico ou niacina e PNB

Formação de corda positiva, colônia 
acromógena, rugosa (meio sólido) ou 

em grumos (meio líquido), teste 
imunocromatográfico positivo, ou 
niacina positiva e PNB negativo

CMTB

Liberar o resultado 
com a espécie do 

CMTB

Identificação da espécie do 
CMTB:

TCH, SM, piruvato de 
sódio, redução do nitrato, 

niacina

Formação de corda negativa, colônia 
acromógena ou pigmentada, lisa ou 
rugosa, teste imunocromatográfico 
negativo, niacina negativa e PNB 

positivo

MNT

Testes fenotípicos, 
moleculares ou ambos

Fonte: Autoria própria. 
CMTB: Complexo M. tuberculosis; PNB: ácido β-nitrobenzoico; MNT: micobactérias não tuberculosas; TCH: ácido tiofeno-
-2-carboxílico; SM: estreptomicina

8.2  Material para os testes fenotípicos para diferenciação entre as es-
pécies do complexo M. tuberculosis (CMTB) e as micobactérias não 
tuberculosas (MNT) e identificação das espécies do CMTB

Equipamentos:

 » agitador mecânico;

 » CSB;

 » coagulador de meios;

 » cronômetro;

 » estufa bacteriológica a 36°C ± 1°C;

 » microscópio óptico; e

 » pipetador automático ou manual.
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Reagentes:

 » água destilada estéril;

 » fitas comerciais para o teste da niacina;

 » óleo de imersão;

 » placas de Petri com meio de Middlebrook 7H10 ou Middlebrook 7H11 com enri-
quecimento contendo ácido oleico, albumina, dextrose e catalase – do inglês Oleic 
Albumin Dextrose Catalase (OADC), preparado de acordo com as recomendações 
do fabricante;

 » solução saturada de cloreto de mercúrio, material cancerígeno e, por isso, deve ser 
manuseado com cuidado, utilizando EPI apropriados e preparado em pequenas 
quantidades;

 » soluções para coloração pelo método de Ziehl-Neelsen, conforme o capítulo 6 desse 
manual;

 » solução de ácido oxálico a 3%;

 » solução de Tween 80 a 0,1% (v/v) estéril;

 » tubos de 20 x 180 mm com 7 ml meio de LJ (capítulo 7);

 » tubos de 12 x 120 mm com 3 ml de meio LJ-piruvato de sódio (capítulo 7);

 » tubos de 12 x 120 mm com 3 ml de meio LJ com PNB 500 µg/ml (capítulo 7);

 » tubos de 12 x 120 mm com 3 ml de meio de LJ com 5 µg/ml de ácido tiofeno-2-car-
boxílico (TCH) (item A do Anexo A desse capítulo);

 » tubos de 12 x 120 mm com 3 ml de meio de LJ com 2 µg/ml de estreptomicina (item 
B do Anexo A desse capítulo);

 » tubos de 12 x 120 mm com 3 ml de meio de LJ com 20 µg/ml de cicloserina (item C 
do Anexo A desse capítulo);

 » tubos de 20 x 100 mm com 10 ml de meio de Middlebrook 7H9 com 0,1% de ágar, 
preparado de acordo com as instruções do fabricante ou meio de Kirchner com 
0,1% de ágar (item D do Anexo A desse capítulo);

 » tubos de 20 x 100 mm com 5 ml de meio de Dubos modificado para o teste da 
pirazinamidase (tubos de 20 x 100 mm com 5 ml de meio de Dubos modificado para 
o teste da pirazinamidase (item E do Anexo A desse capítulo);

 » solução de sulfato ferroso amoniacal 1% (item A do Anexo B desse capítulo);

 » solução substrato de nitrato de sódio 22 mM (item B do Anexo B desse capítulo);

 » reagente A (item C do Anexo B desse capítulo);

 » reagente B (item C do Anexo B desse capítulo);

 » reagente C (item C do Anexo B desse capítulo);

 » zinco em pó;

 » solução ureia – indol (item E do Anexo B desse capítulo) ou discos de ureia; e

 » teste comercial imunocromatográfico para identificação do CMTB.
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Insumos:

 » alças bacteriológicas descartáveis estéreis;

 » caixas para guardar as lâminas;

 » frascos de vidro esterilizados com tampa de rosca contendo de cinco a seis pérolas 
de vidro de 3 mm de diâmetro e 2 ml de água destilada estéril. Os frascos com as 
pérolas de vidro devem ser previamente esterilizados e depois acrescentados os 2 
ml de água destilada estéril;

 » lâminas de vidro para microscopia e com borda fosca;

 » luvas descartáveis;

 » pipetas Pasteur descartáveis estéreis;

 » sacos plásticos para autoclave;

 » swabs; e

 » tubos de vidro com tampa de rosca 12 x 120 mm estéreis.

8.3 Pré-requisitos para identificação de espécies 4,5,6,7,8

Antes de iniciar a identificação da espécie deve-se fazer uma avaliação da cultura original, 
preparar uma suspensão bacteriana (item 8.3.1), realizar extração do DNA conforme o 
método adotado e conservar a cultura para eventuais repetições, conforme descrito no 
capítulo 11.

O primeiro passo para a identificação é a observação do aspecto da cultura com o objetivo 
de:

 » confirmar a pureza da cultura e a ausência de contaminação, pois uma cultura 
contaminada com outras bactérias causa resultados falso-positivos nos testes de 
identificação;

 » verificar o número de colônias na cultura em meio sólido que não deve ser inferior a 
20, e a quantidade de crescimento em meio líquido. Culturas com pouco crescimen-
to não são suficientes para realização de todos os testes. Nesse caso, recomenda-se 
fazer um subcultivo da cultura original;

 » verificar a morfologia e pigmentação das colônias (meio sólido); e

 » verificar a mistura de duas espécies de micobactérias em uma cultura, pela observa-
ção de diferenças na morfologia e pigmentação das colônias.

O segundo passo para a identificação é a realização de um esfregaço a partir da cultura 
em meio sólido ou líquido, corar pelo método de Ziehl-Neelsen com o objetivo de:

 » confirmar se a cultura é de BAAR;

 » verificar a morfologia dos bacilos e a formação de corda, a qual sugere que a cul-
tura possa ser do CMTB;

 » confirmar se a cultura não está contaminada por outras bactérias ou fungos;

 » caso a cultura esteja contaminada, fazer a descontaminação como descrito no item 
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de preparação da suspensão bacteriana (item 8.3.1); e

 » verificar se há mistura de duas espécies de micobactérias em uma cultura. Caso seja 
detectada cultura mista, proceder como no item 8.3.3.

O terceiro passo é a preparação da suspensão bacteriana como será descrita a seguir.

8.3.1 Preparo da suspensão bacteriana 4,5

Para uniformização do inóculo aos testes de inibição de crescimento em meios contendo 
diversos componentes e alguns testes bioquímicos, recomenda-se preparar uma suspen-
são bacteriana.

Procedimento

Transferir, com alça bacteriológica descartável estéril de 10 µl, estéril, colônias da cultura 
em meio sólido para um frasco contendo de cinco a seis pérolas de vidro e 2 ml de água 
destilada estéril. Homogeneizar em agitador mecânico por aproximadamente dez segun-
dos. Deixar em repouso por dez minutos para sedimentação dos aerossóis. Essa suspensão 
contém aproximadamente 105 unidades formadoras de colônias por ml. Caso a cultura 
esteja contaminada por outras bactérias ou fungos, repetir os passos anteriores substi-
tuindo a água destilada por 2 ml de uma solução de ácido oxálico a 3%. Deixar agir por 
dois minutos antes de realizar outro inóculo nos meios. Nesse caso, os testes bioquímicos 
deverão ser realizados com as colônias do subcultivo descontaminado.

Se a cultura for realizada em meio líquido e apresentar grande quantidade de BAAR, 
pode-se fazer a semeadura diretamente nos meios dos testes de inibição de crescimento. 
Se a cultura tiver poucos bacilos, pode-se incubá-la por mais alguns dias até obter um 
bom crescimento. Caso essa alternativa não seja viável, pode-se centrifugar toda a cultura 
para concentrar os bacilos, ressuspender em 2 ml de água destilada estéril e inocular nos 
meios testes para identificação. Os testes bioquímicos devem ser feitos com o subcultivo 
do meio líquido.

8.3.2 Extração de DNA a partir de cultura em meio sólido ou líquido

O primeiro passo para realização da identificação por um método molecular é a extração 
do DNA bacteriano a partir de uma cultura em meio sólido ou líquido. A extração de DNA 
deverá ser feita de acordo com o método molecular adotado e será descrita em detalhes 
nos itens correspondentes.

8.3.3 Isolamento de colônias

A mistura de duas espécies de micobactérias em uma cultura é um fator de erro no pro-
cesso de identificação. Essa mistura nem sempre é detectada pela análise microscópica ou 
macroscópica da cultura. Anteriormente, recomendava-se iniciar a identificação após o 
processo de semeadura para isolamento das colônias. Contudo, esse procedimento acar-
reta atraso de cerca de um mês no procedimento de identificação. Devido à exigência 
pela rapidez na liberação de resultados, recomenda-se fazer o isolamento das colônias 
somente quando for detectada cultura mista pela análise microscópica ou macroscópica. 
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Em alguns casos, a cultura mista só é detectada no final do processo e, nesse caso, faz-se 
o isolamento das colônias e repetem-se todos os testes para identificação.7

Procedimento

1. Preparar a suspensão bacteriana como descrito no item 8.3.1 utilizando solução de Tween 
80 a 0,1% (v/v) em vez de água destilada.

2. Fazer uma diluição dessa suspensão a 10-6 e semear, com alça bacteriológica descartável 
estéril, em uma placa de Petri contendo meio Middlebrook 7H10 ou 7H11 acrescido de 
OADC.

3. Incubar a 36°C ± 1°C até que o crescimento seja detectado.

4. A partir das colônias isoladas, fazer os subcultivos dos diferentes tipos de colônias.

5. Iniciar a identificação a partir dos subcultivos das colônias isoladas.

8.4  Diferenciação entre o complexo M. tuberculosis – CMTB e as mico-
bactérias não tuberculosas – MNT4,5,6,7,8,9

A diferenciação pode ser feita de duas formas:

 » análise microscópica e macroscópica da cultura e teste comercial imunocromato-
gráfico; e

 » análise macroscópica e microscópica da cultura, teste de inibição de crescimento 
em meio de LJ-PNB e/ou teste da niacina.

Em ambos os casos deve-se partir do primo-cultivo com crescimento ativo de três a quatro 
semanas. É indispensável a inclusão de controles positivos e negativos em todos os testes.

ATENÇÃO: todo material utilizado nos testes de identificação devem ser descontami-
nados em autoclave antes de serem descartados como resíduos biológicos, conforme 
descrito no capítulo 3.

8.4.1 Análise microscópica da cultura4,5,6

A análise microscópica consiste na confecção de um esfregaço em lâmina de vidro a partir 
de uma amostra da colônia para avaliar a pureza da cultura, a presença de BAAR e a 
formação de corda. De modo geral, as micobactérias apresentam-se na forma de bacilos 
curvos ou retos, com 0,2 a 0,7 µm de largura por 1 a 10 µm de comprimento.4,13 Quando 
isolados, os bacilos do CMTB, geralmente, apresentam tamanho entre 3 a 4 µm. Outra 
característica é a ausência de emulsificação da colônia na solução utilizada para confecção 
do esfregaço, ficando visíveis pequenos grumos da colônia. Por outro lado, as colônias de 
MNT são de fácil emulsificação.

As espécies do CMTB apresentam a formação de corda ou grumos aglomerados lineares. 
A formação de corda pode ser observada em esfregaços de cultura em meio sólido ou 
líquido, corado pelo método de Ziehl-Neelsen. Geralmente, os bacilos apresentam-se em 
paliçada adquirindo um aspecto de corda. Outras vezes apresentam-se como grumos com-
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pactos assemelhando-se a um borrão de corantes. A formação de corda é mais evidente 
na cultura em meio líquido.

A maioria das MNT não forma corda, exceto espécies como M. kansasii, M. fortuitum e 
M. chelonae. O aspecto microscópico das MNT é de bacilos isolados e de tamanho menor 
que 2 µm (cocobacilos) ou maiores que 5 µm. A diferenciação entre a formação da corda 
das espécies do CMTB e MNT pode ser feita pela observação do tamanho do bacilo isolado 
no esfregaço.

Precaução

Os testes de identificação de micobactérias deverão ser realizados de acordo com as nor-
mas de biossegurança para procedimentos com cultura, conforme descrito no capítulo 3.

Procedimentos

1. Identificar o número de registro da cultura na parte fosca da lâmina de vidro.

2. Colocar uma gota de solução salina ou de água destilada estéril, no centro da lâmina de 
vidro.

3. Retirar com o auxílio de uma alça bacteriológica descartável uma pequena amostra da 
colônia e colocar em cima da gota. Se for cultura líquida, com o auxílio de uma pipeta 
Pasteur descartável estéril, coletar o crescimento bacteriano no fundo do tubo e colocar 
em cima da gota como especificado para cultura em meio sólido.

4. Homogeneizar a amostra na gota fazendo movimentos circulares com a alça bacterioló-
gica ou pipeta Pasteur.

5. Colocar a lâmina em um suporte e deixar secar a temperatura ambiente, dentro da CSB.

6. Fixar o esfregaço, passando a lâmina três vezes pela chama de um bico de Bunsen, fora 
da CSB.

7. Corar pelo método de Ziehl-Neelsen conforme descrito no Capítulo 6.

8. Realizar a leitura do esfregaço no microscópio.

Interpretação de resultados

 » BAAR positivo: bacilos corados em vermelho.

 » BAAR negativo: ausência de bacilos corados em vermelho.

 » Formação de corda positivo: bacilos em paliçada com um aspecto de corda ou gru-
mos compactos assemelhando-se a um borrão de corantes.

 » Formação de corda negativa: bacilos dispersos no esfregaço, geralmente com tama-
nho diferente do observado para as espécies do CMTB.

 » Contaminação positiva: presença de outras bactérias (cocos ou bacilos), fungos (le-
veduras ou filamentos), geralmente corados em azul.

 » Contaminação negativa: ausência de outras bactérias ou fungos.

Controles de referência para interpretação do teste

Formação de corda positivo: esfregaço de cultura de M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177), 
conforme exemplificado na Figura 21 A.
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Formação de corda negativo: esfregaço de cultura de M. avium (ATCC 25291), conforme 
exemplificado na Figura 21 B.

Figura 21 – Esfregaços de cultura de micobactérias

A) M. tuberculosis B) MNT

Fonte: Foto cedida por Gleize Villela.

8.4.2 Análise macroscópica da cultura4,5,8

Esta avaliação é feita na cultura original em meio sólido ou líquido. As colônias de mico-
bactérias cultivadas em meio sólido apresentam diferentes morfologias e pigmentação. 
A morfologia das colônias pode ser lisa, rugosa, opaca ou transparente. A pigmentação 
é, também, uma característica importante utilizada na classificação e pode variar de la-
ranja a amarelo intenso. No meio líquido, é possível observar somente a característica do 
crescimento, a qual pode apresentar-se desde uma ligeira turbidez a pequenos grumos 
ou ambos (turbidez e grumos).

Procedimento

1. Observar a cultura de preferência com uma lupa manual em um ambiente iluminado e 
anotar as características da colônia.

2. Observar e anotar o aspecto do crescimento/colônia: lisa, rugosa, aspecto de couve-flor 
(meio sólido), grumos e turbidez (meio líquido).

3. Observar e anotar a pigmentação da colônia em meio sólido: acromógena (creme), pig-
mentada (laranja, amarela, salmão).

Leitura e interpretação

 » Crescimento/Colônia de CMTB: acromógena, geralmente de cor creme, colônia 
rugosa com aspecto de couve-flor (meio sólido), crescimento em grumos (meio 
líquido).

 » Crescimento/Colônia de MNT: pigmentada ou acromógena, lisa ou rugosa (meio 
sólido), crescimento com aspecto turvo (meio líquido).
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8.4.3 Teste imunocromatográfico9

É um teste comercial qualitativo de identificação rápida para o CMTB, em cultura líquida 
ou sólida, que utiliza anticorpo monoclonal anti-MPT64. Este antígeno MPT64 é secretado 
pelas espécies do CMTB, com exceção de M. bovis-BCG. O teste consiste em um dispositivo 
que contém uma cavidade para adição da amostra (“S”) e uma janela de resultados, na 
qual estão dispostas uma banda do anticorpo monoclonal (“T”) e uma do CIQ (“C”), 
imobilizadas sobre uma membrana de nitrocelulose. As bandas não possuem cor antes 
da adição da amostra. No caso de uma reação positiva, duas bandas coloridas se tornarão 
visíveis em 15 minutos, uma do controle do teste e uma da reação.

O teste, disponível comercialmente, apresenta alta sensibilidade e especificidade. No en-
tanto, algumas cepas do CMTB apresentam reação negativa em razão de uma mutação 
no gene MPT64.

Precaução

O tampão diluente contém baixa concentração de azida de sódio como conservante, que é 
tóxico e deve ser manipulado com cuidado para se evitar contato com a pele ou ingestão. 
Os dispositivos são sensíveis à umidade e ao calor.

Procedimento

Antes de iniciar a preparação para o ensaio, deixar que todos os componentes do kit e 
amostras atinjam a temperatura ambiente cerca de 20 a 30 minutos antes da execução 
do ensaio.

1. Realizar o teste na CSB. Organizar os materiais que serão utilizados em um lado da banca-
da da CSB e colocar os recipientes de descarte conforme descrito no Capítulo 3.

2. No caso de culturas sólidas, suspender 3 a 4 colônias em 100 µl do tampão de extração 
incluso no teste. Culturas líquidas não necessitam de preparo adicional.

3. Remover o dispositivo de teste da embalagem de alumínio e colocá-lo sobre uma superfí-
cie seca e plana. Identificar o dispositivo com o número da cultura.

4. Adicionar 100 µl de cultura líquida ou da suspensão das colônias em tampão de extração 
à cavidade do dispositivo identificada por um “S”. À medida que o líquido flui pela mem-
brana de nitrocelulose, será possível observar uma cor se movendo ao longo da janela de 
resultados. A banda identificada por “C” deverá ficar visível sempre que o procedimento 
for realizado adequadamente. A banda identificada por “T” ficará visível sempre que 
houver antígeno MPT64 na cultura em teste.

5. Interpretar o resultado do teste em 15 minutos. Não interpretar os resultados após 15 minutos.

Controles de referência para interpretação do teste

Positivo: M. tuberculosis H37RV (ATCC 27294)

Negativo: M. fortuitum (ATCC6841) ou M. avium (ATCC25291)

Leitura e interpretação

 » Positivo: quando aparecerem duas linhas na janela de resultados, a linha controle 
“C” e a linha teste “T”. A intensidade da cor das linhas “C” e “T” pode ser diferente. 
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A linha “C” poderá ser mais fraca que a linha “T” ou vice-versa. Considerar o resul-
tado positivo em qualquer situação.

 » Negativo: quando aparecer somente a linha controle “C” na janela de resultados.

 » Inválido: quando não aparecer nenhuma das linhas. Neste caso, o teste deve ser 
repetido utilizando outro dispositivo.

8.4.4 Inibição de crescimento em meio com ácido ρ-nitrobenzoico 500 µg/ml4,5,10

Este teste foi descrito por Tsukamura em 1964. É um teste muito útil para diferenciação 
das espécies do CMTB das MNT, pois ao contrário da maioria das MNT, nenhuma das 
espécies do CMTB cresce nesse meio. Por essa razão, esse teste pode auxiliar na detecção 
de cultura mista (M. tuberculosis + MNT). As espécies de MNT que eventualmente não 
crescem em presença de PNB são M. kansasii, M. xenopi e M. gastri.

Procedimento

1. Semear, com uma pipeta Pasteur estéril, uma gota da suspensão bacteriana das culturas 
em teste e dos controles de referência positivos e negativos, em tubos contendo meio de 
LJ (tubo controle) e LJ-PNB. A gota deve ser semeada no ápice do meio de cultura e deixar 
escorrer até o final do tubo. Incubar os tubos na posição vertical a 36 ± 1°C por 15 dias.

Leitura e interpretação

 » Comparar o crescimento do tubo controle LJ com o tubo LJ-PNB.

 » Positivo (resistente): presença de crescimento no meio LJ-PNB. Negativo (sensível): 
ausência de crescimento no meio LJ-PNB.

Controles de referência para interpretação do teste

Positivo: M. fortuitum (ATCC 6841) ou M. avium (ATCC 25291).

Negativo: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

8.4.5 Niacina11,12,13

A niacina atua como um precursor na biossíntese de coenzimas envolvidas nas reações 
de óxido-redução da síntese metabólica de todas as micobactérias. Embora a niacina 
seja produzida por todas as micobactérias, somente algumas espécies do CMTB como M. 
tuberculosis, M. africanum e raras espécies de MNT, como M. simiae, M chelonae e M. 
marinum produzem quantidades detectáveis pelo teste in vitro. As fitas comerciais estão 
impregnadas com cloramina e tiocianato de potássio acidificado e ácido β-aminosalicílico 
(PAS). A combinação desses reagentes leva à formação e à liberação de cloreto de ciano-
gênio, o qual reage com PAS na presença da niacina produzindo uma coloração amarela.

Precaução

O teste da niacina deve ser realizado para as espécies de crescimento lento acromógenas 
e a cultura deve ter entre quatro e cinco semanas de crescimento em meio sólido, com 
pelo menos 50 colônias.
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Procedimento

1. Usar um dos tubos da cultura original para realizar o teste da niacina. Se não houver 
crescimento suficiente para o teste de niacina, fazer um subcultivo do tubo original.

2. Adicionar 1,5 ml de água destilada estéril nos frascos das culturas teste e nos controles de 
referência positivo e negativo.

3. Fazer vários cortes na superfície do meio com uma alça descartável estéril, para permitir a 
extração da niacina contida no meio de cultura.

4. Colocar os tubos em posição horizontal, de modo que o líquido cubra toda a superfície 
do meio. Deixar por 20-30 minutos. Os tubos podem ser colocados em estufa a 36°C para 
acelerar a extração.

5. Transferir 0,6 ml do líquido com uma pipeta Pasteur descartável estéril, para um tubo com 
tampa de rosca 12 x 120 mm.

6. Colocar a fita do teste de niacina dentro de cada tubo teste. Fechar bem a tampa.

7. Deixar à temperatura ambiente por 15 minutos, agitando de vez em quando.

8. Observar a cor amarela que se desenvolve no líquido, não considerar a cor na fita.

Leitura e interpretação

 » Teste positivo: desenvolvimento de cor amarela no líquido.

 » Teste negativo: não há desenvolvimento de cor amarela.

Controles de referência para interpretação do teste

Positivo: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

Negativo: M. avium (ATCC 25291).

Quadro 19 –  Diferenciação entre o Complexo M. tuberculosis (CMTB) e as micobactérias 
não tuberculosas (MNT)

CMTB MNT

Pigmentação ausente presente/ausente

Formação de corda + -

Teste imunocromatográfico +/- -

Crescimento em LJ-PNB - +/-

Produção de niacina +/- -/+

Fonte: Autoria própria. 
+/- = predominantemente positivo; -/+= predominantemente negativo; CMTB: Complexo M. tuberculosis; LJ: Löwenstein-
Jensen; MNT: Micobactérias não tuberculosas; PNB: ácido p-nitrobenzoico.

8.5 Identificação das espécies do Complexo M. tuberculosis – CMTB

As espécies do CMTB causam TB no homem e nos animais. Esse complexo é composto 
por sete espécies (M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis – BCG, M africanum, M. microti, 
M. caprae, M. pinnipedii). Outras espécies, como M. canettii, encontrada na região da 
Somália e as mais adaptadas a animais, M. orygis, M. mungi e M. suricattae, ainda não 
foram reconhecidas oficialmente como espécies do complexo.1,2,15,16,17,18,19,20,21



258

MINISTÉRIO DA SAÚDE | MANUAL DE RECOMENDAÇÕES PARA O DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DE TUBERCULOSE E 
MICOBACTÉRIAS NÃO TUBERCULOSAS DE INTERESSE EM SAÚDE PÚBLICA NO BRASIL

A identificação do CMTB é essencial para confirmação do diagnóstico, enquanto a iden-
tificação das espécies desse complexo é necessária somente em algumas situações, como 
na suspeita de infecção por M. bovis, uma vez que essa espécie é naturalmente resistente 
à pirazinamida.

Para fins epidemiológicos, entretanto, pode-se identificar não apenas a espécie, mas 
também as variantes geográficas de M. tuberculosis (as clássicas e as asiáticas) e as duas 
variantes geográficas de M. africanum (tipo I e tipo II). A diferenciação dessas variantes 
pode ser feita por alguns testes fenotípicos. No entanto, há limitações metodológicas, 
uma vez que essas variantes apresentam resultados variáveis (Quadro 20). A diferenciação 
mais precisa pode ser feita com testes moleculares, tais como RFLP-IS6110 (Restriction 
Fragment Length Polymorphism), Spoligotyping, MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersal 
Repetitive Units – Variable Numbers of Tandem repeats) ou sequenciamento de regiões 
específicas ou total do genoma.5,16,18

Mycobacterium tuberculosis

A espécie M. tuberculosis, variante clássica ou asiática, foi classificada no gênero em 1896 
por Lehmann e Neumann, redefinida por Runyon e col. em 1967 e posteriormente por 
Kubica e col. em 1972.1,4

As colônias de M. tuberculosis em meio sólido têm aspecto rugoso, assemelhando-se 
a farelos de pão e de couve-flor, e crescem em meios de cultura contendo glicerol ou 
piruvato de sódio como fonte de carbono. A temperatura de crescimento é restrita à 
faixa de 34°C-38°C. Os bacilos medem cerca de 0,3 a 0,5 µm de largura por 2 a 4 µm de 
comprimento, podendo apresentar-se ocasionalmente mais curtos ou longos. O esfregaço 
da cultura, geralmente, apresenta formação de corda. Essa espécie é aeróbica, sensível à 
pirazinamida e à cicloserina e positiva no teste da redução do nitrato.4,5

A variante clássica é resistente à hidrazida do ácido tiofeno 2-carboxílico (TCH) e a asiática 
é sensível. Ambas são sensíveis ao PNB, e positivas ao teste da niacina, embora existam 
algumas exceções. Os isolados de M. tuberculosis sensíveis à isoniazida produzem uma 
reação fortemente positiva da catalase, enquanto os resistentes à isoniazida frequente-
mente produzem reações fracas ou negativas.4

Mycobacterium bovis

A espécie M. bovis causa, principalmente, TB em bovinos, mas pode acometer outros ani-
mais e o homem. Os bacilos da espécie M. bovis costumam ser mais curtos do que os do M. 
tuberculosis e a formação de corda menos frequente. As colônias em meio sólido são mais 
planas e lisas do que a variante humana. Crescem em meio de cultura contendo piruvato 
de sódio em substituição ao glicerol. O crescimento é restrito à faixa de temperatura 
entre 34°C a 38°C. Essa espécie é microaerófila, sensível ao TCH e à cicloserina, resistente 
à pirazinamida. O teste da niacina é negativo.4,5

Mycobacterium bovis – Bacilo Calmette-Guérin – BCG

É derivado atenuado do M. bovis, utilizado na vacina BCG. No entanto, apresenta carac-
terísticas morfológicas e de cultura semelhantes às de M. tuberculosis. Não apresenta 
preferência por piruvato de sódio. É negativo para o teste do nitrato (ou fraco reator), 
aeróbico, sensível a TCH, mas resistente à pirazinamida e à cicloserina. O teste de niacina 
é negativo.4
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Mycobacterium africanum

A espécie M. africanum, foi isolada pela primeira vez na África Ocidental por Castets e 
col. em 1969. Essa espécie apresenta características intermediárias entre M. bovis e M. 
tuberculosis. Existem duas variantes de M. africanum. A variante africana I, originária 
da África Ocidental, é negativa para o teste do nitrato e suas colônias em meio sólido 
assemelham-se às de M. bovis, não apresentando preferência por piruvato de sódio. A 
variante africana II, originária da África oriental, é positiva para o teste do nitrato e 
suas colônias assemelham-se às de M. tuberculosis. As duas variantes são microaerófilas e 
sensíveis à TCH, à pirazinamida e à cicloserina. O teste de niacina é variável para ambas. 
O crescimento é restrito à faixa de temperatura entre 34°C a 38°C.4,5

Mycobacterium microti

O M. microti foi descrito por Wells em 1937, e foi inicialmente denominado de “vole 
bacillus”. M. microti causa doença em pequenos roedores. A doença é rara em gatos 
e suínos e muito rara em humanos. Recentemente, isolados de M. microti de humanos 
foram caracterizados com o uso de métodos moleculares.18 De acordo com Yates (1984),19 
as poucas cepas existentes em coleções de cultura têm as características da variante I de 
M. africanum. Os bacilos de M. microti podem ser diferenciados dos outros membros do 
CMTB por apresentarem formato curvo.4,18,20

Mycobacterium caprae

Foi originalmente isolada de caprinos na Espanha. Posteriormente foi isolado de gado, su-
ínos e humanos que tiveram contato com caprinos. Apresenta preferência de crescimento 
em meio com piruvato de sódio em substituição ao glicerol.22,23

Mycobacterium pinnipedii

Foi originalmente isolado a partir de casos de TB em leões marinhos, focas e tapires brasi-
leiros. Apresenta preferência de crescimento em meio com piruvato de sódio e cresce em 
temperatura de 33°C.17,24

Mycobacterium canettii

Essa espécie foi descrita, em 1969, por George Canetti e foi denominada de M. tuberculo-
sis canettii em sua homenagem. Em 1997, van Soolingen e col. descreveram o isolamento 
de uma cepa denominada So93, com as mesmas características fenotípicas e genotípicas 
da cepa isolada por Canetti. Desde então, alguns casos causados por M. canettii têm sido 
relatados.21

Essa espécie apresenta colônias lisas, teste de niacina negativo e redução de nitrato posi-
tiva. É resistente à TCH, à pirazinamida e à estreptomicina.

8.5.1 Testes fenotípicos para identificação das espécies do complexo M. tuberculosis

A identificação das espécies do CMTB pode ser feita por nove testes fenotípicos descritos 
a seguir. É muito importante que os testes enzimáticos sejam feitos utilizando-se culturas 
com crescimento ativo de três a quatro semanas. É indispensável a inclusão de controles 
de referência positivos e negativos ao realizar os testes (Quadro 20).

1. Crescimento em meio LJ com glicerol e LJ com piruvato de sódio.

2. Inibição de crescimento em meio com TCH.



260

MINISTÉRIO DA SAÚDE | MANUAL DE RECOMENDAÇÕES PARA O DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DE TUBERCULOSE E 
MICOBACTÉRIAS NÃO TUBERCULOSAS DE INTERESSE EM SAÚDE PÚBLICA NO BRASIL

3. Inibição de crescimento em meio com estreptomicina,

4. Inibição de crescimento em meio com cicloserina.

5. Preferência de oxigênio.

6. Pirazinamidase.

7. Teste de redução do nitrato.

8. Urease.

9. Niacina.

8.5.1.1 Crescimento em meio LJ e LJ com piruvato de sódio4,5

As espécies do CMTB apresentam variações quanto à preferência de fonte de carbono em-
pregada nos meios de cultura. Os meios à base de ovos podem ser formulados com glicerol 
ou piruvato de sódio como fonte de carbono. As espécies M. bovis, M microti, M caprae e 
M. pinnipedii, usualmente, crescem melhor em meio de LJ com piruvato de sódio.4,5

Procedimento

1. Semear, com uma pipeta Pasteur estéril, uma gota da suspensão bacteriana (preparada 
como descrito no item 8.3.1) em meio de LJ (tubo controle) e LJ com piruvato de sódio.

2. Incubar a 36°C ± 1°C por 15 dias.

Leitura e interpretação

 » Após 15 dias observar o crescimento nos tubos. Na ausência de crescimento nos dois 
tubos, incubar por mais sete dias.

Controles de referência para interpretação do teste

Crescimento no meio de LJ com piruvato de sódio: M. bovis (ATCC 19210) ou M. tubercu-
losis H37Ra (ATCC 25177).

Crescimento no meio de LJ com glicerol: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

8.5.1.2 Inibição de crescimento em meio com hidrazida do ácido tiofeno 2-carboxílico 
(TCH)4,5

As espécies do CMTB apresentam variações quanto ao crescimento em meio de cultura 
contendo TCH. As espécies M. bovis, M. africanum, M. microti e M. tuberculosis variante 
asiática não crescem nesse meio, ao contrário das outras espécies de micobactérias.4,11 É 
um teste útil para diferenciação entre M. bovis e M. tuberculosis. Os isolados de M. bovis 
resistentes à isoniazida podem apresentar resistência à TCH 4.

Procedimento

1. Semear, com uma pipeta Pasteur, uma gota da suspensão bacteriana (preparada como 
descrito no item 8.3.1) em meio de LJ (tubo controle) e LJ-TCH, preparada a partir das 
culturas teste e das culturas dos controles de referência.

2. Incubar a 36°C ± 1°C por 15 dias.
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Controles de referência para interpretação do teste

Crescimento no meio de LJ: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177) ou M. bovis (ATCC 9210).

Crescimento no meio de LJ-TCH: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

8.5.1.3 Inibição de crescimento em meio com estreptomicina – SM4

Esse teste é útil para diferenciação do M. canettii das outras espécies do CMTB.

Procedimento

1. Semear, com uma pipeta Pasteur, uma gota da suspensão bacteriana (preparada como 
descrito no item 8.3.1), em meio de LJ (tubo controle) e LJ-Estreptomicina, preparada a 
partir das culturas teste e das culturas dos controles de referência.

2. Incubar a 36°C ± 1°C por 15 dias.

Leitura e interpretação

Após 15 dias, observar o crescimento nos tubos. Na ausência de crescimento nos dois tubos 
incubar por mais sete dias.

Controles de referência para interpretação do teste

Crescimento no meio de LJ: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177) ou M. canettii.

Crescimento no meio de LJ com SM: M. canettii ou M. tuberculosis resistente à 
estreptomicina.

8.5.1.4 Inibição de crescimento em meio com cicloserina 4

Esse teste é útil para diferenciar M. bovis-BCG de outras espécies do CMTB; já a M. bovis-
-BCG cresce em meio de LJ-Cicloserina, ao contrário das outras espécies do CMTB.

Procedimento

1. Semear, com uma pipeta Pasteur estéril, uma gota da suspensão bacteriana (preparada 
como descrito no item 8.3.1), em meio de LJ (tubo controle) e LJ-Cicloserina.

2. Incubar a 36°C ± 1°C por 15 dias.

Leitura e interpretação

 » Após 15 dias, observar o crescimento nos tubos. Na ausência de crescimento nos 
dois tubos incubar por mais sete dias.

Controles de referência para interpretação do teste

Crescimento no meio de LJ: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

Crescimento no meio de LJ-Cicloserina: M. bovis-BCG (cepa Moreau).
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8.5.1.5 Preferência de oxigênio4,5

Essa técnica pode ser feita com meio de Middlebrook 7H9 ou com o meio de Kirchner 
contendo 0,1% de ágar.

Procedimento

1. Preparar o meio de cultura semissólido (Middlebrook 7H9 ou Kirchner) e distribuir 10 ml 
em tubos de 20 x 100 mm com tampa de rosca. Manter na posição vertical.

2. Pipetar 0,2 ml da suspensão bacteriana preparada como no item 8.3.1, a partir das culturas 
teste e das culturas dos controles de referência, cerca de 10 mm abaixo da superfície do 
meio; fechar bem o tubo e misturar com movimentos circulares tomando cuidado para 
não formar bolhas.

3. Incubar a 36°C ± 1°C por 14 dias.

Leitura e interpretação

 » Aeróbico: presença de crescimento próximo à superfície.

 » Microaerófilo: presença de crescimento na forma de um anel a cerca de 10 a 20 mm 
abaixo da superfície (às vezes o crescimento pode se estender para cima).

Controles de referência para interpretação do teste

Aeróbico: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

Microaerófilo: M. bovis (ATCC 19210).

8.5.1.6 Pirazinamidase 5

Os isolados bacterianos sensíveis à pirazinamida possuem a enzima pirazinamidase que 
converte a pirazinamida em ácido pirazinoico e amônia. A detecção dessa enzima é uma 
alternativa utilizada para fins de identificação.

Precauções

É necessário inocular pelo menos uma alçada de bactéria para que não ocorra um resul-
tado falso-negativo.

Procedimento

1. Colocar sobre a superfície do meio (preparo conforme item E do Anexo A), com o auxílio 
de uma alça bacteriológica, uma quantidade grande do crescimento bacteriano.

2. Incubar a 36°C ± 1°C por seis dias.

Leitura e interpretação

 » Adicionar 1 ml de solução de sulfato ferroso amoniacal 1% (preparado no momen-
to de uso) a cada tubo.

 » Colocar na geladeira por três horas,
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 » Teste positivo (sensível): formação de um anel rosa imediatamente abaixo da super-
fície do ágar difundindo para dentro do meio.

 » Teste negativo (resistente): ausência da formação do anel rosa no ágar.

Controles de referência para interpretação do teste

Positivo: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25 177).

Negativo: M. bovis-BCG (cepa Moreau).

8.5.1.7 Redução do nitrato14,25

O teste da redução do nitrato detecta a capacidade da micobactéria de reduzir o nitrato 
(NO3

-) a nitrito (NO2
-) pela ação da enzima nitrato-redutase. As espécies que produzem 

a nitrato-redutase reduzem o nitrato a nitrito em condições anaeróbicas com o objetivo 
de obter o oxigênio do NO3

- para seu metabolismo. Os NO2
- formados na reação, em 

contato com ácido acético ou clorídrico, desenvolvem coloração rosa quando adicionado 
sulfanilamida e naftiletilenodiamina – reação de Griess.

Precaução

Para o teste da redução do nitrato, a cultura de micobactérias de crescimento lento não 
deve ter mais de quatro semanas de crescimento em meio sólido. As culturas de micobac-
térias de crescimento rápido devem ser testadas com até duas semanas de crescimento.

Procedimento

1. Adicionar 2 ml do substrato nitrato de sódio 22 mM em tubos de 12 x 120 mm.

2. Transferir, para o tubo contendo substrato, uma alça cheia de crescimento bacteriano das 
culturas testes e das culturas dos controles de referência.

3. Incubar a 36°C ± 1°C por duas horas.

4. Após duas horas adicionar uma gota do reagente A, duas gotas do reagente B e duas 
gotas do reagente C.

Leitura e interpretação

 » Observar e anotar imediatamente o aparecimento de cor no substrato de acordo 
com a escala a seguir.

Quadro 20 – Escala de cor da reação de redução do nitrato

COR INTENSIDADE DA COR

Rosa-pálido +/-

Rosa-claro 1

Rosa-escuro 2

Vermelho 3

Vermelho-escuro 4

Vermelho-arroxeado 5

Fonte: Autoria própria. 
Teste positivo: 3+ a 5+
Teste negativo: incolor, +/- a 2+
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Controles de referência para interpretação do teste

Positivo: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

Negativo: substrato do teste ou M. avium (ATCC 25291).

ATENÇÃO: todos os resultados devem ser confirmados pois algumas micobactérias 
são capazes de reduzir o NO2

- a amoníaco, podendo dar resultados falso-negativos.14 
Para confirmação, deve-se adicionar uma pequena quantidade (pitada) de zinco em 
pó a todos os tubos negativos. Se houver NaNO3 na suspensão ocorrerá mudança 
imediata de cor para o vermelho, e essa mudança caracteriza o teste verdadeiro ne-
gativo. Se, após a adição do zinco, a cor continuar inalterada, significa que a reação 
já ocorreu e foi além da redução de NO2

-, caracterizando, portanto, um teste positivo.

8.5.1.8 Teste combinado da produção de niacina e redução de nitrato 12

Os testes da niacina e redução do NO3
- podem ser combinados, reduzindo o tempo e o 

material.

Procedimentos

1. Em uma cultura em LJ com menos de quatro semanas, acrescentar 2,5 ml do substrato de 
nitrato de sódio e fazer vários cortes na superfície do meio.

2. Repetir o item anterior para as culturas dos controles de referência.

3. Deixar os tubos na posição vertical, por duas horas, em estufa bacteriológica a 36°C ± 1°C.

4. Transferir 0,6 ml do líquido para um tubo de rosca 12 x 120 mm e proceder como no teste 
da niacina (item 8.4.5).

5. Adicionar ao tubo de cultura, com o substrato nitrato de sódio, os reagentes de revelação 
(A, B e C), de acordo com o teste da redução do nitrato (item 8.5.1.7).

Controles de referência para interpretação do teste – Teste da niacina

Positivo: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

Negativo: M. avium (ATCC 25291).

Controles de referência para interpretação do teste – Teste do nitrato

Positivo: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

Negativo: substrato do teste ou M. avium (ATCC 25291).

8.5.1.9 Urease 5,12

Algumas espécies de micobactérias são capazes de hidrolisar a ureia, que pode ser detec-
tada por um simples teste baseado na mudança de pH da solução. Isso é útil na identifi-
cação das espécies acromógenas e escotocromógenas e na identificação de M. bovis e M. 
bovis-BCG, que apresentam reação fortemente positiva.5,12
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Procedimentos

1. Inocular um tubo contendo 0,5 ml da solução ureia-indol com uma alçada de crescimento 
bacteriano da cultura teste e das culturas dos controles de referência.

2. Incubar a 36°C ± 1°C.

Leitura e interpretação

 » Fazer a leitura após duas e 18 horas de incubação.

 » Teste positivo: mudança de cor amarela para rosa.

 » Teste negativo: sem alteração de cor (amarelo).

Controles de referência para interpretação do teste

Positivo: M. bovis-BCG (cepa Moreau) ou M. kansasii (ATCC 12478).

Negativo: substrato do teste ou M. avium (ATCC 25291).

8.5.1.10 Método alternativo da urease

Procedimento

1. Preparar tubos de 12 x 120 mm contendo 0,5 ml de água destilada estéril.

2. Colocar um disco de ureia em cada um dos tubos.

3. Adicionar uma alçada de crescimento bacteriano da cultura nos tubos testes e uma alçada 
nos tubos controles com as culturas de referência.

4. Incubar a 36°C ± 1°C.

Leitura e interpretação

 » Fazer a leitura após uma hora e, diariamente, por três dias seguidos.

 » Teste positivo: mudança da cor do meio para roxo ou rosa-escuro.

 » Teste negativo: não há mudança de cor do meio.

Controles de referência para interpretação do teste

Positivo: M. bovis-BCG (cepa Moreau) ou M. kansasii (ATCC 12478).

Negativo: substrato do teste ou M. avium (ATCC 25291).
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8.6 Identificação fenotípica das micobactérias não tuberculosas – MNT

O método fenotípico de identificação consiste em um conjunto de testes baseados em ca-
racterísticas culturais e bioquímicas, tais como: tempo e temperatura de crescimento, que 
varia de acordo com a espécie de 25°C a 45°C; pigmentação; e capacidade de crescimento 
em meios seletivos e testes enzimáticos.4,5,8,11,12,13,14

Em 1958, Runyon propôs uma classificação das MNT em quatro grupos, baseada na pig-
mentação e no tempo de crescimento das colônias. As espécies que apresentam crescimen-
to em meio sólido após sete dias são classificadas como de crescimento lento e aquelas que 
apresentam crescimento em menos de sete dias, de crescimento rápido.26 Essa classificação 
é, ainda, utilizada para identificação das MNT com outros testes.

Quadro 22 –  Classificação das micobactérias de acordo com o tempo de crescimento e a pigmen-
tação das colônias

GRUPO CARACTERÍSTICA DA CULTURA

I
Fotocromógenas – caracteriza-se pelo crescimento lento das colônias. As culturas desenvolvem 
pigmento amarelo somente quando expostas à luz. Exemplo: M. kansasii, M. marinum.

II
Escotocromógenas – caracteriza-se pelo crescimento lento das colônias. As culturas 
desenvolvem pigmento tanto na luz como no escuro. Exemplo: M. gordonae, M. szulgai.

III
Acromógenas – caracteriza-se pelo crescimento lento das colônias. As culturas não produzem 
pigmento. Exemplo: M. avium, M. terrae.

IV
Crescimento rápido – caracteriza-se pelo crescimento rápido das colônias, que podem ser 
pigmentadas ou não. Exemplo: M. fortuitum, M. chelonae.

Fonte: Autoria própria.

A seguir, serão descritos os principais testes de identificação, empregados no método 
fenotípico, exceto os que já foram descritos previamente nos itens 8.4 e 8.5.

O primeiro passo para a identificação é organizar o conjunto de meios de cultura contro-
les, de meios contendo inibidores e tubos contendo as soluções e os substratos dos testes 
bioquímicos.

O segundo passo, comum a todos os testes, é o preparo da suspensão bacteriana para o 
inóculo nos meios e substratos, conforme item 8.3.1, das culturas testes e das culturas dos 
controles de referência.

Os procedimentos de semeadura, leitura e interpretação serão descritos separadamente 
para cada método.

Testes

1. Produção de pigmento.

2. Crescimento a 25°C.

3. Crescimento a 45°C.

4. Determinação do tempo de crescimento:

a. tempo de crescimento em LJ;

b. inibição de crescimento em meio de Sauton com ácido pícrico;

c. inibição de crescimento em meio de ágar comum; e
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5. Inibição de crescimento em meio com NaCl 5%.

6. Arilsulfatase 3 e 14 dias.

7. Hidrólise do tween 80.

8. β-galactosidase.

9. Redução do telurito de potássio.

Provas descritas nos itens 8.4 e 8.5

1. Inibição de crescimento em meio com PNB.

2. Redução do nitrato.

3. Urease.

4. Pirazinamidase.

Testes para identificação de espécies de MNT de crescimento rápido

1. Captação do ferro.

2. Inibição de crescimento em meio com citrato de sódio.

3. Inibição de crescimento em meio com manitol.

4. Inibição de crescimento em meio com inositol.

Precauções

É muito importante que os testes sejam feitos utilizando-se culturas jovens, com cresci-
mento ativo de três a quatro semanas, tendo em vista que culturas com mais de cinco 
semanas não são apropriadas. É indispensável a inclusão de controles positivos e negativos 
ao realizar os testes. Nos testes bioquímicos, o controle negativo é sempre feito com 
o substrato específico ou meio de cultura no qual o teste é realizado, sem inocular a 
suspensão bacteriana.

Os testes de identificação de micobactérias deverão ser realizados em CSB seguindo as 
recomendações de biossegurança para procedimentos com cultura.

Equipamentos:

 » agitador mecânico;

 » coagulador de meios;

 » CSB; e

 » estufa bacteriológica a 25°C ± 1°C, 36°C ± 1°C e 45°C ± 1°C.

Reagentes:

 » água destilada estéril;

 » tubos 12 x 120 mm com 2 ml de meio de LJ (capítulo 7);

 » tubos 12 x 120 mm com 2 ml de meio de LJ com 5% de NaCl (item H do Anexo A);
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 » tubos com 2 ml do substrato arilsulfatase três dias (item F do Anexo B);

 » tubos com 2 ml do substrato arilsulfatase 14 dias (item F do Anexo B);

 » solução reveladora de carbonato de sódio 2N (item G do Anexo B);

 » tubos 12 x 120 mm com 2 ml do substrato tween 80 (item H do Anexo B);

 » tubos 12 x 120 mm com 2 ml de meio Dubos modificado (item I do Anexo A);

 » tubos com 2,5 ml de meio de Middlebrook 7H9 acrescido de albumina, dextrose e 
catalase (ADC), preparado conforme recomendações do fabricante;

 » solução de telurito de potássio 0,2% (item I do Anexo B);

 » tubos 12 x 120 mm com 3 ml de meio de LJ-citrato férrico amoniacal (capítulo 7);

 » tubos 12 x 120 mm com 3 ml de meio base para os testes de utilização de inositol, 
manitol, citrato de sódio (item J do Anexo A);

 » tubos 12 x 120 mm com 3 ml de meio citrato de sódio (item K do Anexo A);

 » tubos 12 x 120 mm com 3 ml de meio manitol (item L do Anexo A); e

 » tubos 12 x 120 mm com 3 ml de meio inositol (item M do Anexo A).

Insumos:

 » alças bacteriológicas descartáveis estéreis;

 » frascos de vidro esterilizados com tampa de rosca contendo de cinco a seis pérolas 
de vidro de 3 mm de diâmetro e 2 ml de água destilada estéril. Os frascos com as 
pérolas de vidro devem ser previamente esterilizados e depois acrescentados os 2 
ml de água destilada estéril;

 » luvas descartáveis;

 » pipetas Pasteur descartáveis estéreis;

 » papel-alumínio ou caixa com tampa;

 » sacos plásticos para autoclave;

 » swabs; e

 » tubos de vidro de 12 x 120 mm estéreis.

8.6.1 Temperatura de crescimento e pigmentação das colônias4,5,12

Estes testes permitem classificar a micobactéria em um dos quatro grupos de Runyon e 
identificar a temperatura ótima para crescimento que, em geral, é 36°C a 37°C. No entan-
to, algumas espécies crescem melhor em temperaturas mais baixas (25°C a 30°C), como 
o M. marinum, M. ulcerans, M. haemophilum, e outras em temperaturas mais elevadas, 
como M. xenopi (42°C) e M. thermoresistible (52°C).

Precauções

Para avaliação das temperaturas de crescimento, é imprescindível que as estufas sejam 
calibradas e monitoradas com termômetros de máxima e mínima.
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Procedimento

Com pipeta Pasteur descartável e estéril, inocular cinco tubos com meio de LJ, uma gota 
da suspensão bacteriana no início da superfície do meio e incubar os tubos na posição 
horizontal por 15 dias, conforme descrito a seguir.

1. Dois tubos de LJ para a prova de produção de pigmento:

 » tubo 1 – a 36 ± 1°C, dentro de uma caixa fechada, sem penetração de luz ou em-
brulhado em papel alumínio; e

 » tubo 2 – a 36 ± 1°C, em uma bandeja exposta à luz da estufa.

2. Três tubos de LJ para a prova das temperaturas de crescimento. Incubar nas temperaturas 
de estufa bacteriológica a 25°C ± 1°C, 36°C ± 1°C e 45°C ± 1°C. Os tubos dos testes da 
temperatura serão utilizados como controle de crescimento. No caso de identificação de 
micobactérias isoladas de lesões de pele e tecidos moles, incubar a 25°C ± 1°C.

Leitura e interpretação do teste de produção de pigmento

Comparar o crescimento do tubo 1 com o crescimento do tubo 2 e classificar:

 » escotocromógena, se as colônias dos tubos 1 e 2 forem pigmentadas;

 » fotocromógena, se as colônias do tubo 1 não apresentarem pigmentação e as colô-
nias do tubo 2 forem pigmentadas; e

 » acromógena, se as colônias dos tubos 1 e 2 não apresentarem pigmento.

Controles de referência para interpretação do teste

 » Escotocromógena – M. gordonae (ATCC 14470).

 » Fotocromógena – M. kansasii (ATCC 12478).

 » Acromógena – M. terrae (ATCC 15755) ou M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

Leitura e interpretação da temperatura de crescimento

 » Comparar o crescimento do tubo 2 mantido a 36 ± 1°C com os tubos incubados nas 
temperaturas de 25 ± 1°C e 45 ± 1°C. Anotar o resultado.

8.6.2 Determinação do tempo de crescimento4,11

Este teste permite a classificação das MNT em micobactérias de crescimento lento ou 
rápido. No entanto, algumas espécies apresentam crescimento intermediário; por isso, a 
definição de crescimento lento ou rápido é feita com base em três testes:

 » determinação do tempo de crescimento das colônias em meio LJ;

 » crescimento em meio de ágar comum; e

 » crescimento em meio de Sauton com ácido pícrico 0,2%.

Procedimento para determinação do tempo de crescimento das colônias em meio LJ

1. Inocular um tubo de LJ, com uma gota da suspensão bacteriana. Incubar por 15 dias a 36°C ± 1°C.
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Leitura e interpretação

 » Crescimento rápido: se houver crescimento abundante.

 » Crescimento lento: se não houver crescimento.

Controles de referência para interpretação do teste

Crescimento rápido: M. fortuitum (ATCC 6841).

Crescimento lento: M. avium (ATCC 25291) ou M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

Procedimento para determinação do crescimento em ágar comum e meio contendo ácido 
pícrico

1. Inocular, com pipeta Pasteur estéril, uma gota da suspensão bacteriana nos tubos ágar 
comum e Sauton com ácido pícrico.

2. Incubar por 15 dias a 36 ± 1°C.

Leitura e interpretação

 » Crescimento rápido: crescimento nos dois meios.

 » Crescimento lento: ausência de crescimento nos dois meios.

8.6.3 Inibição de crescimento em meio com NaCl 5%5,11

Algumas espécies de micobactérias são capazes de crescer em meio de cultura contendo 
NaCl 5%. A maioria das espécies de crescimento rápido cresce nesse meio, exceto M. 
chelonae, M. immunogenum e M. mucogenicum. Porém, entre as espécies de crescimento 
lento, somente o M. triviale cresce nesse meio.

Procedimento

1. Com pipeta Pasteur descartável e estéril, inocular uma gota da suspensão bacteriana no 
início da superfície dos meios LJ e LJ-NaCl. Incubar os tubos na posição horizontal por 15 
dias.

Leitura e interpretação

 » Ausência de crescimento: sensível.

 » Crescimento leve ou até dez colônias: +.

 » Crescimento médio de 11 a 100 colônias: ++.

 » Crescimento confluente ou acima de 100 colônias: +++.

 » Comparar crescimento do tubo controle com o tubo com droga considerando o 
número de cruzes.

 » Sensível: crescimento no tubo controle e nenhum crescimento no tubo teste.

 » Resistente: se houver crescimento semelhante, em cruzes, no tubo controle e teste.

Controles de referência para interpretação do teste
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Sensível: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

Resistente: M. fortuitum (ATCC 6841), M. triviale (ATCC 15754).

8.6.4 Arilsulfatase três e 14 dias 12

A arilsulfatase é uma enzima capaz de hidrolisar a ligação entre o grupo sulfato e o 
anel aromático em um composto dissulfato potássico de fenolftaleína. A detecção da 
fenolftaleína liberada pela hidrólise enzimática é evidenciada pelo desenvolvimento da 
cor rosa após adição do carbonato de sódio. A intensidade da cor varia de acordo com 
a espécie. É um teste útil para identificação das espécies acromógenas de crescimento 
rápido e M. xenopi.

Procedimento

1. Inocular cinco gotas da suspensão bacteriana em cada um dos tubos: arilsulfatase 3 e 14 
dias.

2. Incubar a 36°C ± 1°C.

3. Após três dias de incubação, adicionar quatro gotas da solução de carbonato de sódio 2N 
ao tubo de três dias.

4. Após 14 dias de incubação, adicionar quatro gotas de solução de carbonato de sódio 2N 
ao tubo de 14 dias.

Leitura e interpretação

 » Positivo: aparecimento de cor que varia de rosa a vermelho. Anotar o resultado em 
cruzes de acordo com a intensidade da cor.

 » Negativo: sem alteração da cor do substrato.

Observação: considerar positivo a partir do tubo 3+ da escala do NO3
-.

Controles de referência para interpretação do teste

Positivo: M. fortuitum (ATCC 6841), M. xenopi (ATCC 6841).

Negativo: M. avium (ATCC 25291).

8.6.5 Hidrólise do tween 808,12

O vermelho neutro ligado ao tween 80 adquire uma cor âmbar. A hidrólise do tween 
por uma esterase libera o vermelho, que retorna à sua cor original. Esse teste é útil para 
identificação das espécies de crescimento lento.

Procedimento

1. Inocular cinco gotas da suspensão bacteriana no tubo com o substrato do teste.

2. Incubar a 36°C ± 1°C por dez dias.
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Leitura e interpretação

Observar a mudança de cor após cinco e dez dias.

 » Positivo: alteração da cor do substrato de âmbar para rosa ou vermelho.

 » Negativo: sem alteração da cor do substrato.

NOTA: é necessário que o meio mude de cor; se as colônias apresentarem cor verme-
lha, mas o meio permanecer âmbar, o teste é considerado negativo.

Controles de referência para interpretação do teste

Positivo: M. kansasii (ATCC 12478).

Negativo: M. avium (ATCC 25291).

ρ8.6.6 Galactosidase 11,12

A β-galactosidase é uma enzima induzida, ou seja, é produzida somente quando exposta 
ao substrato específico. Sua ação é específica contra as galactosidases simples. Esse teste 
consiste na detecção da enzima β-galactosidase utilizando o composto 2-nitrofenil-β-D-ga-
lactopiranosídeo (ONPG).

Procedimento

1. Inocular cinco gotas da suspensão bacteriana no tubo com o substrato do teste.

2. Incubar a 36°C ± 1°C por sete dias.

Leitura e interpretação

 » Positivo: alteração da cor do substrato de incolor para amarelo.

 » Negativo: sem alteração da cor do substrato.

Controles de referência para interpretação do teste

Positivo: M. chelonae (NCTC 946).

Negativo: M. avium (ATCC 25291).

8.6.7 Redução do telurito de potássio 5, 8,12

A maioria das micobactérias pode reduzir o telurito de potássio a telurito metálico em 
um cultivo líquido. A diferença entre as espécies consiste na velocidade da redução: as 
espécies do complexo M. avium e as de crescimento rápido são capazes de reduzir o 
telurito em três dias.

Procedimento

1. Inocular uma gota da suspensão bacteriana no tubo contendo 2,5 ml de meio Middlebrook 7H9.

2. Incubar a 36°C ± 1°C por sete dias.
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3. Após sete dias, adicionar duas gotas da solução de telurito de potássio.

4. Reincubar a 36°C ± 1°C por mais três dias.

Leitura e interpretação

Observar a formação de um precipitado preto metálico no fundo do tubo. Caso após três 
dias não haja formação do precipitado, incubar por mais seis dias:

 » positivo: formação de um precipitado preto metálico no fundo do tubo; e

 » negativo: ausência do precipitado. Algumas espécies podem produzir um precipita-
do marrom que deve ser considerado negativo.

Controles de referência para interpretação do teste

Positivo: M. avium (ATCC 25291).

Negativo: M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177).

8.6.8 Captação do ferro 5,8

Este teste se baseia na capacidade de algumas espécies de micobactérias em captar o 
citrato férrico amoniacal e reduzi-lo a óxido de ferro. É indicado para diferenciar M. 
chelonae de M. fortuitum.

Procedimento

1. Inocular uma gota da suspensão bacteriana no tubo contendo LJ com citrato férrico amo-
niacal. Incubar a 36°C ± 1°C por duas semanas.

Leitura e interpretação do teste de produção de pigmento

 » Positivo: colônias adquirem coloração marrom metálica escura.

 » Negativo: sem alteração de cor.

Controles de referência para interpretação do teste

Positivo: M. fortuitum (ATCC 6841).

Negativo: M. chelonae (NCTC 946) ou M. abscessus (ATCC 19977).

8.6.9 Utilização dos substratos inositol, manitol e citrato de sódio5,27

Estes testes se baseiam na capacidade das MNT acromógenas de crescimento rápido de 
utilizarem diversas substâncias como única fonte de carbono. É útil para diferenciação 
entre M. fortuitum, M. peregrinum, M. chelonae, M. abscessus.
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Procedimento

1. A partir da suspensão bacteriana, preparar diluições seriadas em água destilada estéril até 
que não seja visível turbidez.

2. Usar essa última diluição para inocular 0,1 ml em cada um dos tubos com meio com citrato 
de sódio, inositol ou manitol e um tubo controle.

3. Incubar a 36°C ± 1°C por 14 dias.

Leitura e interpretação

 » Positivo: crescimento no tubo controle e nos meios testes contendo citrato de só-
dio, inositol ou manitol.

 » Negativo: crescimento no tubo controle e ausência de crescimento no meio teste.

Controles de referência para interpretação do teste

Manitol positivo: M. smegmatis (ATCC 19420).

Inositol positivo: M. smegmatis (ATCC 19420).

Citrato de sódio positivo: M. smegmatis (ATCC 19420).

8.7 Controle interno da qualidade da identificação de espécies

Todos os meios e reagentes utilizados nos testes de identificação devem ser submetidos ao 
CIQ realizado pelo laboratório, em todo novo lote de meios e reagentes, considerando os 
aspectos macroscópicos (cor, consistência, volume) e o controle microbiológico, de acordo 
as recomendações feitas no Capítulo 7.
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8.8 Identificação molecular

8.8.1 Método de PRA-hsp65 28

O método de PRA-hsp65 (do inglês Polimerase Chain Reaction Restriction Analysis of the 
gene hsp65) foi descrito por Telenti e col. em 1993.28 Esse método diferencia a maioria 
das espécies de MNT, mas não as do CMTB. Resumidamente, um fragmento de 439 pares 
de base (pb) do gene hsp65 é amplificado pela reação em cadeia da polimerase (PCR) 
e digerido com duas enzimas de restrição, BstEII e HaeIII. A determinação da espécie é 
possível comparando os padrões de restrição com um algoritmo. O algoritmo apresentado 
nesse Manual é oriundo de um compilado de perfis publicados por Telenti e col. (1993)28, 
ampliado por outros autores29,30,31 e disponível na página eletrônica http://app.chuv.ch/
prasite/index.html).

Equipamentos:

 » banho-maria a 36°C ± 1°C e 59 ± 1°C;

 » CSB;

 » microcentrífuga;

 » pipetas automáticas;

 » sistema de gel eletroforese;

 » sistema para documentação de gel de agarose; e

 » termociclador.

Reagentes:

 » agarose ultrapura;

 » enzimas de restrição HaeIII e BstEII;

 » água ultrapura esterilizada do tipo Milli-Q;

 » glicerol para biologia molecular esterilizado;

 » marcador de peso molecular de 50 e 100 pb;

 » oligonucleotídeo iniciador TB11 (5’-ACC AAC GAT GGT GTG TCC AT);

 » oligonucleotídeo iniciador TB12 (5’-CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT);

 » deoxinucleotídeos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP);

 » solução de arraste de azul de bromofenol;

 » solução de brometo de etídio a 0,5% (item M do Anexo B) ou com corantes flu-
orescentes atóxicos, que deverão ser preparados de acordo com a instrução do 
fabricante;

 » Taq DNA polimerase; e

 » tampão TBE 0,5x concentrado (item J do Anexo B).

http://app.chuv.ch/prasite/index.html)
http://app.chuv.ch/prasite/index.html)
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Insumos:

 » microtubos de polipropileno de 0,2 e 1,5 ml estéreis, livres de DNAse; e

 » ponteiras com barreira estéreis.

Precauções

Para realização da reação de PCR são necessárias salas separadas para extração de DNA, 
preparação da mistura para PCR e adição de DNA na reação e na eletroforese dos produtos 
amplificados.

Extração do DNA

A partir de cultura em meio sólido.

1. Na CSB, retirar uma alçada do crescimento bacteriano em meio sólido, tendo o cuidado 
de não retirar pedaços de meio e colocar nos tubos contendo 500 µl de tampão TET estéril 
(item L do Anexo B desse capítulo). Homogeneizar.

2. Aquecer a 100°C por 20 minutos.

3. Colocar os tubos em caixas e depois no freezer a -20°C por, no mínimo, uma hora.

4. A partir de cultura em meio líquido.

5. Deixar a cultura líquida em repouso por uma a duas horas.

6. Com uma pipeta Pasteur, retirar o sedimento com aproximadamente 1 ml de meio e colo-
car em microtubos livres de DNAse e RNAse.

7. Centrifugar por dez minutos a 13.000 rpm. Com uma ponteira de 1.000 µl, retirar o sobre-
nadante, com cuidado para não ressuspender o sedimento.

8. Adicionar 1 ml de água grau reagente estéril.

9. Ressuspender com auxílio de pipeta Pasteur e centrifugar novamente por mais dez minu-
tos a 13.000 rpm.

10. Retirar o sobrenadante, adicionar 500 µl de tampão TET e ressuspender a solução.

11. Aquecer a 100°C por 20 minutos.

12. Colocar os tubos em caixas e depois no freezer a -20°C por, no mínimo, uma hora.

No momento de uso, descongelar, centrifugar brevemente e usar 3 µl do sobrenadante 
para reação da PCR.

ATENÇÃO: a mistura com os reagentes para a reação de PCR pode ser adquirida pron-
ta, necessitando apenas acrescentar o glicerol e os iniciadores. Nesse caso, calcular a 
quantidade de acordo com as recomendações do fabricante.
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Quadro 25 – Mistura de reagentes para reação de PCR do método de PRA-hsp65

REAGENTE
CONCENTRAÇÃO DOS 

REAGENTES EM ESTOQUE
UMA REAÇÃO

Água ultrapura estéril - 27,8 µl

Glicerol estéril 10% 5

Tampão 10x 10x 5

MgCl2 50 mM 1 µl

DNTP (A, T, C, G) 1 mM 4 µl

Iniciador Tb11 25 pmoles/µl 1 µl

Iniciador Tb12 25 pmoles/µl 1 µl

Taq DNA polimerase 5 U/µl 0,2 µl

Volume total - 45 µl

Fonte: Autoria própria. 
DNTP: Desoxirribonucleotídeos fosfatados; MgCl2: Cloreto de magnésio.

1. Distribuir 45 µl da mistura em cada tubo teste.

2. Em outra sala, acrescentar 3 µl do DNA preparado previamente.

3. Colocar os tubos em um termociclador programado com os ciclos mostrados a seguir.

Quadro 26 – Ciclos programados em um termociclador para o Método de PRA-hsp65

ETAPA TEMPERATURA TEMPO N.º CICLOS

Desnaturação inicial 95°C Cinco minutos 1

Desnaturação 94°C Um minuto

45 ciclos
Anelamento 60°C Um minuto

Extensão 72°C Um minuto

Extensão final 72°C Dez minutos

Fonte: Autoria própria.

Eletroforese para confirmar a amplificação

4. Preparar um litro de tampão TBE 0,5 x ou volume necessário para preparar o gel de aga-
rose e encher a cuba de eletroforese.

5. Preparar o gel de agarose a 1% em tampão TBE 0,5 x. Misturar e dissolver a agarose em 
forno de micro-ondas. Deixar esfriar até ± 50°C-60°C, distribuir na bandeja do sistema de 
eletroforese e colocar o pente. Quando a agarose estiver solidificada, colocar a bandeja 
na cuba de eletroforese, cobrir com tampão TBE 0,5 x e retirar o pente.

6. Em microtubos livres de DNAse e RNAse esterilizados de 1,5 ml, pipetar 5 µl do produto 
amplificado e, depois, acrescentar 2 µl da solução de arraste em todos os tubos.

7. Aplicar o produto amplificado nos orifícios do gel de agarose.

8. Incluir em uma das linhas um marcador de 100 pb.

9. Iniciar a eletroforese a 5 V/cm até que o marcador azul da solução de arraste atinja o final do gel.
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Coloração do gel

10. O gel pode ser corado com solução de brometo de etídio 0,5% como descrito a seguir, 
ou com corantes fluorescentes atóxicos, que deverão ser preparados de acordo com a 
instrução do fabricante.

ATENÇÃO: o brometo de etídio é cancerígeno e deve ser manuseado com muito cuida-
do, usando luva e avental.  Todos os géis corados com brometo de etídio e a solução 
que não for mais usada deverão ser descartados como resíduo químico ou tratados 
antes de serem desprezados.

11. Em uma cuba com tampa, colocar um litro de água destilada e 1-2 gotas da solução esto-
que do brometo de etídio 0,5%.

12. Incubar o gel na solução de brometo de etídio por dez minutos e depois colocá-lo em uma 
cuba contendo água, para remoção do excesso de brometo de etídio, por mais dez minu-
tos. Observar sobre luz UV e documentar com sistema fotográfico. As amostras que apre-
sentarem amplificação deverão ser digeridas com as enzimas de restrição HaeIII e BstEII.

Digestão dos produtos amplificados

13. Rotular em duplicata microtubos de 1,5 ml estéreis para as enzimas BstEII e HaeIII e deixá-
-los fechados até o momento do uso.

14. Em dois microtubos, preparar as misturas mostradas a seguir, utilizando o cálculo para o 
número de reações que serão realizadas.

Quadro 27 –  Cálculo de reagentes para o número de reações a serem executadas no 
método de PRA-hsp65

REAGENTES
BstEII HaeIII

1 REAÇÃO 1 REAÇÃO

Tampão 10x 1,5 µl 1,5 µl

Água 8,5 µl 7,5 µl

Enzima 1 µl 1 µl

Produto do PCR 4 µl 5 µl

Volume total 15 µl 15 µl

Fonte: Autoria própria. 
PCR: reação em cadeia da polimerase

15. Incubar os tubos BstEII em banho-maria a 59°C ± 1°C por três horas.

16. Incubar os tubos HaeIII a 36°C ± 1°C por três horas.

Eletroforese dos produtos digeridos

17. Preparar o gel de agarose a 3%.

18. Misturar e dissolver a agarose em forno de micro-ondas como descrito anteriormente.

19. Deixar esfriar até ± 50°C-60°C e distribuir na bandeja do sistema de eletroforese e colocar o pente.

20. Quando a agarose estiver solidificada, colocar na cuba de eletroforese e cobrir com tam-
pão TBE 0,5x. Retirar o pente.
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21. Acrescentar 5 µl da solução de arraste em todos os tubos com 15 µl do produto digerido e 
aplicar nos orifícios do gel de agarose, conforme descrito a seguir.

22. No primeiro orifício aplicar marcador de 50 pb (M), seguida pelas amostras digeridas com 
BstEII. No próximo, aplicar novamente o marcador de 50 pb, seguida pelas amostras dige-
ridas com a enzima HaeIII, e no último orifício marcador de 50 pb.

Exemplo:

Marcador BstEII Marcador HaeIII Marcador

M 1 2 3 4 5 M 1 2 3 4 5 M

23. Iniciar a eletroforese a 5 V/cm (entre os eletrodos) até que o marcador azul da solução de 
arraste atinja o final do gel.

Coloração com brometo de etídio

24. Incubar o gel na solução de brometo de etídio ou outros corantes, preparada como descri-
to anteriormente, por dez minutos e depois em água por mais dez minutos.

25. Observar sobre luz UV e documentar com sistema fotográfico.

Leitura e interpretação

26. Determinar o tamanho dos fragmentos obtidos, baseando-se no marcador de 50 pb apli-
cado em ambas as laterais e no meio do gel (Figura 22).

27. Anotar os resultados e comparar com o algoritmo descrito a seguir.

Figura 22 –  Gel de agarose contendo perfis de PRA após digestão com as enzimas de restrição 
BstEII e HaeIII. Linhas 1, 16 e 31 = Marcador de peso molecular de 50 pb. Amostras 2-15 
digeridas com BstEII e amostras 17-30 digeridas com HaeIII

Fonte: fotografia cedida por Erica Chimara.
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CIQ do método de PRA-hsp65

I. CQ da água purificada do tipo Milli-Q: esterilizar em autoclave a água a ser utilizada na 
extração do DNA e na reação do PCR. Fazer alíquotas de 500 µl em microtubos esterili-
zados em autoclave. Registrar e dar número ao lote conforme as regras da qualidade do 
laboratório. Antes de utilizar esse lote nas extrações de DNA e na PCR, realizar uma reação 
de PCR com um controle positivo contendo DNA e duas reações de controle negativo 
contendo amostra desse lote de água. Se não houver amplificação do controle negativo, 
esse lote de água está aprovado para uso.

II. Controle da reação de PCR: a PCR, por ser um método bastante sensível, exige muitos 
cuidados para prevenção de contaminação da reação com produto de PCR de reações 
anteriores. Esse controle é muito importante para o monitoramento de resultados falso-
-positivos. Por essa razão, deve-se incluir em toda reação um tubo com os reagentes da 
reação e, em vez do DNA, acrescentar água purificada do tipo Milli-Q esterilizada. Caso 
ocorra amplificação do controle contendo água, toda reação deverá ser repetida. Nesse 
caso, deve-se rever todo processo para identificar a origem da contaminação.

III. Controle da digestão enzimática: o controle da efetividade das enzimas de restrição 
utilizada deve ser feito incluindo na reação de PCR uma amostra de DNA de uma cepa de 
referência com padrão de restrição conhecido. Incluir o produto da amplificação dessa 
cepa na etapa da digestão enzimática e aplicá-la no último orifício do gel de eletroforese. 
Se o padrão de restrição não corresponder ao esperado, essa etapa deverá ser repetida 
com um novo lote da enzima de restrição.

IV. Controle da eletroforese e coloração com brometo de etídio: para o controle da colo-
ração dos produtos amplificados ou digeridos e da eletroforese, aplicar no último orifício 
do gel um marcador de peso molecular de 50 ou 100 pb. A não visualização do marcador 
após a coloração indica que o processo de coloração não foi adequado. Nesse caso, pode-
-se preparar uma nova solução de brometo de etídio e repetir a coloração. A eletroforese 
estará aprovada se todas as bandas do marcador de peso molecular forem visualizadas 
separadamente no gel de agarose, como indicado pelo fabricante.

Inativação da solução de brometo de etídio com carvão ativado

1. Em uma garrafa rotulada, colocar um funil de vidro com filtro de papel e um pouco de 
carvão ativado.

2. Umedecer levemente o carvão com água.

3. Verter a solução corante cuidadosamente.

4. O líquido recolhido na garrafa deve ser desprezado na pia.

5. Abrir a torneira e deixar a água correr por alguns segundos.

6. O filtro com o carvão ativado pode ser utilizado de duas a três vezes.

7. Se o líquido filtrado apresentar coloração, o carvão deverá ser trocado.

8. O filtro com o carvão ativado deve ser colocado dentro de um saco de autoclave e emba-
lado em uma caixa de papelão.

9. Fechar e rotular a caixa, e descartá-la de acordo com as normas de descarte de resíduos 
químicos da instituição.
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8.8.1.1 Algoritmo dos perfis de restrição de 441 pb do gene hsp65 digeridos com as 
enzimas BstEII e HaeIII

Quadro 28 – Perfis de restrição do gene hsp65 digerido pelas enzimas BstEII e HaeIII

BstEII (pb) HaeIII (pb) ESPÉCIE TIPO FENÓTIPO

440/0/0

195/90/60 M. confluentis 1 CRA

180/145 M. gilvum 1 CRE

175/90/60 M. gadium 1 CRE

175/90 M. tusciae 1 CLE

170/130 M. triviale 1 CLA

160/90/60 M. vaccae 1 CRE

160/85/55 M. flavescens 3 CRE

145/130 M. florentinum 1 CLA

145/130 M. lentiflavum 1 CLE

145/130 M. simiae 5 CLF

145/90/60/50 M. komossense 1 CRE

145/90/60 M. parafortuitum 1 CRA

145/70/60/55 M. brumae 1 CRE

140/100/60/50 M. holsaticum 1 CRE/CRA

140/60/50 M. novocastrense 1 CRF

140/55/50 M. flavescens 1 CRE

135/130/65 M. duvalii 1 CRE

130/115/70/60 M. aurum 2 CRE

130/105/70 M. szulgai 1 CLE

125/105/60 M. nebraskense 1 CLE

320/130/0

265/130 M. leprae 1

200/70/60/55 M. immunogenum 2 CRA

200/60/55/50 M. chelonae 1 CRA

160/110 M. haemophilum 1 CLA

145/70/60/55 M. immunogenum 1 CRA

140/130/50 M. elephantis 1 CRE

140/95/80 M. cosmeticum 1 CRE

140/90/80 M. canariasense 1 CRA

140/65/60 M. mucogenicum 1 CRA

130/115/60/50 M. botniense 1 CLE

125/95/80 M. lacus 1 CLA

265/130 M. leprae 1

200/70/60/55 M. immunogenum 2 CRA

200/60/55/50 M. chelonae 1 CRA

160/110 M. haemophilum 1 CLA

145/70/60/55 M. immunogenum 1 CRA

140/130/50 M. elephantis 1 CRE

140/95/80 M. cosmeticum 1 CRE

140/90/80 M. canariasense 1 CRA

140/65/60 M. mucogenicum 1 CRA

130/115/60/50 M. botniense 1 CLE

125/95/80 M. lacus 1 CLA

continua
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BstEII (pb) HaeIII (pb) ESPÉCIE TIPO FENÓTIPO

320/115/0

245/140 M. fluoranthenivorans 1 CRA

195/70/60/50 M. aichiense 1 CRE

185/145 M. fallax 1 CRA

185/140 M. terrae 2 CLA

180/160 M. frederiksbergense 1 CRE

180/130 M. terrae 1 CLA

175/90/60 M. sphagni 1 CRA

170/140 M. neoaurum 1 CRE

170/140 M. parafortuitum 2 CRA

160/125/60 M. rhodesiae 1 CRE

145/140/60 M. diernhoferi 1 CRA

145/130/60 M. montefiorense 1 CLA

145/130 M. lentiflavum 2 CLE

145/130 M. simiae 4 CLF

145/130/50 M. triplex 1 CLA

145/80/60 M. aubagnense 1 CRA

145/75/60 M. arupense 1 CLA

145/65/60 M. mucogenicum 2 CRA

145/65/60 M. phocaicum 1 CRA

145 M. cooki 1 CLE

140/130/50 M. pulveris 1 CRA

140/90/60 M. chitae 1 CRA

140/90/60 M. mucogenicum 3 CRA

140/90/60 M. nonchromogenicum 2 CLA

140/60/50 M. terrae 3 CLA

130/115/60 M. gordonae 4 CLE

130/110/70/60 M. gordonae 8 CLE

130/110/70 M. kumamotonense 1 CLA

130/95/75/60 M. kansasii 5 CLF

125/105 M. genavense 1 CLA

continua

continuação
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BstEII (pb) HaeIII (pb) ESPÉCIE TIPO FENÓTIPO

235/210/0

225/110 M. shottsii 1 CLA

200/90/60/50 M. moriokaense 1 CRA

200/70/60/50 M. abscessus 2 CRA

200/70/60/50 M. bolletii 1 CRA

200/70/60/50 M. massiliense 1 CRA

190/105/80 M. ulcerans 2 CLA/CLE

185/130 M. genavense 2 CLA

185/130 M. simiae 1 CLF

180/135/70/50 M. thermorresistibile 1 CRE

180/100/50 M. hassiacum 1 CRE

160/95/50 M. poriferae 1 CRE

160/60/50 M. austroafricanum 1 CRE

160/60/50 M. vanbaalenil 1 CRE

155/140 M. simiae 2 CLF

145/140/100/50 M. peregrinum 1 CRA

145/140/75 M. parascrofulaceum 5 CLE

145/130/95 M. scrofulaceum 1 CLE

145/130/60 M. parmense 1 CLE

145/130 M. avium s. avium 3 CLA

145/130 M. interjectum 1 CLE

145/130 M. intermedium 1 CLF

145/130 M. intracellulare 3 CLA

145/130 M. saskatchewanense 1 CLE

145/130 M. seoulense 1 CLE

145/130 M. simiae 6 CLF

145/110/80 M. pseudoshottsii 1 CLF

145/105/80 M. malmoense 2 CLA

145/105/80 M. marinum 1 CLF

145/105/80 M. ulcerans 1 CLA/CLE

145/105 M. bohemicum 1 CLE

145/70/60/55 M. abscessus 1 CRA

140/125/100/50 M. peregrinum 2 CRA

140/125/100/50 M. porcinum 1 CRA

140/125/100/50 M. septicum 1 CRA

140/125/60/50 M. boenickei 1 CRA

140/125/60/50 M. senegalense 3 CRE

140/115/70 M. terrae 4 CLA

140/105/80 M. intracellulare 2 CLA

140/100/60 M. kubicae 1 CLE

140/90/60/55 M. chubuense 1 CRE

continuação

continua
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BstEII (pb) HaeIII (pb) ESPÉCIE TIPO FENÓTIPO

235/210/0

140/90/60 M. chlorophenolicum 1 CRE

140/90/60 M. conspicuum 1 CLA

140/90/60 M. obuense 1 CRE

140/80/60/50 M. phlei 1 CRE

130/115 M. gordonae 5 CLE

130/115 M. heidelbergense 1 CLA

130/115 M. interjectum 2 CLE

130/105/80/60 M. branderi 1 CLA

130/105/80 M. kansasii 1 CLF

130/105/60 M. avium s. avium 2 CLA

130/105/60 M. colombiense 1 CLA

130/105 M. avium s. avium 1 CLA

130/105 M. avium s. paratuberculosis 1 CLA

130/105 M. avium s. silvaticum 1 CLA

130/95/80 M. parascrofulaceum 3 CLE

130/95 M. palustre 1 CLE

130/80/60 M. celatum 1 CLA/CLE

120/115/110 M. intracellulare 4 CLA

115/105 M. asiaticum 1 CLF

235/130/85

180/160 M. doricum 1 CLE

175/80 M. aurum 1 CRE

160/145/60 M. agri 1 CRA

160/90/60 M. monacense 1 CLE

145/140/100/60 M. peregrinum 3 CRA

145/130 M. simiae 3 CLF

145/125/60 M. goodi 1 CRA

145/125/60 M. mageritense 1 CRA

145/125/60 M. smegmatis 1 CRA

145/100/50 M. alvei 1 CRA

145/80/60 M. murale 1 CRA

140/125/80/55 M. fragae 1 CLA

140/125/60/50 M. senegalense 2 CRE

140/125/60 M. wolinski 1 CRA

140/120/95 M. gordonae 6 CLE

140/105/70 M. shimodei 1 CLA

140/80/60 M.hodleri 1 CRE

140/80/60 M. tokaiense 1 CRE

130/105/80 M. celatum 2 CLA/CLE

130/105/70 M. gastri 1 CLA

130/105/70 M. kansasii 6 CLF

130/105 M. kansasii 2 CLF

130/ 95/70 M. kansasii 3 CLF

130/95 M. parascrofulaceum 4 CLE

125/105/80 M. kyorinense 1 CLA

continuação

continua
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BstEII (pb) HaeIII (pb) ESPÉCIE TIPO FENÓTIPO

235/120/100

160/115/60 M. gordonae 9 CLE

160/105/60 M. heckeshornense 1 CLE

155/110 M. gordonae 7 CLE

145/130/60 M. chimaera 1 CLA

145/130/60 M. intracellulare 1 CLA

145/130 M. lentiflavum 3 CLE

145/105/80 M. malmoense 1 CLA

140/125/100 M. brisbanense 1 CRA

140/60 M. hibernae 1 CLE

140/70/100 M. noviomagense 1 CLA

130/115 M. gordonae 3 CLE

130/110/95 M. gordonae 10 CLE

130/100/60/55 M. intracellulare 5 CLA

215/110 M. gordonae 2 CLE

180/140/50 M. senegalense 4 CRE

160/115/60 M. gordonae 1 CLE

160/105/60 M. xenopi 1 CLA

150/130/70 M. tuberculosis complex 1 CLA

145/130 M. sherrisii 1 CLA

145/125/60/55 M. fortuitum 1 CRA

145/125/60/55 M. fortuitum s.acetamidodolyticum 1 CRA

145/60/55 M. nonchromogenicum 1 CLA

235/120/85

215/110 M. gordonae 2 CLE

180/140/50 M. senegalense 4 CRE

160/115/60 M. gordonae 1 CLE

160/105/60 M. xenopi 1 CLA

150/130/70 M. tuberculosis complex 1 CLA

145/130 M. sherrisii 1 CLA

145/125/60/55 M. fortuitum 1 CRA

145/125/60/55 M. fortuitum s.acetamidodolyticum 1 CRA

145/60/55 M. nonchromogenicum 1 CLA

140/125/60/55 M. conceptionense 1 CRA

140/125/60/55 M. farcinogenes 1 CLA

140/125/60/50 M. houstonense 1 CRA

140/125/60/50 M. neworleanense 1 CRA

140/125/60/50 M. senegalense 1 CRE

140/120/60/55 M. fortuitum 2 CRA

140/95 M. parascrofulaceum 1 CLE

135/90/85 M. fortuitum 3 CRA

130/115/75/60 M. kansasii 4 CLF

130/95 M. lentiflavum 4 CLE

130/95 M. parascrofulaceum 2 CLE

Fonte: PRA Test. Disponível em: http://app.chuv.ch/prasite/index.html.  
CLA: micobactéria de crescimento lento acromógena; CLE: micobactéria de crescimento lento escotocromógena; CLF: mi-
cobactéria de crescimento lento fotocromógena; CRA: micobactéria de crescimento rápido acromógena; CRE: micobactéria 
de crescimento rápido escotocromógena; CRF: micobactéria de crescimento rápido fotocromógena; pb: pares de base.

conclusão
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8.8.2 Métodos comerciais

Nos últimos anos, alguns métodos moleculares comerciais foram disponibilizados para 
identificação de micobactérias: o Speed Oligo Mycobacteria® (Vircell, Granada, Espanha) 
e GenoType Mycobacteria® nas versões GenoType CM® (14 espécies) e GenoType AS® (16 
espécies) (Hain Life Science, Nehren, Alemanha). Esses métodos são baseados na detecção 
de alvos fixos em fitas de nitrocelulose e são de execução fácil e rápida. Até o momento, 
somente o Speed Oligo Mycobacteria® possui registro na Anvisa (n.° 80263710046).

8.8.2.1 Speed-Oligo Mycobacteria

É um teste qualitativo oligocromatográfico baseado em PCR. O alvo de amplificação por 
PCR é a região ITS (do inglês – Internal Transcribed spacer), contida entre os genes ribosso-
mais 16S-23S. O teste permite a identificação de 13 espécies/complexos de micobactérias, 
nove espécies/complexo de crescimento lento, como complexo M. tuberculosis, complexo 
M. marinum/M. ulcerans, M. kansasii, M. xenopi, M. avium, M. intracellulare, M. scrofula-
ceum, M. malmoense, M. gordonae, e quatro espécies de crescimento rápido: M. abcessus, 
M. fortuitum, M. peregrinum e M. interjectum.

A leitura do teste pode ser feita de forma manual com a ajuda de um cartão de referência 
ou automatizada, utilizando um scanner com software fornecido pelo fabricante.

Equipamentos

 » agitador mecânico;

 » CSB;

 » freezer -20°C;

 » microcentrífuga;

 » pipetas automáticas (10-200 µl);

 » termobloco; e

 » termociclador.

Reagentes e componentes do kit-teste:

 » cartão de referência para leitura;

 » controle positivo;

 » controle negativo;

 » mistura MBA para PCR;

 » solução de amostra;

 » solução de reconstituição para mistura de PCR;

 » solução de reconstituição para controle positivo;

 » solução de hibridação; e

 » fitas MBA.
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Insumos:

 » alça bacteriológica descartável estéril;

 » luvas descartáveis;

 » microtubos de rosca de polipropileno de 2 ml estéreis;

 » microtubos de 1,5 ml estéreis;

 » pipetas Pasteur descartáveis estéreis;

 » ponteiras, com filtro, de 10 e 200 µl;

 » sacos plásticos para autoclave; e

 » suportes para microtubos.

Procedimento

Extração do DNA a partir de culturas

Deve ser feita em CSB, seguindo as recomendações de biossegurança para procedimentos 
com cultura de micobactérias. Pode ser realizada a partir de cultura em meio sólido ou 
líquido.

A partir de cultura em meio sólido.

1. Numerar, na tampa e no corpo, os microtubos de 1,5 ml livres de ácidos nucleicos, DNAse 
e RNAse e estéreis. Transferir 200 µl da solução de amostra para os microtubos. Essa etapa 
pode ser realizada em área limpa.

2. Retirar uma alçada do crescimento bacteriano em meio sólido, tendo o cuidado de não 
retirar meio de cultura e colocar nos microtubos com a solução de amostra.

3. Homogeneizar com o auxílio de alça bacteriológica, fazendo movimentos suaves para 
reduzir a formação de aerossóis.

4. Incubar por uma hora em termobloco a 95°C.

5. Centrifugar por cinco minutos a 7.000 g.

6. Se a PCR não for realizada imediatamente, transferir o sobrenadante para um novo tubo 
e armazenar a -20°C.

A partir de cultura em meio líquido.

1. Homogeneizar bem o tubo da cultura.

2. Com uma pipeta Pasteur, retirar 1 ml do crescimento e colocar no microtubo de 1,5 ml 
estéril com tampa de rosca e anel de vedação, identificado na tampa e no corpo.

3. Centrifugar por 15 minutos a 12.000 g.

4. Retirar o sobrenadante e acrescentar 200 µl da solução de amostra.

5. Incubar por uma hora em termobloco a 95°C.

6. Centrifugar por cinco minutos a 7.000 g.

7. Se a PCR não for realizada imediatamente, transferir o sobrenadante para um novo tubo 
e armazenar a -20°C.
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Reação em cadeia da polimerase

8. Em uma área designada para pós-amplificação, reconstituir o conteúdo do frasco controle 
positivo, que se encontra liofilizado.

9. Centrifugar o tubo controle positivo por cinco segundos a 5.000 g.

10. Acrescentar 200 µl da solução de reconstituição do controle positivo.

11. Misturar em agitador mecânico por um a dois segundos.

12. Centrifugar a 5.000 x g por cinco segundos.

13. Após ser reconstituído, manter o frasco em caixa separada dos demais reagentes para 
evitar contaminação.

14. Manter a -20°C. Descongelar no momento do uso.

15. Em área limpa designada para preparo de reações (pré-PCR), reconstituir a mistura 
MBA para PCR que se encontra liofilizada, de acordo com o número de testes que serão 
realizados.

16. Cada frasco da mistura MBA contém componentes para oito reações. Adicionar 150 µl da 
solução de reconstituição da mistura de PCR em cada um dos frascos de MBA para PCR.

17. Misturar em agitador mecânico por um a dois segundos. Se houver sobra de reagentes, ela 
poderá ser congelada a -20°C.

18. Numerar os microtubos de PCR e acrescentar dois tubos para os controles positivo e 
negativo.

19. Pipetar 15 µl da mistura MBA para PCR nos tubos testes e controles.

20. Em área designada para adição de DNA, adicionar 10 µl das amostras de DNA testes e 10 
µl de cada um dos controles positivo e negativo. Manter o controle negativo no final da 
bateria.

21. Colocar os tubos em um termociclador programado com os ciclos mostrados seguir.

Quadro 29 – Ciclos programados em um termociclador para o Speed-Oligo Mycobacteria

ETAPA TEMPERATURA TEMPO N.º CICLOS

Desnaturação inicial 92°C Um minuto 1

Desnaturação 92°C Vinte segundos

40 ciclos
Anelamento 55°C Trinta segundos

Extensão 72°C Trinta segundos

Extensão final 72°C Um minuto

Fonte: Autoria própria.

Revelação

Este processo de revelação deve ser realizado continuamente, sem interrupções.

22. Em área designada para pós-amplificação, preaquecer o termobloco a 55°C, rotular as 
fitas MBA com os números dos testes e controles positivo e negativo. Não escrever sobre 
o código de barras.

23. Adicionar 35 µl da solução de hibridação em microtubos esterilizados de 1,5 ml.
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24. Incubar em termobloco ajustado para 55°C por dois a cinco minutos. Esses tubos devem 
permanecer no termobloco até o final da revelação.

25. Em termociclador ajustado para 95°C, desnaturar os produtos da PCR (DNA testes) por um minuto.

26. Remover e colocar em banho de gelo ou bloco pré-resfriado, onde não devem permanecer 
por mais de dois minutos sem ser adicionados à solução de hibridação.

27. Adicionar rapidamente 10 µl do DNA-teste a um dos tubos com solução de hibridação a 
55°C e, a seguir, introduzir a fita com as setas apontando para o fundo do tubo, rotulada 
com o número correspondente ao DNA-teste. Quando se revelam até cinco amostras, é 
possível adicionar primeiro todos os DNA-testes e, depois, introduzir as fitas, sempre com 
o cuidado de observar se o rótulo da fita corresponde à identificação da amostra-teste.

28. Manter a incubação a 55°C por dez minutos.

29. Retirar a fita do tubo e ler o resultado com a ajuda do cartão de interpretação ou utilizan-
do o scanner com software fornecido pelo fabricante.

30. A leitura dos resultados deve ser feita imediatamente, com a fita ainda molhada. Após se-
cagem, as fitas podem apresentar alterações na intensidade da cor e manchas no controle 
negativo.

Observações: é recomendável realizar a revelação de três a cinco testes por vez, com o 
objetivo de evitar a obtenção de falso-negativos.

Os produtos de PCR testes não podem, em nenhuma circunstância, ficar expostos à tem-
peratura ambiente após a desnaturação. Na ausência de gelo, logo após a desnaturação, 
pode-se pipetar o produto a 95°C e introduzir imediatamente a fita. Se as amostras-testes 
permanecerem mais de dois minutos a 4°C ou, caso não se possa dar continuidade à reação 
logo após a desnaturação, os produtos da PCR testes devem ser novamente desnaturados 
para continuar a análise.

Leitura e interpretação

Utilizar o cartão de referência para leitura. O cartão inclui 13 linhas de referência: uma 
de controle de produto, uma de controle de amplificação, uma de controle do gênero 
Mycobacterium e dez linhas utilizadas para identificação dos distintos complexos ou es-
pécies de micobactérias. Colocar a fita-teste na posição indicada como “S” no cartão de 
leitura. Quatro situações diferentes podem ocorrer:

 » teste inválido: o teste deverá ser considerado inválido quando:

 › a fita não apresentar qualquer uma das linhas esperadas. Nesse caso, a amostra-
-teste com a solução de hibridação não fluiu corretamente pela fita; e

 › a fita apresentar somente a linha controle do produto. Houve componentes ini-
bidores que impediram a amplificação de qualquer DNA presente na amostra, 
incluindo o controle de amplificação.

Observações: quando se observar inibição, é recomendável centrifugar o DNA 
extraído por cinco minutos a 12.000 g e realizar nova PCR com 10 µl do sobre-
nadante. Se, mesmo assim, houver inibição, realizar uma nova extração de DNA 
a partir da cultura original ou de um repique da cultura.

 » teste negativo para o gênero Mycobacterium: a fita apresenta as linhas de controle 
do produto e a linha de controle de amplificação. O teste foi realizado corretamen-
te e não houve inibidores na reação. O teste é considerado negativo, pois não foi 
detectada a presença de DNA de micobactérias na amostra-teste;
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 » teste positivo para o gênero Mycobacterium: a fita apresenta a linha específica 
de gênero (Genus), acompanhada ou não da linha de controle de amplificação 
(PCRCL). Nesse caso, confirma-se a presença de uma micobactéria na amostra. No 
entanto, não pertence a nenhuma espécie das que podem ser detectadas pelo 
Speed oligo mycobacteria®; e

 » teste positivo para algumas das micobactérias ou complexos incluídos no teste: a 
fita apresenta uma linha específica para as micobactérias incluídas no teste (TL1, 
TL2, TL3, TL4, TL5, TL6, TL7, TL8, TL9 e TL10). Essa linha pode ou não aparecer com 
a linha do gênero Mycobacterium e/ou a linha de controle de amplificação. Esse 
fato, não frequente, não invalida o teste. A fita pode apresentar mais que uma 
linha específica para as micobactérias, indicando uma cultura mista com duas ou 
mais espécies incluídas no teste.

Observações: em amostras fortemente positivas de M. avium e M. intracellulare 
pode ocorrer o aparecimento de uma linha tênue na posição TL8. Nesse caso, não 
se deve considerar o achado.

8.9 Testes fenotípicos e moleculares combinados

Tanto o método fenotípico como os métodos moleculares (PRA-hsp65 e comerciais) apre-
sentam limitações. As principais limitações do método fenotípico consistem na demora na 
obtenção dos resultados en a dificuldade para identificação de muitas espécies em razão 
das variações fenotípicas das diferentes estirpes da mesma espécie.

As principais limitações do método PRA-hsp65 consistem no fato de que algumas espécies 
apresentam perfil de PRA ainda não descrito na literatura ou um perfil de PRA comparti-
lhado por mais de uma espécie.

Os testes moleculares comerciais não abrangem todas as espécies de micobactérias, mas 
somente as mais comumente isoladas de amostras clínicas. Por isso, a combinação de 
ambos os métodos facilita e evita alguns erros na identificação de espécies (Figura 21).

A estratégia de análise dos resultados dependerá dos métodos adotados:

 » método fenotípico e PRA-hsp65;

 » comerciais (Speed oligo Mycobacteria®); e

 » PRA-hsp65.

Se a opção for utilizar métodos fenotípicos e PRA-hsp65, recomenda-se realizar simulta-
neamente o PRA-hsp65 e alguns testes fenotípicos, de acordo com os passos a seguir:

 » avaliação das características das culturas como morfologia e pigmentação das colô-
nias (cultura original);

 » avaliação microscópica da morfologia dos bacilos (cocobacilos, bacilos curtos, lon-
gos, formação de corda);

 » preparo da suspensão bacteriana para inóculo nos testes: i) inibição de crescimento 
em meio contendo PNB, ácido pícrico; ii) crescimento em meio de ágar comum; e iii) 
avaliação das temperaturas de crescimento e de pigmentação; e

 » extração do DNA bacteriano e PRA-hsp65.
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Interpretação dos resultados

O resultado da identificação poderá ser liberado se a espécie identificada pelo PRA apre-
sentar as características fenotípicas (morfologia, pigmentação e tempo de crescimento) 
compatíveis com a espécie identificada. Caso os resultados não sejam compatíveis, aguar-
dar o resultado das provas em andamento e, se for necessário, realizar outras provas ou 
encaminhar a cultura para um laboratório de referência.

A cultura mista composta por duas espécies de micobactérias causa erros na identificação. 
Às vezes, mas nem sempre, a presença de duas espécies pode ser detectada pelo PRA ou 
nas subculturas em LJ. Nesse caso, a cultura deve ser subcultivada a partir de diluições 
da suspensão bacteriana, a fim de se obter colônias isoladas. Repetir novamente todo o 
processo a partir das subculturas das colônias isoladas.

Em alguns casos, mesmo utilizando vários métodos fenotípicos e moleculares não se chega 
a uma identificação conclusiva. Assim sendo, pode se liberar o resultado baseado na classi-
ficação de Runyon e encaminhar o isolado para o laboratório de referência. Vale lembrar 
a importância da manutenção das cepas congeladas para eventuais repetições dos testes.

Se a opção for utilizar métodos moleculares comerciais e PRA-hsp65, recomenda-se iniciar 
a identificação pelo método comercial. Se o resultado confirmar o gênero Mycobacterium, 
mas não a espécie, pelo fato do teste incluir somente as mais frequentes, realizar o PRA-
hsp65 e interpretar os resultados como descrito anteriormente.

8.10 Espectrometria de massa

A espectrometria de massa é a técnica analítica utilizada para detectar e identificar molé-
culas pela medida da massa e caracterização da estrutura química. A espectrometria tem 
como princípio criar íons de compostos orgânicos, separá-los por taxa de massa/carga, 
detectá-los e analisar e identificar os sinais recebidos. O primeiro espectrômetro de massa 
foi construído em 1907 por J.J. Thompson. Em 1919, a nova tecnologia foi utilizada por 
Francis W. Aston na descoberta de 212 isótopos estáveis naturais, o que lhe conferiu o 
Prêmio Nobel de Química em 1922.

Na espectrometria de massa, alguma forma de energia deve ser transferida aos átomos 
e às moléculas neutras da amostra em análise a fim de formar íons livres em fase gasosa. 
Diversos métodos de ionização já foram descritos na literatura, entre eles a Ionização 
por Dessorção a Laser Assistida por Matriz (MALDI – Matrix Assisted Laser Desorption 
Ionization), com analisador de massa do tipo tempo de voo (TOF – Time of Fly).32,34,35 Esse 
é um dispositivo integrante dos espectrômetros do tipo MALDI que atua na separação dos 
íons com base nos valores de massa-carga. O princípio de operação do TOF é baseado na 
medida do tempo que um íon leva para viajar da fonte de íons até o detector. Esse último 
conta e transforma a corrente de íons em sinais elétricos que, posteriormente, vão para 
um sistema de computador, no qual o sinal é processado e transformado em espectro de 
massas, com toda operação em condições de alto vácuo.32,35

 Um grande progresso tem sido observado nos últimos anos na aplicação do MALDI-
TOF em micobacteriologia, com o uso crescente da técnica para identificação de espécies 
de micobactérias. A metodologia possibilita a análise do proteoma celular micobacteriano 
por meio da detecção de proteínas abundantes (na maioria das vezes ribossomais)36, com 
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massa de 2.000 a 20.000 Daltons refletindo, dessa forma, os produtos gênicos e metabó-
licos dos organismos.

Resumidamente, a técnica consiste na mistura da amostra com uma matriz sobre uma 
placa de metal condutora. Após a cristalização do conjunto (matriz + amostra), a placa me-
tálica é introduzida no MALDI-TOF, onde é bombardeada com breves pulsos de laser. Ao 
absorver a energia emitida pelo laser, a matriz torna-se ionizada (H+) e participa da trans-
ferência da carga positiva para as moléculas microbianas da amostra. Simultaneamente à 
transferência de prótons, é desencadeado um processo de dessorção, caracterizado pela 
passagem da amostra do estado sólido para o gasoso. Os componentes dessorvidos e 
ionizados da amostra são, em seguida, acelerados por um campo elétrico e direcionados 
para um tubo metálico submetido a vácuo (analisador TOF), por onde as moléculas passam 
até atingirem o detector. Nesse tubo a vácuo, os componentes da amostra são separa-
dos de acordo com a razão massa/carga, chegando ao detector em diferentes tempos. 
Moléculas mais leves viajam mais rápido, seguidas por analitos progressivamente mais 
pesados. Desse modo, os componentes das amostras separados por TOF formam espectros 
de massa característicos denominados “Impressão digital em massa de peptídeo” (PMF), 
que contém picos específicos para tipos de organismos individuais. Para identificação de 
isolados microbianos desconhecidos, os PMFs gerados são comparados com um banco 
de dados de PMFs conhecidos, permitindo a identificação do microrganismo ao nível de 
família, gênero ou espécie.32, 35

Diferentemente da maioria das bactérias, as cepas de micobactérias não podem ser de-
positadas diretamente sobre a placa de identificação e introduzidas no equipamento. É 
imprescindível a realização de um pré-tratamento dos isolados bacterianos que tem por 
objetivo promover a inativação do microrganismo e romper a parede celular rica em áci-
dos micólicos. Como resultado da ruptura celular, todo o conteúdo proteico bacteriano é 
liberado, possibilitando a posterior identificação no MALDI-TOF. Diversas técnicas já foram 
propostas para o procedimento de inativação, que variam de acordo com as recomenda-
ções do fabricante do equipamento. Cada laboratório deve avaliar o melhor método a ser 
adotado, de acordo com os protocolos já estabelecidos na rotina.36

A deposição das amostras na placa condutora (slide) é uma etapa crítica na espectrometria 
de massa por MALDI-TOF. Para obtenção de espectros TOF de boa qualidade é desejável 
que a biomassa bacteriana obtida após o pré-tratamento seja distribuída da forma mais 
homogênea possível sobre a superfície da placa condutora.32,35

Outro componente muito importante na técnica, que de maneira semelhante deve ser 
regularmente distribuído sobre o depósito bacteriano, é a matriz. Basicamente, ela pos-
sui quatro utilidades: i) por ser de natureza ácida, auxilia no rompimento das células e 
extração das proteínas; ii) isola as moléculas analisadas e as protege da fragmentação 
pelo laser; iii) absorve a energia do laser e provoca a dessorção das moléculas (extração 
da placa sólida onde estão aderidas para o estado gasoso); e iv) participa do processo de 
doação de H+ para as moléculas microbianas que passam a ser íons de carga positiva. A 
matriz comumente utilizada é constituída por ácido ciano-4-hidroxicinâmico dissolvido 
em acetonitrila e ácido trifluoroacético (CHCA).32,35,36

Devido ao bom poder de resolução, a alta sensibilidade analítica e a agilidade na obtenção 
dos resultados, o MALDI-TOF é mecanicamente adequado para servir como base para a iden-
tificação microbiana no laboratório clínico. Mais recentemente, têm sido descritos estudos 
que mostram a perspectiva de aplicar a técnica de MALDI-TOF na determinação de resistência 
e na sensibilidade aos fármacos, para espécies de micobactéria CMTB e MNT.33, 37, 38
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No Brasil estão disponíveis MALDI-TOF comercializados e/ou produzidos por três empresas: 
Becton Dickinson, Biomerieux e Bruker. Os espectros de massas são obtidos e processados 
por softwares específicos, Flexanalysis® (Bruker Daltonics/BD, Alemanha/EUA) ou Myla® 
(BioMérieux, França), e posteriormente são comparados ao banco de dados que contém 
espectros de referência (ER) ou “superespectros” para a identificação de espécie.

O banco de dados mais recente da Bruker Daltonics/BD (Alemanha/EUA) é o Biotyper 
3.2.1.0®. Ele contém 82 mil espectros de referência, que contemplam cerca de duas mil 
espécies de bactérias e leveduras. O instrumento VITEK MS (BioMérieux, França) compara 
o espectro de massa com o banco de dados Spectral Archive and Microbial Identification 
System (SARAMIS, BioMérieux, França). O banco de dados SARAMIS (versão 4.0) contém 
cerca de três mil “superespectros” de duas mil espécies de bactérias e leveduras (2015).

8.10.1 Vantagens da técnica – MALDI-TOF

 » Rapidez na obtenção dos resultados: uma identificação de CMTB ou MNT pode ser 
realizada em aproximadamente duas horas, levando-se em consideração o tempo 
necessário para extração proteica da amostra e a inativação do microrganismo.

 » Possibilidade de identificação de espécies a partir de meio sólido (LJ/Ogawa Kudoh) 
ou líquido (MGIT).

 » Instalação facilitada: equipamento não necessita de infraestrutura complexa, po-
dendo ser instalado em um laboratório de NB 2.

 » Possibilidade de compartilhamento da tecnologia e de custos: o equipamento pos-
sibilita não só a identificação micobacteriana, mas pode também ser amplamente 
utilizado na identificação de uma ampla variedade de bactérias e fungos, viabili-
zando o uso entre diferentes áreas da microbiologia, que poderiam ser igualmente 
responsáveis pelas despesas com os custos de rotina (contratos de serviço, reagentes 
comuns, suprimentos) inerentes ao equipamento.

 » Vasto banco de dados que fornece identificações mais específicas, que geralmente 
não são possíveis com os métodos tradicionais.

 » Redução do uso de reagentes, consumíveis e meios de cultura necessários nos mé-
todos de identificação tradicionais, o que representaria uma economia de recursos 
para o laboratório.

8.10.2 Desvantagens da técnica – MALDI-TOF

 » Necessidade de pré-tratamento dos isolados de micobactérias, que deve ser obri-
gatoriamente realizado em ambiente de NB 3. Esse procedimento é imprescindível 
para a inativação completa do microrganismo e garante a manipulação segura da 
placa nas etapas posteriores realizada na área de NB 2.36

 » Alto custo de aquisição do equipamento/software e dos contratos anuais de ma-
nutenção preventiva, cujos valores estão na faixa de 200 mil e 20 mil dólares, res-
pectivamente, o que inviabiliza a implantação da metodologia em laboratórios de 
menor porte.
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Não é capaz de distinguir os membros do CMTB em espécies individuais, como tam-
bém não diferencia três outros pares de organismos intimamente relacionados: M. 
abscessus e M.massiliense; M.mucogenicum e M. phocaicum;  e M. intracellulare e 
M. chimaera até o momento. Porém, novos trabalhos têm sido desenvolvidos para 
ampliação do banco de dados com maior discriminação das espécies.9

8.11 Sequenciamento

O sequenciamento é universalmente reconhecido como o padrão-ouro de identificação 
de micobactérias e se baseia no método de Sanger et al.39. Esse método diferencia a maio-
ria das espécies de MNT, mas não as do CMTB. Uma das sequências mais utilizadas para 
a identificação de micobactérias é a do gene ribossomal 16S (16S rRNA). Porém, algumas 
espécies estreitamente relacionadas não podem ser diferenciadas, como, por exemplo, 
M. kansasii de M. gastri, M. abscessus subsp. abscessus de M. abscessus subsp. bolletii de 
M. abscessus subsp. Massiliense.40,41 Por conta disso, são utilizados outros alvos além do 
16S, como o hsp65, rpoB, ITS, entre outros.42 A análise do sequenciamento baseia-se no 
uso de uma ferramenta básica de pesquisa de alinhamento local (BLAST)i.1

Equipamentos:

 » agitador de tubos;

 » capela para PCR;

 » CSB;

 » cuba de eletroforese;

 » fonte de eletroforese;

 » microcentrífuga;

 » pipetas automáticas;

 » sequenciador;

 » sistema para documentação de gel de agarose; e

 » termociclador.

Reagentes:

 » agarose;

 » água estéril;

 » big dye;

 » coluna para purificação de DNA;

 » deoxinucleotídeos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP);

 » EDTA 10x – manutenção;

i  Fonte: U.S. National Library of Medicine. Disponível em: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome.
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 » EDTA 125 mM;

 » etanol 100%;

 » etanol 70%;

 » formamida HI-DI;

 » GelRed ou outros corantes;

 » marcador de peso molecular 100 pb;

 » MgCl2;

 » polímero POP7;

 » oligonucleotídeo iniciador (TB11, TB12, RPOB, ITS, MK1, 16S500, MK3, MK4, entre 
outros, dependendo do gene utilizado);

 » oligonucleotídeo iniciador de sequenciamento (TB1-F e R e TB12-F e R; RPOB-F e R; 
ITS-F e R; MK1-F e R; 16s500-F e R; MK3-F e R; MK4-F e R, entre outros, dependendo 
do gene utilizado);

 » reagente do kit de purificação (Type 1, Type 3 e Type 6);

 » tampão TBE 10x;

 » tampão TBE 0,5x ou 1x;

 » tampão TBE 5x;

 » tampão ABF (Azul de bromofenol);

 » Taq polimerase; e

 » agarose ultrapura.

Insumos:

 » alça bacteriológica descartável estéril;

 » avental descartável;

 » luvas látex/vinil e nitrila;

 » microtubo de polipropileno para centrifugação de 1,5 ml e 2 ml;

 » papéis-toalha KIMTECH;

 » placa de poços rasos;

 » placas de 96 poços para sequenciador; e

 » ponteiras com barreira estéreis.

Precauções

Para realização das reações de PCR e sequenciamento são necessárias salas separadas para 
extração de DNA; preparação da mistura para PCR e sequenciamento; e adição de DNA 
nas reações e para a eletroforese dos produtos amplificados. Deve ser realizado em um 
ambiente escuro todas as etapas, da reação de sequenciamento até a finalização da placa, 
pois o reagente big dye é fotossensível.
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Extração do DNA

Proceder como descrito no subitem “Extração do DNA” do item 8.8.1

1. Distribuir 45 µl da mistura (Quadro 30) em cada tubo teste.

Quadro 30 –  Mistura de reagentes para reação de PCR para a preparação do mix – hsp65 (quanti-
dade para uma amostra)

REAGENTE
CONCENTRAÇÃO DOS 

REAGENTES EM ESTOQUE
UMA REAÇÃO

Água ultrapura estéril - 36,9 µl

Glicerol estéril (facultativo) 10% 5 µl

Tampão 10x 10x 5 µl

MgCl2 50 mM 1,5 µl

DNTP (A, T, C, G) 1 mM 0,4 µl

Iniciador Tb11 25 pmoles/µl 0,5 µl

Iniciador Tb12 25 pmoles/µl 0,5 µl

Taq DNA polimerase 5 U/µl 0,2 µl

Volume total - 45 µl

Fonte: Autoria própria. 
DNTP: Desoxirribonucleotídeos fosfatados

2. Em outra sala, acrescentar 5 µl do DNA preparado previamente.

3. Colocar os tubos em um termociclador programado com os ciclos mostrados a seguir.

Observação: o reagente glicerol pode ser acrescentado na reação do mix ou não. Caso o gli-
cerol seja utilizado, diminuir o volume de água deionizada e ajustar conforme o volume final.

ATENÇÃO: a mistura com os reagentes para a reação de PCR pode ser adquirida pron-
ta, necessitando apenas acrescentar o glicerol e os iniciadores. Nesse caso, calcular a 
quantidade de acordo com as recomendações do fabricante.

4. Distribuir 45 µl da mistura (Quadro 31) em cada tubo teste.

Quadro 31 –  Mistura de reagentes para a reação de PCR para a preparação do mix – ITS, 
rpoB, 16S500, 16SFUll (quantidade para uma amostra)

REAGENTE
CONCENTRAÇÃO DOS 

REAGENTES EM ESTOQUE
UMA REAÇÃO

Água ultrapura estéril - 37,4 µl

Tampão 10x 10x 5 µl

MgCl2 50 mM 1,5 µl

DNTP (A, T, C, G) 1 mM 0,4 µl

Iniciadores 50 pmoles/µl 0,5 µl

Taq DNA polimerase 5 U/µl 0,2 µl

Volume total - 45 µl

Fonte: Autoria própria. 
DNTP: Desoxirribonucleotídeos fosfatados
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5. Em outra sala, acrescentar 5 µl do DNA preparado previamente.

6. Colocar os tubos em um termociclador programado com os ciclos mostrados a seguir 
(Quadro 32).

Observação: o DNA, as enzimas, os iniciadores e os dNTP, quando fora do freezer, de-
vem ser mantidos sempre em banho de gelo. Caso a quantidade de DNA seja alterada, 
ajustar o volume da água deionizada, conforme o volume final.

Quadro 32 – Ciclos programados em um termociclador, para cada reação

REAÇÃO ETAPA TEMPERATURA TEMPO N.º CICLOS

hsp65

Desnaturação inicial 95°C Cinco minutos 1

Desnaturação 94°C Um minuto

45 ciclos
Anelamento 58°C Um minuto

Extensão 72°C Um minuto

Extensão final 72°C Dez minutos

16S

Desnaturação inicial 95°C Cinco minutos 1

Desnaturação 95°C Trinta segundos

35 ciclos

Anelamento 62°C Trinta segundos

Extensão 72°C
Quarenta e cinco 

segundos

Extensão final 72°C Dez minutos

rpoB

Desnaturação inicial 95°C Um minuto 1

Desnaturação 94°C Trinta segundos

35 ciclos

Anelamento 71°C Trinta  segundos

Extensão 72°C
Noventa 
segundos

Extensão final 72°C Cinco minutos

ITS

Desnaturação inicial 95°C Cinco minutos 1

Desnaturação 94°C Um minuto

38 ciclosAnelamento 62°C Um minuto

Extensão 72°C Um minuto

Fonte: Autoria própria.

7. Após a amplificação, verificar se o fragmento foi amplificado, utilizando gel de agarose 
2% TBE (0,5 ou 1x), exposição à luz ultravioleta.

Eletroforese para confirmar a amplificação

8. Pesar 2 g de agarose e adicionar a 100 ml de tampão TBE 0,5 ou 1x (Tris-borato 89 mM, 
EDTA 2 mM pH8).

9. Aquecer em banho fervente ou forno de micro-ondas e misturar até a completa dissolução 
da agarose.



301

8 IDENTIFICAÇÃO DE ESPÉCIES

10. Preparar a forma de eletroforese para o gel, colocando-a em superfície nivelada; esfriar 
até aproximadamente 40°C (até conseguir segurar com as mãos).

11. Despejar sobre a forma o gel previamente preparado e colocar o pente. Deixar solidificar 
por pelo menos 30 minutos.

12. Retirar o pente e transferir o gel para a cuba de eletroforese. Adicionar tampão TBE 0,5 
ou 1x à cuba de modo a cobrir todo o gel.

13. Em microtubos livres de DNAse e RNAse esterilizados de 1,5 ml, sob uma placa de plástico, 
adicionar 2 µl de tampão ABF, 1 ul de GelRed diluído a 1/500 (ou outro corante) e 3 µl do 
produto de PCR (inclusive no marcador).

14. Aplicar nas canaletas do gel de agarose as amostras preparadas anteriormente.

15. Aplicar o marcador de peso molecular (Ladder 100 pb) em pelo menos uma das canaletas.

16. Ligar a fonte de eletroforese e aplicar em 100 volts por aproximadamente uma hora. Após 
esse tempo, desligar o equipamento.

17. Lavar em água corrente por aproximadamente 30 segundos.

18. Transferir o gel para a bandeja do fotodocumentador e fazer a captura da imagem.

Purificação do DNA

Neste procedimento, serão removidos todos os reagentes provenientes da reação da PCR 
em que não foram incorporadas a sequência de DNA amplificada, no intuito de manter a 
integridade do DNA para posterior utilização na reação de sequenciamento.

1. Preparar o kit, na primeira utilização, de acordo com o manual do fabricante e marcar o 
frasco com um “x”.

2. Separar dois tubos do tipo microtubo de polipropileno para centrifugação (2 ml e 1,5 ml) 
para cada amostra.

3. No tubo de 2 ml acoplar o filtro e colocar 500 µl do tampão de captura (capture buffer 
type 3).

4. Colocar todo o DNA da reação da PCR.

5. Centrifugar por 30 segundos a 13.000 rpm.

6. Descartar o líquido que passar pela coluna.

7. Adicionar 500 µl do tampão de lavagem (wash buffer type 1, que quando for usado pela 
primeira vez deve ser adicionado 250 ml de etanol).

8. Centrifugar por 30 segundos a 13.000 rpm.

9. Descartar o líquido e o microtubo de polipropileno para centrifugação.

10. Transferir o filtro para o microtubo de polipropileno para centrifugação de 1,5 ml.

11. Adicionar 40 µl do tampão de eluição (evolution buffer type 6; esse volume varia de acor-
do com intensidade da banda de amplificação do produto da PCR no gel. Quanto maior 
a intensidade de amplificação, maior a quantidade do tampão de eluição, respeitando o 
limite de 50 µl).

12. Aguardar um minuto em temperatura ambiente.

13. Centrifugar por um minuto a 13.000 rpm.
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Reação de sequenciamento

Realizar os procedimentos de 1 a 3 em ambiente ao abrigo da luz

1. Adicionar 8 µl do mix da reação de sequenciamento na placa de reação de 96 poços, de 
maneira separada e ordenada (Forward e Reverse em poços diferentes).

Quadro 33 –  Reagentes e seus volumes para a preparação do mix de reação de sequencia-
mento (quantidade para uma amostra)

REAGENTE Quantidade para uma amostra

Água deionizada 1,5 µl

Big dye terminator v.3.1 1,5 µl

Tampão para sequenciamento 5x 1,0 µl

Primer (forward ou reverse) 4,0 µl

Volume final 8 µl

Fonte: Autoria própria.

2. Após o preenchimento da placa de reação, adicionar 2 µl de DNA purificado.

3. Realizar a amplificação nas seguintes condições:

Quadro 34 – Ciclos programados em um termociclador

ETAPA TEMPERATURA TEMPO N.º CICLOS

Desnaturação inicial 96°C Um minuto 1

Desnaturação 96°C Dez segundos

25 ciclosAnelamento 50°C Cinco segundos

Extensão 60°C Quatro minutos

Fonte: Autoria própria.

Observação: o mix da reação de sequenciamento deve ser preparado de forma separada 
(um mix contendo o primer Forward e um mix contendo o primer Reverse) de acordo com 
o primer específico.

Precipitação etanol/EDTA (volume total de reação – 10 µl)

1. Remover a placa do termociclador e fazer uma breve centrifugação.

2. Adicionar 2,5 µl de EDTA 125 mM no poço e misturar três vezes com a pipeta, garantindo 
que houve uma correta mistura do EDTA e da reação.

3. Adicionar 30 µl de etanol 100% em cada poço.

4. Selar a placa e homogeneizar rapidamente no agitador para misturar seu conteúdo.

5. Deixar a placa em temperatura ambiente por 15 minutos, ao abrigo da luz.

6. Centrifugar a 2.800 rpm por 45 minutos.

7. Cobrir a parte superior da placa com algumas folhas de papel-absorvente e fazer uma 
breve centrifugação com a placa invertida a 1.100 rpm.

8. Adicionar 30 µl de etanol 70% em cada poço.
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Observação: sempre utilize etanol 70% preparado no dia.

9. Com a centrífuga a 4°C, colocá-la por 15 minutos a 2.700 rpm.

10. Cobrir a parte superior da placa com algumas folhas de papel-absorvente e fazer uma 
breve centrifugação com a placa invertida a 1.100 rpm.

11. Colocar a placa não vedada coberta por papel-alumínio, no termociclador, com a tampa 
aberta, a 60°C por dez minutos, para garantir que a placa esteja totalmente seca.

12. Adicionar 10 µl de formamida Hi-Di em cada poço, selar a placa e homogeneizar no agita-
dor, em baixa velocidade e centrifugar brevemente.

13. Desnaturar a placa a 95°C por três minutos e em seguida colocar no gelo por dez minutos.

Observação: para a desnaturação, a placa deve estar selada e a tampa do termociclador, 
fechada.

Inserção da placa no sequenciador

Cada equipamento de eletroforese capilar para realizar sequenciamento possui seu sof-
tware específico. Portanto, as recomendações do fabricante devem ser seguidas.

Análise das sequências

1. Na análise das regiões hsp65, 16S500 e rpoB devem ser desconsiderados os iniciadores 
iniciais e finais de cada sequência.

2. Na análise das regiões ITS e 16Sfull, não devem ser desconsiderados os iniciadores iniciais 
ou finais.

Observação: para “abrir” a sequência e poder editá-la, existem diferentes softwares, 
como: Seqman, Chromas, entre outros.

3. Abrir o programa Seqman.

4. Clicar em:

a. “add sequences” e procurar as sequências da placa, e em seguida procurar os pares de 
sequências (forward e reverse);

b. “add”; e

c. “done”.

5. “Assemble” para o alinhamento das sequências desejadas.

6. Verificar se a sequência não está invertida.

7. Caso esteja invertida, clicar em “contig” e depois clicar em “complement contig”.

8. Verificar e corrigir todos os gaps existentes.

9. Caso haja qualquer troca de base, verificar o pico mais bem definido na sequência e corrigir.

Observação: é considerada uma “sequência de boa qualidade” aquela que tem picos 
bem determinados e com o número de pares de bases igual ou superior ao quantitativo 
determinado de cada região. Caso a sequência seja considerada de boa qualidade, as 
próximas etapas devem ser seguidas.
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10. Quantitativo de pares de base por região:

a. hsp65-441 pb;

b. ITS-430 pb;

c. 16S500-459 pb;

d. rpoB-711pb; e

e. 16Sfull-1400 pb.

Comparação com o BLAST

1. Após análise, copiar toda a sequência do cromatograma.

2. Entrar no site: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

3. Clicar em:

a. “Nucleotide Blast”.

b. “Enter Query Sequence” e colar a sequência desejada para comparação com as cepas 
com identidade mais próxima. Selecionar em database a opção Others (nr etc.).

c. “Blast”.

4. Procurar pela cepa tipo com maior identidade (procurar o número da cepa tipo no site: 
http://www.bacterio.net/mycobacterium.html, para ter certeza de que é uma cepa tipo).

5. Comparar o código da cultura identificada no “blast” e analisar as diferenças e gaps exis-
tentes quando comparada à sequência da amostra com a cepa tipo.
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Figura 23 –  Fluxograma para identificação de micobactérias pela combinação de métodos 
fenotípicos e PRA-hsp65
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Fonte: Autoria própria. 
CMTB: Complexo Mycobacterium tuberculosis; MNT: Micobactérias não tuberculosas; PNB: ácido p-nitrobenzoico.
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ANEXOS

ANEXO A – Meios

A)  Meio LJ com hidrazida do ácido 2-tiofeno carboxílico na concentra-
ção final de 5 µg/ml

PREPARAÇÃO DO MEIO LJ + TCH 5µg/ml

Ácido 2-tiofeno carboxílico (TCH) 50 mg

Meio Löwenstein-Jensen (LJ) 100 ml

Água destilada estéril 15 ml

1. Pesar 50 mg TCH e adicionar a 5 ml de água destilada estéril.

2. Transferir 1 ml dessa solução para um tubo com 9 ml de água destilada estéril.

3. Adicionar 1 ml dessa solução a 100 ml de meio LJ.

4. Distribuir 3 ml de meio por tubo de rosca de 12 x 120 mm.

5. Coagular o meio, colocando os tubos inclinados a 85°C por 45 minutos.

6. Incubar a 36°C ± 1°C por 24 horas para a prova de esterilidade.

Validade: dois meses

B) Meio LJ com estreptomicina na concentração final de 2 µg/ml

PREPARAÇÃO DO MEIO LJ + SM µg/ml

Estreptomicina (SM) 0,1 g

Meio Löwenstein-Jensen (LJ) 100 ml

Água destilada estéril 20 ml

a. Pesar 0,1 g de SM e dissolver em 10 ml de água destilada estéril.

b. Transferir 1 ml dessa solução para um tubo com 9 ml de água destilada estéril.

c. Adicionar 0,2 ml dessa diluição em 100 ml de meio LJ.

d. Distribuir 3 ml de meio por tubo de rosca de 12 x 120 mm.

e. Coagular o meio, colocando os tubos inclinados a 85°C por 45 minutos.

f. Incubar a 36°C ± 1°C por 24 horas para a prova de esterilidade.

Validade: dois meses

C) Meio LJ com cicloserina na concentração final de 20 µg/ml

PREPARAÇÃO DO MEIO LJ + CS 20µg/ml

Cicloserina (CS) 0,1 g

Meio Löwenstein-Jensen (LJ) 100 ml

Água destilada estéril 10 ml

1. Pesar 0,1 g de CS e dissolver em 10 ml de água destilada estéril.

2. Adicionar 0,3 ml dessa solução em 100 ml de meio LJ.

3. Distribuir 3 ml de meio por tubo de rosca de 12 x 120 mm.

4. Coagular o meio, colocando os tubos inclinados a 85°C por 45 minutos.

5. Incubar a 36°C ± 1°C por 24 horas para a prova de esterilidade.

Validade: dois meses
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D) Meio de Kirchner com 0,1% de Ágar

PREPARAÇÃO DO MEIO KIRCHNER 0,1% ÁGAR

Fosfato dissódico (Na2HPO4.12H2O) 19 g

Fosfato monopotássico (KH2PO4) 2,5 g

Asparagina 5 g

Citrato trissódico 2,5 g

Sulfato de magnésio (MgSO4.7H2O) 0,6 g

Glicerol 20 ml

Solução aquosa de vermelho fenol 0,4% (P/V) 3 ml

Ágar 1 g

Água destilada q.s.p. 1.000 ml

1. Pesar todos os reagentes, adicionar água destilada (q.s.p. 1.000 ml), aquecer para dissolver os 
reagentes e ajustar o pH para 7,4 a 7,6.

2. Distribuir 10 ml da solução em tubos 20 x 100 mm.

3. Esterilizar em autoclave a 115°C por dez minuto.

4. Manter em geladeira e, no momento de uso, adicionar em cada tubo 1 ml de soro de cavalo estéril 
ou o enriquecimento Middlebrook OADC.

Validade: dois meses

E) Meio para o teste da pirazinamidase

PREPARAÇÃO DO MEIO PARA O TESTE DA PIRAZINAMIDASE

Meio de Dubos desidratado 6,5 g

Água destilada 1.000 ml

Pirazinamida 0,1 g

Piruvato de sódio 2 g

Ágar 15 g

1. Dissolver o meio desidratado de Dubos em água destilada e adicionar a pirazinamida, o piruvato de 
sódio e o ágar.

2. Aquecer até dissolver o ágar e distribuir 5 ml em tubos de 16 x 125 mm com tampa de rosca.

3. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos.

4. Retirar da autoclave e deixar os tubos na posição vertical até solidificar o ágar.

5. Incubar a 36°C ± 1°C por 24 horas para a prova de esterilidade. Conservar em geladeira.

Validade: dois meses
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F) Meio ágar comum

PREPARAÇÃO DO MEIO ÁGAR COMUM

1. Preparar o ágar comum de acordo com recomendações do fabricante e distribuir 4 ml em tubos com 
tampa de rosca (12 x 120 mm).

2. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos.

3. Inclinar os tubos em bandejas até a solidificação.

4. Incubar a 36°C ± 1°C por 24 horas para a prova de esterilidade.

Validade: dois meses

G) Meio Sauton com ácido pícrico 0,2% – pH final 7,0

PREPARAÇÃO DO MEIO SAUTON COM ÁCIDO PÍCRICO 0,2%, pH 7,0

Glicerina 6 ml

KH2PO4 0,1 g

MgSO4.7H2O 0,1 g

Ácido cítrico 0,4 g

Citrato férrico amoniacal 0,01 g

Glutamato de sódio 0,8 g

Ágar 4 g

Ácido pícrico 0,4 g

Água destilada 194 ml

1. Dissolver os componentes, exceto o ágar, por aquecimento.

2. Resfriar e ajustar o pH com KOH 10% para 7,0.

3. Acrescentar o ágar e levar ao fogo para fundir.

4. Distribuir 3 ml em tubo 12 x 120 mm, com tampa de rosca.

5. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos.

6. Inclinar os tubos em bandejas até a solidificação

7. Realizar o teste de esterilidade, colocando os meios na estufa a 36°C ± 1°C por 24 horas.

Validade: dois meses sob refrigeração

H) Meio LJ com cloreto de sódio 5%

PREPARAÇÃO DO MEIO LJ COM CLORETO DE SÓDIO 5%

Base de LJ 200 ml

Cloreto de sódio 10 g

Adicionar o cloreto de sódio na base de LJ e misturar bem.

Colocar os tubos inclinados no coagulador a 90°C-85°C por 45 minutos.

Realizar o teste de esterilidade, colocando os meios na estufa a 36°C ± 1°C por 24 horas.

Validade: dois meses sob refrigeração
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I) Meio de Dubos modificado para o teste da β-galactosidase

PREPARAÇÃO DO MEIO DUBOS MODIFICADO

Sulfato de sódio (Na2SO4) 2,48 g

Fosfato monopotássico (KH2PO4) 1,0 g

Asparagina 2,0 g

Citrato de sódio (C6H5Na3O.7H2O) 1,5 g

Sulfato de magnésio (MgSO4 .7H2O) 0,6 g

Solução tween 80 10% 5 ml

Água destilada q.s.p. 1.000 ml

1. Dissolver em água destilada todos os reagentes.

2. Dividir em alíquotas de 100 ml.

3. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos.

Validade: três meses sob refrigeração

PREPARAÇÃO DO SUBSTRATO PARA β-GALACTOSIDASE

2-nitrofenil-β-D-galactopiranosídeo 0,1 g

Meio Dubos modificado (q.s.p.) 100 ml

Middlebrook OADC 7,5 ml

1. Dissolver 0,1 g de 2-nitrofenil-β-D-galactopiranosídeo em 20 ml do meio de Dubos modificado 
esterilizado.

2. Esterilizar por membrana filtrante de 0,22 µm.

3. Completar o volume para 100 ml com o meio de Dubos modificado esterilizado.

4. Adicionar 7,5 ml do enriquecimento de Middlebrook OADC.

5. Distribuir 2 ml do meio em tubos estéreis de 12 x 120 mm com tampa de rosca.

Validade: sete dias sob refrigeração

J)  Meio base para os testes de utilização de inositol, manitol e citrato 
de sódio

PREPARAÇÃO DO MEIO BASE

Sulfato de amônio (NH4)2.SO4 1,05 g

Fosfato de potássio (KH2PO4) 0,2 g

Sulfato de magnésio (MgSO4.7H2O) 0,2 g

Ágar 8 g

Água destilada 400 ml

1. Dissolver todos os reagentes em água destilada, por aquecimento.

2. Dividir em quatro alíquotas de 100 ml.

3. Ajustar o pH para 7,0 em duas alíquotas e para 7,2 nas outras duas alíquotas.

4. Esterilizar em autoclave a 121°C por 20 minutos.

Validade: dois meses à temperatura ambiente
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PREPARAÇÃO DO MEIO CONTROLE PH 7,0

Meio base pH 7,0 100 ml

1. Distribuir 3 ml do meio base pH 7,0 em tubos 12 x 120 mm com tampa de rosca estéreis.

2. Deixar o meio se solidificar com os tubos em posição inclinada.

Validade: dois meses sob refrigeração

K) Meio com citrato de sódio – pH 7,0

PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO DE CITRATO DE SÓDIO 0,6%

Citrato de sódio 1,8 g

Água destilada estéril 15 ml

1. Dissolver o citrato de sódio em água.

2. Filtrar em membrana 0,22 µm;

3. Manter em frasco bem vedado, para evitar evaporação.

Validade: seis meses sob refrigeração

PREPARAÇÃO DO MEIO COM CITRATO DE SÓDIO – PH 7,0

Meio base pH 7,0 100 ml

Solução de citrato de sódio 5 ml

1. Fundir o meio base em forno de micro-ondas ou em banho-maria até a temperatura aproximada de 56°C.

2. Adicionar assepticamente 5 ml da solução de citrato de sódio, preparada previamente.

3. Distribuir 3 ml em tubos estéreis 12 x 120 mm com tampa de rosca estéreis.

4. Deixar o meio se solidificar com os tubos em posição inclinada.

Validade: dois meses sob refrigeração

L) Meio com manitol – pH 7,2

PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO DE MANITOL 0,5%

Manitol 1,5 g

Água destilada estéril l

1. Dissolver o manitol em água.

2. Filtrar em membrana 0,22 µm.

3. Manter em frasco bem vedado, para evitar evaporação.

Validade: seis meses sob refrigeração

MEIO COM MANITOL – PH 7,2

Meio base pH 7,2 100 ml

Solução de manitol 5 ml

1. Fundir o meio base em forno de micro-ondas ou em banho-maria até a temperatura aproximada de 56°C.

2. Adicionar assepticamente 5 ml da solução de manitol, preparada previamente.

3. Distribuir 3 ml em tubos estéreis 12 x 120 mm com tampa de rosca estéreis.

4. Deixar o meio se solidificar com os tubos em posição inclinada.

Validade: dois meses sob refrigeração
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M) Meio com inositol – pH 7,2

PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO DE INOSITOL 0,5%

Inositol 1,5 g

Água destilada estéril 15 ml

1. Dissolver o inositol em água.

2. Filtrar em membrana 0,22 µm.

3. Manter em frasco bem vedado, para evitar evaporação.

Validade: seis meses sob refrigeração

MEIO COM INOSITOL– PH 7,2

Meio base pH 7,2 100 ml

Solução de inositol ml

1. Fundir o meio base em forno de micro-ondas ou em banho-maria até a temperatura aproximada de 
56°C.

2. Adicionar assepticamente 5 ml da solução de inositol preparada previamente.

3. Distribuir 3 ml em tubos estéreis 12 x 120 mm com tampa de rosca estéreis.

4. Deixar o meio se solidificar com os tubos em posição inclinada.

Validade: dois meses sob refrigeração
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ANEXO B – Soluções

A) Solução de sulfato ferroso amoniacal 1%

PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO DE SULFATO FERROSO AMONIACAL 1%

Sulfato ferroso amoniacal 0,1 g

Água destilada estéril 10 ml

1. Dissolver 0,1 g de sulfato ferroso amoniacal em 10 ml de água destilada estéril.

2. Para facilitar o trabalho, alíquotas de 0,1 gramas de sulfato ferroso amoniacal podem ser estocadas 
e colocadas em tubos estéreis de 16 x 125 mm com tampa de rosca.

3. No momento de uso é só adicionar 10 ml de água destilada estéril.

Preparar a solução no momento de uso.

B) Substrato de nitrato de sódio 22 mM, pH 7,0

PREPARAÇÃO DO SUBSTRATO DE NITRATO DE SÓDIO – 22 mM, pH 7,0

Nitrato de sódio (NaNO3) 0,85 g

Fosfato monopotássico (KH2PO4) 1,17 g

Fosfato dissódico (Na2HPO4.12H2O) 4,85 g

Água destilada 1.000 ml

Pesar os reagentes e adicionar 1.000 ml de água destilada.

Ajustar o pH para 7,0 e distribuir em vários frascos ou balões,

Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos.

Validade: seis meses sob refrigeração

C) Reagentes de revelação do teste redução do nitrato

PREPARAÇÃO DO REAGENTE A

HCl 50 ml

Água destilada estéril 50 ml

Adicionar lentamente o HCl na água; nunca adicionar água ao ácido.

Validade: dois meses sob refrigeração

PREPARAÇÃO DO REAGENTE B

Sulfanilamida 0,2 g

Água destilada estéril 100 ml

Pesar a sulfanilamida e dissolver em 100 ml de água destilada estéril.

Descartar o reagente se apresentar mudança de cor ou formação de precipitado.

Validade: dois meses sob refrigeração
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PREPARAÇÃO DO REAGENTE C

Hidrocloridrato N-naftiletilenodiamina 0,1 g

Água destilada estéril

Pesar o hidrocloridrato e dissolver em 100 ml de água destilada estéril.

Descartar o reagente se apresentar mudança de cor ou formação de precipitado

Validade: dois meses sob refrigeração

D) Escala-padrão de cores para leitura do teste de redução do nitrato

SOLUÇÃO ESTOQUE 1 – FOSFATO DISSÓDICO 0,067 M

Fosfato dissódico (Na2HPO4) 0,95 g

Água destilada estéril q.s.p 100 ml

SOLUÇÃO ESTOQUE 2 – FOSFATO MONOPOTÁSSICO 0,067 M

Fosfato monopotássico KH2PO4 0,91 g

Água destilada estéril q.s.p 100 ml

SOLUÇÃO ESTOQUE 3 – FOSFATO TRISSÓDICO 0,067 M

Fosfato trissódico (Na3PO4.12H2O) 2,55 g

Água destilada estéril q.s.p 100 ml

SOLUÇÃO ESTOQUE 4 – FENOLFTALEÍNA 1%

Fenolftaleína 1,0 g

Álcool etílico 95° 100 ml

SOLUÇÃO ESTOQUE 5 – AZUL DE BROMOTIMOL 1%

Azul de bromotimol 1,0 g

Álcool etílico 95° 100 ml

SOLUÇÃO ESTOQUE 6 – AZUL DE BROMOTIMOL 0,01%

Solução estoque 5 1,0 ml

Água destilada estéril 100 ml

SUBSTRATO

Solução estoque 1 35 ml

Solução estoque 2 5 ml

Solução estoque 3 100 ml

SOLUÇÃO PARA ESCALA

Substrato 10 ml

Solução estoque 4 0,1 ml

Solução estoque 6 0,2 ml
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1. Colocar em uma estante oito tubos com tampas de rosca 12 x 120 mm e numerá-los de 1 a 8.

2. Distribuir 2 ml do substrato nos tubos 2 a 8.

3. Transferir 2 ml dessa solução para o tubo n.º 1 e 2 ml para o tubo n.º 2. Do tubo n.º 2 transferir 2 ml 
para o tubo n.º 3 depois de homogeneizar, e assim sucessivamente até o tubo n.º 8, desprezando os 
2 ml excedentes desse último tubo.

4. Descartar os tubos de n.º 4 e n.º 7.

5. Esterilizar os tubos em autoclave por 15 minutos a 121°C, lacrar e conservar em geladeira.

6. A escala-padrão de leitura para o teste de redução do nitrato vai da cor rosa pálido a vinho e 
corresponde a:

tubo n.º 8 (+/-);

tubo n.º 6 (1+);

tubo n.º 5 (2+);

tubo n.º 3 (3+);

tubo n.º 2 (4+); e

tubo n.º 1 (5+).

E) Solução de ureia-Indol para o teste da urease – pH final 7,0

PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO DE UREIA-INDOL pH 7,0

L-triptofano 3 g

Fosfato dipotássico (KH2PO4) 1 g

Fosfato monopotássico (K2HPO4) 1 g

Cloreto de sódio (NaCl) 5 g

Álcool etílico 95° 10 ml

Solução de vermelho de fenol 0,2% 12,5 ml

Solução de ureia 20% estéril 100 ml

1. Dissolver os componentes (exceto a solução de ureia) aquecendo levemente sem ferver.

2. Deixar esfriar e ajustar o pH para 7,0.

3. Filtrar em papel de filtro, distribuir em frascos de 50 ml, lacrar e identificar.

4. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos.

5. Após esfriar, adicionar com assepsia 100 ml de solução de ureia 20% (20 g de ureia em 100 ml de 
água destilada, esterilizar por filtração com membrana de 0,22 µ).

6. Distribuir 1,5 ml em tubos estéreis de 12 x 120 mm com tampa de rosca. Conservar em geladeira ao 
abrigo da luz.

Validade: dois meses
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F) Teste da arilsulfatase três e 14 dias

PREPARAÇÃO DO SUBSTRATO PARA O TESTE DA ARILSULFATASE TRÊS E 14 DIAS

6. Meio líquido – Preparar em duas garrafas ou balões os seguintes meios:

 » 180 ml de meio líquido Dubos (ou Middlebrook 7H9) – teste dos três dias.

 » 180 ml de meio líquido Dubos (ou Middlebrook 7H9) – teste dos 14 dias.

7. Esterilizar em autoclave por 15 minutos a 121°C e, após o resfriamento, adicionar 20 ml de 
enriquecimento Bacto Dubos Medium Albumin (ou o enriquecimento Middlebrook ADC).

SOLUÇÃO SUBSTRATO 0,08 M DE DISSULFATO TRIPOTÁSSICO DE FENOLFTALEÍNA

Dissulfato tripotássico de fenolftaleína 2,6 g

Água destilada estéril 50 ml

1. Pesar o dissulfato tripotássico de fenolftaleína e dissolver em 50 ml de água destilada estéril.

2. Esterilizar por membrana filtrante de 0,22 µm.

Validade: três meses sob refrigeração

PREPARAÇÃO DO MEIO PARA O TESTE DE TRÊS DIAS

Meio líquido Dubos ou Middlebrook 7H9 180 ml

Solução de dissulfato tripotássico de fenolftaleína 0,08 M 2,5 ml

1. Distribuir 2 ml em tubos de 12 x 120 mm com tampa de rosca, estéreis.

2. Identificar os tubos (A3) dias.

Validade: dois meses sob refrigeração

PREPARAÇÃO DO MEIO PARA O TESTE DE 14 DIAS

Meio líquido Dubos ou Middlebrook 7H9 180 ml

Solução de dissulfato tripotássico de fenolftaleína 0,08 M 7,5 ml

1. Distribuir 2 ml em tubos de 12 x 120 mm com tampa de rosca, estéreis.

2. Identificar os tubos (A14) dias.

Validade: dois meses sob refrigeração

G) Solução reveladora – Carbonato de sódio 2N

PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO REVELADORA – CARBONATO DE SÓDIO 2N

Carbonato de sódio anidro (Na2CO3) 10,6 g

Água destilada estéril 100 ml

1. Pesar o Na2CO3 e dissolver em 100 ml de água destilada estéril.

Validade: três meses a temperatura ambiente
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H) Solução substrato para teste do Tween 80

SOLUÇÃO A – Fosfato de sódio M/15

Fosfato de sódio (Na2HPO4) 9,47 g

Água destilada 1.000 ml

Dissolver o sal na água, esterilizar em autoclave a 121°C por 20 minutos.

Validade: seis meses

SOLUÇÃO B – Fosfato de potássio M/15

Fosfato de potássio (KH2PO4) 9,07 g

Água destilada 1.000 ml

Dissolver o sal na água, esterilizar em autoclave a 121°C por 20 minutos.

Validade: seis meses

PREPARO DO TAMPÃO FOSFATO 0,067M

Solução A 61,1 ml

Solução B 38,9 ml

Ajustar o pH da solução final para 7,0.

Validade: seis meses

PREPARO DA SOLUÇÃO SUBSTRATO PARA TESTE DO TWEEN 80

Tampão fosfato 0,067 M 100 ml

Tween 80 0,5 ml

Solução aquosa de vermelho neutro a 0,1% 2 ml

1. Adicionar o Tween 80 no tampão fosfato até a completa dissolução e, depois, acrescentar o 
vermelho neutro.

2. Distribuir 2 ml em tubos de 12 x 120 mm com tampa de rosca.

3. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos.

4. O substrato deve ter cor âmbar após a esterilização.

5. Manter em geladeira ao abrigo da luz envolvido em papel-alumínio.

Validade: duas semanas

I) Solução de telurito de potássio 0,2%

PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO DE TELURITO DE POTÁSSIO 0,2%

Telurito de potássio 0,1 g

Água destilada 50 ml

1. Preparar alíquotas de 2 ml em tubos com tampa de rosca.

2. Esterilizar em autoclave a 115°C por 15 minutos.

Validade: dois meses sob refrigeração
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J) Tampão TBE 10X – pH 8,0

PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO TAMPÃO TBE 10X (pH 8,0)

Tris base 107,8 g

Ácido bórico 55,0 g

EDTA 2H2O 7,4 g

Água destilada 1.000 ml

1. Dissolver os reagentes em água destilada.

2. Ajustar o pH.

Validade: seis meses à temperatura ambiente

K) Tampão de arraste

PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO TAMPÃO DE ARRASTE

Ficoll 1,5 g

Azul de bromofenol 0,025 g

Água destilada estéril 10 ml

1. Dissolver os reagentes em água destilada estéril.

2. Manter em frasco escuro.

Validade: seis meses à temperatura ambiente

L) Tampão TET

PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO TAMPÃO TET

Tris HCl 10 mM 1,58 g

EDTA 1 mM 0,37 g

Triton X 100 1% 10 ml

Água destilada 1.000 ml

1. Dissolver os reagentes em água destilada.

2. Esterilizar em autoclave.

Validade: dois meses à temperatura ambiente

M) Solução de brometo de etídio

PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO DE BROMETO DE ETÍDIO

Brometo de etídio 50 mg

Água destilada esterilizada 10 ml

1. Diluir o brometo de etídio em água destilada.

2. No momento do uso, diluir de duas a três gotas dessa solução em dois litros de água destilada.

3. Manter em frasco escuro.

4. Observação: o brometo de etídio é cancerígeno e deve ser manuseado com cuidado, utilizando 
todos os EPIs.

Validade: um ano à temperatura ambiente
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9.1 Introdução

O TS pode ser genotípicos ou fenotípicos. O TS fenotípico é um exame laboratorial, in 
vitro, que avalia a capacidade de um fármaco inibir o crescimento de bactérias em meio 
de cultura, determinando a resistência ou a sensibilidade do microrganismo diante de um 
antimicrobiano. O TS em isolados de M. tuberculosis é realizado para detectar a resistência 
ou a sensibilidade aos fármacos utilizados no tratamento da TB.

Para M. tuberculosis, duas categorias diferentes são utilizadas para elucidar os resultados:1

1. “Concentração crítica”

a. A concentração crítica é definida como a menor concentração de um fármaco antiTB 
que inibirá in vitro o crescimento de 99% (90% no caso da pirazinamida) de isolados 
fenotipicamente sensíveis.

2. “Concentração inibitória mínima”

a. A CIM ou MIC mínima é definida como a concentração acima da concentração crítica, 
que separa os isolados que, provavelmente, responderão ao tratamento daqueles que 
não responderão.

Os fármacos antiTB têm sido usados há décadas, e isolados resistentes a um ou mais fár-
macos utilizados já foram encontrados e documentados em todos os países pesquisados. 
A resistência aos fármacos antiTB surge quando eles são usados inadequadamente, seja 
por prescrição incorreta pelos profissionais de saúde, seja pelo uso de medicamentos de 
baixa qualidade ou pela interrupção prematura do tratamento pelos pacientes.2,3

Os casos de pacientes com TB infectados com bacilos resistentes aos fármacos têm aumen-
tado nos últimos anos. De acordo com a OMS, um total global de 206.030 pessoas com TB 
MDR ou com resistência à rifampicina (TB-RR) foram detectadas e notificadas em 2019, 
um aumento de 10% em relação aos 186.883 casos em 2018, sendo que 177.099 pessoas 
iniciaram tratamento, superior aos 156.205 em 2018.4

Nas últimas duas décadas, uma melhor compreensão da base molecular da resistência 
aos medicamentos levou ao desenvolvimento de uma infinidade de métodos genotípicos 
para a detecção rápida da sensibilidade e resistência aos fármacos antiTB. Além da rapidez 
do diagnóstico, os testes moleculares têm vantagens adicionais, como a possibilidade de 
ser utilizado diretamente em amostras clínicas, sem a necessidade de isolamento inicial 
da cepa em meio de cultura sólido ou líquido, em amostras que contenham bactérias 
não viáveis, por exemplo, bactérias mortas por inativação química ou por calor, e possui 
potencial de alta produtividade, devido ao ganho de tempo com a eliminação da etapa 
de cultura, além da diminuição de requisitos de biossegurança nos laboratórios.
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Em 2008, a OMS endossou, para a detecção rápida de TB MDR, o uso do teste de hibridação 
com sonda em linha (LPA – do inglês Line Probre Assay), que identifica bactérias do CMTB 
e detecta simultaneamente a resistência e/ou a sensibilidade à rifampicina e à isoniazida.5 
A identificação da resistência à rifampicina é baseada na detecção das mutações em um 
fragmento de 81 pares de bases da subunidade β da RNA polimerase, codificada pelo gene 
rpoB, que codifica a enzima-alvo do fármaco. As mutações pontuais ou inserções no gene 
katG, responsável pela ativação da enzima catalase/peroxidase, causam resistência à iso-
niazida, sendo que as mutações no códon 315 têm sido mais frequentemente encontradas 
(cerca de 64,2% dos isolados resistentes).6,7,8,9,10

As mutações pontuais na região promotora do gene inhA, que sintetiza a proteína-car-
readora enoil-acil redutase dependente de nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH), 
também resultam em resistência à isoniazida.11,12,13,14

O primeiro teste com kit comercial para a detecção de resistência aos medicamentos de 
segunda linha para tratamento de TB foi o GenoType® MTBDRsl versão 1.0, desenvolvido 
há uma década. Esse teste faz a identificação molecular do CMTB e da resistência às fluoro-
quinolonas (ofloxacino, levofloxacino e moxifloxacino) e/ou aminoglicosídeos/peptídeos 
cíclicos (antibióticos injetáveis como a amicacina) e/ou etambutol, de amostras cultivadas 
ou amostras clínicas pulmonares. A identificação da resistência às fluoroquinolonas é ba-
seada na detecção das mutações mais significativas associadas ao gene gyrA, que codifica 
a subunidade A da DNA girase. Para a detecção da resistência aos aminoglicosídeos/peptí-
deos cíclicos é examinado o gene 16S rRNA (rrs), e para a detecção da resistência ao etam-
butol, o gene embB que, com os genes embA e embC, codifica a arabinosil transferase.15,16

Em 2015, foi disponibilizada a versão 2.0 do teste, que é capaz de detectar as mutações as-
sociadas à resistência à fluoroquinolona e aos medicamentos injetáveis de segunda linha, 
também detectada pela primeira versão, porém, com adição de novas mutações. Uma vez 
que o diagnóstico de TB MDR/RR tenha sido estabelecido, um LPA para os fármacos de 
segunda linha pode ser usado para detectar resistência adicional a esses medicamentos.17

9.2 Mecanismo de resistência

A resistência aos fármacos no CMTB geralmente ocorre por mutações espontâneas em 
genes cromossomais relacionados às proteínas-alvo dos fármacos, durante o processo 
de multiplicação, principalmente em ambientes com condições favoráveis de nutrição, 
oxigenação e cuja frequência varie de 106 a 108 mutações por geração micobacteriana.18

A resistência aos fármacos antiTB também pode ocorrer por resistência inata ou intrínseca, 
que são estruturas existentes na célula micobacteriana que impedem a ação do fármaco, 
ou mecanismos que inativam o fármaco ou modificam a molécula-alvo do fármaco.19 Os 
principais mecanismos de resistência inata do CMTB são:

I. bombas de efluxo: são proteínas capazes de expulsar os fármacos do meio intracelular 
para o meio extracelular dos microrganismos;20,21

II. modificação de alvos: ocorre modificação na molécula-alvo do fármaco, que pode levar à 
alteração da ligação do fármaco na molécula e consequente diminuição da sua atividade;19

III. modificação de antibióticos: a bactéria é capaz de produzir enzimas que transferem gru-
pamentos e alteram a estrutura química dos fármacos que podem impedir a ligação às 
moléculas-alvo, como a enzima aminoglicosídeo N-acetiltransferase, que causa a resistên-
cia aos aminoglicosídeos;21 e
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IV. degradação enzimática de antibióticos: a bactéria é capaz de produzir enzimas que de-
gradam os fármacos, como a β-lactamase, codificada pelo gene blaC de M. tuberculosis, 
que possui atividade de degradar anéis β-lactâmicos, incluindo os membros da família dos 
antibióticos carbapenêmicos, que são degradados lentamente.21

De acordo com o padrão de resistência bacteriana, ela pode ser classificada em:22

I. monorresistência: resistência a somente um fármaco antiTB;

II. polirresistência: resistência a dois ou mais fármacos antiTB, exceto à associação rifampici-
na e isoniazida;

III. TB-RR: resistência à rifampicina identificada por meio do TRM-TB exclusivamente (ainda 
sem teste de sensibilidade, sem outras resistências conhecidas);

IV. TB-MDR: resistência a pelo menos rifampicina e isoniazida, os dois mais importantes 
fármacos para o tratamento da TB; e

V. resistência extensiva (TB-XDR): resistência à rifampicina e à isoniazida acrescida de resis-
tência à fluoroquinolona (qualquer delas) e à linezolida ou à bedaquilina.

Durante a infecção, encontra-se cerca de 107 a 109 bacilos nas cavidades pulmonares, 
principal sítio de infecção. Todos os bacilos que formam uma colônia, apesar de se ori-
ginarem de uma única célula, não apresentam comportamento homogêneo diante de 
todos os fármacos antiTB. Em toda a população de bacilos sensíveis existe uma pequena 
proporção de bacilos (cerca de um a cada 108 bacilos, por geração), que sofreram mutações 
espontâneas e se comportam como resistentes a algum dos fármacos.14,23

As mutações que levam à resistência no bacilo M. tuberculosis ocorrem espontaneamente 
e ao acaso, sendo, portanto, importante conhecer a proporção de mutantes que se espera 
obter numa população de bacilos e a taxa de mutação para os fármacos usados no tra-
tamento da TB para uma melhor interpretação dos testes laboratoriais de sensibilidade. 
As mutações genéticas do bacilo M. tuberculosis que levam à resistência à rifampicina 
ocorrem em uma taxa de 10-10 mutações por divisão celular e levam a uma prevalência 
estimada de uma em cada 108 bacilos, em ambiente sem a presença do fármaco. A taxa 
para isoniazida é de aproximadamente 10-7 a 10-9, resultando em resistência em 1 a cada 
106 bacilos. Portanto, as mutações espontâneas ocorrem mesmo na ausência da exposi-
ção antimicrobiana. A presença de antimicrobianos fornece uma pressão seletiva para 
os organismos resistentes tornarem-se predominantes, especialmente em pacientes com 
grande carga de bacilos. Assim, a resistência aos fármacos na TB é a resultante de uma 
inter-relação do fenômeno da mutação espontânea e da seleção de população predomi-
nantemente resistente, como consequência de tratamento irregular e/ou inadequado.14

Os esquemas de tratamento da TB no Brasil22 são padronizados e constituídos por uma 
associação de fármacos para diminuir a probabilidade de seleção de bacilos resistentes. 
Os fármacos utilizados para os tratamentos são classificados de primeira e segunda linha.

Os fármacos de primeira linha compõem o esquema básico de tratamento da TB e atu-
almente é utilizado para o tratamento de casos novos de TB sem suspeita de resistência, 
sendo dividido em duas fases:

 » intensiva (dois meses): rifampicina, isoniazida, pirazinamida e o etambutol, todas 
combinadas em um só comprimido, recebendo a denominação de dose fixa combi-
nada (DFC); e

 » manutenção (quatro meses): rifampicina e isoniazida, comprimidos em DFC.
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Esses fármacos são administrados via oral; possuem melhor eficácia contra M. tuberculosis 
e apresentam, em geral, reações adversas toleráveis, o que faz com que não seja necessá-
rio interromper esse esquema de tratamento para substituição dos fármacos.22,24

Já os de segunda linha, orais ou injetáveis, são utilizados em casos de resistências ou 
intolerância aos fármacos de primeira linha. Possuem uma atividade moderada contra M. 
tuberculosis e, em geral, apresentam mais efeitos colaterais, além de possuírem um tempo 
de tratamento maior, variando de 9 a 24 meses.2,22,24

9.3 Critérios para realização do teste de sensibilidade

O objetivo do TS é investigar se as cepas dos microrganismos presentes na infecção da 
pessoa com TB são sensíveis ou resistentes aos fármacos de primeira e/ou de segunda 
linha utilizados no tratamento da doença. Nos casos de sensibilidade, os pacientes devem 
responder ao tratamento e, nos casos de resistência, o esquema terapêutico deve ser 
reavaliado.

Em maio de 2014, a OMS aprovou a nova Estratégia Global de TB pós-2015, com metas 
ambiciosas. A estratégia visa acabar com a epidemia global de TB, cujas metas visam 
reduzir as mortes por TB em 95%, reduzir em 90% os casos novos entre 2015 e 2035, e 
garantir que nenhuma família seja sobrecarregada com despesas catastróficas devido à 
TB. Nessa estratégia a OMS também recomenda o acesso universal ao TS rápido, pelo 
menos à rifampicina, para todos os pacientes com confirmação bacteriológica.25

O Brasil recomenda que seja realizada cultura e TS nas seguintes situações:

 » em todas as amostras biológicas, de casos novos ou retratamento, cujo diagnóstico 
inicial foi realizado por baciloscopia, independentemente do resultado do teste;

 » em todas as amostras biológicas de casos novos que tiverem o resultado detectado 
no TRM-TB;

 » em todas as amostras de crianças (<10 anos), PVHIV, TB extrapulmonar e casos de 
retratamento, independentemente do resultado do TRM-TB;

 » para amostras de acompanhamento dos casos em tratamento, se a amostra for 
positiva na baciloscopia no segundo mês de tratamento; e

 » em casos de suspeita de resistência ou falência ao tratamento realizado.

Recomenda-se a repetição da cultura a cada três meses. O TS deve ser repetido so-
mente quando houver sinais de resistência ou falência clínica

Já o TS de segunda linha deve ser realizado quando há detecção de resistência a qualquer 
um dos fármacos de primeira linha.
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9.4 Métodos de teste de sensibilidade

9.4.1 Métodos fenotípicos

A sensibilidade do bacilo M. tuberculosis aos fármacos pode ser avaliada em meio sólido, 
como o método das proporções e teste da redução do nitrato, e também em meio líqui-
do, por método automatizado. Esses são considerados os principais métodos clássicos ou 
convencionais para TS de M. tuberculosis.

9.4.1.1 Métodos das proporções

Os métodos padronizados e validados para investigar a sensibilidade de M. tuberculosis 
aos fármacos de primeira linha quantificam a proporção de microrganismos resistentes, a 
cada um dos fármacos que está infectando o paciente. Esses métodos alcançam eficiência 
de 97% e 99% para determinar a atividade da isoniazida e da rifampicina, respectiva-
mente, e em torno de 92% para etambutol e estreptomicina. No entanto, para assegurar 
essa eficiência é importante observar todas as etapas com muito cuidado e atenção, desde 
a aquisição dos fármacos, qualidade, conservação, pesagem, preparação dos meios de 
cultura, padronização do inóculo, preparação das diluições, semeadura, observação do 
tempo de leitura do teste até o cálculo da proporção de colônias resistentes.

9.4.1.1.1 Método das proporções em meio Löwenstein Jensen – LJ

Este método foi descrito por Canetti e colaboradores em 196326 e, em 1969, o teste inicial 
foi simplificado.27 A versão simplificada do teste, com apenas uma concentração dos fár-
macos, é a mais utilizada.

O método consiste em detectar a proporção de bacilos resistentes contidos em um isolado 
de M. tuberculosis diante de uma concentração de cada fármaco que seja capaz de inibir 
o crescimento dos bacilos sensíveis, mas não o dos resistentes (concentração crítica). Para 
cada fármaco foi definida uma proporção de mutantes resistentes em uma população 
bacilar, igual ou acima da qual a amostra é considerada resistente – “proporção crítica.”

No Quadro 35 estão as concentrações críticas para cada fármaco (concentração final no 
meio de cultura) e a proporção crítica, que estipula o critério para definição do isolado 
bacteriano como resistente ou sensível ao fármaco.

Quadro 35 – Critérios de resistência de M. tuberculosis aos fármacos no meio LJ

FÁRMACOS
CONCENTRAÇÃO CRÍTICA 

(µG/ML)
PROPORÇÃO CRÍTICA (%)

Isoniazida 0,2 1

Rifampicina 40 1

Etambutol 2 1

Estreptomicina 4 1

Fonte: Autoria própria.

Desse modo, considera-se que um fármaco de primeira linha não tem atividade no tra-
tamento da TB quando é testado diante de um isolado de M. tuberculosis e que contém 
mais de 1% de bacilos resistentes na concentração crítica determinada para o fármaco, 
previamente estabelecida.28,29



328

MINISTÉRIO DA SAÚDE | MANUAL DE RECOMENDAÇÕES PARA O DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DE TUBERCULOSE E 
MICOBACTÉRIAS NÃO TUBERCULOSAS DE INTERESSE EM SAÚDE PÚBLICA NO BRASIL

O método das proporções pode ser realizado diretamente a partir de escarro positivo à 
baciloscopia ou TRM-TB (teste direto) ou a partir do isolado bacteriano (teste indireto).

O teste indireto é feito a partir do crescimento em meio de cultura sólida e deve ser 
realizado em isolados bacterianos identificados como M. tuberculosis. É mais demorado 
do que o direto, com a vantagem de apresentar menor risco de contaminação.

O teste direto é aquele feito a partir da amostra clínica que já passou pelo processo de 
descontaminação. Deve-se diluir o material homogeneizado antes de inocular nos meios 
de cultura, de acordo com o resultado da baciloscopia.

Meios de cultura sólidos LJ com fármacos

O método das proporções em meios de cultura sólidos à base de ovos (LJ) é o mais utilizado 
e os fármacos são incorporados antes da coagulação. Os fármacos utilizados no TS são 
as do esquema de tratamento de primeira linha (isoniazida, rifampicina, etambutol e 
estreptomicina).

Para facilitar a operacionalização da realização do TS no laboratório são incluídos outros 
dois fármacos para identificação de micobactérias, que não são utilizadas no tratamento 
(PNB e TCH).30, 31 O método das proporções também pode ser realizado em meios de 
cultura sólidos à base de ágar Middlebrook 7H10.32

Para o método das proporções, emprega-se o meio LJ sem fármaco e com fármaco. O 
meio sem fármaco permite conhecer o número total de bacilos semeados, e, o meio com 
fármaco, o número de mutantes resistentes ao fármaco correspondente.

Preparação do meio LJ com fármacos

Os cuidados com a qualidade dos fármacos e seu manuseio são fundamentais para asse-
gurar resultados confiáveis do TS.33

Pesagem dos fármacos

Para a preparação da solução estoque, o cálculo da quantidade a ser pesada de cada 
fármaco, tendo em conta a sua potência, é:

𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃	 𝑚𝑚𝑚𝑚 =
𝑐𝑐𝑃𝑃𝑐𝑐𝑐𝑐𝑃𝑃𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐çã𝑃𝑃	 µ 𝑚𝑚 𝑚𝑚⁄ 𝑙𝑙 ×𝑣𝑣𝑃𝑃𝑙𝑙𝑣𝑣𝑚𝑚𝑃𝑃	 𝑚𝑚𝑙𝑙

𝑃𝑃𝑃𝑃𝑐𝑐ê𝑐𝑐𝑐𝑐𝑛𝑛𝑐𝑐	 µ 𝑚𝑚 𝑚𝑚⁄ 𝑚𝑚

𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃ê𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛 = 𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑛𝑛	×𝑓𝑓𝑝𝑝𝑛𝑛çã𝑃𝑃	𝑛𝑛𝑃𝑃𝑛𝑛𝑎𝑎𝑛𝑛	× 1 − 𝑛𝑛𝑃𝑃𝑛𝑛𝑃𝑃𝑝𝑝ú𝑑𝑑𝑃𝑃	𝑑𝑑𝑝𝑝	á𝑔𝑔𝑝𝑝𝑛𝑛

 » Exemplo 1: sendo a potência da Di-hidroestreptomicina sulfato = 800 mg de estrep-
tomicina ativa por grama, calcular:

𝑥𝑥 =
10.000	×10

800

𝑥𝑥 = 125	𝑚𝑚𝑚𝑚

Pesar 125 mg do fármaco e dissolver em 10 ml de água destilada estéril para obter uma 
solução estoque, na concentração de 10.000 µg/ml de estreptomicina.

 » Exemplo 2: sendo a potência da isoniazida = 1.000 mg de isoniazida ativa por gra-
ma, calcular:
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𝑥𝑥 =
10.000	×10

1000

𝑥𝑥 = 100	𝑚𝑚𝑚𝑚

Pesar 100 mg do fármaco e dissolver em 10 ml de água destilada estéril para obter uma 
solução estoque na concentração de 10.000 µg/ml de isoniazida.

Solução estoque

Considerando a potência de cada lote dos fármacos e fazendo os ajustes, quando ne-
cessário, é preciso preparar uma solução estoque de 10.000 µg/ml em 10 ml de água 
destilada estéril, etilenoglicol, propilenoglicol ou outro diluente. Essas soluções podem 
ser aliquotadas e congeladas em temperatura de -20°C ou menos. Essa prática pode ser 
adotada se houver garantia da estabilidade da rede de frios do laboratório.

Solução de uso

No dia de preparação do lote de meio com fármacos, a solução de uso de cada um é 
preparada a partir da solução estoque. Deve-se desprezar o residual da solução estoque 
descongelada que não for utilizada no dia.

É importante garantir a precisão das diluições da solução de uso utilizando pipetas gradu-
adas e de volume compatível com o desejado, além de ter o cuidado de sempre trocar de 
pipeta após transferir o volume necessário para o tubo seguinte, antes de homogeneizar. 
Para incorporação no meio LJ, cada fármaco requer uma maneira diferente de preparo, 
com uma, duas ou sem diluições.

O Quadro 36 resume as concentrações de cada fármaco, a quantidade a ser incorporada 
ao meio de cultura e a concentração final.

Quadro 36 – Preparação do fármaco para incorporar ao meio LJ

SOLUÇÃO 
ESTOQUE

(10.000 µg/
ml)

DILUENTE
DILUIÇÕES 

A 
REALIZAR

CONCENTRAÇÃO 
DO FÁRMACO 

NA ÚLTIMA 
DILUIÇÃO (µg/ml)

QUANTIDADE 
ADICIONADA EM 
200 mL DE MEIO 

LJ (ml)

CONCENTRAÇÃO 
MEIO (µg/ml)

Isoniazida
Água destilada 

estéril
Duas 1:10 100 0,4 0,2

Rifampicina
Etilenoglicol 

ou N,N-
dimetilformamida

Nenhuma 10.000 0,8 40

Etambutol
Água destilada 

estéril
Uma 1:10 1.000 0,4 2

Estreptomicina*
Água destilada 

estéril
Uma 1:10 1.000 0,8 4

TCH
Água destilada 

estéril
Uma 1:10 1.000 0,4 2

PNB ** Nenhuma 10.000 10 500

Fonte: Autoria própria. 
* Usar a Di-hidroestreptomicina por ser um fármaco mais estável e a técnica é padronizada para o uso desta formulação.
** Para a preparação do PNB seguir as recomendações do anexo deste Capítulo.
LJ: Löwenstein-Jensen; PNB: ácido β-nitrobenzoico; TCH: Ácido tiofeno-2-carboxílico
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Nos anexos deste capítulo estão descritas a preparação das soluções estoques e soluções 
de uso de cada fármaco, a preparação dos meios com fármacos e os formulários para o 
CIQ dessas preparações. O tempo de validade do meio LJ com fármacos é, no máximo, de 
dois meses sob refrigeração.28

 » Método das proporções em LJ – teste indireto

Descrição

O método das proporções indireto é o mais utilizado nos laboratórios de saúde pública e 
consiste em se realizar o TS a partir de um isolado de M. tuberculosis.

Precauções

Realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biossegurança, como as BPL e o uso 
de equipamentos de proteção individual (EPIs) adequados, conforme descrito no capítulo 
3.

Realizar o teste preferencialmente a partir da cultura primária que deve estar na sua fase 
de crescimento logarítmica (média de 21 dias). Deve-se evitar realizar TS em culturas com 
mais de 60 dias.

Observação: o preparo do meio LJ e da escala 1 de McFarland estão descritos nos anexos 
do capítulo 7. O preparo da solução de álcool a 70% e solução de fenol a 5% estão 
descritos no capítulo 3.

Equipamentos:

 » CSB.

 » agitador mecânico;

 » estufa bacteriológica a 36°C ± 1°C; e

 » pipetador automático ou manual.

Reagentes:

 » água destilada estéril;

 » solução de álcool a 70%;

 » NaClO a 2%; e

 » solução de fenol a 5%.

Insumos:

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

 » gaze estéril em pedaços;

 » estante para os tubos de ensaio estéril 20 x 150 mm;

 » alça bacteriológica descartável e estéril;

 » tubos de ensaio 20 x 150 mm, de paredes reforçadas, com tampa de rosca, conten-
do dez pérolas de vidro, estéreis;
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 » tubos de ensaio 20 x 150 mm para as diluições;

 » pipetas estéreis de 1 e 10 ml;

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

 » bandeja de polipropileno com furos para a circulação do ar e incubação dos tubos 
semeados. De preferência, uma bandeja para cada conjunto de tubos de uma mes-
ma amostra;

 » saco plástico autoclavável para acondicionamento dos recipientes de descarte;

 » para cada amostra: seis tubos de meios LJ sem fármaco e dois tubos de meios LJ com 
os fármacos (isoniazida, rifampicina, etambutol, estreptomicina) e um tubo para a 
TCH e o PNB;

 » cepas de referência para CQ do TS (cepa sensível e cepa resistente): sugerimos que 
essas cepas sejam preparadas com as amostras a serem testadas. O CIQ do TS está 
descrito no item 9.7 desse capítulo; e

 » escala 1 de McFarland.

Procedimentos de organização

Realizar os procedimentos de 1 a 3 fora da CSB

1. Identificar o número da cultura no tubo de ensaio com pérolas, para a suspensão bacteriana.

2. Identificar a diluição e o número da cultura nos tubos de ensaio para as diluições, de 
acordo com o seguinte: para cada amostra para as cepas controle: tubos 10-1, 10-2, 10-3, 
10-4, 10-5 e 10-6.

3. Identificar o número da cultura nos tubos de meios LJ sem e com fármaco para a semea-
dura do TS, de acordo com o seguinte (para cada amostra):

a. 1ª série, rotulados 10-3: dois tubos de meio LJ sem fármaco (controle), os demais tubos 
de meio LJ contendo cada um o fármaco correspondente;

b. 2ª série, rotulados 10-5: dois tubos de meio LJ sem fármaco (controle), os demais tubos 
de meio LJ contendo cada um o fármaco correspondente; e

c. 3ª série, rotulados 10-6: dois tubos de meio LJ sem fármaco (controle).

Observação: a diluição 10-6 nem sempre utilizada facilita a leitura do TS quando o 
inóculo estiver muito turvo (espesso) e a contagem das colônias ficou prejudicada 
nas outras diluições.

4. Preparar a CSB conforme descrito no capítulo 13.

Realizar os procedimentos de 4 a 5 dentro da CSB

5. Organizar os materiais que serão utilizados em um dos lados da bancada da CSB e colocar 
os recipientes de descarte, conforme descrito no capítulo 3.

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

7. Para acompanhar a realização do teste indireto do método das proporções em LJ, obser-
var o item A do Anexo C desse capítulo.



332

MINISTÉRIO DA SAÚDE | MANUAL DE RECOMENDAÇÕES PARA O DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DE TUBERCULOSE E 
MICOBACTÉRIAS NÃO TUBERCULOSAS DE INTERESSE EM SAÚDE PÚBLICA NO BRASIL

Procedimentos de realização

Etapa 1 – Suspensão bacteriana (inóculo)

Realizar os procedimentos de 1 a 5 dentro da CSB

1. Transferir, com alça bacteriológica descartável estéril, o maior número possível de colônias 
de uma cultura em meio sólido para um tubo de ensaio com pérolas e 0,5 ml de água 
destilada estéril.

2. Homogeneizar em agitador mecânico por 20 a 30 segundos.

3. Manter em repouso por dez minutos.

4. Acrescentar aproximadamente 2 ml de água destilada estéril.

5. Deixar em repouso por dez minutos para sedimentar as partículas maiores.

Etapa 2 – Diluições seriadas

Realizar os procedimentos de 6 a 11 dentro da CSB

6. Ajustar a turbidez de cada suspensão com a turbidez da escala 1 de McFarland utilizando 
água destilada estéril, gota a gota.

7. A partir dessa suspensão padronizada, efetuar seis novas diluições em escala decimal.

8. Colocar 9 ml de água destilada estéril em cada um dos tubos.

9. Transferir 1 ml da suspensão-padrão para o tubo 10-1; depois, agitar no agitador mecânico.

10. Trocar a pipeta e seguir as diluições, transferindo 1 ml para o tubo 10-2, e assim sucessiva-
mente até o tubo 10-6. Para cada diluição utilizar novas pipetas estéreis.

11.  As diluições 10-3 (1/1.000), 10-5 (1/100.000) e 10-6 (1/1.000.000) serão as diluições semeadas 
nos meios LJ com e sem fármaco.

Etapa 3 – Semeadura nos meios de cultura

Realizar os procedimentos de 12 a 13 dentro da CSB

12. Inocular 0,1 ml das diluições 10-3, 10-5 em cada tubo de meio de cultura com fármaco e sem 
fármaco, já identificado e 0,1 ml da diluição 10-6 em dois tubos de meio LJ sem fármaco. 
Trocar a pipeta para semear cada diluição.

13. Fechar os tubos de meio de cultura, sem rosquear a tampa até o fim, e colocá-los na 
estante.

Realizar os procedimentos de 14 a 15 fora da CSB

14. Retirar os tubos de meios de cultura semeados da estante e movimentar cada um deles 
de modo que o inóculo banhe toda a superfície do meio para facilitar o crescimento de 
colônias separadas para a contagem.

15. Acondicionar os tubos de meios inoculados em bandeja de polipropileno, inclinados de 
maneira que o lado da tampa fique ligeiramente mais alto e com a superfície do meio 
voltada para cima. Cuidar para que os tubos não rolem, pois isso propicia crescimento nas 
bordas do meio de cultura impossibilitando a contagem das colônias.
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16. Incubar em estufa bacteriológica a 36°C ± 1°C por 48 horas e, após esse período, fechar as 
tampas completamente (somente quando o inóculo tiver sido absorvido totalmente); se 
ainda permanecer úmido manter a tampa frouxa por mais 24 ou 48 horas.

17. Realizar a limpeza, a descontaminação da bancada e o descarte do material contaminado, 
conforme descrito no capítulo 3.

 » Método das proporções em LJ – teste direto

Descrição

O método das proporções direto é aquele realizado a partir do escarro positivo para BAAR 
pelo método da baciloscopia, cujo objetivo é abreviar o tempo do diagnóstico, principal-
mente nos casos de paciente com falência de tratamento, cujas amostras de escarro têm 
grande número de bacilos. Quando o resultado não for conclusivo, repete-se o teste.

Precauções

Realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biossegurança como as BPL e o uso 
de EPI adequados, conforme descrito no capítulo 3.

Observação: os procedimentos de fluidificação e descontaminação do escarro seguem os 
descritos no capítulo 7.

Equipamentos:

 » CSB.

 » agitador mecânico;

 » estufa bacteriológica a 36°C ± 1°C; e

 » pipetador automático ou manual.

Reagentes:

 » água destilada estéril;

 » solução de álcool a 70%;

 » NaClO a 2%; e

 » solução de fenol a 5%.

Insumos:

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

 » gaze estéril em pedaços;

 » estante para os tubos de ensaio estéril 20 x 150 mm;

 » alça bacteriológica descartável e estéril;

 » tubos de ensaio 20 x 150 mm para as diluições;

 » pipetas estéreis de 1 e 10 ml;
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 » recipiente de vidro ou metal, fundo e de boca larga, para descarte de material a ser 
autoclavado e lavado;

 » bandeja de polipropileno com furos para a circulação do ar, para incubação dos 
tubos semeados. De preferência, uma bandeja para cada conjunto de tubos de uma 
mesma amostra;

 » saco plástico autoclavável para acondicionamento dos recipientes de descarte; e

 » para cada amostra: controles: seis tubos de meios LJ sem fármaco. Testes: uma bate-
ria de dois tubos de meios LJ para cada um dos fármacos de primeira linha e outra 
bateria de um tubo de meio LJ para os fármacos TCH e PNB.

Preparação do inóculo para semear no teste direto

Antes de realizar o teste direto é preciso fazer a baciloscopia do escarro de acordo com o 
capítulo 6. O Quadro 37 mostra as diluições a serem realizadas e semeadas nos meios LJ 
com e sem fármaco, conforme o número de cruzes da baciloscopia.

Quadro 37 – Diluições semeadas de acordo com o resultado da baciloscopia

RESULTADO DA 
BACILOSCOPIA

DILUIÇÕES SEMEADAS EM 
TUBOS LJ SEM FÁRMACO

DILUIÇÕES SEMEADAS EM TUBOS 
LJ COM FÁRMACO

(+) Não diluído, 10-2 e 10-3 Não diluído e 10-2

(++) 10-1, 10-3 e 10-4 10-1 e 10-3

(+++) 10-2, 10-4 e 10-5 10-2 e 10-4

Fonte: Autoria própria.

Procedimentos de organização

Realizar a baciloscopia de cada escarro conforme descrito no capítulo 6 para conhecer o 
resultado. Realizar também a etapa da fluidificação e descontaminação, conforme descri-
to no capítulo 7, e utilizar o sedimento.

Realizar os procedimentos 1 e 2 fora da CSB

1. Identificar o número da cultura nos tubos de ensaio para as diluições, de acordo com o 
seguinte:

a. escarro (+): 10-1; 10-2; 10-3;

b. escarro (++): 10-1; 10-2; 10-3; 10-4; e

c. escarro (+++): 10-1; 10-2; 10-3; 10-4; 10-5.

2. Identificar o número da cultura nos tubos de meios LJ sem e com fármaco para a semea-
dura do TS, de acordo com o seguinte (para cada amostra):

a. escarro (+): seis tubos controles (meios LJ sem fármaco): dois tubos para semear o 
sedimento não diluído e dois tubos para cada uma das diluições 10-2 e 10-3. Testes 
(meio LJ com fármaco): uma bateria contendo um tubo de meio LJ para cada um 
dos fármacos (isoniazida, rifampicina, etambutol, estreptomicina, TCH e PNB) para 
semear o sedimento não diluído e outra bateria (isoniazida, rifampicina, etambutol e 
estreptomicina) para semear a diluição 10-2;



335

9 TESTE DE SENSIBILIDADE

b. escarro (++): seis tubos controles (meio LJ sem fármaco): dois tubos para semear cada 
uma das diluições 10-1, 10-3 e 10-4. Testes (meio LJ com fármaco): uma bateria contendo 
um tubo de meios LJ para cada um dos fármacos (isoniazida, rifampicina, etambutol, 
estreptomicina, TCH e PNB) para semear a diluição 10-1 e outra bateria (isoniazida, 
rifampicina, etambutol e estreptomicina) para semear a diluição 10-3; e

c. Escarro (+++): seis tubos controles (meio LJ sem fármaco): dois tubos para semear cada 
uma das diluições 10-2, 10-4 e 10-5. Testes (meio LJ com fármacos): uma bateria contendo 
um tubo de meio LJ para cada um dos fármacos (isoniazida, rifampicina, etambutol, 
estreptomicina, TCH e PNB) para semear a diluição 10-2 e outra bateria (isoniazida, 
rifampicina, etambutol e estreptomicina) para semear a diluição 10-4.

Realizar os procedimentos 3 e 4 dentro da CSB

3. Organizar os materiais que serão utilizados em um dos lados da bancada da CSB e colocar 
os recipientes de descarte, conforme descrito no capítulo 3.

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

Observação: para acompanhar a realização do teste direto do método das proporções em 
LJ, observar o item B do Anexo C desse capítulo.

Procedimentos de realização

Realizar os procedimentos de 5 a 10 dentro da CSB

Escarro (+)

5. Colocar 9 ml de água destilada estéril nos tubos de ensaio já identificados para fazer as 
diluições de acordo com o item 1 (10-1 a 10-3).

6. Transferir 1 ml do sedimento tratado não diluído para o tubo 10-1 e misturar bem. Trocar a 
pipeta e transferir 1 ml para o tubo 10-2 e assim sucessivamente até o tubo 10-3. Para cada 
diluição utilizar novas pipetas estéreis.

7. Inocular 0,1 ml do sedimento tratado não diluído nos tubos LJ controle e nos tubos de 
meio LJ com fármacos (isoniazida, rifampicina, etambutol, estreptomicina, TCH, PNB) 
correspondentes.

8. Inocular 0,1 ml da diluição 10-2 nos tubos LJ controle e nos tubos de meio LJ com fármacos 
(isoniazida, rifampicina, etambutol e estreptomicina) correspondentes.

9. Inocular 0,1 ml da diluição 10-3 nos tubos LJ controle correspondentes.

10. Fechar os tubos de meio de cultura, sem rosquear a tampa até o fim, e colocá-los na 
estante.

OU

Escarro (++)

5. Colocar 9 ml de água destilada estéril nos tubos de ensaio já identificados para fazer as 
diluições, de acordo com o item 1 (10-1 a 10-4).

6. Transferir 1 ml do sedimento tratado para o tubo 10-1 e misturar bem. Trocar a pipeta e 
transferir 1 ml para o tubo 10-2 e assim sucessivamente até o tubo 10-4. Para cada diluição 
utilizar novas pipetas estéreis.
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7. Inocular 0,1 ml do da diluição 10-1 nos tubos LJ controle e nos tubos de meio LJ com 
fármacos (isoniazida, rifampicina, etambutol, estreptomicina, TCH, PNB) correspondentes.

8. Inocular 0,1 ml da diluição 10-3 nos tubos LJ controle e nos tubos de meio LJ com fármaco 
(isoniazida, rifampicina, etambutol e estreptomicina) correspondentes.

9. Inocular 0,1 ml da diluição 10-4 nos tubos LJ controle correspondentes.

10. Fechar os tubos de meio de cultura, sem rosquear a tampa até o fim, e colocá-los na 
estante.

OU

Escarro (+++)

5. Colocar 9 ml de água destilada estéril nos tubos de ensaio já identificados para fazer as 
diluições, de acordo com o item 1 (10-1 a 10-5).

6. Transferir 1 ml do sedimento tratado para o tubo 10-1 e misturar bem. Trocar a pipeta e 
transferir 1 ml para o tubo 10-2 e assim sucessivamente até o tubo 10-5. Para cada diluição 
utilizar novas pipetas estéreis.

7. Inocular 0,1 ml da diluição 10-2 nos tubos LJ controle e nos tubos de meio LJ com fármaco 
(isoniazida, rifampicina, etambutol, estreptomicina, TCH, PNB) correspondentes.

8. Inocular 0,1 ml da diluição 10-4 nos tubos LJ controle e nos tubos de meio LJ com fármaco 
(isoniazida, rifampicina, etambutol, estreptomicina) correspondentes.

9. Inocular 0,1 ml da diluição 10-5 nos tubos LJ controle correspondentes.

10. Fechar os tubos de meio de cultura, sem rosquear a tampa até o fim, e colocá-los na 
estante.

Realizar os procedimentos de 11 a 14 fora da CSB

Os procedimentos de 11 a 14 são válidos para as três situações de escarro:

11. Retirar os tubos de meios de cultura semeados da estante e movimentar cada um deles 
de modo que o inóculo banhe toda superfície do meio para facilitar o crescimento de 
colônias separadas para a contagem.

12. Acondicionar os tubos de meios inoculados em bandeja de polipropileno, inclinados de 
maneira que o lado da tampa fique ligeiramente mais alto e com a superfície do meio 
voltada para cima. Cuidar para que os tubos não rolem, pois isso propicia crescimento nas 
bordas do meio de cultura, impossibilitando a contagem das colônias.

13. Incubar em estufa bacteriológica a 36°C ± 1°C por 48 horas e, após esse período, fechar as 
tampas completamente (somente se o inóculo estiver sido absorvido totalmente); se ainda 
permanecer úmido manter a tampa frouxa por mais 24 ou 48 horas.

14. Realizar a limpeza, a descontaminação da bancada e o descarte do material contaminado, 
conforme descrito no capítulo 3.

9.4.1.1.2 Incubação do TS em meio LJ

Após observar os tubos semeados e verificar a absorção do inóculo ao meio e a ausência de 
contaminação, em torno de 48 horas, fechar bem as tampas dos tubos e deixar incubando 
na estufa bacteriológica a 36°C ± 1°C.



337

9 TESTE DE SENSIBILIDADE

9.4.1.1.3 Leitura e interpretação do TS em meio LJ

Para poder interpretar o resultado do TS é necessário que aconteçam três condições 
simultaneamente:

I. crescimento suficiente (mais de 100 colônias) no tubo controle (LJ sem fármaco) semeado 
com a diluição mais concentrada (10-3), para que seja possível detectar mutantes resisten-
tes que estejam em menor porcentagem (cerca de 1%) entre os bacilos inoculados;

II. colônias separadas e contáveis no tubo controle (LJ sem fármaco) semeado com a diluição 
menos concentrada (10-5). Essa condição é indispensável quando aparecem colônias resis-
tentes cuja proporção deve ser determinada (cálculo da porcentagem); e

III. boa correlação entre o número de colônias desenvolvidas em cada um dos meios se-
meados com as suspensões, de acordo com o fator de diluição aplicado, para que sejam 
válidas as quantificações que se aplicam com base na série de diluições.

Com 28 dias de incubação, fazer a primeira leitura e observar se houve desenvolvimento 
de colônias suficiente para interpretar os resultados, sendo que a maioria dos isolados 
bacterianos resistentes à isoniazida e à rifampicina (mais de 95%) pode ser detectada 
nesse período. Se houver crescimento de bacilos nos meios com resistência e número de 
colônias suficiente para interpretar o resultado, ele pode ser emitido nesse período. Se 
não houver crescimento no meio com os fármacos (os bacilos são sensíveis), aguardar a 
segunda leitura ao final de 42 dias. Essa precaução é para assegurar o aparecimento tardio 
de colônias mutantes resistentes.29

Procedimentos para leitura e interpretação do TS

A leitura dos tubos semeados deve ser realizada em bancada bem iluminada, próxima à 
janela ou com foco de luz próximo (luminária). Se possível, utilizar lupa para melhorar a 
visualização das colônias pequenas.

Para acompanhar a leitura, observar o fluxograma de leitura e interpretação dos resulta-
dos do TS em LJ descritos no item C do Anexo C deste capítulo.

Para que os cálculos sejam válidos, as diluições devem ser realizadas com suspensões 
homogêneas e com muita precisão, trocando as pipetas toda vez que passar de uma 
suspensão concentrada para outra mais diluída, e que o volume semeado em cada tubo 
seja exatamente o mesmo.

1. Quantificar o inóculo contando e fazendo a média das colônias desenvolvidas nos tubos 
de meio LJ controle (sem fármaco). Se o número de colônias da diluição 10-3 for incontável, 
deve-se contar o número de colônias da diluição 10-5 ou 10-6, de maneira que seja possível 
contar colônias separadas.

2. Fazer a média entre os tubos da mesma diluição. A partir dessa média, pode-se inferir o 
número de UFC desenvolvidas nos controles semeados com diluições mais concentradas, 
multiplicando pelo fator de diluição correspondente.

3. Quantificar o número de UFC nos tubos contendo cada um dos fármacos. Da mesma ma-
neira, procurar o tubo onde as colônias estejam separadas e contáveis.

4. Calcular a porcentagem de UFC desenvolvidas na presença de cada fármaco com relação 
à média de UFC dos tubos controles. Se essa proporção for maior do que 1%, o isolado 
bacteriano deve ser considerado resistente ao fármaco em questão. Se a proporção for 
menor do que 1%, o isolado bacteriano deve ser considerado sensível.
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 » Exemplo: leitura do TS:

Diluição

Número de UFC observadas

Tubos controle Tubos com fármaco

meio sem fármaco Isoniazida Rifampicina Estreptomicina Etambutol

10-3 Incontáveis Incontáveis Incontáveis Incontáveis 1 0

10-5 6 3 2 3 0 0

Tubos controle:

 10-3 = incontáveis

 10-5 = 𝑚𝑚é𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 =
6 + 3
2

 𝑚𝑚é𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 = 4,5	𝑈𝑈𝑈𝑈𝑈𝑈
Pode-se inferir que na diluição 10-3 tem 450 UFC.

Tubo isoniazida:

 10-3 = incontáveis

 10-5 = 2 UFC

 Fazendo a proporção (regra de três):

 4,5	100%	2	𝑥𝑥	
 𝑥𝑥 = 44%
Sendo a proporção crítica para a isoniazida = 1%, o isolado bacteriano com 44% é 
resistente.

Tubo rifampicina:

 10-3= incontáveis

 10-5= 3 UFC

 Fazendo a proporção (regra de três):

 
4,5	100%	3	𝑥𝑥	

 𝑥𝑥 = 67%
Sendo a proporção crítica para a rifampicina =1%, o isolado bacteriano com 67% é 
resistente.

Tubo estreptomicina:

 10-3 = 1 UFC e

 10-5 = nenhuma

 A leitura é feita na diluição 10-3

 Fazendo a proporção (regra de três):

 450	100%	1	𝑥𝑥	
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 𝑥𝑥 = 0,2%
Sendo a proporção crítica para a estreptomicina = 1%, o isolado bacteriano é sensível.

Tubo etambutol:

 10-3 e 10-5= nenhuma

 O isolado bacteriano é sensível.

9.4.1.2 Método da redução do nitrato (nitratase) em LJ34

Descrição

Trata-se de um método baseado na capacidade do M. tuberculosis em reduzir o nitrato 
(NO3-), presente no meio de cultura, em nitrito (NO2-), pela ação da enzima nitrato-reduta-
se, cuja detecção é realizada por meio de uma reação colorimétrica, realizado em isolados 
ou diretamente do escarro.

Precauções

Realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biossegurança, como as BPL e o uso 
de EPI adequados, conforme descrito no capítulo 3.

Equipamentos:

 » CSB.

 » agitador mecânico;

 » estufa bacteriológica a 36°C ± 1°C; e

 » pipetador automático ou manual.

Reagentes:

 » meio LJ com 1 mg/ml de KNO3;

 » fármacos (isoniazida, rifampicina, etambutol e estreptomicina); e

 » água destilada estéril.

Insumos:

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

 » gaze estéril em pedaços;

 » estante para os tubos de ensaio estéril 20 x 150 mm;

 » alça bacteriológica descartável e estéril;

 » tubos de ensaio 20 x 150 mm para as diluições;

 » pipetas estéreis de 1 e 10 ml;

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

 » bandeja de polipropileno com furos para a circulação do ar, para incubação dos 
tubos semeados. De preferência, uma bandeja para cada conjunto de tubos de uma 
mesma amostra;

 » saco plástico autoclavável para acondicionamento dos recipientes de descarte; e

 » para cada amostra:

 › controles: três tubos de meios LJ sem fármaco.

 › testes: um tubo para cada um dos fármacos de primeira linha.

Solução de uso

No dia da preparação do lote de meio com fármacos, a solução de uso de cada um é 
preparada a partir da solução estoque, que, caso não seja utilizada no dia, deverá ser 
desprezada. É importante garantir a precisão das diluições da solução de uso utilizando 
pipetas graduadas e de volume compatível com o desejado, além de ter o cuidado de 
sempre trocar de pipeta depois de transferir o volume necessário para o tubo seguinte, 
antes de homogeneizar. Para incorporação no meio LJ, cada fármaco requer uma maneira 
diferente de preparo, com uma, duas ou sem diluições.

O Quadro 38 resume as concentrações de cada fármaco, a quantidade a ser incorporada 
ao meio de cultura e a concentração final.

Quadro 38 – Preparação do fármaco para incorporar ao meio LJ

SOLUÇÃO 
ESTOQUE

(10 .000 µg/ml)
DILUENTE

DILUIÇÕES 
A 

REALIZAR

CONCENTRAÇÃO 
DO FÁRMACO NA 
ÚLTIMA DILUIÇÃO 

(µg/ml)

QUANTIDADE 
ADICIONADA EM 
200 mL DE MEIO 

LJ (ml)

CONCENTRAÇÃO 
MEIO (µg/ml)

Isoniazida
Água 

destilada 
estéril

Duas 1:10 100 0,4 0,2

Rifampicina Metanol Nenhuma 10.000 0,8 40

Etambutol
Água 

destilada 
estéril

Uma 1:10 1.000 0,4 2

Estreptomicina
Água 

destilada 
estéril

Nenhuma 10.000 10 500

Fonte: Autoria própria. 
LJ: Löwenstein-Jensen.

Nos anexos desse capítulo estão descritas a preparação das soluções estoques e soluções 
de uso de cada medicamento e os reagentes do método nitratase.

Procedimentos de realização

Etapa 1 – Suspensão bacteriana (inóculo)

Realizar os procedimentos de 1 a 5 dentro da CSB
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1. Transferir, com alça bacteriológica descartável estéril, o maior número possível de colônias 
de uma cultura em meio sólido para um tubo de ensaio com pérolas e 0,5 ml de água 
destilada estéril.

2. Homogeneizar em agitador mecânico por 20 a 30 segundos.

3. Manter em repouso por dez minutos.

4. Acrescentar aproximadamente 2 ml de água destilada estéril.

5. Deixar em repouso por dez minutos para sedimentar as partículas maiores.

Etapa 2 – Diluições seriadas

Realizar os procedimentos de 6 a 11 e 14 dentro da CSB

6. Ajustar a turbidez de cada suspensão com a turbidez da escala 1 de McFarland utilizando 
água destilada estéril, gota a gota.

7. A partir dessa suspensão padronizada, efetuar uma diluição 1:10 em água destilada estéril.

Etapa 3 – Semeadura nos meios de cultura

8. Inocular 0,2 ml da diluição 1:10 em cada um dos três tubos de meio de cultura sem fárma-
co, já identificados, e 0,2 ml da suspensão não diluída nos tubos de meio de cultura com 
fármacos. Trocar a pipeta para semear cada diluição.

9. Fechar os tubos de meio de cultura, sem rosquear a tampa até o fim, e colocá-los na 
estante.

10. Retirar os tubos de meios de cultura semeados da estante e movimentar cada um deles 
de modo que o inóculo banhe toda a superfície do meio para facilitar o crescimento de 
colônias separadas para a contagem.

11. Acondicionar os tubos de meios inoculados em bandeja de polipropileno, inclinados de 
maneira que o lado da tampa fique ligeiramente mais alto e com a superfície do meio 
voltada para cima. Cuidar para que os tubos não rolem, pois isso propicia crescimento nas 
bordas do meio de cultura, impossibilitando a contagem das colônias.

12. Incubar em estufa bacteriológica a 36°C ± 1°C por sete dias. Após 48 horas de incubação, 
fechar as tampas completamente (somente quando o inóculo tiver sido absorvido total-
mente); se ainda permanecer úmido manter a tampa frouxa por mais 24 ou 48 horas.

13. Realizar a limpeza, a descontaminação da bancada e o descarte do material contaminado, 
conforme descrito no capítulo 3.

14. Após sete dias, adicionar 0,5 ml do reagente de revelação A em um dos tubos controle:

a. se ocorrer alteração de cor, adicionar o reagente A nos tubos com fármacos; ou

b. se não ocorrer mudança de cor, descartar esse tubo e reincubar os restantes. Esse pro-
cedimento será repetido no dia 10, usando o segundo tubo controle, e, se necessário, 
também no dia 14, usando o terceiro tubo controle.

Interpretação

Uma cepa será considerada resistente se a mudança de cor no tubo com fármaco for maior 
do que a do tubo controle.



342

MINISTÉRIO DA SAÚDE | MANUAL DE RECOMENDAÇÕES PARA O DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DE TUBERCULOSE E 
MICOBACTÉRIAS NÃO TUBERCULOSAS DE INTERESSE EM SAÚDE PÚBLICA NO BRASIL

9.4.1.3 Método da redução do nitrato (nitratase) em escarro

Precauções

Realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biossegurança, como as BPL e o uso 
de EPI adequados, conforme descrito no capítulo 3.

As amostras de escarro a serem utilizadas deverão ser descontaminadas pelo método de 
Petroff, conforme descrito no capítulo 7. A baciloscopia será feita a partir do centrifuga-
do feito para a cultura. A coloração será feita pelo método de Ziehl-Neelsen, conforme 
capítulo 6.

Equipamentos:

 » CSB;

 » agitador mecânico;

 » estufa bacteriológica a 36°C ± 1°C; e

 » pipetador automático ou manual.

Reagentes:

 » meio LJ com 1 mg/ml de KNO3;

 » fármacos (isoniazida, rifampicina, etambutol e estreptomicina); e

 » água destilada estéril.

Insumos:

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

 » gaze estéril em pedaços;

 » estante para os tubos de ensaio estéril 20 x 150 mm;

 » alça bacteriológica descartável e estéril;

 » tubos de ensaio 20 x 150 mm para as diluições;

 » pipetas estéreis de 1 e 10 ml;

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

 » bandeja de polipropileno com furos para a circulação do ar, para incubação dos 
tubos semeados. De preferência, uma bandeja para cada conjunto de tubos de uma 
mesma amostra;

 » saco plástico autoclavável para acondicionamento dos recipientes de descarte; e

 » para cada amostra:

 › controles: três tubos de meios LJ sem fármaco; e

 › testes: um tubo para cada um dos fármacos de primeira linha.

Preparação do inóculo para semear no teste direto
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Antes de realizar o teste direto é preciso fazer a baciloscopia do escarro de acordo com o 
capítulo 6. O Quadro 39 mostra as diluições a serem realizadas e semeadas nos meios LJ 
com e sem fármaco, conforme o número de cruzes da baciloscopia.

Quadro 39 – Diluições semeadas de acordo com a baciloscopia

RESULTADO DA 
BACILOSCOPIA

DILUIÇÕES SEMEADAS EM 
TUBOS LJ SEM FÁRMACO

DILUIÇÕES SEMEADAS EM TUBOS 
LJ COM FÁRMACO

(+) Não diluído, 10-2 e 10-3 Não diluído e 10-2

(++) 10-1, 10-3 e 10-4 10-1 e 10-3

(+++) 10-2, 10-4 e 10-5 10-2 e 10-4

Fonte: Autoria própria.  
LJ: Löwenstein-Jensen.

Solução de uso

No dia de preparação do lote de meio com fármacos, a solução de uso de cada um é 
preparada a partir da solução estoque, que, caso não seja utilizada no dia, deverá ser 
posteriormente desprezada.

É importante garantir a precisão das diluições da solução de uso utilizando pipetas gra-
duadas e de volume compatível com o desejado, além de ter o cuidado de sempre trocar 
de pipeta depois de transferir o volume necessário para o tubo seguinte, antes de homo-
geneizar. Para incorporação no meio LJ, cada fármaco requer uma maneira diferente de 
preparo, com uma, duas ou sem diluições.

O Quadro 40 resume as concentrações de cada fármaco, a quantidade a ser incorporada 
ao meio de cultura e a concentração final.

Quadro 40 – Preparação do fármaco para incorporar ao meio LJ

SOLUÇÃO 
ESTOQUE

(10 .000 µg/
ml)

DILUENTE
DILUIÇÕES 

A 
REALIZAR

CONCENTRAÇÃO 
DO FÁRMACO NA 
ÚLTIMA DILUIÇÃO 

(µg/ml)

QUANTIDADE 
ADICIONADA 
EM 200 ml DE 
MEIO LJ (ml)

CONCENTRAÇÃO 
MEIO (µg/ml)

Rifampicina Metanol Nenhuma 10.000 0,8 40

Fonte: Autoria própria.  
LJ: Löwenstein-Jensen.

Nos anexos desse capítulo estão descritas a preparação das soluções estoques, soluções de 
uso e reagentes do método nitratase.

Procedimentos de realização

Realizar os procedimentos de 1 a 3 dentro da CSB

1. Após confirmada a descontaminação do escarro pelo método Petroff, diluir uma parte do 
sedimento em água destilada 1:10.

2. Semear 0,2 ml do sedimento descontaminado em cada um dos três tubos de meio de 
cultura sem fármaco, já identificados, e 0,2 ml da suspensão não diluída em um tubo de 
meio de cultura com fármaco. Trocar a pipeta para semear cada diluição.
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3. Fechar os tubos, sem rosquear a tampa até o fim, e colocá-los na estante.

Realizar os procedimentos de 4 a 7 fora da CSB

4. Retirar os tubos de meios de cultura semeados da estante e movimentar cada um deles 
de modo que o inóculo banhe toda a superfície do meio para facilitar o crescimento de 
colônias separadas para a contagem.

5. Acondicionar os tubos de meios inoculados em bandeja de polipropileno, inclinados de 
maneira que o lado da tampa fique ligeiramente mais alto e com a superfície do meio 
voltada para cima. Cuidar para que os tubos não rolem, pois isso propicia crescimento nas 
bordas do meio de cultura, impossibilitando a contagem das colônias.

6. Incubar em estufa bacteriológica a 36°C ± 1°C por dez dias. Após 48 horas de incubação, 
fechar as tampas completamente (somente quando o inóculo tiver sido absorvido total-
mente); se ainda permanecer úmido manter a tampa frouxa por mais 24 ou 48 horas.

7. Realizar a limpeza, a descontaminação da bancada e o descarte do material contaminado 
conforme descrito no capítulo 3.

Interpretação

8. Após dez dias, adicionar 0,5 ml do reagente de revelação A em um dos tubos controle.

9. Se aparecer a cor, revelar, da mesma maneira, o tubo com droga:

a. tubo controle (+) e tubo com fármaco (+): resistência à rifampicina; e

b. tubo controle (+) e tubo com fármaco (–): incubar novamente os tubos e no 20º dia 
fazer a revelação do segundo tubo com fármaco droga e um outro tubo controle:

i. após os 20 dias de incubação – tubo controle (+) e tubo com droga (+) = cepa 
resistente à rifampicina; e

ii. após os 20 dias de incubação – tubo controle (+) e tubo com droga (-) = cepa 
sensível à rifampicina.

10.  Se não houver mudança de cor, descartar o tubo e reincubar os outros. Esse procedimento 
será repetido no dia 15º dia de incubação usando o segundo tubo controle, e, se necessá-
rio, também no dia 20º dia usando o terceiro tubo controle.

Uma cepa será considerada resistente se a mudança de cor no tubo contendo droga for 
maior do que a que ocorreu no tubo controle

9.4.1.4 Sistemas comerciais automatizados de TS

Um dos sistemas automatizados comercializados (BD BACTEC™ MGIT™) utiliza tubos de 
cultura que contêm no fundo um composto fluorescente, embebido em silicone, que é 
sensível à presença do oxigênio dissolvido no meio. Quando o microrganismo cresce no 
meio de cultura e consome o oxigênio do meio ocasiona a emissão da fluorescência, que 
é detectada pelo leitor do equipamento. As leituras da fluorescência são realizadas de 
maneira contínua e simultânea a cada 60 minutos.

O TS para M. tuberculosis pode ser realizado a partir de culturas em meios sólidos ou líquidos 
para os seguintes fármacos: estreptomicina, isoniazida, rifampicina e etambutol (Kit SIRE).

Os resultados são interpretados e liberados automaticamente entre 4 e 42 dias. O teste 
é baseado no crescimento de M. tuberculosis em tubos contendo cada fármaco, sendo 
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comparado ao tubo sem fármaco (controle de crescimento). A análise da fluorescência no 
tubo contendo fármaco comparado à fluorescência no tubo controle de crescimento é o 
que determina os resultados dos TS, sendo realizados automaticamente pelo equipamen-
to. Após essa análise, ele interpreta os resultados utilizando algoritmo específico e libera 
o TS como S (sensível) ou R (resistente).

Esses sistemas comerciais seguem o mesmo princípio do método das proporções, utilizando 
concentrações de fármacos com atividade equivalente e proporções críticas de mutantes 
resistentes.

A seguir serão descritas as etapas para a realização do TS no sistema automatizado atual-
mente comercializado no Brasil.35

9.4.1.4.1 Procedimentos do TS em sistema automatizado

Precauções

Realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biossegurança como as BPL e o uso 
de EPI adequados, conforme descrito no Capítulo 3.

Observação: o preparo de criotubos com miçangas e meio líquido Sauton (ou Middlebrook 
7H9 com OADC) com 10% de glicerol para manutenção dos isolados bacterianos está 
descrito no capítulo 11.

Equipamentos:

 » CSB classe II B2;

 » equipamento automatizado BACTEC™ MGIT™;

 » estufa bacteriológica a 36°C ± 1°C;

 » freezer -20°C;

 » freezer -70°C;

 » refrigerador;

 » micropipeta automática com capacidade de 10 a 100 µl; e

 » micropipeta automática com capacidade de 100 a 1.000 µl.

Reagentes:

 » água destilada estéril;

 » solução de álcool a 70%;

 » solução de fenol a 5%; e

 » escala 1 de McFarland.

Vidrarias:

 » frasco 1: frasco de vidro transparente contendo pérolas de vidro, com capacidade 
de 5 ml ou mais, com tampa de rosca e autoclavável ou resistentes à esterilização 
em forno a 160°C a 180°C por duas horas;
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 » frasco 2: tubo de ensaio de 12 x 120 mm de vidro transparente;

 » frasco 3: frascos de vidro transparente, com capacidade de 7 ml ou mais, com tampa 
de rosca e autoclavável ou resistentes à esterilização em forno a 160°C a 180°C por 
duas horas; e

 » frasco 4: frascos com capacidade de 15 ml ou mais, com tampa de rosca e autoclavá-
vel ou resistentes à esterilização em forno a 160°C a 180°C por duas horas.

Insumos:

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

 » bandejas quadriculadas de alumínio;

 » estantes de metal;

 » estantes de acrílico compatíveis com o equipamento (AST Set Carrier);

 » estante de metal para transporte das estantes AST;

 » canetas para marcar vidro, com ponta fina e comum;

 » alça bacteriológica descartável estéril;

 » criotubos com seis miçangas estéreis;

 » tubo 12 x 120 mm com tampa de silicone estéril;

 » frasco de vidro com tampa de rosca, capacidade para cerca de 10 ml;

 » frasco de vidro com tampa de rosca, capacidade para cerca de 30 ml;

 » pipeta Pasteur descartável estéril;

 » dispensador com seringa plástica de volume específico;

 » ponteiras com capacidade de 10 a 100 µl;

 » ponteiras com capacidade de 100 a 1.000 µl;

 » gaze estéril em pedaços;

 » BD BBL™ MGIT™ – Tubo de meio de cultura com indicador do crescimento de mi-
cobactérias (Tubo MGIT);

 » kit SIRE (S – estreptomicina, I – isoniazida, R – Rifampicina e E – etambutol):

 › BACTEC®:

 – estreptomicina (MGIT-S): 83 µg/ml;
 – isoniazida (MGIT-I): 8,3 µg/ml;
 – rifampicina (MGIT-R): 83 µg/ml;
 – etambutol (MGIT-E): 415 µg/ml; e
 – enriquecimento OADC.

 » tubo com meio de cultura com TSA ou similar;

 » solução estoque de PNB;

 » meio Sauton com 10% de glicerol;

 » enriquecimento OADC (para uso no tubo de meio com PNB);

 » lâmina para microscopia;

 » recipiente plástico de boca larga para o material ser autoclavado e descartado; e
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 » saco plástico autoclavável para acondicionamento dos recipientes de descarte.

Preparação dos meios:

1. Adicionar 4 ml de água destilada estéril em cada frasco com os fármacos SIRE, conforme 
indicações do fornecedor.

2. Assepticamente, utilizando uma micropipeta, adicionar 0,8 ml de suplemento SIRE em 
cada tubo MGIT (5 tubos para cada teste com os fármacos).

3. Assepticamente, utilizando uma micropipeta, pipetar o volume indicado de cada fármaco 
(SIRE) em quatro tubos para cada teste.

Observações: a concentração crítica de rifampicina é 0,5 µg/ml.

4. Um tubo sem fármaco será usado como controle de crescimento bacteriano (CC) e deverá 
conter a identificação do isolado.

5. Colocar os tubos no AST Set Carrier na seguinte sequência: CC, S, I, R, E e incubar no 
equipamento MGIT.

Para preparo do meio com PNB 36:

 » Assepticamente, utilizando uma micropipeta, adicionar 0,8 ml de OADC em cada 
tubo MGIT (um tubo para cada teste). Assepticamente, utilizando uma micropipe-
ta, pipetar 168 µl da solução estoque PNB (25 mg/ml) em cada tubo MGIT.

9.4.1.4.2 Preparação do inóculo

a. A partir de crescimento em meio líquido de MGIT.

Conforme recomendações do fabricante.

b. A partir de crescimento em meio líquido de MGIT após seis dias de positividade

Protocolo modificado 37 (observar o item item E do Anexo C).

1. Para os isolados em meio líquido, recepcionados nos laboratórios, aspirar com uma pipeta 
Pasteur aproximadamente 3 ml do sedimento e dispensar 2 ml no frasco 1, com pérolas de 
vidro e sem água, e 0,5 ml no criotubo com miçanga de vidro.

2. No frasco 1, agitar vigorosamente até a obtenção de uma suspensão homogênea de 
bactérias.

3. Deixar a suspensão em repouso por cinco minutos (para decantar).

4. Com uma pipeta Pasteur, transferir cerca de 1 ml do sobrenadante para o frasco 2 (cuida-
do para não misturar com o sedimento).

5. Com a mesma pipeta, retirar todo o meio líquido do criotubo com miçanga de vidro.

6. Com outra pipeta Pasteur ajustar a turbidez da suspensão para a escala 1 de McFarland, 
adicionando água destilada estéril, gota a gota.

7. Com micropipeta, diluir 1 ml da suspensão acima em 4 ml de água destilada estéril, que 
deverá estar no frasco 3 (suspensão 1:5).

8. Com micropipeta diluir 0,1 ml da suspensão 1:5 em 10 ml de água destilada estéril, que 
deverá estar no frasco 3 (suspensão 1:100).
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Observações: suspensão 1:5 = inóculo para uso nos meios com fármacos, no PNB e uma 
gota no TSA ou similar.

Suspensão 1:100 = inóculo para uso no meio controle.

c. A partir de crescimento em meio sólido

Para acompanhar a preparação do inóculo a partir de crescimento em meio sólido, obser-
var o item item F do Anexo C desse capítulo.

Procedimentos de organização

Frasco 1 – para fazer a suspensão:

 » utilizar um frasco com tampa de rosca, com capacidade para cerca de 3 ml;

 » colocar aproximadamente seis pérolas de vidro;

 » esterilizar em estufa a 180°C por duas horas; e

 » distribuir, assepticamente, 2 ml de água destilada estéril com pipeta graduada, em 
cada um dos frasquinhos.

Frasco 2 – para fazer a diluição 1/5:

 » utilizar um frasco com tampa de rosca, com capacidade para cerca de 10 ml;

 » esterilizar os frascos a 180°C por duas horas; e

 » assepticamente, distribuir 4 ml de água destilada estéril.

Frasco 3 – para fazer a diluição 1/100:

 » utilizar um frasco com tampa de rosca, com capacidade para cerca de 30 ml;

 » esterilizar os frascos a 180°C por duas horas;

 » assepticamente, distribuir 10 ml de água destilada estéril;

 » bandeja: preparar uma bandeja de alumínio com divisões colocando um frasco 1, 
um frasco 2 e um criotubo contendo ou não miçangas (capítulo 11). Numerar todos 
os tubos com o número de cada isolado a ser testado. Para os criotubos marcar 
o número do isolado bacteriano no corpo e na tampa dos tubos, com etiqueta 
própria para congelamento; numerar o frasco 3 com os números de cada isolado 
bacteriano a ser testado – colocar os frascos 3 em bandeja separada; e

 » preparar uma listagem com o número dos isolados a serem testados.

Procedimentos de realização

1. Colocar a estante com os isolados bacterianos, a bandeja de alumínio com divisões com 
um frasco 1, um frasco 2 e um criotubo contendo ou não miçanga (capítulo 11), e a ban-
deja com os frascos 3 dentro da CSB.

2. Com alça bacteriológica descartável estéril, retirar uma boa porção da massa bacteriana 
que está sobre o meio (buscar não retirar o meio). Procurar tocar em todas as colônias 
para ter uma boa representatividade da amostra.

3. Abrir o frasco 1, colocar a alça sobre as pérolas e fazer uma suspensão homogênea de 
bactérias.
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4. Pegar mais massa bacilar com alça e fazer o mesmo no criotubo contendo ou não miçanga 
(capítulo 11).

5. Descartar a alça no saco autoclavável.

6. Repetir esse procedimento até que todas as suspensões dos isolados bacterianos e da cepa 
controle (M. tuberculosis H37Rv) estejam prontas.

7. Deixar a suspensão em repouso por 15 minutos, para decantar as partículas maiores e 
evitar dispersão de aerossóis.

8. Com uma pipeta Pasteur, retirar cerca de 1 ml do sobrenadante e gotejar pela parede do 
tubo, ajustando a turvação da suspensão com escala 1 de McFarland.

9. Com a mesma pipeta, retirar todo o meio líquido do criotubo, se estiver usando o criotubo 
com miçangas; essa etapa não é realizada se estiver utilizando o criotubo sem miçangas.

10. Realizar os procedimentos 8 e 9 para todas os isolados bacterianos, utilizando uma pipeta 
para cada isolado.

11. Com micropipeta automática, diluir 1 ml da suspensão acima em 4 ml de água destilada 
estéril (frasco 2) – suspensão 1:5.

12. Com micropipeta automática, diluir 0,1 ml da suspensão preparada no item 8, em 10 ml 
de água destilada estéril (frasco 3) – suspensão 1:100.

Observações: Suspensão 1:5 = inóculo para uso nos meios com fármacos e no TSA.

Suspensão 1:100 = Inóculo para uso no meio controle.

13. Guardar os isolados bacterianos originais na geladeira até a liberação dos resultados dos testes.

9.4.1.4.3 Preparação dos meios MGIT

Para a preparação dos meios de cultura MGIT para TS utilizados no sistema automatizado, 
seguir as instruções do fabricante, consistindo em preparar um tubo de MGIT com PNB 
(opcional) e quatro tubos com os fármacos SIRE.

a. Preparação do meio MGIT com PNB

1. Assepticamente, adicionar 0,8 ml de OADC em cada tubo MGIT (um tubo para cada 
teste). Esse OADC não deve ser retirado do kit SIRE, pois esse kit é utilizado para o 
preparo dos meios com fármaco estreptomicina, isoniazida, rifampicina e etambutol.

2. Assepticamente, utilizando uma micropipeta automática, pipetar 168 µl da solução 
estoque PNB em cada tubo MGIT.

3. Marcar os tubos com o símbolo na cor padronizada pelo laboratório.

Exemplo: símbolo – dois traços em X na cor preta.

b. Preparação do meio MGIT com fármacos SIRE

1. Para o preparo da solução estoque dos fármacos SIRE, adicionar 4 ml de água destilada 
estéril em cada frasco com os fármacos SIRE, conforme orientações do fornecedor.

2. Assepticamente, adicionar 0,8 ml de suplemento SIRE (OADC) em cada tubo MGIT (5 
tubos para cada teste).

3. Assepticamente, utilizando uma micropipeta automática, pipetar a quantidade indica-
da de cada fármaco (SIRE) em cada tubo marcado (um tubo para cada fármaco).

Observação: a concentração crítica de rifampicina para o MGIT é de 0,5 µg/ml.
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4. Marcar os tubos com o símbolo na cor padronizada pelo laboratório.

Exemplo: símbolo = um traço inclinado, cores: vermelha = estreptomicina, preta = 
isoniazida, azul = rifampicina e verde = etambutol.

5. Um tubo sem fármaco será usado como controle de crescimento bacteriano (CCB).

9.4.1.4.4 Inoculação da suspensão bacteriana nos tubos

Para acompanhar a inoculação da suspensão bacteriana, observar o item F do Anexo C 
desse capítulo.

Procedimentos de organização

1. Colocar o tubo controle de crescimento e um tubo de cada fármaco em uma estante 
seguindo a ordem SIRE, o tubo de PNB e o de TSA.

2. Identificar com o número do isolado bacteriano o tubo CC, o tubo PNB e tubo TSA.

Procedimentos de realização

1. Inocular o tubo CC: com micropipeta automática, inocular 0,5 ml da suspensão 1:100 no 
tubo MGIT CC.

2. Inocular os tubos contendo fármacos: com micropipeta automática, inocular 0,5 ml da 
suspensão 1:5 em cada um dos tubos contendo fármacos estreptomicina (S), isoniazida (I), 
rifampicina (R), etambutol (E) e ácido p-nitrobenzoico (PNB).

3. Rosquear e homogeneizar bem cada um dos tubos, para não prejudicar a leitura.

4. Inocular um tubo com TSA ou similar: com micropipeta automática inocular 0,5 ml da suspensão.

5. Após a inoculação de todos os testes, realizar a limpeza, a descontaminação da CSB e da 
bancada e o descarte do material contaminado, conforme descrito no capítulo 3.

9.4.1.4.5 Incubação no sistema automatizado

1. Dispor cinco tubos (CC e SIRE) na estante AST Set Carrier, na seguinte sequência: (CC, S, I, R, E).

2. Incubar sistema de incubação BACTEC™ MGIT™.

3. Antes de incubar cada estante, verificar o número do isolado bacteriano e localizá-lo na 
listagem de cepas. Na coluna posição, anotar letra e números da gaveta na qual a estante 
será incubada.

4. Após a incubação de todas as estantes repetir o procedimento para os tubos MGIT PNB.

5. Antes de incubar cada tubo, verificar o número do isolado bacteriano e anotar a letra e o 
número da gaveta que o tubo será incubado.

6. Após o término, aguardar cerca de dois minutos para verificar se ocorreu algum erro no 
momento da incubação.

7. No caso de erro, acenderá o botão (!) da gaveta onde estiver o problema. Consultar o 
manual de instruções do instrumento BACTEC™ MGIT™.

8. Incubar o tubo com TSA ou similar em estufa bacteriológica a 36°C ± 1°C. Verificar após 
48 horas. Se houver contaminação com outros microrganismos, anotar o resultado de 
contaminação.
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9.4.1.4.6 Leitura e registro dos resultados no sistema automatizado

1. Verificar diariamente a indicação de resultados finalizados no equipamento BACTEC™ 
MGIT™, que fornecerá os resultados de resistência ou sensibilidade dos fármacos a cada 
isolado bacteriano testado.

2. Imprimir os resultados dos testes finalizados.

3. Registrar o resultado para o Formulário de Leitura do TS Automatizado – MGIT (item C do 
Anexo B desse capítulo), para o registro de cultura e TS, e para o livro de registro, e liberar 
o resultado utilizando os laudos padronizados de cada laboratório.

4. Antes da liberação dos resultados os laudos devem ser conferidos por duas pessoas quanto 
ao número da cultura, nome e resultado.

5. Anotar os testes que apresentarem erro e tomar as providências devidas, descritas pelo 
fabricante.

Discordância entre os resultados do TS – Entre o isolado bacteriano recebido anterior-
mente e o isolado atual:

a. repetir novamente o TS dos dois isolados e no caso de manter a discordância soltar o 
resultado com uma carta explicativa.

Resultados do PNB

1. Acompanhar o tubo PNB de acordo com o protocolo de leitura dos meios com fármaco, 
ou seja, resultado positivo ou erro. O teste com PNB finaliza e será interpretado como 
negativo três dias após a finalização de todos os TS.

2. Anotar os resultados do PNB no livro de registro. Os testes PNB (+) serão concluídos após 
preparação de lâmina e confirmação da presença de BAAR ou outras bactérias:

a. PNB negativo = isolado bacteriano identificado como do CMTB;

b. PNB positivo: lâmina com presença de BAAR = provável MNT. Utilizar o isolado bacte-
riano original e encaminhar para realizar a identificação de micobactérias; e

c. PNB positivo: lâmina não BAAR = PNB contaminado. Verificar o resultado do meio de TSA:

 » se o meio de TSA tiver crescimentos de bactérias não BAAR, considerar o re-
sultado de cultura contaminada e anotar no livro de registro resultado CO 
(contaminado) e liberar esse resultado finalizando o teste; e

 » se o TSA estiver negativo, a contaminação foi localizada no tubo do PNB; 
fazer lâmina do tubo controle e dos tubos com fármacos que estiverem (+). Se 
na lâmina o resultado for presença de BAAR sem contaminação, o teste pode 
seguir até a finalização.

9.4.1.4.7 TS aos fármacos de 2ª linha no BACTEC™ MGIT™

Cálculos

Ajuste da potência dos fármacos dos quais não possuam 100% dela, utilizando a seguinte 
fórmula:
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𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃	 𝑚𝑚𝑚𝑚 =
𝑐𝑐𝑃𝑃𝑐𝑐𝑐𝑐𝑃𝑃𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐çã𝑃𝑃	 µ 𝑚𝑚 𝑚𝑚⁄ 𝑙𝑙 ×𝑣𝑣𝑃𝑃𝑙𝑙𝑣𝑣𝑚𝑚𝑃𝑃	 𝑚𝑚𝑙𝑙

𝑃𝑃𝑃𝑃𝑐𝑐ê𝑐𝑐𝑐𝑐𝑛𝑛𝑐𝑐	 µ 𝑚𝑚 𝑚𝑚⁄ 𝑚𝑚

𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃ê𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛 = 𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑛𝑛	×𝑓𝑓𝑝𝑝𝑛𝑛çã𝑃𝑃	𝑛𝑛𝑃𝑃𝑛𝑛𝑎𝑎𝑛𝑛	× 1 − 𝑛𝑛𝑃𝑃𝑛𝑛𝑃𝑃𝑝𝑝ú𝑑𝑑𝑃𝑃	𝑑𝑑𝑝𝑝	á𝑔𝑔𝑝𝑝𝑛𝑛

ATENÇÃO: para a obtenção da informação da potência de qualquer fármaco são ne-
cessários o código e o lote do produto. Com essas informações em mãos, entrar no 
site do fabricante para a impressão do certificado de análise onde estará a informa-
ção da potência.

Preparo de solução estoque de fármacos

Fazer uma solução estoque de cada fármaco na concentração desejada e dissolver em 10 
ml de água destilada estéril ou outro diluente (Quadro 41). Alguns fármacos possuem 
potência inferior a 100%, por isso deve-se fazer o ajuste utilizando a fórmula anterior.

1. Aliquotar em criotubos 500 µl a 1 ml.

2. Armazenar a –20°C por seis meses.

Quadro 41 –  Solventes para o preparo das soluções de estoque, de trabalho e final dos 
fármacos antituberculose

FÁRMACOS SOLVENTE

Amicacina Água destilada estéril

Etambutol Água destilada estéril

Etionamida Dimetilsulfóxido (DMSO) ou etilenoglicol

Isoniazida Água destilada estéril

Levofloxacino ½ volume de água e ½ volume de NaOH 0,1 mol/L (gota a gota)

Moxifloxacino Água destilada estéril

Ácido β-aminossalicílico Água destilada estéril

Rifabutina Metanol

Rifampicina Dimetilsulfóxido (DMSO)

Estreptomicina Água destilada estéril

Fonte: CLSI, Clinical and Laboratory Standards Institute.

Pesagem, dissolução e diluição dos fármacos

Amicacina

1. Concentração final por tubo = 1 µg/ml em 8,4 ml

[7 ml de MGIT + 0,8 ml de OADC + 0,1 ml de fármaco + 0,5 ml do inóculo]

2. Solução estoque: 8,4 mg/ml em 10 ml

Exemplo: Potência 754 (Observação: entrar no site e imprimir o certificado de análise)
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3. Aplicar a fórmula:

 
𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃	 𝑚𝑚𝑚𝑚 =

8.400	 µ 𝑚𝑚 𝑚𝑚⁄ 𝑙𝑙 ×10	 𝑚𝑚𝑙𝑙
754	 µ 𝑚𝑚 𝑚𝑚⁄ 𝑚𝑚

 
𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃	 𝑚𝑚𝑚𝑚 = 111,40	𝑚𝑚𝑚𝑚

4. Pesar 0,111 g do fármaco e dissolver em 10 ml de água destilada estéril

[8,4 mg/ml de solução estoque]

5. A partir dessa concentração, fazer duas diluições de 1:10:

a. primeira diluição de 1:10 = 0,84 mg/ml; e

b. segunda diluição de 1:10 = 0,084 mg/ml = 84 µg/ml = 8,4 µg em 100 µl (por tubo).

6. Para dez testes (100 µl x 10 = 1.000 µl):

a. primeira diluição: 100 µl da solução estoque + 900 µl de água destilada estéril = 1.000 µl;

b. segunda diluição: 100 µl da solução diluída de 1:10 + 900 µl de água destilada estéril 
= 1.000 µl (Essa é a solução de trabalho); e

c. colocar 100 µl em cada tubo de MGIT com OADC.

Levofloxacino e moxifloxacina

1. Concentração final por tubo = 1 µg/ml em 8,4 ml

[7 ml de MGIT + 0,8 ml de OADC + 0,1 ml de fármaco + 0,5 ml do inóculo].

2. Solução estoque: 8,4 mg/ml em 10 ml

Exemplo: potência 100% (observação: entrar no site e imprimir o certificado de análise).

3. Pesar 0,084 g do fármaco e dissolver em 10 ml de água destilada estéril

[8,4 mg/mL de solução estoque].

ATENÇÃO: em agitação, colocar 5 ml de água destilada estéril, gotejar NaOH 2,5 mo-
lar, agitando até dissolver o fármaco. Após dissolução total, completar o volume para 
10 ml com água destilada estéril.

4. A partir dessa concentração, fazer duas diluições de 1:10:

a. primeira diluição de 1:10 = 0,84 mg/ml; e

b. segunda diluição de 1:10 = 0,084 mg/ml = 84 µg/ml = 8,4 µg em 100 µl (por tubo).

3. Para 10 testes (100 µl x 10 = 1.000 µl):

a. primeira diluição: 100 µl da solução estoque + 900 µl de água destilada estéril = 1.000 µl;

b. segunda diluição: 100 µl da solução diluída de 1:10 + 900 µl de água destilada estéril 
= 1.000 µl (Essa é a solução de trabalho); e

c. colocar 100 µl em cada tubo de MGIT com OADC.

Preparo do meio com os fármacos

1. Assepticamente, utilizando uma micropipeta, adicionar 0,8 ml de suplemento OADC em 
cada tubo MGIT (quatro tubos para cada teste com os fármacos amicacina – A, levofloxa-
cino – L, moxifloxacino - M).
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2. Assepticamente, utilizando uma micropipeta, pipetar 100 µl de cada fármaco em três tu-
bos para cada teste.

3. Marcar os tubos com a sigla de cada fármaco padronizada no laboratório.

Observação: um tubo sem fármaco será usado como controle de crescimento bacte-
riano (CC).

Preparo do meio com PNB

1. Assepticamente, utilizando uma micropipeta, adicionar 0,8 ml de OADC em cada tubo 
MGIT (um tubo para cada teste).

2. Assepticamente, utilizando uma micropipeta, pipetar 168 µl da solução estoque PNB (25 
mg/ml) em cada tubo MGIT.

3. Marcar os tubos com o símbolo na cor padronizada no laboratório.

Exemplo: um X na cor preta.

Frasco 1 – para fazer a suspensão:

 » colocar aproximadamente seis pérolas de vidro no frasco 1;

 » colocar na estufa e esterilizar a 180°C por duas horas;

 » distribuir, dentro da CSB, 2 ml de água destilada estéril para as culturas em meio 
sólido com pipeta graduada, em cada um dos frasquinhos; e

 » frascos de pérolas sem água para as culturas em meio líquido.

Frasco 2 – para fazer a diluição 1/5:

 » esterilizar os frascos a 160°C a 180°C por duas horas; e

 » assepticamente, distribuir 4 ml de água destilada estéril em um frasco para cada 
teste, com pipeta graduada.

Frasco 3 ou 4 – para fazer a diluição 1/100:

 » esterilizar os frascos em autoclave a 121°C por 15 minutos; e

 » assepticamente, distribuir 10 ml de água destilada estéril em um frasco para cada 
teste, com pipeta graduada.

Preparo das bandejas de alumínio para preparação do inóculo

1. Colocar em uma bandeja de alumínio com divisões um frasco 1, um frasco 2 e um criotubo 
com miçanga para cada teste a ser realizado.

2. Enumerar todos os frascos com o número da cepa a ser testada. Para os criotubos, marcar 
o número da cepa no corpo e na tampa dos tubos.

3. Enumerar os frascos 3 com os números de cada cepa a ser testada e colocá-los em bandeja 
plástica.

4. Enumerar os frascos 4 e colocar na bandeja de inox.
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Figura 24 – Sequência de montagem dos testes nas estantes para inoculação e incubação

Fonte: Autoria própria.

Identificação dos testes

1. Identificar, com o número da cepa, o tubo controle de crescimento e no tubo com PNB 
com a identificação do paciente ou com a colagem da etiqueta do código de barras do 
paciente/exame.

2. Os tubos que compuserem os testes serão colocados em uma estante apropriada e incuba-
dos no aparelho BACTEC™ MGIT™, utilizando a opção “drogas desconhecidas.”

3. Quando o tubo controle de cada teste atingir o índice de crescimento (IC) 400 (quatro a 
13 dias após a incubação), o aparelho encerrará o teste emitindo o relatório com o IC de 
cada tubo contendo fármaco, demonstrando a sensibilidade do isolado quando IC≤100 ou 
resistência quando IC>100.

Interpretação de resultados

 » Crescimento nos fármacos: resistente.

 » Não crescimento nos fármacos: sensível.

9.5 Teste de hibridação de sonda em linha

Os métodos moleculares baseados na amplificação de ácidos nucleicos têm vantagens 
consideráveis para a identificação de M. tuberculosis e na detecção da resistência aos 
fármacos utilizados no tratamento da TB, oferecendo um diagnóstico mais rápido e pro-
movendo melhor vigilância da doença e da resistência aos medicamentos.

Testes moleculares para a detecção de resistência isolada à rifampicina ou em combinação 
com resistência à isoniazida têm sido recomendados pela OMS desde 2008. Esses testes 
incluem o TRM-TB (ver no capítulo 10) e os testes de hibridação de sonda em linha.

Em 2016, a OMS recomendou o uso de testes de hibridação de sonda em linha, entre eles 
o GenoType® MTBDRplus v2.0. Ele utiliza a metodologia da hibridização reversa e é um 
teste qualitativo para a identificação de M. tuberculosis e da resistência à rifampicina e/
ou à isoniazida, a partir de espécimes pulmonares clínicos com baciloscopia positiva ou 
negativa e em isolados.

O procedimento completo é dividido basicamente em três etapas: i) extração de DNA; ii) 
amplificação por PCR com iniciadores biotinilados; e iii) hibridação reversa com sondas 
específicas imobilizadas em tiras de membranas de nitrocelulose.
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Equipamentos e vidraria:

 » CSB classe II;

 » TwinCubator (Hain Lifescience);

 » termobloco/banho-maria;

 » centrífuga;

 » termociclador;

 » água destilada;

 » tubos para PCR, livres de DNase/RNase;

 » hipoclorito a 1%;

 » tubos cônicos graduados estéreis de 15 ml;

 » papel-absorvente;

 » cronômetro;

 » pipetas automáticas: P10 na sala de pré-amplificação; P10, P200 no laboratório de 
processamento; P1000, P200 na sala de pós-amplificação; e

 » pipetas Pasteur descartáveis.

Reagentes e outros insumos

Armazenar todos os constituintes do componente 1 dos kits GenoType® MTBDRplus v2.0 
e GenoType® MTBDRsl v2.0 entre 2°C e 8°C, e todos os constituintes do componente 2 dos 
kits a -20°C. Evitar contaminar o DNA. Não usar os reagentes além do prazo de validade.

 » kit Genolyse de extração de DNA:

 › tampão de lise (A-LYS); e

 › tampão de neutralização (A-NB).

 » tiras de membrana revestidas com sondas específicas (STRIPS);

 » misturas de amplificação A e B (AM-A e AM-B);

 » solução de desnaturação (DEN) pronta para uso, contém < 2% de NaOH, corante;

 » tampão de hibridização (o HYB1 pronto para usar contém 8%-10% de tensoativo 
aniônico, corante);

 » solução de lavagem rigorosa (STR) pronta para uso, contém >25% de um composto 
de amônio quaternário, < 1% de corante aniônico, corante;

 » solução de lavagem (RINse Solution) pronta para uso, contém tampão, < 1% NaCl, 
<1% de tensoativo aniônico;

 » conjugado Concentrado (CON-C) contém fosfatase alcalina conjugada com estrep-
tavidina, corante;

 » o tampão conjugado (CON-D) contém tampão, reagente bloqueador a 1%, < 1% 
de NaCl;

 » substrato concentrado (SUB-C) contém Dimetil Sulfóxido, solução de substrato; e

 » o tampão de substrato (SUB-D1) contém tampão < 1% MgCl2, < 1% NaCl.
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As etapas do ensaio – como a extração de DNA a partir de cultura sólida ou líquida, 
preparação da master mix, amplificação e hibridação – devem ser realizadas conforme 
recomendações do fabricante.

9.5.1 Garantia da validade dos resultados

As fitas possuem duas sondas que servem como controle do conjugado (CtC) e da amplifi-
cação (AC). Os genes pesquisados pela fita possuem, cada um, uma banda de controle que 
deve estar presente para que os resultados possam ser considerados válidos. Além disso, 
a cada lote de extração de DNA é incluído um controle negativo.

9.5.2 Relato de resultados e laudo de ensaio/exame

 » Ler os resultados alinhando as bandas das fitas com o gabarito fornecido com o kit.

 » Para que os resultados sejam válidos, as bandas CtC e AC devem aparecer para cada 
amostra. A presença da banda TUB indica que o CMTB está presente na amostra.

 » Uma mutação no gene analisado (e resistência ao fármaco correspondente) é in-
terpretada por uma banda do tipo selvagem ausente e/ou pela presença de uma 
banda mutante para cada grupo de genes.

 » Os genes possuem, cada um, uma banda de controle que deve estar presente para 
interpretar os resultados.

 » No ensaio MTBDRplus, o gene rpoB prediz a resistência à rifampicina; o katG prediz 
resistência de alto nível à isoniazida; e o inhA prediz resistência à etionamida e de 
baixo nível à isoniazida.38.

 » No ensaio MTBDRsl, os genes gyrA e gyrB predizem resistência às fluoroquinolonas; 
o rrs aos aminoglicosídeos e peptídeos cíclicos; o eis prediz baixa resistência à ca-
namicina; e a mutação C-14T do gene eis também prediz resistência à amicacina.38

 » Para que os resultados sejam válidos, as bandas devem ter intensidade igual ou 
maior que a intensidade da banda AC.

 » Para que um lote de resultados seja válido, a fita de controle negativo deve ter as 
bandas CtC e AC presentes, mas nenhuma outra banda deve estar visível.

 » Se um resultado positivo for obtido com o controle negativo, os resultados de todo 
o lote devem ser repetidos e medidas devem ser tomadas para remover a contami-
nação de todas as salas e dos equipamentos.

9.6 Controle interno da qualidade do teste de sensbilidade

As recomendações gerais quanto à limpeza da vidraria, assim como a qualidade e a con-
servação dos meios de cultura, são descritas com detalhes no capítulo 7.

Verificar se os TS estão sendo realizados a partir de amostras de pacientes que tenham al-
gum fator de risco de resistência aos fármacos, seguindo os critérios estabelecidos pelo MS.

9.6.1 Controle interno da qualidade dos fármacos utilizados

Os cuidados com a qualidade, a conservação, a atividade e a precisão na pesagem dos 
fármacos são fundamentais para assegurar resultados confiáveis dos TS.33 Por esse motivo, 
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é conveniente que o laboratório de referência se responsabilize pela compra centralizada, 
pesagem e distribuição desses fármacos. Ele também será responsável por prover a rede 
de laboratórios com as instruções de preparação das diluições e a incorporação delas aos 
meios de cultura.28

Fonte do fármaco

Para a aquisição comercial dos fármacos deve-se ter em conta a sua qualidade e confiabi-
lidade. O fabricante deve fornecer, impresso no rótulo, o nome genérico do fármaco, bem 
como potência, data de validade e condições de conservação.

Potência do fármaco

A potência do fármaco é o número de microgramas do fármaco ativo por miligramas 
de peso total do produto. Nem todo fármaco é apresentado em sua forma pura pelo 
fabricante, e uma porção do seu peso pode ser devido a impurezas ou a algum radical que 
compõe a molécula. A potência de cada lote de fabricação do fármaco deve vir impressa 
no rótulo do produto ou no seu certificado de qualidade, e deve ser ajustada, se for o 
caso, cada vez que for adquirida.

Conservação e manuseio do fármaco

Observar estritamente as recomendações do fabricante (no rótulo ou no certificado de 
qualidade) quanto às condições de conservação, pois alguns fármacos necessitam ser 
mantidos em congelador; já outros, sob refrigeração. Manter sempre o fármaco no frasco 
original e dentro de um dessecador para evitar a absorção de umidade.

Quando descongelar as alíquotas da solução-mãe do fármaco, para preparar a solução de 
uso, após utilizar o volume necessário, descartar o volume que sobrou. Nunca congelar 
novamente o fármaco depois de haver descongelado.

Pesagem do fármaco

Os fármacos devem ser pesados em balanças analíticas calibradas e com certificado de 
calibração válido.

9.6.2 CIQ dos meios LJ com fármacos

Para os meios de cultura com fármacos se aplicam os mesmos controles detalhados no 
capítulo 7, como os aspectos macroscópicos (cor, consistência textura e volume, controle 
de esterilidade e microbiológico). É importante observar que, se os meios de cultura com 
fármacos não são bem conservados, os fármacos incorporados podem perder sua atividade.

No momento de adicionar o fármaco ao meio é importante manter sob agitação constante 
para que o fármaco seja realmente incorporado em todo o volume de meio e, ao mesmo 
tempo, suave, para não produzir bolhas de ar e prejudicar a distribuição do meio nos tubos.

Controle microbiológico

Para controlar a qualidade dos meios de cultura LJ com fármacos, com relação ao desem-
penho em demonstrar a resistência aos fármacos da micobactérias, cada lote produzido 
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deve ser semeado com uma cepa de referência sensível a todos os fármacos testados e 
outra cepa resistente.15

As cepas de referência recomendadas para demonstrar sensibilidade são M. tuberculosis 
H37Rv ATCC 27294 e M tuberculosis H37Ra ATCC 25177. Ambas são sensíveis a todos os 
fármacos testados, sendo a cepa H37Ra considerada avirulenta.33

Para monitorar possíveis erros nos meios produzidos com fármacos (por exemplo, excesso 
de fármaco), o que leva a resultados sensíveis, é importante o uso das cepas resistentes. 
Por outro lado, sabemos que o uso de cepa resistente na rotina do laboratório aumenta o 
risco biológico, não sendo recomendado o uso de uma cepa resistente a todos os fármacos. 
Sugerimos que seja utilizada uma combinação de cepas, cada uma resistente a um dos 
fármacos testados, principalmente isoniazida e rifampicina.

Os procedimentos para realizar esse controle microbiológico seguem o descrito no capí-
tulo 7. Para facilitar, sugere-se que o controle de cada lote do TS seja preparado junto, no 
mesmo lote, com as amostras a serem testadas.

Os registros dos resultados devem ser preenchidos de maneira clara e organizados em 
formulários descritos no anexo desse capítulo. Se for detectado resultados não esperados, 
recomenda-se anular os resultados de todo o lote e repeti-los com um novo lote de meios.

9.6.3 CIQ do processamento do TS

 » Deve-se organizar todo o material necessário antes de iniciar os testes. A área de 
trabalho na CSB não deve ter acúmulo de materiais, uma vez que a técnica requer 
o uso de uma quantidade muito grande de materiais, ao mesmo tempo.

 » Cultura primária em meio sólido:

 › sempre que possível, dar preferência para realizar o TS a partir do crescimento 
primário, desde que contenha 20 ou mais colônias. Para preparar o inóculo, 
deve-se raspar o maior número de colônias possível.

 » Nas culturas em que o número de colônias é menor que 20, não se recomenda 
a realização do TS, pois essa amostra pode não ser representativa da população 
bacilar na lesão. Nesse caso, não é recomendado realizar um subcultivo do isolado 
bacteriano para aumentar o número de colônias, pois isso não significa aumentá-
-las, mas apenas aumentar o volume da massa bacilar.

 » Verificar se a cultura está pura, se as colônias têm a mesma morfologia e, caso isso 
não ocorra, não realizar o TS antes de tratar e descontaminar a cultura.

 » No caso de existir água de condensação nos tubos de meio de cultura que serão 
inoculados, ela deve ser desprezada sobre gaze ou papel de filtro, estéreis, para 
facilitar a absorção do inóculo semeado.

 » Qualidade do inóculo:

 › a preparação das diluições é fundamental para assegurar que todos os tubos 
recebam o mesmo inóculo e que os cálculos da proporção de mutantes re-
sistentes tenham significado. Para isso, é importante ter um bom padrão de 
turvação (escala McFarland), recém-preparada, sem precipitações. A suspensão 
deve ser homogênea, deixando-a decantar durante alguns minutos para que 
os grumos se depositem; quando a alíquota for retirada, ela não deve tocar no 
fundo do tubo. É preciso assegurar a precisão da medida do volume inoculado, 
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que deve ser sempre o mesmo em todos os tubos semeados, e garantir a troca 
de pipetas durante as diluições seriadas.

 » Verificar a completa absorção do inóculo antes do fechamento das tampas. Nesse 
momento, havendo presença de contaminação, descartar o teste e repeti-lo.

9.6.4 CIQ da leitura e resultados do TS

No momento da primeira leitura (28 dias) de incubação, verificar se o inóculo está adequado:

 » morfologia das colônias são características de M. tuberculosis;

 » colônias contáveis nos tubos controles semeados com a diluição 10-5;

 » presença de pelo menos 100 colônias nos tubos controles semeados com a diluição 
10-3; e

 » quantidade de colônias com a diluição 10-5 de, aproximadamente, 100 vezes menor 
do que a obtida com a diluição 10-3.

Se essas condições não são atendidas, repetir o teste imediatamente. Se estiverem ade-
quadas e se for detectada resistência a algum fármaco, em uma proporção acima de 1% 
em relação ao controle, deve-se informar imediatamente a resistência detectada para 
agilizar a orientação de tratamento adequado. Se não aparecer resistência, aguardar até 
completar 42 dias de incubação, tendo em vista que o resultado definitivo é emitido após 
a leitura do TS completar esse tempo incubado.

Deve-se conciliar os resultados do teste de um paciente com resultados anteriores obtidos 
para o mesmo paciente. No caso de observar incoerências ou discordâncias entre os resul-
tados, repetir o teste partindo, de preferência, do isolamento primário.

9.6.5 CIQ do sistema automatizado – MGIT

Para descartar uma possível contaminação bacteriana ou fúngica, deve-se semear cada 
suspensão bacteriana a ser testada em um tubo de meio de cultura TSA:

 » incubar a 36°C ± 1°C e realizar a leitura após 48 horas de incubação; e

 » utilizar uma cepa de referência M. tuberculosis H37Rv a cada lote novo de fármacos 
a serem testadas. Essa cepa controle é sensível a todos os fármacos de primeira 
linha na concentração utilizada na técnica.

9.7 Avaliação Externa da Qualidade do Teste de Sensibilidade

Desde 1994, a OMS criou uma Rede de Laboratórios Supranacionais (RLSN) que norma-
liza e coordena a supervisão externa indireta do TS no mundo, também chamado de 
ensaio de proficiência.39 Atualmente, o laboratório coordenador da RLSN é o Instituto de 
Medicina Tropical da Bélgica. Essa rede está conformada por 20 laboratórios supranacio-
nais e cresce à medida que se detecta a necessidade de estabelecer um novo laboratório 
em alguma região.
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Todo laboratório que realiza TS aos fármacos antiTB deve ser avaliado por um laboratório 
de referência, seja nacional, seja regional, e esses devem ser avaliados por um laboratório 
supranacional (LSN). Em cada país, o LRN deve coordenar um programa de CQ para os 
laboratórios da sua rede que realizam TS. No Brasil, como foi descrito no capítulo 7 para 
o AEQ da Cultura, o LRN deve executar esse programa em conjunto com os LRR.

O ensaio de proficiência consiste no envio de um painel de cepas com fenótipo de resis-
tência selecionado para poder avaliar, em cada laboratório, a precisão dos resultados do 
TS frente aos fármacos de primeira e segunda linha. O número de cepas que compõe o 
painel é duplicado e recebe um código sorteado ao acaso, que, assim como os resultados 
dos testes, somente o laboratório, que está coordenando o programa, conhece.

O laboratório coordenador realiza os TS de cada cepa do painel e os replica, em número 
suficiente, para enviar aos laboratórios da rede que serão supervisionados. Os painéis 
devem ser transportados com as medidas de biossegurança requeridas para esse tipo de 
material de risco biológico.

Os laboratórios supervisionados realizam os TS às cegas, utilizando o método recomenda-
do e aplicado na rotina de trabalho.

Os resultados informados de cada laboratório são comparados com o “resultado consenso” 
(acordado pela maioria dos laboratórios supranacionais), e cada resultado é classificado 
em: i) verdadeiro resistente; ii) falso resistente; iii) falso sensível; e iv) verdadeiro sensível.

Para cada fármaco, são calculadas a sensibilidade, especificidade, eficiência e reprodutibi-
lidade. A sensibilidade avalia o acerto na detecção da resistência; a especificidade, o acerto 
na determinação da ausência de resistência; e a eficiência, o acerto no total de resultados. 
A reprodutibilidade avalia a consistência dos resultados produzidos pelo laboratório.

As experiências dos LSN mostram que o monitoramento dessas sucessivas avaliações pode 
incrementar a qualidade dos laboratórios. Como meta de desempenho para os labora-
tórios, espera-se uma eficiência de 92% para estreptomicina e etambutol, de 97% para 
isoniazida e de 99% para rifampicina. Os limites de aceitabilidade de eficiência estabele-
cidos classificam como não aceitáveis as eficiências menores que 80% para estreptomicina 
e etambutol; 89% para isoniazida; e 95% para rifampicina.39

Após análise dos resultados, cada laboratório participante deve ser informado dessa ava-
liação. No caso de serem observados resultados imprecisos, em especial à isoniazida e à 
rifampicina, deverá ser identificada a causa da imprecisão, assim como sugestões para 
reverter essa situação. Como consequência, pode ser oferecido treinamento, se for o caso, 
e assim é enviado novo painel ao laboratório, desenhado especialmente de acordo com 
o problema detectado. Até que se verifique que o laboratório recuperou a qualidade do 
seu trabalho, os TS da rotina do laboratório deverão ser realizados pelo LRN. É importante 
manter todos os registros de monitoramento da precisão alcançada pelos laboratórios em 
sucessivos controles.
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ANEXOS

ANEXO A – Preparação dos Meios para TS e CMI

A) MEIO LJ COM ISONIAZIDA

(A) PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO ESTOQUE DE ISONIAZIDA 10.000 MG/ML

Isoniazida (hidrazida do ácido nicotínico = hidrazida isonicotínica) 100 mg

Água destilada estéril 10 ml

1. Pesar a isoniazida em frasco estéril. Considerar a potência e realizar o cálculo do ajuste da pesagem, 
se necessário.

2. Dissolver em água destilada estéril.

3. Aliquotar a solução estoque em criotubos com 1 ml e conservar a -20°C.

Validade:  quatro meses

(B) PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO DE USO DE ISONIAZIDA

Solução estoque de isoniazida 2 ml

Água destilada estéril 18 ml

4. A partir da solução estoque (10.000 mg/ml), realizar uma diluição 1:10, adicionando 1 ml em 9 ml de 
água destilada estéril.

5. A partir dessa solução 1:10 (1.000 mg/ml), realizar outra diluição 1:10, adicionando 1 ml em 9 ml de 
água destilada estéril (100 mg/ml).

Observação: no dia da preparação do meio com o fármaco, descongelar um criotubo da solução estoque.

(C) PREPARAÇÃO DO MEIO LJ COM ISONIAZIDA 0,2 MG/ML

Solução de uso de isoniazida 1:100 (100 mg/ml) 100 mg

Meio LJ 200 ml

6. Adicionar 0,4 ml da solução de uso de isoniazida (100 mg/ml) a 200 ml de meio LJ.

7. Manter o meio homogêneo, sob agitação, durante sua distribuição nos tubos.

Observação: no momento de adicionar o meio à droga é importante mantê-la sob agitação constante 
para que ela seja realmente incorporada em todo o volume de meio, mas de forma suave, para não 
produzir bolhas de ar e prejudicar a distribuição do meio nos tubos.

8. Distribuir um volume de 10 ml em tubos de ensaio estéril de 20 x 150 mm, com tampa de rosca 
contendo batoque. A distribuição deve ser cuidadosa, com agitação regular.

9. Coagular imediatamente para prevenir sedimentação. Colocar os tubos inclinados na bandeja do 
coagulador, que deve estar aquecido e regulado na temperatura de 85°C.

10. Coagular por 45 minutos. A coagulação é para solidificar o meio e o tempo de coagulação começa a 
contar a partir do momento que atingiu 85°C.

Validade: dois meses



366

MINISTÉRIO DA SAÚDE | MANUAL DE RECOMENDAÇÕES PARA O DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DE TUBERCULOSE E 
MICOBACTÉRIAS NÃO TUBERCULOSAS DE INTERESSE EM SAÚDE PÚBLICA NO BRASIL

B) MEIO LJ COM RIFAMPICINA

(D) PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO ESTOQUE DE RIFAMPICINA 10.000 MG/ML

Rifampicina (3-[4-metil piperazinil aminometil]rifamicin SV= Rifamicina 
AMP = Rifampicina)

100 mg

Metanol, etilenoglicol ou N,N-dimetilformamida 10 ml

1. Pesar a rifampicina em frasco estéril. Considerar a potência e realizar o cálculo do ajuste da 
pesagem, se necessário.

2. Dissolver em metanol, etilenoglicol ou N,N-dimetilformamida.

3. Aliquotar a solução estoque em criotubos com 1 ml e conservar a -20°C.

Validade: quatro meses

(E) PREPARAÇÃO DO MEIO LJ COM RIFAMPICINA 40,0 MG/ML

Solução estoque de rifampicina 100 mg

Meio LJ 200 ml

Observação: no dia da preparação do meio com o fármaco, descongelar um criotubo da solução estoque.

4. Adicionar 0,8 ml da solução estoque de rifampicina (10.000 mg/ml) a 200 ml de meio LJ.

5. Manter o meio homogêneo, sob agitação, durante sua distribuição nos tubos.

Observação: no momento de adicionar o meio à droga é importante mantê-la sob agitação constante 
para que ela seja realmente incorporada em todo o volume de meio, mas de forma suave, para não 
produzir bolhas de ar e prejudicar a distribuição do meio nos tubos.

6. Distribuir um volume de 10 ml em tubos de ensaio estéril de 20 x 150 mm, com tampa de rosca 
contendo batoque. A distribuição deve ser cuidadosa, com agitação regular.

7. Coagular imediatamente para prevenir sedimentação. Colocar os tubos inclinados na bandeja do 
coagulador, que deve estar aquecido e regulado na temperatura de 85°C.

8. Coagular por 45 minutos. A coagulação é para solidificar o meio e o tempo de coagulação começa a 
contar a partir do momento que atingiu 85°C.

Validade: dois meses

C) MEIO LJ COM ETAMBUTOL

(F) PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO ESTOQUE DE ETAMBUTOL 10.000 MG/ML

Etambutol (2,2’-[1,2-Etanoedil diimino]bis-1-butanol dihidrocloridrato = 
Dihidrocloridrato de etambutol)

100 mg

Água destilada estéril 10 ml

1. Pesar o etambutol em frasco estéril. Considerar a potência e realizar o cálculo do ajuste da pesagem, 
se necessário.

2. Dissolver em água destilada estéril.

3. Aliquotar a solução estoque em criotubos com 1 ml e conservar a -20°C.

Validade: quatro meses

(G) PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO DE USO DE ETAMBUTOL

Solução estoque de etambutol 1 ml

Água destilada estéril 9 ml

4. A partir da solução estoque (10.000 mg/ml), realizar uma diluição 1:10, adicionando 1 ml em 9 ml de 
água destilada estéril (1.000 mg/ml).

Observação: no dia da preparação do meio com o fármaco, descongelar um criotubo da solução estoque.
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(H) PREPARAÇÃO DO MEIO LJ COM ETAMBUTOL 2 MG/ML

Solução de uso de etambutol 1:10 (1.000 mg/ml) 100 mg

Meio LJ 200 ml

5. Adicionar 0,4 ml da solução de uso de etambutol 1:10 (1.000 mg/ml) a 200 ml de meio LJ.

6. Manter o meio homogêneo, sob agitação, durante sua distribuição nos tubos.

Observação: no momento de adicionar o meio à droga é importante mantê-la sob agitação constante 
para que ela seja realmente incorporada em todo o volume de meio e, ao mesmo tempo, suave para não 
produzir bolhas de ar e prejudicar a distribuição do meio nos tubos.

7. Distribuir um volume de 10 ml em tubos de ensaio estéril de 20 x 150 mm, com tampa de rosca 
contendo batoque. A distribuição deve ser cuidadosa, com agitação regular.

8. Coagular imediatamente para prevenir sedimentação. Colocar os tubos inclinados na bandeja do 
coagulador, que deve estar aquecido e regulado na temperatura de 85°C.

9. Coagular por 45 minutos. A coagulação é para solidificar o meio e o tempo de coagulação começa a 
contar a partir do momento que atingiu 85°C.

Validade: dois meses

D) MEIO LJ COM ESTREPTOMICINA

(I) PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO ESTOQUE DE ESTREPTOMICINA 10.000 MG/ML

Estreptomicina (Dihydrostreptomicyn sesquisulfate) 100 mg

Água destilada estéril ml

1. Pesar a estreptomicina em frasco estéril. Considerar a potência e realizar o cálculo do ajuste da 
pesagem, se necessário.

2. Dissolver em água destilada estéril.

3. Aliquotar a solução estoque em criotubos com 1 ml e conservar a -20°C.

Validade: quatro meses.

(J) PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO DE USO DE ESTREPTOMICINA

Solução estoque de estreptomicina 1 ml

Água destilada estéril 9 ml

4. A partir da solução estoque (10.000 mg/ml), realizar uma diluição 1:10, adicionando 1 ml em 9 ml de 
água destilada estéril (1.000 mg/ml).

Observação: no dia da preparação do meio com o fármaco, descongelar um criotubo da solução estoque.

(K) PREPARAÇÃO DO MEIO LJ COM ESTREPTOMICINA 4 MG/ML

Solução de uso de estreptomicina 1:10 (1.000 mg/ml) 100 mg

Meio LJ 200 ml

5. Adicionar 0,8 ml da solução de uso de estreptomicina 1:10 (1.000 mg/ml) a 200 ml de meio LJ.

6. Manter o meio homogêneo, sob agitação, durante sua distribuição nos tubos.

Observação: no momento de adicionar o meio à droga é importante mantê-la sob agitação constante 
para que ela seja realmente incorporada em todo o volume de meio, mas de forma suave, para não 
produzir bolhas de ar e prejudicar a distribuição do meio nos tubos.

7. Distribuir um volume de 10 ml em tubos de ensaio estéril de 20 x 150 mm, com tampa de rosca 
contendo batoque. A distribuição deve ser cuidadosa, com agitação regular.

8. Coagular imediatamente para prevenir sedimentação. Colocar os tubos inclinados na bandeja do 
coagulador, que deve estar aquecido e regulado na temperatura de 85°C.

9. Coagular por 45 minutos. A coagulação é para solidificar o meio e o tempo de coagulação começa a 
contar a partir do momento que atingiu 85°C.

Validade: dois meses
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E) MEIO LJ COM TCH

(L) PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO ESTOQUE DE TCH 10.000 MG/ML

Hidrazida do ácido tiofeno-2-carboxílico (TCH) 100 mg

Água destilada estéril 10 ml

1. Pesar TCH em frasco estéril. Considerar a potência e realizar o cálculo do ajuste da pesagem, se 
necessário.

2. Dissolver em água destilada estéril.

3. Aliquotar a solução estoque em criotubos com 1 ml e conservar a -20°C.

Validade: quatro meses

(M) PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO DE USO DE TCH

Solução estoque de TCH 1 ml

Água destilada estéril 9 ml

4. A partir da solução estoque (10.000 mg/ml), realizar uma diluição 1:10, adicionando 1 ml em 9 ml de 
água destilada estéril (1.000 mg/ml).

Observação: no dia da preparação do meio com o fármaco, descongelar um criotubo da solução estoque.

(N) PREPARAÇÃO DO MEIO LJ COM TCH 2 MG/ML

Solução de uso de TCH 1:10 (1.000 mg/ml) 100 mg

Meio LJ 200 ml

5. Adicionar 0,4 ml da solução de uso de estreptomicina 1:10 (1.000 mg/ml) a 200 ml de meio LJ.

6. Manter o meio homogêneo, sob agitação, durante sua distribuição nos tubos.

Observação: no momento de adicionar o meio à droga é importante mantê-la sob agitação constante 
para que ela seja realmente incorporada em todo o volume de meio, mas de forma suave, para não 
produzir bolhas de ar e prejudicar a distribuição do meio nos tubos.

7. Distribuir um volume de 10 ml em tubos de ensaio estéril de 20 x 150 mm, com tampa de rosca 
contendo batoque. A distribuição deve ser cuidadosa, com agitação regular.

8. Coagular imediatamente para prevenir sedimentação. Colocar os tubos inclinados na bandeja do 
coagulador, que deve estar aquecido e regulado na temperatura de 85°C.

9. Coagular por 45 minutos. A coagulação é para solidificar o meio e o tempo de coagulação começa a 
contar a partir do momento que atingiu 85°C.

Validade: dois meses
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F) MEIO LJ COM PNB

(O) PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO ESTOQUE DE PNB 10.000 MG/ML

Ácido-nitrobenzoico (PNB) 100 mg

Propilenoglicol ou solução de NaOH 1N 10 ml

1. Pesar o PNB em frasco estéril. Considerar a potência e realizar o cálculo do ajuste da pesagem, se 
necessário.

2. Dissolver em propilenoglicol ou solução de NaOH 1N, conforme descrito no item anexos do capítulo 7.

(P) PREPARAÇÃO DO MEIO LJ COM PNB 500 MG/ML

Solução de PNB 1:100 (100 mg/ml) 100 mg

Meio LJ 200 ml

3. Adicionar 5 ml da solução estoque de PNB a 200 ml de meio LJ.

4. Manter o meio homogêneo, sob agitação, durante sua distribuição nos tubos.

Observação: no momento de adicionar o meio à droga é importante mantê-la sob agitação constante 
para que ela seja realmente incorporada em todo o volume de meio, mas de forma suave, para não 
produzir bolhas de ar e prejudicar a distribuição do meio nos tubos.

5. Distribuir um volume de 10 ml em tubos de ensaio estéril de 20 x 150 mm, com tampa de rosca 
contendo batoque. A distribuição deve ser cuidadosa com agitação regular.

6. Coagular imediatamente para prevenir sedimentação. Colocar os tubos inclinados na bandeja do 
coagulador, que deve estar aquecido e regulado na temperatura de 85°C.

7. Coagular por 45 minutos. A coagulação é para solidificar o meio e o tempo de coagulação começa a 
contar a partir do momento que atingiu 85°C.

Validade: dois meses

G) MEIO 7H9 COM OADC

(Q) PREPARAÇÃO DO MEIO LÍQUIDO 7H9 BASE

Base Middlebrook 7H9 4,7 g

Água destilada 900 ml

Glicerol 2 ml

1. Dissolver a base de Middlebrook 7H9 em água destilada e acrescentar o glicerol.

2. Autoclavar a 121°C por dez minutos. Manter em refrigerador.

Observação: antes de usar, visualizar ausência de contaminação.

Validade: três meses

(R) PREPARAÇÃO DO MEIO 7H9 COM OADC

Meio líquido 7H9 base 180 ml

Middlebrook enriquecimento OADC 20 ml

3. No momento do uso para o preparo das microplacas, medir 180 ml e adicionar 20 ml de 
enriquecimento OADC (ácido oleico – albumina – dextrose – catalase).

Observação: antes de usar, visualizar ausência de contaminação.

Validade: um mês
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H) Reagente de revelação da nitratase

(S) PREPARAÇÃO DO REAGENTE A

Ácido clorídrico (HCl) concentrado 50 ml

Água destilada estéril 50 ml

1. Misturar, cuidadosamente, a água destilada estéril e o HCl concentrado.

2. Manter sob refrigeração.

Validade: quatro meses em geladeira

(T) PREPARAÇÃO DO REAGENTE B

Sulfanilamida 0,2 g

Água destilada estéril 100 ml

3. Pesar a sulfanilamida e dissolver em água destilada estéril.

4. Manter sob refrigeração.

Validade: quatro meses em geladeira

(U) PREPARAÇÃO DO REAGENTE B

n-1-naphthylethylenediamine dihydrochloride 0,1 g

Água destilada estéril ml

5. Pesar o n-1-naphthylethylenediamine dihydrochloride e dissolver em água destilada estéril.

6. Manter sob refrigeração.

Validade: quatro meses em geladeira

(V) PREPARAÇÃO DO REAGENTE DE REVELAÇÃO

Reagente A

Reagente B

Reagente C

7. Misturar uma parte do reagente A + duas partes do reagente B + duas partes do reagente C.

Observação: calcular quantos tubos controles serão revelados e preparar a quantidade necessária.

Validade: quatro meses em geladeira
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ANEXO B – Formulários de Preparação dos Meios

A)  Formulário de produção de meios LJ com fármacos para teste de 
sensibilidade

Formulário – Produção de meios LJ com 
fármacos para teste de sensibilidade

Data de preparação
Quantidade 
produzida

Validade
Meio LJ com INH, RMP, EMB, 
SM, TCH e PNB

N.º lote 
produzido

Substância Fórmula Procedência
N.º lote do 
fabricante

Validade
Pesagem/
Volume

Fosfato 
monopotássico
Sulfato de magnésio
Citrato de magnésio
Glutamato de sódio
Asparagina
Glicerol
Verde malaquita
Ovos
Meio base LJ (em caso 
de aquisição de meio 
base comercial)
Água destilada

Esterilização autoclave – Solução meio base

Equipamento: Temperatura: Tempo: Pressão:

Controle:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável:

Observações:

Incorporação dos fármacos e distribuição nos tubos identificados por fármaco – Controlado em 
formulário separado para cada fármaco

Coagulação – Meio completo + fármaco

Equipamento: Temperatura: Tempo: Pressão:

Controle:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável:

Observações:
Aspectos macroscópicos

Cor:

□ Aprovado

□ Reprovado

Consistência:

□ Aprovado

□ 
Reprovado

Volume:

□ 
Aprovado

□ 
Reprovado

Inclinação:

□ 
Aprovado

□ 
Reprovado

Textura:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável:

Observações: Data:
Esterilização autoclave – Solução meio base
Estufa:

□ Aprovado (Não houve crescimento de 
microrganismos)

□ Reprovado (Houve crescimento de 
microrganismos)

Data: Responsável:

Observações:
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D)  Formulário de determinação da CMI de micobactérias de crescimento 
rápido – MCR

Formulário – Determinação da CMI de 
micobactérias de crescimento rápido (MCR)

Esquema da microplaca com as drogas e as concentrações correspondentes para a CMI de 
micobactérias de crescimento rápido

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 128 32 16 16 64 32 64 128 32

B 64 16 8 8 32 16 32 64 16

C 32 8 4 4 16 8 16 32 8

D 16 4 2 2 8 4 8 16 4

E 8 2 1 1 4 2 4 8 2

F 4 1 0.5 0.5 2 1 2 4 1

G 2 0,5 0,25 0,25 1 0,5 1 2 0,5

H CCC CCC CCC CCC CM CM

AK CLA CIP DX CEF IMI LIN SUL TO

CCC = Controle de Crescimento da Cepa; CM = Controle de Esterilidade do Meio; AK = amicacina; CLA = 
claritromicina; CIP = ciprofloxacino; DX = doxiciclina; CEF = cefoxitina; IMI = imipenem; LIN = linezolida; 
SUL = sulfamethoxazol; TO = tobramicina

Sensível
Sensibilidade 
moderada

Resistente

Esquema da microplaca para os resultados das CMI obtidos

Identificação da micobactéria: N.º da cepa:

Data do teste: Data da leitura: Revelador:

Responsável: Observações:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B

C

D

E

F

G

H CCC CCC CCC CCC CM CM

AK CLA CIP DX CEF IMI LIN SUL TO

CCC = Controle de Crescimento da Cepa; CM = Controle de Esterilidade do Meio; AK = amicacina; CLA = 
claritromicina; CIP = ciprofloxacino; DX = doxiciclina; CEF = cefoxitina; IMI = imipenem; LIN = linezolida; 
SUL = sulfamethoxazol; TO = tobramicina
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E) Formulário de determinação da CMI do complexo M. avium

Formulário – Determinação da CMI  
do complexo M. avium

Esquema da microplaca com as drogas e as concentrações correspondentes para a CMI do 
complexo M. avium

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 132 512

B 64 256

C 32 128

D 16 64

E 8 32

F 4 16

G 2 8

H CCC CCC CCC CM

CLA AZ

CCC = Controle de Crescimento da Cepa;  CM = Controle de Esterilidade do Meio; CLA = claritromicina; 
AZ = azitromicina

Sensível Sensibilidade moderada Resistente

Esquema da microplaca para os resultados das CMI obtidos

Identificação da micobactéria: N.º da cepa:

Data do teste: Data da leitura: Revelador:

Responsável: Observações:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B

C

D

E

F

G

H CCC CCC CCC CM

CLA AZ

CCC = Controle de Crescimento da Cepa; CM = Controle de Esterilidade do Meio; CLA = claritromicina; AZ 
= azitromicina
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F) Formulário de determinação da CMI do M. kansasii

Formulário – Determinação da  
CMI de M. kansasii

Esquema da microplaca com as drogas e as concentrações  
correspondentes para a CMI de M. kansasii

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 32 16 16 8 4 16 32 32

B 16 8 8 4 2 8 16 16

C 8 4 4 2 1 4 8 8

D 4 2 2 1 0,5 2 4 4

E 2 1 1 0,5 0,25 1 2 2

F 1 0,5 0,5 0,25 0,12 0,5 1 1

G 0,5 0,25 0,25 0,12 0,06 0,25 0,5 0,5

H CCC CCC CCC CCC CM CM

SM INH EMB RMP RB CIP AK CLA

CCC = Controle de Crescimento da Cepa; CM = Controle de Esterilidade do Meio; SM = estreptomicina; 
INH = isoniazida; EMB = etambutol; RMP = rifampicina; RB = rifabutina; CIP = ciprofloxacino; AK = 
amicacina; CLA = claritromicina

Sensível Sensibilidade moderada Resistente

Esquema da microplaca para os resultados das CMI obtidos

Identificação da micobactéria: N.º da cepa:

Data do teste: Data da leitura: Revelador:

Responsável: Observações:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B

C

D

E

F

G

H CCC CCC CCC CM

SM INH EMB RMP RB CIP AK CLA

CCC = Controle de Crescimento da Cepa; CM = Controle de Esterilidade do Meio; SM = estreptomicina; 
INH = isoniazida; EMB = etambutol; RMP = rifampicina; RB = rifabutina; CIP = ciprofloxacino; AK = 
amicacina; CLA = claritromicina
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G)  Formulário de controle da preparação da solução-estoque de 
isoniazida

Formulário – Controle da preparação da  
solução-estoque de isoniazida

Data de preparação Quantidade produzida Validade N.º lote produzido

Substância Procedência
N.º lote do 
fabricante

Validade

Isoniazida

Água destilada 
estéril

Nome químico = Hidrazida do ácido nicotínico = Hidrazida isonicotínica

□ Embalagem 
original

□ Rótulo possui 
as informações 
necessárias

Quem enviou: Data do recebimento:

□ Fracionada
□ Certificado 
de qualidade do 
fabricante

Conservação:

□ Refrigerador                     □ Freezer                          □ Ambiente                     □Em dessecador

Pesagem (g)/volume (ml)

Substância Quantidade

Isoniazida

Água destilada estéril

Pesagem balança: (marca)

Responsável:

Conservação da solução-estoque

□ Alíquotas em criotubos Quantos criotubos:

□ Freezer -20ºC □ Freezer -70ºC

Observações:

Responsável: Data de execução:
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H)  Formulário de controle da preparação da solução-estoque  
de rifampicina

Formulário – Controle da preparação  
da solução-estoque de rifampicina

Data de preparação Quantidade produzida Validade N.º lote produzido

Substância Procedência
Nº lote do 
fabricante

Validade

Rifampicina

Diluente

Nome químico = (3-[4-Metil piperazinil aminometil]rifamicina SV= Rifamicina AMP = Rifampicina)

□ Embalagem 
original

□ Rótulo possui 
as informações 
necessárias

Quem enviou: Data do recebimento:

□ Fracionada
□ Certificado 
de qualidade do 
fabricante

Conservação:

□ Refrigerador                     □ Freezer                          □ Ambiente                   □ Em dessecador

Pesagem (g)/volume (ml)

Substância Quantidade

Rifampicina

Diluente

Pesagem balança: (marca)

Responsável:

Conservação da solução-estoque

□ Alíquotas em criotubos Quantos criotubos:

□ Freezer -20°C □ Freezer -70°C

Observações:

Responsável: Data de execução:
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I)  Formulário de controle da preparação da solução-estoque de 
etambutol

Formulário – Controle da preparação  
da solução-estoque de etambutol

Data de preparação Quantidade produzida Validade N.º lote produzido

Substância Procedência
N.º lote do 
fabricante

Validade

Etambutol

Água destilada 
estéril

Nome químico = (2,2’-[1,2-Etanoetil diimino]bis-1-butanol dicloridrato = Dicloridrato de etambutol))

□ Embalagem 
original

□ Rótulo possui 
as informações 
necessárias

Quem enviou: Data do recebimento:

□ Fracionada
□ Certificado 
de qualidade do 
fabricante

Conservação:

□ Refrigerador                     □ Freezer                          □ Ambiente                     □ Em dessecador

Pesagem (g)/volume (ml)

Substância Quantidade

Etambutol

Água destilada estéril

Pesagem balança: (marca)

Responsável:

Conservação da solução-estoque

□ Alíquotas em criotubos Quantos criotubos:

□ Freezer -20°C □ Freezer -70°C

Observações:

Responsável: Data da execução:
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J)  Formulário de controle da preparação da solução-estoque de 
estreptomicina

Formulário – Controle da preparação  
da solução-estoque de estreptomicina

Data de preparação Quantidade produzida Validade N.º lote produzido

Substância Procedência
N.º lote do 
fabricante

Validade

Estreptomicina

Água destilada 
estéril

Nome químico = (Sulfato de diidroestreptomicina)

□ Embalagem 
original

□ Rótulo possui 
as informações 
necessárias

Quem enviou: Data do recebimento:

□ Fracionada
□ Certificado 
de qualidade do 
fabricante

Conservação:

□ Refrigerador                     □ Freezer                          □ Ambiente                     □ Em dessecador

Pesagem (g)/volume (ml)

Substância Quantidade

Estreptomicina

Água destilada estéril

Pesagem balança: (marca)

Responsável:

Conservação da solução-estoque

□ Alíquotas em criotubos Quantos criotubos:

ρ Freezer -20°C □ Freezer -70°C

Observações:

Responsável: Data da execução:
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K) Formulário de controle da preparação da solução-estoque de TCH

Formulário – Controle da preparação  
da solução-estoque de TCH

Data de preparação Quantidade produzida Validade N.º lote produzido

Substância Procedência
N.º lote do 
fabricante

Validade

TCH

Água destilada

Nome químico = Hidrazida do ácido tiofeno-2-carboxílico

□ Embalagem 
original

□ Rótulo possui 
as informações 
necessárias

Quem enviou: Data do recebimento:

□ Fracionada
□ Certificado 
de qualidade do 
fabricante

Conservação:

□ Refrigerador                     □ Freezer                          □ Ambiente                     □ Em dessecador

Pesagem (g)/volume (ml)

Substância Quantidade

TCH

Água destilada

Pesagem balança: (marca)

Responsável:

Conservação da solução-estoque

□ Alíquotas em criotubos Quantos criotubos:

□ Freezer -20°C □ Freezer -70°C

Observações:

Responsável: Data da execução:
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L) Formulário de controle da incorporação do fármaco no meio LJ

Formulário – Controle da incorporação do 
fármaco no meio LJ

Nº lote de TS:

LJ +
Fármaco

FÁRMACO LJ INCORPORAÇÃO AO MEIO 
LJ

Solução 
estoque

Solução de Uso Responsável 
pela 

diluição:
Volume

Responsável 
pela 

distribuição 
nos tubos:

Responsável 
por 

adicionar ao 
coagulado:

Data 
produção:

Diluente 1ª 
diluição:

Diluente 2ª 
diluição:

LJ + isoniazida

Observações:

LJ + 
rifampicina

Observações:

LJ + etambutol

Observações:

LJ + 
estreptomicina

Observações:

LJ + PNB

Observações:

LJ + TCH

Observações:
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M)  Formulário de controle da preparação do meio líquido Middlebrook 
7H9 com OADC

Formulário – Controle da preparação do meio 
líquido Middlebrook 7H9 com OADC

Data de preparação Quantidade produzida Validade N.º lote produzido

Substância Procedência N.º lote do fabricante Validade

Middlebrook 7H9

Água destilada estéril

Glicerol

OADC

Bacto-Casitone

Pesagem (g)/volume (ml)

Substância Quantidade

Middlebrook 7H9

Água destilada estéril

Glicerol

OADC

Bacto-Casitone

Pesagem balança: (marca)

Responsável:

Meio líquido base

Esterilização autoclave – Solução meio base

Equipamento: Temperatura: Tempo: Pressão:

Controle:

□ Aprovado

□ Reprovado

Responsável:

Observações:

Preparação – Meio líquido 7H9 com OADC

Substância Quantidade

7H9 Base

OADC

Data:

Responsável:

Observações:
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ANEXO C – Figuras e Fluxogramas

A)  Fluxograma de realização do método das proporções em LJ – Teste 
indireto
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B)  Fluxograma de realização do método das proporções em LJ – Teste 
direto
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C) Fluxograma de leitura do método das proporções em LJ

Exemplo 1: Leitura:

Diluição

NÚMERO DE UFC OBSERVADAS

Tubo 
controle sem 
fármaco

Tubos com fármaco

INH RMP SM EMB

10-3 IN IN IN IN 1 0

10-5 6 3 2 3 0 0

*  UFC = Unidades Formadoras de Colônia; INH = 
isoniazida; RMP = rifampicina; SM = estreptomicina; 
EMB = etambutol; IN = incontáveis

Critérios de resistência  
do M. tuberculosis:

Drogas
Concentração 
crítica (mg/ml)

Proporção 
crítica (%)

Isoniazida 0,2 1

Rifampicina 40 1

Estreptomicina 4 1

Etambutol 2 1

Interpretação:

1. Controle 10-3  = incontáveis

Controle 10-5  = 6 e 3 colônias

 
𝑚𝑚é𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 = 	

6 + 3
2 = 4,5	𝑈𝑈𝑈𝑈𝑈𝑈

Podemos inferir que na diluição  
10-3 tem 450 UFC.

2. Tubo isoniazida 10-3 = incontáveis

3. Tubo isoniazida 10-5 = 2 colônias

Fazendo a proporção (regra de três):
 = 44%. Sendo a proporção 

crítica para a isoniazida = 1%, o isolado 
bacteriano é resistente (44%).

4. Tubo rifampicina 10-3 = incontáveis
Tubo rifampicina 10-5 = 3 colônias
Fazendo a proporção (regra de três):

 = 67%. Sendo a proporção 
crítica para a rifampicina = 1%, o isolado 
bacteriano é resistente (67%).

5. Tubo estreptomicina 10-3 = 1 colônia

Tubo estreptomicina 10-5 = 0 colônia

Fazendo a proporção (regra de três):
 = 0,2%. Sendo a proporção 

crítica para a estreptomicina = 1%, o isolado 
bacteriano é sensível (0,2%).
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D)  Fluxograma de preparação do inóculo a partir de meio líquido para 
o método automatizado MGIT



388

MINISTÉRIO DA SAÚDE | MANUAL DE RECOMENDAÇÕES PARA O DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DE TUBERCULOSE E 
MICOBACTÉRIAS NÃO TUBERCULOSAS DE INTERESSE EM SAÚDE PÚBLICA NO BRASIL

E)  Fluxograma de preparação do inóculo a partir de meio de cultura 
líquida de MGIT após seis dias de positividade para o método auto-
matizado de TS MGIT 960 kit SIRE

PROTOCOLO MODIFICADO

Cultura de Mycobacterium tuberculosis em meio líquido

Retirar o sedimento com uma pipeta Pasteur estéril



FRASCO 1 – COM PÉROLAS DE VIDRO ESTÉRIL:

Aspirar 2 ml do sedimento depositado no fundo do tubo, dispensar no frasco 1 e 
agitar vigorosamente até a obtenção de uma suspensão homogênea com turvação 

maior que a escala 1 de McFarland



REPOUSAR A SUSPENSÃO POR 15 MINUTOS

Para decantar



FRASCO 2 – TRANSFERIR O SOBRENADANTE PARA OUTRO TUBO

Cuidado para não misturar com o sedimento



AJUSTAR A TURBIDEZ PARA A ESCALA 1 DE MCFARLAND



FRASCO 3 – DILUIR 1 ML DA SUSPENSÃO EM 4 ML DE ÁGUA DESTILADA ESTÉRIL

(Suspensão 1:5) INÓCULO PARA USO NOS MEIOS COM DROGAS



FRASCO 4 – DILUIR 0,1 ML DA SUSPENSÃO 1:5 EM 10 ML DE ÁGUA DESTILADA ESTÉRIL

(Suspensão 1:100) INÓCULO PARA O TUBO CONTROLE DE CRESCIMENTO BACTERIANO
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F)  Fluxograma de preparação do inóculo a partir de meio sólido para o 
método automatizado de TS MGIT 960 kit SIRE

Cultura de Mycobacterium tuberculosis em meio sólido

Retirar uma porção com alça estéril



FRASCO 1 – COM PÉROLAS DE VIDRO ESTÉRIL:

Com 2 ml de água destilada estéril, fazer uma suspensão homogênea com turvação = 
escala 1 de McFarland



REPOUSAR A SUSPENSÃO POR 15 MINUTOS

Para decantar



FRASCO 2 – TRANSFERIR O SOBRENADANTE PARA OUTRO TUBO

Cuidado para não misturar com o sedimento

   

AJUSTAR A TURBIDEZ PARA A ESCALA 1 DE MCFARLAND



FRASCO 3 – DILUIR 1 ML DA SUSPENSÃO EM 4 ML DE ÁGUA DESTILADA ESTÉRIL

(Suspensão 1:5) INÓCULO PARA USO NOS MEIOS COM DROGAS



FRASCO 4 – DILUIR 0,1 ML DA SUSPENSÃO 1:5 EM 10 ML DE ÁGUA DESTILADA 
ESTÉRIL

(Suspensão 1:100) INÓCULO PARA O TUBO CONTROLE DE CRESCIMENTO BACTERIANO
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G) Fluxograma de inoculação para o método automatizado MGIT
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– TRM-TB

10.1 Introdução

Os métodos moleculares apresentam diversas vantagens no manejo laboratorial da TB, 
principalmente no que diz respeito à velocidade para a emissão dos resultados, à padro-
nização dos testes e aos requisitos reduzidos de biossegurança exigidos nos laboratórios, 
quando comparado a exames como cultura, tanto em meio líquido quanto meio sólido.

Diversos testes moleculares têm como base a técnica de amplificação de ácidos nucleicos 
por meio de PCR, em tempo real, e têm sido desenvolvidos para o diagnóstico rápido da 
TB e para TS aos fármacos, sendo implementados em diversos países.

A OMS vem endossando o uso expandido de testes moleculares rápidos para detecção da 
TB e resistência aos fármacos como estratégia para simplificar o processo de diagnóstico 
e promover a equidade e integralidade do cuidado às pessoas com TB, uma vez que a 
detecção rápida e adequada da doença possibilita o tratamento correto de forma precoce, 
o que favorece o controle da TB.

Um exemplo desses testes é o utilizado no sistema GeneXpert®, que foi lançado em 2004 
e teve como objetivo a simplificação dos testes moleculares, pois integrou e automatizou 
os três processos necessários à realização dos testes moleculares baseados em PCR em 
tempo real (preparação da amostra, amplificação e detecção). O sistema consiste em um 
equipamento, um computador, um leitor de código de barras e um software; e utiliza 
um cartucho que contém os reagentes liofilizados, tampões e soluções. A detecção e 
caracterização do alvo são realizadas em tempo real, usando um dispositivo a laser de 
detecção de seis cores.1,2,3

Os cartuchos utilizados para o diagnóstico da TB detectam o CMTB, assim como as mutações 
que conferem a resistência à rifampicina, usando primers específicos e sondas moleculares 
únicas, que garantem um alto grau de sensibilidade e especificidade. O ensaio fornece 
resultados, diretamente de amostras biológicas, entre 65 a 77 minutos.1,2,3  O teste é espe-
cífico para detecção do CMTB, não detectando MNT1,2,3. O MS adotou a terminologia de 
TRM-TB para indicar o teste com o cartucho Xpert® MTB/RIF Ultra.

10.2 Teste rápido molecular para o diagnóstico da TB pulmonar 1-7

O TRM-TB é considerado um importante avanço na luta contra a TB. Pela primeira vez, 
um teste molecular é, suficientemente, simples e robusto para ser usado em laboratórios 
básicos que utilizam a baciloscopia como método diagnóstico.
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A OMS recomenda que o TRM-TB seja utilizado como o teste diagnóstico inicial (em vez da 
baciloscopia e da cultura) em todos os adultos e as crianças com sinais e sintomas de TB. 
É importante enfatizar que crianças com suspeita de TB, que tiveram um único resultado 
negativo, devem ter seus casos investigados utilizando o sistema de escore estabelecido 
no Manual de Recomendações para o Controle da Tuberculose no Brasil,8 e aqueles que 
tiverem alta suspeita clínica de TB devem ser clinicamente avaliados para a possibilidade 
de tratamento, mesmo com um resultado de TRM-TB negativo.

O TRM-TB pode ser usado diretamente em amostras de escarro ou a partir do sedimento 
de preparação para inoculação da amostra em meios de cultura. Além disso, deve ser usa-
da apenas uma amostra de escarro, pois o processamento de múltiplas amostras, apesar 
de aumentar a sensibilidade do teste, ocasiona um gasto de recursos que pode inviabilizar 
a utilização ideal do teste como diagnóstico.

A baciloscopia e a cultura permanecem como ferramentas essenciais para o monitora-
mento do tratamento e para a realização de TS aos fármacos de primeira e segunda linha.

As amostras que podem ser usadas para o diagnóstico da TB pulmonar no TRM-TB são: 
escarro, escarro induzido, LBA e lavado gástrico.

10.3 Teste rápido molecular para diagnóstico de TB extrapulmonar 16

O TRM-TB pode ser usado para diagnóstico nos seguintes materiais extrapulmonares:

 » LCR;

 » linfonodos (punção ou macerado);

 » macerados de tecidos;

 » líquido sinovial;

 » líquido peritoneal;

 » líquido pericárdio;

 » líquido pleural; e

 » urina.

É importante enfatizar que indivíduos com suspeita de terem TB extrapulmonar que tive-
ram um único resultado negativo no TRM-TB devem ter seus casos investigados por outros 
métodos diagnósticos, e aqueles que tiverem alta suspeita clínica de TB (especialmente 
crianças) devem ser tratados mesmo com um resultado de TRM-TB negativo.

Para amostras de LCR, o TRM-TB deve ser usado, preferencialmente a cultura, se o volume 
da amostra for pequeno ou se não for possível a obtenção de amostras adicionais para 
fazer um diagnóstico rápido. Se o material tiver um volume suficiente é preferível usar o 
método de concentração da amostra para aumentar a recuperação de bacilos, e inocular 
em meios de cultura e em um cartucho.

O líquido pleural não é a amostra ideal para a confirmação bacteriológica de TB pleu-
ral, independentemente do método utilizado. Recomenda-se o uso de biópsia pleural. 
A sensibilidade do TRM-TB em líquido pleural é muito baixa. No entanto, um indivíduo 
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com resultado positivo no TRM-TB deve ser tratado para TB pleural; e aqueles com um 
resultado negativo no TRM-TB devem ter outros testes realizados.

10.4 Vantagens e desvantagens do TRM-TB

O TRM-TB apresenta muitas vantagens em relação aos métodos convencionais, como:

 » teste diagnóstico inicial que fornece o resultado de resistência ou sensibilidade à 
rifampicina, substituindo a baciloscopia;

 » maior sensibilidade em relação à baciloscopia;

 » na sua versão atual em uso (Ultra) possui sensibilidade semelhante à da cultura;

 » menor tempo de execução quando comparado à baciloscopia, à cultura e ao TS;

 » baixo risco biológico;

 » menor custo em relação à cultura e ao TS;

 » menos trabalho e tempo despendido pelo técnico de laboratório; e

 » menor incidência de erros laboratoriais, por ser praticamente automatizado e ter, 
portanto, a influência de erro humano reduzida.

Como desvantagens, pode-se ressaltar:

 » não poder ser empregado para controle de tratamento;

 » custo elevado quando comparado à baciloscopia; e

 » exigências mínimas de infraestrutura laboratorial: refrigeração, fornecimento con-
tínuo de energia, nobreak, biossegurança e local adequado para armazenamento 
dos cartuchos.

10.5 Método de execução do teste rápido molecular para tuberculose 1,6,7

A metodologia descrita a seguir é para amostras de escarro. Para outras amostras pulmo-
nares (escarro induzido, lavado brônquico, LBA, aspirado transtraqueal e lavado gástrico), 
deve-se realizar o pré-tratamento da amostra de acordo com o Quadro 14 do capítulo 7.

Precaução:

 » realizar os procedimentos utilizando os cuidados de biossegurança, tais como as 
BPL e o uso de EPI adequado, conforme descrito no capítulo 3;

 » abrir um pote de cada vez e com cuidado para evitar a formação de aerossóis;

 » procurar utilizar a porção mais purulenta do escarro; e

 » realizar, no máximo, oito amostras de cada vez e manter a área de trabalho com 
iluminação adequada e organizada para evitar a troca de amostras.
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Equipamento:

 » sistema GeneXpert® (equipamento GeneXpert, computador e leitor de código de 
barras);

 » nobreak;

 » CSB (desejável, mas não obrigatório) ou bico de Bunsen;

 » geladeira;

Reagentes:

 » kit Xpert® MTB/RIF Ultra para dez ou 50 testes;

 » solução de álcool a 70%; e

 » solução de NaClO a 1%.

As fórmulas e o preparo dos reagentes acima estão descritos nos anexos do capítulo 3.

Insumos:

 » pipeta Pasteur estéril, descartável;

 » tubo Falcon de 15 ml;

 » cronômetro;

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

 » bandejas de metal (opcional);

 » caneta marcadora;

 » gaze estéril em pedaços;

 » respiradores N95;

 » aventais de laboratório;

 » luvas descartáveis; e

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

Conservação e manuseio:

 » conservar os kits a 2°C-28°C;

 » não utilizar reagentes ou cartuchos fora do prazo de validade;

 » não abrir a tampa do cartucho até o momento de adicionar a amostra;

 » utilizar o cartucho nos 30 minutos seguintes à abertura da sua tampa;

 » o cartucho é estável até sete dias após a abertura da embalagem metalizada;

 » não utilizar um cartucho que caiu ou que foi agitado depois da amostra tratada ter 
sido adicionada;

 » não utilizar um cartucho se ele parecer úmido ou se o lacre da tampa estiver partido; e

 » não utilizar um cartucho que tenha o tubo de reação danificado.
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Procedimentos de organização

1. Forrar a bancada (ou CSB) com papel-absorvente que tenha capacidade de absorver 
respingos.

2. Providenciar e organizar na bancada (ou CSB) os materiais necessários para realização do 
teste.

3. Organizar tudo de forma a assegurar um fluxo de trabalho lógico e seguro. Manter o pa-
pel-absorvente e o frasco com solução desinfetante à mão, na bancada, para desinfecção 
se houver respingos, conforme descrito no capítulo 3.

4. Forrar a bandeja de metal com papel-absorvente e colocá-la na bancada (ou CSB) à sua 
frente.

5. Colocar as amostras clínicas de acordo com o número de ordem de registro, sobre a área 
de trabalho forrada.

6. Identificar cada cartucho com o número de registro de cada amostra clínica.

7. Ligar o instrumento GeneXpert e, em seguida, o computador.

8. O software GeneXpert DX deve ser carregado automaticamente na tela do computador. 
Caso isso não aconteça, fazer duplo clique, no ambiente de trabalho Windows, no ícone 
de atalho do GeneXpert DX.

9. Iniciar a sessão no software do sistema GeneXpert utilizando o nome de login e senha 
(padrão da Cepheid®).

Procedimento de realização: preparo das amostras pulmonares (escarro, escarro induzido, 
lavado gástrico e LBA)

1. Processar, um de cada vez, apenas as amostras suficientes para os módulos disponíveis 
para a execução do teste no sistema GeneXpert.

ATENÇÃO: o volume mínimo de escarro para a preparação é de 1 ml.

2. Retirar, lentamente, a tampa do pote de escarro para evitar a formação de aerossóis.

3. Deixar a amostra no pote de coleta do escarro.

4. Adicionar ao pote de escarro o reagente de amostra na seguinte proporção: dois volumes 
de reagente para um volume de amostra (2:1).

5. Agitar vigorosamente de dez a 20 vezes (ou usar o agitador mecânico). Um movimento 
para cima e para baixo corresponde a uma agitação.

ATENÇÃO: o volume 2:1 de reagente e amostra não necessita ser exato, mas como 
exemplo: para 1 ml de amostra adicione 2 ml de reagente; 2 ml de amostra – 4 ml de 
reagente.

6. Incubar durante dez minutos a temperatura ambiente.

7. Agitar vigorosamente de dez a 20 vezes (ou use o agitador mecânico).

8. Incubar mais cinco minutos a temperatura ambiente.

9. Verificar se as amostras estão totalmente liquefeitas, sem qualquer viscosidade. Caso não 
estejam totalmente liquefeitas, agitar novamente e deixar em temperatura ambiente por 
mais cinco, no máximo dez minutos. A etapa de descontaminação e liquefação não deve 
ultrapassar 35 minutos no total.
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Preparo do cartucho

Não tocar no tubo de reação do cartucho.

1. Identificar cada cartucho com o número da amostra (escreva nos lados do cartucho ou 
afixe uma etiqueta de código de barras). Não coloque a etiqueta na tampa do cartucho 
nem obstrua o código de barras 2D existente na frente do cartucho.

2. Abrir a tampa do cartucho.

3. Usando a pipeta de transferência esterilizada fornecida, aspirar a amostra liquefeita para 
a pipeta de transferência até o menisco estar acima da marca presente na pipeta. Não 
prosseguir com o processamento da amostra no caso de o volume ser insuficiente. É muito 
importante que seja inserido no cartucho 2 ml ou mais da amostra processada.

4. Transferir a amostra para o orifício localizado ao lado direito da parte superior do cartu-
cho, que aparece quando se levanta a tampa (Figura 25). Dispensar a amostra lentamente 
para evitar a formação de aerossóis e bolhas.

Figura 25 – Esquematização da adição da amostra no cartucho de TRM-TB

Fonte: Cepheid, 2017.

5. Fechar a tampa do cartucho. Certificar-se de que a tampa fique bem encaixada. O restante 
da amostra preparada pode ser conservado até 12 horas a 2°C-8°C, caso seja necessário 
repetir o teste.

6. Colocar os cartuchos na bandeja de metal e levar até o equipamento.

ATENÇÃO: nunca coloque a amostra no orifício central do cartucho. Após inserir a 
amostra no cartucho, mantê-lo sempre na vertical e nunca o deitar.

Importante: certificar-se de que o teste seja iniciado 30 minutos após a preparação do 
cartucho. Esse é o procedimento ideal, porém, se necessário, o cartucho (com a amostra 
preparada) pode permanecer até quatro horas à temperatura ambiente antes do início 
do teste.
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Início do teste

1. Na janela do sistema GeneXpert DX, clicar em Create Test (Criar teste). Será apresentada a 
caixa de diálogo “Scan Cartridge Barcode” (Ler código de barras do cartucho).

2. Com o cartucho sobre a bancada, ler o código de barras do cartucho. Utilizando as in-
formações do código de barras, o software vai preencher automaticamente as caixas dos 
campos seguintes: Select Assay (Selecionar ensaio), Reagent Lot ID (ID do lote de reagente), 
Cartridge SN (No de série do cartucho) e Expiration Date (Prazo de validade do cartucho).

3. Na caixa Sample ID (ID da amostra), ler com código de barras ou digitar a ID da amostra. 
Certificar-se de que introduziu a ID correta da amostra.

4. A ID da amostra estará associada aos resultados do teste e será apresentada na janela 
View Results (Ver resultados) e em todos os relatórios.

5. Clicar em Start test (Iniciar teste). Na caixa de diálogo apresentada (Login), introduza 
login e senha.

6. Abrir a porta do módulo do instrumento, que estará com a luz verde piscando, e posicio-
nar o cartucho.

7. Fechar a porta do módulo. O teste iniciará e a luz verde vai parar de piscar. Quando o teste 
terminar, a luz se apagará.

8. Ao finalizar o teste, antes de abrir a porta do módulo e retirar o cartucho, aguardar até 
que o sistema desbloqueie a porta.

9. Descartar os cartuchos usados nos coletores adequados para resíduos biológicos, de acor-
do com as práticas de biossegurança da instituição.

10.6  Preparo de amostras pulmonares ou extrapulmonares para execu-
ção, em conjunto, do TRM-TB e da cultura 1,6,7

A cultura para micobactérias e TS aos fármacos devem ser realizados para as amostras 
pulmonares, de acordo com os algoritmos recomendados pelo MS:

 » preparar a amostra usando os métodos de descontaminação (Petroff ou NALC), 
conforme descrito no capítulo 7;

 » após obter o sedimento (pós-centrifugação), inocular os tubos de meio de cultura;

 » do restante do sedimento, separar 0,5 ml em um tubo Falcon de 15 ml;

 » adicionar 1,5 ml do reagente da amostra ao tubo Falcon;

 » agitar vigorosamente de dez a 20 vezes (ou use o agitador mecânico para tubos);

 » incubar durante 15 minutos à temperatura ambiente;

 » transferir, com auxílio da pipeta fornecida no kit, no mínimo 2 ml para o cartucho; e

 » iniciar o teste.
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10.7  Método de execução do TRM-TB para amostras 
extrapulmonares1,6,7,18

A cultura para micobactérias e TS deve ser sempre realizada para todas as amostras extra-
pulmonares, independentemente do resultado do TRM-TB.

10.7.1 Líquido cefalorraquidiano – LCR

Procedimento de realização:

O processamento é realizado de acordo com o volume da amostra.

Mais de 5 ml

1. Transferir toda a amostra para um tubo cônico e centrifugar a 3.000 x g por 15 minutos.

2. Desprezar o sobrenadante.

3. Ressuspender o sedimento a um volume final de 2 ml com o reagente de amostra.

4. Com a pipeta de transferência, transferir os 2 ml para o cartucho.

5. Iniciar o teste.

Entre 1 e 5 ml

1. Adicionar um volume igual do reagente de amostra à amostra.

2. Adicionar 2 ml da mistura diretamente ao cartucho.

3. Iniciar o teste.

Entre 0,1 e 1 ml

1. Ressuspender o LCR a um volume final de 2 ml adicionando o reagente de amostra.

2. Adicionar 2 ml da mistura diretamente ao cartucho.

3. Iniciar o teste.

Menos do que 0,1 ml

1. Amostra insuficiente para a realização do TRM-TB.

10.7.2 Linfonodos (macerado de tecido ou aspirado) e outros tecidos

Procedimento de realização:

1. Picotar o espécime em pequenos pedaços, com bisturi estéril, em um cadinho estéril.

2. Adicionar 2 ml de tampão fosfato (PBS).

3. Macerar o tecido com PBS usando um pistilo até que uma suspensão homogênea seja 
obtida.

4. Com auxílio da pipeta de transferência, transferir a suspensão homogênea a um tubo 
cônico estéril de 50 ml.

5. Adicionar quantidade igual de NaOH 4%.

6. Agitar no agitador mecânico para tubos (vortex).
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7. Deixar em temperatura ambiente por 15 minutos.

8. Completar o tubo (até 2 cm da tampa) com PBS.

9. Centrifugar a 3.000 x g por 15 minutos.

10. Desprezar o sobrenadante, com cuidado.

11. Ressuspender o sedimento em 1-2 ml de PBS.

12. Com outra pipeta estéril, inocular o sedimento no meio líquido ou sólido já identificados.

13. Identificar o cartucho.

14. Com auxílio de uma pipeta estéril, transferir aproximadamente 0,7 ml da suspensão ho-
mogênea a um tubo cônico para ser usado para o TRM-TB – EVITAR TRANSFERIR GRUMOS.

15. Com outra pipeta de transferência, adicionar o dobro do volume de reagente da amostra ao tubo.

16. Agitar vigorosamente o tubo (10 a 20 x) ou com o auxílio de um agitador mecânico (mí-
nimo dez segundos).

17. Incubar dez minutos à temperatura ambiente. Agitar novamente e aguardar mais cinco 
minutos à temperatura ambiente.

18. Com uma pipeta nova, transferir 2 ml ao cartucho.

19. Iniciar o teste.

10.7.3 Urina 18

Procedimento de realização:

1. Obter 2 ml de urina não diluída e não processada.

2. Transferir para um tubo cônico e centrifugar a 3.000 x g por 15 minutos.

3. Desprezar o sobrenadante.

4. Ressuspender o sedimento em 0,75 ml de solução salina tamponada com fosfato.

5. Adicione o reagente de amostra em uma razão de 2:1 ao sedimento de urina.

6. Agitar vigorosamente ou no agitador mecânico para tubos (vortex).

7. Incubar, à temperatura ambiente, por 7-8 minutos.

8. Misturar a amostra vigorosamente ou no agitador mecânico uma segunda vez.

9. Incubar novamente, à temperatura ambiente, por 7-8 minutos, até 15 minutos de incubação total.

10. Com a pipeta de transferência, transferir os 2 ml para o cartucho.

11. Iniciar o teste.

10.8 Cartucho Xpert® MTB/RIF Ultra 9-13

Quando os resultados do TRM-TB e da cultura e TS fenotípico são comparados, podem 
ocorrer algumas discordâncias. As possíveis causas são:

 » problema operacional ocasionado por erro técnico ou por inibidores na amostra;

 » mutações silenciosas;

 » erro na concentração do fármaco no TS fenotípico; e
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 » heterorresistência.

O desenvolvimento do teste Xpert® MTB/RIF foi um grande avanço para a melhoria global 
do diagnóstico de TB e da detecção da resistência à rifampicina. Se, por um lado, o Xpert® 
MTB/RIF apresenta um desempenho melhor do que muitos outros testes diagnósticos de 
TB, por outro, sua sensibilidade é limitada, especialmente em baciloscopias negativas e 
TB associada ao HIV. Algumas limitações também persistem quanto à determinação da 
resistência à rifampicina.

O cartucho Xpert® MTB/RIF Ultra foi desenvolvido para superar essas limitações, usando a 
mesma plataforma GeneXpert®. O cartucho Ultra usa dois diferentes alvos de amplifica-
ção multicópias (IS6110 e IS1081) e tem uma câmara de reação de PCR maior (50 µl no Ultra 
comparado com 25 µl no Xpert MTB/RIF). Isso levou a um limite menor de detecção para 
o Ultra comparado ao Xpert® MTB/RIF: 16 unidades formadoras de colônias por mililitro 
(UFC/ml) e 131 UFC/ml, respectivamente.

Em determinadas populações, o cartucho Ultra pode ter um desempenho melhor para a 
detecção do CMTB, principalmente daquelas de indivíduos cujas amostras são frequente-
mente paucibacilares. O cartucho Ultra mostrou melhor desempenho para detecção do 
CMTB em amostras com baciloscopia negativa, cultura positiva, de população pediátrica, 
extrapulmonares, (especialmente em LCR) e de PVHIV, com uma acurácia igual ao Xpert® 
MTB/RIF para detecção de resistência à rifampicina.

Uma das consequências da redução discreta da especificidade do cartucho Ultra, em cerca 
de 1%, quando comparadas ao Xpert® MTB/RIF, é o aumento no número de resultados 
falso-positivos na detecção do CMTB. A consequência adversa disso é que pacientes sem 
TB podem ser classificados erroneamente como sendo portadores de TB (falso-positivos), 
mais frequentes em locais com baixa prevalência da doença.

Considera-se que a especificidade reduzida, nesses locais, possa ser causada pela confirma-
ção inadequada do histórico de TB, de uma possível cura espontânea (i.e., uma TB inicial 
que tenha sido curada sem tratamento), e, também, provavelmente, de um resultado das 
limitações do exame-padrão (cultura) usado para comparar as duas versões dos cartuchos. 
A especificidade reduzida do Ultra é uma compensação entre resultados falso-positivos e 
o aumento na detecção de mais casos, principalmente em pacientes com TB paucibacilar, 
tal como em PVHIV, crianças menores de 10 anos e pessoas com TB extrapulmonar.

As recomendações atuais da OMS para o uso do cartucho Xpert® MTB/RIF também se apli-
cam para o uso do Ultra, como teste diagnóstico inicial para adultos e crianças com sinais e 
sintomas de TB e em amostras extrapulmonares selecionadas (LCR; linfonodos; macerados 
de tecidos; líquidos sinovial, peritoneal, pericárdio, pleural; urina). A interpretação dos 
resultados do Ultra para a detecção do CMTB são as mesmas anteriormente utilizadas, 
com exceção do resultado “MTB detectado traços.”

 » Os critérios para a interpretação do “MTB detectado traços” foram desenvolvidos 
para equilibrar os danos do potencial excesso de tratamento de pacientes com 
resultado falso-positivo e os benefícios potenciais dos números aumentados dos 
pacientes de TB corretamente diagnosticados, bem como a diminuição da mortali-
dade associada à TB.

 » Como o resultado “MTB detectado traços” não fornece informação sobre resistên-
cia à rifampicina, exames adicionais, como cultura e TS fenotípico ou molecular, são 
necessários para confirmar ou excluir a resistência à rifampicina.
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Resultados discordantes podem acontecer, geralmente quando se comparam testes baseados em 
cultura com testes moleculares. Cada resultado discordante deverá ser investigado caso a caso.

O cartucho Ultra segue as mesmas categorias semiquantitativas usadas no anterior (alta, 
média, baixa e muito baixa), assim como a nova categoria “traço”, que corresponde à 
carga bacilar mais baixa para detecção do CMTB.

Em pacientes com histórico recente de tratamento de TB, resultados falso-positivos podem 
surgir devido à persistência de bacilos não viáveis que podem ser detectados pelo Ultra. 
Para evitar o consequente excesso de tratamento, sugere-se a realização de teste apenas 
para avaliação da resistência à rifampicina, sendo necessários testes confirmatórios subse-
quentes para o manejo do paciente, a depender do seu histórico recente de tratamento.

Além disso, quando o resultado for traços, a resistência à rifampicina não é avaliada 
devido à pouca quantidade de DNA na amostra, fornecendo resultado indeterminado da 
resistência à rifampicina. Nesse caso, a recomendação da OMS é de realizar a coleta de 
uma segunda amostra e uma repetição de teste para todos os pacientes cujas amostras 
produzirem resultados “traços’’.

Quando a análise pelo TRM-TB for realizada em amostra de PVHIV, de crianças e em 
amostras extrapulmonares, um resultado MTB detectando traços confirma TB, recomen-
dando-se iniciar o tratamento imediatamente. Em caso de um resultado “traços” repetido, 
o paciente deve ser solicitado a fornecer uma amostra adicional, que será encaminhada 
para cultura e TS para determinar a resistência à rifampicina.

Já a recomendação no Brasil é que não seja repetido o teste e que o resultado “traços” seja 
considerado inconclusivo, exceto para PVHIV, crianças (<10 anos) e em casos de suspeita de 
TB extrapulmonar, em que o resultado traços é tido como positivo, devendo seguir para 
avaliação de resistência por TS.14

Até que haja mais evidência disponível, um novo teste de repetição deve ser realizado em 
uma nova amostra de indivíduos que sejam inicialmente resistentes à rifampicina (RR) e 
que tenham baixo risco para TB resistente à rifampicina (exemplo: novos casos de TB sem 
histórico anterior de tratamento de TB, em países onde menos de 5% dos casos novos têm 
TB resistente à rifampicina). Em casos de detecção de resistência à rifampicina em pessoas 
em retratamento, não há necessidade de repetição do teste, assim como nos casos de 
falência clínica ou suspeita de resistência.

A análise da resistência à rifampicina no cartucho Ultra é baseada na temperatura de 
fusão, em vez da análise de PCR em tempo real, como no Xpert® MTB/RIF. Essa análise 
por temperatura de fusão permite a melhor diferenciação das mutações silenciosas, tais 
como Q513Q ou F514F.

É necessário assegurar os recursos e os mecanismos apropriados para permitir a realização 
da repetição dos testes e o encaminhamento de amostras para testes confirmatórios. O 
monitoramento de rotina dos indicadores de qualidade que incluem proporção e resulta-
dos dos testes de repetição, bem como a proporção de pacientes encaminhados para TS, 
quando necessário, devem ser estabelecidos e revisados regularmente.

Como o limite de detecção do cartucho Ultra é semelhante ao da cultura líquida, um 
resultado “traços” indica que há muito pouco bacilo na amostra. O número de bacté-
rias presentes em uma amostra de um paciente de TB varia de amostra para amostra.
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Indicações para realização do TRM-TB

a. Para PVHIV e crianças (<10 anos) que estão sendo diagnosticadas para TB pulmonar e 
para pessoas sendo diagnosticadas para TB extrapulmonar, usando LCR, linfonodos, 
amostras de tecido ou urina:

i. o resultado detectado “traço”, obtido com a primeira amostra, deve ser considera-
do como confirmação bacteriológica de TB (i.e. resultados verdadeiros positivos) e 
utilizados para decisões clínicas; e

ii. exames adicionais, tais como cultura e TS fenotípicos, são necessários para confir-
mar ou excluir a resistência à rifampicina, se o segundo teste do Ultra não fornecer 
informação sobre resistência.

b. Para adultos sendo diagnosticados para TB e que não tenham HIV:

i. considerar a possibilidade de TB diagnosticada clinicamente (i.e. TB sem confirma-
ção bacteriológica);

ii. considerar testes adicionais com o teste Ultra se houver uma alta suspeita clínica 
de TB. Fazer o teste em uma segunda amostra, que também pode conter poucos 
bacilos, em alguns casos, e gerar um resultado de “MTB não detectado”;

iii. se o resultado do segundo teste do Ultra for “MTB detectado”, o que inclui “alto”, 
“moderado”, “baixo” ou “muito baixo”, deve-se seguir o algoritmo do Xpert MTB/
RIF Ultra;14

iv. se o segundo resultado do teste Ultra for “traços”:

 » para adultos cujo histórico de tratamento prévio de TB possa ser excluído 
de forma confiável, esse resultado pode ser considerado como confirmação 
bacteriológica de TB e usado para decisões clínicas, quando sinais e sinto-
mas sugestivos de TB persistirem na avaliação; e

 » para adultos com um histórico de tratamento recente de TB, deve-se con-
siderar a possibilidade de os dois resultados do teste Ultra serem falso-po-
sitivos devido à presença de bacilos não viáveis. O paciente deve ser reava-
liado clinicamente e deve ser feita a cultura e TS para confirmar ou excluir 
a resistência à rifampicina, porque resultados de “traços” não fornecem 
informações sobre resistência à rifampicina. A decisão sobre tratar ou não 
como TB deve ser baseada na avaliação clínica sobre a presença de sinais e 
sintomas sugestivos de TB, assim como outros exames complementares.

Quadro 42 – Características do cartucho Xpert® MTB/RIF Ultra

CARACTERÍSTICAS

Equipamento GeneXpert® (6 cores)

Incubação da amostra 15 minutos com o reagente de amostra

Sondas

1 sonda de controle de processamento de amostra

4 sondas que se ligam na região do rpoB

2 sondas que se ligam às sequências IS1081 e IS6110

Alvos
Região central do gene rpoB

Sequências de inserção (IS6110 e IS1081)

continua
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Detecção da resistência
Curva de temperatura de melting: quatro sondas de regiões 
complementares do gene rpoB

Volume do escarro O volume mínimo de escarro para um teste é de 1 ml

Volume da PCR 50 µl

Tempo para o resultado
65 minutos – resultado “não detectado”

77 minutos – resultado “detectado”

Limite de detecção 16 UFC/ml

Temperatura de 
armazenamento

2°C a 28°C

Fonte: Cepheid, 2017.17 
PCR: reação em cadeia da polimerase; UFC: Unidade Formadora de Colônia

O procedimento do teste TRM-TB Ultra continua o mesmo. Entretanto, o tempo de 
execução é reduzido comparado com o do MTB/RIF (65-77 minutos comparado com 112 
minutos). Isso significa que os laboratórios podem realizar uma série de testes adicionais 
por dia de trabalho, se for compatível com o fluxo de trabalho, os recursos humanos 
disponíveis e as horas de trabalho. De qualquer forma, o consumo do teste real deve ser 
cuidadosamente revisto em cada laboratório, para evitar a subutilização dos instrumentos 
devido à falta de demanda de exames.

Além disso, a emissão e a interpretação de resultados são diferentes nos resultados “tra-
ços”. Assim, os POPs do laboratório devem ser atualizados. Os procedimentos atualizados 
devem ser revisados e aprovados de acordo com os mecanismos estabelecidos e estarem 
logo disponíveis nos laboratórios. Todos os profissionais envolvidos na execução dos exa-
mes devem receber treinamento sobre os procedimentos atualizados. Os procedimentos 
de garantia de qualidade existentes, inclusive os testes de proficiência, podem ser usados 
para o TRM-TB.

O mesmo conjunto de equipamentos (plataforma GeneXpert, computador, monitor, te-
clado, leitor de código de barras) pode ser usado para o cartucho Ultra. Uma “Pasta de 
Definição de Ensaio” específico (PDE) será incluída com o pacote dos cartuchos do TRM-TB 
Ultra pelo fabricante (Cepheid) e, uma vez instalado, o instrumento GeneXpert poderá ser 
usado para executar o teste TRM-TB Ultra.

Se o instrumento GeneXpert já tiver sido usado para executar o teste Xpert® MTB/RIF 
com um PDE instalado, os cartuchos do Xpert® MTB/RIF podem continuar a ser usados. 
Inclusive, é possível utilizar um cartucho Xpert® MTB/RIF em um módulo enquanto se 
usa, simultaneamente, um cartucho do TRM-TB Ultra em um módulo diferente do mesmo 
instrumento.

10.9 Controle de qualidade do TRM-TB15

10.9.1 Controle interno da qualidade do TRM-TB

A cada recebimento de novos lotes, os cartuchos devem ser testados usando-se uma amos-
tragem (geralmente um cartucho por lote) e pelo menos uma amostra positiva e uma 
negativa, para garantir que estejam com o desempenho esperado.

conclusão
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 » O CQ pode ser centralizado no Lacen ou em um laboratório de referência antes de 
os cartuchos serem distribuídos aos locais.

 » Além desse CQ, o laboratório executor do teste deve realizar o monitoramento 
mensal dos indicadores de desempenho do teste, incluindo taxas de erros, tipos 
de resultados obtidos, módulos com defeito, entre outros. Tal avaliação é essencial 
para a detecção precoce de qualquer problema na execução do teste.

10.9.2 Avaliação externa da qualidade do TRM-TB15

O LRN deve instituir um programa de teste de proficiência que avaliará os principais 
processos pré-analíticos, analíticos e pós-analíticos que ocorram no local do teste.

 » Um painel de amostras é enviado para o laboratório da rede uma vez por ano.

 » O laboratório realiza o TRM-TB das amostras do painel como faria com amostras de 
pacientes de rotina e informa os resultados.

 » O LRN avalia os resultados de cada laboratório da rede e emite um relatório com 
aprovação no teste de proficiência ou medidas corretivas e preventivas necessárias.

 » Os resultados indicam a qualidade do desempenho dos profissionais e dos procedi-
mentos da técnica de cada laboratório.

 » Os resultados são comparados aos resultados esperados e com os resultados obti-
dos pelos outros laboratórios.

Os resultados são monitorados para traçar tendências com o passar do tempo:

 » O relatório do TP deve ser fornecido de maneira oportuna para os laboratórios 
participantes e para o laboratório supervisor.

 » É necessário um relatório rápido para que se possa adotar rapidamente as medidas 
corretivas.

 » Enquanto as visitas e o monitoramento rotineiro dos indicadores de qualidade são 
os componentes mais importantes da GQ, TP ajuda a identificar não conformidades 
mais graves e a definir a necessidade de visitas in loco aos laboratórios com piores 
desempenho.

10.9.3 Indicadores de desempenho laboratorial do TRM-TB

O monitoramento rotineiro de indicadores de qualidade (indicadores de desempenho) é 
um elemento decisivo para a garantia de qualidade para qualquer teste diagnóstico, além 
de ser também um requisito da ISO.

 » Cada local de teste deve coletar e analisar os indicadores de qualidade mensalmente.

 » Qualquer mudança inexplicada nos indicadores de qualidade (tais como aumento 
das taxas de erro, mudança na taxa de positividade do CMTB ou na taxa de resis-
tência à rifampicina ou mudança significativa no volume de testes realizados) deve 
ser documentado e se tornar a origem de uma análise a ser realizada.

 » Taxas de erro maiores do que um limiar predeterminado, no caso do TRM-TB de 
5%, devem ser investigadas.
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 » Os indicadores de qualidade devem ser revisados pelo gerente do laboratório e 
precisam sempre ser ligados a ações corretivas se forem observados resultados 
inesperados.

 » Deve ser estabelecido um sistema para emissão centralizada de indicadores de 
qualidade.

 » É exigência do sistema de garantia de qualidade que haja documentação das ações 
corretivas e subsequentes melhorias/normalização dos indicadores do laboratório 
após a adoção da ação corretiva.

Cada instrumento deve ser monitorado mensalmente usando o seguinte conjunto mínimo 
de indicadores para avaliar seu uso adequado:

 » número de testes realizados por mês;

 » número e porcentagem de MTB detectado, resistência à RIF não detectada;

 » número e porcentagem de MTB detectado, resistência à RIF detectada;

 » número e porcentagem de MTB detectado, resistência à RIF indeterminada;

 » número e porcentagem de MTB detectado “traços”, resistência à RIF indeterminada;

 » número e porcentagem de MTB não detectado;

 » número e porcentagem de testes realizados para acompanhamento;

 » número e porcentagem por tipo de erro;

 » número e porcentagem de resultados inválidos;

 » número e porcentagem de ausência de resultados;

 » número de cartuchos perdidos; e

 » número de módulos com defeito.

Os resultados positivos do TRM-TB devem ser comparados com os resultados de cultura 
e TS, e os seguintes indicadores devem ser calculados pelos Lacen, que informarão os 
resultados ao LRN:

 » MTB detectado – cultura positiva;

 » MTB detectado – cultura negativa;

 » MTB detectado – cultura contaminada;

 » MTB detectado – cultura não realizada;

 » MTB detectado rifampicina resistente – TS fenotípico RR;

 » MTB detectado rifampicina resistente – TS fenotípico rifampicina sensível;

 » MTB detectado rifampicina resistente – TS fenotípico – rifampicina contaminado;

 » MTB detectado rifampicina resistente – TS fenotípico – não realizado;

 » MTB detectado traços – cultura positiva;

 » MTB detectado traços – cultura negativa;

 » MTB detectado traços – cultura contaminada;

 » MTB detectado traços – cultura não realizada;

 » MTB detectado traços – TS fenotípico resistência detectada (por fármaco);
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 » MTB detectado traços – TS fenotípico resistência não detectada (por fármaco); e

 » MTB detectado traços – TS fenotípico – não realizado.

Os dados devem ser coletados separados por grupo de população testada (HIV positivo, 
risco de MDR, outros).

10.9.4 Indicadores de desempenho laboratorial do TRM-TB Ultra

Além dos indicadores de qualidade laboratoriais já utilizados para os exames de TB, os indi-
cadores para os resultados “traços” e as repetições de testes devem ser monitorados pelos la-
boratórios e devem ser compilados em nível regional e nacional para determinar tendências.

Os indicadores laboratoriais adicionais recomendados incluem:

 » número e proporção dos resultados “traços”, separado por grupo de pacientes;

 » número e proporção de pacientes cuja primeira amostra produz um resultado “tra-
ços” e que têm uma repetição de teste, separado por grupo de pacientes; e

 » número e proporção de pacientes que têm uma repetição de teste, cuja segunda 
amostra dá um resultado para detecção de MTB e resistência à rifampicina, separa-
do por grupo de pacientes.

10.9.5 Solução de problemas

Identificar o número e tipo dos vários erros pode ajudar na solução de problemas, uma 
vez que determinados erros podem estar associados com o processamento, o instrumento 
ou as condições ambientais.

Podem-se realizar as seguintes análises:

 » o número de erros que ocorre por módulo de instrumento:

 › se um determinado módulo produz mais erros com o tempo, comparado com 
outros módulos, ele pode necessitar reparo.

 » o número de erros que ocorre por usuário:

 › se um determinado usuário comete um número incomum de erros, é necessá-
ria uma investigação adicional dos tipos específicos de erro, uma vez que essa 
repetição de padrão podem ser causados pela técnica usada para processar as 
amostras.

 » o número de testes perdidos devido à interrupção ou variações de energia; e

 » o número, a duração e as causas das interrupções rotineiras do TRM-TB no 
laboratório:

 › causas comuns são cartuchos fora de estoque ou fora da validade, profissionais 
não disponíveis ou quebra do instrumento/computador.

Problemas que podem ocorrer durante o processamento da amostra:

 » luz vermelha intermitente no módulo:

 › indica que o módulo pode estar falhando;

 › na janela do sistema GeneXpert Dx, clicar em "Manutenção" na barra de ferra-
mentas e selecionar "Executar autoteste"; e
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 › caso o problema persista, contatar o suporte técnico do fabricante.

 » cartucho preso dentro do módulo:

 › solução 1: verificar se a porta do módulo está fechada.

Tentar abrir lentamente a porta do módulo.

 › solução 2: na janela do sistema GeneXpert Dx, clicar em "Manutenção" na bar-
ra de ferramentas e selecionar "Abrir porta do módulo ou atualizar EEPROM".

 › solução 3: encerrar o software e voltar a reiniciá-lo.

Quando o software for reiniciado, o módulo iniciará colocando a válvula e o 
êmbolo na posição correta. Isso pode ajudar a abrir a porta.

 › solução 4: desligar o sistema e reiniciar o instrumento e o software.

 › solução 5: na janela do sistema GeneXpert Dx, clicar em "Manutenção" na 
barra de ferramentas e selecionar "Executar autoteste".

 › solução 6: se nenhuma das soluções anteriores funcionarem, REMOVA 
MANUALMENTE o cartucho.

Atenção: isso deve ser executado pelo supervisor do laboratório ou por outro 
técnico qualificado seguindo as orientações do manual do fabricante.

 » Erros de análise pós-execução:

 › erros 5006/5007/5008: o controle de verificação da sonda falhou e o teste foi 
interrompido antes da amplificação; e

possíveis causas:

 – amostra muito viscosa e/ou volume de amostra incorreto adicionados ao 
cartucho; tubo de reação do cartucho preenchido de forma inadequada; 
contém bolhas; ou apresenta problemas com a integridade da sonda; e

 – após 15 (10 + 5) minutos de descontaminação, se a amostra ainda permane-
cer viscosa, não a coloque no cartucho. Aguarde até dez minutos adicionais 
até a amostra ficar completamente liquefeita e, em seguida, transfira-a 
para o cartucho utilizando uma pipeta descartável nova. O volume transfe-
rido para o cartucho deve estar entre os 2 e 4 ml no máximo.

 › erro 5011: detectada perda de sinal na curva de amplificação:

 – sinal de fluorescência muito elevado que interfere na leitura por outro 
canal;

 – perda da pressão do tubo devido ao tubo do cartucho não estar vedado 
corretamente ou devido ao funcionamento incorreto da válvula; e

 – repita o teste utilizando um novo cartucho. Se o erro persistir, pode estar 
relacionado com o módulo, isso é, a fluídica do módulo pode não estar 
funcionando. Contate o suporte técnico do fabricante.

 › erro 2008: a pressão excede a pressão máxima permitida:

 – a amostra é demasiado viscosa; e

 – solução: igual a dos erros 5006/5007/5008.

 › erro 2127: foi detectada a perda de comunicação do módulo:
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 – problema com a fonte de alimentação (flutuação/falha no fornecimento 
de energia principal ou na UPS);

 – desligue e volte a ligar o cabo de Ethernet entre o computador e o instru-
mento. Desligue e volte a ligar o cabo de comunicação entre a placa de 
gateway e o equipamento. Reinicie o sistema e verifique a temperatura 
ambiente (deve estar abaixo dos 30ºC); e

 – verifique o funcionamento da UPS e instale uma proteção contra 
sobretensão.

 › erro 2037: teste da integridade do cartucho:

 – na parte inicial de um teste, o equipamento verifica a pressão no interior 
do tubo. Se a pressão não estiver correta, o software vai parar o teste devi-
do ao cartucho não estar vedado corretamente. Tente fechar a tampa e, se 
não for isso, descarte esse cartucho.

 › Erro 2014/ 3074/ 3075/ 1011: problema no aquecedor/temperatura:

 – causas: temperatura elevada no módulo; avaria do componente do aque-
cedor, ventoinha partida; pó no filtro junto à ventoinha;

 – este erro afetou algum módulo? É sempre o mesmo?

 – na janela do sistema GeneXpert Dx, clique em "Manutenção" na barra de 
menus e selecione “Relatórios de módulo" para verificar as temperaturas 
do módulo.

 » Resultado inválido – Falha no controle de processamento da amostra (SPC):

 – PCR foi inibido devido às partículas alimentares ou sangue na amostra;

 – prevenção: antes de misturar com o reagente da amostra (RA) para descon-
taminação, verifique se a amostra contém partículas alimentares ou sangue. 
Após a descontaminação, deixe que as partículas alimentares assentem na 
parte inferior da amostra antes de adicioná-la ao cartucho.

 – se necessário, recolha outra amostra.

 » Sem resultado: o teste não pode ser concluído e foram recolhidos dados insuficien-
tes. O software parou de trabalhar antes do teste ter terminado devido a:

 – bloqueio do Windows ou software;

 – falha de energia; e

 – a função PARAR TESTE foi ativada (acidental ou deliberadamente).

 – Para resolver, ligue a fonte de alimentação, reinicie a máquina e repita o 
teste com um novo cartucho. Contate o suporte técnico do fabricante se o 
problema persistir.

 » Outros problemas com hardware, software ou reagentes:

 – procure o número do erro no manual do fabricante e execute as medidas 
corretivas recomendadas;

 – contacte o seu fornecedor local ou o suporte técnico do fabricante; e

 – se possível, continue a realizar testes em outros módulos enquanto resolve 
qualquer problema do módulo específico.
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ANEXOS 

ANEXO A -  Algoritmos para o diagnóstico da tuberculose, baseados no teste rá-
pido molecular para Tuberculose (TRM-TB)

A)  Algoritmo para o diagnóstico de casos novos1 de Tuberculose 
pulmonar e laríngea em adultos e adolescentes, baseado no teste 
rápido molecular para Tuberculose – TRM-TB2

Pessoa com suspeita
de TB pulmonar

Realizar TRM -TB

Resultado: "MTB 
detectado"3

Pessoa com TB

Resistência à 
rifampicina detectada

Realizar outro TRM-
TB (com nova 

amostra) + cultura + 
TS 4.

Encaminhar 
imediatamente para a 
referência terciária.5

Resistência à 
rifampicina não 

detectada

Realizar cultura + TS.
Iniciar o tratamento 

para TB com EB. 6

Resultado: "MTB não 
detectado"

Mantém sintomas?

Não

Excluir diagnóstico
de TB

Sim

Continuar 
investigação 7

(cultura/TS)

1. Casos novos na população geral, em profissionais de saúde, em pessoas privadas de li-
berdade, em pessoas em situação de rua, em indígenas e em contatos de tuberculose 
drogarresistente.

2. TRM-TB realizado no cartucho Xpert® MTB/RIF Ultra.

3. MTB detectado, exceto traços. Para essa população específica, o resultado traços não é 
confirmatório de TB e deve-se manter a investigação, conforme avaliação clínica.

4. Teste de sensibilidade aos fármacos em meio sólido ou líquido.

5. Referência terciária: ambulatório especializado em tratamento de tuberculose drogarre-
sistente. A pessoa deve chegar à referência terciária imediatamente. Nesse serviço, a ava-
liação médica e a conduta adequada deverão ser tomadas em até sete dias. O resultado 
da cultura com TS precisa ser encaminhado à referência terciária.

6. Iniciar o tratamento com esquema básico: reavaliar o tratamento após resultado da cul-
tura com TS.

7. Continuar a investigação: investigar micobacteriose não tuberculosa (MNT) e micoses 
sistêmicas.

Legenda: TB – Tuberculose; TRM-TB – Teste Rápido Molecular para Tuberculose; MTB: Mycobaterium tuberculosis; TS – 
Teste de sensibilidade; EB – Esquema básico.
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B)  Algoritmo para o diagnóstico de casos novos de tuberculose pulmo-
nar e laríngea em adultos e adolescentes vivendo com HIV, baseado 
no teste rápido molecular para tuberculose – TRM-TB1

Realizar outro 
TRM-TB (com 

nova amostra).
Encaminhar 

imediatamente 
para a referência 

terciária3.
Monitorar o 
resultado da 
cultura e TS.

Iniciar tratamento 
para TB com EB.

Rever o tratamen-
to após resultado 

da cultura e TS.

TB improvável.
Monitorar o 
resultado da 
cultura e TS.

Continuar 
investigação
Monitorar o 
resultado da 
cultura e TS.

Iniciar tratamento 
para TB com EB.

Rever o tratamen-
to após resultado 

da cultura e TS.

PVHIV com suspeita 
de TB pulmonar

Realizar TRM-TB + cultura + TS2

Resultado TRM-TB: 
"MTB detectado"

Resistência 
à rifampicina 

detectada 
no TRM-TB

Resistência 
à rifampicina 

não detectada 
no TRM-TB

Resultado TRM-TB: 
"MTB detectado traços"

Não

Mantém sintomas?Pessoa com TB

Sim

Resultado TRM-TB: 
"MTB não detectado"

1. TRM-TB realizado no cartucho Xpert® MTB/RIF Ultra.

2. Teste de sensibilidade aos fármacos em meio sólido ou líquido.

3. Referência terciária: ambulatório especializado em tratamento de tuberculose drogarre-
sistente. A pessoa deve chegar à referência terciária imediatamente. Nesse serviço, a ava-
liação médica e a conduta adequada deverão ser tomadas em até sete dias. O resultado 
da cultura com TS deverá ser encaminhado à referência terciária.

4. Iniciar o tratamento com esquema básico: reavaliar o tratamento após resultado da cul-
tura com TS.

5. Continuar a investigação: investigar micobacteriose não tuberculosa (MNT) e micoses 
sistêmicas.

Legenda: PVHIV – Pessoa vivendo com HIV; TB – tuberculose; TRM-TB – Teste Rápido Molecular para Tuberculose; MTB: 
Mycobaterium tuberculosis; TS - Teste de sensibilidade; EB – esquema básico.
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C)  Algoritmo para avaliação da resistência nos casos de retratamento 
de tuberculose, baseado no teste rápido molecular para tuberculose 
– TRM-TB1

Pessoa em retratamento

Pessoa com TB Mantém sintomas?

Não Sim

Baciloscopia positiva 
+ MTB detectado 

no TRM-TB

Baciloscopia positiva 
+ MTB não detectado 

no TRM-TB

Baciloscopia negativa 
+ MTB não detectado 

no TRM-TB

Baciloscopia negativa 
+ MTB detectado 

no TRM-TB

Realizar baciloscopia + TRM-TB + cultura + TS

Resistência à 
rifampicina 

detectada no 
TRM-TB

Resistência à 
rifampicina 

não detectada 
no TRM-TB TB 

improvável.
Aguardar o 

resultado da 
cultura e TS.

Continuar 
investiga-

ção.
Aguardar o 

resultado da 
cultura e TS.

Encaminhar 
para 

referência 
terciária 

imediatamen-
te e aguardar 

o resultado 
da cultura e 

TS.

Encaminhar 
imediatamen-

te para a 
referência 

secundária e 
aguardar o 

resultado da 
cultura e TS.

Encaminhar 
imediatamen-

te para a 
referência 
terciária.

Monitorar o 
resultado da 
cultura e TS.

Iniciar 
tratamento 
para TB com 

EB.
Rever o 

tratamento 
após resultado 
da cultura e TS.

Resistência à 
rifampicina 

detectada no 
TRM-TB

Resistência à 
rifampicina 

não detectada 
no TRM-TB

Iniciar 
tratamento 
para TB com 

EB.
Rever após o 
resultado da 
cultura e TS 

(MNT).

1. TRM-TB realizado no cartucho Xpert® MTB/RIF Ultra.

2. Teste de sensibilidade aos fármacos em meio sólido ou líquido.

3. Baciloscopia positiva: pelo menos uma baciloscopia positiva das duas realizadas.

4. Baciloscopia negativa: duas baciloscopias negativas.

5. Referência terciária: ambulatório especializado em tratamento de tuberculose drogarre-
sistente. A pessoa deve chegar à referência terciária imediatamente. Nesse serviço, a ava-
liação médica e a conduta adequada deverão ser tomadas em até sete dias. O resultado 
da cultura com TS deverá ser encaminhado à referência terciária.

6. Iniciar o tratamento com esquema básico: reavaliar o tratamento após resultado da cul-
tura com TS.

7. Continuar a investigação: investigar micobacteriose não tuberculosa (MNT) e micoses 
sistêmicas.

8. Referência secundária: ambulatório com especialista em tuberculose para casos especiais. 
A pessoa deve chegar à referência imediatamente. Nesse serviço, a avaliação médica e 
a conduta adequada deverão ser tomadas em até sete dias. O resultado da cultura, a 
identificação e o TS deverão ser encaminhados ao serviço de referência.

Legenda: TB – tuberculose; TRM-TB – Teste Rápido Molecular para Tuberculose; MTB: Mycobaterium tuberculosis; TS - 
Teste de sensibilidade; EB – esquema básico.
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11.1 Introdução

A conservação de micobactérias nos laboratórios de micobacteriologia é fundamental 
para a organização da coleção de cepas desses microrganismos.1 A criação dessas coleções 
serve a vários objetivos: por exemplo, o de manter cepas viáveis bioquimicamente repre-
sentativas e caracterizadas com relação à sua taxonomia, infectividade e virulência.2 Serve 
ainda como padrão de referência interno nos procedimentos de CQ de rotina diagnóstica 
e de pesquisas relacionadas a esses microrganismos.

Culturas de microrganismos são frequentemente mantidas em meios sólidos, sendo ne-
cessário subcultivos periódicos. Esse tipo de conservação tem muitas desvantagens, como 
excesso de trabalho, contaminações e seleção de mutantes. Um bom método de conserva-
ção deve apresentar baixo custo e manter as características genéticas do microrganismo, 
principalmente a sua viabilidade. Os métodos mais comumente utilizados para esse pro-
pósito são: congelamento de cepas e isolados bacterianos em meio de líquido acrescido de 
um crioprotetor, tal como o glicerol,3,4 e congelamento em miçangas – ambos utilizando 
o congelador de temperatura -20°C ou -70°C para manutenção das cepas congeladas. 
Quanto mais baixa a temperatura de manutenção das cepas e/ou isolados bacterianos 
congelados, isso é -70°C ou -196°C (temperatura do nitrogênio líquido), mais longa será 
sua viabilidade.5

11.2 Métodos de congelamento

11.2.1 Congelamento de culturas de micobactérias em meio líquido a -70°C 4,5

Precauções:

 » a manipulação das culturas para o congelamento deve ser realizada na CSB. As 
cepas devem ser provenientes de culturas recentes, congeladas com três a quatro 
semanas de incubação;

 » a manipulação incorreta dos congeladores a -20°C ou -70°C acarreta risco de quei-
maduras e ferimentos graves ao manipulador. Por isso, é necessário utilizar luvas 
para baixas temperaturas; e

 » deve-se ainda fazer o controle da temperatura dos congeladores a -20°C ou -70°C 
diariamente, para manter a viabilidade das cepas congeladas.
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Equipamentos:

 » CSB;

 » freezer a -20°C ou -70°C.

Reagentes:

 » meio de congelamento: meio líquido Middlebrook 7H9 com OADC e 10% de glice-
rol. O preparo do meio está descrito no item A do Anexo B desse capítulo.

Insumos:

 » criotubos de polipropileno de 2 ml (próprios para suportar temperaturas baixas), 
com tampa de rosca, estéril, devidamente identificados com a data e os números 
das culturas a serem congeladas;

 » alças descartáveis estéreis;

 » suporte para criotubos;

 » caixas de poliestireno numeradas para armazenamento dos criotubos nos 
congeladores;

 » etiquetas autoadesivas laminadas (redonda e retangular), resistentes a 
congelamento;

 » caneta indelével, de retroprojetor com ponta fina; e

 » culturas puras de micobactérias em meio sólido.

Procedimentos de preparo das cepas a serem congeladas:

1. Forrar a bancada com papel-toalha ou outro papel que tenha capacidade de absorver 
respingos.

2. Identificar os criotubos com a data e os números dos isolados bacterianos ou nome das 
cepas a serem congeladas, conforme demonstrado na Figura 26.

3. Colocar 1 ml de meio de congelamento em cada criotubo.

4. Retirar duas alçadas, bem cheias, do crescimento micobacteriano de cada cultura, em meio 
sólido, a ser congelado.

5. Transferir para o criotubo contendo o meio de congelamento.

6. Girar a alça dentro do meio de congelamento para se certificar de que todas as colônias 
foram transferidas para o meio.

7. Fechar bem a tampa do criotubo.

8. Acondicionar os criotubos nos poços da caixa de poliestireno (Figura 27).

9. Registrar no “Formulário de localização das cepas congeladas” o número de identificação 
do criotubo a ser congelado, no quadrado correspondente ao poço em que ele será co-
locado. O “Formulário de localização das cepas congeladas” é apresentado no item A do 
Anexo A desse capítulo.
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Figura 26 – Identificação do criotubo para congelamento de isolados bacterianos

←
N.º da cepa/isolado

Data

Fonte: Autoria própria.

Figura 27 – Identificação da caixa onde serão acondicionados os criotubos

 

Fonte: Autoria própria.

Procedimentos de congelamento:

1. Registrar no “Formulário de registro de amostras congeladas” o número da caixa, o número da 
amostra, o número do poço, o meio de cultura utilizado, o lote do meio de cultura e a data do 
congelamento de cada cepa a ser congelada, em cada coluna, respectivamente. O “Formulário 
de registro de amostras congeladas” é apresentado no item B do Anexo A desse capítulo.
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2. Levar imediatamente as caixas contendo os criotubos com as cepas, devidamente registra-
das, para o congelador -70°C.

Procedimentos de recuperação das cepas congeladas:

1. Localizar a cepa que se deseja descongelar no “Formulário de registro de amostras 
congeladas”.

2. Retirar o criotubo desejado do congelador e colocar a 36°C ± 1°C para que descongele 
rapidamente.

3. Guardar a caixa novamente no congelador o mais rápido possível.

4. Com o auxílio de uma pipeta Pasteur, retirar um pouco da suspensão bacteriana e inocular 
em um frasco contendo meio sólido (LJ ou OK) ou meio líquido.

5. Incubar a 36°C ± 1°C e acompanhar semanalmente o crescimento do subcultivo.

ATENÇÃO:

1. Verificar se as características das colônias são coincidentes com as esperadas para 
a espécie.

2. Verificar a ausência de contaminantes realizando um esfregaço da colônia e coran-
do pelo método de Ziehl-Neelsen, conforme descrito no capítulo 6 desse Manual.

3. Realizar a identificação fenotípica ou molecular, conforme descrito no capítulo 8.

Interpretação dos resultados:

 » cepa viável: crescimento de colônias de micobactérias nos meios semeados; e

 » cepa inviável: quando não há crescimento nos meios semeados.

11.2.2 Conservação de cepas/isolados bacterianos utilizando miçangas

Precauções:

 » a manipulação das culturas para o congelamento deve ser realizada em CSB; e

 » as precauções para conservação de cepas estão descritas no item 11.2.1 desse capítulo.

Equipamentos:

 » CSB; e

 » freezer a -20°C ou -70°C.

Reagentes:

 » meio de Sauton com 10% de glicerol. O preparo do meio está descrito no item B do 
Anexo B desse capítulo;

 » meio LJ;

 » meio LJ-piruvato; e

 » meio de Middlebrook 7H9 com OADC.
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Insumos:

 » criotubos de polipropileno de 2 ml (próprios para suportar temperaturas baixas), 
com tampa de rosca, estéril, devidamente identificados com a data e os números 
das culturas a serem congeladas;

 » miçangas de vidro perfuradas, sem corantes, com aproximadamente 2 mm de 
diâmetro;

 » alças descartáveis estéreis;

 » pipeta Pasteur estéril;

 » suporte para criotubos;

 » etiquetas autoadesivas laminadas (redonda e retangular), resistentes a congela-
mento; e

 » caneta indelével, de retroprojetor escrita fina.

Preparo dos criotubos:

1. Mergulhar as miçangas em detergente neutro deixando-as imersas por um dia.

2. Enxaguar muito bem com água corrente e secar na estufa.

3. Colocar de seis a dez miçangas em cada criotubo e acondicioná-los em frascos de vidro.

4. Esterilizar em autoclave a 127°C por 15 minutos.

5. Distribuir, assepticamente, 0,5 ml de meio de Sauton com 10% de glicerol nos criotubos.

6. Identificar os criotubos com a data e os números dos isolados bacterianos ou nome das 
cepas a serem congeladas, conforme demonstrado na Figura 26.

Procedimentos de preparo das cepas a serem congeladas:

1. Forrar a bancada com papel-toalha ou outro papel que tenha capacidade de absorver 
respingos.

2. Com uma alça descartável estéril, colocar uma boa massa bacteriana no criotubo e homo-
geneizar no meio de Sauton.

3. Com a própria alça descartável agitar, com cuidado, as miçangas para que saia o ar e para 
que as miçangas fiquem totalmente embebidas na suspensão bacteriana.

4. Fechar bem os criotubos. Deixá-los em repouso por, no mínimo, 15 minutos.

5. Retirar todo o meio líquido com o auxílio de uma pipeta Pasteur estéril, utilizando uma 
pipeta para cada cepa/isolado bacteriano.

6. Colocar os criotubos em caixas apropriadas e numeradas.

7. Registrar no “Formulário de localização das cepas congeladas” a posição das cepas/isola-
dos bacterianos nas caixas.

Procedimentos de congelamento:

1. Registrar o número da caixa, o número da amostra, o meio de cultura utilizado, o lote do 
meio de cultura e a data do congelamento de cada cepa a ser congelada, em cada coluna, 
respectivamente, no “Formulário de localização das cepas congeladas” (item A do Anexo A).
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2. Levar imediatamente as caixas contendo os criotubos com as cepas, devidamente registra-
das, para o congelador -70°C.

Procedimentos de recuperação de cepas a partir das miçangas:

1. Localizar a cepa que se deseja descongelar no “Formulário de registro amostras congela-
das” (item B do Anexo A).

2. Retirar o criotubo desejado do congelador.

3. Guardar a caixa novamente no congelador o mais rápido possível.

4. Com uma alça descartável estéril, retirar uma a duas miçangas e colocar dentro do tubo 
com o meio sólido (LJ ou OK) ou líquido (Middlebrook 7H9):

a. em meio sólido, esfregar as miçangas sobre a superfície, com auxílio da alça; e

b. em meio líquido, colocar a miçanga, fechar muito bem o tubo e em seguida agitá-lo.

5. Incubar o tubo a 36°C ± 1°C e acompanhar semanalmente o crescimento do repique.

6. Devolver o criotubo à sua caixa original, na mesma posição no freezer.

Interpretação dos resultados:

 » cepa viável: crescimento de colônias de micobactérias nos meios semeados.

 » cepa inviável: quando não há crescimento nos meios semeados.

11.3 Manutenção de cepas padrão ou controles de referência

Para controlar a acurácia e a precisão dos testes e exames laboratoriais é preciso utilizar 
controles de referência nos laboratórios, que são utilizados para a verificação dos resulta-
dos obtidos de testes específicos, pois suas características fenotípicas são conhecidas. Ou 
seja, sua identificação e seu perfil de sensibilidade a drogas já foram determinados.

Os controles de referência devem possuir origem confiável, vindo de um laboratório de 
referência que realiza testes fenotípicos e moleculares para confirmar sua identificação e 
perfil de sensibilidade.

Para que esses controles de referência mantenham suas características fenotípicas, eles 
devem ser mantidos adequadamente nos laboratórios por meio da realização de cultura 
estoque e cultura de trabalho, evitando-se assim um número exagerado de subcultivos.

O termo cultura estoque6 é utilizado para definir o subcultivo das cepas de referência. Essa 
cultura deve ser armazenada no laboratório de microbiologia em temperatura ≤-20°C, e 
deve ser descongelada anualmente.

A cultura de trabalho6 é o subcultivo semanal ou mensal da cultura de estoque que será 
mantida no laboratório (temperatura ambiente) para realização dos testes diários ou 
semanais do CIQ.

Uma passagem6 é a transferência do microrganismo de uma cultura viável para um novo 
meio de cultura, obtendo-se uma cultura viável. A hidratação, ou o descongelamento, de 
um controle de referência, proveniente do fornecedor, não é considerada uma passagem 
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ou subcultivo. A primeira passagem será considerada o subcultivo do controle de referên-
cia para a cultura estoque. A transferência do microrganismo da cultura estoque para a 
cultura de trabalho será a segunda passagem, como mostra a Figura 28.

Os controles de referência não devem ser submetidos a um grande número de subcultivos, 
sendo que o número máximo ao qual podem ser submetidas é de cinco passagens, a 
partir do controle de referência original.7 Um número indefinido de passagens pode com-
prometer principalmente a pureza da cultura e as características fenotípicas de algumas 
micobactérias.

No caso de armazenamento prolongado, as culturas de referência devem ser mantidas 
em temperatura mais baixas, por exemplo, em freezers a -70°C ou em nitrogênio líquido 
(-196°C) em meio contendo o crioprotetor recomendado.

Os controles padrão ou controles de referência são adquiridos comercialmente de forne-
cedores como o ATCC.8

Figura 28 – Identificação do criotubo para congelamento de isolados bacterianos

Fonte: Autoria própria.

11.3.1 Hidratação da cepa referência original liofilizada 7

Procedimento:

1. Ressuspender o controle liofilizado, conforme as recomendações do ATCC, adicionando 
0,3 a 0,4 ml de meio de cultura líquido à ampola que contém o controle de referência.

2. Homogeneizar bem o conteúdo do frasco.
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3. Semear o homogeneizado em três frascos contendo meio de cultura sólido específico (LJ 
e OK descritos no capítulo 7 desse Manual ou Middlebrook 7H10).

4. Incubar por 3 a 4 semanas a 36°C ± 1°C.

5. Fazer um esfregaço das colônias que cresceram no meio específico e corar pelo método 
de Ziehl-Neelsen, conforme descrito no capítulo 6 desse Manual, para verificar a pureza 
da cultura.

11.3.2 Preparo das culturas estoque – primeira passagem

 » Se a cultura estiver sem contaminações, fazer cinco subcultivos de cada um dos três 
frascos de cultura.

 » Identificar os 15 frascos com o nome do microrganismo, número do controle de 
referência, a data do subcultivo e  a“cultura estoque”, primeira passagem.

 » Incubar os 15 frascos de cultura estoque por três a quatro semanas a 36°C ± 1°C.

 » Após o crescimento, fazer um esfregaço das colônias e corar pelo método de Ziehl-
Neelsen para verificar a pureza da cultura.

11.3.3 Preparo das culturas de trabalho – segunda passagem

 » Se a cultura estiver sem contaminações, utilizar parte das colônias dos 15 frascos de 
cultura estoque para fazer cinco subcultivos de cada um dos 15 frascos de culturas.

 » Identificar os 75 frascos com o nome do microrganismo, número do controle de 
referência, a data do subcultivo e a “cultura de trabalho”, segunda passagem.

 » Incubar os 75 frascos por três a quatro semanas a 36°C ± 1°C.

11.3.4 Congelamento das culturas estoque

 » Utilizar o restante das colônias dos 15 frascos de culturas estoque para fazer o 
congelamento.

 » Etiquetar cinco criotubos estéreis para cada um dos 15 frascos de cultura estoque, 
com o nome do microrganismo, o número do controle de referência e a data do 
armazenamento.

 » Transferir duas ou três alças do crescimento bacteriano para cada um dos 75 criotu-
bos contendo 1 ml de meio de congelamento.

 » Armazenar os 75 criotubos contendo as culturas estoque em freezer -70°C.

11.3.5 Congelamento das culturas de trabalho

 » Após três ou quatro semanas de incubação, fazer esfregaço das culturas de traba-
lho e corar pelo método de Ziehl-Neelsen para verificar a pureza das culturas de 
trabalho (75 frascos).

 » Se a cultura estiver sem contaminações, armazenar o controle de referência.

 » Etiquetar cinco criotubos estéreis para cada um dos 75 frascos de cultura de traba-
lho, com o nome do microrganismo, número do controle de referência e a data do 
armazenamento.
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 » Transferir duas ou três alças do crescimento bacteriano para cada um dos criotubos 
contendo 1 ml de meio de congelamento.

 » Armazenar os 375 criotubos, contendo as culturas de trabalho, em freezer -70°C.

 » Sempre que necessário descongelar um criotubo de cultura de trabalho. Dessa cul-
tura poderá ser feito apenas três subcultivos, isso é, até a quinta passagem.

 » Para o descongelamento de um frasco de cultura de trabalho siga os passos do 
procedimento “Recuperação das cepas congeladas”, descrito anteriormente.
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ANEXOS

ANEXO A – Formulários

A) Formulário de localização das cepas congeladas

                          Formulário de localização  
das cepas congeladas

N.º da caixa: Data de congelamento:

1 2 3 4 5 6 7 8 9

10 11 12 13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 23 24 25 26 27

28 29 30 31 32 33 34 35 36

37 38 39 40 41 42 43 44 45

46 47 48 49 50 51 52 53 54

55 56 57 58 59 60 61 62 63

64 65 66 67 68 69 70 71 72

73 74 75 76 77 78 79 80 81

B) Formulário de registro de amostras congeladas

                          Formulário de registro de 
amostras congeladas

N.º da caixa
N.º da 

amostra
N.º do poço

Meio de 
cultura 

utilizado

Lote do meio 
de cultura

Data do 
congelamento
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ANEXO B – Meios de Cultura

A) Meio de Middlebrook 7H9 com 10% de glicerol

PREPARAÇÃO DE MEIO DE MIDDLEBROOK 7H9 COM 10% DE GLICEROL

Meio base 4,7 g

Glicerol 100 ml

OADC 100 ml

Água deionizada 800 ml

1. Pesar o meio base e dissolver em 800 ml de água deionizada.

2. Adicionar 100 ml de glicerol.

3. Autoclavar por 15 minutos a 127°C. Aguardar até que esfrie e adicionar 100 ml de OADC.

4. Manter o meio homogêneo, sob agitação periódica, durante sua distribuição nos tubos. A 
agitação deve ser suave para evitar a formação de bolhas de ar.

5. Armazenar em refrigerador. Colocar um rótulo contendo o nome do meio, o n.º do lote, a data 
do preparo e de validade.

Obs.1: dependendo da quantidade de cepas congeladas na rotina do laboratório pode-se fazer esse 
meio em menor volume ou fazer cinco alíquotas de 200 ml. Isso evita a contaminação do meio.

Obs.2: o meio de Middlebrook 7H9 é preparado a partir de base disponível comercialmente e 
suplementado com OADC após a esterilização da base.

Validade: dois meses sob refrigeração

B) Meio de Sauton com 10% de glicerol

PREPARAÇÃO DE MEIO DE SAUTON COM 10% DE GLICEROL

L-asparagina 4 g

Sulfato de magnésio 0,5 g

Fosfato bipotássico 0,5 g

Ácido cítrico 2 g

Citrato férrico amoniacal 0,05 g

Glicerol 100 ml

Água destilada q.s.p. 1.000 ml

1. Pesar os sais separadamente e dissolver os componentes em água fervente.

2. Acertar o pH para 7,2 com NaOH.

3. Filtrar em papel filtro e autoclavar a 121° por 15 minutos.

4. Armazenar em refrigerador. Colocar um rótulo contendo o nome do meio, o nº do lote, a data 
do preparo e de validade.

Validade: dois meses sob refrigeração
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12.1 Conceito

A vigilância laboratorial é um componente essencial da vigilância epidemiológica da TB e 
consiste no conjunto de ações e mecanismos que se articulam para viabilizar o diagnóstico 
preciso e oportuno da doença, bem como para monitorar a evolução das intervenções te-
rapêuticas utilizadas para o seu controle. Assim, correspondem aos principais objetivos da 
vigilância laboratorial da TB: i) detectar casos de TB, independentemente da forma clínica 
(pulmonar, extrapulmonar ou mista); ii) identificar a resistência aos fármacos utilizados 
no tratamento da TB; e iii) monitorar a evolução do tratamento e documentar a cura por 
meio de exames laboratoriais.

12.2 Fontes de dados para a vigilância laboratorial da tuberculose

Os indicadores monitorados no âmbito da vigilância laboratorial da TB no Brasil são cons-
truídos a partir de diversas bases de dados. Essas bases são geradas, mantidas e acessadas 
por meio de diferentes sistemas de informação, a saber: o Sistema de Informação de 
Agravos de Notificação (Sinan), o GAL e o Sistema de Informação de Tratamentos Especiais 
de TB (Site-TB). Adicionalmente, os relatórios de produção da Rede de Teste Rápido para 
TB (RTR-TB) e outros sistemas e instrumentos empregados nos territórios, tais como o 
Livro de Registro de Baciloscopia, o Livro de Registro de Investigação de Sintomáticos 
Respiratórios e diferentes sistemas de informação implementados localmente, também 
devem ser valorizados como fontes de informação para a vigilância laboratorial.

12.2.1 Sistema de Informação de Agravos de Notificação – Sinan

O Sinan foi desenvolvido em 1993 com o objetivo de padronizar a coleta e o processamen-
to dos dados sobre doenças e agravos de notificação compulsória – entre os quais figura 
a TB – ou de interesse nacional, estadual ou municipal. Trata-se de uma importante ferra-
menta para o monitoramento e a análise do perfil da morbidade, que se presta a subsidiar 
a tomada de decisão nas três esferas de gestão.1 A comunicação sobre a ocorrência de 
um caso confirmado de TB ativa à autoridade de saúde competente poderá ser realizada 
por um cidadão, por profissionais de saúde ou por responsáveis pelos estabelecimentos 
de saúde e educacionais, de cuidado coletivo, além de serviços de hemoterapia, unidades 
laboratoriais e instituições de pesquisa públicas ou privadas.2

Os instrumentos de coleta de dados são padronizados e específicos para cada agravo. 
Uma vez confirmado o diagnóstico da TB, por critério laboratorial ou clínico,3 a ficha de 
notificação/investigação (item A do Anexo A) da TB deverá ser preenchida adequadamen-
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te e inserida no Sinan-Net,4 ou encaminhada ao primeiro nível informatizado (regional/
distrito, sede da vigilância epidemiológica ou Secretaria Municipal de Saúde) para que 
seja digitada no Sinan-Net.4 O responsável pela notificação do paciente é o serviço de 
saúde, público ou privado, que identificou o caso de TB. Porém, unidades laboratoriais 
também devem realizar a notificação de um caso confirmado quando necessário.5 Por 
meio da ficha de notificação/investigação, são informados dados pessoais, sociodemo-
gráficos, resultados de exames laboratoriais, bem como a situação clínica e a existência 
de doenças e agravos preexistentes. Além disso, o módulo do Sinan para a TB possui uma 
ficha de acompanhamento que se presta ao seguimento da evolução do tratamento e 
ao registro do desfecho do caso (item B do Anexo A). Ambos os instrumentos foram 
atualizados em 2014.

Quanto aos exames laboratoriais, a ficha de notificação/investigação da TB permite re-
gistrar o resultado da baciloscopia de escarro (diagnóstico), teste para HIV (sorologia 
ou teste rápido), histopatologia, cultura, TRM-TB e TS aos fármacos antiTB. Quanto às 
baciloscopias de acompanhamento do primeiro ao quinto mês e após o sexto mês de 
tratamento, o resultado também deve ser inserido no Sinan-Net,4 ou encaminhado ao 
primeiro nível informatizado (regional/distrito, sede da vigilância epidemiológica ou 
Secretaria Municipal de Saúde), para que seja incluído no módulo de acompanhamento 
da TB. O estabelecimento de fluxos e prazos e a elaboração de instrumentos padronizados 
facilitam a comunicação entre o laboratório e a unidade de saúde de acompanhamento 
da pessoa em tratamento sobre os resultados de exames laboratoriais.

A partir dos dados informados ao Sinan-Net, diversos indicadores operacionais e epi-
demiológicos podem ser calculados com o objetivo de monitorar e avaliar as ações de 
controle da TB, tais como o percentual de realização de exames laboratoriais entre os 
casos confirmados, percentual de casos notificados com confirmação laboratorial, entre 
outros (Tabela 1). Sugere-se que o monitoramento desses indicadores seja realizado regu-
larmente e divulgado para toda a Rede de Atenção à Saúde (RAS).

Importante atentar para a atualização do resultado dos exames laboratoriais nas fichas de 
notificação e no boletim de acompanhamento, evitando que o resultado permaneça “em 
andamento”, principalmente para cultura, teste para HIV e TS. Dessa forma, as análises 
geradas a partir dos dados disponíveis no Sinan representarão com fidedignidade as ações 
realizadas pelas equipes de saúde. Como estratégia de melhoria dessas informações, o 
GAL ou outro sistema de uso local podem ser utilizados para resgatar informações sobre 
os resultados dos exames citados.

12.2.2 Gerenciador de Ambiente Laboratorial – GAL

O GAL foi desenvolvido em 2008 para a Rede Nacional de Laboratórios de Saúde Pública 
pelo Departamento de Informática do SUS (DataSUS) e tem como gestora a CGLAB.6 Trata-se 
de um sistema informatizado de gerenciamento das rotinas das análises laboratoriais apli-
cado aos exames/ensaios de média e alta complexidade das amostras de origem humana, 
animal e ambiental, com padrão nacional, e definidos de acordo com os protocolos do MS.

O sistema tem como objetivo proporcionar o gerenciamento da Rede Nacional de 
Laboratórios de Saúde Pública, desde a solicitação de exames até a emissão do laudo. 
O GAL possibilita a rastreabilidade das amostras, a organização das informações, a eco-
nomicidade na utilização dos insumos, a otimização da rotina laboratorial, o acesso aos 
resultados em tempo real, a mitigação das não conformidades e o acesso a relatórios 
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gerenciais e epidemiológicos para as esferas de gestão nacional, estadual e municipal para 
o monitoramento e a avaliação da rede laboratorial.

Quanto à descentralização dos processos de trabalho, as unidades de saúde que possuem 
o GAL podem gerenciar as amostras e os exames laboratoriais solicitados, desde o cadas-
tramento da requisição do exame até a emissão do laudo. Dessa forma, é possível localizar 
e acompanhar os procedimentos realizados, garantir a segurança das informações e a 
qualidade e padronização dos laudos liberados.

O GAL possui recursos para monitorar e avaliar as atividades executadas pelos laboratórios 
e a rede laboratorial do País. Laudos, relatórios e consultas podem ser exportados nos 
formatos Excel, PDF e HTML. Entre os dados gerados para o monitoramento e a avaliação, 
destacam-se os relacionados ao fluxo de trabalho de cada bancada, a quantidade de exa-
mes e metodologias utilizadas, o status dos resultados, o tempo de liberação, o consumo 
de kits, a produção nacional de exames e a cobertura do sistema.

Na impossibilidade do acesso ao sistema pelas unidades de saúde, a definição de um 
fluxo, em conjunto com o município, que permita velocidade de acesso aos resultados, é 
fundamental para a agilidade no início do tratamento.

O sistema está implantado nas 26 UFs e no DF, e é utilizado nos Lacen, Lafron, LRR e LRN, 
Instituto Evandro Chagas (IEC) e na Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz), além de outros la-
boratórios estaduais, municipais e universitários que realizam exames para a rede do SUS.

O sistema é composto pelos módulos:

1. administrador: gerencia as configurações e as permissões dos laboratórios pertencentes às 
redes e cria grupos de acesso ao sistema;

2. nacional: gerencia e monitora os resultados dos exames informados pelos módulos 
Biologia Médica, Animal e Ambiental;

3. biologia médica, animal e ambiental: gerencia as amostras de origem humana e animal e 
ensaios de águas, desde o cadastramento das requisições, a triagem, o processamento, a 
emissão de laudos e relatório;

4. automação de exames: a aplicação GAL possui uma interface com alguns dos drivers de 
fornecedores dos equipamentos laboratoriais. Essa interface faz a comunicação, capta as 
informações dos exames do equipamento e transfere os resultados para a base de dados 
do GAL; e

5. controle de qualidade: registra as análises de testes de qualidade de um laboratório “ava-
liador”, pela verificação dos resultados de exames realizados por um laboratório “ava-
liado”. Gera informações sobre a confirmação dos achados clínicos e epidemiológicos, e 
para a tomada de decisão, como a necessidade de treinamento. Cada estado da Federação 
pode acrescentar outros critérios, visando a determinadas situações por eles definidas 
como importantes.
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Figura 29 – Fluxo de uso do sistema Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL) na rotina
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Fonte: CGLAB/Daevs/SVS/MS.

12.2.2.1 Ficha de requisição de exame de tuberculose

Os exames para diagnóstico e acompanhamento da TB (baciloscopia, cultura, TRM-TB e 
TS) estão no módulo de Biologia Médica do GAL. A realização desses exames se inicia com 
um pedido de profissional médico ou enfermeiro e por seu cadastro no sistema por meio 
de um formulário de requisição de exame específico para a TB (item C do Anexo A).

Por meio do formulário são coletados dados do paciente que possibilitam ao laboratório 
o processamento correto da amostra de acordo com os algoritmos para o diagnóstico da 
TB, bem como dados importantes para a vigilância laboratorial. Nesse sentido, o preenchi-
mento por parte dos profissionais que solicitam o exame é de fundamental importância 
para qualificar o diagnóstico e o uso racional dos insumos laboratoriais. As unidades 
de saúde que ainda não utilizam o GAL também podem preencher esse formulário de 
requisição para solicitação de exames de diagnóstico e acompanhamento da doença.

12.2.2.2 Relatórios de tuberculose

O preenchimento adequado do formulário de requisição de exames e a inclusão dos resul-
tados de exame no GAL abre a possibilidade de extração de diversos relatórios gerenciais 
disponibilizados no sistema, a fim de ampliar o aproveitamento das informações. Esses 
relatórios servem para subsidiar a tomada de decisão baseada em informações epidemio-
lógicas e gerenciais, visando à qualificação da oferta e à realização do diagnóstico e ao 
acompanhamento da TB.

A seguir os relatórios disponíveis para a vigilância laboratorial da TB:

a. baciloscopia: baciloscopia; baciloscopia por semana epidemiológica; tempo de libera-
ção de resultados de baciloscopias em dias;

b. cultura: cultura; cultura por semana epidemiológica; tempo de liberação de resultados 
de culturas em dias, por tipo de método; quantitativo de espécie identificada;
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c. baciloscopia e cultura: baciloscopia e cultura; baciloscopia e cultura por semana 
epidemiológica;

d. teste rápido molecular e cultura: teste rápido molecular e cultura; teste rápido mole-
cular e cultura por semana epidemiológica;

e. teste de sensibilidade: teste de sensibilidade; teste de sensibilidade por semana epi-
demiológica; quantitativo de exames de teste de sensibilidade a antimicrobianos, 
segundo tempo para liberação do resultado;

f. teste rápido molecular: teste rápido molecular; teste rápido molecular por semana 
epidemiológica;

g. nacional: gerencia e monitora os resultados dos exames informados pelos módulos 
Biologia Médica, Animal e Ambiental;

h. biologia médica, animal e ambiental: gerencia as amostras de origem humana e ani-
mal e ensaios de águas, desde o cadastramento das requisições, a triagem, o processa-
mento, a emissão de laudos e relatório; e

i. automação de exames: a aplicação GAL possui uma interface com os drivers dos for-
necedores dos equipamentos laboratoriais. Essa interface faz a comunicação, capta 
as informações dos exames do equipamento e transfere os resultados para a base de 
dados do GAL.

12.2.3 Rede de Teste Rápido para Tuberculose – RTR-TB

O TRM-TB é um teste automatizado, simples, rápido e de fácil execução nos laboratórios, 
conforme descrito no capítulo 10 deste Manual. O teste detecta o CMTB e indica se há 
resistência à rifampicina, em menos de duas horas. A incorporação dessa tecnologia para 
o diagnóstico da TB no SUS foi aprovada pela Comissão Nacional de Incorporação de 
Tecnologias no SUS (Conitec) e publicada no Diário Oficial da União (DOU) em setembro 
de 2013.7

Em 2014, a aquisição dos equipamentos foi realizada pelo MS, e, em seguida, eles foram 
doados às Secretarias de Saúde Estaduais e Municipais por meio da publicação de Termo 
de Doação em Diário Oficial da União. Os cartuchos são adquiridos de maneira centrali-
zada pelo MS e distribuídos aos estados e aos municípios, mensalmente, de acordo com 
a demanda/solicitação. Atualmente, 257 equipamentos de TRM-TB estão localizados em 
135 municípios de todas as unidades da Federação que compõem a RTR-TB (Figura 30).
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Figura 30 –  Número de equipamentos disponíveis na Rede de Teste Rápido Molecular para 
Tuberculose no Brasil (2021)

Fonte: CGDR/DCCI/SVS/MS.

Concomitantemente à implantação do TRM-TB no Brasil, e considerando que o GAL não 
é utilizado por todos os municípios brasileiros, foi desenvolvida uma estratégia de moni-
toramento da RTR-TB que tem como objetivos identificar:

 » número de cartuchos do TRM-TB utilizados (incluindo as perdas e avarias);

 » número de TRM-TB realizados e seus resultados;

 » total de erros nos exames realizados; e

 » número de módulos com defeito.

Os dados referentes à utilização de TRM-TB no Brasil são informados por meio do pre-
enchimento de formulário eletrônico disponibilizado aos monitores estaduais (item D do 
Anexo A).

A ferramenta de coleta permite a distinção da investigação de casos novos e de retra-
tamentos, bem como das formas pulmonares e extrapulmonares. Além disso, é possível 
especificar os resultados dos testes realizados para o acompanhamento da resistência à 
rifampicina. As definições de “casos novos” e “retratamentos”, bem como das formas 
clínicas da doença, constam no Guia de Vigilância em Saúde.5

Quanto ao fluxo e às responsabilidades pelas informações referentes aos dados de produ-
ção da RTR-TB, cabe aos laboratórios, que possuem equipamento e realizam o TRM-TB, o 
preenchimento e envio das planilhas eletrônicas (Figura 31), até o quinto dia de cada mês, 
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aos monitores estaduais da RTR-TB, contendo a produção do mês anterior. Os monitores 
realizam a consolidação dos dados e fazem o envio, por meio de formulário eletrônico, 
ao MS, até o dia 10 de cada mês. O MS, por sua vez, realiza a verificação de inconsistência 
nos dados informados, consolida a produção de todos os laboratórios da rede e divulga o 
relatório mensal até o dia 20 de cada mês (Figura 32).

Figura 31 –  Planilha eletrônica de resumo mensal: monitoramento da Rede de Teste 
Rápido Molecular para Tuberculose (RTR-TB)

Fonte: CGDR/DCCI/SVS/MS.

1. Módulos com defeito: número de módulos com defeito. Caso haja mais de um equipa-
mento no laboratório, deve-se informar o total de módulos com defeito considerando 
todos os equipamentos. Uma vez sanado o defeito do módulo, o registro não se faz mais 
necessário. Essa informação deve ser registrada apenas uma vez, na aba de “Casos novos”.

2. RIF resistente: número total de testes cujo resultado foi MTB detectado com resistência à 
rifampicina.

3. RIF sensível: número total de testes cujo resultado foi MTB detectado sensível à rifampicina.

4. RIF indeterminado: número total de testes cujo resultado foi MTB detectado com resulta-
do indeterminado para o teste de resistência à rifampicina.

5. MTB detectado traços, RIF não avaliado: número total de testes cujo resultado foi MTB 
detectado traços, com resistência à rifampicina não avaliada (indeterminado).

6. MTB não detectado: número total de testes cujo resultado foi de MTB não detectado.
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7. MTB – resultados inválidos/no results: equivale aos somatórios dos resultados inválidos e 
no results dos testes realizados.

8. Número de perdas: número de cartuchos perdidos por qualquer motivo, por exemplo, 
devido à validade vencida, ao armazenamento incorreto, a avarias diversas, entre outros.

9. Erros: registro da quantidade de erros que aparecem no relatório do equipamento de 
TRM-TB. Os erros mais frequentes estão expostos nas colunas do Quadro 2. Os erros que 
não ocorreram devem ter preenchimento igual a zero.

10. Encontrados outros erros: assinalar se houver outros erros no desempenho dos equipa-
mentos (que não foram contemplados no Quadro 2).

11. Outros erros: anotar o código dos erros que não estão contemplados no Quadro 2.

12. Quantidade de outros erros: registrar a quantidade de vezes que os outros erros aparecem 
no relatório do equipamento.

13. N.º de testes para acompanhamento das resistências: registro do número de TRM-TB rea-
lizado para acompanhamento dos casos de resistência.

Figura 32 –  Fluxo do monitoramento da realização de Teste Rápido Molecular para tuber-
culose (TRM-TB)

Fonte: adaptado de Brasil, 2015.

O relatório da RTR-TB é divulgado mensalmente aos técnicos e aos gestores do MS, aos 
coordenadores de Programas de Controle da TB dos estados e das capitais, ao Lacen e aos 
monitores estaduais que compõem a RTR-TB. Trata-se de um documento que apresenta 
os dados de utilização de TRM-TB em gráficos e tabelas e, ainda, possibilita a seleção dos 
dados por UF e por municípios que compõem a RTR-TB. Essas informações são utilizadas 
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para o planejamento e a aquisição de insumos, o monitoramento do funcionamento dos 
equipamentos e das ações de vigilância epidemiológica, como a busca ativa de SR.

12.2.4 Sistema de Informação de Tratamentos Especiais de Tuberculose – Site-TB

Em 2013, o sistema TBMR, criado para notificação e dispensação de medicamentos para 
TB DR, foi atualizado e passou a chamar-se Site-TB. Ele destina-se à notificação e ao 
acompanhamento dos casos de TB que têm indicação de tratamentos especiais, quer pela 
ocorrência de reações adversas, toxicidade ou certas comorbidades que impossibilitem o 
uso do esquema básico, quer por resistências aos fármacos antiTB, ou ainda para os casos 
de MNT identificadas a partir do diagnóstico diferencial da TB. Todos os casos notificados 
nesse sistema devem ser acompanhados por unidades de referência secundária ou terci-
ária de TB.

Além do monitoramento de casos, o Site-TB propõe-se a subsidiar a gestão de medicamen-
tos, possibilitando a realização de solicitação, recebimento, dispensação, transferências e 
controle de estoque. As coordenações dos programas de controle da TB (nacional, esta-
duais e municipais) e profissionais de laboratório poderão realizar a vigilância dos casos 
por meio do sistema, utilizando o módulo “casos” e “gerenciamento”.

No Site-TB, no momento da notificação e durante o acompanhamento dos casos, é pos-
sível registrar os resultados dos exames de baciloscopia, cultura, TRM-TB, LPA, TS, outro 
exame de biologia molecular e teste para detecção de infecção por HIV. Além disso, 
pode-se registrar a data de coleta da amostra e da liberação dos resultados, parâmetros 
muito úteis para monitorar a qualidade da atenção laboratorial prestada. Os resultados 
possíveis são: i) baciloscopia: não realizado, negativo, positivo (1 a 9 bacilos, +, ++ ou 
+++); ii) cultura: não realizado, negativo, positivo, contaminado; iii) TRM-TB: não reali-
zado, MTB não detectado, MTB detectado indeterminado à Rifampicina, MTB detectado 
sensível à rifampicina, MTB detectado resistente à rifampicina, MTB detectado traços 
indeterminado à rifampicina, inválido; iv) LPA: não realizado, mutação não detectada 
(sensível), mutação detectada (resistente) – rifampicina gene rpoB, isoniazida genes inhA 
e katG, aminoglicosídeos genes rss e eis e flouroquinolonas genes gyrA e gyrB; v) teste de 
sensibilidade: realizado, não realizado, sensibilidade, contaminado ou resistência identi-
ficada para rifampicina, isoniazida, pirazinamida, etambutol, estreptomicina, amicacina, 
levofloxacino e moxifloxacino; vi) outro exame de biologia molecular: não realizado, 
complexo M. tuberculosis e negativo; e vii) HIV: não realizado, negativo e positivo (itens 
F a J do Anexo A).

12.3 Monitoramento dos indicadores laboratoriais

Os dados gerados pelas diferentes fontes de informação devem ser analisados por todos 
os níveis de gestão, subsidiando o cálculo de indicadores para o monitoramento das ações 
laboratoriais de interesse.

O Quadro 43 apresenta os principais indicadores da vigilância laboratorial da TB recomen-
dados para serem calculados e monitorados, a partir dos dados disponíveis nos sistemas 
de informação mencionados anteriormente. Por meio desses mesmos sistemas e de outras 
fontes de dados estabelecidas em nível local, outros indicadores de importância local para 
os serviços de saúde podem ser incluídos.
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Previamente ao cálculo desses indicadores, é imprescindível que análises de qualidade 
(completitude e consistência) das variáveis a serem utilizadas sejam efetuadas regular-
mente, por todos os níveis de gestão.

Quadro 43 –  Principais indicadores para vigilância laboratorial da tuberculose no Brasil. 
Conceituação, fonte de informação e o método de cálculo (2021)

DENOMINAÇÃO CONCEITUAÇÃO FONTES MÉTODO DE CÁLCULO

Realização de 
baciloscopia de 
escarro nos casos 
novos de TB pulmonar

Percentual de 
casos novos de 
TB pulmonar 
notificados que 
tiveram baciloscopia 
de escarro realizada

Sinan

Número de casos novos de TB 
pulmonar com baciloscopia com 
resultado positivo ou negativo, 
sobre o total de casos novos de TB 
pulmonar, multiplicado por 100.

Realização de 
baciloscopia de 
escarro nos casos de 
retratamento de TB 
pulmonar

Percentual de casos 
de retratamento 
de TB pulmonar 
notificados, que 
tiveram baciloscopia 
de escarro realizada

Sinan

Número de casos de retratamento de 
TB pulmonar com baciloscopia com 
resultado positivo ou negativo, sobre 
o total de casos de retratamento de 
TB pulmonar, multiplicado por 100.

Realização de cultura 
de escarro nos casos 
novos de TB pulmonar

Percentual de 
casos novos de 
TB pulmonar 
notificados que 
tiveram cultura de 
escarro realizada

Sinan

Número de casos novos de TB 
pulmonar com cultura com resultado 
positivo ou negativo sobre o total 
de casos novos de TB pulmonar, 
multiplicado por 100.

Realização de cultura 
de escarro nos casos 
de retratamento de 
TB pulmonar

Percentual de casos 
de retratamento 
de TB pulmonar 
notificados que 
tiveram cultura de 
escarro realizada

Sinan

Número de casos de retratamento 
de TB pulmonar com cultura com 
resultado positivo ou negativo sobre 
o total de casos de retratamento de 
TB pulmonar, multiplicado por 100.

Realização de TRM-TB 
de escarro nos casos 
novos de TB pulmonar

Percentual de 
casos novos de 
TB pulmonar 
notificados que 
tiveram TRM-TB 
realizado

Sinan

Número de casos novos de TB 
pulmonar com TRM-TB com 
resultado MTB detectável, sensível 
à rifampicina; MTB detectável, 
resistente à rifampicina; MTB não 
detectável; ou inconclusivo; sobre o 
total de casos novos de TB pulmonar, 
multiplicado por 100.

Realização de TRM-TB 
de escarro nos casos 
de retratamento de 
TB pulmonar

Percentual de casos 
de retratamento 
de TB pulmonar 
notificados que 
tiveram TRM-TB 
confirmados

Sinan

Número de casos de retratamento 
de TB pulmonar com TRM-TB com 
resultado MTB detectável, sensível 
à rifampicina; MTB detectável, 
resistente à rifampicina; MTB não 
detectável; ou inconclusivo; sobre o 
total de casos de retratamento de TB 
pulmonar, multiplicado por 100.

continua
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DENOMINAÇÃO CONCEITUAÇÃO FONTES MÉTODO DE CÁLCULO

Detecção de MTB por 
TRM-TB entre os casos 
novos de TB pulmonar

Percentual de 
casos novos de 
TB pulmonar 
notificados que 
tiveram TRM-TB 
com resultados 
detectáveis

Sinan

Número de casos novos de TB 
pulmonar com TRM-TB com 
resultado MTB detectável, sensível 
à rifampicina e MTB detectável, 
resistente à rifampicina, sobre o 
total de casos novos de TB pulmonar 
que realizaram TRM (soma de 
resultado MTB detectável, sensível 
à rifampicina; MTB detectável, 
resistente à rifampicina; MTB 
não detectável; ou inconclusivo), 
multiplicado por 100.

Detecção de MTB por 
TRM-TB entre os casos 
de retratamento de 
TB pulmonar

Percentual de casos 
de retratamento 
de TB pulmonar 
notificados que 
tiveram TRM-TB 
com resultados 
detectáveis

Sinan

Número de casos de retratamento 
de TB pulmonar com TRM-TB com 
resultado MTB detectável, sensível 
à rifampicina e MTB detectável, 
resistente à rifampicina, sobre o 
total de casos de retratamento de TB 
pulmonar que realizaram TRM (soma 
de resultado MTB detectável, sensível 
à rifampicina; MTB detectável, 
resistente à rifampicina; MTB 
não detectável; ou inconclusivo), 
multiplicado por 100.

Resistência à 
rifampicina entre os 
casos novos de TB 
pulmonar

Percentual de 
casos novos de 
TB pulmonar 
notificados que 
tiveram TRM-TB 
com resultado “MTB 
detectado, RIF 
resistente”

Sinan

Número de casos novos de TB 
pulmonar com TRM-TB com 
resultado MTB detectável, resistente 
à rifampicina, sobre o total de 
casos novos de TB pulmonar 
que realizaram TRM (soma de 
resultado MTB detectável, sensível 
à rifampicina; MTB detectável, 
resistente à rifampicina; MTB 
não detectável; ou inconclusivo), 
multiplicado por 100.

Resistência à 
rifampicina entre os 
casos de retratamento 
de TB pulmonar

Percentual de casos 
de retratamento 
de TB pulmonar 
notificados que 
tiveram TRM-TB 
com resultado “MTB 
detectado, RIF 
resistente”

Sinan

Número de casos de retratamento 
de TB pulmonar com TRM-TB com 
resultado MTB detectável, resistente 
à rifampicina, sobre o total de casos 
de retratamento de TB pulmonar 
que realizaram TRM (soma de 
resultado MTB detectável, sensível 
à rifampicina; MTB detectável, 
resistente à rifampicina; MTB 
não detectável; ou inconclusivo), 
multiplicado por 100.

Casos novos de 
TB pulmonar 
confirmados por 
critério laboratorial

Percentual de 
casos novos de 
TB pulmonar 
cujo diagnóstico 
foi confirmado 
por meio de 
baciloscopia, cultura 
de escarro ou TRM-
TB

Sinan

Número de casos novos pulmonares 
com resultado positivo para 
baciloscopia e/ou cultura e/ou TRM-
TB, sobre o total de casos novos 
pulmonares, multiplicado por 100.

continua

continuação
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DENOMINAÇÃO CONCEITUAÇÃO FONTES MÉTODO DE CÁLCULO

Casos de retratamento 
de TB pulmonar 
confirmados por 
critério laboratorial

Percentual de casos 
de retratamento 
de TB pulmonar 
cujo diagnóstico 
foi confirmado 
por meio de 
baciloscopia, cultura 
de escarro ou TRM-
TB

Sinan

Número de casos de retratamento 
de TB pulmonares com resultado 
positivo para baciloscopia e/ou 
cultura e/ou TRM-TB, sobre o total 
de casos de retratamento de TB 
pulmonar, multiplicado por 100.

Realização de TS entre 
os casos novos de TB 
pulmonar

Percentual de 
casos novos de TB 
pulmonar realizados

Sinan

Número de casos novos de TB 
pulmonar com TS com resultados 
resistente à isoniazida, resistente à 
rifampicina, resistente à isoniazida 
e à rifampicina, resistente a outras 
drogas de primeira linha ou sensível, 
sobre o total de casos novos de TB 
pulmonar, multiplicado por 100.

Realização de TS 
entre os casos de 
retratamento de TB 
pulmonar

Percentual de casos 
de retratamento de 
TB pulmonar com 
cultura positiva e TS 
realizado

Sinan

Número de casos de retratamento 
de TB pulmonar com cultura 
positiva e TS com resultado 
resistente à isoniazida, resistente à 
rifampicina, resistente à isoniazida 
e à rifampicina, resistente a 
outras drogas de primeira linha 
ou sensível, sobre o total de casos 
de retratamento de TB pulmonar, 
multiplicado por 100.

Cartuchos de TRM-TB 
utilizados

Número de 
cartuchos de TRM-TB 
utilizados

Planilha de 
monitoramento 
da RTR-TB, e 
Relatório da 
RTR-TB

Soma de cartuchos de TRM-TB 
utilizados.

Cartuchos de TRM-TB 
perdidos

Percentual de 
cartuchos de TRM-
TB perdidos entre os 
cartuchos utilizados

Planilha de 
monitoramento 
da RTR-TB e 
relatório da 
RTR-TB

Número de cartuchos de TRM-TB 
perdidos dividido pelo total de 
cartuchos de TRM-TB utilizados, 
multiplicado por 100.

Cartuchos de TRM-TB 
com resultado de erro

Percentual de 
cartuchos de TRM-
TB com resultado de 
erro entre os testes 
realizados

Planilha de 
monitoramento 
da RTR-TB e 
Relatório da 
RTR-TB

Número de cartuchos de TRM-TB com 
resultados “erro” dividido pelo total 
de cartuchos de TRM-TB utilizados, 
multiplicado por 100.

Positividade do TRM-
TB entre casos novos 
de TB pulmonar

Percentual de TRM-
TB com resultados 
detectados entre 
o total de TRM-TB 
realizado no âmbito 
de novos casos de TB 
pulmonar

Relatório da 
RTR-TB

Soma dos resultados “MTB 
detectado, RIF sensível” e “MTB 
detectado, RIF resistente" dos casos 
novos de TB pulmonar, dividido 
pelo total de TRM-TB realizados 
entre casos novos de TB pulmonar, 
multiplicado por 100.

* Para os grupos recomendados,¹ 
somar também, no numerador, 
os resultados “MTB traços, RIF 
indeterminado”.

continuação

continua
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DENOMINAÇÃO CONCEITUAÇÃO FONTES MÉTODO DE CÁLCULO

Cartuchos utilizados 
para diagnóstico

Percentual de 
cartuchos utilizados 
para diagnóstico de 
TB pulmonar entre 
o total de cartuchos 
utilizados

Relatório da 
RTR-TB

Número de cartuchos de TRM-TB 
utilizados para fins de diagnóstico 
de TB pulmonar, dividido pelo total 
de cartuchos de TRM-TB utilizados, 
multiplicado por 100.

Cartuchos 
utilizados para 
acompanhamento 
da resistência à 
rifampicina entre os 
casos novos de TB 
pulmonar

Percentual 
de cartuchos 
utilizados para 
acompanhamento 
da resistência entre 
os casos novos de TB 
pulmonar

Planilha A de 
monitoramento 
da RTR-TB, e 
relatório da 
RTR-TB

Número de cartuchos de TRM-TB 
utilizados para acompanhamento 
da resistência à rifampicina entre os 
casos novos de TB pulmonar, dividido 
pelo total de cartuchos de TRM-TB 
utilizados, multiplicado por 100.

Cartuchos 
utilizados para 
acompanhamento 
da resistência à 
rifampicina entre os 
casos de retratamento 
de TB pulmonar

Percentual 
de cartuchos 
utilizados para 
acompanhamento 
da resistência 
entre os casos de 
retratamento de TB 
pulmonar

Planilha de 
monitoramento 
da RTR-TB, e 
relatório da 
RTR-TB

Número de cartuchos de TRM-TB 
utilizados para acompanhamento 
da resistência à rifampicina entre 
os casos de retratamento de TB 
pulmonar, dividido pelo total de 
cartuchos de TRM-TB utilizados, 
multiplicado por 100.

Desempenho da 
máquina

Razão entre o 
número de testes 
realizados por 
equipamento, sobre 
o potencial máximo 
de utilização da 
máquina

Planilha de 
monitoramento 
da RTR-TB, e 
relatório da 
RTR-TB

Número de testes realizados, 
por equipamento, dividido pelo 
potencial máximo de utilização do 
equipamento², multiplicado por 100.

Amostras para cultura 
contaminadas

Percentual 
de amostras 
para cultura 
contaminadas entre 
o total de amostras 
para cultura 
recebidas

GAL

Número de amostras para cultura 
contaminadas dividido pelo total 
de amostras para cultura recebidas, 
multiplicado por 100.

Tempo de liberação 
de resultados das 
baciloscopias

Dias decorridos 
entre o recebimento 
da amostra e 
a liberação do 
resultado da 
baciloscopia

GAL

Data de liberação do resultado da 
amostra no laboratório subtraída da 
data de recebimento da amostra no 
laboratório. Contado em dias, pode 
ser expresso em média, mediana ou 
categorias.

Tempo de envio de 
amostras de escarro 
ao laboratório

Dias decorridos 
entre a coleta 
da amostra e 
o recebimento 
da amostra no 
laboratório

GAL

Data de recebimento da amostra 
no laboratório subtraída da data 
de coleta da amostra. Contado em 
dias, pode ser expresso em média, 
mediana ou categorias.

Positividade das 
baciloscopias de 
escarro para o 
diagnóstico da TB

Percentual de 
baciloscopias 
positivas entre 
as baciloscopias 
realizadas para 
o diagnóstico de 
casos novos de 
TB pulmonar em 
adolescentes (> 10 
anos) e adultos

GAL

Número de baciloscopias para 
diagnóstico com resultado 
positivo dividido pelo número 
de baciloscopias realizadas em 
adolescentes (> 10 anos) e adultos, 
multiplicado por 100.

continuação

continua
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DENOMINAÇÃO CONCEITUAÇÃO FONTES MÉTODO DE CÁLCULO

Positividade das 
baciloscopias de 
escarro para o 
diagnóstico da TB

Percentual de 
baciloscopias 
positivas entre 
as baciloscopias 
realizadas para o 
diagnóstico de casos 
de retratamento de 
TB pulmonar

GAL

Número de baciloscopias para o 
diagnóstico de casos de retratamento 
com resultado positivo dividido pelo 
número de baciloscopias realizadas, 
multiplicado por 100.

Tempo de liberação 
do resultado de TS 
pelos métodos das 
proporções

Dias decorridos 
entre o recebimento 
da amostra no 
laboratório e 
a liberação do 
resultado do TS 
pelo método das 
proporções.

GAL

Data de liberação do resultado de 
TS pelo método das proporções 
subtraída da data de recebimento da 
amostra no laboratório. Contado em 
dias, pode ser expresso em média, 
mediana ou categorias.

Tempo de liberação 
do resultado de 
TS pelo método 
automatizado

Dias decorridos 
entre o recebimento 
da amostra no 
laboratório e 
a liberação do 
resultado do TS 
pelo método 
automatizado

GAL

Data de liberação do resultado 
de TS pelo método automatizado 
subtraído da data de recebimento da 
amostra no laboratório. Contado em 
dias, pode ser expresso em média, 
mediana ou categorias.

Positividade das 
culturas de escarros 
entre os casos novos

Percentual de 
culturas de escarro 
positivas entre as 
culturas de escarro 
realizadas, entre os 
casos novos de TB 
pulmonar

GAL

Número de culturas de escarro 
com resultado positivo dividido 
pelo total de culturas de escarro 
realizadas entre os casos novos de TB, 
multiplicado por 100.

Positividade das 
culturas de escarros 
entre os casos de 
retratamento

Percentual de 
culturas de escarro 
positivas entre 
as culturas de 
escarro realizadas, 
entre os casos de 
retratamento de TB 
pulmonar

GAL

Número de culturas de escarro com 
resultado positivo dividido pelo total 
de culturas de escarro realizadas 
entre os casos de retratamento de 
TB, multiplicado por 100.

Fonte: CGDR/DCCI/SVS/MS.
GAL: Gerenciador de Ambiente Laboratorial; MTB: M. tuberculosis; RIF: rifampicina; RTR-TB: Rede de Teste Rápido 
Molecular para tuberculose; TB: tuberculose; TRM-TB: Teste Rápido Molecular para Tuberculose; TS: teste de sensibilida-
de; Sinan: Sistema de Informação de Agravos de Notificação.
1 – considerar "MTB traços, RIF indeterminado para pessoas vivendo com HIV.
2 – considerar quatro testes a cada ciclo, cada ciclo de duas horas, multiplicado pela carga horária de funcionamento 
semanal do laboratório, multiplicado pelo número de dias úteis daquele mês. Caso haja módulo com defeito, subtrair do 
número de testes esperados por ciclo.

        Para os indicadores propostos no Quadro 43, é importante avaliar a periodicidade 
de cálculo e avaliação, considerando que, para o estabelecimento dos numeradores e 
denominadores, o tempo sob avaliação deve ser o mesmo. Ainda, para a maioria dos 
indicadores propostos, alguns estratos que melhor reflitam a avaliação de interesse devem 
ser pensados, tais como: faixa etária, sexo, local de procedimento (do caso ou da amostra), 
status de HIV e comorbidades. Os indicadores e as estratificações subsidiam os gestores a 
melhor entender a dinâmica do diagnóstico laboratorial da TB nos territórios, e indicam 
fragilidades que podem/devem ser redesenhadas.

conclusão
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12.4  Atribuições e responsabilidades dos entes federados para o esta-
belecimento da vigilância laboratorial

A vigilância laboratorial é uma atividade que conta com a atuação conjunta dos labora-
tórios públicos e privados que realizam exames para o diagnóstico de TB, Lacen, Rede de 
Laboratórios de Referência para TB, Programas Municipais e Estaduais de Controle da TB, 
CGDR/MS e CGLAB/MS.

O estabelecimento de atribuições e responsabilidades dos entes federados corresponsáveis 
pelos processos de trabalho que compõem a vigilância laboratorial da TB é etapa crucial 
para a organização dos serviços e para a garantia de um fluxo adequado de informações.

12.4.1 Laboratórios

1. Estabelecer o diagnóstico inicial da TB e o fluxo para seguimento do diagnóstico 
laboratorial.

2. Alimentar os Livros de Registro, Sistemas de Informação e as planilhas eletrônicas utiliza-
das para o monitoramento das informações de produção e qualidade laboratoriais.

3. Realizar, periodicamente, análise dos indicadores recomendados para a vigilância labora-
torial da TB (Quadro 43) conjuntamente aos Programas de Controle de TB.

4. Disponibilizar ao LRR de sua abrangência, periodicamente, relatórios com os indicadores 
sob monitoramento pertinentes à sua esfera de atuação.

5. Participar das discussões e elaborações de fluxos de para aprimorar o monitoramento dos 
indicadores.

6. Participar de cursos e oficinas com o objetivo de capacitação e sensibilização dos profis-
sionais de laboratório para o cálculo e a utilização de indicadores na análise dos dados 
laboratoriais gerados.

12.4.2 Rede de laboratórios de referência

1. Orientar o diagnóstico da TB, conforme as recomendações nacionais, perante a rede 
laboratorial.

2. Alimentar os Sistemas de Informação e as planilhas eletrônicas utilizadas para o monito-
ramento das informações de produção e qualidade laboratoriais.

3. Realizar, periodicamente, análise dos indicadores recomendados para a vigilância labora-
torial da TB de sua rede de referência (Quadro 43) com os Programas de Controle de TB e 
CGLAB/MS.

4. Disponibilizar ao MS, periodicamente, relatórios com os indicadores sob monitoramento 
pertinentes à sua esfera de atuação.

5. Participar das discussões e elaborações de fluxos de informação para aprimorar o monito-
ramento dos indicadores.

6. Realizar cursos e oficinas com o objetivo de capacitar e sensibilizar os profissionais de labora-
tório para o cálculo e a utilização de indicadores na análise dos dados laboratoriais gerados.

7. Participar de cursos e oficinas com o objetivo de capacitação e sensibilização dos profis-
sionais de laboratório para o cálculo e a utilização de indicadores na análise dos dados 
laboratoriais gerados.
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8. Fornecer suporte logístico, de insumos e de resposta aos laboratórios de sua rede de 
referência.

9. Articular, quando necessário, a atuação conjunta com outros laboratórios de referência 
para atendimento de demandas e/ou resolução de problemas no contexto da rede de 
diagnóstico laboratorial.

10. Monitorar e comunicar ao MS dificuldades de utilização dos sistemas de informação, prin-
cipalmente nas situações que porventura gerem prejuízos no atendimento às demandas 
da rede laboratorial.

12.4.3 Programa municipal de controle da TB

1. Alimentar os Sistemas de Informação e as planilhas eletrônicas utilizadas para o monito-
ramento das informações de produção e qualidade laboratoriais.

2. Realizar, periodicamente, análise dos indicadores recomendados para a vigilância labora-
torial da TB (Quadro 43) com os laboratórios da rede.

3. Disponibilizar aos programas estaduais, periodicamente, relatórios com os indicadores 
sob monitoramento pertinentes à sua esfera de atuação.

4. Participar das discussões e elaborações de fluxos de informação para aprimorar o monito-
ramento dos indicadores.

5. Realizar cursos e oficinas com o objetivo de capacitar e sensibilizar os profissionais de 
laboratório para o cálculo e a utilização de indicadores na análise dos dados laboratoriais 
gerados.

6. Participar de cursos e oficinas com o objetivo de capacitação e sensibilização dos profis-
sionais de laboratório para o cálculo e a utilização de indicadores na análise dos dados 
laboratoriais gerados.

12.4.4 Programa estadual de controle da TB

1. Alimentar os Sistemas de Informação e as planilhas eletrônicas utilizadas para o monito-
ramento das informações de produção e qualidade laboratoriais.

2. Realizar, periodicamente, análise dos indicadores recomendados para a vigilância labora-
torial da TB (Quadro 43) com os Lacen, laboratórios de referência e Programas Municipais 
de Controle da TB.

3. Disponibilizar ao MS, periodicamente, relatórios com os indicadores sob monitoramento 
pertinentes à sua esfera de atuação.

4. Participar das discussões e elaborações de fluxos de informação para aprimorar o monito-
ramento dos indicadores.

5. Realizar cursos e oficinas com o objetivo de capacitar e sensibilizar os profissionais de 
laboratório para o cálculo e a utilização de indicadores na análise dos dados laboratoriais 
gerados.

6. Participar de cursos e oficinas com o objetivo de capacitação e sensibilização dos profis-
sionais de laboratório para o cálculo e a utilização de indicadores na análise dos dados 
laboratoriais gerados.
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12.4.5 Ministério da Saúde

1. Realizar, periodicamente, análise dos indicadores recomendados à vigilância laborato-
rial da TB (Quadro 43), com os laboratórios de referência, e aos Programas Estaduais de 
Controle da TB.

2. Disponibilizar, periodicamente, relatórios com os indicadores sob monitoramento perti-
nentes à sua esfera de atuação.

3. Participar das discussões e elaborações de fluxos de informação para aprimorar o monito-
ramento dos indicadores.

4. Realizar cursos e oficinas com o objetivo de capacitar e sensibilizar os profissionais de 
laboratório para o cálculo e a utilização de indicadores na análise dos dados laboratoriais 
gerados.

5. Dar suporte logístico, de insumos e de resposta à rede.

6.  Coordenar o desenvolvimento de políticas públicas voltadas ao controle e ao monitora-
mento da TB.

12.4.6 Ações estratégicas para vigilância laboratorial de qualidade

A vigilância laboratorial da TB deve ser desempenhada pela união dos esforços das esferas 
municipais, estaduais e federais, de forma que esteja alinhada às metas e aos objetivos do 
Plano Nacional pelo Fim da TB como Problema de Saúde Pública.

O Quadro 44 apresenta exemplos de ações estratégicas prioritárias, alinhadas aos pilares 
do Plano. A saber: Pilar 1– Prevenção e cuidado integrado centrados na pessoa com TB; 
Pilar 2 – Políticas arrojadas e sistema de apoio; e Pilar 3 – Intensificação da pesquisa e 
inovação.

Quadro 44 –  Rol de ações estratégicas prioritárias para o desenvolvimento da vigilância 
laboratorial da TB

AÇÃO ENTE FEDERADO PILAR

Promover ações voltadas ao acesso do diagnóstico precoce da TB 
sensível e drogarresistente, tendo em vista o início oportuno do 
tratamento

Município, Estado 
e União

1

Promover ações que viabilizem o acesso ao diagnóstico das populações 
mais vulneráveis, especialmente PVHIV e PPL

Município, Estado 
e União

1

Equipar laboratórios com maquinário necessário para a execução dos 
exames e garantir a proteção à saúde do trabalhador

Município, Estado 
e União

1

Otimizar o sistema de transporte para envio de amostras entre serviços 
de saúde e laboratórios

Município e Estado 1

Estabelecer fluxos de informação entre toda a rede laboratorial, 
estabelecendo centros de referência nacionais e regionais

Município e Estado 1

Realizar o controle logístico de estoques de insumos
Município, Estado 

e União
1

Garantir recursos humanos em quantidade necessária
Município, Estado 

e União
1

continua
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AÇÃO ENTE FEDERADO PILAR

Promover capacitações permanentes para os recursos humanos, 
incluindo o preenchimento adequado das fichas de solicitação de 
exames, a utilização dos sistemas de informação e a execução dos 
exames laboratoriais

Município, Estado 
e União

1

Incorporar oportunamente as inovações tecnológicas diagnósticas
Município, Estado 

e União
3

Estimular o desenvolvimento de novas pesquisas e inovações 
tecnológicas

Município, Estado 
e União

3

Favorecer e estimular atividades colaborativas intersetoriais, 
especialmente aquelas entre as coordenações de TB e HIV

Município, Estado 
e União

2

Fomentar a atualização e adequação dos sistemas de informação, 
considerando as inovações tecnológicas e as necessidades da vigilância, 
garantindo o acesso ao dado em tempo real

União 2

Estimular a implantação de soluções voltadas à integração e à 
interoperabilidade entre sistemas de informação

União 2

Desenvolver estratégias e ferramentas para a melhoria da qualidade 
dos dados dos sistemas de vigilância nos territórios e o aprimoramento 
das bases de dados

Município, Estado 
e União

2

Definir periodicidade para monitoramento dos indicadores da 
vigilância laboratorial e tomar as medidas necessárias para correção de 
fragilidades observadas

Município, Estado 
e União

2

Fonte: Autoria própria. 
HIV: vírus da imunodeficiência humana; PVHIV: pessoa vivendo com o vírus da imunodeficiência humana; PPL: pessoa 
privada de liberdade; TB: tuberculose.

Recomenda-se, ainda, que as ações estratégicas sejam priorizadas de acordo com as ne-
cessidades de cada território.

conclusão
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ANEXOS

ANEXO A – Fichas, Relatórios e Boletins

A)  Ficha de notificação/Investigação da tuberculose do Sistema de 
Informação de Agravos de Notificação

Arquivo: Anexo_I-A_cap.12.pdf



449

12 VIGILÂNCIA LABORATORIAL DA TB

B)  Ficha de acompanhamento da tuberculose do Sistema de 
Informação de Agravos de Notificação

Arquivo: Anexo_I-B_cap.12.pdf
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C)  Ficha de requisição de exame de tuberculose do Sistema 
Gerenciador de Ambiente Laboratorial

Arquivo: Anexo_I-C_cap.12.pdf
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D)  Formulário eletrônico para monitoramento da rede de Teste Rápido 
para Tuberculose –  RTR-TB

Monitoramento do uso de TRM-TB

* Obrigatória

Dados da notificação

1. Data do preenchimento*:

Formato D/m/yyyy

2. Nome do responsável pelo preenchimento:

3. Local de trabalho:

4. Telefone (XX) XXXX-XXXX:

5. E-mail:

6. Unidade federada*:

7. Município*:

8. Ano de referência*:

9. Mês de referência*:

10. N.º de módulos com defeito*:

Informar o número de módulos com defeito. Caso haja mais de um equipamento no laboratório, 
informar o número de módulos com defeito considerando todos os equipamentos. Incluir também o 
número de módulos inoperantes, mesmo que o equipamento esteja totalmente parado.
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Casos novos de TB pulmonar
Inserir resultados laboratoriais de TRM-TB referentes aos CASOS NOVOS de TB PULMONAR

11. Número de exames com resultado de MTB detectado, RIF resistente*:

12. Número de exames com resultado de MTB detectado, RIF sensível*:

13. Número de exames com resultado de MTB detectado, RIF indeterminado*:

14. Número de exames com resultado de MTB detectado traços, RIF não avaliada (indeterminado)*:

Resistência à RIF não é avaliada.

15. Número de exames com resultado de MTB não detectado *:

16. Número de exames com resultado inválido ou no results*:

17. Número de perdas*:

Considerar cartuchos com validade vencida, armazenamento incorreto, avarias diversas e outros.

18. Total de exames com erro*:

19. Total de exames com erro do tipo 1001*:

20. Total de exames com erro do tipo 1002*:

21. Total de exames com erro do tipo 2005*:

22. Total de exames com erro do tipo 2006*:
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23. Total de exames com erro do tipo 2008*:

24. Total de exames com erro do tipo 2014*:

25. Total de exames com erro do tipo 2127*:

26. Total de exames com erro do tipo 2037*:

27. Total de exames com erro do tipo 5006*:

28. Total de exames com erro do tipo 5007*:

29. Total de exames com erro do tipo 5008*:

30. Total de exames com erro do tipo 5011*:

31. Foram encontrados outros resultados de erros*?

Ο Sim

Ο Não

32. Código do erro*:

33. Número de erros*:

34. Número de testes realizados para acompanhamento das resistências*:
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Casos novos de TB extrapulmonar
Inserir resultados laboratoriais de TRM-TB referentes aos casos novos de TB EXTRAPULMONAR.

35. Número de exames com resultado de MTB detectado, RIF resistente*:

36. Número de exames com resultado de MTB detectado, RIF sensível*:

37. Número de exames com resultado de MTB detectado, RIF indeterminado*:

38. Número de exames com resultado de MTB detectado traços, RIF não avaliada (indeterminado)*:

Resistência à RIF não é avaliada.

39. Número de exames com resultado de MTB não detectado*:

40. Número de exames com resultado inválido ou no results*:

41. Total de exames com erro*:

42. Total de exames com erro do tipo 1001*:

43. Total de exames com erro do tipo 1002*:

44. Total de exames com erro do tipo 2005*:

45. Total de exames com erro do tipo 2006*:

46. Total de exames com erro do tipo 2008*:

47. Total de exames com erro do tipo 2014*:
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48. Total de exames com erro do tipo 2127*:

49. Total de exames com erro do tipo 2037*:

50. Total de exames com erro do tipo 5006*:

51. Total de exames com erro do tipo 5007*:

52. Total de exames com erro do tipo 5008*:

53. Total de exames com erro do tipo 5011*:

54. Foram encontrados outros resultados de erros*?

Ο Sim

Ο Não

55. Código do erro*:

56. Número de erros*:

57. Número de testes realizados para acompanhamento das resistências*:

Casos de Retratamento
Inserir resultados laboratoriais de TRM-TB referentes aos casos de RETRATAMENTO de TB.

35. Número de exames com resultado de MTB detectado, RIF resistente*:

36. Número de exames com resultado de MTB detectado, RIF sensível*:

37. Número de exames com resultado de MTB detectado, RIF indeterminado*:
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38. Número de exames com resultado de MTB detectado traços, RIF não avaliada (indeterminado)*:

Resistência à RIF não é avaliada.

39. Número de exames com resultado de MTB não detectado *:

40. Número de exames com resultado inválido ou no results*:

41. Total de exames com erro*:

42. Total de exames com erro do tipo 1001*:

43. Total de exames com erro do tipo 1002*:

44. Total de exames com erro do tipo 2005*:

45. Total de exames com erro do tipo 2006*:

46. Total de exames com erro do tipo 2008*:

47. Total de exames com erro do tipo 2014*:

48. Total de exames com erro do tipo 2127*:

49. Total de exames com erro do tipo 2037*:

50. Total de exames com erro do tipo 5006*:
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51. Total de exames com erro do tipo 5007*:

52. Total de exames com erro do tipo 5008*:

53. Total de exames com erro do tipo 5011*:

54. Foram encontrados outros resultados de erros*?

Ο Sim

Ο Não

55. Código do erro*:

56. Número de erros*:

57. Número de testes realizados para acompanhamento das resistências*:
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E)  Ficha de notificação do Sistema de Informação de Tratamentos 
Especiais da Tuberculose – Site-TB – caso de TB

Arquivo: Anexo_I-E_cap.12.pdf
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F)  Ficha de notificação do Sistema de Informação de Tratamentos 
Especiais da Tuberculose – Site-TB – caso de TB-DR

Arquivo: Anexo_I-F_cap.12.pdf
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G)  Ficha de notificação do Sistema de Informação de Tratamentos 
Especiais da Tuberculose – Site-TB – caso de MNT

Arquivo: Anexo_I-G_cap.12.pdf
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H)  Boletim de acompanhamento do Sistema de Informação de 
Tratamentos Especiais da Tuberculose – Site-TB – caso de TB e 
TB-DR

Arquivo: Anexo_I-H_cap.12.pdf
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I)  Boletim de acompanhamento do Sistema de Informação de 
Tratamentos Especiais da Tuberculose – Site-TB – caso de MNT

Arquivo: Anexo_I-I_cap.12.pdf
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13  USO E MONITORAMENTO DE EQUIPAMENTOS 
BÁSICOS

13.1 Introdução

O uso correto e o monitoramento dos equipamentos presentes nos laboratórios que 
realizam o diagnóstico da TB e de micobacterioses são fundamentais para a qualidade 
dos exames realizados. O mau uso, a constante utilização ou até mesmo o uso não peri-
ódico fazem com que o padrão de desempenho seja perdido. Por esse motivo, é muito 
importante o monitoramento dos equipamentos. Isso implica executar um conjunto de 
procedimentos que registrem o desempenho de um determinado equipamento. O pro-
fissional de laboratório é responsável não só pela técnica correta de uso, como também 
pelo monitoramento e pela conservação de todos os equipamentos que fazem parte da 
rotina laboratorial.

São recomendações gerais para a instalação e o uso dos equipamentos de laboratório:1

 » realizar o aterramento da rede elétrica;

 » utilizar uma tomada para cada equipamento;

 » anotar a voltagem das tomadas e dos cabos de cada equipamento;

 » treinar os profissionais nos POP e na limpeza dos equipamentos;

 » seguir as instruções de instalação contidas nos manuais;

 » manter em local acessível o manual de cada equipamento;

 » disponibilizar POP dos procedimentos a serem realizados;

 » evitar o uso de capas plásticas na proteção dos equipamentos, quando eles não 
estão sendo usados. Elas favorecem a condensação de umidade, resultando na oxi-
dação dos componentes elétricos/eletrônicos, bem como o crescimento de fungos. 
As capas confeccionadas em tecidos que não soltam fibras são as indicadas para 
esse fim;

 » desligar os equipamentos da rede elétrica antes de qualquer procedimento de 
limpeza;

 » desinfetar os equipamentos antes de enviá-los à manutenção;

 » fazer contrato de assistência técnica sempre que possível; e

 » registrar todos os equipamentos no programa de manutenção preventiva do 
laboratório.
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Conforme o método de diagnóstico, os equipamentos necessários estão apresentados no 
Quadro 45.

Quadro 45 –  Equipamentos utilizados conforme métodos de diagnóstico de tuberculose 
e outras micobacterioses

BACILOSCOPIA

Autoclave Balança Capela de exaustão

Destilador de água Microscópio

CULTURA, IDENTIFICAÇÃO FENOTÍPICA E CONSERVAÇÃO DE CEPAS

Autoclave Agitador mecânico Balança

Cabine de segurança biológica Capela de exaustão Coagulador de meio de cultura

Centrífuga Destilador de água Dispensador de meio de cultura

Estufas bacteriológicas Geladeira e freezer Microscópio

Medidor de pH

IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR

Autoclave Agitador mecânico Balança

Banho-maria Cabine de segurança biológica Capela de exaustão

Cuba e fonte de eletroforese Destilador de água Geladeira e freezer

Medidor de pH Microcentrífuga Micropipetadores

Termociclador

INSTRUMENTO AUXILIAR DE MONITORAMENTO

Termômetros

Fonte: Autoria própria.

13.2 Equipamentos

13.2.1 Agitador mecânico

Usado para promover a agitação e a homogeneização de soluções em tubos (ensaio ou 
centrífuga) ou microtubos.

Condutas:

 » verificar sempre a presença de fissuras nos tubos de ensaio de vidro ou plástico 
antes de efetuar a agitação; e

 » verificar sempre as condições da borracha do receptáculo de tubo.

Uso:

 » selecionar a chave de “agitação contínua” ou “agitação periódica”. No uso da 
contínua, regular a velocidade desejada girando o potenciômetro e colocar o tubo 
ou frasco para agitação. Na periódica, o aparelho permanece desligado e, para 
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colocá-lo em funcionamento, basta pressionar o receptáculo de borracha com o 
próprio tubo a ser agitado.

Monitoramento:

 » enviar à assistência técnica credenciada, anualmente, para realização de aferição 
e ajuste.

13.2.2 Autoclave

A autoclave é um equipamento utilizado para esterilização de materiais e, no caso de ser 
uma autoclave vertical, não deve estar dentro do laboratório, mas sim o mais próximo 
possível dele.2 O ideal para o laboratório de TB é a instalação de uma autoclave horizon-
tal (com duas portas), para que o material utilizado na área contaminada seja colocado 
diretamente na autoclave e, depois de autoclavado, seja retirado pela outra porta para 
uma área não contaminada.

Para que o processo de esterilização seja eficiente é necessário que todo ar residual seja 
eliminado do interior da autoclave, e que o vapor úmido penetre em todo material a ser 
autoclavado.3 Por isso, é importante que não seja colocado material em excesso.

Os microrganismos patogênicos são mortos mais rapidamente pelo calor úmido (o vapor 
saturado desnatura as suas proteínas) do que pelo calor seco.3 A temperatura mínima deve 
ser de 121°C e mantida por 15 a 20 minutos, em 1 ATM acima da pressão atmosférica. 
Porém, alguns equipamentos automatizados operam a 134°C por três a cinco minutos.2

Condutas:

utilizar pelo menos duas autoclaves, uma para esterilizar reagentes e meios de cultura e 
outra para descontaminar o material infeccioso, antes de encaminhá-lo para a coleta de 
lixo hospitalar/laboratorial2 ou para o local de reciclagem, no caso de vidros;

ATENÇÃO: verificar periodicamente as borrachas de vedação da autoclave e substi-
tuí-las, se necessário, para assegurar a vedação hermética e evitar o escape do vapor 
de água.

 » instruir todos os usuários para o correto uso da autoclave;

 » manter o cesto e a câmara de autoclavação sempre limpos, lavando periodicamen-
te com esponja de aço e sabão e retirando os resíduos com bastante água1; e

 » trocar a água da câmara de autoclavação pelo menos uma vez por semana.

Uso:

 » verificar se a autoclave está desligada, com o manômetro zerado e sem indício de 
produção de vapores;

 » abrir a tampa e verificar o nível de água. Se necessário, acrescentar água até o nível 
de trabalho, ou seja, a resistência deve estar submersa;

 » distribuir os materiais no cesto de autoclavação, de forma que a circulação de vapor 
não seja prejudicada;

 » fechar a tampa. Encaixar e apertar as garras de fechamento firmemente;
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 » ligar a chave do equipamento no máximo. Deixar a válvula de exaustão de vapor 
aberta;

 » aguardar a saída de vapor úmido pela válvula de exaustão. Manter a válvula de 
exaustão aberta por pelo menos cinco minutos após o início da fervura da água, 
o que garante a eliminação total do ar residual. Fechar a válvula de exaustão de 
vapor;

 » aguardar a autoclave atingir 121°C. Mudar a chave para médio ou mínimo para 
que seja mantida a temperatura de autoclavação. Marcar o tempo;

 » ao término do tempo, desligar a chave do equipamento e aguardar o seu esfria-
mento ou a queda total da pressão interna;

 » abrir a válvula de exaustão para garantir a saída de toda pressão interna;

 » desrosquear as garras de fechamento, abrir a tampa e retirar o material autoclava-
do; e

 » deixar esfriar e fechar a tampa.

Monitoramento:

 » a eficiência do processo de autoclavação pode ser avaliada por controle biológi-
co. Nas esterilizações por vapor úmido pode ser utilizada qualquer apresentação 
comercial de Bacillus stearothermophilus,1 que deve ser submetida à autoclavação 
e, posteriormente, o seu conteúdo semeado em meio de cultura apropriado para 
verificação de desenvolvimento. Caso haja desenvolvimento do bacilo, deve-se soli-
citar calibração por assistência técnica credenciada. Esse controle biológico deve ser 
realizado pelo menos uma vez ao mês, preferencialmente quando o equipamento 
estiver com a carga máxima de sua capacidade; e

 » o ajuste da autoclave deve ser realizado por assistência técnica credenciada pelo 
menos uma vez ao ano.

13.2.3 Balanças

As balanças podem ser mecânicas ou eletrônicas1 e são usadas para pesar as substâncias 
que compõem os reagentes e as soluções. Para a quantidade máxima de 200 g deve ser 
utilizada balança analítica, com intervalo de leitura de 0,0001 g. Acima dessa quantidade, 
deve-se utilizar balança semianalítica, com intervalo de leitura de 0,1 g, 0,01 g ou 0,001 g.

As balanças devem ser ajustadas por uma empresa credenciada no local onde está ou será 
instalada. Para instalação ou uso devem ser observados os seguintes critérios:

Condutas:

 » instalar em bancadas de alvenaria, com tampo de concreto, mármore ou granito, 
longe de equipamentos que causem vibrações ou correntes de ar e não encostada 
em paredes;1

 » nivelar a balança antes do uso e da aferição;

 » limpar delicadamente a balança após o uso, com auxílio de um pincel de cerdas 
macias;
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 » não fazer pesagens diretamente sobre o prato da balança. Usar papel ou recipientes 
próprios para pesagem.4 Esses não podem reagir com a substância a ser pesada; e

 » determinadas substâncias requerem o uso de EPI para serem manipuladas durante 
a pesagem.

Uso da balança mecânica:1

 » tarar (zerar) a balança;

 » pesar o papel ou recipiente de pesagem. Anotar o peso;

 » somar o peso do papel ao peso da substância a ser pesada. O valor encontrado é o 
total a ser pesado;

 » travar a balança, marcar ou adicionar o peso correspondente ao valor final; e

 » destravar a balança e adicionar a substância até que a escala da balança atinja o 
valor total determinado.

Uso da balança eletrônica:1

 » ligar a balança e aguardar pelo menos 30 minutos para estabilizá-la;

 » colocar o papel ou recipiente de pesagem no prato da balança;

 » tarar a balança, descontando, dessa forma, o peso do papel ou recipiente de pesa-
gem; e

 » adicionar a substância a ser pesada até alcançar o valor desejado.

Monitoramento:

 » deve ser realizado pela pesagem de um “peso-padrão” – objeto de aferição, com 
uma carga determinada e conhecida. As balanças que indicarem peso diferente ao 
do “peso-padrão” devem ser encaminhadas para ajuste em uma assistência técnica 
credenciada.

13.2.4 Banho-maria

Os banhos-maria são equipamentos utilizados em alguns testes bioquímicos de identifica-
ção de micobactérias. São projetados para trabalhar na temperatura requerida, por deter-
minada técnica, e possuem tampa para evitar a perda de calor e a evaporação excessiva 
da água. Essas tampas devem ser inclinadas para que a água da condensação não goteje 
sobre o que está sendo incubado.3

Condutas:

 » no uso primário ou após a limpeza, encher o reservatório com água destilada;

 » desligar o banho-maria da tomada sempre que realizar a limpeza e nunca fazê-la 
diretamente sob a água corrente. Mensalmente ou sempre que houver depósitos 
ou incrustações, lavar as partes metálicas com esponja de aço e sabão neutro enxa-
guando com bastante água; e1

 » ter cuidado com toques involuntários durante a limpeza da bancada ou uso do 
próprio equipamento para não alterar a posição do termostato.1
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Uso:

 » verificar se o nível de água está cobrindo a resistência e o sensor do termômetro;

 » caso seja necessário, acrescentar água destilada ou deionizada até o nível de 
trabalho;

 » ajustar o termostato para a temperatura desejada, sempre observando o limite da 
temperatura de trabalho do equipamento;

 » utilizar o equipamento somente quando a temperatura estiver estabilizada; e

 » manter sempre o banho-maria tampado durante o uso para evitar variação da tem-
peratura e evaporação da água.

Monitoramento:

 » durante o uso, verificar a temperatura antes e durante o processo de incubação, 
utilizando um termômetro de leitura pontual ou instantânea; e

 » após pernoite ligado e sem uso, medir a temperatura antes do processo de incuba-
ção e anotar o resultado no “Formulário de Monitoramento – Banho-maria,” cujo 
modelo é apresentado no anexo I-A desse capítulo.

13.2.5 Cabine de Segurança Biológica – CSB

A CSB é o equipamento mais importante em um laboratório que realiza o isolamento 
e a identificação de Mycobacterium tuberculosis. As CSB foram projetadas para evitar a 
dispersão de aerossóis de materiais perigosos para o ambiente de trabalho. A CSB Classe II, 
tipos B2 ou B3, é ideal para o uso em laboratórios de microbiologia – micobactérias, pois 
oferece proteção ao técnico, ao ambiente e ao produto manipulado.3 Nessa, o ar filtrado 
da área de trabalho da CSB forma uma “cortina” ou barreira de ar na janela frontal, que 
impede a entrada de partículas contaminantes do ambiente do laboratório e a dispersão 
de aerossóis de dentro da CBS para o ambiente do laboratório.2

Condutas:

 » instalar a CSB em um local distante da entrada principal do laboratório, já que o 
trânsito de pessoas próximas ao equipamento pode causar interferência na cortina 
de ar da janela frontal. A mesma situação pode ocorrer quando a CSB está próxima 
às janelas abertas ou equipamentos que podem proporcionar movimentação de 
ar,3 exemplo: centrífugas; e

 » não utilizar bico de Bunsen no interior da CSB devido ao risco de interferência no 
fluxo de ar interno e danos ao filtro HEPA.

Uso:

 » desinfetar as paredes internas e a superfície da área de trabalho com gaze, papel-
-toalha ou pano umedecido com solução de álcool a 70%;

 » cobrir a bancada com papel de filtro ou outro papel-absorvente, cuidando para 
não obstruir os orifícios do fluxo de ar;
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 » colocar somente o material necessário no interior da CSB. O excesso de material 
ou equipamento no interior da CSB pode causar interferência no fluxo de ar ou na 
contaminação cruzada;

 » ligar a CSB e a lâmpada germicida UV pelo menos 20 minutos antes de iniciar seu 
uso;

 » desligar a lâmpada UV e ligar a lâmpada fluorescente. Introduzir as mãos e ante-
braços na CSB, aguardar pelo menos 60 segundos e dar início às manipulações;

 » evitar a manipulação dos materiais com gestos bruscos para não alterar o fluxo de 
ar;

 » manter um saco plástico autoclavável no interior da CSB para o descarte de ma-
terial contaminado. Ao término do trabalho, adicionar pequena quantidade de 
água (para assegurar a geração de calor úmido durante a autoclavação) e fechá-lo 
hermeticamente;

 » esperar cinco minutos após o término das manipulações para desligar a CSB e pro-
ceder aos passos seguintes;

 » abrir a janela de vidro frontal. Retirar todo o material. Desinfetar as paredes inter-
nas e a superfície da área de trabalho com gaze, papel-toalha ou pano umedecido 
com solução de álcool a 70%. Ligar a lâmpada UV por 30 minutos; e

 » desligar a lâmpada UV, desligar a CSB e registrar o uso no formulário de uso da 
CSB. O modelo de “Formulário de Registro de Uso – Cabine de Segurança Biológica 
(CSB)” é apresentado no anexo II-A desse capítulo.

Monitoramento:

 » deve ser executado pelo fabricante ou pela assistência técnica credenciada. Inclui 
testes de velocidade do ar, perda de pressão dos filtros HEPA, contagem de partícu-
las e eficiência dos filtros;

 » a troca do filtro deve ser realizada quando houver o acionamento do alarme de 
saturação ou após 18-24 meses de uso; e

 » antes de qualquer procedimento da assistência técnica, é necessário realizar a de-
sinfecção do filtro HEPA,2 que deverá ser efetuado pelo técnico do fabricante ou da 
assistência técnica. Ou então, se o filtro HEPA for do tipo bag in/bag out, o técnico 
credenciado fará a troca sem necessidade da desinfecção.

13.2.6 Capela de Exaustão – CE

A Capela de Exaustão (CE) é usada para a manipulação segura de reagentes químicos 
voláteis, protegendo o manipulador dos vapores tóxicos produzidos. É importante que a 
CE tenha uma exaustão suficiente para a geração de pressão negativa em seu interior, não 
permitindo o escape de vapores tóxicos para o ambiente do laboratório.

Condutas:

 » planejar e instalar a CE em local amplo e arejado; e

 » evitar o armazenamento de produtos químicos na CE, mesmo aqueles que são uti-
lizados mais frequentemente.
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Uso:

 » colocar somente o material necessário e produtos químicos a serem utilizados no 
interior da CE. O excesso de material ou produtos em seu interior pode aumentar 
as chances de acidentes;

 » ligar a CE e a iluminação interna. Verificar a presença de pressão negativa;

 » fechar a janela frontal deixando espaço apenas para a introdução das mãos e dos 
antebraços;

 » evitar a manipulação dos produtos químicos com gestos bruscos;

 » manter a CE ligada por cinco minutos após o término das manipulações para que o 
equipamento remova todo o resíduo de vapor tóxico que porventura ainda esteja 
em suspensão;

 » abrir a janela de vidro frontal. Retirar todos os materiais e produtos químicos;

 » desligar a CE e registrar o uso. O “Formulário de Registro de Uso – Cabine de 
Exaustão (CE)” para registro é apresentado no anexo II-B desse capítulo; e

 » limpar as paredes internas e a superfície da área de trabalho com gaze, papel-toa-
lha ou pano umedecido com água.

Monitoramento:

 » contatar o fabricante ou assistência técnica credenciada caso haja a perda da 
capacidade de exaustão ou qualquer outra anormalidade observada em seu 
funcionamento.

13.2.7 Centrífuga e microcentrífuga

A centrífuga ou microcentrífuga é utilizada, principalmente, para concentrar os bacilos 
ou seus DNA. É recomendado que as centrífugas tenham rotor de ângulo fixo, o qual 
permite a centrifugação de tubos ou microtubos, com pequena diferença de peso, sem 
causar vibração excessiva e ruptura dos tubos.3

13.2.7.1 Centrífuga

Para a cultura, a centrífuga deve, preferencialmente, ser refrigerada e capaz de atingir 
pelo menos 3.000 x g, caso contrário, muitas micobactérias permanecerão em suspensão 
e serão descartadas com o sobrenadante.3 É imprescindível que as centrífugas tenham 
caçapas seladas, que evitam a dispersão de aerossol caso haja a quebra de algum tubo 
durante a centrifugação. Os equipamentos que possuem rotor de ângulo móvel requerem 
um balanceamento mais preciso dos tubos.

ATENÇÃO: g é a força centrífuga relativa (FCR), o que é diferente de rotações por 
minuto (RPM).

Em alguns equipamentos pode-se selecionar diretamente a FCR desejada, de modo que 
a centrifugação tenha o máximo de rendimento. Entretanto, a maioria das centrífugas 
indica apenas as RPM que o equipamento alcança. Para calcular a RPM correspondente a 
3.000 x g utilizar a seguinte fórmula:
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𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅 = 10!	𝑥𝑥	
𝐹𝐹𝐹𝐹𝑅𝑅

1,118	𝑥𝑥	𝑅𝑅"á$ %" 	

Em que 𝑅𝑅!á# é o raio da centrífuga, correspondente à medida da distância (em cm), em 
linha reta e perpendicular, do centro do rotor até o fundo do recipiente onde é colocado 
o tubo de centrífuga.

ATENÇÃO: em centrífugas com rotor de ângulo móvel, a medida do  é reali-
zada com a centrífuga parada e levantando-se o recipiente de tubos até a posição 
horizontal.

Condutas:

 » lubrificar as partes móveis da centrífuga de acordo com o manual de instruções;

 » lavar as caçapas das centrífugas semanalmente com água e sabão, quando for pos-
sível, separá-las do rotor; e

 » desinfetar, mensalmente, a parte interna da centrífuga e o rotor com um pano 
umedecido com solução de álcool a 70%. Em alguns modelos de centrífuga, o equi-
pamento indica automaticamente o momento de se realizar a desinfecção do rotor 
e das caçapas que podem ser, inclusive, autoclavados.

Uso:

 » balancear, dentro da CSB, os tubos a serem centrifugados, ou seja, deixá-los com o 
mesmo volume. Se possível, utilizar uma balança para tarar tubos;

 » encaixar, dentro da CSB, os tubos nas caçapas, de modo que aqueles que possuem 
o mesmo volume fiquem em posição diametralmente oposta. Selar as caçapas com 
as tampas antiaerossol;

 » acondicionar as caçapas seladas no rotor, fechar a tampa da centrífuga. Selecionar 
a FCR ou as RPM desejadas, o tempo de centrifugação e a temperatura5 aconselha-
da de 4°C a 7°C;

 » esperar a parada completa da centrífuga para abrir a sua tampa;

 » retirar as caçapas e levá-las para o interior da CSB; e

 » abrir as caçapas, retirar os tubos de centrífuga e colocá-los em suporte adequado.

Monitoramento:

 » pelo menos uma vez ao ano ou após qualquer serviço de manutenção, enviar à 
assistência técnica credenciada. Nas centrífugas não refrigeradas deve ser feita 
a aferição da rotação, do temporizador e do tacômetro (se houver). Nas centrí-
fugas refrigeradas, além dos itens citados, deve ser feita também a aferição do 
termômetro.
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13.2.7.2 Microcentrífuga

É utilizada para os testes moleculares de identificação. Pode ou não ser refrigerada, po-
rém, deve ter um rotor de ângulo fixo devido à elevada FCR, que pode alcançar acima 
de 12.000 x g. Como na centrífuga convencional, em alguns modelos pode-se selecionar 
diretamente a FCR desejada; nas que indicam apenas RPM, ela pode ser calculada de 
acordo com a fórmula apresentada no item 13.2.7.1.

Condutas:

 » lubrificar as partes móveis da microcentrífuga de acordo com o manual de instruções;

 » desinfetar, mensalmente, a parte interna do equipamento e o rotor com um pano 
umedecido com solução de álcool a 70%. A preparação e o “Formulário de Controle 
da Preparação da Solução de Álcool à 70%” estão descritos no capítulo 3. Em al-
guns modelos de microcentrífuga, há indicação automática para a realização da 
desinfecção do rotor que pode ser, inclusive, autoclavado; e

 » deixar sempre a tampa do rotor rosqueada ou travada. Isso evitará danos ao rotor 
se ele for acionado acidentalmente.

Uso:

 » ligar a microcentrífuga. Se for refrigerada, ligá-la pelo menos 15 minutos antes da 
primeira centrifugação, selecionando a temperatura desejada;

 » balancear os microtubos a serem centrifugados, ou seja, deixá-los com o mesmo 
volume;

 » acondicionar os microtubos no rotor, de modo que aqueles que possuem o mesmo 
volume fiquem em posição diametralmente oposta. Tampar o rotor;

 » fechar a tampa da microcentrífuga. Selecionar a FCR e o tempo de centrifugação. 
Acionar o rotor;

 » esperar a parada completa da microcentrífuga para abrir a tampa e retirar os mi-
crotubos; e

 » fechar a tampa da microcentrífuga e desligá-la. Se for refrigerada, deixar a tampa 
aberta até que ocorra o derretimento do gelo e a evaporação da água acumulada 
na câmara interna.

Monitoramento:

 » pelo menos uma vez ao ano, ou após qualquer serviço de manutenção, enviar à as-
sistência técnica credenciada, para ser feita a aferição da rotação, do temporizador, 
do termômetro e do tacômetro (se houver).

13.2.8 Coagulador de meio de cultura

Utilizado na preparação de meios de cultura à base de ovo, deve alcançar e manter um 
calor úmido constante de 80°C a 85°C por 45 minutos. As prateleiras para acomodação 
dos tubos devem permitir a livre circulação de calor, bem como a inclinação dos tubos no 
ângulo correto (entre 5° e 10°).
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Condutas:

 » instalar o coagulador em local próximo à rede hidráulica e de esgoto, que servirá 
para o abastecimento da caldeira de vapor e drenagem, respectivamente;

 » acertar a inclinação correta das prateleiras ou racks com auxílio de um tubo de cultura 
contendo água no mesmo volume de meio de cultivo, antes de ligar o coagulador; e

 » retirar todas as prateleiras ou racks onde serão acomodados os tubos antes de ligar 
o equipamento.

Uso:

 » certificar que todos os interruptores do coagulador estejam desligados;

 » verificar o nível de água da caldeira de vapor. Se necessário acrescente água até o 
nível de trabalho;

 » ligar o interruptor “Geral” do equipamento. Os mostradores de “Temperatura” e 
“Set Point” entrarão em funcionamento;

 » ligar o interruptor “Circulação de ar”. Se ele estiver desligado não haverá aquecimento;

 » ligar o interruptor “Temperatura interna”;

 » ligar o interruptor “Temperatura vapor”; e

 » aguardar a estabilização das temperaturas para colocação das prateleiras ou racks 
contendo os tubos com meio de cultura já distribuído.

Monitoramento:

 » buscar a presença de vazamentos tanto na alimentação de água quanto na drena-
gem da caldeira de vapor;

 » verificar a estabilidade das temperaturas interna e do vapor. Solicitar assistência 
técnica credenciada para aferição dos termostatos e seus sensores sempre que ne-
cessário ou anualmente; e

 » realizar o CIQ e AEQ dos meios produzidos, conforme descrito no capítulo 7.

13.2.9 Cuba e fonte de eletroforese

A cuba e a fonte de eletroforese são utilizadas para a separação eletroforética de ácidos 
nucleicos em um gel de agarose submerso. Por questões de segurança, a indicada é aquela 
em que a conexão dos fios da fonte à cuba de eletroforese só é possível se ela estiver com 
a tampa fechada. Dessa forma, quando a fonte estiver ligada, o operador não corre o risco 
de entrar em contato com o tampão de corrida da cuba e sofrer um choque elétrico. Os 
conectores da cuba devem ser compatíveis com a fonte e vice-versa, porém, caso não se-
jam, podem ser utilizados adaptadores para os diferentes conectores. Por serem utilizadas 
de forma acoplada, as condutas, o uso e o monitoramento são descritos conjuntamente.

Condutas:

 » utilizar uma tomada aterrada para cada equipamento;

 » instalar e sempre manter a cuba e a fonte de eletroforese em área pós-PCR para 
evitar a dispersão de produtos amplificados;
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 » lavar todos os componentes da cuba com detergente neutro e uma esponja (de 
espuma) antes de iniciar e ao término da eletroforese. Enxaguar com água desti-
lada e deixar secar a temperatura ambiente. Nunca usar esponja de aço, acetona, 
ésteres, álcool (acima de 30%) ou ácidos (acima de 25%) para limpeza da cuba, 
para não riscar ou tornar o acrílico opaco. Nunca autoclavar ou aquecer acima de 
50°C qualquer componente da cuba; e

 » ajustar o nivelamento da cuba.

Uso:

 » posicionar a bandeja com a agarose solidificada na cuba de eletroforese. O volume 
de gel de agarose e a concentração são dependentes da metodologia utilizada. 
Aplicar as amostras;

 » fechar a tampa da cuba, conectar os fios dela à fonte de eletroforese e programar 
os parâmetros da corrida eletroforética;

 » certificar se as conexões dos polos entre a cuba e a fonte de eletroforese estão 
corretas antes de ligar a fonte. A inversão dos polos fará com que as amostras 
aplicadas migrem para o polo incorreto;

 » ligar o interruptor geral da fonte da eletroforese. Ligar o interruptor da corrida 
eletroforética e observar nos minutos iniciais da eletroforese, caso a migração das 
amostras de DNA esteja na direção do polo correto;

 » deixar ocorrer a migração das amostras, conforme tempo previsto na técnica; e

 » desligar o interruptor da eletroforese após o tempo previsto. Desligar o interruptor 
geral da fonte e desconectar os fios entre a fonte e a cuba. Abrir a tampa e retirar 
o suporte com a agarose.

Monitoramento:

 » procurar a presença de fissuras no acrílico, incrustações nos plugues (eletrodos) ou 
rompimento do fio de platina antes de cada uso ou se a eletroforese não proceder 
de modo esperado; e

 » encaminhar a cuba e/ou a fonte de eletroforese para assistência técnica se essa 
necessitar de substituições de componentes como plugues, fios de platina ou de 
contenção de vazamentos.

13.2.10 Destilador de água

No destilador, a água sofre ebulição, vaporização e condensação que, teoricamente, tor-
na-a isenta de qualquer impureza. O equipamento deve possuir desligamento automático 
na falta de fornecimento de água.

Condutas:

 » instalar o destilador em local próximo à rede hidráulica e elétrica; e

 » mensalmente, ou sempre que houver depósitos ou incrustações, lavar o recipiente 
de evaporação e a resistência com esponja de aço, água e sabão neutro. Enxaguar 
com bastante água para retirar o resíduo de sabão.



477

13 USO E MONITORAMENTO DE EQUIPAMENTOS BÁSICOS

Uso:

 » confirmar se há fornecimento de água e ligar a torneira que abastece de água o 
destilador;

 » aguardar a saída de água pelo dreno de resfriamento do condensador;

 » ligar a chave elétrica geral do equipamento e aguardar a saída da água destilada 
pelo respectivo dreno;

 » acondicionar a água destilada em recipiente apropriado;

 » desligar a chave elétrica geral do destilador ao término do processo;

 » deixar a torneira, que abastece o destilador, aberta até o resfriamento do conden-
sador; e

 » desligar o fornecimento de água.

Monitoramento:

 » a cada uso, verificar a presença de obstrução ou vazamentos no circuito de abaste-
cimento de água; e

 » verificar sempre as condições das instalações elétricas.

13.2.11 Estufas bacteriológicas

É aconselhável que as estufas bacteriológicas tenham o maior tamanho possível, uma 
vez que os modelos pequenos sofrem maior variação de temperatura quando a porta é 
aberta. Nas situações em que a temperatura de incubação é menor que a temperatura 
ambiente, por exemplo, na incubação de provas bioquímicas, deve ser utilizada uma es-
tufa bacteriológica com sistema refrigerado incluso.2

Conduta:

 » evitar sobrecarregar o interior da estufa para assegurar a circulação de ar e a ma-
nutenção da temperatura interna;

 » abrir a porta somente o necessário; e

 » instalar as estufas em locais bem ventilados, distantes de fontes de calor e de água.

Uso:

 » organizar todo material a ser incubado para abrir a estufa uma única vez;

 » distribuir os materiais nos diversos compartimentos e fechar corretamente a porta;

 » verificar se a porta ficou devidamente fechada; e

 » realizar os mesmos passos ao retirar o material incubado.

Monitoramento:1

deve ser realizado diariamente, ao início da rotina do laboratório, com duas leituras de 
temperatura: uma utilizando um termômetro de leitura pontual e outra com o termôme-
tro de máxima e mínima;



478

MINISTÉRIO DA SAÚDE | MANUAL DE RECOMENDAÇÕES PARA O DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DE TUBERCULOSE E 
MICOBACTÉRIAS NÃO TUBERCULOSAS DE INTERESSE EM SAÚDE PÚBLICA NO BRASIL

 » realizar outra leitura no horário de maior uso do equipamento, com termômetro 
de leitura pontual; e

 » registrar os dados de cada leitura no “Formulário de Monitoramento – Estufa 
Bacteriológica”. O modelo do formulário é apresentado no anexo I-B desse capítulo.

13.2.12 Freezer e refrigerador

O freezer vertical proporciona melhor aproveitamento do espaço do laboratório do que o 
horizontal e a sua temperatura ideal é de -20°C. Já a temperatura ideal para o refrigerador 
é de 4°C, com variação aceitável de 2°C a 8°C.

ATENÇÃO: os equipamentos que não formam gelo (frost free) provocam evaporação 
excessiva de líquidos em frascos não fechados hermeticamente.

Condutas:

 » instalar o refrigerador e o freezer em locais bem ventilados, ou distantes de fonte 
de calor, deixando a distância mínima de 10 cm entre cada equipamento ou da 
parede.

Uso:

 » evitar o acondicionamento do excesso de material e não forrar as prateleiras para 
não interferir na refrigeração interna1; e

 » organizar todo o material a ser armazenado para abrir a porta uma única vez.

Monitoramento:

 » fazer uma verificação periódica das borrachas de vedação;

 » descongelar freezer e refrigerador mensalmente. Inicialmente, deve-se transferir 
todo conteúdo para outro local refrigerado. Desligar os equipamentos e, após o 
degelo, desinfetar internamente com um pano umedecido com solução de álcool 
a 70%, e depois com água e detergente neutro. A preparação e o Formulário de 
Controle da Preparação da Solução de Álcool a 70% estão descritos no capítulo 3; e

 » realizar diariamente controle de temperatura,1 no início da rotina do laborató-
rio, com o termômetro de máxima e mínima, exclusivo para cada equipamento, 
e no horário de maior uso do equipamento. Registrar os dados de cada leitura no 
“Formulário de Monitoramento – Refrigerador e Freezer”. O modelo é apresenta-
do no anexo I-C desse capítulo.

ATENÇÃO: no uso de termômetro eletrônico, o mostrador deve ser fixado externa-
mente, já que a simples abertura da porta pode alterar a leitura da temperatura.

13.2.13 Medidor de pH

Equipamento utilizado para determinação de pH, por meio do método eletromagnético, 
com compensação automática de temperatura.
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Condutas:

 » antes de ligar, verificar se o equipamento e a rede elétrica estão na mesma volta-
gem; e

 » ao término de cada medição ou calibração manter a chave seletora em repouso 
(standby).

Uso:

 » para ligar o aparelho, acionar a chave geral liga-desliga;

 » manter o aparelho ligado por, no mínimo, 30 minutos, para aquecer e estabilizar 
os componentes eletrônicos;

 » conectar bem o eletrodo e o sensor de temperatura ao aparelho;

 » lavar bem o eletrodo com água destilada e secar com papel-absorvente macio sem 
esfregar a membrana;

 » mergulhar o eletrodo e o sensor de temperatura na solução tampão de valor pH a 
25°C e ajustar com o potenciômetro “Potenciômetro de ajuste do tampão pH 7 e 
do potencial mV relativo – Calibração”. Medir a temperatura da solução (ver tabela 
pH/t inscrita no frasco da solução tampão que acompanha o aparelho) e ajustar o 
valor exato do pH de acordo com a temperatura;

 » retirar o eletrodo e o sensor afixados no suporte da solução. Enxaguar ambos com 
água destilada, secar com papel-absorvente e macio;

 » para medir na faixa ácida, mergulhar o eletrodo e o sensor de temperatura na 
solução tampão pH 4.01, ajustar com o potenciômetro “Potenciômetro de ajuste 
do (SLOPE), declive, ou do tampão diferente de pH 7,” para exatamente o valor da 
solução tampão de acordo com a temperatura da solução, da mesma forma como 
foi descrito para ajustar tampão pH 7. Para as medições de rotina na faixa alcalina, 
realizar o mesmo procedimento, porém, com a solução tampão de valor pH 9,18 
ou pH 10,01;

 » ao terminar esses procedimentos, o medidor de pH está calibrado e pronto para ser 
usado nas medições de rotina;

 » retirar o eletrodo e o sensor da última solução tampão usada. Lavar com água 
destilada, secar com papel-absorvente macio para não arranhar a membrana de 
vidro gelatinoso, antes de introduzi-los na amostra a ser medida;

 » mergulhar o eletrodo e o sensor na amostra. O valor que aparecer no visor é o pH 
da amostra;

 » para desligar, lavar o eletrodo com água destilada e seguir as instruções para ma-
nutenção e conservação dos eletrodos descritas a seguir; e

 » desligar a chave geral liga-desliga e a tomada do sensor de temperatura.

Monitoramento:

 » depois de usar o eletrodo, lavar e colocar a proteção da membrana com solução de 
repouso (solução de KCl 3M), para mantê-lo úmido;

 » quando o eletrodo de referência não estiver em uso, deve ficar imerso na solução 
de repouso;
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 » caso o eletrodo seque ou fique parado por um longo período, deixar imerso em 
solução e em repouso por seis horas;

 » a umidade e os agentes corrosivos danificam o aparelho; caso o medidor de pH 
apresente leituras instáveis, limpar o conector (plug) do eletrodo e a tomada do 
aparelho, com álcool etílico ou acetona.

ATENÇÃO: quando o pH da água destilada for medido e o aparelho indicar o valor 
na faixa ácida, e essa leitura ficar instável, é necessário utilizar um par combinado de 
eletrodo especial que tenha a junção tipo “luva” e, então, deverão ser adicionadas, 
na água, algumas gotas de KCl para aumentar a condutividade. Aguardar 24 horas 
para fazer a medição.

 » Para a preparação da solução KCl 3M, deve-se pesar 223,68 g de KCl, dissolver em 1 
litro de água destilada e deionizada. Armazenar a solução em frasco de polietileno, 
entre 2°C a 8°C. A sua estabilidade é de seis meses, sob refrigeração.

13.2.14 Micropipetadores

São instrumentos utilizados para medir e transferir líquidos em microvolumes utilizando 
conjuntamente “ponteiras”. As micropipetas podem ser de volume fixo ou variável, mo-
nocanal ou multicanal, dependendo da metodologia a ser empregada.

Condutas:1

 » utilizar preferencialmente ponteiras com barreira ou filtro antiaerossol;

 » evitar a reutilização de ponteiras, já que os procedimentos de lavagem não garan-
tem a remoção completa dos resíduos;

 » manter as micropipetas sempre na posição vertical; e

 » limpar externamente a micropipeta com solução de álcool a 70%, antes e após o 
uso. A preparação e o Formulário de Controle da Preparação da Solução de Álcool 
a 70% estão descritos no capítulo 3.

Uso:

 » selecionar a micropipeta e o volume de acordo com as soluções a serem pipetadas;

 » acoplar a ponteira à micropipeta;

 » pressionar o êmbolo da micropipeta até o primeiro estágio;

 » introduzir a ponteira abaixo da superfície do líquido, aproximadamente 5 mm;

 » soltar o êmbolo gradativamente, aspirando ao líquido;

 » dispensar o líquido, pressionando o êmbolo até o segundo estágio;

 » soltar o êmbolo lentamente até a sua posição original; e

 » descartar as ponteiras em recipiente contendo NaClO 2% ou em saco plástico 
autoclavável.
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Monitoramento:

 » verificar a presença de algum componente quebrado, dificuldade no acionamento 
do êmbolo ou vazamento no sistema;

 » Realizar o teste hidrostático1 para detectar vazamento no sistema. Proceder confor-
me descrito a seguir:

 › fixar a ponteira na micropipeta;

 › aspirar água destilada até o primeiro estágio;

 › tampar a extremidade inferior da ponteira com um dedo;

 › para micropipetas de menos de 1 ml:

–  pressionar o êmbolo até o segundo estágio, permanecendo assim por 20 
segundos;

 › para micropipetas de mais de 1 ml:

– pressionar o êmbolo até o ponto médio entre os dois estágios da micropipeta.

 › liberar o êmbolo lentamente até a posição original;

 › retirar o dedo da extremidade da ponteira e verificar se há deslocamento da 
água. Se houver, a micropipeta deve ser encaminhada para manutenção e ajus-
te; e

 › os micropipetadores devem fazer parte do programa de manutenção preventi-
va sistemática do laboratório e sua precisão deve ser verificada periodicamente 
pelo método gravimétrico.

13.2.15 Microscópio

O microscópio deve ser binocular, possuir um bom conjunto óptico, ser ergonômico e 
possuir objetiva de imersão planocromática.

Condutas:

 » instalar longe de equipamentos que causem vibrações, de reagentes químicos ou 
da rede hidráulica e em sala limpa, bem ventilada ou que tenha ar-condicionado 
para evitar a proliferação de fungos no sistema óptico;1,4

 » evitar que o microscópio fique sem as objetivas ou oculares para impedir a entrada 
de poeira;

 » coibir a desmontagem do microscópio para não desalinhar o conjunto óptico; e

 » carregar sempre com as duas mãos, uma segurando firmemente o braço do micros-
cópio e a outra, a base.4

Uso:

 » impedir o uso de papel-toalha comum ou gaze para evitar riscos nas lentes;

 » nunca use detergente, xilol, etanol 96% ou outro solvente para a limpeza das len-
tes. Esses produtos podem retirar a cola que fixa as lentes aos corpos das objetivas 
e oculares; e1

 » verificar os procedimentos de uso do microscópio no capítulo 6 desse Manual.
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Monitoramento:

 » efetuar mensalmente a limpeza geral do microscópio,1 executando os seguintes 
passos:

 › retirar a poeira agregada aos mecanismos de movimentação da platina, do 
condensador e do ajuste de foco com um pincel de cerdas macias;

 › realizar a limpeza geral com um pano limpo umedecido com solução de álcool 
a 70%, com exceção do conjunto óptico (objetivas e oculares). A preparação 
e o Formulário de Controle da Preparação da Solução de Álcool a 70% estão 
descritos no capítulo 3; e

 › executar a limpeza das objetivas e oculares com papel-absorvente macio 
umedecido em uma solução contendo 60% de etanol e 40% de éter etílico. 
A limpeza da objetiva de imersão deverá ser feita com um papel-absorvente 
macio para a retirada do excesso de óleo, seguida da aplicação da solução de 
álcool-éter.

13.2.16 Termociclador

O termociclador é utilizado nas técnicas moleculares para amplificar ácidos nucleicos. 
Existem diversos modelos que podem ser escolhidos de acordo com a rotina do laboratório 
de biologia molecular e da metodologia a ser utilizada, sendo que cada modelo apresenta 
sua particularidade de uso e monitoramento que devem ser consultados nos respectivos 
manuais. De modo geral, as condutas, o uso e o monitoramento são a seguir apresentados.

Condutas:

 » instalar o termociclador em sala isolada ou distante das áreas de pré-PCR e pós-PCR;

 » utilizar uma tomada aterrada e, se possível, conectar o termociclador a um nobre-
ak; e

 » evitar o seu funcionamento durante o período noturno, sempre que possível, para 
incrementar a vida útil do equipamento, especialmente em regiões onde ocorre 
interrupção no fornecimento de energia elétrica.

Uso:

 » ligar o termociclador;

 » inserir o programa de PCR a ser utilizado. Caso já esteja inserido, selecioná-lo entre 
os programas armazenados;

 » colocar os microtubos no bloco de amostras;

 » fechar a tampa do equipamento;

 » iniciar o programa escolhido; e

 » verificar periodicamente o andamento do programa.
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Monitoramento:

 » limpar o bloco de amostras e a tampa do termociclador pelo menos uma vez por 
mês ou sempre que necessário. Usar uma haste de algodão ou swab embebida com 
álcool isopropílico;

 » realizar mensalmente o “autoteste” ou teste de desempenho do sistema, para ve-
rificar a necessidade ou não de encaminhar o equipamento para manutenção; e

 » encaminhar anualmente para a assistência técnica credenciada para realizar a ma-
nutenção geral do equipamento.

13.2.17 Termômetros

Nos laboratórios, os termômetros são instrumentos imprescindíveis para o controle da 
temperatura em vários ensaios, na conservação de substâncias e microrganismos, no pró-
prio ambiente de trabalho e no monitoramento de alguns equipamentos. Os mais utili-
zados são os termômetros de máxima e mínima e os de leitura pontual ou instantânea.1

Os termômetros de leitura pontual ou instantânea são usados para medir a temperatura 
em um momento ou para o monitoramento de equipamentos. Eles são de tipo eletrônico 
e possuem as resoluções padrões de 0,5°C e 0,1°C, respectivamente.1

Os termômetros de máxima e mínima mostram as temperaturas extremas ocorridas duran-
te um determinado período. Possuem duas colunas de mercúrio, sendo uma para indicar 
a temperatura mínima e outra para a máxima. São utilizados para o monitoramento 
de equipamentos como freezer, geladeiras e estufas, além do controle da temperatura 
ambiente do laboratório. Eles acusam se houve a interrupção temporária de fornecimento 
de energia elétrica ou o mau funcionamento de um equipamento.1

Condutas:

 » guardar o termômetro em sua embalagem original para evitar a quebra, quando 
não estiver em uso;

 » no termômetro eletrônico, retirar a bateria do seu compartimento e ter sempre 
uma sobressalente; e

 » posicionar os termômetros de modo que os sensores fiquem localizados mediana-
mente no espaço interno do equipamento. Não os posicionar muito próximo às 
resistências de estufa, banho-maria ou da ventilação interna do refrigerador e do 
freezer, sob o risco de realizar uma leitura equivocada.

Uso do termômetro de leitura pontual:

 » colocar os sensores dos termômetros de leitura pontual em um frasco contendo 
uma solução de glicerol a 10% em água, para manter a temperatura estável.1 
Lacrar o frasco e acondicioná-lo no compartimento interno do equipamento a ser 
controlado. Aguardar pelo menos um pernoite para realizar a primeira leitura; e

 » realizar a leitura:

 › termômetro eletrônico: ler a temperatura indicada no mostrador externo e 
anotá-la no respectivo mapa de controle.
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Uso do termômetro de máxima e mínima:

 » colocar o termômetro no compartimento interno do equipamento a ser controla-
do. Aguardar pelo menos um pernoite para realizar a primeira leitura;

 » abrir a porta do equipamento e, imediatamente, verificar as temperaturas máxima 
e mínima, anotando-as no respectivo mapa de controle; e

 » recolocar o termômetro no interior do equipamento.

Monitoramento:

 » verificar se os termômetros utilizados no laboratório exibem a mesma leitura de 
um termômetro de referência certificado e validado pelo Instituto Nacional de 
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro).
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ANEXOS

ANEXO A – Formulário de monitoramento

A) Banho-maria

Formulário de monitoramento –  
Banho-maria

Marca: Modelo:
N.º patrimônio: Sala:
Mês: Ano:

DIA TEMPERATURA
DEPÓSITOS E 

CONTAMINAÇÕES
NÍVEL DE ÁGUA INTERVENÇÃO

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

Nível de água: Depósitos e contaminações: Intervenções:

1 – Adequado
2 – Baixo

S – Sim
N – Não

1 – Limpeza
2 – Manutenção
3 – Acréscimo de água

4 – Ajuste do 
termostato
5 – Outros (Indicar)

Irregularidades/ocorrências:
Ações corretivas ou preventivas:

Fonte: adaptado de BRASIL. Ministério da Saúde. Equipamentos – Utilização e monitoramento em unidades hemoterápi-
cas e laboratórios de saúde pública. Brasília: Série TELELAB,1998, 76 p.
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B) Estufa bacteriológica

Formulário de monitoramento –  
Estufa bacteriológica

Marca: Modelo:

N.º patrimônio: Sala:

Mês: Ano:

DIA

PRIMEIRA LEITURA A SEGUNDA LEITURA B

OBSERVAÇÕESTEMPERATURA 
MÍNIMA

TEMPERATURA 
MÁXIMA

TEMPERATURA 
PONTUAL

HORA
TEMPERATURA 

PONTUAL
HORA

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
A – Hora do início da rotina B – Hora do maior uso do equipamento
Irregularidades/ocorrências:
Ações corretivas ou preventivas:

Desinfecção mensal:
Data:

      ___/___/_____
Técnico:

Fonte: adaptado de BRASIL. Ministério da Saúde. Equipamentos – Utilização e monitoramento em unidades hemoterápi-
cas e laboratórios de saúde pública. Brasília: Série TELELAB,1998, 76 p.
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C) Refrigerador e freezer

Formulário de monitoramento –  
Refrigerador e freezer

Marca: Modelo:

N.º patrimônio: Sala:

Mês: Ano:

DIA

PRIMEIRA LEITURA A SEGUNDA LEITURA B

OBSERVAÇÕESTEMPERATURA 
MÍNIMA

TEMPERATURA 
MÁXIMA

TEMPERATURA 
PONTUAL

HORA
TEMPERATURA 

PONTUAL
HORA

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
A – Hora do início da rotina B – Hora do maior uso do equipamento
Irregularidades/ocorrências:
Ações corretivas ou preventivas:

Desinfecção mensal:
Data:

      ___/___/_____
Técnico:

Fonte: adaptado de BRASIL. Ministério da Saúde. Equipamentos – Utilização e monitoramento em unidades hemoterápi-
cas e laboratórios de saúde pública. Brasília: Série TELELAB,1998, 76 p.
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ANEXO B – Formulário de registro de uso

A) Cabine de Segurança Biológica – CSB

Formulário de registro de uso – Cabine de 
Segurança Biológica (CSB)

Marca: Modelo:

N.º patrimônio: Sala:

Mês: Ano:

DIA
HORA INICIAL 

DE USO
PRÉ-USO DA LÂMPADA UV (20 A 

30 MINUTOS)
PÓS-USO DA LÂMPADA 
UV (20 A 30 MINUTOS)

HORA FINAL DE USO

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
Irregularidades/ocorrências:
Ações corretivas ou preventivas:

Desinfecção mensal:
Data:

      ___/___/_____
Técnico:

Fonte: adaptado de BRASIL. Ministério da Saúde. Equipamentos – Utilização e monitoramento em unidades hemoterápi-
cas e laboratórios de saúde pública. Brasília: Série TELELAB,1998, 76 p.
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B) Cabine de Exaustão – CE

Formulário de registro de uso –  
Cabine de Exaustão (CE)

Marca: Modelo:

N.º patrimônio: Sala:

Mês: Ano:

DIA
HORA INICIAL DE 

USO
SUBSTÂNCIA QUÍMICA 

MANIPULADA
HORA FINAL  

DE USO
USUÁRIO OBSERVAÇÕES

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

Irregularidades/ocorrências:

Ações corretivas ou preventivas:

Desinfecção mensal:
Data:

      
___/___/_____

Técnico:

Fonte: adaptado de BRASIL. Ministério da Saúde. Equipamentos – Utilização e monitoramento em unidades hemoterápi-
cas e laboratórios de saúde pública. Brasília: Série TELELAB,1998, 76 p.
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