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A Jornada da Tuberculose: Da Pré-Histéria

Q)
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Q

Evidéncias Arqueoldgicas e

4,500 a.C.: A Descoberta do

Pré-Histéricas ~, | Antigo Egito Agente Etiolégico/
Mumias egipcias eTee
500.000 Anos: apresentam deformidades
N . Primeiros Indicios esqueléticas tipicas

Registo controverso de da doenca.
lesdes compativeis num

fossil de Homo erectus na

A!\t!go E’gl‘to = 1882: O Bacilo
Mumias egipcias

9.000 Anos: 7 :
apresentam deformidades 1865: Natureza de Koch

Casos Sodlidos e

Identificagdo confirmada de esqueléticas tipicas da Contagiosa Robert Koch identifica a

tuberculose humana em esqueletos doenga. Pasteur e Villemain demonstram balc):tena’M_\_/coboctenum

do periodo Neolitico. que a doenga é causada por um fj“ :’ culosis como a causa
agente inoculével. a doenga.
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O Presente e o Futuro Digital

contyat

1883 — 1915: Métodos de Coloragao
Franz Ziehl, Friedrich Neelsen e
Joseph Kinyoun criam as bases

da microscopia para TB.

Detecao em 24-48 Horas

Utilizacao de GeneXpert e PCR
para identificagao rapida de MTC
e resisténcias genéticas.

Anos 30 - 50:

Culturas e Antibiogramas
Surge o meio Lowenstein-Jensen

e os primeiros testes de sensibilidade
aos antibiéticos.

Sequenciagao Total
do Genoma (WGS)
Permite prever a suscetibilidade

a todos os antibacilares apés
isolamento em cultura.

Anos 80 — 90: Revolugao Molecular O Futuro: Sequenciacgao Direta
Introdugao de meios de cultura O préximo passo é realizar a
liquidos (MGIT) e dos primeiros sequenciagdo genoémica

testes moleculares LPA. diretamente da amostra do doente.
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S Amostas I

Metodologia Certa —— Diagndstico Certo

colheita correta da amostra
aplicacao de métodos moleculares e microbioldgicos

12 passo para diagnostico certo

AMOSTRAS
colheita
conservacgao
estabilidade
transporte
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AMOSTRAS PRECIOSAS

(>
& §
G
Liquidos o "
bioldgicos Biopsias Exsudados Suco géstrico  Lavado brénquico
pus broncoalveolar
OUTRAS AMOSTRAS

Esfregaco Fezes Urina
lingua

Expetoracao
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S Amostas I

o @ COLHEITA
\ @
Y G
Contentor estéril, seco, inquebravel e estanque
Excecoes:

Bidpsias - adicionar soro fisiolégico estéril CON‘@\ITES

Exsudados/pus - seringa
zaragatoa adicionar gotas soro fisioldgico estéril

Suco gastrico - adicionar 100 mg de bicarbonato de sodio

Urina - urina jato médio apds higiene genitais
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COLHEITA

LCR-=2a3mL
Expetoracao—3 a5 mL

Suco gastrico—5a 10 mL
Lavados (LB/LBA) — 20 a 50 mL
Liquidos pleural — 20 a 50 mL
Urina—15a 30 mL

Fezes—1¢g

Boas praticas no diagnostico da Tuberculose
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S Amostras B

(A ;
S CONSERVACAO
" G
2 —382C
Entrega laboratorio logo que possivel
[ amostras paucibacilares
Entrega - .
i mediata suco gastrico sem neutralizacao
urina - centrifugar 3000 rpm/15" e conservar sedimento 2-82C
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&

SN mostas

ESTABILIDADE

Até 5 dias conservadas a 2 — 82C

5.3.2 Storage of specimens

Specimens should be correctly collected and delivered as quickly as possible to the laboratory. Every effort must be
made to organise and expedite specimen transportation and processing. Although TB bacilli can survive in sputum
for one week in the absence of preservatives, the probability of successfully culturing the bacilli decreases with
time and this is especially critical for paucibacillary specimens. If specimens cannot be transported to the
laboratory within one hour, it is recommended to store them at 4°C. This does not apply to whole blood specimens,
which are not to be refrigerated. On arrival at the laboratory, specimens should again be refrigerated until they can
be processed. The delay between collection and inoculation should not exceed seven days.

European Centre for Disease Prevention and Control. Handbook on tuberculosis laboratory diagnostic methods in
the European Union — Updated 2022. Stockholm: ECDC; 2023.

delay in transport of the specimen to the

Ia_lbo_rgtory was the_ Only In_de_pendent chtor Ellappan, Kalaiarasan et al. “Evaluation of factors influencing
S|gn|f|cantly associated with increase in Mycobacterium tuberculosis complex recovery and contamination rates in

: : MGIT960.” The Indian journal of tuberculosis vol. 67,4 (2020): 466-471.
culture contamination. doi:10.1016/j.ijtb.2020.07.016
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B Amostas

TRANSPORTE

Packing and labelling of Category B infectious substances

Primary receptacle
___— {leakproof or siftproof)
Waterproof

cap \ / lj
. . \'j"' / Rack-type holder
UN 3373 “Biological Substance, Category B” o ;/ __— (Ghroloam,sponge)
packing ———
material Itemnized list
1 of contents
(specimen record)
instrucdes de embalagem P650 Secondary Rigid outer
packaging packaging

(leakproof or
siftproof)

M“Froper shipping

name

| Package marking

To/From labels
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DECISAO DA COMISSAO
de 28 de Abril de 2008

que altera a Decisdo 2002/253/CE que estabelece definicdes de casos para a notificacio de doencas
transmissiveis a rede comunitdria ao abrigo da Decisio n.” 2119/98/CE do Parlamento Europeu e do
Conselho

Critérios laboratoriais
—  Critérios laboratoriais para confirmacio do caso:
Pelo menos um dos dois critérios seguintes:

— isolamento do complexo Mycobacterium tuberculosis (com exclusdo de Mycobacterium bovis-BCG) numa amostra

clinica,

—  deteccio de dacidos nucleicos do complexo Mycobacterium tuberaulosis numa amostra clinica E baciloscopia
positiva por microscopia ptica convencional ou fluorescente.

Boas praticas no diagnéstico da Tuberculose v 4 PROMEQUALAB



AMOSTRA BIOLOGICA

2 amostras expetoragio
(colhidas no dia consulta; intervalo minimo 30 minutos)

— S

Exame cultural Exame direto
meios sdlidos e liquidos / \
Negativo Positivo
l Detecao molecular de resisténcias
PCR para MTC/MNT (1 amostra expetorac3o)

(H+R)
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METODOS DE DESCONTAMINACAO o
T .
V7277 f///;/z
Objetivos: NN
- eliminar a flora associada N T jj ¢
- libertar as micobacterias aprisionadas NI\
. s . e | o o ‘
- concentrar as micobactérias == :onef'mmal = ]
¥4 ar da sala
D ar potencialmente contaminado
D ar filtrado com filtro HEPA
Métodos:

- Kubica (N-acetil — L — cisteina / hidréoxido de sodio)

- Tacquet e Tison (Lauril sulfato de sdédio / hidréxido de sédio)
- Petroff (Hidroxido de sodio)

- Acido oxalico

- Acido sulfurico
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METODOS DE DESCONTAMINACAO

Escolha do método depende:
- produto a descontaminar
- meio de cultura a usar

Fundamental:

respeitar todas as indicacdes do método escolhido
tempo de contacto
velocidade de centrifugacao
tempo de centrifugacao
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EXAME DIRETO

Vantagens: 6,5,
e ficil execucio %
e rapido — resposta em 24h ——

e técnica pouco dispendiosa i ' ©

e detecao casos infeciosos

Limitacoes:
* baixa sensibilidade — sdo necessarios ~ 10* bacilos por ml de
amostra para que sejam detetados

* nao é especifico para M. tuberculosis — deteta bacilos alcool-acido
resistentes
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EXAME DIRETO — METODOS DE COLORACAO

Coloragoes fluorescentes
e coloracdo de Degommier (auramina / vermelho de tiazina)

e coloracdo de Holst, Mitchison e Radha-Krishna (auramina /
permanganato de potdssio)

Coloragoes pela fucsina fenicada
e coloragdes a frio
e método de Kinyoun (fucsina saturada)
e método de Gabbett (combina descoloracao e coloracao de contraste)

e método de Tan Thiam Hok (combina fucsina saturada com modificacao de e
Gabbett) .
o
e coloragdes a quente
e método classico de Ziehl-Neelsen (fucsina a 1% - 10’) » )

e método rapido de Ziehl-Neelsen (fucsinaa 1% - 3")
e método d” Armand (fucsina a 1% e corante d Armand)

Boas praticas no diagnéstico da Tuberculose & PROMEQUALAB



EXAME DIRETO Tabela de convers3do entre diferentes coloracdes e amplificacdes
' 2 3 )
Carbol Fuchsin Report Fluorechent microscopy magnification*
1 000x
\_ 250x 450x 630x J
4 A
0 No acid-fast 0 0 0
bacilli seen

1-9/100 fields | Report exact count | Divide observed | Divide observed | Divide observed

count by 10 count by 4 count by 2
10-99/100 fields +1
1-10/field +2
>10/ field +3
J

* To adjust for altered magnification of fluorescent microscope divide the number of organisms seen by the
factor provided and refer to column 1 for range and column 2 for what to report.

World Health Organization. Laboratory Service in Tuberculosis Control. Part Il:Microscopy. Geneva,1998
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EXAME DIRETO

Prevengdo de falsos positivos Prevencao de falsos negativos

* marcar corretamente e conferir todas as requisicdes com os contentores das amostras e as respetivas laminas

e cumprir corretamente os tempos de coloracao e de

e usar sempre laminas novas
descoloracao

* nado permitir que as laminas toquem entre si

durante a coloracdo e utilizar um controlo positivo em cada serie de

o , : coloracoes
* nao usar agua da torneira

* observar todo o esfregaco, pelo menos 100
campos (ampliacdo 1000x), para considerar uma
lamina como negativa

* nao permitir que o aplicador do d6leo de
imersao toque no esfregaco

* limpar sempre a objetiva apos cada
observacao

* registar e enviar os resultados corretamente

Boas praticas no diagnéstico da Tuberculose & PROMEQUALAB



METODOS MOLECULARES - TAAN

Vantagens:

e rapido

e especifico — identifica o Mycobacterium tuberculosis complex
e alguns permitem também detecao de mutacoes

Limitagoes:

e sensibilidade variavel

e apenas diagnostico

* menos sensivel do que cultura— resultado negativo nao exclui TB

Nao substitui o exame cultural:
» execucao das provas de sensibilidade
* identificacao de micobactérias nao tuberculosas

Boas praticas no diagnéstico da Tuberculose jPROMEQUALAB



METODOS MOLECULARES - TAAN

Detecao molecular de resisténcias PCR

* Detetar DNA do complexo M.

* Detetar DNA do complexo M. tuberculosis |
tuberculosis -r
e Detetar DNA do género  ~©
* Pesquisar mutag¢des mais frequentes Mycobacterium -
associadas a resisténcias /
(H+R) 02 /
(22 linha) ol //

ccccc
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METODOS MOLECULARES - TAAN

In 2008, WHO approved the use of commercial LPAs for detecting MTBC in combination with
resistance to rifampicin and isoniazid in sputum smear-positive specimens (direct testing)
and in cultured isolates of MTBC (indirect testing).

@)t e WHO consolidated guidelines on tuberculosis. Module 3: diagnosis - rapid diagnostics for tuberculosis detection, 2021 update

Rapid Implementation
of the Xpert MTB/RIF diagnostic test

B The Xpert MTB/RIF assay provides the foundation for a
revolution in the diagnosis of TB and drug-resistant TE.

M Global roll-out of the Xpert MTE/RIF assay and
associated GeneXpert instruments has started. By 30
June 2011, 26 of the 145 countries that are eligible to
purchase instruments and Xpert MTB/RIF cartridges at
concessional prices had done so.

March 2011

Global tuberculosis control: WHO report 2011 (WHO/HTM/TB/2011.16)
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METODOS MOLECULARES - TAAN

WHO Meeting Report of a Technical Expert
Consultation: Non-inferiority analysis of Xpert MTB/RIF
Ultra compared to Xpert MTB/RIF

This has resulted in Ultra having a limit of
detection (LOD) of 16 bacterial colony

forming units (cfu) per ml (compared to 114
%ﬁfﬁ cfu per ml for Xpert MTB/RIF).

N
H

{ ,’qb'K World Health
“@J()rganization

Boas praticas no diagnoéstico da Tuberculose f PROMEQUALAB



METODOS MOLECULARES - TAAN

-1

g Isoniazida: Rifampicina:
5 A A
1 resisténcia: resisténcia:
1 * mutacdo no gene KatG (codao * mutacdes no gene rpoB (codao
E 315) 531, 526, 516)
H * mutacao no gene inhA (regiao
reguladora)
* mutacao no gene ahpC, oxyR,
kasA
Antibiotics Code Gene(s)

Second line/aminoglycosides

Amikacin AMEK rrs [ eis
77/ Kanamycin KAN rrs / eis
ol ’ \Q\\Q Capreomycin CAP rrs / thyA
y , Fluoroquinolones
\4 Moxifloxacin/Levofloxacin MFX/LFX gyrA / gyrB
Ofloxacin gyrA / gyrB
Ciprofloxacin cip gyrA / gyrB
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METODOS MOLECULARES - TAAN

Sistema GeneXpert — PCR tempo real
- identificacao MTC
- rifampicina

Exames diretos
negativos

- isoniazida (etionamida), fluoroquinolonas e injetaveis

Sistema GenoType — LPA (amplificacao e hibridizacdo reversa)
- identificacao MTC
- multirresisténcia (etionamida)

Exames diretos

- fluoroquinolonas e injetaveis positivos

Boas praticas no diagnéstico da Tuberculose _(/.PR(,MEQUALAB



METODOS MOLECULARES - TAAN

Exames diretos negativos

Sistema GeneXpert — PCR tempo real

- identificacao MTC
Xpert MTB/RIF Ultra

- rifampicina

- isoniazida (etionamida), fluoroquinolonas

— Xpert MTB/XDR
e injetaveis 22 linha P /

Boas praticas no diagnoéstico da Tuberculose f PROMEQUALAB



METODOS MOLECULARES - TAAN

Pesquisa DNA de MTC + Detecao molecular de resisténcia a rifampicina

Xpert® MTB/RIF Ultra

-

rpoB gene
1S67110 & 151081

Yoart® MTBRIF Ui Targets

%»'“‘* ,}
-
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METODOS MOLECULARES - TAAN

Pesquisa DNA de MTC + Dete¢cao molecular de resisténcia a isoniazida e aos farmacos 22 linha

Table 2.3.1. Drug-related gene targets, codon regions and nucleotide

Xpert® MT B/XD R sequences that determine presence of variants associated with drug resistance

in the Xpert MTB/XDR assay (35)

Isoniazid inhA promaoter Not applicable -1to-32
intergenic region

katG 311-319 939-957
fabG1 199-210 597-630
Xpert® MTB/XDR oxyR-ahpC Not applicable -5 to -50 intergenic
intergenic region region (or—47 to -92%)
W
BIRAA — . _
» Ethionamide inhA promoter Not applicable -1to-32
"? "*i-s'*'a-t'fi intergenic region
ALY
y ;1-3 &Eﬁ' Fluoroquinolones  gyrA 87-95 261-285
¥
RN [T o o qyrB 531-544 (or 493-505°) 1596-1632
400"""’- Amikacin, rrs Not applicable 1396-1417
capreomycin and
kanamycin
Amikacin and eis promoter Not applicable -6to-42
kanamycin intergenic region

* Codon numbering system according to Camus et al. (2002) (36).
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METODOS MOLECULARES - TAAN : = — =
Exames diretos positivos -/ ) /

Conjugate binding Colour formation

ig
52
T 2

Sistema GenoType — LPA (amplificacao e hibridizacdo reversa)

4 L
(11)g
\ / &

A TTnd

- identificacao MTC
GenoType MTBDRplus
- multirresisténcia (etionamida)

- fluoroquinolonas e injetaveis 22 linha — GenoType MTBDRs|
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METODOS MOLECULARES - TAAN

Pesquisa DNA de MTC + Dete¢cao molecular de resisténcia a isoniazida e a rifampicina

GenoType MTBDRplus

R ST TS R S
--mm-  Conjugata Control (CC)
..... vissees  Amplification Contral [AC)
B weemeee M. tubsrcudosis complex [TUS]

-eemeee rpro@ Locus Control
.......... pod wild type probe 1 {rpoB WT1)
..... cieness 108 Wild type probe 2 (roB WTZ)
08 wild typs probe 3 (rpof WT3)
cienees 7pO@ wild type probe & [rpoB WTA)
RN W S, S — S AR S S— o8 wild type probe 5 (rpoB WTS)
- veee — vaeeees (P08 wild type probe & (rpob WT4)

—

Sondas “wild type”

I e pote W > rpoB e rifampicina
..................... rpol wild type probe

}
" ¥
}
}

.....

- Bl B jan probe 2A [rpod MUT2A)
wrs]  [Rwessevs]  [Beesmame]  [usnuens]  [Ecncaseed . quﬂmhhnpﬁembpo&“lﬂmj
woel Beeeiis]|  Beesened  [Sercscochmmmisesnccd v aseeees  POS Mutation probe 3 bnpes MUTS)

Sondas mutacgao

J

} katG

wreeees kot Locus Control

..... cene|  feemeeed leeeeeo k0B wild type probe [kseG WT)
........ i S he-emmeee deatB mutation probe 1 Jkets MUT1)
..... be--eee katG mutation probe 2 |katG MUT2)

—- M4 Locus Contrel

..... cesnees  dnA wild typo probe | linkA WT1|

o wemmeee HiloA wild type probe 2 linhA WT2I

iy Paias hesennees  MIVA Mutation probe 1 Limha MUT1]

23 priiy el Reiny it e eeeeeee iHRA Mutation probe 2 [inhd MUT2)

U ) s I SO R S S —— e eeemeee A4 mutation probe 3A [inhd MUTIA

nl Eand Baea [Bevesedd . Eiesceel e sssnees  infA mutation probe 38 Uak4 MUT3IB)
colored marker

Sonda “wild type”

Sondas mutag¢ao ——

. isoniazida
Sondas “wild type” /
inhA

Sondas mutac¢ao

[

- Rel I R+l Rel R = Rifampicin, | = Isaniazid
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METODOS MOLECULARES - TAAN

Pesquisa DNA de MTC + Detecao molecular de resisténcia aos farmacos 22 linha

GenoType MTBDRplus

Conjugate Control
Amplification Control
M. tuberculosis complex

gyrALocus Control

gyrA wild type probe 1
gyrA wild type probe 2
gyrA wild type probe 3
gyrA mutation probe 1
gyrA mutation probe 2
gyrA mutation probe 3A
gyrA mutation probe 3B
gyrA mutation probe 3C
gyrA mutation probe 3D

gyr8 Locus Control

gyrB wild type probe 1
gyrB8 mutation probe 1
gyr8 mutation probe 2

ms Locus Control

s wild type probe 1
s wild type probe 2
ms mutation probe 1
s mutation probe 2

ois Locus Control

eis wild type probe 1
eis wild type probe 2
eis wild type probe 3
eis mutation probe 1

coloured marker

Resistance

w— St3INING

.. Conjugate Control
Amplification Control

. gyrA Locus Control

gyrA wild type probe 1
gyrA wild type probe 2
.............. gyrA wild type probe 3
" gyrA mutation probe 1
................ gyrA mutation probe 2

=
—
oo B e nnn s M. tuberculosis complex
)—
=
b

.. gyrA mutation probe 3A
gyrA mutation probe 2B
.. QyrA mutation probe 3C

- p— J== [ oo DR v enene
B s R e -
o . — )
B T [ITTTESe S TNl (LSSTTI
........... [ — IS — S—
b - oo f— - oo e . =

.. gyrA mutation probe 2D

gyrB Locus Control
.. gyrB wild type probe 1
............ --. gyrB mutation probe 1
.. gyrB mutation probe 2

«« rrs Locus Control

== rrs wild type probe 1
«= rrs wild type probe 2
== rrs mutation probe 1
rrs mutation probe 2

« sis Locus Control

+ ®is wild type probe 1
sis wild type probe 2
- eis wild type probe 3

-= eis mutation probe 1

coloured marker

-
................ S
- ) x?*\ x?‘ RN xv\
& NS & S R
x® xé x\&\ W N
A N v A\

we facultative weak staining

=== nOo staining

L = Levofloxacin

M = Moxifloxacin

A = Amikacin

HULL = high-/low-level
, = resistance inferred
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Sondas “wild type”

Sondas mutac¢ao

Sonda “wild type”
Sondas mutacgao
Sondas “wild type”
Sondas mutac¢ao
Sondas “wild type”

Sondas mutacgao

>

fluoroquinolonas

farmacos injetaveis
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METODOS MOLECULARES - TAAN

It IS important to note that, like other molecular tests currently endorsed by WHO,
have some limitations:

e Although LPAs can detect the mutations most frequently identified in resistant
strains, some mutations that confer resistance are outside the regions covered by
the test and resistance cannot be completely excluded, even in the presence of all
WT probes. Thus, in some cases additional phenotypic DST may be necessary for a
full assessment of the presence of a resistant strain.

» LPA is less efficient than conventional culture-based DST in detecting resistance
in samples that harbour both drug-susceptible and -resistant bacteria (i.e.,
heteroresistance). Specifically, LPA can be used to identify resistant bacteria with
mutations detected by the MUT probes if resistant bacteria represent at least 5%
of the total population; however, resistant bacteria with mutations inferred by
the absence of WT probes would probably be missed if the resistant population
represents less than 95% of the total bacterial population (13, 14).

Line probe assays for detection of drug-resistant tuberculosis: interpretation and reporting
manual for laboratory staff and clinicians

ISBN 978-92-4-004666-5 (electronic version)
ISBN 978-92-4-004667-2 (print version)

© World Health Organization 2022
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Diagnostic tests for TB disease have improved sub-
stantially in recent years. There are now several rapid

molecular tests recommended by WHO as the initial G I b I

diagnostic test for TB, some of which can detect drug O a

resistance simultaneously (3). These tests can be used -

at the lower levels of the health system. A point-of-care t u be rc u I O S I S
lateral-flow test performed on urineis also recommend-
ed by WHO; its main use is to assist with diagnosis of TB
in people with advanced HIV disease, in combination
with rapid molecular tests. There are additional rapid
molecular tests specifically for the detection of resist-
ance to a variety of first- and second-line anti-TB drugs,
while sequencing technologies can be used to provide
a comprehensive individual profile of drug resistance.
The older method of sputum smear microscopy (devel-
oped =100 years ago) is still used for TB diagnosis in low
and middle-income countries but is increasingly being
replaced with rapid tests.

Culture testing remains the reference standard for TB
diagnosis. In addition, culture is required for the detec-
tion of resistance to newer anti-1B drugs and may also
be used as a confirmatory test in settings and situations
in which people have a low pre-test probability of hav-
ing TB disease. Following diagnosis, culture or smear
(as opposed to rapid molecular tests) are necessary to
monitor an individual’s response to treatment.

'World Health
' Organization

Global tuberculosis report 2025. Geneva: World Health Organization; 2025. Licence: CC BY-NC-SA 3.0 1GO.
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EXAME CULTURAL

Vantagens:
e maior sensibilidade do que exame direto —

— meios sélidos (10 a 100 bacilos/ml para cultura positiva) MONITORIZACAO TRATAMENTO
— meios liquidos (10% mais sensiveis) DIAGNOSTICO

e permite identificacao da espécie

e permite avaliacao da sensibilidade aos farmacos
e confirmacao resultados moleculares
e outros farmacos

e micobactérias nao tuberculosas

Limitacoes:
* método lento

Boas praticas no diagnoéstico da Tuberculose jPROMEQUALAB



Diagnéstico

Figure 5.1 Minimal examination schedule EXAME CULTURAL
(solid: weekly preferable)
Liquid: daily preferable A
A
' [ '\ \
0 2 days 1 week 2to 4 weeks 6 weeks 8 weeks

Inocuation

European Centre for Disease Prevention and Control. Handbook on TB laboratory diagnostic methods for the
European Union, Stockholm: ECDC; 2016
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Diagnéstico

EXAME CULTURAL
Cultura positiva
Meios soélidos e/ou meios liquidos
Confirmar a presenca de BAAR
Morfologia das coldnias nos meios solidos Exame microscépico das culturas

......

(ampliacdo 1000 x)

A identificacao das estirpes é obrigatoria
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Diagnéstico

Tests based on the detection of mycobacterial lipoarabinomannan (LAM) antigen in urine have
emerged as potential point-of-care tests for TB. The currently available urinary LAM assays have
suboptimal sensitivity, and are therefore not suitable as diagnostic tests for TB in all populations.
e However, unlike traditional diagnostic methods, urinary LAM assays demonstrate improved
for the Siaonasie of active Mberculanis sensitivity for the diagnosis of TB among individuals coinfected with HIV. The estimated sensitivity
i peopic g MR is even greater in patients with lower CD4 cell counts. Currently, the urine lateral flow LAM assay
(LF-LAM) strip-test — the Alere Determine™ TB LAM Ag, United States of America (USA), hereafter

referred to as AlereLAM — is the only commercially available urinary LAM test.

LF - LAM

Policy update (2019)
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DIAGNOSIS Hemarks

RECOMMENDATIONS

EXTWULM':.QRY';!EY SEDALE All patients with signs and symptoms of pulmonary TB who are capable of producing sputum

should have as their initial diagnostic test at least one sputum specimen submitted for Xpert®
MTB/RIF (Ultra) assay. This also includes children and adolescents living with HIV who are able
to provide a sputum sample.

TB

RAPIDTBTE

LF-LAM should be used as an add-on to clinical judgement in combination with other tests.
It should not be used as a replacement or triage test.
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LF - LAM

WHO policy recommendations

In inpatient settings, WHO strongly recommends using LF-LAM to assist in the diagnosis of
active TB in HIV-positive adults, adolescents and children:

* with signs and symptoms of TB (pulmonary and/or extrapulmonary) (strong recommendation;
moderate certainty in the evidence about the intervention effects) [1];° or

* with advanced HIV disease* or who are seriously ilP (strong recommendation; moderate
certainty in the evidence about the intervention effects) [1]; or

e irrespective of signs and symptoms of TB and with a CD4 cell count of less than 200 cells/mm?
(strong recommendation; moderate certainty in the evidence about the intervention effects) [2].

In outpatient settings, WHO suggests using LF-LAM to assist in the diagnosis of active TB in
HIV-positive adults, adolescents and children:

e with signs and symptoms of TB (pulmonary and/or extrapulmonary) or seriously ill (conditional
recommendation; low certainty in the evidence about test accuracy) [3]; and

e irrespective of signs and symptoms of TB and with a CD4 cell count of less than 100 cells/mm?
(conditional recommendation; very low certainty in the evidence about test accuracy) [4].
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LF - LAM

In outpatient settings, WHO recommends against using LF-LAM to assist in the diagnosis of @B rrcmen doersio e oemine o 1 ag

active TB in HIV-positive adults, adolescents and children: 1 oo oo s 2 cocamepatiar
€ remova a protegao. pogo de amostra.

* without assessing TB symptoms (strong recommendation; very low certainty in the evidence -

about test accuracy) [9]; /)i))
* without TB symptoms and unknown CD4 cell count or without TB symptoms and CD4 cell

count greater than or equal to 200 cells/mm? (strong recommendation; very low certainty in R - 4 et e

the evidence about test accuracy) [6]; and Ve H H HE‘

_ . " | o

o without TB symptoms and with a CD4 cell count of 100-200 cells/mm?* (conditional -

recommendation; very low certainty in the evidence about test accuracy) [7]. @

Boas praticas no diagnoéstico da Tuberculose f PROMEQUALAB



GARANTIA DA QUALIDADE

Garantia da Qualidade:

« Procedimentos de trabalho, treino e manutencédo de competéncias

« Verificacdo/Calibracao e Manutencao dos equipamentos

- Verificacdo e/ou validacdo dos métodos Os Pilares da Garantia da Qualidade Laboratorial

| GARANTIA DA QUALIDADE =5

Monitorizagao e
Avaliagao Continua

« Validagéo dos lotes de reagentes Ot e hosureon

Competéncia

e Procedlmentos Controlo de
- - Gar: \ t nnuo, idade |
« Controlo qualidade interno osodine
procedimentos de trabalho. 2 stleénallfna glast ;r:ecesso para
Verificagdo de
. ~ . Equnpamentos
« Avaliacdo Externa da Qualidade e s Avallic Extaens
preciséo de lod f rame ntas. da Qualldade
3 N Comparagdo dos resulta d
com padroes

" - 2 externos par:
Validagao de Métodos 0 L ! validar o desempeni h 0 glo b ]
e Reagentes ] DI SRR LsoRATORO | PADROES EXTERNGS dolaboratrio
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VALIDACAO DOS LOTES DE REAGENTES

Exame direto

* Avaliacao de cada novo lote de corantes
3 esfregacos positivos (1+)
3 esfregacos negativos (corados 3X)

Métodos Moleculares - TAAN

* Avaliacdao de cada novo lote de reagentes
1 amostra positiva
1 amostra negativa

Boas praticas no diagnoéstico da Tuberculose

GARANTIA DA QUALIDADE

COLORACAO DE ZIEHL-NEELSEN

— Bacilos &lcool-
acido resistentes
corados de vermelhe

Carbolfucsina  Alcool-dcide  Azul de metileno
{aquesh ) {decod ) (contra-coloragado)
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GARANTIA DA QUALIDADE

VALIDAGAO DOS LOTES DE REAGENTES

Exame cultural

Controlo do meio de cultura (Meio sélido - Lowenstein-Jensen)
* cor
e textura
e homogeneidade
e sensibilidade: - 5 tubos do lote em uso + 5 tubos do novo lote
- inocular 0,2 mL (diluicdo 10 ~*) de suspensdo McFarland 1 de uma estirpe de M. tuberculosis (H37Rv)
- leituras aos 20 e 60 dias
e esterilidade: - 5 tubos novo lote
- incubados 48 horas 372C + 48 horas temperatura ambiente

b |

.

Controlo do meio de cultura (Meio liquido - MGIT)
e cor &
e sensibilidade: - 1 tubo de cada caixa
- inocular 0,5 mL (diluicdo 10 ~#) de suspensdo McFarland 1 de uma estirpe de M. tuberculosis (H37Rv)
- confirmar presenca de BAAR quando positivar
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GARANTIA DA QUALIDADE

PRECISAO

a
SR U S S [ ST 0 )

CONTROLO QUALIDADE INTERNO g

z ' /AV NN rim e
8 | e
3 ] amp.! 17 15

CONTROLO QUALIDADE

N\

AVALIACAO EXTERNA QUALIDADE

EXATIDAO
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GARANTIA DA QUALIDADE

CONTROLO QUALIDADE INTERNO

Exame direto

* Controlo diario em cada serie de coloracoes
1 esfregaco positivo
1 esfregaco negativo

Métodos Moleculares - TAAN

e Controlo em cada serie de testes (PCR e LPA)
1 amostra positiva/conhecida
1 amostra negativa (H,O Ultrapura) , N

 Controlo de inibidores (PCR e LPA)

Tomptato
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GARANTIA DA QUALIDADE

Indicadores de Desempenho do Laboratério
Exame cultural Permitem detetar erros sistematicos

CONTROLO QUALIDADE INTERNO

Contributo da cultura para o diagnostico

e Contributo da cultura para o diagndstico = ----=-—--=-—-=mmmmccmcmoeeo x 100

a - direto positivo e cultura positiva
b - direto positivo sem cultura
c - direto negativo e cultura positiva

d - direto positivo e cultura negativa
e - direto positivo e cultura contaminada
f - sem direto e cultura positiva
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GARANTIA DA QUALIDADE

Indicadores de Desempenho do Laboratério
Exame cultural Permitem detetar erros sistematicos

CONTROLO QUALIDADE INTERNO

Contributo da cultura para o diagnostico

¢ VValor normal: 20%

e Valor mais elevado |:> investigar possiveis causas:
- falsos negativos nos diretos
- elevada percentagem de casos de TB numa fase muito precoce e de TB pediatrica NAO SAO
- doentes de grupos muito especificos PROBLEMA

e Valor mais baixo I:> investigar possiveis causas:
- demora excessiva entre a colheita e o processamento da amostra
- descontaminacao muito agressiva (concentracao da solucdo; tempo de contacto)
- velocidade de centrifugacao baixa ou aguecimento da centrifuga
- baixa sensibilidade do meio de cultura
- incubacao a temperatura muito alta ou muito variavel
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GARANTIA DA QUALIDADE

CONTROLO QUALIDADE INTERNO Indicadores de Desempenho do Laboratdrio

Permitem detetar erros sistematicos

Exame cultural

Percentagem de diretos positivos com culturas negativas

e Percentagem de diretos positivos com d

culturas negativas e x 100
& a+tb+c+d+e+f

a - direto positivo e cultura positiva
b - direto positivo sem cultura
c - direto negativo e cultura positiva

d - direto positivo e cultura negativa
e - direto positivo e cultura contaminada
f - sem direto e cultura positiva
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GARANTIA DA QUALIDADE

CONTROLO QUALIDADE INTERNO Indicadores de Desempenho do Laboratdrio

Permitem detetar erros sistematicos

Exame cultural

Percentagem de diretos positivos com culturas negativas

e Valor normal: 2 -3 %

e Valor mais elevado ‘ investigar possiveis causas:
- falsos positivos nos diretos
- demora excessiva entre a colheita e o processamento da amostra
- descontaminag¢ao muito agressiva (concentracao da solucdo; tempo de contacto)
- velocidade de centrifugacao baixa ou aguecimento da centrifuga
- baixa sensibilidade do meio de cultura
- incubac¢ao a temperatura muito alta ou muito variavel

e Valor mais baixo E==) NAO E PROBLEMA
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GARANTIA DA QUALIDADE

Indicadores de Desempenho do Laboratdrio
Permitem detetar erros sistematicos

CONTROLO QUALIDADE INTERNO

Exame cultural

Percentagem de contaminacoes

* Percentagem de contaminacgoes = _lubos contaminados _ , ;4

3-4 % (LJ)
5-10 % (Liquidos)
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GARANTIA DA QUALIDADE

CONTROLO QUALIDADE INTERNO Indicadores de Desempenho do Laboratério

Permitem detetar erros sistematicos

Exame cultural

Percentagem de contaminacgoes

 Valor normal: 3 -4 % (LJ)
5-10 % (meios liquidos)

- Valor mais elevado mmm) investigar possiveis causas:
- amostras néao refrigeradas
- demora excessiva entre a colheita e o processamento da
amostra
- descontaminacao pouco eficaz (concentracéo da solucgao;
tempo de contacto)

* Valor mais baixo =E==) investigar possiveis causas:
- descontaminacao muito agressiva (concentracao da
solucéo; tempo de contacto)
- concentracao elevada do verde de malaquite no meio de LJ
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GARANTIA DA QUALIDADE

AVALIACAO EXTERNA QUALIDADE

v Avaliar, monitorizar retrospetivamente e comparar de forma independente o desempenho dos
participantes nas diferentes valéncias da sua atividade;

Avaliar tendéncias;
Detetar erros sistematicos;

v" Identificar situacdes ndo conformes, sugerir acdes de melhoria e confirmar a eliminacdo de
problemas;

v Validar novas metodologias;
Qualificar colaboradores;

v Avaliar as necessidades de formacao;
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GARANTIA DA QUALIDADE

AVALIACAO EXTERNA QUALIDADE

O PNAEQ tem cerca de 300 participantes nacionais e internacionais, nomeadamente na Europa, Africa e

Ameérica do Sul e disponibiliza mais de 300 programas de AEQ em 8 areas, desde a clinica, a nutricdo e ao
ambiente.

Clinica Anatomia Patoldgica
Point-of-care testing (POCT) Microbiologia Ambiental
Genética Microbiologia de Alimentos
Fases Extra Analiticas Microbiologia de Aguas
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GARANTIA DA QUALIDADE

AVALIACAO EXTERNA QUALIDADE

Micobacteriologia PNAEQ

Micobacteriologia — Ensaio de Microscopia: 1997 a 2020
retomar 2027

Micobacteriologia - Testes de Sensibilidade aos farmacos de 12 linha para M. tuberculosis: 2009

Micobacteriologia — Deteccdao molecular de multiresisténcia para M. tuberculosis: 2011
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CONSIDERACOES FINAIS

Marcha Diagndstica

24 a 48 horas

Exame direto ~

1 T SO (AN T

it

Tl
255553 33
&

\

Detecao molecular resisténcias

- amplificacao e hibridizacao reversa — GenoType MTBDR plus e MTBDR sl (ED +)
- PCR em tempo real - Xpert MTB/RIF + Xpert MTB/XDR (ED -)

PCR (MTC e MNT)

08 05

s 04
08 - s
g g

2 - 2031 /

4 . £
9

4 Zp2

CCCCC
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CONSIDERACOES FINAIS

Marcha Diagndstica

7 a .... dias Exame cultural = meios sélidos: LJ e LJP
meios liquidos: MGIT

Identificagdo — método imunocromatografico

método molecular: GenoType CM + GenoType MTBC
.

P M OFAA R AR A R = Ui I — — —

wl 10
ver o~ = HH H-H H H H H = s 2 sl Gontrll
ecy I

Specific gene probes for
erentiation of the

Mycobacterium tuberculosis
: complex

BD MGIT TBe Kentficati
o

15 a .... dias (apds Testes fenotipicos de sensibilidade aos farmacos de 12 e 22 linha — meio liquido (MGIT)
cultura positiva) |

Sequenciagao total genoma (TB MDR)

Boas praticas no diagnéstico da Tuberculose v 4 PROMEQUALAB



CONSIDERACOES FINAIS

Evolucao da mediana de dias até ao diagnostico de tuberculose, 2010-2024

100 8 & & 8
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2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024
= Total dias até ao diagnostico  ssss= Dias ate ao diagnostico atribuido ao utente s Dias ateé ao diagnostico atribuido SNS
Global _
Tuberculosis (TB) is a @reventabléandsually curable tuberculosis
: e report
disease. Nonetheless, more than 10 million people 2025

continue to fall ill with TB every year and more than
1 million die from the disease, making it the world’s
leading cause of death from a single infectious agent
and among the top 10 causes of death worldwide.
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Yes! We can End TB!

MUITO OBRIGADA

anabela.silva@insa.min-saude.pt
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