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Amostras

AMOSTRAS
colheita
conservação
estabilidade
transporte

1º passo para diagnóstico certo

Metodologia Certa              Diagnóstico Certo

colheita correta da amostra 
aplicação de métodos moleculares e microbiológicos



AMOSTRAS PRECIOSAS

Líquidos 
biológicos LCR Biópsias Suco gástricoExsudados 

pus
Lavado brônquico 

broncoalveolar

Amostras
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OUTRAS AMOSTRAS

Expetoração
Fezes UrinaEsfregaço 

língua



COLHEITA

Contentor estéril, seco, inquebrável e estanque

CONSERVANTES

Exsudados/pus - seringa 
zaragatoa adicionar gotas soro fisiológico estéril 

Exceções:

Biópsias - adicionar soro fisiológico estéril    

Suco gástrico - adicionar 100 mg de bicarbonato de sódio

Urina - urina jato médio após higiene genitais 

Amostras
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Volume mínimo

LCR – 2 a 3 mL
Expetoração – 3 a 5 mL
Suco gástrico – 5 a 10 mL
Lavados (LB/LBA) – 20 a 50 mL
Líquidos pleural – 20 a 50 mL
Urina – 15 a 30 mL
Fezes – 1 g

COLHEITA

Amostras
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CONSERVAÇÃO

2 – 8ºC

Entrega laboratório logo que possível

amostras paucibacilares
suco gástrico sem neutralização
urina - centrifugar 3000 rpm/15´ e conservar sedimento 2-8ºC

Entrega 
imediata

Amostras
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ESTABILIDADE

Até 5 dias conservadas a 2 – 8ºC

delay in transport of the specimen to the 

laboratory was the only independent factor 

significantly associated with increase in 

culture contamination.

Ellappan, Kalaiarasan et al. “Evaluation of factors influencing 

Mycobacterium tuberculosis complex recovery and contamination rates in 

MGIT960.” The Indian journal of tuberculosis vol. 67,4 (2020): 466-471. 

doi:10.1016/j.ijtb.2020.07.016

Amostras
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TRANSPORTE

UN 3373 “Biological Substance, Category B”

instruções de embalagem P650

Amostras
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Diagnóstico

AMOSTRA BIOLÓGICA

2 amostras expetoração 

(colhidas no dia consulta; intervalo mínimo 30 minutos)

Exame cultural 
meios sólidos e líquidos

Exame direto  

(1 amostra expetoração)
(H+R)

Deteção molecular de resistências
PCR para MTC/MNT

Negativo Positivo



MÉTODOS DE DESCONTAMINAÇÃO

Métodos:
- Kubica (N-acetil – L – císteina /  hidróxido de sódio)
- Tacquet e Tison (Lauril sulfato de sódio  /  hidróxido de sódio)
- Petroff (Hidróxido de sódio) 
- Ácido oxálico
- Ácido sulfúrico

Objetivos:
- eliminar a flora associada
- libertar as micobactérias aprisionadas
- concentrar as micobactérias

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

Fundamental:
respeitar todas as indicações do método escolhido

tempo de contacto
velocidade de centrifugação
tempo de centrifugação

MÉTODOS DE DESCONTAMINAÇÃO

Diagnóstico
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Vantagens:
• fácil execução
• rápido – resposta em 24h
• técnica pouco dispendiosa

• deteção casos infeciosos

Limitações:
• baixa sensibilidade – são necessários ~ 104 bacilos por ml de 
amostra para que sejam detetados
• não é específico para M. tuberculosis – deteta bacilos álcool-ácido 
resistentes

EXAME DIRETO

Diagnóstico
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Colorações fluorescentes

• coloração de Degommier (auramina / vermelho de tiazina) 

• coloração de Holst, Mitchison e Radha-Krishna (auramina / 
permanganato de potássio)

EXAME DIRETO – MÉTODOS DE COLORAÇÃO 

Colorações pela fucsina fenicada

• colorações a frio

• método de Kinyoun (fucsina saturada)

• método de Gabbett (combina descoloração e coloração de contraste)

• método de Tan Thiam Hok (combina fucsina saturada com modificação de 
Gabbett)

• colorações a quente

• método clássico de Ziehl-Neelsen (fucsina a 1% - 10`)

• método rápido de Ziehl-Neelsen (fucsina a 1% - 3`)

• método d` Armand (fucsina a 1% e corante d`Armand)

Diagnóstico
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Tabela de conversão entre diferentes colorações e amplificações 

World Health Organization. Laboratory Service in Tuberculosis Control. Part II:Microscopy. Geneva,1998

EXAME DIRETO

Diagnóstico
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• cumprir corretamente os tempos de coloração e de 
descoloração

• utilizar um controlo positivo em cada serie de 
colorações

• observar todo o esfregaço, pelo menos 100 
campos (ampliação 1000x), para considerar uma 
lâmina como negativa

Prevenção de falsos positivos

EXAME DIRETO

Diagnóstico
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Prevenção de falsos negativos

• marcar corretamente e conferir todas as requisições com os contentores das amostras e as respetivas lâminas 

• registar e enviar os resultados corretamente

• usar sempre lâminas novas

• não permitir que as lâminas toquem entre si 
durante a coloração

• não usar água da torneira 

• não permitir que o aplicador do óleo de 
imersão toque no esfregaço

• limpar sempre a objetiva após cada 
observação



Vantagens:
• rápido 
• específico – identifica o Mycobacterium tuberculosis complex
• alguns permitem também deteção de mutações

Limitações:
• sensibilidade variável
• apenas diagnóstico
• menos sensível do que cultura      resultado negativo não exclui TB 

Não substitui o exame cultural:
• execução das provas de sensibilidade 
• identificação de micobactérias não tuberculosas

MÉTODOS MOLECULARES - TAAN

Diagnóstico
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PCR

• Detetar DNA do complexo M. 
tuberculosis

• Detetar DNA do género 
Mycobacterium

Deteção molecular de resistências

• Detetar DNA do complexo M. 
tuberculosis

• Pesquisar mutações mais frequentes 
associadas a resistências

(H+R)
(2ª linha)

Diagnóstico
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Global tuberculosis control: WHO report 2011 (WHO/HTM/TB/2011.16) 

Diagnóstico
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Diagnóstico
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MÉTODOS MOLECULARES - TAAN

This has resulted in Ultra having a limit of 

detection (LOD) of 16 bacterial colony 

forming units (cfu) per ml (compared to 114 

cfu per ml for Xpert MTB/RIF).



Rifampicina:

resistência: 
• mutações no gene rpoB (codão 

531, 526, 516)

MÉTODOS MOLECULARES - TAAN

Diagnóstico
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Isoniazida:

resistência:
• mutação no gene KatG (codão 

315)
• mutação no gene inhA (região 

reguladora)
• mutação no gene ahpC, oxyR, 

kasA



Sistema GenoType – LPA (amplificação e hibridização reversa)
- identificação MTC
- multirresistência (etionamida)

- fluoroquinolonas e injetáveis

Sistema GeneXpert – PCR tempo real
- identificação MTC
- rifampicina

- isoniazida (etionamida), fluoroquinolonas e injetáveis

Exames diretos 
positivos

Exames diretos 
negativos

MÉTODOS MOLECULARES - TAAN

Diagnóstico
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Sistema GeneXpert – PCR tempo real

- identificação MTC

- rifampicina

- isoniazida (etionamida), fluoroquinolonas
e injetáveis 2ª linha

Exames diretos negativos

Xpert MTB/RIF Ultra

Xpert MTB/XDR

MÉTODOS MOLECULARES - TAAN

Diagnóstico
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MÉTODOS MOLECULARES - TAAN

Pesquisa DNA de MTC + Deteção molecular de resistência à rifampicina

Xpert® MTB/RIF Ultra

Diagnóstico
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Pesquisa DNA de MTC + Deteção molecular de resistência à isoniazida e aos fármacos 2ª linha

MÉTODOS MOLECULARES - TAAN

Diagnóstico
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Sistema GenoType – LPA (amplificação e hibridização reversa)

- identificação MTC

- multirresistência (etionamida)

- fluoroquinolonas e injetáveis 2ª linha

Exames diretos positivos

MÉTODOS MOLECULARES - TAAN

Diagnóstico
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GenoType MTBDRplus

GenoType MTBDRsl



GenoType MTBDRplus

rpoB
Sondas “wild type”

Sondas mutação

Sondas mutação

Sondas mutação

Sonda “wild type”

Sondas “wild type”

katG

inhA

MÉTODOS MOLECULARES - TAAN

Pesquisa DNA de MTC + Deteção molecular de resistência à isoniazida e à rifampicina

isoniazida

rifampicina

Diagnóstico
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GenoType MTBDRplus

Sondas “wild type”

Sondas mutação

Sondas mutação

Sondas mutação

Sonda “wild type”

Sondas “wild type”

MÉTODOS MOLECULARES - TAAN

fármacos injetáveis

fluoroquinolonas

Pesquisa DNA de MTC + Deteção molecular de resistência aos fármacos 2ª linha

Sondas “wild type”

Sondas mutação

Diagnóstico
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MÉTODOS MOLECULARES - TAAN

Diagnóstico
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Diagnóstico
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Vantagens:
• maior sensibilidade do que exame direto 

– meios sólidos (10 a 100 bacilos/ml para cultura positiva)  MONITORIZAÇÃO TRATAMENTO
– meios líquidos (10% mais sensíveis) DIAGNÓSTICO

• permite identificação da espécie

• permite avaliação da sensibilidade aos fármacos
• confirmação resultados moleculares
• outros fármacos
• micobactérias não tuberculosas

Limitações:

• método lento  

EXAME CULTURAL

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

EXAME CULTURAL

Diagnóstico
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Cultura positiva
Meios sólidos e/ou meios líquidos

Morfologia das colónias nos meios sólidos Exame microscópico das culturas

Confirmar a presença de BAAR

(ampliação 1000 x)

A identificação das estirpes é obrigatória

EXAME CULTURAL

Diagnóstico
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GARANTIA DA QUALIDADE

Garantia da Qualidade:

• Procedimentos de trabalho, treino e manutenção de competências 

• Verificação/Calibração e Manutenção dos equipamentos

• Verificação e/ou validação dos métodos

• Validação dos lotes de reagentes

• Controlo qualidade interno

• Avaliação Externa da Qualidade
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GARANTIA DA QUALIDADE

VALIDAÇÃO DOS LOTES DE REAGENTES 

• Avaliação de cada novo lote de corantes
3 esfregaços positivos (1+)
3 esfregaços negativos (corados 3X)

Exame direto

Métodos Moleculares - TAAN

• Avaliação de cada novo lote de reagentes
1 amostra positiva
1 amostra negativa



Controlo do meio de cultura (Meio sólido - Lowenstein-Jensen)
• cor
• textura
• homogeneidade
• sensibilidade: - 5 tubos do lote em uso + 5 tubos do novo lote

- inocular 0,2 mL (diluição 10 –4) de suspensão McFarland 1  de uma estirpe de M. tuberculosis (H37Rv)
- leituras aos 20 e 60 dias

• esterilidade: - 5 tubos novo lote
- incubados 48 horas 37ºC + 48 horas temperatura ambiente

Exame cultural

VALIDAÇÃO DOS LOTES DE REAGENTES 

Controlo do meio de cultura (Meio líquido - MGIT)
• cor
• sensibilidade: - 1 tubo de cada caixa 

- inocular 0,5 mL (diluição 10 –4) de suspensão McFarland 1  de uma estirpe de M. tuberculosis (H37Rv)
- confirmar presença de BAAR quando positivar

GARANTIA DA QUALIDADE
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GARANTIA DA QUALIDADE
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CONTROLO QUALIDADE

CONTROLO QUALIDADE INTERNO

AVALIAÇÃO EXTERNA QUALIDADE

PRECISÃO

EXATIDÃO



• Controlo diário em cada serie de colorações
1 esfregaço positivo
1 esfregaço negativo

CONTROLO QUALIDADE INTERNO

Exame direto

Métodos Moleculares - TAAN

• Controlo em cada serie de testes (PCR e LPA)
1 amostra positiva/conhecida
1 amostra negativa (H2O Ultrapura)

• Controlo de inibidores (PCR e LPA) 

GARANTIA DA QUALIDADE
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Indicadores de Desempenho do Laboratório 
Permitem detetar erros sistemáticos

c
• Contributo da cultura para o diagnóstico = ----------------------------- x 100

a + b + 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

 20 %

GARANTIA DA QUALIDADE

CONTROLO QUALIDADE INTERNO

Exame cultural

Boas práticas no diagnóstico da Tuberculose

Contributo da cultura para o diagnóstico



Indicadores de Desempenho do Laboratório 
Permitem detetar erros sistemáticos

GARANTIA DA QUALIDADE

CONTROLO QUALIDADE INTERNO

Exame cultural

Boas práticas no diagnóstico da Tuberculose

Contributo da cultura para o diagnóstico

• Valor normal: 20%

• Valor mais elevado               investigar possíveis causas:
- falsos negativos nos diretos
- elevada percentagem de casos de TB numa fase muito precoce e de TB pediátrica
- doentes de grupos muito específicos

• Valor mais baixo                  investigar possíveis causas:
- demora excessiva entre a colheita e o processamento da amostra
- descontaminação muito agressiva (concentração da solução; tempo de contacto) 
- velocidade de centrifugação baixa ou aquecimento da centrifuga
- baixa sensibilidade do meio de cultura
- incubação a temperatura muito alta ou muito variável

NÃO SÃO 
PROBLEMA



Percentagem de diretos positivos com culturas negativas

Exame cultural

CONTROLO QUALIDADE INTERNO Indicadores de Desempenho do Laboratório 
Permitem detetar erros sistemáticos

GARANTIA DA QUALIDADE

Boas práticas no diagnóstico da Tuberculose

• Percentagem de diretos positivos com                     d
culturas negativas                       = ----------------------------- x 100

a + b + 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

2 –3 %



Percentagem de diretos positivos com culturas negativas

• Valor normal: 2 –3 %

• Valor mais elevado               investigar possíveis causas:
- falsos positivos nos diretos
- demora excessiva entre a colheita e o processamento da amostra
- descontaminação muito agressiva (concentração da solução; tempo de contacto) 
- velocidade de centrifugação baixa ou aquecimento da  centrifuga
- baixa sensibilidade do meio de cultura
- incubação a temperatura muito alta ou muito variável

• Valor mais baixo                  NÃO É PROBLEMA

Exame cultural

CONTROLO QUALIDADE INTERNO Indicadores de Desempenho do Laboratório 
Permitem detetar erros sistemáticos

GARANTIA DA QUALIDADE

Boas práticas no diagnóstico da Tuberculose



tubos contaminados
• Percentagem de contaminações = ------------------------------- x 100

todos tubos semeados

3-4 % (LJ)

5-10 % (Líquidos)

CONTROLO QUALIDADE INTERNO

Exame cultural

Percentagem de contaminações

Indicadores de Desempenho do Laboratório 
Permitem detetar erros sistemáticos

GARANTIA DA QUALIDADE
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Percentagem de contaminações

• Valor normal: 3 – 4 % (LJ)
5 -10 % (meios líquidos)

• Valor mais elevado               investigar possíveis causas:
- amostras não refrigeradas
- demora excessiva entre a colheita e o processamento da 

amostra
- descontaminação pouco eficaz (concentração da solução; 

tempo de contacto) 

• Valor mais baixo                 investigar possíveis causas:
- descontaminação muito agressiva (concentração da 

solução; tempo de contacto) 
- concentração elevada do verde de malaquite no meio de LJ

CONTROLO QUALIDADE INTERNO

Exame cultural

Indicadores de Desempenho do Laboratório 
Permitem detetar erros sistemáticos

GARANTIA DA QUALIDADE
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GARANTIA DA QUALIDADE
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GARANTIA DA QUALIDADE

AVALIAÇÃO EXTERNA QUALIDADE

Micobacteriologia PNAEQ

Micobacteriologia – Ensaio de Microscopia: 1997 a 2020
retomar 2027

Micobacteriologia - Testes de Sensibilidade aos fármacos de 1ª linha para M. tuberculosis: 2009

Micobacteriologia – Detecção molecular de multiresistência para M. tuberculosis: 2011



Marcha Diagnóstica

24 a 48 horas

Boas práticas no diagnóstico da Tuberculose

Exame direto

Deteção molecular resistências 
- amplificação e hibridização reversa – GenoType MTBDR plus e MTBDR sl (ED +) 
- PCR em tempo real - Xpert MTB/RIF + Xpert MTB/XDR (ED -)

PCR (MTC e MNT)

CONSIDERAÇÕES FINAIS



Marcha Diagnóstica

7 a …. dias Exame cultural – meios sólidos: LJ e LJP
meios líquidos: MGIT 

Identificação   – método imunocromatográfico
método molecular: GenoType CM + GenoType MTBC

Boas práticas no diagnóstico da Tuberculose

15 a …. dias (após 
cultura positiva)

Testes fenotípicos de sensibilidade aos fármacos de 1ª e 2ª linha – meio liquido (MGIT)

Sequenciação total genoma (TB MDR)

CONSIDERAÇÕES FINAIS
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CONSIDERAÇÕES FINAIS
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MUITO OBRIGADA

anabela.silva@insa.min-saude.pt
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