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ABREVIATURAS
USADAS NESTE POP

ufc unidades formadoras de col6nia

DNA acido desoxirribonucleico

HIV virus da imunodeficiéncia humana

SI sequéncia de insercdo

LOD limite de deteccao

MDR multirresisténcia (resisténcia a rifampicina e isoniazida)

FDSM ficha de dados de seguranca do material
MTB(C)  Mycobacterium tuberculosis (complexo)

PCC controlo de verificagdao da sonda
PCR reaccdo em cadeia da polimerase
PVHIV pessoas vivendo com HIV
RIF rifampicina
SOS Simple One-Step
SPC Controlo de Processamento de Amostra
SA Reagente de Amostra (fornecido pela Cepheid)
TB tuberculose
OMS Organizacdo Mundial da Saude
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Procedimento Operacional Padrao (SOP) para deteccao do complexo Mycobacterium
tuberculosis e resisténcia a rifampicina em fezes usando o método de processamento
de fezes Simple One-Step (SOS) e o teste Xpert MTB/RIF (Ultra)

1: Introducao

O diagnostico de tuberculose pulmonar (TB)

em criangas e pessoas vivendo com o virus

da imunodeficiéncia humana (HIV) (PVHIV) é
prejudicado porque eles frequentemente apresentam
sinais e sintomas ndo especificos e a confirmagdo
laboratorial da doencga ¢é dificultada devido a sua
natureza paucibacilar e a dificuldade de obter
expectoracdo. Em 2020, a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) publicou diretrizes atualizadas, nas
quais inclui-se o uso do Xpert MTB/RIF de fezes
como um teste diagndstico inicial para deteccao de
TB e resisténcia a rifampicina (RIF) em criancas que
apresentam sinais e sintomas de TB pulmonar 2. Em
ambientes com alta prevaléncia de TB (probabilidade
pré-teste = 5%), nos casos em que, no teste inicial,
o resultado é negativo pode-se realizar outro teste,
usando o ensaio Xpert MTB/RIF ( obtendo um total
de dois testes) Além disso, a OMS incentiva o uso
do ensaio Xpert MTB/RIF Ultra, sob condi¢des

de pesquisa operacional 2. Dois estudos recentes
.de revisdo sistematica, demonstraram que tanto o
ensaio Xpert MTB/RIF quanto o, mais sensivel, Xpert
MTB/RIF Ultra podem ser utilizados para detectar
bacilos do complexo Mycobacterium tuberculosis
(MTBC) em fezes ,com alta especificidade 3. Assim,
os testes Xpert e Xpert Ultra em fezes podem ser
usados como um teste padrdo de regra proximo ao
ponto de atendimento. Devido a alta sensibilidade e
especificidade em comparagdo com o teste de Gene
Xpert , de expectoragdo, as fezes provavelmente
também podem ser usadas como uma alternativa a
Expectoracdo,expectoracdo para o diagnéstico de
TB em adultos, incluindo PVHIV, que ndo consigam
expectorar expectoragao °.

Varios métodos foram descritos para processar

fezes por testes Xpert &'2. Entretanto, alguns desses

métodos sdo complexos, trabalhosos, demorados,
incluem centrifugacdo e precisam de infraestrutura
bem equipada ¢7°. Os métodos que ndo exijam

i centrifugacdo 8'°"? incluem duas ou mais etapas

de processamento de amostras e todos eles exigem
suprimentos adicionais, reagentes e medidas de

biosseguranca especificas porque a amostra precisa
ser manipulada antes que os bacilos de MTB sejam

i inativados. De Haas e outros 13 desenvolveram

um método que utiliza os mesmos suprimentos e
equipamentos usados no teste Xpert de expectoracdo
e constitui apenas uma etapa de liberagdo-e-
sedimentacdo: o método Simples One-Step (SOS)
para a deteccdo de MTBC e resisténcia a RIF nas

i fezes. Esse método tem o potencial de aplicagdo
i abrangente do teste Xpert para a deteccdo de MTBC

nas fezes ao nivel dos cuidados de satde primérios.

- 2: Proposito

Este POP descreve procedimentos para recolha

e processamento de amostras de fezes, usando

0 método SOS no ensaio Xpert MTB/RIF (Ultra)

para a deteccdo de MTBC e resisténcia a RIF. Este
documento ndo fornece orientagdo sobre o manuseio

do instrumento de GeneXpert, desempenho do teste
i Xpert e interpretacdo dos resultados do Xpert.

3: Principio

i As fezes sdo um tipo de amostra alternativa para o

diagndstico de TB, pois a expectoracdoexpectoragdo
contendo MTBC ascende através da tosse e,
posteriormente, engolida é enviada por meio do
sistema gastrointestinal , terminando nas fezes.

i Ao usar o método SOS '3, o processamento de
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fezes para uso no ensaio Xpert é tdo simples quanto
o processamento de expectoracdoexpectoragao

4. Aproximadamente 0,8 a 1,0 g de fezes sdo
adicionados diretamente ao reagente de amostra,
fornecido com o kit Xpert MTB/RIF (Ultra) (Cepheid,
Califérnia, EUA)'*", e esta mistura de Reagente

de Amostra-Fezes é agitada vigorosamente.

Durante esta etapa, as fezes se desintegram,

as bactérias sdo libertadas para o Reagente de
Amostra e os bacilos de MTBC sdo inativados.
Subsequentemente, a sedimentacdo, por gravidade
das fezes, ocorre durante a incubagdo da suspensdo
de Reagente de Amostra-Fezes, e os bacilos de
MTBC permanecerdo em suspensdo. Apos a
suspensdo do Reagente de Amostra-Fezes ter sido
novamente agitado vigorosamente e incubado a
temperatura ambiente, 2 mL desta suspensao sdo
transferidos para o cartucho Xpert. A transferéncia
deve ser feita com muito cuidado, evitando transferir
quailquer particula de fezes, pois isso pode causar

o entupimento do filtro do cartucho. Além disso, as
fezes podem conter mais inibidores de PCR do que
a expectoracdoexpectoracdo. Por essas duas razdes,
espera-se uma taxa mais alta de resultados invalidos/
erros, do que para o teste de expectoragdo.

O sistema de ensaio Xpert MTB/RIF permite a rapida
deteccdo de MTBC e resisténcia a RIF por meio

da combinacdo entre a purificacdo automatizada

de amostra, amplificacdo de acido nucleico e
deteccdo de sequéncias de DNA alvo, em um
cartucho independente, que é executado em um
sistema GeneXpert 6. Como os cartuchos sao
independentes, a chance de contaminagdo cruzada
entre as amostras é minimizada. No cartucho de
ensaio de Xpert MTB/RIF, ocorre um PCR em tempo
real direcionados ao gene rpoB, contendo a regido
hot-spot de 81 pares de bases. O gene rpoB é
sondado com cinco sinalizadores moleculares que
permitem a diferenciacdo entre a sequéncia do tipo
selvagem e mutagdes na regido central que estdo
associadas a resisténcia a RIF. A Rifampincina é um
dos medicamentos anti-TB de primeira linha mais
potentes e a resistencia a Rifampicina é um indicador
para TB multirresistente (MR-TB). Um controle de
processamento de amostra (SPC), compreendendo

(((((

esporos de Bacillus globigii, é incluido no ensaio como
um controle interno para garantir o processamento
adequado da amostra, bem como monitorar a
presenca de inibidores de PCR. Um controlo de
verificacdo da sonda (PCC) verifica a reidratacdo do
reagente, o enchimento do tubo de PCR do cartucho,

a integridade da sonda e a estabilidade do pigmento
14,16,17

O ensaio Xpert MTB/RIF Ultra usa o mesmo sistema
GeneXpert do ensaio Xpert MTB/RIF e ndo mostrou
ser inferior ao Ultimo ensaio '8, mas foi ajustado para
aumentar a sensibilidade do ensaio para detectar

o MTBC. O ensaio Ultra detecta o MTBC pela
amplificagdo das sequéncias de inser¢do de multiplas
copias (S1) 1S6110 e 1S1081 e usa um volume de
reacdo de PCR maior do que o Xpert MTB/RIF (50 pL
contra 25 pL de camara de reagdo do PCR). O ensaio
Ultra tem um limite de deteccdo (LOD) inferior ao
Xpert MTB/RIF (16 contra 113 unidades formadoras
de coldnias bacterianas (ufc) por mL ') porque usa

a amplificagdo de acido nucleico aninhado, ciclos
térmicos mais rapidos e microfluidos aprimorados. O
ensaio Xpert Ultra incorpora uma andlise baseada em
temperatura de fusdo em vez de PCR em tempo real
para a deteccdo de resisténcia a RIF. Especificamente,
quatro sondas identificam mutagdes que conferem
com a resisténcia a RIF no gene rpoB, deslocando

a temperatura de fusdo para longe do valor de
referéncia do tipo selvagem .

4: Equipe Responsavel

Equipe de laboratério treinada no processamento
de fezes usando o método de SOS e o ensaio Xpert
MTB/RIF (Ultra).

5: Seguranca

- Trate todas as amostras como material biol6gico
potencialmente infeccioso.

- Use sempre uma bata, 6culos de protecdo e luvas
descartaveis.

YKNCV
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- O tampao de reagente de amostra do kit Xpert

contém as substancias irritantes NaOH e isopropanol.

Consulte as informagdes disponiveis na ficha de
dados de seguranca do material para obter mais
detalhes 2.

- O processamento da amostra deve ocorrer sob um
exaustor ventilado ou em uma sala bem ventilada.

- Se ocorrer algum vazamento de fezes, a area afetada
deve ser limpa com solucdo de hipoclorito de sédio
0,5% (4gua sanitaria) e, posteriormente, com alcool

« frascos com Reagente de Amostra.

- Pipetas de transferéncia estéreis sobressalentes com
marcacgdo de 2 mL (se houver muitas amostras de
fezes liquidas).

- Instrumento GeneXpert com infraestrutura
adequada, equipado com computador, software
GX 4.7b e leitor de cédigo de barras (Cepheid Inc.
Sunnyvale, EUA).

- Impressora, se for necessario emitir um relatério do
teste Xpert padrdo.

7 |3oteox

THE BRISTOL
STOOL CHART

Seperate hard lumps,
like nuts (hard to pass)

70%.

- Descarte todos os residuos de risco bioldgico em
uma lixeira de residuos médicos. .

- Consulte os regulamentos nacionais de seguranca 7: Procedimento
e gestdo de residuos de laboratérios de saude
especificos da sua regido para obter mais Observagoes importantes antes de iniciar o
consideragdes. processamento da amostra:

- Antes de iniciar o procedimento, limpe a mesa

.. de trabalho com solu¢do de hipoclorito de sédio

6: Materiais 0,5% (4gua sanitaria) e, posteriormente,

com dlcool 70%.

Processe a quantidade de amostras de acordo com

Sausage-shaped

but lumpy

Like a sausage but with
cracks on its surface

Like a sausage or snake,

Nota: Esta lista de materiais deve ser personalizada de

acordo com as necessidades especificas de cada pais. os moédulos GeneXpert disponiveis para executar os smooth and soft
testes. L
- Recipientes de fezes descartaveis com.tampa - Evite o processamento S|multanfe(? de varias — — Soft blobs with clear cut
de rosca com uma colher (ou, alternativamente, amostra. Processe-as em uma série de uma a uma, TYPE 5 W _ o - .
recipientes/copos universais para expectora¢do ou no maximo, trés amostras para evitar etapas de = g edges (passed ea5|ly)
urina com tampa de rosca). processamento concorrentes entre elas. o TIoCooooonoeoosoooooosiisocoiooocs
- Papel higiénico ou papel filme para coleta de fezes - Todas as amostras, frascos de reagente de amostra e .... Fluffy pieces with ragged
(no caso de coleta de fezes no local). cartuchos devem ser cuidadosamente rotulados com TYPE6 uy . edges, mushy stool

- Saco plastico com material absorvente. um numero de identificador exclusivo do paciente
- Luvas descartaveis. (NID).

- Bata de laboratério. - O procedimento abaixo detalha as etapas para TYPE 7 — Waterly, no solid pieces.
- Oculos de protecdo. coleta, preparacdo e carregamento de amostras Entirely liquid

- Espétulas de madeira. de fezes no cartucho Xpert MTB/RIF (Ultra)

- Cronébmetro. especifico para o teste Xpert. Este documento

- Caneta permanente. ndo fornece orienta¢do sobre o manuseio do

- Solugdo de hipoclorito de sédio 0,5% e 4lcool 70% instrumento GeneXpert, desempenho do teste

ou outro desinfetante tuberculicida.
- Kit Xpert MTB/RIF (Ultra), incluindo:

Xpert e interpretacdo dos resultados do Xpert. Para
essas etapas, podem ser usadas as instru¢ées do

« cartuchos de Xpert MTB/RIF (Ultra) descartaveis fabricante para processamento de expectoracdo ou
de uso Unico; as instrucdes existentes no POP nacional para testes
« pipetas de transferéncia descartaveis estéreis; Xpert MTB/RIF.

Figura 1.
A Escala de Fezes de Bristol, em homenagem a Universidade de Bristol,
onde foi descrita pela primeira vez por Lewis e Heaton 2'; é definida a partir
do tipo 1, sendo o mais sélido, até o tipo 7, sendo o mais liquido.
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7.1 Coleta de Amostras de Fezes

Geralmente, a coleta de fezes é feita pelos proprios
pacientes ou, no caso de pacientes pediétricos, por

seus cuidadores. A coleta pode ser feita na unidade
sanitaria ou na residéncia do paciente. Seguindo os
procedimentos no ambiente local, o paciente ou
cuidador deve ser instruido por uma enfermeira,

um médico ou outra pessoa da equipe médica ou
laboratorial sobre como coletar as fezes. Abaixo,
descrevemos um método simples para coleta de fezes.
Como alternativa, é possivel usar kits de coleta de fezes.

1. Fornega um recipiente para fezes e um saco plastico

com material absorvente para o paciente ou
cuidador.
2. Forneca as seguintes instrug¢des sobre como coletar
a amostra de fezes para o paciente ou cuidador:
a. O ideal é coletar a amostra de fezes durante o
primeiro movimento intestinal do dia. Esvazie a

bexiga antes para evitar a mistura da amostra de

fezes com a urina.

b. Coloque um pouco de papel higiénico ou um
papel filme limpo no local onde as fezes serdo
depositadas para garantir uma amostra limpa.
Evite que as fezes entrem em contato com
o solo, detergente ou desinfetante do vaso
sanitario.

c. Se as fezes de uma crianga pequena precisarem
ser coletadas, colete-as diretamente da fralda e

0 mais rapido possivel apds a defecacdo. Evite o

contato prolongado com a superficie da fralda,
pois alguns modelos podem conter substancias
desconhecidas que podem alterar o teste.

d. Encha até a metade do recipiente de fezes
usando, por exemplo, a espéatula fornecida em
conjunto com o recipiente, um saco pléstico
limpo, um pedaco de papelao limpo ou uma

colher limpa. Ndo encha o recipiente até a borda

porque é dificil manused-los no laboratério. E
necessaria apenas uma pequena quantidade de
fezes para o teste.

e. Feche bem o recipiente e lacre-o dentro do saco

pléastico fornecido. Deixe o material absorvente
dentro do saco plastico, assim, ele pode
absorver quaisquer substancias que possam
vazar do recipiente.

f. Imediatamente ap6s a coleta das fezes, guarde
o recipiente de fezes em um local limpo e fresco
(por exemplo, na geladeira, se disponivel),
evitando a exposicdo direta a luz solar. Ndo
congele a amostra.

g. De preferéncia, traga a amostra de fezes para o
laboratério no mesmo dia da coleta.

7.2 Preparacdo das Amostras de Fezes

1.

Logo ap6s o recebimento, registre as datas e
horéarios da coleta das fezes e da chegada ao
laboratério.

Armazene os recipientes de amostras de fezes na
geladeira (2-8 C) até que o teste possa ser realizado.
Idealmente, a preparacdo da amostra e o teste
devem comegar o mais rapido possivel, e as fezes
ndo devem ser armazenadas por mais de 5 dias na
geladeira ou 48 horas em temperatura ambiente.

. Pegue um frasco contendo 8 mL de reagente de

amostra do kit Xpert MTB/RIF (Ultra) e rotule-o
com a ldentificagdo exclusiva do paciente.

. Antes do teste, determine a consisténcia da amostra

de fezes usando a Escala de Fezes de Bristol 2! (veja

a figura 1) e registre no formulario do laboratério. O

tipo de fezes determina a forma de manipula-la; siga

para a proxima etapa no caso de fezes dos tipos 1 a

5 ou para a etapa 6 no caso de fezes do tipo 6 ou 7.

Se as fezes forem do tipo 1 até 5 (tipos de fezes s da

maioria das bolhas sélidas as moles) (figura 1):

a. Use a colher conectada a tampa do recipiente,
ou uma espatula de madeira, para pegar uma
porcdo das fezes do tamanho aproximado de
uma unha (isso corresponde a 0,8 - 1 grama
ou um aglomerado de aproximadamente 1 por
1,5 cm), conforme mostrado nas figuras 2A e
3A, e transfira-a para o frasco de Reagente de
Amostra.

b. Use uma espatula de madeira para remover as
fezes da colher ou da espatula, se necessario
(veja a figura 3A).

c. Caso as fezes sejam do tipo 1 ou 2 (muito duras),
entdo, uma vez transferidas para o frasco de
Reagente de Amostra, corte-as cuidadosamente
em pequenos pedagos usando uma espétula de
madeira para garantir uma melhor suspensdo no
tampdo de Reagente de Amostra. Certifique-se

YKNCV
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Transfira 2 mL de sobrenadante”
‘livre detritos' para o
cartucho Xpert Ultra

Transfira 0.8-1,0 g Duas vezes:
de fezes para o frasco agite por 30 segundos
de reagente de amostra* e repouse por 10 minutos

Retire 2 mL de Retire 2 mL de fezes Duas vezes: Transfira 2 mL
reagente de do frasco de fezes agite por 30 de sobrenadante*
amostra* do frasco e transfira-o para segundos ‘livre detritos’
de reagente o frasco de regente e repouse por para o cartucho
de amostra* de amostra 10 minutos Xpert Ultra
e descarte-o
Figura 2.

Visdo geral esquemética do POP para a deteccdo do complexo M. tuberculosis e resisténcia a
rifampicina nas fezes usando o método de processamento de fezes SOS e o ensaio
Xpert MTB/RIF (Ultra) para diferentes tipos de fezes. O painel A mostra o procedimento para fezes
do tipo 1 a 5 de Bristol (fezes solidas) e o painel B para fezes do tipo 6 e 7 de Bristol (fezes liquidas).

*Reagente de Amostra (Cepheid), 8 mL da mistura de hidréxido de sédio (pH>12,5)
com isopropanol fornecido em conjunto com cada cartucho Xpert Ultra.
#Apds a sedimentacdo por gravitacdo dos detritos organicos, cuidadosamente - sem
levantar o frasco e sem perturbar a sedimentacéo - transfira 2 mL da camada superior
do sobrenadante ‘livres de detritos’ para o cartucho de Xpert.

TUBERCULOSISFOUNDATION
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Figura 3.

Fotos de exemplos tipicos de manipulagdo de fezes para o método de processamento de fezes SOS para
o teste Xpert MTB/RIF. O painel A mostra imagens para fezes do tipo 1 a 5 de Bristol (solidas);
retirada de 0,8 g (aproximadamente 1 x 1,5 cm) com uma espétula de madeira (imagem a esquerda)
ou uma colher de um recipiente de fezes (imagem do meio) e adicdo das fezes ao frasco de reagente
de amostra com auxilio de uma espétula de madeira (imagem a direita). O painel B mostra imagens
para fezes do tipo 6 e 7 de Bristol (fezes liquidas); um exemplo tipico (imagem a esquerda),
aspiracdo de fezes liquidas do frasco de fezes (imagem do meio) e adi¢do de fezes ao frasco
de reagente de amostra (imagem a direita).

D

AT B

Figura 4.
Um exemplo de fezes misturadas com o reagente de amostra em um frasco de reagente de amostra; A)
antes da agitacdo, B) depois da agitacdo, C) apés a sedimentacdo incompleta, ou seja, ainda com algumas
particulas sélidas no sobrenadante D) apés a sedimentacdo, com um sobrenadante limpido.
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de que a amostra de fezes ndo emerja de
dentro do Reagente de Amostra durante o
procedimento!

6. Se as fezes forem do tipo 6 ou 7 (pedagos
macios com bordas irregulares (moles) e fezes
aquosas (totalmente liquidas)) (figura 1), use
uma pipeta de transferéncia para remover 2 mL
de Reagente de Amostra do frasco e descarte-a.
Subsequentemente, use a mesma pipeta para
transferir 2 mL da amostra de fezes para o frasco
de Reagente de Amostra (veja as figuras 2B e 3B).

7. Feche bem a tampa do frasco de Reagente de
Amostra e agite o frasco vigorosamente por 30
segundos. Ndo agite em circulos, pois isso pode
formar uma suspensdo estdvel de particulas
finas, dificultando a sedimentacao.

8. Incube o frasco por 10 minutos em temperatura
ambiente.

9. Agite a garrafa vigorosamente novamente
por 30 segundos (ndo agite em circulos).

10. Desaperte ligeiramente a tampa de rosca do
frasco de Reagente de Amostra e coloque o
frasco em uma posicdo em que o sobrenadante
possa ser facilmente aspirado na etapa 7.3.4.

11. Deixe o frasco descansar por 10 minutos em
temperatura ambiente para permitir que as
particulas solidas e detritos se assentem.

12. Se os detritos de fezes ndo estiverem totalmente
sedimentados, o tempo de incubagdo pode ser
prolongado por mais 10 minutos.

13. Se ainda houver partes sélidas visiveis no
sobrenadante (camada superior) apds o tempo
de incubagdo prolongado, repita as etapas
7 e 8 (veja a figura 4).

7.3 Carregamento da amostra no cartucho
Xpert MTB/RIF (Ultra)

Nota: Em principio, as amostras devem ser carregadas
nos cartuchos Xpert MTB/RIF (Ultra) imediatamente
apos o seu processamento e, ao contrario do
processamento de expectoracdoexpectoracdo, ndo

é recomendado reutilizar a suspensdo de Reagente
de Amostra-Fezes no frasco de reagente de amostra
para testes repetidos, evitando o risco de aspira¢do
de particulas da camada sedimentar. Normalmente,

sobrara amostra de fezes suficiente para processar outra

porcdo da mesma amostra (a partir da etapa 7.2.4).

1. Rotule um cartucho Xpert MTB/RIF (Ultra) com o
numero de Identificacdo exclusiva do paciente.

2. Abra a tampa do cartucho.

3. Abra o frasco de reagente de amostra contendo
a suspensdo de Reagente de Amostra-Fezes.
Para evitar que quaisquer detritos rodopiem para
cima, ndo mova ou levante o frasco de Reagente
de Amostra, mas segure-o com cuidado entre os
dedos enquanto o apoia na mesa.

4. Usando uma nova pipeta, aspire cuidadosamente
2 mL do sobrenadante do frasco de reagente de
amostra e transfira-o para o cartucho de Xpert
MTB/RIF (Ultra), dispensando-o lentamente na
abertura do cartucho.

Importante: tenha cuidado para ndo aspirar quaisquer
detritos. Evite tocar nos detritos no fundo do frasco
de reagente de amostra e ndo mova ou levante o
frasco enquanto aspira o sobrenadante. Aspire o
sobrenadante da camada superior e evite bolhas de ar.
Vocé pode fazer isso da seguinte forma:

a. Pressione a pipeta de transferéncia com forca
suficiente para aspirar os 2 mL de uma s6 vez.

b. Coloque a ponta da pipeta logo abaixo da
superficie da solucdo contra a parede do frasco
e desca lentamente enquanto aspira a amostra
para dentro da pipeta de transferéncia.

c. Se, acidentalmente, bolhas de ar forem
aspiradas para dentro da pipeta ou se o baldo
ndo tiver sido pressionado com forga suficiente
para absorver os 2 mL de uma sé vez, entdo,
transfira lentamente a solugdo de volta para
o frasco de reagente de amostra, mantendo a
ponta da pipeta contra a parede e sem levantar
o frasco da mesa. Deixe o frasco de reagente de
amostra descansar por 10 minutos para garantir
que a sedimentacdo seja restabelecida antes de
tentar novamente. Se ndo for possivel retirar
2 mL da camada superior sem incluir detritos,
repita as etapas 7 e 8 da secdo anterior.

5. Feche a tampa do cartucho e a tampa do frasco
de reagente de amostra.
6. Coloque o cartucho no instrumento GeneXpert

e siga as instrucdes do fabricante na bula para

processamento de expectoracdoexpectoracdo™ ">

2223 gu as instrucdes existentes no POP nacional

para testes Xpert MTB/RIF.
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