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PREFACIO

Este guia préatico pretende ajudar 0s paises a implementar e incorporar 0 ensaio Alere Determine™ TB LAM Ag (antigénio)
no algoritmo de diagndsticos de rotina da tuberculose (TB). O guia contém novas evidéncias coligidas a partir de diversos
estudos realizados apos a publicagdo em 2015 da primeira politica da Organizacdo Mundial de Sauide (OMS) sobre 0 uso do
teste de fluxo lateral para detecao do lipoarabinomanano (LF-LAM) na urina, a qual foi atualizada em novembro de 2019.

O LF-LAM ira ajudar no diagnostico da TB ativa em adultos, adolescentes e criancas que vivem com VIH e que:

e cheguem as unidades de internamento com sinais e sintomas de TB, com VIH em estado avancado ou que estejam
gravemente doentes; ou, independentemente de terem sinais e sintomas de TB, que apresentem uma contagem de CD4
inferior a 200 células/mmeéem contexto de internamento;

e cheguem as unidades de cuidados de ambulatorio com sinais e sintomas de TB ou que estejam gravemente doentes;,
ou, independentemente de terem sinais e sintomas de TB, que apresentem uma contagem de CD4 inferior a 100 células/
mm3em contexto de ambulatorio.

Este guia inclui novas recomendagdes acerca da incorporacao deste teste nos algoritmos de diagndstico, considerando critérios
especificos para o testar em contexto de internamento e ambulatério e contendo outras informacdes sobre o procedimento
laboratorial para efetuar o ensaio e as licbes retiradas, que irao ajudar os paises a implementar o teste de forma mais rapida
e facil.

Embora a OMS aprove o uso do LF-LAM e tenha reforcado as suas recomendacdes em 2019, 0 ensaio tem tido
uma implementacao e aceitagao lentas, sobretudo em locais com elevada incidéncia de TB e VIH.

A Global Laboratory Initiative espera que este guia préatico ajude os implementadores a compreender o
funcionamento do ensaio LF-LAM e a encorajar 0s paises a introduzi-lo nos cuidados de satde habitualmente
prestados nos locais de atendimento a pessoas que vivem com VIH, a fim de fazer o melhor uso das ferramentas
disponiveis para reduzir o subdiagnostico da TB nesta populacao e diminuir a mortalidade global.
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PUBLICO-ALVO

O publico-alvo deste guia pratico abrange responsaveis pela elaboracao de politicas nacionais e subnacionais, profissionais
de saude na linha da frente, coordenadores de programas de VIH e TB € 0s principais intervenientes em programas de TB,
incluindo parceiros de implementacao.
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INTRODUCAO

A tuberculose (TB) € a principal causa de morte de seres humanos em todo o mundo por acao de um Unico agente infeccioso,
0 Mycobacterium tuberculosis (MTB), superando o VIH/SIDA. Estima-se que aproximadamente 2 mil milhdes de pessoas (25
% da populagdo mundial) estejam infetadas com MTB, das quais 5 a 10 % tém um risco vitalicio de desenvolver TB ativa a
partir da infecao por TB (7). O mais recente relatério global de TB estimou que cerca de 10 milhdes de pessoas desenvolveram
TB ativa em 2019. A probabilidade de desenvolver TB ativa aumenta em proporcao da presenca de determinados fatores de
risco ou comorbidades como a infecao por VIH. Segundo a Organizacao Mundial de Satde (OMS), em 2017, os 38 milhdes de
pessoas que vivem com VIH tinham um risco de desenvolver TB ativa 18 vezes superior ao da restante populacao mundial (7).
Em 2019, foram notificados ao todo 456 426 casos de TB entre pessoas VIH positivas e cerca de 208 000 mortes pela doenca
na mesma populacao. Devido aos avancos recentes no diagnostico e tratamento, registou-se na Ultima década um decréscimo
global no numero de casos de TB e de casos de morte entre pessoas coinfetadas com TB e VIH. Contudo, ainda subsistem
fortes lacunas e desafios no que toca a identificacdo precoce de todos 0s casos de TB entre pessoas VIH positivas. Em 2015,
uma revisao sistematica da literatura sobre a prevaléncia da TB, identificada em autdpsias, revelou que esta continua a ser
a infecao oportunista com maior incidéncia sobre aquela populacdo (2). A TB diagnosticada em autépsias foi responsavel
por quase 40 % dos 6bitos relacionados com o VIH em adultos que ocorreram em unidades de salde (2). Esta estimativa
era superior a da ONUSIDA-OMS, segundo a qual a TB era responsavel por 25 % dos obitos relacionados com o VIH e a SIDA
em todo o0 mundo. Em 2019, dos 815 000 casos de TB associados ao VIH estimados em todo o mundo, apenas 56 % foram
declarados, em parte, possivelmente devido a subdiagnosticos e ao acesso subotimo a servicos de salde (7).

Melhorar 0 acesso a um diagnostico da TB precoce e rapido € um dos principios fundamentais da luta contra a TB ativa e um
pilar da estratégia «fim da TB» da OMS (3). O diagnostico precoce da TB entre pessoas VIH positivas representa muitas vezes
um desafio, ja que as manifestacoes clinicas da TB ativa na presencga concomitante de uma infecao por VIH dependem em
grande medida do nivel de imunossupressao (4).

0Os testes convencionais de baciloscopia do escarro para diagnostico da TB tém sensibilidade reduzida em pessoas VIH
positivas, sobretudo se estas estiverem gravemente doentes (5)." Nas pessoas VIH positivas, a TB geralmente ndo produz lesdes
pulmonares cavitarias, pelo que o escarro pode ter uma baixa carga bacilar. Consequentemente, existe uma percentagem
significativa de pessoas com baciloscopia negativa ou incapazes de produzir escarro. Além disso, existem outros desafios que
dificultam o diagnéstico da TB (6), incluindo a sua manifestacao clinica atipica, com elevada prevaléncia de TB extrapulmonar
e formas de TB disseminada em pessoas com imunossupressao avancada.

Ccom o advento das tecnologias moleculares rapidas, existem agora diagnosticos de TB mais precisos e mais acessiveis
a todos 0s doentes, incluindo 0s que tém TB com baciloscopia negativa e VIH associado (7). Ha uma variedade de testes
de amplificacdo de acidos nucleicos como o da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), 0 PCR em tempo real e o teste de
amplificacao isotérmica mediada por loop (LAMP) para diagnoéstico da TB (8-72). Contudo, a eficacia de outros diagnosticos
rapidos recomendados pela OMS como o TB-LAMP, o Truenat™ MTB e o Truenat™ MTB Plus (Molbio Diagnostics, Goa, india)
ndo foi avaliada na integra para adultos e criancas que vivem com VIH (13). Outras tecnologias como o ensaio Xpert® MTB/
RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA, Estados Unidos) e, mais recentemente, 0 ensaio Xpert® MTB/RIF Ultra sao recomendados pela
OMS como testes de diagndstico inicial em adultos e criancas, incluindo nos casos em que ha suspeita de TB associada ao
VIH (11, 12). Enquanto o ensaio Xpert® MTB/RIF atinge uma sensibilidade agregada de 85 % em todos 0s adultos com TB
pulmonar, esta sensibilidade diminui para 81 % em pessoas que vivem com VIH, decaindo ainda para 67 % em pessoas com
TB com baciloscopia negativa e cultura positiva (13); porém, o ensaio Xpert MTB/RIF Ultra tem uma sensibilidade de mais
10 % em doentes com baciloscopia negativa e cultura positiva e de mais 7 % em pessoas VIH positivas.

Embora estes ensaios moleculares tenham ajudado a colmatar as lacunas no diagnostico da TB ao facultarem resultados
mais rapidos e sensiveis para detetar a doenca entre pessoas que vivem com VIH, 0 acesso a um diagnostico atempado
e um tratamento eficaz continua a impor desafios. Na maioria dos paises em que a TB € endémica, 0s dispositivos de
GeneXpert para estes ensaios foram maioritariamente destinados aos laboratérios de nivel distrital, sobretudo devido as
infraestruturas requeridas e a necessidade de alocar um orcamento sustentavel a aquisicdo e manutencao de ferramentas
de diagndstico, entre outras. Por conseguinte, 0 acesso ao ensaio Xpert® MTB/RIF no local de atendimento é restrito (74)
onde haja recursos limitados e uma elevada incidéncia de TB. A falta de um fornecimento ininterrupto de eletricidade e de
uma infraestrutura laboratorial adequada, 0 uso de algoritmos de diagnostico restritos e a ineficacia ou insuficiéncia dos

T Um adulto ou adolescente gravemente doente é definido com base em quatro sinais de perigo: frequéncia respiratoria > 30 respiracbes/minuto,
temperatura > 39 °C, frequéncia cardiaca > 120 batimentos/minuto ou impossibilidade de caminhar sem auxilio. Uma crianca gravemente doente é
definida como tendo qualquer um dos seguintes sinais de perigo: letargia ou perda de consciéncia, convulsoes, incapacidade de beber ou mamar
ou vomitos constantes.
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mecanismos de reencaminhamento de amostras sao alguns dos desafios que limitam frequentemente 0 acesso dos doentes
aos testes moleculares rapidos (15-18). Além disso, em pessoas VIH positivas, a natureza paucibacilar da TB e a escassa
producao de escarro dificultam o uso dos testes moleculares baseados em amostras de escarro.

O lipoarabinomanano (LAM) é um fator de viruléncia imunogénico que € libertado por células bacterianas metabolicamente
ativas ou em degradacao, sendo especifico das espécies de micobactérias (19). O LAM foi caracterizado pela primeira vez em
1980 como um potencial marcador da TB ativa (79), sendo o marcador biologico da TB mais estudado até hoje. Os fatores que
tornam o LAM num biomarcador atrativo para a TB passam por este ser derivado e especifico de espécies de micobactérias;
¢ abundante na parede celular das bactérias do MTB; tem estabilidade térmica e protease estavel; e tem epitopos que sdo
Unicos para 0 MTB. Além disso, diversos estudos demonstraram que, em doentes com TB, 0 LAM é encontrado na urina (24, 25),
tal como no sangue e no escarro (20-23). Sabe-se que 0s niveis de LAM na urina sao elevados em pessoas com coinfecao
por VIH-TB e que aumentam com a diminuicdo da contagem das células CD4 (26). Os antigénios micobacterianos presentes
Nno SOro OU na urina captaram o interesse de investigadores, pois este tipo de biomarcador de TB ndo requer a colheita de
uma amostra de escarro, podendo ser faciimente medido em testes rapidos na forma de imunoensaios de baixo custo. Estas
caracteristicas levaram ao desenvolvimento do ensaio de fluxo lateral para detecdo do LAM (LF-LAM), que foi comercialmente
disponibilizado como teste rapido para ser usado no local de atendimento, permitindo detetar o LAM micobacteriano em
amostras de urina.

Em 2015, o Programa Global Contra a TB da OMS criou um grupo destinado a elaborar diretrizes para analisar evidéncias
do uso do LF-LAM. O Grupo de Elaboracao de Diretrizes recomendou a utilizacdo do ensaio como teste simples a efetuar
no local de atendimento para ajudar no diagnostico da TB em adultos VIH positivos internados com sinais e sintomas
de TB e com uma contagem de CD4 < 100 células/mm? ou em pessoas VIH positivas que estejam gravemente doentes,
independentemente da contagem de CD4, ou cuja contagem de CD4 seja desconhecida (27). Generalizando os dados dos
doentes internados, esta recomendacao também se aplicava a adultos VIH positivos tratados em contexto de ambulatério e
que tivessem sinais e sintomas de TB (pulmonar, extrapulmonar ou ambas) e uma contagem de CD4 < 100 células/mmsou
gue estivessem gravemente doentes, independentemente da contagem de CD4. Com base na generalizacao dos dados de
adultos, esta recomendacdo aplicava-se igualmente a criancas a viver com VIH que tivessem sinais e sintomas de TB (pulmonar,
extrapulmonar ou ambas), reconhecendo, contudo, a escassez de dados e 0 receio motivado pela baixa especificidade do
LF-LAM para este grupo populacional.

As evidéncias e recomendacdes aplicavam-se somente ao uso do ensaio Alere Determine™ TB LAM Ag (antigénio) (AlereLAM;
Abbott Laboratories, Lake Bluff, IL, EUA). Além disso, em 2016, a OMS também emitiu diretrizes consolidadas sobre o uso de
medicamentos antirretrovirais para o tratamento e prevencdo da infecdo por VIH, que recomendam o uso do LF-LAM para
diagnostico da TB em pessoas VIH positivas com baixas contagens de CD4 ou que estejam gravemente doentes (28).

Embora as evidéncias analisadas pelo Grupo de Elaboracao de Diretrizes apoiassem o uso do LF-LAM como teste de diagndstico
da TB em adultos VIH positivos que preenchessem os requisitos supra indicados, evidéncias recentes levaram a OMS a rever
e alargar as recomendacdes sobre 0 uso do LF-LAM e a divulgar em novembro de 2019 uma politica atualizada (29).

A politica atualizada (29) para o diagndstico da TB ativa em pessoas VIH positivas inclui diversas alteracdes que alargam
e consolidam o dmbito das recomendagdes anteriores, ampliam os critérios de teste e melhoram a qualidade das evidéncias
(Quadro 1). No Anexo 1, podera consultar um resumo das alteracdes a politica de 2015 feitas na versao atualizada de 2019.

A nova revisao sistematica para atualizacdo da politica de LF-LAM avaliou o rigor do AlereLAM como teste de diagnostico
e 0 respetivo impacto sobre os efeitos importantes nos doentes como a mortalidade por TB (29). A taxa de risco agregado
de mortalidade era de 85 % para doentes com VIH em estado avangado (VEA). A precisao foi avaliada em diferentes grupos,
incluindo pessoas com ou sem sintomas, com base na respetiva contagem de CD4, bem como na contagem de CD4
juntamente com as circunstancias do teste (i. e., teste efetuado num laboratério hospitalar em contexto de internamento ou
por profissionais de salde treinados em contexto de ambulatério). Os resultados desta revisao sistematica mostraram uma
diferenca ligeira e insignificante no rigor do teste comparativamente a politica de 2015. A sensibilidade agregada do AlereLAM
para adultos VIH positivos com sinais e sintomas de TB era de 42 % e a especificidade agregada era de 91 %. Contudo, as
evidéncias analisadas mostraram a significancia do teste para um grupo especifico: o dos doentes internados com ou sem
sinais e sintomas de TB e uma contagem de CD4 < 200 células/mm3. A politica de 2015 recomendava que o AlereLAM fosse
usado como auxiliar de diagnostico em pessoas com contagem de CD4 < 100 células/mm?3ou que estivessem gravemente
doentes; no entanto, a politica de 2019 recomenda que todos os doentes internados com VIH em estado avangado (contagem
de CD4 < 200 células/mm?3) e que sejam incapazes de produzir escarro sejam testados com o AlereLAM.

Atualmente, o AlereLAM é o Unico LF-LAM rapido aprovado pela OMS que esta disponivel no mercado para testar amostras de
urina nos locais de tratamento, embora haja outros ensaios em desenvolvimento. Sendo um ensaio simples, rapido e de baixo
Custo que ndo requer instrumentos ou infraestruturas adicionais, incrementar a sua aceitacdo poderia melhorar o impacto
e a utilidade do teste em areas com recursos limitados onde o VIH ou a TB seja de natureza endémica.
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Quadro 1. Politica atualizada da OMS (2019) sobre o0 uso do ensaio Alere Determine™ TB LAM Ag
(antigénio) (AlereLAM)
Em contexto de internamento

A OMS recomenda vivamente 0 uso do AlereLAM (lipoarabinomanano) para ajudar no diagnéstico da TB ativa em
adultos, adolescentes e criancas VIH positivos:

e Com sinais e sintomas de TB (pulmonar ou extrapulmonar) ou

e com VIH em estado avangado? ou

* (ue estejam gravemente doentes ou

e independentemente de terem sinais e sintomas de TB, cuja contagem de CD4 seja inferior
a 200 células/mm3,

Em contexto de ambulatério

A OMS sugere a utilizacéo do AlereL AM para ajudar no diagnostico da TB ativa em adultos, adolescentes e criancas
VIH positivos:

e com sinais e sintomas de TB (pulmonar e/ou extrapulmonar) ou

® (ue estejam gravemente doentes ou

e independentemente de terem sinais e sintomas de TB, cuja contagem de CD4 seja inferior
a 100 células/mmg.

Em contexto de ambulatério

A OMS desaconselha o uso do AlereLAM para ajudar no diagnéstico da TB ativa em adultos, adolescentes e criangas
VIH positivos:

e sem avaliar os sintomas de TB

e sem sintomas de TB e com uma contagem de CD4 desconhecida ou

e sem sintomas de TB e com uma contagem de CD4 > 200 células/mm? ou

e sem sintomas de TB e com uma contagem de CD4 entre 100 e 200 células/mm?.

Observacoes

e Asevidéncias e recomendacdes revistas aplicam-se apenas a utilizacao do AlereLAM, dado que 0s outros ensaios
de LAM internos ndo foram adequadamente validados ou usados fora do &mbito restrito da investigacdo. Qualquer
novo ensaio de LAM deve ser submetido a uma validagado conveniente no contexto de utilizacdo pretendido.

Todos o0s doentes com sinais e sintomas de TB pulmonar que sejam capazes de produzir amostras de escarro
devem fazer um teste rapido (i. e. Xpert®, TruenatT™ ou TB-LAMP [teste de amplificacao isotérmica mediada por
loop])® para diagndstico inicial e pelo menos uma amostra de escarro deve ser submetida a um teste molecular
rapido. Esta orientacdo abarca criancas e adolescentes VIH positivos que sejam capazes de produzir uma amostra
de escarro.

Estas recomendacdes aplicam-se igualmente a adolescentes e criancas VIH positivos, com base na generalizacdo
de dados de adultos, reconhecendo, contudo, a escassez de dados para aqueles grupos populacionais.

O AlereLAM deve ser utilizado como complemento numa avaliacéo clinica em combinacdo com outros testes, e
nao como teste de substituicdo ou triagem.

@ Em adultos, adolescentes e criangas VIH positivos com idade > 5 anos, o VIH em estado avancado define-se por uma contagem de CD4 <
200 células/mm3 ou por um estadio clinico 3 ou 4 segundo a classificagdo da OMS aquando da procura de tratamento. Deve considerar-se
que todas as criancas com VIH que tenham menos de 5 anos estdo em estado avangado quando procuram tratamento.

b Subsistem duvidas sobre o uso do teste Truenat em pessoas VIH positivas. Em doentes com baciloscopia negativa, a sensibilidade
€ menor do que em todos os outros doentes. Os dados indiretos sobre o rigor do teste em doentes com baciloscopia negativa permitiu
extrapolar esta recomendacado para doentes VIH positivos, devido a inexisténcia de dados sobre estes doentes. Todavia, quanto mais
indiretas forem as evidéncias sobre o rigor do teste, menor o seu grau de certeza. A utilizagdo do TB-LAMP em pessoas VIH positivas ndo
foi inteiramente avaliada.
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CONCEITOS BASICOS SOBRE
O ENSAIO DE FLUXO LATERAL
ALERELAM

Principios do ensaio

O AlereLAM consiste num ensaio imunocromatogréafico para a detecao qualitativa do antigénio LAM em micobactérias
a partir de amostras de urina humana. O LAM € um dos principais componentes lipossacarideos da parede celular exterior
das micobactérias. Trata-se de uma glicoproteina de 17,5 kDa presente na superficie da célula. Em pessoas que vivem com
VIH e que estao gravemente doentes, a TB pode disseminar-se por varios 6rgaos. Uma vez que o LAM é filtrado pelos rins,
é detetado na urina, sobretudo em doentes com VEA e TB disseminada. A dete¢do do LAM na urina é geralmente indicadora
de doenca grave, que requer tratamento imediato. Além disso, 0s doentes com TB que sejam imunocomprometidos carecem
de uma resposta imunologica tipica para conter 0s bacilos da TB, ja que aquela fica comprometida devido ao nivel baixo
de células CD4. Por conseguinte, 0s bacilos podem ser degradados e excretados pelos processos metabolicos normais. Em
ambos 0s cenarios, o antigénio LAM MTB pode estar presente na urina, tornando a detecdo viavel para diagnostico (24, 30).

O teste usa anticorpos policlonais altamente purificados para capturar moléculas LAM (0 antigénio-alvo) com um ensaio de
imunoabsorcao enzimatica de fluxo lateral em sandwich (Fig. 1). A amostra é adicionada a fita de teste e o antigénio LAM
migra por capilaridade através da tira de modo que (a) se ligue a um anticorpo conjugado com ouro coloidal para formar um
imunocomplexo; (b) 0 imunocomplexo migre por capilaridade através das janelas de controlo e do doente onde é capturado
por um anticorpo anti-LAM imobilizado na membrana de nitrocelulose; e (c) a presenca do LAM seja confirmada pelo marcador
de ouro coloidal. Uma banda cinzento-arroxeada na janela do doente indica um resultado positivo, mostrando que o antigénio
LAM das micobactérias esta presente na amostra numa concentracao igual ou superior ao limite de detecdo do teste (Fig. 2).
Caso nao haja nenhuma banda visivel, 0 LAM ou ndo esta presente ou podera estar presente numa concentracao inferior ao
limite de detecao, pelo que o resultado se considera negativo. Foi adicionada uma janela de controlo para assegurar a validade
do teste; deve haver uma linha visivel na janela de controlo em todos os testes. A banda de controlo usa um anticorpo com
especificidade para o ouro coloidal (37).

E importante notar que a molécula LAM pode ser encontrada em todas as micobactérias, pelo que o teste ndo pode distinguir,
por exemplo, 0 MTB de outras espécies de micobactérias, incluindo a M. leprae e a M. avium (31). Contudo, em regides de TB
endémica e entre a populacao-alvo para a qual a OMS recomendou 0 uso do LF-LAM, um resultado positivo traduz com grande
probabilidade uma infecao por MTB. Alguns estudos revelaram que a especificidade do AlereLAM varia consoante o teste
escolhido para referéncia (32). A referéncia geralmente escolhida (i. e., a cultura) € pouco produtiva entre a populacado visada
para o uso deste teste, devido a dificuldade destas pessoas de produzirem boas amostras de escarro e ao maior nimero de
casos de TB disseminada. Por conseguinte, os dados de especificidade para o AlereLAM tém de ser interpretados com cautela,
tendo em conta que o teste pode ser capaz de detetar MTB em casos ndo detetados pelo teste de referéncia. Embora se
recomende sistematicamente efetuar testes de confirmacdo da TB (p. ex., um teste molecular rapido ou um exame cultural)
(13, 29) quando ha resultados discrepantes (i. e, AlereLAM positivo e teste molecular rapido negativo ou cultura negativa),
a interpretacao destes testes tem de considerar as limitagdes do ensaio Xpert MTB/RIF e da cultura em amostras de escarro
paucibacilares (ver Consideracoes sobre 0s algoritmos).
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@ Principios gerais* da detecao do antigénio lipoarabinomanano (LAM)

Analito Marcador de anticorpos conjugados Linha de teste Linha de controlo Poco de absorco
(ouro, latex, fluordforo) (anticorpos de detecao) (anticorpos de detecao)
Migracao

¥
7 YO
Y A~

Poco de amostra Membrana de nitrocelulose

Erw———
Migracao
)2

. W Y Y

g P Yy 'y

—_ %é‘i Y 5 -

Linha de teste  Linha de controlo
(positiva) (teste valido)

* Uma vez adicionada ao ensaio, a amostra que contém o analito de interesse migra por capilaridade através de uma membrana interna onde se ird
ligar primeiro a anticorpos de captura que tém acoplada uma molécula reporter. O complexo analito-anticorpo continua a migrar até alcancgar outro
conjunto de anticorpos de detecdo imobilizados na membrana, que se ligam as moléculas do complexo, congregando-as num local (linha de teste)
para detecdo. Quaisquer anticorpos de captura (remanescentes) nao ligados continuam a migrar e formam um complexo com um segundo conjunto
de anticorpos imobilizado numa linha de controlo que valida o teste.

Utilizacado do Cartdo da Escalade Referéncia para determinar a intensidade das bandas e a validade
do ensaio Alere Determine TB LAM Ag

Alere Determine™ TB LAM Ag
lAE4:]  Cartdo da Escala de Referéncia

+ Segure o cartdo ao lado da janela do doente e leia o resultado
|+ Se for dificil definir a linha do resultado, consulte o folheto informativo
|+ Conserve o cartdo na saqueta do kit, afastado da luz solar direta e do calor
|+ Nao utilize o cartdo fora da validade

Positivo Negativo

AN NEEE A 0

Janela de controlo (banda visivel
necessaria para um teste valido)

_‘..l_i--?. _

Janela do doente
(intensidade da banda
Poco de colocagdo da interpretada com o cartao
urina (60 pl de urina) da escala de referéncia)

Fonte: reproduzido com a autorizacdo do editor da Eur Respir J. [Revista da Sociedade Respiratoria Europeial
2012,40;1211-20. doi:10.1183/09031936.00201711.
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AlereLAM: especificacoes do produto

O AlereLAM consiste num teste de fluxo lateral para diagnéstico rapido que fornece um resultado em 25 minutos. Trata-se
de um teste simples para ser usado no local de atendimento que requer infragstruturas minimas e pouco treino. Pode ser
realizado tanto num laborat6rio como em ambiente clinico por profissionais de salide treinados, permitindo a divisao de tarefas
na realizacao do teste e a sua descentralizacao para as unidades de cuidados de satde primarios. Podem obter-se volumes
de amostra precisos usando dispensadores adequados (ver sec¢do seguinte). O teste tem de ser conservado entre 2 e 30 °C,
tendo uma validade apds abertura de 18 meses. Os kits permanecem estaveis até ao termo da validade quando conservados
adequadamente. O fabricante nao recomenda a utilizacao do teste com nenhum tipo de amostra que nao seja de urina.

Materiais necessarios para o teste

O kit de teste AlereLAM contém 10 carteiras de 10 testes cada, um cartdo com a Escala de Referéncia e um folheto informativo
(Fig. 3).

Outros materiais necessarios para o teste, mas nao incluidos no kit séo:

e frasco estéril para colheita de urina;

e pipeta ou outro dispositivo capaz de dispensar com precisao 60 pl de urina (pode ser uma micropipeta de 100 pl calibrada
munida de pontas com filtro, uma micropipeta de 60 pl de dois bolbos ou uma Pastette);

e temporizador.
-8 Os materiais necessarios para o ensaio Alere Determine TB LAM Ag incluem a carteira de testes,

0 Cartao da Escala de Referéncia, um frasco estéril para colheita de urina, uma pipeta e um
temporizador

|
nRRARRRBR,

AL TRLARAG THLANAY TRLANA] FELANA) THLANAY TRLAMAG THL I

d 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 a4 4

(LA Ag TR ANCAg THL MAg THAL by TRLAW, j THLAMAY 'MLAMAY N

e EEEsSs
10 carteiras (10 testes/carteira) Frasco para colheita de urina
/
[T
ou e —— - )
Micropipeta de 100 ul com pontas Micropipeta de 60 pl de dois bolbos Temporizador
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Colheita e conservacao de amostras

E altamente recomendado limpar a regido urogenital com um toalhete de limpeza antes de fazer a colheita da amostra de urina.
A urina deve ser colhida, rejeitando a primeira porcdo, num tipico frasco estéril para colheita de amostras de urina. Sempre
que possivel, devem testar-se amostras frescas, idealmente, logo apo6s a colheita. Na impossibilidade de um teste imediato,
a urina pode ser conservada até 8 horas a temperatura ambiente ou até 3 dias entre 2 e 8 °C. Se conservadas entre 2 e 8 °C,
as amostras tém de ser postas a temperatura ambiente antes do teste. Para feitos de investigacao, as amostras podem ser
congeladas a -20 °C. Contudo, 0 congelamento pode originar a formacao de precipitados incaracteristicos. Logo, as amostras
descongeladas requerem centrifugacao a 10 000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente, apds o0 que se pode extrair
uma aliquota de 60 pl do sobrenadante limpo para teste. Evite mUltiplos ciclos de congelamento-descongelamento (i. €., mais
de trés) que podem deteriorar 0 antigénio LAM (37). Lembre-se de que alguns estudos indicaram que a reatividade do LAM ha
urina desaparece em amostras conservadas durante 3 anos a -20 °C (33). Até a data, ainda ndo se comparou a estabilidade
da urina congelada com a de amostras frescas (34) para o teste AlereLAM.

O fabricante recomenda usar a primeira urina da manha para garantir o melhor desempenho do teste. A altura ideal para
a colheita da amostra foi estudada por Gina et al. na Africa do Sul (35); 0 estudo demonstrou que ao usar-se a primeira urina
da manha de doentes VIH positivos hospitalizados, a sensibilidade do teste aumentava em 14 % para doentes com TB provavel
e em 27 % para doentes com TB confirmada. Consequentemente, 0 momento de colheita da urina deve ser tido em conta
para assegurar um resultado claro ou quando se repete um teste apos um primeiro resultado inconclusivo.

Procedimento

O procedimento basico esta esquematizado na fig. 4 e 0 procedimento operacional de referéncia esta esquematizado no
Anexo 2. E importante usar a fita de teste nas primeiras 2 horas apds remover a tira de protecao. Se testar mais de uma amostra,
acautele a devida etiquetagem de todas as fitas de teste para que estas sejam corretamente associadas as respetivas amostras
dos doentes. A bancada de trabalho deve estar livre de materiais nao utilizados no teste e ser limpa com desinfetante. Para
assegurar o rigor do teste, & importante seguir um fluxo de trabalho organizado em termos de execucao e tempo.

As principais etapas sdo:

(1) remover a tira de protecéo de todas as fitas de teste necessarias e certificar-se de que as etiqueta devidamente,
associando-as as respetivas amostras dos doentes;

(2) adicionar 60 ul de urina ao po¢o de amostra usando uma pipeta de precisao ou dispositivo alternativo;

(3) esperar 25 minutos e ler de seguida 0s resultados. Os resultados mantém-se estaveis durante 35 minutos. Nao os leia
ap6s 35 minutos;

(4) verificar os resultados por comparacao com o Cartao da Escala de Referéncia incluido no kit de teste.
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Procedimento do ensaio Alere Determine TB LAM Ag

/l Preparar o teste Adicionar a amostra
Destaque uma fita do lado direito Coloque 60 pl de urina no
e remova a protecao. pOco de amostra.

3 Ler os resultados 4 Verificar os resultados
Espere 25 minutos e leia 0s resultados. Por comparacdo com o Cartao da Escala

© lnha  Reativo  Nioreativo Invilido de Referéncia incluido,

Alere Determine™ TB LAM Ag
Cartdo da Escala
Controlo de Referéncia

50 20 ado da aneia do doente ¢ e o resutad

verso [FEE] osraorcoma

g

Negativo

Doente o ]

“- L | [I
g
ge
g3
S
&
28 ver nover

Leitura e interpretacao

O teste tem incorporada uma janela de controlo que atua como medida interna de controlo de qualidade (Fig. 5). Para que
0 teste seja valido, tem de existir sempre uma banda visivel na janela de controlo. Se a banda de controlo nao for visivel, o teste
¢ invalido e a amostra deve ser testada novamente. Todos os kits de teste incluem um cartdo com a Escala de Referéncia que
ajuda a interpretar os resultados (Fig. 2). Num teste positivo, deve ver-se uma banda cinzento-arroxeada nas janelas de controlo
e do doente. A cor da banda do doente deve ter uma intensidade igual ou mais escura do que qualquer uma das bandas
positivas no Cartdo da Escala de Referéncia. As bandas do doente e de controlo podem diferir em intensidade, mas ambas
tém de estar presentes para que um resultado positivo seja véalido. As diferentes intensidades de cor no cartéo de referéncia
remetem para uma classificacdo de positividade, sendo o grau 1 0 menos intenso, correspondendo a menor concentracao
de LAM. Embora nado seja um teste quantitativo, a intensidade da banda esta geralmente relacionada com o nivel de LAM
presente na amostra. Niveis baixos de LAM que estejam proximos do limite de detecéo podem ser dificeis de interpretar.

E importante ter em conta que na atual versdo do teste pode surgir na janela do doente uma banda ténue mais clara
que a primeira banda positiva do cartdo de referéncia. Neste caso, o resultado do teste deve ser considerado negativo
ou indeterminado. Os primeiros implementadores do AlereLAM relataram que um dos principais desafios operacionais na
utilizacao do teste consistia na interpretacdo dos resultados cuja banda tivesse uma intensidade igual ou inferior ao grau 1.
Por conseguinte, € crucial abordar esta questao em acoes de formacgao e na avaliacdo de competéncias e debater a forma
correta de relatar este tipo de resultados (Fig. 6).
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@ Procedimento interno de controlo da qualidade para garantir a validade do teste

Banda de
controlo

Banda do
doente

Positivo Negativo Invalido Invalido

Exemplo de uma banda com intensidade pouco clara ou dubia, por vezes observada no ensaio Alere
Determine TB LAM Ag, que dificulta a interpretacao dos resultados

Alere Determine™ TB LAM Ag

iaid  Cartdo da Escala de Referéncia B
g

| - Segure o cartio a0 lado da janels do doents & leia o resultado

= S fior dificil determinar a finha do resultado, consulte o foheto informativo
= Conserve o cartao na saqueta do kil, afastado da luz solar direta e do calor
- N3o uifize o cartao fora de validade

Posi

.

Boas praticas de biosseguranca e eliminagao
de residuos

A semelhanca do que se faz para qualquer teste de amostras biologicas, devem adotar-se as boas préaticas de biosseguranca
e gestdo de residuos em conformidade com as diretrizes de biosseguranca de cada laboratorio e o normal procedimento
clinico. Recomenda-se 0 uso de equipamento de protecdo individual para manusear amostras clinicas (p. ex., bata de
laboratoério, luvas). As areas de trabalho para realizacao dos testes devem estar limpas e bem organizadas.
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FINALIDADE DO ALERELAM NOS
ALGORITMOS DE DIAGNOSTICO DA TB

De harmonia com as diretrizes da OMS relativas ao tratamento da VEA e ao rapido inicio da terapéutica antirretroviral, 0 LF-LAM
tem uma importante utilidade no pacote de servicos de saude que devem ser prestados as pessoas com VEA ou VIH positivas
que estejam gravemente doentes, independentemente da contagem de CD4 (36). O pacote de testes de diagndstico para
pessoas com VEA deve ser disponibilizado em todos os niveis do sistema de salde, devendo incluir, entre outros, a contagem
de células CD4, o teste ao antigénio criptocdcico (CrAg) no soro, o LF-LAM e 0s diagnosticos moleculares rapidos da TB
recomendados pela OMS. Nao obstante as recomendacdes da politica, a implementacdo do pacote de tratamento do VEA,
incluindo o lancamento do LF-LAM, esta a progredir lentamente (37).

As diretrizes revistas da OMS relativas a utilizacao do LF-LAM incluem evidéncias adicionais sobre a implementa¢do do LF-LAM
no diagnostico da TB entre populagdes VIH positivas, bem como o enquadramento do teste e a sua importancia para orientar
0 inicio do tratamento da TB (29). Seguidamente, resumem-se alguns dos achados destes estudos.

(1) Um estudo efetuado em adultos VIH positivos no Quénia revelou que a inclusdo do AlereLAM nos algoritmos de
diagnostico para tratar doentes hospitalizados ou externos gravemente doentes ou com baixa contagem de CD4
melhorou significativamente a qualidade do diagnostico, sobretudo quando usado como teste complementar de algoritmos
que apenas incluiam sinais clinicos e radiografias toracicas (RXT) (mais 36,6 % de detecbes) ou sinais clinicos, RXT
e baciloscopia (mais 19,9 % de deteces) (38). Verificou-se ainda um aumento no numero de detecdes ao adicionar-se
0 AlereLAM a um algoritmo de diagnostico que incluia o ensaio Xpert MTB/RIF (mais 13,4 % de detecdes), mostrando
gue um ensaio LAM pode ajudar no diagnostico da TB em doentes em que esta nao tenha sido detetada apenas com
base no Xpert MTB/RIF (38).

(2) Um ensaio multinacional publicado em 2016 revelou que o AlereLAM, quando adicionado a algoritmos de diagndstico
que incluiam baciloscopia ou 0 ensaio Xpert MTB/RIF, teve um papel crucial na reducéo do tempo de diagndstico e no
tempo até ao inicio do tratamento em doentes VIH positivos (39). Tal facto é especialmente relevante para doentes VIH
positivos que tém maior risco de morte, mas que sao incapazes de produzir escarro para uma avaliagdo de diagndstico
de rotina (5, 39, 40).

(3) O mesmo ensaio multinacional concluiu que o AlereLAM contribuiu para o diagnostico rapido e o inicio do tratamento
daTB, tendo sido associado a reducdo da mortalidade ao fim de 8 semanas entre doentes VIH positivos com pelo menos
um sintoma de TB e um estado de gravidade que requeria hospitalizagcao (39).

(4) Alguns estudos, incluindo a anélise de custos e de rentabilidade comparando diferentes estratégias de diagnostico para
detecéo da TB em pessoas que vivem com VIH, indicaram que adicionar um ensaio LAM a um algoritmo de diagnostico
da TB pode reduzir os custos inerentes a esse diagnostico. O teste é altamente rentavel quando comparado com 0s
algoritmos de teste que incluem somente baciloscopia ou 0 ensaio Xpert MTB/RIF em regides com elevada incidéncia
de TB e VIH como Mocambique e o Uganda (417, 42).

Consideracoes sobre os algoritmos

Com base nas evidéncias dos estudos supra referidos e nas recomendacdes da OMS de 2019 sobre 0 uso do LF-LAM (29, 43)
e a gestao de cuidados de saude para pessoas com VEA (36), as seguintes consideracoes praticas devem complementar 0s
algoritmos nacionais e as estratégias para implantar o AlereLAM.

e As populacbes-alvo que devem ser testadas com o AlereLAM s&o:
[ Doentes VIH positivos:

] - com sinais e sintomas de TB OU
- doentes internados . com VEA OU

que estejam gravemente doentes

independentemente de terem sintomas de TB, que tenham uma contagem de CD4
< 200 células/mmg,

[ Doentes VIH positivos:

- doentes externos - com sinais e sintomas de TB OU

que estejam gravemente doentes

independentemente de terem sinais e sintomas de TB, que tenham uma contagem de
CD4 < 100 células/mm3.
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e Devem considerar-se todas as criancas VIH positivas com idade < 5 anos portadoras de VEA quando estas se apresentam
na clinica. Desta forma, séo elegiveis para o LF-LAM em qualquer contexto (de internamento ou ambulatorio),
independentemente de terem ou nao sinais e sintomas de TB.

e Os diagnosticos moleculares rapidos recomendados pela OMS devem ser efetuados em paralelo com o LF-LAM nas
populacdes-alvo mencionadas acima. Contudo, a fim de evitar atrasos, as decisdes relativas ao tratamento imediato
devem basear-se nos resultados do LF-LAM enguanto se aguardam os resultados de outros testes moleculares rapidos.

¢ No caso de pessoas internadas que estejam gravemente doentes ou acamadas, ndo sejam capazes de produzir escarro
e pertencam a uma das populacdes-alvo supra mencionadas, o AlereLAM pode ser realizado a beira da cama para ajudar
no diagnostico rapido e na gestao clinica dos doentes em risco de rapida deterioracao por TB e de morte. Os médicos
devem iniciar de imediato o tratamento da TB com base num resultado de AlereL AM positivo e ha sua avaliacdo clinica
enguanto aguardam os resultados de um teste molecular rapido ou a confirmacao de um exame cultural, se disponivel.

e (s doentes com um resultado de AlereLAM positivo devem iniciar imediatamente o tratamento da TB. Consulte na Fig. 7
a descricao detalhada das consideracdes sobre 0 acompanhamento do diagnostico.

Um resultado negativo no LF-LAM n&o exclui a TB. Na presenca de sinais e sintomas
clinicos sugestivos de TB, devem efetuar-se outras avaliacdes de diagnostico.
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CONSIDERACOES PARA
O LANCAMENTO DO ALERELAM

Implementacao nacional

Previamente a implementacao e ao lancamento, 0s paises necessitam de desempenhar um conjunto de tarefas. Primeiramente,
podera ser necessario disponibilizar uma apresentacdo formal e uma descricao do teste aos representantes do Ministério da
Saude, membros dos programas de VIH e TB e a sociedade civil. Esta apresentacao deve delinear as especificacdes e limitacdes
do teste, estratégias de posicionamento eficazes, a exequibilidade e utilidade do teste em contextos especificos e o impacto
do diagndstico, conforme relatado por outros implementadores. Dependendo dos processos reguladores vigentes, 0s paises
poderao ter de elaborar protocolos internos de registo e validacdo antes de passarem a implementacgao teste. A previsdo do
numero de testes a adquirir deve basear-se em dados anuais sobre as percentagens de testes de TB efetuados entre pessoas
VIH positivas, 0 nimero de pessoas VIH positivas que sao diagnosticadas com TB e 0 nimero de casos anuais de VEA (que
se considera corresponderem a contagens de CD4 < 200 células/mm?). Os paises devem destacar um grupo de trabalho
existente ou criar um de raiz que fique encarregue de coordenar as politicas de TB e VIH e de definir diretrizes nacionais sobre
0 uso e implementacado do LF-LAM. Sera necessario configurar plataformas de treino para pessoal clinico e laboratorios com
0 intuito de disponibilizar informacdes sobre a forma correta de utilizar o teste de acordo com algoritmos elaborados pelos
programas de TB e VIH, estabelecer as boas praticas de colheita de urina, finalizar 0s protocolos para laboratérios e centros de
saude, orientar a interpretacao do teste considerando as suas limitacoes, assegurar a adequacao dos testes de confirmacao
subsequentes, fornecer informacdes sobre as préaticas de registo e elaboracdo de relatorios e facilitar a articulacao imediata
com o tratamento da TB para 0s doentes, sobretudo os que padecem de doenca grave. O teste terd de integrar os formularios
de requisicao e os modelos de registo e relatorio para assegurar 0 seu uso no diagnostico rapido. Terdo ainda de se estabelecer
praticas de garantia da qualidade e eliminacao de residuos. Uma implementacao eficiente e eficaz ira requerer uma forte
colaboragdo ndo apenas entre 0s programas de TB e VIH, mas também entre estes e a sociedade civil, a fim de se beneficiar
do impacto esperado no diagnoéstico da TB em pessoas VIH positivas e naguelas que estejam gravemente doentes ou com VEA.,

Com base nas diretrizes consolidadas da OMS de 2016 sobre 0 uso de terapéuticas antirretrovirais no tratamento e prevencao
da infecdo por VIH (28), bem como nas recomendacdes sobre o tratamento do VEA (36), 0s programas nacionais devem
igualmente considerar o seguinte:

Todas as pessoas que apresentem VEA devem receber um pacote de servicos de salde que inclui medidas-chave de
diagnostico, rastreio, profilaxia e adesao.

Consideracoes sobre a implementacao

Registo do produto

O processo de registo deve ser iniciado atempadamente para que ndo blogueie a implantacao e o uso das ferramentas
endossadas pela OMS. O registo interno das ferramentas recomendadas pela OMS néo deve constituir uma barreira
a introducao do LF-LAM, impedindo o diagnéstico da TB. Se o teste nao tiver sido oficialmente registado, o Ministério da
Salde tera de contactar o fabricante para que este acompanhe 0 processo. Sera necessario definir as etapas certas para
garantir um processo harmonioso e eficiente que permita a rapida implementacdo do LF-LAM.

Validagao interna

Nalguns paises, 0s novos produtos tém de ser submetidos a estudos de validacao internos especificos. Ainda que estes néo
sejam necessarios para 0s produtos endossados pela OMS que passaram por uma avaliacao exaustiva e analise especializada,
as politicas nacionais podem exigi-los como complemento para avaliar o desempenho e a exequibilidade de um novo teste
ou tecnologia de diagndstico no seu contexto de atuacéo especifico ou numa determinada populacao. Os paises terao de
planear estas atividades antecipadamente a fim de as agilizar e garantir um langcamento eficiente.

Implementacao pratica do ensaio de fluxo lateral do lipoarabinomanano (LF-LAM) na
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Previsdo e aquisicdo

Com o intuito de aferir as necessidades anuais de aquisicao, os programas de VIH e TB terdo de rever os dados estatisticos
sobre 0 VIH, aTB e 0 VEA e estratificar os doentes através das contagens de CD4 para avaliar a percentagem anual de pessoas
VIH positivas com contagens de CD4 < 100 células/mm?em contexto de ambulatério e de CD4 < 200 células/mme em contexto
de internamento, obtendo assim uma estimativa de aquisicao baseada em evidéncias. Estes dados podem ser dificeis de
obter, porém, ao desenvolver-se um plano para iniciar o balango anual, ter-se-ao proje¢des de aquisicao mais precisas que
irdo orientar a orgamentacao e o planeamento (ver Informacoes de aquisicao).

Posicionamento do teste

Os locais de prestacao de servicos onde se deve considerar o posicionamento do LF-LAM para o diagnostico da TB s&o:

e para doentes internados: o teste pode ser posicionado em unidades de cuidados de satde de nivel 2 ou 3 ou em alas
de internamento de hospitais publicos ou privados que tenham acesso a testes laboratoriais efetuados por profissionais
treinados no LF-LAM para a TB;

e para doentes externos: o teste pode ser posicionado em unidades de cuidados de salde primarios de nivel 1, centros
de atendimento urgente e centros ou clinicas de tratamento do VIH. A colheita de amostras e 0 LF-LAM para a TB serdo
realizados por um profissional de salde treinado.

Elaboracao e revisao de documentos

Sera necessario redigir ou rever diversos documentos de apoio aos testes, entre 0s quais:

o diretrizes e algoritmos nacionais

e planos estratégicos de implementacéo

e protocolos para colheita de urina

e procedimentos operacionais de referéncia e guias rapidos

e materiais para treino e aquisicao de competéncias

o formularios de requisicao, modelos de registo e formularios de relatério

e documentos que abordem as préaticas de garantia da qualidade e de eliminacao de residuos.

Registos e elaboragdo de relatorios

As unidades de salde e 0s programas nacionais contra a tuberculose (PNCT) devem registar e relatar um resultado positivo
do LF-LAM como um caso de TB bacteriologicamente confirmado. O quadro de definicbes e divulgacdes da OMS para
a tuberculose, atualizado em 2020 (44), inclui técnicas baseadas em biomarcadores — como o LF-LAM — como testes de
diagnostico rapido aprovados e capazes de determinar um caso de TB nas condicOes estabelecidas pelas diretrizes da
OMS (13, 29).

Treino do pessoal

Os programas de treino devem incluir pessoal clinico que trabalhe com a TB e 0 VIH e pessoal de laboratorio. A semelhanca de
qualquer nova tecnologia em fase de implementacao, o pessoal clinico tem de conhecer globalmente a precisdo e as limitacoes
do teste, a sua posicdo no algoritmo de diagnostico, o significado dos resultados e que testes subsequentes sao necessarios
para garantir a qualidade do diagnostico e do tratamento do doente. O pessoal clinico e de laboratério alocado a realizacéo
do teste tem de compreender na integra as etapas e 0s processos envolvidos na colheita de amostras, na aplicagdo do teste
e na sua leitura visual. O Anexo 2 apresenta um protocolo de referéncia que assegura uma leitura rigorosa das amostras
e a obtencao de resultados fidveis. Estes protocolos podem ser usados para criar materiais de treino. E aconselhavel que
cada executante faca um treino no terreno para compreender as especificidades de cada cenario, adquirindo a capacidade
e a percecao necessarias. Recomenda-se efetuar meio dia de treino, seguido da observacao do teste no dia seguinte.
Os componentes e a preparacao do treino devem incluir o seguinte:

e Uma apresentacao do teste ao pessoal clinico e de laboratério que o ira usar e executar (p. ex., por meio de slides ou outro
material de treino). A apresentacdo deve fornecer uma perspetiva geral sobre como o teste é usado para diagnosticar
a TB entre pessoas VIH positivas e enquadra-lo com dados relevantes que demonstrem a reducdo da mortalidade, bem
como a sensibilidade e especificidade na populacao-alvo. Deve também chamar a atencao para estudos de outros paises.
Por fim, a apresentacdo deve elucidar os principios basicos do teste, as etapas para uma correta colheita de amostras
e a interpretacao dos resultados;
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e elaboracdo e analise de guias de bancada que indiguem 0s passos necessarios para realizar o teste e interpretar
0s resultados;

e realizacdo prética de testes em amostras positivas e negativas conhecidas. Se forem usadas pipetas em contexto clinico,
recomenda-se uma sessdo dedicada ao desenvolvimento de competéncias de pipetagem. E crucial que o pessoal
compreenda a importancia da precisao com que se adiciona a amostra a fita de teste, que seja capaz de usar corretamente
0 Cartao da Escala de Referéncia e que saiba ler e interpretar o teste adequadamente, sobretudo em casos em que
0 resultado possa ser pouco claro;

e discussao das limitacdes do teste e das boas praticas para a sua execucao. As informacoes fornecidas neste ponto devem
incluir as razbes de nao ser possivel usar o teste no rastreio de rotina de todas as pessoas VIH positivas;

¢ informacdes sobre como conservar e eliminar corretamente o teste em conformidade com as diretrizes nacionais e as
recomendacodes do fabricante;

e determinacao dos requisitos para o controlo da qualidade dos lotes de testes em cada nova remessa como primeiro
passo para garantir o controlo da qualidade;

e préaticas de gestao de inventario que se podem adotar na monitorizacao do inventario para definir taxas de consumo
anuais e controlar as datas de validade em todos os locais de teste. Devem ainda abordar-se os métodos para efetuar
a previsao adequada, bem como a quantificacdo e comunicacdo das necessidades,

e deve haver lugar para uma sessdo de perguntas e respostas que vise esclarecer todas as duvidas e dar espaco para
sugestdes de melhoria do programa de treino.

As competéncias devem ser avaliadas em intervalos regulares (i. ., 6 meses apos o treino inicial e anualmente depois disso)
a fim de aferir 0 nivel de conhecimentos e aptidoes.

Teste em contexto de ambulatorio

A aceitabilidade e a procura ao nivel comunitario sdo cruciais para a implantacdo dos testes de diagnostico em unidades
e cuidados de satde primarios. Certos grupos da sociedade civil podem ajudar a sensibilizar a comunidade para este teste.

Introducao gradual

Uma abordagem faseada € a melhor estratégia para implementar qualquer nova ferramenta de diagnéstico. Neste tipo
de abordagem, é recomendavel comecar por posicionar o teste num cenério de internamento, em que a elaboracdo do
diagnostico sera mais notoria e reduzira significativamente a mortalidade. Apos 6 meses ou mais, 0 teste pode ser introduzido
em unidades e clinicas de tratamento ambulatorial de nivel inferior, sobretudo em centros e clinicas de tratamento do VIH.
Os dados nacionais da primeira implantacdo em contexto de internamento devem ser partilhados com os prestadores de
cuidados de ambulatério a fim de realcar a aceitabilidade do teste e 0 uso das ferramentas de registo e relatorio.

LicOes retiradas

Embora a maioria dos estudos realizados com o AlereLAM analisasse a precisao do teste, poucos se dedicaram igualmente
a quantificar os desafios e os beneficios ou sucessos da implementacédo do AlereLAM através dos programas nacionais PNCT
e VIH/SIDA ou diretamente através de instituicdes e unidades com recursos de diagnostico escassos ou em que 0s doentes
sao incapazes de produzir escarro. Um estudo realizado em paises com elevada incidéncia de TB e VIH avaliou a adocéo do
AlereLAM (45). A exequibilidade da implementacao regular do AlereLAM foi também sistematicamente investigada em estudos
operacionais empreendidos em diferentes paises (46; Mathabire Rucker SC, Huerga H, Epicentro/Médicos Sem Fronteiras,
relatorios no terreno nao publicados da Republica Democréatica do Congo, do Malawi e de Mocambique, 2017).

Seguidamente, apresentam-se alguns dos desafios, sucessos e liches retiradas dos estudos anteriores.

Desafios

e QOrgcamento limitado: a falta de verbas para financiar a adocao do AlereLAM foi referida por 10 dos 21 (48 %) paises com
elevada incidéncia de TB, que mencionaram barreiras a sua implementacao (44).

e Estudos-piloto: alguns paises declararam a necessidade de efetuar estudos-piloto e avaliacdes internas previamente
a implementacao. Este tipo de estudos pode elucidar os decisores acerca da melhor forma de usar e posicionar o teste
nos algoritmos de diagnostico nacionais, enquanto avalia a precisdo e 0s constrangimentos operacionais do mesmo.
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O teste nao é considerado prioritario: os programas PNCT e VIH/SIDA ndo esperam identificar nimeros elevados de
pessoas gravemente doentes que vivem com VIH, se estas contarem com programas consolidados, incluindo estratégias
de teste e tratamento? (46) e terapéutica preventiva com isoniazida. Contudo, deve haver testes suficientes disponiveis
para 0 numero de casos previsto com base nas novas recomendacgdes da OMS (Quadro 1). Deve calcular-se o nimero de
pessoas que vivem com VIH que beneficiariam do LF-LAM (ver Previsao das encomendas para o lancamento do AlereLAM).

Atrasos na aprovacao de regulamentos para a implantacao do teste: 0s paises poderdo enfrentar limitacdes coordenativas
e administrativas nas aprovacfes necessarias para introduzir e lancar novos dispositivos médicos.

Baixa sensibilidade: existe pouca confianca no AlereLAM devido a sua baixa sensibilidade. Porém, a sensibilidade do teste
aumenta em condigdes especificas, por exemplo, quando este € usado em doentes com baixa contagem de CD4 (24).
Desta forma, 0 AlereLAM é capaz de encurtar 0 tempo até ao inicio do tratamento, reduzindo assim a mortalidade global
(Mathabire Rlcker SC, Huerga H, Epicentro/Médicos Sem Fronteiras, relatdrio nao publicado, Malawi, 2017).

Limitacbes nas unidades de salde: os doentes necessitam de lavabos ou outras instalacdes sanitarias limpas e privadas
nos centros de saude que lhes permitam colher uma amostra de boa qualidade sem risco de contaminacado. Além disso,
a inexisténcia de lavabos pode causar uma percecao negativa do teste. Um doente pode recusar-se a fazer o teste por
falta de privacidade para a colheita de urina.

Perturbacdo do curso do doente: foi relatado que 0s doentes VIH positivos ndo classificados como gravemente doentes
com base em sinais e sintomas clinicos tém de ser submetidos a um teste as CD4, se 0s resultados pré-existentes tiverem
mais de 3 meses, a fim de se determinar a sua elegibilidade para o AlereLAM. Tal pode traduzir-se hum atraso para
0 doente, podendo implicar uma consulta de acompanhamento se a contagem de CD4 e 0 teste AlereLAM nao puderem
ser feitos no mesmo dia.

Beneficios e sucessos

Dos estudos empreendidos na Republica Democratica do Congo, no Quénia, no Malawi e em Mogcambique tiraram-se as
seguintes conclusoes (38, 46).

Facil de usar: Constatou-se que o AlereLAM era facil de usar, requerendo um treino minimo dos profissionais de saude.
Validade apds abertura: o teste podia ser conservado a temperatura ambiente, tendo uma validade ap6s abertura de 1 ano.

Nao requer infraestrutura laboratorial: 0 teste podia ser efetuado no consultorio, sem necessidade de nenhuma outra
infraestrutura laboratorial, e 0s resultados eram disponibilizados no mesmo dia da consulta, permitindo iniciar de imediato
0 tratamento contra a TB.

Mais doentes capazes de produzir urina do que escarro: 0s estudos no Quénia e no Malawi revelaram que 99 % e 100 %
dos doentes, respetivamente, eram capazes de produzir urina para o teste. Contrariamente, apenas 75 % dos doentes
eram capazes de produzir escarro para anélise (38, Mathabire Rlcker SC, Huerga H, Epicentro/Médicos Sem Fronteiras,
relatdrio nao publicado, Malawi, 2017).

Tempo de resposta curto: 0 tempo de resposta variava de local para local. O estudo na Republica Democréatica do Congo
mostrou que o tempo de resposta médio para obtengdo dos resultados do AlereLAM era de 75 minutos (intervalo
interquartilico: 45-188) quando este era executado em consultorio, embora 0 tempo fosse mais curto noutros locais.
Comparativamente, outros testes de diagnostico da TB, em particular o ensaio Xpert MTB/RIF e a microscopia, tinham um
tempo de resposta médio de cerca de 2 dias (Mathabire Riicker SC, Huerga H, Epicentro/Médicos Sem Fronteiras, relatorio
nao publicado, Republica Democratica do Congo, 2017).

Elevada concordancia na leitura dos resultados: os estudos no Malawi e em Mocambique evidenciaram uma concordancia
entre as lejituras do Cartao da Escala de Referéncia do AlereLAM de 98,3 % e 98,9 %, respetivamente.

Licoes retiradas

Treino: é fundamental que o treino dos profissionais de salide se foque na identificacdo e avaliacdo dos doentes elegiveis
para o teste LF-LAM (i. e., implementacado de algoritmos de diagndstico).

Eliminacao adequada de amostras de urina: € importante assegurar um local adequado na unidade de salde para eliminar
as amostras de urina em seguranca.

2 «Testar e tratar» € uma intervencao estratégica em que as pessoas sao testadas periodicamente para o VIH e recebem imediatamente terapéutica

antirretroviral se forem VIH positivas, independentemente da contagem de CD4.
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e Carga de trabalho extra para o pessoal: Embora o0 AlereLAM acarrete uma carga de trabalho adicional minima, pode requerer
um tempo adicional em alas de internamento, caso Seja necessario inserir cateteres urinarios em pessoas gravemente
doentes para a colheita de urina.

e Mensagens claras e educativas para 0s doentes a fim de evitar a recusa de outros testes de diagndstico da TB: dada
a facilidade em fornecer uma amostra de urina para o AlereLAM, alguns doentes podem ter relutancia em colher
amostras diferentes (como 0 escarro) para realizar outros testes de TB, 0 que pode ser um grave problema, devido
a baixa sensibilidade do AlereLAM. Além disso, 0 AlereLAM nao foi concebido para detetar a resisténcia a medicamentos,
razao pela qual a colheita de escarro continua a ser importante para aferir se existe resisténcia a rifampicina, sobretudo
em paises com elevada prevaléncia de TB multirresistente. E crucial educar os doentes sobre a importancia de fornecer
amostras de escarro, mesmo apos efetuar o AlereLAM; as organizacoes da sociedade civil podem auxiliar os profissionais
de salde na sensibilizacao para as vantagens e limitacdes deste teste.

Fez-se um progresso notavel na criacdo de evidéncias que ajudaram a esclarecer o posicionamento do LF-LAM, auxiliando
a elaboracéo de politicas globais e avaliages nacionais. Este progresso refletiu-se ndo apenas nas recomendacoes da OMS,
que foram alargadas em 2019, e nos algoritmos de diagnostico subsequentes (43), mas também na adocao do AlereLAM
como um dos auxiliares de tomada de decisdo na prestacao de cuidados a pessoas VIH positivas em estado avancado (38)
e na inclusao do teste no catalogo de diagnostico da TB da Global Drug Facility (47) e na Primeira Lista Modelo de Diagndsticos
Fundamentais In Vitro da OMS [First WHO Model List of Essential In Vitro Diagnostics] (48). Contudo, apesar destas alteracdes
de politica e da acao de grupos defensores no sentido de aumentar a consciencializacdo e a promocao do teste (49, 50),
0 LF-LAM ainda ndo esté plenamente aceite e implementado a nivel nacional. A lenta aceitacdo do AlereLAM em paises de
rendimento médio e baixo foi atribuida a multiplos fatores, incluindo atrasos na coordenacédo dos programas de TB e VIH
(51, 52). Enquanto 0s programas nacionais abordam os desafios existentes e o pipeline de diagnostico da TB evolui, a rapida
introducao do AlereLAM servira ndo apenas como meio para reduzir a mortalidade por TB em pessoas VIH positivas, mas
também para facilitar a adocao e disseminacao generalizadas de novos testes baseados no LAM e de outras ferramentas
que atualmente se idealizam para os locais de atendimento.
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GARANTIA DA QUALIDADE

Sistemas de garantia da qualidade

A implementacao de um sistema abrangente de garantia da qualidade é fundamental para acautelar o rigor, a fiabilidade
e a prontiddo do resultado de qualquer teste de diagndstico para doentes e programas. Estabelecer um sistema de garantia
da qualidade assegura que os testes sdo efetuados em conformidade com as politicas e regulamentos nacionais, as amostras
recebidas para teste sdo adequadas e de volume suficiente, 0s profissionais de salde prestam servicos sem interrupgcoes
causadas por ruturas de estoque ou por testes ou equipamentos danificados, os resultados dos testes sao entregues
atempadamente aos doentes e aos clinicos e a rede de teste é monitorizada e avaliada em termos do impacto que causa,
sendo, por isso, continuamente otimizada. Os componentes fundamentais de um sistema de garantia da qualidade do LF-LAM
(Fig. 8) incluem o desenvolvimento e a normalizacao de politicas e documentos, a manutengado e reparacao de equipamentos
(i. e., pipetadores e centrifugas), a ministragdo de treino inicial e continuo a técnicos de laboratorio e clinicos, a implementagdo
de testes de proficiéncia, o reforco da cadeia de abastecimento e a monitorizacdo dos indicadores de qualidade.

Componentes fundamentais de um sistema de garantia da qualidade

Normalizagdo Manutencéao Ministracao Coordenacdo Implementacao Reforco da Monitorizagcao
de politicas e reparacdo de de treino de visitas de de testes de cadeia de dos indicadores
e documentos equipamentos supervisao no proficiéncia  abastecimento  de qualidade
terreno

Resultados rigorosos, fidveis e rapidos

Para mais informacdes acerca destes componentes fundamentais, incluindo a necessidade de politicas e documentos proprios
para o LF-LAM, consulte as Consideracoes sobre a implementacao, para informacoes sobre o treino de profissionais, consulte
o Treino do pessoal e para consideracdes sobre a gestao da cadeia de abastecimento e aquisicao, consulte a Colheita e
conservacao de amostras e as Informacoes de aguisicao. Os restantes componentes fundamentais sdo analisados de seguida.

Manutencao e reparacao de equipamentos

Os locais de teste que utilizem centrifugas ou pipetadores eletronicos, automaticos ou calibrados, ou uma combinacao destes,
para tratar amostras de urina congelada devem assegurar que os dispositivos sdo recalibrados periodicamente de acordo
com as instrucdes do fabricante a fim de garantirem o rigor e a fiabilidade dos resultados do LF-LAM. Todas as atividades de
manutencao devem ser realizadas por técnicos autorizados, devendo a documentacado ser guardada no local de teste para
referéncia e para alicercar um sistema solido de gestéo da qualidade.

Visitas de supervisao no terreno

Devem efetuar-se treinos regulares do pessoal e visitas periddicas de supervisao para determinar o desempenho do local
de teste, fornecer aos executantes um treino de reciclagem e identificar quaisquer necessidades no local nao detetadas nas
praticas habituais de elaboracéo de relatorios. Os programas devem desenvolver novas listas de verificacdo ou modificar as
existentes a fim de acautelarem o uso de uma ferramenta normalizada nas visitas de supervisao na rede, que permita comparar
0s achados ao longo do tempo e entre locais de teste. O uso do LF-LAM pode ser avaliado nos locais que ja efetuem outros
testes de diagnostico da TB, e 0s respetivos relatorios, incorporados no calendario de visitas de supervisdo. Em locais de teste
novos, sobretudo locais de atendimento em unidades de salde, 0s paises poderdo ter de designar e treinar supervisores
para realizar visitas no terreno.

Implementacao pratica do ensaio de fluxo lateral do lipoarabinomanano (LF-LAM)
na urina para detecao da tuberculose ativa em pessoas que vivem com VIH



Testes de controlo da qualidade

Um controlo da qualidade abrangente passa por avaliar 0s resultados dos testes de controlo internos e externos.

Testes internos de controlo da qualidade

Os controlos da qualidade internos servem para demonstrar que um teste esta a funcionar corretamente e a produzir
resultados validos. Cada fita de teste de AlereLAM inclui uma janela de controlo da qualidade interno e uma barra de resultado
(Fig. 5) que devem ser avaliadas em cada teste, conforme descrito na seccao seguinte e em Leitura e interpretacao, bem
COMO NO ANexo 2).

Testes externos de controlo da qualidade

Enguanto os controlos internos visam avaliar a funcionalidade do teste, 0s controlos externos testam por seu turno a precisao
e a fiabilidade do procedimento, ao exigirem que 0 pessoal avalie uma amostra conhecida e atinja um resultado aceitavel.
Nao havendo atualmente nenhum produto convencionado como amostra para controlo da qualidade externo do AlereLAM,
0S paises podem recorrer a amostras de urina com resultados bacterioldgicos conhecidos — negativas e positivas para
a B —, que tenham sido preservadas nas condi¢des de conservacao recomendadas para o efeito (ver Colheita e conservacao
de amostras).

O controlo da qualidade externo deve ser efetuado de forma centralizada sempre que seja recebido um novo lote de kits de
teste AlereLAM, antes da distribuicao das fitas pelos locais de teste. A verificacdo dos novos lotes assegura que as condigcdes de
fabrico, remessa e conservacao, como a temperatura e a humidade, nao diminuiram a capacidade dos novos lotes de produzir
um resultado preciso. As fitas de teste dos novos lotes de AlereLAM devem ser escolhidas aleatoriamente para verificacao,
usando amostras positivas e negativas de controlo da qualidade externo. Os resultados devem ser comparados com outros
do mesmo lote ou do lote anterior e documentados num livro de registo de verificacdes dos novos lotes. Os novos lotes que
nao atinjam os resultados espectaveis nao devem ser distribuidos ou usados para testar doentes.

Além da verificacdao dos novos lotes, deve efetuar-se semanalmente um controlo da qualidade externo em todos os locais
de teste antes de a primeira amostra dessa semana ser analisada. Se nenhuma amostra for testada com o AlereLAM nessa
semana, nao é necessario efetuar o teste de controlo da qualidade. Todos 0s resultados de controlo da qualidade devem ser
anotados num livro de registo de resultados do AlereLAM.

Siga 0s seguintes procedimentos para avaliar os resultados das amostras de controlo da qualidade interno e externo
do AlereLAM.

Controlo positivo do AlereLAM

e FEtiquete a fita de teste como controlo positivo do AlereLAM.

e Adicione 60 pl da amostra de controlo positivo do AlereLAM a fita de teste etiquetada.

e Leia 0s resultados apds 25 minutos.

o Certifigue-se de que a barra de controlo da qualidade surge na janela de controlo da qualidade.

- Seabarra estiver presente, o resultado é aceitavel. Caso se trate da amostra de um doente, deve observar-se a presenca
Ou auséncia da barra do doente na respetiva janela na fita de teste, devendo o resultado ser interpretado e relatado.

- Seabarra ndo estiver presente, a amostra deve ser reanalisada com outro teste. Se a barra nao surgir na segunda fita
de teste, contacte o seu distribuidor local ou a assisténcia técnica da Alere (Abbott).

Controlo negativo do AlereLAM

e FEtiquete a fita de teste como controlo negativo do AlereLAM.

e Adicione 2 gotas de solucao salina ou agua destilada a fita de teste etiquetada.

e |eia 0s resultados apds 10 minutos.

e Certifigue-se de que a barra de controlo da qualidade ndo surge na janela de controlo da qualidade.

- Se abarra ndo estiver presente, o resultado é aceitavel.

- Se a barra estiver presente, o teste deve ser repetido com uma nova amostra de controlo negativo. Se a barra surgir
no segundo teste, contacte o seu distribuidor local ou a assisténcia técnica da Alere (Abbott).
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Testes de proficiéncia

Os testes de proficiéncia requerem que os avaliadores tratem, testem e relatem os resultados em amostras cegas e bem
caracterizadas para efeitos de avaliacdo. Estes testes avaliam o rigor e a prontiddo dos processos de pré-diagnéstico
(i. e., rececao e preparacdo da amostra), diagnostico (i. e., funcionalidade e proficiéncia do teste) e pds-diagnostico
(i. e., interpretacdo dos resultados e elaboracdo do relatério), constituindo uma ferramenta eficiente de monitorizacdo
e avaliacao de redes de teste. Os programas de testes de proficiéncia do LF-LAM estdo atualmente a ser desenvolvidos;
contudo, os paises devem acompanhar a sua disponibilizacdo a fim de apoiarem a sua rapida implementacao.

Monitorizacao e avaliacao de indicadores de qualidade

Como em todos 0s novos testes de diagnostico, 0s paises devem desenvolver para o AlereLAM novas normas de qualidade
e indicadores de desempenho associados ou adaptar 0s existentes. O desempenho do AlereLAM ao nivel local e da rede deve
ser avaliado regularmente através de dados recolhidos e relatados de forma sistematica (i. e., achados coligidos de visitas
da supervisao, relatorios trimestrais ou outros canais de documentacao). Qualquer alteracao inesperada no desempenho ou
uma prestagcao aguém dos padrdes de qualidade esperados deve ser prontamente investigada e corrigida. O pacote de treino
para reforco da rede de diagnostico da GLI contém exemplos de hormas de qualidade e indicadores de desempenho (53).
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INFORMACOES DE AQUISICAO

Uma vez que o AlereLAM consiste num teste rapido baseado em fitas, a sua aquisicao € relativamente simples quando
comparada com outros testes de diagnostico da TB que empregam multiplos reagentes e consumiveis com diferentes
validades ap06s abertura e requisitos de conservagado. Contudo, dado que o teste pode ser usado no local de atendimento, a sua
distribuicdo generalizada num pais requer uma gestao cuidadosa da cadeia de abastecimento para evitar ruturas de estoque
e garantir que 0s testes sdo usados dentro do prazo, sobretudo em regides periféricas. Esta seccao fornece informacoes
sobre 0s materiais e acessorios necessarios para o teste, bem como orientacdes para prever o volume das encomendas.

Antes de efetuar uma encomenda, 0s paises interessados em implementar o AlereLAM devem comunicar ao fabricante a sua
intencdo de adquirir o teste para que se dé inicio aos procedimentos reguladores adequados. Deve antecipar-se a necessidade
do fabricante de desenvolver e submeter documentacao e de fornecer qualquer informacao complementar necessaria.

Informacoes do produto

Informacdes fundamentais do produto:

e Nome do produto: ensaio Alere Determine™ TB LAM Ag;

e Fabricante: Abbott Laboratories (antes, Alere Inc.);

e Custo: 3,50 US$ [2,87 €]/fita de teste (embaladas em kits de 100 fitas de teste: 350 US$ [287 €]);

e N.° do artigo da Global Drug Facility (GDF): 106642 (http://stoptb.org/assets/documents/gdf/drugsupply/
GDFDiagnosticsCatalog.pdf; para efetuar uma encomenda através da GDF, contacte gdf@stoptb.org);

e Validade ap0s abertura: 18 meses;

e CondicGes de conservacdo: 2-30 °C.
ATabela 1 esquematiza 0 equipamento necessario para executar 0 AlereLAM que nao é fornecido com o kit.

LICLEIERE Acessorios requeridos, mas nao fornecidos no kit do ensaio Alere Determine TB LAM Ag

Equipamento Descricao no catalogo e nimero de Unidades Custo no
necessario cadigo do produto da Global Drug Facility por embalagem catalogo (2020)
Frascos para colheita Frascos para colheita de amostras, 1000 83,30 US$ [68,36 €]
de urina 80 ml cada

Codigo CDF do produto: 106525

Pipeta capaz de Pipeta capaz de dispensar 10-100 ul Codigo 1 226,94 US$ [186,23
dispensar 60 GDF do produto: 106055 €]
Pontas de pipeta Pontas de pipeta capazes de dispensar 10 x 96 72,75 US$ [59,70 €]
descartaveis 10-100 pl (1 000 pontas/embalagem)
Codigo CDF do produto: 106388
Micropipeta de dois Pipetas de Pasteur de dois bolbos com Nao disponivel Ainda nao
bolbos? 60 pl de volume para transferéncia exata disponivel. Os
de amostras precos serao
publicados no

Podem ser usadas pipetas ndo graduadas ¢
€ nao estéreis catélogo.

Temporizador Temporizador mecanico 1 1,11 US$ [0,91 €]
Codigo CDF do produto: 106570

GDF: Global Drug Facility.

a Prevé-se que venha a ser incluida no catalogo da GDF. Como alternativa a pipeta e respetivas pontas, e para facilitar o uso
do teste em zonas periféricas, podem usar-se micropipetas de dois bolbos descartaveis. Porém, deve testar-se a precisdo
destas pipetas por comparacao com uma pipeta calibrada antes de generalizar o seu uso.
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Previsao das encomendas para o lancamento
do AlereLAM

Os kits de teste AlereLAM tém uma validade ap6s abertura de 18 meses, pelo que efetuar uma encomenda para um ano
assegura uma reserva, caso a implementacao progrida mais lentamente que o esperado. Dividir uma encomenda de um ano
em duas entregas garante uma reserva ainda maior; a data da segunda entrega planeada pode ser adiada, se necessario.
(A informacao desta seccao foi retirada da nota técnica da GDF http://www.stoptb.org/assets/documents/gdf/GDF_Technical
Information_Note_DetermineTM_TB_LAM_Ag_test_180604-SPREADS.pdf).

Independentemente do algoritmo usado, os clinicos tém de estar devidamente treinados para evitar por um lado a subutilizacao
dos testes, que resulta em perda de validade e desperdicio e, por outo, 0 Seu uso excessivo, levando ao esgotamento
prematuro dos recursos.

As etapas que se seguem devem ajudar a estimar o nimero de testes necessarios para 1 ano com base na aplicacao integral
destas recomendacdes.

e O numero de testes encomendados deve corresponder ao himero de pessoas VIH positivas testadas para a TB no ano
anterior nos locais de implementacéo (i. e., que apresentavam sinais e sintomas, tinham VEA ou estavam gravemente
doentes), conforme a anélise dos registos. Se a contagem de CD4 for feita de forma sistematica nos locais de teste, havera
outros doentes sem sinais ou sintomas de TB que devem, contudo, ser testados com LF-LAM com base no critério da
contagem de CD4 especificado nas recomendacdes revistas para 0s contextos de internamento e ambulatério. A inclusao
destes doentes pode justificar um aumento de cerca de 20 % no volume da encomenda, dado que se espera que a maioria
dos doentes com baixas contagens de CD4 manifestem sinais e sintomas de TB num determinado ano.

¢ Na falta de dados de registo sobre 0 nimero de pessoas VIH positivas testadas para a TB no ano anterior, pode usar-se
o fator 0,3 (30 %) como estimativa da populacdo VIH positiva que seré testada para a TB num determinado ano.?

e A medida que o pais avanca no sentido da implementacao das recomendacoes de 2019 a nivel nacional, as previsoes
subsequentes devem basear-se no nimero registado de pessoas que vivem com VIH no pais e que foram testadas para
a TB no ano anterior, devendo considera-las como populacao-alvo para a implantacéo gradual ao longo do tempo. Os dados
que ficam disponiveis sobre as taxas de consumo efetivo e a rapidez de aceitacdo em novos locais devem ser usados
para aprimorar as previsoes e 0s planos de encomenda.

Testes de diagnostico rapidos LF-LAM no pipeline

Em setembro de 2018, a Foundation for Innovative New Diagnostics (FIND) anunciou que um novo ensaio baseado na urina
tinha sido desenvolvido em parceria com a Fujifilm (Téquio, Japao). O teste € conhecido como o SILVAMP TB-LAM da Fujifilm, ou
simplesmente FujiLAM; trata-se de um teste de diagnostico rapido capaz de detetar baixas concentracdes do antigénio LAM
em pessoas com coinfecgdo por TB-VIH (54). Em 2019, foi aberta uma candidatura para ensaios com parceiros tendo em vista
a avaliacdo prospetiva do teste. Complementarmente ao ensaio inicial da FIND, que definiu a sensibilidade e especificidade do
teste recorrendo a amostras de urina em bancos bioldgicos, ha outros ensaios em curso para avaliar a precisao, 0 desempenho
e a exequibilidade do teste em condicbes programaticas. Contudo, o teste ndo se encontra comercialmente disponivel, sendo
ainda alvo de estudos de investigacdo. Além disso, existem outras iniciativas em curso ha comunidade global de Investigacao
e Desenvolvimento para conceber o melhor teste de diagnostico rapido TB LAM, que consiga, se possivel, alargar o atual uso
restrito e proporcionar um ensaio de FL rapido para diagnosticar a TB, independentemente do estado da VIH, em todas as
faixas etarias e para todas as formas de TB ativa.

Por ora, a implementacao do AlereLAM deve ser fortemente promovida, ja que as evidéncias demonstram que este teste
melhora a gestdo do tratamento das pessoas VIH positivas (i. €., com VEA, baixa contagem de CD4 ou gravemente doentes)
e aumenta a detecao da TB nesta populacao vulneravel, guando usado em conjunto com outros testes.

3 A OMS propde um fator predefinido de 0,3 para estimar a populacéo de pessoas VIH positivas com sinais ou sintomas de TB num determinado ano,
assumindo que os doentes séo clinicamente rastreados em média duas vezes por ano e que 15 % destes teriam sinais ou sintomas (55).
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ANEXOS

ANEXO 1. RESUMO DAS ALTERACOES DE POLITICA,
2015 E 2019

1ELEEV:AIN Alteracoes das recomendacoes baseadas em evidéncias sobre o uso do ensaio de fluxo lateral
para detecéao do lipoarabinomanano (LF-LAM)?

Uso do ensaio de fluxo lateral Ensaio de fluxo lateral do Alteracoes de 2015 para 2019
do lipoarabinomanano na urina lipoarabinomanano na urina

(LF-LAM) para diagnéstico (LF-LAM) para diagnéstico da

e rastreio da tuberculose ativa tuberculose ativa em pessoas

em pessoas que vivem com VIH: que vivem com VIH: politica

orientacées da politica (2015)° atualizada em 2019°¢

Em contexto de internamento, Em contexto de internamento, a OMS Consolidacao da recomendacao.
0 LF-LAM pode ser usado para ajudar ~ recomenda vivamente 0 uso do LF-LAM Melhoria da qualidade das

no diagnostico da TB em doentes para ajudar no diagnostico da TB ativa em evidéncias.

adultos VIH positivos: todos os adultos, adolescentes e criancas

e que tenham sinais e sintomas de
TB (pulmonar ou extrapulmonar
ou ambas); OU

® que tenham uma contagem de CD4
<100 células/mm3; OU

e (ue estejam gravemente doentes,
independentemente da contagem
de CD4, ou cuja contagem de CD4
seja desconhecida.

VIH positivos:

¢ gue tenham sinais e sintomas de
TB (pulmonar ou extrapulmonar ou
ambas); OU

e que tenham VIH em estado
avancado ou que estejam
gravemente doentes, OU

e que tenham uma contagem
de CD4 < 200 células/ mm?,
independentemente de terem
ou Nndo sinais e sintomas de TB.

Alargamento do &mbito da
recomendacao para incluir:

e todos 0s doentes sintomaticos
ou gravemente doentes,
independentemente da
contagem de CD4;

¢ todos 0s doentes internados
com VIH em estado avancado; e

¢ doentes internados com ou
sem sinais e sintomas de TB,
que tenham uma contagem de
CD4 < 200 células/ mmg.

O uso do LF-LAM também se aplica
a adultos VIH positivos tratados

em ambulatério que tenham sinais
e sintomas de TB (pulmonar ou
extrapulmonar) que:

e tenham uma contagem de CD4 <
100 células/mm3; OU

¢ estejam gravemente doentes,
independentemente da contagem
de CD4, ou cuja contagem de CD4
seja desconhecida.

Em contexto de ambulatorio, a OMS
sugere o uso do LF-LAM para ajudar
no diagnostico da TB ativa em todos
0s adultos, adolescentes e criancas
VIH positivos que:

e tenham sinais e sintomas de TB
(pulmonar ou extrapulmonar ou
ambas) OU que estejam gravemente
doentes; OU

e tenham uma contagem de
CD4 < 100 células/ mm3,
independentemente de terem
ou nao sinais e sintomas de TB.

Alargamento do &mbito da
recomendacao para incluir:

¢ t0d0s 0s doentes externos com
sinais e sintomas de TB OU que
estejam gravemente doentes; E

¢ t0d0s 0s doentes externos
que tenham uma contagem
de CD4 < 100 células/ mm3,
independentemente de terem
ou Nnao sinais e sintomas de TB.
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Salvo nas condicdes acima descritas
especificamente para pessoas VIH
positivas (i. €., com baixas contagens
de CD4 ou que estejam gravemente
doentes), o LF-LAM n&o deve ser
usado para diagnosticar TB.

O LF-LAM nao deve ser usado como
teste de rastreio da TB.

A recomendacao inicial aplica-se
igualmente a criancas VIH positivas
com sinais e sintomas de TB
(pulmonar ou extrapulmonar) e teve
por base a generalizacao dos dados
de adultos, reconhecendo, contudo,
a escassez de dados e o receio
motivado pela baixa especificidade
do LF-LAM em criancas.

Em contexto de ambulatorio, a OMS
desaconselha 0 uso do LF-LAM para
ajudar no diagnostico da TB ativa
em adultos, adolescentes e criangas
VIH positivos:

e sem avaliar 0s sintomas de TB;

¢ que ndo tenham sintomas de TB e cuja
contagem de CD4 seja desconhecida
OU gue nado tenham sintomas de TB
e tenham uma contagem de CD4
> 200 células/ mms; QU

® Jue ndo tenham sintomas de TB
e cuja contagem de CD4 esteja
entre 100 e 200 células/mm3.

Ver as recomendacg0es acima relativas
a doentes internos e externos para
situagcdes em que é sugerido o0 uso do
LF-LAM entre pessoas VIH positivas,
independentemente de terem ou nao
sinais e sintomas de TB.

Ver as recomendacOes anteriores
relativas a doentes externos para
situacbes em que a OMS desaconselha
0 Uso do teste LF-LAM.

As novas recomendacdes também se
aplicam a adolescentes e criancas VIH
pOsitivos e baseiam-se na generalizacdo
de dados de adultos, reconhecendo,
contudo, a escassez de dados para
aqueles grupos populacionais.

As populagdes de doentes estdo
definidas com mais clareza na
recomendacao que desaconselha
0 Uso do LF-LAM.

Clarificacdo da recomendacao
para 0 uso do LF-LAM entre
pessoas VIH-positivas com

e sem sinais e sintomas de TB:

® 0 LF-LAM € altamente
recomendado para doentes VIH
positivos em estado avancado
que estejam internados e
pessoas com uma contagem
de CD4 < 200 células/mms,
independentemente de terem
ou nao sintomas de TB; E

e 0 teste LF-LAM é sugerido
para doentes VIH positivos
externos com uma contagem
de CD4 < 100 células/ mmg,
independentemente de terem
ou nado sintomas de TB.

2Esta tabela resume as orientacdes que constam das publicagdes da OMS de 2015 e 2019. Estas orientacdes contém,
entre outros, dados adicionais sobre a consolidacdo das recomendacdes.

¢ Uso do ensaio de fluxo lateral do lipoarabinomanano na urina (LF-LAM) para diagnostico e rastreio da tuberculose ativa
em pessoas que vivem com VIH: orientagcdes da politica. Genebra: Organizacao Mundial de Salde; 2015 (WHO/HTM/
TB/2015.25; https://apps.who.int/iris/handle/10665/193633).

¢ Ensaio de fluxo lateral do lipoarabinomanano na urina (LF-LAM) para diagnéstico da tuberculose ativa em pessoas
que vivem com VIH: politica atualizada em 2019. Genebra: Organizacdo Mundial de Saude; 2019 (WHO/CDS/TB/2019.16;
https://apps.who.int/iris/handle/10665/329479).

Implementacao pratica do ensaio de fluxo lateral do lipoarabinomanano (LF-LAM)
na urina para detecao da tuberculose ativa em pessoas que vivem com VIH


http://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/274453/9789241565646-eng.pdf?ua=1
https://www.un.org/sustainabledevelopment/development-agenda/

ANEXO 2. PROCEDIMENTO OPERACIONAL DE
REFERENCIA PARA EXECUTAR O ENSAIO ALERE
DETERMINE TB LAM AG LATERAL FLOW ASSAY

Objetivo

O objetivo deste procedimento operacional de referéncia* € especificar as etapas para a realizacao, interpretacado
e documentacao corretas dos resultados validos do ensaio Alere Determine™ TB LAM Ag (AlereLam). O AlereLAM consiste
num imunoensaio usado para detetar o antigénio (Ag) lipoarabinomanano (LAM) na urina humana e ajudar no diagnoéstico
da TB em pessoas que vivem com VIH.

Ambito
Este procedimento operacional de referéncia aplica-se a todas as unidades de salde que recorram ao AlereLAM para
ajudar no diagndstico da TB em adultos VIH positivos que apresentem sinais e sintomas de TB (pulmonar ou extrapulmonar)

e Cuja contagem de CD4 seja < 100 células/mm?ou que estejam gravemente doentes (estadio de doenca 3 ou 4 segundo
a classificacdo da OMS).

Responsabilidade e autorizacao

0s responsaveis pela realizacao deste teste sao técnicos de laboratorio e outro pessoal treinado (p. ex., enfermeiras, pessoas
que efetuam testes de VIH e consultores).

Materiais

e Kit de teste AlereLAM e Cartdo da Escala de Referéncia

- Fitas de teste do antigénio AlereLAM
- Amostra de controlo positivo para a TB do AlereLAM (1 ml).

e Materiais necessarios, mas nao fornecidos com o kit

- Temporizador
- Luvas

- Pipeta ou dispositivo capaz de dispensar com precisao 60 ul de urina (pode ser uma micropipeta calibrada munida de
pontas com filtro ou uma pipeta de 60 pl de dois bolbos)

- Pontas com filtro, caso se use uma micropipeta

- Recipiente para eliminar objetos afiados

- Esferografica e marcador permanente

- Sacos de eliminacado de residuos com risco biologico.

Seguranca, saude e ambiente

Trate todas as amostras de urina como potencialmente infecciosas e adote as precaugdes basicas universais. Envergue
vestuario de protecao (i. e., bata ou avental e luvas) quando manusear as amostras.

4 Este procedimento operacional de referéncia foi adaptado com base no dos Médicos Sem Fronteiras.
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Principios

O AlereLAM é um teste imunocromatografico para detecao qualitativa do antigénio LAM em urina humana. O teste emprega
anticorpos altamente purificados e especificos para o principal antigénio polissacarideo das micobactérias: o LAM. Estes
anticorpos sdo usados tanto para 0 marcador de captura como de detecdo. Os anticorpos de captura sao absorvidos pela

membrana de nitrocelulose da fita de teste. O anticorpo de detecdo € marcado por conjugagcdo com particulas de ouro
coloidal (Fig. A2.1).

ApOs adicionar uma amostra de urina a fita de teste, 0s anticorpos conjugados com ouro coloidal ligam-se ao antigénio
LAM e sao libertados da fita de teste pela amostra. O complexo imunolégico é depois capturado pelos anticorpos anti-LAM
imobilizado na membrana de nitrocelulose e tornado visivel pela presenca do marcador de ouro coloidal. Um resultado positivo
(uma banda cinzento-arroxeada) indica a presenca do antigénio LAM na amostra numa concentracdo igual ou superior ao
limite de detecdo do teste; um resultado negativo (auséncia da linha cinzento-arroxeada) indica que o antigénio ndo esta
presente ou esta presente numa concentracao inferior ao limite de detecao. Para assegurar a validade do ensaio, o dispositivo
tem incorporada uma janela de controlo procedimental.

7.Vl Principios gerais* da detecao do antigénio lipoarabinomanano

Analito Marcador de anticorpos conjugados Linha de teste Linha de controlo POCO de absorco
(ouro, latex, fluoroforo) (anticorpos de detecdo) (anticorpos de detegao)
Migracao

Poco de amostra Membrana de nitrocelulose
_—
‘ )’ Migracao .

-~
—"//**V v YY /
o oA

Linha de teste  Linha de controlo
(positiva) (teste valido)

* Uma vez adicionada ao ensaio, a amostra que contém o analito de interesse migra por capilaridade através de uma membrana interna onde se ird
ligar primeiro a anticorpos de captura que tém acoplada uma molécula repdrter. O complexo analito-anticorpo continua a migrar até alcangar outro
conjunto de anticorpos de detecdo imobilizados na membrana, que se ligam as moléculas do complexo, congregando-as num local (linha de teste)
para detecao. Quaisquer anticorpos de captura (remanescentes) nao ligados continuam a migrar e formam um complexo com um segundo conjunto
de anticorpos imobilizado numa linha de controlo que valida o teste.

Colheita e conservacao de amostras

Faca a colheita de urina, rejeitado a primeira por¢ao, num frasco comum para colheita de urina. As amostras frescas de urina
podem ser usadas por periodo de 8 horas, se conservadas a temperatura ambiente.

(1) Se o teste for executado no espaco de 3 dias, as amostras devem ser conservadas entre 2 e 8 °C.

(2) Se o teste for realizado apds 3 dias, as amostras devem ser congeladas (-20 °C ou inferior). As amostras congeladas ou
refrigeradas devem ser postas a temperatura ambiente 1 hora antes de serem usadas. As amostras congeladas podem
conter agregados.

(3) Todas as amostras descongeladas tém de ser centrifugadas a 10 000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente;
a amostra de teste de 60 pl deve ser cuidadosamente extraida do sobrenadante limpo. Evite ciclos repetitivos de
congelamento-descongelamento. As amostras que tenham sido congeladas e descongeladas mais de trés vezes néo
podem ser usadas.
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Conservacao e preparacao de reagentes

As carteiras de testes AlereLAM tém de ser conservadas entre 2 e 30 °C até que sejam usadas. Os componentes do kit
permanecem estaveis até ao fim do prazo de validade, desde que devidamente manuseados e conservados. Nao utilize os
componentes de um kit que esteja fora de validade. Volte a selar imediatamente 0s testes ndo usados na sagueta laminada
que contém o dessecante pressionando o fecho de ponta a ponta. Nao use fitas que tenham ficado molhadas ou cuja
embalagem tenha sido danificada.

Procedimento de teste

(1) Destaque da carteira de 10 testes o numero de fitas de teste desejado dobrando e rasgando pelo picotado. As fitas
devem comecar a ser removidas do lado direito da carteira, preservando o niimero do lote indicado no lado esquerdo.

(2) Remova a tira de protecdo de cada fita de teste. Etiquete a fita com o nimero Unico de identificagdo do doente. O ensaio
deve ser iniciado no espaco de 2 horas ap6s remover a tira de protecdo da fita de teste.

(3) Adicione 60 pl da amostra (ou 2 gotas de urina) a fita de teste (Fig. A2.1; 0 poco branco assinalado com o simbolo de
uma seta).

(4) Aguarde entre 25 e 35 minutos € leia de seguida o resultado. Avalie a fita em condi¢des normais de iluminagao interior
ou a sombra. Nao o faga sob a luz solar direta. Os resultados permanecem estaveis até 35 minutos apos a aplicacdo da
amostra. Nao leia a fita apds 35 minutos.

Interpretacao dos resultados

Para 0 auxiliar na leitura e interpretacao dos resultados, segure o Cartao da Escala de Referéncia incluido no kit ao lado da
janela do doente (Fig. A2.2).

S W. vl Utilizacdo do Cartdo da Escala de Referéncia para determinar a intensidade das bandas
e a validade do ensaio Alere Determine TB LAM Ag

Alere Determine™ TB LAM Ag
Alere Cartdo da Escala de Referéncia

+ Segure o cartdo ao lado da janela do doente e leia o resultado

+ Se for dificil definir a linha do resultado, consulte o folheto informativo

+ Conserve o cartao na saqueta do kit, afastado da luz solar direta e do calor
+ Nao utilize o cartdo fora da validade

Positivo Negativo

N S

I

Janela de controlo (banda visivel
necessaria para um teste valido)

Janela do doente
(intensidade da banda

Poco de colocacao da interpretada com o cartao
urina (60 pl de urina) da escala de referéncia)

Fonte: reproduzido com a autorizacdo do editor da Eur Respir J. [Revista da Sociedade Respiratoria Europeial
2012;40;1211-20. doi:10.1183/09031936.00201711.
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Resultado positivo para o antigénio LAM (duas bandas visiveis: a de controlo
e a do doente)

Num teste positivo, surgem duas bandas cinzento-arroxeadas na fita: uma na janela de controlo e outra na janela do doente.
Lembre-se de que o resultado € positivo mesmo quando a banda do doente aparece mais clara ou mais escura do que
a banda de controlo.

Nota: O cartdo de referéncia tem de ser usado para identificar corretamente a intensidade das bandas que surgem na janela
do doente. Uma banda mais clara que as do retangulo positivo do cartdo de referéncia é considerada um resultado negativo
ou indeterminado. Apenas se pode considerar positiva uma banda que seja tdo ou mais escura que a primeira banda no
retangulo positivo do cartao de referéncia.

Resultado negativo (apenas uma banda visivel)

O resultado é negativo se apenas surgir uma banda cinzento-arroxeada na janela de controlo da qualidade da fita e nenhuma
banda ou apenas uma banda de grau 1 surgir na janela do doente.

Resultado invalido (nenhuma banda)

O teste € invélido se ndo surgir nenhuma banda cinzento-arroxeada na janela de controlo da qualidade da fita, mesmo que
surja uma banda na janela do doente; neste caso, deve repetir-se o teste. Se 0 problema persistir, contacte o seu distribuidor
local ou a assisténcia técnica da Alere.

Resultado indeterminado

O resultado € indeterminado se surgir uma banda cinzento-arroxeada na janela de controlo da fita, havendo uma banda pouco
nitida ou incompleta na janela do doente. Para assegurar uma melhor decisao clinica, deve repetir-se o teste. Em alternativa,
colha uma nova amostra de urina do doente noutro dia e teste-a. Recomenda-se a primeira urina da manha.

Testes de controlo da qualidade

Faca semanalmente o teste de controlo da qualidade ao AlereLAM antes de a primeira amostra da semana ser analisada. Se
nenhuma amostra for testada com o ensaio AlereLAM, ndo é necessario proceder ao teste de controlo da qualidade para
essa semana. Assente 0s resultados dos testes de controlo da qualidade no livro de registo de resultados do TB LAM.

Para avaliar os controlos da qualidade do AlereLAM, deve adotar-se 0 procedimento que se segue.
Para o controlo positivo do AlereLAM:

(1) comece por etiquetar a fita de teste como controlo positivo do TB LAM;

(2) adicione 1 gota do controlo positivo do TB LAM Ag a fita de teste etiquetada;

(3) leia os resultados apds 25 minutos.

Para o controlo negativo do AlereLAM:

(1) comece por etiquetar a fita de teste como controlo negativo do TB LAM;
(2) adicione 2 gotas de solucdo salina ou dgua destilada;

(3) leia os resultados apds 10 minutos.

Podera consultar mais informacdes no folheto informativo da embalagem do Alere Determine LAM Ag, também disponivel
em https://www.alere.com/en/home/product-details/determine-tb-lam.html.
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