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1 INTRODUCAO
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O teste de hibridizacdo com sonda em linha (do inglés Line Probe Assay — LPA) € um
teste molecular baseado na amplificacdao de acidos nucleicos para a identificacao do complexo
M. tuberculosis (CMTB) e de mutacOes relacionadas a resisténcia aos farmacos utilizados no
tratamento da tuberculose (TB)™.

O LPA para farmacos de 12 linha foi recomendado pela Organizacao Mundial da Saude
(OMS) em 2008; ja a recomendacao do ensaio para farmacos de 22 linha ocorreu em 2016.
Ambos os testes foram incorporados ao Sistema Unico de Salde (SUS) em 2021, por meio da
Portaria n.° 43, publicada no Diario Oficial da Unido n.° 127, secao 1, pagina 144, em 8 de julho
de 2021%¢.

O presente documento € composto por duas partes, a primeira voltada aos profissionais da
assisténcia a pessoa com TB e a segunda aos profissionais de saude envolvidos no diagnostico
laboratorial da doenca, e contém informacdes para apoiar as seguintes atividades:

1) interpretacOes dos resultados emitidos nos laudos laboratoriais e associacao de
resisténcia com as mutacdes detectadas;

2) recomendacdes de manejo da pessoa com TB e diagndstico de resisténcia por meio da
técnica de LPA;

3) acdes para fluxo de diagnostico laboratorial por meio do LPA,;

4) recomendac0es para liberacdo do laudo, conforme o Sistema de Gerenciamento de
Ambiente Laboratorial (GAL).

O LPA ndo ira substituir as técnicas ja implementadas, mas sim compor a cascata de
diagndstico como ferramenta importante para a deteccdo de TB drogarresistente (TB DR).
Importante destacar que o diagnostico inicial de casos novos de TB pulmonar e extrapulmonar
deve ser realizado, prioritariamente, pelo teste rapido molecular para TB (TRM-TB). Nesse
contexto, 0 LPA se apresenta como alternativa para a triagem de resisténcia além da rifampicina.

Recomendacdes técnicas para laudo e interpretacao do teste de hibridizacao com sonda em linha (Line Probe Assay — LPA) para tuberculose
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2.1 O teste de hibridizacao com sonda em linha

Os testes de sensibilidade (TS) sao fundamentais para que, apds o diagnostico laboratorial
inicial de TB, realizado por meio de TRM-TB ou baciloscopia, sejam detectadas possiveis
resisténcias aos medicamentos utilizados no tratamento da doenca.

Os TS podem ser realizados por meétodos fenotipicos e genotipicos; entretanto, 0s
meétodos genotipicos viabilizam um diagnostico mais rapido, principalmente quando executados
diretamente a partir de amostras clinicas, 0 que promove um aprimoramento da vigilancia da
doenca e do cuidado a pessoa com TB, permitindo o inicio rapido e oportuno do tratamento.

O LPA ¢ considerado um TS genotipico capaz de identificar as bactérias do CMTB e de
detectar, simultaneamente, mutacdes em genes especificos, sabidamente conhecidos pela
relacao de ocorréncia do fenémeno de resisténcia aos principais farmacos utilizados no
tratamento para TB, como a rifampicina, a isoniazida e a etionamida no LPA de 12 linha e as
fluoroquinolonas e aminoglicosideos/peptideos ciclicos no LPA de 22 linha.

2.2 Indicacao de uso do LPA

O LPA esté indicado para a deteccao de resisténcia aos farmacos utilizados no tratamento
da TB. Recomenda-se a realizacdo do exame em todas as pessoas diagnosticadas com
TB. Se 0 TRM-TB tiver como resultado “MTB Detectado” (exceto com resultados “very low” e
“tracos”) ou baciloscopia positiva (pelo menos 1+), 0 LPA pode ser realizado diretamente a partir
de amostra de escarro.

Entretanto, as populacOes a seguir listadas devem ser priorizadas, uma vez que sao
diretamente beneficiadas por esse diagnoéstico rapido da resisténcia antimicrobiana:

1) pessoas com resisténcia a rifampicina detectada no TRM-TB;

2) pessoas em retratamento de TB;

3) pessoas com sinais e sintomas de TB e historico de contato com pessoa(s) com TB DR;
4) pessoas com baciloscopia positiva no 2° més de acompanhamento de tratamento;
5) pessoas que apresentam faléncia ao tratamento com esguema basico;
6) pessoas com suspeita de resisténcia, em qualquer momento do tratamento.

2.3 Amostras biologicas para o diagnostico de resisténcia no LPA

O LPA pode ser realizado a partir de amostra de escarro, no intuito de oportunizar o tempo
para a liberacao do resultado laboratorial. Para a realizacao do exame diretamente sobre a
amostra de escarro, é necessario ter um resultado prévio positivo de:

1) TRM-TB com resultado “MTB Detectado”, exceto para agueles que indicam “very low”; ou
“tracos”; ou
2) baciloscopia positiva, com no minimo 1+.

Importante destacar que a amostra precisa ser encaminhada ao laboratorio executor em
até quatro dias apos a coleta.

Ja no caso de outras amostras pulmonares ou extrapulmonares, devido a escassez de
dados referentes a acuracia do teste, a indicacao é realizar o LPA somente a partir do
isolado de cultura.



O laboratorio devera verificar o volume minimo necessario para a realizacdo dos testes e,
em caso de nao obtencado desse volume, podera solicitar nova coleta.

2.4 Resultados obtidos no LPA

De forma geral, ha quatro possiveis resultados no LPA:

1) Mutacao detectada: presenca de ligacdo com uma ou mais sondas referentes as
mutacdes mais comumente associadas aos casos de resisténcia e que sao detectadas
pelo teste.

2) Mutacao nao detectada: auséncia de ligacao com as sondas das mutacdes mais
comumente associadas aos casos de resisténcia detectadas pelo teste e presenca de

ligacdo com as sondas da cepa selvagem.

3) Mutacao inferida: auséncia de ligacdo com as sondas das mutacdes associadas a
resisténcia e, também, auséncia de ligacao com as sondas da cepa selvagem. Infere-
se que ha alguma mutacado, mas esta nao € definida pelo teste.

4) Mutacao indeterminada: devido a auséncia de algumas bandas especificas, avaliadas
pelo laboratorio, o resultado se torna invalido/indeterminado.

A seguir sao apresentados os resultados dos exames e suas interpretacoes, a depender
da mutacao detectada:

Quadro 1 Resultados e interpretacoes dos laudos referentes ao teste de hibridizacdo com
sonda em linha (LPA) de 12 linha

RESULTADO ‘

Mutacdo NAO

INTERPRETACAO

— Resisténcia ndo detectada;
— Aisoniazida e rifampicina

RECOMENDACAO

Iniciar esquema basico de tratamento. Em
caso de forte suspeita de TB DR, recomenda-
se avaliar clinicamente o caso e considerar o

detectada . TS fenotipico para isoniazida, para exclusao de
sao eficazes. A -
resisténcias em outros genes ndo abarcados
pelo teste.
Mutacao

indeterminada

— Resultado inconclusivo.

Recomenda-se realizar TS fenotipico.

— Resisténcia de baixo nivel
a isoniazida detectada. A

Mutacdo isoniazida pode ser eficaz em Iniciar esguema para TB DR conforme perfil de
detectada no altas doses; resisténcia. Recomenda-se encaminhar para
gene inhA — Resisténcia a etionamida TS de 22 linha.

detectada. A etionamida nao

¢ eficaz.

— Resisténcia de baixo nivel a
N isoniazida inferida. A isoniazida | Avaliar o esquema para TB DR conforme perfil

Mutacao : ] A _
inferida no pode ser e_f|c§z em altas doses; |de reastenag. _Recom_end_a—s_e encaminhar
gene inhA — Resisténcia a etionamida para TS fenotipico de isoniazida e TS de 28

inferida. A etionamida
provavelmente nao é eficaz.

linha.

continua
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conclusao

RESULTADO ‘ INTERPRETACAO RECOMENDACAO

Mutacao - ggtse'iggg'_a 4 isoniazida Avaliar esquema para TB DR conforme perfil
detectada no S d 50 & efi de resisténcia. Recomenda-se encaminhar
gene katG — Alsoniazida nao e eficaz, para TS de 22 linha®

mesmo em doses altas. ’
Mutacao — Resisténcia a isoniazida inferida; | Avaliar esquema para TB DR conforme perfil
inferida no — Aisoniazida nao é eficaz, de resisténcia. Recomenda-se encaminhar
gene katG mesmo em doses altas. para TS de 22 linha.
Mutacao — Resisténcia a rifampicina Avaliar esguema para TB DR conforme perfil
detectada no detectada; de resisténcia. Recomenda-se encaminhar
gene rpoB — A rifampicina nao é eficaz. para TS de 22 linha?.
Mutacao — Resisténcia a rifampicina Avaliar esquema para TB DR conforme perfil
inferida no inferida; de resisténcia. Recomenda-se encaminhar
gene rpoB — A rifampicina nao € eficaz. para TS de 22 linha.

Fonte: adaptado de Global Laboratory Initiative, 2022
Legenda: TB - tuberculose; TS — teste de sensibilidade; TB DR — tuberculose drogarresistente.
@ Encaminhar para o TS de 22 linha, incluindo novas drogas.

Quadro 2 Resultados e interpretacOes dos laudos referentes ao teste de hibridizagdo com
sonda em linha (LPA) de 22 linha

RESULTADO ‘

Mutacdo NAO
detectada

INTERPRETACAO

— Resisténcia ndo detectada;
— O moxifloxacino, o levofloxacino
€ a amicacina sao eficazes.

RECOMENDACAO

Avaliar a manutencdo do esquema em uso,
conforme 0s resultados dos testes realizados.

Mutacao
indeterminada

— Resultado inconclusivo.

Recomenda-se realizar TS fenotipico de 22 linha.

— Resisténcia ao levofloxacino
detectada. O levofloxacino nao

Mutacao ¢ eficaz; .
dete%:tada 1o | - Resisténcia de baixo nivel ao Recomenda-se reavaliar o tratamento para TB
; o
gene gyrA (1)? moxifloxacino detectada. O DR e realizar TS fenotipico’.
moxifloxacino pode ser eficaz
em altas doses®.
wsi |
. e H C
g::g;’;/a;\a@r)ldo levofloxacino e o moxifloxacino Recomenda-se reavaliar o tratamento para TB DRC.
nao séo eficazes.
— Resisténcia ao levofloxacino
inferida. O levofloxacino néo
Mutacao ¢ eficaz; ,
inferidano | Resisténcia de babo vel | "ecomendase eavalar o atameto pera 15 OF
gene gyrA ao moxifloxacino inferida. O '

moxifloxacino pode ser eficaz
em altas doses®.

10

continua
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RESULTADO ‘ INTERPRETACAO ‘ RECOMENDACAO

— Resisténcia ao levofloxacino

detectada. O levofloxacino nao
Mutacao ¢ eficaz; .
detectada no | — Resisténcia de baixo nivel ao g%cgrrgeaﬂg: r?es rfeean\(/ililsi::gctratamento para T8
gene gyrB moxifloxacino detectada. O '

moxifloxacino pode ser eficaz

em altas doses®.

— Resisténcia ao levofloxacino

inferida. O levofloxacino
[\/Iuta_gao proyavAelmente nao € gf|caz. Recomenda-se reavaliar o tratamento para TB
inferida no — Resisténcia de baixo nivel DR e realizar TS fenotipico
gene gyrB ao moxifloxacino inferida. O :

moxifloxacino pode ser eficaz

em altas doses®.
Mutacdo — Resisténcia a amicacina
detectada no detectada. A amicacina ndo Recomenda-se reavaliar o tratamento para TB DR.
gene rrs ¢ eficaz.
Mutacdo stBncia 4 amicacing inferi i
inferida no — Resisténcia a amicacina in e_rlda. Recomen_da—se reavaliar o tratamento para TB

A amicacina pode ndo ser eficaz. | DR e realizar TS fenotipico.
gene 1rs
Mutacao — Resisténcia a amicacina
detectada no detectada. A amicacina nao Recomenda-se reavaliar o tratamento para TB DR.
gene eis ¢ eficaz.
mgariggg o - iﬁfgp?égaﬁgng eerlgf;ciszn(é‘aomutagao Avaliar a manutencdo do esquema em uso,
gene eis influencia na acao da amicacina). conforme 0s resultados dos testes realizados.

Fonte: adaptado de Global Laboratory Initiative, 2022".

Legenda: TB — tuberculose; TS - teste de sensibilidade; TB DR — tuberculose drogarresistente.

a gyrA (1) — quando houver mutacao detectada em sondas que conferem resisténcia de baixo nivel para moxifloxacino (MUT1; MUT2 e MUT3A).
® Altas doses de moxifloxacino — 800mg por dia.

¢ Encaminhar para o TS de 22 linha, incluindo novas drogas.

9 gyrA (2) - quando houver mutacao detectada em sondas que conferem resisténcia de alto nivel para moxifloxacino (MUT3B; MUT3C e MUT3D).

2.5 ConsideracOes importantes

>>

>>

>>

>>

O TS genotipico cobre as principais mutacdes que conferem resisténcia aos farmacos
de tratamento para 0 CMTB. Por se tratar de um teste que busca genes especificos do
DNA das bactérias do complexo, a baciloscopia positiva e um resultado indeterminado
ou inconclusivo para o LPA podem ser sugestivos de infeccdo por MNT. Nesses casos,
recomenda-se a investigacao para suspeita de MNT.

Quanto aos genes katG e inhA, quando a mutacao for detectada e/ou inferida em
ambos 0S genes ao mesmo tempo, ha associacao com resisténcia a isoniazida e a
etionamida.

Se for identificada somente uma mutacao inferida no gene inhA, sem mutacao no
gene katG, recomenda-se realizar o TS fenotipico para isoniazida e também o TS de 22
linha, além de iniciar o esquema para TB DR, conforme perfil de resisténcia.

Na auséncia de mutacao nos genes inhA e katG, em caso de forte suspeita de TB
DR, recomenda-se avaliar clinicamente o caso e considerar o TS fenotipico para
isoniazida, para exclusao de mutacoes em outros genes nao abarcados pelo teste,

11
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>>

>>

>>

>>

>>

>>

COmMO NOS casos de pessoas em retratamento, pessoas com sinais e sintomas de
TB e historico de contato com alguém com TB resistente a isoniazida, pessoas com
baciloscopia positiva no 2° més de acompanhamento de tratamento, pessoas que
apresentam faléncia ao tratamento com esquema basico ou pessoas com suspeita
de resisténcia, em qualquer momento do tratamento.

Mesmo na auséncia de mutacdes no gene inhA, a resisténcia a etionamida nao pode
ser excluida, pois ha o envolvimento de outros genes ndo avaliados pelo teste.

Caso seja identificada mutacdo nos genes gyrA (MUT1, MUT2 e MUT3A) e/ou gyrB,
responsaveis por conferir resisténcia de baixo nivel ao moxifloxacino, recomenda-se
realizar 0 TS fenotipico, a depender da interpretacéo laboratorial.

Quando ha mutacao inferida no gene rrs, a amicacina provavelmente nao é eficaz;
recomenda-se avaliar por meio do TS fenotipico.

Para fins de monitoramento dos insumos utilizados para diagnostico dos agravos de
interesse em saude publica fornecidos pela Coordenacdo-Geral de Laboratérios de
Saude Publica, preconiza-se a utilizacdo da base de dados do Sistema Gerenciador
de Ambiente Laboratorial (GAL). O sistema GAL também possibilita a otimiza¢édo e o
acompanhamento das etapas de realizacdo dos exames e a emissao de relatorios
guantitativos, gerenciais e epidemiolégicos, além de subsidiar a tomada de decisédo
do Ministério da Saude no direcionamento de acdes em saude publica.

Para a realizacdo do LPA diretamente a partir de amostra de escarro, € necessario
haver um fluxo de transporte de amostras e uma estrutura laboratorial adequada,
com equipamentos especificos; assim, o teste estara disponivel em servicos pré-
definidos localmente. Para verificar a disponibilidade do LPA na sua rede assistencial,
entre em contato com a coordenacdo de TB e 0 Lacen do estado. Mais informacoes
podem ser obtidas por meio do Oficio Conjunto Circular n.° 4/2020/CGLAB/DAEVS/
SVS/MS, que traz as definicdes do fluxo laboratorial para amostras suspeitas de
tuberculose de acordo com a Rede de Referéncia Laboratorial para TB € micobactérias
nao tuberculosas (MNT).

Informac0Oes adicionais e detalhadas sobre as questoes laboratoriais de execucao
do teste poderao ser encontradas no Oficio Conjunto Circular n.° 17/2022/CGLAB/
DAEVS/CGDR/DCCI/SVS/MS.
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Figura 1 Fluxograma de uso do teste de hibridizacdo de sonda em linha (LPA) em amostras de
pessoas com suspeita de tuberculose pulmonar com resultado no TRM-TB “MTB Detectado” e
sem resisténcia a rifampicina ou com resultado positivo na baciloscopia

Pessoa com suspeita de TB pulmonar
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resultado do TS de 22 linha
v
l Manter o EB ]

TS genotipico
(LPA de 22 linha)

|

l Figura 3 l

Fonte: CGTM/Dathi/SVSA/MS.
Legenda: CMTB — complexo Mycobacterium tuberculosis; EB — esquema basico de tratamento da tuberculose; LPA — teste de hibridizacdo de sonda
em linha; RIF - rifampicina; TB — tuberculose; TRM-TB — teste rapido molecular para tuberculose; TS — teste de sensibilidade.

@O TS genotipico (LPA) pode ser realizado a partir de amostra de escarro, desde que se tenha um resultado prévio de TRM-TB ou baciloscopia, € a
amostra precisa ser encaminhada ao laboratorio executor em, no maximo, até quatro dias apés a coleta.

b Quando realizado o TS genotipico diretamente a partir de amostra de escarro, o resultado podera nao ser bactéria do complexo MTB, devendo-se
investigar micobactérias nao tuberculosas.

¢ Se for identificada somente uma mutacao inferida no gene inhA, sem mutacao no gene katG, recomenda-se realizar o TS fenotipico.

9 Recomenda-se confirmar moxifloxacino e amicacina no TS fenotipico e encaminhar para o TS fenotipico aos outros farmacos de 22 linha.

e Referéncia terciaria € o ambulatério especializado em tratamento de TB drogarresistente. A pessoa deve chegar a referéncia terciéria
imediatamente apos o diagndstico de resisténcia. Nesse servico, a avaliagdo médica e a conduta adequada deverao ser tomadas em até sete dias.

13

Recomendacdes técnicas para laudo e interpretacao do teste de hibridizacao com sonda em linha (Line Probe Assay — LPA) para tuberculose



Ministério da Saude

Figura 2 Fluxograma de uso do teste de hibridizacdo de sonda em linha (LPA) em amostras de
pessoas com suspeita de tuberculose pulmonar com resultado no TRM-TB “MTB Detectado” e
com resisténcia a rifampicina
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Figura 3

Fonte: CGTM/Dathi/SVSA/MS.
Legenda: CMTB — complexo Mycobacterium tuberculosis,; LPA - teste de hibridizagao de sonda em linha; RIF — rifampicina; TB — tuberculose; TB RR —
tuberculose resistente a rifampicina pelo TRM-TB; TRM-TB - teste rapido molecular para tuberculose; TS — teste de sensibilidade.

a QTS genotipico (LPA) pode ser realizado a partir de amostra de escarro, desde que se tenha um resultado prévio de TRM-TB ou baciloscopia, € a
amostra precisa ser encaminhada ao laborat6rio executor em, no maximo, até quatro dias apés a coleta.

b Quando realizado 0 TS genotipico diretamente a partir de amostra de escarro, o resultado podera ndo ser bactéria do complexo MTB, devendo-se
investigar MNT.

¢ Se for identificada somente uma mutacao inferida no gene inhA, sem mutacao no gene katG, recomenda-se realizar o TS fenotipico.

¢ Em caso de forte suspeita de TB drogarresistente, recomenda-se avaliar clinicamente o caso e considerar o TS fenotipico, para exclusdo de
resisténcias em outros genes ndo abarcados pelo teste.

¢ Referéncia terciaria € o ambulatorio especializado em tratamento de TB drogarresistente. A pessoa deve chegar a referéncia terciaria
imediatamente apo6s o diagndéstico de resisténcia. Nesse servico, a avaliagdo médica e a conduta adequada deverao ser tomadas em até sete dias.
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Figura 3 Fluxograma de uso do teste de hibridizacdo de sonda em linha (LPA) em amostras de
pessoas com tuberculose drogarresistente aos farmacos de 12 linha
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Fonte: CGTM/Dathi/SVSA/MS.

Legenda: LPA — teste de hibridizacdo de sonda em linha; TB — tuberculose; TB DR — tuberculose drogarresistente; TB RR — tuberculose resistente a

rifampicina pelo teste rapido molecular para tuberculose; TS — teste de sensibilidade.

a Caso seja identificada mutagao nos genes gyrA e/ou gyrB, responsaveis por conferir resisténcia de baixo nivel ao moxifloxacino, recomenda-se
realizar o TS fenotipico, a depender da interpretacéo laboratorial.

5 A depender da mutacao inferida, o laboratério poderd encaminhar para TS fenotipico para confirmagéo da resisténcia.

¢ Qutros farmacos de 22 linha: clofazimina, linezolida, bedaquilina e delamanida.

15

Recomendacdes técnicas para laudo e interpretacao do teste de hibridizacao com sonda em linha (Line Probe Assay — LPA) para tuberculose



Ministério da Saude

3 PARTE Il - LABORATORIO

QL

3.1 Principio do método

O LPA € um teste in vitro qualitativo para a identificacdo genética do complexo M.
tuberculosis (CMTB) e da resisténcia aos farmacos utilizados no tratamento da TB, a partir de
amostra clinica de escarro ou de isolado de cultura.

O complexo M. tuberculosis inclui as seguintes bactérias: M. tuberculosis, M. africanum, M.
bovis subsp. bovis, M. bovis subsp. caprae, M. bovis BCG, M. microti, M. canettii e M. pinnipedii.

O procedimento completo é dividido em trés passos:
1) extracao do DNA a partir de amostras de escarro ou de isolado de cultura;

2) amplificacdo dos segmentos de DNA por meio de PCR multiplex, com primers
especificos biotinilados; e

3) hibridizacao reversa com as sondas do teste, que estao fixadas na tira de membrana.

As tiras de membrana sdo recobertas com sondas especificas, complementares a
fragmentos do material genético amplificados. Apds a desnaturacdo quimica, os produtos dos
PCR ligam-se as sondas por hibridizacao nas regides complementares a estas.

A estreptavidina conjugada com a fosfatase alcalina se liga a biotina dos amplicons e a
fosfatase alcalina transforma o substrato adicionado em um corante que se torna visivel a olho
nu, nas tiras de membrana, como um precipitado colorido (bandas).

No LPA de 12 linha, avaliam-se as mutacdes que conferem resisténcia a isoniazida, a
etionamida e a rifampicina, por meio dos genes:

>> [NhA — etionamida e isoniazida
>> KatG — isoniazida
>> IPOB — rifampicina

No LPA de 22 linha, avaliam-se as mutacdes que conferem resisténcia a fluoroquinolonas
e aminoglicosideos/peptideos ciclicos, por meio dos genes:

>> gyrA — fluoroguinolonas
>> gyrB — fluoroguinolonas
>> 1S —aminoglicosideos/peptideos ciclicos
>> els — aminoglicosideos/peptideos ciclicos

Nos esquemas de tratamento da TB, as fluoroguinolonas utilizadas sao o moxifloxacino e
0 levofloxacino, e 0 aminoglicosideo € a amicacina.

3.2 Biosseguranca

Conforme o Oficio Circular n.° 12/2021/CGDR/.DCCI/SVS/MS, a orientacao inicial, para
todos os laboratorios, independentemente do grau de complexidade dos exames executados, &
realizar uma avaliacao de risco que leve em consideracao, principalmente’:

1) 0 tipo e 0 numero de amostras clinicas processadas;
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) as técnicas executadas que possam, potencialmente, gerar aerossois;
3) a estrutura fisica do laboratorio;

) as caracteristicas epidemioldgicas da doenca; e
5) 0 nivel de experiéncia e capacitacdo dos profissionais.

Os equipamentos de protecao individual (EPI) devem ser adequadamente utilizados, desde
0 recebimento das amostras até a execucao de técnicas mais complexas. Alguns desses EPI sdo
indispensaveis a rotina de diagnostico laboratorial da TB, a saber:

>> |uvas de material resistente, de baixa permeabilidade e boa flexibilidade, descartaveis;

>> respiradores do tipo N95 (NIOSH N95) ou PFF2 (EN149:2001), que apresentem porosidade
de eficiéncia igual ou maior que 95%, para reter particulas de 0,3 um; e

>> aventais de mangas longas, com punhos sanfonados, de fechamento frontal com
botdes, preferencialmente de pressao, mantidos permanentemente fechados, e
de comprimento abaixo dos joelhos, em tecido de algodao ou de fibra sintética
nao inflamavel.

O processamento, a concentracao de amostras bioldgicas e a execucao da técnica de LPA
a partir de amostra de escarro sdo técnicas consideradas de risco moderado para geracao de
aerossois, com baixa concentracao de particulas infecciosas.

Assim, recomenda-se que as unidades laboratoriais cumpram, minimamente, 0s seguintes
requisitos para a realizacdo das técnicas:

1) uso adequado de EPI;

2) manipulacdo das amostras em cabine de seguranca bioldgica (CSB) classe Il (com
certificacao e manutencao em dia);

3) instalacao de exaustor com capacidade de seis a dez renovacoes do volume de ar por
hora, para facilitar a retirada do ar contaminado e manter o fluxo de ar unidirecional; e

4) realizacao de todas as acdes de biosseguranca para laboratorios de TB de risco
moderado de geracdo de aerossois, conforme recomendacdes atualizadas do
Ministério da Saude e da OMS.

Ja a manipulacdo de isolado de cultura previamente a inativacao, visando a realizacdo
do LPA, é considerado procedimento de alto risco para geracao de aerossobis, com alta
concentracao de particulas infecciosas. Assim, recomenda-se que as unidades laboratoriais
cumpram, minimamente, 0S seguintes requisitos para a realizacao das técnicas:

1) uso adequado de EPI;
2) manipulacao das culturas em CSB classe Il (com certificacdo e manutencao em dia);

3) estruturacdo fisica do laboratorio projetada para garantir as barreiras de contencao
secundaria (portas duplas de entrada, fluxo de ar unidirecional por meio de exaustao
etc); e

4) realizacao de todas as acdes de biosseguranca para laboratorios de TB de alto risco de
geracao de aerossois, conforme recomendacdes atualizadas do Ministério da Saude e
da OMS.
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3.3 Armazenamento e transporte

Todos 0s espécimes devem ser colhidos e transportados conforme indicado no Manual
de Recomendacdes para o Diagnostico Laboratorial de Tuberculose e Micobactérias ndo
Tuberculosas de Interesse em Saude Publica no Brasil.

O processamento inicial da amostra de escarro deve ocorrer em até quatro dias depois
da coleta. Apds a descontaminacdo e subsequente ressuspensao do pellet bacteriano no
tampdo fosfato, as amostras podem ser armazenadas a —20°C ou -80°C por um periodo
maximo de cinco dias até a extracdo de DNA. Para a realizacao do LPA, utiliza-se 0,5 mL do
material descontaminado.

3.4 Consideracoes importantes

O LPA é capaz de detectar as mutacdes mais frequentemente identificadas nas cepas
resistentes aos farmacos utilizados no tratamento da TB. Entretanto, algumas mutacdes menos
comuns, também passiveis de conferir resisténcia, podem estar fora das regides cobertas pelo
teste e, em alguns casos, a resisténcia nao pode ser completamente excluida, principalmente
guando se avaliam a isoniazida e as fluoroguinolonas, sendo necessaria a realizacao de TS
fenotipico para alguns casos.

Algumas mutacdes sao identificadas especificamente por sondas na regiao MUT, enquanto
outras sdo inferidas apenas pela auséncia de ligacao dos amplicons as sondas da cepa selvagem.
A falta de ligacdo de uma sonda da cepa selvagem sem uma ligacao simultanea de uma sonda
MUT pode ocorrer devido a presenca de uma mutacao de resisténcia, mas também pode se dar
pela presenca de uma mutacao silenciosa ou de sentido trocado.

Emamostras que apresentam cepas com perfil de heterorresisténcia, 0s testes genotipicos,
tais quais os testes LPA, sdo menos eficientes na predicao de resisténcia gue 0s testes fenotipicos.
As bactérias resistentes precisam representar 5% da populacdo total da amostra avaliada para
gue seja detectada mutacdo pelas sondas MUT; porém, as mutacgdes inferidas poderiam ser
perdidas nesse contexto.

3.5 Interpretacao laboratorial para emissao dos laudos

O LPA apresenta alguns controles internos cuja avaliacdo deve ser a primeira etapa da
analise e da interpretacao dos resultados.

A banda referente ao controle de conjugado (CC) deve estar sempre presente e sinaliza a
eficiéncia da ligacdo do conjugado e da reacdo com o substrato.

O controle de amplificacao (AC) é utilizado como referéncia para a interpretacdo das
bandas WT e MUT, as quais s6 devem ser consideradas quando apresentarem intensidade tao
ou mais forte que a banda AC.

Em caso de resultado positivo, a banda do controle AC pode aparecer fraca ou até mesmo
nao surgir. Isso pode acontecer devido a competicao durante as reacbes de amplificacdo e
ocorre com mais frequéncia quando o teste é realizado a partir de isolado de cultura. Para um
resultado negativo valido, as bandas dos controles CC e AC devem estar sempre presentes; caso
uma delas ou ambas estejam ausentes, o teste é considerado invalido.

Outro controle que deve ser avaliado é a banda de reacdo TUB, que somente estara
presente se a amostra avaliada contiver DNA de membros do complexo M. tuberculosis.

Quando, mesmo na presenca das bandas CC e AC, ndo houver ligacdo com a sonda do
complexo M. tuberculosis, a amostra precisa ser encaminhada para realizacao de cultura devido
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a suspeicao de micobactéria ndo tuberculosa (MNT). Antes de cada conjunto de bandas WT e
MUT, encontra-se a banda relacionada ao controle da regido-alvo avaliada, ou seja, a banda de
controle do /ocus. Para que o resultado da regidao-alvo seja considerado valido, esse controle
deve estar presente. Caso 0 controle de locus esteja ausente, o resultado é considerado
indeterminado para o farmaco ou o0 conjunto de farmacos relacionados ao alvo analisado, e a
amostra deve ser encaminhada para a realizacdo de teste fenotipico.

ApOS a avaliacdo de todos os controles, os resultados poderédo ser analisados com base
na presenca e auséncia das bandas WT e MUT. A resisténcia é detectada quando as sondas MUT
hibridizam-se com os fragmentos contidos na membrana (mutacao detectada) ou quando ha
auséncia de sondas WT (mutacao inferida). O perfil de resultados esta explicado no item 2.4. A
deteccao concomitante da sonda MUT e da sonda WT correspondente caracteriza um caso de
heterorresisténcia (coexisténcia de bactérias sensiveis e resistentes na mesma amostra). Nesse
caso, o resultado comunicado deve ser de resisténcia.

As interpretacOes dos testes e as condutas laboratoriais estao contidas nos Quadros 3a 8
e foram adaptadas do material publicado pela Global Laboratory Initiative’. A conduta clinica s6
¢ possivel diante do conjunto de resultados encontrados e liberados no laudo laboratorial, ndo
podendo ser avaliada isoladamente por gene.

19



Figura 4 Fluxograma laboratorial de uso do teste de hibridizacao de sonda em linha (LPA)
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Legenda: CMTB — complexo Mycobacterium tuberculosis; LPA — teste de hibridizacao de sonda em linha; MGIT - tubo indicador de crescimento de
bactérias; TB — tuberculose; TRM-TB — teste rapido molecular para tuberculose; TS - teste de sensibilidade.

@ Quando realizado o TS genotipico diretamente a partir de amostra de escarro, o resultado podera nao ser bactéria do complexo MTB, devendo-se
investigar micobactérias nao tuberculosas.

b Se for identificada somente uma mutacg&o inferida no gene inhA, sem mutacao no gene katG, recomenda-se realizar o TS fenotipico.

¢ Recomenda-se confirmar moxifloxacino e amicacina no TS fenotipico e encaminhar para o TS fenotipico aos outros farmacos de 22 linha.

9 Priorizar a realizacdo do MGIT pelo tempo reduzido para liberagao do resultado.

¢ Encaminhar ao LRN para realizacdo do TS fenotipico aos outros farmacos de 22 linha (linezolida, bedaquilina, delamanida e clofazimina).
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Recomendacoes técnicas para laudo e interpretacdo do teste de
hibridizacao com sonda em linha (Line Probe Assay — LPA) para tuberculose

Quadro 3 Interpretacdo da leitura do teste de hibridizacao de sonda em linha (LPA) considerando a regido-alvo do gene rpoB (rifampicina)

o . . Mutacao ou = ;
Regido-alvo | Leitura da fita regiao génica Interpretacao Conduta laboratorial
Ligacdo em todas as sondas WT E auséncia de | Sem mutacdo Mutacao ndo . . ' '
rpoB ligacao nas sondas MUT detectada detectada Rifampicina eficaz. Liberar laudo
A o Mutacdo(Ges) nos Mutagdo inferida no | Resisténcia a rifampicina inferida; Encaminhar para LPA de 22 linha,
fPOB WT Ausencia de ligacao na sonda /poB WT1 codons 505 a 509 gene rpoB provavelmente a rifampicina nao € eficaz. | incluindo TS para novas drogas
A N Mutacéo(des) nos Mutacdo inferida no | Resisténcia a rifampicina inferida; Encaminhar para LPA de 22 linha,
poB WT2 Auséncia de ligacao na sonda rpoB WT2 codons 510 a 513 gene rpoB provavelmente a rifampicina néo € eficaz. | incluindo TS para novas drogas
rpoOBWT2 e Auséncia de ligagdo na sonda rpoB WT2 E Mutacdo(Ges) nos Mutagdo inferida no | Resisténcia a rifampicina inferida; Encaminhar para LPA de 22 linha,
rpoB WT3 auséncia de ligacao na sonda rpoB WT3 codons 510 a 517 gene rpoB provavelmente a rifampicina nao é eficaz. | incluindo TS para novas drogas
o Mutacéo detectada A - Encaminhar para LPA de 22 linha,
Ligacdo na sonda rpoB MUT1 D516V no gene rpoB Resisténcia a rifampicina. incluindo TS para novas drogas
rpoBWT3 e
rpoB WT4 ANCi igaca o . ) .
p Qtljssgr?ccilaa gg Ililgg:(géag r?s Ssgrr]]gaa rrggBB VV\\//TTA?E Mutacao(des) nos Mutacao inferida no | Resisténcia a rifampicina inferida; Encaminhar para LPA de 22 linha,
auséncia de ligacao na sonda rpoB MUTT codons 513 a 519 gene rpoB provavelmente a rifampicina ndo € eficaz. | incluindo TS para novas drogas
rpoBWT4 e Auséncia de ligagdo na sonda rpoB WT4 E Mutacéo(6es) nos Mutagdo inferida no | Resisténcia a rifampicina inferida; Encaminhar para LPA de 22 linha,
rpoB WT5 auséncia de ligacao na sonda rpoB WT5 codons 516 a 522 gene rpoB provavelmente a rifampicina ndo € eficaz. | incluindo TS para novas drogas
rpoBWT5e | Auséncia de ligagao na sonda rpoB WTS E Mutagao(Ges) nos | Mutacdo inferida no | Resisténcia a rifampicina inferida; Encaminhar para LPA de 2? linha,
rpoB WT6 auséncia de ligacao na sonda rpoB WTé codons 518 a 525 gene rpoB provavelmente a rifampicina ndo é eficaz. | incluindo TS para novas drogas
s Mutacdo detectada A . Encaminhar para LPA de 22 linha,
Ligacdo na sonda rpoB MUT2A H526Y no gene rpoB Resisténcia a rifampicina. incluindo TS para novas drogas
s Mutacgdo detectada A - Encaminhar para LPA de 22 linha,
rpoB WT7 Ligacdo na sonda rpoB MUT2B H526D no gene rpoB Resisténcia a rifampicina. incluindo TS para novas drogas
Qﬁsggccil: g: ||i|ggaag§g r?z? Ssgggs [ggBB l\\,/lvgng E Mutagao(oes) nos Mutagdo inferida no | Resisténcia a rifampicina inferida; Encaminhar para LPA de 22 linha,
auséncia de ligacao na sonda rpos MUT2B = codons 526 a 529 gene rpoB provavelmente a rifampicina nao é eficaz. | incluindo TS para novas drogas
s Mutacgdo detectada A . Encaminhar para LPA de 22 linha,
Ligacdo na sonda rpoB MUT3 S531L no gene rpoB Resisténcia a rifampicina. incluindo TS para novas drogas
rpoB WT8
Auséncia de ligagdo na sonda rpoB WT8 E Mutacéo(bes) nos Mutagdo inferida no | Resisténcia a rifampicina inferida; Encaminhar para LPA de 22 linha,
auséncia de ligacao na sonda rpoB MUT3 codons 530-533 gene rpoB provavelmente a rifampicina ndo € eficaz. | incluindo TS para novas drogas

Fonte: adaptado de Global Health Initiative, 2022".
Legenda: LPA - teste de hibridizacao de sonda em linha.
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Quadro 4 Interpretacao da leitura do teste de hibridizacdo de sonda em linha (LPA) considerando a regido-alvo dos genes inhA e katG (isoniazida
e etionamida)

Regiao-alvo

Leitura da fita

Mutacao ou

Laudo

Interpretacao

Conduta laboratorial

regiao génica

inhA Ligac@o em todas as sondas WT E auséncia de | Sem mutagdo | Mutagdo ndo Isoniazida eficaz Avaliar clinicamente o caso e
ligacdo nas sondas MUT detectada detectada ’ considerar o TS fenotipico?
KatG Ligac@o em todas as sondas WT E auséncia de | Sem mutagdo | Mutagdo ndo Isoniazida eficaz Avaliar clinicamente o0 caso e
ligacdo nas sondas MUT detectada detectada ’ considerar o TS fenotipico?
Ligacdo na sonda katG MUT1 QU S315T1 Mutacdo detectada A A ) -
ligacao na sonda katG MUT2 S315T2 no gene katG Resisténcia a isoniazida. Encaminhar para LPA de 22 linha
katG WT anci isaca 30(0 S ) .
Qﬁ:grr:ccilaa gg ||i|ggaa(§§c? Q: :gggaa Efg ,\\/AVJT% £ nMauﬁgé%%(%%s) Mutacao inferida no | Resisténcia a isoniazida inferida; provavelmente a Encaminhar para LPA de 22 linha,
auséncia de ligacdo na sonda katG MUT2 = codon 315 gene katG isoniazida nao é eficaz, mesmo em doses altas. incluindo TS para novas drogas
Resisténcia de baixo nivel  isoniazida detectada; a
N . ) Mutacao detectada | isoniazida pode ser eficaz em altas doses. Encaminhar para LPA de 22 linha,
Ligagdo na sonda inhA MUT1 c1ot no gene inhA Resisténcia a etionamida detectada; a etionamida ndo | incluindo TS para novas drogas
¢ eficaz.
Resisténcia de baixo nivel a isoniazida detectada; a Encaminhar para TS fenotipico de
) o . Mutacao detectada | isoniazida pode ser eficaz em altas doses. 12 linha, quando necessérios, e
- b ’ ’
inhAWT1 Ligagao na sonda inhA MUT2 a-16g no gene inhA Resisténcia a etionamida detectada; a etionamida ndo | para LPA de 22 linha, incluindo TS
¢ eficaz. para novas drogas
. o . Resisténcia de baixo nivel a isoniazida inferida; a L
Q&:ggcci': gg lli'ggaaggg r:]:? sggg: I.’,;];?AA VMVJ%EE Mutagdo(6es) Mutagdo inferida no | isoniazida pode ser eficaz em altas doses. gleu;g%,?f? Amcljcg:/lgasggmfg;fan%
P R : = naregido -15° | gene inhA Resisténcia a etionamida inferida; provavelmente a o ap
auséncia de ligacao na sonda inhA MUT2 etionamida no é eficaz. fenotipico de 12 linha
Resisténcia de baixo nivel a isoniazida detectada; a Encaminhar para TS fenotipico de
N . Mutacdo detectada | isoniazida pode ser eficaz em altas doses. 12 linha, quando necessario®, e
_8cb ’ '
Ligagdo na sonda inhA MUT3A 8¢ no gene inhA Resisténcia a etionamida detectada; a etionamida ndo | para LPA de 22 linha, incluindo TS
¢ eficaz. para novas drogas
Resisténcia de baixo nivel a isoniazida detectada; a Encaminhar para TS fenotipico de
. A . Mutagdo detectada | isoniazida pode ser eficaz em altas doses. 12 linha, quando necessarios, e
_QAab
INAAWT2 Ligagdo na sonda inhA MUT3B t-8a no gene inhA Resisténcia a etionamida detectada; a etionamida ndo | para LPA de 22 linha, incluindo TS
¢ eficaz. para novas drogas
- o . Resisténcia de baixo nivel a isoniazida inferida; a Encaminhar para TS fenotipico de
aALlJJsSchcils éjg llilg:géag r?: ssggéj: ilgff;’AA mii E Mutacao(6es) Mutagdo na regiao | isoniazida pode ser eficaz em altas doses. 12 linha, quando necessarioc, e
auséncia de ”gagéo na sondainhAMUT3B | @ regiao -8° gene inhA Resisténcia a etionamida inferida; provavelmente a para LPA de 22 linha, incluindo TS
gac etionamida n&o é eficaz. para novas drogas

Fonte: adaptado de Global Laboratory Initiative, 2022,

Legenda: LPA — teste de hibridizagdo de sonda em linha; TS - teste de sensibilidade.
2 Em caso de forte suspeita de T8 drogarresistente, recomenda-se avaliar clinicamente o caso e considerar TS fenotipico. Algumas mutagdes que conferem resisténcia a isoniazida estao fora das regioes cobertas pelo teste e a resisténcia ndo pode ser completamente
excluida, mesmo na presenca de todas as sondas cepa selvagem.
> MutagGes que precisam de mais dados relacionados a correlagdo com TS fenotipico para aumentar a confianca de associagdo da mutagdo com a resisténcia a isoniazida.

¢ Em caso de forte suspeita de TB drogarresistente, recomenda-se que a clinica considere o TS fenotipico, para exclusao de resisténcias em outros genes nao abarcados pelo teste.
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hibridizacao com sonda em linha (Line Probe Assay — LPA) para tuberculose

Quadro 5 Interpretacdo da leitura do teste de hibridizacao de sonda em linha (LPA) considerando a regidao-alvo do gene gyrA (levofloxacino

e moxifloxacino)

Regiao-alvo

Leitura da fita

Mutacao ou

Laudo

Interpretacao

Conduta laboratorial

regiao génica

Ligacao em todas as sondas WT E Sem mutacao A ! ! . ' Encaminhar para TS
8YrA auséncia de ligacio nas sondas MUT detectada Mutagdo nao detectada | Moxifloxacino e levofloxacino eficazes. fenotipico de 2 linhae
Mutacdo(Ges) Resisténcia ao levofloxacino inferida; o levofloxacino
. L A Mutacao inferida no provavelmente nao é eficaz. Realizar TS fenotipico para
BYrAWT1 Auséncia de ligagao na sonda gyrA WT1 2%%COdons 8 gene gyrA Resisténcia de baixo nivel ao moxifloxacino inferida; o moxifloxacino no PCCP
moxifloxacino pode ser eficaz em altas doses.
~ Resisténcia ao levofloxacino. . .
Ligacao na sonda gyrA MUT1 A90V Meuntggacr) Ad?;[)ectada N0 | Resisténcia de baixo nivel ao moxifloxacino detectada; o qugi'i?l%gii;eonggpplcc%fara
gene gy moxifloxacino pode ser eficaz em altas doses.
~ Resisténcia ao levofloxacino. . .
Ligacao na sonda gyrA MUT2 S91P Meuntggacr) Ad?;[;actada N0 | Resisténcia de baixo nivel ao moxifloxacino detectada; o quj)ili?g;ii;eonggpplcc%fara
SYrAWT2 gene gy moxifloxacino pode ser eficaz em altas doses.
Auséncia de ligacdo na sonda gyrAWT2 E Mutacao(6es) Resisténcia ao levofloxacino inferida; o levofloxacino
auséncia de ligacao na sonda gyrA MUT1 nos c%d ons 89 Mutagao inferida no provavelmente nao é eficaz. Realizar TS fenotipico para
E auséncia de ligacdo na sonda gyrA 293 gene gyrA Resisténcia de baixo nivel ao moxifloxacino inferida; o moxifloxacino no PCC®
MUT2 moxifloxacino pode ser eficaz em altas doses.
~ Resisténcia ao levofloxacino. . -
Ligacdo na sonda gyrA MUT3A D94A Meunt:ga(; Ad(e1t)ectada no Resisténcia de baixo nivel ao moxifloxacino detectada; o ;e;izﬁ%;;ii;eonggp;cc%gara
gene gy moxifloxacino pode ser eficaz em altas doses.
~ Liberar laudo e encaminhar
Ligacdo na sonda gyrA MUT3B D94N ou D94Y Mutagao detectada no Resisténcia ao levofloxacino e ao moxifloxacino. para TS fenotipico para
gene gyrA (2)
novas drogas
~ Liberar laudo e encaminhar
Ligacdo na sonda gyrA MUT3C D94G Meuntgga(; Ad((azt)ectada no Resisténcia ao levofloxacino e ao moxifloxacino. para TS fenotipico para
SYrAWT3 gene gy novas drogas
~ Liberar laudo e encaminhar
Ligacao na sonda gyrA MUT3D D94H Mutagao detectada no Resisténcia ao levofloxacino e ao moxifloxacino. para TS fenotipico para
gene gyrA (2)
novas drogas
Auséncia de ligacdo na sonda gyrA WT3
E auséncia de ligacdo na sonda gyrA Mutacdo(@es) Resisténcia ao levofloxacino inferida; o levofloxacino
MUT3A E auséncia de ligacao na sonda nos c%dons 9 Mutacdo inferida no provavelmente nao é eficaz. Realizar TS fenotipico para
gyrA MUT3B E auséncia de ligacdo na 2% gene gyrA Resisténcia de baixo nivel ao moxifloxacino inferida; o moxifloxacino no PCCP
sonda gyrA MUT3C E auséncia de ligacdo moxifloxacino pode ser eficaz em altas doses.
na sonda gyrA MUT3D

Fonte: adaptado de Global Laboratory Initiative, 2022".
Legenda: PCC - ponto de corte clinico; TS — teste de sensibilidade.

@ Algumas mutagdes que conferem resisténcia ao moxifloxacino e ao levofloxacino estao fora das regides cobertas pelo teste e a resisténcia ndo pode ser completamente excluida, mesmo na presenca de todas as sondas da cepa selvagem. Avaliar caso a caso e
encaminhar ao TS fenotipico para outros farmacos de 22 linha.

b Realizar TS fenotipico para moxifloxacino no ponto de corte clinico, ou seja, a concentragdo acima da concentragao critica, que separa as cepas que provavelmente responderdo das que provavelmente ndo responderao ao tratamento. Esse ponto é usado para orientar
as decisdes clinicas no tratamento individual do paciente.
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Quadro 6 Interpretacao da leitura do teste de hibridizacdo de sonda em linha (LPA) considerando a regido-alvo do gene gyrB (levofloxacino
e moxifloxacino)

Mutacao ou
regiao génica

Laudo Interpretacao Conduta laboratorial

Regiao-alvo | Leitura da fita

Ligacdo em todas as sondas WT ~ . .
gyrB E auséncia de ligacdo nas sondas Sem mutacao Mutacao nao detectada | Moxifloxacino e levofloxacino eficazes. Encaam_mhar para TS fenotipico
MUT detectada de 22 linha?
N Resisténcia ao levofloxacino. . -
Ligacdo na sonda gyrB MUT1 N538D MeL;]tggainetectada no Resisténcia de baixo nivel ao moxifloxacino inferida; o ;esizﬁ%;gii;eongg%%%fara
gene gy moxifloxacino pode ser eficaz em altas doses.
~ Resisténcia ao levofloxacino. ) -
B WT Ligacdo na sonda gyrB MUT2 E540V MeL;]tggainetectada no Resisténcia de baixo nivel ao moxifloxacino inferida; o ;e(i'i?l%;;ii;eongg%%%fara
34 gene gy moxifloxacino pode ser eficaz em altas doses.
Auséncia de ligacdo na sonda gyrB Mutacao(6es) Resisténcia ao levofloxacino inferida; o levofloxacino
WT E auséncia de ligacao na sonda nos cgédons 536 Mutacdo inferida no gene | provavelmente néo é eficaz. Realizar TS fenotipico para
gyrB MUT1 E auséncia de ligacao na a 541 gyrB Resisténcia de baixo nivel ao moxifloxacino inferida; o | moxifloxacino no PCC®
sonda gyrB MUT2 moxifloxacino pode ser eficaz em altas doses.

Fonte: adaptado de Global Laboratory Initiative, 2022".

Legenda: PCC - ponto de corte clinico; TS - teste de sensibilidade.

= Algumas mutagGes que conferem resisténcia ao moxifloxacino e ao levofloxacino estdo fora das regiées cobertas pelo teste e a resisténcia nao pode ser completamente excluida, mesmo na presenca de todas as sondas da cepa selvagem. Avaliar caso a caso e
encaminhar ao TS fenotipico para outros farmacos de 22 linha.

® Realizar TS fenotipico para moxifloxacino no ponto de corte clinico, ou seja, a concentragdo acima da concentragdo critica, que separa as cepas que provavelmente responderao das que provavelmente nao responderdo ao tratamento. Esse ponto € usado para orientar
as decises clinicas no tratamento individual do paciente.

Quadro 7 Interpretacao da leitura do teste de hibridizacdo de sonda em linha (LPA) considerando a regido-alvo do gene rrs (amicacina)

Regiao-alvo | Leitura da fita Mutacao ou regiao génica | Laudo | Interpretacao Conduta laboratorial
Ligacdo em todas as sondas WT E ~ Mutagdo nao o , ' Encaminhar para TS fenotipico
s auséncia de ligacio nas sondas MUT Sem mutacao detectada detectada Amicacina possivelmente eficaz. de 22 [inha?
Ligacdo na sonda rrs MUT1 a1401g g/leuntgtﬁs detectada no Resisténcia & amicacina. Liberar laudo final
rrs WT1 . 2 . - PRI - - T
Auséncia de ligacdo na sonda rrs WT1 E Mutacao(Ges) na regido 1400 Mutacdo inferida no Resisténcia a amicacina inferida; a | Encaminhar para TS fenotipico
auséncia de ligacao na sonda rrs MUT1 E ¢ g gene 1rs amicacina pode nao ser eficaz. de 22 linha
~ Liberar laudo e encaminhar
Ligacdo na sonda rrs MUT2 £21484t gle%tsgrfg detectada no Resisténcia a amicacina. para TS fenotipico para novas
s Wt2 drogas
Auséncia de ligacao na sonda rrs WT2 E 5 x = Mutacao inferida no Resisténcia a amicacina inferida; a | Encaminhar para TS fenotipico
auséncia de ligagao na sonda rrs MUT2 E Mutagdo(0es) na regiao 1484 gene rs amicacina pode nao ser eficaz. de 22 linha

Fonte: adaptado de Global Laboratory Initiative, 2022".
Legenda: TS - teste de sensibilidade.
2 Algumas mutagdes que conferem resisténcia a amicacina estao fora das regiées cobertas pelo teste e a resisténcia ndo pode ser completamente excluida, mesmo na presenca de todas as sondas da cepa selvagem.
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Quadro 8 Interpretacao da leitura do teste de hibridizacao de sonda em linha (LPA) considerando a regido-alvo do gene eis (amicacina)

Regiao-alvo

Leitura da fita

Mutacao ou regiao génica | Laudo

Interpretacao

Conduta laboratorial

Ligacao em todas as sondas WT E

Amicacina possivelmente

Encaminhar para TS fenotipico

gene eis

nao ser eficaz.

els auséncia de ligacdo nas sondas MUT Sem mutacdo detectada Mutagéo néo detectada eficaz. de 22 linha?
e Nao influencia na . .
Auséncia de ligacdo na sonda eis WT1 Mutacao(0es) na regiao -37 Mutagao inferida no interpretacao da resisténcia a Encaam_mhar para TS fenotipico
) gene eis U de 22 linha
eis WT1 amicacina.
Ligacdo na sonda eis MUT1 c-14t gletﬁg%?g detectada no Resisténcia a amicacina. Liberar laudo
eis WT2 Auséncia de ligacao na sonda eis WT2 E Mutacdo(Ges) na regido -10 | Mutacao inferida no ﬁ:ﬁé?gg%igﬁac'ggd e Encaminhar para TS fenotipico
auséncia de ligacdo na sonda eis MUT1E |a-14 gene eis N30 ser eficaz. de 22 linha
R Resisténcia a amicacina ' .
eis WT3 Auséncia de ligacao na sonda eis WT3 Mutacao(0es) na regido -2 Mutagao inferida no inferida; a amicacina pode Encaminhar para TS fenotipico

de 22 linha

Fonte: adaptado de Global Laboratory Initiative, 2022".
Legenda: TS - teste de sensibilidade.
2 Algumas mutagdes que conferem resisténcia a amicacina estdo fora das regioes cobertas pelo teste e a resisténcia ndo pode ser completamente excluida, mesmo na presenca de todas as sondas da cepa selvagem.
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