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Abreviaturas

Am amicacina

PCC ponto de corte clinico

ccC concentracdo critica

CIM concentracao inibitoria minima

Cm capreomicina

Eto etionamida

FQ fluoroquinolona

H isoniazida

ISL (medicamento) injetavel de segunda linha (ou seja, canamicina,
amicacina, capreomicina)

Km canamicina

Lfx levofloxacina

LPA ensaio de sonda em linha

LPA-PL ensaio de sonda em linha — primeira linha

LPA-SL ensaio de sonda em linha — segunda linha

NTM micobactérias ndo tuberculosas

Mfx moxifloxacina

MTBC complexo Mycobacterium tuberculosis

MUT sonda de mutacao

Pto protionamida resistente

RDRQ regido determinante de resisténcia as quinolonas

RDRR regiao determinante de resisténcia a rifampicina

Rif rifampicina sensivel

omMs Organizacao Mundial da Saude

LI :] tuberculose

TSA teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

TB-MDR tuberculose multirresistente

WT tipo selvagem



Glossario

Concentracao critica (CC): a menor concentracao in vitro de um agente anti-TB que
inibe o crescimento de 99% das estirpes do complexo Mycobacterium tuberculosis
(MTBC) fenotipicamente selvagens.

Ponto de corte clinico (PCC): concentracao(6es) de um agente antimicrobiano
gue define uma concentracdo inibitéria minima (CIM) acima da CC, a qual separa as
estirpes que provavelmente responderdo ao tratamento daguelas que provavelmente
nao responderdo. Esta concentracdo é determinada por multiplas variaveis, tanto
variaveis in vivo, como a correlacdo com dados dos desfechos clinicos disponiveis
e dados PK/PD, incluindo a dose do medicamento, bem como as distribuicoes das
CIM e marcadores genéticos. O agente antimicrobiano pode ser eficaz contra a
resisténcia observada com doses menores, aumentando-se a sua dosagem até a
maxima tolerada, desta forma atingindo um ponto de corte clinico mais elevado a
partir do qual ndo se recomenda a utilizacdo desse medicamento em particular. O
ponto de corte clinico € usado para orientar, caso a caso, decisdes clinicas relativas
ao tratamento do paciente.

Concentracao inibitéria minima (CIM): a menor concentracdo de um agente
antimicrobiano que impede 0 crescimento de mais de 99% de um microorganismo
num teste de suscetibilidade (TSA) em meio soélido ou diluicao em caldo.

Normalmente, quando se agregam as CIM testadas com um método normalizado
para uma espécie, tem-se uma Unica distribuicao de Gauss, 0 que corresponde a
distribuicao do tipo fenotipicamente selvagem (pWT) para essa espécie (ou seja, a
distribuicdo para organismos que ndo tém mecanismos de resisténcia fenotipicamente
detetaveis). Por vezes, sao identificadas distribuicdes adicionais com CIM geralmente
mais elevadas, correspondendo a organismos intrinseca ou naturalmente resistentes
(ou seja, distribuicao do tipo fenotipicamente ndo selvagem).
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Sobre este guia

O presente documento foi elaborado com o intuito de proporcionar uma orientacao
pratica para a interpretacao dos ensaios de sondas em linha (LPA) de primeira linha
(PL) e segunda linha (SL) mais usados (ou seja, ensaios GenoType MTBDRplus V2.0
e GenoType MTBDRs/ V2.0; Hain Lifescience, Alemanha). Além da interpretacado das
mutacgOes identificadas pelos dois ensaios, este guia inclui recomendacdes préaticas
sobre acOes adicionais de diagndstico que devem ser realizadas na presenca de
mutagOes especificas e as implicacdes clinicas que essas mutagoes tém na selecao
de regimes adequados de tratamento da tuberculose (TB).

Este guia destina-se a fornecer informacdes tanto ao pessoal de laboratorio como
aos clinicos sobre:

— a associacao das mutacgdes especificas detetadas pelo teste com resisténcia
fenotipica aos medicamentos;

— 0S casos em que nao sao identificadas mutacbes especificas que confiram
resisténcia e em que so é possivel inferir a resisténcia;

— as implicagdes clinicas das mutacgdes especificas detetadas pelos ensaios.

Além disso, 0 guia fornece apoio especifico ao pessoal dos laboratérios de referéncia
nacionais e regionais de TB no sentido de melhor perceber e gerir as eventuais
discrepancias entre 0s TSA fenotipico e genotipico.

Este guia descreve as mutacdes identificadas pelos testes de LPA-PL e SL
incluindo informacdes relacionadas com a sua associacdo a resisténcia fenotipica a
medicamentos, tendo por base o trabalho publicado por Miotto et al. (7), e com a CIM
dos medicamentos de primeira e segunda linha conforme recentemente publicado
pela OMS (2, 3). Inclui também a interpretacdo dos testes LPA, testes de diagnostico
adicionais de seguimento e as implicacbes clinicas relacionadas com a presenca
de mutacdes especificas, bem como as implicagdes clinicas nos casos em que a
resisténcia é inferida.

Por ultimo, este guia recorre a estudos de casos para demonstrar a forma como a
informacado deve ser comunicada aos clinicos, apresentando exemplos de resultados
de LPA e um modelo recomendado para a elaboragao de laudos de resultados.



Introducao

Nas duas ultimas décadas, a melhor compreensdo da base molecular da resisténcia
aos medicamentos resultou na profusao de métodos genotipicos para a rapida
determinacao da sensibilidade e resisténcia a medicamentos contra a TB. Além da
rapidez do diagndstico, 0s testes moleculares tém vantagens adicionais, como a
possibilidade de aplicacao diretaem amostras clinicas (sem necessidade do isolamento
da bactéria em cultura sélida ou liquida) e em amostras que contenham bactérias
nao viaveis (por exemplo, bactérias mortas pelo calor ou por inativagcao quimica), o
potencial de elevada produtividade e a reducao dos requisitos de biosseguranca nos
laboratorios.

Em 2008, a Organizacao Mundial de Saude (OMS) endossou a utilizacdo do LPA-PL-
GenoType MTBDRplus (designado GenoType MTBDRplus V1), para a detecdo rapida
de TB multirresistente (TB-MDR) (4). Posteriormente, foram desenvolvidas novas
versoes da tecnologia de LPA incluindo (i) 0 GenoType MTBDRp/us versao 2 (designado
GenoType MTBDRplus V2) e (ii) o kit de detegcdo 2 Nipro NTM+MDRTB (designado
«Nipro», TOquio, Japdo). Estas novas versdes de LPA apresentam maior sensibilidade
para detecao do MTBC e da resisténcia a rifampicina (Rif) e a isoniazida (H). Em 2015,
a FIND (Foundation for Innovative New Diagnostics) avaliou 0s LPA Nipro e GenoType
MTBDRp/us V2 e comparou-0s com o GenoType MTBDRp/us V1. O estudo demonstrou
a equivaléncia entre estes trés LPA comercialmente disponiveis para detecdo de TB e
da resisténcia a Rif e H (5).

O primeiro LPA comercial para a detecao de resisténcia a medicamentos contra a
TB de segunda linha foi 0 GenoType MTBDRs/ versao 1.0, desenvolvido ha uma década
pela Hain Lifescience (designado GenoType MTBDRs/ V1). Em 2015, foi disponibilizada
uma nova versao deste ensaio (GenoType MTBDRS/ V2), que deteta as mutacdes
associadas a fluoroquinolona e a resisténcia a medicamentos injetaveis de segunda
linha (ISL) detetada pela versao 1.0, bem como mutacbes adicionais (descritas na
seccao infra).

No ano seguinte, a OMS divulgou recomendacdes sobre a utilizacdo dos LPA-PL
disponiveis comercialmente (ou seja, GenoType MTBDRp/us V1, GenoType MTBDRp/US
V2 e Nipro) como teste inicial em substituicdo dos TSA fenotipicos para detetar
resisténcia a Rif e H (6). Em 2016, a OMS também emitiu recomendacdes de utilizacao
do GenoType MTBDRS/ (V1 e V2) para detetar a resisténcia as fluoroquinolonas e aos
medicamentos ISL em pacientes com TB Rif resistente/MDR e dar orientagdes quanto
ao inicio de um regime de tratamento adequado da TB-MDR (7).

Para uma descricdo mais pormenorizada do posicionamento dos LPA-PL e SL dentro
dos algoritmos de diagndéstico de TB, consultar o documento da Global Laboratory
Initiative (GLI) intitulado GLI model TB diagnostic algorithms (atualizado em junho de
2018) (8).



ENSAIOS DE SONDAS EM LINHA PARA A DETECAO DE TUBERCULOSE RESISTENTE A MEDICAMENTOS

O objetivo deste documento, que se centra nos dois LPA mais usados (ou seja,
GenoType MTBDRplus V2 e GenoType MTBDRS/ V2), é proporcionar orientacdo ao
pessoal de laboratério e aos clinicos em relacdo a interpretacdo dos resultados
de LPA-PL e SL e melhor perceber e gerir as eventuais discrepancias entre 0s TSA
fenotipicos e genotipicos.

Principio do ensaio de sonda em linha

0Os LPA sao testes baseados em fitas contendo ADN que determinam o perfil de
resisténcia a medicamentos de estirpes do MTBC por meio do padrao de ligacao
dos amplicons (produtos da amplificacdo do ADN) com sondas das mutagoes mais
comuns associadas a resisténcia a agentes de primeira e segunda linha e com sondas
da sequéncia de ADN do tipo selvagem (WT) correspondente.

0s LPA sdo ensaios aprovados pela OMS para detecao rapida da resisténcia
a agentes de primeira e segunda linha. Podem ser usados para testar isolados em
cultura (teste indireto), bem como amostras clinicas (teste direto) com baciloscopia
positiva (LPA-PL) e amostras de escarro com baciloscopias positivas e negativas (LPA-
Sb) (6, 7).

As mutacdes sao detetadas (i) pela ligacdo dos amplicons com sondas das
mutacoes mais comuns (sondas MUT) ou (i) inferidas pela auséncia de hibridacao (ou
Seja, auséncia de ligacdo) dos amplicons com as sondas WT correspondentes.

Uma reacdo apoés a hibridacdo deteta a ligacdo das sondas pela coloracdo das
bandas na fita de teste.

E importante recordar que, a semelhanca de outros testes rapidos atualmente

endossados pela OMS, 0s LPA tém algumas limitacoes:

e Embora o LPA detete as mutacOes identificadas com maior frequéncia em estirpes
resistentes, algumas mutacoes que conferem resisténcia estao fora das regides
cobertas pelo teste. Nestes casos, a resisténcia ndo pode ser totalmente excluida,
mesmo na presenca de todas as sondas WT. Assim, nalguns casos, podera ser
necessario realizar TSA fenotipicos para obtencao de uma avaliacdo completa.

e Algumas mutacbes sdo identificadas especificamente por sondas MUT, enguanto
outras sao apenas inferidas pela auséncia de ligacdo dos amplicons com sondas
WT. A auséncia de ligacao de uma sonda WT sem ligacdo simultdnea de uma sonda
de mutagao ocorre provavelmente pela presenca de uma mutacao de resisténcia.
contudo, € possivel que ocorram erros sistematicos devido a mutagdes sinbnimas
e ndo-sindnimas (p. ex., mutacgoes filogenéticas). Embora, seja um evento raro (<1%
dos isolados), pode ocorrer com maior frequéncia em alguns locais (9).

e O LPA é menos eficiente do que os TSA convencionais baseados em culturas
para detecdo de resisténcia em amostras que contenham bactérias sensiveis e
resistentes a medicamentos (ou seja, heterorresisténcia). Mais especificamente, 0
LPA consegue detetar bactérias resistentes com mutagoes detetadas pelas sondas
MUT se as bactérias resistentes representarem, no minimo, 5% da populacgao total.
Contudo, é provavel que nao se detetem bactérias resistentes com mutacdes
inferidas pela auséncia de sondas WT se a populacao resistente for inferior a 95%
da populacao bacteriana total (70, 11).
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De um modo geral, as sensibilidades e as especificidades dos diversos
medicamentos pesquisados pelos LPA estdo descritas detalhadamente noutras fontes
(12, 13). Resumidamente, o LPA-PL demonstrou uma sensibilidade e especificidade
para a detecdo de resisténcia a Rif de 96,7% e 98,8%, respetivamente, e, para a
detecao de resisténcia a H, uma sensibilidade e especificidade de 90,2% e 99,2%,
respetivamente (72). O LPA-SL (GenoType MTBDRS/ V1), testado diretamente de
amostras clinicas demonstrou uma sensibilidade e especificidade agregada para a
detecao de resisténcia as fluoroquinolonas de 86,2% e 98,6%, respetivamente, e uma
sensibilidade e especificidade agregada para a detecado de resisténcia a medicamentos
ISL de 87,0% e 99,5%, respetivamente (13).

GenoType MTBDRpIus Versao 2

O GenoType MTBDRplus (Figura 1a) pesquisa mutacdes especificas na regido
determinante de resisténcia a Rif (RDRR) do gene rpoB (do codao 505 ao 533)
(Figura 2), para detetar a resisténcia a Rif, bem como mutag0es na regiao promotora

Figura 1. Configuracao das fitas do gendétipo MTBDRplus V2 (a) e do
genotipo MTBDRs/ V2 (b)

a(14) b (15)
Linha Linha
1 Controlo do Conjugado LI Controlo do Conjugado
2 |...] controlo de Amplificacdo 2 .. Controlo de Amplificacdo
3 | Complexo M. tuberculosis TUB 3 e Complexo M. tuberculosis TUB
4 |... rpoB Controlo do Locus rpoB 4 | 8yrA Controlo do Locus gyrA
5 o rpoB sonda tipo selvagem 1 rpoB WT1 Sofe 8yrA sonda tipo selvagem 1gyrA WT1
6 | rpoB sonda tipo selvagem 2 rpoB WT2 6 | 8yrA sonda tipo selvagem 2 gyrA WT2
7 rpoB sonda tipo selvagem 3 rpoB WT3 7 e 8yrA sonda tipo selvagem 3 gyrA WT3
8 | rpoB sonda tipo selvagem 4 rpoB WT4 8 | 8yrA sonda de mutacao 1 gyrA MUT1
9 . rpoB sonda tipo selvagem 5 rpoB WT5 9 8yrA sonda de mutacao 2 gyrA MUT2
10 |.... rpoB sonda tipo selvagem 6 rpoB WT6 10 }.... 8yrA sonda de mutacao 3A gyrA MUT3A
1M | rpoB sonda tipo selvagem 7 rpoB WT7 UL S gyrA sonda de mutagao 3B gyrA MUT3B
12 |... rpoB sonda tipo selvagem 8 rpoB WT8 12 ... 8yrA sonda de mutacao 3C gyrA MUT3C
13 | rpoB sonda de mutacdo 1 rpoB MUT1 13 fo 8yrA sonda de mutacao 3D gyrA MUT3D
14 ... rpoB sonda de mutacao 2A rpoB MUT2A 14 .. gyrB Controlo do Locus gyrB
15 Lo rpoB sonda de mutacado 2B rpoB MUT2B 15 ... 8gyrB sonda tipo selvagem gyrB WT
16 ... rpoB sonda de mutacao 3 rpoB MUT3 16 |..... gyrB sonda de mutacdo 1 gyrB MUT1
17 fo katG Controlo do Locus katG 17} 8yrB sonda de mutagao 2 gyrB MUT2
18 ... katG sonda tipo selvagem katG WT 18 ... rrs Controlo do Locus rrs
19 | katG sonda de mutacao 1katG MUT1 19 .. rrs sonda tipo selvagem 1 rrs WT1
20 | katG sonda de mutacao 2 katG MUT2 20 ... rrs sonda tipo selvagem 2 rrs WT2
21 | inhA Controlo do Locus inhA 21 ... rrs sonda de mutacao 1 rrs MUT1
22 ... inhA sonda tipo selvagem 1inhA WT1 22 1. rrs sonda de mutagéo 2 rrs MUT2
23 |..... inhA sonda tipo selvagem 2 inhA WT2 23 ... eis Controlo do Locus eis
24 |.. inhA sonda de mutac&o 1inhA MUT1 24 |...] eis sonda tipo selvagem 1 eis WT1
25 |.. inhA sonda de mutagao 2 inhA MUT2 25 |..] eis sonda tipo selvagem 2 eis WT2
26 |...... inhA sonda de mutagdo 3A inhA MUT3A 26 |.....] eis sonda tipo selvagem 3 eis WT3
27 Lo inhA sonda de mutacao 3B inhA MUT3B 27 1...] eis sonda de mutacdo 1 eis MUT1
[— | Marcador colorido — Marcador colorido
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do inhA (entre 0s nucledtidos -16 e -8 a montante) e na regido do katG (codao 315),
para identificar a resisténcia a H. A Seccao dos Anexos inclui as alteracoes especificas
dos nucleétidos detetadas pelo teste.

GenoType MTBDRS/ Versao 2

A segunda versao do GenoType MTBDRS/ (Figura 1b) inclui a regiao determinante de
resisténcia as quinolonas (RDRQ) dos genes gyrA (do codao 85 ao 96) (Figura 3) e gyrB
(do coddo 536 a0 541) (16), para a detecao de resisténcia as fluoroguinolonas, e a regiao
promotoras dos genes rrs (posicao do acido nucleico 1401, 1402 e 1484) e eis (entre
0s nucleotidos -37 e -2 a montante), para a detecao de resisténcia a medicamentos
ISL. Cumpre realcar que ndo foram divulgadas as regides exatas cobertas por todas as
sondas MUT e que s6 sao conhecidas algumas das regides cobertas pelas sondas WT
(cf. Figuras 2 e 3). A Seccao dos Anexos inclui as alteracdes nucleotidicas especificas
detetadas pelas sondas MUT.

Interpretacao e elaboracao de laudos de ensaios de sondas em linha

O LPA tem dois controlos internos na fita: 0 Controlo do Conjugado (linha 1) e 0
Controlo de Amplificacao (linha 2) (Figura 1). Alinha do Controlo do Conjugado deve
estar sempre visivel para documentar a eficiéncia da ligacao do conjugado e da reacao
do substrato. O Controlo de Amplificagdo serve de referéncia para a interpretacao
das sondas WT e MUT: s6 devem ser consideradas as bandas cujas intensidades
sejam tao ou mais fortes do que a da banda do Controlo de Amplificacdo. Em caso de
resultado positivo, o sinal da zona de Controlo de Amplificacao pode ser fraco ou até
desaparecer por completo. Tal pode ocorrer com mais frequéncia nos testes indiretos,
sendo raro nos testes diretos. A auséncia de Controlo de Amplificacdo pode dever-
se a competicao das diversas reacdes durante a amplificacdo. Nesse caso, o teste
foi realizado corretamente e pode ser interpretado. Caso 0 teste dé um resultado
negativo, as duas bandas de Controlo do Conjugado e Controlo de Amplificacdo devem
estar sempre visiveis (ou seja, resultado negativo véalido). A auséncia de Controlo de
Amplificacdo num teste negativo é reveladora de erros durante a preparacao e/ou a
realizacdo da reacdo de amplificacdo ou da presenca de inibidores de amplificagao.
Nesse caso, 0 resultado do teste é invalido e o teste deve ser repetido.

A banda de reacao TUB (linha 3) s estara presente se 0 ADN amplificado for de
membros do MTBC. A presenca de micobactérias ndo tuberculosas (NTM) ha amostra
podera gerar padroes aleatorios de bandas, com resultados positivos nalgumas bandas
WT do gene rpoB pelo facto de algumas espécies de NTM apresentarem semelhancas
genéticas neste gene. Portanto, se houver somente a presenca de NTM na amostra,
a banda TUB estara sempre ausente e o resultado do teste serda MTBC nado detetado.

As bandas de controlo do locus genético para as diversas regides-alvo analisadas
na fita de ADN estédo localizadas antes das respetivas bandas WT e MUT. Estas
bandas de controlo do locus devem estar sempre presentes para que 0 ensaio seja
considerado valido para o alvo correspondente. Contudo, se so6 faltar uma banda de
controlo de um locus genético, podem ser interpretados os resultados para 0s demais
genes para 0s quais esteja presente a banda de controlo do locus genético respetivo.

O LPA deve ser considerado indeterminado para um medicamento ou conjunto
de medicamentos especifico se faltar o controlo do locus para esse medicamento
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ou conjunto de medicamentos especifico e 0 teste for valido (ou seja, as bandas do
controlo do Conjugado e TUB est&o visiveis com ou sem o Controlo de Amplificacdo).
Nesse caso, 0 ensaio deve ser repetido antes da comunicacao dos resultados.

Caso se obtenha o0 mesmo resultado apds novo teste, os resultados dos loci
interpretaveis devem ser comunicados de acordo com 0 guia, engquanto o resultado
relativo aos medicamentos ou conjunto de medicamentos para 0s quais falta o
controlo do locus deve ser dado como indeterminado. Entre 0s motivos sistematicos
para estes resultados indeterminados podem estar mutacdes ou delecdes na regido
de controlo do locus, bem como a delecado total ou parcial de um gene-alvo. Nestes
casos, deve-se realizar a sequenciacao a fim de se identificar a mutacao especifica.

Aszonas de reacao WT incluem regides do genoma com mutacoes de resisténcia
conhecidas. As zonas de reacao MUT correspondem a sondas que identificam as
mutacoes de resisténcia mais comuns do gene pesquisado.

A resisténcia é detetada quando as sondas MUT sdo hibridadas, ao passo que, na
auséncia de sondas WT, s é possivel inferir a resisténcia (cf. pormenores infra).

A detecdo concomitante de todas as sondas WT e de uma das sondas MUT na
regido-alvo correspondente indica a presenca de heterorresisténcia (ou seja,
coexisténcia de bactérias sensiveis e resistentes na mesma amostra). Neste caso, 0
resultado comunicado deve ser de resisténcia.

Reviséo das interpretacdes do fabricante (14, 15)

Utilizacdo do termo «Resisténcia ndo detetada» em vez de «Sensivel» para definir
o perfil de resisténcia das bactérias

Diante das limitagdes do LPA e, em particular, do facto de nao ser possivel excluir
completamente a resisténcia mesmo na presenca de todas as sondas WT (ou seja,
nem todas as mutacoes que conferem resisténcia sao cobertas por estes testes ou
as mutacdes que sao cobertas podem estar abaixo do limite de detecao), &€ mais
adequado comunicar o resultado como «Resisténcia detetada» ou «Resisténcia nao
detetadan.

Diferenciacdo entre «Resisténcia inferida» e «Resisténcia detetada»

O termo «Resisténcia inferida» é usado sempre que nao houver hibridacdo com
uma ou mais sondas WT em regides do gene conhecidas por conferir resisténcia ao
medicamento e ndo houver nenhuma sonda MUT detetada na regido correspondente.
Neste caso, ndo € possivel comunicar a mutacao exata, sendo somente identificada a
regido em que fica a mutacao.

O termo «Resisténcia detetada» é usado sempre que houver hibridacdo com umaou
mais sondas MUT que identificam as mutacdes especificas que conferem resisténcia
aos medicamentos (independentemente das sondas WT serem, ou néo, detetadas).

Estratificacdo de mutacoes de resisténcia para a Isoniazida (H) e a Moxifloxacina
(Mfx) em mutagdes associadas a um «aumento da CIM de baixo nivel» e a um
«aumento da CIM de alto nivel»

As mutacdes que conferem resisténcia a H e & Mfx sao estratificadas em mutacoes
associadas a um aumento da CIM de baixo nivel e a um aumento da CIM de alto nivel,
em funcdo da distribuicdo da CIM que lhes esteja associada. Esta estratificacdo tem
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implicacbes importantes para a inclusao da H e da Mfx no regime de tratamento, dado
gue, com o aumento da dose do medicamento, 0 agente antimicrobiano pode ser
eficaz contra a resisténcia resultante das mutacoes associadas a aumentos das CIM
de baixo nivel para a H ou a Mfx.

Para a H, os resultados in vitro sugerem que, quando sdo detetadas mutacoes
especificas na regiao promotora do inhA, geralmente associadas ao aumento da CIM
de baixo nivel (e na auséncia de mutacdes do katG), podera ser eficaz aumentar a
dose do medicamento. Assim, pode-se considerar usar a H na dose méaxima de 15
mg/kg por dia. Em caso de mutacdes do katG, geralmente associadas ao aumento
da CIM de alto nivel, € menos provavel que a utilizacao da H seja eficaz, mesmo com
0 aumento da dose. A presenca de mutagdes combinadas na regiao promotora do
inhA e no gene katG resulta em aumentos substanciais da CIM, que dificilmente serdao
compensados pelo aumento da dose (17).

Para a Mfx, se as mutacdes estiverem associadas a aumentos da CIM acima da CC,
mas abaixo do ponto de corte clinico (PPC), definidas como mutacbes associadas ao
aumento da CIM de baixo nivel, & provavel que seja eficaz uma dose elevada de Mfx
(até 800 mg por dia em adultos) (18-21). Quando é inferida resisténcia a Mfx (ou seja,
a mutacao especifica é desconhecida), é inferida a presenca de mutagdes associadas
pelo menos ao aumento da CIM de baixo nivel. Logo, uma dose elevada do medicamento
poderé ainda ser eficaz. Contudo, neste caso, recomenda-se a realizacdo de um TSA &
Mfx no PCC e, se disponivel, uma sequenciacdo para determinar a mutacao especifica.
Se a estirpe do MTBC for resistente a Mfx na concentracdo do PCC devido a presenca
de mutagOes associadas ao aumento da CIM de alto nivel, 0 medicamento néo pode
ser considerado eficaz.

Sempre que houver mais do que uma sonda por medicamento que forneca
informacdes (p. ex., detecdo concomitante de mutacoes de resisténcia associadas a
aumentos diferentes da CIM), o critério aplicado na interpretacao € que as mutacoes
associadas ao aumento da CIM de alto nivel prevalecem sobre as mutacdes associadas
a0 aumento da CIM de baixo nivel.

Em resumo, os resultados devem ser comunicados de acordo com a seguinte

u_n

hierarquia (o sinal “>" significa «invalida»):

e Para a H: Mutacao detetada associada ao aumento da CIM de alto nivel > Mutacao
inferida associada ao aumento da CIM de alto nivel > Mutacao detetada associada,
pelo menos, ao aumento da CIM de baixo nivel > Mutacao inferida associada, pelo
menos, ao aumento da CIM de baixo nivel > Resisténcia ndo detetada.

e Paraa Mfx: Mutacao detetada associada ao aumento da CIM de alto nivel > Mutacao
detetada associada, pelo menos, ao aumento da CIM de baixo nivel > Mutacao
inferida associada, pelo menos, ao aumento da CIM de baixo nivel > Resisténcia
nao detetada.

e ParaaRif, alevofloxacina (Lfx), aamicacina (Am), a canamicina (Km) e a capreomicina
(Cm): Resisténcia detetada > Resisténcia inferida > Resisténcia nao detetada.
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Caso

Zonas de reacao WT

Zonas de reacao MUT

Interpretacao

1

Todas as sondas WT
estao presentes

Nenhuma sonda MUT
presente

Resisténcia nao detetada.

2 Uma ou mais sondas | Uma ou mais sondas Em funcédo do medicamento especifico:
WT néo estdo MUT na regido — Resisténcia detetada (Rif,
presentes correspondente estao medicamentos ISL);
presentes - MutacOes detetadas associadas ao
aumento da CIM de alto nivel (H e Mfx);
— Mutac0Oes detetadas associadas, pelo
menos, ao aumento da CIM de baixo
nivel (H e Mfx);
3 Uma ou mais sondas | Nenhuma sonda MUT | Em funcao do medicamento especifico:

WT ndo estao
presentes

presente

— Resisténcia inferida (Rif, medicamentos
ISL);

- Mutac0es inferidas associadas ao
aumento da CIM de alto nivel (H e Mfx);

- Mutacoes inferidas associadas, pelo
menos, ao aumento da CIM de baixo
nivel (H e Mfx);

Uma sonda MUT
presente

4 Todas as sondas WT
estdo presentes

Detetada resisténcia (devido a
heterorresisténcia); interpretar de acordo
€om 0 €aso 2.

Exclusdo da sonda eis WT3

Até a data, nao héa evidéncias claras de que a mutacao c¢-2a na regiao promotora do
€is represente, por si, um marcador de resisténcia valido (7). Portanto, se a sonda eis
WT3 nao estiver presente, a interpretacao revisada do teste para a Km é «Resisténcia
nao detetada».

Interpretacdo do perfil de resisténcia a etionamida e a protionamida

As mutacbes que provoguem uma superexpressao do gene inhA, como as detetadas
pelo LPA-PL, estdo associadas aresisténcia cruzada a etionamida (Eto) e a protionamida
(Pto) (1, 22, 23). Desta forma, se o teste detetar essas mutacdes, deve-se informar a
resisténcia a Eto e a Pto, nao devendo estes medicamentos ser utilizados no regime de
tratamento. Contudo, cumpre realcar que, mesmo em caso de auséncia de mutacoes
na regiao promotora do inhA, nao é possivel excluir a resisténcia a Eto/Pto. Na verdade,
pode haver mutacdes que conferem resisténcia a Eto/Pto em regides gendémicas nao
pesquisadas pelo LPA (p. ex., ethA, ethR).

Comunicacao de resultados relativos & canamicina e a capreomicina

Recentemente, a OMS divulgou uma breve comunica¢do sobre alteragdes chave no
tratamento da TB-MDR e Rif resistente (24), antecipando aspetos fundamentais das
novas diretrizes da OMS relativas ao tratamento da TB-MDR, que serdo divulgadas
no final de 2018. Essas alteracdes baseiam-se nos resultados de uma meta-analise
destinada a avaliar a associacdo entre o sucesso do tratamento e o Obito pela
utilizacdo de medicamentos especificos, bem como o nimero e a duracao ideais dos
tratamentos com esses medicamentos em pacientes com TB-MDR (25).
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Quanto a utilizacao de medicamentos ISL, 0s resultados da meta-anélise mostram
que, em comparacdo com regimes sem medicamentos injetaveis, a Am apresentou
beneficios limitados, ao passo que a Km e a Cm nao revelaram quaisquer beneficios ou
revelaram resultados piores. Por conseguinte, a OMS ja nao recomenda a utilizacdo da
Km e da Cm devido ao maior risco de fracasso do tratamento e de recidiva associados
a sua utilizacdo em tratamentos mais prolongados da TB-MDR. Além disso, 0S
programas que utilizam o regime padronizado mais curto de TB-MDR devem substituir
a Km pela Am sem aguardar o consumo total do estogue existente de Km (24).

Reconhecendo que nao seria possivel concretizar com efeito imediato as novas
normas da OMS em todos 0s pacientes com TB-MDR, e que, provavelmente, akKm e a
Cm serdo usadas durante a fase de transicao, este documento inclui a interpretacao
de LPA-SL para a Km e a Cm com 0 objetivo de proporcionar orientacao provisoria.

Acdes de diagndstico adicionais de seguimento para conduzir um
tratamento adequado da TB

Em funcao da regido especifica pesquisada pelos LPA-PL e LPA-SL, sao recomendadas
Ou sugeridas como opcionais uma ou mais acdes de diagnostico de seguimento com
0 objetivo de melhor orientar a escolha do regime de tratamento. A decisdo de realizar
as acoes de diagnostico opcionais de seguimento deve levar em linha de conta o
risco individual de resisténcia do paciente e a prevaléncia de resisténcia na localizacao
geogréafica especifica, dado que estes fatores afetam o valor preditivo positivo do teste.

Em funcdo do medicamento, sdo recomendadas ou sugeridas como opcionais
diferentes acdes de diagnéstico de seguimento. Essas acdes sao resumidas de
seguida:

Rifampicina (Rif):

e Se a resisténcia for inferida pela auséncia de ligacdo dos amplicons com as
sondas WT (ou seja, uma ou mais sondas WT ausentes), sugere-se opcionalmente
a sequenciacdo do gene rpoB para identificar a mutacdo especifica. Para a
interpretacao das mutacbes do rpoB, consultar o guia técnico da OMS sobre a
utilizacao da tecnologia de sequenciacao da proxima geracao (3). Cumpre realgar
qgue o TSA fenotipico realizado por MGIT nao deve ser visto como o teste de
confirmacao ideal, dado que ndo deteta mutacdes bem estabelecidas que estéo
associadas a resisténcia a Rif (ou seja, mutacoes «disputadas» que conferem baixa
resisténcia a rif) (26-29).

Isoniazida (H):

e Se aresisténcia for inferida pela auséncia de ligacao dos amplicons com as sondas
WT na regido do katG (ou seja, uma ou mais sondas WT estiverem ausentes),
sugere-se opcionalmente a sequenciacdo do gene katG para identificar a mutacéo
especifica. Para a interpretacao das mutacdes do katG, consultar 0 guia técnico da
OMS sobre a utilizacdo da tecnologia de sequenciacao da proxima geracao (3).

e Se forem detetadas mutacdes associadas ao aumento da CIM de baixo nivel (ou
seja, sondas MUT presentes nha regiao promotora do inhA na auséncia de mutacoes
na regiao-alvo do katG), sugere-se opcionalmente a sequenciacdo da regido de
codificacdo do inhA.
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¢ Tal deve-se ao facto de que a presenca concomitante de mutacdes adicionais na
regiao de codificacao do inhA, ou em posicdes diferentes da 315 no gene katG
(mutacOes nao detetadas pelo GenoType MTBDRplus) (30, 31), geralmente raras,
mas que podem ser mais frequentes em localizacbes geogréficas especificas,
pode provocar aumentos significativos da CIM, demasiado elevados para serem
compensados com o aumento da dose do medicamento.

e Se forem inferidas mutacdes associadas ao aumento da CIM de baixo nivel pela
auséncia de ligacao dos amplicons com as sondas WT ha regiao promotora do
inhA (e ndo forem detetadas mutacbes na regido-alvo do katG), recomenda-se
a repeticao do teste para confirmar o resultado. Algumas agdes de diagnostico
opcionais de seguimento consistem na sequenciagdo do promotor do inhA para
identificar a mutacao especifica ou um TSA fenotipico a H.

Moxifloxacina (Mfx):

e Se forem detetadas mutac¢des associadas ao aumento da CIM de baixo nivel (ou
seja, sondas MUT1, MUT2 e MUT3A presentes no gyrA e/ou sondas MUT1 e MUT2
presentes nas regides do gyrB), recomenda-se um TSA fenotipico & Mfx para excluir
resisténcia no PCC.

e Se forem inferidas mutacdes associadas ao aumento da CIM de baixo nivel pela
auséncia de ligacao dos amplicons com as sondas WT nas regides do gyrA ou do
gyrB (ou seja, sondas WT ausentes), recomenda-se um TSA fenotipico a Mfx, afim de
excluir resisténcia no PCC. Algumas acdes opcionais de seguimento consistem na
seguenciacao da RDRQ do gyrA e/ou do gyrB para identificar a mutacao especifica
e/ou num TSA fenotipico a Mfx (e/ou a Lfx) na CC (em funcédo da capacidade do
laboratério).

Amicacina (Am), canamicina (Km)' e capreomicina (Cm)™:

e Se for inferida resisténcia pela auséncia de ligacao dos amplicons com as sondas
WT na regido rrs (ou seja, uma ou mais sondas WT ausentes), recomenda-se a
repeticdo do teste para confirmar o resultado. Se o resultado for confirmado,
deve fazer-se um TSA fenotipico a Am, a Km e a Cm para confirmar a resisténcia.
Opcionalmente, sugere-se a sequenciacao do gene rrs para identificar a mutagao
especifica.

T J4 ndo se recomenda a utilizacdo de Km e de Cm no tratamento da TB resistente & Rif/MDR (24). Os
laboratérios devem continuar a informar os resultados relativos 8 Cm e a Km até a plena implementacéo
das recomendacoes.
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INTERPRETACAO DO ENSAIO DE SONDAS EM LINHA (LPA) DE SEGUNDA LINHA (SL)
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ENSAIOS DE SONDAS EM LINHA PARA A DETECAO DE TUBERCULOSE RESISTENTE A MEDICAMENTOS
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Guia de avaliacao de casos de TB resistente
a medicamentos com base em LPA-SL

CASO 1

Auséncia de mutacdes detetadas ou inferidas em uma qualquer das regides
genomicas incluidas no LPA-SL.

Todas as bandas WT presentes e nenhuma banda MUT hibridada no LPA-SL.
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Laudo genotipico:
Resisténcia ndo detetada

Acao de diagnostico adicional:

Opcional:

o fazer TSA fenotipico a Lfx na CC (p. ex., CC: 1,0 mg/L no MGIT e em 7H10) e/0u a Mfx
na CC e no PCC (p. ex., CC: 0,25 mg/L no MGIT € 0,5 mg/L em 7H10; PCC: 1,0 mg/L
no MGIT e 2,0 mg/L em 7H10).

o fazer TSA fenotipico para o medicamento ISL de interesse.

A decisdo de realizar estas acdes opcionais de seguimento deve levar em linha de
conta o0 grupo de risco de resisténcia a que 0 paciente pertence (p. ex., exposicao
prévia a medicamentos SL, suspeita de fracasso do tratamento) e pela prevaléncia
de resisténcia na localizacdo geogréafica especifica, dado que estes fatores afetam o0s
valores preditivos do teste.

Implicacoes clinicas:

Dar inicio ao tratamento da TB-MDR. Rever o regime de tratamento com base em
resultados de TSA fenotipico.
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CASO 2

Detecdo de mutacoes de resisténcia associadas ao aumento da CIM de alto nivel
para a Mfx
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— TUB
—1 gyrA
— SyrAWT1
— &YyrAWT2
—1{ gsyrAWT3

— gyrB
L1 gyBWT

Caso esteja presente uma das seguintes sondas MUT:

e gyrA MUT3C (ou seja, gyrA D94G) (cf. imagem supra a titulo de exemplo)
e gyrA MUT3D (ou Seja, gyrA D94H)
e gyrA MUT3B (ou seja, gyrA D9AN/Y)

Laudo genotipico:

Levofloxacina: resisténcia detetada
Moxifloxacina: mutacao detetada associada ao aumento da CIM de alto nivel para a
MfX.

Acao de diagnostico adicional:
Opcional: fazer TSA fenotipico para 0 medicamento ISL de interesse.

Implicacdes clinicas:
N&o se pode considerar a Mfx um medicamento eficaz, mesmo em doses elevadas.
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CASO 3

Mutacoes detetadas associadas, pelo menos, ao aumento da CIM de baixo nivel
para a Mfx

Controlo de Conjugado
Controlo de Amplificacdo
is MUT1 (c-14t)

— TUB
rrs MUT1 (a1401g)

el

I
el
el
el.
M

L—{  gyrA MUT1 (A90V)
|1 gyrA MUT2 (S91P)
L { gyrA MUT3A (D94A)
L | gyrA MUT3B (D94N/Y)
L—{ gyrA MUT3C (D94G)
L { gyrA MUT3D (D94H)

— gyrB

L1 gyBWT
I—{ gyrB MUT1 (N538D)

L__{ gyrBMUT2 (E540V)

— &YyrAWT2
—1{ gsyrAWT3

— gyrA
— SyrAWT1

Caso esteja presente uma das seguintes sondas MUT:

e gyrA MUT1 (ou Seja, gyrA A90V) (cf. imagem supra a titulo de exemplo)
gyrA MUT?2 (ou seja, gyrA S91P)

gyrA MUT3A (ou seja, gyrA D94A)

gyrB MUT1 (ou seja, gyrB N538D)

gyrB MUT?2 (ou seja, gyrB E540D)

Laudo genotipico:

Levofloxacina: resisténcia detetada.
Moxifloxacina: detetada mutacado associada, pelo menos, ao aumento da CIM de baixo
nivel para a Mfx.

Acao de diagndstico adicional:

Recomendado: fazer TSA fenotipico a Mfx no PCC, de acordo com o Caso 1.
Opcional: fazer TSA fenotipico para 0 medicamento ISL de interesse.

Implicacoes clinicas:

Pode aumentar-se a dose de Mfx. O regime deve ser reavaliado com base em
resultados de TSA fenotipico no PCC.
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CASO 4
Mutaco exata desconhecida, apenas inferida nas regiées das fluoroquinolonas
(FQ) (ou seja, gyrA e gyrB)

Controlo de Conjugado
Controlo de Amplificagao
— TUB
rrs WT1
rrs WT2
rrs MUT1 (a1401g)
rrs MUT2 (g14841)
§
isS WT1

el

1.
el
el
el
M

L—  gyrA MUT1 (A90V)

| 1 gyrA MUT2 (S91P)
L gyrA MUT3A (D94A)
L1 gyrA MUT3B (D94N/Y)
l— gyrA MUT3C (D94G)
L gyrA MUT3D (D94H)
— 1 gyrB MUT1 (N538D)
L | gyrBMUT2 (E540V)

— sgyrA
— SYrAWT1
— SYrAWT2
—1 SyrAWT3
— syrB
—o" &gyrBWT

l— &

Se uma das seguintes bandas WT nao estiver presente:

e gyrAWT1 (ou seja, sonda gyrA WT1 ausente) (cf. imagem supra a titulo de exemplo),
* gyrA WT2 (ou seja, sonda gyrA WT2 ausente),

* gyrA WT3 (ou seja, sonda gyrA WT3 ausente),

e gyrB WT (ou seja, sonda gyrB WT ausente),

e nenhuma das sondas MUT estiver presente nas regioes gyrA e gyrb.

Laudo genotipico:

Levofloxacina: resisténcia inferida.
Moxifloxacina: mutacao inferida associada, pelo menos, ao aumento da CIM de baixo
nivel para a Mfx.

Acéo de diagndstico adicional:
Recomendado: fazer TSA fenotipico a Mfx no PCC, de acordo com o Caso 1.
Opcional, mas recomendado nalgumas localizac6es’: sequenciacao da RDRQ
do gyrA e do gyrB para identificar a presenca de mutacao de resisténcia e excluir
mutacOes sindnimas ou nao-sinbnimas que nao causem resisténcia (falsos resultados
POSItivos sistematicos) (interpretar com base nos Casos 2-4 e seguir as respetivas
recomendacdes para TSA fenotipico).

Se a sequenciacao nao estiver disponivel, fazer TSA fenotipico a Lfx e/ou & Mfx na
CC, de acordo com o caso 1.

T A auséncia de ligacdo de uma sonda WT sem ligacdo simultdnea de uma sonda de mutagdo € provocada
pela presenca de uma mutacao de resisténcia (p. ex., gyrA G88A). Contudo, € possivel que ocorram erros
sisteméticos devido a mutagdes sindnimas e ndo-sinbnimas. Em geral, tal € raro (<1% dos isolados), mas
estes isolados podem ser frequentes a nivel local. Nao sendo possivel prever 0s locais em que esses casos
sao frequentes, cada laboratdrio tem de decidir, com base na epidemiologia local, se a sequencia¢ao
da regiao RDRQ € necessaria. Por exemplo, a mutacdo gyrA A90G, que impede a ligacéo da gyrA WT2, €
frequente na Republica do Congo e na Republica Democratica do Congo, enquanto uma mutagdo sinénima
no codao 96 do gyrA, que impede a ligacdo da gyrA WT3, é frequente em Medellin (Coldbmbia) (9). Assim,
seria recomendavel realizar a sequencia¢ao nestes locais.
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Opcional: fazer TSA fenotipico para 0 medicamento ISL de interesse.

Implicagdes clinicas:

A levofloxacina nao é eficaz.
Pode aumentar-se a dose de Mfx. O regime deve ser reavaliado com base em
resultados de TSA fenotipico no PCC.

Nota: estas recomendacdes nao se aplicam se a sequenciacao, disponivel antes do
inicio do tratamento, identificar mutacdes ndo associadas a FQ, ou se 0 TSA fenotipico
revelar sensibilidade na CC.

CASO 5
Detecdo de mutacoes que conferem resisténcia a ISL.

Controlo de Conjugado

Controlo de Amplificagao
— TUB

rrs

rrs WT1

rrs WT2

rrs MUT1 (a1401g)

rrs MUT2 (g1484t)

L—  gyrA MUT1 (A90V)

| 1 gyrA MUT2 (S91P)
L gyrA MUT3A (D94A)
L1 gyrA MUT3B (D94N/Y)
lL— gyrA MUT3C (D94G)
L gyrA MUT3D (D94H)

— gyrB

L gyrBWT
—1 gyrB MUT1 (N538D)

— SYrAWT2
—1 SyrAWT3
|| gyrBMUT2 (E540V)

— gyrA
— SYrAWT1

Caso esteja presente uma das seguintes bandas MUT:

e 1S MUT1 (ou Seja, rrs a1401g) (cf. imagem supra a titulo de exemplo)
e 1S MUT2 (ou seja, rrs g1484t)
e ¢eis MUT1 (ou seja, eis c-14t)

Laudo genotipico:
Em caso de mutacdes exclusivamente no gene rrs ou de mutacdes nos genes rrs e efs:

e Amicacina: resisténcia detetada
e Canamicina: resisténcia detetada
e Capreomicina: resisténcia detetada

Em caso de mutacao eis c-14t exclusivamente:

e Amicacina: resisténcia ndo detetada
e Canamicina: resisténcia detetada
e Capreomicina: resisténcia nao detetada

Acao de diagndstico adicional:
Oopcional: fazer TSA fenotipico a FQ de acordo com o Caso 1.
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Implicacoes clinicas:
Em caso de mutacgdes exclusivamente no gene rrs ou de mutagOes nos genes 1rs e eis,

prevé-se resisténcia a medicamentos ISL.
Em caso de mutacgao eis ¢c-14t exclusivamente: a amicacina é eficaz.

CASO 6
Mutacédo exata desconhecida, apenas inferida na regido rrs

Controlo de Conjugado

Controlo de Amplificagao
— TUB

rrs MUT1 (a1401g)

rrs MUT2 (g1484t)

rrs WT1
rrs WT2

Irs

L—{  gyrA MUT1 (A90V)
|1 gyrA MUT2 (S91P)
L { gyrA MUT3A (D94A)
L | gyrA MUT3B (D94N/Y)
l—{ gyrA MUT3C (D94G)
L { gyrA MUT3D (D94H)
—{ gyrB MUT1 (N538D)
L1 gyrBMUT2 (E540V)

1 sgyA
— gyrAWT1
— &YrAWT2
—1{ gsyrAWT3
— sgyrB
l—o &yrBWT

Se uma das seguintes bandas WT ndo estiver presente:

e s WT1 (sonda rrs WT1 ausente) (cf. imagem supra a titulo de exemplo),
e s WT2 (sonda rrs WT2 ausente),

e nenhuma das sondas MUT estiver presente na regiao rrs.

Laudo genotipico:
Em caso de mutacdo na regiao rrs 1400:
e Amicacina: resisténcia inferida’

e Canamicina: resisténcia inferida
e Capreomicina: resisténcia inferida

Em caso de mutacao na regiao rrs 1484:

e Amicacina: resisténcia inferida
e Canamicina: resisténcia inferida
e Capreomicina: resisténcia inferida

Acao de diagnostico adicional:
Recomendado: repetir 0 ensaio e, se o resultado for confirmado, fazer TSA fenotipico
aAm.

T E impossivel identificar a mutacdo exata porque ndo ha sondas MUT presentes na regido rrs 1400. Dado
que este perfil de bandeamento pode ser provocado por uma mutac@o provavelmente ndo associada a
resisténcia a Am (p. ex., c1402t), infere-se a resisténcia ao medicamento até a realizacdo do TSA fenotipico,
usando-se o resultado para reavaliar o regime de tratamento.
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Opcional: fazer sequenciacao para identificar a mutacdo exata. Fazer TSA fenotipico
a FQ de acordo com o Caso 1.

Implicacdes clinicas:

E provavel que a canamicina e a capreomicina ndo sejam eficazes.

CASO 7
Mutacgédo exata desconhecida, apenas inferida na regido eis

is MUT1 (c-14t)

e
e
e
M

Controlo de Conjugado
Controlo de Amplificacdo
rrs MUT1 (a1401g)

rrs MUT2 (g1484t)

L—{  gyrA MUT1 (A90V)
|1 gyrA MUT2 (S91P)
L { gyrA MUT3A (D94A)
L | gyrA MUT3B (D94N/Y)
—{ gyrA MUT3C (D94G)
L { gyrA MUT3D (D94H)

— gyrB

L1 gyBWT
I—{ gyrB MUT1 (N538D)

L_{ gyrBMUT2 (E540V)

— TUB
—1 gyrA
— SyrAWT1
— &yrAWT2
—1{ gsyrAWT3

Se uma das seguintes bandas WT n&o estiver presente:

e eis WT1 (sonda eis WT1 ausente) (p. ex., eis g-371),
e eis WT2 (sonda eis WT2 ausente) (p. ex., eis ¢-12t ou g-10a) (cf. imagem supra a
titulo de exemplo),

e nenhuma das sondas MUT estiver presente na regiao eis.
Laudo genotipico:
Se forem inferidas mutagcOes em eis (e ndo houver mutag¢des adicionais na regiao rrs):

e Amicacina: resisténcia ndo detetada
e Canamicina: resisténcia inferida
e Capreomicina: resisténcia ndo detetada

Acao de diagndstico adicional:
Opcional: fazer TSA fenotipico a FQ de acordo com 0 Caso 1, bem comoaAmeaCm.

Implicacoes clinicas:
A amicacina é provavelmente eficaz.
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ANnexo 1.

Formato de laudos LPA-PL — Exemplos praticos

Tenha em atencao que a seccdo «Conclusao» foi incluida por motivos préaticos, nao
devendo fazer parte do laudo do laboratorio.

Exemplo 1
Izl Gene | Mutacao Interpretacao conclusao
amento ¢ P ¢
Rifa poB | H526Y Resisténcia a Rif detetada. | A rifampicina nao é eficaz.
katg | Mutacao(oes) na Inferida mutacéo associada | E improvéavel que a isoniazida
He regidgo do codao 315 | 50 aumento da CIM de alto | seja eficaz, mesmo com doses
inhA | t-8a nivel. elevadas.
Eto/ . Resisténcia a Eto/Pto E provavel que a etionamida e a
inhA | t-8a : ) ~ ; B
Pto provavelmente detetada. protionamida nao sejam eficazes.
Exemplo 2
pedics Gene | Mutacado Interpretacao conclusao
amento
. Sem mutacoes Resisténcia a Rif néo . L
Rif poB detetadas detetada. A rifampicina é eficaz.
katG | S315T Detet?da mutagao A isoniazida nao é eficaz, mesmo
He ] associada ao aumento da
inhA | c-15t CIM de alto nivel. com doses elevadas.
Eto/ inha | cast Resisténcia a Eto/Pto A etionamida e a protionamida
Pto detetada. nao sao eficazes.
Exemplo 3
Medic; Gene | Mutacao Interpretacao Conclusao
amento
Mutacao(des) nos
Rif rpoB | coddes 516-522 Resisténcia a Rif inferida. A rifampicina nao € eficaz.
(435-441)
Sem mutagdes Mutagao detetada
katG ) i , T )
H detetadas provavelmente associada, E provavel que a isoniazida seja
i pelo menos, ao aumento da | eficaz numa dose elevada.
inhA | t-8c CIM de baixo nivel.
Eto/ nha | t-8c Resisténcia a Eto/Pto E provavel que a etionamida e a
Pto provavelmente detetada. protionamida ndo sejam eficazes.

@ Se houver mais do que uma sonda por medicamento a proporcionar informacoes, os resultados devem ser comunicados
de acordo com a seguinte hierarquia (o sinal “>" significa «invalida»):
Para a H: Mutacao detetada associada ao aumento da CIM de alto nivel > Mutacéao inferida associada ao aumento da CIM

de alto nivel > Mutac&o detetada associada, pelo menos, ao aumento da CIM de baixo nivel > Mutag&o inferida associada,
pelo menos, ao aumento da CIM de baixo nivel > Resisténcia ndo detetada.
Para a Rif: Resisténcia detetada > Resisténcia inferida > Resisténcia ndo detetada.



ANexo 2.

Formato de laudos LPA-SL — Exemplos praticos

Tenha em atencao que a seccdo «Conclusao» foi incluida por motivos préaticos, nao
devendo fazer parte do laudo do laboratorio.

Exemplo 1
Medic- | . - - -
amento ene Mutacao Interpretacao Conclusao
8YrA D94A o : e
Lfxa sem Resisténcia a Lfx A levofloxacina nao é eficaz.
gyrB mutactes detetada. Pode usar-se moxifloxacina
- numa dose superior. O regime
8yrA D94A Mutacdo detetada deve ser reavaliado com base
M associada, pelo menos, | em resultados de TSA fenotipico
gyrB sem a0 aumento da CIM de no PCC.
mutacoes baixo nivel para a Mfx.
s a1401g
20/(6 Resisténcia a Km
Kma Mutagao(oes)
Promotor | - regido-10 | detetada. icina nao é efi
eis 215 A canamicina nao é eficaz.
RosstErcia A A A amicacina néo é eficaz.
isténci m L
Am rrs a1401g dgtsesta%ac ad A capreomicina nao é eficaz.
Resisténcia a Cm
cm rrs a1401g detetada,
Exemplo 2
Medic- | o - - .
amento ene Mutagao Interpretagao Conclusao
8YrA A0V R
Lix Som Resisténcia a Lfx A levofloxacina nao é eficaz.
8yrB mutacoes detetada. Pode usar-se moxifloxacina
- numa dose superior. O regime
8YyrA A90V Detetada mutacéo deve ser reavaliado com base
Mifx associada, pelo menos, | em resultados de TSA fenotipico
gyrB sem aoaumentodaCiMde | no PCC.
mutacoes baixo nivel para a Mfx.
Sem
rrs -
«mn mutacoes Resisténcia a Km
20(6 inferida.
Zirsomotor nMau:;]é%%(?Be;) A canamicina nao é eficaz.
s ResiStancia 3 Am na A amicacina é eficaz.
Am rrs meunt]agées dgts(;sta%r;ma aAm nao A capreomicina é eficaz.
Sem Resisténcia a Cm nao
cm s mutacdes detetada.




ANEXO 2. FORMATO DE LAUDOS LPA-SL — EXEMPLOS PRATICOS

Exemplo 3
Medic- Gene Mutacao Interpretacao Conclusao
amento & P <
Mutacao(des) A levofloxacina ndo é eficaz.
SYrA no codao Pode usar-se moxifloxacina
L 89-93 Resisténcia & Lfx inferida | Numa dose superior. O regime
sem deve ser reavaliado com base
gyrB mutacées em resultados de TSA fenotipico
¢ no PCC.
Mutacao(Ges) Nota: estas recomendacoes
8yrA no codéo ' i néo se aplicam se a
89-93 Inferida mutagdo sequenciacéo, disponivel
Mfx associada, pelo menos, | antes do inicio do tratamento,
s a0 aumento da CIM de identificar mutagdes ndo
gyrB em baixo nivel paraa Mfx. | associadas a FQ, ou se 0 TSA
mutacoes fenotipico revelar sensibilidade
na CC.
rrs sem o
«mn mutacoes Resisténcia a Km nao
30(5 detetada
Promotor | Mutagao(Ges) A canamicina é eficaz.
eis na regiao -2 T
s Resistncia 3 Am A A amicacina é eficaz.
em esisténcia a Am nao L
Am rrs mutacoes detetada A capreomicina é eficaz.
Sem Resisténcia a Cm nao
cm s mutacdes detetada

2 Se houver mais do que uma sonda por medicamento a proporcionar informacgoes, 0s resultados devem ser comunicados
de acordo com a seguinte hierarquia (o sinal “>" significa «invalida»):
Para a Lfx, a Am, a Km e a Cm: Resisténcia detetada > Resisténcia inferida > Resisténcia ndo detetada.
Para a Mfx: Mutacao detetada associada ao aumento da CIM de alto nivel > Mutacao detetada associada, pelo menos, ao
aumento da CIM de baixo nivel > Mutacgao inferida associada, pelo menos, ao aumento da CIM de baixo nivel > Resisténcia
n&o detetada.



ANexo 3.

AlteracOes nucleotidicas especificas
detetadas por sondas MUT

Tenha em atencao que algumas das alteracdes de aminoacidos (AA) identificadas por
LPA-PL e LPA-SL sdo oriundas de alteracbes nucleotidicas que nao sao especificamente
reconhecidas pelas sondas MUT. Por exemplo, a mutacao A90V no gyrA € oriunda
de duas alteracdes nucleotidicas possiveis, a saber, (i) gcg>gtg ou (ii) gcg>gtc. No
entanto, apenas a primeira alteracdo nucleotidica (gcg>gtg) sera reconhecida pela
sonda gyrA MUT1, a0 passo que a segunda (gcg>gtc) so sera detetada pela auséncia

da gyrA WT2 (ou seja, gyrA WT2 nao detetada).

Sonda MUT Alteracao AA Alteracao nucleotidica
MUT1 D516V (D435V) gac>gtc
MUT2A H526Y (H445Y) cac> tac
Ssondas rpoB MUT
MUT2B H526D (H445D) cac> gac
MUT3 S531L (S450L) tcg>ttg
Sonda MUT Alteracao AA Alteracao nucleotidica
MUT1 S315T agc>acc
Sondas katG MUT
MUT2 S315T agc>aca
Sonda MUT Alteracao AA Alteracao nucleotidica
MUT1 A90V gcg>gtg
MUT2 S91P tcg>ceg
MUT3A D94A gac>gcc
Sondas gyrA MUT MUT3B D94N gac>aac
MUT3B Do4Y gac>tac
MUT3C D94G gac>ggc
MUT3D D94H gac>cac
Sonda MUT Alteracao AA Alteracao nucleotidica
MUT1 N538D (N499D) aac>gac
Sondas gyrB MUT
MUT2 ES40V (ES01V) gaa>gta
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