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Conflito de Interesse

Nenhum!



Tuberculose

e DIAGNOSTICO:
— Suspeita clinica e epidemiologica
— Estudo radiolégico
— Diagnostico Microbioldgico
e Baciloscopia
e CulturaeTSD

— Diagnodstico molecular

e PCR in house
e TRM-TB: teste rapido molecular para TB
e Fita HAIN ou Genotype MTBDR - LPA




Fita HAIN: O que é?

e E um teste molecular genotipico:

e line probe assay (LPA) — testes moleculares em fita
(Fita Hain ou innoLIPA)

— Existem trés tipos de teste comercializados pela HAIN:

» 1. Identificacdo de micobactérias (M. tb x MNT)

Alkaline Phosphatase
Streptavidin

B » 2. Avalia mutacgdes e sensibilidadea Re H

5 Amplified target

DNA-prol

" » 3. Avalia mutacdo e sensibilidade FQ, DSLi e EMB
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Fita HAIN - opcoes

1. Identificacao de MINTs
— GenoType Mycobacteria Direct

2. Deteccao de TB-MDR
— Genotype MTBDRplus

e RMP — detecta mutacdes no gene rpoB

e INH — detecta mutacdes nos genes KatG e inhA
3. Deteccao de TB-XDR (56 fazer apés Resistencia + a RMP e INH)

— Genotype MTBDRs/
e FQ; DSLi e EMB



GenoType Mycobacteria Direct

e Tuberculose - Deteccao
Deteccao Direta em amostras ou

Direta
culturas
GenoType Mycobacteria Direct
M. tuberculosis complex - Detecta micobactérias viaveis

M. kansasii

— vantagem no acompanhamento

M. malmoense .
_ de pacientes em tratamento
M. intracellulare

M. avium

v" Deteccao direta de amostras clinicas pulmonares e
extrapulmonares



GenoType Mycobacteria Direct

e Leitura e Interpretacao dos Resultados

Conjugate Control (CC)
Amplification Control [AC)

M. avium

M. intracellulare
M. malmoense
M. kansasiu

M. tuberculosis complex



MTBDRplus




GenoType MTBDRplus

e Detectando resisténcia:
— a Rifampicina (R)

— a Isoniazida (H)

Ou seja, detectando TB-MDR

Fabricante: Hain Lifescience, GmbH, Germany



HAIN — GenoType MTBDRplus

&

Conjugate El:lntrI:IL|UC'] Ny
wrons| e Amiplification Control [AC)
- M. luberculosis complex [TUB

Controles da reacgao:
v'Controle Conjugado

v Controle de Amplificacao
v’ Controle M. tuberculosis

v’ Sondas para genes:
v rpoB
v KatG
v inhA

A confirmacao da resisténcia é feita

se houver:
« auséncia de amplificacao da WT

ou

» Aparecimento de um banda MUT



HAIN — Genotype MTBDRplus

Specimen Free DNA
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HAIN — Genotype MTBDRplus
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Resisténcia INH — Alto e Baixo nivel

e Significado clinico:
— DR a H — Alto nivel (mutacao gene katG)

e [soniazida perde o acao contra o M. tb (qualquer dose)

e Etionamida (protionamida) mantém acao

— DR a H — Baixo nivel (mutacao inhA)
e Etionamida (protionamida) perde acao contra o M. tb

e |soniazida em doses altas mantém efeito (10 a 16 mg/Kg)



HAIN — Genotype MTBDRplus

e [IMPORTANTE:

— MTBDRplus tem liberagao do OMS para uso clinico!

e Tem boa correlacao com os testes fenotipicos de

sensibilidade (MGIT)

e Tem boa correlacao com Xpert RIFTB (TRM-TB)



Eur Respir J 2008; 32: 11651174
DOI: 10.1183/09031936.00061808
Copyright@ERS Journals Ltd 2008

GenoType MTBDR assays for the diagnosis
of multidrug-resistant tuberculosis:
a meta-analysis

D.l. Ling*, A.A. Zwerling* and M. Pai*”

- 14 comparaciones para RIF y 15 para INH, en 10 articulos
- RIF: Sensibilidad: 98,1%; Especificidad: 98,7%
- INH: Sensibilidad 84,3%; Especificidad: 99,5%

Slide adpatado Prof. Caminero






GenoType MTBDRs/

e Detecta resisténcia a:
— Fluoroquinolonas (FQ)
— Drogas de segunda linha injetaveis (DSLi)

— Etambutol (EMB)

e Deve ser feito apenas em casos TB-MDR

Ou seja, faz o diagnostico deTB-XDR

20



GenoType MTBDRs/

e M. tuberculosis

— LPA que detecta resisténcia a 3 drogas/classes
e Resisténcia a Etambutol
e Resisténcia a Fluorgquinolonas

e Resisténcia a Drogas Injetaveis de 22 linha (Kn, Ak, Cp)

Pode ser feita também a partir de:
> Cultura Liquida

» Cultura Solida

> Amostra Clinica de pacientes com baciloscopia positiva




GenoType MTBDRs/

Pacte 1

e Resistencia:
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GenoType MTBDRs/

Pacte 2

e Resistencia:
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GenoType MTBDRs/

e [IMPORTANTE:

— Versao 1.0 deste teste Nao foi liberada pela OMS para uso
clinico!

— Existe a versao 2.0 que parece ser melhor mas ainda nao
tem parecer

e Problema:

— Tem correlacao “regular” com os testes fenotipicos de
sensibilidade (MGIT) — problemas com as DSLi (Kn)

e Foi desenhada para diagnosticar TB-XDR apos teste com
MTBDRplus (R+H) + (FQ + DSLi)






Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Medicina de Ribeirao 25 R
Preto TER
Departamento de Clinica Médica |

Perfil de sensibilidade e caracterizacao dos casos de

tuberculose do Hospital das Clinicas da FMRP-USP

Aluna de Mestrado: Cinara Silva Feliciano
Orientador: Prof. Dr. Valdes Roberto Bollela



Perfil de Sensibilidade (2012 — 2013)

170 isolados incluidos

uMDR
W Rifampicina

Isoniazida

M Sensiveis

15 isolados resistentes



Perfil Genotipico de Resisténcia

Rifampicina

/ /

Rifampicina | rpoBWT1 | rpoBWT2 | rpoBWT3 | rpoBWT4 | rpoBWT5 | rpoBWT6 | rpoBWT7 J rpoBWT8 \rpoB MUT1 |rpoB MUT2A|rpoB MUT2B{ rpoB MUT3
Isolado 1
Isolado 2
Isolado 3 _
Isolado 4
Isolado 5
Isolado 6
Isolado 7
Isolado 8
Isolado 9
Isolado 10
Isolado 12
Isolado 14

Mutacao
S531L



Perfil Genotipico de Resisténcia

Isoniazida

Isoniazida | KatG WT [KatG MUT1|KatG MUT2| inhAWT1 | inhA WT2 |inhA MUT1|inhA MUT2(inhA MUT3A|inhA MUT3B
Isolado 1
Isolado 4
Isolado 5
Isolado 7
Isolado 8

Isolado 10
Isolado 11
Isolado 12
Isolado 14
Isolado 15

\\é‘i(mm utacio C15T

Resisténcia de Resisténcia de
alto nivel baixo nivel



Correlacao HAIN — Testes fenotipicos

Rifampicina Isoniazida
HAIN*  |Lab ref** HAIN Lab ref

Isolado 1

Isolado 4

Isolado 5

Isolado 6

Isolado 7

Isolado 8

Isolado 9
Isolado 10
Isolado 12
Isolado 13

Isolado 14

* Teste molecular Genotype MTBDRplus
** Laboratdrio central de referéncia

H
I




HAIN — Genotype MTBDRplus

Brazilian Joumal of Medical and Biclogical Ressarch (2015) 48(8): 758764, hitp/dx doiorg/10.1590/1 41443120154 458
SN 1414-431K

Role of a GenoType MTBDRplus line probe assay
in early detection of multidrug-resistant tuberculosis
at a Brazilian reference center

C.8. Feliciano', M.M.P. Nasciments', L M.P. Anselma’, R.H.C. Pocente,
F. Bellissimo-Rodrigues® and V.R. Bollela'

"Departamento de Clinica Médica, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo,
Ribeirao FPreto, SP, Brasil

“Departamento de Medicina Social, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil

Abstract



HAIN — Genotype MTBDRplus & sl

BMC Infectious Diseases
Drug-resistant tuberculosis in Central Mozambique: the role of a rapid genotypic

susceplibility testing
--Manuscript Draft--
Manuacript Numbar: INFD-D-15-00922
Full THie: Drug-resistant tuberculosis in Cenfral Mazambigue: the rale of a rapid genotypic
susceptibility testing
Articla Type: Research article
SectonfCatagory: Tuberculosis and other mycobacterial diseases

Funding Informaton: D43TWO0Y753 Dr. Evangelina Inacio Mamburete



Table 1. Summary of M. tuberculosis susceptibility profile test based on Genotype MTBDRplus

compared to gender, HIV co-infection and previous use of first line drugs against tuberculosis.

Gender HIV Previous Treatment of TB
Total
M. tb status M F Unk P Pos Neg Unk P Yes No  Unk P
value value value
. 115
Susceptible 74.29%
25
MDR-TB 16.1%
R-mono 2
resistant 1.3%
H-mono 13
resistant 8.4%
Total 77 62 16 44 28 83 101 41 13 [
100%




HAIN — Genotype MTBDRplus & sl

e 109 isolados testados com Genotype MTBDRs/
— 88% (93) suscetiveis

— 12% (16) resistentes

* 6/16 (37.5%) mono-resistentes a FQ
® 9/16 (56.25%) mono-resistentes ao EMB
e 1/16 (6.25%) resistente a EMB + FQ

— Nenhum isolado resistente a DSL injetaveis

Portanto nao houve diagnostico de TB-XDR MZB



Resistencia a Isoniazida

e Resisténcia a Isoniazida
— De alto nivel

— De baixo nivel

e Diferencas regionais|..



https://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=0ahUKEwiYq4-2nq3MAhUMH5AKHdxQCXwQjRwIBw&url=https://www.pinterest.com/pin/465278205231164922/&bvm=bv.120551593,d.Y2I&psig=AFQjCNGlfXSE1S3r8hvdGaf_Y8mzKPAalQ&ust=1461792187057168

Perfil katG & inhA Brazil e Mocambique

e Estudo descritivo

— 311 isolados de RP-SP, Brazil (2011-2014)

e 22 (7.1%) resistentes a H
— 15 TB-MDR

— 7mono H

— 155 isolados de Beira, Mozambique (2014-2015)

e 38 (24.5%) resistentes a H
— 25 TB-MDR

— 13 mono H

Acccepted IJTLD, 2016



Table 1- Isoniazid patterns of resistance and frequency of inhA and katG

mutations in M. tuberculosis isolates from Brazil and Mozambique.

Total INH-resistance

BRA MZB P
value
inhA , 5
(40.9%) (10.5%)
katG/inhA : -

(4.5%) (5.3%)

Acccepted IJTLD, 2016



La Mejor Propuesta para Evitar la posible Amplificacion de Resistencia a RIF,
en un PNCT /Servicio con Amplio acceso a TSD Moleculares

CasoNuevo | —— Esquema 1 - 2HRZE/4 HR

_________________________________ .

l

Bk+ |Inicial ——

Fita HAIN RH ( Genotype MTBDRpIus)*

l

Bk - Inicial
MGIT +

V
Susceptible RH

|

Continuar y Completar
Esquema 1

{

Mono-Resistente
Isoniazida

|

2 RZELxX/ 7 RELXx
ouRHZE9a12 m

}

Resistente a Rifampicina
ou MDR-TB**

!

Tratamiento
Estandarizado
FQ + DSLi

* Resultado disponible en menos de 2 semanas; ** Realizar TS a Fq e DSLI Slide adpatado Prof. Caminero



Una Mejor Propuesta para Evitar la posible Amplificacion de Resistencia a
RIF, en un PNT con Amplio acceso a TSD Moleculares

Caso Nuevo — 2 HRZE/4 HR |

____________________ s

GenXpert *
! |

Sensivel Resistente |
a Rifampicina** a Rifampicina**
Seguir con HRZE Tratamiento
Estandarizado
FQ+DSL+H

* Realizar simultaneamente T.S. Convencional a H+R; ** Realizar TS a Fg+Inyect.. Slide adpatado Prof. Caminero
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CASO 1: GRB - 08830/8F



GRB -: 08830/8F

e Mulher, 64 anos, do lar.
e Janeiro de 2014:

— Tosse produtiva com secrecao hialina, ha cercade 3 m

— Queda do estado geral, astenia, hiporexia, perda, febre
diaria, vespertina de até 392C, sudorese noturna e
dispneia progressiva.

— Havia procurado atendimento na UBS ha 1 més e foi
tratada com ceftriaxona 7 dias, sem melhora.

— Ha 10 dias iniciou tratamento para pneumonia atipica
com Levofloxacina — em Barrinha (cidade onde mora).



GRB -: 08830/8F

e Antecedentes pessoais:

— Artrite reumatoide em tratamento com Adalimumabe,
leflunomida + prednisona.

— HAS em tto com HCTZ e losartana.

— TB latente tratada por 6 meses (Mar — Nov 2013)
e Isoniazida + Vitamina B6.

e Na época tinha PPD reator (8 mm)

— Negava contato com pessoas baciliferas.



GRB -: 08830/8F

e Raio X torax —
NO CasoO NOVO

Jan 2014




GRB -: 08830/8F

e Prescrito RHZE —

— Tratamento empirico para TB miliar

e Suspenso imunossupressores

e Jan 2014: BAAR 17/01 e 22/01: Negativas

— Fevereiro

e Cultura de escarro e do lav. Gastrico M. tuberculosis



GRB -: 08830/8F

e Final de fevereiro de 2014 —
— Fita HAIN MTBDRplus — M. tuberculosis da cultura

e Resistente a isoniazida - H

e Sensivel a rifampicina - R

— Teste fenotipico — Lutz Liberado — 05/05/2014

e Exame nao realizado — nao houve crescimento bacteriano




GRB -: 08830/8F

e Marco de 2014 —
— Conduta:
e RHZE — 22/01 a 22/03 de 2014

— Proposto Etambutol ao esquema de manutencao

* Proposta de mais 7 meses de tratamento - RHE

e Total 9 meses

— Boa evolucao clinica e radioldgica



e Raio X torax

GRB -: 08830/8F

controle

Julho de 2014




GRB -: 08830/8F

e Boa evolucao e cura

— reintroduziu iTNF — Abatacept — no final tratamento
da TB.

— Alta por cura

— Sem recidiva até o momento



CASO 2: EPS - 0483293C



EPS —0483293C

Em outubro de 2014
e Homem, 67 anos, taxista.

e Encaminhado da hematologia, com historia de Linfoma
Hodgkin — esclerose nodular: diagnostico em Jan 2014.

e Teve melhora do linfoma e referia perda de peso, falta
de ar e edema no MSD progressivos desde que iniciou
tratamento do linfoma, com piora ha 2 meses.



Rx inicial — Outubro de 2014
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EPS —0483293C

e Fez toracocentese diagndstica (Out/14)
— Derrame linfocitico
— Liquido Pleural — BAAR positivo
e Exame escarro (Out/14):
— BAAR +
— Cultura M. tuberculosis (posteriormente)
e Encaminhado para infectologia
— Inicio RHZE (+ piridoxina) em Outubro de 2014



EPS —0483293C

e Baciloscopia Lig. Pleural — POSITIVA — 06/10/2014
— Cultura — M. tuberculosis — resultado em 01/12/2014

e Baciloscopia Escarro — POSITIVA 03/11/2014
— Cultura M. tuberculosis — 14/-1/2015

e Fita HAIN MTBDRp|US — feito na cultura de 06/10 — liberada
dez/2014

— RMP -resistente INH — resistente
e PRESENCA de mutacao KatG (alto nivel) — AUSENCIA de mutagao inhA (baixo nivel)

e Solicitado Teste sensibilidade Fenotipico: Adolfo Lutz



EPS —0483293C

e Janeiro de 2015:
— Conduta:

— Iniciado tratamento para TB-MDR — 11/12/2014

e Sm + Etambutol + Levofloxacina + PZA + Terizidona

— Paciente apresentou melhora clinica e radiologica



EPS —0483293C

Outubro de 2014 ] Marco de 2015 ‘



EPS —0483293C

e Teste de sensibilidade do Adolfo Lutz
— Liberado em MARCO DE 2015

e Amicacina—S

e Ca icina—S
3 e Estrepto —R

e Etambutol - R
¢ |soniazida — R

e Kanamicina—S
e Ofloxacina — R

¢ Pirazinamida — R

e Rifampicina - R




EPS —0483293C

e Proposta de Tratamento:

e Fase 1: -2 meses -
— Capreomicina—1 g 5 xx/semana
— Linesolida — 600mg/dia
— Moxifloxacina — 400mg/dia
— Etionamida — 750mg (3cp/250mg)/dia
— Clofazimina — 200mg (2cp/ 100mg)/dia
— Vitamina B6 — 2 cp (80mg)/dia



EPS —0483293C

e Proposta de Tratamento:

* Fase 2: -
— Capreomicina—1 g 3 xx/semana
— Linesolida — 600mg/dia
— Moxifloxacina — 400mg/dia
— Etionamida — 750mg (3cp/250mg)/dia
— Clofazimina — 200mg (2cp/ 100mg)/dia
— Vitamina B6 — 2 cp (80mg)/dia

10 meses
10 meses
22 meses
22 meses

22 meses



EPS —0483293C

e Boa evolucao clinica

e Reduziu expectoracao

e Exames microbioldgicos ficaram negativos



CASO 3: LPB - 1293413H




LPB —1293413H

e Homem, 28 anos
e Privado de liberdade - desde abril de 2010

e Tratou TB de marco a novembro de 2014.
— BAAR persistia POSITIVA no final tratamento
— Foi reiniciado RHZE, e encaminhado para HC FMRP-USP.

e AP:
— Mae com TB tratada ha 3 anos (cura)
— Irmao faleceu com TB resistente ha 3 anos
— Tio tratou TB resistente no passado (faleceu)



LPB —1293413H

<4

28/01/2015

llllll




LPB —1293413H

e Janeiro de 2015:

e Fita HAIN MTBDRplus:
— Resistente a RMP

— Resistente a INH



LPB —1293413H

e Jan 2015 - Trocado esquema de RHZE para:
— SM+ Levo + EMB + PZA + Terizidona

e Apresentou melhora clinica:
— Melhora da febre

— Menos sudorese noturna

— Ganhou 3 Kg.
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e Marco 2015 —

e Teste de sensibilidade Adolfo Lutz:
— Amicacina, Capreo; Estreptomicina e Kana: Sensivel

— RMP; INH; PZA; EMB — RESISTENTE

@cina: RESISTENTE

e Mesmo padrao de resisténcia do M. tuberculosis

isolado do tio que teve TB prévia — 3 anos antes



Resisténcia Cruzada entre FQs

CIP R OFLX I/R

INT J TUBERC LUNG DIS 19{3}:333-341
£ 2015 The Union
http:/idx.doi.org/10.5588/ijtid.14.0814

Concordance of Mycobacterium tuberculosis fluoroquinolone
resistance testing: implications for treatment

M. R. Farhat,*' C. D. Mitnick," M. E Franke,' D. Kaur,? A. Sloutsky, M. Murray,'? K. R. Jacobson®*=* v

MOXI I/R 70

vy

Figure DST results. A) Venn diagram of a subset of the DST = =

results showing overlap between CFX, MFX and OFX resistance Moxifloxacin

(number outside the circle represents the number of tested —

isolates susceptible to all three drugs). B) Cross-tabulation of MIC <0.25 0.5 1 =4

MFX and OFX MIC results, all drug concentrations are in pg/ml. <1 116 16 6 2

Numbers in the cells represent strain counts (n = 226 strains). 2 4 B 1 2

CFX = ciprofloxacin; R = resistant; OFX = ofloxacin; I/R =

intermediate resistance; MFX = moxifloxacin; MIC = minimum =4 1 73 32 34

inhibitory concentration; DST = drug susceptibility testing. _
Slide adpatado Prof. Caminero

Ofloxacin
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e Encaminhado para Hospital Nestor Goulart:
— Para internacao e ajuste no esquema

— Nao temos informacdes apos a internacao



Mae do paciente do Caso 3
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-MS — Brasilia 2015

Curso TB MDR PNCT
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Diagnostico da TB-resistente

O que fazer quando o GenXpert mostra uma coisa e o teste fenotipico indica
outa???

Diagnostic dilemma: treatment outcomes of tuberculosis
patients with inconsistent rifampicin susceptibility

Y. Pang,* ¥-Z. Ruan,* 1. Zhae,* C. Chen,* C-H. Xu,* W. Su,* 5-T. Huan,' R-Z. Li,* Y-L. Zhao,*
D. P. Chin,' L-X. Wang*

*National Center for Tuberculosis Control and Prevention, Chinese Center for Disease Control and Prevention,
Beijing, *Bill & Melinda Gates Foundation, China Office, Beijing, China

- Of 30 Type | cases m receiving the FLD
regimen, 4 had a favourable outcome an lled treatment.

- The 21 remaining Type | cases were treated with the SLD regimen, of whom 18 had a
favourable outcome.

- Second-line regimen thus resulted in significantly more favourable outcomes than first-line
treatment (P = 0.032).

- Among Type Il cases m 13/19 received
the first-line regimen, an ad a favourable outcome. The six Type |l cases treated with

the second-line regimen all had favourable outcomes.

Sllde Prof. Caminero




Xpert MTB/RIF Implementers Global Forum
1-2 May 2014, WHO Headquarters, Geneva

+ Modify MDR-TB treatment
In groups with high , ’ . based on the DSTresults;
risk of MDR-TB % Update registration

X - DST to at least H; Quinolones;

SLinj <+ WHO recommended
regimen for MDR-TB with
H;

+ Registrationas RR-TB

In groups with low
risk of MDR-TB

DSTtoat least R; H;
Quinolones; SL injectable In case of discordance on
R result, refer sample for

MTB/RIF ' sequencing
assay

* Done on a fresh sample. IfLPA is available at the site and sample is smear positive, LPA can be used
farthe repeatedtesting




Una Mejor Propuesta previo al Fracaso para Evitar la posible Amplificacion
de Resistencia a RIF, en un PNT con Amplio acceso a TSD Moleculares

Caso Nuevo — 2 HRZE/4 HR |

____________________ Taakt
l
BK + 20 " GenXpert *

! }

Sensivel Resistente
a Rifampicina** a Rifampicina**
Seguir con HRZE hasta Tratamiento
conocer TS Convencional Estandarizado
FQ+ DSL +H

* Realizar simultaneamente T.S. Convencional a H+R; ** Realizar TS a Fg+Inyect.. ) )
y Slide adpatado Prof. Caminero



