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ASSUNTO: OrientacbOes para realizacao do teste de hibridizacao com sonda em
linha (LPA), utilizado no ambito laboratorial para avaliacao de genes de resisténcia
aos antimicrobianos utilizados no tratamento da Hanseniase.

Frente a importancia de acbes estratégicas para a ampliacao e o fortalecimento da
rede de diagnéstico laboratorial e vigilancia da hanseniase no pais, em atencao a
NOTA TECNICA N2 46/2024-CGLAB/SVSA/MS, o Laboratério Central de Satde Publica
de Pernambuco vem, por meio desta Nota Técnica Informativa divulgar as
recomendacdes para a utilizacao do teste de hibridizacao de sonda em linha (LPA -
do inglés Line Probe Assay) para identificacao de genes associados a resisténcia, no
ambito do SUS.

1. DESCRICAO

O LPA é um teste qualitativo utilizado para avaliacdao da resisténcia antimicrobiana
(RAM) por amplificacao de DNA e hibridizacao reversa em fita de nitrocelulose. Este
teste é capaz de detectar o Mycobacterium leprae e, simultaneamente, mutacoes
associadas com a resisténcia a rifampicina, ao ofloxacino e a dapsona em amostras
de biépsia de pele com baciloscopia positiva. A deteccao de resisténcia é realizada
pela identificacao das mutacdes mais significantes no gene rpoB (que codifica a
subunidade-B da RNA polimerase) para rifampicina, no gene gyrA (que codifica a
subunidade-A da DNA girase) para ofloxacino e outras fluoroquinolonas, € no gene
folP1 (que codifica a dihidropteroato sintase) para dapsona.

Além de aprimorar e ampliar a vigilancia de cepas de M. leprae resistentes aos
medicamentos utilizados no tratamento da hanseniase, o LPA é capaz de promover
a celeridade no processo de investigacao de RAM, uma vez que esta tecnologia pode
ser implementada de forma descentralizada no pais, tendo em vista a menor
complexidade de recursos laboratoriais necessarios para sua execucao.

De acordo com a NOTA TECNICA N2 46/2024-CGLAB/SVSA/MS o LPA tem seu uso
indicado no Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Hanseniase (PCDT da
hanseniase) para investigacao de resisténcia primaria em paciente diagnosticado
como caso novo de hanseniase e que, no diagndstico inicial apresente indice
Baciloscoépico (IB) =2,0 e, para a avaliacao da resisténcia secundaria do M. leprae,



apo6s uso de poliquimioterapia Unica (PQT-U).

2. FLUXOS

A investigacdo da resisténcia antimicrobiana (RAM) para hanseniase inicia-se nas
unidades sentinelas, selecionadas pela coordenacdo estadual de hanseniase
juntamente com seus municipios, que compdem a rede de vigilancia do estado.

E de responsabilidade das unidades sentinela:

1. Identificar os casos com indicacdo para investigacao de resisténcia segundo os
critérios do PCDT da Hanseniase;

2. Coletar as amostras de maneira adequada;
3. Cadastrar o paciente no bloco | (Dados da Investigacao da Resisténcia) do SIRH,;

4. Inserir no GAL a requisicao do exame Hanseniase, Teste de Sensibilidade
Genotipico - Hibridizacao de Sonda em linha;

5. Enviar a amostra para o LACEN PE em até 5 dias a contar da data da coleta.

Cabe o LACEN PE:
1. Conferir e avaliar a qualidade da amostra recebida;
2. Preencher o bloco Il (Recebimento da amostra pelo Lacen) do SIRH;

3. Realizar o teste LPA de acordo com as indicacdes do fabricante e da NOTA
TECNICA N2 46/2024-CGLAB/SVSA/MS;

4. Liberar o resultado no bloco lll (recebimento de amostra pelo laboratério) do SIRH
e no GAL no prazo maximo de 7 dias, a contar da data do recebimento da amostra;

5. Em caso de resultado indeterminado no LPA, incluir no GAL como exame
complementar o exame Hanseniase, Testa de Sensibilidade e enviar a amostra para
o laboratério de referéncia. Deve ser encaminhado, preferencialmente, uma parte do
fragmento da bidpsia.
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Figura 1. Fluxo de amostras para os LACEN PE.

3. AMOSTRAS BIOLOGICAS E TRANSPORTE

Na investigacao da resisténcia do M. leprae a antimicrobianos, a amostra bioldgica
consiste em fragmento de pele da borda da lesdao mais caracteristica e de maior IB.
A bidpsia deverd ser realizada, preferencialmente, com punch de 6 mm, na
impossibilidade deverao ser coletados dois fragmentos com punch de 4 mm.

A bidpsia deverd ser armazenada em tubo de plastico novo e com tampa capaz de
vedar perfeitamente. Recomenda-se utilizar microtubo ou tubo criogénico de tampa
com rosca e anel de silicone, para auxiliar a vedacao, com capacidade para 1,5 ou
2,0 ml. Para garantir a vedacao do tubo, deve-se envolver com plastico selador
(filme de poliolefina)._Nunca utilizar frascos que nao tenham uma boa vedacao como
por exemplo, coletores de urina.

Recomenda-se a preservacao das amostras em alcool a 70°GL ou 70% para
transporte em temperatura ambiente.

Para preservacao em alcool a 70°GL ou 70%, os tubos devem ser previamente
preenchidos com dalcool a 70°GL ou 70% e nao devem conter espaco vazio,
garantindo assim que toda a amostra fique imersa para melhor preservacao.
Importante garantir que a tampa seja capaz de vedar perfeitamente o tubo e, além
disso, envolvé-lo com plastico selador. Nestas condicdes pode-se manté-los a
temperatura ambiente. Em hipétese alguma deve-se colocar o fragmento de pele
destinado a andlise por técnicas de biologia molecular em formol.

Quanto a identificacao, os tubos devem ser devidamente etiquetados, com data da
coleta, nome completo e legivel do paciente, sem abreviacdes, de acordo com sua
documentacao. Caso o paciente tenha um resultado recente de baciloscopia, o IB
deve ser inserido no GAL e no SIRH. E importante ressaltar que a identificacdo
(etigueta) seja resistente.

Informacodes adicionais referente a coleta e transporte de amostras estao dispostas
no documento “Um Guia para Vigilancia de Resisténcia Antimicrobiana na



Hanseniase”, publicado em 2017, pela Organizacao Mundial da Saude (OMS),
disponivel em: https://iris.who.int/bitstream/handle/10665/259357/9789290226444-
por.pdf?sequence=24&isAllowed=y.

4. SISTEMA GERENCIADOR DE AMBIENTE LABORATORIAL (GAL)
O cadastro da amostra é de responsabilidade da unidade sentinela.

Ao cadastrar nova requisicao no GAL, deve-se preencher toda a ficha que é
composta por sessdes que solicitarao informacodes da unidade requisitante,
informacdes do paciente, informacdes clinicas e, uma Ultima parte, onde serao
incluidas informacdes sobre amostra coletada e cadastro da Pesquisa/Exame. Além
disso,_orienta-se a inclusao no campo “Observacdes” do IB proveniente de exame de

baciloscopia recente.
A descricdo do exame no sistema GAL consta como “Hanseniase, Teste de

Sensibilidade Genotipico” e é esta opcao que deve ser selecionada em “Nova
pesquisa” na aba Pesquisa/Exames (Figura 2).

O exame “Hanseniase, Teste de Sensibilidade Genotipico” estd associado a
metodologia “Hibridacao com sonda em linha (LPA)".
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Figura 2. Secao da ficha de solicitacdo de exame do GAL onde serao incluidas
informacodes sobre a amostra coletada e o cadastro da Pesquisas/Exames. As
informacdes circundadas em vermelho (tipo de Material Bioldgico e Localizacao)
devem ser preenchidas conforme a figura. A seta vermelha indica a opc¢ao a ser
selecionada no momento do cadastro da pesquisa/exame.
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