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NOTA TECNICA N2 73/2025-CGLAB/SVSA/MS

1. ASSUNTO

1.1. Avaliacdo do desempenho analitico do teste GenoType Mycobacterium® CM (LPA) na
identificacdao de micobactérias nao tuberculosas e orientacao da Rede Nacional de Laboratérios de Saude
Publica.

2. ANALISE

2.1. As metodologias para identificagao de micobactérias passaram por varias mudancas nos Ultimos anos,
impulsionadas pelo significativo avanco no conhecimento da genética bacteriana. Como consequéncia,
varios métodos moleculares vém sendo desenvolvidos, trazendo maior precisdo e agilidade aos processos de
identificacao [1].

2.2. O numero de testes comerciais do tipo Line Probe Assays (LPA), ou, em portugués, testes de
hibridizacdo de sondas em linha, disponiveis no mercado, vem aumentando significativamente. Atualmente,
um dos mais referenciados é a linha de testes GenoType Mycobacterium® (Hain Lifescience), baseada nas
tecnologias de PCR e DNA-strip, ou seja, o DNA extraido é amplificado por PCR e detectado em uma
membrana por meio de hibridizacdo reversa e revelacdo através de reacao de coloracao enzimatica [1]. A
linha GenoType® inclui, entre outros kits para identificacdo de micobactérias, o GenoType Mycobacterium®
CM, destinado a deteccdo das espécies mais prevalentes, sendo elas: complexo Mycobacterium tuberculosis,
M. avium, M. chelonae, complexo M. abscessus, complexo M. fortuitum, M. gordonae, M. intracellulare, M.
scrofulaceum, M. szulgai, M. interjectum, M. kansasii, M. malmoense, M. marinum/M. ulcerans e M. xenopi
[2].

2.3. Embora este kit ndo seja fornecido pelo Ministério da Saude, diversos laboratérios da rede o utilizam
para a identificacdo de micobactérias ndo tuberculosas (MNT). Diante disso, o Laboratério de Referéncia
Nacional de Tuberculose e Micobacterioses Angela Maria Werneck (CRPHF/ENSP/Fiocruz) realizou a
verificacdo do insumo para uso na rotina diagndstica. Essa verificacdo utilizou 42 amostras do banco de
cepas da instituicdo, selecionadas com base na identificacao prévia por sequenciamento parcial de Sanger
(genes hsp65, rpoB e 16S) - metodologia padrdo-ouro. A selecao incluiu espécies contempladas e ndo
contempladas pela abrangéncia do kit. Além disso, 11 amostras de referéncia da American Type Culture
Collection (ATCC) foram utilizadas como parametro de comparacdo.

3. AVALIACAO DO DESEMPENHO ANALITICO

3.1. Cepas de referéncia ATCC

3.1.1. Para as cepas de referéncia ATCC, todas as amostras apresentaram resultados do kit GenoType
Mycobacterium® CM concordantes com o obtido no sequenciamento parcial, alcancando 100% (11/11) de
concordancia (Quadro 1).

Quadro 1 - Comparativo entre os resultados obtidos pelo sequenciamento
genético parcial de Sanger e pelo kit GenoType Mycobacterium® CM para
as cepas de referéncia ATCC.

Amostra Resultado do Genotype
ATCC Resultado do Sequenciamento Mycobacterium® CM

1 M. intracellulare M. intracellulare




Amostra Resultado do Genotype
ATCC Resultado do Sequenciamento Mycobacterium® CM
2 M. bovis BCG Complexo M. tuberculosis
3 M. fortuitum* Complexo M. fortuitum*
4 M. gordonae M. gordonae
5 M. chelonae M. chelonae
6 M. abscessus subsp. massiliense* Complexo M. abscessus*
7 M. szulgai M. szulgai
8 M. scrofulaceum M. scrofulaceum
9 M. avium M. avium
10 M. malmoense M. malmoense
11 M. peregrinum* Complexo M. fortuitum*

Fonte: CRPHF/ENSP/Fiocruz.

Legenda: *Considerando que o kit GenoType
Mycobacterium® CM emprega a estratégia de
identificacdo em nivel de complexo

para determinados grupos filogeneticamente
relacionados, os resultados foram interpretados
como concordantes quando a

espécie pertencia ao grupo.

3.2. Cepas provenientes do banco do CRPHF

3.2.1. Quando os resultados do kit GenoType Mycobacterium® CM foram comparados com os resultados do
seguenciamento parcial de cepas provenientes do banco do CRPHF, o teste apresentou 79% (33/42) de
concordancia entre a metodologia de referéncia e a metodologia avaliada, com 21% (9/42) de discordancia
(Quadro 2). As divergéncias de identificacdao foram observadas nos casos em que o kit GenoType
Mycobacterium® CM indicou as seguintes espécies: M. kansasii, M. intracellulare ou M. scrofulaceum.

Quadro 2 - Comparativo entre os resultados obtidos pelo sequenciamento
genético parcial de Sanger e pelo kit GenoType Mycobacterium® CM para
as cepas da colecdao do CRPHF.

Amostra Resultado do Sequenciamento Resultado do Genotype Mycobacterium® CM
1 M. abscessus subsp. massiliense? Complexo M. abscessus
2 M. interjectum M. interjectum
3 M. interjectum M. interjectum
4 M. simiae | M. interjectum M. interjectum
5 M. sp M. sp
6 M. kansasii M. kansasii
7 Complexo M. abscessus Complexo M. abscessus
8 M. terraeP M. sp.

9 M. marinum M. marinum

10 M. xenopi M. xenopi

11 M. xenopi M. xenopi

12 M. marinum M. marinum

13 M. scrofulaceum* M. kansasii*

14 M. intracellulare M. intracellulare
15 M. intracellulare M. intracellulare




Amostra Resultado do Sequenciamento Resultado do Genotype Mycobacterium® CM
16 M. intracellulare M. intracellulare
17 M. intracellulare M. intracellulare
18 M. intracellulare M. intracellulare
19 M. intracellulare M. intracellulare
20 M. colombiense*P M. intracellulare*
21 M. colombiense*P M. intracellulare*
22 M. colombiense/M. bouchedurhonense*® M. intracellulare*
23 M. colombiense/ M. bouchedurhonense*? M. intracellulare*
24 M. marseillense*® M. intracellulare*
25 M. avium M. avium
26 M. avium M. avium
27 M. chelonae M. chelonae
28 M. chelonae M. chelonae
29 M. fortuitum® Complexo M. fortuitum
30 M. fortuitum® Complexo M. fortuitum
31 M. gordonae M. gordonae
32 M. gordonae M. gordonae
33 M. kansasii* M. intracellulare*
34 M. kansasii M. kansasii
35 M. peregrinum® Complexo M. fortuitum
36 M. bonickeil M. senegalense® Complexo M. fortuitum
37 M. porcinum® Complexo M. fortuitum
38 M. paraffinicum*® M. scrofulaceum*
39 Complexo M. fortuitum Complexo M. fortuitum
40 M. interjectum M. interjectum
41 M. interjectum M. interjectum
42 M. szulgai* M. scrofulaceum*

Fonte:

CRPHF/EN:

Legenda: *Cepas com resultados discordantes

entre o kit GenoType Mycobacterium® CM e o

sequenciamento parcial de Sanger.

a. Subespécie ndo contemplada no kit, resultado

esperado Complexo M. abscessus;

b. Espécie ndo contemplada no kit, resultado

esperado M. sp.;

c. Espécie nao contemplada no kit, resultado

esperado Complexo M. fortuitum.

3.3. Cepas recebidas dos Laboratdérios Centrais de Saude Publica

3.3.1. Adicionalmente, foi realizado um levantamento das cepas recebidas em 2024 pelo CRPHF proveniente
de alguns Laboratérios Centrais de Salde Publica (LACEN) que solicitaram a reidentificacdo da espécie. Vale
destacar que esses LACEN utilizaram o kit GenoType Mycobacterium® CM como método de identificacdo

inicial.

3.3.2. Nessa etapa, foram avaliadas 32 amostras, com uma taxa de concordancia de 71% (23/32) e
discordancia de 29% (9/32) entre a metodologia de referéncia, realizada no CRPHF (sequenciamento parcial
de Sanger), e a metodologia avaliada (kit GenoType Mycobacterium® CM), realizada pelos LACEN (Quadro

3).



3.3.3. Novamente, foram observadas divergéncias nos casos em que o kit GenoType Mycobacterium® CM
indicou M. intracellulare como resultado. Além disso, foram identificados novos perfis de discordancia
envolvendo M. chelonae e M. interjectum.

Quadro 3 - Comparativo entre os resultados obtidos pelo sequenciamento
genético parcial de Sanger, realizado no CRPHF, e pelo kit GenoType

Mycobacterium® CM, realizado nos LACEN.

T Resultado do Sequenciamento realizado pelo Resultado kit Genotype Mycobacterium® realizado
CRPHF pelo LACEN

1 M. abscessus sub abscessus M. abscessus sub abscessus
2 M. avium* M. intracellulare*
3 M. avium* M. intracellulare*
4 M. intracellulare M. intracellulare
5 M. intracellulare M. intracellulare
6 M. fortuitum* M.sp.*
7 M. phocaicum [ M. mucogenicum* M. chelonae*
8 M. fortuitum Complexo M. fortuitum
9 M. intracellulare M. intracellulare
10 M. timonense* M. intracellulare*
11 M. chelonae M. chelonae
12 M. chelonae M. chelonae
13 M. avium M. avium
14 M. timonense* M. intracellulare*
15 M. conceptionense | M. senegalense® Complexo M. fortuitum
16 M. conceptionense | M. senegalense® Complexo M. fortuitum
17 M. paragordonae* M. intracellulare*
18 M. abscessus sub abscessus Complexo M. abscessus
19 M. boenickei® Complexo M. fortuitum
20 M. intracellulare M. intracellulare
21 M. fortuitum Complexo M. fortuitum
22 M. intracellulare M. intracellulare
23 M. intracellulare M. intracellulare
24 M. fortuitum Complexo M. fortuitum
25 M. intracellulare M. intracellulare
26 M. abscessus sub massiliense Complexo M. abscessus
27 M. sherrisii? M. sp.
28 M. intracellulare M. intracellulare
29 M. paraense* M. interjectum*
30 M. abscessus sub abscessus Complexo M. abscessus
31 M. colombiense* M. intracellulare*
32 M. virginienseP M. sp.

discordantes entre o kit GenoType Mycobacterium® CM e o sequenciamento parcial de Sanger.

esperado M. sp.;

Fonte:

Legenda:

CRPHF/ENSP/Fiocruz.

*Cepas com resulta

b. Espécie ndo contemplada no kit, resultado



esperado Complexo M. fortuitum.

3.4. Andlise conjunta das verificacoes

c. Espécie ndo co

ntemplada no kit, resultado

3.4.1. A andlise conjunta das trés verificacdes revelou uma concordancia de 80% entre o kit GenoType
Mycobacterium® CM e o método de referéncia, o sequenciamento genético parcial de Sanger (Quadro 4).

Quadro 4 - Resumo do numero e percentual de testes concordantes
e discordantes entre o kit GenoType Mycobacterium® CM e o
sequenciamento genético parcial de Sanger.

N2 Concordantes (%) N2 Discordantes (%) Total
ATCC 11 (100%) 0 (0%) 11
19 ensaio 33 (79%) 9 (21%) 42
22 ensaio 24 (71%) 10 (29%) 34
Total 70 (80%) 17 (20%) 87
Fonte: CRPHF/ENSP/Fiocruz.

3.4.2. Ao analisar as espécies identificadas pelos dois métodos, observou-se que as discordancias ocorrem
com maior frequéncia quando o kit identifica M. intracellulare, M. interjectum, M. kansasii, M. mucogenicum,
M. scrofulaceum e M. chelonae (Quadro 5).

Quadro 5 - Concordancia

do kit GenoType

Mycobacterium® CM com o sequenciamento, com
base na espécie identificada no kit.

Micobactérias identificadas no kit GenoType

Concordancia do kit GenoType com

o sequenciamento

Concordantes Discordantes

M. abscessus 7

M. avium 4

M. chelonae 5 1
M. fortuitum 14 1
M. gordonae 3 0
M. interjectum 5 1
M. intracellulare 15 12
M. kansasii 2 1
M. malmoense 1 0
M. marinum 2 0
M. scrofulaceum 1 2
M. szulgai 1

M. xenopi 2

Total Geral 62 18

4.

Fonte:

ORIENTACOES PARA LIBERACAO DE RESULTADOS

4.1.Considerando as discordancias observadas entre o kit GenoType Mycobacterium® CM e o
sequenciamento genético parcial de Sanger, especialmente para algumas espécies, a liberacao dos
resultados deve observar o nivel de identificacdo alcancado pelo teste e a necessidade de confirmacdo por
sequenciamento genético, conforme as orientacdes apresentadas no quadro a seguir.

CRPHF/ENSP/Fiocruz.



Uso Pretendido

Mesmo Perfil

Liberacao de Resultados

M. chelonae

M. immunogenum | M. mucogenicum/M.

phocaicum

Liberar M.sp e encaminhar para realizagao de

sequenciamento genético

Complexo M. abscessus

Liberar Complexo M. abscessus e encaminhar para
realizagao de Genotype NTM-DR ou sequenciamento

genético

Complexo M. fortuitum

Espécies deste Complexo

Liberar Complexo M. fortuitum e encaminhar para

realizacéo de sequenciamento genético

M. intracellulare

Espécies e/ou subespécies do Complexo M.

avium

Liberar Complexo M. avium e encaminhar para

realizagdo de sequenciamento genético

M. scrofulaceum

M. paraffinicum, M. parascrofulaceum

Liberar M.sp e encaminhar para realizagao de

sequenciamento genético

M. malmoense

M. haemophilum, M. palustre, M.
nebraskense

Liberar M.sp e encaminhar para realizagao de

sequenciamento genético

M. marinum |/ M. ulcerans

Ndo sao diferenciadas

Liberar M. marinum | M. ulcerans e encaminhar para

realizacdo de sequenciamento genético

Fonte: CRPHF/ENSP/Fiocruz.
4.2.Caso haja impossibilidade do LACEN realizar o sequenciamento genético, as cepas deverdao ser
encaminhadas para os Laboratérios de Referéncia Regional ou Nacional.

5. CONSIDERACOES FINAIS

5.1. A verificacdo demonstrou excelente desempenho em cepas ATCC (concordancia de 100%) e bom
desempenho em amostras de rotina e do banco de cepas do CRPHF, com concordancia global de
aproximadamente 80% (70/87) em relacdo ao sequenciamento genético parcial de Sanger.

5.2. As discordancias concentraram-se majoritariamente (aproximadamente 70%) em cepas identificadas
como M. intracellulare pelo kit GenoType Mycobacterium® CM, além de divergéncias pontuais envolvendo
M. kansasii, M. scrofulaceum, M. chelonae, M. mucogenicum e M. interjectum.

5.3. Especialmente para essas cepas que apresentam maior frequéncia de discordancia, é mais adequado
que o kit GenoType Mycobacterium® CM seja usado como ferramenta inicial de identificacao rdpida para as
espécies cobertas no escopo do kit.

5.4. Assim, devem seguir para confirmacdo diagndstica (sequenciamento) os resultados criticos ou
clinicamente inesperados e quando a cepa identificada no kit for de maior frequéncia de discordancia.

5.5. E recomendavel que a rede mantenha fluxo aos laboratérios de referéncia para casos duvidosos, bem
como programas de capacitacdao continua das equipes sobre o painel de deteccdo, limitacdes de bula e
interpretagao de bandas.

5.6. Em sintese, o uso combinado do kit GenoType Mycobacterium® CM e do sequenciamento genético
parcial de Sanger fortalece a acuracia diagndstica e a padronizacdo na rede, equilibrando agilidade
operacional com robustez analitica.
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