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1 Revisao da Literatura




1.1 Epidemiologia

A tuberculose € um grave problema de Saude Publica, intimamente ligada a
pobreza, as mas condi¢cdes de moradia e alimentacdo, associada frequentemente a
problemas sociais como alcoolismo e uso de drogas. O estigma causado pela doenca
permanece até os dias atuais e de certa forma influencia a dificuldade de adeséo ao
tratamento do doente e de seus contatos (San Pedro, Oliveira, 2013).

Em 1993 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) declarou a tuberculose como
uma emergéncia mundial devido ao recrudescimento da doenca principalmente nos
paises desenvolvidos e estimou que um terco da populacdo mundial estivesse
infectada pelo M. tuberculosis e em risco de desenvolver a doenca (Ministério da
Saude, 2011).

Nesse sentido, o surgimento da infeccéo pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) e dos focos de tuberculose multirresistente no mundo em muito contribuiram para
agravar ainda mais a situacdo da doenca (Zar, Udwadia, 2013).

A relevancia da sua magnitude pode ser evidenciada pela estimativa realizada em
2012 pela OMS que refere 8,6 milhdes de casos novos de tuberculose com 1,3 milhdes
de mortes no mundo. Do total de casos, 13% foram associados a infeccdo pelo HIV,
com 320 mil mortes. Além disso, a estimativa de tuberculose multirresistente (MDR-
TB) no mundo foi de 540 mil casos, com 170 mil mortes. (World Health Organization,
2013).

Por muitos anos, a prevencado, o diagnéstico e o tratamento da tuberculose na
crianca foram negligenciados. Por ser pouco importante na cadeia de transmissao,
devido a natureza paucibacilar da doenca, a maior atencdo foi dada a deteccdo e
tratamento dos casos contagiosos que, em sua maioria, ocorrem nos adultos. A

estratégia “Stop TB”, langada pela OMS em 2006, incluiu a detecgéo e tratamento de



casos de tuberculose em grupos vulneraveis ou de alto risco, tais como criancas (World
Health Organization, 2012).

A estimativa da carga global da tuberculose na crianca, no ano de 2012 foi de 530
mil novos casos e 74 mil mortes em criancas nao infectadas pelo HIV, representando
cerca de 6% da carga global da tuberculose (8,6 milhdes) (World Health Organization,
2013). A estimativa de areas endémicas sugere que a tuberculose na crianga ocorra
numa proporcao mais alta, de 10% a 15% (Marais et al., 2013).

Nos ultimos anos, a incidéncia de tuberculose no mundo tem diminuido,
apresentando uma taxa de declinio de 2,2% entre 2010 e 2011. A taxa de mortalidade
também teve queda de 41% desde 1990 e o mundo esta caminhando para atingir 0s
objetivos do plano Stop TB da OMS, que seriam reduzir a prevaléncia e as mortes em
50% até 2015 em relacédo aos niveis de 1990 e eliminar a tuberculose como problema
de Saude Publica até 2050. Esta eliminacdo € definida como uma reducdo da
incidéncia global de casos de tuberculose ativa para menos de 1 caso/milhdo da
populacao/ano (World Health Organization, 2012).

Apesar de o Brasil estar incluido entre os 22 paises responsaveis por 80% dos
casos de tuberculose no mundo, nos ultimos 15 anos, observou-se também em nosso
meio uma queda de 26% na incidéncia e de 32% na mortalidade por tuberculose
(Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia, 2009). Esta reducd&o ocorreu
principalmente a partir da implementacdo da estratégia do tratamento diretamente
observado (DOTS) em 1999.

Anualmente sao notificados no Brasil aproximadamente 85 mil casos de
tuberculose. Destes, 70.047 foram casos novos em 2012, o que equivale ao coeficiente

de incidéncia de 36,1/100.000 habitantes (Ministério da Saude, 2013a).



A OMS divulgou em 2012 que o Brasil ja alcancou a meta de reduzir pela metade
a taxa de mortalidade por tuberculose quando comparada a 1990. Em 2010, o numero
de 6bitos foi de 4.659 e o coeficiente de mortalidade, de 2,4 0bitos/100.000 habitantes
(Ministério da Saude, 2013a).

A taxa de incidéncia de tuberculose no Brasil varia por regiées, e nos ultimos anos
€ de aproximadamente 30 casos/100mil habitantes nas regides Sul e Centro-Oeste e
50 casos/100 mil habitantes nas regides Norte, Nordeste e Sudeste (Sociedade de
Pneumologia e Tisiologia, 2009). Segundo a nova classificacdo da OMS para a
epidemia de tuberculose, o Brasil ndo possui mais uma epidemia generalizada, mas
uma epidemia concentrada em algumas populagdes, tais como as pessoas que vivem
em situacdo de rua, os privados de liberdade, a populacédo indigena e aqueles que
vivem com o HIV (Ministério da Saude, 2013a).

As metas internacionais estabelecidas pela OMS e pactuadas pelo governo
brasileiro sdo de detectar 70% dos casos de tuberculose estimados e curar 85%
destes. No Brasil a proporcéo de cura estimada dos casos novos baciliferos foi de 71,6
% em 2011 (Ministério da Saude, 2013a).

Em relacdo a resisténcia aos farmacos para tuberculose, houve no nosso pais,
um aumento da resisténcia primaria a isoniazida de 4,4% para 6,0% e da resisténcia
primdria a isoniazida associada a rifampicina de 1,1% para 1,4% do | para o Il Inquérito
Nacional sobre Resisténcia aos Farmacos anti-Tuberculose realizados nos periodos de

1995-1997 e 2007-2008, respectivamente (Ministério da Saude, 2008).

1.2 Transmissao

A infeccdo tuberculosa ocorre através do contato intimo e prolongado com o

doente com tuberculose pulmonar bacilifera, que elimina, através da tosse e espirros,



grande numero de particulas infectantes que se tornam aerossois e sdo inaladas pelos
contatos. O risco de um individuo se tornar infectado depende da carga e da viruléncia
do bacilo, da duracéo e proximidade do contato e da suscetibilidade do individuo (Fox
et al., 2013).

A investigacdo de contatos é considerada uma estratégia obrigatéria nos
programas de controle da tuberculose. Esta avaliacdo é feita de forma rotineira nos
paises de alta renda com baixa incidéncia da doenca visando a deteccdo precoce dos
casos e da infeccédo latente (Davies, 2002).

Os individuos portadores da forma latente da tuberculose representam um grande
obstaculo ao controle e a eliminacdo da doenca, pois funcionam como verdadeiros
reservatérios do M. tuberculosis, podendo progredir para doenca ou sofrer reativacéo
no futuro (Ministério da Saude, 2011).

Metanalise recente avaliou a prevaléncia da tuberculose doenca, da infeccao
latente e a subsequente incidéncia anual de tuberculose até cinco anos apés o contato,
domiciliar ou ndo, com tuberculose, em locais de alta, média e baixa renda em varios
grupos de risco (Fox et al, 2013).

Em 95 estudos realizados em locais de baixa e média renda (Africa do Sul,
Nigéria, Kénia, Paquistdo, Turquia, Malawi, Gambia, Ird, Uganda, Senegal, Zimbabue,
Laos, Tailandia, india, Filipinas, Nepal, China, Coldmbia, Republica Democratica do
Congo, Brasil), a prevaléncia de tuberculose ativa entre os contatos foi de 3,1%, e a de
infeccdo latente, de 51,5%. Ja em 108 estudos realizados em locais de alta renda, as
prevaléncias de tuberculose ativa e de infeccdo latente entre os contatos foram de
1,4% e de 28,1%, respectivamente (Fox et al., 2013).

Ha um crescente interesse na melhora da investigacdo de contatos em areas com

recursos limitados. No Brasil, a porcentagem de contatos examinados entre 0s casos



novos de tuberculose bacilifera em 2012 foi de 51,6%; no Estado de S&o Paulo, ela foi
de 69,2% (Ministério da Saude, 2013b).

A pesquisa da infeccdo tuberculosa em criangcas em contato com adultos
baciliferos € uma das ac¢des de controle da tuberculose de grande relevancia e simples
de ser efetuada. A OMS recomenda que a investigacdo de contato seja feita em duas
populacdes de risco: criangas menores de cinco anos e pessoas vivendo com HIV ou
de alto risco para infeccdo pelo HIV (World Health Organization, 2007b).

Criancas expostas a adultos com tuberculose bacilifera apresentam alto risco de
infeccdo quando avaliadas através da prova tuberculinica, com taxas que variam de
30% a 50% em paises com alta endemicidade da doenca. (Almeida et al, 2001; Maciel
et al.,, 2009). Porcentagens um pouco maiores sdo observadas quando a prova
tuberculinica € associada a outros testes mais recentemente utilizados para o
diagnéstico de tuberculose (Nakaoka et al., 2006; Okada et al., 2008).

Estudo brasileiro recente comparou o0s aspectos clinicos, radiolégicos e
laboratoriais de uma coorte de criancas menores de 15 anos contatos domiciliares de
tuberculose pulmonar com cultura positiva. O grupo denominado exposto era contato
de casos com baciloscopia e cultura positiva e 0 grupo ndo exposto era contato de
casos com baciloscopia negativa e cultura positiva. A prova tuberculinica foi positiva
em 38% dos casos no grupo exposto e em 18% da amostra do grupo nao exposto,
demonstrando que criangcas em contato com adultos baciliferos possuiam um risco 2,8
vezes maior de serem infectadas do que as que eram contatos de adultos com
baciloscopia negativa. Neste estudo, a prova tuberculinica foi definida como reatora
quando a enduragao era =2 10mm nos vacinados ha mais de 2 anos e =2 15mm, nos

vacinados ha menos de 2 anos (Maciel et al., 2009).



Além da alta taxa de infeccdo na crianca, a idade € um fator de risco para
progressdo da doenca e os sintomas de adoecimento na grande maioria das vezes
aparecem dentro do primeiro ano apés a infeccao primaria (Marais et al., 2004, Marais
et al., 2006).

De fato, no estudo acima relatado, o adoecimento ocorreu em 5 de 99 criancas
do grupo exposto (5%) (todas com forma pulmonar) e em nenhuma das 56 do grupo
nao exposto. Vale ressaltar que as criancas que adoeceram o fizeram nos primeiros 4
meses apos a identificacdo do caso indice. Além disso, quanto maior a carga bacilar do
caso indice, maior é a chance de seus contatos virem a se infectar. Com a investigacao
dos contatos, foi possivel o diagnéstico de tuberculose pulmonar confirmada
microbiologicamente nas 5 de 155 criancas (3,2% da amostra total) (Maciel et al.,
2009).

Na histéria natural da doenca, sabe-se que a infec¢do primaria antes dos dois
anos de idade frequentemente progride para doenca dentro dos primeiros doze meses,
atingindo 50% dos menores de 1 ano (Marais et al., 2004). Este risco diminui com a
idade, chegando ao nadir na faixa etaria dos 5 a 10 anos. Durante a adolescéncia,
entre 15 e 19 anos, volta a subir, com um segundo pico de ocorréncia dos 20 aos 30
anos (Donald et al., 2010). Além da idade, fatores associados a alteracdo de imunidade
podem interferir na evolucao para doenca. Assim, o risco de adoecimento, que € de
10% durante toda a vida na populacdo néo infectada pelo HIV, passa para o risco de
adoecimento de mais de 10% ao ano nos individuos infectados pelo HIV (Lawn, Wood,
Wilkinson, 2011). Outro aspecto importante € a diversidade de manifestacdes nestes
individuos, que vai desde formas subclinicas de doenca ativa, que se tornam aparentes

com a instituicdo da terapia antirretroviral e a melhora da situacdo imunolégica, até



uma maior frequéncia de formas extrapulmonares e disseminadas (Lawn, Wood,

Wilkinson, 2011).

1.3 Imunopatogénese

A interacdo entre o M. tuberculosis e o hospedeiro é complexa e o entendimento
da patogénese e da resposta imune durante a infec¢cdo tém aumentado nos ultimos
anos (Teixeira et al. 2007; Dheda et al., 2010; Ottenhoff, 2011; Walzl et al., 2011).

Nem todos os individuos expostos ao M. tuberculosis se tornam infectados,
sugerindo fortemente que a eliminagcdo da bactéria pela imunidade inata possa ocorrer.
Dez a 20% dos individuos expostos permanecem nao reatores na prova tuberculinica e
ndo desenvolvem a doenca a despeito de alta intensidade de exposi¢cdo e provavel
infeccdo (Dheda et al., 2010).

Quando ocorre a infec¢do, na maioria das vezes o patdgeno € contido através de
mecanismos da imunidade adaptativa, que envolvem diferentes popula¢es de células
T. Somente cerca de 10% dos infectados irdo progredir para doenca ativa durante a
vida.

O M. tuberculosis tem mecanismos de sobrevivéncia no organismo humano,
podendo permanecer clinicamente no estado inativo. Entretanto, esta situacdo s6 é
possivel devido a uma constante atuacdo do sistema imune, que previne a replicacéo
ativa, mas falha em erradicar a bactéria. (Walzl et al., 2011). Assim, qualquer
diminuicdo na imunidade do hospedeiro pode resultar em doenca clinica. Os
mecanismos que determinam a evolucdo apOs a exposicdo ao M. tuberculosis
permanecem nao esclarecidos.

A visdo tradicional da infeccédo pelo M. tuberculosis como tendo um aspecto de

dois polos distintos como “forma latente e doencga ativa” tem sido substituida por um



modelo de um espectro continuo e dindmico que vai da forma latente a de doenca ativa
e disseminada, passando por diversas outras situacfes clinicas na dependéncia da
interacéo entre o hospedeiro e patdgeno (Lawn, Wood, Wilkinson, 2011).

Nas fases iniciais da infeccdo, os componentes do bacilo interagem com varios
receptores na superficie das células apresentadoras de antigenos do trato respiratorio,
incluindo macréfagos e células dendriticas, que acabam por fagocita-lo. Uma vez
dentro do fagossomo, a acdo das enzimas lisossomais leva a morte de muitos bacilos.
O M. tuberculosis tem a capacidade de atuar no fagossomo e pode com isso evadir-se
para o citoplasma da célula. A ativacdo macrofagica é fundamental para que haja a
morte ou interrupcdo da replicacdo da micobactéria. Nesse processo de ativacdo atua o
eixo interleucina-12 (IL-12)-interferon-gama (IFN-gama), que permite a interacdo entre
as células NK/células T com os macrofagos/células dendriticas. Além disso, a producao
de TNF-alfa € fundamental para a contencédo do bacilo, conforme descrito mais adiante
(Walzl et al., 2011).

A micobactéria pode também evadir-se do sistema imune através de outros
mecanismos, tais como inibicdo da autofagia, da apoptose do fagocito, do receptor de
IFN-gama,do processamento e da apresentacdo de seus epitopos pelas células
apresentadora de antigenos, bem como remocdo de reativos de oxigénio e
intermediarios de nitrogénio (Ottenhof, 2012).

Vale lembrar que, na interacdo da micobactéria com o0s varios receptores dos
macréfagos, a ativacdo do Toll-like receptor (TLR) determina a conversao da pro-
vitamina D em sua forma ativa 1,25-diidroxi-vitamina D (1,25(OH),D) e leva a inducéo
de catelicidina e B-defensinas, o que contribui para a destruicdo intracelular da

micobactéria (Dheda,K et al., 2010). Sugere-se também que a acdo da vitamina D
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possa depender da presenca de IFN-gama, e assim determinar a resposta imune
adaptativa (Battersby, Kampmann, Burl, 2012).

ApoOs a fagocitose, os macrofagos e células dendriticas migram até os linfonodos
regionais e ali ocorre a apresentacao de antigenos dos bacilos as células T naive no
contexto de moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC).

Esta migracdo para o linfonodo pode demorar até duas ou trés semanas, 0 que
permite ao M. tuberculosis se multiplicar livremente antes que a imunidade adaptativa
seja estimulada para controlar a infeccao (Ottenhof, 2012).

A apresentacéo de antigenos especificos do M. tuberculosis via MHC classe Il as
células T CD4+ aciona células que expressam receptor de células T (TCR) especifico
ao antigeno do complexo MHC-TB e leva a diferenciagdo em células CD4+ T helper
efetoras e células de memdria. As células diferenciadas em T efetoras migram ao local
de infec¢cdo, onde acionam uma resposta Thl, com a producdo de IFN-gama e TNF-
alfa. As células T de memdéria permanecem no linfonodo, mantendo memodria
imunoldgica da infeccao tuberculosa por longo tempo. A habilidade das células T CD4+
em produzir IFN-gama e assim, ativar os fagdcitos e permitir a contencdo do patégeno
intracelular, € essencial para o controle da infeccéo.

Simultaneamente, ocorre a apresentacdo de antigeno via MHC classe | aos
linfécitos T CD8+, levando a diferenciacdo de células T especificas para o M.
tuberculosis. Estas células T CD8+ podem modular a atividade fagocitica, assim como
produzir granulisinas, que podem ser diretamente citotoxicas para a micobactéria.

Também ocorre ativagao de outras células T CD4+ como as Thl7, que sao proé-
inflamatorias e produzem IL-17F, IL-17A, TNF, IL-22 e, em alguns casos, IFN-gama.
Estas células primariamente apresentam atividade imunoldgica contra bactérias

extracelulares e fungos, particularmente em superficies mucosas, e recentemente
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sugeriu-se que que contribuam para a defesa contra o M. tuberculosis, principalmente
na fase precoce da imunidade adaptativa (Ottenhof, 2012).

IL-17 também é produzida por células T gama-delta, uma populacdo de células
com propriedades tanto da imunidade inata como da adaptativa e que agem na fase
precoce da infeccdo (Ottenhof, 2012).

Além desses, outros tipos de células que participam na defesa contra a infeccéo
tuberculosa sdo as células NK, células B e neutrofilos.

Ao mesmo tempo em que ocorre a fagocitose de micobactérias, novos
macrofagos vao sendo recrutados ao local de infeccdo durante a resposta inata,
formando um infiltrado celular que se transforma em granuloma primario. Ao contrario
do que se pensava, 0s granulomas sédo dinamicos, sendo possivel que as células do
hospedeiro entrem e saiam rapidamente. Quando a resposta adaptativa comeca, as
células T especificas também se infiltram no granuloma, levando a formacdo de
grandes e organizadas estruturas em que o bacilo e os macréfagos ficam em regifes
mais centrais e as células T, mais na sua periferia (Ehlers, Schaible, 2013;
Ottenhof,2012).

Essa resposta do hospedeiro € considerada de protecdo, pois ela localiza e
mantém a infec¢do in situ. O TNF-alfa tem um importante papel na formacéo e também
na manutencdo do granuloma organizado. Se o controle local da inflamacao nao é
balanceado, desenvolve-se a necrose caseosa, 0 que facilita a multiplicacéo
extracelular do bacilo. Quando granulomas com necrose se liquefazem e se inicia dano
na parede da via aérea, grande numero de bacilos pode ser eliminado neste local e ser

transmitidos pelos aerossois.
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Embora a resposta imune ao M. tuberculosis com formacéo de granulomas seja
um instrumento de contencéo do bacilo, ela também beneficia o patdégeno, permitindo a
sua sobrevida, propagacdao e transmissao (Ehlers, Schaible, 2013; Ottenhof, 2012).

O M. tuberculosis também induz a ativacdo e expanséo de células T regulatérias
(Treg) que exercem funcéo antiinflamatoéria através de secrecdo de citocinas como IL-
10, TGF-beta e CCL4, o que inibe o inicio da imunidade adaptativa ao M. tuberculosis.
Por outro lado, as células Treg tém um importante papel na manutencdo da
homeostase imunologica por prevenirem a inflamacédo excessiva e autoimunidade
(Ottenhoff, 2012).

Lactentes infectados tém a probabilidade de 5 a 10 vezes maior de
desenvolvimento da doenca ativa que o adulto e tém altas taxas de doenca
disseminada, incluindo tuberculose miliar e meningea. Isto porque seu sistema imune
tem dificuldade em desenvolver rapidamente uma resposta imune adaptativa a
tuberculose. Apresentam menor numero de macréfagos, neutréfilos e células
dendriticas, com reduzida capacidade de producao de citocinas pré-inflamatérias como
TNF, IL-1 e IL-12 e aumentada capacidade de producéo da citocina antiinflamatoria IL-
10. Também apresentam déficit quimiotatico, o que prejudica seu recrutamento de
células ao sitio de infec¢do, o que retarda a chegada de células apresentadoras de
antigenos ao linfonodo. Mesmo apds a ativagcdo das células T, a expansao da célula T
efetora € lenta devido a propensédo do lactente de induzir uma resposta Treg. Além
disso, as células T dos lactentes tém diminuida producéo de citocinas Th1l, incluindo o
IFN-gama (Vanden Driessche et al., 2013).

Segundo os autores deste artigo de revisdo, a tuberculose € uma doenca
diferente em lactentes e em criangcas maiores e adultos. Nestes ultimos, a doenca é

causada por uma inapropriada e excessiva resposta inflamatéria a infec¢éo, enquanto
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gue na tuberculose do lactente a doenca ocorre devido a uma resposta inflamatéria

inadequada (Vanden Driessche et al., 2013).

1.4 Diagnostico dainfeccéo tuberculosa latente

A importancia do diagnostico da infeccdo assintomética baseia-se na
possibilidade do tratamento da tuberculose latente (Amanatidou et al., 2011; Smieja et
al. 2000), tratamento esse que confere protecao contra o adoecimento em 60% a 90%
dos casos nos diversos grupos de risco (Ministério da Satde, 2010). E bem aceito que
para diminuir a incidéncia de tuberculose ativa em locais de baixa incidéncia, 0s
individuos com tuberculose latente tém que ser identificados e tratados (Lighter et al.,
2009, Norbis et al., 2013).

O tratamento da tuberculose latente no Brasil est4 indicado, além de outras
situacbes, (Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia, 2009; Ministério da
Saude, 2010), para todos os adolescentes saudaveis menores de 15 anos, contatos
recentes de tuberculose bacilifera, com prova tuberculinica = 5mm para os vacinados
com BCG ha mais de 2 anos e 210mm para os vacinados com BCG ha menos de 2

anos (Cailleaux-Cezar et al., 2009).

1.4.1 Provatuberculinica

Por muito tempo o diagnostico de tuberculose latente foi definido exclusivamente
através da reatividade da prova tuberculinica em pessoas assintométicas, isto €, sem
evidéncia de doenca ativa, expostas ao doente com tuberculose (Lalvani, Pareek,
2010). A utilidade da prova tuberculinica € que ele detecta a resposta cutadnea da
reacao de hipersensibilidade tardia ao derivado proteico purificado (PPD), uma mistura

heterogénea de mais de 200 proteinas do M. tuberculosis, que apresenta similaridade
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com antigenos da BCG e de outras micobactérias do meio (Withworth et al., 2013). Na
prova tuberculinica, as células T sensibilizadas por infeccdo prévia sdo recrutadas
para a pele onde a tuberculina foi injetada e liberam citocinas. As citocinas identificadas
na reacdo do teste tuberculinico sdo IL-4, IFN-gama, TNF-alfa, IL-10, IL-2, e fator
estimulador de granuldcitos (Lighter et al., 2009). O resultado € uma enduracao da pele
no local decorrente da vasodilatacdo, edema, depdsito de fibrina e recrutamento de
outras células inflamatérias para a area.

Entretanto, € bem conhecido que a prova tuberculinica apresenta limitacoes, tais
como erros que possam ocorrer na administracdo do PPD e na interpretacdo dos
resultados (Ministério da Saude, 2011). Além disso, tem baixa especificidade, pois os
antigenos do PPD apresentam reatividade cruzada com a vacina BCG e também com
as micobactérias nao tuberculosas do meio ambiente (Andersen et al., 2000). Assim,
pode ocorrer tratamento de tuberculose latente em individuos que ndo séao
verdadeiramente infectados.

A prova tuberculinica também apresenta baixa sensibilidade nos individuos
imunodeprimidos (infectados pelo HIV, em uso de altas doses de corticosteroides ou de
outras drogas imunossupressoras), nos infectados recentemente e em criancas,
principalmente as de baixa idade, que sdo justamente os grupos de alto risco para
progressao da doenca (Withworth et al., 2013). Ha ainda a necessidade do retorno do
paciente em 48 a 72 horas para a leitura do resultado e também o inconveniente dos

sucessivos estimulos ao sistema imune em casos de dosagens frequentes.

1.4.2 Ensaios de liberagdo de interferon-gama

Um grande avanc¢o no diagnostico da tuberculose latente nos ultimos anos foi 0

desenvolvimento de testes imunoldgicos de liberacdo de IFN-gama (IGRAs - Interferon
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gamma release assays). Eles se baseiam no conceito que células T de memoria de
individuos previamente sensibilizadas pelos antigenos do M. tuberculosis liberam IFN-
gama quando reestimuladas com antigenos especificos do M. tuberculosis.

Estes testes foram desenvolvidos na tentativa de substituir a prova tuberculinica,
pois sdo feitos ex vivo, isto €, através da cultura em laboratério de células
mononucleares do sangue periférico na presenca de antigenos do M. tuberculosis
(Lalvani et al., 2001; Lalvani, 2007).

Os antigenos utilizados sdo o “Early Secreted Antigenic Target 6” (ESAT-6) e o
“Culture Filtrate Protein 10” (CFP-10). Estas duas proteinas, altamente antigénicas, sao
codificadas por genes da regido de diferenca 1 nas micobactérias patogénicas do
complexo M. tuberculosis, como M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum (Andersen et
al., 2000) e sdo secretadas em grande quantidade quando cultivadas in vitro ou quando
infectam o hospedeiro. Tais moléculas parecem ter importancia em certos estagios do
crescimento da micobactéria e Sdo necessarias a sua sobrevivéncia no meio
intracelular (Teixeira, Abramo, Munk, 2007). Devido a auséncia da regido de diferenca
1 e, portanto, destas proteinas na cepa vacinal do M. bovis, estes testes néo
apresentam resultado falso positivo em individuos vacinados com BCG (Andersen et al.
2000; Lalvani, 2007).Também ha auséncia desta regido de diferenca 1 na maioria das
micobactérias ndo tuberculosas (exceto para M. szulgai, M. kansasii e M. marinum), de
modo que a resposta ndo é confundida com uma resposta imune a vacinacao anterior
com BCG prévio e nem com uma resposta a micobactérias do meio. Isso garante
grande especificidade ao teste (Andersen et al., 2000; Lalvani, 2007).

Além desta, outras vantagens apresentadas por esses testes sdo a possibilidade

de realizad-los numa Unica visita, o desenvolvimento in vitro, que ndo promove um
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segundo desafio para o sistema imune do individuo, e a possibilidade do fornecimento
do resultado em 24 horas (Lalvani, 2007).

Dois testes sdo comercialmente disponiveis atualmente: o T-SPOT.TB® (Oxford
Immunotec, Oxford, UK), que usa o ESAT-6 e o CFP-10 como antigenos e esta
disponibilizado na Europa desde 2004 e o QuantiFERON-TB Gold® (Cellestis,
Carnegie, Australia), disponivel desde 2007, (QuantiFERON Gold modificado,
denominado QuantiFERON TB Gold in-Tube®)(QFT-IT), que utiliza 3 antigenos: ESAT-
6, CFP-10 e TB 7.7. Ambos foram submetidos a rigorosa validacéo clinica em estudos
prospectivos em larga escala e foram aprovados por agéncias fiscalizadoras de varios
paises, entre eles os Estados Unidos (Oxford Immunotec, 2013).

Esses novos testes, da mesma forma que a prova tuberculinica, ndo distinguem a
tuberculose infeccdo da tuberculose doenca.

A comparacdo do desempenho diagndstico desses testes laboratoriais e da
prova tuberculinica é prejudicada pela falta de um teste de referéncia padrdo ouro
(“gold standard”) para tuberculose latente, o que torna impossivel medir diretamente
sua sensibilidade e especificidade (Lalvani, Pareek, 2010)

Para avaliacdo de sensibilidade sdo utilizados correlatos como o grau de
exposicao aos doentes com tuberculose bacilifera, e a evolucdo para tuberculose ativa
apos o diagnéstico de tuberculose latente. Para avaliar a especificidade, utilizam-se os
marcadores como IGRA negativo em individuos saudaveis, vacinados com BCG, com
baixo risco de tuberculose infeccdo devido a auséncia de risco epidemiologico para
exposicdo tuberculosa (Lalvani, Pareek, 2010; Pai, Zwerling, Menzies, 2008). Muitos
estudos foram publicados sobre a acuracia, valor preditivo, custo efetividade, e

indicacdes dos IGRAs ap0s os testes se tornarem disponiveis comercialmente.
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Revisbes sistematicas sugeriram que o desempenho dos IGRAs diferia em locais
de alta e baixa prevaléncia de doenca e em locais com alta incidéncia de infeccéo pelo
HIV, com menor sensibilidade em locais com alta carga de doenca (World Health
Organization, 2011b). Em paises de baixa prevaléncia os IGRAs sdo tdo sensiveis
guanto a prova tuberculinica e mais especifico em individuos vacinados. Além disso,
eles correlacionam-se melhor com o gradiente de exposi¢cdo que o teste tuberculinico.
Ao contrario, em locais de alta prevaléncia de tuberculose, a sensibilidade dos IGRAs
(principalmente do QFT) € menor; a prova tuberculinica, apesar de menos especifica
nos vacinados, € mais sensivel que o IGRA na tuberculose ativa e correlaciona-se
melhor com a exposicao (Dheda et al., 2009).

Metanalise (Pai et al., 2008) avaliou o desempenho dos IGRAs para o diagnostico
de tuberculose latente em estudos de paises com alta carga e baixa carga de doenca.
Confirmou-se uma alta especificidade dos IGRAs (293%), especialmente do
QuantiFERON-TB Gold e QuantiFERON-TB Gold in-Tube, que ndo € alterada pela
vacina BCG, enquanto que para a prova tuberculinica a especificidade foi baixa em
vacinados e variavel em ndo vacinados. Estes estudos para avaliar especificidade
incluiram somente adultos e nenhum deles comparou a prova tuberculinica e IGRAs
em populacéo vacinada somente ao nascer, situacdo em que a especificidade da prova
tuberculinica é mais alta.

A sensibilidade global do T-SPOT.TB (90%) foi maior que os dois ensaios de
QuantiFERON (Gold 78% e Gold in-Tube 70%), mas esses dados tém que ser
cuidadosamente interpretados, pois nao foi feita comparacdo dos diversos testes
realizados num mesmo grupo de individuos. A sensibilidade da prova tuberculinica foi

mais dificil de interpretar devido a heterogeneidade dos dados, mas a sensibilidade
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global estimada foi de 77%, sugerindo sensibilidade semelhante ao QuantiFERON e
menor que a do ELISpot.

Os primeiros estudos avaliaram o desempenho dos IGRAs em diferentes cenarios
e a grande questédo era se eles poderiam substituir a prova tuberculinica no diagnostico
de tuberculose latente (Okada et al., 2008; Hill et al., 2006; Diel et al., 2009).

Atualmente os estudos discutem o uso combinado da prova tuberculinica com
os IGRAs para aumentar a sensibilidade diagndstica da tuberculose na crianca
(Chiapini et al., 2012, Tsolia et al., 2010; Bamford et al., 2010; Adetifa et al., 2010;
Yassin et al., 2012).

Adetifa et al. 2010, empregando a prova tuberculinica, T-SPOT.TB e QFT-IT em

criancas contatos recentes de tuberculose bacilifera, verificaram que os trés testes
tiveram desempenho semelhante para diagnosticar a infeccéo latente e um beneficio
de 10% na sensibilidade quando o IGRA foi associado a prova tuberculinica, mas com
uma perda na especificidade em torno de 10%.
Estudo empregando trés testes consecutivos - prova tuberculinica, QFT e IP10-
(interferon-gama indutor de proteina 10) detectou um numero maior de criancas
classificadas como infectadas e esse aumento foi associado com a carga bacilar do
caso indice (Yassin et al., 2012). O uso dos IGRAs em substituicdo a prova
tuberculinica ou como teste confirmatério deste em paises de alta renda tem reduzido o
namero de pessoas consideradas para tratamento preventivo sem risco significante de
tuberculose ativa subsequente (Mufioz, Santin, 2013).

Entretanto, estes resultados ndo se aplicam a paises de baixa renda com alta
carga de tuberculose como vistos nos estudos em Gambia (Hill et al., 2008) e Africa do

Sul (Mahomed et al.,, 2011), concordando com as recomendacdes da OMS que
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desaconselha o uso de IGRAs para identificacdo de pessoas sob risco nesses locais
(OMS Police Statment, 2011b).

Uma das questdes que permanece nos dias atuais € o poder prognéstico dos
IGRAs em relacdo a prova tuberculinica em predizer o desenvolvimento da
tuberculose doenca (Abubakar et al., 2013).

Sabe-se que no adulto imunocompetente, o valor preditivo negativo dos IGRAs é
muito alto, principalmente quando usados em combinacdo com a prova tuberculinica
negativa (Diel et al., 2011a) porém dados em adultos imunodeprimidos e criangas séo
€scassos.

Diel et al. (2008) acompanharam por dezessete meses 601 contatos, sendo 53
contatos domiciliares menores de 15 anos, em local de baixa incidéncia de doenca e
avaliaram o valor prognostico da prova tuberculinica e QFT- IT para progressao de
doenca. Verificaram que entre os individuos que ndo haviam se submetido ao
tratamento, 14,6% dos que eram QFT positivos (6/41) e 2,3% (5/219) daqueles com
prova tuberculinica reatora progrediram para doenca, diferenca essa estatisticamente
significante. Os resultados sugerem que o QFT- IT foi altamente especifico e néo foi
afetado pelo estado vacinal com BCG.

Os mesmos autores continuaram recrutando contatos com tuberculose por mais
dois anos e a amostra chegou a 903 individuos, sendo 106 criancas com resultados
disponiveis de QFT e prova tuberculinica. Neste estudo houve uma taxa de progressao
para tuberculose doenga, nos nao tratados, de 28,6% (6 de 21 criangas com QFT- IT
positivo) e de 10,3% (13 de 126 adultos com QFT-IT positivo), diferenca
estatisticamente significante (Diel, et al., 2011b).

A taxa de progressao para quem apresentou QFT positivo foi maior em

comparacdo a da prova tuberculinica, independente do corte utilizado. Além disso, o
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IGRA teve um valor preditivo negativo maximo, isto €, de 410 individuos com teste
tuberculinico positivo e QFT negativo, nenhum progrediu para doenca (Diel et al.,
2011b).

Hill et al. (2008), em Gambia, acompanhando 2348 contatos domiciliares por 2
anos, concluiu que nem a prova tuberculinica nem o ELISpot tiveram valor progndstico
para evolucdo para doenca ativa. A razdo para esse resultado ndo foi clara, sendo
discutido que talvez por ser um local de alta endemicidade, a transmissdo da
tuberculose também ocorra fora de casa.

Bakir et al. (2008), na Turquia, foram os primeiros a avaliarem o valor preditivo do
IGRA em 908 criangas contatos recente de tuberculose acompanhados por 15 meses.
Criancas com ELISpot positivo apresentaram um risco 3 a 4 vezes maior de
desenvolver tuberculose ativa que aqueles com ELISpot negativo. A intensidade da
resposta do ELISpot ndo demonstrou diferenca estatisticamente significante entre os
casos incidentes e aqueles que nao desenvolveram tuberculose, mostrando que o
resultado positivo do ELISpot € progndstico mas a magnitude da resposta ndo aponta
para o risco de progressao. Neste aspecto, o ELISpot difere do que ocorre com a prova
tuberculinica, em que o tamanho da resposta se correlaciona com o0 risco de
subsequente progressao para doenca. Com a prova tuberculinica positiva, o risco de
progressao para tuberculose era de 2,7 mais alto do que para aquelas com prova
tuberculinica negativa. Neste estudo, a incidéncia de tuberculose nos contatos com
ELISpot positivo foi semelhante a daqueles com prova tuberculinica positiva, entretanto
a taxa de incidéncia deve ter sido subestimada porque grande proporcdo das criancas
receberam quimioprofilaxia.

Um grande numero de estudos para avaliar o desempenho dos IGRAs

comparados a prova tuberculinica foi publicado com resultados bastante variaveis
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guanto a concordancia. Os estudos diferem quanto a epidemiologia local (alta ou baixa
prevaléncia da doenca), a composicdo da amostra (idade, em geral com adultos ou
com pequeno numero de criangas, estado imunitario como infectados pelo HIV,
vacinados ou ndo com BCG, valor de corte da prova tuberculinica, tempo e grau de
exposicdo ao caso indice) quanto aos testes estudados (maioria sdo com a prova
tuberculinica e um IGRA comercial ou “in house”), quanto a situacdo em que estao
sendo comparados, ou seja, para diagnostico de tuberculose latente ou tuberculose
ativa. Portanto, a concordancia entre os testes é variavel, podendo ser de moderada a
alta ou mesmo apresentar baixa concordancia (Adetifa et al., 2010; Connell et al., 2008;
Hesseling et al., 2009; Tsolia et al., 2010).

Em estudos realizados em individuos contatos de tuberculose em paises com alta
prevaléncia de doenca, a concordancia entre os testes geralmente é boa. Em locais de
baixa prevaléncia de tuberculose, a concordancia depende do estado vacinal dos
participantes, sendo maior na populacdo ndo vacinada com BCG. Varios autores
reforcam a necessidade de estudos longitudinais para elucidar a significancia da
discordancia entre prova tuberculinica e IGRA (Connell et al., 2008, Dheda et al., 2009;
Diel etal., 2011b).

Em relacdo ao desempenho dos IGRAs em criancas, 0s estudos sdo em menor
namero e poucos sdo aqueles com amostra restrita a faixa etaria pediatrica (Nakaoka
et al., 2006; Okada et al., 2008; Bakir et al., 2008; Tsolia et al., 2010; Critselis et al.,
2012; Kampmann et al., 2009).

Kampmann et al. (2009), no Reino Unido, em estudo prospectivo, compararam o
desempenho dos dois IGRAs comerciais (QFT-IT e T-SPOT.TB) com a prova
tuberculinica, lado a lado, em criangcas com tuberculose ativa e tuberculose latente.

Para tuberculose ativa, comprovada por cultura, a sensibilidade da prova tuberculinica
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foi 83%, o do QFT- IT foi 80 % e T- SPOT.TB foi 58%. A concordancia entre os dois
IGRAS foi baixa (66,7%).

Na tuberculose latente a concordéancia entre os dois IGRAs foi alta, mas a
concordancia da prova tuberculinica com um ou outro IGRA foi moderada. Os IGRAs
podem ser usados na investigacdo de tuberculose latente, pois podem reduzir o
namero de criancas que recebem quimioprofilaxia. Neste estudo a vacina BCG néo
influenciou significantemente na proporcado dos testes positivos ou na concordancia
entre 0os IGRAs. De acordo com esses resultados o IGRA negativo ndo exclui a
tuberculose ativa, e ndo deve ser recomendado como Unica ferramenta para confirmar
ou descartar tuberculose ativa.

Esta conclusdo também foi encontrada por Nicol et al. em 2009, quando
avaliaram criancas de baixa idade, contatos de tuberculose pelo T-SPOT.TB, e
notaram uma grande propor¢édo de criangcas com evidéncia clinica e/ou microbiolégica
de tuberculose ativa com resultado negativo de T-SPOT.TB, chamando atencéo que a
sensibilidade deste pode estar prejudicada em criancas de baixa idade e que o T-
SPOT.TB nao deve ser usado para excluir tuberculose ativa.

A ocorréncia de resultados indeterminados dos IGRAs varia significantemente
entre os estudos com a porcentagem de 0 a 17% (Ling et al., 2011, Hesseling et al.,
2009) . Esse resultado também varia entre os testes em geral, sendo mais descrito
para o ELISA (QFT e QFT-IT) que para o ELISpot devido a baixa resposta ao
mitdbgeno, principalmente em criangas menores de 4 anos (Bergamini et al., 2009;
Banfield et al., 2012; Thomas et al., 2011) e imunocomprometidas (Ferrara et al., 2006;
Haustein et al., 2009). Ha estudos que discutem que o valor de corte principalmente

para o QFT deveria ser ajustado as criancas (Okada et al., 2008; Lighter et al., 2009).
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Critstelis et al. (2012), na Grécia, um pais de baixa endemicidade para
tuberculose, verificaram que embora a taxa de resultados indeterminados com o QFT-
IT foi mais alta entre criancas jovens (8,1%) do que para criancas maiores (2,7%) e
adolescentes (0,7%), os lactentes que tinham QFT-IT positivos produziam um mais
alto titulo de IFN-gama que as criancas mais velhas. A resposta qualitativa (positivo ou
negativo) do QFT-IT e também a quantidade de IFN-gama produzido nédo foi
adversamente afetada pela baixa idade entre as criancas avaliadas para tuberculose
latente. A concordéancia entre prova tuberculinica e QFT foi excelente em todas as
idades, principalmente nos ndo imunizados e no grupo de criangas com exposicao
conhecida a tuberculose. O resultado positivo para o QFT foi inversamente associado a
vacinacdo prévia pelo BCG. Sugeriu-se entdo que a BCG possa conferir protecdo
contra a infeccdo pelo M. tuberculosis, mas outros estudos avaliando a associacao
entre BCG e QFT devem ser realizados.

Algumas metanalises avaliaram o desempenho dos IGRAs em comparacao com a
prova tuberculinica para o diagndstico de tuberculose em criancas.

Mandalakas et al. (2011), incluiram 32 estudos em 18 paises, com 4122 criancas
com média de idade de 7,6 anos e concluiram que, para o diagnostico de tuberculose
ativa, a sensibilidade global de ambos os testes (IGRAs e TT) foi semelhante quando
avaliada em criancas com todas as categorias de tuberculose ativa. Encontraram
sensibilidade de 80% (IC 95%: 70%-90%) para a prova tuberculinica, 83% (IC 95%:
75%-92%) para 0 QFT, e 84% (IC 95%: 63%-100%) para o T-SPOT.TB. Com relacéo a
especificidade dos testes, encontraram para a prova tuberculinica a especificidade de
85% (IC 95%: 63%-100%), 91% (IC 95%:78%-100%) para o QFT e de 94% (IC 95%:
87%-100%) para o T- SPOT.TB Em analise estratificada, encontraram uma tendéncia

de menor sensibilidade em todos os testes em estudos com criangas menores que 5
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anos, porém o pequeno numero de estudos limitou a demonstracdo de significancia
estatistica. Esta revisdo encontrou que tanto a prova tuberculinica como os IGRAs
(QuantiFERON e T-SPOT.TB) tém precisao similar para o diagndstico de tuberculose
infeccéo e doenca na crianca.

Baseada na evidéncia gerada por essa revisdao, a OMS desencorajou o0 uso de
IGRAs para o diagnostico de tuberculose ativa e tuberculose infeccdo em criancas
vivendo em paises de baixa ou média renda.

Machingaidze et al. (2011) examinaram a literatura disponivel do uso do
QuantiFERON em criancas imunocompetentes para o diagnostico de tuberculose
latente e tuberculose doenca. Queriam analisar se 0 uso do QuantiFERON poderia
melhorar a precisdo diagndstica para infeccdo latente ou doenca na crianca. Foram
incluidos, nessa metanalise, 20 estudos na faixa etaria de 0 a 18 anos. Para infeccéo
latente, tanto em locais de alta ou baixa prevaléncia de doenca, houve maior
especificidade do QuantiFERON quando comparado a prova tuberculinica. Entretanto,
a sensibilidade do QuantiFERON foi variavel quando comparado a prova tuberculinica.
Na deteccao de tuberculose ativa, a sensibilidade do QuantiFERON né&o pareceu ser
significantemente melhor que a prova tuberculinica, principalmente em locais com alta
prevaléncia de doenca.

Sun et al. (2011), em metandlise avaliando estudos de 2000 a 2011, concluiram
que, no diagnéstico de tuberculose ativa na crianga, a prova tuberculinica e os IGRAs
tém sensibilidade similar (62% para o ELISpot, 70% para o QuantiFERON e 71% para
a prova tuberculinica). Em contraste, a especificidade dos IGRAs € muito maior que a
da prova tuberculinica, principalmente na crianca vacinada com BCG (90% para o
ELISpot,100% para o QuantiFERON e 56% para a prova tuberculinica em todos os

estudos e 49% em criangas vacinadas).
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Chiappini et al. (2012), em metanalise, encontraram resultados semelhantes aos
estudos acima mencionados. O desempenho dos IGRAs em criangcas ndo mostrou
melhor sensibilidade que a prova tuberculinica para diagnostico da tuberculose
infeccdo (74% para o T SPOT-TB e 79% para QFT-IT, e 82% para prova tuberculinica),
porém uma alta especificidade (96% T-SPOT.TB, 95% para QFT-IT e significantemente
menor para a prova tuberculinica (83%). Concluiram que os IGRAs se mostram
promissores para melhorar o diagnostico de tuberculose na infancia: IGRAs séo
sensiveis e mais especificos que a prova tuberculinica para distinguir a infeccao
tuberculosa de outras infeccBes por micobactérias ndo tuberculosas ou por prévia
vacinacdo com BCG.

Em metanalise recente, a alta especificidade do IGRAs em relacdo a prova
tuberculinica foi observada em locais de alta renda (97%-98% vs 92%) mas ndo em
paises de baixa renda (85%-93% VS 90%), portanto ndo demonstraram melhor
desempenho que a prova tuberculinica em paises de baixa renda (Sollai et al., 2014).

O quadro 1 resume as metanalises acima descritas.
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Quadro 1. Metandlises publicadas com estudos que analisaram o uso de IGRAs na

populacao pediatrica. PT: prova tuberculinica.

Autores, Ano

Caracteristicas

Sensibilidade

Especificidade

PT- 0,80 (IC 95%: 0,70-0,90)

PT -0,85 (1C95%:0,69-1,00)

Mandalakas et al. - 0/ -
32 estgdos QFT- 0,83 (IC 95%: 0,75-0,92) QFT 0,?1 (IC95 A)._0,78 1,00)
2011 4122 criangas T SPOT.TB- 0,84 (IC 95%:0,63- T-SPOT.TB-0,94
(7,6 anos) ' 1’ 00) 0% (IC95%: 0,87-1,00)
QFT-IT- 0,66 (1C95%:0,53-0,78)
Machingaidze et al. 20 estudos alta mc'(TCBéggf/S-So 370.73) QFT-IT:melhor especificidade
2011 3895 criancas baixa i _°' ; ' que TT para LBTI
(< 19 anos) aixa inc. TB: 0,70
(1C95%:0,53-0,84)
QFT-IT-1,00
16 estudos QFT-IT-0,70 (1C95%:0,65-0,75) (1C95%:0,84-1,00)
Sun et al.. 2011 508 com T-SPOT.TB- 0,62 (IC 95%: T-SPOT.TB-0,90

tuberculose
432 controles

0,57-0,67)
PT -0,71 (IC95%: 0,67-0,75)

(1C95%:0,86-0,93)
PT -0,56
(1C95%:0,50-0,61)

Chiappini et al.,
2012

11 estudos
sensibilidade
8 estudos
especificidade

QFT-IT- 0,79 (1C95%:0,70-0,89)
T SPOT.TB- 0,74 (IC95%:0,59-
0,90)

T PT -0,82 (IC 95%:0,72-0,93)

QFT-IT-0,95
(1C95%:0,93-0,97)
T-SPOT.TB-0,96
(1C95%:0,93-1,00)

PT -0,83 (IC95%:0,74-0,92)

Sollai et al., 2014

Global

31 estudos- QFT-

IT.

(6183 criancas)
14 estudos- T-
SPOT.TB
(2518 criancas)
34 estudos- TT
(6439 criancas)

Alta renda,estudos
microbiolégico +
QFT-IT-0,86(1C95%0,81-0,90)
T SPOT.TB- 0,79 (1C95%:0,69-
0,87)

PT -0,86 (1C95%:0,79-0,81)
Baixa renda, microbioldgico +
QFT- 0,66 (1C95%:0,55-0,76)
TSPOT.TB- 0,80 (1C95%:0,73-
0,86)

PT =0,74 (IC95%: 0,68-0,80)

Alta renda, global
QFT-IT-0,97(1C95%:0,96-0,98)
T-SPOT.TB-0,98(1C95%:0,96-

0,99)

PT -0,92(1C95%:0,89-0,93)
Baixa renda, global
QFT-IT-0,85(1C95%:0,82-0,88)
T-SPOT.TB-0,93(1C95%:0,87-
0,96)

PT -0,90(1C95%:0,87-0,92)

Tsolia et al. (2010) compararam o desempenho do QFT-IT com o da prova

tuberculinica para o diagnéstico de tuberculose em crianca. Verificaram excelente

concordancia entre os testes para os nao vacinados com BCG tanto para diagnoéstico

de tuberculose infeccdo como tuberculose doenca. Para os vacinados com BCG,

encontraram concordancia razoavel entre os testes em criangcas com tuberculose ativa

e pobre para os contatos de tuberculose. Resultados discordantes foram mais
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frequentes entre os vacinados, particularmente naqueles com menor probabilidade de
infeccdo. O QFT-IT foi comparavel com a prova tuberculinica no diagnéstico de
tuberculose doenca ou infeccéo latente em criancas com contato de tuberculose e tem
melhor especificidade.

Nos ultimos anos foram publicadas varias diretrizes quanto ao emprego dos
IGRAs para diagnostico de tuberculose infeccdo, com grande diversidade nas
recomendacdes. De modo geral, a recomendacao de utilizar os IGRAs tem aumentado
em paises com baixa incidéncia de doenca. Em locais de alta incidéncia, com recursos
escassos, a prova tuberculinica permanece o preferencialmente indicado, pois ndo ha
forte evidéncia que o IGRA seja superior a esta (Denkinger, Dheda, Pai, 2011).

Em relacdo a avaliacdo de criangcas com contato com tuberculose, muitas
diretrizes orientam usar a prova tuberculinica sozinha (OMS, Centro Europeu de
Controle de Doencas (ECDC), Brasil, Suica, Franca) ou somente para criancas
menores de 5 anos (Canad4, Japao, Irlanda, o Centro de Controle de Doencas (CDC)
de Atlanta e a Academia Americana de Pediatria (AAP). Outras diretrizes recomendam
prova tuberculinica associado ao IGRA, se prova tuberculinica € positiva,
especialmente para criancas vacinadas com BCG (Alemanha, Italia, Espanha, Arabia
Saudita, Holanda e Bulgaria) (Denkinger, Dheda, Pai, 2011).

Algumas diretrizes limitam esta recomendacao para criangas maiores de 5 anos
(Canad4, Japdo, Portugal, Reino Unido, Irlanda e AAP). A AAP embora dé preferéncia
ao emprego dos dois testes, também permite utilizar em criangas maiores de 5 anos
somente o IGRA, ao invés da prova tuberculinica.

O emprego da prova tuberculinica ou de um IGRA € permitido no CDC (preferivel

prova tuberculinica em <5 anos), Dinamarca, Coréia do Sul e Finlandia.
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Poucos paises recomendam ambos os testes conjuntamente (Canada, para
contatos de alto risco, Republica Tcheca e Croacia) ou sugerem que o IGRA possa ser
usado como um teste suplementar (Australia, para criancas maiores de 2 anos) ou se
prova tuberculinica inicial € negativa (Portugal, para menores de 5 anos, Reino Unido

para criancas de 2 a 5 anos) (Denkinger, Dheda, Pai, 2011).

1.5 Justificativa

Devido a dificuldade para o estabelecimento do diagndéstico da infeccédo pelo M.
tuberculosis na crianca e a escassez de dados sobre o desempenho destes testes no
Nnosso meio, o presente estudo foi idealizado para avaliar a possivel utilizacdo destes

testes em nosso meio.

1.6 Hipotese

Os ensaios de liberacdo de IFN-gama (IGRAs) constituem um recurso laboratorial
de valor no diagndéstico de tuberculose em criancas e adolescentes menores de 15
anos, imunocompetentes, contatos de adultos com tuberculose pulmonar ativa em

Nosso meio.
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Descrever a taxa global de infeccdo pelo M. tuberculosis entre criancas e
adolescentes menores de 15 anos contatos de adultos com tuberculose pulmonar
atraves dos trés testes: prova tuberculinica, QFT-IT e T- SPOT.TB e compara-la a
uma populacdo sem contato com tuberculose, de idade e nivel sécio-econémico

semelhantes.

Descrever a taxa de infecgédo pelo M. tuberculosis utilizando isoladamente cada um
dos testes: a prova tuberculinica, o QFT-IT e o T-SPOT.TB nos mesmos grupos de

criancas.

Descrever a taxa de incremento diagndéstico obtida com a repeticdo da prova
tuberculinica e com a associacdo de cada um dos ensaios de liberacédo de interferon

gama a prova tuberculinica.
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Abstract

Introduction: Latent tuberculosis infection (LTBI) detection targeting treatment for high-
risk individuals to disease is important for TB control and eradication. Objective: To
evaluate the response of TST, QFT-IT and T-SPOT.TB in two groups of
immunocompetent children and adolescents under 15 years of age, one of them with
active pulmonary tuberculosis contact and another one without known exposure.
Methods: Both groups were analyzed by clinical and radiological assessment, as well
as by TST, QFT-IT and T-SPOT.TB, with repetition of these three tests after 8 weeks in
the exposed group if results were negative in the first evaluation. Individuals with a
positive test result without clinical findings were treated for LTBI and at the end of
treatment the tests were repeated. Results: One hundred and one children and
adolescents were evaluated, 59 TB exposed and 42 without known exposure. The rate
of infection was 69.5% and 9.5% for the exposed and not exposed TB group,
respectively. When only one test was considered, the infection rate for the exposed
group was 61% for TST, 57.6% in the first and 3.4% in the second evaluation; 57.6% to
T-SPOT.TB, 55.9% in the first and 1.7% in the second evaluation; and 59.3% for QFT-
IT, 57.6% in the first and 1.7% in the second evaluation. The agreement between the
three tests was 83.1% and 88.1% for the exposed and not exposed group, respectively.
T-SPOT.TB added 4 /25 people with negative TST (16%; 95%IC: 1,6%-30,4%) and
QFT-IT added 3/25 individuals with negative TST (12%; 95%IC: 0%-24,7%) in the
exposed group. In the multivariate analysis, the risk factors associated to TB infection
were contact with an adult with active pulmonary tuberculosis (OR: 10.77; 95%CI: 3.11-
37.29) and to sleep in the same room (OR: 7.06; 95%CI: 1.76-28.24). No qualitative
changes were observed in the test results after treatment, but there was a quantitative
variation in both TST, which showed a significant increase in response, and in T-
SPOT.TB, which showed a significant reduction in the number of interferon-gamma
producing cells after in vitro stimulation with M. tuberculosis specific antigens.
Conclusions: In immunocompetent children and adolescents, TST had a similar
performance to IGRAs and detected a high rate of LTBI. In clinical practice, the TST is
enough to the diagnose tuberculosis in children and adolescents exposed to an active

pulmonary tuberculosis adult. The IGRAs should be reserved for selected cases.
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Resumo

Introducéo: A deteccéo da infecgdo tuberculosa (TB) latente visando o tratamento nos
grupos de maior risco de adoecimento € uma medida importante para o controle da
doenca e sua eliminacéo.

Objetivo: Avaliar a resposta da prova tuberculinica e de ensaios de liberacdo de
interferon-gama (IGRAs) (QuantiFERON-TB Gold® e T-SPOT.TB®) em dois grupos de
criancas e adolescentes menores que 15 anos, um com exposicdo domiciliar a
tuberculose pulmonar ativa e outro sem contato conhecido.

Métodos: Foram avaliados dois grupos de individuos imunocompetentes através do
exame clinico, radioldgico, prova tuberculinica, QFT-IT e T-SPOT.TB com repeticdo
dos trés testes apdés 8 semanas para O grupo exposto a tuberculose quando
apresentavam resultados negativos na primeira avaliacdo. Os individuos com um dos
testes positivos sem alteracao clinica foram tratados para TB latente e reavaliados com
0S mesmos testes no final.

Resultados: Cento e uma criangas e adolescentes, 59 expostas e 42 ndo expostas,
foram avaliadas. Todas com excecdo de uma haviam recebido BCG nos primeiros
meses de vida. No grupo exposto a taxa de infeccao foi de 69,5% e no grupo nao
exposto, 9,5%. Quando cada teste foi empregado isoladamente, obtiveram-se as
seguintes taxas de infeccdo no grupo exposto: 61% para a prova tuberculinica, sendo
57,6% na primeira avaliacdo, acrescentando-se 3,4% na segunda avaliacdo; 57,6%
para o T-SPOT.TB, sendo 55,9% na primeira avaliacdo e outros 1,7% na segunda
avaliacao e 59,3% para o QFT-IT, sendo 57,6% na primeira avaliacdo e mais 1,7% na
segunda avaliacdo. A concordancia entre os trés testes foi de 83,1% para o0 grupo
exposto e de 88,1% para o grupo ndo exposto. O T-SPOT.TB acrescentou 4/25
criancas comprova tuberculinica ndo reatora (16%; 1C95%: 1,6%-30,4%) e o QFT-IT
acrescentou 3/25 criancas com prova tuberculinica ndo reatora (12%; 1C95%: 0%-
24,7%) no grupo exposto. Na andlise multivariada, os fatores de risco associados a
infeccéo tuberculosa foram o contato com adulto com tuberculose pulmonar ativa (OR:
10,77; 1C95%: 3,11-37,29) e dormir no mesmo quarto (OR: 7,06; 1C95%: 1,76-28,24).
N&o houve variacdo qualitativa nos testes apds o tratamento, porém observou-se
variacdo quantitativa tanto na prova tuberculinica, que apresentou um incremento

significante na resposta, como no T-SPOT.TB, que apresentou uma reducdo
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significante do numero de células produtoras de interferon-gama especificas para
antigenos do M. tuberculosis.

Conclusdo: Em criancas e adolescentes imunocompetentes, a prova tuberculinica
teve um desempenho semelhante aos testes de liberacdo de interferon-gama e
detectou uma alta taxa de infeccdo tuberculosa latente. Na prética clinica a prova
tuberculinica € suficiente para o diagndstico da tuberculose em criancas e adolescentes
imunocompetentes expostos a adultos com doenca pulmonar ativa. Nessa populacéo,

os IGRAs teriam sua indicacdo em casos selecionados.

Introduction

Worldwide approximately 2 billion people have latent Mycobacterium tuberculosis
infection (LTBI). The risk of progression from LTBI to tuberculosis (TB) disease is
highest in some individuals such as young children, who are also more likely to develop
serious disease due decreased ability of their immune system to contain infection
(Marais et al., 2004, Donald et al. 2010, Vanden Driessche et al., 2013). Treatment of
LTBI in target groups with high risk of infection and development of the disease is
nowadays accepted as an essential strategy to eliminate TB (Amanatidou et al. 2011,
Smieja et al. 2000, Ministério da Saude, 2010).

Tuberculin skin test (TST) has been used as the sole immunodiagnostic test for the
detection of Mycobacterium infection for approximately a century. However, its
limitations are well described: low specificity due to cross-reaction with nontuberculous
mycobacteria (NTM) or with Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guérin (BCG)
vaccine strains as well as low sensitivity in young children and immunosuppressed
individuals (Lalvani and Pareek, 2010; Singh et al., 2011). Moreover, the need for a
repeat visit to evaluate TST result and the possibility of a boosting effect with repeat
testing are also cited as shortcomings of the assay (Menzies, 1999).

The identification of M. tuberculosis antigens absent from BCG and most NTMs has
allowed for the development of a new generation of more specific diagnostics tests.
These tests detect interferon—gamma (IFN-y) released by T cells after in vitro exposure
to antigens from M. tuberculosis.

The antigens used are the early secreted antigenic target 6 (ESAT-6) and culture filtrate

protein 10 (CFP-10), which are transcribed from region of difference 1, a region on the
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mycobacterial genome specific for M. tuberculosis and absent in BCG strain and in
most other mycobacteria (Andersen et al., 2000; Lalvani et al. 2001; Lalvani 2007). Two
commercial interferon-gamma release assays (IGRAs): T-SPOT.TB (Oxford
Immunotec, UK) and QuantiFERON-TB Gold In-Tube assay (QFT- IT) (Cellestis,
Australia) have been developed.

The QuantiFERON-TB Gold In-Tube assay (QFT- IT) (Cellestis, Australia) is a newer
version of the QuantiFERON Gold (QFT- G) that includes a third antigen, TB7.7, to
enhance the sensitivity of the assay without reducing its specificity.

Although IGRAs are expensive and require an equipped laboratory with trained staff,
they have operational advantages over TST, and they appear to have higher specificity
compared to TST. However like TST, they cannot distinguish between latent and active
TB disease (Lalvani, 2010)

The initial studies comparing TST and IGRA were performed in adults (Lalvani, Pathan
et al., 2001; Tsouris et al., 2006) or mixed samples with adults and children (Hill et al.,
2008; Ferrara et al., 2006; Machado Jr et al., 2008; Hesseling et al. 2009; Diel et al.
2011; but more recent studies have evaluated these new tests exclusively among
children (Hill et al., 2006; Nakaoka et al., 2006; Okada et al., 2008; Bakir et al., 2008;
Connell et al., 2008; Nicol et al. 2009; Kampmann et al., 2009; Lighter et al., 2009;
Adetifa et al., 2010; Critselis et al.,2012; Blandinieres et al. 2013; Yassin et al., 2013;
Ling et al., 2013).

To the best of our knowledge, no studies comparing TST and IGRA only in children who
were household contacts of adults with active pulmonary TB have been performed in
Brazil.

The goals of this study were:

1- To describe the total rate of M. tuberculosis infection among children and
adolescents with active TB household contact across three tests: TST, T- SPOT.TB and
QFT-IT and to compare this rate in children and adolescents without known TB
exposure.

2-To describe the LTBI rate for each test in the same groups of children and
adolescents.

3-To describe the diagnostic increment rate with TST repetition, as recommended by
Ministry of Health in Brazil when the TST is negative in the first evaluation, and the

diagnostic increment rate when each IGRA is performed in parallel to TST.
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Patients and Methods

This is a prospective study that was conducted from August 2010 to June 2013 at the
Federal University of Sdo Paulo, in Sdo Paulo, Brazil, in two groups of children and
adolescents under 15 years of age: a group of children who were household contacts of
adults with active TB (known exposure group) and another group without known contact
with TB (control group).

Adult cases of active TB had sputum and/or bronchoalveolar lavage (BAL) positive
smear or a positive culture for M. tuberculosis complex.

Exclusion criteria were children with known primary or secondary immunodeficiency or a
clinical condition suggestive of possible immunodeficiency. Also, children with previous
TB treatment were excluded.

Children from known exposure and control group were submitted to a clinical evaluation
performed by one of the authors (MAGF). They were then sent for chest radiography
and tested for TST, T-SPOT.TB, QFT-IT and HIV infection.

Children and adolescents from control group were discharged after the first evaluation if
TST and the two IGRA proved negative, and the chest radiography did not present any
image suggestive of pulmonary disease.

Children and adolescents from known exposure group had another set of tests
performed after eight weeks if they were all negative in the first evaluation. When one of
the three tests (TST, QFT-IT or T- SPOT.TB) was positive either in the first evaluation
or after eight weeks and there was no evidence of disease, treatment for LTBI was
initiated. They were then seen every 30 days by the same pediatrician (MAGF) for 6
months, after which laboratorial revaluation was performed once more (Figure 1).

The study protocol was approved by the Ethics Committee of the Federal University of
Séo Paulo, in Sdo Paulo, Brazil (protocol number 2121/08). All parents or guardians of
eligible participants gave written informed consent for study participation before

enrolment.

Nutritional evaluation
Participants from both groups were evaluated for Z score body mass index using the
World Health Organization reference values for children under 5 years (World Health

Organization, 2011) and for those from 5 to 19 years (World Health Organization, 2007).
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Socioeconomic classification
The socioeconomic classification of each adult case was assessed using a

guestionnaire of the Brazilian Association of Population Studies (ABEP, 2008).

Tuberculin skin test
Two units of purified protein derivative (PPD) RT23 (Staten Serum Institute,
Copenhagen, Denmark) were applied to the volar surface of the left lower forearm
according to the intradermal Mantoux method. A trained nurse assessed the transverse
diameter of skin induration in millimeters after 72 hours of PPD administration. TST
results were considered positive depending on previous BCG vaccination: 2 5mm, when
the child had received BCG more than two years prior and =2 10mm, when BCG was

administered in the last two years.

Laboratory assays for TB immunodiagnosis
Peripheral blood samples were obtained simultaneously for both assays and all blood
samples were processed within 2 hours of phlebotomy, as recommended. The
commercially available T-SPOT.TB (Oxford Immunotec, Abingdon, UK) and the
QuantiFERON-TB Gold In-tube (QFT-IT) system (Cellestis, Carnegie, Australia) were

used in all assays and performed as recommended by the manufacturers.

HIV testing
All the children were submitted to a HIV serology test. The Determine ™ HIV-1/2 kit

(Abbott, Tokyo, Japan) was performed following the manufacturer’'s recommendations.

Chest radiography
All children were submitted to chest radiography at the first evaluation. All chest
radiographies were analyzed by a single experienced staff radiologist (HML), who was

blind to the clinical data.

Definitions and Treatment
The criteria established by Ill Brazilian Thoracic Association on Tuberculosis (2009)

were employed.
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Latent Tuberculosis (LTBI): LTBI was considered in children and adolescents
under 15 years who presented a positive TST with no signs of active disease.
Alternatively, for this study, children or adolescents with positive results for QFT-IT or T
SPOT.TB were also considered infected.

LTBI treatment consisted of isoniazid at the dose of 5 to 10 mg/kg/day (maximum
300mg/day) for 6 months (Il Brazilian Thoracic Association Guidelines on Tuberculosis
(2009).

Active tuberculosis: Diagnosis of active tuberculosis was considered according
to a scoring system recommended by the Brazilian National Ministry of Health and it
was based on clinical and radiological findings, known contact with an adult with
tuberculosis in the last 2 years, TST result and nutritional status (Pedrozo et al., 2010).
Active disease was treated according to the Il Brazilian Thoracic Association

Guidelines on Tuberculosis (2009).

Statistical Analysis

Qualitative data are presented as n (%) and quantitative data are presented as median
and interquartile range (Q1-Q3). Categorical variables were compared with x> test or
Fisher's exact test. Continuous variables with non normal distributions were compared
with the nonparametric Mann-Whitney test.

Univariate logistic regression analysis was used to evaluate the association between
selected demographic and patient’s characteristics and a positive (versus negative)
IGRA outcome. The following risk factors for TB infection were analyzed: gender, age,
baciliferous index case versus non bacilliferous, duration of disease in index case,
period of exposure to index case, degree of exposure to index case. Variables with a p-
value lower than 0.20 were then analyzed on a multivariate logistic regression.

Mc Nemar test was employed to compare qualitative response change of QFT-IT and T-
SPOT.TB after treatment. Paired t test or Wilcoxon test were used to assess
guantitative alterations of TST and T-SPOT.TB after treatment.

A p value < 0.05 was considered statistically significant. All analyses were performed
using Minitab® 16-1 (Minitab, State College,USA).
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Results

Of the initial sample of 111 children and adolescents, 10 were excluded (6 from the
known exposure group and 4 from the control group), so that 101 children and
adolescents (59 from known exposure group and 42 from control group) were
evaluated.

Individuals from both groups were comparable in relation to age, gender and nutritional
status (Table 1). All children except one were vaccinated with BCG at birth. Only this
child did not have a BCG scar neither records to prove her BCG vaccination. The
majority of index cases in the contact group were parents (22/59, 37.3%) and they
belonged to socioeconomic classification C (60.6%) and B (30.3%) (Table 2).

Among the 59 children and adolescents from the known exposure group, 38 (64.4%)
were submitted to treatment for LTBI due to positivity of one or more tests in the first
assessment. Twenty-one (21/59; 35.6%) had negative results and were invited to repeat
the three tests, but 2 refused, so that 19 children repeated the tests in 8 weeks. Among
those, 3 of them were diagnosed with LTBI and submitted to treatment.

Among the 42 children and adolescents from control group, 38 presented negative
results in all the tests in the first evaluation and were then discharged. Four (4/42; 9.5%)
of them presented one or more positive tests and were submitted to treatment for LTBI
and retested after that. Among those 4 controls, only one child had positive results in
the three tests. Two children were positive only for TST and one child was positive for
QFT-IT and negative for TST and T-SPOT.TB.

No cases of children or adolescents with active TB were diagnosed.

Of 45 LTBI children who were submitted to treatment, three abandoned the follow-up,
one of them in the second month and two in the fifth month.

The agreement between the three tests was 83.1% (49/59) for the known exposure
group in the first evaluation and 88.1% (37/42) for the control group (Kappa TST vs
QFT-IT=0,807, TST vs T-SPOT.TB= 0,798 and QFT-IT vs T-SPOT.TB=0,888).

In the known exposure group, TST was positive in 61% (36/59) children, 34 of them in
the first evaluation and 2/19 in the second series of tests, with an increment of 10.5%
with a 95% Confidence Interval (95% CI) of 0.0-24.3.

With respect to IGRAs, two indeterminate results for the T-SPOT.TB in the first

evaluation were excluded from the analyses.
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The T-SPOT.TB was positive in 4 of the 25 children (16%) who had negative TST in the
first evaluation; therefore, T-SPOT.TB added LTBI diagnosis to 16% (95% CI, 1.6-30.4)
of cases. The QFT-IT was positive in 3/25 children with negative TST, so that it added
LTBI diagnosis to 12% (95% CI, 0.0-24.7) of cases.

When both tests were associated to TST, they added 4 diagnoses of LTBI among the
25 children with negative TST or 16% (95% ClI, 1.6-30.4).

Considering 24 children with negative T-SPOT.TB, there were 2 positive QFT-IT (8.3%;
95% ClI, 0.0-19.4); among the 24 negative QFT-IT, 2 were positive T-SPOT.TB (8.3%;
95% ClI, 0.0-19.4).

A univariate logistic regression analysis was performed to assess risk factors
associated with the diagnosis of LTBI. Results indicated that a positive (versus
negative) diagnosis of LTBI was associated with: bacilliferous index case (p<0.001),
length of disease in index case (p<0.001), length of exposure to the index case
(p<0.001), living in the same house (p<0.001) and sleeping in the same room of index
case (p<0.001). Age (p=0.688) and gender (p=0.561) were not statistically associated
with LTBI diagnosis.

Significant variables were then evaluated in the multivariate logistic regression model.
Results from this assessment indicated that exposure to an adult case of active
pulmonary tuberculosis (OR: 10.77; 95% CI, 3.11-37.29) and sleeping in the same room
(OR: 7.06; 95% ClI, 1.76-28.24) were the factors associated to diagnosis of LTBI.
Regarding the evolution of the test after treatment, TST had a significant incremental
value of 1.8mm (p=0.0021; 95%CI, 0.289-3.310) in the 40 children who could be
assessed after treatment. Only one adolescent was negative and became positive after
the treatment, suggesting that this incremental value did not increase the index of
positivity in this sample.

The IGRAs were evaluated in 42 children after treatment, and no significant changes
(p> 0.999) were observed for QFT-IT or for T-SPOT.TB (p= 0.724) results. For T-
SPOT.TB, there was a significant median reduction of spots in panel A (ESAT-6
antigen) of 3.5 spots (p= 0.010) with a variation of -123 to +74, and a median reduction
of 3 spots (p= 0.035) in panel B (CFP-10 antigen), with a variation of -143 to +16.

In sum, the concomitant use of three tests allowed the LTBI diagnosis in 41/59 (69.5%)
children exposed to active TB and in 4/42 (9.5%) children without known contact with a

TB patient.
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In the known exposure group, if only TST was employed, LTBI would be diagnosed in
61% of cases (95%CI, 48.6%-73.5%); if only QFT- IT was employed, 59.3% of LTBI
cases (95%ClI, 46.8%-71.9%) would be diagnosed. If only T-SPOT.TB was used, LTBI
would be diagnosed in 57.6% of cases (95%CIl,45.0%-70.2%).

Discussion

This is a prospective study conducted exclusively in children and adolescents
that presented a high rate of LTBI among those exposed to an adult with active
pulmonary TB. No child progressed to active disease during the follow-up. There was a
high agreement among results obtained with TST and IGRAs. However, there was an
incremed in LTBI diagnosis either with TST repetition or with the association of IGRAs
to TST. After treatment, no significant change was observed in the results of the three
tests, although for the TST there was a variation in the size of induration and for T-
SPOT.TB there was a decrease in the number of cells producing interferon-gamma
following stimulation with two specific antigens for M. tuberculosis.

The infection rate of 69.5% was higher than what was reported by other Brazilian
studies that evaluated children by TST, with rates between 30% and 58% (Almeida et
al., 2001; Caldeira et al., 2004; Maciel et al., 2009). It is important to note that Brazil has
nowadays a moderate prevalence of TB (Guimaraes et al., 2012), with an incidence rate
of tuberculosis of 36.1/100.000 (Ministério da Saude, 2013). Also, the disease is
concentrated in some risk groups such as prison inmates, native indians, homeless
people and HIV-infected individuals (Ministério da Saude, 2013). Therefore it is very
important that diagnosis and treatment of latent tuberculosis in children and adolescents
are performed to avoid progression from LTBI to TB disease. (Ministério da Saude,
2011).

Studies that evaluated the risk of tuberculosis infection in countries with high
incidence of the disease using other tests combined to TST detected rates of infection
among contacts from 24% to 74% (Nakaoka et al., 2006, Okada et al., 2008; Adetifa et
al., 2010).

The risk of an exposed individual to become infected is related to the
infectiousness of the index case, i.e. the bacterial load eliminated (Almeida et al., 2001;

Hill et al., 2006), duration and proximity of contact (Yassin et al., 2013, Almeida et al.,
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2001; Hill et al., 2006) and the susceptibility of the exposed person (Morrison et al.,
2008; Dheda et al., 2010).

On the other hand, the assessment of the infection rate is also determined by the
way the diagnostic investigation is undertaken, namely, on which test is selected
(Almeida et al., 2001; Hill et al., 2004; Maciel et al., 2009; Lighter et al., 2009).

For TST, its diagnosis value depends on the cut-off value used to distinguish
positive from negative results (Il Brazilian Thoracic Association Guidelines on
Tuberculosis 2009), on the use of BCG vaccine in the population analysed (Wang et al.,
2002; Critselis et al., 2012), on the cross-reactivity with non-tuberculous environmental
mycobacteria (NTM) (Andersen et al., 2000; Altet-Gomez et al., 2011), on nutritional
status (Pelly et al. 2005) and on immunosuppressive conditions present in contact
(Withworth et al., 2013).

The recent reduction of the TST cut-off value in our country increased test
sensitivity (Cailleaux-Cezar et al., 2009) and allowed the diagnosis of six children in the
present study, who would not be considered infected if the previous cut-off were used.
All these six children had also positive IGRAs (QFT-IT and T-SPOT.TB), suggesting
that they were really infected.

However, the exclusive use of the TST would prevent the diagnosis of
tuberculosis in a three month-old infant who had a TST result of 5 mm but who was
treated because the two IGRASs turned positive.

In our country, the repetition of TST in individuals exposed to active tuberculosis
is recommended after 6 to 12 weeks when the first result is negative (Ill Brazilian
Thoracic Association Guidelines on Tuberculosis, 2009). In the present study, this
procedure detected two cases that would be considered negative otherwise, showing
the importance of this recommendation (lll Brazilian Thoracic Association Guidelines on
Tuberculosis, 2009).

Despite the known difficulties inherent to the tuberculin test - low sensitivity, low
specificity, the possibility of errors in the application and reading and the need to return
in 72 hours to read the result - the infection rate detected exclusively by this test, in this
study was also higher (61% for the treatment group and 7.1% for the control group) than
what has been described in the literature (Almeida et al., 2001; Caldeira et al., 2004; Hill
et al., 2004; Maciel et al., 2009).

BCG vaccine administered in the neonatal period has been shown to have

minimal impact on the specificity of TST, especially after 10 years of vaccination (Farhat
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et al., 2006; Sleiman et al., 2007; Wang et al., 2002). A recent study in Spain also
concluded that BCG given at the birth does not influence in the outcome of TST after
three years of its administration (Pifieiro et al., 2012).

Regarding the presence of nontuberculous mycobacteria interfering with the
specificity of TST, the State of Sdo Paulo has a low number of cases reported
compared to other regions in Brazil (Wildner, 2011). Therefore, it is unlikely that these
infections have affected the response of TST in the present study.

Some studies published in the last decade using interferon-gamma release tests
showed that BCG given in childhood might protect against M. tuberculosis infection
(Soysal et al., 2005; Eisenhut et al., 2009; Eriksen et al., 2010; Basu Roy et al, 2012). In
the present study, 98.3% of children had been vaccinated with BCG at birth; despite
that, a high rate of LTBI was observed.

No child developed active disease in our study. It is known that desnutrition is
one of the factors that contribute to the development of TB disease (Guimarées et al.,
2010). Perhaps the good nutritional status of children and adolescents in our sample
has contributed to the absence of TB disease: only four children were malnourished and
still, had borderline a body mass index Z score of -2.02 to -2.21.

In the absence of a gold standard for the diagnosis of LTBI, interpreting
discordant results is a challenge. Factors associated with discordance between tests
are the age of the exposed child (Blandiniéres et al., 2013; Haustein et al., 2009), the
presence of BCG (age of administration and number of doses) (Pifieiro et al., 2012;
Wang et al., 2002), as well as the necessary period of time required by different tests to
turn positive (Lee et al., 2011).

In general, in areas of low and moderate prevalence of tuberculosis, the
agreement between the tests results depends on the vaccination status of the
participants, being higher in the unvaccinated population and lower in BCG vaccinated
(Mendez-Echevarria et al., 2012; Cruz et al. USA, 2011; Tsolia et al. 2010).

The high agreement between tests observed in this study in a population so
widely vaccinated suggests that a single dose of BCG at birth does not reduce the
specificity of TST (Farhat et al., 2006).

Another factor that may have contributed to the high agreement found could be
the prolonged exposure to the index case - more than 30 days in 74.5% of the sample -
probably enough to both TST and IGRAs to turn positive. (Lee et al., 2011).
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Despite this high agreement, the use of IGRAs contributed to the diagnosis in
some cases. The literature suggests that the consecutive use of tests is possible when
one desires to increase their sensitivity (Adetifa, 2010; Tsolia et al., 2010; Bamford et
al., 2010; Chiappini et al., 2012; Yassin et al., 2013).

On the other hand, only the repetition of TST in six to 12 weeks led to a diagnosis
increment. There are no data on the use of this strategy in other countries.

Importantly, the repetition of TST should not be confused with the "PPD booster"
strategy (Il Thoracic Brazilian Association Guidelines on Tuberculosis, 2009).

In line with the literature (Hill et al., 2006; Okada et al., 2008; Adetifa, 2010;
Rutherford et al., 2012), logistic regression analysis showed that children with known
exposure to an adult with active pulmonary tuberculosis were 10 times more likely to be
infected than those with no known contact with tuberculosis. Furthermore, the closer the
contact, the greater this risk, which could increase up to 7 times.

Test results were not modified by treatment, suggesting that there is no
advantage in their repetition. However, a quantitative variation after treatment was
observed both after TST — with a significant increase in response - and after T. SPOT-
TB, where there was a significant decrease in the number of interferon-gamma
producing cells when stimulated with specific antigens for M. tuberculosis.

Previous study using Quantiferon did not show differences pre- and post-
treatment among in children treated for latent tuberculosis infection or in the group
treated for TB disease (Nenadic et al., 2012).

A decrease in the number interferon-gamma producing cells in T.SPOT-TB does
not necessarily indicate a change in immune response, because other cytokines
involved were not measured. Thus, further studies with larger numbers of cytokines
analyzed should be made in the future.

In the present study we observed a low rate of indeterminate results (4.9%).
Contrary to other reports in the literature (Ferrara et al.,2006; Bergamini et al., 2009;
Banfield et al., 2012; Thomas et al., 2011;) these results were more frequent for T.
SPOT-TB than for the QFT-IT.

In the literature, the frequency of indeterminate results varies significantly
between studies and between the IGRAs, with rates of 0 to 17% (Hesseling et al., 2009;
Ling et al. 2011). Even higher rates (35%) have been reported in immunocompromised

children or in early infancy (Haustein et al., 2009; Ferrara et al., 2006).
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This study is limited by its small sample size, as reflected in the wide confidence
intervals around effect estimates despite statistically significant results for some
outcomes. Another limitation was the inability to collect sputum from all index cases.

On the other hand, the high adherence to the protocol- a product of the follow-up
of children performed by the same professional, of the attention dispensed to the family
in the Health Unit and of the reinbursement of the cost of transportation to all
appointments - allowed the vast majority to pursue all proposed steps of the study.
These factors have already been reported previously in our country (Machado Jr. et al.,

2009) and also in Tanzania (Nissen et al., 2012).

Conclusion

In our setting, in immunocompetent children and adolescents exposed to an
adult with active pulmonary tuberculosis, TST had a similar performance to IGRAs and
detected a high rate of LTBI. In the clinical practice, TST seems to be enough for the
diagnosis of tuberculosis among exposed individuals. In the immunocompetent
population, IGRAs should be indicated only in selected cases, in others words, in

patients with strong clinical evidence of tuberculosis disease.
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Table 1. Characteristics of children and adolescents from known exposure group and

control group.

Parameter

Median age in years

(Q1-Q3)

Female gender (%)

Kinship

Exposure period

Nutritional assessment

Relevant clinical findings

Altered chest radiography
at admission

Known exposure group
(n=59)

5.3
(3.2-10.5)

31/59 (52.5%)

Son: 22/59 (37.3%)
Grandson: 12/59 (20.3%)
Nephew: 15/59 (25.4%)
Stepson: 2/59 (3.4%)
Brother: 2/59 (3.4%)
Cousin: 3/59 (5.1%)
Shelter home contact: 3/59
(5.1%)
<30 days: 15/59 (25.4%)
31 to 60 days: 15/59 (25.4%)
61 to 90 days: 14/59 (23.7%)
= 91 days: 15/59 (25.4%)
Eutrophic: 44/59 (74.6%)
Overweight risk: 4/59 (6.8%)
Overweight: 5/59 (8.5%)
Obesity: 2/59 (3.4%)
Slimness: 4/59 (6.8%)

Pneumonia responsive to
antibiotics: 2/59 (3.4%)

1/59 (1.7%)*

Control group
(n=42)

7.3
(5.4-10.5)

24/42 (57.1%)

Son: 38/42 (90.5%)
Grandson: 1/42 (2.4%)
Nephew: 3/42 (7.%)

0/42 (0%)

Eutrophic: 29/42 (69.0%)
Overweight risk: 2/42
(4.8%)
Overweight: 6/42 (14.3%)
Obesity: 5/42 (11.9%)

0/42 (0%)

0/42 (0%)

p value

0.167**

0.799**

Not applicable

Not applicable

0.933***

Not applicable

Not applicable

* Interpreted as primary complex, with resolution in the following radiography.

** Mann-Whitney test

***Chi-square test



Table 2. Demographic data of adult index case with active tuberculosis (n=33)

Parameter Description
Median age (years) (Q1-Q3) 34 (26-40)
Female gender (%) 21/33 (64.0%)

A: 2/33 (6.1%)
B:10/33 (30.3%)
C: 20/33 (60.6%)

D: 1/33 (3.0%)

Socioeconomic classification (%)

One: 13/33 (39.4%)
Number of Contacts (%) Two: 15/33 (45.5%)
Three to five: 5/33 (15.1%)

Negative: 3/33 (9.1%)*
+: 8/33 (24.2%)
BAAR sputum (%) ++: 4/33 (12.1%)
+++: 6/33 (18.2%)
Positive without quantification: 12/33 (36.4%)

Done: 16/33 (48.5 %)
Sputum culture for Mycobacterium Positive: 13/16 (81.3%%)**
tuberculosis complex (%) Negative: 3/16 (18.7%)***
Not performed: 17/33 (51.5%)****

*The 3 smears with negative acid fast bacilli (AFB) had a positive culture result.
** 13 positive culture for M. tuberculosis complex
***Despite negative culture, the four were positive for AFB.

**** Two patients did not present sufficient secretion and 14 did not collect it.
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Table 3. Results of three tests of the known exposure and control group before and
after treatment (N=45). QFT- IT and T-SPOT.TB

LTBI 15 collection 2" collection 3 collection Abandon

T QFT- T QFT- T- OFT-
ST sporte8 1 ™7 sporme it ST sporTe  IT

Known exposure group

O©CoO~NOOTDWNPE

VT TUVUVUUTUZ2TVTUUUUTUODUOUOZ
VTUVZ2TVUVTUVZ2T0VZ2TVTZ2T0VT0VTZ2T02
TV TVTTUVUVUUTUUTUZ2TUTZ2TUVTTUZ2TVTO

2" month

19000900 0SESEDU=2=2
T T

UUUUUUUUZUUUUTUT

UTUUUUUUUZUUUU=ZZ

5" month*
5™ month*

N

-
VUV TUVTUVTUZ2TVTTUVOUVUUVTTUVOUVUUOUDTUVTUUUUVUUOUUOUZZ2ZZ2TVT0VTUVTUVUUZ2TVTZ2U0VTTUVTUZ2TVTTUVTUTUOUTO
TVTTUVTUVTUVTUVTUUUUTUTUUUUUUUZUUUUUZTUTUUUUZUVUZ2UVU0UZ2TU0Z—T—
VTUVTTUVTUVUVUVUUUVUUVUTUTUTUVUUUUZ2TZ2TVTUVUVUZ2Z2TTVUVUVUZ2TVTTVTTUVTUUZ2TVTUOTUOUTZ

T TVTTUVTTUVTTUTZT
VTZ2TVTUVTUVTTUVUTO
TVTZTVTTUVTTUVTTUTO

Control group

42
43
44
45

Z2TVZ27T
TZ2Z27T

VTZ2TTDT
222710
22270
222710

P= positive, N negative, | indeterminate, ND not done
*Abandoned follow up in the 5™ month, but came back for clinical evaluation 2 months after and were
both well.



Table 4. Logistic regression analyses for the assessment of demographic and clinical

characteristics associated with the LTBI diagnosis.

Univariate analysis

Parameters LTBI+ (n=45) LTBI- (n=56) p value

Gender 0.561
Male 23 25
Female 22 31

Age 0.688
< 5 years 17 19
>Byears 28 37

Exposure to TB <0.001
Yes 41 18
No 4 38

Length of exposure 0.001
<30 days 8 7
31 to 90 days 19 8
291 days 14 3

Sleeping

In the same room 24 3 <0.001
In the same house 41 18
No exposure 4 38

Multivariate analysis

Parameters OR (95% CI) p

Contact with active
pulmonary tuberculosis 10.77 (3.11-37.29) <0.001

Sleep in the same room 7.06 (1.76-28.24) <0.001




68

5 Consideragdes Finais




69

A alta taxa de infeccédo tuberculosa observada nesse trabalho é provavelmente
decorrente do fato do estudo ter sido realizado em condicdes favoraveis. Para que esse
resultado possa ser reproduzido na pratica clinica das Unidades Basicas de Saude, é
necessario 0 seguimento da crianca exposta a tuberculose e ndo sé uma avaliacéo
pontual no momento do contato. Além disso, conforme consta das Diretrizes para
tuberculose (Il Brazilian Thoracic Association Guidelines on Tuberculosis, 2009) deve
ser realizada a repeticdo do teste tuberculinico em prazo adequado nos casos em que
ele se mostrar ndo reator na primeira avaliagdo. Da mesma forma, é fundamental que
haja um treinamento periédico dos profissionais envolvidos na aplicacdo e leitura do
teste tuberculinico. Por fim, mas nem por isso menos importante, € fundamental que
essas familias, muitas vezes pouco estruturadas e com mais de um individuo doente,
tenham um bom acolhimento nos Servigcos de Salude e possam assim estabelecer um
vinculo com os diversos profissionais envolvidos no diagndstico, tratamento e
prevencao da tuberculose.

Na pratica clinica, os IGRAs poderiam trazer beneficios adicionais em casos
especificos, em especial, em casos clinicos com forte suspeita de tuberculose doenca

e prova tuberculinica negativa.
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Figure Legends
Figure 1- Algorithm of the study.

Figure 2- Agreement and disagreement among the three tests: TST, QFT- IT and T-
SPOT.TB in the known exposure group (A) and in control group (B) at the first

evaluation.

Figure 3- Positivity of the three tests in the known exposure group and control group in

the first evaluation.
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Anexo 1
PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

S anos UNIFESP
"—_ Laipsraiva e Fodepal de S50 Nauln Coaids de Ehea ap MNeaguiag
fw illl ] Hospital 5% Fanko
W i

Sio Paulo, B de feverasiro de 2000.
CEP 2121/08

limo{a). Sr{a).

Pesquisadoria) MARIA APARECIDA GADIAN] FERRARIMI

Co-Investigadores: Maria |sabel de Moraes Pinto (orientadoral, Lilly ¥in Wecks, Patricia de Oliveira Viana
Disciplina/Departamanto: Padiatria/infectologia Pedidtrica da Universidade Federal de S3o0 Paulo/Hospital S3c Paulo
Fatrocinader: Recursos Proprics.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIOMAL

Ref Projeto de pesguisa infitulado: “Risco de tuberculose infecgdo em criangas com contato domiciliar de
adultos com tuberculese pulmonar bacilifera segundo trés testes distintos - teste tuberculinico,

GuantiFERCOHN & ELISport™.

CARACTERISTICA PRIMCIFAL DO ESTUDC: Interven gao diagnostica.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: Risco minimo, envolvendo coleta de sangue e teste intradérmica.
OBJETIVOS: Avaliar a resposta de teste tuberculinico e dos ensaios de células T 2m mencres de 15 anos de idade
com contato domiciliar de tuberculose bacilifera. Avaliar a resposta frente aos mesmos testas em criangas sadias
menaores de 15 anos de idade na auséncia de contato conhecido com a wwberculose. Avaliar a concoerddncia entre os
testes para o diagnésfico da infecgdo tuberculasa entre os individuos com contata domiciliar de tuberculose bacilifera.
Comparar a resposia dos testes das criangas com contato com fuberculose com criangas sadias sem coniato com a
tuberculose..

RESUMO: O estudo serd realizado em duas etapas. Ma primeira etapa, serd feito um esiudo transversal, em gus
serdo avaliados dois grupes de individucs menores de 15 anos: um com contato domiciliar de aduttos nao infectados
com tuberculose pulmonar bacitifera & oufro sem contato domiciliar com tuberculose, ou seja, contato com adulto
saudavel. Ma segunda etapa, participarde individuos com contate gque se mostrarem infectados pelo M tUberculosis,
em que serd realizada guimioprofilaxia; para os contatos doentes, serd instituido o fratamento da fuberculoss
seguindo a recomendagdo do 11 Consenso Brasileire de Tuberculose. Serdo formados grupos a partir dos adultos. ©
primeire grupo serd constituide pelos individuos com contato domiciliar da 30 casos indices de tuberculose bacilifera;
o segundo grupo sera composio pelos individuos com contato domiciliar de 30 adulios saudaveis. O recrutamento
dos casos sera realizado no Centre de Sadde | Dr Livio Amate-Vila Mariana. Mo momenio de diagnastico ou durante
a consulta médiza, o caso indice sera questionado guanto a preseng~ de individuos moradores no mesmao domicilic 2
gue sejam menores de 15 anos. Em caso afirmative, ele 2 seus coniatos serdo convidados a participar do estudo.
Meste momente, serdo coletadas uma amostra de sangue para realizacdo do teste rapide para HIV & uma amostra de
escarro para culiura de micobactéria. Sera agendada uma consulia médica, realizado teste fuberculinico, sorologia

para HIV, testes QwantiFeron-TE Gold e T-Sport.TH, realizado Rx de forax e avaliagdoc de outros sitios de

1
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Tel.: {011) 3571-1062 - 5530.7 162
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compromatiments extrapulmonar. Os resultados serdo analisados de modo a avaliar: o risco de infecgdo detectado

pelos 2 testes quando existe o contato demiciliar com tuberculose bacilifera & guando esse contato ndo exisie: e a
evolugio dos 3 testes apds o término do tratamento ou quimicprofilaxia.

FUMDAMEMTOS E RACIOMAL: Atualmente, novos testes laboratoriais apresentam maior sensibilidade =
especificidade que o teste tuberculinico & s3o0 baseados na prod ugﬁc- de interfercn gama por células Tespecificas
para antigenos proprios do M tuberculosis. Neste estude, pretende-se avaliar 3 resposta do teste fuberculinico e de
dois ensaios de células T em menores de 15 anos de idade com contato domiciliar de tuberculose bacilifera =
compara-la & resposta frente aos mesmos testes em criangas sadias menores de 15 anos de idade na auséncia de
contato conhecide com a tuberculose.

MATERIAL E METODO: Estio descritos os procedimentos a serem realizados.

TCLE: Apresentado adeguadaments.

DETALHAMENTO FIMANCEIRD: FAPESP.

CROMOGRAMA: 45 meses.

CBJETIVG ACADEMICO: Doutorada.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AC CEF PREVISTOS PARA: 0102010 & 01/02/14.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S3c Paulo/Hospital 530 Paule ANALISOU & APROVOLU
o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda & gqualquer alteragdc do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido. Mestas
circunstancias a inclus3o de pacientzs deve ser temporariamente interrompida ate a respeosta do Comite, apos
analise das mudangas propostas.

2. Comunicar imediatamente ac Comité qualguer evento adverso occomide duranie o desenvolvimenio do estudo.

3. Os dados individuais de fodas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por § anos para

possivel auditoria dos drgdos competentes.

Atenciosaments,

ve

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de S30 Paule’ Hospital S3c Paulo

2
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Tel: (011) 5571-1062 - 5539.7182

73



74

Anexo 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Grupo controle)

Risco de tuberculose infeccdo em criangcas com contato domiciliar de adultos com tuberculose
pulmonar bacilifera segundo trés testes distintos - teste tuberculinico, QuantiFERON e ELISpot

A tuberculose pulmonar é uma doenca grave e muito frequente em varios paises, inclusive no Brasil. Os
doentes adultos podem transmitir a doenca através da tosse e espirros para o0 meio ambiente, sendo que as
pessoas que moram na mesma casa apresentam maior risco para infeccéo e as criancas, quando infectadas,
podem apresentar formas graves da doenca.

Por isso, toda vez que se faz o diagnéstico de tuberculose pulmonar num adulto que tem exame de escarro
positivo, é necessario investigar todas as pessoas que convivem com ele na mesma casa. Baseado nessa
investigacao, o médico decide quem esta doente e deve ser tratado e quem estd apenas infectado e deve
receber uma medicacado para néo ficar doente.

Como parte dessa investigagao, os individuos realizam um teste chamado “teste tuberculinico”. Porém, o
resultado desse exame pode ser confundido com a resposta da vacina BCG que é muito usada no nosso pais.
Além disso, ele também pode ser negativo e a pessoa estar infectada.

Ha alguns testes novos que ja estdo sendo usados em outros paises e que nao apresentam respostas que se
confundem com a vacina BCG. Queremos avaliar dois desses testes para ver se vale a pena utiliza-los no
Brasil de modo a facilitar o diagnéstico de tuberculose em criangas e adolescentes até 15 anos de idade.
Nesse projeto, serdo avaliados dois grupos de pessoas: um de criangcas e adolescentes até 15 anos de idade
com contato domiciliar de tuberculose bacilifera e outro de criangcas e adolescentes até 15 anos de idade sem
contato conhecido com a tuberculose.

Caso vocé concorde em participar deste estudo, as criancas e adolescentes que moram na sua casa fardo
parte do grupo controle, isto €, criancas sem contato conhecido com a tuberculose. Serdo preenchidos um
guestionario de avaliacdo sdcio-econémica e uma ficha clinica que se encontram em anexo e deverao ser lidos
antes da assinatura deste consentimento. As criancas ou adolescentes que tiverem alteracdo conhecida das
defesas do organismo (imunodeficiéncia congénita ou adquirida) ou com histéria anterior de uso de
medicag¢des para tuberculose ndo poderéo entrar no estudo.

Para cada crianca ou adolescente participante serd agendada uma consulta médica em horéario e local
determinado. Neste dia, além da consulta, sera realizado o RX de térax, o teste tuberculinico que consiste
numa injegdo intradérmica (dentro da pele) de 0,1 mL de tuberculina (derivado purificado da fragdo protéica do
bacilo) no antebrago esquerdo. Também serdo coletados 10mL de sangue periférico por enfermeira treinada
para realizacao de sorologia para HIV, e os testes quantiFERON e ELISpot (estes dois Gltimos sdo os testes
para avaliacao de infec¢cdo pelo bacilo da tuberculose).

Para resultado do teste tuberculinico a crianca ou adolescente deve retornar ao servico ap0s 72 horas da sua
aplicag&o, sendo indispensavel o retorno neste dia.

Ressalto que os procedimentos que as criancas e adolescentes serdo submetidos sao de risco minimo e o
desconforto sera da picada da agulha, e a possibilidade de aparecimento de mancha arroxeada no local.
Quanto ao teste tuberculinico, quando positivo, causara uma enduragdo avermelhada, um pouco dolorosa no
local da aplicacéo.

As criangas que apresentarem resultados negativos nos trés testes (testes tuberculinico, QuantiFERON e
ELISpot) no primeiro exame receberao alta médica.

Se algum desses testes for positivo e a crianca ou adolescente for considerado infectado pelo bacilo da
tuberculose, serd acompanhado mensalmente e recebera uma medicagdo chamada isoniazida por seis meses
para diminuir o risco de progresséo para a doenca.

Se acaso for diagnosticada alguma crian¢a ou adolescente com tuberculose doenca, esta ser& acompanhada
mensalmente e tratada com trés medicacdes (isoniazida, rifampicina e pirazinamida) por seis meses.

Tanto as criancas e adolescentes que tomarem isoniazida quanto as que receberem as trés medicacoes,
repetirdo os trés testes no final do acompanhamento médico.

Os dados obtidos nesse trabalho serdo analisados em conjunto com outros pacientes e nao sera divulgada a
identidade dos participantes. O sigilo estd assegurado durante todo o processo de pesquisa e também na
divulgacao de resultados em publicages ou eventos cientificos.

A investigadora principal € a Dra Maria Aparecida Gadiani Ferrarini, que pode ser localizada na Rua. Loefgreen
1998, V Clementino, Sao Paulo, telefone-5571-2944.
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Qualquer consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa pode ser esclarecida através do contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) na Rua Botucatu, 572, 1° andar, telefones 5576-4564 e 5571-1062 e FAX
5539-7162.

E garantida a liberdade de deixar de participar do estudo a qualquer momento, sem prejuizo a continuidade de
seu tratamento na Instituicao.

N&o havera compensacéao financeira relacionada a sua participacéo ou beneficios diretos para o participante e
nem despesas pessoais em qualquer fase do estudo, incluindo consultas e exames.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito do estudo em questéo, tendo ficado claro a liberdade de
participacdo ou nao, a saida quando quiser e a isencao de lucros ou despesas.

Concordo voluntariamente na participacdo do menor no estudo.

Data / /

Assinatura do responsavel

Data / /

Assinatura da testemunha

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia
auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou
representante legal para a participacdo neste estudo.

Data / /

Assinatura do responsavel do estudo



76

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Grupo de estudo)

Risco de tuberculose infeccdo em criangcas com contato domiciliar de adultos com tuberculose
pulmonar bacilifera segundo trés testes distintos- teste tuberculinico, QuantiFERON e ELISpot

A tuberculose pulmonar é uma doenca grave e muito frequente em varios paises, inclusive no Brasil. Os
doentes adultos podem transmitir a doenca através da tosse e espirros para 0 meio ambiente, sendo que as
pessoas que moram na mesma casa apresentam maior risco para infeccéo e as criancas, quando infectadas,
podem apresentar formas graves da doenca.

Por isso, toda vez que se faz o diagnéstico de tuberculose pulmonar num adulto que tem exame de escarro
positivo, é necessario investigar todas as pessoas que convivem com ele na mesma casa. Baseado nessa
investigacao, o médico decide quem estd doente e deve ser tratado e quem estd apenas infectado e deve
receber uma medicacao para néo ficar doente.

Como parte dessa investigacdo, os individuos realizam um teste chamado “teste tuberculinico”. Porém, o
resultado desse exame pode ser confundido com a resposta da vacina BCG que é muito usada no nosso pais.
Além disso, ele também pode ser negativo e a pessoa estar infectada.

Ha alguns testes novos que ja estdo sendo usados em outros paises e que nao apresentam respostas que se
confundem com a vacina BCG. Queremos avaliar dois desses testes para ver se vale a pena utiliza-los no
Brasil de modo a facilitar o diagnéstico de tuberculose em criangas e adolescentes até 15 anos de idade.
Nesse projeto, serdo avaliados dois grupos de pessoas: um de crian¢as e adolescentes até 15 anos de idade
com contato domiciliar de tuberculose bacilifera e outro de criancas e adolescentes até 15 anos de idade sem
contato conhecido com a tuberculose.

Caso vocé concorde em participar deste estudo, as criancas e adolescentes que moram na sua casa fardo
parte do grupo de estudo, isto é, criangas com contato conhecido com a tuberculose. Serdo preenchidos um
guestionario de avaliagdo sécio-econdémica e uma ficha clinica que se encontram em anexo e deveréo ser lidos
antes da assinatura deste consentimento. As criancas ou adolescentes que tiverem alteragdo conhecida das
defesas do organismo (imunodeficiéncia congénita ou adquirida) ou com histéria anterior de uso de
medicagdes para tuberculose ndo poderéo entrar no estudo.

Para cada crianca ou adolescente participante sera agendada uma consulta médica em horéario e local
determinado. Neste dia, além da consulta, sera realizado o RX de térax, o teste tuberculinico que consiste
numa inje¢ao intradérmica (dentro da pele) de 0,1 mL de tuberculina (derivado purificado da fracdo protéica do
bacilo) no antebraco esquerdo. Também serdo coletados 10mL de sangue periférico por enfermeira treinada
para realizacdo de sorologia para HIV, e os testes quantiFERON e ELISpot (estes dois Ultimos s&o os testes
para avaliacao de infec¢cdo pelo bacilo da tuberculose).

Para resultado do teste tuberculinico a crianca ou adolescente deve retornar ao servico ap6s 72 horas da sua
aplicagdo, sendo indispensavel o retorno neste dia.

Ressalto que os procedimentos que as criangas e adolescentes serdo submetidos sdo de risco minimo e o
desconforto sera da picada da agulha, e a possibilidade de aparecimento de mancha arroxeada no local.
Quanto ao teste tuberculinico, quando positivo, causard uma enduragéo avermelhada, um pouco dolorosa no
local da aplicacéo.

As criangas que apresentarem resultados negativos nos trés testes (testes tuberculinico, QuantiFERON e
ELISpot) no primeiro exame fardo novos testes em 2 meses e, se eles se mantiverem negativos, receberdo
alta médica.

Se algum desses testes for positivo e a criangca ou adolescente for considerado infectado pelo bacilo da
tuberculose, sera acompanhado mensalmente e receberd uma medica¢do chamada isoniazida por seis meses
para diminuir o risco de progresséo para a doencga.

Se acaso for diagnosticada alguma crian¢a ou adolescente com tuberculose doenca, esta ser& acompanhada
mensalmente e tratada com trés medicacdes (isoniazida, rifampicina e pirazinamida) por seis meses.

Tanto as criangcas e adolescentes que tomarem isoniazida quanto as que receberem as trés medicagoes,
repetirdo os trés testes no final do acompanhamento médico.

Os dados obtidos nesse trabalho serdo analisados em conjunto com outros pacientes e ndo sera divulgada a
identidade dos participantes. O sigilo est4 assegurado durante todo o processo de pesquisa e também na
divulgacao de resultados em publicages ou eventos cientificos.

A investigadora principal é a Dra Maria Aparecida Gadiani Ferrarini, que pode ser localizada na Rua. Loefgreen
1998, V Clementino, Sdo Paulo, telefone-5571-2944.

Qualquer consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa pode ser esclarecida através do contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) na Rua Botucatu, 572, 1° andar, telefones 5576-4564 e 5571-1062 e FAX
5539-7162.
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E garantida a liberdade de deixar de participar do estudo a qualquer momento, sem prejuizo a continuidade de
seu tratamento na Instituicao.
N&o havera compensacéao financeira relacionada a sua participacéo ou beneficios diretos para o participante e
nem despesas pessoais em qualquer fase do estudo, incluindo consultas e exames.
Acredito ter sido suficientemente informado a respeito do estudo em questao, tendo ficado claro a liberdade de
participacdo ou ndo, a saida quando quiser e a isencao de lucros ou despesas.
Concordo voluntariamente na participacao do menor

no estudo.

Data / /

Assinatura do responsavel

Data / /

Assinatura da testemunha

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia
auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou
representante legal para a participacdo neste estudo.

Data / /

Assinatura do responsavel do estudo



Anexo 3
FICHA DO CASO iNDICE

Ficha n®

Nome: profissdo

Endereco:

Telefone:

UBS de seguimento

Data nascimento / / sexo F() M()

Data inicio dos sintomas: __ /[
Manifestacdes clinicas:

Tosse S() N( ) ( )dias
Febre S() N() ( )das

Emagrecimento S( ) N( ) ()dias

Hemoptise S() N(C) ( )dias
Sudorese S() N() ()dias
Outros

Data do diagnéstico / /

BAARdata__ [/ [ +() ++() +++()

HIV data [

Cultura do escarro data [

Antibiograma

Inicio do tratamento data / /

Esquema empregado - Esquemal( ) IR( ) 1I() W ( ) Outros( )

Condicdes de moradia ( ) cbmodos ( ) pessoas
Saneamento bésico ()S ()N
Avaliacéo sécio econbmica da ANAC (critério de classificacdo econémica -2008)

Nome: RH:

ABEP: Critério Brasil 2008: Sistema de Pontos
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Posses de N&o tem Tem

Itens 1 2 3 4
Televisores a cores 0 1 2 3 4
Videocassete/DVD 0 2 2 2 2
Radios 0 1 2 3 4
Banheiros 0 4 5 6 7
Automoveis 0 4 7 9 9
Empregadas mensalistas 0 3 4 4 4
Maquina de lavar 0 2 2 2 2
Geladeira 0 4 4 4 4
Freezer* 0 2 2 2 2

(*) independente ou segunda porta da geladeira.

Nomenclatura antiga

Nomenclatura atual

Analfabeto c/primério incompleto

Primério completo
Ginasial completo
Colegial completo

Superior completo

0 Analfabeto/até 32 série fundamental
1 42 série fundamental

2 Fundamental completo

4 Médio completo

8 Superior completo

Classe Al 42 a 46 pontos
Classe A2 35 a 41 pontos
Classe B1 29 a 34 pontos
Classe B2 23 a 28 pontos
Classe C1 18 a 22 pontos
Classe C2 14 a 17 pontos
Classe D 8 a 13 pontos
Classe E 0 a 7 pontos

Contatos domiciliares menores de 15 anos

1-Nome

Total de pontos:

Classificacéo:

Renda familiar:

N° adultos :

N° adolescentes (10-19 anos): ---------

N° criangas (0 @ 10 anos): -----------------

idade



Grau de parentesco
Tempo de contato
2- Nome
Grau de parentesco
Tempo de contato
3- Nome
Grau de parentesco
Tempo de contato
4- Nome
Grau de parentesco
Tempo de contato
5- Nome
Grau de parentesco
Tempo de contato
6- Nome
Grau de parentesco

Tempo de contato

dias

dias

dias

dias

dias

dias

semanas

idade

semanas

idade

semanas

idade

semanas

idade

semanas

idade

semanas

meses

meses

meses

meses

meses
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Anexo 4
FICHA DOS CONTATOS
Ficha do caso indice n°

81

Crianca 1-

Nome

Data do nascimento [ SexoM () F()
Contato de:

ficha n°®

Grau de parentesco

Tempo de contato dias meses anos

Grau do contato
Dormir namesmacama S () N()
Dormir no mesmo quarto S ( ) N()

Morar na mesma casa S() N()

Manifestacdes clinicas

Febre S() N() ( ) dias

Tosse S() N() ( ) dias

Emagrecimento S () N() () dias

Outras

BCG—-data___ [/ [/ PPD anterior------- mm data-----/----/-----
Presenca de cicatriz S () N()

Exame Fisico
Peso g Estatura cm

Estado geral BEG () REG () MEG ( )

Adenomegalias S () N()
Hepatomegalia S() N() ( )cm
Esplenomegalia S() N() ( )cm

Alteracdo Ausculta pulmonar S () N()



Outros achados

PPD atual data /.

T- SPOT.TB
Data
Controle negativo

PAINEL A

QFT-IT

/ resultado mm
resultado
pontos controle positivo

pontos

PAINEL B

pontos

pontos
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