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do estado de Pernambuco. 2018. Tese (Doutorado em Saude Pudblica) — Instituto Aggeu
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RESUMO

A infeccéo latente da tuberculose (ILTB) é o periodo entre a entrada do bacilo no organismo e
0 aparecimento da tuberculose ativa, onde o paciente ndo apresenta sintomas nem evidéncia
clinica ou radiolégica da doenca. Pode ocorrer principalmente em pacientes
imunodeprimidos, que tem o0s mecanismos imunoldgicos deficientes por doencas ou
condi¢des que alteram as defesas imunitarias. A ILTB é diagnosticada quando o individuo
apresenta um teste tuberculinico (TT) positivo associado & exclusdo da doenga ativa. A
metodologia que utiliza a dosagem de interferon-gama (IFN-y), denominado Interferon-
Gamma Release Assays — IGRAs, tem sido considerada um grande avanco no diagndstico da
ILTB. O principio da técnica é avaliar a producdo de IFN-y em resposta & estimulagdo por
antigenos especificos do Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Foram analisados 106 pacientes.
Dos pacientes incluidos na pesquisa, 64 (60,4%) foram do sexo masculino e 42 (39,6%) do
sexo feminino, com idade variando de 14 a 78 anos com média de 38 anos. Todos 0s
pacientes realizaram o TT através da inoculacdo intradérmica do derivado proteico purificado
(PPD) do Mtb e coletaram sangue para realizagdo do IGRA. Dentre as doencas
imunossupressoras do estudo, a infeccdo pelo Human Immunodeficiency Virus (HIV) foi a
mais prevalente. Considerando o resultado da TT como o teste padréo para o diagnostico da
ILTB, a sensibilidade e especificidade do teste QFT-GIT foi de 73,68% e 93,85%,
respectivamente. A concordancia global entre os testes diagnésticos QFT-GIT e TT foi
considerada substancial com o valor de « 0.6881 (p<0,001). Nas pessoas vivendo com
HIV/AIDS(PVHA) a sensibilidade e especificidade do teste QFT-GIT foi de 81,82% e
95,83% respectivamente. A concordancia global entre os testes diagnosticos QFT-GIT e TT
foi considerada substancial com o valor de « 0.7765 (p<0,001). O QFT-GIT apresentou um
bom desempenho, sendo indicado como ferramenta complementar para detectar ILTB em
pacientes imunodeprimidos, principalmente quando o TT for negativo.

Palavras-chave: Tuberculose; Tuberculose latente; Teste Tuberculinico.
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ABSTRACT

Latent Tuberculosis Infection (ILTB) is the period between the entry of bacillus into the body
and the appearance of active tuberculosis, where the patient has no symptoms or clinical or
radiological evidence of the disease. It may occur primarily in immunocompromised patients,
who have immune mechanisms deficient by disease or conditions that alter immune defenses.
ILTB is diagnosed when the individual has a positive tuberculin test (TT) associated with
exclusion of active disease. The methodology using interferon-gamma (IFN-y), called
Interferon-Gamma Release Assays (IGRASs), has been considered a major advance in the
diagnosis of ILTB. The principle of the test is to evaluate IFN-y production in response to
stimulation by Mycobacterium tuberculosis (Mtb) — specific antigens. A total of 106 patients
were analyzed. Of the patients included in the study, 64 (60.4%) were males and 42 (39.6%)
were females, ranging in age from 14 to 78 years with mean age of 38 years. All patients
performed TT through the intradermal inoculation of purified protein derivative (PPD) from
Mtb and collected blood for IGRA. Among the immunosuppressive diseases in the study,
Human Immunodeficiency Virus (HIV) infection was the most prevalent. Considering the TT
result as the standard test for ILTB diagnosis, the sensitivity and specificity of the QFT-GIT
test was 73.68% and 93.85%, respectively. The overall agreement between the QFT-GIT and
TT diagnostic tests was considered substantial with the value of k 0.6881 (p <0.001). In the
PLHA the sensitivity and specificity of the QFT-GIT test was 81.82% and 95.83%,
respectively. The overall agreement between the QFT-GIT and TT diagnostic tests was
considered substantial with the value of k 0.7765 (p <0.001). QFT-GIT showed good
performance, being indicated as a complementary tool to detect ILTB in immunodepressed
patients, especially when TT is negative.

Keywords: , Tuberculosis,Latent Tuberculosis; tuberculin test.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) € uma doenca infectocontagiosa de evolugéo cronica causada pelo
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), bacilo alcool acido resistente (BAAR), que afeta
principalmente os pulmdes, podendo atingir outros 6rgdos do corpo, ocasionando a
tuberculose extrapulmonar (TBEP). A fonte de infec¢do é o individuo com a forma pulmonar
da doenca chamado de bacilifero, que elimina bacilos para o exterior, (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2015).

Amplamente difundida no mundo, a TB permanece como uma das infeccbes mais
devastadoras, sendo considerado um dos mais importantes problemas de Saude Publica atual,
sobretudo nos paises em desenvolvimento (GONZALEZ-MARTIN et al., 2010). Segundo
estimativas da Organizacdo Mundial da Saude 2016, ocorreram 6,3 milhdes de novos casos de
TB no mundo, responséveis pela morte de 1,4 milhdes de individuos. A TB é a segunda causa
mais comum de morte por doencas infecciosas, depois da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (do inglés, Acquired Immunodeficiency Syndrome - AIDS).

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (do inglés,
Human Immunodeficiency Virus - HIV) é hoje importante fator de risco para o0 aumento da
incidéncia de TB, ndo apenas pela associacdo patoldgica, mas por uma combinagdo de fatores
que favorecem a evolucdo da doenca em ambas as condi¢fes. Estima-se que 10,4% dos
individuos notificados com TB apresentam coinfec¢do TB-HIV no Brasil (BRASIL, 2015b;
OLIVEIRA et al., 2010).

Entre os 22 paises responsaveis por 80% do total de casos de TB no mundo, o Brasil
ocupa 0 18° lugar (SISTEMA DE INFORMACAO DE AGRAVOS DE NOTIFCACAO,
2015). O Nordeste atualmente ocupa o terceiro lugar em numero de casos novos entre as
regides do Brasil e o primeiro lugar em nimero de 6bitos pela doenga. Pernambuco é um dos
estados com maiores taxas de incidéncia, ocupando o terceiro lugar em nimero de casos
novos de TB entre os estados brasileiros, e a primeira posi¢ao na regido Nordeste (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO, 2018).

A historia natural da TB mostra que a grande maioria dos individuos é resistente a
infeccdo, possivelmente devido a capacidade de gerar uma eficiente resposta imunologica ao
Mtb, embora sejam incapazes de eliminar completamente o microoorganismo. Estima-se que
50 milhdes de brasileiros estejam infectados pelo bacilo da TB. Das pessoas expostas ao Mtb,

cerca de 90% permanecem latentes, com bacilos retidos dentro do granuloma. Na populagéo
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com (ILTB), 5 a 10% progridem, transformando-se em TB ativa em adultos, sendo o risco
maior em criancas (BONGIGLIOLI et al., 2014; NORTH, 2004; TEXEIRA et al, 2007).

A ILTB ¢ o periodo entre a entrada do bacilo no organismo e o aparecimento da TB
ativa, onde o paciente ndo apresenta sintomas nem evidéncia clinica ou radiologica da doenca.
Em algumas circunstancias, quando ocorre um desequilibrio na resposta imune do hospedeiro,
ha reativacdo da infeccdo latente e ativagdo da TB (BUSATTO et al., 2015; FERREIRA;
CALDAS, 2015; SOCIEDADE BRASILEIRA DE PNEUMLOGIA E TISIOLOGIA, 2009).

O paciente com infecgdo latente constitui um importante reservatorio de reativacao da
infeccdo, embora ndo a transmita. Durante o periodo de laténcia, h4 a possibilidade de adogédo
de medidas medicamentosas denominadas atualmente de tratamento da ILTB, em substituigcdo
ao termo quimioprofilaxia (BUSATTO et al., 2015; CAVALCANTI, 2010; CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2011; FERREIRA; CALDAS, 2015).
Individuos com ILTB podem permanecer saudaveis por décadas ou, em uma propor¢ao
desconhecida, podem combater a infeccdo espontaneamente, contudo, existe um risco
significativamente elevado de desenvolver TB durante seu tempo de vida (HUR et al.,2013).

Este processo de reativacdo pode ocorrer principalmente em pacientes
imunodeprimidos, que tem o0s mecanismos imunoldgicos deficientes por doengas ou
condicBes que alteram as defesas imunitéarias (HIV positivos, transplantados, individuos sob
corticoterapia ou em tratamento com inibidores do Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a),
diabéticos, pacientes com insuficiéncia renal cronica, portadores de certas neoplasias, como o
linfoma, entre outras) (CARRAZEDO, 2009; LAWN et al.,2005; TEXEIRA et al, 2007).

Conforme as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia, o
diagndstico da infeccdo latente da TB (ILTB) € realizado através do individuo que apresenta
um teste tuberculinico (TT) positivo associado a exclusdo da doenca ativa. O TT consiste em
uma reacao intradérmica que avalia, in vivo, a resposta imune celular do hospedeiro contra um
derivado proteico purificado (Purified Protein Derivative — PPD) do Mth. Uma enduracéo >
10 mm é considerada positiva. Todavia essas diretrizes incluem diferentes grupos de risco,
dentre eles, os pacientes imunodeprimidos onde o TT é considerado positivo quando
apresentar resultado > 5 mm (LOPES, 2011; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA, 2009).

Nos ultimos anos, a metodologia que utiliza a dosagem de interferon-gama
(Interferon-Gamma - IFN-y - Release Assays - IGRAS) tem sido considerada um grande
avanco no diagnostico da ILTB (HARDY et al., 2010; MENZIES; PAI;, COMSTOCK, 2007,
RANGAKA et al., 2007; STOUT; MENZIES, 2008). O principio da técnica é avaliar a


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Menzies%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17339619
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pai%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17339619
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Comstock%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17339619
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producdo de IFN-y em resposta a estimulacdo por antigenos especificos do Mtb (MACHADO
etal., 2014; ORGANIZAC}AO MUNDIAL DA SAUDE, 2011; SUCCI, 2014).

Ha dois testes disponiveis para a dosagem da citocina: QUANTIFERON-TB GOLD
IN TUBE®, (QFT-GIT, Cellestis, Australia) e o T-SPOT. TB (Oxford Immunotec, UK). O
QFT-GIT é um ensaio enzimético de imunoabsor¢éo que avalia os niveis de IFN-y produzidos
em resposta a trés antigenos especificos do Mth: early secretory antigen target 6 (ESAT-6),
culture filtrate protein 10(CFP-10) e TB7.7. O T-SPOT. TB mede a quantidade de células
mononucleares periféricas que produzem IFN-y frente a dois antigenos especificos: ESAT-6 e
CFP-10, sendo o seu principio baseado em Enzyme-Linked Immunospot (ELISPOT)
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2011; SUCCI, 2014).

O alvo principal para erradicacdo da TB seria impedir a cadeia de transmissao e
controlar a doenca, pois embora tenha tratamento e cura, ainda € uma doenca preocupante que
mata milhdes de pessoas em todo 0 mundo (BRASIL, 2013). O TT é atualmente o Unico teste
preconizado pelo Ministério da Salde para o diagnostico da ILTB. No entanto, existem
algumas limitagdes para sua realizacdo. Os individuos vacinados com BCG podem ter
resultados falso-positivos devido a presenca de alguns antigenos que compdem a vacina.
Também pode ocorrer sensibilizacdo cruzada aos antigenos de micobactérias néo
tuberculosas (MNT) (BROCK et al.,, 2004; HERRERA et al, 2011; MENZIES; PAI;
COMSTOCK, 2007; MENZIES, 1999; STOUT; MENZIES, 2008; ROSS; GOFF, 2005; ).

O retorno do paciente para a leitura depois da aplicacdo do TT também leva a um
grande percentual de perda, devido a ndo comparecerem para leitura (BROCK et al., 2004;
LINAS et al., 2011). Resultados falso-negativos poderdo ser obtidos, devido a
imunossupressao, principalmente em pacientes portadores do HIV (BROCK et al., 2004;
MENZIES; PAI; COMSTOCK, 2007).

Diante do exposto, ha uma necessidade de testes mais sensiveis para pacientes com
imunossupressdo. O QFT-GIT pode ser uma alternativa para investigacdo da ILTB, visto que
necessita apenas de uma Unica visita do paciente para a realizacdo do teste, apresenta menor
risco de efeitos adversos por serem realizados in-vitro e sdo potencialmente desprovidos do
efeito booster (HORSBURGH; RUBIN, 2011; MENZIES; PAI; COMSTOCK, 2007; PAI;
ZWERLING; MENZIES, 2008;).

Compreender os mecanismos que contribuem para o desenvolvimento da doenca ativa
pode auxiliar no desenvolvimento de estratégias de combate & doenca. Devido as dificuldades

diagnosticas, fica cada vez mais evidente a importancia da busca de novas metodologias de
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base imunoldgica, mais sensiveis, que auxiliem na investigacdo da ILTB, sobretudo em

pacientes imunodeprimidos que apresentam um risco maior de adoecer gravemente.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Histoérico

No ambito mundial, a TB ainda continua como doenca negligenciada e apresenta-se
como um grande problema de Salde Publica. No Brasil, a TB destacou-se no século XIX,
difundindo-se entre a populacdo mais pobre assolada pela fome, e amontoada em corticos que
propiciavam a disseminacdo da doenca. Em 1898, a TB foi a principal causa de morte entre a
populacdo menos favorecida economicamente. Neste mesmo periodo, o principal objetivo do
império era combater a febre amarela, adiando o combate a TB (PINHEIRO, 2016).

No inicio do século XX, a doenca tornou-se um problema de carater social, com
ocorréncia e propagacao estreitamente relacionadas as condi¢cdes de vida e de trabalho
resultante da nova organizacdo social oriunda do processo de industrializacdo. Esses fatos
colaboraram para o medo coletivo diante da doenga, que associa ao Sseu portador ao
comportamento ndo condizente em relagdo as normas sociais. O receio diante da TB acabou
acarretando na estigmatizacdo do doente e seu consequente isolamento nas relagcdes sociais
(PORTO, 2007).

O controle da doenca pelo Estado s6 se deu quando os doentes foram vistos como uma
ameaca social. Foi quando o Estado iniciou uma fase de maior intervencdo no combate a TB.
Em 1920, com a criacdo do Departamento Nacional de Saide Publica (DNSP) e da Inspetoria
de Profilaxia da Tuberculose, passou-se a adotar medidas profilaticas enérgicas para conter a
proliferacdo da doenca (ZANETTI, 2012).

Em uma tentativa de combate a TB, houve a criacdo da vacina BCG (Bacilo de
Calmette e Guérin), obtida experimentalmente em 1906 e inoculada em criangas e
adolescentes a partir de 1920. E originaria de cepas atenuadas, avirulentas do Mycobacterium
bovis, apds mutacbes genéticas e com propriedades imunogénicas protetoras contra a TB
desenvolvida por Camille Calmett e Albert Guérin no Instituto Pasteur em Paris. O uso da
vacina BCG foi adotado largamente a partir de 1920. Impulsionada pela OMS, a partir de
1921, a vacina passou a ser utilizada em humanos. Ha concordancia na literatura mundial de
gue o BCG intradérmico é eficaz contra as formas graves de TB, como meningoencefalite e
TB miliar (PEREIRA et al., 2007).
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Em 1940, surgem os primeiros antibiéticos para o tratamento da TB, colaborando
assim para a mudanca da perspectiva ameacadora da doenca (HIJJAR et al, 2006). No ano de
1944, é noticiada a descoberta da estreptomicina, sendo utilizada pela primeira vez em
humanos e evidenciado seu poder terapéutico. Dois anos depois, foi demonstrado o efeito do
acido paraaminossalicilico sobre o bacilo. A isoniazida foi usada para tratamento da TB, em
1952, logo depois surgiu, em 1954, a pirazinamida, em 1955, a ciclosserina, em 1962, o
etambutol e a rifampicina em 1963 (HIJJAR; PROCOPIO, 2006).

Quando o tratamento foi estabelecido com drogas isoladas, além dos efeitos colaterais
e tempo prolongado da terapéutica, foram observadas as cepas resistentes do M. tuberculosis,
recomendando a importancia do tratamento com duas ou mais drogas associadas. De tal
modo, em 1960, comecaram 0s esquemas com antibidticos padronizados, primeiramente em
18 meses e posteriormente em 12 meses (RUFFINO-NETTO; SOUZA, 1999).

Com a emergéncia da AIDS na década de 1980, modificaram-se em parte as
caracteristicas da doenca, agravando a situacdo epidemioldgica, constituindo-se em um dos
principais complicadores da doenga em paises com altas taxas das duas infec¢des, como o
Brasil. Assim, a atencdo sobre as doencas emergentes como a AIDS e sua relacdo com a TB
levou alguns a supor ser a TB um problema emergente em nosso meio. Todavia representa um
problema presente hé longo tempo (CAMPOS; PIANTA, 2001; RUFFINO-NETTO, 2002).

A partir de 1998, a TB foi incluida na Portaria 4.052, do Ministério da Salde, que
determina as Doencas de Notificagdo Compulsoria em todo o territério nacional. O
relancamento desta portaria, dentro do contexto da descentralizacdo da salde, favoreceu a
extensdo, em todos os municipios brasileiros, do novo Plano Nacional de Controle da TB,
lancado em marco de 1999 pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2002).

O Programa Nacional de Controle da TB (PNCT) surgiu no ano de 2004,
padronizando acGes desde o diagnostico até os esquemas terapéuticos e critérios de alta. O
programa é uma grande evolucdo histérica de organizacdo politica. Baseia-se na
descentralizacdo e horizontalizacdo das acGes de vigilancia, prevencdo e controle da TB
(HIJJAR; PROCOPIO, 2006). O PNCT permanece integrado na rede de servicos de satde,
desenvolvido por intermédio de um programa unificado, executado em conjunto pelas esferas
federal, estadual e municipal. Esta subordinado a uma politica de programacao das suas agoes
com padrdes técnicos e assistenciais bem definidos, garantindo desde a distribuicdo gratuita
de medicamentos e outros insumos necessarios ate acdes preventivas e de controle do agravo.

Isto permite 0 acesso universal da populac&o as suas a¢des (HIJJAR; PROCOPIO, 2006).
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No Brasil, a TB esta introduzida entre as Doencas de Notificagdo Compulséria (DNC)
em todo territorio nacional, sendo estabelecido como mecanismo de notificacdo o Sistema de
Informacéo de Agravos de Notificacdo (SINAN), da Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS)
do Ministério da Saude (MS). O controle da TB, em termos coletivos e individuais, envolve
diversos graus de complexidade, tanto para o estabelecimento do diagndstico como para a
cura clinica e bacterioldgica dos pacientes na comunidade (FUNDACAO OSWALDO CRUZ,
2008).

O tratamento da TB ndo depende apenas e exclusivamente da existéncia, gratuidade
dos medicamentos e de sua eficacia farmacoldgica, devem-se considerar todos os demais
elementos no processo de atengdo, tais como a melhora do acesso aos servicos de salde, a
adesdo e a coparticipacdo da pessoa com TB e da sua familia (SILVA et al., 2014).

A parcela da populacdo que estd submetida as precarias condi¢bes de moradia, a falta
de saneamento basico, a baixa distribuicdo de renda, ao baixo indice educacional, entre outros
determinantes sociais, estd mais vulnerdvel ao desenvolvimento dessa doenga (BRUNELLO
et al., 2009). Atualmente a OMS constituiu uma meta que prevé a eliminacdo da TB no
mundo até o ano de 2035 (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015). Dentre essas
prioridades esté o diagndstico da TB infantil, que se torna dificil em relagdo ao adulto.

Embora a transmissdo da TB tenha sido documentada mais de uma década antes da
descoberta do seu agente etioldgico, existem ainda lacunas importantes no conhecimento da
TB. A principal esta relacionada com o evento infeccdo/progressdo para doenca e ao
fendmeno de laténcia do MTB (STARKE JR. COMMITTEE ON INFECTIOUS DISEASES,
2014).

2.2 Epidemiologia

Estima-se que um terco da populagdo mundial esteja infectada pelo bacilo da TB. As taxas
estimadas pela OMS indicam que 10,4 milhGes sdo de novos casos de TB e 1,3 milhGes de
mortes que ocorreram ao redor do mundo em 2016. No mesmo ano, foram estimados 1,03
milhGes de novos casos de TB em pacientes HIV-positivos (12% do total de casos de TB),
dos quais 75% encontram-se na Africa (Figura 1). Seis paises foram responsaveis por 60% de
todos 0s novos casos em 2015: india, Indonésia, China, Nigéria, Paquistdo e Africa do Sul
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016).
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Dentre a populagcdo mundial, estima-se que dois bilhdes de pessoas estejam com ILTB,
0 que representa um grande potencial para desenvolvimento da doen¢a no mundo (DYE et al.,
1999; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2014). Na Asia e Africa concentram-se
80% dos casos de ILTB onde estdo os grupos etarios mais velhos, uma vez que a prevaléncia
da infeccdo aumenta com a idade. Entretanto estima-se que 100 mil criangas estejam
infectadas pelo bacilo (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015).

O numero de pessoas vivendo com HIV que receberam tratamento para ILTB chegou
a quase um milh&o no ano de 2016. Como nos anos anteriores, a Africa do Sul apresentou a
maior porcentagem dessa parcela de individuos (41%), seguido de Mo¢ambique, Zimbabue e
Malaui (ORGANIZAQAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017).

Figura 1 Estimativa da prevaléncia de HIV em novos casos de tuberculose em 2016.
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Fonte: Organizacdo Mundial da Saude (2017)

No Brasil, no ano de 2017 foram notificados 69.569 casos novos de TB. Entre as
capitais, foram registrados 25.926 casos novos de TB, o que corresponde a 38,1% do total de
casos novos diagnosticados no pais. Ha uma estimativa de que 57 milhGes de pessoas estejam
infectadas pelo Mtb no Brasil. Entre os anos de 2008 a 2015, observou-se uma maior taxa de
prevaléncia de TB entre o sexo masculino, com maior predominio nos individuos

economicamente ativos (15-54 anos) (BRASIL, 2015a). As capitais com maior coeficiente de
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incidéncia da TB, em 2017, foram Manaus (104,7/100 mil hab.), Rio de Janeiro (88,5 /100
mil hab.) e Recife (85,5/100 mil hab.) (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2018).

A mortalidade por TB também diminuiu, tendo reduzido em 15,4% entre os anos de
2006 a 2015. Entretanto, foram registrados cerca de 4.500 6bitos pela doenga no ano de 2015,
um ndmero considerado alto, visto que a TB é uma doenca que tem cura. O Brasil estd na 182
posicdo em carga de TB, representando 0,9% dos casos estimados no mundo e 33% dos
estimados para as Américas (BERTOLOZZI et al., 2014; BOLETIM EPIDEMIOLOGICO,
2018; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016).

Os maiores coeficientes de mortalidade, no ano de 2016, foram registrados em Recife
(6,4/100 mil habitantes), Belém (5,3/100 mil habitantes) e Manaus (4,7/100 mil habitantes.)
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2018, BRASIL, 2015a).

2.3 Agente etioldgico

Atualmente, sdo reconhecidas mais de 120 diferentes espécies de micobactérias, a
minoria patogénica em humanos (GUTIERREZ et al., 2005; LEITE; SATO, 2006). As
micobactérias pertencem a familia Mycobacteriaceae, constituida de dois géneros,
Amycolicicoccus e Mycobacterium, sendo este ultimo de maior importancia clinica (WANG
et al, 2010). O complexo Mtb € constituido pelas espécies M. bovis, M. africanum, M. micraoti,
M. canetti e M. tuberculosis. Os dois principais agentes causadores de doenca em humanos
sdo: M. leprae, causador da lepra ou hanseniase e M. tuberculosis, causador da TB (ALVES,
2008; COLE et al., 1998; DUCATI et al., 2006).

Em 1882, o alemdo Robert Koch descreveu pela primeira vez o bacilo, o seu
isolamento e cultivo, e o identificou como o causador da TB. Desde entdo, passou a ser
conhecido como o bacilo de Koch (SCHUSTER, 1995). Os bacilos medem de 0,2 a 0,6 mm
de didmetro e 1 a 10 mm de comprimento (Figura 2). Sdo imdveis, ndo esporulados, ndo
capsulados, aerdbios estritos e sua faixa de temperatura 6tima de crescimento € 35-37°C
(COELHO; MARQUES, 2006).

O Mtb possui uma parede celular com um elevado teor de lipideos, complexos de alto
peso molecular, denominados acidos micolicos, que abrangem cerca da metade do peso da
parede celular bacteriana, tornando sua superficie hidrofobica. Os acidos micélicos sdo acidos
graxos de cadeia longa, contendo de 60 a 90 atomos de carbono na sua totalidade. Devido ao
elevado contetdo de acidos micdlicos, as micobactérias se beneficiam de uma parede celular

espessa que lhes confere protecédo, tornando-as relativamente resistentes a uma grande parte
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dos antimicrobianos utilizados no tratamento das doencas por elas causadas. A caracteristica
hidrofébica faz com que a estrutura da parede celular seja impermeével a diversos compostos
(ALVES, 2008; HETT & RUBIN, 2008; HONG & HOPFINGER, 2004; MACIEIRA, 2000).

Os bacilos tém como caracteristicas serem aerobios estritos, pois necessitam de
oxigénio para crescerem e se multiplicarem. Possuem crescimento lento, dividindo-se a cada
18 ou 24 horas, e possuem propriedade de alcool &cido resisténcia, ou seja, quando corados a
quente com fucsina fenicada de Ziehl retém o corante apds lavagens com solucdes de alcool
(97%) e acido (3%) (propriedade utilizada na coloracdo de Ziehl-Neelsen (HARRIES et al.,
2004; LEITE ; SATO, 2006).

Figura 2- Microscopia eletronica do bacilo Mycobacterium tuberculosis

Fonte: Fonte: Satde Dicas (Tuberculose, 2017)

2.4 Transmissao

A TB é transmitida ap6s o contato com um paciente bacilifero através da tosse,
espirro, fala, onde os individuos podem ou ndo se infectar com Mth. Esta infecgdo vai
depender da carga bacilar do doente, do ambiente de contato, do tempo de exposi¢do e das
condi¢Bes do hospedeiro. Desenvolvendo a infecgdo, a resposta inicial € uma reacdo de
hipersensibilidade tardia, com a formacéo do nddulo de Ghon, usualmente situado no pulmao,

progredindo por disseminacdo linfatica para linfonodos regionais (mediastinal ou de hilo
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pulmonar), formando o complexo de Ghon ou complexo primario, com ou sem reacéao pleural
(MARAIS et al., 2005.,BLOK et al., 2014).

Aproximadamente em 95% dos individuos, o sistema imunoldgico consegue bloquear
o0 complexo primario contendo a infeccdo, com raros ou nenhum sintomas. Estes quando
presentes sdo autolimitados, como uma infeccdo viral ou reacdes de hipersensibilidade,
podendo surgir eritema nodoso ou conjuntivite flictenular (MARAIS, 2014). Contudo, em
alguns individuos (5%), geralmente criancas, a infeccdo ndo € contida e a TB doenca se
desenvolve, chamada entdo de TB primaria. Mais de 90% dos casos ocorre entre 0s primeiros
2 a 12 meses apos a infecdo (CRUZ; STARKE, 2007; HERTTING; SHINGADIA, 2014;
KRUK et al., 2008; MARAIS et al., 2005).

Apenas 5-10% dos individuos infectados apresentam sintomas clinicos e desenvolvem
a doenca ativa. Outros 90% dos individuos apresentam a infeccdo latente (ILTB), onde as
manifestacdes clinicas ndo sdo evidentes, entretanto poderdo sofrer um processo de reativacdo
e evoluirem para doenga ativa (BARRY et al., 2009; LIN; FLYNN, 2010; WAYNE, 1994).
Essas caracteristicas dificultam o diagnostico preciso dos individuos acometidos, contribuindo
para uma maior disseminacdo da doenca (ANDERSEN, 2007).

O estabelecimento da doenca ativa depende tanto de fatores associados ao bacilo,
como a viruléncia da cepa infectante da micobactéria e a quantidade de bacilos viaveis que
atingem o pulm@o, como de fatores associados ao hospedeiro e da integridade do sistema
imunoldgico (COLLINS; KAUFMANN, 2001).

Muitos sdo os fatores que contribuem diretamente na imunidade do hospedeiro, como
idade avancada, desnutrigdo, etilismo, neoplasias, estresse, PVHA, diabetes, gastrectomias,
insuficiéncia renal cronica, silicose, tumores e 0 uso de medicag¢es imunodepressoras. Esses
individuos terdo mais chances de desenvolver a TB do que 0s ndo portadores dessas doencas
(SOUZA; BERTOLOZZI, 2014).

2.5 Imunopatogenia

Embora os progressos relevantes ao longo dos ultimos anos sobre a compreensao dos
mecanismos que contribuem para a imunidade protetora em relagdo ao Mtb, ainda
permanecem os desafios cientificos sobre a descoberta da resposta imune através de pesquisas
clinicas e experimentais em detrimento a dificuldade na erradicagdo do patdgeno e da sua
capacidade de permanecer na forma clinica de laténcia, a partir da qual pode aumentar o risco
de desenvolvimento da TB doenga (BOZANNO; MARRAS; DE MARIA, 2014).
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A imunidade para a TB é mediada pelo sistema imunoldgico celular, timo-dependente,
através da interacdo entre linfécitos do tipo CD4+ também denominados de T helper (Th)
ativados e macrofagos, com a liberacdo de citocinas especificas, especialmente interferon-
gama (IFN-y), principal citocina inflamatoria observada na TB, e que estdo relacionadas com
a ativacdo do mecanismo de imunidade celular do tipo Thl (GUEDES, 2013).

A imunidade mediada por células realiza um importante papel no aumento dos
sintomas da doenca. Entre os mecanismos de patogenicidade ressalta-se o impedimento da
maturacdo do fagossomo e de sua fusdo com os lisossomos (VERGNE et al., 2004) e
consequentemente prevencdo da apresentacdo de antigenos, presenca de componentes em sua
parede celular que mascaram seus peptideos antigénicos (STENGER; NIAZI; MODLIN,
1998) e pela modulacdo das vias de morte das células em que se instala (SRINIVASAN;
AHLBRAND; BRIKEN, 2014).

A fagocitose do Mtb mediada pelo macréfago alveolar e pelas células dendriticas € um
fator de grande importéncia de todo processo de infecgdo-doenca. Iniciando com a fusdo do
fagossoma contendo o bacilo e como também o lisossoma onde se encontram substancias
nocivas que tem como objetivo a destruicdo do bacilo. O bacilo sofre acdo do pH &cido e de
intermediarios reativos de oxigénio e de nitrogénio de enzimas lisossdmicas, de peptideos
toxicos e do IFN-y dentro do fagolisossoma. Todavia, o bacilo pode resistir aos mecanismos
imunes e multiplicar-se dentro dos macréfagos (CAMPQOS, 2006).

Os macrofagos e as células dendriticas do tecido invadido tem uma variedade de
receptores, os Toll-Like (TLRs), que reconhecem moléculas presentes nos patdégenos, 0s
Padrdes Moleculares Associados a Patdgenos (PAMPSs). Os TLRs humanos envolvem vérias
proteinas da superficie celular que estimulam a transcri¢do de genes de citocinas inflamatdrias
em resposta a varios ligantes microbianos. Assim, os receptores colaboram para o sistema
imune inato através do reconhecimento dos patdgenos induzem também o desenvolvimento
da resposta imune adaptativa. Os receptores quando ativados, realizam uma cascata de
sinalizacdo que envolve vérias proteinas intracelulares (YIM et al., 2010). Os TLRs quando
reconhecem o Mtb inicia a sinalizacdo resultando na producdo das citocinas do fator de
necrose tumoral (TNF), a interleucina 1 (IL), a IL-12 e os reativos intermediarios do
nitrogénio, contribuindo assim para uma rapida ativacdo dos mecanismos da resposta imune
(ARANCIBIA et al., 2007).

Os macrdéfagos sdo células efetoras e apresentadoras de antigenos (APCs) estimulando
a resposta imune adaptativa de células T em Thl ou Th2, fundamentada no reconhecimento

especifico entre diferentes celulas e a secrecdo de fatores solGveis como as citocinas e
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quimiocinas. A apresentacdo € realizada por meio do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC), de classe Il, células dendriticas e linfécitos B (MOUTINHO,
2011).

As células Thl exercem uma funcdo efetora na resposta imune do Mth. As células
Natural Killer (NK), células citotoxicas da imunidade inata, sdo ativadas diretamente por
bactérias ou, indiretamente, em resposta a citocina IL-12, proveniente de macrofagos
ativados. As células NK ativadas induzem a producédo de IFN-y por linfocitos Thl, que resulta
na morte do bacilo. Além disso, o IFN-y estimula o mondcito a produzir TNF, que por sua vez
estimula a atividade bactericida intracelular. Através dessa ativacdo resultara a producdo de
peroxido de hidrogénio, anion superdxido, 6xido nitrico e enzimas lisossomais que
sinergizam para destruir o patégeno (MOUTINHO, 2011).

O controle da infeccdo é realizado atraves de células T CD4 +, bem como as citocinas
IL-12, IFN-y, ¢ TNF, porém os fatores que determinam o porqué de alguns individuos
controlarem a infeccdo, enquanto outros ndo conseguem ainda ndo sdo claros. Os fatores
genéticos do hospedeiro e do proprio patégeno podem ser associados com o risco aumentado
de desenvolvimento da TB ativa (FIGURA 3) (O’GARRA et al., 2013).

Figura 3- Imunopatogenia da tuberculose
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Fonte: Tuberculose (2017)

2.6 Tuberculose Latente

A ILTB € o periodo entre a entrada do bacilo no organismo e o aparecimento da TB
ativa, onde o paciente ndo apresenta sintomas nem evidéncia clinica ou radiologica da doenca.

Entretanto, este paciente constitui um importante reservatorio de reativacdo da doenca,
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embora ndo a transmita (BUSATTO et al, 2015; FERREIRA; CALDAS, 2015
ORGANIZAQAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima-se que 30 milhdes de
individuos tenham a ILTB (DYE et al., 1999; POORHASAN; HAGHDOOST; MASHRABI,
2010). Entretanto, nos casos em que ocorre a coinfec¢do por HIV pode acontecer o processo
de reativacdo da doencga, com um risco de 23% para esses individuos, chegando a 10% ao ano
ou mais, enquanto que em individuos imunocompetentes o risco de adoecer esta por volta de
2% (TUFARIELLO; CHAN; FLYNN, 2003; HERRERA et al., 2011). Nesses individuos co-
infectados o risco de morte por TB aumenta para valores acima de 10% ao ano (LAWN;
WOOD; WILKINSON, 2011).

Além do grupo de individuos co-infectados, pacientes que utilizam farmacos
imunossupressores, como medicamentos modificadores do curso da doenca (MMCD),
sintéticos, corticoides e terapias imunobioldgicas possuem 25 vezes mais risco de
desenvolverem a TB ativa, apresentando geralmente as formas mais graves e disseminadas da
TB extrapulmonar (BONFIGLIOLI et al., 2014).

Individuos com ILTB podem continuar saudaveis por décadas, ou, em uma proporcao
desconhecida, resolverem a infeccdo espontaneamente. Contudo, existe um risco
significativamente elevado de desenvolver TB durante seu tempo de vida (HUR et al., 2013).

Na ILTB, o hospedeiro apresenta uma forte resposta imune que frequentemente detém
0 bacilo, porém, ndo elimina a infeccdo decorrente de alteragdes nos mecanismos de
resisténcia que levam a reativacdo da doenca (NORTH, 2004). Nesse estado, o bacilo de Koch
pode manter-se vivo dentro de calcificagcdes e mais frequentemente em focos granulamotosos
com pouco ou nenhum oxigénio, impedindo sua multiplicacdo. A reativacdo da TB pode ser
evitada por tratamento preventivo (SHALER et al, 2012; ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2015).

2.7 CondigBes imunossupressoras

O grande desafio para a deteccdo da ILTB € o risco de desenvolvimento da TB ativa,
que € considerado maior em pessoas com o0 sistema imunoldgico comprometido, através de
doencas ou tratamento imunossupressor (GOH et al., 2013). Pacientes com comprometimento
da imunidade celular, PVHA, pacientes transplantados, diabetes Mellitus tipo I, mieloma e
ainda imunossuprimidos por outras razfes tais como: utilizacdo da prednisona > 15mg/dia,

farmacos imunossupressores e farmacos inibidores do anti TNF denominados agentes
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bioldgicos aumentam consideravelmente o risco de progressao para TB ativa (GETAHUN et
al., 2015).

O HIV é um retrovirus com duas cépias de RNA de cadeia simples em seu nucleo, da
familia Retroviridae e pertencente ao género Lentivirinae, capaz de causar a AIDS ou
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (BRASIL, 2013b). Apos a infeccdo, em um
periodo médio de 2 a 4 semanas apo6s a infeccdo pelo HIV, ocorre a soroconversdo. A fase
aguda é considerada, na qual se observa uma grande producéo de particulas virais diariamente
e o individuo torna-se altamente infectante. Durante o pico da viremia e da atividade
imunolodgica podem aparecer os sintomas da sindrome retroviral aguda, que vdo desde um
simples quadro viral inespecifico até manifestagbes que se assemelham a mononucleose
infecciosa (STREECK; ALTFELD, 2011; BRASIL, 2013c).

Os sintomas mais comuns sdo febre, linfonodomegalia, faringite, exantema, mialgia e
cefaleia, duram aproximadamente 14 dias e sdo normalmente autolimitados (STREECK;
ALTFELD, 2011; BRASIL, 2013c). Nesta fase h4 uma répida diminuicdo dos linfocitos T
CD4+, aumento do numero absoluto de linfécitos T CD8+ circulantes e inversdo da relacéo
CD4+/CD8+ (BRASIL, 2014a).

Na fase aguda, vai ocorrer a estabilizacdo da viremia, que s&o utilizados como fator de
prognostico da evolucdo da doenga. Havendo assim uma queda dos linfécitos T CD4+ esta
relacionada a atividade da replicagdo viral e progressdo para a AIDS. Com o desenvolvimento
da doenca, presenca de infec¢bes bacterianas, sendo respiratorias e tuberculose na forma
pulmonar cavitaria, sdo mais frequente, inclusive com a contagem de linfocitos T CD4+
acima de 350 célulassmm3 (BRASIL, 2013c). A fase de laténcia clinica é considerada
assintomatica com apenas algumas alteragdes clinicas (BRASIL, 2014a). A persisténcia de
linfonodomegalia ¢ comum, podendo também ser encontrada plaquetopenia, anemia e
leucopenia leve (BRASIL,2014c; STREECK; ALTFELD, 2011; BRASIL, 2013c).

Um grande marcador da funcdo imunoldgica de PHVA ¢é a contagem de linfocitos T
CD4+ é e um determinante fundamental para inicio da terapia antirretroviral ou para inicio de
profilaxia para infec¢bes oportunistas (DYBUL et al., 2002; BRASIL, 2013d). Diversas
doencas oportunistas estdo associadas a AIDS, como a TB em todas suas formas e nessa fase
as contagens dos linfocitos T CD4+ apresenta abaixo de 200 células/mm? (BRASIL, 2013 d).

Na TB em pessoas portadoras do HIV as manifestagdes clinicas estdo diretamente
relacionadas ao aumento da imunossupressdo. O aumento da imunossupressdo ha um risco
maior do desenvolvimento da TB extrapulmonar e também disseminada, podendo alcancar

linfonodos, pleura e outros sitios. PVHA tem um grande risco de adoecimento por TB, a Unica
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forma de prevencéo é por meio do diagnostico e tratamento da ILTB (De PINHO et al., 2001;
GOLUB et al., 2007; PAI; MENZIES,2007).

Os pacientes com imunossupressdo cronica sdo de grande risco para 0
desenvolvimento da TB ativa, pois utilizam o tratamento medicamentoso sistematico,
incluindo medicamentos modificadores de doencas (metrotexato), inibidores de TNF-a
(adalimumabe e infliximabe) e os moduladores da ativacdo de linfocitos T (alefapte e
efalizumabe) associados com corticoides.

A TB necessita de maior atencdo devido ao papel do TNF-a ser relevante na formagao
e na manutencdo da integridade do granuloma. A grande parte dos casos de TBEP ocorre nos
primeiros meses de tratamento com anti TNF-a. A reativacdo da TB parece correr em um
risco menor com o0 uso de outros agentes bioldgicos, ndo havendo ainda nada definido
(MOTA et al.,2015).

Os glicocorticoides possuem também acdo anti-inflamatdria e exercesse efeito na
imunidade celular, a sua utilizacao é o alivio sintoméatico nos pacientes portadores de doencas
inflamatdrias imunomediadas. Devido a o seu potencial imunossupressor recomenda o
rastreamento desses pacientes em todos tratados com doses de prednisona com doses superior
ou equivalente a 15mg/dia, durante um periodo superior ou igual a um més (SMOLEN et
al.,2014).

Portanto, é recomendada a exclusdo da TB no diagndéstico da ILTB nas quais essas
terapias sdo indicadas. Pacientes com TT positivo devem inicar tratamento para ILTB,
podendo iniciar a terapéutica imunobiologica de 1 a 2 meses de tratamento para ILTB desde

que apresente boa tolerancia ao mesmo (DUARTE et al., 2012).

2.8 Diagnostico

Diagnosticar a ILTB ainda € um grande desafio, devido a auséncia de manifestacdes
clinicas, a impossibilidade do isolamento do bacilo e a frequente auséncia de alteracGes
radioldgicas, ndo havendo método ideal para seu diagnostico (CASCANTE et al., 2007,
GETAHUN et al., 2015; GUSMAN et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2007).

No Brasil, o0 Manual de Recomendacbes para Controle da Tuberculose do MS,
recomenda que todas as pessoas que tiveram contatos com pacientes baciliferos devem ser
avaliadas visando o diagndstico de uma possivel doenca ativa ou uma infecgdo latente. Assim,

pode-se iniciar o tratamento precoce da doenca/infeccdo, com consequente diminuicdo da
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morbimortalidade e da disseminagdo do bacilo, como também do desenvolvimento da doenca
ativa em individuos com infeccéo latente (BRASIL, 2011).

A infeccdo pelo HIV é o principal fator de risco para o desenvolvimento da ILTB por
Mtb, podendo aumentar em mais de 20 vezes o risco de reativacdo da TB (GOLETTI, 1998;
CORBETT, 2003). A dificuldade diagnostica nestes pacientes estd associada, dentre outros
fatores, ao fato de que a imunodeficiéncia pode modificar o quadro clinico e radioldgico da
doenga (JONES, 1993; KRAMER, 1990; KRITSKI; CONDE; SOUZA, 2005).

A imunossupressao cronica é um reconhecido fator de risco para TB, a reinfeccdo da
TB durante a terapia com corticoterapia ou em tratamento com inibidores TNF é uma das
principais preocupagdes (CARRAZEDO, 2009).

O diagnéstico da ILTB é obtido a partir da reacdo positiva ao teste cutaneo
tuberculinico (TT); avaliacdo positiva do teste sanguineo (ensaios de producdo de interferon
gama — IGRA); baciloscopia negativa e nenhuma evidéncia clinica ou radioldgica da TB ativa
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2011). O TT, entretanto,
possui baixa especificidade, podendo apresentar resultados falso-positivos, pois pode haver
reacdo cruzada com a vacina BGC de M.bovis e com MNT. Possui também baixa
sensibilidade em individuos imunodeprimidos, pois hd uma diminuicdo da resposta das
células mononucleares periféricas, que diminui a chance de desenvolver a hipersensibilidade
cuténea tardia e o reconhecimento de antigenos (FERRI et al., 2014; GUEDES, 2013).

O IGRA tem como principio a estimulacdo das células T por antigenos especificos do
Mtb, com liberacdo de IFN-y. Possui maior especificidade em relagdo ao TT porque estes
antigenos ndo estdo presentes na vacina BCG e na maioria das outras micobactérias, e
apresenta também maior sensibilidade (MACHADO et al., 2014; ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2011; SUCCI, 2014). No entanto, n&o existe um padr&o-ouro para 0
diagnostico de ITBL, desta forma as indicacbes para a terapia profilatica sdo baseadas em
uma associacdo de fatores epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais do paciente (KUSSEN,
2016).

2.8.1. Teste Tuberculinico

O TT é um teste padrdo no diagnostico da infecgdo por Mtb, formado por uma mistura
de proteinas provenientes de bacilos mortos (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2013). O TT consiste na reacdo celular desenvolvida apos a inoculagdo intradérmica do

derivado proteico purificado (PPD) do Mtbh (PPD Rt23), ou seja, a responsividade ao TT €
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desencadeada por uma resposta mediada por células, do tipo tardio, aos antigenos presentes na
tuberculina (MENZIES; PAI; COMSTOCK, 2007). A enduracdo no local da aplicacdo €
consequéncia do processo inflamatorio secundario a migracdo de células mononucleares
previamente sensibilizadas aos antigenos do Mtb presentes no PPD (STARKE; COMMITTEE
ON INFECTIOUS DISEASES, 2014).

O PPD ¢ aplicado por via intradérmica no terco médio da face anterior do antebraco
esquerdo (Figura 4), na dose de 0,1 ml, equivalente a 2 UT (Unidades de Tuberculina). A
leitura é realizada ap0Os 48-72 horas da aplicacdo, podendo esse prazo ser estendido até 96
horas. E analisada através do maior didmetro transverso da area do endurado palpavel e
mensurada com régua milimetrica transparente (BRASIL, 2014 a).

Figura 4 - Aplicacdo e leitura do teste tuberculinico

Fonte: Brasil (2014a)

Legenda A: Aplicagdo por via intradérmica na dose de 0,1 ml, equivalente a 2 UT (Unidades
de Tuberculina).

Legenda B: Leitura realizada através do maior diametro transverso da area do endurado

palpavel e mensurada com régua milimétrica transparente

No Brasil, a interpretacdo do TT e os valores do ponto de corte tiveram mudangas em
2010 e variam de acordo com a populacdo e o risco de adoecimento. A classificacdo
anteriormente utilizada de ndo reator, reator fraco e reator forte, ndo estdo mais recomendados
(BRASIL, 2014 a).

Nos pacientes imunocompetentes, o TT é altamente sensivel, sobretudo naqueles que
vivem em regides sem TB ou onde a doenca ndo é endémica, porém, em pessoas com

imunidade comprometida, ha reducéo de sensibilidade do teste relacionada com a deficiéncia
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da imunidade celular (PASSALENT et al., 2006). Os individuos previamente vacinados com
BCG permanecem com uma dificuldade na interpretacdo da prova tuberculinica, em distinguir
se a reacdo do teste € devido a vacina, TB infeccdo ou doenca (BRASIL, 2014a). Podem
ocorrer resultados falso-positivos, apresentando uma baixa especificidade do método. Alguns
desses antigenos que estdo presentes, também estdo em micobactérias ndo tuberculosas
(MNT) e na vacina BCG (MENZIES, 1999; BROCK et al., 2004; MENZIES; PAlI,
COMSTOCK, 2007; STOUT; MENZIES, 2008; HERRERA et al., 2011).

Nos pacientes com imunossupressao por condicoes diversas (portadores de HIV/AIDS
ou em terapia imunossupressoras), uma enduragdo > 5mm deve ser considerada como
resultado positivo para ITBL, refletindo a infeccdo latente, e a quimioprofilaxia devera ser
iniciada apds ser afastada TB doenca (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2014). Em pacientes
com DM tipo 1 também considerados imunodeprimidos, uma endura¢do > 10 mm €
considerada positiva (Tabelal) (BRASIL, 2014a).

A anergia causada por um estado imunocomprometido (especialmente com a infeccao
pelo HIV e imunossupressdo induzida por medicacdo) pode levar a resultados falso-negativos
(AMERICAN THORACIC SOCIETY, 1999; BENTO et al.,2011; MUNOZ et al., 2005),

O TT positivo pode sugerir TB ativa, infeccdo passada, vacinagdo com BCG ou
sensibilizacdo por micobactérias ambientais. Por outro lado, um resultado negativo pode néo
excluir necessariamente a tuberculose (TIWARI et al., 2007). Desta forma, TT ndo é um teste
de screening (triagem) ideal em pacientes imunodeprimidos (AMERICAN THORACIC
SOCIETY, 1999).

No Brasil, o processo de aquisi¢do do PPD é realizado de forma centralizada pelo MS
na apresentacdo de frasco ampola contendo 1,5 ml do PPD - RT23 2 UT/0,1 ml para toda a
rede publica de saude do pais. O ano de 2014 foi marcado pelo desabastecimento do PPD
culminando com a publicacdo da Nota Informativa N° 08, de 2014 da Coordenacdo Geral do
Programa de Controle da Tuberculose (CGPNCT) que ampliou as indicacfes de tratamento
paraa ILTB para toda PVHA independente do TT (BRASIL, 2014c).
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Tabela 1- Indicacbes de tratamento ILTB de acordo com a idade, resultado do Teste
Tuberculinico (TT) e risco de adoecimento.

Valoresda TT IndicacOes

Sem TT realizado - Recém-nascidos coabitante de casos indices bacilifero;
- Pessoas vivendo com HIV/AIDS com cicatriz radiologica sem
tratamento prévio de tuberculose;

- Pessoas vivendo com HIV/ AIDS contato de tuberculose pulmonar.

TT >5 mm - HIV/ AIDS;
- Raio x com imagem sugestiva de sequela de TB;
- Individuos em uso de inibidores de TNF-a;
- Transplantados em terapia imunossupressora;

- Individuos menores de 65 anos em uso de corticoide;

TT > 10 mm - Neoplasia;
- Insuficiéncia renal em dialise;
- Diabetes mellitus;
-Tabagistas;

Fonte: Adaptacdo do Ministério da Saude (BRASIL, 2011).

2.8.2 QuantiFERON®-TB Gold in tube (QFT-GIT)

O diagnostico imunoldgico da ILTB em pacientes imunodeprimidos é um grande
desafio. Ensaios baseados na deteccdo da producéo de IFN-y produzidos em resposta aos trés
antigenos especificos do Mtb. Ja o T-SPOT.TB mede a quantidade de células mononucleares
periféricas que produzem IFN-y frente a dois antigenos especificos: ESAT-6 e CFP-10, sendo
0 seu principio baseado em Enzyme-linked immunospot (ELISPOT) (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2011; SUCCI, 2014).
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O IGRA tem uma maior especificidade em relacdo ao TT porque estes antigenos nédo
estdo presentes na vacina BCG e na maioria da outras micobactérias (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2011; SUCCI, 2014).

Esses antigenos sdo codificados na regido RD-1 (regides que codificam antigenos
especificos), do gene de espécies do complexo Mtb e ndo sdo encontrados na cepa vacinal do
Mycobacterium bovis (BCG) ou em outras espécies de micobactérias do meio ambiente
exceto Mycobacterium (M) kansasii, M. marinum e M.szulgai (SINGH et al., 2006; WANG et
al., 2009 ).

O CFP-10 do Mtb possui uma grande capacidade de induzir resposta imune mediada
por células T. Esse complexo protéico pode se ligar a superficie dos macréfagos e estimular a
secrecdo de citocinas pro-inflamatdérias como o TNF. Ao contrario de outras proteinas
secretadas pelo Mth, o CFP-10 tende a estabelecer uma sinergia com o IFN-y com produgao
de agentes microbicidas do fagocito mononuclear, como o dxido nitrico (GUO et al., 2010). O
ESAT-6 estimula células T ao induzir um aumento na producdo do IFN-y, ausente no gene do
Mycobacterium bovis (BCG) (GANGULY et al., 2008; MATULIS et al.,2007,).

Atualmente, estdo disponiveis no mercado dois kits comerciais do IGRA: o
QUANTIFERON-TB Gold in Tube (QFT-GIT, Cellestis, Australia) e o0 T-SPOT.TB (Oxford
Immunotec, UK). O primeiro é um ensaio enzimatico de imunoabsorcdo que avalia os niveis
de IFN-y produzidos em resposta a trés antigenos especificos do M. tuberculosis: ESAT-6,
CFP-10 e TB7. 7. J4 0 T-SPOT. TB mede a quantidade de células mononucleares periféricas
que produzem IFN-y frente a dois antigenos especificos: ESAT-6 e CFP-10, sendo 0 seu
principio baseado em Enzyme-linked immunospot (ELISPOT)(ORGANIZACAO MUNDIAL
DA SAUDE, 2011; SUCCI, 2014).

As vantagens do IGRA ¢é que exige apenas uma visita do paciente, ndo é realizado in
vivo, como o PPD, o que reduz o risco de efeitos adversos e possui boa especificidade, uma
vez que ndo é afetado pela vacina BCG (MENZIES et al., 2007). Diferente do TT, o teste
IGRA mostra resultados positivos em pacientes recém-infectados pelo bacilo da TB, grupo
este com maior risco de progressdo da doenca (DIEL et al., 2011; HORSBURGH; RUBIN,
2011).

2.9 Tratamento
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Diversos estudos tém demonstrado que a isoniazida (INH) continua sendo efetiva na
prevencdo da TB. A OMS recomenda que adultos e adolescentes que vivem com HIV e
apresentam TT positivo ou desconhecido, para quem foi afastada a TB ativa, devem receber
pelo menos seis meses de tratamento para ILTB com INH (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2011).

O uso de INH por seis meses proporciona uma redugéo de 69% no risco de progressao
de ILTB para TB ativa se tomada regularmente, isto é significativamente menor que a reducao
no risco com o regime de nove meses, que se aproxima dos 80%, porém, pode ser considerado
aceitavel se a conclusdo do tratamento é maior (HIRANSUTHIKUL et al., 2005; LANDRY;
MENZIES, 2008; ROWE et al.,2005). O grupo de diretrizes da OMS considerou que ndo ha
estudos comparando diretamente o tratamento da ILTB com seis e nove meses de INH e isso
levou o grupo a recomendar fortemente a duracio de seis meses (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2011).

Segundo o Programa Nacional de Controle da Tuberculose (PNCT), o tratamento da
ILTB deve ser direcionado aos grupos de alto risco de desenvolver TB doenca, entre estes,
especialmente, os co-infectados pelo HIV e pelo Mtb (BRASIL, 2005; 2011). No Brasil, a
INH é a droga de escolha para o tratamento da ILTB na dose de 5-10mg/kg (até a dose
maxima de 300mg/dia), diariamente, durante seis meses (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA, 2009; BRASIL, 2011).

Apesar do tratamento preventivo para a TB ser preconizado pela Organizacdo Mundial
Da Salde (2011) e pelo Ministério da Satde do Brasil (2011) e a distribuicdo da INH ser feita
de forma gratuita no pais, a decisdo para tratamento da ILTB deve ser tomada pelo médico
assistente. Ha& ainda que se considerar a baixa adesdo dos médicos em prescrever o tratamento
paraa ILTB (BRASIL, 2011).
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3 JUSTIFICATIVA

A tuberculose é uma doenca grave que possui prevencdo, tratamento especifico e cura.
Apesar disso, ainda preocupa as organizacdes de saude devido ao seu dificil controle e a sua
velocidade de disseminagdo. O presente estudo avaliou novas metodologias de base
imunologica que auxiliem no direcionamento clinico e terapéutico, sobretudo de pacientes
com ILTB portadores de imunossupressao.

Apesar da existéncia de varios métodos laboratoriais para o diagnostico, a erradicacao
de TB é uma meta muito dificil devido ao fato do Mtb ser capaz de permanecer no hospedeiro
por longos periodos na forma de laténcia. O controle da epidemia global de tuberculose esta
atrelado principalmente a identificacdo e tratamento profilatico de individuos com TB latente.

O rastreio da ILTB deve passar pela exclusdo de TB ativa (inquérito de sintomas e
radiografia pulmonar) e avaliacdo da resposta imunoldgica ao Mtbh atraveés dos testes
atualmente disponiveis, como o TT e o teste IGRA, ambos identificam uma resposta imune
adaptativa contra os antigenos micobacterianos. O TT, exame utilizado para deteccdo de
ILTB apresenta uma série de limitagdes, conforme dito anteriormente .

Contudo o IGRA tem demonstrado ser significantemente mais especifico do que o TT
para o diagndstico de ILTB, especialmente em paises endémicos tais como o Brasil. Porém
seu desempenho no diagndstico de pacientes imunodeprimidos ainda ndo foi extensivamente
investigado, existindo uma lacuna de conhecimento nesta area.

Portanto, diante das dificuldades diagndsticas expostas, este estudo tem como foco
principal a avaliacdo de nova metodologia de base imunoldgica que auxilie na deciséo clinica
de casos complexos na identificacdo da infeccdo latente. O método imunoldgico tem grande
probabilidade de auxiliar na deteccdo da infeccdo latente, ja que o tratamento das formas
latentes reduz a incidéncia da doenca ativa em 75%.

Neste contexto, certamente havera uma maior deteccdo de casos de ILTB, auxiliando
na identificacdo de focos primarios, levando provavelmente a reducdo das taxas de
morbimortalidade, além de contribuir no planejamento de agBes especificas, conjuntas,
intersetoriais e articuladas, conduzindo a melhoria da eficacia do programa de controle da

doenca no estado de Pernambuco.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Qual o desempenho do teste imunoldgico IGRA no diagndstico da tuberculose latente

em individuos imunodeprimidos do estado de Pernambuco?



38

5 HIPOTESE

O IGRA apresenta melhor desempenho que o TT na deteccdo da ILTB em pacientes

imunodeprimidos no estado de Pernambuco.
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6 OBJETIVOS GERAL

Avaliar o desempenho do teste imunoldgico QUANTIFERONN®-TB Gold no

diagnostico da ILTB em pacientes imunodeprimidos do estado de Pernambuco.

6.1 Objetivos Especificos

a) Awvaliar o perfil epidemioldgico, demografico e clinico dos participantes do estudo;

b) Determinar acuracia do QUANTIFERON®-TB para o diagnostico de infeccdo pelo M.

tuberculosis em pacientes imunodeprimidos do estado de Pernambuco;

c) Comparar o desempenho do teste IGRA com o Teste Tuberculinico na identificacdo da

forma latente da tuberculose em pacientes imunodeprimidos;

d) Determinar o método imunoldgico mais promissor para a detec¢do de ILTB em pacientes

imunodeprimidos em area endémica de tuberculose.
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7 METODOLOGIA

7.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo prospectivo e descritivo para avaliacdo da concordancia entre

dois testes imunoldgicos no diagnostico da ILTB.

7.2 Local de estudo e selecdo dos pacientes

Este estudo foi realizado no Laboratério de Imunoepidemiologia (LIE) do Instituto
Aggeu Magalhdes (IAM)/FIOCRUZ.) no periodo de agosto de 2015 até novembro de 2017,
Foram selecionados para o grupo de imunodeprimidos, pacientes que possuiam condi¢des que
levaram a imunossupressdo: uso de medicacBes imunossupressoras, pacientes poés-
transplantados, portadores de doencas auto-imunes, diabetes melittus tipo 1, PVHA e sem
suspeita TB.

Os pacientes foram de ambos os sexos, com faixa etaria variando de 14 a 78 anos,
atendidos em ambulatorio e/ou enfermaria do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (HC), do Hospital Correia Picanco (HCP) e do Hospital Agamenon Magalhées
(HAM), todos integrantes da rede SUS.

O diagnostico da ILTB e o tratamento especifico dos pacientes foram realizados pelo

médico acompanhante de cada servico publico de salde.

7.2.1 Definicdo dos grupos de pacientes

a) Pacientes imunodeprimidos com ILTB: Pacientes que apresentaram PPD reator >
5mm sem sinais e sintomas clinicos de TB e com exames bacteriolégicos negativos e
radiografia de térax sem alteracdes, exceto os pacientes diabéticos para os quais o PPD
reator ¢ considerado > 10 mm (BRASIL, 2011).

b) Pacientes imunodeprimidos sem ILTB: Pacientes que apresentaram PPD < 5 mm
sem sinais e sintomas clinicos de TB, exames bacterioldgicos negativos e radiografia de
torax sem alteragOes (BRASIL, 2011).
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7.2.2 Critérios de inclusdo

Pacientes imunodeprimidos sem suspeita de TB ativa que concordaram em participar da

pesquisa.

7.2.3 Critérios de exclusao

a) Pacientes com diagnostico de TB ativa;
b) Pacientes em tratamento para tuberculose.

7.2.4 Critérios de Perda

a) Pacientes cujas amostras bioldgicas coletadas forem insuficientes para o processamento
no laboratério;

b) Pacientes que ndo retornaram para leitura do teste tuberculinico

7.2.5 Célculo amostral

O célculo amostral foi baseado na prevaléncia de 14% da ILTB em pacientes
imunodeprimidos. Considerado um poder de estudo de 80% com intervalo de confianca de 95%

e erro alfa de 7%, sendo necessaria uma amostra de 95 pacientes imunodeprimidos.

7.3 Coleta das amostras bioldgicas

Foram coletados 3 ml de sangue venoso para o teste imunoldgico (QuantiFERON®-TB
GOLD), distribuidos igualmente (1 mL) em cada tubo denominados de Nil, Mitégeno e TB
antigeno. O NIL é o controle negativo contendo apenas heparina, Mitdgeno contém
fitohemaglutinina-PHA como controle positivo e o Antigeno TB contendo peptideos
representando as sequéncias do ESAT-6, CFP-10 e TB7.7.



42

7.4 Exames diagnosticos

7.4.1 Teste Tuberculinico

Em todos os participantes da pesquisa foi realizado o TT logo ap6s a coleta do sangue,
que utiliza o Derivado Protéico Purificado (PPD Rt 23), aplicado por via intradérmica no terco
médio da face anterior do antebraco esquerdo, na dose de 0,1 ml, equivalente a 2 UT (Unidade
de Tuberculina), respeitando um angulo de 15° entre a seringa e a pele do individuo. A leitura
foi realizada apds 72 horas (3 dias) seguindo as normas do MS (BRASIL, 2011). A aplicacdo e
leitura do teste foram realizadas por profissional treinado segundo normas do Ministério da

Saude.

7.4.2 QuantiFERON®-TB Gold in tube (QFT-GIT)

As amostras de sangue para 0 QFT-GIT foram obtidas antes da aplicacdo do TT. Apds a
coleta, os 3 tubos foram agitados de 8 a 10 vezes durante 5 segundos para misturar o sangue
com os componentes aderidos na parede dos tubos. O referido teste comercial foi realizado de
acordo com as instrucdes do fabricante do kit QuantiFERON®-TB Gold (Cellestis).

Os trés tubos foram incubados por 16-24 horas a 37°C. Apds a incubacdo, os tubos
foram centrifugados por 15 minutos, entre 2000 a 3000X g, para obtencdo do plasma. O plasma
removido de cada tubo foi colocado em um criotubo. Esses criotubos foram congelados a -70
oC para posterior utilizacdo na segunda fase da técnica Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) (figura 5). A quantificagdo do IFN-y foi realizada de acordo com as instrucdes do

fabricante.



Figura 5 Estagios do processamento do QFT-TB
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Fonte: GUEDES (2013)

Para a realizacdo do ELISA, todos os regentes, exceto o conjugado 100X concentrado,
foram colocados a temperatura ambiente por 60 minutos. A solucéo padrdo do IFN-y liofilizada
na concentracdo 8,0 UI/mL e o conjugado 100X concentrado foram reconstituidos em agua
destilada. Depois de reconstituido, a solucdo padrdo de IFN-y foi diluida em diluente verde
(GD) em uma série de dilui¢do variando de 1 a 4. O padrdo 1 ( P1) contendo 4 Ul/ml, o padréo
2 (P 2) contendo 1 Ul/ml, o padrédo 3 (P3) contendo 0,25 Ul/ml e o padrdo 4 (P 4) contendo 0
Ul/ml (apenas o diluente verde).

No primeiro tubo do padrédo (P1) foram adicionados 150uL do diluente padrédo do IFN-
y. Apoés correta homogeneizagdo, foram transferidos 50uL do tubo P1 para o P2, e depois mais
50uL do P2 para o P3. O tubo P4 continha apenas 0 diluente verde (figura 6). Essa mistura foi
agitada durante 1 minuto em um agitador de microplacas. Ao fim desse processo a placa
contendo as amostras foi coberta para evitar exposi¢do a luz, e incubada durante 120 minutos a

temperatura ambiente. Todas as amostras foram realizadas em duplicatas.



Figura 6 Preparacdo da curva padrdo do QFT-GIT
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Legenda: 150 ul do padréo IFN-y na concentragdo de 8,0 Ul/mL foram adicionados a P1. 50 ul
foram transferidos de P1 para P2 e de P2 para P3. O P4 serviu como padrdo zero contendo

apenas o diluente verde.

Na etapa seguinte, os pocos foram lavados com 400 pL do tampao de lavagem diluido,

disponivel no kit e esse procedimento foi repetido 6 vezes. Depois, adicionou-se 100 pL de

substrato em cada poco e agitou por 1 min no agitador de placas. Novamente a placa foi coberta

e incubada por 30 min a temperatura ambiente. Decorrido esse tempo, acrescentou-se 50 uL de

solucéo de parada (“stop”) em todos 0s po¢os e homogeneizou com o agitador. Em seguida,

ocorreu a leitura dos resultados a 450nm com o filtro de referéncia de 620nm. Os resultados

gerados no ELISA foram analisados no software QuantiFERON-TB® Gold Analysis e

interpretados de acordo com a Figura 7.

Figura 7 Intepretacdo dos resultados do QFT-GIT.

Nil (ULmL)

TB Antigen —

Mitogen — Nil

QuantiFERON-

Nil (UL/'mL) (UL/'mL) TB (UL'mL)
< 0.35 =0.5
=0.35e=25% Negativo
. = 0.5
do valor de Nil
=0.35 e =25%
= 8.0 . - Positivo
do valor de Nil
< 0.35 =< 0.5
=~0.35e < 25%
. = 0.5 Indeterminado
do valor de Nil
- 8.0 - -

Fonte: GUEDES (2013)



45

Apos a verificacdo das densidades Opticas obtidas para cada antigeno e controles, os
valores foram convertidos em unidades internacionais por milimetro (Ul/ml) tomando-se como
base a curva padrdo gerada no ensaio. O resultado do teste foi considerado positivo quando 0s
niveis de IFN- vy produzidos apés estimulo com os antigenos ESAT-6 e/ou CFP-10 foram >
0,35 Ul/ml e > 25% do valor do Nil (ap6s a subtragdo do Nil e TB antigeno), e o valor do Nil <
8 Ul/ml.

O resultado foi considerado negativo quando os niveis de IFN- y produzidos apos
estimulo com os antigenos ESAT-6 e/ou CFP-10 foram < 0,35 Ul/ml ou > 0,35 Ul/ml ¢ > 25%
do valor do Nil (apés a subtracdo do Nil e TB antigeno), o valor do Nil < 8 Ul/ml e o valor da
subtracdo do mitdégeno e Nil > 0,5 Ul/ml.

Considerou-se o resultado indeterminado quando o valor do Nil foi < 8 Ul/ml, quando
0s niveis de IFN- y produzidos apés estimulo com os antigenos ESAT-6 e/ou CFP-10 foram <
0,35 Ul/ml e o valor da subtracdo do mitégeno e Nil < 0,5 Ul/ml. Foi ainda considerado
indeterminado quando os niveis de IFN- y produzidos apds estimulo com os antigenos ESAT-6
e/ou CFP-10 foram > 0,35 Ul/ml ¢ < 25% do valor do Nil (apds a subtracao do Nil e TB
antigeno) e o valor da subtracdo do mitdgeno e Nil < 0,5 Ul/ml, e quando apenas o valor do Nil
foi > 8 Ul/ml.

7.5 Armazenamento do material bioldgico

Apbs a realizacdo dos procedimentos e protocolos técnicos para o estudo, as amostras
biologicas foram armazenadas em biorrepositorio, no LIE, do Instituto Aggeu Magalhées.
Foram devidamente etiquetadas com o numero de registro do paciente no LIE e 0 nome da
amostra bioldgica. Havendo necessidade de utilizacdo das amostras em um estudo posterior,
um novo consentimento sera solicitado ao sujeito da pesquisa. Todos os dados referentes a
identidade dos individuos da pesquisa serdo mantidos em sigilo (CONSELHO NACIONAL DE
SAUDE, 2011).

7.6 Armazenamento e analise dos dados

Cada paciente respondeu a um questionario clinico-epidemiolégico desenvolvido e
padronizado pela equipe de pesquisadores do LIE (Apéndice A). Os dados foram armazenados
no IBM SPSS Statistics v. 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). Os programas utilizados para

analise estatistica dos dados (indice Kappa) foram o OpenEpi (verséo 3.01 -
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http://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm) e o IBM SPSS Statistics (v. 20.0). Valores de p

< 0,05 foram considerados significativos.

7.7 Consideracdes éticas

Todos os pacientes foram esclarecidos sobre a pesquisa e convidados a participar como
membro voluntario, assinando um termo de livre consentimento referente a sua participacéo na
pesquisa (Apéndice B e C). Caso o paciente estivesse incapacitado de emitir sua opinido, o
responsavel pelo mesmo assinou o termo. Os pacientes menores de idade assinaram um termo
de assentimento livre e esclarecido, com o0 consentimento dos pais ou responsaveis.

Este estudo ¢ parte integrante de um projeto maior intitulado “Desenvolvimento,
avaliacdo e validacdo de um kit molecular baseado em PCR em tempo real com tecnologia
nacional para o diagnéstico da tuberculose”, aprovado pelo Comité de Etica do Instituto Aggeu

Magalhdes, cujo registro no CAAE é 45739715700005190 (Anexo A).
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8 RESULTADOS

8.1 Analise do perfil epidemiologico, demografico e clinico dos participantes do estudo

Foram selecionados para o estudo 108 individuos. Do total, 2 foram excluidos por néo
retornarem a leitura do TT, sendo incluidos na pesquisa 106 pacientes. Da regido metropolitana
do Recife foram 89 (82%) pacientes e 17 (18%) das mesorregides de Pernambuco. Dos
pacientes incluidos na pesquisa, 64 (60,4%) foram do sexo masculino e 42 (39,6%) do sexo
feminino, com idade variando de 14 a 78 anos com média de 38 anos. Quanto a procedéncia
hospitalar, 67 (63,2%) foram provenientes de ambulatério e 39 (36,8%) de enfermaria. A
cicatriz vacinal por BCG foi observada em 98 (92,5 %) individuos envolvidos na pesquisa.
Quanto ao raio X do térax, 92 (86,7%) realizaram o exame, sendo que todos apresentaram
padrdo ndo sugestivo de TB. Os pacientes imunodeprimidos deste estudo, as condicdes de
imunossupressao/doenca encontradas estdo descritas na tabela 2.

Tabela 2- Frequéncia das condi¢des / doengas imunossupressoras

Condicdes / Doencas Frequéncia (n) Porcentagem (%)
imunossupressoras
Diabetes 10 9,4
PVHA 74 69,8
Ldpus Eritematoso
Sistémico 6 57
Psoriase 3 2,8
Pés-Transplantado 3 2,8
Espondiite Aquilosante 3 2,8
Polimiosite 1 0,9
Mieloma 1 0,9
Aurterite de Takayasu 2 1,9
Pdrpura trombocitopénica 3 8
Trombética ’
Total 106 100

Fonte: Elaborada pela autora
8.2 Desempenho dos testes diagnosticos
Os 106 pacientes incluidos na pesquisa foram testados com QFT-GIT e TT. Todos

relataram néo ter feito o TT em menos de 3 meses. Do total dos pacientes investigados, 19

pacientes apresentaram reatividade ao TT, com enduracdo variando entre 6-23 mm, sendo
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assim classificados como portadores de ILTB (tabela 3) e 18 apresentaram positividade ao
QFT-GIT. Para o célculo de sensibilidade e especificidade dos testes, foram analisados apenas
0S pacientes que apresentaram resultados em ambos os testes (positivo ou negativo). Vinte e
dois pacientes foram excluidos em virtude dos resultados terem sido indeterminados, restando

84 pacientes.

Tabela 3- Frequéncia dos casos de ILTB através do TT de acordo com a condi¢do/doenca
imunossupressora

Condigdes / Doengas imunossupressoras com ILTB/ Frequéncia (n)
Diabetes 2
HIV/AIDS 12
Psoriase 1
Espondilite Aquilosante 2
Arterite de Takayasu 1
Purpura trombocitopénica Trombotica 1
Total 19

Fonte: Elaborada pela autora

Entre os resultados de TT e QFT-GIT concordantes, observa-se que 62 (59 %) pacientes
tiveram os dois testes negativos, 13 (13,3%) pacientes tiveram os testes positivos em ambos; ja
entre as provas discordantes, 4 (3,9%) pacientes apresentaram o QFT-GIT negativo com TT
positivo e apenas 5 (4,9%) pacientes mostraram QFT-GIT positivo com TT negativo. Apesar
de 2 pacientes terem apresentado o TT positivo, 0 QFT-GIT foi indeterminado. Por outro lado
em 20(18,9%) pacientes cuja TT foi negativo, 0 QFT-GIT foi indeterminado (Tabela 4)(figura
8).

Tabela 4- Desempenho do teste QFT-GIT em 84 pacientes considerando o TT como padréo.

PADRAO (TT)

QFT-GIT Positivo Negativo Total
Positivo 13 5 18
Negativo 4 62 66
Total 17 67 84

Fonte: Elaborada pela Autora



Figura 8- Fluxograma dos pacientes imunodeprimidos
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Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: Foram recrutados 108 pacientes para o estudo. Destes, 106 realizaram o TT e 2 ndo

realizaram, sendo que 19 foram considerados “reator” e 87 “ndo-reator”. Entre os 19 “reator, 2

foram indeterminados no QFT-GIT e 17 foram considerados determinados, e entre esses, 13

foram positivos e 4 negativos. Entre os 87 TT “nao reator”, 20 foram indeterminados no QFT-

GIT e 67 determinados. Entre os determinados, 5 foram positivos e 62 negativos.

Considerando o resultado da TT como o padrdo-ouro para o diagnéstico da ILTB, a
sensibilidade e especificidade do teste QFT-GIT calculados foram 73,68% (IC 95% 42 a 87) e
93,85% (IC 95% 85 a 97) respectivamente. A concordancia global entre os testes diagnosticos

QFT-GIT e TT foi considerada substancial com o valor de « 0.6881 (p<0,001) (Tabela 5). No
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grupo de 74 PVHA, que foi o maior grupo do estudo, seguindo o TT como padrdo para o
diagndstico da ILTB, a sensibilidade e especificidade do teste QFT-GIT calculados foram de

81,82% (IC 95% 52,3 a 94,86) e 95,83% (IC 95% 86,02 a 98,85) respectivamente (tabela 6).
Para analise da sensibilidade e especificidade foram retirados todos os resultados
indeterminados (15 casos) do teste QFT-GIT. A concordancia global entre os testes

diagndsticos QFT-GIT e TT foi considerada substancial com o valor de k 0.7765 (p<0,001).

Tabela 5- Desempenho do QFT-GIT no diagnostico da ILTB na populacédo geral estudada.

QFT-GIT

Sensibilidade 73,68 % (1C 95% 42 a 87)
Especificidade 93,85 % (IC 95% 85 a 97)
VPP 77,78 % (IC 54.78 a 91)
VPN 92,42 % (IC=83.46 2 96,72)
Acuracia 89,29%

Fonte: Elaborada pela autora
Legenda: VPP = Valor preditivo positivo; VPN = Valor preditivo negativo.

Tabela 6- Desempenho do QFT-GIT no diagndstico da ILTB em PVHA.

QFT-GIT

Sensibilidade 81,82% (IC 95% 52,3 a 94, 86)
Especificidade 95,83% (IC 95% 86,02 a 98,85)
VPP 81,82% (IC 95% 52,3 a 94, 86)
VPN 95,83% (IC 95% 86,02 a 98,85)
Acurécia 93,22% (IC 95% 83,82 a 97,33)

8.3 Niveis de células T CD4+ em PVHA

Para melhor caracterizar a imunodepressao dos individuos infectados pelo HIV, estes
pacientes foram estratificados de acordo com a contagem de linfécitos T CD4+ em <200, 200-
350 e >350 céls/uL (Tabela 07). Das 74 PVHA, foram obtidos os niveis de T CD4+ de 42
pacientes. A mediana de linfécitos T CD4+ foi de 250 células/uL (21-988).
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Tabela 7- Resultados positivo e negativo e indeterminado para QFT-GIT e TT em pacientes
HIV, estratificado pela contagem de células T CD4+.

QFT-GIT TT

Contagem N° de

. Positivo Negativo Indeterminado Omm >5mm  >10mm
de CD4 pacientes

<200 14 0 7 7 13 1 0
200-350 17 5 9 3 11 1 5
> 350 11 1 10 0 10 0 1

Fonte: Elaborada pela autora

Diante dos resultados obtidos, de acordo com a acuracia dos testes, a concordancia foi
considerada boa, e o0s testes mostraram desempenho semelhante entre os pacientes

imunodeprimidos avaliados neste estudo.
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9 DISCUSSAO

A TB é uma das infeccGes mais relevantes em pacientes imunodeprimidos, devido a sua
elevada frequéncia e alta mortalidade. Estima-se que na populacdo de PVHA o risco de
adoecimento e obito pela TB é 26 a 31 vezes maior do que em pessoas nao infectadas pelo HIV
(SANTOS et al, 2017). Por isso, o diagnostico e tratamento precoce da ILTB sdo fundamentais
para evitar a progressao da doenga, sendo parte de uma estratégia de eliminagdo da TB ativa
para prevencao de casos futuros (AGRAWAL et al., 2016; DUARTE; VILLAR; CARVALHO,
2010). No Brasil, a deteccdo de casos da ILTB é uma das prioridades preconizadas pelo
Ministério da Salde no controle da doenca, visto que estes individuos apresentam um maior
risco para o desenvolvimento da doenca ativa (BRASIL, 2011).

Em 106 pacientes avaliados em condi¢cGes imunossupressoras, residentes em
Pernambuco, terceiro estado com maior prevaléncia de TB do Brasil, houve uma maior
frequéncia do género masculino (60,4%). Em 2014, Ting e colaboradores avaliaram pacientes
imunodeprimidos com ILTB. Em relacdo a variavel género, também encontraram uma maior
prevaléncia do sexo masculino (60%). Os autores abordam que as diferengas entre 0s géneros
na ILTB ndo sdo frequentemente analisadas e geralmente apresentam resultados controversos.
Embora a proporc¢édo de ILTB seja maior em homens, ndo ha diferenca significativa em termos
de sexo na ILTB, entre individuos com alto risco apds ajuste para idade e outros fatores
clinicos (TING et al., 2014).

Quanto a variavel idade analisada, a média encontrada foi de 38 anos. No caso da TB
ativa, a idade produtiva (20 - 59 anos) é mais atingida, provavelmente pela maior exposi¢cdo aos
fatores de risco, apresentando dessa forma os maiores percentuais de notificagdes da TB no
pais, 0 que justifica o grande énus social e econémico trazido pela doenca (COUTINHO et al.,
2012).

No nosso estudo, a cobertura da vacina BGC foi encontrada em 92,5% dos pacientes,
todas confirmadas através da cicatriz vacinal. E importante salientar que os individuos foram
vacinados no periodo neonatal (BRASIL, 2013). Dessa forma, a reatividade do TT encontrada
néo teve relacdo com a vacina BCG. A resposta imune desencadeada pelo TT foi influenciada,
sobretudo pelas condi¢des imunoldgicas dos pacientes, limitando o uso desta informacao para o
diagndstico da ILTB (LIMA et al., 2011).
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Além do grupo de PVHA, pacientes portadores de doencas ou condi¢bes que levam a
imunossupressdo (terapias prolongadas com corticoides ou Imunossupressupressores),
apresentam também um maior risco de desenvolver a TB. O tratamento com imunossupressores
para as doencas inflamatorias imunomediadas é efetivo, entretanto, essas terapias aumentam o
risco de desenvolver infec¢Bes oportunistas como a TB (MANTZARIS et al, 2015; RAMOS et
al., 2013).

Diante da importancia da ILTB para o controle e desenvolvimento da TB ativa, a sua
deteccdo precoce torna-se fundamental (SANTOS et al, 2017). Atualmente, o TT é o0 exame
recomendado pelo Ministério da Saude para diagnosticar a ILTB e sua correta interpretacao €
importante para a tomada de decisOes a respeito das indicagcdes do tratamento, levando em
consideracdo os critérios clinico-epidemiolégicos e o risco de adoecimento de cada paciente
por TB (BONI, 2015; SANTOS et al., 2017).

Em individuos imunocompetentes, o sistema imunoldgico consegue controlar a infeccao
impedindo o desenvolvimento da doenga. O TT, para que seja considerado positivo neste
grupo, necessita de uma endura¢do > 10 mm. Nas populagdes consideradas de risco, como
individuos imunodeprimidos, o referido teste é considerado reator quando o tamanho da
enduracdo é > 5 mm. Nesse caso, 0 paciente é considerado portador da ILTB e deve iniciar o
tratamento. O paciente que apresenta apenas reatividade ao TT, em um pais com alta carga da
doenga como o Brasil, deve ser investigado podendo ser portador da ILTB e necessitar de
tratamento especifico (BRASIL, 2011).

Estudos que avaliam novas técnicas laboratoriais para o diagnostico da ILTB tém
enfrentado um grande desafio, sobretudo pela deficiéncia de um “padrido-ouro” satisfatorio
necessario para avaliar o desempenho do teste, principalmente em pacientes infectados pelo
HIV e em imunodeprimidos em geral.

Neste estudo, pela inexisténcia de outros testes para o diagnéstico da ILTB, o TT foi
utilizado como padréo de referéncia, mesmo sabendo da alta frequéncia de resultados falso-
negativos obtidos nesta populacdo (DIEL et al.,, 2011). Desta forma, na populacdo total
estudada, 80,07% dos pacientes tiveram resultados negativos no TT, considerando o resultado
positivo o teste > 5 mm. Ramos e colaboradores (2012) avaliaram 302 PVHA, também
considerando o TT positivo > 5 mm e obtiveram resultados semelhantes, encontrando 85,1% de
TT negativos. A reatividade negativa do TT pode ser atribuida ao estado imunoldgico desses
pacientes, uma vez que a baixa carga de linfocitos T CD4+ (<350) € um dos fatores que
influenciam na resposta imune celular de PVHA (KUSSEN et al., 2014). Guedes e

colaboradores (2013), considerou também positivo o TT > 5 mm em um grupo de pacientes
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imunodeprimidos, onde a maior populacdo do seu estudo eram PVHA, obtiveram 83,7% de TT
negativos, atribuindo este resultado sobretudo a imunidade celular em pacientes que
sabidamente possuem condigdes que levam a um déficit dos linfocitos T.

No nosso estudo, a maioria dos individuos (69,8%) eram PVHA, com
comprometimento da imunidade celular que leva ao aumento da susceptibilidade a infeccéo
pelo Mtb e o risco de infec¢do para a forma TB ativa. A infecgéo pelo HIV altera a funcdo dos
macrdfagos e provoca a diminuicdo do numero de linfdcitos, em especial dos linfdcitos T
CD4+ (MAARTENS, 2014). A contagem de linfocitos T CD4+ € a medida que avalia a
imunocompeténcia celular em PVHA.

Neste grupo de pacientes, ha uma diminuicdo destas células, tornando-os mais
susceptiveis a infeccdo pelo Mtb (SILVA; ROSA; LEMQOS, 2006). No nosso estudo, obtivemos
a contagem dos linfocitos T CD4+ em 56,7 % das PVHA, cuja resposta imunoldgica encontra-
se sabidamente alterada por apresentarem diminuicdo de linfécitos T CD4+, os quais sdo
fundamentais na resposta celular tardia desencadeada pelo antigeno da tuberculina injetada
(STARKE COMMITEE ON INFECTIONS DISEASES, 2014).

O TT no nosso estudo foi negativo em 80,95% das PVHA e foi observada nesses
pacientes (21,4%) uma baixa contagem dos linfocitos T CD4+ (< 350 células/uL). Em 11,9%
dos pacientes deste grupo, o TT foi positivo, onde observamos também uma baixa contagem
dos linfécitos (16,6%) T CD4+ (< 350 células/pL).

Monteiro et al. (2015) realizaram o TT em 188 PVHA, e destas 4,8% obtiveram TT
positivos e 95,2% TT negativo. Entre os TT negativos, 17,6% das PVHA apresentaram
contagem dos linfocitos TCD4+ abaixo de 200 cél/mm? e o restante apresentou media de
linfocitos TCD4+ de 466,76 celulas/mm3, concordando com nosso trabalho, onde observamos
gue a maioria das PVHA que obtiveram TT negativo apresentou uma contagem baixa de
linfécitos TCD4+, demonstrando que é uma técnica que reflete a condicdo da imunidade celular
do individuo. Guedes e colaboradores (2013) também obtiveram 82,5% de TT negativos na sua
populacdo estudada, e destes, 67,7% apresentaram contagem de linfécitos TCD4+ abaixo de
350 cél/mms3. A frequéncia de TT positivos nos individuos com contagem de T CD4+ >350
céls/ mm3 foi de 17,5%, corroborando com nosso estudo. A maioria de resultados negativos
justifica a reducdo da sensibilidade do teste, que esta relacionada com a deficiéncia da
imunidade celular.

Diante das limitacdes do teste TT utilizado na deteccdo de individuos ILTB, novos
testes de base imunoldgica tém sido desenvolvidos e propostos para o diagnostico da ILTB.

Estes testes sdo baseados na deteccdo da produgéo de IFN- y in vitro em resposta a liberacdo de
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antigenos especificos presentes no complexo Mtb, que vem demonstrando serem sensiveis e
especificos em relacdo ao TT (PAI; RILEY; COLFORD, 2004, DUARTE, 2012). Desta forma,
0 presente estudo teve como principal objetivo avaliar o desempenho de um novo teste
imunolodgico, o QFT-GIT, para o diagnostico da ILTB em pacientes imunodeprimidos do
estado de Pernambuco.

A deteccdo da ILTB em pacientes imunodeprimidos é extremamente relevante, uma vez
que permite a intervengéo precoce para o desenvolvimento da TB ativa (GETAHUN, H. et al.,
2015). Neste estudo, a selecdo dos pacientes foi dificultada por alguns fatores: por se tratar de
uma regido com alta prevaléncia da doenca; a ILTB ndo ser de notificacdo compulsoria;
dificuldade em diagnosticar a ILTB pela auséncia de sintomas e sinais clinicos, teste
tuberculinico com resultados falsos negativos e dificuldade na identificagcdo do contégio com a
TB ativa.

O desempenho de um teste diagndstico, ou seja, sua sensibilidade e especificidade
dependem da eficiéncia do padréo. Nesta pesquisa, considerou-se o TT o padrdo de referéncia
utilizado para a anélise do QFT-GIT. Do numero total de pacientes do nosso estudo, 84 dos
106 pacientes foram avaliados. Foram excluidos da analise 22 pacientes por apresentarem
resultados indeterminados no QFT- GIT. Assim, o desempenho do QFT- GIT demonstrou uma
sensibilidade de 73,68% e especificidade de 93,85%.

Quanto a comparacdo de resultados entre os testes diagndsticos ou a avaliacdo da
reprodutibilidade entre as técnicas pelo indice kappa, a concordancia global entre os testes
diagnosticos QFT-GIT e TT foi considerada substancial com o valor de k 0.6881 (p<0,001). No
grupo de PVHA, o teste demonstrou sensibilidade e especificidade de 81,82% e 95,83%
respectivamente. A concordancia entre os dois teste nesse grupo foi considerada substancial
com o valor de x 0.7765 (p<0,001).

Kussen et al.(2015), avaliando o desempenho do QFT- GIT em um grupo de 154
PVHA, considerando o TT como padrdo-ouro, observaram uma sensibilidade de 69% e
especificidade de 90%. No nosso estudo, obtivemos uma sensibilidade e especificidade maior
no grupo de PVHA. Na concordancia entre os testes, Kussen e colaboradores (2015) obtiveram
uma concordancia de x 0,214, mostrando uma concordancia baixa entre as duas técnicas. No
seu estudo, 0 QFT- GIT n&o se mostrou superior ao TT na detecgédo da ILTB, principalmente
em PVHA. Ao contrério do estudo de Kussen et al. (2015), o nosso estudo apresentou uma
concordancia substancial entre os testes TT e QFT- GIT no grupo de PVHA. Nossos resultados
demonstraram que ambos 0s testes apresentaram adequado desempenho e podem ser utilizados

na investigacao da ILTB.
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Ramos et al. (2013) avaliaram o desempenho do TT e QFT- GIT para o diagnostico da
ILTB, em 153 pacientes com imunossupressdo por doencas inflamatorias, fazendo uso de
imunossupressores. A concordancia global entre os testes TT e QFT- GIT foi pobre, com valor
de kappa « 0,085. O desempenho do QFT- GIT foi menor que do TT, tendo justificado esse
resultado pelo uso da medicacdo baseada em imunossupressores, 0s quais tem um efeito na
responsividade das células T, podendo levar a resultados negativos, 0 que compromete a
andlise do desempenho dos testes imunoldgicos. No nosso estudo, nos pacientes
imunodeprimidos, 19,8% utilizaram imunossupressores devido a sua doenca de base, e destes
26,5% (5/19) foram diagnosticados com ILTB através do TT. Entretanto, ndo foi possivel
realizar uma andlise estatistica apenas para esse grupo, devido a limitacdo do tamanho da
amostra. A concordancia substancial encontrada no nosso trabalho discorda dos resultados
encontrados por Ramos et al. (2013), mesmo havendo uma associacdo de regimes de
tratamento semelhantes com imunossupressores, que influenciaram na resposta imunoldgica
dos pacientes e por sua vez nos resultados dos testes (RAMOS et al, 2012).

Jung et al. (2012) em estudo realizado na Coréia do Sul, com incidéncia moderada de
TB, avaliaram o TT e 0 QFT-GIT no diagnostico da TB em 119 pacientes imunodeprimidos.
Entretanto, esses pacientes tinham suspeita de TB, porém com baciloscopia negativa. O tipo de
imunossupressdo encontrada nos pacientes do estudo foi a diabetes mellitus, uso de
medicamentos imunossupressores, renais cronicos e portadores de doencas malignas,
semelhantes as doencas encontradas no nosso estudo. Foi demonstrada uma sensibilidade de
59% e uma especificidade de 61,3% do QFT-GIT nos pacientes imunodeprimidos investigados,
com desempenho abaixo do encontrado no nosso estudo.

Diante disso, concluiram que nem o QFT-GIT, nem o TT podem ser utilizados como
Unica ferramenta diagnoéstica de TB, em pacientes imunodeprimidos, residentes em paises com
moderada incidéncia da doenca. Diferentemente do presente estudo, 0s nossos pacientes ndo
apresentaram nenhuma suspeita clinica de TB. Ressalta-se que o QFT-GIT é um teste
imunoldgico proposto para rastreio da ILTB (HORSBURGH; RUBIN, 2011), necessitando de
mais estudos para a sua utilizacdo para o diagndstico da forma de doenca ativa.

A literatura cientifica tem demonstrado que o teste QFT-GIT pode gerar resultados
indeterminados, apontando assim uma grande limitacdo no processo de avaliagdo do
desempenho do teste QFT-GIT, onde pode comprometer o resultado final. Algumas condi¢bes
podem estar relacionadas com os resultados os indeterminados, como a imunossupressao
avancada, a vacinacdo prévia com BCG, terapia imunossupressora e infecgdo pelo HIV. No

entanto, resultados indeterminados podem também ser encontrados eventualmente em
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individuos imunocompetentes (OLIVEIRA et al, 2017). No presente estudo, 20,75% dos
pacientes obtiveram resultados indeterminados no QFT-GIT. Destes, 68,18% foram PVHA, e
73% apresentavam imunossupressdo avangada, com contagem de células T CD4 <350
células/mm3, que aumenta as chances de obtenc¢do de resultados indeterminados (ONI et al.;
2012).

Oliveira et al. (2017) avaliaram a frequéncia de resultados indeterminados no QFT-GIT
em 81 PVHA utilizando como padréo-ouro o TT. Os resultados do TT foram positivos em 18
pacientes (22,2%) e do QFT-GIT foram positivos em 10 (12,3%). O resultado do QFT-GIT foi
indeterminado em 22 pacientes (27,1%), principalmente naqueles com imunossupressao
avancada (contagem de linfécitos T CD4+ < 200 células/mma3), assim como no nosso estudo,
que mostrou resultados indeterminados em PVHA (10/15) com a contagem de linfécitos T
CD4+ < 350 célulassrmm3, concluindo assim que a alta frequéncia dos resultados
indeterminados, pode ser um grande obstaculo ao uso na rotina do QFT-GIT, principalmente
nas PVHA. No nosso estudo, todos os resultados indeterminados foram repetidos e ndo houve
mudanga em relagdo aos resultados anteriores. A repeticdo do experimento gerou um aumento
do custo do QFT-GIT, sugerindo que hajam futuros estudos para avaliar a relacdo entre custos e
eficécia do teste.

Cho et al. (2016) avaliaram em 133 pacientes portadores de LUpus Eritematoso
Sistémico, com resultados indeterminados do QFT-GIT para o diagnostico da ILTB. Destes,
23 (16,9%) obtiveram resultados indeterminados, podendo ser relacionados ao uso de
imunossupressores, incluindo metotrexato e azatioprina associado aos corticoides, que afetam
diretamente os linfocitos. Além disso, a disfuncéo de células T em pacientes com LES resulta
em uma resposta autoimune caracteristica da doenca, como também acontecem em outras
doencas reumaticas, havendo a diminui¢do da resposta ao antigeno e disfuncéo das células T,
particularmente devido a alta atividade da doenca. No nosso estudo, o tamanho da amostra de
pacientes portadores de LES foi consideravelmente pequeno (5,7%), entretanto observamos que
50% desses resultados foram indeterminados nesses pacientes, onde todos utilizaram as
mesmas medicacdes do estudo de Cho et al. (2016), que sdo conhecidos por causar também
anergiaao TT (KIM et al;2013, ARENAS et al;2014).

Segundo Oliveira et al. (2017), a frequéncia de resultados indeterminados do QFT-GIT
varia de 0% a 19,8% em PVHA. Os autores comentam que a execucao do teste também pode
influenciar nos resultados. O QFT-GIT deve ser realizado com muito rigor, desde fase inicial
da coleta e do transporte até a realizagdo do ensaio imunoenzimatico, uma vez que todas as

etapas influenciam no resultado. Na coleta do sangue periférico é de grande necessidade a
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correta homogeneizacdo do tubo. Volumes incorretos coletados resultam na diminuicdo de
resposta diminuindo a proporcdo de resultados positivos. Em pacientes com alto risco de ILTB,
pode ocorrer uma reversdo dos resultados positivos para negativos, devido a demora da
incubacdo apos a coleta do material, cujo atraso leva uma reversdo de 19% das amostras (PAI
etal., 2014).

O tratamento da ILTB é uma importante estratégia de prevencéo, utilizado para evitar a
reativacdo da doenca. A eficacia dos tratamentos disponiveis varia de 60% a 90%
(HORSBURGH et al.,2010). Dos 19 pacientes com ILTB, 12 realizaram tratamento a partir do
resultado do TT e apenas 1 paciente realizou o tratamento com o resultado do QFT-GIT
positivo. A realizacdo do tratamento desses pacientes podera ter um impacto no controle da TB
ativa, prevenindo o desenvolvimento da doenga (TANG, JOHNSTON, 2017).

Nosso estudo apresentou algumas limitagcdes, primeiramente com um desabastecimento
do TT no ano de 2014, com a interrupcdo da sua fabricacdo, adiando assim a busca de
pacientes, pois sem o0 TT o estudo ndo poderia ser realizado. Apenas no final do ano de 2015,
com um novo abastecimento de PPD no Brasil, pudemos voltar a busca ativa dos pacientes.
Outra limitacdo foi o grupo de pacientes selecionado para este estudo. Devido as suas
condi¢cdes imunossupressoras, estes pacientes apresentaram maior risco de desenvolver a TB
ativa, que foi um critério de exclusao utilizado na pesquisa. Além disso, muitos pacientes nao
concordaram em voltar para a leitura do TT.

Conforme demonstrado ao longo deste trabalho, observou-se que a concordancia entre
os testes imunologicos foi boa, diferente de alguns trabalhos encontrados na literatura, onde a
maioria da concordéancia é baixa ou moderada, principalmente no grupo de pacientes
imunodeprimidos no qual foi avaliado (Gao et al. 2015, Kurti et al., 2015, CATTAMANCHI et
al.,, 2011; DHEDA et al., 2009). Portanto, na literatura, ha uma discordancia da melhor
indicacdo diagndstica através de metodologias baseadas na resposta imunologica para a
deteccdo da forma de infeccdo latente. Deve ser levado em consideragdo também, o alto custo
do QFT-GIT para ser utilizado na rotina diagnostica dos servigos publicos, em geral. Dessa
maneira, parece haver uma complementaridade entre o TT e 0 QFT-GIT, quando realizados
simultaneamente, aumentando a possibilidade de estabelecer o diagndstico da ILTB e
consequentemente a chance de se iniciar o tratamento, sobretudo nos pacientes
imunodeprimidos.

Recentemente, uma nova versdo do teste QUANTIFERON-TB Gold foi lancada. O
teste apresenta um tubo adicional (TB2) para estimular os linfécitos T CD4+ e T CD8+ quando

expostos a antigenos de TB (QFT-Plus). A modificacdo no teste visa melhorar os resultados em
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pacientes imunodeprimidos que tem a resposta as células T CD4 + prejudicada. A vantagem do
QFT-Plus € poder analisar e comparar os resultados obtidos nos dois tubos (TB1 e TB2) para se
obter uma estimativa da resposta das células T CD 8+. Entretanto, estudos ainda precisam ser
realizados em populacGes apropriadas, principalmente em pacientes imunodeprimidos (LETH;
SESTER, 2018).

Sendo assim, o diagnéstico da ILTB, principalmente em pacientes
imunocomprometidos, continua sendo um grande desafio. A baixa reatividade do TT e a grande
mortalidade associada a coinfeccdo de PVHA destacam a necessidade de novas metodologias
diagnosticas. A busca de um diagnostico imunoldgico mais sensivel, especifico e de menor
custo principalmente para pacientes imunodeprimidos, permitira a intervengdo precoce para o
inicio tratamento especifico da infeccdo latente, contribuindo assim para uma menor morbidade
e consequentemente menor mortalidade desse grupo de pacientes.

Diante dos resultados encontrados, o presente trabalho demonstrou que o QIT-GIT pode
ser utilizado na deteccéo da ILTB nos pacientes imunodeprimidos como teste complementar no
diagndstico eficiente da forma latente, especificamente quando o resultado do TT for ndo

reator.
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10 CONCLUSOES

a) A condicdo imunocomprometida dos pacientes estudados, gerada pela propria doenca
de base ou pelo uso das medicacGes imunossupressoras, influenciou no resultado dos
testes imunoldgicos avaliados (TT e QFT-GIT);

b) O QFT-GIT é um teste comercial automatizado que apresenta resultados objetivos,
diminuindo os erros de uma interpretacdo subjetiva como acontece no TT,;

c) O QFT-GIT apresentou um bom desempenho, demonstrado pela sensibilidade e
especificidade obtidas, podendo ser utilizado como ferramenta complementar no
rastreio para detectar ILTB em pacientes imunodeprimidos, principalmente quando o

TT for negativo;
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11 PERSPECTIVAS

Trabalhos futuros deverdo ser desenvolvidos avaliando os testes imunoldgicos (QFT-
GIT, QFT-Plus e TT), sobretudo em individuos imunodeprimidos e em populacdes vulneraveis
(criancas, pessoas privadas de liberdade, populacdo indigena, moradores de rua, usuarios de
drogas).

De fundamental importancia para a Saude Pablica sera realizar estudos de custo e

efetividade destes testes para possivel implantacéo nos servicos de referéncia do SUS.
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APENDICE A - PROTOCOLO DE PESQUISA DE TUBERCULOSE

PROTOCOLO DE PESQUISA DE TUBERCULOSE

1. NUMERO DA FICHA NA PESQUISA

2. DATA DA ENTREVISTA
/ /

75

1. Ambulatério
2. Enfermaria
3. UTI

3. PROCEDENCIA:
[ ]

4. NUMERO DO PRONTUARIO DO

HOSPITAL

5. HOSPITAL DE ORIGEM/UNIDADE DE
SAUDE

1. Hospital das Clinicas

2. Hospital Otavio de Freitas
3. IMIP

4. Hospital Barédo de Lucena
5. Oswaldo Cruz

6. Joaquim Cavalcanti

10. Outro:

[ ]

6. NUMERO DO SAME

7. DATA DO DIAGNOSTICO
/ /

8. NOME COMPLETO DO PACIENTE CONFORME RG

9. NOME DA MAE OU RESPONSAVEL

10. DATA DE 11. IDADE DO PACIENTE 12. SEXO
NASCIMENTO |:|:| anos 1. Masculino
2. Feminino
/ / 3. Ignorado

[ ]

13. ENDERECO / LOGRADOURO

PONTO DE REFERENCIA

14. BAIRRO 15. CIDADE 16. UF 17. ZONA/AREA

1] e e L
18. TEL. RES. E 19. CEP EOB RA(;A‘/1r (P:(?jR

- . branca . Paraa
Co e e S
( ) -
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21. GRAU DE INSTRUCAO DO PACIENTE

1. Analfabeto 4.2°grau
2. Iniciou alfabetizacéo 5. 3°grau I:I
3. 1%grau 6. Outro:

22. RENDA FAMILIAR MENSAL

1. Menor ou igual a 1 salario minimo 4. Outro:

2. De 2 a 4 salarios minimos 8. Né&o sabe informar
3. Mais que 5 salarios minimos

[ ]

23. QUANTAS PESSOAS MORAM NA

CASA DO PACIENTE?

1. A3

2.Dedab I:I
3. Mais de 6

8. Nao sabe informar

24. QUANTOS 25. QUANTAS
ADULTOS? CRIANCAS?

1. Até 2 1. Até 2

2.De3abs [ ] 2.De3as [ ]
3. Mais que 5 3. Mais que 5

26. QUANTOS COMODOS (LOCAIS DE DORMIR) TEM NA CASA?

1.Um

2.De2a4

3. Mais de 4

8. Nao sabe informar

[ ]

DADOS EPIDEMIOLOGICOS

27. EXISTE ALGUM CASO DE
TUBERCULOSE NA FAMILIA OU EM

PESSOA DE CONVIVIO?
1. Sim

2. Néo

8. Ndo sabe informar

[ ]

37. Caso sim, h4 quanto tempo?

Caso a resposta seja NAO, seguir para 34

28. O CASO FOI CONFIRMADOQO?

1.Sim
2. Néo
8. Nao sabe informar

9. Inaplicavel

Caso a resposta seja NAO, pular para 33.

29. O CASO FOI CONFIRMADO POR
BACILOSCOPIA E/OU CULTURA?

30. QUAL O GRAU DE PARENTESCO?

1.Sim 1. Mée 6. Primo (a)

2. Nédo I:I 2. Pai 7. Qutro:

8. Ndo sabe informar 3. Irmé (o) 8. Nao sabe informar

9. Inaplicével 4. Avd (0) 9. Inaplicavel
5. Tio (a) 10.filho (@)

31. QUAL O TIPO DE CONTATO? 32. EM RELACAO AO TRATAMENTO PARA
TB O CONTATO.:

1. Intradomiciliar continuo (5 a 7 dias/semana, > 6h/dia)

2. Intradomiciliar intermitente (5 a 7 dias/semana, < 6h/dia)
3. Esporéadico (entre 2 a 4 dias/semana)

8. N&o sabe informar |:|
9. Inaplicéavel

1. Foi tratado totalmente

2. Esta em tratamento

3. Néo tratado

4. Interrompeu o tratamento
8. Nao sabe informar

9. Inaplicéavel

[ ]

Caso ndo tenha havido interrupcéo, seguir para 39.

33. QUAL O MOTIVO DA INTERRUPCAO:

1. Intolerancia ao medicamento

2. Falta de medicamento

3. Abandono do tratamento I:I
4, Qutro motivo

8. Néo sabe informar

9. Inaplicéavel

ANTECEDENTES DO PACIENTE

34. TEM DOENCA DE BASE E AGRAVOS

ASSOCIADOS? |:|
1. Sim

2. Néo

8. Nao sabe informar

Caso a resposta seja NAO, seguir para 36.

35. QUAL DOENCA?

1. Asma 6. Fibrose Cistica  11. Doenca mental

2.Pneumonia 7. HIV/AIDS 12. Céancer I:I
3. Bronquite 8. Néo sabe

4. Tuberculose 9. Inaplicavel

5. Diabetes 10. Outro:
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36. TEM CICATRIZ DE BCG? (VISTA PELO |37. FEZPPD?
ENTREVISTADOR NO BRACO DIREITO|1 sim
OU_ATRAVES DE CARTAO) |:| 2 Nio |:|
oo 8. N&o sabe
8. Néo verificado Data de realizacéo: / / (Véno
cartao)
Caso NAO tenha feito, seguir para 39.
38. RESULTADO DO PPD.: I:I 39. TOMA ALGUM MEDICAMENTO
ATUALMENTE?
1. Nao reator (0-4mm) 4. Reator muito 1. Sim [ ]
forte (>15mm) 2. Néo
2. Reator fraco (5-9mm) 8. Nao sabe Qual:
informar
3. Reator forte (10-14mm) 9. Inaplicavel
40. JA FEZ TTO PARA TUBERCULOSE?
1. Sim I:I Qual:
2. Nao Caso sim, ha quanto tempo parou o TTO?
Caso sim, numero de TTO anteriores:
CARACTERISTICAS CLINICAS (referidos pelo Informante)
41. HA QUANTO TEMPO O PACIENTE |42. TEM FEBRE? 43. PERDA DE PESO?
ESTA DOENTE? 1. Sim 1. Sim
2. Nao 2. Nao
meses 8. Néo sabe I:I 8. Nao sabe I:I
dias Caso sim, ha quanto tempo:
44, TEM TOSSE? 45. TIPO DE TOSSE: 46. TEM FALTA DE
1. Sim 1. Seca APETITE?
2. Nédo I:I 2.  Produtiva I:I 1. Sim
8. Ndo sabe 3. Hemoptise 2. Nio I:I
Caso sim, ha quanto tempo: 9. Inaplicavel 8. N&o sabe
47. TEM FRAQUEZA 48. APRESENTA FALTA DE |49. APRESENTA SUOR NOTURNO?
MUSCULAR? AR DESDE QUE FICOU 1. Sim
1. Sim DOENTE? 2. Ndo
2 Nio I:I 1 sim 8. Na&o sabe
8. Nao sabe 2' N I:I
. do
8. Nao sabe
50. NOTOU LINFONODO 51. LOCAL DO LINFONODO:
(LANDRIA OU INGUA) 1. Pescogo []
AUMENTADO? 2. Axila N
3. Regifo inguinal (virilha)
. Outros
1. Sim
2. Nao
8. N&o sabe I:I
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50. OBSERVACOES CLINICAS:

MEDICO RESPONSAVEL:

FONE: ()

52. PESO
Kg

53. ESTATURA
m

54. REALIZOU RAIO X DE
TORAX NA ADMISSAQ?

1. Sim I:I

2. Néo
8. Nao sabe informar

Data: / /

Caso a resposta seja NAO, seguir
para 54

55. RESULTADO DO
RAIO X DE ADMISSAO:

2. Alterado

[ ]

1. Normal

1
2
3
4

5.

6
7
8

SE ALTERADO:

. Padrdo néo sugestivo de TB
. Forma Pneumoénica

. Forma Pneumoganglionar

. Forma Pleuropulmonar
Forma Miliar

. Forma Ganglionar

. Inaplicéavel

. Néo sabe informar

[ ]

56. REALIZOU RAIO X DE
TORAX DE CONTROLE?

1. Sim
[ ]

2. Naéo
8.  Na&o sabe informar

Data: / /

Caso a resposta seja Nao, seguir

57. RESULTADO DO RAIO X

DE CONTROLE:

Normalizou
Houve melhora
Houve piora

Nao sabe informar
Inaplicavel

[ ]

©oownE

58. REALIZOU
TOMOGRAFIA DE TORAX?
1. Sim
2. Néo

8. Néo sabe informar
Data: / /

Caso a resposta seja Nao, seguir

9. Inaplicavel

Caso a resposta seja NAO, seguir para

63.

para 56 para 68.
59. RESULTADO DA |60. REALIZOU 61. RESULTADO DA
TOMOGRAFIA DE TORAX: |BACILOSCOPIA? BACILOSCOPIA:

1. Normal 1. Sim 1. Positiva I:I

2. Alterado sugestivo I:I 2. Néo I:I 2. Negativa

3. Alterado inespecifico 9. Inaplicavel

8. N&o sabe informar Data:___/ /

Cruzes
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62. REALI1ZOU CULTURA?

1. Sim
2. Néo

[ ]

Data: / /

63. RESULTADO POR AMOSTRA BIOLOGICA (NESTED-PCR
UNICO TUBO):

1.|:| Urina I:I G.D Biopsia de ganglio I:I 1 Sim
2.1 Escarro I:I 7.|:| LCR I:I '
37 Lav.Gastrico || 8.doutros: 2. Nao

4.[] Liq. Pleural |:| 9. [] Nzo seaplica |:|

64. DIAGNOSTICO INICIAL

1. TBinfecgéo I:I

2. TBdoenca
3. TB suspeita
4. NdoéTB

66. DIAGNOSTICO FINAL

1. TBinfecgdo

65. DATA DA NOTIFICACAO:

Data: / / 2
Profissional que notificou: i-

TB doenca
TB suspeita
N&o é TB

67. TEMPO ENTRE O INICIO DOS
SINTOMAS E O DIAGNOSTICO DE TB
NO SERVICO DE SAUDE:

3. >3 meses
4. Ndo investigado

1. <1 més
2.1—- 3 meses

68. FORMA DE TB - SE EXTRA PULMONAR:

1. Pulmonar 2. Extra pulmonar 1. Ganglior)ar I?eriférica 6. Pleural
: ’ 2. Geniturinaria 7. Cutanea
I:I 3. Meningoencefalica 8. Ocular
4. Miliar 9. Inaplicéavel
5. Ossea 10. Laringea

69. TRATAMENTO REALIZADO:

1.  Quimioprofilaxia (INH por 6 meses)
2. Esquema Baésico (EB - 2RHZE/4ARH)

3. Esquema para Meningoencefalite (EM - 2RHZE/7RH) 9.

4. Esquemas Especiais (EE) C/ ou s/ doenga hepatica prévia
5. Esquemas de Resisténcia (Mono, Multi e Extremamente Resistente)

[ ]

Inaplicavel

EVOLUCAO

70. RESPOSTA AO TRATAMENTO ESPECIFICO (FEITA
PELO MEDICO ACOMPANHANTE) 1.

1. Melhora clinica evidente ap6s 30 dias de inicio do tratamento 2.

(Resposta ao tratamento)

2. Né&o houve melhora clinica evidente ap6s 30 dias de inicio do tratamento (N& houve

resposta ao tratamento)
8. Inaplicavel

[ ]

- FORMA:

[ ]

Pulmonar
Extrapulmonar
3. Pulmonar +
Extrapulmonar
4. Infeccdo Latente (ILTB)

e Entrevistador:

e Assinatura:

DIAGNOSTICO MOLECULAR

71. REALIZOU NESTED-

72. RESULTADO POR AMOSTRA BIOLOGICA (NESTED-PCR

PCR UNICO TUBO PRE-|UNICO TUBO):
TRATAMENTO?
1 sim 1.|:| Leucdcitos I:I 6.L] Lig. Pleural I:I 1 Sim
2. Nio 2.1 Plasma I:I 7.] Biépsia de ganglio I:I '
Data:___ /I 3. urina [ ] 8[] LCR [ ] 2 Nao
4[] Escarro |:| 9[] Outros:

5[] Lav. Gastrico |:|

[ ]

10|:| N&o se aplica
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73. REALIZOU PCR
COLORIMETRICA PRE-

74. RESULTADO POR AMOSTRA BIOLOGICA (PCR

COLORIMETRICA):

TRATAMENTOQO?
1 sim I:I 1.|:| Leucdcitos I:I 6.L] Lig. Pleural I:I )
2. Nio 2.1 Plasma I:I 7.[] Bidpsia de ganglio I:I 1. Sim
Data:_ /| 3] Urina [ ] 8[] LCR [ 1 2 Nso
4[] Escarro |:| 9[7] Outros:
5.[] Lav. Gastrico |:| 10|:| N&o se aplica |:|
75. REALIZOU gPCR|76. RESULTADO POR AMOSTRA BIOLOGICA (gPCR
PRE-TRATAMENTO?
) 1.|:| Leucdcitos I:I 6.[] Lig. Pleural I:I 1 Sim
% i‘g; I:I 2.1 Plasma I:I 7.] Biépsia de ganglio I:I ' y
Data: 3.1 Urina [ ] 8[] LCR [ ] 2. Nao
ata: / /
4[] Escarro I:I 9] Outros:
[ ]

5[] Lav. Gastrico |:|

10|:| N&o se aplica

RESPONSAVEL PELO PREENCHIMENTO DA FICHA:

TELEFONE PARA CONTATO: ( ) -

I () -

RESPONSAVEL PELOS EXAMES

MOLECULARES:
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Senhor (a) , para

participar do projeto de pesquisa intitulado: “Desenvolvimento, avaliacdo e validacdo de um kit
molecular baseado em PCR em tempo real com tecnologia nacional para o diagndstico da tuberculose”
que sera desenvolvido no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes da Fundacdo Oswaldo Cruz
(CPgAM/FIOCRUZ). O objetivo principal desta pesquisa € melhorar os exames de deteccdo da

tuberculose doenca/infeccdo (latente) para identificar e tratar mais rapidamente a doenca.

1. Caso aceite participar neste estudo, pediremos a vocé:

a) Que fornega informacgdes relacionadas a sua pessoa, a sua atividade profissional, ao contato
com pacientes com tuberculose, e ao acompanhamento de seu estado de saude, que
poderemos conseguir perguntando diretamente a vocé, nas suas visitas ou por telefone,
medindo seu peso e altura, e por acesso as anotacdes médicas e exames realizados durante o

seu acompanhamento;

b) Que forneca 3 ml de sangue (menos de uma colher de sopa), neste mesmo dia, para fazer o

exame de sangue para a infec¢ao tuberculosa, e para as avaliagdes da pesquisa.

c¢) Gostariamos também de lhe pedir para autorizar que ndés possamos usar o material que
sobrar das suas amostras de sangue na continuacdo deste trabalho, em futuros projetos de
pesquisa. Essa autorizacdo € importante caso vocé ndo ache necessario que nés o
procuremos novamente para obter sua autorizacdo no futuro explicando em que novo projeto
estes restos de amostra serdo utilizados. Nos asseguramos que seus dados permanecerao
confidenciais, e que o comité de ética em pesquisas avaliara o estudo a ser proposto antes que
utilizemos estes restos de amostras. O fato de vocé ndo concordar neste momento com a
utilizagdo futura destes restos de amostra também néo atrapalha sua participacdo neste estudo
nem o cuidado médico que vocé esteja recebendo ou que possa necessitar por causa dos
procedimentos realizados para a pesquisa.

Consente que utilizemos restos de suas amostras em projetos futuros?

()Sim ( ) Nao

2. Caso vocé tenha qualquer duvida ou queira mais informagfes sobre os seus resultados, nos |he

forneceremos todas as informacdes e explicacdes.

3. Os exames que nao estdo descritos aqui, e que lhe serdo pedidos pelo seu médico, ndo serao
realizados para a pesquisa, e sdo para seu cuidado médico e tratamento. Qualquer procedimento
médico sera autorizado e realizado apenas pela equipe médica que esta Ihe acompanhando. A equipe

do estudo néo terd nenhuma participacdo na decisdo de realizar qualquer tipo de exame ou tratamento.
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4. Vocé podera, em qualquer tempo, desistir de participar do estudo, devendo avisar a equipe de

estudo.

5. Caso vocé falte a alguma das coletas, mas ainda queira participar das coletas que faltam vocé

podera também avisar a equipe de estudo.

6. Todas as informagBes que permitam identificar seus resultados e seus dados serdo mantidas
confidenciais, com acesso apenas pela equipe de estudo. As amostras e dados registrados receberéo
um numero especifico para assegurar esse segredo. Os resultados serdo divulgados na forma de

publicagbes cientificas, ndo permitindo a identifica¢&o individual dos participantes.

7. Qualquer teste que seja feito com suas amostras que dé resultados que possam ser Uteis para seu

acompanhamento e tratamento serdo fornecidos a vocé e ao seu médico caso seja de seu interesse.

8. Estamos entregando a vocé uma coépia deste formulario para que possa lé-lo cuidadosamente.
Estamos também lendo com vocé todas essas informacdes para que vocé tenha a oportunidade de
tirar todas as dividas com a equipe do projeto, mas a qualquer momento vocé pode contatar a equipe

e questionar e tirar davidas sobre o estudo.

9. A participacdo do(a) Senhor(a) na pesquisa poderd causar riscos, como constrangimento nas
abordagens, incdbmodo ou dor no braco para a coleta de sangue e/ou aplicacdo intradérmica do PPD.
Para minimizar esses riscos, 0os dados obtidos durante a pesquisa serdo mantidos em sigilo pelos
pesquisadores, assegurando ao participante a privacidade quanto aos dados confidenciais envolvidos

na pesquisa, de acordo com o regimento da resolugéo 466/12.

10. Solicitamos sua autorizagdo para que a Fundagdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ) possa
utilizar as informacgBes obtidas em reunides, congressos e publicacdes cientificas (preservando a
identidade do voluntario). E, para que possamos estocar as suas amostras biolégicas, a fim de utiliza-
las em estudo posterior. Neste caso, o (a) Senhor (a) sera solicitado um novo consentimento, caso

tenhamos que utilizar sua amostra em outra pesquisa.

Nome do paciente:

Assinatura do paciente: data:

Endereco do paciente:
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Assinatura de testemunha: data:

Assinatura do Pesquisador responsavel data:

Em caso de duvidas, o (a) Senhor (a) podera procurar :Fabiana Fulco. Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes — FIOCRUZ-PE. AV. Prof® Moraes Rego, S/N. Campus da UFPE. Recife/PE.
E-mail:fcfulco@hotmgail.com

Telefone: 81 2101-2569
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APENDICE C - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE)

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) menor , apos

autorizacdo dos responsaveis legais, para participar do projeto de pesquisa intitulado:
“Desenvolvimento, avaliacdo e validacdo de um kit molecular baseado em PCR em tempo real com
tecnologia nacional para o diagnéstico da tuberculose” que sera desenvolvido no Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhdes da Fundacédo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ). O objetivo principal desta pesquisa
€ melhorar os exames de detecgdo da tuberculose doenca/infeccdo (latente) para identificar e tratar

mais rapidamente a doenga.

1) Solicitamos a ,

responsével pelo menor convidado a participar do estudo, que autorize a sua participagdo uma vez que
ele expresse por livre vontade que deseja participar do estudo.

2) O menor é livre para se recusar a participar do estudo, ou se retirar em qualquer época apds o seu
inicio sem afetar ou prejudicar o cuidado médico que esteja recebendo ou que possa necessitar por

causa dos procedimentos realizados para a pesquisa.

3) Caso o (a) menor tenha qualquer duvida ou queira mais informagBes sobre os seus resultados,

nos Ihe forneceremos todas as informaces e explicagdes.

4) Os exames que ndo estdo descritos aqui, e que Ihe serdo pedidos pelo seu médico, ndo serédo
realizados para a pesquisa, e sdo para seu cuidado médico e tratamento. Qualquer procedimento
médico serd autorizado e realizado apenas pela equipe médica que esta Ihe acompanhando. A equipe

do estudo ndo tera nenhuma participacéo na decisdo de realizar qualquer tipo de exame ou tratamento.

5) O (A) menor podera, em qualquer tempo, desistir de participar do estudo, devendo avisar a equipe

de estudo.

6) Caso o (a) menor falte a alguma das coletas, mas ainda queira participar das coletas que faltam

vocé podera também avisar a equipe de estudo.

7) Todas as informagBes que permitam identificar seus resultados e seus dados serdo mantidas
confidenciais, com acesso apenas pela equipe de estudo. As amostras e dados registrados receberéo
um numero especifico para assegurar esse segredo. Os resultados serdo divulgados na forma de

publicacdes cientificas, ndo permitindo a identificacéo individual dos participantes.

8) Qualquer teste que seja feito com suas amostras que dé resultados que possam ser Uteis para seu

acompanhamento e tratamento serdo fornecidos a vocé e ao seu médico caso seja de seu interesse.
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9) Estamos entregando ao menor e responsavel uma cépia deste formulario para que possa |é-lo
cuidadosamente. Estamos também lendo com vocé todas essas informacdes para que vocé tenha a
oportunidade de tirar todas as ddvidas com a equipe do projeto, mas a qualquer momento vocé pode

contatar a equipe e questionar e tirar davidas sobre o estudo.

10) A participagdo do(a) menor na pesquisa podera causar riscos, como constrangimento nas
abordagens, incdbmodo ou dor no braco para a coleta de sangue e/ou aplicacéo intradérmica do PPD.
Para minimizar esses riscos, 0s dados obtidos durante a pesquisa serdo mantidos em sigilo pelos
pesquisadores, assegurando ao participante a privacidade quanto aos dados confidenciais envolvidos
na pesquisa, de acordo com o regimento da resolucéo 466/12.

11) Solicitamos sua autorizacdo e dos responsaveis para que a Fundacdo Oswaldo Cruz
(CPgAM/FIOCRUZ) possa utilizar as informac8es obtidas em reunifes, congressos e publicacdes
cientificas (preservando a identidade do voluntario). E, para que possamos estocar as suas amostras
biolégicas, a fim de utilizad-las em estudo posterior. Neste caso, 0 (a) Senhor (a) serd solicitado um

novo consentimento, caso tenhamos que utilizar sua amostra em outra pesquisa.

Nome do menor

Nome do responsavel

Assinatura do responsavel Data I

Assinatura do paciente

Endereco do paciente

Assinatura de testemunha data

Assinatura do pesquisador responsavel data
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Assinatura do Pesquisador responsavel data:

Em caso de duvidas, o (a) menor poderd procurar :Fabiana Fulco. Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes — FIOCRUZ-PE. AV. Prof® Moraes Rego, S/N. Campus da UFPE. Recife/PE.
E-mail:fcfulco@hotmqail.com

Telefone: 81 2101-2569
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Abstract

Introduction: This study evaluated the performance of the IS6110-TaqMan® assay in different types of biological samples and
tissues for laboratory diagnosis of extrapulmonary tuberculosis. Methods: 143 biological samples and tissues from patients
with suspected extrapulmonary tuberculosis from the health services of Recife/Pernambuco/Brazil were evaluated with the
IS6110-TagMan® assay. Results: The sensitivities of the IS6110-TaqMan® assay calculated for blood, urine, both blood and
urine samples, tissue biopsies, extrapulmonary body fluid samples, and all samples from patients calculated together were 55.9%,
33.3%, 68.8%, 43.8%, 29.6%, and 73.7%, respectively, and the specificities were 80%, 100%, 78.6%, 100%, 100%, and 84.2%,
respectively. Conclusions: The accuracy of qPCR was high in various clinical sample types. The analysis of more than one
type of clinical sample collected from the same patient with extrapulmonary tuberculosis enhances the diagnostic power of the
IS6110-TagMan® assay when compared with the use of only one clinical sample.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis complex. I1S6110-TagMan® assay. Molecular diagnosis. Extrapulmonary tuberculosis.

INTRODUCTION

Tuberculosis (TB) is a major public health problem of
global importance, and it is the second leading cause of death
worldwide, with 1.5 million people in 2014, The World Health
Organization (WHO) states that 80% of TB cases worldwide
are concentrated in 22 countries, among which Brazil is in the
16" position®. In Brazil, 9,479 new cases of extrapulmonary TB
occurred in 2014, with 562 cases in the State of Pernambuco
alone’.

Although pulmonary TB is the most common manifestation
of the disease, approximately one million people (~15% of
the total) develop extrapulmonary TB. In Brazil, the most
frequent clinical forms are pleural, ganglionar (lymph node),
osteoarticular, and urogenital tuberculosis®.

Even though the detection of Mycobacterium tuberculosis

at the initial phase of the disease is vital for effective treatment
initiation, the effective diagnosis of extrapulmonary TB is
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challenging. This condition occurs mainly in cases where the
disease is associated with other disorders. The extrapulmonary
infections caused by the M tuberculosis complex are frequently
paucibacillary (with a lower number of bacteria in biological
specimens) compared to the pulmonary form’®. Besides,
obtaining the patient’s extrapulmonary sample often requires
invasive procedures and hospitalization, making it difficult to
collect additional samples®”.

Although classical signs and symptoms of TB facilitate
diagnosis, extrapulmonary TB often manifests with symptoms
that are nonspecific or related to the site of infection, rendering
a confirmation of the disease diagnosis difficult. Therefore,
complementary tools are of critical importance in diagnosing
this form of the disease®. Conventional laboratory exams include
the direct microscopic detection of acid-fast bacilli (AFB) by
Ziehl Nielsen staining and culture of clinical samples collected
directly from the infection site, in the form of liquid and/or pleural
biopsy, ganglion puncture, bone, urine, gastric wash, and others,
in specific medium. The histopathological exam is also used for
the detection of granulomatous lesions*®. The examination of M
tuberculosis by culture tests remains the gold standard test for
diagnostic confirmation*'°. However, the diagnostic sensitivity of
conventional exams is compromised in paucibacillary patients,
frequently resulting in a false negative outcome'''2.
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Nowadays, the most promising technique for the rapid
diagnosis of TB is based on the polymerase chain reaction
(PCR) method"*'®. Real-time PCR (qPCR) has an advantage
over conventional PCR due to the ability to amplify and
detect deoxyribonucleic acid (DNA) simultaneously through a
fluorescence system. In addition, the quantification of nucleic
acids is more precise and a highly reproducible using qPCR, as
this method determines the values throughout the exponential
phase of the reaction'”. Studies have demonstrated the efficacy of
PCR in detecting mycobacterial DNA in biological specimens,
including pulmonary and extrapulmonary tissues'2°.

This study evaluated the performance of the IS6110-TagMan®
assay, sensitive and specific, in detecting DNA of the M
tuberculosis complex in different types of samples and biological
tissues for laboratory diagnosis of extrapulmonary tuberculosis.

METHODS

Study population and setting

A prospective double-blind study was conducted with 57
patients of both sexes with suspected extrapulmonary TB in
different clinical forms (pleural, cutaneous, bone, lymph node,
miliary, meningoencephalitis, renal, intestinal, hepatic). These
patients were sourced from public health services specialized in
TB in the metropolitan region of Recife, State of Pernambuco,
northeastern Brazil, between December 2010 and January 2012.

A combination of clinical, epidemiological, and laboratory
criteria was used to define the diagnosis of extrapulmonary TB
according to recommendations from the American Thoracic
Society!’.

Specimens analyzed

Blood and urine samples were collected from each patient,
as well as a third sample (a biopsy of tissues or another
extrapulmonary body fluid), depending on the suspected clinical
form of extrapulmonary TB. A total of 143 clinical samples were
collected from 57 patients with initial suspected extrapulmonary
TB: 49 blood samples, 46 urine samples, 27 biopsies of tissues,
and 21 other extrapulmonary body fluids such as pleural, ascites,
cerebrospinal and synovial fluid.

All clinical samples were collected before the initiation of
specific anti-tuberculosis treatment. Culturing was performed
on all samples, except for blood, followed by DNA extraction
and IS6110-TagMan® assay.

Collection and labor atory processing of biological samples

Blood: 4.5ml of blood was collected by venipuncture using
tubes (Vacutainer®, Becton and Dickson, England) containing
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). After collection, blood
was processed for the separation of its components [plasma and
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)] with Ficoll —
Paque™ PLUS (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Sweden)
to minimize inhibitory effects on the IS6110-TaqMan® assay.

Urine: 10ml of morning samples were collected in a sterile
tube on three consecutive days. Urine samples were initially
decontaminated as per the Petroff protocol (NaOH 4%)?'.
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Biopsy (bone, lymphnode, skin): fragments were collected
from the infection site and stored in a 0.9% saline solution.

Extrapulmonary body fluids (cerebrospinal fluid, pleural,
ascetic, and synovial fluids): 2-10ml were collected in a dry
and sterile tube.

Culture: cultures were established on Lowenstein-Jensen
solid medium and incubated at 37°C for 6-8 weeks in a level 3
biosafety laboratory. This protocol was followed for all biological
samples except for blood. Mycobacterium species were identified
based on the growthrate and colony morphology. Tests of selective
inhibition with para-nitrobenzoic acid (PNB) and thiophene-2-
carboxylic acid hydrazide (TCH), niacin accumulation, and
heat-stable catalase at 68°C were also performed?'.

DNA extraction

DNA from clinical samples was extracted using the
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Duesseldorf, Germany), as
per the manufacturer’s instructions. The reference strain of M
tuberculosis (H37Rv)* was grown on Lowenstein-Jensen (LJ)
solid medium, and the genomic DNA was extracted and purified
using a Genomic Prep™ - Cells and Tissue DNA Isolation Kit
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA), as per the
manufacturer's instructions.

qPCR conditions

ThePCR reactions were performed inreal time using an ABI
Prism 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems,
California, USA) with TagMan®-specific probes (and ROX as a
passive reference), TAQM3 (5'-AGGCGAACCCTGCCCAG-3")
and TAQM4 (5'-GATCGCTGATCCGGCCA-3")
oligonucleotides, which amplify a target fragment of 122bp
from IS6110%. The cycling conditions followed the protocol
described by Broccolo et al.>. Milli-Q water negative controls
were included in all amplification reactions. All assays were
performed in duplicate. The reactions included 1ul of DNA
primers (300nm each), 1ul of probe (200 nM), 12.5ul of a
TagMan® Universal PCR Master Mix kit, 9ul of the DNA
template, and dd-water, for a final volume of 25l

Additionally, a qPCR assay targeting the housekeeping
gene B-actin was performed. PCR reactions included 12.5pul
TaqMan®, 2.5ul of TagMan® Endogenous Controls (Applied
Biosystems, Califomia, USA) (500nM probe and 300nM each
primer) and 9ul of the DNA template plus Milli-Q water, for a
final volume of 25ul. PCR conditions were: initial denaturation
at 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of denaturation at
95°C for 15s, and annealing and amplification at 60°C for 1
min?.

Dilution curve with a reference strain of
Mycobacterium tuberculosis (H37Rv)
in urine and blood samples

Urine and blood samples were collected from one individual
who was considered clinically sealthy, in other words, without
clinical manifestations, without a history of contact with a
bacillipherous person, and negative on laboratory exams (urine
culture and tuberculin test). To one aliquot of these samples, the
reference strain of M. tuberculosis (H37Rv) was added to a final
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concentration of 1 on the McFarland standard scale, then serial
10-fold dilutions were performed to achieve concentrations
ranging from 3x107to 3x10"bacilli/ml. Theminimum detection
sensitivity of the assay was 15fg of DNA for both samples,
corresponding to 3 bacilli/ml. This limit was defined by the
amplification of the lowest dilution of the target DNA over the
formation of primer dimers (the negative control of the reaction).
To evaluate the positivity of biological samples, the threshold
value of amplification (C) was established for positive and
negative cases. The resulting C, was 25 (25-33) and 34 (34-38)
for the positive and negative tests, respectively (data not shown).

Statistical analysis

Culture and/or clinical responses to specific treatments
were primarily considered the gold standard for performance
calculations. The IS6110-TagMan® assay was also evaluated
considering the results of the cultured samples as a gold
standard (except for blood, for which no culturing was done).
For the IS6110-TaqMan® assay, the sensitivity, specificity, and
positive and negative predictive values were calculated, with
a 95% confidence interval (CI) identified for each parameter.
The database was constructed using Statistical Packages for
the Social Sciences (SPSS) statistical software for Windows
(Version 18, IBM Corporation, Armonk, NY, USA) which was
also used to conduct statistical analyses, including cross tables
and frequency calculations. For accuracy tests, the authors
used the free software OpenEpi (Open Source Epidemiologic
Statistics for Public Health, Version 3.01. Update 2013, available
online at: www.OpenEpi.com).

For the blood samples, the IS6110-TagMan® assay was
positive when at least one blood phase, PBMC and/or plasma,
was positive; negative results were obtained when both were
negative®. The performance of the IS6110-TaqMan® assay was
calculated in parallel for both blood phases.

Inblood and urine samples, the performance of the IS6110-
TaqMan® assay was calculated alone and in parallel (blood and/
or urine positive or both negative).

The performance of the IS6110-TagMan® assay was
calculated for the combination of all biological sample types
(blood and/or urine and/or biopsy or extrapulmonary liquid)
from the same patient. In this case, a p ositive IS6110-TagMan®
assay was observed when at least one clinical sample had a
positive result. Results were negative when all the patient's
biological samples were negative.

Ethical considerations

This research was approved by the Ethics Committee of
the Aggeu Magalhdies Institute/FIOCRUZ (IAM/FIOCRUZ).

RESULTS
Clinical, epidemiological and laboratory findings

Out of the 57 participating patients with suspected extra-
pulmonary TB, 38 (66.7%) had their final diagnosis defined as
extrapulmonary TB (G1), and 19 (33.3%) patients were classified as
non-TB (G2) with another kind of disease (different from TB) and

were considered a control group. Clinical forms of TB registered in
the study are described in Table 1. Additionally, in the control group,
the following diagnoses were observed: lymphoma, bone cancer,
sarcoidosis, and bacterial meningitis.

From the total number of patients included in the study, 32
(56.1%) were male. The age ranged from 1 to 89 years old, with an
average of 34 years old. The majority (75%) of tested samples were
negative for M tuberculosis in culture.

Performance of the IS6110-TagMan® assay in various clinical
samples in patients with and
without extrapulmonary TB

The sensitivity, specificity, and positive/negative predictive
values of the IS6110 TagMan® assay on blood, urine, biopsy samples,
and other body fluids, analyzed alone or in parallel, are described
in Table 2.

Consideringthe results of the cultured samples as a gold standard,
the performance of TaqgMan® ranged between 18-34% (sensitivity)
and 75-100% (specificity). For urine samples, the sensitivity was
18.2% (CI=4.6-41.0), and the specificity was 75% (CI=60.9-81.9).
Forbiopsy tissues, these values were 34% (CI=9.5-57.2) and 88.2%
(CI=65.7-96.7), respectively, and for extrapulmonary body fluids,
33.3% (CI=9.7-70) and 100% (CI = 78.5 -100.0), respectively.

Considering all clinical samples fromthe same patients calculated
in parallel, the sensitivity of the TagMan® assay compared with
culturing was 64.3% (CI = 39.2-89.4), and the specificity was 51%
(CI=36.2-66.1). These results are detailed in Table 3.

TABLE 1: Clinical forms of extrapulmonary tuberculosis.

Clinical Form Frequency Percentage (%)
Pleural 14 36.8
Peripheral lymph node 5 13.2
Meningoencephalitis 2 53
Bone 8 211
Cutaneous 3 79
Renal 1 26
Intestinal 2 53
Hepatic 1 26
Miliary 2 53
Total 38 100.0
DISCUSSION

The development of sensitive and specific tools for the
diagnosis of tuberculosis, mainly for paucibacillary forms
such as extrapulmonary TB, remains a great challenge®. The
reasons include the difficulty in accessing most lesions and the
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TABLE 2: Performance of the 1IS6110-TagMan® assay in clinical sample between patients with extrapulmonary TB (G1) and No TB group (G2), using culture

and/or clinical diagnosis with the therapeutic response as gold-standard.

Patients (n)

1S6110-TagMan® assay

Predictive value

Clinical samples G1 G2 Sensitivity Specificity
positive negative
— - - 55.9% (19/34) 80% (12/15) 86.4% (19/22) 44.4% (12/27)
Cl=39.4-71.1 Cl = 54.8-93.0 Cl=66.7-95.3 Cl=27.6-627
ilfine % i3 33.3% (11/33) 100% (13/13) 100% (11/11) 37.1% (13/35)
Cl=19.8-50.4 Cl =77.2-100.0 Cl =74.1-100.0 Cl=23.2-53.7
. 68.8% (22/32) 78.6% (11/14) 88% (22/25) 52.4% (11/21)
Blood urinie 2 % Cl=51.4-82.1 Cl=52.4-92.4 Cl=70-95.38 Cl=50.8-85.8
8 ® " 43.8% (7/16) 100% (11/11) 100% (7/7) 55% (11/20)
RSy Cl=23.1-66,8 Cl =74.1-100.0 Cl = 64.6-100.0 Cl=34.2-742
Other
29.6% (6/15) 100% (7/7) 100% (6/6) 31.8% (7/16)
:ﬁi‘;:p“'m"a'y body, 15 L4 Cl =13.8-50.0 Cl = 64.6-100.0 Cl=61-100.0 Cl=16.4-52.7

TB: tuberculosis; G1 (Group 1): patients with extrapulmonary TB; G2 (Group 2): patients without TB (with a diagnosis other than TB); Cl: confidence interval.

TABLE 3: Accuracy of the IS6110 TagMan® assay in all biological sample types, analyzed together, per patient.

Patient group

Extrapulmonary TB

Accuracy

Non TB
Sensitivity = 73.7%

(Cl = 58-85)
Positive 28 3 ngfg'ggy :_g::g;"
" et 10 16 PR SR S
Total 28 19 Negative predictive value = 61.5%

(Cl = 42.5-77.6)

TB: tuberculosis; Cl: confidence interval.

fact that these are commonly patients with a low circulating
bacterial load. In these cases, conventional exams of AFB and
culture — the latter being considered a gold standard, usually
yield negative results. In extrapulmonary TB, only one quarter
of the cases can be diagnosed by bacteriological confirmation?.

From the 34 blood samples of patients with extrapulmonary
TB, 15 were negative in the IS6110-TagqMan® assay. These
false negative results might be related to the small quantities of
targeted DNA present on the clinical samples or even the presence
of PCR inhibitors***®. On the other hand, three blood samples
were positive in the IS6110-TagMan® assay, but these patients
were finally diagnosed as non-TB, so the molecular results were
false positives. Therefore, it is possible that jPCR may detect the

334

presence of native genetic material from dead or latent organisms,
generating discordant results with the gold standard used in the
study. A study performed by Lima et al. > analyzed blood samples
from patients under 15 years of age with extrapulmonary TB
with nested PCR and showed similar results to the present study.

Among the 33 urine samples from patients with
extrapulmonary TB, 22 were negative in the IS6110-TagMan®
assay. These false negative results were probably due to the
presence of components such as salts, enzymes, and other
bacteria, which can compromise the purification process of
DNA and therefore inhibit the amplification reaction in urine
15 In this study, there were no false positive urine results from
the IS6110-TagMan® assay.
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When the IS6110-TagMan® assay for urine samples was
compared with two different gold-standard criteria (1: culture
and/or response to antitubercular therapy; 2: culture alone),
the sensitivity increased by 15.1% when compared to the gold
standard 1. These findings reinforce the limitation of culturing
in cases of patients with paucibacillary forms**3'. Studies show
variability in positive results of the culture test (12%to 80%) in
a range of clinical samples and biological tissues'>!>%,

Most biological samples analyzed in this study were
blood and urine (66.4%), which are considered samples from
ambulatory collection and represent a less invasive procedure
for the patient. When blood and urine samples were evaluated
in combination, the sensitivity of the molecular test (68.8%)
increased by approximately 20% when compared with the
results of the tests performed alone (55.9% and 33.3%,
respectively).

Studies have shown that, despite the low sensitivity of
molecular methods on urine samples, when these samples were
analyzed in combination with blood samples, the sensitivity
was increased by around 8-10%'%2, Lima et al.'® evaluated a
molecular diagnostic test for extrapulmonary TB in blood and
urine samples. The sensitivity of the assay using combined
samples (calculated in parallel) was 71.9%, but when using
only urine samples, the sensitivity was 40.6%.

Rebollo et al.*> evaluated blood and urine samples from
patients diagnosed with TB using a simple PCR system, with the
positive culture for each sample as the gold standard, and found
a lower (42%) sensitivity. Despite their use of a conventional
PCR system less sensitive than the IS6110-TagMan® assay, the
authors highlight the importance of using more than one type of
sample from each patient with suspected TB, as this approach
can increase the sensitivity. Cruz et al.'’, when evaluating the
usefulness of a nested-PCR method on samples of blood and
urine of patients suspected to have extrapulmonary tuberculosis,
also using IS6110 as target, found a sensitivity of 47.8% and
52% for blood and urine, respectively.

In this study, the sensitivity and specificity of the IS6110-
TaqMan® assay in extrapulmonary body fluid samples were
28.6% and 100%, respectively. Since the number of bacilli
is lower in various extrapulmonary body fluids, it is known
that false negative results arise mainly from the paucibacillary
nature or even from the irregular distribution of bacilli in body
fluids®, likely explaining the low sensitivity found in this study.
Rosso et al.** evaluated pleural fluid samples with the IS6110-
TaqMan® assay and obtained a better sensitivity (40%), probably
because of the greater number of patients included in their study.
Other research has also demonstrated a better performance of
molecular tests in body fluids as compared with this study#337,

We also evaluated the performance of the IS6110-TaqMan®
assay in tissue samples. The sensitivity and specificity in this
context were 43.8% and 100%, respectively. Out of the 16
tissue samples in group G1, the IS6110-TagMan® assay was not
able to detect Mycobacterium tuberculosis in 9 samples; these
results were considered false negatives. Possible causes were
the quality and/or quantity of collected material, the presence
of few bacilli on biopsied tissue, and collection outside the site

of infection, as well as the inhibitors present in the sample. No
false p ositive results were found, showing that this test may aid
in the confirmation of the disease.

Sun et al.** evaluated the performance of qPCR on 90 kidney
biopsies and found a higher sensitivity than this study (83.3%),
probably due to the inclusion of 30 patients with renal TB.
Another work, which evaluated pleural fragments by qPCR
using the same molecular target and extraction method, yielded
similar results to this research (a sensitivity of 52.8% and
specificity of 93.3%)*. In agreement with our study, Meghdadi
et al.*, using PCR targeting IS6110, demonstrated a sensitivity
and specificity of 48.6% and 100%, respectively.

In the different sample types evaluated, culture results
demonstrated inferior performance in defining the final
diagnosis of patients when compared with the gold standard 1.
These results show the limitation of culture tests in the diagnosis
of paucibacillary forms of TB, such as the extrapulmonary TB.

The main aim of this study was to evaluate the performance
of detection of the IS6110 DNA sequence of M tuberculosis
by qPCR in the laboratory diagnosis of extrapulmonary TB.
Determination of sensitivity values for gPCR on each type of
clinical sample yielded values ranging from 26.7% (in “other
extrapulmonary body fluids™) to 55.9% (in blood samples), when
analyzed alone. However, when the sensitivity of the IS6110-
TaqMan® assay was evaluated considering the combination of all
clinical samples from a patient, it increased to 73.7%. A decrease
in specificity (84.2%) was observed, however, compared to the
analysis of clinical samples individually, particularly blood
samples.

In regions where TB is endemic, negative results from the
IS6110-TagMan® assay must not be interpreted as excluding
the possibility of the disease. We observed that the positive
predictive values obtained were equal to or higher than 86% in
all analyses, reinforcing the confirmatory power of the assay
in the detection of M tuberculosis in patients with suspected
extrapulmonary TB, despite the small sample sizes. However,
the predictive values for the various tests analyzed (Table 2 and
Table 3) cannot be inferred for the general population. These
values are not comparable because the prevalence of TB is not
the same in all situations.

Our results demonstrate the importance of investigating
more than one type of clinical sample collected from the same
patient with suspected extrapulmonary tuberculosis, which
might improve the predictive power of the IS6110-TaqMan
assay®.

The 1S6110-TagMan® assay can be an important tool to
facilitate the laboratory diagnosis of extrapulmonary TB, mainly
in the most severe cases of the disease, to initiate specific
therapy. However, more research is needed to clarify the value
of this new technique as a diagnostic test in the clinical setting.
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