Samantha Brum Ribeiro

“"Producao de Interferon-gama por
células T especificas para os antigenos
ESAT 6 e CFP10 de Mycobacterium
tuberculosis como marcador putativo do
sucesso do tratamento anti-tuberculose”

Dissertacao apresentada ao Departamento de Clinica
Médica da Faculdade de Medicina da Universidade Federal
do Rio de Janeiro como parte dos requisitos necessarios

para a obtencao do grau de Mestre

Orientadores: Prof. Neio Boéchat

Agosto de 2009

Rio de Janeiro



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Samantha Brum Ribeiro

“Producao de Interferon-gama por células T especificas
para os antigenos ESAT6 e CFP 10 de Mycobacterium
tuberculosis como marcador putativo do sucesso do

tratamento anti-tuberculose”

Dissertacdo apresentada ao Departamento de Clinica Médica da
Universidade Federal do Rio de Janeiro como parte dos requisitos
necessarios a obtencdo do grau de mestre em Clinica Médica, setor

de Ciéncias Pneumoldgicas.

Orientador: Prof. Neio Boéchat

Banca Examinadora:

Prof. Maurilo Leite Junior (Suplente)

Apresentada em:
Rio de Janeiro, 18 de Agosto de 2009



Ribeiro, Samantha
Producdo de Interferon gama por células T especificas para os

antigenos ESATE e CFP 10 de Mycobactenum tuberculnsis como
marcador putativo do sucesso do tratamento gntitubenculose. - Rio
de Janeiro: UFRJ / Faculdade de Medicina, 2009.

xiv. 125 F2 0 31.cm.

Orientadores: MNeig

Dissertacdo (mestrado) — UFRJ / Faculdade de Medicina /
Departamento de Clinica Meédica, 2009.

Referéncias bibliograficas: f. 72-80

1. Tuberculose pulmonar - imunologia. 2. Mycobhacternum

+

tuberculosis — Imunglogia. 3. IEMNzy. 4. ELISPOT — metodologia.
5 TSPOT-TE. G Diagnostico. 7. Clinica Meédica (Ciéncias

wgizas) - Tese. | Boéchat. Melg. Il Universidade
Federal do FHio de Janeiro, Faculdade de Medicina,
Cepartamento de Clinica Medica. Ill. Titulo.




DEDICATORIA

Ao meu pai Afonso que estd sempre me apoiando e confortando em todas as
dificuldades. A minha m3e Rejane que, infelizmente, se foi antes de ver a
conclusdo deste trabalho e que sei, estd me acompanhando mesmo longe. Ao
meu marido, Carlos Henrique, por toda a paciéncia e carinho. A minha professora
guerida, M? Genoveva, pela amizade, carinho e apoio desde o primeiro ano de
Faculdade. A amiga Maria del Rosério que estd sempre presente para me ouvir,
ajudar e apoiar. Aos amigos Dr. Fernando e Dra. Almira pela atengao e ajuda e

aos amigos do Laboratoério Multidisciplinar por estarem sempre ao meu lado.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Prof. Dr. Neio Boechat, por todo auxilio profissional, incentivo

apoio e amizade durante o desenvolver deste trabalho.

Ao Dr. José Roberto Lapa e Silva, pela atencdo, ajuda e apoio durante este

periodo.
A Dra. Susan Dorman que possibilitou minha participacdo neste trabalho.
A Johns Hopkins University e & Oxford Immunotech.

Ao professor Walter Oelemann que me acompanha desde a graduagao, pela

amizade e apoio e por ter me direcionado para este trabalho.

A Dra. Fatima (DIP) pela atencdo e por disponibilizar espaco em seu laboratério e

a Cristiane por me auxiliar com o armazenamento das amostras.

Aos amigos e profissionais do Laboratério Multidisciplinar de Pesquisa, Alessandra
Coelho, Beatriz Penedo, Walter Farcks Maia, Alex Sandro Duarte Albuquerque,
CesoOnia de Assis Martinusso, Sandra Maria, Alysson, Janaina Leung, Célio de
Barros, Renata Marques e Raquel Noboa, pela paciéncia e ajuda durante esse

tempo em que passamos juntos.

Aos professores do Laboratoério Multidisciplinar de Pesquisa Lucio, Maurilo, Silvio,

Lazzarini, Heitor e Ilana por ajudarem sempre que precisei.

A grande amiga, Bidloga, Patricia Martins Lago pelo apoio profissional, ajuda com

o Inglés, e, principalmente, pela amizade que cultivamos nos ultimos anos.

Ao Dr. Marcus Conde, responsavel pelo estudo Moxi, a Carla Loredo, enfermeira
responsavel pelo estudo MOXI e também as enfermeiras Cristina Felix e Gisele

pelo auxilio na obtencdo das amostras.

A todos os pacientes que participaram deste estudo, fundamentais para a
conclusao do mesmo

Apoio financeiro: Johns Hopkins University, FUJB, CNPq.



SUMARIO

Abreviaturas

Lista de figuras

Lista de tabelas

Resumo
Abstract

1. Introducdo

2. Revisdo de literatura

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.

2.5.
2.6.
2.7.
2.8.

Mycobacterium tuberculosis - Caracteristicas gerais
Mycobacterium tuberculosis, transmissdo e resposta imunoldgica
Epidemiologia da Tuberculose
Diagndstico da Tuberculose
A - Diagnostico Clinico
B - Diagndstico Radioldgico
C - Diagnostico Bacterioldgico
D - Diagndstico Molecular
E - Diagnéstico Imunoldgico
E.1 - Tuberculose ativa
E.2 - Infecgao Latente
E.2.1 - Teste Tuberculinico Cutaneo
E.2.2 - Interferon-gama release assays
F — Comparacdo entre TST e IGRAs
Marcadores Imunoldgicos
Resposta Imune no estudo de vacinas
Resposta ao tratamento
Histéria natural da LTBI

3. Justificativa

4. Definicdo do problema

5. Hipdtese de estudo

6. Objetivos

6.1. Objetivos Gerais

6.2. Objetivos Especificos

7. Materiais e Métodos

7.1. Selegdo e inclusdo de pacientes
5.2. Desenvolvimento do estudo

7.3. Coleta de dados e monitoramento

A - Formularios usados
B - Formularios para submissdo e complementacdo dos dados

VI

IX
XI
X1I
X111
XIV
15
18
18
19
20
21
21
22
22
23
24
24
25
25
26
29
30
31
32
34
35
37
38
39
39
39
41
41
41
43
43
43



VIl

C - Gravacao dos dados e arquivamento 43
D - Gerenciamento 44
E - Monitoramento 45
7.4. Inclusdes 45
7.5. Bioseguranca 45
7.6. Administracao 46
7.7. Informac0Oes sobre reagentes e preparo 47
7.8. Coleta e processamento das amostras 47
A - Periodo Baseline 48
B - Semanas 16 e 24 51
7.9. Interpretacao dos resultados 53
7.10. Andlise estatistica 53
8. Resultados 55

8.1. Sensibilidade do teste em pacientes com cultura confirmada para TB 55
8.2. Sensibilidade do teste entre pacientes com co-infecgdo com HIV 56
8.3. Freqliéncia de células TRD1 especificas em pacientes com faléncia de
tratamento 56
8.4. Freqgliéncia de células TRD1 especificas em pacientes com e sem recidiva 56
8.5. Contagem de SFCs entre os pacientes que tiveram cultura positiva versus
negativa na oitava semana de tratamento 57
8.6. Contagem de SFCs durante o tratamento contra TB 59

8.7. Associagdo entre contagem de SFCs e gravidade clinico-radioldgica da TB no

tempo zero 62
8.8. Comparacdao entre duas modalidades de contagem dos “spots”
62
9. Discussao 65
10. Conclusoes 70
11. Perspectivas 71
11. Referéncias 72
12. Anexos
ANEXO 1. Fig 1- Parede do Mycobacterium tuberculosis 81
ANEXO 2. Aprovagao do projeto pelo CEP FM/HUCFF 82
ANEXO 3. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 83
ANEXO 4. Formularios 93
ANEXO 5. Esquema de coleta 97
ANEXO6. Formulario para monitoramento do estudo 97
ANEXO 7. Fig.2 Esquema de processamento das amostras 98

ANEXO 8. Figs. 3 e 4 Tubos para coleta das amostras 99



VIl

ANEXO 9. Figs. 5 e 6 Processamneto das amostras 100
ANEXO 10. Figs. 7 e 8 Contagem dos “spots” e processamento das
amostras para ensaio do kit 101
ANEXO 11. Fig. 9 Continuacdo do teste apds incubagdo overnight 102
ANEXO12. Fig. 10 Foto dos “spots” 103
ANEXO 13. Poster 104
Anexo 14. Artigos 106



ABREVIATURAS

Ags - antigenos

Ag85A ou Ag85B - Antigeno 85A ou 85B

AIDS - Sindrome de imunodeficiéncia adquirida - Acquired Immunodeficiency
Syndrome

BAAR - Bacilo alcool-acido resistente

BCG - Bacilo de Calmette e Guérin

BMI - Indice de massa corporal - Body Mass Index

CD - Grupo de diferenciagao - Cluster of Differentiation

CDC - Centro de controle de doengas - Centers for Disease Control

CD4 - Proteina de superficie expressa na maioria de células T auxiliares (Th)
CD8 - Proteina de superficie expressa na maioria de células T citotéxicas (CTLs)
CEP - Comité de Etica em Pesquisa

CMI - Imunidade mediada por células - Cell Mediated Immunity

CFP 10- Proteina de filtrado de cultura

CRP - Proteina C-reativa - C-reactive protein

DOT - terapia diretamente observada - Directing observed treatment
ELISPOT - Ensaio imunoenzimatico ligado a enzima - Enzyme Linked Immunospot
Assay

EMB - Etambutol - Ethambutol

EPTB - Tuberculose extrapulmonar

ESAT-6 — Antigeno alvo precocemente secretado - Early Secretory Antigenic
Target-6

FPR1 - receptor 1 de peptideoformil

HIV - Virus da imunodeficiéncia humana - Human Immunodeficiency Virus
HUCFF - Hospital Universitario Clementino Fraga Filho

ICAM-1 - Molécula de adesdo intercelular 1- Intercellular Adhesion Molecule 1
(CD54)

IGRAs - Ensaios para medida de Interferon-gama - Interferon-gama release
assays

IFN-y - Interferon gama - Gamma Interferon

INH - isoniazida

LAM - Lipoarabinomanana

LPS - Lipopolissacarideo

LTBI - Infeccdo Latente por MTB - Latent Tuberculosis Infection

MTB - Mycobacterium tuberculosis

MNT - Mycobacterium ndo tuberculosis



MOXI - Moxifloxacino

OMS - Organizagdo Mundial de Saude

PBMC - Células mononucleares do sangue periférico — peripheral blood
mononuclear cells

PBS - Salina tamponada com fosfato - Phosphate Buffered Saline
PID - numero de identificagdo

PPD - derivado protéico purificado - purified protein derivative
PTB - Tuberculose pulmonar — pulmonary tuberculosis

PZA - Pirazinamida

RD-1 - Regido de diferenciacao 1

RIF - Rifampicina

SsuPAR - receptor derivado de uroquinase plasminogénica sollvel
TB- tuberculose

TBLI - Tuberculose latente - tuberculosis latent infection

TCLE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TST - Teste tuberculinico cutaneo - tuberculin skin test

UFRJ - Universidade Federal do Rio de Janeiro

WHO- Organizagdo Mundial de salide — World Health Organization



Xl

LISTA DE FIGURAS

Figura A - Média da contagem de “spots” em resposta aos diferentes Ags 58
Figura B - Média da contagem de “spots” nos diferentes tempos estudados 59
Figura C - Perfil da resposta celular individual pela formacao de “spots” 61

Figura D.1 - Comparagao entre leitura manual e automatica dos “spots” para o

controle negativo. 63

Figura D.2- Comparacgao entre leitura manual e automatica dos “spots” para o

Painel A de antigenos. 63

Figura D.3- Comparagao entre leitura manual e automatica dos “spots” para o

Painel B de antigenos. 64

Figura D.4 - Comparagao entre leitura manual e automatica dos “spots” para o

controle positivo. 64

Figura 1 - Parede celular do Mycobacterium tuberculosis 81

Figura 2 - Esquema de processamento das amostras (Oxfor Immunotech) 98

Figura 3 — Tubos para separacgdo celular (a) CPT (b) técnica do Ficoll 99
Figura 4 - Tubos com amostras antes da separagao celular 99
Figura 5 — Métodos para separacdo dos PBMCs 100
Figura 6 - Lavagem dos PBMCs 100
Figura 7 — Contagem das células 101
Figura 8 - Processamento de ensaio do kit 101
Figura 9-Continuacgdo do teste apds incubagdo “overnight” 102

Figura 10 - Foto dos “spots” 103



Xl

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas e clinico-radioldgicas dos pacientes

incluidos no estudo 55

Tabela 2 - Resultado qualitativo do teste T-SPOT.TB: % de individuos que
tiveram teste reativo, dividido de acordo com antigeno estimulatorio e por

resultado de cultura apds completar 8 semanas de tratamento 60



X1

RESUMO

Cenario: A resposta imunoldgica aos antigenos de Mycobacterium tuberculosis
sofrem mudancas durante o tratamento contra tuberculose (TB) e pode servir
como um marcador alternativo de resposta ao tratamento. O Teste T-SPOT.TB
detecta células T produtoras de IFN-y em resposta a certos antigenos
micobacterianos. A capacidade deste teste como marcador alternativo da eficacia
do tratamento em pacientes com TB ativa ainda ndo foi bem avaliada.

Métodos: Usando o ensaio T-SPOT.TB nds enumeramos células T produtoras de
IFN-gama em resposta aos antigenos especificos ESAT-6 e CFP-10 em pacientes
com TB pulmonar recebendo terapia diretamente observada. A resposta das
células T (medidas pela formacdo de “spots”- “spot forming cells” ou “SFCs") foi
medida em trés tempos - antes do inicio do tratamento, apdés completar 16
semanas de tratamento e apds completar 24 semanas de tratamento. Foi feita
cultura a partir de amostras de escarro apds completar 8 semanas de tratamento.
Resultados: 58 pacientes foram avaliados. No geral, a média de “SFCs” declinou
apos 24 semanas. A média da contagem de “spots” para ESAT-6, CFP-10 e RD1
declinou de 42,7, 41,2, e 83,8 no periodo zero para 23,3, 23,2 e 46,5 ao
completar 24 semanas de tratamento. Combinando os trés tempos, a média de
contagem de "“SFCs” para ESAT-6, CFP-10, e RD1 foi, respectivamente, 32,6
(95% CI: 5,07 - 67,3), 16,6 (-3,09 - 37,2) e 49,2 (10,6 - 97,3) mais alto para o
grupo com cultura positiva ao completar oito semanas de tratamento comparado

com o grupo com cultura negativa ao completar oito semanas de tratamento.

Conclusao: Células T especificas, produtoras de IFN-y, como medidas pelo teste
T-SPOT.TB, podem estar relacionadas com a carga bacilar em pacientes em

terapia contra tuberculose pulmonar.
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ABSTRACT

Background: Immune responses to Mycobacterium tuberculosis antigens may
change during tuberculosis (TB) treatment and could serve as a surrogate marker
of treatment response. The T-SPOT.TB test detects IFN-y-producing T cells that
recognize certain M. tuberculosis antigens. Performance of this test as a marker

of treatment efficacy in patients with active TB has not been fully evaluated.

Methods: Using the T-SPOT.TB assay, we enumerated ESAT-6- and CFP-10-
specific IFN-y-producing T cells over time in pulmonary TB patients receiving
directly observed treatment. T cell responses (measured as spot forming cells or
SFCs) were assessed three times - prior to treatment start, and after completion
of 16 and 24 weeks of treatment. Sputum was cultured at completion of 8 weeks

of treatment.

Results: 58 patients were evaluated. Overall, mean SFCs declined over 24
weeks. Mean (SD) ESAT-6, CFP-10, and summed RD1 specific SFCs declined
from 42.7, 41.2, and 83.8at baseline to 23.3, 23.2, and 46.5 at completion of 24
weeks of treatment, respectively. Combining the three time-points, the mean
ESAT-6, CFP-10, and summed RD1 specific SFC counts were, respectively, 32.6
(95% CI: 5.07 to 67.3), 16.6 (-3.09 to 37.2), and 49.2 (10.6-97.3) spots higher
for the group that was culture positive at completion of 8 weeks of treatment

compared to the group that was culture negative.

Conclusions: IFN-y-producing RD1-specific T cells, as measured in the T-
SPOT.TB assay, may be directly related to bacterial load in patients undergoing

treatment for pulmonary TB.
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1 - INTRODUCAO

A Tuberculose (TB) € uma das principais doencas em paises em
desenvolvimento e um grande problema em paises desenvolvidos (Houghton et al.,
2002). O agente causador da doenca é Mycobacterium tuberculosis (MTB) e sua
transmissao ocorre por inalacdo de goticulas de individuos infectados (van Crevel,
Ottenhoff & van der Meer, 2002). No inicio do século 21, representa ainda,
importante causa de morbidade e mortalidade em todo o mundo (Jacobsen et al.,
2006). Segundo estimativas da WHO, um terco da populacdo mundial esta infectada
com MTB (Pai, 2005); 8 a 9 milh6es desenvolvem TB doenca anualmente e o
namero de Obitos chega a 2 milhdes por ano (Pai, Kalantri & Dheda, 2006; Wallis,

2009; http://www.who.int acessado em 12 junho de 2009).

A infeccdo por MTB € controlada através da resposta imunoldgica eficiente
em cerca de 90% dos individuos infectados, enquanto 10% desenvolvem a doenca
em algum momento da vida (Jacobsen et al., 2006). Em areas ndo endémicas o
diagnaostico precoce e o tratamento da infec¢do latente é a chave para o controle da
doenca (Pai, 2005; Pai, Kalantri & Dheda, 2006). O uso de terapia preventiva em
individuos com Tuberculose Latente (LTBI), que apresentam risco de desenvolver
doenca ativa, e o diagnéstico rapido com tratamento efetivo dos casos de TB ativa
sao fundamentais para este controle (Goletti et al., 2008). Estudos demonstram que
o tratamento preventivo da doenca em individuos diagnosticados com infeccéo
latente reduz o risco de doenca ativa em até 60% (Jasmer et al., 2002; ATS, 2000).
Em paises endémicos a prioridade € o diagndstico rapido e o tratamento da doenca
em estagio inicial evitando a sua propagacéo (Pai, 2005; Dominguez et al., 2008).

Varios aspectos do diagndstico da TB demonstram a necessidade do

desenvolvimento de métodos rapidos, precisos e praticos para melhor controle da
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doenca (Pai, Kalantri & Dheda, 2006; Sartain et al., 2006): 1- Pacientes com TB
pulmonar podem apresentar baciloscopia negativa e o resultado da cultura para
inicio do tratamento demora semanas (Dominguez et al., 2008). 2 - Em pacientes
com TB extrapulmonar a obtencdo de amostras de escarro € ausente ou dificil e os
meétodos tradicionais de diagnostico s&o ineficientes (Davies & Pai, 2008;
Dominguez et al., 2008). 3 - Mesmo ap0s tratamento, episédios de reincidéncia da
doenca devido a reativacdo endogena ou a reinfeccdo exdgena podem ocorrer
(Bandera et al., 2001). 4 - As técinicas moleculares, embora rapidas, sensiveis e
especificas, sdo caras e ndo sao aplicaveis em campo (Houghton et al., 2002).

Outro ponto importante no controle da TB € o desenvolvimento de vacinas e
novas drogas efetivas contra a doenca. Para isso, € necessario o entendimento da
resposta imunoldgica protetora do hospedeiro humano em relacdo a infeccao pelo
bacilo. Consequentemente € importante entender a relacdo quantitativa entre a
resposta do hospedeiro e a doenca e identificar quais populagbes de células
contribuem para a imunidade protetora (Pathan et al., 2001). Testes que
demonstrem a relacdo entre resposta imunoldgica e declinio da quantidade de
bacilos “in vivo”, podem ser utilizados para o desenvolvimento de novos tratamentos,
para predizer faléncia na terapia ou reincidéncia e para monitorar a eficacia da
medicacdo em casos em que amostras para diagndstico tradicional sdo de dificil
obtencéo (Pathan et al., 2001).

O progresso no entendimento do genoma do MTB e da resposta imunolégica
do hospedeiro humano tem levado ao desenvolvimento de novos testes para
diagnoéstico da tuberculose (Pathan et al., 2001; Pai, 2005; Pai, Kalantri & Dheda,
2006) e também ao desenvolvimento de vacinas (Dominguez et al., 2008). Nos

altimos anos, tem-se ampliado o interesse no desenvolvimento de testes baseados
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na deteccdo de anticorpos utilizando-se multiplos antigenos o que aumenta a
sensibilidade e especificidade (Sartain et al., 2006).

Os biomarcadores, caracteristicas mensuraveis indicadoras de processos
bioldgicos normais e patogénicos, tém demonstrado varias utilidades na tuberculose.
Tanto no acompanhamento e escolha de drogas para tratamento quanto no
desenvolvimento de vacinas (Wallis et al., 2009). Em relagdo a imunidade protetora
na tuberculose, a producdo de interferon-gama (IFN-y) e resposta imunoldgica do
tipo um tém sido escolhidas como biomarcadores para entendimento da protecao
dos hospedeiros contra o bacilo (Jacobsen et al.,2006).

O sucesso de um teste de imunodiagnéstico estd na sua capacidade de
identificacdo dos multiplos estagios da doenca, incluindo formas multibacilares,
casos pediatricos e pacientes com co-infeccdo por Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV) (Sartain et al., 2006). Duas regides especificas da regido de
diferenciacdo 1 (RD1) de MTB tem sido descritas: o antigeno alvo precocemente
secretado 6 (ESAT-6) e a proteina de filtrado de cultura 10 (CFP 10) (Pathan et
al.,2001; Dominguez et al., 2008). Esses antigenos induzem a secrecdo de IFN-y por
células T peptideos-especificas (Pathan et al., 2001; Mantegani et al.,, 2006;

Dominguez et al., 2008).

Estudos realizados na ultima década (Andersen et al., 2000, Wood et al.,
2001,Lalvani et al., 2003) resultaram no desenvolvimento de dois ensaios comerciais
baseados na deteccao de IFN-y, o QuantiFERON-TB assay (Cellestis Limited) e o T-
SPOT.TB assay (Oxford Immunotec). Ambos os testes medem a resposta mediada
por células através da medida de IFN-y produzidos por células T em resposta a
antigenos de TB, usando métodos como ELISA (Quantiferon) e ELISPOT (T-

SPOT.TB).
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2 — REVISAO DA LITERATURA
2.1 - Mycobacterium tuberculosis — Caracteristicas Gerais

Mycobacterium tuberculosis é o agente causador da Tuberculose. Pertence
ao género Mycobacterium, ordem Actinomycetales e familia Mycobacteriaceae. E
um bacilo ndo formador de esporos, sem flagelos, ndo produtor de toxinas, aerébio
estrito e intracelular facultativo (Haas & Dés Prez, 1995). As Micobactérias englobam

mais de 80 espécies, sendo dois 0s principais patdgenos humanos: M. leprae e M.

tuberculosis. Os demais, sado espécies ambientais (Requejo, 2000).

A principal caracteristica morfolégica que destaca as micobactérias de outros
procariotos é a estrutura particular do envelope celular. Micobactérias reagem
fracamente a coloracdo de Gram e nao possuem o lipopolissacaridio endotoéxico,
caracteristico das bactérias Gram-negativas. A caracteristica mais proeminente da
parede celular das micobactérias é o acido micolico, também conhecido como fator
Corda. Contém entre 70 e 90 4tomos de carbono, e constitui mais de 50% da massa
do envelope celular. As moléculas interagem através de forcas hidrofébicas e
formam um envelope lipidico ao redor da bactéria. Este envelope é responsavel por
algumas caracteristicas: torna a bactéria alcool-acido resistente na coloracdo de
Ziehl-Neelsen; é responsavel pela resisténcia enddgena das micobactérias a drogas
conhecidas, agindo como “barreira lipidica”; e leva a formacédo de grumos quando as
bactérias sao cultivadas em meio liquido. Além disso, o envelope torna a bactéria
resistente frente a procedimentos brandos de lise celular, dificultando assim a
obtencédo de fracdes celulares que contém proteinas nativas e &cidos nucléicos
intactos. Uma outra molécula, caracteristica da parede celular das micobactérias

mas nao covalentemente associada, € a lipoarabinomanana (LAM) (Trabulsi,
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Microbiologia, cap56, 4°ed). O ANEXO 1 mostra esquema da estrutura do envelope

celular
2.2 - Mycobacterium tuberculosis , Transmisséo e Resposta Imunoldgica

A transmisséo da tuberculose ocorre quando um individuo com TB pulmonar
elimina goticulas na tosse ou espirro, e o individuo saudavel aspira o nucleo de
Wells (nucleo das goticulas). Estes atingem os bronquiolos e alvéolos onde séo
fagocitados pelos macréfagos (primeira fase); a partir dai, alguns fenémenos
ocorrem: 0s macréfagos alveolares conseguem destruir os bacilos, o que depende
da capacidade microbicida do hospedeiro e também dos fatores de viruléncia das
bactérias fagocitadas; algumas micobactérias podem escapar da destruicéo inicial e
se multiplicar, conduzindo ao rompimento dos macréfagos. Em seguida, mondocitos
do sangue e outras células inflamatérias migram para o pulméo (segunda fase). Os
monaocitos transformam-se em macréfagos que ingerem novamente a bactéria mas
ndo a destroem. Nessa fase, as bactérias se multiplicam logaritmicamente, formando
pequenas lesdes tissulares, e mondcitos se acumulam nos vasos adjacentes. Duas
a trés semanas depois da infecgdo, a imunidade mediada por células se desenvolve.
Linfocitos T antigeno-especificos proliferam no interior das lesfes e ativam
macréfagos para matar as bactérias; a partir dessa fase, o crescimento logaritmico
das micobactérias para (terceira fase). A necrose solida central nessas lesdes
primérias inibe o crescimento extracelular das bactérias e, como resultado, a
infeccdo pode ficar estacionaria ou dormente (van Crevel, Ottenhoff & van der Meer,

2002).
A infeccdo pode ainda progredir com disseminacdo logo apds a infeccéo
primaria, bem como meses ou anos depois (TB pds-primaria) quando ocorrer baixa

imunologica (van Crevel, Ottenhoff & van der Meer, 2002; Ducati et al, 2006).
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A infeccdo pode se instalar em qualquer parte do corpo, levando inclusive a
infeccdo generalizada, com disseminacdo do microrganismo por todo o organismo
hospedeiro (TB miliar). Esta representa a manifestacdo mais séria da doenca.
Entretanto, a manifestacdo mais comum de TB € a infec¢do pulmonar que varia de
infiltracBo moderada a doenca cronica, cavitaria e severamente destrutiva. As
diferentes manifestacdes da infeccdo por M. tuberculosis refletem o equilibrio entre o
bacilo e os mecanismos de defesa do hospedeiro (van Crevel, Ottenhoff & van der

Meer, 2002).

Podem ainda ocorrer, episédios de reincidéncia da doenca devido a
reativacdo endogena ou a reinfeccdo exdgena (Bandera et al., 2001). Essa
possibilidade de reinfeccdo exdégena em pessoas previamente infectadas com M.
tuberculosis, tem sido debatida por décadas, entretanto, esse fenbmeno raramente
ocorre devido a imunidade conferida pela infeccao inicial. A extensdo com que essa
reinfeccdo ocorre depende da prevaléncia da doenca na area: quanto maior a

prevaléncia, maior a possibilidade de reinfeccéo (Fine & Small, 1999).

2.3 - Epidemiologia da Tuberculose

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima que 9,27 milhdes de novos
casos de tuberculose (139 casos por 100.000 habitantes) e 1,16 milhdes de
episodios subsequientes ocorreram em 2007 comparado com 9,24 milhdes em 2006.
Desses 9,27 milhdes de casos 1,37 milhdes (14.8%) séo individuos HIV positivos.
Numero que dobra a estimativa de 0.7 milh6es de casos em 2006 publicados em

2008 (www.who.int/tb/en, acessado em 12 de Junho de 2009).

Entre os 22 paises onde ocorrem 80% dos casos mundiais, o Brasil ocupa o

14°lugar. Em 2007 a estimativa da incidéncia de TB no pais foi de 26 por 100.000
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habitantes, totalizando 49.354 novos casos no ano. Sendo 13.019 individuos HIV

positivos (www.who.int/tb, acessado em 08 de Junho de 2009).

2.4 — Diagnostico da Tuberculose

O resurgimento global da infeccdo por Mycobacterium tuberculosis, agravada
pela co-infeccdo por HIV (Rangaka et al.,2007) e pelo aparecimento de cepas
multidrogas-resistentes, realca a necessidade de medidas diagnosticas e de
prevencdo mais eficazes. Em paises desenvolvidos, o crescimento do niumero de
imigrantes provenientes de areas endémicas também demonstra a necessidade de
vigilancia continua para deteccdo e tratamento da LTBI e TB ativa (Pai, 2005;
Montegani et al, 2006; Richeldi, 2006, Dosanjh et al., 2008). Desta forma, agéncias
de controle da tuberculose, tém renovado seu interesse em desenvolver novas

ferramentas para o diagnostico da TB (Pai, Kalantri & Dheda, 2006).
A — Diagnostico Clinico

O Centro para Controle de Doencgas (CDC), Atlanta, USA, utiliza os seguintes
critérios para definir caso clinico de TB: Teste Tuberculinico cutaneo (TST) positivo;
outros sinais e sintomas compativeis com TB (raio-x anormal ou sintomatologia
clinica como colapso lombar, efusado pleural) e tratamento com duas ou mais drogas
anti-TB. A defini¢éo laboratorial inclui: isolamento do MTB a partir de amostra clinica
do paciente; demonstracdo de MTB por Amplificacdo de Acidos Nucléicos (NAA) e
Bacilo alcool-acido resistente (BAAR) positivo quando a cultura ndo pode ser obtida.
Publicacdes recentes do National Institute for Health and Clinical Excellence, levam
em conta ainda fatores epidemioldgicos, soropositividade, dieta pobre, fumantes e

histérico de contato com pacientes (Davies & Pai, 2008).
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B — Diagndstico Radiologico

Quando ha suspeita clinica de tuberculose, baseada na historia do paciente, o
raio-X €, usualmente, a proxima etapa no diagnostico da doenca. Com o incremento
de co-infec¢des por HIV, torna-se mais dificil a avaliacdo do raio-x pois sintomas
comuns na radiografia para TB estdo ausentes em imunocomprometidos (Davies &
Pai, 2008). A vantagem da radiografia € o tempo em relacdo ao resultado da cultura
ou escarro. Entretanto, € uma técnica nao especifica e somente a identificacdo do
bacilo a partir de espécime isolada do paciente pode confirmar a presenca de TB
(Davies & Pai, 2008). Por esta razdo, a OMS prop6s que 0S casos escarro- negativo
ndo exceda 50% do total de casos provenientes do centro de diagndstico.
Recomenda-se que todas as pessoas com raio-X sugestivo para tuberculose,

tenham amostra de escarro submetida a exame microbioldgico (Davies & Pai, 2008).
C — Diagnéstico Bacteriolégico

Os dois métodos mais utilizados para o diagnéstico de TB ativa sdo a
demonstracdo da presenca do bacilo alcool-acido resistente no espécime clinico
através da coloracdo de Ziehl-Neelsen e a cultura para micobactéria em meio
especifico. Embora a pesquisa de BAAR no escarro apresente boa sensibilidade em
pacientes que produzem escarro e que tém doenca pulmonar avancada, isto nao
ocorre nos pacientes com doenca pulmonar limitada, com dificuldade de expectorar
ou que nao tém expectoracdo espontanea (Daniel & Debanne, 1987; Sant’Anna et
al., 2005, Davies & Pai, 2008, Sztajnbok, et al., 2009). Além disso, sua sensibilidade
€ comprometida devido a necessidade de grandes quantidades do bacilo na amostra
(10.000 bacilos por ml) para que ocorra a deteccdo. Entretanto, a sensibilidade pode

ser aumentada concentrando-se 0 espécime através de processamento adequados



23

de centrifugacdo e exame microscopico por imunofluorescéncia (Chan, Heifets &

Iseman, 2000; Davies & Pai, 2008 ).

Os protocolos de cultura para micobactérias apresentam limitagdes como o
tempo de espera do resultado, normalmente entre 28 e 60 dias, e a taxa de até 20%
de casos falso-negativos (Laszlo, 1999). Mais recentemente, varias técnicas
utilizando meio liquido tém levado a melhoria do teste diminuindo o tempo para a
identificacdo do microrganismo. Outros problemas relacionados com a técnica sao:
necessidade de laboratorios especializados; probabilidade de contaminacdo das
culturas com micobactérias ndo tuberculosas (MNT) e a contaminacéo cruzada com
espécies do laboratorio, 0 que gera resultados falso-positivos (Chan, Heifets &
Iseman, 2000). Além disso, nos casos suspeitos de TB pulmonar, quando o paciente
NAo consegue expectorar, técnicas invasivas, como a broncofibroscopia, fazem-se
necessarias para obtencédo do espécime clinico a ser avaliado (Light, 1997; Pathan

et al., 2001).
D — Diagndstico Molecular

Com o progresso das técnicas moleculares, métodos mais sensiveis e rapidos
para deteccdo de MTB foram desenvolvidos. Alguns desses métodos foram
avaliados com especificidade e sensibilidade superiores a 90% (Ducati et al., 2006).
Enfase tem sido dada ao desenvolvimento de métodos baseados na amplificacdo de
acidos nucléicos e ao desenvolvimento de novos ensaios de imunodiagndéstico que
utilizem antigenos semi-purificados e clonados, especificos para as micobactérias
pertencentes ao complexo tuberculose. Os métodos de amplificacdo de &cidos
nucléicos permitem a deteccdo do material genético do M. tuberculosis (revisado por
Woods, 2001; Soini & Musser, 2001; Ducati et al., 2006) diretamente a partir do

espécime clinico do paciente, podendo ser usados para complementar, mas nao



24

para substituir, técnicas convencionais (Davies & Pai, 2008). Entretanto, embora
rapidas, sensiveis e especificas, estas tecnologias sdo caras e ndo sao aplicaveis
em campo (Houghton et al.,, 2002) e, portanto, ndo servem para uso rotineiro na

saude publica em paises em desenvolvimento (Ducati et al., 2006).
E — Diagnéstico Imunoldgico
E.1 — Tuberculose ativa

Testes sorolégicos tém sido usados ha alguns anos, entretanto, ndo séo
recomendados para o diagnostico de TB. Em paises de baixa renda, um numero
indeterminado destes testes € comercializado. Na teoria, testes sorologicos sao
vistos como alternativa potencial no incremento do diagnostico da TB por serem
rapidos e simplificados em relacdo a microscopia e cultura, particularmente para
deteccdo em pacientes com amostras de escarro negativas ou com TB
extrapulmonar (EPTB) (Davies & Pai, 2008). Dois trabalhos recentes (Steingart et al,
2007; Davies & Pai, 2008) avaliaram a validade de testes soroldgicos para TB. Estes
estudos sugerem que até o momento os dados publicados de testes soroldgicos
comercializados para tuberculose pulmonar (PTB) e TB extra pulmonar resultaram
em incertezas quanto a sensibilidade e especificidade dos ensaios baseados na
producdo de interferon — IGRAs (Davies & Pai, 2008). Para PTB, os dados foram
insuficientes para determinar a acuracia da maioria dos testes comerciais em
pacientes com escarro negativo. Para EPTB, ndo ha estudos de testes comerciais
de qualidade suficiente para detectar evolu¢gdo em pacientes com co-infecao por HIV
ou em criangas e até o momento, estes testes tém pouca ou nenhuma validade no

diagnoéstico de TB ativa (Rangaka et al., 2007; Steingard et al., 2007; Davies & Pai,

2008).
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E.2 — Infeccéo latente

E.2.1 — Teste Tuberculinico cutaneo

Quanto ao diagnostico da tuberculose latente, o teste tuberculinico cutaneo
tem sido utilizado por décadas. Foi introduzido em 1890 (Huebner et al., 1993; Lee
et al., 2002) na tentativa de medir a imunidade mediada por células através de uma
reacdo de hipersensibilidade do tipo tardia ao estimulo com derivado purificado
proteico -‘purified protein derivative’-PPD- (Pai, 2005; Ducati et al.,, 2006) e, até
recentemente, era o Unico teste para se diagnosticar LTBI (Pai, 2005). E 0 método
de vigilancia epidemioldgica utilizado no mundo todo e pode ser usado para detectar
contato recente ou passado com o MTB (Ducati et al., 2006). O PPD é uma mistura
bruta de antigenos que pode ser encontrada em M. tuberculosis, M. bovis BCG e
outras varias micobactérias ndo tuberculosas (Huebner et al., 1993; Andersen et al.,
2000; Tissot et al., 2005; Ducati et al.,, 2006). Como resultado, o teste tem baixa
especificidade em populagdes vacinadas com Bacilo Calmette-Guerin (BCG) ou
onde a exposicdo a MNTs € alta, além de ter sua sensibilidade provavelmente
diminuida em pacientes imunodeprimidos (Huebner et al., 1993; ATS, 2000;
Andersen et al., 2002; Jasmer et al., 2002; Richeldi, 2006). A aplicacao e leitura do
teste ndo é facil devido a variabilidade em relacdo aos leitores, a necessidade de
pessoal e ao fato de os pacientes terem de retornar para leitura do resultado (Pai et
al., 2004; Tissot et al., 2005). Apesar dessas limitacbes, o teste continua sendo
utilizado na deteccéo de LTBI pois resultados demonstram que o tratamento da LTBI
reduz o risco de desenvolvimento da doenca ativa em até 60% (Jasmer et al., 2002;
ATS, 2000). A maior vantagem do teste € o baixo custo do material e o fato de ndo

requerer nenhuma infraestrutura laboratorial (Pai et al., 2004).
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E.2.2 — Ensaios baseados na producédo de Interferon- gama (Interferon-

gama release assays — IGRAS)

Como alternativa ao TST, um novo ensaio para deteccdo da resposta
mediada por células T “in vitro“ tem sido desenvolvido: os Interferon-gama release
assays - IFNy assays (Lein et al., 1997, Dockrell et al., 1998; Andersen et al., 2000;
Lalvani et al., 2003; Barnes et al., 2004; Dosanjh et al., 2008; Ribeiro et al., 2009).

A resposta imunolégica a infeccdo com antigenos de MTB ¢é
predominantemente uma resposta imunologica mediada por células (CMI). Como
parte dessa resposta, células T séo sensibilizadas para antigenos do MTB. Ambas
as ceélulas T efetoras ativadas (CD4 e CD8) produzem uma citocina (IFNy) quando
estimuladas por esses antigenos (Janeway & Travers, Inmunobiology 2" Ed, 1996).
O uso de antigenos (Ags) selecionados para o complexo MTB (Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum) aumenta a
especificidade pela redugcéo da reacdo cruzada com vacinacdo por BCG e com

outras MNTs (Chapman et al., 2002; Ewer et al., 2003; Ravn et al., 2008).

Os IGRAs sado baseados no principio de que células T de individuos
sensibilizados com antigenos de M. tuberculosis, produzem interferon-gama quando
reencontrarem antigenos micobacterianos (Andersen et al., 2000, Richeld, 2006;
Menzies et al., 2007; Hill et al., 2007; Dosanjh et al., 2008). Um nivel alto para
producdo de IFNy indica tuberculose infecgcéo. Estudos iniciais focaram no uso do
PPD como antigeno estimulatério, e, atualmente, baseiam-se em antigenos
especificos para M. tuberculosis, como 0 antigeno precocemente secretado ESAT 6
e a proteina de filtrado de cultura 10 (CFP 10) (Andersen et al., 2000; Barnes et al.,
2004, Ravn et al., 2008), codificados por genes localizados dentro da regido de

diferenciacdo um (RD 1) do genoma de MTB, o0 que aumenta a especificidade e
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evita reacdes cruzadas com vacinacdo com BCG e contato com MNTs (com
excecdo de M. kansasii, M. marinum e M. szulgai) (Sorensen et al., 1995; Andersen

et al., 2000; Kang et al., 2005; Beamer et al., 2008).

Os testes comerciais avaliados nos ultimos anos, QuantiFERON-TB assay
(Cellestis Limited) e o T-SPOT.TB assay (Oxford Immunotec), medem a resposta
mediada por células através da mensuracdo de IFN-y produzidos por células T em
resposta a antigenos de TB, usando métodos como ELISA (quantiferon) e ELISPOT
(T-SPOT.TB). O primeiro mede a concentragdao de IFN-y em sangue total em
resposta a antigenos de MTB e o segundo, mede o numero de células produtoras de
interferon-gama em sangue total periférico (Fig. 2- ANEXO 7) (Pai et al., 2004,
Menzies et al.,2007; Adetifa et al., 2007; Davies & Pai, 2008; Connell et al., 2008;

Ribeiro et al., 2009).

Em relacdo ao TST, os IGRAs possuem as vantagens de requererem apenas
uma visita do paciente, serem testes “ex vivo”, o que reduz o risco de efeitos
adversos e elimina o potencial estimulatério quando o teste é repetido. Entretanto,
esses testes tém alto custo de material, necessitam de laboratério equipado e coleta
de sangue com manipulacdo subsequiente cuidadosa da amostra para manter a

viabilidade dos linfécitos (Menzies et al., 2007).

Acredita-se que a resposta das células T esta inversamente correlacionada
com a progressao da doencga, verificando-se baixa resposta linfoproliferativa e
inexisténcia de reagdo cutanea ao PPD em pacientes com tuberculose pulmonar
avancada (Orme | M et al., 1993; Gong J H et al.; 1996). Alguns autores, entretanto,
acreditam que a frequéncia de células T decai durante o tratamento, refletindo a
gueda da carga bacilar(Lalvani A, 2004). Se esta hipotese estiver correta, a medida

desta resposta pode ser usada para monitorar o efeito do tratamento para LTBI ou
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TB ativa e como marcador alternativo de cura ou predicao de recidiva (Chee, C B E

et al., 2007; Ribeiro et al., 2009)

Resultados do estudo de Lawn e colaboradores (Lawn et al., 2007)
demonstram a utilidade do teste como possivel ferramenta para deteccédo de TB em
pacientes com HIV. Resultados de dois estudos demonstraram papel do teste
ELISPOT RD1 também no monitoramento da eficacia do tratamento (Pathan et al.,
2001; Carrara et al., 2004). Entretanto, ambos os estudos séo limitados devido a
baixa quantidade de amostras, grupos heterogéneos de pacientes em termos de
sitios da doenca e falta de critérios clinicos e microbiologicos cuidadosos usados
para determinar o critério de resposta ao tratamento. Estudos adicionais sao
necessarios para definitivamente determinar o ensaio como um marcador na eficacia
do tratamento contra TB (Pathan et al., 2001; Carrara et al.,, 2004) e também seu
uso para deteccdo de TB em grupos especificos de pacientes como individuos HIV

positivos (Lawn et al., 2007).

O T-SPOT.TB € uma variante simplificada da técnica do “enzyme_linked
immunospot” (ELISPOT). Segundo informacbes do fabricante, dois painéis de
antigenos (Ags) separados, simulam no po¢o de uma placa para ensaio,
caracteristicas das proteinas ESAT-6 e CFP-10 que sdo usados para aperfeicoar a
sensibilidade do teste. O ensaio é desenhado para deteccdo de células-T efetoras
que secretam a citocina em resposta a estimulo por Ags especificos para MTB
(Chapman et al., 2003; Lalvani et al., 2001). O ensaio € apropriado para uso com
todos os pacientes com risco de tuberculose infeccdo latente ou suspeita de estar

com TB doenca (Méier et al., 2001; Zellweger et al., 2005).

Os IGRAs nao detectam diretamente a presenca de MTB na amostra e sim

resposta imunoldgica celular a recente ou passada sensibilizacdo por antigenos de
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MTB né&o diferenciando assim, TB ativa de LTBI (Pai, 2005; Davies & Pai, 2008).

Neste aspecto, os IGRAs séo similares ao TST (Pai, 2005).

F — Comparacgao entre TST e IGRAs (Pai 2005; Mazurek et al., 2007)

Caracteristicas TST IGRAs
Sensibilidade estimada 75-90% 80-90%
(em pacientes com TB ativa)
Especificidade estimada 70-95% 95-100%
Reatividade cruzada com Sim Pouco provavel
vacinacao com BCG
Reatividade cruzada com Sim Pouco provavel

MNT

Associagao entre
positividade e risco de
desenvolvimento de TB ativa

Moderada a alta

Sem evidéncias

(embora pequenos estudos ja
venham demonstrando alta
associacéo)

Correlacdo com exposicao a
MTB

Sim

Sim
(correlacionando melhor que o
TST)

Beneficios de tratar
pacientes com testes

Cerca de 60% de reducéo
de desenvolvimento de TB

Sem evidéncias

positivos ativa
Reprodutibilidade Moderada Poucas evidéncias
sugestivas de ser alta
“Boosting” Sim N&ao

(teste “ex viva”)

Reacbes adversas

Raras (ulceracdes)

Raras (venopuncgoes)

Custo Baixo Moderado a alto
Visita do paciente Duas Uma
Infra-estrutura laboratorial N&o Sim
Tempo de obtencéo do 2-3 dias 1-2 dias
resultado
Profissional treinado Sim Sim
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O TST, de acordo com os dados acima, tem sensibilidade e especificidade
moderada a alta variando de acordo com a populacdo em estudo. A especificidade
tende a variar mais que a sensibilidade. Embora impreciso o teste tem baixo custo e
o tratamento de individuos PPD reator reduz cerca de 60% o risco de

desenvolvimento de TB ativa (Pai, 2005).

Devido a inexisténcia de um método ouro para diagnéstico da LTBI, ndo é
possivel avaliar a sensibilidade e especificidade dos IGRAs. O que tem sido

demonstrado nos estudos é a comparacao entre TST e IGRAs (Pai, 2005)
2.5 — Marcadores Imunolégicos

Biomarcadores sdo caracteristicas mensuraveis que indicam processos
biolégicos normais e patogénicos ou respostas farmacoldgicas por intervencao
terapéutica. Em ensaios clinicos os biomarcadores oferecem a possibilidade de um
desfecho alternativo que possa substituir os desfechos clinicos. A maior parte dos
biomarcadores representa um evento que esta diretamente envolvido na patogénese
ou protecdo e qualquer mudanca durante o tratamento pode ser relatada pela
farmacologia e farmacocinética da intervencao (Wallis et al., 2009).

Os biomarcadores podem ser classificados de varias maneiras por ensaios
estaticos, através da medida de niveis analishveis em amostras clinicas, ou por
ensaios dinamicos ou funcionais a partir da medida de processos, como resposta a
estimulos “in vivo” ou “in vitro”. Alguns marcadores sdo especificos para
determinadas doencas e ndo sao confundidos com doengas concomitantes ou
terapias e podem ser Uteis como testes diagndsticos. Finalmente, podem originar do
hospedeiro ou do patégeno (Wallis et al., 2009).

Varios usos tém sido propostos para biomarcadores na tuberculose. Durante

o desenvolvimento de drogas, para auxiliar na selecdo do alvo, identificagcdo do
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modelo, selecdo de dose apropriada e esquema de dosagem, selecdo de
combinacdo de drogas com aditiva ou sinérgica interacdo, uso no desenvolvimento
de novas vacinas e como marcadores alternativos para acompanhar a evolucdo do
tratamento predizendo faléncias e/ou recidivas.

A producdo de IFN-y em resposta a antigenos especificos (Jacobsen et al.,
2006); Neopterin; molécula soluvel de adesao intercelular - sICAML; receptor
ativador de uroquinase plasminogénica soluvel — suPAR; proteina C reativa- CRP
(Wallis et al., 2009; Walzil et al., 2008); sIL2R; sTNFR; fragmentos de RNA Ag85B
em amostras de escarro (Wallis et al., 2009); receptor 1 de peptideo formil - FPR1 e
grupo de diferenciagcdo 64 - CD64 (Jacobsen et al, 2006), sdo alguns dos
biomarcadores estudados como alternativos para uso em diagndéstico e tratamento
da tuberculose.

2.6 — Resposta imunolégica no estudo de vacinas

A vacina atualmente utilizada na protecéo contra tuberculose, BCG, produzida
a partir de Mycobacterium bovis, protege somente contra as formas severas da
doenca na infancia, mas nao confere protecado contra a forma mais prevalente da
doenca que € a TB pulmonar em adultos. Portanto, esta clara a necessidade do
desenvolvimento de uma vacina mais eficiente (Kaufmann, 2006).

A selecédo de Ags para inclusdo em novas vacinas depende da identificagao
dos alvos de protecdo da imunidade “in vivo”, embora pouco seja conhecido sobre
0s antigenos alvos da imunidade protetora em humanos. Em roedores, antigenos
secretados séo os alvos predominantes da imunidade protetora (Pathan et al., 2001)
e a vacinacdo com esses antigenos pode conferir protecdo (Horwits et al., 1995;

Pathan et al., 2001).
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O ESAT 6, um antigeno altamente especifico para o complexo MTB é o alvo
principal de células T CD4 secretoras de IFN-y em modelos murinos e a imunizacao
com essa proteina induz imunidade protetora contra a TB (Olsen et al., 2000;
Pathan, 2001). Em humanos, observacdes demonstraram que ESAT 6 € identificada
em amostras de grande proporcdo de pacientes com TB ativa. A proteina esta
ausente em BCG (Andersen et al., 2000), o que tém chamado a atencéo para seu
uso também como um reagente diagndstico (Pathan et al., 2001).

2.7 — Resposta ao Tratamento

A adesado ao tratamento contra tuberculose é limitada por fatores clinicos,
sociais, financeiros e comportamentais. A duracdo do tratamento, por exemplo, é
uma das causas de faléncia e recidivas ja que muitos abandonam o tratamento
guando se sentem melhor (Burman et al.,, 1997). O tratamento da TB tem se
complicado em funcédo do crescimento no niumero de cepas multidrogas resistentes
e da co-infeccéo pelo HIV (McDonald et al., 1982; Cohn et al., 1990; Churchyard et
al., 2000). Dessa forma, o desenvolvimento de regimes alternativos que reduzam o
tempo de tratamento é prioridade no controle da tuberculose. Igualmente, é de
grande importancia o desenvolvimento de novas drogas que possam ser usadas
contra cepas multirresistentes (Kennedy et al., 1996). O uso da terapia diretamente
observada (DOT) é uma estratégia que tem aumentado a adesdo do paciente ao
tratamento e reduzido a emergéncia de microrganismos resistentes. Neste modelo,
cada dose do medicamento é diretamente administrada pelo profissional de saude
gue observa e anota a ingestdo das drogas (Burman et al., 1997).

Tratamentos efetivos tém sido avaliados por mais de 50 anos. Com o inicio da
quimioterapia, tornou-se evidente que o uso de uma uUnica droga no tratamento da

tuberculose resultou na selecéo de clones resistentes a drogas e na emergéncia de
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doenca resistente. A gquimioterapia combinada mostrou-se eficiente na cura da
doenca ativa e prevencdo da emergéncia de resisténcia. Entre 1952 e 1982, uma
série de estudos definiu 0 modelo de tratamento corrente contra TB, padronizado
com o uso de quatro drogas: Isoniazida (INH), Rifampicina (RIF), Pirazinamida (PZA)
e Etambutol (EMB). As drogas Isoniazida e Rifampicina sdo os agentes mais ativos
e a base da terapia (McDonald et al., 1982; Cohn et al., 1990).

INH demonstra consideravel atividade bactericida contra microrganismos em
divisdo ativa e RIF, apesar da moderada atividade bactericida, possui potente
atividade esterilizante sobre organismos semidormentes com multiplicacao reduzida.
Um regime de INH e RIF por 9 meses cura praticamente 100% dos casos droga-
susceptiveis, com taxa de recidiva menor que 5% (McDonald et al., 1982; Cohn et
al., 1990).

A adicdo de EMB possibilita a reducdo do risco de emergéncia de doenca
resistente no decorrer do tratamento, mas nao reduz a duracdo da terapia. A PZA
nao possui atividade bactericida significante, mas é uma droga fortemente
esterilizante. A adicdo de PZA nos primeiros dois meses de um regime de seis
meses de INH e RIF leva a um indice de cura similar ao obtido com nove meses com
apenas duas drogas (McDonald et al., 1982; Cohn et al., 1990).

Nos ultimos 30 anos apenas uma droga, Rifapentina, foi aprovada para uso
no tratamento contra tuberculose. Estudos atuais substituem o EMB por
Moxifloxacino (MOX), uma fluoroquinolona com atividade antimicrobiana, incluindo
organismos gram-positivos e negativos, que inibe a topoisomerase bacteriana
necessaria para a replicacao (Miyazaki et al.,1999; Malathum et al., 1998; Dombeck
et al., 2001). Estas substituicbes tém como objetivo reduzir o periodo da terapia

contra TB (Kennedy et al., 1996).
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2.8 — Historia Natural da LTBI

A LTBI € uma sindrome clinica causada pela exposi¢cdo ao M. tuberculosis,
seguida do estabelecimento da infeccdo e resposta imunoldgica do hospedeiro para
controlar o crescimento bacilar, forcando um estado de quiescéncia no tecido
infectado. Este estado € caracterizado pela reducdo do metabolismo bacteriano em
conseqUéncia a acado da resposta imunoldgica celular, que pode, até certo ponto,
conter, mas nao eliminar a infeccdo. Nao € uma doenca infecciosa como a TB ativa,
nao representando desta forma, problema de salde publica (Ducati et al., 2006). Por
outro lado, a infeccado pode progredir para TB ativa (Jasmer et al., 2002; Ducati et
al., 2006) até mesmo varias décadas apés o contato com o bacilo, por
comprometimento do sistema imunolégico, como co-infec¢do por HIV, desnutricéo,
idade, uso de drogas, cancer, diabetes, insuficiéncia renal crénica e terapia com
drogas imunossupressoras (Ducati et al.,, 2006) o que sugere tratamento dos
individuos TST positivos como forma de prevencdo ao desenvolvimento da doenca
(Pai, 2005; Ducati et al., 2006; Pai, Kalantri & Dheda, 2006).

A sobrevivéncia intracelular da bactéria é baseada na capacidade de
sobreviver com a acidificacdo do fagossomo em macrofagos infectados e a
capacidade de prevenir a fusdo fagossomo-lisossomo. Na maioria dos pacientes
imunocompetentes ha o recrutamento de células T e macréfagos e estabelecimento

de resposta imunoldgica secundaria, resultando no controle da infeccdo (Ducati et

al., 2006).
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3 — JUSTIFICATIVA

A infeccdo com MTB, na maioria dos individuos, é contida pela resposta
imunologica e a infeccdo permanece latente, entretanto ha o risco de progresséo da
forma latente para TB ativa (Ewer et al., 2006; Pai, Kalantri & Dheda, 2006). A
ampla faixa de fenbmenos clinicos resultantes da infeccdo por MTB, como controle
do bacilo com sintomas minimos, resolucdo espontanea pelo hospedeiro, baixa
carga bacilar ou desenvolvimento de TB ativa com sintomas severos, oferece a
oportunidade de investigar a relacdo entre a resposta imunologica e o declinio do
conteudo de bacilos “in vivo” (Pathan et al., 2001).

Com o0 avanco da Biologia Molecular e entendimento do genoma
micobacteriano, novas alternativas de diagnéstico tém sido desenvolvidas, como
ensaios “in vitro” que medem a producdo de IFN-y por células T especificas
sensibilizadas com antigenos de MTB, chamados IGRAs (Pai, Kalantri & Dheda,

2006).

Estudos realizados na ultima década (Andersen et al., 2000, Wood et al.,
2001, Lalvani et al.,, 2003) resultaram no desenvolvimento de dois ensaios
comerciais baseados na detecgcdo de IFN-y, o QuantiFERON-TB assay (Cellestis
Limited) e o T-SPOT.TB assay (Oxford Immunotec). Ambos os testes medem a
resposta mediada por células através da medida de IFN-y produzidos por células T
em resposta a antigenos de TB, usando métodos como ELISA (Quantiferon) e

ELISPOT (T-SPOT.TB).

A resposta imunoldgica aos antigenos de MTB pode mudar durante o
tratamento da doenca o que pode servir como um marcador alternativo para
monitorar a resposta ao tratamento. Poucos estudos foram desenvolvidos para

esclarecer a eficiéncia dos IGRAs no acompanhamento de resposta ao tratamento.
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Resultados de dois estudos sugerem papel do teste ELISPOT RD1 também
no monitoramento da eficacia do tratamento (Pathan et al., 2001; Carrara et al.,
2004). Entretanto, estudos adicionais envolvendo grupos especificos de pacientes
Sao necessarios para realmente determinar a relacdo entre tratamento e resposta
imunologica e consequentemente, a utilidade dos IGRAs como marcador de sucesso

do tratamento anti-tuberculose (Pathan et al., 2001; Carrara et al., 2004).
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4 — DEFINICAO DO PROBLEMA

A cultura micobacteriana é usada para avaliar a resposta ao tratamento contra
tuberculose, mas sua utilidade clinica € limitada pelo longo tempo requerido para
obtencado dos resultados (devido a taxa de crescimento lenta do M. tuberculosis em
cultura) e pela dificuldade na obtencdo de amostra clinica em caso de TB
extrapulmonar. Recentemente, novos ensaios para diagnostico de TB tém sido
desenvolvidos baseados na enumeracdo de células T secretoras de IFN-y em
resposta a antigenos especificos de M. tuberculosis da regido RD 1 do complexo
MTB (Lalvani et al., 2001; Lalvani et al.,, 2001; Pathan et al., 2001) a partir de
amostra de sangue periférico, utilizando-se a técnica de ELISPOT (“enzime linked
immunospot”). Resultados de dois estudos demonstram o papel do teste RD1
ELISPOT no monitoramento da eficacia do tratamento contra TB (Pathan et al.,
2001; Carrara et al.,, 2004). Entretanto ambos os estudos foram limitados pelo
pequeno numero de amostras estudadas, grupos heterogéneos de pacientes em
termos de sitio da doenca e falta de cuidados clinicos e microbiologicos. Estudos
adicionais sdo necessérios para determinar definitivamente o papel do teste RD1
ELISPOT como um marcador alternativo da efichcia do tratamento contra

tuberculose.
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5 — HIPOTESE DO ESTUDO

Atualmente, a maioria dos autores considera que o tratamento contra
tuberculose favorece a resposta imunoldgica e, consequentemente, a producao de
células T especificas.

Nossa hipotese de trabalho, em anteposicdo ao pensamento majoritario,
considera que o tratamento da tuberculose ocasionando uma diminuicdo da carga
bacilar resulta na diminuicdo da frequéncia de células T especificas para antigenos
de MTB.

Consequentemente, um teste com capacidade de medir a producdo de
células T produtoras de IFN-y em resposta a antigenos especificos para M.
tuberculosis, poderia servir como um marcador alternativo para monitorar a eficacia
do tratamento contra TB, na medida em que identificasse o declinio das células
formadoras de “spots” (SFCs) a partir de amostras de sangue periférico de pacientes

com TB em tratamento especifico.
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6 - OBJETIVOS
6.1-Objetivo geral

Comparar a frequéncia de ceélulas T RD1-especificas em pacientes com
cultura positiva para M. tuberculosis “versus” pacientes com cultura negativa na
oitava semana de tratamento em trés diferentes tempos: tempo tempo zero (linha de
base = antes do inicio do tratamento); semana 16 (16° semana de tratamento) e
semana 24 (24° semana de tratamento). O resultado da cultura na oitava semana foi
utilizado como um marcador alternativo ao padrao ouro aceito de permanente cura
da TB sem reincidéncia (critério clinico e bacteriologico, sem recidiva por pelo menos

dois anos de ‘follow-up’) para viabilizar o estudo.
6.2-Objetivos especificos

1. Determinar a sensibilidade do ensaio T-SPOT.TB entre todos 0s pacientes com

cultura confirmada para TB;

2. Determinar a sensibilidade do ensaio T-SPOT.TB entre todos os pacientes com

cultura confirmada para TB e com co-infecgdo por HIV;

3. Comparar a frequéncia de células T RD1 especificas, em cada tempo, em

pacientes com faléncia de tratamento;

4. Comparar a frequéncia de células T RD1 especificas, em cada tempo, em

pacientes com recidiva “versus” pacientes sem recidiva,

5. Determinar as diferencas na frequéncia de células T RD1 especificas e
mudanc¢as nessa frequéncia no tempo final para pacientes com cultura positiva

“versus” cultura negativa na oitava semana de tratamento;
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6. Determinar as diferencas na frequéncia de células T RD1 especificas e
mudancas nessa frequéncia no tempo final em individuos em regime de

tratamento;

7. Determinar a associacdo entre contagem de SFCs e severidade da TB doenca

no tempo zero;

8. Comparar os resultados obtidos por contagem visual (lupa) e automatizada dos

“spots”.
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7 — MATERIAIS E METODOS

Estudo coorte horizontal de um novo teste diagnéstico, o T-SPOT.TB, para
TB. Todos os pacientes incluidos no estudo para tratamento com Moxifloxacino
(estudo paralelo para avaliar e comparar a atividade antimicrobiana de dois regimes
diarios de tratamento contra TB administrados durante 8 semanas em pacientes com
TB pulmonar, por DOT) foram incluidos no estudo T-SPOT.TB.

Estudo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP — HUCFF — UFRJ

sob o numero 789/06 em 18/09/2006 (ANEXO 2).
7.1 — Selecéao e inclusdo de pacientes

O estudo foi conduzido no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, Rio

de Janeiro, Brasil.

Foram incluidos pacientes com TB confirmada que procuraram o ambulatério
de TB ou pacientes internados no setor de TB do hospital. Todos os pacientes

incluidos no estudo MOXI foram também incluidos no estudo T-SPOT.TB.

- Critérios de inclusdo: Envolvimento no estudo “Phase 2 Randomized Trial of
Moxifloxacin- containing Regimen for Treatment of Smear Positive Pulmonary

Tuberculosis in Adults with and without HIV Infection”.

- Critérios de exclusdo: Recusar o termo de consentimento (TCLE-ANEXO 3),

histéria prévia de tuberculose ou tratamento contra tuberculose e gravidez.
7.2 — Desenvolvimento do estudo

Apds consentimento informado, sangue venoso periférico foi coletado dos

pacientes em trés diferentes tempos (ANEXO 5)
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- Linha de base (t=0, definido como o intervalo de tempo de 14 dias ou menos
antes do inicio do tratamento para TB ou dentro de 7 dias ou menos apos inicio
de tratamento)

- Ao completar 16 semanas de tratamento (+/- 14 dias)

- Ao completar 24 semanas de tratamento (+/- 14 dias)

No tempo zero o sangue foi coletado em trés tubos CPT (BD Vacutainer CPT
Tubes), na quantidade de 8 mL por tubo, num total de 24 mL, e, em cada um dos
outros dois tempos, a coleta foi feita em dois tubos CPTs, na quantidade de 8mL por
tubo totalizando 16mL. O sangue foi transportado no intervalo de até 8 horas para o
laboratorio. Para cada 2 tubos de cada tempo, “peripheral blood mononuclear cels”
(PBMCs) foram isolados por centrifugacao, lavados duas vezes, suspendidos em
solucdo de congelamento e estocados em nitrogénio liquido, de acordo com
protocolo para criopreservacao da Oxford Immunotec. Para o tempo zero de cada
paciente, um tubo CPT foi usado para isolamento e estimulacdo das células antes
do congelamento: PBMCs foram isolados por centrifugacdo, lavados duas vezes,
suspendidos em meio enriquecido e imediatamente testadas no T-SPOT.TB. Para
cada paciente, individualmente, o ensaio T-SPOT.TB das amostras congeladas foi
feito usando uma mesma placa do “Kit” em ordem definida para evitar erros
sistematicos na preparacdo das amostras. O ensaio com o “kit” foi feito seguindo as
instrugcdes do fabricante. Para leitura dos resultados, os “spots” foram contados com
ajuda de uma lupa ao fim de cada teste e ao microscopio quando toda a placa ja
havia sido utilizada, para ndo queimar, com a luz do microscopio, 0s po¢os ainda
nao utilizados. Em adicdo, as placas foram guardadas para enumeracao

subsequiente usando leitor automatico.
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7.3 — Coletas de dados e monitoramento

A - Formularios usados

ESTUDO MOXI:

- Formularios para consentimento livre e esclarecido em portugués (TCLE -

ANEXO 3);

- Formularios qualificados para incluséao;

- Formularios para coleta de dados

T-SPOT.TB

- Formularios de laboratério (ANEXO 4) que documentaram recebimento de

espécimes e tratamento, processamento das amostras, realizacdo dos ensaios e

resultados;

- Formularios de laboratério que documentaram manipulacdo e estoque de

reagentes e garantia de qualidade das atividades (ANEXO 4).

B - Formularios para complementacéo e submissao dos dados

Todos os formularios foram completados e os dados inseridos de acordo com as
instru¢cdes no manual de operacdes de administracdo de dados. Os nomes foram
obtidos apenas uma vez, e esta informacéo foi colocada em um formulario diferente
do formulario para resultado do teste e estes foram arquivados separadamente.

As iniciais do responsavel por completar os formularios foram colocadas no fim
da primeira pagina de cada formulario. Todos os formularios foram revistos antes da
entrada dos dados quanto a precisdo, consisténcia e complementacdo da
localizacéo pelo responsavel pelo estudo.

C — Gravacao dos dados e arquivamento
Todos os dados coletados e gravados nos formularios foram arquivados em uma

area segura. Todas as informagfBes da localizacdo foram colocadas em salas
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separadas de todos os demais documentos do estudo e em areas seguras, sem
acesso de individuos néo relacionados ao estudo. Acesso aos dados do estudo e
arquivos de dados foi limitado a equipe do estudo, incluindo os responsaveis
visitantes da Johns Hopkins University e UFRJ.

D — Gerenciamento

Cada patrticipante do estudo de tratamento com Moxifloxacino foi identificado
com um unico numero de identificacdo no estudo. Este numero foi usado para o
estudo T-SPOT.TB. Este niUmero consta em cada formulario e espécime clinico para
facilitar a ligacdo dos dados. Para diminuir erros de transcricdo e assegurar que
cada dado coletado e cada espécime estariam corretamente relacionados, etiquetas
pré anotadas com o ID e nome dos participantes foram geradas para rotular cada
formuléario e espécime.

Pastas foram usadas para arquivar as datas de complementacéo e das visitas
clinicas para coleta de espécimes. Em adicdo, um arquivo do estudo foi mantido
para cada paciente contendo todos os formularios, resultados do laboratorio e outras
informagdes pertinentes ao estudo. Todas as pastas de arquivos e registros foram
colocadas em cabines exclusivas e em local seguro quando nao usadas e
acessiveis somente para equipe clinica.

Um sistema de dupla entrada foi usado para computar os instrumentos do
estudo. Os formularios tiveram seu recebimento registrado em cadernos de
correspondéncia e no livro de laboratério antes de terem seus dados transferidos
para o computador. A verificagdo dos arquivos foi feita para erros légicos e de
extensdo. Os dados dos arquivos foram corrigidos e enviados a Johns Hopkins
University onde foi feita checagem mais elaborada de erros e corre¢ao adicional. O

namero de identificacdo (PID), dados coletados, volume de espécimes e localizagédo
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nos “freezers” foram gravados nos formularios do laboratério e no computador para
todas as amostras. Os arquivos de computador desses formularios foram usados
para criar listagem de espécimes e sua localizacdo em cada caixa de estocagem.
ApoOs dois anos completos do estudo, individuos excluidos do estudo tiveram
as fichas com seus dados excluidos do banco de dados.
E - Monitoramento
Uma equipe da Johns Hopkins University monitorou regularmente o
andamento do estudo. Visitas trimestrais com revisdo de treinamento,
procedimentos, consentimento, formularios, entrada de dados, administracdo de
dados e documentacéo, foram feitas. Uma auditoria de todos os pacientes incluidos
no estudo foi feita apos a incluséo dos 25 primeiros pacientes. Posteriormente, 10%
de amostras aleatérias de todos os pacientes incluidos a partir da data da primeira

visita foram monitorados e assim sucessivamente a cada visita (ANEXO 6).

7.4 - Inclusbes

Termo de consentimento livre e esclarecido foi assinado por todos os
individuos incluidos no estudo. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (IRBs) da Johns Hopkins University School of Medicine e do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF/UFRJ). Todos os responsaveis chave

pelo projeto foram treinados nos aspectos éticos da pesquisa clinica.

7.5 - Bioseguranca
PrecaucOes universais foram usadas para todo material proveniente dos

pacientes de acordo com padrdes brasileiros e internacionais.
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7.6 - Administracao

Johns Hopkins University:

Recrutamento de pesquisadores e equipe para estudo.

Desenvolvimento de protocolos de estudo e formularios em colaboracdo com
Oxford Immunotec.

Treinamento pelos responsaveis pelo estudo em protocolos requeridos e
conducéo de visitas para monitoramento da concordancia com os protocolos
de estudo, qualidade dos dados e complementacao dos registros.

Andlise de dados do estudo e producéao de relatorios.

Inclusdo de reviséo e aprovacdo de quadros éticos relevantes / IRBs.

Co-pesquisadores do Rio de Janeiro

Recrutamento de responsaveis experientes para desenvolver 0s
procedimentos do estudo.

Auxilio no desenvolvimento dos protocolos do estudo, analise dos dados do
estudo e desenvolvimento dos relatérios.

Avaliacdo da concordancia do numero de inclusdes de amostras necessarias
até o fim da duracéo do estudo.

Assegurar quadro ético local.

Oxford Immunotec

Auxilio no desenvolvimento dos protocolos de estudo.
Auxilio no treinamento dos responsaveis.
Fornecimento de material para o teste T-SPOT.TB.

Contagem dos “spots” usando leitor automético de placas.
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7.7 - Informacdes sobre reagentes e preparo

Todos os reagentes usados foram fornecidos no kit (ANEXO 10 — figura 8a)
1 - Microplaca: uma placa de 96 pocos no formato de tiras pronta para uso;
2 - Painel A de antigenos de M. tuberculosis pronto para uso;

3 - Painel B de antigenos de M. tuberculosis pronto para uso;

4 - Controle Positivo pronto para uso;

5 - O reagente conjugado era preparado apenas no momento do uso, na diluicdo de

1:200;

6 - Solucéo de substrato era guardada a temperatura ambiente e estava pronta para

uso;

7 — A solucdo para congelamento das amostras, consistindo de mistura estéril de
DMSO a 10% e soro fetal bovino, era aquecida a temperatura de 37°C no momento

do uso.
7.8 — Coleta e processamento das amostras

A triagem dos pacientes foi feita no ambulatério de tuberculose pelas
enfermeiras do estudo MOXI. Os pacientes responderam ao termo de consentimento
livre e esclarecido e, quando aceitaram as condi¢cbes de participacdo no estudo,
receberam um numero de identificagdo provisorio (“screening number”) pelo qual
eram identificados até receber o nimero de identificacéo definitivo (PID).

Numero de identificacdo, data da coleta e quantidade de tubos coletados
eram preenchidos no formulario a ser encaminhado junto com as amostras para o

laboratério.
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A — Periodo Zero - Linha de base (t=0)

Coleta de amostra

Na primeira visita, antes de iniciar o tratamento, e apds aceitar a participacao,
foram coletados 3 tubos do tipo CPT (BD vacutainer CPT tubes - ANEXO 9, figura
5a) de 8mL cada de sangue periférico (ANEXO 5) que foram enviados ao
Laboratério Multidisciplinar de Pesquisa, no intervalo maximo de 8 horas apos a
coleta. A coleta foi feita pelas enfermeiras do estudo MOXI que preencheram a ficha
de submissao (Ficha azul — ANEXO 2) que era encaminhada ao laboratorio junto
com as amostras dos pacientes. Ao chegar ao laboratério o responsavel assinava o
caderno de correspondéncia devidamente preenchido com os dados da coleta
(nimero de identificacdo, hora da coleta e quantidade de tubos) e a ficha de
submissdo que veio junto com as amostras.

Isolamento de PBMCs

1 - Os tubos foram centrifugados a 1500 RCF por 30 minutos (de acordo com
recomendacdes do fabricante). Enquanto isso, o meio para lavagem (AIMV) era
colocado a 37C e os demais reagentes para trabalho colocados a temperatura

ambiente.

f
A I,'
oy =\ /-(ELEx (00.000)

Voo (L2) x (r)

2 - A nuvem (que contem os PBMCs) formada acima do gel foi retirada com
pipeta de 1000uL e transferida para tubo do tipo falcon de 15mL (ANEXO 9, fig. 5a).

3 - Foram adicionados a amostra 5mL de AIMV e esta foi homogeneizada
delicadamente com a pipeta de 1000uL (ANEXO 9, fig. 6a e 6b).

4 - O tubo foi centrifugado a 300 RCF por 7 minutos a 20C.
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5 - O sobrenadante formado apods centrifugacéao foi desprezado vertendo-se
cuidadosamente o tubo.

6 - O sedimento foi ressuspendido em 5mL de AIMV e centrifugado a 20C
por 7 minutos a 300 RCF (ANEXO 9, fig. 6c).

7 - O sobrenadante foi desprezado como descrito anteriormente

8 - Os sedimentos dos dois tubos foram suspendidos em Solucdo de
Congelamento (1mL), transferidos para tubos de congelamento de 2mL, colocados
em uma caixa de congelamento gradual contendo alcool etilico, “Mr. Frosty”, e
levados para o “freezer” -80C onde permaneceram por um periodo maximo de 30
dias apos o qual foram transferidos para nitrogénio liquido no laboratério DIP
3‘andar do HUCFF.

9 - O sedimento do terceiro tubo foi ressuspendido em 500uL de AIMV.

Contagem de células (ANEXO 10, figs.7a, b e c)

1 - Da suspensao de 500uL foram retirados 10uL aos quais foram acrescidos
40uL de Azul de Tripano.

2 — A contagem das células foi feita usando-se um hemocitémetro.

3 - O numero de células por mL foi determinado pela férmula:

# de células x fator de diluicéo (5 x 10%). Para cada poco da microplaca eram
necessarias 2.5 x 10° células viaveis que foram obtidas pela féormula: 2.5 x 10° x
0.5/#células/mL

Procedimento T-SPOT.TB TB assay

1 — Adicdo de 50uL de meio AIMV no pogo destinado ao controle negativo
2 - Adicdo de 50puL de PA no segundo pogo

3 - Adicao de 50puL de PB no terceiro poco
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4 - Adicdo de 50uL de Controle Positivo no poc¢o destinado ao controle
positivo

5 - Para cada reagente foram adicionados 100uL da suspensao corrigida para
2.5 x 10° células viaveis (ANEXO 10, fig.8A)

6 - A placa foi colocada na estufa a 37C com 5% de CO, por 16-20 horas
(ANEXO 10, fig.8b)

7 - A placa foi lavada 4 vezes com 100uL de PBS (usando uma pipeta
multicanal) (ANEXO 11, fig.9a)

8 - Adicao de 50 pL de conjugado em cada poco (ANEXO 11, fig.9)

9 — Incubacéao da placa a 4C por uma hora.

10 — Lavagem da placa 4 vezes com 100uL de PBS (usando uma pipeta
multicanal) (ANEXO 11, fig.9a)

11 - Adicéo de 50 pL de substrato em cada poco (ANEXO 11, fig.9c)

12 - Incubacgédo da placa por 7 minutos a temperatura ambiente.

13 - Lavagem da placa em agua e secagem a temperatura ambiente e no
escuro (ANEXO 11, fig.9d)

14 - Os “spots” formados foram contados com ajuda de uma lupa (ANEXO 11,
fig.10; ANEXO 12, FIGS. 1, 2 E 3)

15 - A placa foi guardada embrulhada em papel aluminio até ser encaminhada
a Oxford Immunotec para contagem em contador automatico.

Congelamento das amostras

1 - Apos lavagem em meio AIMV, as células foram ressuspensas em 1mL de
FM previamente aquecido a 37<C;
2 - A suspensao foi transferida para tubo de estocagem em nitrogénio liquido;

3 - Cada tubo foi colocado na ‘Mr. Frosty’;
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4 - A caixa foi colocada no “freezer” -80C no peri odo de 24 horas;

5- Apdés 24 horas os tubos foram transferidos para uma caixa de
congelamento da Nalgene e permaneceram no “freezer” -80 por um periodo maximo
de 30 dias;

5 - Apos 30 dias elas foram transferidas para o Nitrogénio liquido;

6 - Os dados de todos os tubos (posicdo na caixa e no container) foram
anotados em uma planilha do laboratério e uma tabela de controle de temperatura
para cada local de estoque foi rigorosamente mantida.

B - SEMANAS 16 E 24

Descongelamento das amostras

1 - Remocéao dos tubos do N liquido e transferéncia imediata para banho-
maria a 37<C.

2 - Agitacdo dos tubos por aproximadamente um minuto (até que 90% das
células estivessem descongeladas).

3 - Retirada com a P1000 do conteudo e transferéncia para tubo de 50mL
com 5mL de AIMV a 37T e homogeneizacéo delicada.

4 - Centrifugacao por 7 minutos a 300 RCF a 20<C.

5 - O sobrenadante formado apds centrifugacéo foi desprezado vertendo-se
cuidadosamente o tubo.

6 - O sedimento foi ressuspendido em 5mL de AIMV e centrifugado a 20C
por 7 minutos a 300 RCF.

7 - O sobrenadante foi desprezado como descrito anteriormente

8 — O sedimento foi ressuspendido em 500uL de AIMV.

Contagem de células




52

1 - Da suspenséao de 500 pL foram retirados 10uL aos quais foram acrescidos
40 uL de Azul de Tripano.

2 — A contagem das células foi feita usando um hemocitémetro.

3 - O numero de células por mL foi determinado pela férmula:

# de células x fator de diluicdo de 5 x 10*. Para cada poco da microplaca
foram necessarias 2.5 x 10° células viaveis que foram calculadas pela féormula: 2.5 x
10° x 0.5/#células/mL.

Ensaio T-SPOT.TB TB

—Nessa etapa, um tubo de cada um dos trés tempos de amostra de um
mesmo paciente, foi ensaiado numa mesma placa para evitar diferencas nas
condicbes de trabalho. Consequentemente, as amostras congeladas s6 foram
ensaiadas apos finalizacdo de tratamento do paciente quando as amostras dos trés
tempos ja estavam congeladas.

1 — Adicdo de 50uL de meio AIMV no pocgo destinado ao controle negativo.

2 - Adicdo de 50puL de PA no segundo pogo.

3 - Adicao de 50uL de PB no terceiro poco.

4 - Adicdo de 50uL de Controle Positivo no pogo destinado ao controle

positivo.

5 - Para cada reagente foram adicionados 100uL da suspenséao corrigida para

2.5 x 10° células viaveis.

6 - A placa foi para estufa a 37C com 5% de CO ;, por 16-20 horas.

7 - A placa foi lavada quatro vezes com 100uL de PBS (usando uma pipeta

multicanal).

8 - Adicdo de 50 pL de conjugado em cada poco.

9 - A placa foi incubada a 4C por uma hora.
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10 - A placa foi lavada 4 vezes com 100uL de PBS (usando uma pipeta
multicanal)

11 - Adicédo de 50 pL de substrato em cada poco.

12 — A placa foi incubada por 7 minutos a temperatura ambiente.

13 - Lavagem em agua e secagem a temperatura ambiente e no escuro.

14 - Os “spots” formados foram contados com ajuda de uma lupa.

15 - A placa foi guardada embrulhada em papel aluminio até ser encaminhada

a Oxford Immunotec para contagem em contador automatico.

7.9 — Interpretacdo dos resultados

O teste foi considerado reativo se um ou ambos os painéis A e/lou B
respondesse de acordo com os critérios abaixo:

- Controle negativo com 0-5 “spots”, uma amostra foi considerada reativa se:
(# de “spots” contados no painel) - (# de “spots” contados no controle negativo) = 6

- Controle negativo com namero de “spots” =2 6, uma amostra foi considerada
reativa se: (# de “spots” contados no painel) = 2x (# de “spots” contados no controle
negativo)

Os resultados foram anotados no formulario (ANEXO 2) com as iniciais do

técnico responsavel pelo procedimento.

7.10 — Andlise estatistica

Para determinar se houve ou ndo mudanga na contagem dos “spots” durante
o intervalo de tratamento contra tuberculose, os resultados do ELISPOT dos
periodos 0, 162 semana e 242 semana foram compilados. Para comparar a

contagem entre aqueles individuos com cultura de escarro positiva e negativa apos
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8 semanas de tratamento, e para comparar a contagem entre aqueles com doenca
cavitaria ou ndo, foi feita uma analise de dados longitudinal. Para padronizar a
dependéncia resultante de medidas repetidas, e determinar que a contagem de
SFCs representasse dados de contagem dispersos, os dados foram analisados
usando um modelo marginal com aproximacdo binominal negativa com métodos de
equacao de estimativa generalizada (GEE). Foi escolhida estrutura de correlacéo
independente com rigoroso padrdo de erros para 0 modelo GEE, assim como
comparacoes estatisticas quantitativas de ajustes que mostrou que a estrutura de
correlacdo escolhida promoveu o melhor ajuste. Um modelo de regressao binominal
negativa foi utilizado para analisar diferencas na contagem entre os grupos com 24
semanas de tratamento. Para avaliar a diferenca no declinio da contagem de “spots”
no decorrer do tempo, nos diferentes grupos, o teste “Wilcoxon rank-sum” foi
utilizado. Analise estatistica foi feita usando o software estatistico STATA
(StataCorp, College Station, Texas).

Para comparagéo entre leitura automatizada e leitura visual com ajuda de

uma lupa, foi realizado o Teste T de Student.
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8 — RESULTADOS

Durante o periodo do estudo, 73 individuos foram incluidos. Dos 73, 15 foram
excluidos da analise porque 11 né&o tiveram amostra do tempo zero (linha de base)
ensaiadas e 4 tiveram somente amostras do tempo zero ensaiadas. Os 58 pacientes
restantes que tiveram pelo menos 2 periodos ensaiados, incluindo obrigatoriamente
o periodo TO, foram incluidos na analise. A tabela 1 mostra as caracteristicas da

populacao do estudo.

TABELA 1. Caracteristicas demograficas e clinico-radiologicas dos pacientes
incluidos no estudo
Caracteisticas Total  (n=58)

Média de idade (SD) 33,4 (10,8)

Homens (%) 36 (62,1)

Peso em Kg no tempo zero (SD) 55,7 (9,1)

Doenca cavitaria (%) 41 (70,7)

Diabetes mellitus (%) 10 (17,2)

Recebendo terapia HRZM (%) 31 (54,4)

HIV-positivo (%) 1 (1,7)*

Os resultados sé@o apresentados como média da idade e peso em anos e seu respectivo desvio
padrdo. As variaveis categéricas sdo apresentadas como frequéncia (nGmero de pacientes e
respectivos percentuais).

*Doenca cavitaria no raio-x do tempo zero. **CD4=426c¢células/mL. SD, desvio padrdao. HRZM,

tratamento com isoniazida+rifampicina+pirazinamida+moxifloxacino

8.1 — Sensibilidade do Teste em pacientes com cultu  ra confirmada para TB
A sensibilidade do teste T-SPOT.TB, medida pela reatividade no tempo zero
de amostras antes do congelamento foi de 88,3% (95% CI 77-100%) enquanto que

para amostras do mesmo tempo, congeladas, foi de 72,4% (95% CI 59-83%). A
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tabela 2 (pagina 60) mostra o resultado qualitativo do teste T-SPOT.TB frente aos
diferentes antigenos no tempo zero.
8.2 — Sensibilidade do teste entre os pacientes com co-infeccdo com HIV
Somente um individuo era HIV infectado e apresentava contagem de CD4 de
426 cels/mm3, portanto ainda com razoavel manutencdo da funcionalidade da
resposta imunologica. Este paciente foi mantido entre os pacientes estudados. A
medida da contagem de SFCs para ESAT-6 e CFP-10 deste paciente foi 14 e 99 no
tempo 0; 4 e 77 na semana 16 e 8 e 63 na semana 24, resultando em um teste

qualitativamente reativo em todos os tempos.

8.3 — Frequéncia de células T RD1 especificas em pa cientes com faléncia de
tratamento.
N&o houve individuos com faléncia de tratamento e ndo se pode avaliar o

comportamento do teste neste importante cenario clinico.

8.4 - Frequéncia de células T RD1 especificas em p acientes com recidiva e
sem recidiva.

Até o momento desta analise, um ano apés encerramento do tratamento, nao
h& informagcdo de procura espontanea do paciente referindo sintomatologia com
confirmagdo clinico - laboratorial de recidiva de TB. Este aspecto sera revisto

meticulosamente, por busca ativa, ainda este ano.
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8.5 — Contagem de SFC entre pacientes que tiveram ¢ ultura positiva “versus”
negativa na oitava semana de tratamento

A contagem de “spots” entre individuos que mantiveram resultado positivo
para cultura apés 8 semanas de tratamento e individuos que tiveram resultado
negativo para cultura apos 8 semanas de tratamento foi comparada. Quarenta e oito
(82,8%) dos 58 individuos tiveram resultado negativo para cultura apds as 8
semanas de tratamento e 10 (17,2%) dos 58 mantiveram resultado positivo para
cultura mesmo apds 8 semanas de tratamento. A média da contagem de “spots”
esta representada na figura B (pagina 59). Comparado com individuos com
resultado negativo para cultura, os individuos cultura positiva tiveram média alta de
contagem de “spots” em todos os 3 tempos para ambos ESAT-6 e CFP-10.
Combinando os trés tempos, a média de contagem para ESAT-6 foi na proporcao de
32,6 “spots” a mais para o grupo com cultura positiva comparado com grupo com
cultura negativa (95% CI-7,4 para 66,2). A média de contagem para CFP-10 foi na
proporcao de 16,6 “spots” a mais para 0 grupo com cultura positiva comparado com
0 grupo com cultura negativa, mas esta diferenca ndo teve significancia estatistica
(95% CI-3,43 para 37,1). A média de contagem para RD1 foi a proporgédo de 49,2
“spots” a mais para 0 grupo com cultura positiva comparado com 0 grupo com
cultura negativa (95% CI-10,6 para 97,3). Ao completar 24 semanas de terapia, o
grupo com cultura positiva teve contagem para ESAT-6, CFP-10 e RD1 de 24,0
(95% CI-8,11 para 81,6), 25,3 (95% CI-0,43 para 58,0) e 49,2 (95% CI-1,95 para
133,6) “spots” a mais que no grupo com cultura negativa, mas esta diferenca nao
teve significancia estatistica.

A média de declinio de contagem para o antigeno ESAT-6 ap6s 24 semanas

de tratamento foi 33,1 no grupo com cultura positiva apos 8 semanas de tratamento
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e 19,8 no grupo com cultura negativa (p=0,37). A média de declinio de contagem
para o antigeno CFP-10 apds 24 semanas de tratamento foi 3,9 no grupo com
cultura positiva apdés 8 semanas de tratamento e 10,1 no grupo com cultura negativa
(p=0,65). A média de declinio de contagem para os antigenos de RD1 apos 24
semanas de tratamento foi 37,0 no grupo com cultura positiva apos oito semanas de
tratamento e 29,8 no grupo com cultura negativa (p=0,82) (Figura A, pagina 58).

Usando resultados qualitativos (tabela 2), comparado com individuos com
cultura negativa, a porcentagem de resultados classificados como reativos nos
tempos 0, 16 e 24 dos individuos com cultura positiva foi levemente maior, mas
estes dados nao tiveram significancia estatistica. Como mostrado na figura C
(pagina 61) o perfil de resposta aos antigenos RD1 demonstrou variabilidade interna
e entre os individuos.

Figura A . Média da contagem de “spots” em resposta aos dife rentes Ags.
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Média da contagem de “spots” par antigenos ESAT-6, CFP-10 e RD1 nos periodos 0 (linha de base),
16 e 24 para individuos com cultura positiva para M. tuberculosis ao completar 8 semanas de
tratamento contra TB (barras escuras, n=10) e para individuos com cultura negativa ap6s mesmo

periodo de tratamento (barras claras, n=48).
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8.6 - Contagem de SFC durante o tratamento contra T B

Como mostrado na figura B (pagina 59), a média da contagem de SFC

declinou apds 24 semanas para ESAT-6, CFP-10 e RD1 (ESAT-6 + CFP-10). Para

ESAT-6 e CFP-10, a média da contagem de SFC foi similar nos tempos 0 (42,7

“versus” 41,2, respectivamente) e 242 semana (23,3 “versus” 23,2, respectivamente,

p=0,43). Entretanto, na 162 semana de tratamento, a média da contagem de SFC foi

levemente menor para ESAT-6 que para CFP-10 (30,31 “versus” 41,3,

respectivamente), refletindo um atraso temporario no declinio da média da contagem

de CFP-10. A média (SD) de declinio de SFC apo0s 24 semanas de tratamento foi

22,2 (62,9) para ESAT-6, 8,9 (41,2) para CFP-10 e 31,2 (90,4) para RD1 (SFC de

ESAT-6 e CFP-10).

Figura B. Média da contagem de “spots” nos diferentes tempos estudados
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Média da contagem de “spots” para antigenos ESAT-6, CFP-10, RD1 (CFP e ESAT) nos periodos 0

(linha de base), 162 semana e 242 semana para todos os individuos incluidos (n=58).

A tabela 2 (pagina 60) mostra o percentual de individuos incluidos no estudo

gue tiveram resultado reativo para ESAT-6, CFP-10 e RD1 nos trés tempos de coleta
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durante o tratamento (semana 0, 16 e 24). Usando resultados qualitativos, néo
houve inclinacdo significante no decorrer do tempo e ndo houve diferencas entre
porcentagem de individuos positivos para ESAT-6 “versus” CFP-10 em nenhum dos
tempos. De 42 individuos que tiveram amostras do tempo zero reativas no teste, 40
foram retestados no tempo 24; destes, 4 (10%) tiveram resultado néo reativo no

teste T-SPOT.TB na semana 24.

Tabela 2. Resultado qualitativo do teste T-SPOT.TB.

16° 242
TempoO semana semana
ESAT-6
Todos incluidos 56,9 58,9 53,7
Cultura positiva 60,0 77,8 60,0
Cultura negativa 56,3 55,3 52,3
CFP-10
Todos incluidos 55,2 58,9 59,3
Cultura positiva 60,0 77,8 60,0
Cultura negativa 54,2 55,3 59,1
RD1
Todos incluidos 72,4 78,6 75,9
Cultura positiva 70,0 88,9 70,0
Cultura negativa 72,9 76,6 77,3

Resultado qualitativo do teste T-SPOT.TB: % de individuos que tiveram teste reativo, dividido de
acordo com antigeno estimulatério e por resultado de cultura apdés completar 8 semanas de

tratamento.
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A figura C mostra a alta variabilidade entre os pacientes nos resultados
guantitativos, assim como a falta de reversdo para negativo dos resultados
qualitativos de pacientes ao fim do tratamento, o que talvez limite a utilidade do teste

como um marcador alternativo de resposta ao tratamento.

Figura C - Perfil da resposta celular individual pela formacéo de “spots” para

RD1 apds 24 semanas de tratamento para TB
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Perfil da resposta celular individual pela formacdo de “spots” para RD1 apls 24 semanas de
tratamento para TB para individuos com cultura negativa para M. tuberculosis ao completar 8
semanas de tratamento (PAINEL A, n=48) e para individuos com cultura positiva ao completar 8
semanas de tratamento (PAINEL B, n=10).

SFC, spot forming cells (células formadoras de “spots”)
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8.7 - Associacao entre contagem de SFCs e gravidade clinico-radiologica da

TB no tempo zero, antes do inicio do tratamento.

Para determinar se a contagem de SFCs era ou ndo mais alta em TB grave,
foi avaliada a associacdo entre a contagem de SFCs e dois marcadores de
gravidade da doenca no tempo zero — doenca cavitaria pulmonar e indice de massa
corporal (BMI) baixo. Para ESAT-6, a contagem de SFCs daqueles com doenca foi,
em média, 2,08 vezes maior que a contagem de SFCs daqueles sem doenca
cavitaria (95% CI para IRR 1,06-4,10, p=0,034). Para CFP-10, a contagem de SFCs
nao diferiu entre os dois grupos (p=0,64). Ndo houve associacao entre indice de
massa corporal no tempo zero e contagem de ESAT-6 ou CFP-10 (p=0,48 e 0,48

respectivamente).
8.8 — Comparacéao entre 2 modalidades de leitura dos  “spots”.

Foi realizada comparacéo entre 2 modalidades de leitura dos “spots”. Leitura
realizada por técnico treinado utilizando lente de aumento (4X) com confirmacao por
microscopia e leitura automatizada através de um sistema de leitura de densidade
Otica e software de registro e andlise de dados de imagem.

Os resultados, figuras D.1, D.2, D.3 e D.4, demonstram que para o controle
negativo, nao houve diferenca entre a contagem visual dos “spots” (com ajuda de
uma lupa) e automatica .

Para os painéis de antigenos A e B, assim como para o controle positivo a
contagem do numero de “spots” por leitura visual foi maior que a contagem
automatica.

Esses resultados sugerem que o leitor automatico identifique “spots” muito

préximos como unico, nao os diferenciando ao medir a densidade Gtica.



Figura D.1- Comparagéo entre leitura visual (eixo x) e leitura
Y) dos “spots” dos controles negativos
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O processo automatico nao demonstra diferenga em média do leitor
Leitor = 457,59
Automatico = 451,35

Figura D.2- Comparacéo entre leitura visual (eixo x) e leitura

dos “spots” nos pogos com painel A de Antigenos
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A média do leitor é significativamente maior que a automatica.
Leitor = 255,72
Automatico = 148,67
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Figura D.3- Comparacao entre leitura visual (eixo x) e leitura automatica (eixo

Y) dos “spots” nos pogos com painel B de Antigenos
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A média do leitor é significativamente maior que a automatica.
Leitor = 261,11
Automatico = 124,00

Figura D.4- Comparacao entre leitura visual (eixo x) e leitura ~ automatica (eixoY)

dos “spots” nos controles positivos
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A média do leitor é significativamente maior que a automatica.

Leitor = 111,60

Automatico = 35,94

* Para esta andlise, foram excluidos os pogos considerados incontaveis (>1000)
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9 — DISCUSSAO

O presente estudo gerou informacdes sobre alteracdes na proporcdo de
células T produtoras de IFN-y em resposta a antigenos especificos da regido de
diferenciacdo 1 (RD1) de MTB no decurso do tratamento anti-TB. O tratamento foi
monitorado pelo esquema de administracao DOT.

Existe grande controvérsia sobre a natureza exata da resposta imunolégica
ao MTB e sua correlacdo com o controle da multiplicacdo bacteriana pelo
hospedeiro humano. Pressupde-se que a TB ativa ocorra por imunossupressao e
que o tratamento da TB pode levar a uma melhora na fungéo imune e um aumento
na producado de células T (Hirsch et al., 1999). Os dados deste estudo apdiam uma
hipotese alternativa de que o tratamento leva a uma diminuicdo da carga bacilar e,
em funcao disso, ocorre diminuicdo da frequéncia de células T antigeno-especificas.
Com relacédo a este ponto, o estudo € consistente com os dados dos estudos de
Pathan et al., Ewer et al. e Chee et al. (Pathan et al., 2001; Ewer, 2006; Chee et al.,
2007). Pathan e colaboradores, especificamente, usaram o ensaio ELISPOT RD1
para avaliar a cinética da resposta de células T em pacientes submetidos a
tratamento. Os autores observaram um declinio na propor¢édo de 38% na contagem
de “spots” apds um periodo médio de 18,6 semanas. Ewer e colaboradores usaram
o teste para avaliar a resposta em individuos presumivelmente recentemente
infectados por MTB em uma determinada escola associada a explosédo de TB. Os
autores descobriram que estudantes TST positivos tratados por trés meses com
Isoniazida e Rifampicina tiveram uma reducdo anual de 68% na frequéncia de
células T RD1 especificas, mas ndo foi observada mudanca na freqiiéncia dessas
células em individuos n&o tratados. Chee e colaboradores, recentemente

demonstraram que entre individuos submetidos ao tratamento para LTBI ocorreu
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efeito significante na resposta ao CFP-10, mas néo para ESAT-6 como medido pelo
ensaio T-SPOT.TB.

Nossos resultados indicam que, a média na contagem de “spots” em resposta
a ESAT-6 e CFP-10 declinou com a progressao do tratamento, entretanto o declinio
foi menor para ESAT-6 que para CFP-10. Estes achados, apoiados pelos de Pathan,
Ewer et al. e Chee et al., sdo consistentes com papel de células T RD1 especificas
na contencédo de MTB. Ficou claro que o perfil de resposta individual foi discrepante,
indicando que o teste teria utilidade limitada na avaliacdo da resposta individual ao
tratamento anti-TB.

A média da contagem de “spots” para ESAT-6, CFP-10 isoladamente e em
conjunto foi maior no grupo com cultura positiva apés 8 semanas de tratamento em
comparagao ao grupo com cultura negativa na oitava semana de tratamento. Para
ESAT-6, as diferencas foram aparentemente comparaveis no tempo zero. Esses
resultados séo consistentes com a hipotese de que a contagem de “spots” reflita
diretamente a carga bacilar e aumenta a possibilidade de que resultados
quantitativos e/ou mudancgas no resultado quantitativo possam ser usados como
marcador preditivo do progresso de infeccao latente para TB ativa. Em relacdo a
este ponto, Richeldi et al., relatou que o resultado do ELISPOT em recém nascidos
expostos a MTB tornou-se positivo apdés 6 meses e que, aproximadamente, dobrou
apos 24 meses quando a crianca desenvolveu sinais e sintomas sugestivos de
tuberculose (Richeldi et al., 2007). Quando foi considerada na analise a variavel
forma TB cavitaria “versus” TB ndo cavitdria, houve uma associacdo entre a
contagem de ESAT-6 e presenca de cavitacdo pulmonar. Para CFP-10 ndo houve
diferenca entre os dois grupos. E interessante lembrar que as formas cavitarias sdo

consideradas formas de apresentacdo da doenca com alta carga bacilar. Quanto ao
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indice de massa corporal, ndo houve associacdo com a contagem de ESAT-6 ou
CFP-10.

Resultados de estudos “in vivo® com modelo bovino de TB, indicam que a
mudanca na producdo de IFN-y ESAT-6 especifica em resposta a M. bovis é
preditivo de doenca clinicamente grave (Voldermeier, 2002).

Resultados do nosso estudo mostraram que 10% dos individuos com teste T-
SPOT.TB reativo no tempo zero, tiveram teste nao reativo apés 24 semanas. Esta
mudanca indica que apos sucesso do tratamento a contagem de SFC retornou a
zero apos 24 semanas. Nestes casos, o teste talvez possa ter utilidade em predizer
faléncia no tratamento ou identificar reincidéncia da doenca. Nao houve individuos
com faléncia de tratamento e ndo se pode avaliar o comportamento do teste neste
importante cenario clinico. Até o momento, ndo foram relatados episodios de
recidiva. Busca ativa dos dados destes pacientes precisa ser feita para realmente
comprovar a auséncia de recidiva.

Os dados deste estudo possuem grande relevancia uma vez que, o estudo foi
feito em local em que o processo de tratamento da TB (DOT- observacao direta),
monitoramento do escarro e o0 acompanhamento dos pacientes foi padronizado e
rigoroso. O responsavel pelo ensaio do teste T-SPOT.TB néo teve informacdes
sobre o status dos pacientes, reduzindo potenciais vieses e, finalmente, cada
amostra de cada individuo incluido no estudo foi testada e retestada posteriormente,
simultaneamente, em uma mesma placa, nas mesmas condicdes experimentais,
para reduzir o impacto de diferencas desconhecidas que possam ocorrer durante o
procedimento.

Por outro lado, o estudo tem algumas limitagcbes. O processo de

descongelamento talvez possa ter diminuido a viabilidade celular. Isto pode
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contribuir para a leve queda na sensibilidade quando comparados resultados de
amostras do tempo zero testadas antes e apds o congelamento. NO0s ndo podemos
excluir a possibilidade de que as amostras congeladas por um periodo maior antes
do teste (amostras do tempo zero) possam ter sido mais afetadas pela estocagem e
deram resultados falsamente baixos; isto pode ter diminuido a capacidade do teste
para detectar um declinio na resposta do ensaio durante o tratamento. Entretanto,
algum impacto do processo de congelamento na reatividade celular foi uniformizado
pelo congelamento de todos os tempos de coleta, mantendo a mesma condicao para
cada ponto do tempo de coleta. Desta forma, ndo houve impacto no resultado das
mudancas de contagem dos “spots”. Em segundo lugar, o resultado do teste foi
comparado com um marcador alternativo que € a cultura de escarro na oitava
semana e ndo com um padrdo ouro aceito de permanente cura da TB sem
reincidéncia (critério clinico e bacteriologico, sem recidiva por pelo menos dois anos
de ‘follow-up’). Assim foi feito levando-se em conta a conveniéncia operacional. A
contagem dos “spots” mostrou-se maior quando feita através da contagem por
leitura visual do que quando feita por leitor automatico. Como o a leitura automatica
é feita por medida da densidade 6tica, a leitura de varios “spots” muito proximos
pode gerar um anico valor.

Enquanto durante todo o tempo a contagem de SFCs declinou ao longo do
curso do tratamento, o perfil de resposta individual dos pacientes (acompanhamento
da contagem de SFC nos trés tempos) foi altamente variavel em nosso estudo
indicando que a utilidade do teste na avaliagdo ou predicdo da resposta ao
tratamento em pacientes, individualmente mostra-se pobre.

A inclusdo de apenas um paciente HIV positivo, impediu a andlise da

eficiéncia do teste para esse tipo de co-infeccdo. Novos estudos, em diferentes
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contextos e diferentes grupos de pacientes, como HIV positivos e criangas, séo
necessarios, para definir a utilidade dos ensaios baseados na producdo de
interferon-gama para rotina clinica e como um marcador alternativo da resposta ao

tratamento anti-TB.



70

10 — CONCLUSAO

Com o tratamento, células T especificas secretoras de IFN-y diminuiram com
0 passar do tempo. Pacientes com cultura positiva na oitava semana de tratamento
tiveram contagem maior de “spots” em resposta a ESAT-6 e RD1 em comparacgao
com 0s pacientes com cultura negativa na oitava semana, o que estaria refletindo a
carga bacilar e daria suporte a hipotese de que essa mudanca pode ser usada para
prever progressao de infeccao latente para tuberculose ativa. ApGs 24 semanas de
tratamento com terapia diretamente observada (DOT) pacientes com cultura positiva
e pacientes com cultura negativa na oitava semana nao tiveram diferencas
estatisticamente significativas na contagem de “spots”. Dez por cento dos pacientes
reativos no tempo zero foram néo reativos ao fim do tratamento. Além disso, houve
correlacdo entre contagem de “spots” maior para ESAT-6 e cavitacao por raio-x no
tempo zero que é considerada forma de apresentacdo da doenca com alta carga
bacilar.

Houve diferencas importantes no perfil de resposta individual aos antigenos
indicando que o teste talvez tenha utlidade limitada na avaliacdo da resposta
individual ao tratamento.

Estudos adicionais de longa duracdo com grupos especificos de pacientes e
manutencdo de contato sdo necessarios para determinar a utilidade do T-SPOT.TB
como teste para monitoramento da resposta individual ao tratamento e como um
marcador alternativo da eficacia do tratamento em estudos de avaliacdo do

tratamento contra TB.
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11 - PERSPECTIVAS

1. Busca ativa de dados dos pacientes incluidos no estudo para saber se houve
procura espontanea do paciente referindo sintomatologia com confirmacéo
clinica - laboratorial de recidiva de TB;

2. Analisar o desempenho do teste em grupos especificos de pacientes e
diferentes contextos clinicos, como co-infeccdo por HIV e criancas. Neste
contexto, um estudo ja foi iniciado pelo grupo em colabora¢cdo com o IPPMG,
para avaliacdo do kit em criancas submetidas a imunossupressao;

3. Analisar dados estatisticos da contagem por leitura visual e automatica dos

“spots”.
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12 -ANEXOS
ANEXO 1 - Parede do Mycobacterium tuberculosis

Peptidoglicana fﬁ‘ Bicamada lipidica

] ~ Organismos Gram-positivos:
Eﬂmmmmnqmmmma—rmmmmm A membrana celular da bicamada lipidica € cobextaima
B AR RS camada porosa de peptidioglicana, permeavel a iaa@ios
agentes antimicrobianos.

Porinas Lipidio + LPS

MRV ~ Organismos Gram-negativos:
As células séo envoltas por duas membranas. A nagrabr
externa serve como eficiente barreira de permealblidi, ja que

contém lipopolissacaridios (LPS) e porinas.
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— Micobactérias:
As micobactérias sintetizam uma camada externagrosa
em micolato, que serve como barreira altamenteatee.
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Assunto: Parecer sobre relatdrio parcial + solicitagiio de continuagdo do projeto por mais 1 (um)
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Vocé estd sendo convidado para participar desta pesquisa porque vocé estd necessitando ser
tratado para tuberculose (TB). A Escola de Medicina da Universidade Johns Hopkins (Johns
Hopkins University School of Medicine) e o Hospital Universitario Clementino Fraga Filho estio
conduzindo este estudo neste hospital.

O objetivo deste estudo € descobrir se uma combinagfio experimental de drogas terapéuticas para
a TB funciona melhor do que as drogas comumente usadas para o seu tratamento. O estudo ird
também ver quais, se houver algum, efeitos colaterais sdo causados pela ingestdo desta
combinago experimental de drogas. Adicionalmente, este estudo ira avaliar um teste laboratorial
em investigacdo para TB. Estd sendo chamado em investigagdo um teste laboratorial cuja
comercializagdo ainda ndo foi autorizada pela Administracdo de Alimentos e Farmacos dos
Estados Unidos (U.S. Food and Drug Administration).

DESCRICAO DO ESTUDO

Remédios podem curar a doenga TB. Normalmente, pessoas portadoras de tuberculose recebem
um tratamento padrfio que combina trés ou quatro drogas € que inclui isoniazida, rifampicina,
pirazinamida e etambutol. Neste estudo, metade dos pacientes com TB ird tomar o tratamento
padriio e a outra metade ird utilizar uma combinagdo experimental de quatro drogas. Esta
combinagdo de quatro drogas inclui as mesmas drogas (isoniazida, rifampicina, pirazinamida) e
usa a droga moxifloxacina em vez de etambutol.

Moxifloxacina tem sido usada para tratar outros tipos de infecg@io. Testes tém mostrado que ela
funciona e é segura para estas infecgdes. Moxifloxacina ndo foi testada para curar a tuberculose e
ndo estd aprovada para este uso. E isto que este estudo tem o objetivo de fazer.

PROCEDIMENTOS
Recrutamento

Se voceé ingressar neste estudo, sera designado para um dos grupos de tratamento aleatoriamente
(como se fosse jogada uma moeda para alto). Vocé tera a mesma chance de ser designado para
cada um dos grupos com cada uma das combinagdes de medicamentos. Nem vocé ¢ nem o
médico do estudo vio escolher para qual grupo vocé serd designado. Entretanto, esta informacio
estard & disposicdo do médico do estudo caso ela seja necessria em uma emergéncia.

Os grupos de tratamento para os quais vocé podera ser designado sfo:
Tratamento com isoniazida, rifampicina, pirazinamida, moxifloxacina e um
comprimido de placebo todos os dias durante 2 meses, seguido de rifampicina e

isoniazida 2 vezes por semana durante 4 meses,

ou
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Tratamento com isoniazida, rifampicina, pirazinamida, etambutol e um comprimido de
placebo todos os dias durante 2 meses, seguido de rifampicina e isoniazida 2 vezes por
semana durante 4 meses.

Comprimidos de placebo séo pilulas que ndo contém nenhum tipo de medicagfo. Sdo
comprimidos que sdo incluidos em combinagdes terapéuticas de forma que nem o médico do
estudo e nem vocé possam saber em que grupo de tratamento vocé esta.

Se vocé for selecionado para participar, serfio feitas perguntas referentes a vocé e a sua satde,
tanto de fatos atuais como de fatos passados, como por exemplo, se vocé teve tuberculose
previamente e qual tratamento foi feito, seu nivel de instrucdo, seu trabalho, consumo de bebidas
alcodlicas, outras doengas que vocé tenha tido e outros medicamentos que vocé possa estar
tomando. Algumas destas questdes podem ser intimas e vocé terd o direito de néo responder a
qualquer uma delas. Estas questdes irfio ajudar o médico do estudo a decidir se vocé ¢ elegivel
para tomar parte do estudo. Estas questSes poderfio também explicar diferengas no efeito do
tratamento ao final do estudo.

Vocé sera submetido a um exame fisico. Cerca de 30 mililitros cubicos de sangue scrfo retirados
da sua veia. Nos vamos usar este exame de sangue para verificar suas fungdes hepatica, renal e
suas células sanguineas. Se vocé for capaz de engravidar, sera feito um teste de gravidez no
sangue coletado. '

Todas as pessoas que participardo deste estudo deverfio fazer um exame de HIV. Nos garantimos
confidencialidade e¢ aconselhamento. Os resultados positivos para HIV e para TB deverdo ser
comunicados a Secretaria de Satde. Esta ¢ uma obrigagio legal dos profissionais da drea de
saude.

Sera solicitado que vocé fornega amostras de escarro (catarro produzido pela tosse e proveniente
dos pulmdes). Vocé fard uma radiografia de térax para verificar seus pulmes e
eletrocardiograma para verificar seu ritmo cardiaco.

Tratamento

A fase de tratamento do estudo é o tempo em que vocé estd tomando os remédios. Durante as
primeiras oito semanas, um profissional da 4rea de sadde ira encontrar com vocé cada dia da
semana para lhe dar remédio e assistir vocé toma-lo. Apds as primeiras oito semanas e durante
mais quatro meses, um profissional da area de saude ird encontrar com vocé duas vezes por
semana para lhe dar os remédios do estudo e assistir vocé toma-los.

Um profissional da area de saude ira também encontrar com vocé toda semana nas primeiras oito
semanas, e depois uma vez no més quatro de tratamento e uma vez no més seis de tratamento
para perguntar a vocé sobre sintomas de TB e sobre qualquer efeito colateral dos remédios do
estudo. Serd perguntado a vocé sobre qualquer outro remédio que vocé tenha tomado e qualquer
outra doenca que vocé tenha tido desde a tiltima consulta.



86

The Johns Hopkins Medical Institutions
(The Johns Hopkins Hospital APPROVED
The Johns Hopkins Bayview Medical Center) AS MODIFIED
01 de dez 2004
WIRB®

Olympia, WA

O médico do estudo ird examinar vocé para ter certeza de que o tratamento estd progredindo bem
e que os remédios do estudo nfo estdo lhe prejudicando. A cada semana do estudo, vocé deverd
fornecer novas amostras de escarro para exames para TB. Vocé também devera fornecer uma
amostra de escarro na ultima consulta, quando completar o tratamento apds seis meses.

Nas semanas quatro e oito do estudo, cerca de 10 mililitros cuibicos de sangue serdo colhidos de
sua veia para verificar suas fung¢des hepatica, renal e suas células sanguineas. No primeiro dia, €
depois nas semanas dois, quatro, seis e oito, vocé fard um eletrocardiograma para verificar o seu
ritmo cardiaco. Na semana oito do estudo, vocé fard uma radiografia de térax para verificar seus
pulmdes.

Se vocé tiver sintomas ou problemas, terd cerca de 10 mililitros ctibicos de sangue coletados para
verificar sua fung¢fio hepética e células sanguineas. Nas semanas 16 ¢ 24 do estudo cerca de 16
mililitros ciibicos de sangue serdo coletados para um teste de TB usando um teste laboratorial em
investigagdo. Este teste sera realizado logo apdés a coleta do sangue no laboratério
Multidisciplinar do HUCFF/UFRJ. Se em qualquer momento vocé desenvolver sintomas de TB,
fard uma radiografia de torax ¢ um exame de escarro. O tratamento com as drogas do estudo sera
interrompido se vocé tiver algum efeito colateral ou se o estudo terminar antes do tempo
planejado. Mesmo que os remédios do estudo sejam suspensos, nés iremos continuar lhe
acompanhando no estudo.

Acompanhamento

Esta parte do estudo comega quando vocé concluir a fase de tomada de remédios do estudo e
continua durante os 12 meses seguintes. Vocé sera visto duas vezes. A primeira seis meses
depois de terminar o tratamento para TB, ji a segunda no final da fase de acompanhamento, 12
meses depois de concluir o tratamento para TB. Sera perguntado a vocé sobre a presenca de
sinais ou sintomas de TB ativa, e podera ser solicitado que vocé fornega uma amostra de escarro
para exame. Se vocé tiver TB novamente, serd tratado e acompanhado pelo PCTH até ficar
curado. Se vocé tiver sinais ou sintomas de TB no intervalo das visitas, podera vir para ser visto
e examinado no PCTH.

RISCOS POTENCIAIS
Os possiveis efeitos colaterais dos remédios do estudo sio:

A Moxifloxacina pode causar nduseas, diarréia, dor abdominal e vomitos. Ela também pode
causar vertigem, dor de cabega, nervosismo, confusfo, tremor, episoédios de aumento ou
diminuigio da pressdo arterial, aumento da freqiiéncia cardiaca e palpitagdo. A Moxifloxacina
pode causar problemas com o seu ritmo cardiaco, particularmente se vocé esta tomando outros
remédios que tenham ag¢io no coragdo. E por isso que serd realizado o eletrocardiograma. Se
vocé estiver tomando algum dos seguintes medicamentos, ndo devera usar moxifloxacina e nfo
deverd participar do estudo: amiodarona, sotalol, quinidina, procainamida, cisaprina,
eritromicina, perfernazina, amitriptilina, fenotizina ou antidepressivos triciclicos.
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A Isoniazida pode afetar os nervos das suas maos, ocasionando formigamento ou perda da
sensibilidade. Entretanto, ndo € provavel que isso ocorra na dose que vocé tomard. Vocé ird
tomar vitamina B6 com a isoniazida para diminuir o risco de problemas nos nervos. Embora nio
seja freqiiente (ocorre em menos de 1% dos casos), 0 mais sério efeito colateral da isoniazida ¢ o
dano hepatico (ou seja, hepatite) e ictericia (os olhos e/ou a pele ficam amarelos). Os sintomas
destas condi¢des sdo nausea, perda de apetite, dor no lado direito do abdémen e urina escura. Se
qualquer destes sintomas ocorrer, vocé deve parar de usar os remédios imediatamente e entrar
em contato conosco para que possamos lhe examinar. A rifampicina e a pirazinamida também
podem causar este efeito, porém o risco deste efeito colateral ¢ ainda menor do que o com a
isoniazida.

A Rifampicina pode fazer com que suas lagrimas, suor, saliva, fezes e urina fiquem de cor
alaranjada. Lentes de contato podem ficar com esta cor para sempre devido a cor alaranjada de
suas lagrimas.

A Rifampicina, a isoniazida ¢ a moxifloxacina podem fazer o nimero total de plaquetas no
sangue diminuir. Plaquetas séo as células sanguineas que ajudam na coagulacdo do sangue. Se o
numero de plaquetas estiver muito baixo, pode haver problemas de sangramento ¢ manchas roxas
na sua pele. Este efeito colateral € raro (menos de 1% dos casos), mas € potencialmente sério, e
vocé precisa chamar o médico ou a enfermeira do estudo imediatamente caso este problema
ocorra.

A isoniazida e a rifampicina podem causar coceira, exantema, febre, mal estar no estdémago,
azia, perda do apetite, nausea, vOomitos ou diarréia. A isoniazida ¢ a rifampicina podem causar
dor de cabega, tonteiras, fraqueza, dor nas juntas, anemia e baixa na contagem de globulos
brancos, o que pode levar a infecco.

A Isoniazida pode também causar diminui¢do do nivel sanguineo de vitaminas, aumento do
agucar sanguineo, vertigem, alteracdo da consciéncia, distirbios visuais, perda da memoria e
psicose. A Rifampicina pode fazer vocé se sentir como se estivesse gripado, além de poder fazer
aparecer sangue na urina e prejudicar o funcionamento dos seus rins.

A Pirazinamida pode causar exantema, dor nas juntas, nauseas e hepatite.

O Etambutol pode causar exantema, nduseas, vomitos e diarréia. O mais sério efeito colateral do
etambutol € o dano a retina dos olhos. Se vocé notar alguma alteragdo em sua capacidade de ver
cores, o remédio deve ser interrompido imediatamente.

A isoniazida e a rifampicina podem fazer que outros remédios que vocé esteja tomando nédo
funcionem direito. Outros remédios podem fazer que a moxifloxacina ndo funcione direito (ex.
antidcidos, ferro e zinco). Por favor, fale com uma das enfermeiras ou com o médico do estudo
antes de comegar a usar outros remédios durante o tempo em que vocé estiver usando isoniazida
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ou rifampicina. Isto inclui até mesmo aqueles remédios corriqueiros como antiacidos e
Tylenol®.

Podem existir outros efeitos adversos destes remédios que nés ndo conhecemos ainda.

Se vocé tiver algum efeito colateral, vocé deve informar logo o médico ou a enfermeira do
estudo. Se isto ocorrer, vocé sera avaliado e sera informado sobre o que fazer. No caso de efeitos
colaterais sérios, vocé podera ter amostras de sangue coletadas e fazer um eletrocardiograma.
Pode ser que seja suspenso o remédio do estudo. Seu médico do estudo ¢ quem decidira se vocé
deverd re-comegar ou ndo com os remédios do estudo.

Existem alguns pequenos riscos na coleta do sangue. Eles incluem uma dor passageira pela
picada da agulha, manchas roxas, sangramentos, delirio e, raramente, infec¢do no local da
pungdo da veia.

Vocé podera considerar que algumas das perguntas do estudo abordam questdes muito pessoais.
Vocé ndo terd que responder a estas questdes se ndo quiser. O risco de outro procedimento, se
existente, seria a exposi¢do aos Raios X, caso sejam feitas mais radiografias do que as que sdo
realizadas normalmente como parte do acompanhamento do tratamento-padrio para TB.

A sua tuberculose pode ndo melhorar ou pode até piorar enquanto vocé estiver participando neste
estudo.

Somente as pessoas incluidas neste estudo podem tomar os remédios de estudo. Eles devem ser
mantidos fora do alcance de criangas e de pessoas que nao estdo capacitadas a ler ou entender o
que esta escrito nos rotulos.

INFORMACAO PARA MULHERES

A isoniazida e o etambutol parecem ndo causar defeitos de nascimento. Entretanto, nés ndo
sabemos 0 quéo seguras sdo a moxifloxacina, a rifampicina ou a pirazinamida para mulheres
gravidas ou que estio amamentando. No entanto, vocé ndo podera participar do estudo se estiver
gravida, planejando engravidar antes de terminar o tratamento, ou se estd amamentando. Vocé
serd submetida a um teste de gravidez antes de iniciar o tratamento caso seja capaz de
engravidar.

Além disto, a rifampicina pode fazer com que pilulas anticoncepcionais, injegdes ¢ implantes de
hormoénios ndo funcionem na prevengdo da gravidez. Assim, durante este estudo, vocé deve usar
somente outros métodos de controle de natalidade (tais como preservativos, diafragmas,
esponjas, capsulas cervicais e dispositivos intra-uterinos).

Se vocé engravidar, vocé deve falar com a enfermeira ou com o médico do estudo
imediatamente. Se isto ocorrer, os remédios do estudo serdo suspensos. Seu médico do estudo ird
entdo decidir qual serd o tratamento mais adequado para vocé e para o bebé que ainda nio
nasceu.
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NOVOS ACHADOS

Vocé seré informado sobre qualquer novo desenvolvimento que possa influenciar sua decisdo de
participar do estudo.

POSSIVEIS BENEFICIOS

Vocé recebera tratamento para sua TB enquanto estiver participando deste estudo. Sua
participac@o nesta pesquisa ird nos ajudar a aprender mais sobre como tratar a TB; entretanto,
nfo podemos garantir que a sua tuberculose sera curada.

CUSTOS

Nio existem custos para vocé participar deste estudo. Vocé ndo terd que pagar por nenhum dos
remédios ou exames para participar deste estudo.

PAGAMENTO POR PARTICIPACAO

Vocé néio sera pago por sua participagdo neste estudo; entretanto, vocé recebera um tiquete
refeigdo para pagar o seu café da manhd e um vale transporte para que vocé venha ao hospital
para receber os seus remédios para tuberculose.

TRATAMENTOS ALTERNATIVOS
Se vocé escolher ndo participar deste estudo, existem alternativas para o tratamento:

O Ministério da Saude do Brasil e o Centro de Controle e Prevengdo de Doengas dos Estados
Unidos (Center of Diseases Control and Prevention, CDC) recomendam a combinagio-padrio
de remédios durante seis meses como o melhor esquema de tratamento disponivel. Vocé ndo
precisa participar deste estudo para receber este tratamento-padrio para a sua TB.

CONFIDENCIALIDADE

Nos consultaremos o seu prontudrio médico para obter informagdes para o estudo. Uma vez que
este estudo envolve remédios regulamentados pela Administragdo de Alimentos e Drogas (Food
and Drug Administration, FDA), a FDA também poderd consultar seu prontuario médico.
Manteremos todas as informagdes do seu prontudrio tio privativas quanto nos for permitido por
lei.
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As informagdes deste estudo poderfo ser fornecidas para agéncias governamentais em outros
paises onde os remédios do estudo puderem estar sendo considerados para aprovacgdo.
Prontuarios médicos que identifiquem vocé e o termo de consentimento livre e esclarecido
assinado por vocé€ poderfio ser avaliados e/ou copiados para fins de pesquisa ou de
regulamentagdo por:

e Autoridades brasileiras da 4rea de saude;

e FDA,;

o Agéncias do Departamento de Satde e Servigos Humanos (Department of Health and
Human Services -DHHS);

e Agéncias governamentais de outros paises;

e Universidade Johns Hopkins;

o Western Institutional Review Board® (WIRB®);

e Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HUCFF/UFRJ.

Confidencialidade absoluta ndo pode ser garantida por causa da necessidade do fornecimento de
informagBes para estas partes. Os resultados deste estudo poderdo ser apresentados em
Congressos e em revistas cientificas. Sua identidade ndo serd revelada nestas publicacdes ou
apresentacdes.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA/ABANDONO DO ESTUDO

A participag@o neste estudo ¢ voluntéria. Se vocé optar por ndo tomar parte do estudo, isto nfo
modificard os cuidados terapéuticos neste local. Se vocé escolher participar do estudo, podera
abandona-lo a qualquer momento sem que isto afete o tratamento médico que receberia
normalmente neste local. Seu médico do estudo também podera retirar vocé do estudo se ele
achar que isto é o melhor para a sua satide. Seu médico do estudo discutira isto com vocé.

Sua participa¢do neste estudo poderd ser interrompida a qualquer momento pelo médico do
estudo ou pelo patrocinador sem o seu consentimento.

COMPENSACAO POR FERIMENTOS

Se vocé for lesionado ao participar deste estudo, ou julgar que nfo estd sendo tratado
adequadamente, por favor, contate o Dr. Marcus Conde. Os servigos médicos do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho estarfio a sua disposi¢io em caso de lesdo. Vocé ndo esta
abrindo médo de nenhum dos seus direitos por estar participando deste estudo.

FONTE DO FINANCIAMENTO

O FDA (EUA) iré financiar este estudo/pesquisa.
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PERGUNTAS

Se vocé tem alguma pergunta adicional referente & sua participagéo no estudo, ou se em qualquer
momento sentir que estid sendo vitima de uma lesdo relacionada a pesquisa ou reagdo aos
remédios da pesquisa, contate:

Dr. Marcus Conde, ao telefone 2562-2426
Se vocé tem alguma pergunta sobre os seus direitos como sujeito de pesquisa, pode contatar:

Western Institutional Review Board® (WIRB®)
3535 Seventh Avenue, SW

Olympia, Washington USA 98502

Telefone: 1-800-562-4789

A WIRB® ¢ um grupo de pessoas que faz revisdes independentes de projetos de pesquisa.

Nio assine este termo de consentimento livre e esclarecido a menos que tenha tido a chance de
tirar dividas e tenha recebido respostas satisfatérias a todas as suas perguntas.

Se vocé concordar em participar deste estudo, ird receber uma copia assinada e datada deste
termo de consentimento livre e esclarecido.

CONSENTIMENTO

Li as informag¢des deste termo de consentimento livre e esclarecido (ou elas foram lidas para
mim). Todas as minhas dividas foram tiradas de forma satisfatéria. Concordo em participar
deste estudo.

Autorizo a liberagdo do meu prontudrio médico (incluindo o resultado do meu teste de HIV) para
o patrocinador, para as Autoridades Brasileiras da Area de Satide, para o FDA, para as Agéncias
do DHHS, para Agéncias Governamentais de outros paises, para a Universidade Johns Hopkins
para 0 WIRB® ¢ para o CEP do Hospital Universitério Clementino Fraga Filho da Universidade
Federal do Rio de Janeiro.
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Ao assinar este termo de consentimento livre e esclarecido, ndo estou abrindo mio de nenhum
dos direitos legais aos quais eu teria como sujeito de um estudo clinico.

Nome do participante em letra de férma

Assinatura do participante data

Assinatura da pessoa que conduziu a discusséo sobre o data
termo de consentimento livre e esclarecido

Usar somente se se aplicar

Se este termo de consentimento livre e esclarecido for lido para o participante porque ele ndo
estd capacitado para ler, uma testemunha imparcial que ndo seja afiliada ao estudo ou ao
investigador deve estar presente para o consentimento e assinatura do seguinte texto:

Confirmo que as informagdes do termo de consentimento livre e esclarecido e quaisquer outras
informagdes escritas foram cuidadosamente explicadas e aparentemente entendidas pelo
individuo que participard da pesquisa. O individuo que participard da pesquisa concordou
livremente em participar desta pesquisa.

Assinatura da testemunha imparcial data

wirb/fda-orphan/site-trans/11-10-2003/cm
mod. 12-03-2003/cm

site-trans mod. 09-14-2004/cm

site-trans mod. 12-21-2004/cm

10
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ANEXO 4 — FORMULARIOS gﬁgeening #_
VistDate [/ __ |
T-SPOT.TB-TB MM DD VYY

Week Number 0O 16 24
Laboratory SUBMISSION Form

CLINIC USE

Blood draw: Date [/ I Time (24 hr) __
MM DD YY

Number of tubes 0 1 2 3

*Minimum # of 8 ml tubes in week 0 is 2; in weeks 16 & 24 minimum # is 1 tube.

Comments

Initials #

LABORATORY USE

Receipt in lab: Date [ [ Time (24 hr) L
MM DD Y Y

Number of tubes 0 1 2 3

Number of vials for freezing: 0 1 2 3

Date vials put into —20°C: Y Y

Date vials put into —80°C: Y A

Date vials transferred to liquid N, Y A Rack: Box:

Comments

Formulario para inclusédo de pacientes. A primeira parte (clinical use) era preenchida e assinada pelas enfermeiras do estudo
Moxi. A ficha era encaminhada para o laboratério juntamente com as amostras. A segunda parte (laboratory use) era
preenchida pelo responsavel pelo processamento das amostras no laboratério. A ficha inclui nimero do paciente; quantidade

de amostras coletadas, assinatura dos responsaveis em cada etapa, data de congelamento.




T-SPOT.TB-TB
Laboratory RESULTS Form

Type of cells: __ fresh;

____Yyes;
If NO, then number of cells per well:
T-SPOT.TB-TB Lot #:

Adequate number of cells:

94

PD -
Visit Date [/ /

Week Number O 1

frozen,

Nno»

. X 10°

Exp. Date: ] /

CLINICAL SITE USE
Assay Date: / /

Strip#:
Location (e.g. Al)
Nil Control:
PHA:
Panel A:
Panel B:
Comments:

Operator initials:

# “spots”

OXFORD IMMUNOTEC USE

Assay Date: R S S
MM DD Y'Y
Strip#:
Location (e.g. A1)
Nil Control: I
PHA: -
Panel A: -
Panel B: -
Comments:

Operator initials:

# “spots”

Formulario para anotagédo dos resultados ap6s ensaio do kit T-SPOT.TB TB. Dividido em duas partes. A primeira (clinical site
use) para preenchimento pelo responsavel pelo teste. A segunda (Oxford Immunotech) preenchida pelos responséaveis em
conferir o resultado, por contagem automatica, na Oxford Immunotech. Strip#=nimero da tira do kit na qual cada amostra foi
colocada; Nil Control=controle negativo usado no kit; PHA=controle positivo; Panel A=primeiro painel de antigenos usado no
kit; Panel B=segundo painel de antigenos. #'spots"=nimero de SFCs contadas em cada poco.




T-SPOT.TB-TB
Laboratory RESULTS Form

Frozen cells

Number total of cells: . Imlx 10°
Number of viable cells: . /mIx 10°
Adequate number of cells: _yes;

If NO, then number of cells per well:
T-SPOT.TB-TB Lot #:
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Week Number 0 1

Nno»

. X 10°

Exp. Date: ] /

CLINICAL SITE USE
Assay Date: Y S S
MM DD Y Y
Strip#:
Location (e.g. A1)
Nil Control:
PHA:
Panel A:
Panel B:

Comments:

Operator initials:

# “spots”

OXFORD IMMUNOTEC USE
Assay Date: Y Y
MM DD Y Y
Strip#:
Location (e.g. A1)
Nil Control:
PHA:
Panel A:
Panel B:

Comments:

Operator initials:

# “spots”

Formulario para resultados do ensaio das amostras congeladas ao final do tratamento. A primeira (clinical site use) para
preenchimento pelo responséavel pelo teste. A segunda (Oxford Immunotech) preenchida pelos responsaveis em conferir o
resultado, por contagem automatica, na Oxford Immunotech. Strip#=numero da tira do kit na qual cada amostra foi colocada;
Nil Control=controle negativo usado no kit; PHA=controle positivo; Panel A=primeiro painel de antigenos usado no kit; Panel
B=segundo painel de antigenos. #'spots"=nimero de SFCs contadas em cada pogo.
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ANEXO 5 - ESQUEMA DE COLETA
T-SPOT.TB-TB

Laboratory Scheme

T=0 T = 16 weeks T = 24 weeks
freeze cells freeze cells freeze cells
att=0 att =16 weeks at t = 24 weeks

N /
Y

T-SPOT.TB-TB
v att > 24 weeks
T-SPOT.TB-TB (for each subject, frozen cells from each time poin
att=0 tested using same assay plate)

using fresh cells

Esquema para coleta do sangue periférico nos trés tempos do estudo: Tempo zero — coleta de trés tubos; ensaio da
amostra de um tubo e congelamento das amostras dos outros dois tubos. Sema 16 e semana 24 — coleta de 2 tubos
apenas para congelamento. As amostras dos trés tempos de cada paciente foram congeladas para serem testadas

simultaneamente, em uma mesma placa, ao fim do tratamento.



ANEXO 6 — FORMULARIO PARA MONITORAMENTO DO ESTUDO

888 Oxford
Monijforing Log QOO i e
Study: Site: Invgstigator:
Site attendance by Oxford Immunotec staff:
Date Visit By Purpose of Visit Signature
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Formulario assinado por auditores da Oxford Immunotech a cada auditoria. Formulario semelhante era utilizado pela equipe da

Johns Hopkins em cada visita trimestral de monitoramento (reviséo de treinamento, procedimentos, formularios, entrada de

dados e documentagéo)
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ANEXO 7 — FIGURA 2 — ESQUEMA DE PROCESSAMENTO DAS A MOSTRAS -
OXFORD IMMUNOTECH

|

‘Whaolzs blood (diluted or ' l . Mycobactera fubsnulosis
undiluted j/p=ripharal bloed antigens (ag PPD, ESATE,
rmononuclear calls CFPAG, MPTiE4)

ot || Sglletels

or S5 days)

+

Sensitised T
calls relsase

Fh-y
+

IFM~ production
measured using

ELSA {ag Quant-
FERIM-TE)

l

Results sxpressed
as [FM (pd/mL or

3 ,_, 1L/ L)

ELISPOT
{eg T SPOT-TB)

!

Results sxpressed
as number of IFM-
secrating T calls

{spot-forming cells)

e a e e a a s a

Figuvs 2. Cvandew of tha infarferon-- (TFN-) sassy tachnology.

Esquema de processamento dos dois testes comerciais para medida de interferon-gama QuantiFERON e T-

SPOT.TB. A etapa de leitura dos dois testes é diferente. O QuantiFERON mede a concentracdo de IFN-y e necessita de leitor

de ELISA, enquanto o T-SPOT.TB mede o nimero de células produzindo IFN-y e a leitura é visual, por Lupa ou Microscoépio.
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ANEXO 8

Figura 3 — Tubos para separacao celular

} (b}
- Plasma >
FEMT: et \
Density Gradiant

/ Liquid

a |
B 44— Separation Gal /v

Ficol-Pague™ Plus
Red Elood Cells

a) Tubo CPT usado por nés para coleta das amostras. Apos centrifugacéo ha formacdo de nuvem onde estdo os PBMCs que
serdo utilizados no teste. Esta nuvem é retirada e transferida para outro tubo para iniciar o processamento. B) Alternativa ao
CPT: separagéo de PBMCs utilizando Ficoll-Paque.

Figura 4 - Tubos com amostra antes da separacédo ce lular

Figure 4: Examples of poor separation in (a) BD Vacutainer CPT and (b) Ficoll gradient.
(a) {b)

4——— Plazsma

-
4 |Inseparated cells 1

Paarly separated cells

<«
4—————————— Sepamtion gel

44— Hed blood celle

Diferenga, antes da centrifugacdo e separacdo, entre os tubos CPT e o tubo com Ficoll. As amostras s&o coletadas
diretamente no CPT; ja no tubo com Ficol, as amostras tém que ser coletadas em tubo com anticoagulante e depois,
transferidas para tubo com ficol. Adicdo de mais uma etapa no processamento.
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ANEXO 9

Figura 5 — Método para remocao dos PBMCs

kigure 5. Melhod recommended ror removal of FEMC layer trom (a) BU Vacutainer CF1 and {b)
Ficoll gradient,

(a)

PBMC layar

Retirada da nuvem com os PBMCs para iniciar o proce  ssamento. (a) tubo CPT; (b) tubo com Ficoll.

Figura 6 — Etapas do processamento das amostras

Lavagem dos PBMCs por adicado de meio AIMV e centrifugacdo. S&o feitas duas lavagens. Apds primeira lavagem descarta-se
sobrenadante e adiciona-se novamente meio. Centrifuga-se novamente, retira-se o sobrenadante e adiciona-se meio AIMV

para prosseguir com processamento ou meio de congelamento para congelar.
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ANEXO 10

Figura 7 — Contagem das células

Neubauer Haemocytometer Fast-Kead Disposable Counting slide

g - T
N
~ .
v
~
AN
Flatelets
i
= £
| Mon-vizble cells (biue) | | Viable celis (white) | Cell elump |

A contagem das células neste estudo foi feita utilizando-se Camara de Neubauer. Foram adicionados 10uL de suspenséo
celular em 40 pL de Azul de Tripano. Esta suspensao foi adicionada na Camara e foram contadas as células nos guadrantes
como demontrado acima.

Figura 8 — Procedimento de ensaio do kit

(a)Reagentes disponiveis no kit que sdo adicionados a placa juntamente com a amostra.(b) estufa de CO2 a 5%, 37< utilizada

para incubagdo da amostra por periodo de 16 a 20 horas. Para padronizagdo, estabelecemos um periodo de 18 horas.



102

ANEXO 11-Figura 9 — Continuacao do teste apds incub  acgéo overnight

Mil Control Fanel A Panszl B Paositive Control

Reactive Sample

Non Reactive
Sample

De cima para baixo: lavagem da placa ap6s incubacgédo, adicdo de conjugado e substrato, lavagem em &gua corrente e
visualizacdo dos “spots” ao fim do ensaio.
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ANEXO 12 -Figura 10 - FOTO DOS “SPOTS”

Primeira figura-foto da placa com todas as tiras e as duas Ultimas figuras, tiras individuais com ensaio de 2 amostras em cada
tira (para cada amostra sdo utilizados 4 pogos da tira). De cima para baixo: primeiro pogo-controle negativo; segundo poco-
painel de Ags A, terceiro pogo-painel de Ags B, quarto pogo-controle positivo.



104

ANEXO 13 — POSTER IDSA
TITLE: IFN-y Secretion by Antigen-Specific T Cells as a Surrogate Marker for

Treatment Efficacy in Patients with Active Pulmonary Tuberculosis (TB)

AUTHORS: Kelly Dooley**, Samantha Ribeiro®*, Judith Hackman®, Marcus Conde?,
Susan Dorman*, Neio Boechat® (*contributed equally)

AFFILIATIONS: 'Johns Hopkins University, 2Federal University of Rio de Janeiro

ABSTRACT TEXT

Cenario:

The TSPOT-TB test detects IFN-y-producing T-cells that recognize certain
Mycobacterium tuberculosis (MTB) antigens. Performance of this test as a marker of
treatment efficacy in patients with active TB has not been fully evaluated. We
evaluated: (1) the frequency of Mycobacterium tuberculosis antigen-specific CD4 T
cells at 0, 16, and 24 weeks of treatment, comparing patients with positive sputum
cultures for MTB at 8 weeks (Cx+) “versus” patients with negative cultures at 8 weeks
(Cx-); (2) the rate of decline of IFN-gamma-secreting CD4 cells (SFCs) with
treatment; and (3) the frequency of positive tests after 6 months of directly observed
therapy (DOT).

Methods :

This study was nested in a double-blind randomized treatment trial for smear positive
pulmonary TB in Brazil. Subjects received DOT with isoniazid, rifampin, pyrazinamide
and either moxifloxacin or ethambutol. Sputum was cultured at linha de base and at
8 weeks of treatment. The TSPOT-TB assay for was used to enumerate ESAT-6 and
CFP-10 peptide-specific T cells. Student’s t-test, logistic regression, and log-

transformed linear regression techniques were used.



105

Results:

Of 58 patients with pulmonary TB, 45 had a positive TSPOT-TB test, for an overall
sensitivity of 77.6% (95% CI 64.7 to 87.5%). Forty-eight (83%) of patients had
negative sputum cultures after 8 weeks of treatment, while 10 (17%) had positive 8-
week cultures). Cx+ patients tended to be older, were more likely to be in treatment
arm B, and were more likely to be diabetic. The groups did not differ by weight,
gender, or frequency of cavitary disease. Cx+ patients had an average of 61 SFCs
after 24 weeks of treatment, compared with 28 SFCs in the Cx- group (p=0.024).
After adjusting for diabetes status, the Cx+ group was 3.99 times more likely to have
a positive TSpot test at the end of 24 weeks of treatment than the Cx- group, but this
result did not reach statistical significance (p=0.29). After 24 weeks of treatment,
85% of patients still had a positive TSpot test. The rate of decline of SFCs was

approximately 1 SFC per week, with no differences between the two groups (p=0.57).

Conclusions
For pulmonary TB patients, SFC counts were higher at the end of 6 months of
treatment for those with positive sputum cultures at 8 weeks as compared to those

with negative sputum cultures at 8 weeks.
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Abstract

Background: Immune responses to Mycobacterium tuberculosis antigens could serve as surrogate
markers of treatment response.

Methods: Using the T-SPOT.TB assay and frozen peripheral blood mononuclear cells, we
enumerated ESAT-6- and CFP-10-specific IFN-y-producing T cells over time in pulmonary TB
patients receiving directly observed treatment. T cell responses (measured as "spot forming cells"
or "SFCs") were assessed prior to treatment and at |16 and 24 weeks of treatment.

Results: 58 patients were evaluated, of whom 57 were HIV seronegative. Mean (SD) ESAT-6, CFP-
10, and summed RDI specific SFCs declined from 42.7 (72.7), 41.2 (66.4), and 83.8 (105.7) at
baseline to 23.3 (39.4, p = 0.01), 23.2 (29.4, p = 0.18), and 46.5 (59.5, p = 0.02) at completion of
24 weeks of treatment, respectively. Only 10% of individuals with a baseline reactive test reverted
to negative at treatment week 24. For the group that was culture positive at completion of 8 weeks
of treatment compared to the culture negative group, the incidence rate ratio (IRR) of ESAT-6,
CFP-10, and summed RD | specific SFC counts were, respectively, 2.23 (p = 0.048), I.51 (p = 0.20),
and 1.83 (p = 0.047). Patients with cavitary disease had mean ESAT-6 specific SFC counts that were
higher than those without cavitary disease (IRR 2.08, p = 0.034).

Conclusion: IFN-y-producing RD | -specific T cells, as measured in the T-SPOT.TB assay, may be
directly related to bacterial load in patients undergoing treatment for pulmonary TB. However,
high inter-subject variability in quantitative results coupled with failure of reversion to negative of
qualitative results in most subjects at treatment completion may limit the utility of this assay as a
surrogate marker for treatment efficacy.

Background rational development of diagnostic tests for tuberculosis
Progress in understanding the genome of Mycobacterium  (TB).[1] Early secretory antigenic target-6 (ESAT-6) and
tuberculosis and human host responses has led to the  culture filtrate protein 10 (CFP-10) are secreted antigens
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encoded by region of difference-1 (RD1) of M. tuberculosis.
These antigens elicit IFN-y secretion by peptide-specific T
cells.[1,2] Diagnostic tests have been developed to meas-
ure response T cell responses to these antigens.[3] T-
SPOT.TB (Oxford Immunotec Ltd, Abingdon, Oxon, UK)
is an ex vivo enzyme-linked immunospot (ELISPOT)
assay that uses overlapping peptide panels to stimulate
IFN-y secretion by ESAT-6 and CFP-10-specific T cells.

Among individuals with active TB, the T-SPOT.TB test and
similar ELISPOT tests have reported sensitivities of 83—
97%. [1,4-10] In addition, compared with the tuberculin
skin test, the T-SPOT.TB and similar ELISPOT tests have
been shown to correlate more closely with extent of M.
tuberculosis exposure in contacts of TB patients. [11-13]

However, the role of T-SPOT.TB in monitoring response
to TB treatment is less well-established. A blood test that
correlated well with severity of disease or treatment
response might be useful as a surrogate marker in clinical
trials of new TB treatments, to predict TB treatment failure
and/or relapse, and to monitor treatment response in con-
ditions such as extrapulmonary TB or childhood TB in
which sputum is uninformative or not readily obtainable.
In order to assess the potential utility of T-SPOT.TB for
monitoring treatment efficacy, we evaluated the relation-
ship between frequency of antigen-specific [FNy-secreting
T cells and treatment response in patients with pulmonary
TB receiving directly observed therapy (DOT) in the con-
text of a phase II TB treatment study. We also evaluated
the relationship between SFC counts and markers of TB
disease severity at baseline.

Methods

Setting and design

We performed a longitudinal cohort study of a diagnostic
test, nested in a Phase II, single-center, double-blind TB
treatment trial in Rio de Janeiro, Brazil [14]. The aims of
the treatment trial were to evaluate and compare the anti-
microbial activity of two daily TB treatment regimens
administered during the first 8 weeks of treatment in
patients with pulmonary TB. The control treatment arm
was comprised of isoniazid, rifampin, pyrazinamide, and
ethambutol (HRZE), and the experimental arm was com-
prised of isoniazid, rifampin, pyrazinamide, and moxi-
floxacin (HRZM). All drugs were given by directly
observed therapy (DOT) five days per week. For the treat-
ment trial, the primary endpoint was sputum culture sta-
tus (positive or negative for M. tuberculosis) at completion
of 8 weeks of treatment. All participants in the treatment
trial were eligible for participation in the T-SPOT.TB diag-
nostic study. Blood for the T-SPOT.TB assay was collected
just prior to initiation of TB therapy (week 0, baseline)
and at 16 and 24 weeks of treatment. The treatment and
diagnostic studies were approved by the ethics review

http://www.biomedcentral.com/1471-2334/9/23

boards of the Johns Hopkins University School of Medi-
cine and the Hospital Universitario Clementino Fraga
Filho in Rio de Janeiro, Brazil.

Participants

Subjects were adults with smear positive, culture-con-
firmed pulmonary TB that was susceptible to all of the
treatment drugs. Additional inclusion criteria were docu-
mented HIV status (positive or negative), no history of
prior TB treatment, and Karnofsky performance status
score 70 or greater. Subjects were excluded if they had
only extrapulmonary TB, were being treated with HIV-1
protease inhibitors, were pregnant or breastfeeding, had
AST > 3 times normal, total bilirubin > 2.5 times normal,
creatinine > 2 times normal, hemoglobin < 7.0 g/dL,
potassium < 3.5 mEq/L, or platelet count < 50,000/mm?3.
Upon initiation of the T-SPOT.TB substudy, all subjects
enrolled into the parent treatment trial were co-enrolled
in the TSPOT-TB study until completion of the treatment
trial.

Study evaluations

Enumeration of RD [-specific T cells

Whole venous blood was drawn into 8 ml CPT tubes (Bec-
ton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) at weeks 0, 16, and 24
of TB treatment. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) were isolated by centrifugation, washed twice,
resuspended in Recovery™ cell culture freezing media
(Gibco, Invitrogen Corp., Carlsbad, CA), and frozen in
liquid nitrogen until T-SPOT.TB testing. Just prior to test-
ing, samples were thawed; twice, AIM V medium (Gibco,
Invitrogen) was added and the samples were centrifuged.
The PBMC pellet was resuspended in AIM V medium, and
T-SPOT.TB assays using 8-well strips were performed
according to the manufacturer's instructions.[15] For an
individual study subject, all frozen samples were thawed
and tested at one time, such that the final specimen (the
24 week specimen) was frozen for a minimum of 30 days.
The assay included nil control, ESAT-6-derived peptide
(Panel A), CFP-10-derived peptide (Panel B), and positive
control wells. SFCs were enumerated on-site using a hand-
held magnifying glass. As per the manufacturer's instruc-
tions, for ESAT-6 and for CFP-10, a test was scored as qual-
itatively reactive if either: (1) for nil control of 0-5 SFCs,
the antigen well SFC count minus the nil control SFC
count was > 6; or (2) for nil control of > 5 SFCs, the anti-
gen SFC count was > 2 times the nil control SFC count.
Overall, a T-SPOT.TB test was considered reactive if either
ESAT-6 or CFP-10 was reactive, or considered nonreactive
if both ESAT-6 and CFP-10 were nonreactive. The number
of ESAT-6-specific SFCs was calculated by subtracting the
nil control SFC count from the Panel A SFC count; the
number of CFP-10-specific SFCs was calculated by sub-
tracting the nil control SFC count from the Panel B SFC
count. The resulting ESAT-6 and CFP-10 values were sum-

Page 2 of 9

(page number not for citation purposes)



BMC Infectious Diseases 2009, 9:23

mated to give the total RD1 SFC count. Those wells with
too-numerous-to-count SFCs were assigned a value of 400
which approximates the upper limit of quantification. The
technologist performing the TSPOT-TB assays was not
aware of patients' clinical or microbiological status.

Mycobacterial culture

For each subject, sputa were collected weekly through
week 8, then monthly. Specimens were digested and
decontaminated using the Nalc-NaOH method, and
resuspended in 2.0 mL of phosphate buffer. Two 0.2 ml
portions of resuspended sediment were plated onto
Lowenstein-Jensen medium and incubated at 37 °C for up
to 8 weeks. For positive cultures, species identification was
performed using conventional biochemical methods.

Statistical analyses

To determine whether or not overall SFC counts changed
over time with TB treatment, we compiled T-SPOT.TB
results from baseline, 16 weeks of treatment, and 24
weeks of treatment. To compare SFC counts between
those with positive and negative sputum cultures at treat-
ment week 8 and to compare SFC counts between those
with and without cavitary disease, we performed a longi-
tudinal data analysis. To model the dependency resulting
from repeated measures, and given that SFC counts repre-
sented overdispersed count data, the data were analyzed
using a marginal model with negative binomial approach
with  generalized estimating equation methods
(GEE).[16] We chose an independent correlation struc-
ture with robust standard errors for the GEE models, as
quantitative statistical comparisons of fit showed that this
correlation structure provided the best fit. Negative bino-
mial regression models were used to analyze differences
in SFC counts between groups at treatment week 24. Sign-
rank tests were used to compare SFC counts before and
after treatment. Two-sided alpha levels of 0.05 were used
to determine statistical significance in all analyses. Statis-
tical analyses were performed using STATA statistical soft-
ware (StataCorp, College Station, Texas).

Results

Demographic and clinical characteristics of study
participants

During the T-SPOT.TB study period, 73 individuals were
enrolled in the TB treatment trial. Among these 73 sub-
jects, 11 had no baseline T-SPOT.TB result and 4 had only
a baseline T-SPOT.TB result; these 15 subjects were
excluded from the analysis. The remaining 58 patients
had at least two blood samples collected, including a
baseline sample, and were included in the analysis.

Table 1 shows the baseline characteristics of the study
population. Only one subject was HIV-infected (CD4 426
cellsymm3); ESAT-6 and CFP-10 spot forming counts for

http://www.biomedcentral.com/1471-2334/9/23

Table I: Baseline characteristics of the study population.

Total (n =58)

Characteristic

Mean age in years (SD) 33.4(10.8)
Male (%) 36 (62.1)
Baseline weight in kg (SD) 55.7 (9.1)
Cavitary disease™ (%) 41 (70.7)
Diabetes mellitus (%) 10 (17.2)
Assigned to HRZM treatment arm (%) 31 (544)
HIV-positive (%) I (1.7)t

*cavitary disease on baseline chest radiograph
1 CD4 = 426 cells/mm3

SD, standard deviation

HRZE, combination treatment with
isoniazid+rifampin+pyrazinamide+moxifloxacin.

this patient were 14 and 99 at week 0, 4 and 77 at week
16, and 8 and 63 at week 24, resulting in a qualitatively
reactive test at all time-points. Sensitivity of the T-
SPOT.TB test, as measured by baseline reactivity of frozen
samples, was 72.4% (95% CI 59-83%).

Association between SFC counts and severity of TB disease
at baseline

To determine whether or not SFC counts were higher
among those with more severe TB, we evaluated the asso-
ciation between SFC counts and two markers of disease
severity at baseline - cavitary lung disease and low body
mass index (BMI). For ESAT-6, those with cavitary disease
had, on average, 2.08 times higher SFC counts than those
without cavitary disease (95% confidence interval for the
incidence rate ratio [IRR] 1.06 to 4.10, p = 0.034), but
CFP-10 SFC counts did not differ between the two groups
(p = 0.64). There was no association between baseline
BMI and either ESAT-6 or CFP-10 SFC counts (p = 0.48
and 0.48, respectively).

SFC counts over time during TB treatment

As shown in Figure 1, mean SFC counts declined over 24
weeks for ESAT-6, CFP-10, and summed RD1. Mean (SD)
ESAT-6 SFC declined by 22.2 (62.9) over 24 weeks (p =
0.01 by signrank test), but CFP-10 SFC declined, on aver-
age, by only 8.9 (41.2) over 24 weeks (p = 0.18).

Table 2 shows the percent of study subjects having a reac-
tive qualitative result for ESAT-6, CFP-10, and RD1 at the
three time-points. Using qualitative results, there were no
significant trends over time, and no differences between
percentages of subjects positive by ESAT-6 versus by CFP-
10 at any of the time-points. Of 42 individuals who had a
reactive baseline test, 40 were retested at week 24; of these
40, 4 (10%) had a non-reactive T-SPOT.TB test at week 24.
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Mean ESAT-6, CFP-10, and summed RDI specific spot forming cells at weeks 0 (baseline), 16, and 24 for all
study participants (n = 58). SFC, spot forming cells. Vertical bars represent standard deviations of the means.

SFC counts among patients who were sputum culture
positive versus negative at completion of 8 weeks of TB
treatment

Next, we compared SFC counts between individuals who
remained sputum culture positive at completion of 8
weeks of treatment and individuals who were sputum cul-
ture negative at completion of 8 weeks of treatment. Forty-
eight (82.8%) of 58 individuals were culture negative at 8
weeks, and 10 (17.2%) of 58 remained culture positive.
As shown in Figure 2, individual participant RD1 SFC
response profiles demonstrated large intersubject and
intrasubject variability. Mean SFC counts are shown in
Figure 3. Compared with subjects having negative culture
results, culture positive subjects had higher mean SFC
counts at all time points and for both ESAT-6 and CFP-10.
Mean ESAT-6 SFC count was on average 2.23 times higher
for the group that was culture positive at completion of 8
weeks of treatment than for the group that was culture
negative (IRR 95% CI 1.01 to 4.93, p = 0.048). The mean

CFP-10 SFC count was on average 1.51 times higher for
the culture positive group compared to the culture nega-
tive group, but this difference did not reach statistical sig-
nificance (IRR 95% CI 0.80 to 2.85, p = 0.20). The mean
RD1 SFC count was on average 1.83 times higher for the
culture positive group compared to the culture negative
group (IRR 95% CI 1.01 to 3.33, p = 0.047); the rate of
decline did not differ between the two groups (p = 0.54).
At completion of 24 weeks of therapy, the culture positive
group had ESAT-6 and CFP-10 counts that were 2.27 (IRR
95% CI1 0.82 to 6.31) and 2.36 (IRR 95% CI 0.92 to 6.04)
times higher than the culture negative group, but neither
of these differences reached statistical significance.

Using qualitative results (Table 2), compared with culture
negative subjects, slightly higher percentages of culture
positive subjects had ESAT-6 or CFP-10 results classified
as reactive at weeks 0, 16, and 24, but differences were not
statistically significant.
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Table 2: Qualitative T-SPOT. TB results: % of subjects having a
reactive test, stratified by stimulatory antigen and by culture
results at completion of 8 weeks of TB treatment

Week 0 Week |6 Week24

ESAT-6

All subjects 56.9 58.9 53.7

Culture positive 60.0 77.8 60.0

Culture negative 56.3 553 523
CFP-10

All subjects 55.2 58.9 59.3

Culture positive 60.0 77.8 60.0

Culture negative 54.2 553 59.1
RDI

All subjects 724 78.6 75.9

Culture positive 70.0 88.9 70.0

Culture negative 729 76.6 773

Discussion

There has been considerable debate about the immune
response to M. tuberculosis and correlates of bacterial con-
tainment in the human host. It has been postulated that
active TB infection is immunosuppressive and that treat-
ment of TB would lead to improved immune function and
an increase in antigen-specific IFN-y production by T
cells.[17] Our data support an alternate hypothesis that
treatment leads to decreased antigen burden and, in turn,
diminished frequency of circulating antigen-specific T
cells. In this regard, our findings are consistent with those
of several prior studies using precommercial RD1-based
interferon gamma release ELISPOT assays. [1,4,18,19]
Specifically, Pathan et al. used an RD1-specific ELISPOT
assay to evaluate kinetics of T cell responses in 12 active
TB patients undergoing treatment.[1] They observed an
average 38% decrease in SFCs over a mean follow-up
period of 18.6 weeks. Aiken et al. showed that 55% of
treated pulmonary TB patients had negative ESAT-6/CFP-
10 ELISPOT tests one year after treatment initiation.[19]
Some studies using precommercial assays, however, have
demonstrated persistently high or positive RD1-specific
ELISPOT test results even after treatment; multiple techni-
cal or environmental factors may affect assay performance
characteristics.[20,21] One study using the commercially-
available T-SPOT.TB comparing patients early in their TB
treatment to patients late in their TB treatment showed
significantly higher positive T-SPOT.TB proportions in the
early-treatment group (83% vs. 17%).[22]

Our findings add strength to the hypothesis that SFC
counts directly reflect bacillary burden and, importantly,
used the commercially available T-SPOT.TB assay. Mean
ESAT-6 and summed RD1 SFC counts were statistically
significantly higher in the group with positive sputum cul-
tures at week 8 compared with the group having negative

http://www.biomedcentral.com/1471-2334/9/23

sputum cultures at week 8. These differences were appar-
ent at baseline (time 0), and overall rates of decline in
RD1 SFC counts did not differ between groups. These data
suggest that higher SFC counts in those with positive spu-
tum culture results at week 8 resulted from higher pre-
treatment bacillary burdens of M. tuberculosis rather than
from a slower decline in SFC counts during treatment. In
addition, there was an association between ESAT-6 SFC
count and presence of lung cavitation — a manifestation of
TB disease usually characterized by high bacillary burden.

Additional studies of M. tuberculosis exposure, progression
from latent to active TB, and treatment of latent TB also
support the hypothesis that quantitative ELISPOT readout
reflects mycobacterial burden. Specifically, Hill et al.
found that, in individuals with positive ELISPOT
responses to ESAT-6 and CFP-10, quantitative ELISPOT
responses to PPD reflected the infectious load of M. tuber-
culosis as a result of recent exposure.[23] Richeldi et al.
reported a newborn child exposed to TB - ELISPOT results
turned positive at age 6 months, and were approximately
10-fold higher at age 24 months when the child devel-
oped overt TB disease.[24] In another case report, a rising
ELISPOT count heralded progression to active TB in a
patient with known latent TB.[25] With respect to treat-
ment of latent TB, Ewer et al. used an RD1-specific ELIS-
POT assay to evaluate kinetics of T cell responses in
individuals presumably recently infected with M. tubercu-
losis in the context of a point-source school-associated TB
outbreak.[26] Tuberculin skin test-positive students
treated with a three-month course of isoniazid and
rifampin had an average 68% decline per year in frequen-
cies of RD1 specific SFCs, but no change in frequencies of
these cells was observed in untreated individuals. Chee et
al. recently demonstrated that among individuals under-
going treatment for latent TB infection, treatment had a
significant effect on response to CFP-10 but not on
response to ESAT-6 as measured by the T-SPOT.TB
assay.[27]

While our results and those of others indicate that immu-
nologic responsiveness as measured by RD1-based inter-
feron gamma release ELISPOT assays is dynamic during
the course of M. tuberculosis disease and its treatment, our
results indicate that the test's utility in evaluating or pre-
dicting treatment response in individual patients appears
poor. Our results do not support this test's use as an early
surrogate marker for treatment response in clinical trials.
While overall SFC counts declined over the course of treat-
ment, individual patient response profiles (mapping SFC
counts over time) were highly variable in our study. Fur-
thermore, the proportion of patients with positive quali-
tative test results was not different between groups and
did not decline over time during treatment. Further stud-
ies evaluating this test in subgroups, such as HIV-seropos-

Page 5 of 9

(page number not for citation purposes)



BMC Infectious Diseases 2009, 9:23 http://www.biomedcentral.com/1471-2334/9/23

>

600
1

400
1

# SFC

200
1

o | BE=

# SFC
300 400 500

200
1

100
1

bepe
3

0 5 10 15 20 25

Week

Figure 2

Individual patient RD | spot forming cell response profiles over 24 weeks of TB treatment for individuals hav-
ing a negative sputum culture for M. tuberculosis at completion of 8 weeks of TB treatment (PANEL A, n = 48),
and for individuals having a positive sputum culture at completion of 8 weeks of TB treatment (PANEL B, n =
10). SFC, spot forming cells.
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Mean ESAT-6, CFP-10, and summed RD| specific spot forming cells at weeks 0 (baseline), 16, and 24 for indi-
viduals having a positive sputum culture for M. tuberculosis at completion of 8 weeks of TB treatment (SOLID
BARS, n = 10), and for individuals having a negative sputum culture at completion of 8 weeks of TB treatment
(HATCHED BARS, n = 48). SFC, spot forming cells. Vertical bars represent standard deviations of the means.

itive patients or patients with solely extrapulmonary
disease, may help determine the utility of this test in these
special populations. The utility of an RD1-based inter-
feron gamma release ELISPOT assay in combination with
other immunologic tests to evaluate treatment response
also remains to be studied.

Our study has important limitations. First, we used frozen
cells for cost reasons. Freeze-thaw processes may have
diminished T cell reactivity, and this could account for the
lower-than-expected baseline sensitivity of the T-SPOT.TB
assay. We cannot exclude the possibility that frozen sam-
ples that were stored longest before testing (i.e., baseline
samples) could have been most affected by storage and
might have given spuriously low results; this could have
diminished our ability to detect a decrease in assay
responses with treatment. The effects of prolonged freez-
ing could be studied by dividing samples into two aliq-
uots, with one aliquot tested immediately and the other
frozen for later testing. Second, we compared T-SPOT.TB

to a surrogate marker-sputum culture status at comple-
tion of eight weeks of treatment-and not to the accepted
gold standard of durable TB cure without relapse after
treatment. This was done for efficiency and convenience
in our study but highlights the need and provides ration-
ale for additional studies of T-SPOT.TB responses during
long-term follow-up after completion of TB treatment. In
our study, only 10% of subjects with a reactive T-SPOT.TB
test at baseline had a nonreactive test at completion of 24
weeks of treatment. Aiken et al. showed that 55% of
treated pulmonary TB patients had negative ESAT-6/CFP-
10 ELISPOT tests one year after treatment initiation.[18] It
remains to be seen whether, after successful TB treatment,
SFC counts return to zero in a substantial majority of
patients at time points beyond one year. If this were the
case, the test might have utility in predicting or diagnosing
relapsed or recurrent TB disease. In our study, there were
no subjects with recognized TB treatment failure, and
therefore we were not able to evaluate T-SPOT.TB
responses in this important clinical scenario. We were also
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unable to assess the kinetics of T cell responses early in
treatment, as funding limitations precluded the perform-
ance of an 8-week TSPOT-TB test. Of note, current manu-
facturer instructions in the U.S. FDA-approved T-SPOT.TB
assay classify those with spot counts of 5, 6, or 7 as bor-
derline and recommend retesting. Retesting was not done
for three individuals in our study who had spot counts of
5 at baseline, as manufacturer instructions at the time of
our study classified them as negative. Using the current
classification system, two of the three had positive results
upon completion of treatment while one had a negative
result, resulting in no substantive change in our overall
results or conclusions.

On the other hand, our study has several strengths. First,
the lab study was undertaken in a setting in which TB
treatment (under direct observation), sputum monitor-
ing, and subject follow-up were standardized and rigor-
ous. In addition, the T-SPOT.TB laboratory technologist
was not aware of patient status, thereby reducing potential
bias. Finally, for each study subject, all T-SPOT.TB speci-
mens were thawed and tested at the same time, thereby
reducing the impact of potential unrecognized time-
related differences in study procedures.

Conclusion

In conclusion, the correlation between ESAT-6 SFC counts
and cavitation on baseline chest radiograph, the decline
in SFC counts during treatment, and the observed differ-
ences in SFC counts between the group having positive 8-
week cultures versus the group having negative 8-week
cultures indicate that IFN-y-producing RD1-specific T
cells, as measured by the T-SPOT.TB assay, may be directly
related to bacterial load in individuals undergoing treat-
ment for pulmonary TB. However, high inter-patient var-
iability in quantitative results as well as lack of reversion
to negative of qualitative results in patients at the time of
treatment completion, may limit the utility of this test as
an early surrogate marker for treatment response. Longitu-
dinal studies with long-term patient follow-up are war-
ranted in order to determine the utility of the T-SPOT.TB
test for detecting relapse after TB treatment.
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The challenge of pediatric tuberculosis
in face of new diagnostic techniques
O desafio da tuberculose na faixa etaria pediatrica frente a novas técnicas diagndsticas

Flavio R. Sztajnbok!, Neio L. Boechat?, Denise C. N. Sztajnbok3,
Samantha Brum Ribeiro#, Sheila K. F. Oliveira5, Clemax C. Sant’Anna®

Resumo Abstract

Objetivo: Apresentar uma revisdo atualizada sobre os novos métodos Objectives: To present an updated review concerning new assays for
para o diagnoéstico da tuberculose baseados na producgdo in vitro de diagnosing tuberculosis based on in vitro interferon-gamma production
interferon-gama (IFN-Y) por células T dos pacientes sob investigac&o, by host T cells, and compare them with tuberculin skin test.
comparando-os com a tradicional prova tuberculinica. Sources: A literature review was carried out based on Medline

Fontes dos dados: Revisdo de literatura utilizando os bancos de and LILACS databases (2000-2008) searching for the following
dados MEDLINE e LILACS (2000-2008) utilizando as palavras-chave keywords: tuberculosis, interferon-gamma, quantiFERON, ELISPOT
tuberculose, interferon-gama, quantiFERON, ELISPOT e T-SPOT.TB. and T-SPOT.TB.

Sintese dos dados: Esses novos testes mostraram-se, de um modo Summary of the findings: These new assays proved to have, in
geral, tdo ou mais sensiveis e especificos que a prova tuberculinica, tanto general, equal or superior sensitivity and specificity than the tuberculin
em adultos como em criangas e imunossuprimidos, para o diagndstico skin test not only in adults but also in children and immunosuppressed
da infecgdo latente e da doenga ativa, apresentando vantagens como a patients for the diagnosis of both latent tuberculosis infection or active
menor interferéncia da vacinagdo prévia pelo BCG, menor influéncia de disease, with some advantages such as less cross-reactivity as a result of
estados anérgicos e melhor acurdcia em criangas menores. Nos Estados previous BCG vaccination, less influence of anergy and better accuracy in
Unidos, ja estdo sendo utilizados em substituicdo a prova tuberculinica, small children. In the United States, these assays have been used instead
e apesar dos custos ainda elevados, a Organizagdo Mundial de Saude of the tuberculin skin test and, although still very expensive, the World
vai priorizar a sua viabilidade econdmica. Health Organization will be making its economic viability a priority.

Conclusdes: Sempre levando em conta a importancia da histéria Conclusions: Always having in mind the importance of clinical and
clinica e epidemioldgica, os novos testes baseados na produgéo de IFN-Y epidemiological histories, these new assays based on interferon-gamma
apresentam resultados promissores e deverdo ser considerados na release present promising results and should be considered in tuberculosis
investigagdo de tuberculose em qualquer paciente, mas especialmente investigation procedures for all patients, however with a special concern
nos grupos de risco, como as criangas e 0s imunossuprimidos. in the risk groups (i.e., children and immunosuppressed patients).

JPediatr (RioJ). 2009,;85(3):183-193: Tuberculose, interferon-gama, J Pediatr (Rio J). 2009,;85(3):183-193: Tuberculosis, interferon-
quantiFERON, ELISPQOT, criangas, imunossupressao. gamma, quantiFERON, ELISPOT, children, immunosuppression.
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Introducgao

A tuberculose (TB) continua sendo um desafio de sau-
de publica. Em paises em desenvolvimento, as condigbes
sanitarias e socioecon6micas facilitam e predispdem a sua
disseminagdo e, em paises desenvolvidos, o ressurgimento
da doenga coincide com os grandes fluxos migratorios e com
o surgimento da epidemia da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), além do problema da TB multirresistente.
Estima-se que um tergo da populagao mundial esteja infecta-
da pelo Mycobacterium tuberculosis e que, em sua maioria,
tal infecgdo fique latente em individuos com seu sistema
imunoldgico competentel.2, A TB latente pode persistir por
muitos anos, com risco de evolugdo para doenga ativa em
cerca de 10% na populagdo geral. ATB representa importante
causa de morbimortalidade, principalmente em pacientes
imunossuprimidos, e ainda é considerada a maior causa de
Obitos por doenca infecciosa em adultos3:4.

Enfermidades que cursam com imunossupressdo como a
AIDS, doencgas difusas do tecido conjuntivo, doengas mielo-
proliferativas, neoplasias, diabetes e outras condigdes (des-
nutricdo, idade avangada), assim como o uso de medicagdes
imunossupressoras, podem levar a uma resposta imunolégica
menos efetiva contra a TB. Haverd, entdo, menor produgdo
de citocinas, como o interferon-gama (IFN-y) e o fator de
necrose tumoral (TNF-a), que tém importante papel na
resposta imunoldgica contra o Mycobacterium tuberculosis>-2
e possivel auséncia de resposta a prova tuberculinica (PT),
dificultando o diagndstico da enfermidade. Nos pacientes
imunossuprimidos, a PT pode apresentar sensibilidade mais
baixa quando comparada a pacientes com sistema imunoldgico
integro, dificultando e postergando o diagndstico de TB10:11,
Como ndo ha um teste confirmatério para o diagndstico da
TB latente ou da doenga ativa sem cultura positiva, a PT
ainda é considerada a ferramenta mais adequada. Embora
apresente varias limitagdes, o verdadeiro padrdo-ouro para
diagndstico dainfeccdo seria a comprovacado da evolugdo para
doenca, so possivel em estudos longitudinais. O encontro de
culturas positivas para o Mycobacterium tuberculosis seria o
padrdo-ouro para o diagndstico da doenca em atividade2:13,
Em relagdo a infecgdo latente, ndo ha como prever que pa-
cientes evoluirdo para a doenca em atividade.

Na faixa etaria pediatrica, principalmente em criangas
menores de 3 anos, a TB é frequentemente mais grave do que
em adultos e, comparativamente, ocorre maior porcentagem
de acometimento extrapulmonar e formas disseminadas.
Amostras de material para cultura em criangas sdo frequen-
temente dificeis de serem obtidas, e os resultados muitas
vezes sdo negativos. Ha dificuldade para o diagndstico de
certeza, levando a casos ndo diagnosticados ou diagnosticados
erroneamente. A PT parece apresentar baixa sensibilidade na
faixa etaria pediatrica, e sua negatividade ndo exclui a doenga
ativa. A crianga pode evoluir para a doenga ativa pouco tempo
depois da infeccdo latente e, por isso, o diagnostico precoce
é crucial para a adogdo de medidas preventivasi4.

O diagnostico precoce e preciso da TB representa, por
si s6, um passo importante, enquanto uma nova vacina que
previna realmente a doenga ndo estiver disponivel. Varias
novas técnicas diagnodsticas bacterioldgicas e moleculares
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tém sido estudadas, como técnicas de PCR (polymerase chain
reaction) mais sensiveis, testes para detecgdo microscépica e
susceptibilidade a drogas (Microscopic Observation for Dete-
cion and Susceptibility, MODS) e novos meios de cultura, todos
com informagdes escassas na area pediatrica. Recentemente,
testes in vitro utilizando sangue total foram desenvolvidos
no intuito de auxiliar o diagnéstico da TB latente, mostran-
do-se bastante promissores em pesquisas que envolvem a
infecgdo tuberculosa latente e sua epidemiologia, assim como
na doenga atival3.14, Tais testes baseiam-se na producgdo de
IFN-y por células T do hospedeiro expostas in vitro a anti-
genos mais especificos para o Mycobacterium tuberculosis
que o antigeno derivado proteico purificado (purified protein
derivative - PPD) da PT. Sdo disponiveis comercialmente o
QuantiFERON-TB Gold® (Cellestis LTD, Carnegie, Victoria,
Australia) e o T-SPOT.TB® (Oxford Immunotec, Oxford, Reino
Unido). O QuantiFERON-TB Gold esta disponivel em forma
de placa, ja aprovado pelo FDA (Food and Drug Administra-
tion), ou tubo, ainda ndo aprovado, e avalia a quantidade
de IFN-y produzida pelas células T do paciente em contato
com antigenos especificos pela técnica ELISA (enzyme linked
immunoabsorbent assay). O T-SPOT.TB, também conhecido
como ELISPOT (enzyme linked immunospot assay), conta o
nimero de células T produtoras de IFN-y quando também
sensibilizadas com antigenos especificos, ja tendo sido
aprovado para uso pelas entidades reguladoras europeias,
bem como pelo FDA11,15-17 Esses testes apresentam boas
sensibilidade e especificidade para o diagndstico de TB com
vantagens sobre a PT, principalmente nos pacientes com
algum grau de imunossupressaol8-21,

O diagnostico e o tratamento precoces da infecgdo tuber-
culosa, evitando sua evolugdo para a doenga, sao desafios a
serem conquistados para o controle mundial da TB22. Novos
métodos diagndsticos serdo bem-vindos, especialmente
qguando direcionados a facilitar o diagndstico de TB em grupos
especiais, como criangas e pacientes imunossuprimidos. Para
o ano de 2015, a OMS espera ter reduzido a prevaléncia e
a taxa de mortalidade da doenga para menos de 50% dos
valores encontrados em 199023,

Epidemiologia da tuberculose no Brasil e no mundo

A TB humana é causada por micobactérias pertencen-
tes ao chamado complexo Mycobacterium tuberculosis que
inclui Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum e
Mycobacterium tuberculosis. A TB latente ou TB infecgdo
pode ser definida como uma sindrome clinica causada pela
exposicao ao Mycobacterium tuberculosis seguida de infeccao
evidenciada pela presenca de PT positiva, mas com auséncia
de sinais e sintomas clinicos e radioldgicos de atividade de
doenca, ja que existe uma resposta imunoldgica eficaz para
controlar o crescimento da micobactéria. O bacilo permane-
ce em estado quiescente no tecido afetado, ha redugdo do
metabolismo bacteriano mas nem sempre ha erradicagdo do
Mycobacterium tuberculosis?*. A evolugdo da infecgdo para
doenca ativa parece estar relacionada a alguns fatores de
risco como idade (pessoas idosas e criangas) e pacientes com
doengas ou condigGes imunossupressoras (coinfecgdo pelo
HIV, doengas autoimunes, desnutrigdo, neoplasia, diabetes,
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insuficiéncia renal cronica, dentre outras) ou, ainda, uso de
medicagdes que interfiram na imunidade?5-28, Na maioria
dos casos, a infeccdo fica latente e o individuo se torna um
reservatorio para futuros casos, criando um grande problema
epidemioldgico?®. Nos EUA, estima-se que haja atualmente
entre 9 e 14 milhdes de individuos com infecgdo latente30. No
mundo, estima-se que cerca de 2 bilhGes de pessoas este-
jam infectadas e, dessas, cerca de 8 milhGes desenvolverao
a doenca e 2 milhdes de pessoas morrerdo anualmente,
sendo que cerca de 100.000 6bitos ocorrerdo na faixa etaria
pediatrica. Cerca de 95% dos casos novos e 98% de mortes
ocorrem em paises em desenvolvimento, onde o acesso ao
sistema de salde é mais precario e a infecgdo pelo HIV é
mais frequente#24:31,

Cerca de 50% dos casos de TB registrados nas Américas
encontram-se no Brasil e no Peru. O Brasil ocupa o 15° lugar
entre os 22 paises responsaveis por 80% do total de casos
de TB no mundo. Segundo dados do Sistema de Informacao
de Agravos de Notificagdo (Sinan/Ministério da Saude), ha
a notificagdo de cerca de 85.000 casos novos anualmente
(coeficiente deincidénciade 47/100.000 habitantes), e houve
uma média de 6.000 6bitos por ano no periodo entre 1980 e
2002. Em 2001, o Brasil apresentava uma taxa de mortalidade
por TB de 3,07/100.000 habitantes. A média do coeficiente
de incidéncia da doenga em nosso pais, entre os anos 1990
e 2001, foi de 48 casos novos por 100.000 habitantes, ha-
vendo 10 estados com taxas acima da média brasileira. O
coeficiente de incidéncia por 100.000 habitantes em 2001 foi
maior no grupo etario de 20 a 39 anos, onde alcangou 98,8,
mas, na faixa etdaria pediatrica, principalmente nos adoles-
centes, que podem ter um comportamento epidemioldgico
semelhante aos adultos, este coeficiente ndo foi baixo (9,7
no grupo etario 0-4 anos; 5,3 no grupo 5-9 anos; 21,8 no
grupo 10-19 anos). Ainda segundo dados do Sinan, no ano
2000, 4,2% dos casos notificados de TB ocorreram em idade
inferior a 15 anos e 6,8% entre 15 e 19 anos, ou seja, 11%
dos casos notificados ocorreram em criangas e adolescentes.
No ano de 2005, esses dados foram respectivamente 3,7 e
6%, ou seja, 9,7% dos casos notificados de TB ocorreram na
faixa etaria pediatrica. Tais dados enfatizam a importéncia
da doenca no Brasil em termos de morbimortalidade e re-
forcam a necessidade do diagndstico e tratamento corretos
e precoces*32,

Imunologia e patogénese

O controle imunoldgico da TB inicia-se pela imunidade
inata, através de barreiras fisicas e pela agcdo dos macrofagos
e células dendriticas. Esses determinam uma resposta celular
amicobactéria predominantemente tipo Thl com aumentoda
populagdo CD4+ (que induz a produgdo de IFN-y) e CD8+,
que funciona plenamente apds 2 a 6 semanas de infeccdo?4.
De modo geral, ha diferencas importantes entre adultos
e criangas quanto a imunopatogenia da TB. Em criancas,
verifica-se deficiéncia funcional de macréfagos e células
dendriticas e um predominio da resposta celular tipo Th2,
com falta de células CD8+ e com a producdo de interleucinas
4 e 5 pelas células CD4+33:34, Isso pode ser uma explicagdo
para o fato de que formas disseminadas e meningeas de
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TB sejam proporcionalmente mais frequentes em criangas
abaixo de 1 ano de idade (20% contra menos de 1% em
criangas mais velhas e adultos)35. Criangas muito jovens estao
mais sujeitas ao desenvolvimento de TB doenca, devido a
imaturidade do sistema imunoldgico (inato e adaptativo) e
pelo tempo prolongado de contato com possiveis cuidadores
baciliferos. O aumento da susceptibilidade a TB nas criangas
parece estar ligado a fatores como a diminuigdo da funcdo dos
macrofagos e da producdo de algumas citocinas pelos mesmos
(IL-10, TGF-B, TNF-a.) e a diminuigdo da fungdo de células
dendriticas e da resposta celular CD4+34, Linfocitos maternos
normalmente ndo cruzam a placenta e estdo presentes em
pouca quantidade no leite materno. Os recém-nascidos e
lactentes dependem de sua prépria imunidade celular, que
tende a amadurecer nos anos seguintes, para agir contra
patdégenos intracelulares, como no caso da TB14:36,

A transmissdo do Mycobacterium tuberculosis é fun-
damentalmente pela via inalatdria. As primeiras barreiras
fisicas e anat6micas sdo a tosse e o transporte muco-ciliar,
que reduzem a chegada dos bacilos aos alvéolos terminais. Ai
chegando, a micobactéria encontrara mecanismos inatos adi-
cionais de defesa do aparelho respiratério, como defensinas,
colectinas, lectinas e complemento, que tém varias funges,
como ativar a via do complemento, estimular a produgdo de
citocinas e quemogquinas, permeabilizar e danificar a mem-
brana dos germes e aglutinar ou opsonizar bactérias. Caso a
micobactéria consiga ultrapassar essas barreiras, vai infectar
primariamente os macréfagos e, entdo, ativa-los.

Os macrdéfagos ativados véao inibir o crescimento intra-
celular das micobactérias por mecanismos ainda ndo bem
esclarecidos. Provavelmente ocorre apoptose de macrofagos
infectados e producao de citocinas, como o fator de necrose
tumoral (TNF-a) e as interleucinas (IL) 12 e 18, que, de
alguma forma, impedem a disseminagdo da bactéria24.37,38,
O TNF-o. também é secretado por células T e as interleucinas
12 e 18 pelas células dendriticas. A micobactéria apresenta,
no entanto, mecanismos de defesa: inibicdo da maturagdo
do compartimento endossomal do macroéfago infectado3?;
estimulo a producdo, pelos macréfagos infectados, de cito-
cinas como o transforming growth factor-beta (TGF-3), que
diminui a resposta imunoldgica (inativagdo de macréfagos,
supressdo da resposta celular a micobactéria), estimula o
crescimento intracelular da bactéria e inibe a producdo de
TNF-o e IL-12 induzida pela micobactéria*041, Além disso,
macrofagos infectados produzem IL-10, potente citocina
anti-inflamatdria que diminui a resposta celular, em parte
por diminuir a producgdo de IL-1242, A IL-10 pode converter
as células dendriticas em células macréfago-like, que tém a
capacidade de inibir o crescimento intracelular da micobac-
téria, mas pouca capacidade de apresentar antigeno43. Outra
fungdo da IL-10 é inibir a proliferacdo de células T CD4+
estimuladas pelo Mycobacterium tuberculosis, e a produgao
de IFN-y pelas mesmas?#%. Em suma, as citocinas TNF e IL-12
promovem o controle imunoldgico da infecgdo, enquanto a
IL-10 e o TGF-f inibem (downregulation) a resposta inata
e adquirida na TB.

As células dendriticas também tém importante papel na
imunopatogénese da TB e parecem ser um meio de comu-
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nicacao importante entre as imunidades inata e adquirida,
uma vez que também tém a fungdo de célula apresentadora
de antigeno. Sua ativacdo, inicialmente, determina maior
eficiéncia na fagocitose e macropinocitose na periferia,
processamento do antigeno e exposicdo na sua superficie,
culminado na ativagao potente da resposta celular dirigida
a micobactéria. Apds essas etapas, ha migracao para os
linfonodos, onde as células dendriticas perdem a capacidade
fagocitaria, mas tornam-se potentes células apresentadoras
de antigeno capazes de estimular aimunidade celular prolon-
gadamente34. As células dendriticas localizadas no epitélio do
aparelho respiratorio e nas regides interseptais dos pulmoes
sdo essenciais na manutengdo da homeostase imunoldgica
local. Ai existe a necessidade de manutencdo de um status
ndo-inflamatoério, apesar da constante chegada de antigenos
novos nesse local. As células dendriticas podem predispor a
uma resposta celular Thl ou Th2 pela secregao de IL-12 ou
IL-10, respectivamente. Fisiologicamente, sdo responsaveis
pelo predominio da resposta Th2 nos pulmdes, constante-
mente alvos de novos antigenos3444, Uma vez infectadas pela
micobactéria, as células dendriticas produzem principalmente
IL-12 e TNF-a,, ambos muito importantes no controle da
resposta imunoldgica na TB42. Assim, criangas muito jovens
apresentam fungdo de células dendriticas diminuida em
relacdo a adultos, propiciando menor estimulo a resposta
imunoldgica celular e a maior susceptibilidade a TB*>.

E controverso o papel da imunidade humoral na respos-
ta imunoldgica na TB, embora criangas e adultos com TB
usualmente apresentem hipergamaglobulinemia34. Alguns
estudos mostram que anticorpos especificos ndo proporcionam
protecdo adequada?t. Outros mostram que células B podem
aumentar a protegdo contra a micobactéria independentemen-
te da producdo de anticorpos, ou seja, tais células poderiam
funcionar como apresentadoras de antigeno?’. Essa protecdao
poderia ser ratificada pela observagao de que existe relagao
entre niveis mais altos de anticorpos com melhor progndsti-
co*8, porém Sant’Anna et al.4° encontraram, em nosso meio,
valores mais elevados de anticorpos correlacionando-se com
maior gravidade da doenga. Criangas com TB, no entanto,
tendem a apresentar titulos menores que os adultos. Tais titu-
los tendem a aumentar proporcionalmente a idade e duragao
da doenga, refletindo a maturagdo do sistema imunoldgico
e a exposigdo prolongada a micobactériaso.51,

O TNF-o. tem papel importante na resposta imunoldgica
ao Mycobacterium tuberculosis e naimunopatologia da doen-
cas. Trata-se de uma citocina pré-inflamatoria produzida por
macrofagos ativados em resposta a varios estimulos, como
lipopolissacarideos e infecgdes virais e bacterianas®2. O TNF-a.
também pode ser expresso por células T ativadas, células B,
células NK (natural killer) e algumas células tumorais. Pode
existir sob duas formas: sollvel e transmembrana. Suas
principais agbes sdo: atividades antitumoral e viral; mediagao
do choque e caquexia; e estimulo a apoptose, principalmente
de macréfagos ndo mais eficientes, privando a micobac-
téria de um local de multiplicagdo8. O TNF, nas infeccGes
micobacterianas em modelos animais, parece aumentar a
capacidade dos macréfagos em fagocitar e matar os agentes
agressores, além de induzir a formagdo do granuloma, que
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limita a disseminacgdo da micobactéria, gerando uma respos-
ta imunoldgica eficaz853:54, Assim, principalmente o TNF-o
solivel tem importante papel na coordenagdo e contencao
da infeccdo micobacteriana, especialmente a nivel pulmonar,
ja que o granuloma controla o crescimento e disseminagao
da micobactéria, limitando o dano tecidual®. O TNF-o pa-
rece também aumentar a apoptose dos neutroéfilos locais e
diminuir o dano tecidual inflamatério. Por inferéncia, o uso
de agentes antiTNF-o resultara no acimulo dessas células,
em inflamagdo persistente e dano mais grave>>. A apoptose
de macrdéfagos infectados pela micobactéria, mediada pela
acdo do TNF-a., é uma caracteristica da resposta normal de
formacgdo do granuloma na TB56:57, Por outro lado, o excesso
de TNF-a parece estar associado a reagdes necrotizantes
caseosas. Clinicamente, causa inflamagdo sistémica, suores
noturnos e caquexia, condizente com sua denominacao prévia,
caquexina8. Assim, o uso de medicacdes que interfiram com o
TNF-o. poderia aumentar a incidéncia de infecgdes nas quais
a formacao de granulomas tenha importante papel na sua
patogenia, como a TB e micoses profundass:58:59,

A tuberculose em criancas e em individuos
imunossuprimidos

Para a investigagdo diagnostica da TB latente ou doenga
ativa, utilizam-se dados epidemioldgicos, histéria, exame
fisico e exames complementares. Criangas e adolescentes
representam um desafio maior, pois apresentam sinais e sin-
tomas da TB mais inespecificos, culturas para micobactérias
mais frequentemente negativas e maior risco de evolugao
de infeccdo para doenca em relagdo aos adultos33:34, A TB
nessa faixa etaria é considerada um evento sentinela, refle-
tindo infeccdo recente de alguma fonte comunitaria, ja que
criangas raramente sao fontes primarias de infeccdo. Caso a
crianca ndo desenvolva a doenga, poderd, no futuro, passar
de infeccdo latente para doenca33. A infeccdo latente pode
persistir por muitos anos com risco de evolugdo para doenga
de cerca de 10% na populacdo geral®. Na faixa etaria pedi-
atrica, pode chegar a 43% em criangas menores de 1 ano
de idade, 24% naquelas com idade entre 1 e 5 anos e 15%
nos adolescentes, quando ndo tratados nos 2 primeiros anos
apods a infecgdao35:60, Um dos principais fatores associados a
ndo-evolugdo para a doenga parece ser a produgao do IFN-y
pelas células T do hospedeiro, que se encontra diminuida nas
criancas menorest1-64,

Certas condigdes e enfermidades que cursam com
imunossupressao e uso de medicagdes imunossupressoras
podem levar a resposta imunoldgica pouco efetiva e, com
isso, predispor ao maior risco de infeccGes oportunisticas e
ndo-oportunisticas25-27.59,65-69, O desenvolvimento da TB na
populagdo imunossuprimida envolve varias consideragoes:
formas atipicas dificultando o diagndstico, necessidade de
tratamentos mais prolongados, possibilidade de interagao me-
dicamentosa do tratamento da TB com a terapia da doenga de
base, efeitos adversos da terapia antituberculosa associados
a doenca de base e, ainda, a possibilidade de transmisséo
da infeccdo para outros pacientes imunossuprimidos que
frequentam o mesmo servigo de saude. Considera-se que
uma dose de prednisona superior a 15 mg/dia por periodo
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superior a 2-4 semanas ja determina risco aumentado para
o desenvolvimento de TB%9.70, A identificagdo dos portado-
res de infeccdo nesse contexto pode ser dificil pelo fato de
tais pacientes serem assintomaticos e pelas limitacdes dos
métodos diagnoésticos disponiveis.

O teste ideal para diagndstico de TB latente deveria ter
altas sensibilidade e especificidade, independentemente de
histéria prévia de vacinagdo com BCG e infecgdo por outras
micobactérias. A PT, que vem sendo por quase um século
o método utilizado como padrdo-ouro na identificagdo des-
ses pacientes, € um teste in vivo que avalia a reacgdo de
hipersensibilidade cutanea tardia, utilizando um PPD como
antigeno. O PPD consiste em uma mistura heterogénea de
proteinas, o que dificulta a diferenciacdo entre infeccdo por
Mycobacterium tuberculosis e outras micobactérias34:68, A
PT apresenta varias limitagdes: necessidade de compare-
cimento ao servigo de salde duas vezes; presenca de re-
sultados falso-positivos associados a vacinagdo prévia com
BCG (diminuicdo da especificidade), a ocorréncia de efeito
booster (a repetigdo da PT pode levar a reacdo anamnéstica,
com recrutamento de hipersensibilidade ja pré-existente)
ou, ainda, pelo contato prévio com outras micobactérias;
presenca de resultados falso-negativos (doentes graves,
inclusive TB doenca, e imunossuprimidos®:12:55); e erros de
realizacdo e interpretacdo do testel’.68.71-74 A PT teria um
bom valor preditivo na evolugao da infeccdo para doenga
ativa, mas em populagGes com baixa incidéncia de TB parece
ter valor preditivo menor que 50%°59:75.76, Em paises onde a
incidéncia de TB é alta, a vacinagdo com BCG ao nascimento
ndo apresentara resultados falso-positivos na interpretagédo
da PT apds alguns anos’7:78, Como a PT ndo possui controle
positivo interno, é muito dificil distinguir entre os resultados
verdadeiramente negativos daqueles falso-negativos. Quanto
mais precoce a PT for realizada em pacientes com doenga
imunossupressora, menor o risco de resultado falso-negati-
VO por anergia associada a doenga de base. Assim, podem
estar ocorrendo situacdes em que pacientes com risco nao
estejam sendo diagnosticados e tratados e outras em que
possam estar recebendo tratamento desnecessario por erro
de diagndstico. A presenca de positividade da PT pode in-
dicar infeccdo recente, mesmo assintomatica, ou infecgao
passada, passivel de reativacdo®2934.79, Em pacientes com
alto risco de desenvolver TB ativa se estiverem infectados
(infecgdo pelo HIV, contactantes recentes de caso de TB,
imunossuprimidos), o ponto de corte da PT serda 5 mm para
indicacdo de quimioprofilaxia (ATS e Ministério da Saude do
Brasil)69.80,

Agentes bioldogicos que atuam sobre o TNF-a (agentes
antiTNF-a) foram inicialmente indicados para o tratamento
da artrite reumatoide. Sua utilizacdo ja se tornou frequente
também para outras doengas que necessitam imunossu-
pressdo. Varios estudos vém abordando a incidéncia de TB
nas doengas reumaticas, e o papel desses medicamentos
e outros agentes imunossupressores na reativacdao da
TB latente. Alguns estudos sugerem que doses baixas de
corticosteroides e agentes citotdxicos utilizados na artrite
reumatoide ndo aumentam a incidéncia de TB nesse grupo
de pacientes®.81.82, Yamada et al.®5 verificaram, no entanto,
risco aumentado para TB em japoneses em tratamento para
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artrite reumatoide antes da introducao de agentes antiTNF-cL.
Essa mesma situacgdo foi relatada na Suécia®3 e Espanha8?,
mas, nos EUA, Wolfe et al.85 mostraram que aincidénciade TB
ndao aumentou com a imunossupressao convencional, talvez
devido a baixa prevaléncia da TB nesse pais. As informagtes
disponiveis atualmente sugerem que tal classe de drogas
aumenta o risco para TB e que a maioria dos casos resulte
de reativagdo de infeccdo prévia. Desconhece-se a contri-
buicdo de infeccdes recentes para tal fendmeno8. Haveria
necessidade de que pacientes que irdo iniciar terapia com
agentes bioldgicos, especialmente os agentes antiTNF-a,
sejam submetidos previamente a investigacdo de TB, latente
ou doencal0.65.76, por outro lado, Keane & Bresnihan!2 ndo
encontraram evidéncias na literatura sobre a associagdo
de TB com o uso de outros agentes bioldgicos ja de uso
corrente como o rituximabe, abatacepte e anakinra. Caso a
doenca ativa seja excluida em pacientes com PT positiva, a
terapia com isoniazida por 9 meses esta preconizada como
profilaxia da evolugdo dainfecgdo latente para doenga. Nesse
caso, o inicio da terapia com o agente antiTNF-o. devera ser
postergado por pelo menos 1 a 2 meses8. Admite-se que
diminuigdo da agdo TNF-a leve a resposta imune anormal
mesmo a um pequeno numero de bacilos, gerando impor-
tante repercusséo clinicopatoldgica?®.

Métodos diagndsticos baseados na producdo de
interferon-gama

Recentemente, testesin vitro utilizando sangue total foram
desenvolvidos no intuito de auxiliar o diagnostico de TB. Tais
testes sao conhecidos como IGRAs (interferon-gamma release
assays) porque avaliam a producao dessa citocina por células
previamente sensibilizadas com agentes especificos. Em maio
de 2005, foi aprovado pelo FDA o teste QuantiFERON®-TB
Gold (QFT-G), para diagndstico da infecgdo latente ou doenca
causada pelo Mycobacterium tuberculosis (65). O QFT-G uti-
liza 0 método ELISA para medir a produgdo de IFN-y pelas
células T de uma amostra de sangue total®8. Outro teste de
uso corrente, o ELISPOT (comercialmente disponivel como
T-SPOT.TB®, Oxford Immunotec, Abingdon, Reino Unido)
utiliza a técnica de ELISPOT para avaliar o nimero de células
mononucleares periféricas que produzem IFN-y utilizando-se
lentes de aumento ou um leitor proprio18:68.:86, O ELISPOT,
de uso corrente na Europa, foi aprovado para uso nos EUA
pelo FDA em final de julho de 2008. A positividade desses
testes deve levar a investigacdo para determinar se existe
TB doenga antes de se considerar como TB infecg&do8’.

Tanto o QFT-G como o ELISPOT se baseiam na produgao
de IFN-y produzida por linfécitos T previamente sensibilizados
apoés incubacdo com peptideos sintéticos simulando proteinas
das micobactérias, como o early secretory antigenic target
6 (ESAT-6) e o culture filtrate protein 10 (CFP-10). Mais
recentemente, novos antigenos tém sido incorporados aos
testes no intuito de aumentar a sensibilidade. O antigeno
TB7.7 foi incorporado ao novo QuantiFERON-TB Gold In-Tube
(com introdugdo do sangue do paciente diretamente em
tubo a vacuo com antigenos prontos pra incubagdo)5:68 e o
antigeno Rv3879c ao ELISpotr'usi6, Tais proteinas, presentes
no PPD e secretadas pelo Mycobacterium tuberculosis e por
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cepas patogénicas do Mycobacterium bovis, estdo ausentes
na vacina BCG e na maioria das outras micobactérias ndo-
tuberculosas, a excecdo do Mycobacterium kansasii, Myco-
bacterium szulgai e Mycobacterium marinum?88-99, Logo, tais
testes devem oferecer maior especificidade que a PT para
o diagnéstico da infecgao pelo Mycobacterium tuberculosis.
Lein et al.®! mostraram que pacientes com doencga pulmonar
causada pelo complexo Mycobacterium avium apresentavam
0s exames negativos.

Os genes que codificam esses antigenos encontram-se
localizados na chamada regido de diferenca 1 do genoma
da Mycobacterium tuberculosis. Sao deletados do genoma
do Mycobacterium bovis do BCG e também ndo ocorrem no
genoma de algumas micobactérias ndo-tuberculosas como
a Mycobacterium avium®8. Assim, os antigenos utilizados
nos IGRAs ndo estdo presentes no BCG e em algumas mi-
cobactérias ndo-tuberculosas®2. Budnick et al.93 sugerem
que o QFT-G identificaria indiretamente todo o complexo
Mycobacterium tuberculosis: Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum, Mycobac-
terium microcoti e Mycobacterium canetti. Gey Van Pittius
et al.% sugerem que, embora o Mycobacterium avium e a
maioria das micobactérias ndo-tuberculosas ndo possua os
genes que codificam as proteinas ESAT-6 e CFP-10, alguns
genes presentes em algumas dessas micobactérias poderiam
produzir proteinas que apresentariam reagdo cruzada com
0s genes associados ao segmento regido de diferenca 1. No
entanto, Wang et al.®5 confirmaram a acuracia dos IGRAs para
diagnéstico de TB em atividade mesmo em areas endémicas
para micobactérias ndo-tuberculosas.

Esses testes parecem nao ser influenciados pela vacina-
cdo prévia com BCG79.88 e menos influenciados por infecgao
prévia por micobactérias ndo-tuberculosas, o que aumenta
sua sensibilidade e especificidade diagndsticas quando com-
parados a PT10.17,29,79,87,88,96 Qutras vantagens de tais testes
sdo: necessidade de apenas uma visita (sem retorno para
a leitura, como na PT), resultados em 24 horas, eliminagao
de erros de aplicacdo e interpretacao de leitura da PT, uso
de pequeno volume de sangue (o que é bom para a faixa
etaria pediatrica) e auséncia do efeito booster, por ndo expor
o proprio paciente a um antigeno. A Tabela 1 compara a PT

Tabela 1 - Comparagdo entre PTs e IGRAs
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com os IGRAs. Richeldi et al.'8 comentam que o fato de as
proteinas ESAT-6 e CFP-10 estarem presentes no PPD possa
levar, a0 menos teoricamente, a que testes de PT repetidas
vezes possam aumentar a resposta das células T a tais antige-
nos. Disso resultariam resultados falso-positivos no ELISPOT,
método extremamente sensivel mesmo a pequeno nimero
de células T97. No entanto, o mesmo estudol® mostrou que,
na pratica, pacientes submetidos a PT repetidas vezes ndo
tiveram positividade no ELISPOT. Esse teria alta especifici-
dade mesmo em pacientes com PT falso-positiva devido ao
efeito booster, podendo ser utilizado naqueles pacientes em
investigagdo e que ja foram submetidos a PT repetidas vezes.
No entanto, erros de coleta, transporte, técnica e interpre-
tacdo podem diminuir a sua acuracia. O sangue deve ser
incubado com os antigenos sintéticos no maximo 12 horas
apos sua coleta. Outras limitagGes importantes sdo o custo
do exame e a necessidade de um laboratério adequado a
técnica do exame. Isso pode limitar seu uso em paises em
desenvolvimento, exatamente aqueles onde a TB é mais
frequentemente endémica. Outra limitacdo importante dos
IGRAs, assim como também da PT, é a ndo-diferenciagdo de
TB infecgdo da doenga. O diagndstico de TB infecgdo requer
a exclusdo da doenga a partir de dados clinicos e exames
complementares®’.

Os IGRAs podem apresentar resultados indeterminados
por erros técnicos, pelo encontro de alta quantidade de
IFN-y no controle nulo ou, ainda, se o controle positivo com
fitohemaglutinina (potente mitégeno estimulador de células
T) determinar a produgdo de pequena ou nenhuma quanti-
dade do IFN-y°. Essa baixa resposta mitdgena pode refletir
anergia ou falta de capacidade do sistema imunoldgico de
montar resposta celular eficaz. Assim, também os IGRAs
podem ser afetados por estados de imunossupressao. No
entanto, resultados indeterminados podem, eventualmen-
te, ser encontrados em individuos imunocompetentes8’.
A literatura tem mostrado que resultados indeterminados
foram encontrados em até 11% dos pacientes testados com
QFT-G e tal fato deve estar associado aos poucos pacientes
imunossuprimidos incluidos nesses estudos8-100, Ferrara et
al.”® encontraram alta taxa de resultados indeterminados
(21,4%) numa populagdo onde 20% dos pacientes recebiam

IGRA
Visita ao servigo de saude 2 vezes 1 vez
Tempo para resultados 72-96 horas 24 horas
Resultados falso-positivos BCG previamente, efeito booster Nao

Resultados falso-negativos

Interpretagdo dos resultados

Imunossuprimidos, TB grave

Sujeita a erros de avaliagdo

Possivel, mas pouco provavel

Informatizada

BCG = vacina Bacilo Calmette-Guérin; IGRA = testes diagndsticos baseados na liberagao de interferon-gama (interferon-gamma release assay);

PT = prova tuberculinica; TB = tuberculose.
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imunossupressores. Ravn et al.191, ratificando este estudo,
encontraram resultados indeterminados com QFT-G em nove
pacientes, dos quais trés tinham infecgdao pelo HIV, um re-
cebia imunossupressor e dois tinham quadros avangados de
TB. Os resultados indeterminados devido a falta de resposta
mitégena sugerem que 0os mesmos possam estar associados
a imunossupressdo. Portanto, o clinico deve ficar atento para
a possibilidade de estado de anergia e devera continuar a
investigacdo de TB no paciente com suspeita de infeccdo
latente ou doenga ativa®2°.

Poucos estudos tém abordado a importancia dos IGRAs
no contexto dos pacientes imunossuprimidos. Alguns estudos
mostraram pequena diminuigdo na resposta dos IGRAs quando
comparada a populagdo ndo-imunossuprimida2l.102, Qutros
estudos mostraram que a prevaléncia de resultados positivos
no ELISPOT foi superior a encontrada na PT, principalmente
em imunossuprimidos!6:102,103, No entanto, Brock et al.104
encontraram baixa prevaléncia de resultados positivos do
QFT em pacientes assintomaticos infectados pelo HIV. Os
resultados indeterminados eram mais frequentes em pacientes
com contagem de CD4 menor que 100 células/mm3.

Estudos recentes tém mostrado que ambos os testes apre-
sentam altas sensibilidade e especificidade para o diagndstico
da TB doenga, mas poucos abordaram a TB infeccdo, motivo
inicial de sua aplicagdo?1:79.96,102, Ferrara et al.”® sugerem
que a especificidade dos IGRAs seja maior que a PT para o
diagnostico da infecgdo tuberculosa. Pai et al.195 mostraram
que os IGRAs sdo mais especificos que a PT quando se avaliam
populagdes vacinadas com BCG. De modo geral, os diferentes
estudos em adultos tém mostrado concordancia de 60-80%
quando comparados PT e os métodos baseados na produ-
Gdo de IFN-y. Em relagdo a sensibilidade, ha vérios estudos
mostrando a superioridade dos IGRAs sobre a PT15,102,103,106
Ponce de Leon et al.1> mostraram recentemente que, numa
populacdo em area endémica para TB, o ELISPOT foi signifi-
cativamente mais sensivel que a PT para diagndstico de TB
latente em pacientes com artrite reumatoide, mas nao em
pacientes higidos. Tal achado provavelmente esteve associado
aimunossupressdo da doenga e/ou da medicacdo utilizada no
tratamento da mesma. No entanto, estudando um grupo de
2.381 contactantes de casos de TB em Gambia, Jackson-Sillah
et al.107 mostraram que o ELISPOT apresentou sensibilidade
inferior a PT, mas chamam a atengdo que o mesmo possa ser
importante para o diagnostico na faixa etaria pediatrica. Em
recente meta-analise, Pai et al.1%8 concluiram que os IGRAs
(especialmente o QFT-G em placa ou tubo) tém excelente
especificidade para o diagnéstico da infecgdo tuberculosa
latente, enquanto a PT tem alta especificidade em populagéo
nao vacinada com BCG, mas baixa especificidade em popula-
cdo previamente vacinada. A sensibilidade dos IGRAs e da PT
permanece controversa. E de dificil avaliagdo por meta-analise
pelas diferengas metodoldgicas entre os estudos incluidos,
porém o ELISPOT parece ser mais sensivel que o QFT-G e
a PT. Ambos mostraram sensibilidade semelhante entre si,
donde se conclui que essa maior sensibilidade do ELISPOT
pode ser Util na avaliacdo de pacientes imunossuprimidos68.
Cabe lembrar que a desnutrigdo, a propria imunossupressao
e TB grave podem ocasionar anergia e contribuir para uma
diminuicdo da sensibilidade dos IGRAs108,
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Em relagdo a resposta aos IGRAs na faixa etaria pedia-
trica, o niumero de estudos ainda é insuficiente, e ha varias
controvérsias. Como anteriormente discutido, a imunidade
celular tende a amadurecer com o crescimento. Estudos
mostraram que a produgdo de IFN-y detectado pelo QFT-G
pode ser afetada pelo crescimento, mas que tal ndo ocorre
com o ELISPOT, exceto nas primeiras semanas de vida. Esse
teste tem capacidade de detectar a produgdo do IFN-y mesmo
com baixo niumero de células secretoras. Isso poderia explicar
a maior frequéncia de resultados indeterminados do QFT-G
quando comparado ao ELISPOT na faixa etaria pediatrica em
relagdo a adultos14:29,109,

Em criangas sul-africanas com TB ativa em area de alta
incidéncia de AIDS, Liebeschuetz et al.2! mostraram que o
ELISPOT era muito mais sensivel que a PT e que idade inferior
a 3 anos, coinfecgdo pelo HIV e desnutricdo diminuiram a
sensibilidade da PT, mas ndo do ELISPOT. Em surtos escolares,
Ewer et al.110 mostraram que o ELISPOT mostrou melhor
correlagdo com a exposigdo ao Mycobacterium tuberculosis
do que a PT num grupo de adolescentes de 11 a 15 anos, e
gue a vacinagdo prévia com BCG ndo influiu nos resultados
do teste. A maior sensibilidade do ELISPOT em relagdo a PT
também foi demonstrada em outros estudos®3:111, A sensi-
bilidade do ELISPOT para o diagndstico de doenca ativa foi
superior ao QFT-G e a PT, enquanto esses apresentaram
resultados semelhantes entre si. Nao ha dados fidedignos
para avaliacdo da especificidade dos IGRAs para diagndstico
da TB atival4,109,112,

Considerando-se a infecgdo latente, a falta de padrao-
ouro para esse diagnéstico cria dificuldades para se com-
parar novos testes com a PT14, Em relagdo ao QFT-G, ha
controvérsias, mas dados mais recentes sugerem que tal
exame possa ser menos sensivel que a PT no diagndstico
da TB infecgdo%9. Varios estudos em criancas tém mos-
trado que o ELISPOT tem maior sensibilidade que a PT
no diagnostico da infecgdo latentel8:19.110, pelo fato de o
ELISPOT se correlacionar melhor com diferentes padrdes
de exposicdo a TB do que a PT, infere-se que tenha
melhor sensibilidade que esta. Contudo, ha necessidade
de estudos longitudinais para confirmar a real melhor
sensibilidade dos IGRAs. Em relacdo a especificidade,
os IGRAs mostraram ser mais especificos que a PT no
diagnédstico da infecgdo latentel4,113,114,

Conclusao

A PT avalia uma resposta inflamatéria multimediada in
vivo a multiplos antigenos tuberculinicos, enquanto os IGRAs
avaliam, ex vivo, a produgdo de IFN-y por linfocitos dos pa-
cientes frente a um estimulo composto de pequeno nimero de
antigenos do Mycobacterium tuberculosis. Embora os IGRAs
tenham sido planejados como estratégia para diagnosticar a
infeccdo latente, estudos tém mostrado que podem também
ser Uteis para o diagndstico da doenca ativa. Nesse caso, o
resultado negativo seria suficiente para afastar a possibili-
dade de doenga, ou seja, os IGRAs parecem ter alto valor
preditivo negativo. Isso seria particularmente Gtil em crian-
gas, imunossuprimidos e pacientes com culturas negativas,
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nos quais o diagnostico de doenca ativa é mais dificil de ser
estabelecido utilizando-se os testes convencionais!3.

Embora ainda haja controvérsias, de modo geral se aceita
que os IGRAs sejam mais sensiveis e especificos que a PT para
o diagnodstico da infeccdo latente e da doenca ativa. Faltam,
porém, estudos longitudinais que permitam estabelecer esses
dados com maior seguranca. Estudos longitudinais também
sdo essenciais para se determinar o risco futuro de desen-
volvimento de doenga ativa nos pacientes com resultados
positivos, diferentemente do que ocorre com a PT. Com relagao
a PT, ja se estabeleceram os riscos de doenca e beneficios
da terapia associados a diferentes resultados do teste®8. Tais
fatos reforcam a necessidade de mais estudos sobre IGRAs
em diferentes populagdes, principalmente naquelas com alta
incidéncia de TB e que incluam pacientes com condicdes que
levam a depressdo da resposta imunoldgica celular, além de
estudos especificos na faixa etéria pediatrica.

Em termos de salde publica, os IGRAs poderiam se
constituir, ao menos por ora, em complemento em relagao
a PT, avaliando-se a relagdo custo-beneficio. Embora esses
testes requeiram apenas uma visita e ndo sejam realizados
diretamente no paciente, ainda sdo testes caros e que
requerem laboratérios especializados e profissionais aptos
a realiza-los em tempo habil. Oxlade et al.115 concluiram
que a melhor relagdo custo-beneficio do QFT seria testar
pacientes sabidamente com PT positiva. Por ora, enquanto
o CDC (Centers for Disease Control and Prevention), 6rgdo
estadunidense, recomenda que o QFT-G substitua a PT em
qualquer situagdo, 6rgdos de saude da Inglaterra sugerem
que os IGRAs devam ser avaliados conjuntamente com a
PT. Apenas nos casos em que haja probabilidade de encon-
trar-se PT falsamente negativa, como nos imunossuprimidos
e em criangas pequenas, estariam indicados para uso na
fase inicial de investigagdol3:14.68.87,

O achado de PT e IGRAs negativos em populagao
imunossuprimida ndo exclui a TB latente ou a doenga
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ativa, ao menos por ora. Na pratica, individuos com esses
testes negativos, mas com fatores de risco de progressao
de TB latente para doenca ativa, poderdao necessitar de
quimioprofilaxia ou tratamento da doenca®’.

A Organizagdo Mundial de Saude, reconhecendo a
importéncia dos IGRAs em relagdo aos estudos clinicos,
epidemioldgicos e de pesquisa basica, copatrocinou uma
reunido de experts em Genebra, Suica, em margo de 2006.
Desse encontro, surgiram sete grandes linhas de prioridade
para pesquisa em relagdo aos mesmos (Tabela 2)13. Apesar
do grande numero de estudos recentemente publicados,
muitas perguntas permanecem sem resposta. A capacidade
dos IGRAs em identificar pacientes com infeccao latente com
maior risco de evoluir para doencga ativa e, assim, permitir
que esses pacientes se beneficiem de medidas preventivas
precocemente, bem como o comportamento de tais testes em
estudos longitudinais envolvendo populagbes consideradas
de alto risco, como criangas e imunossuprimidos, oferecem
um campo fértil para a pesquisa, principalmente em paises
como o Brasil, onde a TB esta longe de ser erradicada.
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