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RESUMO 

 

Cenário: A resposta imunológica aos antígenos de Mycobacterium tuberculosis 

sofrem mudanças 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-γ em resposta a certos antígenos 

micobacterianos. A capacidade deste teste como marcador alternativo da eficácia 

do tratamento em pacientes com TB ativa ainda não foi bem avaliada.  

Métodos: Usando o ensaio T-SPOT.TB nós enumeramos células T produtoras de 

IFN-gama em resposta aos antígenos específicos ESAT-6 e CFP-10 em pacientes 

com TB pulmonar recebendo terapia diretamente observada.  A resposta das 

células T (medidas pela formação de “spots”- “spot forming cells” ou “SFCs”) foi 

medida em três tempos – antes do início do tratamento, após completar 16 

semanas de tratamento e após completar 24 semanas de tratamento.  Foi feita 

cultura a partir de amostras de escarro após completar 8 semanas de tratamento. 

Resultados: 58 pacientes foram avaliados. No geral, a média de “SFCs” declinou 

após 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 período zero para 23,3, 23,2 e 46,5 ao 

completar 24 semanas de tratamento.  Combinando os três 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.  

 

Conclusão: Células T específicas, produtoras de IFN-γ, 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-γ-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-γ-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-γ-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 – INTRODUÇÃO 

A Tuberculose (TB) é uma das principais doenças em países em 

desenvolvimento e um grande problema em países desenvolvidos (Houghton et al., 

2002). O agente causador da doença é Mycobacterium tuberculosis (MTB) e sua 

transmissão ocorre por inalação de gotículas de indivíduos infectados (van Crevel, 

Ottenhoff & van der Meer, 2002). No início do século 21, representa ainda, 

importante causa de morbidade e mortalidade em todo o mundo (Jacobsen et al., 

2006). Segundo estimativas da WHO, um terço da população mundial está infectada 

com MTB (Pai, 2005); 8 a 9 milhões desenvolvem TB doença anualmente e o 

número de óbitos chega a 2 milhões por ano  (Pai, Kalantri & Dheda, 2006; Wallis, 

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

A infecção por MTB é controlada através da resposta imunológica eficiente 

em cerca de 90% dos indivíduos infectados, enquanto 10% desenvolvem a doença 

em algum momento da vida (Jacobsen et al., 2006). Em áreas não endêmicas o 

diagnóstico precoce e o tratamento da infecção latente é a chave para o controle da 

doença (Pai, 2005; Pai, Kalantri & Dheda, 2006). O uso de terapia preventiva em 

indivíduos com Tuberculose Latente (LTBI), que apresentam risco de desenvolver 

doença ativa, e o diagnóstico rápido com tratamento efetivo dos casos de TB ativa 

são fundamentais para este controle (Goletti et al., 2008). Estudos demonstram que 

o tratamento preventivo da doença em indíviduos diagnosticados com infecção 

latente reduz o risco de doença ativa em até 60% (Jasmer et al., 2002; ATS, 2000). 

Em países endêmicos a prioridade é o diagnóstico rápido e o tratamento da doença 

em estágio inicial evitando a sua propagação (Pai, 2005; Dominguez et al., 2008).  

Vários aspectos do diagnóstico da TB demonstram a necessidade do 

desenvolvimento de métodos rápidos, precisos e práticos para melhor controle da 
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doença (Pai, Kalantri & Dheda, 2006; Sartain et al., 2006): 1- Pacientes com TB 

pulmonar podem apresentar baciloscopia negativa e o resultado da cultura para 

início do tratamento demora semanas (Dominguez et al., 2008). 2 - Em pacientes 

com TB extrapulmonar a obtenção de amostras de escarro é ausente ou difícil e os 

métodos tradicionais de diagnóstico são ineficientes (Davies & Pai, 2008; 

Dominguez et al., 2008). 3 - Mesmo após tratamento, episódios de reincidência da 

doença devido à reativação endógena ou à reinfecção exógena podem ocorrer 

(Bandera et al., 2001). 4 - As técinicas moleculares, embora rápidas, sensíveis e 

específicas, são caras e não são aplicáveis em campo (Houghton et al., 2002). 

Outro ponto importante no controle da TB é o desenvolvimento de vacinas e 

novas drogas efetivas contra a doença. Para isso, é necessário o entendimento da 

resposta imunológica protetora do hospedeiro humano em relação à infecção pelo 

bacilo. Consequentemente é importante entender a relação quantitativa entre a 

resposta do hospedeiro e a doença e identificar quais populações de células 

contribuem para a imunidade protetora (Pathan et al., 2001). Testes que 

demonstrem a relação entre resposta imunológica e declínio da quantidade de 

bacilos “in vivo”, podem ser utilizados para o desenvolvimento de novos tratamentos, 

para predizer falência na terapia ou reincidência e para monitorar a eficácia da 

medicação em casos em que amostras para diagnóstico tradicional são de difícil 

obtenção (Pathan et al., 2001).  

O progresso no entendimento do genoma do MTB e da resposta imunológica 

do hospedeiro humano tem levado ao desenvolvimento de novos testes para 

diagnóstico da tuberculose (Pathan et al., 2001; Pai, 2005; Pai, Kalantri & Dheda, 

2006) e também ao desenvolvimento de vacinas (Dominguez et al., 2008). Nos 

últimos anos, tem-se ampliado o interesse no desenvolvimento de testes baseados 
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na detecção de anticorpos utilizando-se múltiplos antígenos o que aumenta a 

sensibilidade e especificidade (Sartain et al., 2006).  

Os biomarcadores, características mensuráveis indicadoras de processos 

biológicos normais e patogênicos, têm demonstrado várias utilidades na tuberculose. 

Tanto no acompanhamento e escolha de drogas para tratamento quanto no 

desenvolvimento de vacinas (Wallis et al., 2009). Em relação à imunidade protetora 

na tuberculose, a produção de interferon-gama (IFN-γ) e resposta imunológica do 

tipo um têm sido escolhidas como biomarcadores para entendimento da proteção 

dos hospedeiros contra o bacilo (Jacobsen et al.,2006).  

O sucesso de um teste de imunodiagnóstico está na sua capacidade de 

identificação dos múltiplos estágios da doença, incluindo formas multibacilares, 

casos pediátricos e pacientes com co-infecção por Vírus da Imunodeficiência 

Humana (HIV) (Sartain et al., 2006). Duas regiões específicas da região de 

diferenciação 1 (RD1) de MTB tem sido descritas: o antígeno alvo precocemente 

secretado 6 (ESAT-6) e a proteína de filtrado de cultura 10 (CFP 10) (Pathan et 

al.,2001; Dominguez et al., 2008). Esses antígenos induzem a secreção de IFN-γ por 

células T peptídeos-específicas (Pathan et al., 2001; Mantegani et al., 2006; 

Dominguez et al., 2008).  

Estudos realizados na última década (Andersen et al., 2000, Wood et al., 

2001,Lalvani et al., 2003) resultaram no desenvolvimento de dois ensaios comerciais 

baseados na detecção de IFN-γ, 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-γ produzidos por células T em resposta a 

antígenos de TB, usando métodos como ELISA (Quantiferon) e ELISPOT (T-

SPOT.TB).  
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2 – REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 - Mycobacterium  tuberculosis  – Características Gerais 

Mycobacterium tuberculosis é o agente causador da Tuberculose. Pertence 

ao gênero Mycobacterium, ordem Actinomycetales e família Mycobacteriaceae. É 

um bacilo não formador de esporos, sem flagelos, não produtor de toxinas, aeróbio 

estrito e intracelular facultativo (Haas & Dês Prez, 1995). As Micobactérias englobam 

mais de 80 espécies, sendo dois os principais patógenos humanos: M. leprae e M. 

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

A principal característica morfológica que destaca as micobactérias de outros 

procariotos é a estrutura particular do envelope celular. Micobactérias reagem 

fracamente à coloração de Gram e não possuem o lipopolissacarídio endotóxico, 

característico das bactérias Gram-negativas. A característica mais proeminente da 

parede celular das micobactérias é o ácido micólico, também conhecido como fator 

Corda. Contém entre 70 e 90 átomos de carbono, e constitui mais de 50% da massa 

do envelope celular. As moléculas interagem através de forças hidrofóbicas e 

formam um envelope lipídico ao redor da bactéria. Este envelope é responsável por 

algumas características: torna a bactéria álcool-ácido resistente na coloração de 

Ziehl-Neelsen; é responsável pela resistência endógena das micobactérias a drogas 

conhecidas, agindo como “barreira lipídica”; e leva à formação de grumos quando as 

bactérias são cultivadas em meio líquido. Além disso, o envelope torna a bactéria 

resistente frente a procedimentos brandos de lise celular, dificultando assim a 

obtenção de frações celulares que contêm proteínas nativas e ácidos nucléicos 

intactos. Uma outra molécula, característica da parede celular das micobactérias 

mas não covalentemente associada, é a lipoarabinomanana (LAM) (Trabulsi, 
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Microbiologia, cap56, 4ºed). O ANEXO 1 mostra esquema da estrutura do envelope 

celular  

2.2 - Mycobacterium tuberculosis , Transmissão e Resposta Imunológica  

A transmissão da tuberculose ocorre quando um indivíduo com TB pulmonar 

elimina gotículas na tosse ou espirro, e o indivíduo saudável aspira o núcleo de 

Wells (núcleo das gotículas). Estes atingem os bronquíolos e alvéolos onde são 

fagocitados pelos macrófagos (primeira fase); a partir daí, alguns fenômenos 

ocorrem: os macrófagos alveolares conseguem destruir os bacilos, o que depende 

da capacidade microbicida do hospedeiro e também dos fatores de virulência das 

bactérias fagocitadas; algumas micobactérias podem escapar da destruíção inicial e 

se multiplicar, conduzindo ao rompimento dos macrófagos. Em seguida, monócitos 

do sangue e outras células inflamatórias migram para o pulmão (segunda fase). Os 

monócitos transformam-se em macrófagos que ingerem novamente a bactéria mas 

não a destroem. Nessa fase, as bactérias se multiplicam logaritmicamente, formando 

pequenas lesões tissulares, e monócitos se acumulam nos vasos adjacentes. Duas 

a três semanas depois da infecção, a imunidade mediada por células se desenvolve. 

Linfócitos T antígeno-específicos proliferam no interior das lesões e ativam 

macrófagos para matar as bactérias; a partir dessa fase, o crescimento logarítmico 

das micobactérias pára (terceira fase). A necrose sólida central nessas lesões 

primárias inibe o crescimento extracelular das bactérias e, como resultado, a 

infecção pode ficar estacionária ou dormente (van Crevel, Ottenhoff & van der Meer, 

2002). 

A infecção pode ainda progredir com disseminação logo após a infecção 

primária, bem como meses ou anos depois (TB pós-primária) quando ocorrer baixa 

imunológica (van Crevel, Ottenhoff & van der Meer, 2002; Ducati et al, 2006). 
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A infecção pode se instalar em qualquer parte do corpo, levando inclusive à 

infecção generalizada, com disseminação do microrganismo por todo o organismo 

hospedeiro (TB miliar). Esta representa a manifestação mais séria da doença. 

Entretanto, a manifestação mais comum de TB é a infecção pulmonar que varia de 

infiltração moderada à doença crônica, cavitária e severamente destrutiva. As 

diferentes manifestações da infecção por M. tuberculosis refletem o equilíbrio entre o 

bacilo e os mecanismos de defesa do hospedeiro (van Crevel, Ottenhoff & van der 

Meer, 2002). 

Podem ainda ocorrer, episódios de reincidência da doença devido à 

reativação endógena ou à reinfecção exógena (Bandera et al., 2001). Essa 

possibilidade de reinfecção exógena em pessoas previamente infectadas com M. 

tuberculosis, tem sido debatida por décadas, entretanto, esse fenômeno raramente 

ocorre devido à imunidade conferida pela infecção inicial. A extensão com que essa 

reinfecção ocorre depende da prevalência da doença na área: quanto maior a 

prevalência, maior a possibilidade de reinfecção (Fine & Small, 1999). 

2.3 - Epidemiologia da Tuberculose 

 A Organização Mundial de Saúde (OMS) estima que 9,27 milhões de novos 

casos de tuberculose (139 casos por 100.000 habitantes) e 1,16 milhões de 

episódios subseqüentes ocorreram em 2007 comparado com 9,24 milhões em 2006. 

Desses 9,27 milhões de casos 1,37 milhões (14.8%) são indivíduos HIV positivos. 

Número que dobra a estimativa de 0.7 milhões de casos em 2006 publicados em 

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

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

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

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

2.4 – Diagnóstico da Tuberculose 

O resurgimento global da infecção por Mycobacterium tuberculosis, agravada 

pela co-infecção por HIV (Rangaka et al.,2007) e pelo aparecimento de cepas 

multidrogas-resistentes, realça a necessidade de medidas diagnósticas e de 

prevenção mais eficazes. Em países desenvolvidos, o crescimento do número de 

imigrantes provenientes de áreas endêmicas também demonstra a necessidade de 

vigilância contínua para detecção e tratamento da LTBI e TB ativa (Pai, 2005; 

Montegani et al, 2006; Richeldi, 2006, Dosanjh et al., 2008). Desta forma, agências 

de controle da tuberculose, têm renovado seu interesse em desenvolver novas 

ferramentas para o diagnóstico da TB (Pai, Kalantri & Dheda, 2006). 

A – Diagnóstico Clínico 

O Centro para Controle de Doenças (CDC), Atlanta, USA, utiliza os seguintes 

critérios para definir caso clínico de TB: Teste Tuberculínico cutâneo (TST) positivo; 

outros sinais e sintomas compatíveis com TB (raio-x anormal ou sintomatologia 

clínica como colapso lombar, efusão pleural) e tratamento com duas ou mais drogas 

anti-TB. A definição laboratorial inclui: isolamento do MTB a partir de amostra clínica 

do paciente; demonstração de MTB por Amplificação de Ácidos Nucléicos (NAA) e 

Bacilo alcool-ácido resistente (BAAR) positivo quando a cultura não pode ser obtida. 

Publicações recentes do National Institute for Health and Clinical Excellence, levam 

em conta ainda fatores epidemiológicos, soropositividade, dieta pobre, fumantes e 

histórico de contato com pacientes (Davies & Pai, 2008). 
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B – Diagnóstico Radiológico 

Quando há suspeita clínica de tuberculose, baseada na história do paciente, o 

raio-X é, usualmente, a próxima etapa no diagnóstico da doença. Com o incremento 

de co-infecções por HIV, torna-se mais difícil a avaliação do raio-x pois sintomas 

comuns na radiografia para TB estão ausentes em imunocomprometidos (Davies & 

Pai, 2008). A vantagem da radiografia é o tempo em relação ao resultado da cultura 

ou escarro. Entretanto, é uma técnica não específica e somente a identificação do 

bacilo a partir de espécime isolada do paciente pode confirmar a presença de TB 

(Davies & Pai, 2008). Por esta razão, a OMS propôs que os casos escarro- negativo 

não exceda 50% do total de casos provenientes do centro de diagnóstico. 

Recomenda-se que todas as pessoas com raio-x sugestivo para tuberculose, 

tenham amostra de escarro submetida à exame microbiológico (Davies & Pai, 2008). 

C – Diagnóstico Bacteriológico 

Os dois métodos mais utilizados para o diagnóstico de TB ativa são a 

demonstração da presença do bacilo álcool-ácido resistente no espécime clínico 

através da coloração de Ziehl-Neelsen e a cultura para micobactéria em meio 

específico. Embora a pesquisa de BAAR no escarro apresente boa sensibilidade em 

pacientes que produzem escarro e que têm doença pulmonar avançada, isto não 

ocorre nos pacientes com doença pulmonar limitada, com dificuldade de expectorar 

ou que não têm expectoração espontânea (Daniel & Debanne, 1987; Sant’Anna et 

al., 2005, Davies & Pai, 2008, Sztajnbok, et al., 2009). Além disso, sua sensibilidade 

é comprometida devido à necessidade de grandes quantidades do bacilo na amostra 

(10.000 bacilos por ml) para que ocorra a detecção. Entretanto, a sensibilidade pode 

ser aumentada concentrando-se o espécime através de processamento adequados 
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de centrifugação e exame microscópico por imunofluorescência (Chan, Heifets & 

Iseman, 2000; Davies & Pai, 2008 ).  

 Os protocolos de cultura para micobactérias apresentam limitações 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, várias técnicas 

utilizando meio líquido têm levado à melhoria do teste diminuindo o tempo para a 

identificação do microrganismo. Outros problemas relacionados com a técnica são: 

necessidade de laboratórios especializados; probabilidade de contaminação das 

culturas com micobactérias não tuberculosas (MNT) e a contaminação cruzada com 

espécies do laboratório, o que gera resultados falso-positivos (Chan, Heifets & 

Iseman, 2000). Além disso, nos casos suspeitos de TB pulmonar, quando o paciente 

não consegue expectorar, técnicas invasivas, como a broncofibroscopia, fazem-se 

necessárias para obtenção do espécime clínico a ser avaliado (Light, 1997; Pathan 

et al., 2001). 

D – Diagnóstico Molecular 

Com o progresso das técnicas moleculares, métodos mais sensíveis e rápidos 

para detecção de MTB foram desenvolvidos. Alguns desses métodos foram 

avaliados com especificidade e sensibilidade superiores a 90% (Ducati et al., 2006). 

Ênfase tem sido dada ao desenvolvimento de métodos baseados na amplificação de 

ácidos nucléicos e ao desenvolvimento de novos ensaios de imunodiagnóstico que 

utilizem antígenos semi-purificados e clonados, específicos para as micobactérias 

pertencentes ao complexo tuberculose. Os métodos de amplificação de ácidos 

nucléicos permitem a detecção do material genético do M. tuberculosis (revisado por 

Woods, 2001; Soini & Musser, 2001; Ducati et al., 2006) diretamente a partir do 

espécime clínico do paciente, podendo ser usados para complementar, mas não 
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para substituir, técnicas convencionais (Davies & Pai, 2008). Entretanto, embora 

rápidas, sensíveis e específicas, estas tecnologias são caras e não são aplicáveis 

em campo (Houghton et al., 2002) e, portanto, não servem para uso rotineiro na 

saúde pública em países em desenvolvimento (Ducati et al., 2006).  

E – Diagnóstico Imunológico 

E.1 – Tuberculose ativa 

Testes sorológicos têm sido usados há alguns anos, entretanto, não são 

recomendados para o diagnóstico de TB. Em países de baixa renda, um número 

indeterminado destes testes é comercializado. Na teoria, testes sorológicos são 

vistos como alternativa potencial no incremento do diagnóstico da TB por serem 

rápidos e simplificados em relação à microscopia e cultura, particularmente para 

detecção 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 sorológicos para TB. Estes 

estudos sugerem que  até o momento os dados publicados de testes sorológicos 

comercializados para tuberculose pulmonar (PTB) e TB extra pulmonar resultaram 

em incertezas quanto à sensibilidade e especificidade dos ensaios baseados na 

produção de interferon – IGRAs (Davies & Pai, 2008). Para PTB, os dados foram 

insuficientes para determinar a acurácia da maioria dos testes comerciais em 

pacientes com escarro negativo. Para EPTB, não há estudos de testes comerciais 

de qualidade suficiente para detectar evolução em pacientes com co-infecão por HIV 

ou em crianças e até o momento, estes testes têm pouca ou nenhuma validade no 

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

2008).   
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E.2 – Infecção latente  

E.2.1 – Teste Tuberculínico cutâneo 

Quanto ao diagnóstico da tuberculose latente, o teste tuberculínico cutâneo 

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 

reação de hipersensibilidade do tipo tardia ao estímulo com derivado purificado 

proteico -‘purified protein derivative’-PPD- (Pai, 2005; Ducati et al., 2006) e, até 

recentemente, era o único teste para se diagnosticar LTBI (Pai, 2005). É o método 

de vigilância epidemiológica 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 antígenos que pode ser encontrada em M. tuberculosis, M. bovis BCG e 

outras várias micobactérias não 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 populações vacinadas com Bacilo Calmette-Guerin (BCG) ou 

onde a exposição à MNTs é alta, além de ter sua sensibilidade provavelmente 

diminuída em pacientes imunodeprimidos (Huebner et al., 1993; ATS, 2000; 

Andersen et al., 2002; Jasmer et al., 2002; Richeldi, 2006). A aplicação e leitura do 

teste não é fácil devido a variabilidade em relação aos leitores, à 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 limitações, o teste continua sendo 

utilizado na detecção de LTBI pois resultados demonstram que o tratamento da LTBI 

reduz o risco de desenvolvimento da doença ativa em até 60% (Jasmer et al., 2002; 

ATS, 2000). A maior vantagem do teste é o baixo custo do material e o fato de não 

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

gama release assays – IGRAs) 

Como alternativa ao TST, um novo ensaio para detecção da resposta 

mediada por células T “in vitro“ tem sido desenvolvido: os Interferon-gama release 

assays - IFNγ 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 imunológica à infecção com antígenos de MTB é 

predominantemente uma resposta imunológica mediada por células (CMI). Como 

parte dessa resposta, células T são sensibilizadas para antígenos do MTB. Ambas 

as células T efetoras ativadas (CD4 e CD8) produzem uma citocina (IFNγ) quando 

estimuladas por esses antígenos (Janeway & Travers, Immunobiology 2nd Ed, 1996). 

O uso de antígenos (Ags) selecionados para o complexo MTB (Mycobacterium 

tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum) aumenta a 

especificidade pela redução da reação cruzada com vacinação por BCG e com 

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

Os IGRAs são baseados no princípio de que células T de indivíduos 

sensibilizados com antígenos de M. tuberculosis, produzem interferon-gama quando 

reencontrarem antígenos micobacterianos (Andersen et al., 2000, Richeld, 2006; 

Menzies et al., 2007; Hill et al., 2007; Dosanjh et al., 2008). Um nível alto para 

produção de IFNγ indica tuberculose infecção. Estudos iniciais focaram no uso do 

PPD como antígeno estimulatório, e, atualmente, baseiam-se em antígenos 

específicos para M. tuberculosis, como o antígeno precocemente secretado ESAT 6 

e a proteína 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 região de 

diferenciação um (RD 1) do genoma de MTB, o que aumenta a especificidade e 
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evita reações cruzadas com vacinação com BCG e contato com MNTs (com 

exceção 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 últimos anos, QuantiFERON-TB assay 

(Cellestis Limited) e o T-SPOT.TB assay (Oxford Immunotec), medem a resposta 

mediada por células através da mensuração de IFN-γ produzidos por células T em 

resposta a antígenos de TB, usando métodos como ELISA (quantiferon) e ELISPOT 

(T-SPOT.TB). O primeiro mede a concentração de IFN-γ em sangue total em 

resposta a antígenos de MTB e o segundo, mede o número 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 relação 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 estimulatório quando o teste é repetido. Entretanto, 

esses testes têm alto custo de material, necessitam de laboratório equipado e coleta 

de sangue com manipulação subseqüente cuidadosa da amostra para manter a 

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

Acredita-se que a resposta das células T está inversamente correlacionada 

com a progressão da doença, verificando-se baixa resposta linfoproliferativa e 

inexistência de reação cutânea ao PPD em pacientes com tuberculose pulmonar 

avançada (Orme I M et al., 1993; Gong J H et al.; 1996). Alguns autores, entretanto, 

acreditam que a freqüência de células T decai durante o tratamento, refletindo a  

queda da carga bacilar(Lalvani A, 2004).  Se esta hipótese 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 predição 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 possível ferramenta para detecção de TB em 

pacientes com HIV. Resultados de dois estudos demonstraram papel do teste 

ELISPOT RD1 também no monitoramento da eficácia do tratamento (Pathan et al., 

2001; Carrara et al., 2004). Entretanto, ambos os estudos são limitados devido à 

baixa quantidade de amostras, grupos heterogêneos de pacientes em termos de 

sítios da doença e falta de critérios clínicos e microbiológicos cuidadosos usados 

para determinar o critério de resposta ao tratamento. Estudos adicionais são 

necessários para definitivamente determinar o ensaio como um marcador na eficácia 

do tratamento contra TB (Pathan et al., 2001; Carrara et al., 2004) e também seu 

uso para detecção de TB em grupos específicos de pacientes como indivíduos HIV 

positivos (Lawn et al., 2007).    

O T-SPOT.TB é uma variante simplificada da técnica do “enzyme_linked 

immunospot” (ELISPOT). Segundo informações do fabricante, dois painéis de 

antígenos (Ags) separados, simulam no poço de uma placa para ensaio, 

características das proteínas ESAT-6 e CFP-10 que são usados para aperfeiçoar a 

sensibilidade do teste. O ensaio é desenhado para detecção de células-T efetoras 

que secretam a citocina em resposta a estímulo por Ags específicos para MTB 

(Chapman et al., 2003; Lalvani et al., 2001). O ensaio é apropriado para uso com 

todos os pacientes com risco de tuberculose infecção latente ou suspeita de estar 

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

Os IGRAs não detectam diretamente a presença de MTB na amostra e sim 

resposta imunológica celular à recente ou passada sensibilização por antígenos de 
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MTB não diferenciando assim, TB ativa de LTBI (Pai, 2005; Davies & Pai, 2008). 

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

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

Características TST IGRAs 

Sensibilidade estimada 

(em pacientes com TB ativa) 

75-90% 80-90% 

Especificidade estimada 

 

70-95% 95-100% 

Reatividade cruzada com 
vacinação com BCG 

Sim Pouco provável 

Reatividade cruzada com 
MNT 

Sim Pouco provável 

Associação entre 
positividade e risco de 

desenvolvimento de TB ativa 

Moderada a alta Sem evidências 

(embora pequenos estudos já 
venham demonstrando alta 

associação) 

Correlação com exposição à 
MTB 

Sim Sim 

(correlacionando melhor que o 
TST) 

Benefícios de tratar 
pacientes com testes 

positivos 

Cerca de 60% de redução 
de desenvolvimento de TB 

ativa 

Sem evidências 

Reprodutibilidade Moderada Poucas evidências 
sugestivas de ser alta 

“Boosting” Sim Não 

(teste “ex vivo”) 

Reações adversas Raras (ulcerações) Raras (venopunções) 

Custo Baixo Moderado a alto 

Visita do paciente Duas Uma 

Infra-estrutura laboratorial Não Sim 

Tempo de obtenção do 
resultado 

2-3 dias 1-2 dias 

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 população em estudo. A especificidade 

tende a variar mais que a sensibilidade. Embora impreciso o teste tem baixo custo e 

o tratamento de indivíduos PPD reator reduz cerca de 60% o risco de 

desenvolvimento de TB ativa (Pai, 2005).  

Devido à inexistência de um método ouro para diagnóstico da LTBI, não é 

possível avaliar a sensibilidade e especificidade dos IGRAs. O que tem sido 

demonstrado nos estudos é a comparação entre TST e IGRAs (Pai, 2005) 

2.5 – Marcadores Imunológicos 

 Biomarcadores são características mensuráveis que indicam processos 

biológicos normais e patogênicos ou respostas farmacológicas por intervenção 

terapêutica. Em ensaios clínicos os biomarcadores oferecem a possibilidade de um 

desfecho alternativo que possa substituir os desfechos clínicos. A maior parte dos 

biomarcadores representa um evento que está diretamente envolvido na patogênese 

ou proteção e qualquer mudança durante o tratamento pode ser relatada pela 

farmacologia e farmacocinética da intervenção (Wallis et al., 2009). 

 Os biomarcadores podem ser classificados de várias maneiras por ensaios 

estáticos, através da medida de níveis analisáveis em amostras clínicas, ou por 

ensaios dinâmicos ou funcionais a partir da medida de processos, como resposta a 

estímulos “in vivo” ou “in vitro”. Alguns marcadores são específicos para 

determinadas doenças e não são confundidos com doenças concomitantes ou 

terapias e podem ser úteis como testes diagnósticos. Finalmente, podem originar do 

hospedeiro ou do patôgeno (Wallis et al., 2009). 

 Vários usos têm sido propostos para biomarcadores na tuberculose. Durante 

o desenvolvimento de drogas, para auxiliar na seleção do alvo, identificação do 
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modelo, seleção de dose apropriada e esquema de dosagem, seleção de 

combinação de drogas com aditiva ou sinérgica interação, uso no desenvolvimento 

de novas vacinas e como marcadores alternativos para acompanhar a evolução do 

tratamento predizendo falências e/ou recidivas. 

 A produção de IFN-γ em resposta a antígenos específicos (Jacobsen et al., 

2006); Neopterin; molécula solúvel de adesão intercelular - sICAM1; receptor 

ativador de uroquinase plasminogênica solúvel – suPAR; proteína 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 peptídeo formil - FPR1 e 

grupo de diferenciação 64 - CD64 (Jacobsen et al, 2006), são alguns dos 

biomarcadores estudados como alternativos para uso em diagnóstico e tratamento 

da tuberculose.  

2.6 – Resposta imunológica no estudo de vacinas  

 A vacina atualmente utilizada na proteção contra tuberculose, BCG, produzida 

a partir de Mycobacterium bovis, protege somente contra as formas severas da 

doença na infância, mas não confere proteção contra a forma mais prevalente da 

doença que é a TB pulmonar em adultos. Portanto, está clara a necessidade do 

desenvolvimento de uma vacina mais eficiente (Kaufmann, 2006). 

A seleção de Ags para inclusão em novas vacinas depende da identificação 

dos alvos de proteção da imunidade “in vivo”, embora pouco seja conhecido sobre 

os antígenos alvos da imunidade protetora em humanos. Em roedores, antígenos 

secretados são os alvos predominantes da imunidade protetora (Pathan et al., 2001) 

e a vacinação com esses antígenos pode conferir proteção (Horwits et al., 1995; 

Pathan et al., 2001). 
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O ESAT 6, um antígeno altamente específico para o complexo MTB é o alvo 

principal de células T CD4 secretoras de IFN-γ em modelos murinos e a imunização 

com essa proteína induz imunidade protetora contra a TB (Olsen et al., 2000; 

Pathan, 2001). Em humanos, observações demonstraram que ESAT 6 é identificada 

em amostras de grande proporção de pacientes com TB ativa. A proteína está 

ausente em BCG (Andersen et al., 2000), o que têm chamado a atenção para seu 

uso também como um reagente diagnóstico (Pathan et al., 2001).  

2.7 – Resposta ao Tratamento 

A adesão ao tratamento contra tuberculose é limitada por fatores clínicos, 

sociais, financeiros e comportamentais. A duração do tratamento, por exemplo, é 

uma das causas de falência e recidivas já que muitos abandonam o tratamento 

quando se sentem melhor (Burman et al., 1997). O tratamento da TB tem se 

complicado em função do crescimento no número de cepas multidrogas resistentes 

e da co-infecção 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 importância 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 adesão do paciente ao 

tratamento e reduzido a emergência de microrganismos resistentes. Neste modelo, 

cada dose do medicamento é diretamente administrada pelo profissional de saúde 

que observa e anota a ingestão das drogas (Burman et al., 1997). 

Tratamentos efetivos têm sido avaliados por mais de 50 anos. Com o início da 

quimioterapia, tornou-se evidente que o uso de uma única droga no tratamento da 

tuberculose resultou na seleção de clones resistentes a drogas e na emergência de 
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doença resistente. A quimioterapia combinada mostrou-se eficiente na cura da 

doença ativa e prevenção da emergência de resistência. Entre 1952 e 1982, uma 

série de estudos definiu o 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 são os agentes mais ativos 

e a base da terapia (McDonald et al., 1982; Cohn et al., 1990).   

INH demonstra considerável atividade bactericida contra microrganismos em 

divisão ativa e RIF, apesar da moderada atividade bactericida, possui potente 

atividade esterilizante sobre organismos semidormentes com multiplicação reduzida. 

Um regime de INH e RIF por 9 meses cura praticamente 100% dos casos droga-

susceptíveis, com taxa de recidiva menor que 5% (McDonald et al., 1982; Cohn et 

al., 1990).  

A adição de EMB possibilita a redução do risco de emergência de doença 

resistente no decorrer do tratamento, mas não reduz a duração da terapia. A PZA 

não possui atividade bactericida significante, mas é uma droga fortemente 

esterilizante. A adição de PZA nos primeiros dois meses de um regime de seis 

meses de INH e RIF leva a um índice de cura similar ao obtido com nove meses com 

apenas duas drogas (McDonald et al., 1982; Cohn et al., 1990). 

Nos últimos 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 

necessária para a replicação (Miyazaki et al.,1999; Malathum et al., 1998; Dombeck 

et al., 2001). Estas substituições têm como objetivo reduzir o período da terapia 

contra TB (Kennedy et al., 1996).    
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2.8 – História Natural da LTBI 

 A LTBI é uma síndrome clínica causada pela exposição ao M. tuberculosis, 

seguida do estabelecimento da infecção e resposta imunológica do hospedeiro para 

controlar o crescimento bacilar, forçando um estado de quiescência no tecido 

infectado. Este estado é caracterizado pela redução do metabolismo bacteriano em 

conseqüência à ação da resposta imunológica celular, que pode, até certo ponto, 

conter, mas não eliminar a infecção. Não é uma doença infecciosa como a TB ativa, 

não representando desta forma, problema de saúde pública (Ducati et al., 2006). Por 

outro lado, a infecção pode progredir para TB ativa (Jasmer et al., 2002; Ducati et 

al., 2006) até mesmo várias décadas após o contato com o bacilo, por 

comprometimento do sistema imunológico, como co-infecção por HIV, desnutrição, 

idade, uso de drogas, câncer, diabetes, insuficiência renal crônica e terapia com 

drogas imunossupressoras (Ducati et al., 2006) o que sugere tratamento dos 

indivíduos TST positivos como forma de prevenção ao desenvolvimento da doença 

(Pai, 2005; Ducati et al., 2006; Pai, Kalantri & Dheda, 2006). 

 A sobrevivência intracelular da bactéria é baseada na capacidade de 

sobreviver com à acidificação do fagossomo em macrófagos infectados e à 

capacidade de prevenir a fusão fagossomo-lisossomo. Na maioria dos pacientes 

imunocompetentes há o recrutamento de células T e macrófagos e estabelecimento 

de resposta imunológica secundária, resultando no controle da infecção (Ducati et 

al., 2006).  
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3 – JUSTIFICATIVA  

A infecção com MTB, na maioria dos indivíduos, é contida pela resposta 

imunológica e a infecção permanece latente, entretanto há o risco de progressão da 

forma latente para TB ativa (Ewer et al., 2006; Pai, Kalantri & Dheda, 2006).  A 

ampla faixa de fenômenos clínicos resultantes da infecção por MTB, como controle 

do bacilo com sintomas mínimos, resolução espontânea pelo hospedeiro, baixa 

carga bacilar ou desenvolvimento de TB ativa com sintomas severos, oferece a 

oportunidade de investigar a relação entre a resposta imunológica e o declínio do 

conteúdo de bacilos “in vivo” (Pathan et al., 2001). 

Com o avanço da Biologia Molecular e entendimento do genoma 

micobacteriano, novas alternativas de diagnóstico têm sido desenvolvidas, como 

ensaios “in vitro” que medem a produção de IFN-γ por células T específicas 

sensibilizadas com antígenos de MTB, chamados IGRAs (Pai, Kalantri & Dheda, 

2006). 

 Estudos realizados na última década (Andersen et al., 2000, Wood et al., 

2001, Lalvani et al., 2003) resultaram no desenvolvimento de dois ensaios 

comerciais baseados na detecção de IFN-γ, 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-γ produzidos por células T 

em resposta a antígenos de TB, usando métodos como ELISA (Quantiferon) e 

ELISPOT (T-SPOT.TB).  

A resposta imunológica aos antígenos de MTB pode mudar durante o 

tratamento da doença o que pode servir como um marcador alternativo para 

monitorar a resposta ao tratamento. Poucos estudos foram desenvolvidos para 

esclarecer a eficiência 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 eficácia do tratamento (Pathan et al., 2001; Carrara et al., 

2004). Entretanto, estudos adicionais envolvendo grupos específicos de pacientes 

são necessários para realmente determinar a relação entre tratamento e resposta 

imunológica 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 – DEFINIÇÃO DO PROBLEMA  

 A cultura micobacteriana é usada para avaliar a resposta ao tratamento contra 

tuberculose, mas sua utilidade clínica é limitada pelo longo tempo requerido para 

obtenção dos resultados (devido à taxa de crescimento lenta do M. tuberculosis em 

cultura) e pela dificuldade na obtenção de amostra clínica em caso de TB 

extrapulmonar. Recentemente, novos ensaios para diagnóstico de TB têm sido 

desenvolvidos baseados na enumeração de células T secretoras de IFN-γ em 

resposta a antígenos específicos de M. tuberculosis da região 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 eficácia do tratamento contra TB (Pathan et al., 

2001; Carrara et al., 2004). Entretanto ambos os estudos foram limitados pelo 

pequeno número de amostras estudadas, grupos heterogêneos de pacientes em 

termos de sitio da doença e falta de cuidados clínicos e microbiológicos. Estudos 

adicionais são necessários para determinar definitivamente o papel do teste RD1 

ELISPOT como um marcador alternativo da eficácia do tratamento contra 

tuberculose. 
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5 – HIPÓTESE DO ESTUDO 

Atualmente, a maioria dos autores considera que o tratamento contra 

tuberculose favorece a resposta imunológica e, consequentemente, a produção de 

células T específicas.  

Nossa hipótese de trabalho, em anteposição ao pensamento majoritário, 

considera que o tratamento da tuberculose ocasionando uma diminuição da carga 

bacilar resulta na diminuição da freqüência de células T específicas para antígenos 

de MTB.  

Consequentemente, um teste com capacidade de medir a produção de 

células T produtoras de IFN-γ em resposta a antígenos específicos para M. 

tuberculosis, poderia servir como um marcador alternativo para monitorar a eficácia 

do tratamento contra TB, na medida em que identificasse o declínio das células 

formadoras de “spots” (SFCs) a partir de amostras de sangue periférico de pacientes  

com TB em tratamento específico. 
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6 - OBJETIVOS 

6.1-Objetivo geral 

Comparar a frequência de células T RD1-específicas em pacientes com 

cultura positiva para M. tuberculosis “versus” pacientes com cultura negativa na 

oitava semana de tratamento em três diferentes tempos: tempo tempo zero (linha de 

base = antes do início 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 padrão ouro aceito de permanente cura 

da TB sem reincidência (critério clínico e bacteriológico, sem recidiva por pelo menos 

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

6.2-Objetivos específicos  

1. Determinar a sensibilidade do ensaio T-SPOT.TB entre todos os 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-infecção por HIV; 

3. Comparar a frequência de células T RD1 específicas, em cada tempo, em 

pacientes com falência de tratamento; 

4. Comparar a frequência de células T RD1 específicas, em cada tempo, em 

pacientes com recidiva “versus” pacientes sem recidiva; 

5. Determinar as diferenças na frequência de células T RD1 específicas e 

mudanças nessa frequência no tempo final para pacientes com cultura positiva 

“versus” cultura negativa na oitava semana de tratamento; 
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6. Determinar as diferenças na frequência de células T RD1 específicas e 

mudanças nessa frequência no tempo final em indivíduos em regime de 

tratamento; 

7. Determinar a associação entre contagem de SFCs e severidade da TB doença 

no tempo zero; 

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

“spots”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

41 

7 – MATERIAIS E MÉTODOS 

Estudo coorte horizontal de um novo teste diagnóstico, o T-SPOT.TB, para 

TB. Todos os pacientes incluídos no estudo para tratamento com Moxifloxacino 

(estudo paralelo para avaliar e comparar a atividade antimicrobiana de dois regimes 

diários de tratamento contra TB administrados durante 8 semanas em pacientes com 

TB pulmonar, por DOT) foram incluídos no estudo T-SPOT.TB. 

Estudo aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa – CEP – HUCFF – UFRJ 

sob o número 789/06 em 18/09/2006 (ANEXO 2). 

7.1 – Seleção e inclusão de pacientes 

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

de Janeiro, Brasil. 

 Foram incluídos pacientes com TB confirmada que procuraram o ambulatório 

de TB ou pacientes internados no setor de TB do hospital. Todos os pacientes 

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

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

história prévia de tuberculose ou tratamento contra tuberculose e gravidez. 

7.2 – Desenvolvimento do estudo 

Após consentimento informado, sangue venoso periférico foi coletado dos 

pacientes em três 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 início do tratamento para TB ou dentro de 7 dias ou menos após início 

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 três 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 

laboratório. Para cada 2 tubos de cada tempo, “peripheral blood mononuclear cels” 

(PBMCs) foram isolados por centrifugação, lavados duas vezes, suspendidos em 

solução de congelamento e estocados em nitrogênio líquido, de acordo com 

protocolo para criopreservação da Oxford Immunotec. Para o tempo zero de cada 

paciente, um tubo CPT foi usado para isolamento e estimulação das células antes 

do congelamento: PBMCs foram isolados por centrifugação, 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 

sistemáticos na preparação das amostras. O ensaio com o “kit” foi feito seguindo às 

instruções do fabricante. Para leitura dos resultados, os “spots” foram contados com 

ajuda de uma lupa ao fim de cada teste e ao microscópio quando toda a placa já 

havia sido utilizada, para não queimar, com a luz do microscópio, os poços ainda 

não utilizados. Em adição, as placas foram guardadas para enumeração 

subseqüente usando leitor automático.   
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7.3 – Coletas de dados e monitoramento 

A - Formulários usados 

ESTUDO MOXI: 

- Formulários para consentimento livre e esclarecido em português (TCLE – 

ANEXO 3); 

- Formulários qualificados para inclusão; 

- Formulários para coleta de dados  

T-SPOT.TB  

- Formulários de laboratório (ANEXO 4) que documentaram recebimento de 

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

resultados; 

- Formulários de laboratório que documentaram manipulação e estoque de 

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

B - Formulários para complementação e submissão dos  dados 

Todos os formulários foram completados e os dados inseridos de acordo com as 

instruções no manual de operações de administração de dados. Os nomes foram 

obtidos apenas uma vez, e esta informação foi colocada em um formulário diferente 

do formulário para resultado do teste e estes foram arquivados separadamente.  

As iniciais do responsável por completar os formulários foram colocadas no fim 

da primeira página de cada formulário. Todos os formulários foram revistos antes da 

entrada dos dados quanto à precisão, consistência e complementação da 

localização pelo responsável pelo estudo. 

C – Gravação dos dados e arquivamento  

Todos os dados coletados e gravados nos formulários foram arquivados em uma 

área segura. Todas as informações da localização foram colocadas em salas 
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separadas de todos os demais documentos do estudo e em áreas seguras, sem 

acesso de indivíduos não relacionados ao estudo. Acesso aos dados do estudo e 

arquivos de dados foi limitado à equipe do estudo, incluindo os responsáveis 

visitantes da Johns Hopkins University e UFRJ. 

D – Gerenciamento 

Cada participante do estudo de tratamento com Moxifloxacino foi identificado 

com um único número de identificação no estudo. Este número foi usado para o 

estudo T-SPOT.TB. Este número consta em cada formulário e espécime clínico para 

facilitar a ligação dos dados. Para diminuir erros de transcrição 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 

formulário e espécime. 

Pastas foram usadas para arquivar as datas de complementação e das visitas 

clínicas para coleta de espécimes. Em adição, um arquivo do estudo foi mantido 

para cada paciente contendo todos os formulários, resultados do laboratório e outras 

informações pertinentes ao estudo. Todas as pastas de arquivos e registros foram 

colocadas em cabines exclusivas e em local seguro quando não usadas e 

acessíveis somente para equipe clínica. 

Um sistema de dupla entrada foi usado para computar os instrumentos do 

estudo. Os formulários tiveram seu recebimento registrado em cadernos de 

correspondência e no livro de laboratório antes de terem seus dados transferidos 

para o computador. A verificação dos arquivos foi feita para erros lógicos e de 

extensão. Os dados dos arquivos foram corrigidos e enviados a Johns Hopkins 

University onde foi feita checagem mais elaborada de erros e correção adicional. O 

número de identificação (PID), dados coletados, volume de espécimes e localização 
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nos “freezers” foram gravados nos formulários do laboratório e no computador para 

todas as amostras. Os arquivos de computador desses formulários foram usados 

para criar listagem de espécimes e sua localização em cada caixa de estocagem. 

Após dois anos completos do estudo, indivíduos excluídos do estudo tiveram 

as fichas com seus dados excluídos do banco de dados. 

E - Monitoramento  

Uma equipe da Johns Hopkins University monitorou regularmente o 

andamento do estudo. Visitas trimestrais com revisão de treinamento, 

procedimentos, consentimento, formulários, entrada de dados, administração de 

dados e documentação, foram feitas. Uma auditoria de todos os pacientes incluídos 

no estudo foi feita após a inclusão dos 25 primeiros pacientes. Posteriormente, 10% 

de amostras aleatórias de todos os pacientes incluídos a partir da data da primeira 

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

 

7.4 - Inclusões 

Termo de consentimento livre e esclarecido foi assinado por todos os 

indivíduos incluídos no estudo. Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa (IRBs) da Johns Hopkins University School of Medicine e do Hospital 

Universitário Clementino Fraga Filho (HUCFF/UFRJ). Todos os responsáveis chave 

pelo projeto foram treinados nos aspectos éticos da pesquisa clínica. 

 

7.5 - Biosegurança  

Precauções universais foram usadas para todo material proveniente dos 

pacientes de acordo com padrões brasileiros e internacionais. 
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7.6 - Administração  

1- Johns Hopkins University: 

a- Recrutamento de pesquisadores e equipe para estudo. 

b- Desenvolvimento de protocolos de estudo e formulários em colaboração com 

Oxford Immunotec. 

c- Treinamento pelos responsáveis pelo estudo em protocolos requeridos e 

condução de visitas para monitoramento da concordância com os protocolos 

de estudo, qualidade dos dados e complementação dos registros. 

d- Análise de dados do estudo e produção de relatórios. 

e- Inclusão de revisão e aprovação de quadros éticos relevantes / IRBs. 

2- Co-pesquisadores do Rio de Janeiro 

a- Recrutamento de responsáveis experientes para desenvolver os 

procedimentos do estudo. 

b- Auxílio no desenvolvimento dos protocolos do estudo, análise dos dados do 

estudo e desenvolvimento dos relatórios. 

c- Avaliação da concordância do número de inclusões de amostras necessárias 

até o fim da duração do estudo. 

d- Assegurar quadro ético local. 

3- Oxford Immunotec 

a- Auxílio no desenvolvimento dos protocolos de estudo. 

b- Auxílio no treinamento dos responsáveis. 

c- Fornecimento de material para o teste T-SPOT.TB. 

d- Contagem dos “spots” usando leitor automático de placas. 
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7.7 - Informações sobre reagentes e preparo 

Todos os reagentes usados foram fornecidos no kit (ANEXO 10 – figura 8a) 

1 - Microplaca: uma placa de 96 poços no formato de tiras pronta para uso; 

2 - Painel A de antígenos de M. tuberculosis pronto para uso; 

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

4 - Controle Positivo pronto para uso; 

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

1:200; 

6 - Solução de substrato era guardada à temperatura ambiente e estava pronta para 

uso; 

7 – A solução para congelamento das amostras, consistindo de mistura estéril de 

DMSO a 10% e soro fetal bovino, era aquecida à temperatura de 37ºC no momento 

do uso. 

7.8 – Coleta e processamento das amostras 

A triagem dos pacientes foi feita no ambulatório de tuberculose pelas 

enfermeiras do estudo MOXI. Os pacientes responderam ao termo de consentimento 

livre e esclarecido e, quando aceitaram as condições de participação no estudo, 

receberam um número de identificação provisório (“screening number”) pelo qual 

eram identificados até receber o número de identificação definitivo (PID). 

Número de identificação, data da coleta e quantidade de tubos coletados 

eram preenchidos no formulário a ser encaminhado junto com as amostras para o 

laboratório. 
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A – Período Zero - Linha de base (t=0) 

Coleta de amostra 

Na primeira visita, antes de iniciar o tratamento, e após aceitar a participação, 

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 

Laboratório Multidisciplinar de Pesquisa, no intervalo máximo de 8 horas após a 

coleta. A coleta foi feita pelas enfermeiras do estudo MOXI que preencheram a ficha 

de submissão (Ficha azul – ANEXO 2) que era encaminhada ao laboratório junto 

com as amostras dos pacientes. Ao chegar ao laboratório o responsável assinava o 

caderno de correspondência devidamente preenchido com os dados da coleta 

(número de identificação, hora da coleta e quantidade de tubos) e a ficha de 

submissão que veio junto com as amostras. 

Isolamento de PBMCs 

1 - Os tubos foram centrifugados a 1500 RCF por 30 minutos (de acordo com 

recomendações do fabricante). Enquanto isso, o meio para lavagem (AIMV) era 

colocado a 37°C e os demais reagentes para trabalho  colocados à temperatura 

ambiente.   

 

2 - A nuvem (que contem os PBMCs) formada acima do gel foi retirada com 

pipeta de 1000µL e transferida para tubo do tipo falcon de 15mL (ANEXO 9, fig. 5a).  

3 - Foram adicionados à amostra 5mL de AIMV e esta foi homogeneizada 

delicadamente com a pipeta de 1000µL (ANEXO 9, fig. 6a e 6b).   

4 - O tubo foi centrifugado a 300 RCF por 7 minutos a 20°C.  
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5 - O sobrenadante formado após centrifugação foi desprezado vertendo-se 

cuidadosamente o tubo.  

6 - O sedimento foi ressuspendido em 5mL de AIMV e centrifugado a 20°C 

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 Solução de 

Congelamento (1mL), transferidos para tubos de congelamento de 2mL, colocados 

em uma caixa de congelamento  gradual contendo álcool etílico, “Mr. Frosty”, e 

levados para o “freezer” -80°C onde permaneceram po r um período máximo de 30 

dias após o qual foram transferidos para nitrogênio líquido no laboratório DIP 

3°andar do HUCFF.  

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

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

1 - Da suspensão de 500µL foram retirados 10µL aos quais foram acrescidos 

40µL de Azul de Tripano.  

2 – A contagem das células foi feita usando-se um hemocitômetro.  

3 - O número de células por mL foi determinado pela fórmula: 

 # de células x fator de diluição (5 x 104). Para cada poço da microplaca eram 

necessárias 2.5 x 105 células viáveis que foram obtidas pela fórmula: 2.5 x 105 x 

0.5/#células/mL 

Procedimento T-SPOT.TB TB assay 

1 – Adição de 50µL de meio AIMV no poço destinado ao controle negativo 

2 - Adição de 50µL de PA no segundo poço 

3 - Adição de 50µL de PB no terceiro poço 
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4 - Adição de 50µL de Controle Positivo no poço destinado ao controle 

positivo  

5 - Para cada reagente foram adicionados 100µL da suspensão corrigida para 

2.5 x 105 células viáveis (ANEXO 10, fig.8A) 

6 - A placa foi colocada na estufa a 37°C com 5% de  CO2 por 16-20 horas 

(ANEXO 10, fig.8b) 

7 - A placa foi lavada 4 vezes com 100µL de PBS (usando uma pipeta 

multicanal) (ANEXO 11, fig.9a) 

8 - Adição de 50 µL de conjugado em cada poço (ANEXO 11, fig.9)  

9 – Incubação da placa a 4°C por uma hora.  

10 – Lavagem da placa 4 vezes com 100µL de PBS (usando uma pipeta 

multicanal) (ANEXO 11, fig.9a) 

11 - Adição de 50 µL de substrato em cada poço (ANEXO 11, fig.9c) 

12 - Incubação da placa por 7 minutos à temperatura ambiente.  

13 - Lavagem da placa em água e secagem à 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 alumínio até ser encaminhada 

à Oxford Immunotec para contagem em contador automático. 

Congelamento das amostras 

 1 - Após lavagem em meio AIMV, as células foram ressuspensas em 1mL de 

FM previamente aquecido à 37°C; 

 2 - A suspensão foi transferida para tubo de estocagem em nitrogênio líquido;  

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

5- Após 24 horas os tubos foram transferidos para uma caixa de 

congelamento da Nalgene e permaneceram no “freezer” -80 por um período máximo 

de 30 dias; 

5 - Após 30 dias elas foram transferidas para o Nitrogênio líquido; 

6 - Os dados de todos os tubos (posição na caixa e no container) foram 

anotados em uma planilha do laboratório e uma tabela de controle de temperatura 

para cada local de estoque foi rigorosamente mantida. 

B - SEMANAS 16 E 24 

Descongelamento das amostras 

1 - Remoção dos tubos do N2 líquido e transferência imediata para banho-

maria a 37°C. 

2 - Agitação dos tubos por aproximadamente um minuto (até que 90% das 

células estivessem descongeladas). 

3 - Retirada com a P1000 do conteúdo e transferência para tubo de 50mL 

com 5mL de AIMV a 37°C e homogeneização delicada. 

4 - Centrifugação por 7 minutos a 300 RCF a 20°C.  

5 - O sobrenadante formado após centrifugação foi desprezado vertendo-se 

cuidadosamente o tubo.  

6 - O sedimento foi ressuspendido em 5mL de AIMV e centrifugado a 20°C 

por 7 minutos a 300 RCF.  

7 - O sobrenadante foi desprezado como descrito anteriormente 

8 – O sedimento foi ressuspendido em 500µL de AIMV.  

Contagem de células 
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1 - Da suspensão de 500 µL foram retirados 10µL aos quais foram acrescidos 

40 µL de Azul de Tripano.  

2 – A contagem das células foi feita usando um hemocitômetro.  

3 - O número de células por mL foi determinado pela fórmula: 

 # de células x fator de diluição de 5 x 104. Para cada poço da microplaca 

foram necessárias 2.5 x 105 células viáveis que foram calculadas pela fórmula: 2.5 x 

105 x 0.5/#células/mL. 

Ensaio T-SPOT.TB TB  

→Nessa etapa, um tubo de cada um dos três tempos de amostra de um 

mesmo paciente, foi ensaiado numa mesma placa para evitar diferenças nas 

condições de trabalho. Consequentemente, as amostras congeladas só foram 

ensaiadas após finalização de tratamento do paciente quando as amostras dos três 

tempos já estavam congeladas.  

1 – Adição de 50µL de meio AIMV no poço destinado ao controle negativo. 

2 - Adição de 50µL de PA no segundo poço.   

3 - Adição de 50µL de PB no terceiro poço. 

4 - Adição de 50µL de Controle Positivo no poço destinado ao controle 

positivo.  

5 - Para cada reagente foram adicionados 100µL da suspensão corrigida para 

2.5 x 105 células viáveis.  

6 - A placa foi para estufa a 37°C com 5% de CO 2 por 16-20 horas.  

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

multicanal). 

8 - Adição de 50 µL de conjugado em cada poço.  

9 - A placa foi incubada a 4°C por uma hora.  



 

 

53 

10 - A placa foi lavada 4 vezes com 100µL de PBS (usando uma pipeta 

multicanal) 

11 - Adição de 50 µL de substrato em cada poço. 

12 – A placa foi incubada por 7 minutos à temperatura ambiente.  

13 - Lavagem em água e secagem à temperatura ambiente e no escuro. 

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

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

à Oxford Immunotec para contagem em contador automático.  

 

7.9 – Interpretação dos resultados 

 O teste foi considerado reativo se um ou ambos os painéis A e/ou 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 número de “spots” ≥ 6, uma amostra foi considerada 

reativa se: (# de “spots” contados no painel) ≥ 2x (# de “spots” contados no controle 

negativo) 

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

técnico responsável pelo procedimento. 

 

7.10 – Análise estatística  

Para determinar se houve ou não mudança na contagem dos “spots” durante 

o intervalo de tratamento contra tuberculose, os resultados do ELISPOT dos 

períodos 0, 16ª semana e 24ª semana foram compilados. Para comparar a 

contagem entre aqueles indivíduos com cultura de escarro positiva e negativa após 
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8 semanas de tratamento, e para comparar a contagem entre aqueles com doença 

cavitária ou não, foi feita uma análise de dados longitudinal. Para padronizar a 

dependência 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 aproximação binominal negativa com métodos de 

equação de estimativa generalizada (GEE). Foi escolhida estrutura de correlação 

independente com rigoroso padrão de erros para o modelo GEE, assim como 

comparações estatísticas quantitativas de ajustes que mostrou que a estrutura de 

correlação escolhida promoveu o melhor ajuste. Um modelo de regressão binominal 

negativa foi utilizado para analisar diferenças na contagem entre os grupos com 24 

semanas de tratamento. Para avaliar a diferença no declínio da contagem de “spots” 

no decorrer do tempo, nos diferentes grupos, o teste “Wilcoxon rank-sum” foi 

utilizado. Análise estatística foi feita usando o software estatístico STATA 

(StataCorp, College Station, Texas).  

Para comparação 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 período do estudo, 73 indivíduos foram incluídos. Dos 73, 15 foram 

excluídos da análise porque 11 não 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 períodos ensaiados, incluindo obrigatoriamente 

o período T0, foram incluídos na análise. A tabela 1 mostra as características da 

população do estudo. 

TABELA 1. Características demográficas e clínico-radiológicas  dos pacientes 

incluídos no estudo  

Caracteísticas  
 

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) 

Doença cavitária* (%) 41  (70,7) 

Diabetes mellitus (%) 10  (17,2) 

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

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

Os resultados são apresentados como média da idade e peso em anos e seu respectivo desvio 

padrão. As variáveis categóricas são apresentadas como freqüência (número de pacientes e 

respectivos percentuais). 

*Doença cavitária no raio-x do tempo zero. **CD4=426células/mL. SD, desvio padrão. 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 (página 60) mostra o resultado qualitativo do teste T-SPOT.TB frente aos 

diferentes antígenos no tempo zero.  

8.2 – Sensibilidade do teste entre os pacientes com  co-infecção  com HIV   

Somente um indivíduo era HIV infectado e apresentava contagem de CD4 de 

426 cels/mm³, portanto ainda com razoável manutenção da funcionalidade da 

resposta imunológica. 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 – Freqüência de células T RD1 específicas em pa cientes com falência de 

tratamento. 

 Não houve indivíduos com falência de tratamento e não se pode avaliar o 

comportamento do teste neste importante cenário clínico. 

 

8.4 -  Freqüência de células T RD1 específicas em p acientes com recidiva e 

sem recidiva. 

  Até o momento desta análise, um ano após encerramento do tratamento, não 

há informação de procura espontânea do paciente referindo sintomatologia com 

confirmação clinico - laboratorial de recidiva de TB. Este aspecto será revisto 

meticulosamente, por busca ativa, ainda este ano. 
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8.5 – Contagem de SFC entre pacientes que tiveram c ultura positiva “versus” 

negativa na oitava semana de tratamento 

 A contagem de “spots” entre indivíduos que mantiveram resultado positivo 

para cultura após 8 semanas de tratamento e indivíduos que tiveram resultado 

negativo para cultura após 8 semanas de tratamento foi comparada. Quarenta e oito 

(82,8%) dos 58 indivíduos tiveram resultado negativo para cultura após as 8 

semanas de tratamento e 10 (17,2%) dos 58 mantiveram resultado positivo para 

cultura mesmo após 8 semanas de tratamento. A média da contagem de “spots” 

está representada na figura B (página 59). Comparado com indivíduos com 

resultado negativo para cultura, os indivíduos cultura positiva tiveram média alta de 

contagem de “spots” em todos os 3 tempos para ambos ESAT-6 e CFP-10. 

Combinando os três tempos, a média de contagem para ESAT-6 foi na proporção 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 

proporção de 16,6 “spots” a mais para o grupo com cultura positiva comparado com 

o grupo com cultura negativa, mas esta diferença não teve significância estatística 

(95% CI-3,43 para 37,1). A média de contagem para RD1 foi à proporção de 49,2 

“spots” a mais para o grupo com cultura positiva comparado com o 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 diferença não 

teve significância estatística. 

 A média de declínio de contagem para o antígeno ESAT-6 após 24 semanas 

de tratamento foi 33,1 no grupo com cultura positiva após 8 semanas de tratamento 
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e 19,8 no grupo com cultura negativa (p=0,37). A média de declínio de contagem 

para o antígeno CFP-10 após 24 semanas de tratamento foi 3,9 no grupo com 

cultura positiva após 8 semanas de tratamento e 10,1 no grupo com cultura negativa 

(p=0,65). A média de declínio de contagem para os antígenos de RD1 após 24 

semanas de tratamento foi 37,0 no grupo com cultura positiva após oito semanas de 

tratamento e 29,8 no grupo com cultura negativa (p=0,82) (Figura A, página 58). 

 Usando resultados qualitativos (tabela 2), comparado com indivíduos com 

cultura negativa, a porcentagem de resultados classificados como reativos nos 

tempos 0, 16 e 24 dos indivíduos com cultura positiva foi levemente maior, mas 

estes dados não tiveram significância estatística. Como mostrado na figura C 

(página 61) o perfil de resposta aos antígenos RD1 demonstrou variabilidade interna 

e entre os indivíduos. 

Figura A . Média da contagem de “spots” em resposta aos dife rentes Ags.  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Média da contagem de “spots” par antígenos ESAT-6, CFP-10 e RD1 nos períodos 0 (linha de base), 

16 e 24 para indivíduos com cultura positiva para M. tuberculosis ao completar 8 semanas de 

tratamento contra TB (barras escuras, n=10) e para indivíduos com cultura negativa após mesmo 

período 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 (página 59), a média da contagem de SFC 

declinou após 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 24ª semana (23,3 “versus” 23,2, respectivamente, 

p=0,43). Entretanto, na 16ª 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 temporário no declínio da média da contagem 

de CFP-10. A média (SD) de declínio de SFC após 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  

 
Média da contagem de “spots” para antígenos ESAT-6, CFP-10, RD1 (CFP e ESAT) nos períodos 0 

(linha de base), 16ª  semana e 24ª semana para todos os indivíduos incluídos (n=58).   

 

A tabela 2 (página 60) mostra o percentual de indivíduos incluídos no estudo 

que tiveram resultado reativo para ESAT-6, CFP-10 e RD1 nos três tempos de coleta 
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durante o tratamento (semana 0, 16 e 24). Usando resultados qualitativos, não 

houve inclinação significante no decorrer do tempo e não houve diferenças entre 

porcentagem de indivíduos positivos para ESAT-6 “versus” CFP-10 em nenhum dos 

tempos. De 42 indivíduos que tiveram amostras do tempo zero reativas no teste, 40 

foram retestados no tempo 24; destes, 4 (10%) tiveram resultado não reativo no 

teste T-SPOT.TB na semana 24. 

 

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

 

Resultado qualitativo do teste T-SPOT.TB: % de indivíduos que tiveram teste reativo, dividido de 

acordo com antígeno estimulatório e por resultado de cultura após completar 8 semanas de 

tratamento.    

 

  Tempo 0 

16a 

semana 

24a 

semana 

ESAT-6     

 Todos incluídos 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 incluídos 55,2 58,9 59,3 

 Cultura positiva 60,0 77,8 60,0 

 Cultura negativa 54,2 55,3 59,1 

     

RD1      

 Todos incluídos 72,4 78,6 75,9 

 Cultura positiva 70,0 88,9 70,0 

 Cultura negativa 72,9 76,6 77,3 
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A figura C mostra a alta variabilidade entre os pacientes nos resultados 

quantitativos, assim como a falta de reversão 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 formação  de “spots” para 

RD1 após 24 semanas de tratamento para TB 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Perfil da resposta celular individual pela formação de “spots” para RD1 após 24 semanas de 
tratamento para TB para indivíduos com cultura negativa para M. tuberculosis ao completar 8 
semanas de tratamento (PAINEL A, n=48) e para indivíduos 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 - Associação entre contagem de SFCs e gravidade  clínico-radiologica da 

TB no tempo zero, antes do início do tratamento. 

 Para determinar se a contagem de SFCs era ou não mais alta em TB grave, 

foi avaliada a associação entre a contagem de SFCs e dois marcadores de 

gravidade da doença no tempo zero – doença cavitária pulmonar e índice de massa 

corporal (BMI) baixo. Para ESAT-6, a contagem de SFCs daqueles com doença foi, 

em média, 2,08 vezes maior que a contagem de SFCs daqueles sem doença 

cavitária (95% CI para IRR 1,06-4,10, p=0,034). Para CFP-10, a contagem de SFCs 

não diferiu entre os dois grupos (p=0,64). Não houve associação entre índice de 

massa corporal no tempo zero e contagem de ESAT-6 ou CFP-10 (p=0,48 e 0,48 

respectivamente). 

8.8 – Comparação entre 2 modalidades de leitura dos  “spots”.  

 Foi realizada comparação entre 2 modalidades de leitura dos “spots”. Leitura 

realizada por técnico treinado utilizando lente de aumento (4X) com confirmação por 

microscopia e leitura automatizada através de um sistema de leitura de densidade 

ótica e software de registro e análise de dados de imagem.  

Os resultados, figuras D.1, D.2, D.3 e D.4, demonstram que para o controle 

negativo, não houve diferença entre a contagem visual dos “spots” (com ajuda de 

uma lupa) e automática . 

 Para os painéis de antígenos A e B, assim como para o controle positivo a 

contagem do número de “spots” por leitura visual foi maior que a contagem 

automática.  

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

próximos como único, não os diferenciando ao medir a densidade ótica. 
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Figura D.1- Comparação entre leitura visual (eixo x) e leitura automática (eixo 

Y) dos “spots” dos controles negativos 
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O processo automático não demonstra diferença em média do leitor 
Leitor = 457,59 
Automático = 451,35 
 
 
 

Figura D.2- Comparação entre leitura visual (eixo x) e leitura automática (eixoY) 

dos “spots” nos poços com painel A de Antígenos 
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A média do leitor é significativamente maior que a automática. 
Leitor = 255,72 
Automático = 148,67 
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Figura D.3- Comparação entre leitura visual (eixo x) e leitura automática (eixo 

Y) dos “spots” nos poços com painel B de Antígenos 
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A média do leitor é significativamente maior que a automática. 
Leitor = 261,11 
Automático = 124,00 
 
 
 

Figura D.4- Comparação entre leitura visual (eixo x) e leitura automática (eixoY) 

dos “spots” nos controles positivos 
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A média do leitor é significativamente maior que a automática. 
Leitor = 111,60 
Automático = 35,94 
* Para esta análise, foram excluídos os poços considerados incontáveis (>1000) 
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9 – DISCUSSÃO 

O presente estudo gerou informações sobre alterações na proporção de 

células T produtoras de IFN-γ em resposta a antígenos específicos da região de 

diferenciação 1 (RD1) de MTB no decurso do tratamento anti-TB. O tratamento foi 

monitorado pelo esquema de administração DOT. 

Existe grande controvérsia sobre a natureza exata da resposta imunológica 

ao MTB e sua correlação com o controle da multiplicação bacteriana pelo 

hospedeiro humano. Pressupõe-se que a TB ativa ocorra por imunossupressão e 

que o tratamento da TB pode levar a uma melhora na função imune e um aumento 

na produção de células T (Hirsch et al., 1999). Os dados deste estudo apóiam uma 

hipótese alternativa de que o tratamento leva a uma diminuição da carga bacilar e, 

em função disso, ocorre diminuição da freqüência de células T antígeno-específicas. 

Com relação a este ponto, o estudo é 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 declínio na proporção de 38% na contagem 

de “spots” após um período médio de 18,6 semanas. Ewer e colaboradores usaram 

o teste para avaliar a resposta em indivíduos presumivelmente recentemente 

infectados por MTB em uma determinada escola associada à explosão de TB. Os 

autores descobriram que estudantes TST positivos tratados por três meses com 

Isoniazida e Rifampicina tiveram uma redução anual de 68% na freqüência de 

células T RD1 específicas, mas não foi observada mudança na freqüência dessas 

células em indivíduos não tratados. Chee e colaboradores, recentemente 

demonstraram que entre indivíduos submetidos ao tratamento para LTBI ocorreu 
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efeito significante na resposta ao CFP-10, mas não 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 progressão do tratamento, entretanto o declínio 

foi menor para ESAT-6 que para CFP-10. Estes achados, apoiados pelos de Pathan, 

Ewer et al. e Chee et al., são consistentes com papel de células T RD1 específicas 

na contenção de MTB. Ficou claro que o perfil de resposta individual foi discrepante, 

indicando que o teste teria utilidade limitada na avaliação 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 após 8 semanas de tratamento em 

comparação ao grupo com cultura negativa na oitava semana de tratamento. Para 

ESAT-6, as diferenças foram aparentemente comparáveis no tempo zero. Esses 

resultados são consistentes com a hipótese de que a contagem de “spots” reflita 

diretamente a carga bacilar e aumenta a possibilidade de que resultados 

quantitativos e/ou mudanças no resultado quantitativo possam ser usados como 

marcador preditivo do progresso de infecção latente para TB ativa. Em relação a 

este ponto, Richeldi et al., relatou que o resultado do ELISPOT em recém nascidos 

expostos a MTB tornou-se positivo após 6 meses e que, aproximadamente, dobrou 

após 24 meses quando a criança desenvolveu sinais e sintomas sugestivos de 

tuberculose (Richeldi et al., 2007). Quando foi considerada na análise a variável 

forma TB cavitária “versus” TB não cavitária, houve uma associação entre a 

contagem de ESAT-6 e presença de cavitação pulmonar. Para CFP-10 não houve 

diferença entre os dois grupos. É interessante lembrar que as formas cavitárias são 

consideradas formas de apresentação da doença com alta carga bacilar. Quanto ao 
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índice de massa corporal, não houve associação com a contagem de ESAT-6 ou 

CFP-10. 

Resultados de estudos “in vivo“ com modelo bovino de TB, indicam que a 

mudança na produção de IFN-γ ESAT-6 específica em resposta a M. bovis é 

preditivo de doença clinicamente grave (Voldermeier, 2002). 

Resultados do nosso estudo mostraram que 10% dos indivíduos com teste T-

SPOT.TB reativo no tempo zero, tiveram teste não reativo após 24 semanas. Esta 

mudança indica que após sucesso do tratamento a contagem de SFC retornou a 

zero após 24 semanas. Nestes casos, o teste talvez possa ter utilidade em predizer 

falência no tratamento ou identificar reincidência da doença. Não houve indivíduos 

com falência de tratamento e não se pode avaliar o comportamento do teste neste 

importante cenário clínico. Até o momento, não foram relatados episódios de 

recidiva. Busca ativa dos dados destes pacientes precisa ser feita para realmente 

comprovar a ausência de recidiva.  

Os dados deste estudo possuem grande relevância uma vez que, o estudo foi 

feito em local em que o processo de tratamento da TB (DOT- observação direta), 

monitoramento do escarro e o acompanhamento dos pacientes foi padronizado e 

rigoroso. O responsável pelo ensaio do teste T-SPOT.TB não teve informações 

sobre o status dos pacientes, reduzindo potenciais vieses e, finalmente, cada 

amostra de cada indivíduo incluído no estudo foi testada e retestada posteriormente,  

simultaneamente, em uma mesma placa, nas mesmas condições experimentais, 

para reduzir o impacto de diferenças desconhecidas que possam ocorrer durante o 

procedimento. 

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

descongelamento talvez possa ter diminuído 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 após o congelamento. Nós não podemos 

excluir a possibilidade de que as amostras congeladas por um período maior antes 

do teste (amostras do tempo zero) possam ter sido mais afetadas pela estocagem e 

deram resultados falsamente baixos; isto pode ter diminuído a capacidade do teste 

para detectar um declínio 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 condição para 

cada ponto do tempo de coleta. Desta forma, não houve impacto no resultado das 

mudanças de contagem dos “spots”. Em segundo lugar, o resultado do teste foi 

comparado com um marcador alternativo que é a cultura de escarro na oitava 

semana e não com um padrão ouro aceito de permanente cura da TB sem 

reincidência (critério clínico e bacteriológico, sem recidiva por pelo menos dois anos 

de ‘follow-up’). Assim foi feito levando-se em conta a conveniência operacional. A 

contagem dos “spots” mostrou-se maior quando feita através da contagem por 

leitura visual do que quando feita por leitor automático. Como o a leitura automática 

é feita por medida da densidade ótica, a leitura de vários “spots” muito próximos 

pode gerar um único 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 três tempos) foi altamente variável em nosso estudo 

indicando que a utilidade do teste na avaliação ou predição da resposta ao 

tratamento em pacientes, individualmente mostra-se pobre.  

A inclusão de apenas um paciente HIV positivo, impediu a análise da 

eficiência do teste para esse tipo de co-infecção.  Novos estudos, em diferentes 
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contextos e diferentes grupos de pacientes, como HIV positivos e crianças, são 

necessários, para definir a utilidade dos ensaios baseados na produção de 

interferon-gama para rotina clínica e como um marcador alternativo da resposta ao 

tratamento anti-TB. 
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10 – CONCLUSÃO 

Com o tratamento, células T específicas secretoras de IFN-γ diminuíram com 

o 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 comparação 

com os pacientes com cultura negativa na oitava semana, o que estaria refletindo a 

carga bacilar e daria suporte à hipótese de que essa mudança pode ser usada para 

prever progressão de infecção latente para tuberculose ativa. Após 24 semanas de 

tratamento com terapia diretamente observada (DOT) pacientes com cultura positiva 

e pacientes com cultura negativa na oitava semana não tiveram diferenças 

estatisticamente significativas na contagem de “spots”. Dez por cento dos pacientes 

reativos no tempo zero foram não reativos ao fim do tratamento. Além disso, houve 

correlação entre contagem de “spots” maior para ESAT-6 e cavitação por raio-x no 

tempo zero que é considerada forma de apresentação da doença com alta carga 

bacilar.  

Houve diferenças importantes no perfil de resposta individual aos antígenos 

indicando que o teste talvez tenha utilidade limitada na avaliação da resposta 

individual ao tratamento.  

Estudos adicionais de longa duração com grupos específicos de pacientes e 

manutenção de contato são necessários para determinar a utilidade do T-SPOT.TB 

como teste para monitoramento da resposta individual ao tratamento e como um 

marcador alternativo da eficácia do tratamento em estudos de avaliação do 

tratamento contra TB. 
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11 – PERSPECTIVAS 

1. Busca ativa de dados dos pacientes incluídos no estudo para saber se houve 

procura espontânea do paciente referindo sintomatologia com confirmação 

clinica - laboratorial de recidiva de TB;  

2. Analisar o desempenho do teste em grupos específicos de pacientes e 

diferentes contextos clínicos, como co-infecção por HIV e crianças. Neste 

contexto, um estudo já foi iniciado pelo grupo em colaboração com o IPPMG, 

para avaliação do kit em crianças submetidas à imunossupressão; 

3. Analisar dados estatísticos da contagem por leitura visual e automática dos 

“spots”. 
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12 –ANEXOS 

ANEXO 1 - Parede do Mycobacterium tuberculosis  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bicamada lipídica Peptidoglicana 

←←←←    Organismos Gram-positivos:  
A membrana celular da bicamada lipídica é coberta por uma 
camada porosa de peptidioglicana, permeável à maioria dos 
agentes antimicrobianos. 

Porinas Lipídio + LPS 

←←←←    Organismos Gram-negativos:  
As células são envoltas por duas membranas. A membrana 
externa serve como eficiente barreira de permeabilidade, já que 
contém lipopolissacarídios (LPS) e porinas. 

Micolato Arabinogalactana Acil lipídios LAM 

←←←←    Micobactérias:  
As micobactérias sintetizam uma camada externa grossa, rica 
em micolato, que serve como barreira altamente eficiente. 
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ANEXO 2 – APROVAÇÃO DO CEP 
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ANEXO 3 – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECID O 
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ANEXO 4 – FORMULÁRIOS 

  T-SPOT.TB-TB 

Laboratory SUBMISSION Form 

 

CLINIC USE 

Blood draw:   Date   __ __ / __ __ / __ __  Time (24 hr) __ __ : __ __ 

                                                 M M   D  D     Y  Y 

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) __ __ : __ __ 

                                                 M M   D  D    Y   Y 

Number of tubes 0 1 2 3 

 

Number of vials for freezing:  0 1 2 3 

 

Date vials put into –20°C:  __ __ / __ __ / __ __ 

 

Date vials put into –80°C:  __ __ / __ __ / __ __ 

 

Date vials transferred to liquid N2 __ __ / __ __ / __ __       Rack: ____    Box: ____ 

 

Comments ___________________________________________________________ 

_________________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________ 

______________________________________________________________________ 

Formulário para inclusão de pacientes. A primeira parte (clinical use) era preenchida e assinada pelas enfermeiras do estudo 

Moxi. A ficha era encaminhada para o laboratório juntamente com as amostras. A segunda parte (laboratory use) era 

preenchida pelo responsável pelo processamento das amostras no laboratório. A ficha inclui número do paciente; quantidade 

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

 

Screening #__ __ __ __ __ 
PID   __ __ __ __-__ 
Visit Date  __ __ / __ __ / __ __ 
                  M M     D  D     Y  Y 
Week Number     0   16   24 
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T-SPOT.TB-TB                                        

Laboratory RESULTS Form 

 

 

Type of cells:   ___ fresh1  ___ frozen2 

Adequate number of cells:  ____ yes1                         ____no2 

             If NO, then number of cells per well:           ___.___ x 105 

T-SPOT.TB-TB Lot #:  ________________ Exp. Date: __ __ / __ __ / __ __ 

 

CLINICAL SITE USE 

Assay Date:   __ __ / __ __ / __ __  Operator initials:  ________ 

                                                M  M    D  D   Y   Y 

Strip# : __ __  

  Location (e.g. A1)            # “spots” 

 Nil Control:              ___ ___                            _____ 

 PHA:               ___ ___                            _____ 

 Panel A:              ___ ___                            _____ 

 Panel B:              ___ ___                            _____ 

Comments: ___________________________________________________________ 

  ___________________________________________________________ 

   

 

OXFORD IMMUNOTEC USE 

 

Assay Date:   __ __ / __ __ / __ __  Operator initials:  ________ 

                                                M  M    D  D   Y   Y 

Strip# : __ __  

  Location (e.g. A1)            # “spots” 

 Nil Control:              ___ ___                            _____ 

 PHA:               ___ ___                            _____ 

 Panel A:              ___ ___                            _____ 

 Panel B:              ___ ___                            _____ 

Comments: ___________________________________________________________ 

  _______________________________________________________ 

 

Formulário para anotação dos resultados após ensaio do kit T-SPOT.TB TB. Dividido em duas partes. A primeira (clinical site 
use) para preenchimento pelo responsável pelo teste. A segunda (Oxford Immunotech) preenchida pelos responsáveis em 
conferir o resultado, por contagem automática, na Oxford Immunotech. Strip#=número 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 antígenos usado no 
kit; Panel B=segundo painel de antígenos. #”spots”=número de SFCs contadas em cada poço.  

Screening #__ __ __ __ __ 
PID  __ __ __ __ - __ 
Visit Date  __ __ / __ __ / __ __ 
                  M M     D  D     Y  Y 
Week Number     0   16   24 
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T-SPOT.TB-TB 

Laboratory RESULTS Form 

Frozen cells 

Number total of cells:  ____.____/ml x 106  

Number of viable cells:  _____._____/ml x 106 

Adequate number of cells:  ____ yes1                         ____no2 

             If NO, then number of cells per well:           ___.___ x 105 

T-SPOT.TB-TB Lot #:  ________________ Exp. Date: __ __ / __ __ / __ __ 

 

CLINICAL SITE USE 

Assay Date:   __ __ / __ __ / __ __  Operator initials:  ________ 

                                                M  M    D  D   Y   Y 

Strip# : __ __  

  Location (e.g. A1)            # “spots” 

 Nil Control:              ___ ___                            _____ 

 PHA:               ___ ___                            _____ 

 Panel A:              ___ ___                            _____ 

 Panel B:              ___ ___                            _____ 

Comments: ___________________________________________________________ 

  ___________________________________________________________ 

   

 

 

OXFORD IMMUNOTEC USE 

Assay Date:   __ __ / __ __ / __ __  Operator initials:  ________ 

                                                M  M    D  D   Y   Y 

Strip# : __ __  

  Location (e.g. A1)            # “spots” 

 Nil Control:              ___ ___                            _____ 

 PHA:               ___ ___                            _____ 

 Panel A:              ___ ___                            _____ 

 Panel B:              ___ ___                            _____ 

Comments: ___________________________________________________________ 

  ___________________________________________________________ 

 
Formulário para resultados do ensaio das amostras congeladas ao final do tratamento. A primeira (clinical site use) para 
preenchimento pelo responsável pelo teste. A segunda (Oxford Immunotech) preenchida pelos responsáveis em conferir o 
resultado, por contagem automática, na Oxford Immunotech. Strip#=número 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 antígenos usado no kit; Panel 
B=segundo painel de antígenos. #”spots”=número de SFCs contadas em cada poço.  
 

 

Screening #__ __ __ __ __ 
PID      __ __ __ __ - __ 
Visit Date  __ __ / __ __ / __ __ 
                  M M     D  D     Y  Y 
Week Number     0   16   24 
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ANEXO 5 – ESQUEMA DE COLETA 

T-SPOT.TB-TB 

 

Laboratory Scheme 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
     

 

Esquema para coleta do sangue periférico nos três tempos do estudo: Tempo zero – coleta de três 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 três tempos de cada paciente foram congeladas para serem testadas 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

         T = 0     T = 16 weeks   T = 24 weeks 

freeze cells 
  at t = 0 

   freeze cells 
at t = 16 weeks 

  freeze cells 
at t = 24 weeks 

T-SPOT.TB-TB 
at t = 0 

using fresh cells 

T-SPOT.TB-TB 
at t > 24 weeks 

(for each subject, frozen cells from each time point 
tested using same assay plate) 
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ANEXO 6 – FORMULÁRIO PARA MONITORAMENTO DO ESTUDO 

 
Formulário assinado por auditores da Oxford Immunotech a cada auditoria. Formulário semelhante era utilizado pela equipe da 

Johns Hopkins em cada visita trimestral de monitoramento (revisão de treinamento, procedimentos, formulários, entrada de 

dados e documentação) 
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ANEXO 7 – FIGURA 2 – ESQUEMA DE PROCESSAMENTO DAS A MOSTRAS - 

OXFORD IMMUNOTECH 

 

 

 
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 concentração de IFN-γ e necessita de leitor 

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

Figura 3 – Tubos para separação celular 

 

 
a) Tubo CPT usado por nós para coleta das amostras. Após centrifugação há formação de nuvem onde estão os PBMCs que 

serão utilizados no teste. Esta nuvem é retirada e transferida para outro tubo para iniciar o processamento. B) Alternativa ao 

CPT: separação de PBMCs utilizando Ficoll-Paque. 

 

Figura 4 -  Tubos com amostra antes da separação ce lular 

 
Diferença, antes da centrifugação e separação, entre os tubos CPT e o tubo com Ficoll. As amostras são coletadas 

diretamente no CPT; já no tubo com Ficol, as amostras têm que ser coletadas em tubo com anticoagulante e depois, 

transferidas para tubo com ficol. Adição de mais uma etapa no processamento. 

 

 

 

 



 

 

100 

ANEXO 9  

Figura 5 – Método para remoção dos PBMCs 

 
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 adição de meio AIMV e centrifugação. São feitas duas lavagens. Após 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 

 
A contagem das células neste estudo foi feita utilizando-se Câmara de Neubauer. Foram adicionados 10µL de suspensão 

celular em 40 µL de Azul de Tripano. Esta suspensão foi adicionada na Câmara e foram contadas as células nos quadrantes 

como demontrado acima.  

Figura 8 – Procedimento de ensaio do kit  

 
(a)Reagentes disponíveis no kit que são adicionados à placa juntamente com a amostra.(b) estufa de CO2 a 5%, 37°C utilizada 

para incubação da amostra por período de 16 à 20 horas. Para padronização, estabelecemos um período de 18 horas. 
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ANEXO 11-Figura 9 – Continuação do teste após incub ação overnight 

.

 
 De cima para baixo: lavagem da placa após incubação, adição de conjugado e substrato, lavagem em água corrente e 

visualização 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 últimas figuras, tiras individuais com ensaio de 2 amostras em cada 

tira (para cada amostra são utilizados 4 poços da tira). De cima para baixo: primeiro poço-controle negativo; segundo poço-

painel de Ags A, terceiro poço-painel de Ags B, quarto poço-controle positivo.  
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ANEXO 13 – POSTER IDSA 

TITLE:  IFN-γ Secretion by Antigen-Specific T Cells as a Surrogate Marker for 

Treatment Efficacy in Patients with Active Pulmonary Tuberculosis (TB) 

 

AUTHORS: Kelly Dooley1*, Samantha Ribeiro2*, Judith Hackman1, Marcus Conde2, 

Susan Dorman1, Neio Boechat2 (*contributed equally) 

 

AFFILIATIONS:  1Johns Hopkins University, 2Federal University of Rio de Janeiro 

 

ABSTRACT TEXT 

Cenário : 

The TSPOT-TB test detects IFN-γ-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.  
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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-γ-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 RD1 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 RD1 specific SFC counts were, respectively, 2.23 (p = 0.048), 1.51 (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-γ-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. 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
Progress in understanding the genome of Mycobacterium
tuberculosis and human host responses has led to the

rational development of diagnostic tests for tuberculosis
(TB).[1] Early secretory antigenic target-6 (ESAT-6) and
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-γ 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-γ 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 IFNγ-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

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/mm3.
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 RD1-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-
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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
Löwenstein-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
cells/mm3); ESAT-6 and CFP-10 spot forming counts for

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.

Table 1: 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 (54.4)
HIV-positive (%) 1 (1.7)†

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

SD, standard deviation
HRZE, combination treatment with 
isoniazid+rifampin+pyrazinamide+moxifloxacin.
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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% CI 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.

Mean ESAT-6, CFP-10, and summed RD1 specific spot forming cells at weeks 0 (baseline), 16, and 24 for all study participants (n = 58)Figure 1
Mean ESAT-6, CFP-10, and summed RD1 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.
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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-γ 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

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-

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 16 Week 24

ESAT-6
All subjects 56.9 58.9 53.7
Culture positive 60.0 77.8 60.0
Culture negative 56.3 55.3 52.3

CFP-10
All subjects 55.2 58.9 59.3
Culture positive 60.0 77.8 60.0
Culture negative 54.2 55.3 59.1

RD1
All subjects 72.4 78.6 75.9
Culture positive 70.0 88.9 70.0
Culture negative 72.9 76.6 77.3
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Individual patient RD1 spot forming cell response profiles over 24 weeks of TB treatment for individuals having a negative spu-tum culture for M. tuberculosis at completion of 8 weeks of TB treatment (PANEL A, n = 48), and for individuals having a posi-tive sputum culture at completion of 8 weeks of TB treatment (PANEL B, n = 10)Figure 2
Individual patient RD1 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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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

Mean ESAT-6, CFP-10, and summed RD1 specific spot forming cells at weeks 0 (baseline), 16, and 24 for individuals 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)Figure 3
Mean ESAT-6, CFP-10, and summed RD1 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.
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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-γ-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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Artigo de Revisão

Abstract

Objectives: To present an updated review concerning new assays for 
diagnosing tuberculosis based on in vitro interferon-gamma production 
by host T cells, and compare them with tuberculin skin test.

Sources: A literature review was carried out based on Medline 
and LILACS databases (2000-2008) searching for the following 
keywords: tuberculosis, interferon-gamma, quantiFERON, ELISPOT 
and T-SPOT.TB.

Summary of the findings: These new assays proved to have, in 
general, equal or superior sensitivity and specificity than the tuberculin 
skin test not only in adults but also in children and immunosuppressed 
patients for the diagnosis of both latent tuberculosis infection or active 
disease, with some advantages such as less cross-reactivity as a result of 
previous BCG vaccination, less influence of anergy and better accuracy in 
small children. In the United States, these assays have been used instead 
of the tuberculin skin test and, although still very expensive, the World 
Health Organization will be making its economic viability a priority.

Conclusions: Always having in mind the importance of clinical and 
epidemiological histories, these new assays based on interferon-gamma 
release present promising results and should be considered in tuberculosis 
investigation procedures for all patients, however with a special concern 
in the risk groups (i.e., children and immunosuppressed patients).

J Pediatr (Rio J). 2009;85(3):183-193: Tuberculosis, interferon-
gamma, quantiFERON, ELISPOT, children, immunosuppression.

Resumo

Objetivo: Apresentar uma revisão atualizada sobre os novos métodos 
para o diagnóstico da tuberculose baseados na produção in vitro de 
interferon-gama (IFN-γ) por células T dos pacientes sob investigação, 
comparando-os com a tradicional prova tuberculínica.

Fontes dos dados: Revisão de literatura utilizando os bancos de 
dados MEDLINE e LILACS (2000-2008) utilizando as palavras-chave 
tuberculose, interferon-gama, quantiFERON, ELISPOT e T-SPOT.TB.

Síntese dos dados: Esses novos testes mostraram-se, de um modo 
geral, tão ou mais sensíveis e específicos que a prova tuberculínica, tanto 
em adultos como em crianças e imunossuprimidos, para o diagnóstico 
da infecção latente e da doença ativa, apresentando vantagens como a 
menor interferência da vacinação prévia pelo BCG, menor influência de 
estados anérgicos e melhor acurácia em crianças menores. Nos Estados 
Unidos, já estão sendo utilizados em substituição à prova tuberculínica, 
e apesar dos custos ainda elevados, a Organização Mundial de Saúde 
vai priorizar a sua viabilidade econômica.

Conclusões: Sempre levando em conta a importância da história 
clínica e epidemiológica, os novos testes baseados na produção de IFN‑γ 
apresentam resultados promissores e deverão ser considerados na 
investigação de tuberculose em qualquer paciente, mas especialmente 
nos grupos de risco, como as crianças e os imunossuprimidos.

J Pediatr (Rio J). 2009;85(3):183-193: Tuberculose, interferon-gama, 
quantiFERON, ELISPOT, crianças, imunossupressão.
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Introdução

A tuberculose (TB) continua sendo um desafio de saú-
de pública. Em países em desenvolvimento, as condições 
sanitárias e socioeconômicas facilitam e predispõem à sua 
disseminação e, em países desenvolvidos, o ressurgimento 
da doença coincide com os grandes fluxos migratórios e com 
o surgimento da epidemia da síndrome da imunodeficiência 
adquirida (AIDS), além do problema da TB multirresistente. 
Estima-se que um terço da população mundial esteja infecta-
da pelo Mycobacterium tuberculosis e que, em sua maioria, 
tal infecção fique latente em indivíduos com seu sistema 
imunológico competente1,2. A TB latente pode persistir por 
muitos anos, com risco de evolução para doença ativa em 
cerca de 10% na população geral. A TB representa importante 
causa de morbimortalidade, principalmente em pacientes 
imunossuprimidos, e ainda é considerada a maior causa de 
óbitos por doença infecciosa em adultos3,4.

Enfermidades que cursam com imunossupressão como a 
AIDS, doenças difusas do tecido conjuntivo, doenças mielo-
proliferativas, neoplasias, diabetes e outras condições (des-
nutrição, idade avançada), assim como o uso de medicações 
imunossupressoras, podem levar a uma resposta imunológica 
menos efetiva contra a TB. Haverá, então, menor produção 
de citocinas, como o interferon-gama (IFN-γ) e o fator de 
necrose tumoral (TNF-α), que têm importante papel na 
resposta imunológica contra o Mycobacterium tuberculosis5-9 

e possível ausência de resposta à prova tuberculínica (PT), 
dificultando o diagnóstico da enfermidade. Nos pacientes 
imunossuprimidos, a PT pode apresentar sensibilidade mais 
baixa quando comparada a pacientes com sistema imunológico 
íntegro, dificultando e postergando o diagnóstico de TB10,11. 
Como não há um teste confirmatório para o diagnóstico da 
TB latente ou da doença ativa sem cultura positiva, a PT 
ainda é considerada a ferramenta mais adequada. Embora 
apresente várias limitações, o verdadeiro padrão-ouro para 
diagnóstico da infecção seria a comprovação da evolução para 
doença, só possível em estudos longitudinais. O encontro de 
culturas positivas para o Mycobacterium tuberculosis seria o 
padrão-ouro para o diagnóstico da doença em atividade12,13. 
Em relação à infecção latente, não há como prever que pa-
cientes evoluirão para a doença em atividade.

Na faixa etária pediátrica, principalmente em crianças 
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 crianças são frequen-
temente difíceis de serem obtidas, e os resultados muitas 
vezes são negativos. Há dificuldade para o diagnóstico de 
certeza, levando a casos não diagnosticados ou diagnosticados 
erroneamente. A PT parece apresentar baixa sensibilidade na 
faixa etária pediátrica, e sua negatividade não exclui a doença 
ativa. A criança pode evoluir para a doença ativa pouco tempo 
depois da infecção latente e, por isso, o diagnóstico precoce 
é crucial para a adoção de medidas preventivas14.

O diagnóstico precoce e preciso da TB representa, por 
si só, um passo importante, enquanto uma nova vacina que 
previna realmente a doença não estiver disponível. Várias 
novas técnicas diagnósticas bacteriológicas e moleculares 

têm sido estudadas, como técnicas de PCR (polymerase chain 
reaction) mais sensíveis, testes para detecção microscópica e 
susceptibilidade a drogas (Microscopic Observation for Dete-
cion and Susceptibility, MODS) e novos meios de cultura, todos 
com informações escassas na área pediátrica. Recentemente, 
testes in vitro utilizando sangue total foram desenvolvidos 
no intuito de auxiliar o diagnóstico da TB latente, mostran-
do-se bastante promissores em pesquisas que envolvem a 
infecção tuberculosa latente e sua epidemiologia, assim como 
na doença ativa13,14. Tais testes baseiam-se na produção de 
IFN-γ por células T do hospedeiro expostas in vitro a antí-
genos mais específicos para o Mycobacterium tuberculosis 
que o antígeno derivado proteico purificado (purified protein 
derivative – PPD) da PT. São disponíveis comercialmente o 
QuantiFERON-TB Gold® (Cellestis LTD, Carnegie, Victoria, 
Austrália) e o T-SPOT.TB® (Oxford Immunotec, Oxford, Reino 
Unido). O QuantiFERON-TB Gold está disponível em forma 
de placa, já aprovado pelo FDA (Food and Drug Administra-
tion), ou tubo, ainda não aprovado, e avalia a quantidade 
de IFN-γ produzida pelas células T do paciente em contato 
com antígenos específicos pela técnica ELISA (enzyme linked 
immunoabsorbent assay). O T-SPOT.TB, também conhecido 
como ELISPOT (enzyme linked immunospot assay), conta o 
número de células T produtoras de IFN-γ quando também 
sensibilizadas com antígenos específicos, já tendo sido 
aprovado para uso pelas entidades reguladoras europeias, 
bem como pelo FDA11,15-17. Esses testes apresentam boas 
sensibilidade e especificidade para o diagnóstico de TB com 
vantagens sobre a PT, principalmente nos pacientes com 
algum grau de imunossupressão18-21.

O diagnóstico e o tratamento precoces da infecção tuber-
culosa, evitando sua evolução para a doença, são desafios a 
serem conquistados para o controle mundial da TB22. Novos 
métodos diagnósticos serão bem-vindos, especialmente 
quando direcionados a facilitar o diagnóstico de TB em grupos 
especiais, como crianças e pacientes imunossuprimidos. Para 
o ano de 2015, a OMS espera ter reduzido a prevalência e 
a taxa de mortalidade da doença 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 infecção 
pode ser definida como uma síndrome clínica causada pela 
exposição ao Mycobacterium tuberculosis seguida de infecção 
evidenciada pela presença de PT positiva, mas com ausência 
de sinais e sintomas clínicos e radiológicos de atividade de 
doença, já que existe uma resposta imunológica eficaz para 
controlar o crescimento da micobactéria. O bacilo permane-
ce em estado quiescente no tecido afetado, há redução do 
metabolismo bacteriano mas nem sempre há erradicação do 
Mycobacterium tuberculosis24. A evolução da infecção para 
doença ativa parece estar relacionada a alguns fatores de 
risco como idade (pessoas idosas e crianças) e pacientes com 
doenças ou condições imunossupressoras (coinfecção pelo 
HIV, doenças autoimunes, desnutrição, neoplasia, diabetes, 
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insuficiência renal crônica, dentre outras) ou, ainda, uso de 
medicações que interfiram na imunidade25-28. Na maioria 
dos casos, a infecção fica latente e o indivíduo se torna um 
reservatório para futuros casos, criando um grande problema 
epidemiológico29. Nos EUA, estima-se que haja atualmente 
entre 9 e 14 milhões de indivíduos com infecção latente30. No 
mundo, estima-se que cerca de 2 bilhões de pessoas este-
jam infectadas e, dessas, cerca de 8 milhões desenvolverão 
a doença e 2 milhões de pessoas morrerão anualmente, 
sendo que cerca de 100.000 óbitos ocorrerão na faixa etária 
pediátrica. Cerca de 95% dos casos novos e 98% de mortes 
ocorrem em países em desenvolvimento, onde o acesso ao 
sistema de saúde é mais precário e a infecção pelo HIV é 
mais frequente4,24,31.

Cerca de 50% dos casos de TB registrados nas Américas 
encontram-se no Brasil e no Peru. O Brasil ocupa o 15º lugar 
entre os 22 países responsáveis por 80% do total de casos 
de TB no mundo. Segundo dados do Sistema de Informação 
de Agravos de Notificação (Sinan/Ministério da Saúde), há 
a notificação de cerca de 85.000 casos novos anualmente 
(coeficiente de incidência de 47/100.000 habitantes), e houve 
uma média de 6.000 óbitos por ano no período 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 incidência da doença em nosso país, 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 incidência por 100.000 habitantes em 2001 foi 
maior no grupo etário de 20 a 39 anos, onde alcançou 98,8, 
mas, na faixa etária pediátrica, principalmente nos adoles-
centes, que podem ter um comportamento epidemiológico 
semelhante aos adultos, este coeficiente não foi baixo (9,7 
no grupo etário 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 crianças 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 etária pediátrica. Tais dados enfatizam a importância 
da doença no Brasil em termos de morbimortalidade e re-
forçam a necessidade do diagnóstico e tratamento corretos 
e precoces4,32.

Imunologia e patogênese

O controle imunológico da TB inicia-se pela imunidade 
inata, através de barreiras físicas e pela ação dos macrófagos 
e células dendríticas. Esses determinam uma resposta celular 
à micobactéria predominantemente tipo Th1 com aumento da 
população CD4+ (que induz à produção de IFN‑γ) e CD8+, 
que funciona plenamente após 2 a 6 semanas de infecção24. 
De modo geral, há diferenças importantes entre adultos 
e crianças quanto à imunopatogenia da TB. Em crianças, 
verifica-se deficiência funcional de macrófagos e células 
dendríticas e um predomínio da resposta celular tipo Th2, 
com falta de células CD8+ e com a produção de interleucinas 
4 e 5 pelas células CD4+33,34. Isso pode ser uma explicação 
para o fato de que formas disseminadas e meníngeas de 

TB sejam proporcionalmente mais frequentes em crianças 
abaixo de 1 ano de idade (20% contra menos de 1% em 
crianças mais velhas e adultos)35. Crianças muito jovens estão 
mais sujeitas ao desenvolvimento de TB doença, devido à 
imaturidade do sistema imunológico (inato e adaptativo) e 
pelo tempo prolongado de contato com possíveis cuidadores 
bacilíferos. O aumento da susceptibilidade à TB nas crianças 
parece estar ligado a fatores como a diminuição da função dos 
macrófagos e da produção de algumas citocinas pelos mesmos 
(IL-10, TGF-β, TNF-α) e à diminuição da função de células 
dendríticas e da resposta celular CD4+34. Linfócitos maternos 
normalmente não cruzam a placenta e estão presentes em 
pouca quantidade no leite materno. Os recém-nascidos e 
lactentes dependem de sua própria imunidade celular, que 
tende a amadurecer nos anos seguintes, para agir contra 
patógenos intracelulares, como no caso da TB14,36.

A transmissão do Mycobacterium tuberculosis é fun-
damentalmente pela via inalatória. As primeiras barreiras 
físicas e anatômicas são a tosse e o transporte muco-ciliar, 
que reduzem a chegada dos bacilos aos alvéolos terminais. Aí 
chegando, a micobactéria encontrará mecanismos inatos adi-
cionais de defesa do aparelho respiratório, como defensinas, 
colectinas, lectinas e complemento, que têm várias funções, 
como ativar a via do complemento, estimular a produção de 
citocinas e quemoquinas, permeabilizar e danificar a mem-
brana dos germes e aglutinar ou opsonizar bactérias. Caso a 
micobactéria consiga ultrapassar essas barreiras, vai infectar 
primariamente os macrófagos e, então, ativá-los.

Os macrófagos ativados vão inibir o crescimento intra-
celular das micobactérias por mecanismos ainda não bem 
esclarecidos. Provavelmente ocorre apoptose de macrófagos 
infectados e produção de citocinas, como o fator de necrose 
tumoral (TNF-α) e as interleucinas (IL) 12 e 18, que, de 
alguma forma, impedem a disseminação da bactéria24,37,38. 
O TNF-α também é secretado por células T e as interleucinas 
12 e 18 pelas células dendríticas. A micobactéria apresenta, 
no entanto, mecanismos de defesa: inibição da maturação 
do compartimento endossomal do macrófago infectado39; 
estímulo à produção, pelos macrófagos infectados, de cito-
cinas como o transforming growth factor-beta (TGF-β), que 
diminui a resposta imunológica (inativação de macrófagos, 
supressão da resposta celular à micobactéria), estimula o 
crescimento intracelular da bactéria e inibe a produção de 
TNF-α e IL-12 induzida pela micobactéria40,41. Além disso, 
macrófagos infectados produzem IL-10, potente citocina 
anti-inflamatória que diminui a resposta celular, em parte 
por diminuir a produção de IL-1242. A IL-10 pode converter 
as células dendríticas em células macrófago-like, que têm a 
capacidade de inibir o crescimento intracelular da micobac-
téria, mas pouca capacidade de apresentar antígeno43. Outra 
função da IL-10 é inibir a proliferação de células T CD4+ 
estimuladas pelo Mycobacterium tuberculosis, e a produção 
de IFN-γ pelas mesmas40. Em suma, as citocinas TNF e IL‑12 
promovem o controle imunológico da infecção, enquanto a 
IL-10 e o TGF-β inibem (downregulation) a resposta inata 
e adquirida na TB.

As células dendríticas também têm importante papel na 
imunopatogênese da TB e parecem ser um meio de comu-
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nicação importante entre as imunidades inata e adquirida, 
uma vez que também têm a função de célula apresentadora 
de antígeno. Sua ativação, inicialmente, determina maior 
eficiência na fagocitose e macropinocitose na periferia, 
processamento do antígeno e exposição na sua superfície, 
culminado na ativação potente da resposta celular dirigida 
à micobactéria. Após essas etapas, há migração para os 
linfonodos, onde as células dendríticas perdem a capacidade 
fagocitária, mas tornam-se potentes células apresentadoras 
de antígeno capazes de estimular a imunidade celular prolon-
gadamente34. As células dendríticas localizadas no epitélio do 
aparelho respiratório e nas regiões interseptais dos pulmões 
são essenciais na manutenção da homeostase imunológica 
local. Aí existe a necessidade de manutenção de um status 
não-inflamatório, apesar da constante chegada de antígenos 
novos nesse local. As células dendríticas podem predispor a 
uma resposta celular Th1 ou Th2 pela secreção de IL-12 ou 
IL-10, respectivamente. Fisiologicamente, são responsáveis 
pelo predomínio da resposta Th2 nos pulmões, constante-
mente alvos de novos antígenos34,44. Uma vez infectadas pela 
micobactéria, as células dendríticas produzem principalmente 
IL-12 e TNF-α, ambos muito importantes no controle da 
resposta imunológica na TB42. Assim, crianças muito jovens 
apresentam função de células dendríticas diminuída em 
relação a adultos, propiciando menor estímulo à resposta 
imunológica celular e a maior susceptibilidade à TB45.

É controverso o papel da imunidade humoral na respos-
ta imunológica na TB, embora crianças e adultos com TB 
usualmente apresentem hipergamaglobulinemia34. Alguns 
estudos mostram que anticorpos específicos não proporcionam 
proteção adequada46. Outros mostram que células B podem 
aumentar a proteção contra a micobactéria independentemen-
te da produção de anticorpos, ou seja, tais células poderiam 
funcionar como apresentadoras de antígeno47. Essa proteção 
poderia ser ratificada pela observação de que existe relação 
entre níveis mais altos de anticorpos com melhor prognósti-
co48, porém Sant’Anna et al.49 encontraram, em nosso meio, 
valores mais elevados de anticorpos correlacionando-se com 
maior gravidade da doença. Crianças com TB, no entanto, 
tendem a apresentar títulos menores que os adultos. Tais títu-
los tendem a aumentar proporcionalmente à idade e duração 
da doença, refletindo a maturação do sistema imunológico 
e a exposição prolongada à micobactéria50,51.

O TNF-α tem papel importante na resposta imunológica 
ao Mycobacterium tuberculosis e na imunopatologia da doen-
ça8. Trata-se de uma citocina pró-inflamatória produzida por 
macrófagos ativados em resposta a vários estímulos, como 
lipopolissacarídeos e infecções virais e bacterianas52. O TNF-α 
também pode ser expresso por células T ativadas, células B, 
células NK (natural killer) e algumas células tumorais. Pode 
existir sob duas formas: solúvel e transmembrana. Suas 
principais ações são: atividades antitumoral e viral; mediação 
do choque e caquexia; e estímulo a apoptose, principalmente 
de macrófagos não mais eficientes, privando a micobac-
téria de um local de multiplicação8. O TNF, nas infecções 
micobacterianas em modelos animais, parece aumentar a 
capacidade dos macrófagos em fagocitar e matar os agentes 
agressores, além de induzir à formação do granuloma, que 

limita a disseminação da micobactéria, gerando uma respos-
ta imunológica eficaz8,53,54. Assim, principalmente o TNF-α 
solúvel tem importante papel na coordenação e contenção 
da infecção micobacteriana, especialmente a nível pulmonar, 
já que o granuloma controla o crescimento e disseminação 
da micobactéria, limitando o dano tecidual8. O TNF-α pa-
rece também aumentar a apoptose dos neutrófilos locais e 
diminuir o dano tecidual inflamatório. Por inferência, o uso 
de agentes antiTNF-α resultará no acúmulo dessas células, 
em inflamação persistente e dano mais grave55. A apoptose 
de macrófagos infectados pela micobactéria, mediada pela 
ação do TNF-α, é uma característica da resposta normal de 
formação do granuloma na TB56,57. Por outro lado, o excesso 
de TNF-α parece estar associado a reações necrotizantes 
caseosas. Clinicamente, causa inflamação sistêmica, suores 
noturnos e caquexia, condizente com sua denominação prévia, 
caquexina8. Assim, o uso de medicações que interfiram com o 
TNF-α poderia aumentar a incidência de infecções nas quais 
a formação de granulomas tenha importante papel na sua 
patogenia, como a TB e micoses profundas8,58,59.

A tuberculose em crianças e em indivíduos 
imunossuprimidos

Para a investigação diagnóstica da TB latente ou doença 
ativa, utilizam-se dados epidemiológicos, história, exame 
físico e exames complementares. Crianças e adolescentes 
representam um desafio maior, pois apresentam sinais e sin-
tomas da TB mais inespecíficos, culturas para micobactérias 
mais frequentemente negativas e maior risco de evolução 
de infecção para doença em relação aos adultos33,34. A TB 
nessa faixa etária é considerada um evento sentinela, refle-
tindo infecção recente de alguma fonte comunitária, já que 
crianças raramente são fontes primárias de infecção. Caso a 
criança não desenvolva a doença, poderá, no futuro, passar 
de infecção latente para doença33. A infecção latente pode 
persistir por muitos anos com risco de evolução para doença 
de cerca de 10% na população geral8. Na faixa etária pedi-
átrica, pode chegar a 43% em crianças menores de 1 ano 
de idade, 24% naquelas com idade entre 1 e 5 anos e 15% 
nos adolescentes, quando não tratados nos 2 primeiros anos 
após a infecção35,60. Um dos principais fatores associados à 
não-evolução para a doença parece ser a produção do IFN‑γ 
pelas células T do hospedeiro, que se encontra diminuída nas 
crianças menores61-64.

Certas condições e enfermidades que cursam com 
imunossupressão e uso de medicações imunossupressoras 
podem levar à resposta imunológica pouco efetiva e, com 
isso, predispor ao maior risco de infecções oportunísticas e 
não-oportunísticas25-27,59,65-69. O desenvolvimento da TB na 
população imunossuprimida envolve várias considerações: 
formas atípicas dificultando o diagnóstico, necessidade de 
tratamentos mais prolongados, possibilidade de interação me-
dicamentosa do tratamento da TB com a terapia da doença de 
base, efeitos adversos da terapia antituberculosa associados 
à doença de base e, ainda, a possibilidade de transmissão 
da infecção para outros pacientes imunossuprimidos que 
frequentam o mesmo serviço de saúde. Considera-se que 
uma dose de prednisona superior a 15 mg/dia por período 
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superior a 2-4 semanas já determina risco aumentado para 
o desenvolvimento de TB69,70. A identificação dos portado-
res de infecção nesse contexto pode ser difícil pelo fato de 
tais pacientes serem assintomáticos e pelas limitações dos 
métodos diagnósticos disponíveis.

O teste ideal para diagnóstico de TB latente deveria ter 
altas sensibilidade e especificidade, independentemente de 
história prévia de vacinação com BCG e infecção por outras 
micobactérias. A PT, que vem sendo por quase um século 
o método utilizado como padrão-ouro na identificação des-
ses pacientes, é um teste in vivo que avalia a reação de 
hipersensibilidade cutânea tardia, utilizando um PPD como 
antígeno. O PPD consiste em uma mistura heterogênea de 
proteínas, o que dificulta a diferenciação entre infecção por 
Mycobacterium tuberculosis e outras micobactérias34,68. A 
PT apresenta várias limitações: necessidade de compare-
cimento ao serviço de saúde duas vezes; presença de re-
sultados falso-positivos associados à vacinação prévia com 
BCG (diminuição da especificidade), à ocorrência de efeito 
booster (a repetição da PT pode levar à reação anamnéstica, 
com recrutamento de hipersensibilidade já pré-existente) 
ou, ainda, pelo contato prévio com outras micobactérias; 
presença de resultados falso-negativos (doentes graves, 
inclusive TB doença, e imunossuprimidos6,12,55); e erros de 
realização e interpretação do teste17,68,71-74. A PT teria um 
bom valor preditivo na evolução da infecção para doença 
ativa, mas em populações com baixa incidência de TB parece 
ter valor preditivo menor que 50%69,75,76. Em países onde a 
incidência de TB é alta, a vacinação com BCG ao nascimento 
não apresentará resultados falso-positivos na interpretação 
da PT após alguns anos77,78. Como a PT não possui controle 
positivo interno, é muito difícil distinguir entre os resultados 
verdadeiramente negativos daqueles falso-negativos. Quanto 
mais precoce a PT for realizada em pacientes com doença 
imunossupressora, menor o risco de resultado falso-negati-
vo por anergia associada à doença de base. Assim, podem 
estar ocorrendo situações em que pacientes com risco não 
estejam sendo diagnosticados e tratados e outras em que 
possam estar recebendo tratamento desnecessário por erro 
de diagnóstico. A presença de positividade da PT pode in-
dicar infecção recente, mesmo assintomática, ou infecção 
passada, passível de reativação8,29,34,79. Em pacientes com 
alto risco de desenvolver TB ativa se estiverem infectados 
(infecção pelo HIV, contactantes recentes de caso de TB, 
imunossuprimidos), o ponto de corte da PT será 5 mm para 
indicação de quimioprofilaxia (ATS e Ministério da Saúde do 
Brasil)69,80.

Agentes biológicos que atuam sobre o TNF-α (agentes 
antiTNF-α) foram inicialmente indicados para o tratamento 
da artrite reumatoide. Sua utilização já se tornou frequente 
também para outras doenças que necessitam imunossu-
pressão. Vários estudos vêm abordando a incidência de TB 
nas doenças reumáticas, e o papel desses medicamentos 
e outros agentes imunossupressores na reativação da 
TB latente. Alguns estudos sugerem que doses baixas de 
corticosteroides e agentes citotóxicos utilizados na artrite 
reumatoide não aumentam a incidência de TB nesse grupo 
de pacientes69,81,82. Yamada et al.65 verificaram, no entanto, 
risco aumentado para TB em japoneses em tratamento para 

artrite reumatoide antes da introdução de agentes antiTNF-α. 
Essa mesma situação foi relatada na Suécia83 e Espanha84, 
mas, nos EUA, Wolfe et al.85 mostraram que a incidência de TB 
não aumentou com a imunossupressão convencional, talvez 
devido à baixa prevalência da TB nesse país. As informações 
disponíveis atualmente sugerem que tal classe de drogas 
aumenta o risco para TB e que a maioria dos casos resulte 
de reativação de infecção prévia. Desconhece-se a contri-
buição de infecções recentes para tal fenômeno8. Haveria 
necessidade de que pacientes que irão iniciar terapia com 
agentes biológicos, especialmente os agentes antiTNF-α, 
sejam submetidos previamente à investigação de TB, latente 
ou doença10,65,76. Por outro lado, Keane & Bresnihan12 não 
encontraram evidências na literatura sobre a associação 
de TB com o uso de outros agentes biológicos já de uso 
corrente como o rituximabe, abatacepte e anakinra. Caso a 
doença ativa seja excluída em pacientes com PT positiva, a 
terapia com isoniazida por 9 meses está preconizada como 
profilaxia da evolução da infecção latente para doença. Nesse 
caso, o início da terapia com o agente antiTNF-α deverá ser 
postergado por pelo menos 1 a 2 meses8. Admite-se que 
diminuição da ação TNF-α leve à resposta imune anormal 
mesmo a um pequeno número de bacilos, gerando impor-
tante repercussão clínicopatológica70.

Métodos diagnósticos baseados na produção de 
interferon-gama

Recentemente, testes in vitro utilizando sangue total foram 
desenvolvidos no intuito de auxiliar o diagnóstico de TB. Tais 
testes são conhecidos como IGRAs (interferon-gamma release 
assays) porque avaliam a produção dessa citocina por células 
previamente sensibilizadas com agentes específicos. Em maio 
de 2005, foi aprovado pelo FDA o teste QuantiFERON®-TB 
Gold (QFT-G), para diagnóstico da infecção latente ou doença 
causada pelo Mycobacterium tuberculosis (65). O QFT-G uti-
liza o método ELISA para medir a produção de IFN-γ pelas 
células T de uma amostra de sangue total68. Outro teste de 
uso corrente, o ELISPOT (comercialmente disponível como 
T-SPOT.TB®, Oxford Immunotec, Abingdon, Reino Unido) 
utiliza a técnica de ELISPOT para avaliar o número de células 
mononucleares periféricas que produzem IFN-γ utilizando-se 
lentes de aumento ou um leitor próprio18,68,86. 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 à investigação para determinar se existe 
TB doença antes de se considerar como TB infecção87.

Tanto o QFT-G como o ELISPOT se baseiam na produção 
de IFN-γ produzida por linfócitos T previamente sensibilizados 
após incubação com peptídeos sintéticos simulando proteínas 
das micobactérias, como o early secretory antigenic target 
6 (ESAT-6) e o culture filtrate protein 10 (CFP-10). Mais 
recentemente, novos antígenos têm sido incorporados aos 
testes no intuito de aumentar a sensibilidade. O antígeno 
TB7.7 foi incorporado ao novo QuantiFERON-TB Gold In-Tube 
(com introdução do sangue do paciente diretamente em 
tubo a vácuo com antígenos prontos pra incubação)15,68 e o 
antígeno Rv3879c ao ELISpotplus16. Tais proteínas, presentes 
no PPD e secretadas pelo Mycobacterium tuberculosis e por 
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cepas patogênicas do Mycobacterium bovis, estão ausentes 
na vacina BCG e na maioria das outras micobactérias não-
tuberculosas, à exceção do Mycobacterium kansasii, Myco-
bacterium szulgai e Mycobacterium marinum88-90. Logo, tais 
testes devem oferecer maior especificidade que a PT para 
o diagnóstico da infecção pelo Mycobacterium tuberculosis. 
Lein et al.91 mostraram que pacientes com doença pulmonar 
causada pelo complexo Mycobacterium avium apresentavam 
os exames negativos.

Os genes que codificam esses antígenos encontram-se 
localizados na chamada região de diferença 1 do genoma 
da Mycobacterium tuberculosis. São deletados do genoma 
do Mycobacterium bovis do BCG e também não ocorrem no 
genoma de algumas micobactérias não-tuberculosas como 
a Mycobacterium avium68. Assim, os antígenos utilizados 
nos IGRAs não estão presentes no BCG e em algumas mi-
cobactérias não-tuberculosas92. 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.94 sugerem que, embora o Mycobacterium avium e a 
maioria das micobactérias não-tuberculosas não possua os 
genes que codificam as proteínas ESAT-6 e CFP-10, alguns 
genes presentes em algumas dessas micobactérias poderiam 
produzir proteínas que apresentariam reação cruzada com 
os genes associados ao segmento região de diferença 1. No 
entanto, Wang et al.95 confirmaram a acurácia dos IGRAs para 
diagnóstico de TB em atividade mesmo em áreas endêmicas 
para micobactérias não-tuberculosas.

Esses testes parecem não ser influenciados pela vacina-
ção prévia com BCG79,88 e menos influenciados por infecção 
prévia por micobactérias não-tuberculosas, o que aumenta 
sua sensibilidade e especificidade diagnósticas quando com-
parados à PT10,17,29,79,87,88,96. Outras vantagens de tais testes 
são: necessidade de apenas uma visita (sem retorno para 
a leitura, como na PT), resultados em 24 horas, eliminação 
de erros de aplicação e interpretação de leitura da PT, uso 
de pequeno volume de sangue (o que é bom para a faixa 
etária pediátrica) e ausência do efeito booster, por não expor 
o próprio paciente a um antígeno. A Tabela 1 compara a PT 

com os IGRAs. Richeldi et al.18 comentam que o fato de as 
proteínas ESAT-6 e CFP-10 estarem presentes no PPD possa 
levar, ao menos teoricamente, a que testes de PT repetidas 
vezes possam aumentar a resposta das células T a tais antíge-
nos. Disso resultariam resultados falso-positivos no ELISPOT, 
método extremamente sensível mesmo a pequeno número 
de células T97. No entanto, o mesmo estudo18 mostrou que, 
na prática, pacientes submetidos à PT repetidas vezes não 
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 
investigação e que já foram submetidos à PT repetidas vezes. 
No entanto, erros de coleta, transporte, técnica e interpre-
tação podem diminuir a sua acurácia. O sangue deve ser 
incubado com os antígenos sintéticos no máximo 12 horas 
após sua coleta. Outras limitações importantes são o custo 
do exame e a necessidade de um laboratório adequado à 
técnica do exame. Isso pode limitar seu uso em países em 
desenvolvimento, exatamente aqueles onde a TB é mais 
frequentemente endêmica. Outra limitação importante dos 
IGRAs, assim como também da PT, é a não-diferenciação de 
TB infecção da doença. O diagnóstico de TB infecção requer 
a exclusão da doença a partir de dados clínicos e exames 
complementares87.

 Os IGRAs podem apresentar resultados indeterminados 
por erros técnicos, pelo encontro de alta quantidade de 
IFN-γ no controle nulo ou, ainda, se o controle positivo com 
fitohemaglutinina (potente mitógeno estimulador de células 
T) determinar a produção de pequena ou nenhuma quanti-
dade do IFN-γ9. Essa baixa resposta mitógena pode refletir 
anergia ou falta de capacidade do sistema imunológico de 
montar resposta celular eficaz. Assim, também os IGRAs 
podem ser afetados por estados de imunossupressão. No 
entanto, resultados indeterminados podem, eventualmen-
te, ser encontrados em indivíduos imunocompetentes87. 
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 incluídos nesses estudos98-100. Ferrara et 
al.79 encontraram alta taxa de resultados indeterminados 
(21,4%) numa população onde 20% dos pacientes recebiam 

	 PT	 IGRA

Visita ao serviço de saúde	 2 vezes	 1 vez

Tempo para resultados	 72-96 horas	 24 horas

Resultados falso-positivos	 BCG previamente, efeito booster	 Não

Resultados falso-negativos	 Imunossuprimidos, TB grave	 Possível, mas pouco provável

Interpretação dos resultados	 Sujeita a erros de avaliação	 Informatizada

Tabela 1 -	 Comparação entre PTs e IGRAs

BCG = vacina Bacilo Calmette-Guérin; IGRA = testes diagnósticos baseados na liberação de interferon-gama (interferon-gamma release assay); 
PT = prova tuberculínica; TB = tuberculose.
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imunossupressores. Ravn et al.101, ratificando este estudo, 
encontraram resultados indeterminados com QFT-G em nove 
pacientes, dos quais três tinham infecção pelo HIV, um re-
cebia imunossupressor e dois tinham quadros avançados de 
TB. Os resultados indeterminados devido à falta de resposta 
mitógena sugerem que os mesmos possam estar associados 
à imunossupressão. Portanto, o clínico deve ficar atento para 
a possibilidade de estado de anergia e deverá continuar a 
investigação de TB no paciente com suspeita de infecção 
latente ou doença ativa9,29.

Poucos estudos têm abordado a importância dos IGRAs 
no contexto dos pacientes imunossuprimidos. Alguns estudos 
mostraram pequena diminuição na resposta dos IGRAs quando 
comparada à população não-imunossuprimida21,102. Outros 
estudos mostraram que a prevalência de resultados positivos 
no ELISPOT foi superior à encontrada na PT, principalmente 
em imunossuprimidos16,102,103. No entanto, Brock et al.104 

encontraram baixa prevalência de resultados positivos do 
QFT em pacientes assintomáticos infectados pelo HIV. Os 
resultados indeterminados eram mais frequentes em pacientes 
com contagem de CD4 menor que 100 células/mm3.

Estudos recentes têm mostrado que ambos os testes apre-
sentam altas sensibilidade e especificidade para o diagnóstico 
da TB doença, mas poucos abordaram a TB infecção, motivo 
inicial de sua aplicação21,79,96,102. Ferrara et al.79 sugerem 
que a especificidade dos IGRAs seja maior que a PT para o 
diagnóstico da infecção tuberculosa. Pai et al.105 mostraram 
que os IGRAs são mais específicos que a PT quando se avaliam 
populações vacinadas com BCG. De modo geral, os diferentes 
estudos em adultos têm mostrado concordância de 60-80% 
quando comparados PT e os métodos baseados na produ-
ção de IFN-γ. Em relação à sensibilidade, há vários estudos 
mostrando a superioridade dos IGRAs sobre a PT15,102,103,106. 
Ponce de Leon et al.15 mostraram recentemente que, numa 
população em área endêmica para TB, o ELISPOT foi signifi-
cativamente mais sensível que a PT para diagnóstico de TB 
latente em pacientes com artrite reumatoide, mas não em 
pacientes hígidos. Tal achado provavelmente esteve associado 
à imunossupressão da doença e/ou da medicação utilizada no 
tratamento da mesma. No entanto, estudando um grupo de 
2.381 contactantes de casos de TB em Gâmbia, Jackson-Sillah 
et al.107 mostraram que o ELISPOT apresentou sensibilidade 
inferior à PT, mas chamam a atenção que o mesmo possa ser 
importante para o diagnóstico na faixa etária pediátrica. Em 
recente meta-análise, Pai et al.108 concluíram que os IGRAs 
(especialmente o QFT-G em placa ou tubo) têm excelente 
especificidade para o diagnóstico da infecção tuberculosa 
latente, enquanto a PT tem alta especificidade em população 
não vacinada com BCG, mas baixa especificidade em popula-
ção previamente vacinada. A sensibilidade dos IGRAs e da PT 
permanece controversa. É de difícil avaliação por meta-análise 
pelas diferenças metodológicas entre os estudos incluídos, 
porém o ELISPOT parece ser mais sensível que o QFT-G e 
a PT. Ambos mostraram sensibilidade semelhante entre si, 
donde se conclui que essa maior sensibilidade do ELISPOT 
pode ser útil na avaliação de pacientes imunossuprimidos68. 
Cabe lembrar que a desnutrição, a própria imunossupressão 
e TB grave podem ocasionar anergia e contribuir para uma 
diminuição da sensibilidade dos IGRAs108.

Em relação à resposta aos IGRAs na faixa etária pediá-
trica, o número de estudos ainda é insuficiente, e há várias 
controvérsias. Como anteriormente discutido, a imunidade 
celular tende a amadurecer com o crescimento. Estudos 
mostraram que a produção de IFN-γ detectado pelo QFT-G 
pode ser afetada pelo crescimento, mas que tal não ocorre 
com o ELISPOT, exceto nas primeiras semanas de vida. Esse 
teste tem capacidade de detectar a produção do IFN-γ mesmo 
com baixo número de células secretoras. Isso poderia explicar 
a maior frequência de resultados indeterminados do QFT-G 
quando comparado ao ELISPOT na faixa etária pediátrica em 
relação a adultos14,29,109.

Em crianças sul-africanas com TB ativa em área de alta 
incidência de AIDS, Liebeschuetz et al.21 mostraram que o 
ELISPOT era muito mais sensível que a PT e que idade inferior 
a 3 anos, coinfecção pelo HIV e desnutrição diminuíram a 
sensibilidade da PT, mas não do ELISPOT. Em surtos escolares, 
Ewer et al.110 mostraram que o ELISPOT mostrou melhor 
correlação com a exposição ao Mycobacterium tuberculosis 
do que a PT num grupo de adolescentes de 11 a 15 anos, e 
que a vacinação prévia com BCG não influiu nos resultados 
do teste. A maior sensibilidade do ELISPOT em relação à PT 
também foi demonstrada em outros estudos95,111. A sensi-
bilidade do ELISPOT para o diagnóstico de doença ativa foi 
superior ao QFT-G e à PT, enquanto esses apresentaram 
resultados semelhantes entre si. Não há dados fidedignos 
para avaliação da especificidade dos IGRAs para diagnóstico 
da TB ativa14,109,112.

Considerando-se a infecção latente, a falta de padrão-
ouro para esse diagnóstico cria dificuldades para se com-
parar novos testes com a PT14. Em relação ao QFT-G, há 
controvérsias, mas dados mais recentes sugerem que tal 
exame possa ser menos sensível que a PT no diagnóstico 
da TB infecção109. Vários estudos em crianças têm mos-
trado que o ELISPOT tem maior sensibilidade que a PT 
no diagnóstico da infecção latente18,19,110. Pelo fato de o 
ELISPOT se correlacionar melhor com diferentes padrões 
de exposição à TB do que a PT, infere-se que tenha 
melhor sensibilidade que esta. Contudo, há necessidade 
de estudos longitudinais para confirmar a real melhor 
sensibilidade dos IGRAs. Em relação à especificidade, 
os IGRAs mostraram ser mais específicos que a PT no 
diagnóstico da infecção latente14,113,114.

Conclusão

A PT avalia uma resposta inflamatória multimediada in 
vivo a múltiplos antígenos tuberculínicos, enquanto os IGRAs 
avaliam, ex vivo, a produção de IFN-γ por linfócitos dos pa-
cientes frente a um estímulo composto de pequeno número de 
antígenos do Mycobacterium tuberculosis. Embora os IGRAs 
tenham sido planejados como estratégia para diagnosticar a 
infecção latente, estudos têm mostrado que podem também 
ser úteis para o diagnóstico da doença ativa. Nesse caso, o 
resultado negativo seria suficiente para afastar a possibili-
dade de doença, ou seja, os IGRAs parecem ter alto valor 
preditivo negativo. Isso seria particularmente útil em crian-
ças, imunossuprimidos e pacientes com culturas negativas, 
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nos quais o diagnóstico de doença ativa é mais difícil de ser 
estabelecido utilizando-se os testes convencionais13.

Embora ainda haja controvérsias, de modo geral se aceita 
que os IGRAs sejam mais sensíveis e específicos que a PT para 
o diagnóstico da infecção latente e da doença ativa. Faltam, 
porém, estudos longitudinais que permitam estabelecer esses 
dados com maior segurança. Estudos longitudinais também 
são essenciais para se determinar o risco futuro de desen-
volvimento de doença ativa nos pacientes com resultados 
positivos, diferentemente do que ocorre com a PT. Com relação 
à PT, já se estabeleceram os riscos de doença e benefícios 
da terapia associados a diferentes resultados do teste68. Tais 
fatos reforçam a necessidade de mais estudos sobre IGRAs 
em diferentes populações, principalmente naquelas com alta 
incidência de TB e que incluam pacientes com condições que 
levam à depressão da resposta imunológica celular, além de 
estudos específicos na faixa etária pediátrica.

Em termos de saúde pública, os IGRAs poderiam se 
constituir, ao menos por ora, em complemento em relação 
à PT, avaliando-se a relação custo-benefício. Embora esses 
testes requeiram apenas uma visita e não sejam realizados 
diretamente no paciente, ainda são testes caros e que 
requerem laboratórios especializados e profissionais aptos 
a realizá-los em tempo hábil. Oxlade et al.115 concluíram 
que a melhor relação custo-benefício do QFT seria testar 
pacientes sabidamente com PT positiva. Por ora, enquanto 
o CDC (Centers for Disease Control and Prevention), órgão 
estadunidense, recomenda que o QFT-G substitua a PT em 
qualquer situação, órgãos de saúde 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 crianças pequenas, estariam indicados para uso na 
fase inicial de investigação13,14,68,87.

O achado de PT e IGRAs negativos em população 
imunossuprimida não exclui a TB latente ou a doença 
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