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RESUMO

Introducao: Uma das principais caracteristicas do M. tuberculosis (Mtb) refere-se a
sua capacidade de produzir infeccao latente. A Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) estima que dois bilhdes de pessoas estejam infectadas pelo bacilo da
tuberculose, e que, somente 10% dessas, desenvolvem doenga ativa. Até
recentemente o unico exame laboratorial disponivel para o diagndstico da infecgao
latente pelo Mtb era a prova tuberculinica (PT). Entretanto, algumas de suas
limitagbes estimularam o desenvolvimento de ensaios de liberagdo de interferon-
gama por linfécitos T em resposta ao desafio de antigenos sintéticos especificos do
Mtb (ESAT-6, CFP-10 e TB7.7). O objetivo do nosso estudo foi avaliar a
concordancia entre a prova tuberculinica e o teste QuantiFERON®-TB Gold in tube,
no diagnostico da infecgéo latente pelo Mtb, em criangas e adolescentes, contatos
domiciliares de casos indices com doenga pulmonar bacilifera. Métodos: Estudo
comparativo, conduzido na Regido Metropolitana de Vitéria-ES, no periodo de Margo
de 2008 a Outubro de 2013. Dados clinicos, demograficos e epidemioldgicos foram
coletados de todos os participantes. A infec¢ao latente pelo Mtb foi mensurada
através da PT e do QFT-GIT. Definiu-se laténcia através da positividade da PT
(induragdo = 10mm) e do QFT-GIT (controle negativo <8.0 Ul/mL, Antigeno TB
menos controle negativo 20.35 Ul/ml e 225% do valor do controle negativo). Os
voluntarios da pesquisa foram avaliados pelos dois testes entre oito a dez semanas
apods a identificacdo dos respectivos casos indices. O teste Kappa foi utilizado na
comparacgao dos resultados dos testes para avaliagcdo da concordancia entre eles.
Os fatores associados com a positividade de ambos os testes na analise bivariada (p
<0,30) foram incluidos no modelo multivariado (regressédo logistica), sendo
calculadas as razbes de chance (OR) e os IC95%. Resultados: Foram arrolados
291 participantes. A concordancia global entre os resultados da PT e do QFT-GIT foi
elevada (87,6%) - k 0,75 [IC 95%: 0,63-0,86]. Nos individuos com idade < 5 anos a
concordancia foi ainda maior (93,65%) - k 0,87 [IC 95%: 0,63-1,12]. N&do houve
associagao estatisticamente significativa entre a presenca de cicatriz ao BCG e a
positividade dos dois testes. Houve uma correlagdo positiva entre o tamanho da
induracado da PT e probabilidade de positividade do QFT-GIT. Conclusao: Nao ha

vantagem na utilizagdo do QFT-GIT em relagdo a PT. O segundo més apos a



identificacdo do caso indice seria o tempo recomendado para a realizacdo dos

testes em questao.

Palavras-chave: Tuberculose latente, criangas, prova tuberculinica, interferon-

gama.
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ABSTRACT

Background: One of the main characteristics of M. tuberculosis (Mtb) is its capacity
to produce latent infection. The World Health Organization (WHO) estimates that 2
billion people are infected by this bacillus, only 10% of whom develop active disease.
Until recently the tuberculin skin test (TST) was the only test available for the
diagnosis of latent infection. However, because of its potential limitations an effort
was made to develop a more accurate method to diagnose latent tuberculosis. The
interferon-gamma release assays (IGRA’s) were the result. These tests measure the
interferon-gamma production by T-lymphocytes in response to a challenge of three
synthetic antigens, specific for Mtb (ESAT-6, CFP-10 e TB7.7). The objective of our
study was to evaluate the performance of the TST and the QuantiFERON®-TB Gold
assay-in-tube (QFT-GIT), for the diagnostic of latent Mtb infection in children and
adolescents identified as household contacts of smear positive pulmonary Mtb index
cases. Methods: This was a comparative study conducted in the Metropolitan area
of Vitéria, Espirito Santo, Brazil from March 2008 through October 2013. Clinical,
demographic and epidemiological data were collect from all participants. We defined
latency as a positive TST (induration = 10mm) or a positive QFT-GIT test (Nil <8.0
[U/ml, TB Antigen minus Nil 20.35 IU/ml and 225% of Nil value). Both tests were
performed in each volunteer between eight and ten weeks after the identification of
the respective index cases. Concordance, as defined by kappa testing, was used to
compare the results of the two methods of diagnosing latency. The factors
associated with positivity of both tests in bivariate analysis (p <0.30) were included in
the multivariate model (logistic regression), and the odds ratios (OR) and 95%ClI
were calculated. Results: 291 subjects were enrolled in the study. The global
concordance between TST and QFT-GIT was high (87,6%) - k 0.75 [Cl 95%: 0.63-
0.86]. However in children age < 5 years the concordance was even higher (93.65%)
- kK 0.87 [Cl 95%: 0,63-1,12]. The presence of BCG scar was not statistically
associated with tests positivity. There was a positive correlation between the size of
TST induration and the probability of a positive QFT-GIT. Conclusion: There was no
advantage in the use of QFT-GIT in relation to the TST. We recommend the two-
month timeframe after the identification of the index case to perform the tests in the

household contacts.



Key words: Latent tuberculosis infection, children, Tuberculin Skin Test, interferon-

gamma.
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Introdugéo e Justificativa

1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

1.1 Importancia Epidemioldgica da Tuberculose e Relevancia do Tema

A tuberculose (TB) foi declarada em 1993 uma emergéncia de saude publica
global pela Organizagao Mundial da Saude (OMS). Desde entdo, a despeito da
queda progressiva de sua incidéncia, a TB ainda figura como uma das mais
importantes causas de morbidade e mortalidade dentre as doengas infecciosas nos

paises em desenvolvimento (WHO, 2012).

Estima-se que um ter¢co da populagdo mundial, aproximadamente 2 bilhdes
de pessoas, estejam infectadas pelo bacilo da tuberculose. Em 2012 o numero de
casos novos da doenga foi estimado em 8,7 milhdes. Destes, 530 mil (6%)
ocorreram em criangas, com mortalidade estimada de 75.000 casos (14%),
excluindo-se os casos da co-infecgao com o virus da imunodeficiéncia humana - HIV
(WHO, 2012; WHO, 2013).

No Brasil, calcula-se que, do total dos casos notificados, 15% ocorram em
menores de quinze anos, apesar dos dados oficiais mostrarem indices inferiores
(SANT'ANNA et al, 2002). No Estado do Espirito Santo, dos 1.313 casos
notificados no ano de 2013, 43 (3,3%) eram menores de quinze anos (DATASUS,
2014).

A transmissdo da doenga ocorre geralmente entre contatos domiciliares ou
grupos de pessoas com contato proximo a um “caso indice” de TB pulmonar
bacilifera. Estima-se que nesta situacdo, a infeccdo ocorra em 25% a 50% dos
contactantes dos quais 5 a 10%, se adultos, irdo adoecer ao longo de 2 anos, contra
43% em menores de 1 ano, 24% em criangas de 1 a 5 anos e 15% entre
adolescentes (11 a 15 anos). Estes percentuais evidenciam um risco de
adoecimento maior em criangas em relagdo aos adultos (SHAW & WYNN-
WILLIAMS, 1954; GRZYBOWSKI, BARNETT, STYBLO, 1975; HOUWERT et al.,
1998).
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O contato de um individuo susceptivel com um caso indice de TB pulmonar
pode resultar em diferentes desfechos uma vez que a infeccdo depende da
viruléncia do bacilo, do inéculo e da resisténcia natural ou adquirida do hospedeiro
(DANNEMBERG, 1989; LURIE, 1964).

Apesar da transmissdo da TB ter sido documentada mais de uma década
antes da descoberta do seu agente etiologico e dos estudos sobre a doenga terem
resultado em 2 prémios Nobel (Robert Koch - 1905 pela descoberta do bacilo, e
Selman Abraham Waskman - 1952 pela descoberta da estreptomicina), ainda
existem importantes lacunas no conhecimento da tuberculose. Talvez a principal
delas esteja relacionada ao evento infecgao/progressao para doenga e ao fenébmeno
de laténcia do Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Este momento fisiopatolégico
inicia-se apods a primo-infecgdo. A partir dai, o bacilo pode ser eliminado ou contido
por células de defesa do hospedeiro, tornando-se “latente”. Neste caso, o individuo
permanece assintomatico, com bacilos viaveis que podem ser reativados causando
doencga (STARKE & COMMITTEE ON INFECTIOUS DISEASES, 2014).

Até recentemente, o unico exame disponivel para o diagnostico da infec¢ao
latente pelo Mtb era a prova tuberculinica (PT). Embora muito util na pratica clinica,
a PT possui algumas desvantagens: a) resultados falso-positivos decorrentes de
vacinagao recente pelo Bacilo de Calmette-Guerin (BCG) ou da exposicao a
micobactérias ambientais ndo tuberculosas (MNT), b) efeito booster em testes
seriados e c¢) resultados falso-negativos em casos de imunodepressdao como p.ex.
na Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e uso de drogas
imunossupressoras (TIDJANI, AMEDOME, TEN DAM, 1986). Essas limitagdes tem
impacto direto nas suas principais indicagdes: a) diagndstico complementar da
doenca e b) instituicao de quimioprofilaxia na infeccao recente (STARKE, 1993).

Na ultima década, a demanda por novos testes para o diagnéstico da
tuberculose latente (TL) fez surgir os ensaios de liberagdo de interferon-gama
(IGRAs), produzido por linfocitos T em resposta a antigenos especificos do Mtb
(ESAT-6 e CFP-10). Esses testes tem-se mostrado mais sensiveis e especificos
que o TT na identificagdo da infecgéo latente pelo Mtb e na doenca ativa (STARKE &
COMMITTEE ON INFECTIOUS DISEASES, 2014). Além disso, eles teriam como
vantagens sobre a PT, sua realizagao ex-vivo, a eliminagédo do efeito booster, o fato
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do paciente ndo necessitar de uma visita de retorno para leitura e a auséncia de
efeitos adversos em pacientes reatores fortes (>15mm). Apesar destas vantagens,
estes testes apresentam alto custo, necessitam de pessoal treinado e laboratérios
de média complexidade para sua realizagdo (MENZIES, PAI, COMSTOCK, 2007).
Embora os testes baseados na liberagdo de interferon-gama representem um
avango na area, sua utilizagdo ainda ndo é consenso em populagdes pediatricas,

principalmente na faixa etéaria inferior a 5 anos (CDC, 2014).

Vale a pena ressaltar que os resultados de ambos os testes dependem de
imunidade mediada por células, que indicam sensibilizagdo imunoldgica do
hospedeiro ao antigeno de M. tuberculosis. Portanto, eles ndo tem utilidade no
diagnostico da doenga, que deve ser pautado na sintomatologia clinica, exames
radiolégicos e microbiologicos. A positividade de ambos os testes indicam provavel
infecgao latente (STARKE & COMMITTEE ON INFECTIOUS DISEASES, 2014).

O uso da isoniazida reduz substancialmente o risco de desenvolver
tuberculose naqueles individuos que iriam progredir para doenga. Decorre disto a
importancia dada atualmente aos testes utilizados para o diagnostico de infecgao
latente e aqueles que possam identificar marcadores de progressao para a doenca.
A descoberta destes marcadores beneficiaria a grande maioria dos individuos
tratados desnecessariamente para a TL (STARKE & COMMITTEE ON INFECTIOUS
DISEASES, 2014).

1.2 Dificuldades diagnésticas da Tuberculose na infancia

Recentemente a OMS estabeleceu uma meta ambiciosa que prevé a
eliminagao da tuberculose do mundo em 2035 (WHO, 2015). Dentre as prioridades
esta a tuberculose infantil cujo diagndstico € mais dificil de ser realizado se

comparado ao do adulto.

Em 2010, os 22 paises com alta carga da doenga acumulavam cerca de 4,5
milhdes de casos novos. No entanto, somente 3,5% (0,1-15%) desses, ocorreram
em criangas. Entretanto, a estimativa de notificacdo era de aproximadamente 11%,

sugerindo que, naquele ano, cerca de 340.000 casos n&o haviam sido
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diagnosticados (PEREZ-VELEZ & MARAIS, 2012).

A TB em criangas é considerada um evento sentinela, indicando infec¢ao
recente de alguma fonte comunitaria, uma vez que criangas raramente sdo fontes
primarias de infecgdo (FEJA & SAIMAN, 2005; SZTAJNBOK et al., 2009).

O diagnodstico da doenga em criangas e adolescentes, ao contrario dos
adultos, nem sempre é possivel, como discutiremos a seguir, além de possuir um
agravante pelo fato da infecgdo possuir maior risco de progressdo para doenga
(LEWINSOHN et al., 2004; FEJA & SAIMAN, 2005; SZTAJNBOK et al., 2009).

A auséncia ou inespecificidade dos sinais e sintomas da TB na infancia
dificulta a suspeigao clinica da doenga que acaba postergando o seu diagnéstico. O
quadro clinico pode variar desde formas assintomaticas até formas graves
disseminadas, com emagrecimento importante e rapida evolugdo para o Obito
(HOUWERT et al., 1998). A dificuldade para a coleta de escarro nesta faixa etaria é
bem conhecida, assim como sua baixa sensibilidade ao exame direto (20%) nos
casos em que é possivel obter o espécimen (SANT'ANNA & HIJJAR, 2007). A baixa
positividade da cultura do escarro ou do lavado gastrico (10% a 40%) estao
pautados, além de problemas técnicos da coleta dos mesmos, na propria
patogénese da doenga nesta faixa etaria que é paucibacilar (DONALD, 2000;
MARCONDES et al., 2003).

O exame radiologico do torax, apesar de pouco especifico, € um dos pilares
para o diagnostico da doenga (FARHART, CARVALHO, CARVALHO, 1999).
Entretanto, muitas vezes os achados radiologicos s&o insuficientes para justificar o
inicio do tratamento por si s6 (MARCONDES et al., 2003).

Pelo exposto acima depreende-se que o diagnéstico da TB em criangas e
adolescentes deve considerar um conjunto de fatores que necessariamente incluam:
histéria epidemioldgica de contato com um caso indice bacilifero, interpretacédo do
resultado da PT e/ou QuantiFERON e quadro clinico-radiolégico (MARAIS et al.,
2006). E através da combinagdo desses achados que sistemas diagndsticos foram
estabelecidos utilizando escores de pontuagdo, classificagcdo diagndstica ou
algoritmos diagnésticos (MIGLIORI et al., 1992; SOMU et al., 1995; DONALD, 2000;
SANT 'ANNA, ORFALIAS, MARCH, 2003). Existem atualmente diversos sistemas
de pontuagdo para o diagnostico da TB infantil propostos nos ultimos anos por
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pesquisadores ou orgaos ligados a area da saude de diversos paises (STEGEN,
JONES, KAPLAN, 1969; NAIR & PHILIP, 1981; TIDJANI, AMEDOME, TEN DAM,
1986; EDWARDS, 1987; MIGLIORI et al., 1992; FOURIE et al., 1998; SANT'ANNA,
SANTOS, FRANCO, 2004). Alguns destes sistemas nao se aplicam a paises de alta
endemicidade que utilizam a vacinagdo com BCG, como é o caso do Brasil, e outros
foram feitos para paises ou regiées onde a infraestrutura de saude é precaria ou
quase inexistente (MACIEL, 2004).

Em 2002, o Ministério da Saude (MS) do Brasil adotou um sistema de
pontuagdo proprio, adaptado de uma compilagdo de sistemas disponiveis na
literatura, para ser aplicado ao diagndstico da TB em criangas com suspei¢ao da
doencga e baciloscopia negativa. Em revisdo recente sobre o assunto, Pearce e
colaboradores (2012) apontam o sistema de pontuagdo por escores adotado no
Brasil como aquele que possui o maior numero de estudos de validagcdo, com
resultados consistentes de sensibilidades e especificidades. Em 2010, o sistema
brasileiro (Quadro 1) sofreu alteragdes em virtude dos novos pontos de corte da PT
adotados pelo MS (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2011) e tem-se mostrado

uma ferramenta muito util no diagnoéstico da doenga no Pais.

Vale destacar novamente que, a deteccéo precoce, a terapia preventiva e o
tratamento curativo, sdo medidas importantes para reducdo da morbidade e
mortalidade associadas a TB infantil. Isto é possivel se as ferramentas disponiveis
atualmente forem utilizadas de forma pragmatica e racional, enquanto aguardamos

novos e melhores métodos diagndsticos.

Quadro I. Escore de pontos para o diagnéstico de tuberculose pulmonar em criangas
e adolescentes com baciloscopia negativa. Ministério da Saude, 2010.

Quadro clinico-radiolégico Contato PT vs.BCG Estado nutricional
Sintomas ha > 2 semanas Alteracdo do Rx hd > 2 semanas Contato préximo >10mmem Desnutrido grave
com adulto vacinados hd < 2
+15 pontos +15 pontos tuberculoso nos anosou =5mm +5 pontos
R " . R . Gltimos 2 anos em vacinados ha
Assintomatico ou sintomas Alteragdo do Rx hé < 2 semanas B
i > 2 anos ou nao
hd < 2 semanas .
+10 pontos vacinados
+5 pontos
0 pontos
+15 pontos
Melhora com antibiético Rx normal Contato ocasional Peso > P10 ou
comum ou sem terapéutica ou ausente desnutrido ndo grave
-5 pontos
-10 pontos 0 pontos 0 pontos
> 40 pontos - diagnéstico muito provavel
30-35 pontos - diagnéstico possivel
< 25 pontos - diagnéstico pouco provavel

Fonte: ROSSONI; ROSSONI; RODRIGUES, 2013.
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1.3 Propriedades do M. tuberculosis de importancia clinica

O género Mycobacterium compreende pequenos microrganismos em forma
de bastdo ou ligeiramente curvos, imoveis, aerdbios estritos, ndo formadores de
esporos e nao capsulados. A composicao da parede celular, composta por uma
variedade de lipideos complexos, torna esses microrganismos distintos dos demais
géneros bacterianos (WAYNE & KUBICA, 1986).

A parede celular das micobactérias é constituida principalmente por um
complexo de acidos micdlicos, arabinogalactanas e peptideoglicano, glicopeptideos,
como a lipoarabinomanana, ancorados a membrana plasmatica. Estes acidos
graxos formam uma barreira periférica hidrofébica que retém a fuccina, além de
serem responsaveis pela resisténcia caracteristica ao alcool-acido (BAAR) durante a
técnica de coloragéo de Ziehl-Neelsen (WAYNE & KUBICA, 1986; ARAUJO et al.,
2008).

Apesar de existrem mais de uma centena de espécies no género
Mycobacterium, apenas o M. leprae, e as espécies pertencentes ao complexo M.
tuberculosis (M. tuberculosis, bacilo da tuberculose humana, o M. bovis, agente
etiolégico da tuberculose bovina e o M. africanum, variedade africana com
caracteristicas fenotipicas intermediarias entre o M. tuberculosis e o M. bovis) s&o
considerados estritamente patogénicos ao homem (COLLINS, GRANGE, YATES,
1997).

O Mycobacterium tuberculosis apresenta multiplicagédo lenta (16 a 24 horas)
em temperaturas proximas a 37°C. Infecta macrofagos e outras células do
organismo humano com predilecdo para os pulmdes. E destruido por agentes
fisicos como o calor, raios ultravioleta e radiagdes ionizantes e nao sobrevive por
muito tempo no meio externo. A microscopia apresenta-se como bastonetes retos
ou ligeiramente curvos medindo de 1 a 4 ym de comprimento por 0,2 a 0,6 ym de
diametro. A parede celular do Mtb € importante para sua viabilidade, conferindo
resisténcia a desidratagdo, protecdo a agentes quimicos e sua sobrevivéncia por
anos dentro do granuloma formado pelo hospedeiro para conter a infecgéo
(TEIXEIRA, ABRAMO, MUNK, 2007).
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1.4 Transmissao do M. tuberculosis

Em 1868, 14 anos portanto antes da descoberta do bacilo da tuberculose por
Robert Koch, o médico veterinario francés Jean Antoine Villemin comprovou a
transmissibilidade da TB ao reproduzir a doengca em coelhos inoculados com
material caseoso obtido do pulm&o de um paciente que fora a ébito pela doenca.
Entretanto a transmissao do bacilo por aerossois sé foi demonstrada 16 anos mais
tarde, por Robert Koch (KOCH apud WELLS, 1955).

O conceito atual da transmissdo do M. tuberculosis por aerossaois iniciou-se
com os trabalhos dos médicos William Firth Wells e Richard Riley em 1930 (WELLS,
1941). Wells estabeleceu o conceito atualmente vigente da transmisséo baseada na
existéncia de uma particula microscopica medindo de 1-5 micra, contendo dois ou
trés bacilos viaveis envolvidos por secre¢cao pulmonar desidratada, denominadas
‘nucleos de Wells”. Somente esses nucleos, gerados pela tosse, fala ou espirro,
com seu diminuto diametro, seriam capazes de atingir as vias areas distais
(bronquiolos e alvéolos terminais) (SULTAN et al., 1960). As particulas maiores
seriam levadas pelas correntes de ar ou precipitar-se-iam nas superficies. As de
tamanho meédio ficariam retidas na mucosa do trato respiratorio superior sendo
removidas dos pulmbes através da tosse ou movimento muco-ciliar. Os trabalhos
pioneiros de Willian Wells foram confirmados posteriormente por diversos estudos
epidemioldgicos sobre transmissdo da doenga em hospitais, prisdes, dormitorios e
outros ambientes (HOUK et al., 1968; Di PERRI et al., 1993; KANTOR, POBLETE,
PUSATERI, 1988; CDC, 1993; NARDELL et al., 1986). Desses estudos, talvez o
mais notavel tenha sido o que descreve um surto de TB a bordo do submarino
Richard E. Byrd onde um tripulante com TB pulmonar cavitaria infectou 139 dos 308
tripulantes (HOUK et al., 1968).

Desse modo, assim que atingem as vias aéreas distais dos pulmdes, os
bacilos podem seguir um dos trés caminhos: a) destruicdo antes da infecgao; b)
infeccdo seguida de laténcia do bacilo traduzida clinicamente apenas pela
positividade da prova tuberculinica, que pode evoluir apds anos para doenca clinica
(re-infecgdo endogena); c) infecgdo seguida de rapida multiplicagdo do bacilo com

desenvolvimento de TB primaria. Existe um equilibrio dindmico nas duas ultimas
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possibilidades que podem apresentar os seguintes desfechos: evolugéo tardia para
doenga ou longo periodo de infeccdo latente assintomatica, ou ainda, doenca
progressiva e fatal (DANNEMBERG, 1994).

Além da presenca do bacilo, outros dois fatores sdo importantes na
transmissado da doenca: a fonte de infecgao (indculo e viabilidade dos bacilos no
escarro) e as condicoes ambientais (densidade das particulas infectantes no
volume do ar local, ventilacdo, umidade do ar, exposicdo a luz solar e irradiagao
ultra-violeta) (DANEMBERG, 1989).

Do ponto de vista epidemiolégico, o individuo com a forma pulmonar bacilifera
da TB, constitui a principal fonte de transmissdo da doenga (TARANTINO & LEITAO
DE OLIVEIRA, 1990). Sao importantes também para a transmisséo a frequéncia e
intensidade da tosse, a capacidade do individuo de gerar aerossoéis, viruléncia do
bacilo e intensidade e frequéncia do contato (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE,
2002; JONES-LOPEZ et al., 2013; JONES-LOPEZ et al., 2014).

1.5 Patogénese

Os pulmbes sdo a porta de entrada do Mycobacterium tuberculosis no
organismo na quase totalidade dos casos. Os bacilos que chegam aos alvéolos
através do ar inspirado sédo rapidamente fagocitados por macrofagos alveolares e
células dendriticas residentes (Figura 1). A partir dos pulmdes o Mycobacterium
tuberculosis pode produzir lesbes em praticamente todos os 6rgdos do corpo
humano. Entretanto, as mais frequentes sdo aquelas encontradas nos pulmoes e
linfonodos. Independente do 6rgdo acometido a lesdo fundamental induzida pelo
bacilo em individuos com resposta imune intacta € sempre a mesma: um granuloma
epitelioide tipico, também denominado de tubérculo. Esse granuloma é constituido
por macrofagos que sofreram transformagdo epitelioide, células gigantes
multinucleadas originadas da fus&o de macréfagos e, um halo periférico constituido
por mononucleares, incluindo linfocitos B, linfocitos T e mondcitos. Frequentemente,
a necrose caseosa inicia-se na sua parte central, podendo se estender a todo
granuloma e esta relacionada a hipersensibilidade tardia mediada por células. O

granuloma se cura por fibrose, a qual progride da periferia para o centro, ndo sendo
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raro estar associada a calcificagao do tecido necroético. Essa calcificagdo ocorre com

maior frequéncia nas primo-infecgdes em criangas (DIETZE et al., 2009).

Macréfagos
Infectados .

Macréfago alveol ¢
lacréfago alveolar
—— ’ 9 o
Mycobacterium ® Células Y
tuberculosis mononudeares

—

\
Macréfagos Infectados

" Macréfagos

Macréfagos esponjosos Unféato €sponjosos

Unfécito

ViaAérea

2
.. .
e .

Vasos sanguineos —1 W Macréfagos / Macréfagos

f

Granuloma iyt )

\

N\
ViaAérea N Granuloma necrético caseoso

Mycobacterium tuberculosis
livre

Figura 1. Ciclo de infecgdo do Mycobacterium tuberculosis. Os macrofagos alveolares
fagocitam as bactérias inaladas. Apds fagocitose sdo recrutadas para a zona de
infecgao células do sistema imune inato e adaptativo dando origem a formacédo de um
granuloma. Os bacilos podem ser contidos no interior destas estruturas por longos
periodos de tempo. Contudo, quando o sistema imune enfraquece os bacilos reiniciam a
replicagdo, e m granuloma necrético caseoso forma-se permitindo a libertagao de Mtb
para as vias aéreas.

Fonte: Adaptado, RUSSELL, 2007.

No entanto a resposta inflamatodria inicial que ocorre nos alvéolos ainda é
pouco conhecida, em especial no que se refere a mecanismos inatos de defesa, que
em Uultima analise definem ou ndo o sucesso da eliminacdo precoce dos bacilos
(HOUBEN, NGUYEN, PIETERS, 2006). Como mencionado, 5-43% dos individuos
imunocompetentes, dependendo da faixa etaria, desenvolvem tuberculose clinica
nos primeiros dois anos apés a infeccao (SHAW & WYNN-WILLIAMS, 1954;
GRZYBOWSKI, BARNETT, STYBLO, 1975; HOUWERT et al., 1998). No restante,
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que compreende a maioria dos infectados, ou o bacilo é eliminado ou permanece
latente nos tecidos (AHMAD, 2011). Este fato por si demonstra a eficacia da

resposta imune inata e adquirida em controlar a infeccdo.

A resposta adaptativa do tipo Thy & fundamental no controle da infec¢ao
causada pelo M. tuberculosis. Se ela for eficiente, os granulomas contendo o Mtb
regridem através de processo fibrotico e calcificagdo, ndo havendo progresséo para
doenca. Por outro lado se houver um predominio da resposta Th, sobre a Thy,
ocorrera um aumento da necrose nos granulomas com disseminagdo dos bacilos,
ampliando a area inflamada com formagédo de novos granulomas e novas areas de
necrose, que irdo em ultima analise progredir para nédulos caseificados e cavernas
(lesdes escavadas). A progressao da necrose ira favorecer também a disseminagao
do bacilo por via linfatica e sanguinea para outros 6rgédos. Admite-se que mesmo
em lesdes iniciais que se curam precocemente no pulmao, ocorra disseminagcédo do
bacilo que podera permanecer latente em outros tecidos, uma vez que o processo
de fibrose das lesbes ¢é insuficiente para circunscrevé-las, isolando-as (DIETZE et
al., 2009; AHMAD, 2011).

N&o é objetivo deste trabalho descrever em detalhes a tuberculose doenga,
razao pela qual nesta introdugcdo daremos destaque a infec¢cado latente pelo M.

tuberculosis.

1.6 Infeccao Latente pelo Mycobacterium tuberculosis (ILTB)

A ILTB pode ser definida pela presenga de uma prova tuberculinica positiva
em um individuo que n&o apresenta sinais e sintomas clinicos ou radiolégicos da
doenca. Nesta condi¢do, os bacilos sao indetectaveis em espécimes clinicos, o que
sugere uma baixa carga bacilar (DUTTA & KARAKOUSIS, 2014).

Os bacilos podem ficar latentes por toda a vida e nunca causar doenca. Esse
tipo de infeccdo acontece quando o sistema imune do hospedeiro monta uma
resposta adaptativa capaz de controlar, mas ndo de eliminar a infecgdo. Essa
resposta é caracterizada por inflamagéo granulomatosa com necrose caseosa, rica

em bacilos, que se cura por fibrose e calcificagdo. Admite-se que bacilos viaveis,
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latentes, possam permanecer nessas lesdes “aparentemente” curadas. Como pode
ocorrer disseminagdo hematogénica e/ou linfatica precoce, os bacilos podem se
localizar em outros o6rgdos, mantendo-se latentes, independentemente de ter
ocorrido reacdo inflamatoria. Nesses casos admite-se que os bacilos possam
persistir em alguns tecidos, especialmente no adiposo (NEYROLLES et al., 2006).
Porém, os locais exatos de persisténcia dos bacilos ainda s&o uma incognita
(DUTTA & KARAKOUSIS, 2014).

A reativacado da TL pode ocorrer por alteragao da resposta imune, levando ao
aparecimento dos sinais e sintomas da doencga, evento conhecido como reativagao

endogena.

Individuos com infecgao latente, apesar de assintomaticos e ndo contagiosos,
representam um grande reservatorio e podem permanecer desta forma por meses,
anos ou mesmo a vida inteira, tornando os estudos sobre os mecanismos de
transmissédo da doenga ainda mais dificeis de serem compreendidos (MATHEMA et
al., 2006).

Como mencionado acima, uma das caracteristicas mais marcantes do M.
tuberculosis € a sua capacidade de produzir infecgdo latente. Desde a primeira
grande epidemia da tuberculose durante o periodo de industrializagdo da Europa no
século 19 até os dias atuais, um imenso reservatorio humano de infecg¢ao latente foi-
se acumulando até atingir os atuais 2 bilhdes de individuos infectados, 1/3 da
populagdo mundial (CARDONA & RUIZ-MANZANO, 2004; WHO, 2012).

As primeiras evidéncias sobre a existéncia da TL surgiram nas décadas de 40
e 50, com o inicio do tratamento da doenga com a combinagdo de duas das trés
drogas disponiveis a época: a estreptomicina, o acido p-aminosalicilico e a
isoniazida. Observou-se que um percentual dos pacientes tratados apresentavam
recidiva tardia da doenga com cepa sensivel aos medicamentos utilizados, o que
gerou a teoria da laténcia do bacilo (FOX, ELLARD, MITCHISON, 1999). Ensaios
clinicos subsequentes sobre profilaxia da TB trouxeram mais luz a essa teoria.
Nestes estudos, conduzidos pelo Comité de Profilaxia da “International Union
Against Tuberculosis”, a isoniazida foi administrada em pacientes com TL por
periodos de 3, 6 e 12 meses, resultando em indices de eficacia de ndo adoecimento
de 32%, 69% e 93% respectivamente. Como a isoniazida exerce sua acao
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bactericida através da inibicao da sintese de acidos micodlicos, seu efeito sé seria
possivel na presenca de algum nivel de metabolismo e multiplicagdo celular,
sugerindo que pelo menos parte dos bacilos responsaveis pela TL estaria em
constante multiplicagéo.

Os estudos sobre a historia natural da tuberculose pulmonar reforgaram ainda
mais a teoria da laténcia. O complexo primario ocorre via de regra nos lobos basais
dos pulmdes e nos ganglios linfaticos hilares, e mais raramente nas regides apicais
dos pulmdes, e seriam decorrentes do baixo inoculo no momento da infeccgao,
geralmente 1-5 bacilos. Corroboram estes dados, achados de necropsia, nas quais
66% dos complexos primarios calcificados localizavam-se nos dois tergos inferiores
dos pulmdes e somente 12% em regido apical. Como mencionado anteriormente, o
complexo primario evolui sem sintomas e a cura espontadnea ocorre em 95% dos
individuos. A tuberculose “pOs-primaria” € mais frequente na regido apical e é aceita
por muitos como consequéncia da reativagdo de uma TL (LUCAS, 1998). Neste
caso aceita-se que a disseminagdo hematogénica ou linfatica que pode ocorrer por
ocasido da infecgdo primaria, alojaria bacilos em regides “abrigadas” dos pulmdes,
p.ex as regides supraclaviculares, onde o sistema imune teria dificuldade em destrui-
los. Os bacilos permaneceriam entdo em estado de laténcia aguardando um
desequilibrio transitério do sistema imune (infecgbes virais, stress, etc) para
incrementar a multiplicagdo bacilar. Com a restauragédo da imunidade, o hospedeiro
tentaria conter sem sucesso a multiplicagao, através da formacédo de granulomas
que evoluiriam com necrose caseosa e cavitagdo (BALASUBRAMANIAN et al,
1994; GRZYBOWSKI & ALLEN, 1964; STEAD & LOFGREN, 1983).

Diversos fatores associados ao M. tuberculosis e ao hospedeiro ja foram
implicados no controle da tuberculose latente ou na sua ativagdo. Faremos a seguir
uma breve revisdo somente dos fatores relacionados ao hospedeiro, nos atendo
aqueles, cujas hipoteses cientificas incluem ndo somente evidencias geradas em
estudos experimentais, mas também e principalmente sua correlagdo com achados
clinicos em pacientes infectados com Mtb que tenham ou n&o evoluido para doencga

ativa.

- Linfécitos T CD4"
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Do ponto de vista imunologico a presenga de uma resposta Th, eficiente € um
fator “sine qua non” para a contengdo do M. tuberculosis e neste aspecto os
linfocitos T CD4" tem um papel fundamental. Este papel € mais evidente em
pacientes coinfectados pelo virus HIV onde uma correlagdo inversa entre o numero
destas células e o risco de adoecimento por tuberculose estd bem demonstrado
(GELDMACHER et al., 2008). Entretanto, o mecanismo exato através do qual estas
células previnem a reativacdo da TL, além da produgcdo de IFN-y e ativagao

macrofagica, ainda nao esta totalmente esclarecido.
- Linfécitos T CD8"

O M. tuberculosis também induz uma resposta de linfécitos T CD8" tanto em
humanos quanto em modelos animais (BEHAR, 2013). Ao contrario dos linfocitos T
CD4", o papel dos linfocitos T CD8" no controle da tuberculose ainda carece de
evidéncias clinicas. O efeito citotoxico destas células é exercido através de
diferentes mecanismos que incluem apoptose pela via Fas-Fasl, uma proteina de
membrana tipo |l de 40 kDa da familia do fator de necrose tumoral (TNF), e indugao
de morte celular pela via da perforina e granulisinas. As granulisinas possuem agéo
microbicida intracelular contra o M. tuberculosis (STENGE et al., 1988), além de
induzir apoptose nos macrofagos parasitados. Além de atividade citolitica, estes
linfécitos também produzem citocinas pré inflamatérias (TNF-a e IFN-y), importantes
no controle da infec¢ao pelo M. tuberculosis (LALVANI et al., 1998; LI et al., 1997).

- Fator de Necrose Tumoral - a (TNF-a)

Paralelamente ao aumento do uso de inibidores de TNF-a no tratamento de
pacientes com doengas inflamatérias (artrite reumatoide, psoriasis, doenga de
Crohn, espondilite anquilosante e colite ulcerativa), observou-se um incremento na
incidéncia de Tuberculose pulmonar e extrapulmonar nestes individuos, inicialmente
com o uso do Infiximab (anticorpo monoclonal quimérico humano/camundongo) e
posteriormente com o uso de Etarnercept (fusdo da porgao extracelular de dois
receptores humanos do TNF-a ligados a por¢gdo FC da imunoglobulina humana
IgG1) (KEANE et al., 2001; MOHAN et al., 2004). Estudos clinicos subsequentes
mostraram que 44% versus 10% dos casos de TB associados ao uso do Infliximab e

Etanercept respectivamente ocorriam no prazo de 3 meses apds o inicio da terapia.
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Sugeriu-se que 0s casos associados ao uso do Infliximab seriam decorrentes da
ativagdo de TL e aqueles casos associados ao outro imunobiolégico, resultantes da
incapacidade de controlar uma infecgdo recém adquirida (WALLIS et al., 2004;
WALLIS et al., 2005).

Nos EUA o numero de casos notificados de tuberculose associados ao uso
destes dois medicamentos é de 54 e 28/100.000 pacientes tratados
respectivamente. Estudos recentes mostraram também que o risco de desenvolver
tuberculose é maior nos pacientes tratados com anticorpos monoclonais (Infliximab e
Adalimumab) quando comparado ao risco dos pacientes tratados com receptores
soluveis anti-TNF-a (TUBACH et al., 2009). Além de elucidar as bases bioldgicas da
acao do TNF-a, os estudos clinicos forneceram uma evidéncia inequivoca da
importancia desta citocina no controle da infecgao pelo M. tuberculosis.

- Interferon-gama (IFN-y)

As evidéncias cientificas sobre a importancia do /IFN-y na protegao contra a
infecgao pelo M. tuberculosis nao séo tao robustas quanto aquelas relativas ao TNF-
a, mas sao sustentadas por alguns estudos em humanos. Newport e colaboradores
(1996) mostraram que criangas que apresentavam mutacédo no gen do receptor 1 do
IFN-y, causando uma auséncia de receptores para IFN-y na superficies de
macroéfagos e defeito funcional na produgao (up-regulation) de TNF-a em resposta a
estimulacédo por IFN-y, desenvolviam infeccbes graves por micobactérias nao
patogénicas. Estudos posteriores realizados por Caccamo e colaboradores (2010)
mostraram que individuos com TL possuiam niveis 15 vezes superiores de células
TCD4 IFN-y*, IL-2" e TNF-a* com fenotipo efetor e de memoria em relagédo a
pacientes com tuberculose ativa nos quais havia predominio somente de células
multifuncionais efetoras TCD4 IFN-y*, IL-2° e TNF-a*, sugerindo um papel
importante do /FN-y na TL.

Estudos em camundongos também ressaltam a importancia do /IFN-y no
controle da infecgcao por M. tuberculosis. Nestes estudos, resultados semelhantes
foram obtidos por diferentes grupos de pesquisadores utilizando camundongos

nocauteados para o gene do IFN-y. Os animais, quando desafiados com M.
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tuberculosis, nao controlavam a infeccdo que se disseminava (COOPER et al., 1993;
FLYNN et al., 1993; SCANGA et al., 1999).

- Células T Reguladoras

As células T reguladoras (Treg) tém por agao a supressao ou diminuigéo de
respostas imunes variadas e por isto tem recebido mais atencao de pesquisadores.
Elas se caracterizam, em sua maioria, pela presenca do fenétipo CD4* CD25" mas
também podem ser CD8" CD25 (LARSON, SHAFIANI, URDAHL, 2013). Sua
principal fungdo efetora parece ser a expressdo da proteina reguladora “Forkhead
box P3” também conhecida como FoxP3 que atua na regulagcdo de fatores de
transcricdo celular (FONTENOT, GAVIN, RUDENSKY, 2003). Guyot-Revol e
colaboradores (2006) mostraram a presenga aumentada de células Treg CD4"
CD25" FoxP3" no sangue ou nas lesdes de pacientes com tuberculose ativa em
relagdo a controles saudaveis, além do aumento da expressédo da proteina FoxP3
em pacientes com tuberculose extrapulmonar, comparado a pacientes que
apresentavam tuberculose pulmonar somente. Chen e colaboradores (2007)
mostraram também que o percentual de células Treg CD4" CD25" FoxP3" se
correlacionava de forma inversa com a imunidade TB especifica e que as células
Treg presentes no sangue e pleura de pacientes com a doenga eram capazes de
suprimir a producdo de IFN-y e IL10. Estes estudos sugerem que a expansao da
populagao de células Treg pode predispor ou até ser um marcador de progresséo da
TL para doenca ativa. Corrobora esta hipotese a observacédo de que a deplecao “ex
vivo’ de Linfocitos CD4" CD25" do sangue periférico resultou no aumento de
proliferagdo de Linfocitos T IFN-y* Mtb antigeno especifico em sete de oito pacientes
com tuberculose ativa (HOUGARDT et al., 2007; CHEN et al., 2007).

1.7 Testes Diagnoésticos para detecgao da infecgao por M. tuberculosis

1.7.1 Prova Tuberculinica (PT)
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Motivado pela descoberta da vacina contra o carbunculo por Louis Pasteur,
Robert Koch direcionou seus esforgos na busca de uma vacina contra a tuberculose.
Em 1890, anunciou a descoberta da “primeira tuberculina”, um extrato glicerinado
estéril obtido de culturas do bacilo da tuberculose. Em seus experimentos, Koch
mostrou que quando o extrato era aplicado em cobaios infectados com o bacilo, a
sobrevida dos animais era maior e que alguns até evoluiam para cura. Em
contrapartida, 0 mesmo extrato era indcuo para os animais saudaveis (SILVEIRA,
1941). A principio, Koch acreditou ter descoberto a cura para a tuberculose, o que o
motivou a apresentar em 1890 seus resultados no 20° Congresso Médico
Internacional em Berlim em uma palestra intitulada “On Bacterilogical Investigation”.
Durante a apresentagado ele anunciou que havia descoberto uma substancia que
impedia o crescimento do bacilo, curava a tuberculose em cobaios e que poderia ser
util no tratamento da doencga especialmente nos seus estagios iniciais. Nos meios
académicos o seu pronunciamento caiu como uma “bomba” principalmente pelo
prestigio do seu nome. As revistas cientificas da época (Lancet e British Medical
Journal) publicaram um editorial sobre o assunto exaltando os experimentos de
Koch, ressaltando que a cura da doencga havia sido descoberta. Na realidade o que
Koch descreveu, ficou conhecido posteriormente como o “Fendmeno de Koch”,
definido como a resisténcia de um animal a reinfec¢gao (BURKE, 1993). O médico
alem&o Pohl Pincus, que lera o trabalho de Koch, cunhou o nome “Tuberculina” em
analogia a métodos de imunizagdo utilizados a época que usavam extratos
bacterianos, cuja nomenclatura incorporava o nome do patdgeno, p.ex variolina e
escarlatinina (ROSEMBERG, 1999).

A noticia da descoberta do possivel tratamento da Tuberculose desencadeou
um enorme afluxo de pacientes a Berlim em busca da cura. O tratamento dos
pacientes resultou em um grande fracasso, além de alguns resultados
desconcertantes que posteriormente acabaram por definir a aplicabilidade da
tuberculina no diagndstico da TL. Coube a Clemens von Pirquet, médico pediatra
austriaco, a descoberta da verdadeira utilidade da tuberculina: o diagnostico da
infeccdo pelo M. tuberculosis. Pirquet ja havia observado que um paciente que
recebera soro escarlatinoso, apresentara reacdo ao soro no mesmo no dia da
aplicagdo, quando o esperado era que a reagao ocorresse nas aplicagcoes
subsequentes, geralmente 10 dias apos a aplicagdo inicial. Resultados idénticos
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foram observados com o soro anti-varidlico. Pirquet intuiu entdo sua teoria sobre
tempo de incubagao de doengas utilizando como légica a presenga de um certo grau
de imunidade prévia nos individuos que recebiam o soro pela segunda vez, o que
explicaria a rapidez da resposta da reagdo cutanea. Estes dados fortaleceram a
evidéncia cientifica, em voga na época, sobre o encurtamento do “tempo de
incubacédo”. Pirquet decidiu entdo testar a tuberculina aplicando os mesmos
preceitos das suas observacdes anteriores. Em 1905, ele introduziu a cuti-reagdo ou
reacdo de escarificagdo, atribuindo sua positividade a certeza de uma infeccéo
tuberculosa prévia. Trés anos mais tarde, Charles Mantoux introduziu e
desenvolveu o método intradérmico (teste de Mantoux), que permanece em uso até
os dias atuais (SILVEIRA, 1941). O que mudou entretanto ao longo do tempo foi a
tuberculina de Koch citada na literatura cientifica como “Old Tuberculin”.

Em 1932, Florence Seibert isolou uma proteina de baixo peso molecular,
através da precipitagdo, com sulfato de ambnio ou acido tricloroacético, de um
filtrado de culturas de M. tuberculosis. Pequenas modificacdes nesta técnica para
obtencao de um antigeno mais especifico resultaram no que conhecemos hoje como
PPD (Purified Protein Derivative). Em 1939, a preparagdo de uma grande
quantidade de PPD (Lote 49608) tornou essa tuberculina padréo de referéncia para
0 uso em Saude Publica nos EUA. Em 1944, esse lote foi renomeado PPD-S
(“Standard”), e em 1952, foi adotado como padrdo internacional para a prova
tuberculinica pela OMS (AFFRONTI et al., 1969; LEE & HOLZMAN, 2002).

A solucdo de tuberculina ou PPD contém dezenas de antigenos do M.
tuberculosis, cuja composi¢cao exata, pode variar entre preparagdes de diferentes
lotes. Ela deve ser conservada entre 2°C e 8°C, e nao deve ser exposta a luz solar
direta, sob pena de perder sua poténcia (STARKE & COMMITTEE ON INFECTIOUS
DISEASES, 2014).

O PPD-RT23 (RT: Reset Tuberculin, 23: numero do lote), outra tuberculina
muito utilizada mundialmente e de escolha no Brasil, foi adotada pela OMS em 1958,
e produzida até recentemente pelo Statens Serum Institut de Copenhague na
Dinamarca. Sua utilizagdo se faz por via intradérmica no tergo médio da face

anterior do antebrago esquerdo, na dose de 0,1ml (equivalente a 2 UT) e sua
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equivaléncia biolégica corresponde a 5 UT do PPD-S (GULD et al., 1958; BRASIL,
MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

A PT é utilizada tanto em adultos quanto em criangas para o diagnostico de
infeccdo latente pelo Mtb. E também uma ferramenta importante no diagndstico da
TB pulmonar em criangas e adolescentes negativos a baciloscopia, fazendo parte do
sistema de pontuacdo adotado pelo Ministério da Saude. Do ponto de vista
epidemioldgico os resultados da PT permitem estimar a prevaléncia da infecgdo na
populagdo em geral (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

A técnica de aplicagéo, leitura e o material utilizado s&o padronizados pela
OMS, padronizagdo esta que, se ndo seguida corretamente, pode influenciar na
reprodutibilidade dos seus resultados. O teste depende de injegcéo intradérmica
precisa, que deve ser realizada por profissional treinado. Sua leitura necessita ser
feita em 48 a 72 horas apds aplicagdao, com prazo maximo de 96 horas. A
interpretacédo correta da reacdo envolve a palpacédo cuidadosa da induragcdo, que
deve ser medida com régua milimetrada apropriada, levando-se em consideragéo o
seu maior diametro transverso (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

De acordo com o manual de “Técnicas de Aplicacdo e Leitura da Prova
Tuberculinica” reagdes com induragdo igual ou superior a 5 mm ja sao consideradas
positivas. Além disso, o manual também estabelece ndo haver necessidade de
repeticao do teste nos individuos com resultado igual ou superior a 10 mm (BRASIL,
MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

A responsividade ao PPD €& desencadeada por uma resposta mediada por
células, do tipo tardia, aos antigenos presentes na tuberculina. A induragdo no local
da aplicagdo é consequéncia ao processo inflamatorio secundario a migragcado de
células mononucleares previamente sensibilizadas aos antigenos do M. tuberculosis
presentes no PPD (STARKE & COMMITTEE ON INFECTIOUS DISEASES, 2014).

A PT é um exame auxiliar na investigagao clinica e nao distingue o estado de
infeccdo de doencga, e sua interpretacdo deve utilizar obrigatoriamente a historia
clinica/epidemiolégica do paciente, o exame radiolégico e o tamanho da induragao.
Os individuos com exposicdo a micobactérias ambientais apresentam geralmente

induragdes <10 mm, mas reagdes maiores ndao sao incomuns (BRASIL,
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MINISTERIO DA SAUDE, 2011; STARKE & COMMITTEE ON INFECTIOUS
DISEASES, 2014)

Resultados falsos-positivos podem ocorrer por erros na aplicagao e/ou leitura
do TT, reagdes cruzadas com micobactérias nao tuberculosas (MNT); vacinagao
recente com BCG, diminuigdo da drenagem linfatica da derme por estase venosa ou

diminuicéo local do fluxo arteriolar (SUCCI, 1987).

A influencia da vacina BCG e das micobactérias néo tuberculosas (MNT) nos
resultados falso-positivos € um tema ainda controverso. Farhat e colaboradores em
artigo de revisdo sobre o assunto concluiram que o efeito do BCG sobre resultado
da PT é minimo, especialmente se o individuo foi vacinado por periodo 210 anos e
que a vacinagao apoés a infancia produz induragcdes maiores € mais persistentes.
Em relagcdo as MNT os autores concluiram que as reagdes falso-positivas ndo tem
importancia clinica, exceto em populagdes com alta prevaléncia de MNT e baixa
prevaléncia de infecgdo por Mtb, o que nao seria o caso do Brasil (FARHAT et al.,
2006).

Por outro lado, resultados falso-negativos podem ocorrer por impreciséo
técnica ou armazenamento inadequado do PPD, ou mais frequentemente em
individuos com comprometimento do sistema imunoldgico seja primario ou adquirido
como p.ex AIDS, neoplasias, desnutricdo, uso de imunossupressores (BRASIL,
MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

1.7.2 Ensaios de liberagao de interferon-gama (IFN-y)

Até o inicio da década de 2000 o unico teste disponivel para o diagnostico da
TL era a prova tuberculinica, o que de certa forma explica a auséncia de estudos
sobre sua sensibilidade e especificidade, além do fato da inexisténcia de um padrao
ouro microbiolégico que confirme a presenga do bacilo nesta situagdo. Mais
recentemente surgiram os testes baseados na produgao de IFN-y por linfocitos T de
memoria, apds desafio a antigenos do M. tuberculosis. Estes testes conhecidos
pela sigla IGRA (Interferon Gama Release Assay), trouxeram no seu bojo a

esperancga de uma performance superior em relagdo ao mais que centenario PPD.
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Em 2001, o QuantiFERON®-TB (Cellestis Ltd) foi primeiro IGRA a ser
licenciado pelo FDA americano para uso comercial, como método auxiliar no
diagnostico da TL. Inicialmente o teste usava a técnica de ELISA para quantificar a
producdo de IFN-y, em resposta ao coquetel de proteinas do PPD. Devido a
problemas de especificidade, o teste sofreu modificagbes em duas versdes
subsequentes até chegar a versdo usada atualmente: o QuantiFERON®-TB Gold in
tube - QFT-GIT (Cellestis Ltd, Carnegie, Australia). Estas modificagbes incluiram a
substituicdo das proteinas do PPD por trés antigenos sintéticos especificos do M
tuberculosis: o ESAT-6 (early secretory antigenic target-6), o CPF-10 (culture filtrate
protein 10) e o TB7.7, um antigeno da cepa Rv2654c do M. tuberculosis (PAl et al.,
2014). Estas proteinas nédo sao expressas pela cepa de M. bovis, utilizada na
confeccdo da vacina BCG, e pela maioria das espécies de micobactérias nao
tuberculosas, a excecao do M. kansasii, M. szulgai, e M. marinum (ANDERSEN et
al., 2000). Pacientes infectados por estas micobactérias podem, em determinadas
situagbes epidemioldgicas, apresentar resultados falso positivos ao QuantiFERON®-
TB Gold (AREND et al., 2002). Existem também algumas evidéncias na literatura de
possiveis reagdes cruzadas com o M. leprae (GELUK et al., 2002; GELUK et al.,
2004).

A segunda modificagdo importante incorporada ao teste foi a substituigao do
ELISA por um sistema no qual, o sangue retirado do paciente € coletado diretamente
em tubos contendo os antigenos especificos do Mtb, onde o desafio celular
acontece. Além dos tubos contendo os antigenos, um tubo controle com mitégenos
foi também adicionado (PAI et al., 2014).

Em 2008 o FDA aprovou o segundo IGRA (T-SPOT® TB - Oxford Immunotec
Ltd., Abingdon, Reino Unido), uma verséo simplificada do ELISPOT (Enzyme Linked
Immunospot), que também detecta IFN-y produzido por linfocitos T em resposta a
estimulacdo com as proteinas ESAT-6 e CFP-10 do M. tuberculosis. Ao invés de
sangue total o T-SPOT® utiliza células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

em sua reacao.

Pelos mesmos motivos alegados acima para o PPD, a performance dos dois
testes € de dificil quantificagdo. A maioria dos ensaios clinicos incluiu em sua

analise de sensibilidade, pacientes com tuberculose confirmada por cultura e, na
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analise da especificidade pacientes com alto ou baixo risco de apresentarem TL.
Baseado nesses estudos, ambos os testes tem sensibilidade ao redor de 95% em
paises com baixa incidéncia de tuberculose e especificidade semelhante a do PPD
que foi de 97%. Em pacientes vacinados com BCG, a especificidade pode cair ao
redor de 60% e depende de quando e em que frequéncia a vacina é utilizada. Em
condigbes epidemiologicas semelhantes as descritas acima, a sensibilidade do T-
SPOT® TB parece ser superior & do QuantiFERON®-TB Gold e PPD, cujos
percentuais foram respectivamente 90%, 80%, e 80% (METCALFE et al., 2011;
SESTER et al., 2011; PAIl, ZWERLING, MENZIES, 2008).

Como mencionado anteriormente, dentre os individuos que se infectam com o
M. tuberculosis, as criangas sao aquelas com maior risco de progressao para
doenga. Faremos a seguir uma breve revisdo da literatura, pertinente ao uso de
IGRA’s e PPD no diagnostico da TL na faixa etaria pediatrica. Esta revisdo se
justifica pela grande diversidade metodolégica entre os estudos publicados que

certamente afetaram os resultados encontrados.

Uma busca na base de dados PubMed até o més de Abril do ano de 2015
usando os descritores “IGRA, Tuberculosis, Children” resultou no achado de 109
artigos. Destes, somente 12 tinham por objetivo o diagnostico da TL em contatos,
domiciliares ou n&o, de pacientes baciliferos. Todos os trabalhos avaliaram a
performance entre o QuantiFERON®-TB Gold e a prova tuberculinica em populagdes
com faixa etaria que incluia aquela do nosso estudo. Cinco estudos definiram como
positiva uma reagdo a prova tuberculinica 25mm, diferente do utilizado no nosso
estudo, cujo ponto de corte foi 210mm (CHUN et al., 2008; CONNELL et al., 2008;
ALTET-GOMEZ et al., 2011; KASAMBIRA et al., 2011; THOMAS et al., 2011).
Entretanto, ao contrario dos demais estudos, dois deles incluiram também na analise
dos seus resultados a concordancia entre os dois testes com dois pontos de corte:
25mm e 210mm. Na analise geral, os cinco estudos demonstraram uma
concordancia baixa entre os testes. Em relagdo aos dois estudos que analisaram a
concordancia com os dois pontos de corte mencionados acima, o realizado na
Coréia do Sul por Chun e colaboradores (2008) mostrou concordancia melhor no
ponto de corte =10mm (k=0,529 vs k=0,19) e o outro estudo realizado na Africa do
Sul por Kasambira e colaboradores (2011) mostrou ndo haver diferenga entre eles
(k=0,54 vs k=0,58).
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Outros trés estudos, um realizado no Brasil, um no Camboja e outro na
Indonésia utilizaram as faixas etarias de 0-6 anos, < 5 anos e de 6 meses a 9 anos
respectivamente. A cicatriz vacinal estava presente em mais que 70% dos
participantes dos trés estudos. A concordancia foi considerada baixa no estudo
realizado no Brasil, e moderada naqueles realizados no Camboja e na Indonésia
(PEREZ-PORCUNA et al., 2014; OKADA et al., 2008; RUTHERFORD et al., 2012).

Outros Dois estudos, apesar de descreverem uma metodologia semelhante a
utilizada no nosso estudo (faixa-etaria, cobertura vacinal do BCG, ponto de corte
(210mm) e tempo de leitura da PT), apresentaram concordancia moderada/baixa.
Ambos estudos, utilizaram além do QuantiFERON®-TB Gold, também o T-SPOT®
TB. Os testes foram realizados na visita de baseline logo apds a identificagdo do
caso indice. O primeiro estudo, realizado em Gambia, por Adetifa e colaboradores
(2010), utilizou o PPD-RT23 na dosagem de 2 UT, e demonstrou uma concordancia
entre a PT e o QFT-GIT moderada (k= 0,52 1C95% 0,40-0,66). O outro estudo,
realizado por Tieu e colaboradores (2014) na Tailandia, utilizou uma dosagem de
PPD (10 UT), diferente daquela utilizada no nosso estudo, e ndo especificou o
fabricante do mesmo. A concordancia relatada entre o QFT-GIT e a PT foi
considerada baixa (k=0,29 IC 95%: 0,18-0,72).

O décimo primeiro estudo realizado na Nigéria, por Nakaoka e
colaboradores (20086), realizou a prova tuberculinica e o QuantiFERON®-TB Gold
nos contatos, trés meses ou mais apos o diagnostico do caso indice. A dose
utilizada do PPD foi 10 UT (Chiron Vaccines Evans, Liverpool, UK), e considerou-se
positiva uma reagdo 210mm. Foram avaliadas somente 66 criangas que pertenciam
ao grupo de contatos de pacientes baciliferos. A concordéncia entre os testes nesse
grupo foi considerada moderada (k=0,498).

O ultimo estudo, realizado na Venezuela por Verhagen e colaboradores
(2014), avaliou criangas indigenas com até 15 anos de idade, que eram contatos
domiciliares de pacientes com TB pulmonar (baciloscopia e cultura positivas). O
QuantiFERON®-TB Gold e a prova tuberculinica foram realizados nos contatos em
periodo variavel de até 6 meses apds a identificagdo do caso indice. Os autores
mostraram uma concordancia substancial (k=0,76 1C95% 0,46-1,06) entre os dois
testes. Onze casos concomitantes de doenca pulmonar foram detectados na
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primeira triagem e 41% dos voluntarios do apresentavam exame radiolégico do térax

alterado (calcificagdes e/ou fibrose e/ou bronquiectasias).

A motivagao para realizacdo do nosso estudo deveu-se em primeiro lugar, a
discrepancial/inconsisténcia dos resultados publicados na literatura sobre a utilizagcao
dos dois unicos testes disponiveis atualmente para o diagnéstico da tuberculose
latente. Em segundo lugar porque acreditdvamos na importancia da contribuicao
sobre o tema que o0 nosso estudo traria em relagao a determinacéo do “tempo ideal”
de utilizacdo dos dois testes, uma vez que dispunhamos de casuistica expressiva e
uma padronizagdo metodoldgica e adequada aos objetivos pretendidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a concordancia entre a prova tuberculinica e o teste QuantiFERON®-
TB Gold in tube, no diagndstico da infeccdo latente, pelo Mycobacterium
tuberculosis, em criangas e adolescentes com idades entre 6 meses e 15 anos,

contatos de pacientes baciliferos residentes na Regido Metropolitana de Vitéria-ES.

2.2 Especificos

1. Avaliar a concordancia entre a prova tuberculinica e QuantiFERON®-TB Gold

in tube em duas faixas etarias (< 5 anos e 6-15 anos);

2. Avaliar se existe correlagado entre diferentes pontos de corte da leitura da
prova tuberculinica (0-4mm; 5-9mm; 10-14mm e = 15mm) com o resultado do
teste QuantiFERON®-TB Gold in tube;

3. Avaliar os fatores associados com a positividade da prova tuberculinica e do
teste QuantiFERON®-TB Gold in tube.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e Periodo do Estudo

O estudo foi realizado na Regido Metropolitana de Vitoria, abrangendo os
municipios de Vitoria, Serra, Cariacica e Vila Velha, no periodo entre Margo de 2008
e Outubro de 2013.

3.2 Descricao do Estudo

Trata-se de um estudo de comparagdo entre dois testes utilizados no
diagnostico da tuberculose latente causada por M. tuberculosis: a prova
tuberculinica e o teste QuantiFERON®-TB Gold in tube.

Este estudo, conduzido no Nucleo de Doengas Infecciosas (NDI) do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo utilizou dados de um
estudo maior intitulado “Colaboracdo EUA-Brasil em pesquisa sobre variagcdo de
cepas em tuberculose” cujo objetivo era avaliar a transmissao do Mycobacterium
tuberculosis em contatos domiciliares de casos indices de TB pulmonar confirmada
por diagnostico microbiolégico - baciloscopia de escarro (=2+) e cultura. A
transmissao intradomiciliar foi avaliada através da prova tuberculinica e do teste
QuantiFERON®-TB Gold in tube. A comparagdo entre os resultados dos dois testes
na faixa etaria compreendida entre 6 meses e 15 anos compdem o objeto desta
dissertacdo de mestrado.

A transmissao intradomiciliar dos contatos foi avaliada em 2 etapas. A
primeira consistiu na aplicagdo do PPD (leitura entre 72 a 96 horas), sempre
realizado nas primeiras duas semanas apos a identificagdo do caso indice. A seguir
o domicilio era visitado por um médico que coletava dados clinicos, epidemiologicos
e demograficos. O exame radiolégico do térax foi solicitado a todos os contatos
independentemente do resultado da PT.
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Na segunda etapa, ocorrida entre 8 a 10 semanas apods a identificagdo do
caso indice, coletou-se uma amostra de sangue de cada participante para realizagéo
do teste QuantiFERON®-TB Gold in tube. Imediatamente apds a coleta de sangue,

uma segunda PT foi realizada nos individuos cuja leitura inicial fora < 10mm.

Os resultados da PT eram repassados aos Programas de TB dos municipios
participantes que avaliavam a indicacdo ou nao de quimioprofilaxia para LTBI.
Como forma de assegurar o diagnostico correto de TL na populagdo do estudo,
realizamos seguimento de 12 meses apos a inclusao dos voluntarios, com o objetivo

de detectar possiveis casos secundarios da doenga entre eles.

3.3 Aspectos Eticos

O estudo foi financiado pelo National Institutes of Health (RFP-NIAID-DMID-
NIH-A12008026) e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da New Jersey
Medical School (13 de junho de 2007), Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo, em 27 de junho de
2007 (CEP: 050/07) e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa em novembro
de 2007 (CONEP-14151). Todos os responsaveis legais dos participantes assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Além disso, as criangas e
adolescentes com idades entre 7 a 15 anos assinaram também o Termo de
Assentimento. Nenhum procedimento do estudo foi realizado antes da assinatura do
Termo de Consentimento/Assentimento.

3.4 Populacao do Estudo

Criancas e adolescentes com idades entre 6 meses e 15 anos, que residiam
no mesmo domicilio do caso indice ou possuiam contato proximo do mesmo por
pelo menos 3 meses. Definiu-se como caso indice, pacientes adultos (=18 anos),
HIV negativos, caso novo de tuberculose pulmonar bacilifera (=2+), recém-
diagnosticada, confirmada bacteriologicamente por cultura e com tosse ha pelo

menos 3 semanas.
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3.4.1 Selecao dos participantes do estudo:

Foram selecionadas criangcas e adolescentes que residiam no mesmo

domicilio do caso indice ou que preenchiam pelo menos um dos seguintes critérios

de
a)

b)

d)

“contato proximo” com o caso indice por pelo menos trés meses:

Dormir sob o0 mesmo teto do caso indice por pelo menos cinco dias na semana;

Compartilhar ao menos uma refeicao diaria com o caso indice por pelo menos

cinco dias na semana;

Assistir televisdo ou compartilhar o mesmo ambiente com o caso indice por pelo

menos cinco dias na semana ou nos finais de semana.

3.4.2 Critérios de Inclusao:

Ter participado do Estudo intitulado “Colaboracédo EUA-Brasil em pesquisa sobre

variagao de cepas em tuberculose”.

Assinatura do Termo de Assentimento (criangas e adolescentes com idade entre
7 a 15 anos) e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

dos pais ou representantes legais.
Possuir idade entre 6 meses e 15 anos no dia da inclusao;

Ter sido contato de paciente com TB pulmonar bacilifera, por pelo menos trés

meses antes do arrolamento no estudo;

3.4.3 Critérios de Exclusao:

Prova tuberculinica prévia com resultado positivo (= 10 mm);

Histéria de exposicdo prévia a paciente diagnosticado com tuberculose
pulmonar;

Historia prévia de tuberculose ou diagnostico de TB em atividade (TB

concomitante ao caso indice);
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d) Doenca febril (temperatura = 38,0 °C) ou doencal/infec¢do aguda moderada ou
grave no momento da realizagao dos procedimentos do estudo;
e) Nao realizagédo ou recusa a qualquer procedimento do estudo.

3.5 Coleta dos Dados

3.5.1 Avaliagao clinica e epidemiolégica:

Os dados clinicos, epidemiologicos e demograficos coletados por uma equipe
do estudo (médicos e enfermeiros) incluiram: sexo, idade, peso, altura, indice de
massa corporal (IMC), presenga de cicatriz de vacinagdo BCG, tipo de contato
(dormir no mesmo domicilio que o caso indice, dormir no mesmo quarto, ou, dormir
em domicilio diferente que o caso indice) e tempo de convivéncia com caso indice
(horas/dia), presenca ou auséncia de sintomas de TB (tosse = 3 semanas, febre
vespertina, perda de peso e/ou sudorese noturna), presenga ou auséncia de
anormalidades na tele-radiografia do térax (sugestiva de exposi¢cao prévia ao M.
tuberculosis) e histéria patolégica pregressa (HIV, hipertensao, diabetes, doencga
pulmonar obstrutiva crénica - DPOC, artrite, cancer, hepatite, doenca renal e uso

prolongado de esterdides).

3.5.2 Avaliacao da Cicatriz do BCG:

A informac&o sobre aplicagdo da vacina BCG ao nascimento foi obtida
através do cartdo de vacinacdo de todos os participantes do estudo. Além disso,
todas as criangas e adolescentes foram examinados para verificagcdo da existéncia

ou nao de cicatriz da vacina BCG na area deltdide direita.

3.5.3 Avaliacao do Estado Nutricional:
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Em criangas e adolescentes o crescimento e o desenvolvimento s&o
avaliados por meio de indicadores antropométricos como peso/idade, altura/idade,
peso/altura e IMC/idade. O indicador de escolha para avaliacdo nutricional dos
participantes do estudo foi o IMC segundo a idade e o sexo, mensurado através do
score z, recomendado pela OMS tanto para estudos epidemiolégicos, quanto para
pesquisas clinicas (ARAUJO & CAMPOS, 2008).

O escore z significa 0 numero de desvios padrao (DP) abaixo ou acima da
mediana da populagédo de referéncia em que se encontra a medida ou o indicador
antropométrico do individuo analisado. Segundo a OMS, utilizando a tabela score z,
as classificagdes de acordo com os desvios padrdo, sdo os seguintes: magreza
severa, magreza, eutrofia, risco de sobrepeso (de 0 a 5 anos), sobrepeso e
obesidade (WHO, 2006).

Para analise no estudo, essas 5 categorias descritas acima foram
reclassificadas em 3 grupos: baixo peso, que incluiu os participantes classificados
como magreza (escore-z > - 3 DP e escore-z < - 2 DP) ou magreza severa
(escore-z < -3 DP); normalidade para IMC (escore-z 2 - 2 DP e escore-z < +1 DP),
com individuos classificados como eutroficos; e excesso de peso ( acima do
escore-z +1 DP), que por sua vez, incluiu os individuos classificados como

sobrepeso ou obesidade.

3.6 Procedimentos do Estudo

3.6.1 Prova Tuberculinica (PT):

Para realizagdo da prova tuberculinica utilizou-se a tuberculina PPD RT23
(Statens Serum Institut, Copenhagen, Dinamarca). Aplicou-se 0,1 mL (2UT) por via
intradérmica no tergco médio da face anterior do antebraco esquerdo. A leitura do
teste foi realizada 72 horas apoés injecdo e em alguns casos excepcionais, 96 horas
apos. A induragdo quando presente foi medida com régua milimetrada, levando-se
em consideragdo o maior didmetro transverso da area de induragao palpavel,

conforme estabelece o Manual de Normas para o Controle da Tuberculose do
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Ministério da Saude (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2011). O resultado da prova
tuberculinica foi registrado em milimetros. Considerou-se como positiva, uma
induragédo igual ou superior a 10mm. Os resultados abaixo de 10 mm foram

considerados negativos.

3.6.2 Detecgao e Quantificagcdo de Interferon-Gama (IFN-y) pelo
QuantiFERON®-TB Gold in tube:

A deteccdo e quantificagdo de Interferon-Gama (IFN-y) pelo QuantiFERON®-
TB Gold in tube em amostras de sangue de pacientes foram feitas utilizando-se o
reagente comercial QuantiFERON®-TB Gold obedecendo as recomendagdes do
fabricante (QuantiFERON®-TB Gold in tube, Cellestis, Carnegie, Australia). O
principio € baseado na detecgdo de Interferon-Gama (IFN-y), por teste
imuoenzimatico, produzido por células T apds estimulos por antigenos especificos
de M. tuberculosis (REF).

3.6.2.1 Coleta e incubagao de sangue para o teste

O sangue utilizado na realizagdo do teste QuantiFERON®-TB Gold (3mL) foi
obtido dos voluntarios do estudo através de puncdo venosa periférica. A coleta de
sangue era feita no domicilio do voluntario ou Unidade de Saude préxima, por
enfermeiro da equipe, utilizando-se scalp 23 (BD Vacutainer® - Becton, Dickinson).

O teste foi processado em duas etapas: A primeira etapa ocorreu no campo
quando, no momento da pungdo, 3 aliquotas de 1mL de sangue total de cada
individuo foram coletadas diretamente em trés tubos separados: o tubo de controle
negativo contendo apenas heparina, o tubo de controle positivo contendo
fitohemaglutinina como mitégeno e um terceiro tubo contendo peptideos especificos
para M. tuberculosis - ESAT-6, CFP-10 e TB7.7 (Rv2654). Apos a coleta, os tubos
eram agitados manualmente por cinco a dez segundos para garantir a distribuicdo
homogénea do sangue em toda sua superficie. Em seguida os tubos eram

acondicionados em caixas térmicas para o transporte ao laboratério de imunologia
58




Material e Métodos

do NDI onde eram incubados a 37°C. Nenhum dos tubos permaneceu em

temperatura ambiente por prazo superior a trés horas apds a coleta.

A segunda etapa ocorreu no Laboratério de Imunologia Celular e Molecular
do Nucleo de Doencgas Infecciosas da Universidade Federal do Espirito Santo -
UFES.

Os técnicos responsaveis pelos procedimentos laboratoriais eram cegos em
relacdo as informacgdes clinicas e os resultados da PT. Assim que chegavam ao
Laboratério os tubos eram incubados em estufa, a 37°C, em posic¢ao vertical, por 16
a 20 horas. Apos este periodo, o material era centrifugado durante 15 minutos a
3.000 RPM (rotagdes por minuto), para a obtengao de plasma que era aliquotado em
microtubos de polipropileno de 1,5 mL do tipo Eppendorf. Os tubos eram mantidos
em freezer a -20°C até a realizagdo do teste ELISA. O tempo de congelamento

dessas amostras ndo excedeu quatro semanas.

Na figura 2 vé-se as etapas do teste de detecgéo e quantificagado do IFN-y.

[ Etapa 1-cCultura de sangue Total | [ Etapa 2 — ELISA IFN-Y |
Y'Y ¥
Sangue total heparinizado Incubar Plasma 120 min
ELISA Sandwich

CMI

ESAT-6
crp-10 CTRLC/

CTRL - TB7-7 Mitégeno | $ $
Lavar + Substrato
Incubar por 30 mim

Curva Padrdo

L)

Q,
<o 0 o
022
(36

0D 450 nm

HIEN-y 1U/mL

Cultura overnight a 37°C Quantiﬁcagﬁ-o da
Linfécitos de Ptes com TL DO determina
Secretam IFN-Y os niveis de IFN-Y

Figura 2. Procedimentos e etapas laboratoriais para execugdo do teste QuantiFERON®-TB
Gold in tube.

Fonte: Adaptado, MOON & HUR, 2013.
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3.6.2.2 Teste Imunoenzimatico (ELISA):

Primeiramente, a solugdo padrédo de IFN-y era reconstituida com agua
destilada produzindo-se uma solu¢ao de concentragao de 8,0 Ul/mL de IFN-y. Com
esta solugcdo obtinha-se quatro diluicdbes para a realizacdo da curva padréao de
concentragao de IFN-y.

As amostras de plasma eram descongeladas e processadas em temperatura
ambiente. Todos os reagentes utilizados também eram mantidos em temperatura
ambiente durante todo o processo. As amostras a serem processadas eram
previamente agitadas para garantir que o IFN-y estivesse uniformente distribuido em
cada aliquota. Em cada orificio da placa de poliestireno, previamente sensibilizados
com anticorpo monoclonal anti- IFN-y humano, adicionava-se 50uL das amostras de
plasma dos trés frascos diferentes de cada individuo, 50uL do conjugado (anticorpo
monoclonal anti- IFN-y humano-peroxidase). Apoés incubagao por 120 minutos em
temperatura ambiente e ao abrigo da luz, as placas eram lavadas 6 vezes com
solugdo de lavagem. Em seguida adicionava-se 100uL da solu¢do cromogénica
(tetrametilbenzidina - TMB/H,02) a placa que era incubada por 30 minutos nas
mesmas condigdes acima descritas. Apos o periodo de incubagao, a reacao era
interrompida pela adi¢ao de 50uL de solugéo bloqueadora (H,SO4 0,5M). As placas
eram lidas em leitor de ELISA a 450nm para a obtencdo das densidades Opticas
(DO). No ensaio realizado foram incluidos, em duplicata, quatro padrées de IFN-y
humano fornecido pelo fabricante.

Para que o ELISA fosse considerado valido, o teste deveria apresentar um
coeficiente de variagdo menor que 15% e um coeficiente de correlagéo para a curva
padrao maior que 0,98. Esses valores eram calculados pelo "software" fornecido
pelo fabricante. Apds essas verificagdes as densidades Opticas obtidas para cada
antigeno e controles eram convertidas em Unidades Internacionais por mililitro
(Ul/ml) tomando-se como base a curva padréo gerada no ensaio. O resultado do
teste foi considerado positivo quando os niveis de IFN-y produzido apds estimulo
com os antigenos ESAT-6 e/ou CFP-10 eram maiores ou iguais a 0,35 Ul/ml, ja

descontado o valor do controle negativo, como demonstra o Quadro Il abaixo.
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Quadro Il — Interpretagao dos resultados possiveis de serem obtidos com a utilizagao
do teste QuantiFERON®-TB Gold in tube.

Controle Antigeno menos Mitégeno Resultado Interpretagao
Negativo o negativo menos o
[Ul/mL] [Ul/mL] negativo
[Ul/mL]
<8,0 <0,35 20,5 Negativo Infecgédo pouco
provavel
<8,0 20,35e<25% o 20,5 Negativo Infecgédo pouco
valor do negativo provavel
<8,0 20,35e225%o0 qualquer Positivo Infecgao
valor do negativo provavel
<8,0 <0,35 <0,5 Indeterminado Resultado
Indeterminado
<8,0 20,35e<25%o0 <0,5 Indeterminado Resultado
valor do negativo Indeterminado
> 8,0 qualquer qualquer Indeterminado Resultado
Indeterminado

Fonte: Cellestis, Carnegie, Australia.

3.7 Codificagdo e Armazenamento dos Dados

As informacbes foram codificadas para preservar a confidencialidade dos
voluntarios e armazenadas em um banco de dados criado no Software Excel for
Windows 2007®. Os dados coletados eram registrados em Formularios de Relato de
Caso (CRF — Case Report Form) por pesquisadores treinados, para garantir a
acuracia dos dados documentados. Qualquer alteracao era realizada de acordo com
as normas de Boas Praticas Clinicas. As coépias originais dos CRFs eram
escaneadas utilizando-se o software Teleform reader (Incluir fabricante e versdo).
Em seguida, os dados eram exportados para o Teleform verifier verséo 9.1 onde um
profissional habilitado verificava se as informacgdes lidas pelo Teleform reader eram
consistentes com o registrado em cada formulario. O banco de dados gerado neste
programa era, posteriormente, exportado para uma planilha no Excel versao 2013.

3.8 Analise dos Dados
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Realizou-se analise descritiva de todas as variaveis contidas no estudo, que
incluiam: distribuicdo de frequéncias para variaveis qualitativas e calculo da média e

desvio-padrao para variaveis quantitativas.

Na comparagao dos grupos (participantes x recusas) utilizamos o testes t para

as variaveis quantitativas e qui-quadrado para as variaveis qualitativas.

Os resultados da prova tuberculinica e do QuantiFERON®-TB Gold foram
interpretados de forma independente. A concordancia entre os resultados de ambos
os testes foi mensurado pelo indice Kappa (k) com a seguinte interpretagao: k <
0,20 - leve concordancia; k > 0,20 a < 0,40 - baixa concordancia; k > 0,40 a < 0,60 -
moderada concordancia; k > 0,60 a < 0,80 - alta concordéncia e k > 0,80 a < 0,99 -
concordancia quase perfeita (VIERA, GARRETT, 2005). Para analise da
concordancia entre o resultado do QuantiFERON®-TB Gold in tube estratificado pelo
didametro de induragdo da PT foi utilizado o qui-quadrado para tendéncia (dose

response).

Na anadlise bivariada, as possiveis associacbes entre as variaveis
demograficas, clinicas e epidemioldgicas e a positividade da prova tuberculinica e do
teste QuantiFERON®-TB Gold foram verificadas através do teste t para variaveis
quantitativas e do qui-quadrado para as variaveis qualitativas. Para as variaveis
“Tipo de Exposicéo ao Caso indice” e “Duragdo do contato (horas/dia) entre o caso
indice e seu(s) comunicantes, durante os 3 meses que precederam o diagndstico de
TB”, realizou-se a particdo do qui-quadrado para determinar qual categoria teria
contribuido para a significancia do teste estatistico. As associagdes com valor de p
< 0,30 foram incluidas no modelo multivariado (regresséo logistica, variavel resposta
binaria), sendo calculadas as razbes de chances (odds ratio — OR), e os intervalos
de confianga a 95% (1C95%).

O método utilizado foi a inclusdo de todas as variaveis selecionadas no
modelo inicial (modelo completo) e a retirada (uma a uma, stepwise) das variaveis
gue nao mostrassem significancia estatistica, até o modelo final. As variaveis que
permaneceram tinham significancia estatistica. O log-likelihood dos modelos inicial e
final foram comparados (admitiu-se uma variagédo de até 10%) com o intuito de

mostrar que a retirada das variaveis nao alterou o modelo.
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Para analise dos dados foram utilizados os programas estatisticos: Epi-Info™
7, versao 7.1.5 (Center for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, EUA);
Stata®, versdo 12.0 (StataCorp LP, College Station, TX, EUA); e OpenEpi, versao
3.03 (Dean AG, Sullivan KM, Soe MM. OpenEpi: Open Source Epidemiologic
Statistics for Public Health, http://www.OpenEpi.com).
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4 RESULTADOS

Entre Margo/2008 e Outubro/2013, foram triados 578 criangas e adolescentes

com idades entre 6 meses e 15 anos, contatos de pacientes com tuberculose

pulmonar bacilifera (=2+). Destes, 172 nao preenchiam os critérios de inclusdo do

estudo. Dos 406 participantes arrolados, 114 (28,1% - exclusao precoce) nao

puderam ser incluidos pelos seguintes motivos: a) ndo realizagdo da primeira prova

tuberculinica (6), b) nao realizagdo da segunda prova tuberculinica (22), ¢) recusa

da coleta de sangue, dificil acesso venoso e volume de sangue insuficiente para

realizagdo do teste QuantiFERON®-TB Gold in tube (86).

Um participante foi

excluido devido ao resultado indeterminado do QuantiFERON®-TB Gold. Portanto,

para fins de analise no estudo foram considerados 291 participantes (Figura 3).

Néo realizagdo do 22 PT
(n=22)
Néo realizagdo do QFT-GIT
(n=29)

Figura 3. Fluxograma de selegao dos participantes do estudo.

Néao preenchiam critérios de
inclusdo no estudo (n=172)

Ndo realizagdo do 12 PT

(n=6)

Néo realizagdo QFT-GIT

(n=57)

Participantes Triados
(n=578)
Arrolados
(n=406)
12PT < 10mm 12PT 2 10mm
(n=201) (n=199)
QFT-GIT + 22 PT QFT-GIT
(n=150) (n=142)
Inclufdos na Anélise
(n=291)

QFT-GIT indeterminado

(n=1)
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A média e mediana de idade dos participantes foi de 8,7 e de 9 anos,
respectivamente. Em relagdo ao género, 53,6% eram do sexo feminino (Tabela 1).
Solicitou-se a todos os participantes do estudo que fizessem a tele-radiografia do
térax nas respectivas Unidades de Saude de referéncia para cada municipio.
Apesar disto, somente 148 (50,9%) deles a realizaram. Destes 3,1% (9)
apresentaram alguma anormalidade ao exame. Quando questionados sobre a
presenca de sinais e sintomas de TB (tosse por mais de 3 semanas, sudorese
noturna, febre, perda de peso) 92,8% negaram. Dos nove voluntarios com exame
radiologico alterado, somente quatro relataram ter algum dos sinais e sintomas
mencionados acima. Entretanto, nenhum caso de tuberculose concomitante ao do
caso indice foi confirmado. A cicatriz de vacinagdo BCG estava presente na quase
totalidade dos participantes (95,5%). Do total de voluntarios arrolados, 69,8%
apresentavam indice de massa corporal (IMC) dentro da faixa de normalidade

ajustada para idade e sexo (Tabela 2).

Tabela 1. Caracteristicas demograficas dos 291 participantes do estudo.

Caracteristicas X ou % (n)
Idade (anos) + dp* 8,7 +4,07
< 5anos 21,6% (63)
6 - 15 anos 78,4% (228)
Sexo

Masculino 46,4% (135)
Feminino 53,6% (156)

*dp= Desvio-padrao

Em relagdo a historia patologica pregressa, nenhum dos individuos relatou
diagnostico de HIV, hipertensédo, diabetes, doenga pulmonar obstrutiva crénica
(DPOC), artrite, cancer, hepatite ou doenga renal. Apenas um participante informou

fazer uso prolongado de esteroides.

Tabela 2. Caracteristicas nutricionais, clinicas e laboratoriais dos 291 participantes

do estudo.
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X ou % (n)

Estado Nutricional - IMC-para-idade e sexo (score-z)

Normalidade para IMC
Baixo peso

Excesso de peso
Cicatriz BCG

Presente

Ausente

Incerta

Radiografia de Torax
Normal

Alterado

Nao realizado

Sintomas TB

69,8% (203)
9,6% (28)
20,6% (60)

95,5% (278)
3,1% (9)
1,4% (4)

47,8% (139)
3,1% (9)
49,1% (143)

Resultados

Presentes 7,2% (21)
Ausentes 92,8% (270)
12 Prova Tuberculinica (n=291)
Positivo - Forte Reator (= 10mm) 48,5% (141)
Negativo - Fraco Reator (5 - 9mm) 5,8% (17)
Negativo - Ndo Reator (0 - 4mm) 45,7% (133)
2a Prova Tuberculinica (n=150)
Positivo - Forte Reator (= 10mm) 24,0% (36)
Negativo - Fraco Reator (5 - 9mm) 11,3% (17)
Negativo - Ndo Reator (0 - 4mm) 64,7% (97)
Resultado QFT-GIT

Positivo 55,1% (161)
Negativo 44,5% (130)

A primeira PT (semana 1-2), revelou que dos 291 individuos, 141 (48,5%)
apresentaram induragao positiva 210mm (forte reatores). Dos 150 restantes (51,5%)
que haviam sido negativas a PT (induragdo <10mm), 36 (24%) passaram a ser
considerados positivos (induragédo 210mm) apds a realizagdo da segunda PT (8-12
semanas apo6s). Destes, 30 foram classificados como viragem tuberculinica
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(acréscimo de 10mm na induragdo em relagdo PT anterior). O resultado do teste
QuantiFERON®-TB Gold foi positivo em 161 (55,1%) dos participantes (Tabela 2).

As caracteristicas epidemioldgicas de contato dos participantes com o caso
indice, medida pelo tipo de exposi¢céo, tempo médio de convivéncia (em meses) e

duragao (horas/dia) do contato entre eles, estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas epidemioldgicas de contato entre casos indices e seus

respectivos contatos domiciliares.

Caracteristicas Epidemiolégicas de contato X ou % (n)
Tempo Convivéncia com Caso indice (meses) + dp* 86,81 + 55,16
3 - 6 Meses 4,1% (12)

> 7 Meses 95,9% (279)
Tipo de Exposicido ao Caso indice

Dormir no mesmo quarto 25,4% (74)
Dormir no mesmo domicilio 47,1% (137)
Dormir em domicilio diferente 27,5% (80)

Duracio do contato (horas/dia) entre o caso indice e o
contato domiciliar, durante os 3 meses que precederam o

diagndstico de TB.

< 6 horas 28,9% (84)
7-18 horas 60,5% (176)
> 18 horas 10,6% (31)

*dp= Desvio-padrao

Como mencionado anteriormente, dos 406 voluntarios arrolados, 291
concluiram todas as etapas do estudo e 114, por ndo cumprirem alguns dos
procedimentos programados, foram classificados como “exclusdo precoce”. Com o
intuito de mostrar que a exclusédo destes individuos néo introduziu viés de selegao
na amostra, realizamos analise estatistica (teste-t e qui-quadrado) comparando os
dois grupos em relagdo as variaveis utilizadas no estudo. Nao houve diferenca

estatisticamente significativa entre eles (Tabela 4).
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Tabela 4. Comparagdao da homogeneidade entre os individuos que completaram os

procedimentos do estudo e aqueles excluidos precocemente.

Variaveis Participantes Exclusdo Precoce
(n=291) (n=114) p*

Idade 0,84**

Anos (X + dp*) 8,7 +4,07 7,0 + 4,60

Género 0,11

Masculino 46.4% (135) 55.3% (63)

Feminino 53.6% (156) 44.7% (51)

Cicatriz BCG 0,37

Presente 95.5% (278) 93.0% (106)

Ausente 3.1% (9) 3.5% (4)

Incerta 1.4% (4) 3.5% (4)

IMC-para-idade e sexo (score-z) ## 0,12

Normalidade para IMC 203 83

Baixo peso 28 4

Excesso de peso 60 20

Sintomas de TB 0,94

Presentes 7,2% (21) 7.0% (8)

Ausentes 92.8% (270) 93.0% (106)

Radiografia Torax 0,48

Normal 47.8% (139) 50.0% (57)

Alterado 3.1% (9) 5.3% (6)

Nio realizado 49.1% (143) 44.7% (51)

Tempo de convivio com Caso indice 0,80**

Meses (X + dp*) 86,81 + 55,16 69,0 + 56,34

Tipo de Exposicio ao Caso indice 0,29

Dormir mesmo quarto 25,4% (74) 21.0% (24)

Dormir mesmo domicilio 47,1% (137) 43,9% (50)

Dormir domicilio diferente 27,5% (80) 35,1% (40)

Duracao do contato (horas/dia) entre o caso 0,69

indice e o contato domiciliar, durante os 3
meses que precederam o diagndstico de TB.
< 6 horas

7-18 horas

> 18 horas

28,9% (84)
60,5% (176)
10,6% (31)

30.7% (35)
61.4% (70)
7,9% (9)

*Qui-quadrado; **Teste-t.
#dp=Desvio-padrao

##Somente 107 individuos tinham informacao sobre peso e altura.

69



Resultados

A concordancia global entre os resultados da PT e do QFT-GIT foi de 87,6%,

com valor de K igual a 0,75 [IC 95%: 0,63-0,86]. Foram considerados positivos ou

negativos em ambos os testes 151

respectivamente (Tabela 5).

(51,9%) e 104

(35,7%)

participantes

Tabela 5. Concordancia entre os resultados da prova tuberculinica e do

QuantiFERON®-TB Gold in tube.

PT

Positivo#
QFT-GIT  Positivo 151
Negativo 26
Total 177

Negativo##

104

Total
161
130
291

Estatistica Kappa*

0,75

#PT >210mm; # PT <10mm.

*Estatistica Kappa: k < 0,20 - leve concordancia; k > 0,20 a < 0,40 - baixa concordancia; k > 0,40 a <
0,60 - moderada concordancia; x > 0,60 a < 0,80 - alta concordancia e x > 0,80 a < 0,99 -

concordancia quase perfeita.

Tabela 6. Concordancia entre o resultado do QuantiFERON®-TB Gold in tube em

relagdo ao didmetro de induragao da prova tuberculinica.

QFT-GIT
Induracio PT (mm) Positivo Negativo
0-4mm 8 89
5-9mm 2 15
10-14mm 36 16
2 15mm 115 10
Total 161 130

Total

97

17

52

125

291

% Pos

8,3
11,7
69,2

92,0

OR*

1,48
25,03

127,94

*OR: Odds ratio
p<0,0000001
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A Tabela 6 mostra a concordancia entre o resultado do QFT-GIT estratificado
pelo didmetro de induracdo da PT. O qui-quadrado para tendéncias foi altamente
significativo, mostrando que quanto maior a induragéo, maior a positividade do QFT-
GIT. A odds da positividade foi 1,48 , 25,03 e 127,94 vezes maior comparando os
grupos 5-9mm, 10-14mm e =15mm, respectivamente, com o grupo 0-4mm

(referéncia).

Tabela 7. Concordancia entre os resultados da prova tuberculinica e do
QuantiFERON-TB Gold in tube de acordo com a faixa etaria.

PT
Positivo Negativo Total p
< 5anos QFT-GIT Positivo 32 1 33 0,0001*
Negativo 3 27 30
Total 35 28 63
6-15anos QFT-GIT Positivo 119 9 128 0,0001*
Negativo 23 77 100
Total 142 86 228

* Qui-Quadrado

O desempenho do QFT-GIT em relacdo a PT também foi avaliado de acordo
com a idade. Para esta analise os participantes do estudo foram estratificados em
duas faixas etarias: < 5 anos e 6-15 anos. A concordancia entre os testes foi
estatisticamente significativa para ambas faixas etarias: 93,65% - k 0,87 [IC 95%:
0,63-1,12] nos individuos com idade < 5 anos e de 85,96% - k 0,71 [IC 95%: 0,58-
0,84] para a faixa etaria entre 6-15 anos (p=0,0001). Entretanto, a concordéancia foi

maior na faixa etaria < 5 anos (Tabela 7).

Os possiveis fatores associados com a positividade da PT e do QFT-GIT
também foram avaliados levando-se em consideragdao as variaveis demograficas,

clinicas e epidemioldgicas dos participantes.
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Tabela 8. Analise da associagdo entre as variaveis demograficas, clinicas e

epidemiologicas com os resultados da prova tuberculinica.

PT
Bivariada
Positivo % Negativo % p*

(n=177) (n=114)
Idade 0,24
Anos (X £ dp#) 8,94 + 4,14 8,36 + 3,96
Género 0,45
Masculino 44,6 (79) 49,1 (56)
Feminino 55,4 (98) 50,6 (58)
Cicatriz BCG 0,62
Presente 95,5 (169) 93 (106)
Ausente 3,4 (6) 5,3 (6)
Incerta 1,1(2) 1,7 (2)
Sintomas de TB 0,30
Presentes 8,5 (15) 5,3 (6)
Ausentes 91,5 (162) 94,7 (108)
Tempo de convivio com Caso indice 0,72
Meses (X = dp#) 87,75+57,07 85,35+52,27
Tipo de Exposicdo ao Caso indice 0,01
Dormir mesmo quarto 29,4 (52) 19,3 (22)
Dormir mesmo domicilio 49,1 (87) 43,9 (50)
Dormir domicilio diferente 21,5 (38) 36,8 (42)
Duracido do contato (horas/dia) entre o 0,01
caso indice e o contato domiciliar, durante
os 3 meses que precederam o diagndstico
de TB
< 6 horas 23,2 (41) 37,7 (43)
7-18 horas 63,3 (112) 56,2 (64)
> 18 horas 13,5 (24) 6,1(7)

*p < 0,30; #*dp=Desvio-padrio
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Na analise bivariada, n&do houve associagao estatisticamente significativa
entre o resultado da PT e as variaveis género, presencga de cicatriz de vacinagéo
BCG e tempo de convivéncia (meses) com o caso indice (Tabela 8). As variaveis
que apresentaram potencial associagcdo com a positividade da prova tuberculinica
foram: idade (p=0,24), possuir sintomas de TB (p=0,30), tipo de exposi¢ao ao caso
indice (p=0,01) e o tempo de duragao (horas/dia) do contato com o caso indice
(p=0,01) (Tabela 8). Estas variaveis compuseram os modelos de regresséo logistica
descritos a seguir (Tabela 9 e 10).

Tabela 9. Modelo inicial - regress&o logistica da associag&o entre as caracteristicas

demograficas, clinicas e epidemiologicas com os resultados da prova tuberculinica.

PT 0Odds ratio IC95% Z p
Idade 0,005* -0,002-0,104 1,42 0,16
Sintomas de TB
Presentes Ref
Ausentes 2,11 0,77 - 5,83 1,45 0,15

Tipo de Exposicido ao Caso indice

Dormir domicilio diferente Ref
Dormir mesmo domicilio 1,49 0,75 -2,96 1,15 0,10
Dormir mesmo quarto 1,96 0,87 -4,40 1,63 0,25

Duracao do contato (horas/dia) entre
o caso indice e o contato domiciliar,
durante os 3 meses que precederam o
diagndstico de TB

< 6 horas Ref
7-18 horas 1,38 0,71 - 2,68 0,97 0,33
> 18 horas 2,68 0,91-7,91 1,80 0,07

*b (coeficiente de regressao)
Log likelihood =-186,90

Na analise multivariada para a PT, a unica variavel que permaneceu no
modelo final foi o tempo de duracdo do contato com o caso indice (horas/dia). A

positividade do teste aumentou 1,84 vezes (IC95%: 1,08-3,11) nos participantes que
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relatavam periodo de contato com o caso indice de 7-18 horas/dia em relagao
aqueles cujo contato era < 6 horas/dia (referéncia). A positividade foi ainda maior -
3,60 vezes (IC95% 1,40-9,25), nos individuos cujo periodo de contato foi superior a
18horas/dia (Tabela 10).

Tabela 10. Modelo final - regressao logistica da associagao entre as caracteristicas

demograficas, clinicas e epidemiologicas, com os resultados da prova tuberculinica.

PT Oddsratio IC95% Z p

Duracido do contato (horas/dia) entre o
caso indice e o contato domiciliar, durante
os 3 meses que precederam o diagndstico

de TB
< 6 horas Ref
7-18 horas 1,84 1,08-3,11 2,26 0,024
> 18 horas 3,60 1,40-9,25 2,66 0,008

Log likelihood =-190,12

Em relagdo aos resultados do QFT-GIT, a analise bivariada mostrou nao
haver associacdo estatisticamente significativa para as variaveis género, presencga
de cicatriz de vacinagdo BCG e presenca de sintomas de TB. As variaveis que
apresentaram uma potencial associacdo com a positividade do QFT-GIT foram:
idade (p=0,24), tempo de convivio (meses) com caso indice (p=0,16), tipo de
exposigcdo ao caso indice (p=0,0001) e tempo do contato (horas/dia) dos
comunicantes com o caso indice (p=0,005) (Tabela 11). Estas variaveis

compuseram os modelos de regressao logistica descritos a seguir (Tabelas 12 e 13).
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Tabela 11. Analise da associacdo entre as variaveis demograficas, clinicas e
epidemiolégicas com os resultados do QuantiFERON®-TB Gold in tube.

QFT-GIT
Bivariada
Positivo % Negativo % p*
(n=161) (n=130)
Idade 0,24
Anos (X £ dp#) 8,97 +4,12 8,40 + 4,02
Género 0,94
Masculino 46,6 (75) 46,2 (60)
Feminino 53,4 (86) 53,8 (70)
Cicatriz BCG 0,91
Presente 95,0 (153) 93,9 (122)
Ausente 3,7 (6) 4,6 (6)
Incerta 1,3 (2) 1,5(2)
Sintomas de TB 0,78
Presentes 6,8 (11) 7,7 (10)
Ausentes 93,2 (150) 92,3 (120)
Tempo de convivio com Caso indice 0,16
Meses (X = dp#) 90,87 + 55,7 81,8 + 54,3
Tipo de Exposicdo ao Caso indice 0,0001
Dormir mesmo quarto 32,3 (52) 16,9 (22)
Dormir mesmo domicilio 49,1 (79) 44,6 (58)
Dormir domicilio diferente 18,6 (30) 38,5 (50)
Duracao do contato (horas/dia) entre o 0,005
caso indice e o contato domiciliar,
durante os 3 meses que precederam o
diagnédstico de TB
< 6 horas 23,0 (37) 36,1 (47)
7-18 horas 62,1 (100) 58,5 (76)
> 18 horas 14,9 (24) 54 (7)
*p < 0,30;

#dp=Desvio-padrao
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Na analise multivariada para o QFT-GIT, permaneceram no modelo final as
variaveis: tempo de convivio (meses) com o caso indice, tipo de exposigédo e tempo
de duragédo do contato com o caso indice (horas/dia). A positividade do QFT-GIT
aumentou 0,005 (IC95% 0,001-0,009) para cada més de aumento no convivio
(quantitativa). O fato de dormir no mesmo domicilio do caso indice aumentou a
chance de positividade do teste em 2,05 vezes (IC95% 1,02-4,12) quando
comparado aos resultados dos participantes que ndo dormiam no mesmo domicilio
(referéncia). Dormir no mesmo quarto do caso indice ocasionou um incremento de
3,39 vezes (IC95% 1,49-7,71) na positividade do QFT-GIT quando comparado a
dormir em domicilio diferente (referéncia). A probabilidade do QFT-GIT ser positivo
foi 2,62 vezes maior (IC95% 0,90-7,94) naqueles individuos que tiveram mais que 18
horas/dia de contato com o caso indice em relagdo aqueles cujo contato foi < 6
horas/dia (p=0,09, no limite da significancia estatistica) (Tabela 13).

Tabela 12. Modelo inicial - regressao logistica da associagao entre as caracteristicas
demograficas, clinicas e epidemiologicas, com o resultado do teste QuantiFERON®-
TB Gold in tube.

QFT-GIT 0Odds ratio IC95% Z p
Idade 0,012* -0,074 - 0,097 0,27 0,79
Tempo de convivio com Caso indice 0,004* -0,002-0,010 1,26 0,21

(meses)
Tipo de Exposicdo ao Caso indice

Dormir domicilio diferente Ref
Dormir mesmo domicilio 2,05 1,02 - 4,12 2,03 0,043
Dormir mesmo quarto 3,39 1,49-7,71 2,91 0,004

Duracio do contato (horas/dia)
entre o caso indice e o contato
domiciliar, durante os 3 meses que
precederam o diagnostico de TB

< 6 horas Ref
7-18 horas 0,93 0,48 -1,82 -0,21 0,83
> 18 horas 2,58 0,85 -7,84 1,67 0,09

*b (coeficiente de regressio)
Log likelihood =-187,82
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Tabela 13. Modelo final - regressao logistica da associagdo entre as caracteristicas
demograficas, clinicas e epidemiologicas, com o resultado do teste QuantiFERON®-
TB Gold in tube.

QFT-GIT 0Odds ratio IC95% Z p

Tempo de convivio com Caso indice 0,005* 0,001 -0,009 1,98 0,047
(meses)
Tipo de Exposicido ao Caso indice

Dormir domicilio diferente Ref
Dormir mesmo domicilio 2,05 1,02 -4,12 2,03 0,043
Dormir mesmo quarto 3,39 1,49-7,71 2,91 0,004

Duracio do contato (horas/dia)
entre o caso indice e o contato
domiciliar, durante os 3 meses que
precederam o diagnostico de TB

< 6 horas Ref
7-18 horas 0,94 0,48 - 1,83 -0,19 0,85
> 18 horas 2,62 0,90-7,94 1,71 0,09

*b (coeficiente de regressio)
Log likelihood =-187,86

77



Discussao



Discussao

5 DISCUSSAO

Esta dissertacdo, cujo objetivo principal foi o de avaliar a concordancia entre a
prova tuberculinica e o QuantiFERON®-TB Gold in tube no diagnéstico da ILTB, é
parte de um estudo sobre a transmissao da tuberculose entre contatos domiciliares

de casos indices com acometimento pulmonar da doenca.

O nosso estudo incluiu 291 participantes na faixa etaria entre seis meses e 15
anos e é a segunda maior casuistica da literatura sobre o tema até o momento
envolvendo populagéo pediatrica com TL, diagnostico este reforcado pela auséncia
de casos secundarios da doenca durante os 12 meses de vigilancia passiva
realizada apds a inclusdo dos voluntarios no estudo. Nosso estudo foi também o
primeiro a demonstrar uma elevada concordancia entre a PT e o QFT-GIT (k=0,75
IC 95%: 0,63-0,86). Acreditamos que a alta concordancia esteja relacionada ao
desenho do estudo, que estabeleceu um intervalo temporal de dois meses para
realizagcao dos testes a partir da identificacdo do caso indice. Um unico estudo com
concordancia semelhante ao nosso foi o publicado por Verhagen e colaboradores
(2014). Neste estudo, realizado na Venezuela, os autores avaliaram 163 criangas
com até 15 anos de idade, pertencentes a etnia indigena Warao Amerindian, que
eram contatos domiciliares de casos indices notificados ao sistema de saude
venezuelano. Apesar dos autores terem encontrado concordancia elevada entre os
testes (k=0,76 IC 95%: 0,46-1,06), sua casuistica incluiu 11 casos concomitantes de
doenga pulmonar detectados na primeira triagem, além de 41% de criangas com
sequelas de TB ao exame radioldgico do térax (calcificagdes e/ou fibrose e/ou
bronquiectasias). Como os autores nao utilizaram a variavel “contato prévio com
tuberculose” como critério de exclusao, estes achados nos levam a crer que estas
criangas ja haviam sido expostas anteriormente, ou que os casos indices notificados
poderiam ser casos secundarios a casos indices anteriores dentro da prépria familia.
A concordancia substancial entre os testes, seria portanto secundaria a um periodo
longo de exposigdo a doenga. O efeito temporal entre a realizagdo dos testes a
partir da deteccdo do caso indice mencionado no nosso estudo, teria também
ocorrido no estudo de Verhagen e colaboradores (2014), porém com a longa
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exposi¢cao a doenca aquela populagdo. Neste caso, o resultado da concordancia
entre os testes nado teria utilidade epidemioldgica pratica na tomada de deciséo
sobre a instituicdo do tratamento da TL, uma vez que o momento da exposicdo nao
pdde ser estabelecido com mais precisdo. Prova disto foi a detec¢cdo de 11 casos
concomitantes da doencga entre as criangas arroladas.

Todos os outros trabalhos da literatura, com objetivos e/ou metodologias
semelhantes ao nosso, apresentaram concordancia moderada/baixa. Novamente a
principal diferenga entre o nosso estudo e os demais, diz respeito ou ao momento
em que os testes foram realizados, ou em alguns casos, ao ponto de corte de 5mm
para positividade da PT, ao invés dos 10mm utilizados no nosso estudo.

Um estudo realizado na Africa do Sul, por Shah e colaboradores (2011),
mostrou um aumento da positividade nos dois testes em intervalo temporal de seis
meses da realizagdo entre eles (PT de 28% para 33% e QFT-GIT de 29% para
38%). Esses dados reforgam novamente nossa hipotese sobre a necessidade de
um intervalo de tempo para que a ativagédo do sistema imunitario ocorra de forma a
induzir as respostas que estao sendo avaliadas. O mesmo grupo de pesquisadores
(KASAMBIRA et al., 2011), avaliando a mesma populagao do estudo acima, mostrou
nao haver diferenca na concordancia entre os dois testes, que foi considerada
moderada, quando se comparou os dois pontos de corte para a PT (5mm — k 0,58 e
10mm — k 0,54). Além dos autores ndo terem incluido os intervalos de confianca
nos resultados do teste Kappa, os critérios de inclusdo ndo excluiam pacientes
portadores do virus HIV (5,2% dos arrolados), o que poderia explicar os resultados
obtidos.

Nakaoka e colaboradores (2006) em estudo realizado em Abuja (Nigéria),
avaliaram 78 criangas contatos de pacientes baciliferos (cultura e baciloscopia
positiva) e realizaram a PT e QFT-GIT em tempo igual ou superior a trés meses do
diagnostico do caso indice. Os resultados mostraram uma concordancia moderada
entre os testes (k=0,498). Além do pequeno numero de individuos avaliados, os
autores nao informaram os intervalos de confianga do teste Kappa, nem o indice de
massa corporea das criancas do estudo. Os autores também nao relataram o status
do HIV na populagdo estudada com o argumento de que n&o haveria raz&o clinica
para obtencédo deste dado. Entretanto, estudo sobre a taxa de infecgéo pelo virus
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HIV em mulheres em idade reprodutiva na Nigéria, mostrou prevaléncia elevada

(12,4%), o que poderia justificar os resultados encontrados (IKEAKO et al., 2014).

Na nossa casuistica ndo havia desnutricdo ou qualquer imunodeficiéncia que
pudesse interferir na positividade dos testes utilizados. Tanto o estado nutricional
como o status imunolégico sdo fatores importantes e devem ser levados em
consideragao na avaliagdo de qualquer teste cujo resultado dependa da resposta
imunitaria (HAUSTEIN et al., 2009). Jenum e colaboradores (2014) destacam que a
desnutricdo pode influenciar negativamente na sensibilidade tanto da PT quanto do

QFT-GIT mesmo em criangas com a doenga.

Em relagédo a vacina BCG, a cicatriz vacinal estava presente em 95,5% dos
individuos do nosso estudo, como seria esperado em um pais onde a vacinagao é
recomendada nas primeiras 48 horas de vida em criangas com peso superior a
2000g, e obrigatoria no primeiro ano de vida. Como mencionado na introdug¢ao, as
proteinas utilizadas no teste QuantiFERON®-TB Gold n&o estdo presentes na cepa
de M. bovis usada na confeccao da vacina BCG, e portanto ndo ha possibilidade de
reacdes cruzadas nesta situacdo. Esta mesma afirmativa ndo é consenso para a PT
(MORI et al., 2004; BROCK et al., 2004; KANG, et al., 2005). Por este motivo
realizamos analise bivariada para cada teste, que demonstrou ndo haver associagao
estatisticamente significativa entre a presenga de cicatriz vacinal e a positividade dos
dois testes. Esta correlagdo também foi feita no estudo da Venezuela (VERHAGEN
et al., 2014), que assim como o0 nosso, mostrou ndo haver associacao entre a
presenca de cicatriz do BCG e a positividade dos testes. Estes dados vém fortalecer
os resultados encontrados por Farhat e colaboradores (2006) em artigo de revisao
sobre assunto, que concluiram ser minimo o efeito do BCG sobre o resultado da PT.

Nosso estudo apresentou duas limitacbes potenciais. A primeira, estaria
relacionada as exclusbdes precoces. Os voluntarios arrolados que ndo cumpriram
alguns dos procedimentos programados foram retirados do estudo. Entretanto,
apesar do numero razoavel de exclusdes (114), elas nao induziram a vicio de
selegcao, descartado através da realizagdo de analise estatistica (teste-t e qui-
quadrado) que nao mostrou diferenca em relagao as variaveis estudadas entre os
dois grupos (excluidos e participantes) indicando que os motivos das exclusbes nao
estavam associados ao risco de desenvolver tuberculose. A segunda limitacao,
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refere-se a nao realizagcdo da radiografia de torax em quase metade dos
participantes, que ficou sob a responsabilidade dos programas de controle da
tuberculose dos respectivos municipios de residéncia das familias arroladas. Este
exame embora util na tomada de decisdo sobre a necessidade de instituicdo do
tratamento da TL n&o interferiu nos resultados dos dois testes avaliados.
Acreditamos que o percentual de individuos que realizaram a radiografia de térax
tenha sido maior do que o numero reportado no nosso estudo uma vez que, por
problemas burocraticos ou por indisponibilidade momenténea do exame radioldgico,
muitos pacientes o realizaram mais tardiamente, ultrapassando portanto os dois

meses de seguimento ativo dos contatos.

No nosso estudo, a andlise de tendéncia realizada entre os resultados do
QFT-GIT e os diametros de induragdo da PT foi estatisticamente significativa, ou
seja, quanto maior a induragao da reagdo maior a probabilidade de positividade do
QFT-GIT. A chance de positividade ao QFT-GIT foi respectivamente 1,5, 25,0 e
128,0 vezes maior para as induragdes de 5-9mm, 10-14mm e =215mm, quando
comparados ao grupo referéncia (0-4mm). Estudos anteriores demonstraram uma
boa correlagdo entre esses resultados, tanto na populagéo pediatrica, quanto em
adultos (CONVERSE, JONES, ASTEMBORSKI, 1997; POTTUMARTHY et al., 1999;
ONUR et al., 2012). Os resultados das razbes de chance mostrados acima nos
levam a refletir sobre o atual ponto de corte da PT adotado pelo MS, que considera
como positiva uma reagao =25mm em individuos com vacinagdao BCG ha mais de 2
anos, com exposi¢ao recente a pacientes baciliferos (tempo de exposi¢gao <2 anos).
A adocao de um ponto de corte imediatamente superior ao adotado pelo MS poderia
reduzir substancialmente o numero de quimioprofilaxias desnecessarias que
certamente ocorrem na situagdo atual. De forma semelhante, n&o haveria
aplicabilidade na utilizagdo do QFT-GIT para confirmagao da TL em pacientes com
leitura da PT acima de 10mm, uma vez que a chance de positividade do QFT-GIT é

25 vezes maior para uma PT nesta situagao.

O desempenho do QFT-GIT em relacdo a PT apesar de ser estatisticamente
significativa nas faixas etarias < 5 anos e entre 6-15 anos, foi superior nas criangas
com idade < 5 anos (93,65% - k 0,87, IC 95%: 0,63-1,12) versus (85,96% - k 0.71, IC
95% 0,58-0,84). A alta concordancia entre os testes na faixa etaria < 5 anos carece

ainda de uma explicagdo, mas é provavel que esteja relacionada a uma imaturidade
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da modulagéo no sistema imunolégico neste faixa etaria.

Outra avaliagdo realizada no nosso estudo foi a associacdo entre as
caracteristicas demograficas, clinicas e epidemiolégicas dos contatos em relagéo
aos resultados dos testes. Apds regressao logistica verificamos que para ambos os
testes, a variavel “duragéo do contato (horas/dia) entre o caso indice e seus contatos
durante os trés meses que precederam o diagndstico de TB” estava associada a
positividade dos mesmos e foi diretamente proporcional ao tempo de exposicao: PT
- 7-18hrs/dia (OR 1,84 Cl 95% 1,08 - 3,11) / >18hrs/dia (OR 3,60 Cl 95% 1,40 -
9,25), e QFT-GIT - 7-18hrs/dia (OR 0,94 Cl 95% 0,48 - 1,83) / >18hrs/dia (OR 2,62
Cl 95% 0,90 - 7,94). Somente para o QFT-GIT, outras duas variaveis também
estavam associadas a positividade do teste: “tempo de convivio com o caso indice
em meses” e “tipo de exposicdo ao caso indice”. Apesar destas variaveis medirem
indiretamente o tempo de exposi¢cdo ao caso indice, elas ndo estiveram associadas
a PT. A provavel explicacdo plausivel para o caso seria uma incorrecdo no
momento da coleta dos dados pelo fato destas variaveis estarem sujeitas a viés de
memoria.
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6 CONCLUSOES

1. A concordancia entre os testes foi elevada na faixa etaria estudada (6
meses - 15 anos), nao havendo vantagem na utilizagao do QFT-GIT em

relagao a PT.

2. Comparando a metodologia dos poucos estudos disponiveis na literatura
sobre a utilizagao dos testes na populacédo pediatrica podemos inferir que
a realizagdo dos testes no segundo més apos identificagdo do caso indice
seria tempo suficiente para o diagnostico da TL.

3. Os pontos de corte na leitura da PT relacionaram-se com a positividade do
teste QFT-GIT i.e. quanto maior a induragdo da reacdo, maior a
probabilidade de positividade do teste QFT-GIT.

4. A positividade da PT e do QFT-GIT esta associada com o “tempo de
contato (horas/dia) entre o caso indice e seus contatos domiciliares
durante os trés meses que precederam o diagndstico de TB”.
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ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Vitéria-ES, 27 de junho de 2007

Do: Prof. Dr. Fausto Edmundo Lima Pereira
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude

Para: Prof. Dr. Reynaldo Dietze
Pesquisador Responsavel pelo Projeto de Pesquisa intitulado: “Colaboragao
EUA-Brasil em Pesquisa sobre variagio de Cepas de TB — Protocolo No.
DMID 06-0075 — Versao 2.0 de 05 de abril de 2007”.

Senhor Pesquisador,

Informamos a V.Sa., que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal do Espirito Santo, ap6s analisar o Protocolo de Pesquisa,
No. de Registro no CEP-050/07, intitulado: “Colaboragdo EUA-Brasil em Pesquisa
sobre variacdo de Cepas de TB — Protocolo No. DMID 06-0075 — Versao 2.0 de 05 de
abril de 2007” e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Versdo 2.0 de
01/03/07; Aceitacdo de Participacdo em Pesquisa (para criangas de 7 a 17 anos
Versio 2.0 de 01/03/07; Consentimento para Participagdo em Pesquisa Caso indice
de TB — Versdo 2.0 de 01/03/07; Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para
Participagdo em Pesquisa, Contado Domiciliar — Versao 2.0 de 01/03/07;cumprindo
os procedimentos internos desta Instituicdo, bem como as exigéncias das Resolugbes
196 de 10.10.96, 251 de 07.08.97 e 292 de 08.07.99, APROVOU o referido projeto, em
Reunido Ordinaria realizada em 27 de junho de 2007. Lembramos & Vossa Senhoria,
que por se tratar de pesqmsa com colaboragéio estrangeira, € necessério aguardar o
parecer da CONEP para inicio da pesquisa.

Gostariamos de lembrar que cabe ao pesquisador elaborar e apresentar os
relatérios parciais e finais de acordo com a resolugo do Conselho Nacional de Saude n°
196 de 10/10/96, inciso IX.2. letra “c”.

Atenciosamente,

Plla”

Prof Dr.Fausto Edmundo Lima Psrelrg
Caordenador
Comité de Etica em Pesquisa
Centro Biomédico f UFES

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude
Av. Marechal Campos, 1468 — Maruipe — Vitoria — ES — CEP 29.040-091.
Telefax: (27) 3335 7504



ANEXO B

DE-i-:COMASS: FAX 15133152894 1@-0UT: 2007 14305  PEGS

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Salude
Camissdo Nacianal de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N° 764/2007

Registro CONEP: 14151 (#ste n* deve ser citado nas corraspandéncias reforantes a seta nraistm

Registro no CEP: 050/07 Processo n® 25000.123187/2007-24
Projeto de Pesquisa: Coiasoracdo EUA-Brasil em Pesquisa sobre Variacdo de Cepas
de 3" Numery do Proioco o d’1 DMID: 06 007..) Esboco ou Versdo Numero: 2.0 de
05/04/2007 . Termos de LC"‘aer"tr"ﬂQntC Livre & Esclarecido de 01/03/2007
Pesquisador Responsavel: Dr Reynalde Dietze

Instituicao:. Nucleo de Doengas Infeccigsas INDI — Centro de Ciéncias da Satde

CEP. de origem: Universaace Feg er '3' dy Espirito Sant

Area Tematica Espec.lal Cocps cdo.e3 rangerz

Patrocinador: NIFUNIAD/DMID USA

Sumadrio geral do protocolo

ou se. .s30 d::SCJCIad.-..S = 580,
enguanto outras’ cepag a7 Cfer t[oo Oposto .a) Determmar $e as cepas udentxfucad'ns
no objetivo 1 vanam ne forme ¢m gue nteragem com o sistema imunologico inato ¢ o
grau em-que as difsrencas oo 'wspedeuo mﬂuencaam 2ssa interagdo, 3) Determinar o
grau em que a imunidacs ecapiativa 4 MTB éespecifica da'cepa, e descobrir a6 cepas
principais ou fatores tazieracos-que precisaram ser combinados em uma futura
vacing para induzir uma respos.ia vrurwologma adaptativa efetiva contra todas as cepas
de MTB,

A hipbtese desie proste @ c..ue a producao genetica de cepas de MTB. & um
importante determina~is da extensdo da transmissdo de MTB, da instalacdo de
infecgdo, do risco ¢& orogressao de infeccdo para doenga e de se uma infecgdo
micobacteriana antericr conere protecdo contra a infecc@o por MTB. O entendimento
da relagdo entre fatcres ssoscifcos das cepas e 0s elementos de imunidade do
hospederro que conferer prolegas contra infeccdo por MTB e progressac da doenga
sera essencial para $5 cssenvCiver uma vacing que confira protecdo mais ampla do
que o BCG: Se for compravasa. a hipétese da proposta mudaria o paradigma de
descnvolvimento de vacinas. Pa ara ser.amplamente eficaz. a cepa de vacina precisaria
conforir imuridade g.a £rolegessa contra todas as cepas predominanties de MTB.

: Para o recruiave~e. ¢ estudo utilizara a'rede de clinicas do Nucleo de Doen(;as
infecciosas da Univers.cade Federal do Espirito Santo-NDI para identificar, obter o
consentimento e cadastrar 'oJ:a 05 sujeitos participantes deste estudo. Todos 0%
casos de B (Tucerculcse; e seus co-habitantes correspondentes, que se

‘apresentarem &s crce clinicas do NDI serdo considerados para participagdo no
cestudo. O criénos ce e g'b[l dade para o estudo serdo baseados em informagoes. de
saude collndas pe'e P cgrama ce Tratamento de TB de Vitdna, -£omo parte da rotina de
atendimento & T B sierssco a togos os noves casos de 1B e seus contatos domiciliares
correspondentes: F’re' nce-se inciuir 4500 participantes, no total:

- Os crtéros do irclusdo sio dade 218 anos: esfregaco para baciloscopia de
escarrg 214, nenhum rigianoo arieror de TB (nova TB). HiV-negativo: ter 3 ou mais
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contalos domivihares scmanas. Antes de serem inclusos no estudo, os
possiveis partnc;pa"tw EssIrarge uma autouza@ao para triagem. Apos lncluados no
‘estudp, tendo ass.rads TCLE" ‘os famiharés do panticipante scrdo também
_consultados quanto A 5.3 Dussvel parucuoagéo €. caso consintam, também serdo
inclusos, inclusive as cra~sas ce 7 a 17 anos com um TCLE prépno para menores
além do TCLE para os resrunssvas

O Programz do TB de Vigrna assumira a responsabilidade pelo inicio e
acompanhamento 4o "atamento d»= todos os participantes do estudo, incluindo
tratamento de TB taamentc ge .mfecgds tuberculosa latento (LTBl) e terapia

antiretroviral HIV quanzz r"cm::z:, d== ECDFGJ COMm &as normas brasﬂelras de tralamento
correspondearites

Qs critérics de exg usae aav HIV sowpwrtlvo ou recusa em submeter-se ao
teste de HIV na tniag

#) Casy ing ce da TB somente). Historico anterior de tratamento

~de TB: Casos de TB com metdnico de ndo adesdo ao tratamente-determinado pelo

Programa de TB ce Vidoa inoapdcrdade de fornecer/ preencher exames ou
procedimentos do estudo na i age ¢ na linha de base.

O pessoal ce salds co Programa de TB faz um exame fisico, historico médico e
guestiondrio climce muacs "2 ocaside em que & identficado um caso novo de TB
recentementa  diagres Es 353 avaliagdo inclui .as seguintes informacoes: 1.
Informagdes demogra’, as (idade. género. religido, residéncia); 2. Historico
medica (historico ge TB co- idades. medicagdes). 3. Exame fisico (peso, altura,

sinais vitaws, exame fis:co hin 4 Avaliacéo de TB (DaCHOSCOpla de escarro/cultura
raio X de torax. teste Hl\/;,

* Apos a :de‘nhf‘ 20 o
complementares. (&
polimorfismos de-g

=
IR
g

f
&

.GEsos indice: sera fcolhdo sangue para oS exames
citociras  (IFN. - IL-4. IL-10~eTGF-B e andlise - de
visita de Cadastramento) & para o armazenamento,”
com finalidade  de- banco ‘genético. As amostras de sangue serdo
armazenadas 1 ol ! As PBMCs (celulaa sangumeas mononucledres
‘:.perlfencas ser : 4 |trogemo I|qu|do [ qualquer outro sangue colatado
Serd armazenado e " Se o ‘conjuge ou parceiro doméstico do £aso
indice ndo for parenie _:; etwan rte proximo - (pmmo em: primeiro. grau ou mais
“proximo), tiver TST Ts Cuténeo de Tuberc:urma)'posmvo ndo-tiver sintomas de
doenga TB e autorizy ;' woleta de sangue. serd solicitado a ele/ ela fornecer duas
“colheres de chg ad.cicnas 40 mi) de-sangue para armazenagem também. Também
serdo oferecidos aLestorsr os &spemﬂcos da pesquisa. para resposta. Havera ainda

-avaliagho ambiental dos morad:as dos participantas

Apresentagdo do.protocolo
Havera envic de colénvas de 1B para os EUA. para fins de andlise & longo prazo.

O envio de culturas 2o T8 :hc,:uccr;a os padrdes internacionais de biosseguranca de
envio. de amostras  Jmz cermussa@o serd obhida junto as -autoridades brasileiras

~compotentes (Conserns Nas.ora de Pesquisa - CNPqg) CDC e FDA antes do envio.

; - O cronograma de eztuds ¢ compativel com o seu desenho e prevé ¢ periodo de
tram;tagao para anaise &uca. O orgamento apresentado detalha os recursos para
pagamento dos pestliszoores ¢ de toda a equipe envolvida no estudo, bem como dos

- procedimentos laboratonizis prevendo um total de R$ 320.314,50 para exames ¢ R$

+1.231.200,00 para pagzamerto de pessoal

o Os niscos provisVois aos parucipantes 880 paixos, relativos as picadas de
agulha para coletg cs gLE & acs demais exames radiograficos @ de cscarro.

Entretanto por se tratar de doenca de grande incidéncia. os beneficios esperados de
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
] CENTRO BIOMEDICO
0 NUCLEO DE DOENCAS INFECCIOSAS

UMDN]
‘\r,' B8] NEW JERSEY
N MEDICAL SCHOOL

| 9
University of Medicine & Dentistry of New Jersey

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(para criangas de 7 a 17 anos)

NDI

TiTULO DO ESTUDO: Colaboragdo EUA - Brasil em Pesquisa sobre Variacdo de Cepas em
Tuberculose

Patrocinador: Divisdo de Microbiologia e Doengas Infecciosas, Instituto Nacional de Alergia e
Doenca Infecciosa, Institutos Nacionais de Saude (Estados Unidos)

Nome do Voluntario:

Quem somos noés e por que estamos nos reunindo com vocé?

Meu nome é . Eu trabalho para o Programa de
Pesquisa do Nucleo de Doencas Infecciosas (NDI) da UFES. Estou aqui hoje para lhe
perguntar se deseja participar de um estudo.

Sobre o que é esse estudo?

Algumas pessoas ficam doentes com uma doenga chamada Tuberculose (TB). Isto aconteceu
com alguém de sua familia. As pessoas com TB recebem medicagdo para tratar a doenca.
Estamos realizando este estudo para entender melhor como a TB passa para outras pessoas
na mesma casa. Espera-se que o que for aprendido com esse estudo venha ajudar médicos e
cientistas a entender como impedir que as pessoas peguem TB no futuro.

Como funciona o estudo?

Se vocé concordar, faremos algumas perguntas a vocé e a seus pais sobre sua saude no
passado e sobre como vocé esta se sentindo agora. Se o teste de pele que foi colocado em
seu brago sugere que vocé nao pegou a bactéria que causa a tuberculose, nés vamos usar
uma agulha para coletar 4 colher das de sopa (20ml) de seu sangue se vocé tiver entre 13 e 17
anos ou duas colheres das de cha (10ml) se vocé tiver menos que 12 anos.

No6s vamos entdo retornar apés um més e meio, e retirar mais 4.5 colheres de cha (23ml) de
seu sangue se vocé tiver 13-17 anos de idade, ou cerca de 3 colheres (13 ml) se vocé esta
entre 7 e 12. Este sangue sera coletado independente do resultado do seu teste de pele.

Por ultimo, se o seu teste de pele sugere que vocé pegou a bactéria que causa a tuberculose,
mas os exames de sangue indicam que vocé nao pegou, em 4 meses vamos voltar pela ultima
vez, e coletar mais duas colheres das de cha (10ml) de seu sangue.

Pode me acontecer alguma coisa ruim?

ICIDR — TCLE para criancas de 7 a 17 anos
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Pode doer um pouco quando a agulha entrar para colher o sangue.

Vai me acontecer alguma coisa boa?

Achamos que vocé e sua familia ficardo satisfeitos porque vocé vai receber uma avaliacao
mais cuidadosa de sua saude. Vocé e os outros membros da sua familia serao chamados para
tomar o medicamento se vocé precisar dele para evitar ficar doente com TB. Também
aprenderemos muito com vocé e sua familia e isto pode ajudar outras familias no futuro, tanto
no Brasil como no resto do mundo.

Tenho que fazer isto?

Nao. Vocé nado tem que participar deste estudo se nao quiser. Ninguém ficara zangado com
vocé se vocé nao quiser fazer isto. Vocé também pode dizer que “sim” e depois mudar de idéia
e dizer que “nao”.

Vou receber alguma coisa se fizer isto?

Nao temos nada para lhe dar nem a seus pais se vocé concordar em participar deste estudo.
Se vocé estiver doente, tentaremos obter a ajuda de que vocé precisa para fazé-lo se sentir
melhor.

Quais sao os meus direitos?

Vocé tem o direito de fazer as perguntas que quiser. Vocé somente deve dizer “sim” se
entender do que se trata. A forma de dizer “sim” é colocar o seu nome e a data de hoje neste
papel. Caso vocé decida participar do estudo, vocé tera acesso garantido a todos os resultados
de exames, bem como os resultados da pesquisa quando estes estiverem disponiveis.

Assinatura do Sujeito:
Entendo o que o assistente de pesquisa acabou de me dizer, ele ou ela respondeu a todas as
minhas perguntas, e concordo em participar desta pesquisa.

Sujeito

Assinatura (ou impressao digital) Nome do Sujeito (legivel) Data

Assinatura do Investigador ou Pessoa Responsavel:
Expliquei os objetivos deste estudo ao voluntario. Tenho plena convicgdo de que ele/ ela
entendeu os objetivos, riscos e beneficios de sua participacao no estudo.

Assinatura do Investigador Nome do Investigador Data
ou seu representante ou seu representante (legivel)
ICIDR — TCLE para criangas de 7 a 17 anos 107
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
] CENTRO BIOMEDICO
Q NUCLEO DE DOENCAS INFECCIOSAS

UMDN]

D

NDI
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B8] NEW JERSEY

MEDICAL SCHOOL

Mediane & Dentistry of New Jersey

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO A SER ASSINADO PELO
RESPONSAVEL DO CONTATO DOMICILIAR MENOR DE 18 ANOS

TITULO DO ESTUDO: Colaboracdo EUA - Brasil em Pesquisa sobre Variacdo de Cepas em

Tuberculose

Patrocinador: Divisdo de Microbiologia e Doengas Infecciosas, Instituto Nacional de Alergia e
Doenca Infecciosa, Institutos Nacionais de Saude (Estados Unidos)

Nome da Crianca:

Introducao

Sua crianga foi convidada a participar de
uma pesquisa. Os doutores responsaveis
pelo estudo sdo o Dr. Reynaldo Dietze no
Brasil e o Dr. David Alland nos Estados
Unidos.

Este € um formulario de consentimento. Vai
Ihe falar sobre o estudo e lhe dar as
informacbes de que vocé precisa para
decidir se gostaria ou ndo da participacao
de sua crianga. E sua a escolha se sua
crianga vai participar do estudo ou nio. Se
vocé concordar que ele/ela participe, sera
convidado a assinar este formulario. Vocé
recebera uma copia do mesmo para
guardar.

Sua crianga estd sendo convidada a
participar deste estudo porque mora com
alguém que tem tuberculose pulmonar (TB).
A Tuberculose é uma doencga causada por
uma bactéria chamada Mycobacterium
tuberculosis (MTB) que pode afetar os
pulmdes ou outras partes do corpo. Cerca
de 4.500 pessoas participarao do estudo.

Por que este estudo esta sendo feito?

As bactérias MTB nao sao iguais. Sabe-se
que o tipo de MTB que uma pessoa tem
pode ser ligeiramente diferente do tipo que
outra pessoa tem. Diferentes tipos de uma
bactéria como a MTB s&o conhecidos como
“cepas”. Este estudo esta sendo feito para
entender se essas diferengas de cepas
fazem com que algumas pessoas passem a
doenca mais facilmente a outras e se essas
diferencas também podem fazer com que
algumas pessoas fiquem mais doentes do
que outras. Espera-se que um melhor
entendimento desse assunto ira ajudar
cientistas a desenvolver eventualmente
uma vacina eficaz contra a TB.

Como funciona o estudo?

O objetivo do estudo € entender se a cepa
de MTB que o membro de sua familia tem,
influencia no quanto ele ficou doente, e qual
a probabilidade do MTB ter passado para
outras pessoas da familia.

E importante para todos que moram com
alguém que tem TB fazer o teste de
infeccao para TB. O programa de TB do
seu municipio geralmente faz testes de

ICIDR -TCLE Responsavel pelo contato domiciliar menor de 18 anos
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infeccdo em todos os membros das familias
dos pacientes através de um teste
conhecido como teste cutdneo de
tuberculina (TST). Isto é feito para todas as
pessoas que moram com pacientes de TB,
participem elas de pesquisas ou nao. Se
este teste mostrar que a sua crianga esta
infectada com MTB, ele/ela sera avaliada e
possivelmente Ihe sera oferecida
medicagao para impedir que fique doente
Se o TST de seu filho/a for "negativo" a
primeira vez que ele/ela for avaliado, ele/ela
vai precisar de um segundo TST cerca de 8
semanas apos o primeiro para se certificar
de que ele/ela ndo esta infectado com MTB.

O programa de TB da Regiao Metropolitana
da Grande Vitéria rotineiramente recolhe
informacdes sobre os membros da familia
dos pacientes com tuberculose. Nome, data
de nascimento e nome da mée sao
coletados. Se seu filho ficar doente com
tuberculose ao longo dos préximos anos, 0s
pesquisadores serdo capazes de ligar as
amostras da sua cepa de MTB e utilizar
estas informagdes para o membro da
familia que agora tem a tuberculose para
ver se ambos estdo infectados com a
mesma cepa.

O programa de TB de Vitéria também coleta
informagdes sobre os contatos, como o
numero de pessoas que vivem na casa,
idade, sexo, se eles receberam a vacina
BCG, como eles estao relacionados com a
pessoa com tuberculose, e se eles mostram
sinais de infeccdo pelo MTB. Esta
informacgao sera armazenada em um banco
de dados. Estas informacdes sO serao
usadas depois de todos os nomes serem
removidos para pesquisas futuras.

Se vocé decidir que sua crianga fara parte
do estudo, este envolvera avaliacbes
adicionais de sua casa e testes adicionais
para infeccdo de MTB na 3% 82 102 e
possivelmente na 162 semana de estudo.

O que vao me pedir para fazer?

ICIDR -TCLE Responsavel pelo contato domiciliar menor de 18 anos
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Se vocé concordar que sua crianga

participe do estudo, vao |he pedir para

assinar este formulario de consentimento.

Se a sua crianca possui idade entre 7 e 17

anos, também sera pedido para ele/ela

assinar um formulario especial denominado

“Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido para criancas entre 7 a 17

anos” que é usado para criancas entre 7 e

17 anos de idade darem sua permisséo

para participarem do estudo. Quando os

formularios de consentimento e aceitacao
tiverem sido assinados, um assistente de
pesquisa ira:

* Fazer perguntas especificas sobre a
saude de sua crianga no passado e
sobre como ele/ela estd se sentindo
agora. Se ele/ela estiver doente, sera
encaminhado(a) ao programa de TB do
seu municipio para receber cuidados.

* Verificar se ha no brago dele/dela uma
cicatriz de vacina BCG tomada no
passado.

* Recolher informacdo e visitar a sua
casa para saber quantas pessoas vivem
la e quantos quartos vocé tem. Estes e
outros fatores também desempenham
um papel importante em como
provavelmente ocorre a disseminacgao
da TB de uma pessoa para a outra.

* Coletar sangue de seu filho para
confirmar se ele/ela esta infectado com
MTB e estudar a resposta do seu corpo
ao MTB. Se o TST inicial do seu filho for
negativo, a seguinte quantidade de
sangue sera coletado na visita da 32
semana:

o Adolescentes entre 13-17 anos:
(1,5 colheres de sopa ou 20 ml)

o Criancas de 5-12 anos: (2
colheres de cha ou 10ml)

o Bebés ou com idade inferior a 5
anos: (1 colher de cha ou 5 mL)

* Coletar sangue novamente na 82 a 102
semana, independente do resultado de
TST do seu filho. A quantidade coletada
sera estabelecida da seguinte forma:

o Adolescentes estre 13-17 anos:
(4,5 colheres de cha ou 23 mL)
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o Criangas de 5-12 anos: (2,5
colheres de cha ou 13ml)

o Bebés com menos de 5 anos: (1,5
colher de cha ou 8 ml)

* Finalmente, se o status de infecgdo do
seu filho ainda for incerto depois de
todos os testes na semana 8 a 10
estarem completos (o exame TST é
positivo, mas o0 exame de sangue é
negativo), a seguinte quantidade de
sangue sera coletada novamente do
seu filho:

o Criangcas de 5-17 anos: (2
colheres de cha ou 10 mL)

o Bebés menores de 5 anos: (1
colher de cha ou 5 mL)

Quem pode participar do estudo? Quem
nao pode?

Para sua crianga participar do estudo,
ele/lela tem que estar morando com o
membro da familia que tem TB ha trés
meses ou mais.

Quanto tempo vai durar o envolvimento
dele/dela com o estudo?

A participagdo dele/dela no estudo pode
durar até quatro meses, no entanto, espera-
se que a maioria dos participantes
terminem apds cerca de dois meses.

Existem riscos?

O Unico procedimento do estudo que pode
causar dano fisico € a coleta de sangue. Os
riscos para sua crianga de ter o sangue
colhido sdo dor, hematoma, sangramento e
infeccao onde a agulha entra, e as vezes
desmaio.

Existem beneficios?

Espera-se que a criangca e sua familia se
beneficiem porque vocés irao receber uma
avaliacdo mais detalhada de sua saude.

Também ¢é esperado que o que for
aprendido com este estudo ird ajudar a
impedir a disseminacdo de TB no futuro no
Brasil e no resto do mundo.

Quais sao os meus direitos?

Pagina3de5

Ha algum custo para participar do
estudo? Vou ser pago?

Nao ha nenhum custo para vocé nem para
a sua familia para participar do estudo.
Vocé e sua criangca ndo serdo pagos para
participar do estudo.

Quais sao as minhas outras escolhas?

A alternativa a participar deste estudo é
simplesmente fazer o teste de infecgao por
TB da maneira convencional através do
programa de TB do seu municipio. Se vocé
precisar de medicagdo, esta lhe sera
oferecida seja vocé participante do estudo
ou nao.

E quanto a confidencialidade?

A equipe do estudo fara tudo que puder
para proteger a privacidade de sua crianga.
Se elelela entrar no estudo, ele/ela
recebera numeros de codigo. Esses
numeros de codigo serdo usados ao invés
de seu nome para etiquetar as amostras e
qualquer informagao que for coletada sobre
ele/ela. Manteremos uma ligagdo de
identidade com o numero de cdédigo do
estudo. Esta ligacédo so6 sera conhecida pela
equipe do estudo e nao sera revelada, a
menos que seja exigido por lei. Ela sera
destruida dois anos depois do estudo ser
completado, por volta de Junho de 2013.
Quando este estudo se tornar publico, nem
sua criangca nem os membros de sua familia
serao identificados por nome.

Além da equipe do estudo e dos médicos, é
preciso permitir que pessoas dos seguintes
lugares vejam os registros de sua crianga:

* Universidade Federal do Espirito Santo,

* Universidade de Medicina e
Odontologia de New Jersey,

» Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP) e Comissao de
Etica em Pesquisa do Centro
Biomédico.

* Divisdo de Microbiologia e Doencgas
Infecciosas dos Institutos Nacionais de
Saude dos Estados Unidos.

e Agéncia de Protecdo a Pesquisa
Humana dos Estados Unidos.
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E sua a escolha da participacdo de sua crianca neste estudo ou ndo. Vocé pode retira-la do estudo
no momento em que quiser. Sua crianga recebera os mesmos cuidados, seja qual for a sua escolha.
Caso decida participar do estudo, vocé tera acesso garantido a todos os resultados de exames, bem
como os resultados da pesquisa quando estes estiverem disponiveis.

Com quem posso entrar em contato se eu tiver perguntas?
Se vocé tiver perguntas sobre a participagao de sua crianga neste estudo, ou achar que ele/ela sofreu
danos por causa deste estudo, vocé pode entrar em contato com:

Dr. Reynaldo Dietze

Professor Associado de Medicina

Nucleo de Doengas Infecciosas, Centro Biomédico, Universidade Federal do Espirito Santo — UFES
Av. Marechal Campos, N° 1468. Vitoria, ES

Fone: 27-3335-7210 / 3335-7204 Fax: 27-3335-7206

Oou

Dr. David Alland

Chefe da Divisdo de Doencgas Infecciosas

Professor de Medicina

New Jersey Medical School — UMDNJ 185 South Orange Ave., MSB A920C, Newark, NJ 07103
(Fone) 01-973-972-2179 (Fax) 01-973-972-0713

Se vocé tiver perguntas sobre os direitos de sua crianga como voluntaria do estudo, vocé pode entrar
em contato com:

Dr2. Ethel Leonor Noia Maciel )
Coordenadora da Comissdo de Etica em Pesquisa, Centro Biomédico, Universidade Federal do
Espirito Santo. Tel.: 3335-7211

Assinatura do Responsavel:

Li este formulario inteiro, ou o mesmo me foi lido, e o entendi totalmente. Todas as minhas perguntas
sobre este formulario ou esta pesquisa foram respondidas satisfatoriamente. Concordo que minha
crianca participe desta pesquisa.

Pai/Mae ou Responsavel:

Assinatura (ou impressao digital) Nome do Responsavel (legivel) Data

Pai/ Mae ou Responsavel: (Marque “N/A” se o segundo responsavel nao estiver disponivel)

Assinatura (ou impresséao digital)  Nome do Responsavel (legivel) Data

Testemunha: (Exigida SOMENTE se o sujeito nao souber ler)
Li este formulario inteiro para o sujeito. Acredito que ele/ela o entendeu totalmente.

Assinatura da Testemunha Nome da Testemunha (legivel) Data
Assinatura do Investigador ou Pessoa Responsavel:

ICIDR -TCLE Responsavel pelo contato domiciliar menor de 18 anos
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Expliquei os objetivos deste estudo ao voluntario. Tenho plena convicgdo de que ele/ ela entendeu os
objetivos, riscos e beneficios de sua participagdo no estudo.

Assinatura do Investigador Nome do Investigador Data
Ou seu representante ou seu representante (legivel)

ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS DE SANGUE E ESCARRO PARA USO EM PESQUISAS
FUTURAS

Vocé esta sendo solicitado a dar a sua permissdo para o armazenamento e uso futuro do
escarro € amostras de sangue de sua crianga. Depois que o teste para a tuberculose for concluido
em suas amostras, os médicos responsaveis pelo estudo gostariam de armazenar e congelar a
amostra. Suas amostras serdo armazenadas no Brasil ou enviadas para laboratérios nos Estados
Unidos. Elas serdo usadas para ajudar os meédicos e cientistas a entender melhor a tuberculose e
para desenvolver melhores maneiras de diagnosticar e tratar a tuberculose. Esta pesquisa €, ou sera
aprovada tanto pela Comissdo de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Centro Biomédico da
Universidade Federal do Espirito Santo e do Conselho de Revisao Institucional da Universidade de
Medicina e Odontologia de Nova Jersey

Para proteger sua privacidade, as amostras serao identificadas somente com o seu numero

de cddigo para o estudo. Seu nome nao sera usado.
Nao ha nenhum beneficio direto para sua crianga por permitir o armazenamento e uso futuro das
suas amostras, mas espera-se que o desenvolvimento de melhores testes para tuberculose vai
beneficiar outras pessoas afetadas pela doenca. Nado ha nenhum risco adicional para vocé, além do
possivel risco a sua privacidade acima descrito.

Vocé pode fazer parte deste estudo, mas se recusar a permitir que suas amostras sejam
armazenadas e utilizadas no futuro. Vocé também pode concordar, e depois mudar de idéia. Se vocé
decidir mais tarde que vocé nao deseja ter as amostras de sua crianga armazenadas para uso futuro,
vocé deve contatar a equipe do estudo para que eles saibam. Eles vao garantir que as amostras
serao destruidas.

Vocé pode contactar qualquer uma das pessoas listadas acima se vocé tiver duvidas sobre o
armazenamento e uso futuro das amostras de escarro da sua crianca.

Coloque suas iniciais de acordo com sua escolha:
Eu concordo que o escarro e amostras de sangue da minha crianga sejam armazenadas e
utilizadas para possiveis pesquisas futuras sobre a tuberculose

ou
Eu n&o concordo que escarro e amostras de sangue da minha crianga sejam armazenadas
e utilizadas para possiveis pesquisas futuras sobre a tuberculose

Responsavel:

Assinatura (ou impressao digital) Nome do Sujeito (legivel) Data

Responsavel: (Marque N/A se o segundo responsavel nao estiver disponivel para assinar)

Assinatura (ou impressao digital) Nome do Suijeito (legivel) Data

ICIDR -TCLE Responsavel pelo contato domiciliar menor de 18 anos
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ANEXO E

COLABORAGCAO EUA-BRASIL EM PESQUISA SOBRE VARIAGAO DE CEPAS EM TUBERCULOSE .

CONTATO DOMICILIAR

Este tornulari o deve ser preenchido para cada nenbro da famlia, nao obstante a I dade
(um formul &rio por contato). O objectivo deste questionario é descrever as
caracteristicas pessoais de cada nmenbro da familia e o nivel de contato com o caso

indi ce de TB.

ID

o.

Ano

1. Este membro da familia é considerado

na lista de contatos da triagem?:

E]Sim

[[JN&o (INFORMAR O COORDENADOR DO ESTUDO)

2. Este contato da familia conviveu no
minimo 3 meses ou mais com o caso indice?

E]Sim

[[JN&o (INFORMAR O COORDENADOR DO ESTUDO)

DADOS DEMOGRAFICOS

3.

4.

Data de Nascimento:

Ay
Mes

Estado Civil:
[JNunca casou

[] casado/ Morando j unto
[] separ ado/ Di vor ci ado
[Jviavo

[Joianca

D a

. Nivel mais alto de escolaridade:

[] Nenhum

[JA gunma instrugdo (< 8 anos)
|:|Ensi no Fundarmental (8 anos)
[JEnsino Médio (3 anos)
[JTécnico (1-2 anos)
[Jsuperior (4-6 anos)

. Qual é sua principal atividade?:

[] Desenpregado/ i nati vo
[] Trabal hador event ual
[JEstudante

[INao se aplica

[J Aposent ado

[Joutro

(Especi ficar)

7. Relacdo com o Caso Indice [Sondar]:

Biolégica

[] conj uge [] sobri nha/ Sobr i nho

[] Pai / Mae [JPrinmo/Prinma

[JFil ho/ Fil ha [Jmeio Irnéo/Irné

Jrrnéo/ 1 rma [JMmenbro da fanilia da
madr ast a/ padr ast o

[JAvol Avo

[CJNeto/ Net a [Joutro parente

[Jmia/Tio [[] sem par ent esco

8. Qual é sua renda média mensal?
[J<1 salario ninino

[J1 a 3 salarios nininos

[J4 a 6 salarios nininos

[]>6 salarios nininos
[CJNenhum sal ari o

[IJN&o se aplica
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HISTORIA ANTERIOR RELACIONADA A TB: (Histéria
conhecida relacionada a TB no contato da
familia ANTES do diagnéstico de TB no caso
indice) .

9. Vocé ja foi diagnosticado com DOENCA TB no
passado?:

[Jsim
[INao (Va4 para a questéo 12)
|:|Nao sabe (Va4 para a questédo 12)

9a. Se for SIM, vocé tem um "cartdo de
Tratamento de TB" ou prontudrio médico?

i [(Jsim (se possivel, adicione fotocopia) i
1 []Neo 1
. 9b. Vocé estid em tratamento ou ja& foi tratado |
| de TB?

| [Jsim |
1 []Neo |

9c. Quando vocé comegou a terapia de TB?

,,,,,,,, Da_ ______Ms ________Ao__________________
10. Vocé ja& foi diagnosticado com INFECGAO TB no
passado?
[Jsim
[IN&o (Va4 para a quest&o 13)

|:|Nao sabe (Va4 para a questdo 13)

10a. Vocé possui algum registro diagnéstico de
INFECGCAO TB?
|:| Si m(Se possivel adicione fotocopia)

[INao

[IN&o sabe

10b. Quando vocé foi diagnosticado com INFECGAO
TB?

D a /l_NLs_I/ Ano

10c. Vocé recebeu terapia preventiva de TB?

[Jsim

11. Vocé ja conviveu com alguma (s)
pessoas(s) conhecida(s) por ter TB,
além do caso indice?

[Jsim
[JNao
[INao sabe

12. Vocé ja esteve em contato com
alguém que estava tossindo em um
hospital ou outra instituigdo de
saude?

[Jsim

14. O sujeito possui um cartédo de
vacinagédo®?

[Jsim

[JNao (Vva para a questédo 17)

l4a. Se for "Sim", o cartdo indica,
vacinagdo com BCG anterior?

% [Jsim

15. A cicatriz de BCG estd presente?
(Examine o individuo.)

[Jsim
[JNao
[Jincerta

16. O comunicante tem mais de uma
cicatriz de BCG?
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EXPOSICAO AO CASO INDICE

17. Nos tultimos 3 meses, quantos dias por més
vocé esteve em contato com o caso indice?
[J<1 dia por nés
[Jentre 1 a 6 dias por nés
[JEntre 7 a 12 dias por nés
[Jentre 13 a 18 dias por més
[JMwis de 18 dias por nmés
[[IN&o sabe

18. Nos ultimos 3 meses, nos dias em que teve

contato com o caso indice, quantas horas
por dia vocé passou com o caso indice?

[J<1 hora por dia

[JEentre 1 a 6 horas por dia
[Jentre 7 a 12 horas por dia
[JEntre 13 a 18 horas por dia

20. A que disténcia vocé dorme do caso

indice?
[]Mesmo cénodo,

[JMesno coénodo,
[JMesna casa,

|:| Mesnmo quintal, casas diferentes
[Jautro (especificar)

nesnma cana
cama diferente

cbnodos diferentes

21. Desde que o membro de sua familia

(caso indice) ficou doente, quanto

tempo vocé gasta cuidando dele/dela?

[J<1 hora por dia

[Jentre 1 a 6 horas por dia
[Jentre 7 a 12 horas por dia
[JEntre 13 a 18 horas por dia
[JMmais de 18 horas por dia

[JMwis de 18 horas por dia

[INao sabe

[JNo sabe [IN&o se aplica
19. Quantas refeigdes vocé faz préximo ao caso 22. A quanto tempo vocé convive com o caso
indice? indice?
[JNenhuma []1 2 []3 ou mais /
Anos Meses

COMPORTAMENTO DE RISCO

23. Alguma vez fumou?
[Jsim

[JNao (Vva para a questédo 25)

Se Sim: Fuma agora?
[Jsim
[ N&o

23b. Anos que fumou?

. Numero médio de cigarros/dia?

24. Atualmente toma bebidas alcodlicas?

[Jsim

[JNao (Vva para a quest&o 26)

24a.
[[JRaranente (<1 dia/ semana)

Se Sim:Freqiiéncia em que bebe?

|:| Ccasi onal nente (1-3di as/ semana)
|:|Freq[]ent emente (4 a 6 di as/senmana)
[Joiariamente

[JRecusou-se a responder

que se aplicarem).

[ Bar
[Jcasa

[JTodas aci ma

[[JRecusou-se a responder

[Joutra

(Especi ficar)

i 24b. Onde vocé bebe geralmente? (Marque todas .
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Doenga

27. Cancer

28.Crurgia ~—--
Gastrica

29. D abetes ——---

1=Sim
0=Nao

8=Desconhecido

Ano estimado

1=Sim

0=Nao
Doencga

30. Dano hepatico-----
por &l cool

31. Hepatite -~-—-—-—-—-----

34. Qual quer doenca --
gue necessite
est er 6i des

8=Desconhecido

HISTORIA MEDICA GERAL: Vocé ja foi diagnosticado ou lhe foi dito que vocé tinha o seguinte:

Ano estimado

DADOS ANTROPOMETRICOS:

35.Peso

. kg

(1/10 kg mai s proxino)

36.Altura

cn

(cm mai s prox)

37. Este contato é um suspeito de TB

secundaria®?
[Jsim
[INao

38. Comentarios

PARA USO DO COLETOR DE DADOS

Iniciais

PARA USO DO GERENCIAMENTO DE DADOS

Iniciais

| CI DR-Contato Domciliar,
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