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The challenge of pediatric tuberculosis
in face of new diagnostic techniques
O desafio da tuberculose na faixa etaria pediatrica frente a novas técnicas diagndsticas
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Samantha Brum Ribeiro#, Sheila K. F. Oliveira5, Clemax C. Sant’Anna®

Resumo Abstract

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

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

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

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

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

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

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

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

O diagnostico precoce e preciso da TB representa, por
si s6, um passo importante, enquanto uma nova vacina que
previna realmente a doenga ndo estiver disponivel. Varias
novas técnicas diagnodsticas bacterioldgicas e moleculares
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tém sido estudadas, como técnicas de PCR (polymerase chain
reaction) mais sensiveis, testes para detecgdo microscépica e
susceptibilidade a drogas (Microscopic Observation for Dete-
cion and Susceptibility, MODS) e novos meios de cultura, todos
com informacgdes escassas na area pediatrica. Recentemente,
testes in vitro utilizando sangue total foram desenvolvidos
no intuito de auxiliar o diagnéstico da TB latente, mostran-
do-se bastante promissores em pesquisas que envolvem a
infecgdo tuberculosa latente e sua epidemiologia, assim como
na doenga atival3.14, Tais testes baseiam-se na produgdo de
IFN-y por células T do hospedeiro expostas in vitro a anti-
genos mais especificos para o Mycobacterium tuberculosis
que o antigeno derivado proteico purificado (purified protein
derivative - PPD) da PT. S3do disponiveis comercialmente o
QuantiFERON-TB Gold® (Cellestis LTD, Carnegie, Victoria,
Australia) e o T-SPOT.TB® (Oxford Immunotec, Oxford, Reino
Unido). O QuantiFERON-TB Gold esta disponivel em forma
de placa, ja aprovado pelo FDA (Food and Drug Administra-
tion), ou tubo, ainda ndo aprovado, e avalia a quantidade
de IFN-y produzida pelas células T do paciente em contato
com antigenos especificos pela técnica ELISA (enzyme linked
immunoabsorbent assay). O T-SPOT.TB, também conhecido
como ELISPOT (enzyme linked immunospot assay), conta o
nimero de células T produtoras de IFN-y quando também
sensibilizadas com antigenos especificos, ja tendo sido
aprovado para uso pelas entidades reguladoras europeias,
bem como pelo FDA11,15-17 Esses testes apresentam boas
sensibilidade e especificidade para o diagndstico de TB com
vantagens sobre a PT, principalmente nos pacientes com
algum grau de imunossupressaol8-21,

O diagnostico e o tratamento precoces da infecgdo tuber-
culosa, evitando sua evolugdo para a doenga, sao desafios a
serem conquistados para o controle mundial da TB22. Novos
métodos diagndsticos serdo bem-vindos, especialmente
qguando direcionados a facilitar o diagndstico de TB em grupos
especiais, como criangas e pacientes imunossuprimidos. Para
o0 ano de 2015, a OMS espera ter reduzido a prevaléncia e
a taxa de mortalidade da doenga para menos de 50% dos
valores encontrados em 199023,

Epidemiologia da tuberculose no Brasil e no mundo

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

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

Imunologia e patogénese

O controle imunoldgico da TB inicia-se pela imunidade
inata, através de barreiras fisicas e pela agdo dos macrofagos
e células dendriticas. Esses determinam uma resposta celular
amicobactéria predominantemente tipo Thl com aumentoda
populagdo CD4+ (que induz a produgdo de IFN-y) e CD8+,
que funciona plenamente apds 2 a 6 semanas de infeccdo?4.
De modo geral, ha diferencas importantes entre adultos
e criangas quanto a imunopatogenia da TB. Em criancas,
verifica-se deficiéncia funcional de macréfagos e células
dendriticas e um predominio da resposta celular tipo Th2,
com falta de células CD8+ e com a producgdo de interleucinas
4 e 5 pelas células CD4+33:34, Isso pode ser uma explicagdo
para o fato de que formas disseminadas e meningeas de

Jornal de Pediatria - Vol. 85, N° 3, 2009 185

TB sejam proporcionalmente mais frequentes em criangas
abaixo de 1 ano de idade (20% contra menos de 1% em
criangas mais velhas e adultos)35. Criangas muito jovens estao
mais sujeitas ao desenvolvimento de TB doenca, devido a
imaturidade do sistema imunoldgico (inato e adaptativo) e
pelo tempo prolongado de contato com possiveis cuidadores
baciliferos. O aumento da susceptibilidade a TB nas criangas
parece estar ligado a fatores como a diminuigdo da funcdo dos
macrofagos e da producdo de algumas citocinas pelos mesmos
(IL-10, TGF-B, TNF-a.) e a diminuigdo da fungdo de células
dendriticas e da resposta celular CD4+34, Linfocitos maternos
normalmente ndo cruzam a placenta e estdo presentes em
pouca quantidade no leite materno. Os recém-nascidos e
lactentes dependem de sua prépria imunidade celular, que
tende a amadurecer nos anos seguintes, para agir contra
patdégenos intracelulares, como no caso da TB14:36,

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

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

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

E controverso o papel da imunidade humoral na respos-
ta imunoldgica na TB, embora criangas e adultos com TB
usualmente apresentem hipergamaglobulinemia34. Alguns
estudos mostram que anticorpos especificos ndo proporcionam
protecdo adequada?t. Outros mostram que células B podem
aumentar a protegdo contra a micobactéria independentemen-
te da producdo de anticorpos, ou seja, tais células poderiam
funcionar como apresentadoras de antigeno?’. Essa protecao
poderia ser ratificada pela observagao de que existe relagao
entre niveis mais altos de anticorpos com melhor progndsti-
co*8, porém Sant’Anna et al.4° encontraram, em nosso meio,
valores mais elevados de anticorpos correlacionando-se com
maior gravidade da doenga. Criangas com TB, no entanto,
tendem a apresentar titulos menores que os adultos. Tais titu-
los tendem a aumentar proporcionalmente a idade e duragao
da doenga, refletindo a maturagdo do sistema imunoldgico
e a exposigdo prolongada a micobactérias0.51,

O TNF-o. tem papel importante na resposta imunoldgica
ao Mycobacterium tuberculosis e naimunopatologia da doen-
cas. Trata-se de uma citocina pré-inflamatoria produzida por
macrofagos ativados em resposta a varios estimulos, como
lipopolissacarideos e infecgdes virais e bacterianas®2. O TNF-a.
também pode ser expresso por células T ativadas, células B,
células NK (natural killer) e algumas células tumorais. Pode
existir sob duas formas: sollvel e transmembrana. Suas
principais agdes sdo: atividades antitumoral e viral; mediagao
do choque e caquexia; e estimulo a apoptose, principalmente
de macréfagos ndo mais eficientes, privando a micobac-
téria de um local de multiplicacdo8. O TNF, nas infeccGes
micobacterianas em modelos animais, parece aumentar a
capacidade dos macréfagos em fagocitar e matar os agentes
agressores, além de induzir a formagdo do granuloma, que
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limita a disseminacgdo da micobactéria, gerando uma respos-
ta imunoldgica eficaz853:54, Assim, principalmente o TNF-o
solivel tem importante papel na coordenacgdo e contencao
da infeccdo micobacteriana, especialmente a nivel pulmonar,
ja que o granuloma controla o crescimento e disseminagao
da micobactéria, limitando o dano tecidual®. O TNF-o pa-
rece também aumentar a apoptose dos neutroéfilos locais e
diminuir o dano tecidual inflamatério. Por inferéncia, o uso
de agentes antiTNF-o resultara no acimulo dessas células,
em inflamagdo persistente e dano mais grave>>. A apoptose
de macrdéfagos infectados pela micobactéria, mediada pela
acdo do TNF-a, é uma caracteristica da resposta normal de
formacgdo do granuloma na TB56.57, Por outro lado, o excesso
de TNF-a parece estar associado a reagdes necrotizantes
caseosas. Clinicamente, causa inflamagdo sistémica, suores
noturnos e caquexia, condizente com sua denominacao prévia,
caquexina8. Assim, o uso de medicacdes que interfiram com o
TNF-o. poderia aumentar a incidéncia de infecgdes nas quais
a formacao de granulomas tenha importante papel na sua
patogenia, como a TB e micoses profundass:58:59,

A tuberculose em criancas e em individuos
imunossuprimidos

Para a investigagdo diagnostica da TB latente ou doenga
ativa, utilizam-se dados epidemioldgicos, histéria, exame
fisico e exames complementares. Criangas e adolescentes
representam um desafio maior, pois apresentam sinais e sin-
tomas da TB mais inespecificos, culturas para micobactérias
mais frequentemente negativas e maior risco de evolugao
de infeccdo para doenca em relagdo aos adultos33:34, A TB
nessa faixa etaria é considerada um evento sentinela, refle-
tindo infeccdo recente de alguma fonte comunitaria, ja que
criangas raramente sdo fontes primarias de infeccdo. Caso a
crianca ndo desenvolva a doenga, poderd, no futuro, passar
de infeccdo latente para doenca33. A infeccdo latente pode
persistir por muitos anos com risco de evolugdo para doenga
de cerca de 10% na populacdo geral®. Na faixa etaria pedi-
atrica, pode chegar a 43% em criangas menores de 1 ano
de idade, 24% naquelas com idade entre 1 e 5 anos e 15%
nos adolescentes, quando ndo tratados nos 2 primeiros anos
apods a infecgdo35:60, Um dos principais fatores associados a
ndo-evolugdo para a doenga parece ser a produgao do IFN-y
pelas células T do hospedeiro, que se encontra diminuida nas
criangas menorest1-64,

Certas condigdes e enfermidades que cursam com
imunossupressao e uso de medicagdes imunossupressoras
podem levar a resposta imunoldgica pouco efetiva e, com
isso, predispor ao maior risco de infeccGes oportunisticas e
ndo-oportunisticas25-27,59,65-69, O desenvolvimento da TB na
populagdo imunossuprimida envolve varias consideragdes:
formas atipicas dificultando o diagndstico, necessidade de
tratamentos mais prolongados, possibilidade de interagao me-
dicamentosa do tratamento da TB com a terapia da doenga de
base, efeitos adversos da terapia antituberculosa associados
a doenca de base e, ainda, a possibilidade de transmisséo
da infeccdo para outros pacientes imunossuprimidos que
frequentam o mesmo servigo de saude. Considera-se que
uma dose de prednisona superior a 15 mg/dia por periodo
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superior a 2-4 semanas ja determina risco aumentado para
o desenvolvimento de TB%9.70, A identificagdo dos portado-
res de infecgdo nesse contexto pode ser dificil pelo fato de
tais pacientes serem assintomaticos e pelas limitacdes dos
métodos diagnoésticos disponiveis.

O teste ideal para diagndstico de TB latente deveria ter
altas sensibilidade e especificidade, independentemente de
histéria prévia de vacinagdo com BCG e infecgdo por outras
micobactérias. A PT, que vem sendo por quase um século
o método utilizado como padrdo-ouro na identificagdo des-
ses pacientes, € um teste in vivo que avalia a reacgdo de
hipersensibilidade cutanea tardia, utilizando um PPD como
antigeno. O PPD consiste em uma mistura heterogénea de
proteinas, o que dificulta a diferenciagdo entre infeccdo por
Mycobacterium tuberculosis e outras micobactérias34:68, A
PT apresenta varias limitagdes: necessidade de compare-
cimento ao servigo de salde duas vezes; presenca de re-
sultados falso-positivos associados a vacinagdo prévia com
BCG (diminuicdo da especificidade), a ocorréncia de efeito
booster (a repetigdo da PT pode levar a reacdo anamnéstica,
com recrutamento de hipersensibilidade ja pré-existente)
ou, ainda, pelo contato prévio com outras micobactérias;
presenca de resultados falso-negativos (doentes graves,
inclusive TB doenca, e imunossuprimidos®:12:55); e erros de
realizacdo e interpretacdo do testel’.68,71-74 A PT teria um
bom valor preditivo na evolugao da infeccdo para doenga
ativa, mas em populagGes com baixa incidéncia de TB parece
ter valor preditivo menor que 50%°©9:75.76, Em paises onde a
incidéncia de TB é alta, a vacinagdo com BCG ao nascimento
ndo apresentara resultados falso-positivos na interpretagéo
da PT apds alguns anos’?:78, Como a PT ndo possui controle
positivo interno, é muito dificil distinguir entre os resultados
verdadeiramente negativos daqueles falso-negativos. Quanto
mais precoce a PT for realizada em pacientes com doenga
imunossupressora, menor o risco de resultado falso-negati-
VO por anergia associada a doenga de base. Assim, podem
estar ocorrendo situacdes em que pacientes com risco nao
estejam sendo diagnosticados e tratados e outras em que
possam estar recebendo tratamento desnecessario por erro
de diagndstico. A presenca de positividade da PT pode in-
dicar infeccdo recente, mesmo assintomatica, ou infecgao
passada, passivel de reativacdo®2934,79, Em pacientes com
alto risco de desenvolver TB ativa se estiverem infectados
(infecgao pelo HIV, contactantes recentes de caso de TB,
imunossuprimidos), o ponto de corte da PT sera 5 mm para
indicacdo de quimioprofilaxia (ATS e Ministério da Saude do
Brasil)69.80,

Agentes bioldogicos que atuam sobre o TNF-a (agentes
antiTNF-a) foram inicialmente indicados para o tratamento
da artrite reumatoide. Sua utilizacdo ja se tornou frequente
também para outras doengas que necessitam imunossu-
pressdo. Varios estudos vém abordando a incidéncia de TB
nas doengas reumaticas, e o papel desses medicamentos
e outros agentes imunossupressores na reativacdao da
TB latente. Alguns estudos sugerem que doses baixas de
corticosteroides e agentes citotdxicos utilizados na artrite
reumatoide ndo aumentam a incidéncia de TB nesse grupo
de pacientes®9.81.82, Yamada et al.®5 verificaram, no entanto,
risco aumentado para TB em japoneses em tratamento para
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artrite reumatoide antes da introducao de agentes antiTNF-cL.
Essa mesma situacgdo foi relatada na Suécia®3 e Espanha8?,
mas, nos EUA, Wolfe et al.85 mostraram que aincidénciade TB
ndo aumentou com a imunossupressao convencional, talvez
devido a baixa prevaléncia da TB nesse pais. As informagtes
disponiveis atualmente sugerem que tal classe de drogas
aumenta o risco para TB e que a maioria dos casos resulte
de reativagdo de infecgdo prévia. Desconhece-se a contri-
buicdo de infeccdes recentes para tal fendmeno8. Haveria
necessidade de que pacientes que irdo iniciar terapia com
agentes bioldgicos, especialmente os agentes antiTNF-a,
sejam submetidos previamente a investigacdo de TB, latente
ou doencal0.65.76, por outro lado, Keane & Bresnihan!2 ndo
encontraram evidéncias na literatura sobre a associagdo
de TB com o uso de outros agentes bioldgicos ja de uso
corrente como o rituximabe, abatacepte e anakinra. Caso a
doenca ativa seja excluida em pacientes com PT positiva, a
terapia com isoniazida por 9 meses esta preconizada como
profilaxia da evolugdo da infecgdo latente para doencga. Nesse
caso, o inicio da terapia com o agente antiTNF-o. devera ser
postergado por pelo menos 1 a 2 meses8. Admite-se que
diminuigdo da agdo TNF-a leve a resposta imune anormal
mesmo a um pequeno numero de bacilos, gerando impor-
tante repercusséo clinicopatoldgica?®.

Métodos diagnosticos baseados na producdo de
interferon-gama

Recentemente, testesin vitro utilizando sangue total foram
desenvolvidos no intuito de auxiliar o diagnostico de TB. Tais
testes sao conhecidos como IGRAs (interferon-gamma release
assays) porque avaliam a producao dessa citocina por células
previamente sensibilizadas com agentes especificos. Em maio
de 2005, foi aprovado pelo FDA o teste QuantiFERON®-TB
Gold (QFT-G), para diagndstico da infecgdo latente ou doenca
causada pelo Mycobacterium tuberculosis (65). O QFT-G uti-
liza 0 método ELISA para medir a produgdo de IFN-y pelas
células T de uma amostra de sangue total®8. Outro teste de
uso corrente, o ELISPOT (comercialmente disponivel como
T-SPOT.TB®, Oxford Immunotec, Abingdon, Reino Unido)
utiliza a técnica de ELISPOT para avaliar o nimero de células
mononucleares periféricas que produzem IFN-y utilizando-se
lentes de aumento ou um leitor proprio18:68.86, O ELISPOT,
de uso corrente na Europa, foi aprovado para uso nos EUA
pelo FDA em final de julho de 2008. A positividade desses
testes deve levar a investigacdo para determinar se existe
TB doenga antes de se considerar como TB infecg&o8’.

Tanto o QFT-G como o ELISPOT se baseiam na produgao
de IFN-y produzida por linfécitos T previamente sensibilizados
apoés incubacdo com peptideos sintéticos simulando proteinas
das micobactérias, como o early secretory antigenic target
6 (ESAT-6) e o culture filtrate protein 10 (CFP-10). Mais
recentemente, novos antigenos tém sido incorporados aos
testes no intuito de aumentar a sensibilidade. O antigeno
TB7.7 foi incorporado ao novo QuantiFERON-TB Gold In-Tube
(com introdugdo do sangue do paciente diretamente em
tubo a vacuo com antigenos prontos pra incubagdo)!5:68 e o
antigeno Rv3879c ao ELISpotr'usié, Tais proteinas, presentes
no PPD e secretadas pelo Mycobacterium tuberculosis e por
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cepas patogénicas do Mycobacterium bovis, estdo ausentes
na vacina BCG e na maioria das outras micobactérias ndo-
tuberculosas, a excecdo do Mycobacterium kansasii, Myco-
bacterium szulgai e Mycobacterium marinum?88-90, Logo, tais
testes devem oferecer maior especificidade que a PT para
o diagnéstico da infecgao pelo Mycobacterium tuberculosis.
Lein et al.®! mostraram que pacientes com doencga pulmonar
causada pelo complexo Mycobacterium avium apresentavam
0s exames negativos.

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

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

Tabela 1 - Comparagdo entre PTs e IGRAs
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com os IGRAs. Richeldi et al.18 comentam que o fato de as
proteinas ESAT-6 e CFP-10 estarem presentes no PPD possa
levar, a0 menos teoricamente, a que testes de PT repetidas
vezes possam aumentar a resposta das células T a tais antige-
nos. Disso resultariam resultados falso-positivos no ELISPOT,
método extremamente sensivel mesmo a pequeno nimero
de células T97. No entanto, o mesmo estudo!® mostrou que,
na pratica, pacientes submetidos a PT repetidas vezes ndo
tiveram positividade no ELISPOT. Esse teria alta especifici-
dade mesmo em pacientes com PT falso-positiva devido ao
efeito booster, podendo ser utilizado naqueles pacientes em
investigagdo e que ja foram submetidos a PT repetidas vezes.
No entanto, erros de coleta, transporte, técnica e interpre-
tacdo podem diminuir a sua acuracia. O sangue deve ser
incubado com os antigenos sintéticos no maximo 12 horas
apos sua coleta. Outras limitagGes importantes sdo o custo
do exame e a necessidade de um laboratério adequado a
técnica do exame. Isso pode limitar seu uso em paises em
desenvolvimento, exatamente aqueles onde a TB é mais
frequentemente endémica. Outra limitacdo importante dos
IGRAs, assim como também da PT, é a ndo-diferenciagdo de
TB infecgdo da doenga. O diagndstico de TB infecgdo requer
a exclusdo da doenga a partir de dados clinicos e exames
complementares®’.

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

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

Resultados falso-negativos

Interpretagdo dos resultados

Imunossuprimidos, TB grave

Sujeita a erros de avaliagdo

Possivel, mas pouco provavel

Informatizada

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

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

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

Estudos recentes tém mostrado que ambos os testes apre-
sentam altas sensibilidade e especificidade para o diagndstico
da TB doenga, mas poucos abordaram a TB infecgdo, motivo
inicial de sua aplicagdo?1:79.96,102, Ferrara et al.”® sugerem
que a especificidade dos IGRAs seja maior que a PT para o
diagnostico da infecgdo tuberculosa. Pai et al.195 mostraram
que 0os IGRAs s3o mais especificos que a PT quando se avaliam
populagdes vacinadas com BCG. De modo geral, os diferentes
estudos em adultos tém mostrado concordancia de 60-80%
quando comparados PT e os métodos baseados na produ-
Gdo de IFN-y. Em relagdo a sensibilidade, ha vérios estudos
mostrando a superioridade dos IGRAs sobre a PT15,102,103,106,
Ponce de Leon et al.1> mostraram recentemente que, numa
populacdo em area endémica para TB, o ELISPOT foi signifi-
cativamente mais sensivel que a PT para diagndstico de TB
latente em pacientes com artrite reumatoide, mas nao em
pacientes higidos. Tal achado provavelmente esteve associado
aimunossupressdo da doenga e/ou da medicacdo utilizada no
tratamento da mesma. No entanto, estudando um grupo de
2.381 contactantes de casos de TB em Gambia, Jackson-Sillah
et al.107 mostraram que o ELISPOT apresentou sensibilidade
inferior a PT, mas chamam a atengdo que o mesmo possa ser
importante para o diagnostico na faixa etaria pediatrica. Em
recente meta-analise, Pai et al.1%8 concluiram que os IGRAs
(especialmente o QFT-G em placa ou tubo) tém excelente
especificidade para o diagnéstico da infecgdo tuberculosa
latente, enquanto a PT tem alta especificidade em populagéo
nao vacinada com BCG, mas baixa especificidade em popula-
cdo previamente vacinada. A sensibilidade dos IGRAs e da PT
permanece controversa. E de dificil avaliagdo por meta-analise
pelas diferengas metodoldgicas entre os estudos incluidos,
porém o ELISPOT parece ser mais sensivel que o QFT-G e
a PT. Ambos mostraram sensibilidade semelhante entre si,
donde se conclui que essa maior sensibilidade do ELISPOT
pode ser Util na avaliacdo de pacientes imunossuprimidos68.
Cabe lembrar que a desnutrigdo, a propria imunossupressao
e TB grave podem ocasionar anergia e contribuir para uma
diminuicdo da sensibilidade dos IGRAs108,
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Em relagdo a resposta aos IGRAs na faixa etaria pedia-
trica, o nimero de estudos ainda é insuficiente, e ha varias
controvérsias. Como anteriormente discutido, a imunidade
celular tende a amadurecer com o crescimento. Estudos
mostraram que a produgdo de IFN-y detectado pelo QFT-G
pode ser afetada pelo crescimento, mas que tal ndo ocorre
com o ELISPOT, exceto nas primeiras semanas de vida. Esse
teste tem capacidade de detectar a produgdo do IFN-y mesmo
com baixo niumero de células secretoras. Isso poderia explicar
a maior frequéncia de resultados indeterminados do QFT-G
quando comparado ao ELISPOT na faixa etaria pediatrica em
relagdo a adultos14:29,109,

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

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

Conclusao

A PT avalia uma resposta inflamatéria multimediada in
vivo a multiplos antigenos tuberculinicos, enquanto os IGRAs
avaliam, ex vivo, a produgdo de IFN-y por linfocitos dos pa-
cientes frente a um estimulo composto de pequeno nimero de
antigenos do Mycobacterium tuberculosis. Embora os IGRAs
tenham sido planejados como estratégia para diagnosticar a
infeccdo latente, estudos tém mostrado que podem também
ser Uteis para o diagndstico da doenca ativa. Nesse caso, 0
resultado negativo seria suficiente para afastar a possibili-
dade de doenga, ou seja, os IGRAs parecem ter alto valor
preditivo negativo. Isso seria particularmente Gtil em crian-
gas, imunossuprimidos e pacientes com culturas negativas,
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nos quais o diagnostico de doenca ativa é mais dificil de ser
estabelecido utilizando-se os testes convencionais!3.

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

Em termos de salde publica, os IGRAs poderiam se
constituir, ao menos por ora, em complemento em relagao
a PT, avaliando-se a relagdo custo-beneficio. Embora esses
testes requeiram apenas uma visita e ndo sejam realizados
diretamente no paciente, ainda sdo testes caros e que
requerem laboratérios especializados e profissionais aptos
a realizé-los em tempo habil. Oxlade et al.115 concluiram
que a melhor relagdo custo-beneficio do QFT seria testar
pacientes sabidamente com PT positiva. Por ora, enquanto
o CDC (Centers for Disease Control and Prevention), 6rgdo
estadunidense, recomenda que o QFT-G substitua a PT em
qualquer situagdo, 6rgdos de salude da Inglaterra sugerem
que os IGRAs devam ser avaliados conjuntamente com a
PT. Apenas nos casos em que haja probabilidade de encon-
trar-se PT falsamente negativa, como nos imunossuprimidos
e em criangas pequenas, estariam indicados para uso na
fase inicial de investigagdol3:14.68,87,

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

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