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Tuberculose infantil:
novas formas de diagnostico

TUBERCULOSIS IN CHILDREN: NEW FORMS OF DIAGNOSIS

ABSTRACT

Introduction: Tuberculosis is still a serious public health
problem. To decrease the number of cases of active tuberculosis
in populations of low and intermediate incidence, a rapid
diagnosis and effective treatment is necessary. The tuberculin
test is the recommended method of screening, but there are
well-known limitations. Since 2001, the interferon gamma
release assays have emerged, being considered useful in the
diagnosis of latent infection with Mycobacterium tuberculosis
and already widely used in adults.

Objectives: Summarize the available information on
interferon gamma release assays, particularly with regard to the
technique; advantages in the diagnosis of latent infection with
Mycobacterium tuberculosis; sensitivity and specificity in the
pediatric population; characterization of interfering factors; and
their significance of monitoring of tuberculostatic treatment.

Development: Interferon gamma release assays are
immunoassays that measure Interferon Gamma Release Assays
response to Mycobacterium tuberculosis antigens. These tests
have been applied in paediatrics population and in regions with
different prevalence rates of tuberculosis, in order to compare
them with the tuberculin skin test in regard to sensitivity and
specificity.

Conclusions: Its usefulness as a means of screening in
Paediatrics has limitations. Studies are needed at national level
to identify how tuberculin skin test and interferon gamma release
assays must be articulated. Currently, interferon gamma release
assays only complement tuberculin skin test.
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QuantiFERON®-TB Gold In-tube; T-SPOT®.TB; Interferon
Gamma Release Assay
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RESUMO

Introducao: A tuberculose ainda € um grave problema de
saude publica em Portugal. Para diminuir o nimero de casos de
tuberculose ativa em populagdes de baixa e intermédia incidén-
cia, é necessario um diagndstico rapido e um tratamento eficaz.
A prova tuberculinica € o método de rastreio recomendado, mas
as suas limitagdes sao conhecidas. Em 2001, foi aprovado o pri-
meiro de diversos interferon gamma release assays, considera-
dos Uteis no diagndstico de infecéo latente por Mycobacterium
tuberculosis, amplamente utilizados na abordagem da tubercu-
lose nos adultos.

Objectivos: Sumarizar a informacéo disponivel sobre os
interferon gamma release assays, nomeadamente no que diz
respeito a técnica; as vantagens no diagndstico da infecao
latente por Mycobacterium tuberculosis; a sensibilidade e espe-
cificidade quando aplicados a populagéo pediatrica; a caracteri-
zacao de fatores interferentes; e ao seu significado na monitori-
zacao do tratamento com antituberculosos.

Desenvolvimento: Os interferon gamma release assays sao
testes imunologicamente seletivos, desenvolvidos com base em
antigénios do Mycobacterium tuberculosis. Tém sido aplicados
na Pediatria, em regides com diferentes taxas de prevaléncia de
tuberculose, de forma a compara-los com a prova tuberculinica
relativamente a sensibilidade e especificidade.

Conclusoées: A utilizagdo destes testes como forma de ras-
treio em Pediatria apresenta limitagdes. S&o necessarios estu-
dos a nivel nacional que permitam mostrar de que forma a prova
tuberculinica e os interferon gamma release assays se devem
articular. Atualmente, os interferon gamma release assays ape-
nas complementam a prova tuberculinica.

Palavras-chave: Tuberculose infantil; Prova tuberculi-
nica; QuantiFERON®-TB Gold In-tube; T-SPOT®.TB; Interferon
Gamma Release Assay
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INTRODUCAO

A tuberculose (TB), apesar de ser uma doenca evitavel e
curavel, continua a ser um grave problema de saude publica,
sendo considerada pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
como uma emergéncia mundial. Em todo o mundo, estima-se
que 9 milhdes de pessoas tenham desenvolvido TB, dos quais
1,5 milhdes acabaram por morrer. No total, 550.000 casos e
80.000 mortes ocorreram em criancas.! Em Portugal, no ano
de 2012, 69 casos foram diagnosticados antes dos 15 anos de
idade, 43% dos quais em criangas com menos de cinco anos.?

A TB infantil representa um acontecimento-sentinela, sina-
lizando o contacto com um adulto ou adolescente bacilifero,
0 que obriga a um inquérito epidemioldgico, rastreio dos con-
tactos e tratamento dos individuos doentes. Nas criangcas com
menos de 12 meses, o risco de desenvolver doenga, quando
expostas e infetadas pelo Mycobacterium tuberculosis (Mt), é
de 40%; esta percentagem baixa para 25% nas criangas com
1 a2 anos e para 10-15% nas criangas mais velhas e adoles-
centes.® De fato, em criangas até aos cinco anos, tanto o risco
de progressao para doenca ativa como o de desenvolvimento
de quadros clinicos mais graves € inversamente proporcional
a idade, uma vez que, nesta faixa etaria, existe algum grau de
compromisso da resposta imunolégica.®*

Em paises de baixa e intermédia incidéncia, como é o caso
de Portugal, a estratégia para o controlo da TB implica diagnds-
tico e tratamento eficazes da infegéo latente por Mt.5¢ Contudo,
ao contrario do adulto, em que o diagndstico de TB é direto, ba-
seado na clinica e confirmado por exames culturais, na crianga o
diagnéstico de TB é muitas vezes indireto e depende da histéria
epidemioldgica e dos resultados da prova tuberculinica (PT).

A PT foi, durante muitos anos, o Unico teste disponivel, pelo
que as suas caracteristicas e limitagdes sdo bem conhecidas
(Quadro | e Il).-* Em 2001, foi aprovado o primeiro de diversos
interferon gamma release assays (IGRAs). Atualmente, estéo co-

Quadro . Vantagens e desvantagens da prova tuberculinica’™
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mercializados dois testes, aprovados pela Food and Drug Admi-
nistration: QuantiFERON®-TB Gold In-tube (QFT-GIT) (Cellestis
Limited, Carnegie, Australia) e o T-SPOT®.TB (Oxford Immuno-
tec, Abingdon, United Kingdom).™® A par com o que acontece
com a maioria dos novos testes de diagndstico, os primeiros
estudos desenvolvidos e as consequentes primeiras recomen-
dagdes foram efetuadas e validadas para a populagdo adulta.

OBJECTIVOS

Pretende-se, neste artigo, através da reviséo da literatura
recente, sumarizar a informagdo disponivel sobre os IGRAS,
nomeadamente no que diz respeito a técnica; as vantagens no
diagnostico da infecao latente por Mt; a sensibilidade e especifi-
cidade quando aplicados a populagdo pediatrica; a caracteriza-
cao de fatores interferentes; e ao seu significado na monitoriza-
¢ao do tratamento com antituberculosos.

DESENVOLVIMENTO

No sentido de ultrapassar as limitagdes técnicas da PT e
melhorar a sensibilidade e a especificidade no diagndstico da
infecé@o latente por Mt, foram desenvolvidos testes que se ba-
seiam na resposta imunoldgica celular a antigénios do Mt: early
secretory antigenic target 6 (ESAT-6), culture filtrate protein 10
(CFP-10) e TB7.7. Estes antigénios ndo estéo presentes nem no
Bacilo Calmette e Guérin (BCG) nem na maioria das micobacté-
rias ndo tuberculosas (MNT) (exceto M. flavescens, M. marinum,
M. kansasii e M. szulgai)."!

Os IGRAs baseiam-se no principio de que as células T de
individuos previamente sensibilizados por antigénios do Mt li-
bertam interferdo gama (IFN-y) quando reestimuladas por anti-
génios especificos, o qual pode, atualmente, ser medido pelos
métodos enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) - QFT-
-GIT- e pelo enzyme-linked immunospot assay (ELISPOT) - T-
-SPOT®.TB.*?

Vantagens

Facilidade de execugao
Baixo custo
Sem necessidade de infraestrutura laboratorial

Desvantagens

Possibilidade de ma execugcéo técnica
Auséncia de um valor objetivo de positividade
Requere duas visitas a uma unidade de sadde
Exige a leitura por uma pessoa habilitada

Quadro Il. Causas de falsos negativos e falsos positivos da prova tuberculinica’™®

Falsos Negativos

Infecé@o por VIH ou imunodeficiéncia congénita

Terapéutica imunossupressora

Desnutri¢do

Infec@o virica recente (sarampo, parotidite, varicela, influenza)
Vacinacéo recente com virus vivos

Fase inicial da tuberculose

Recém-nascido e crianga com menos de 2 anos

Falsos Positivos

Reacéo Cruzada com o BCG e com a infegdo por MNT
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O teste QFT-GIT, que veio substituir o QuantiFERON®-TB
Gold (QFT-G), deteta o nivel de producéo de IFN-y em respos-
ta aos antigénios ESAT-6, CFP-10 e TB7.7. Para cada doente,
a colheita de sangue € incubada em trés tubos — um contém
os antigénios, outro o controlo positivo “mitogénio” com fitohe-
maglutinina e o ultimo o controlo negativo, que contém apenas
heparina. Os resultados séo calculados através de um software
de andlise standard."

No T-SPOT®.TB, os antigénios utilizados sdo o ESAT-6 e
CFP-10. As moléculas de IFN-y produzidas pelas células T do
sangue periférico séo colocadas numa placa contendo anticor-
pos monoclonais anti-IFNy previamente imunizados, formando
manchas expressas em Spot Forming Units (SFU).™

O T-SPOT®.TB é menos afetado por estados de imunossu-
pressdo - quantifica o nimero de células T produtoras de IFN-y.
Por sua vez, o QFT-GIT, que quantifica a concentragé@o sérica de
IFN-y, tem uma técnica mais conveniente e menos dispendiosa.’®"®

Uma alta producédo de IFN-y em resposta a antigénios do
Mt indica sensibilizagdo prévia, e ndo necessariamente doenca
ativa. Tal como acontece com a PT, os IGRAs ndo permitem
distinguir entre doenca ativa e latente.'* Embora n&o exista uma
prova gold standard para a infecao latente por Mt, e apesar de
algumas limitagdes (Quadro Ill), os IGRAs, comparativamente a
PT, tém vantagens no contexto de rastreio de contactos, espe-
cialmente se vacinados com BCG e/ou residentes em popula-
¢bes com taxas elevadas de exposigdo a MNT.35811

Atualmente, varios artigos cientificos e outros documentos
normativos internacionais suportam a validade dos IGRAs em
determinados grupos populacionais especificos. A Direcdo Ge-
ral de Saude recomenda que os IGRAs sejam usados no diag-
néstico da infegéo latente por Mt apenas como complemento da
PT, uma vez que subsistem ainda algumas incertezas quanto ao
valor destes testes, particularmente em estados de imunossu-
press&o e nas criangas.'

Aplicabilidade dos IGRAs no diagndstico da tuberculose

em idade pediatrica

Desde 2001, foram publicados, em numero crescente, va-
rios estudos cientificos com o objetivo de validar a utilizagdo dos
IGRAs como teste de diagndstico de TB na populagédo pediatri-
ca. No entanto, verifica-se uma dificuldade comum e transversal
a todos os estudos, resultante do fato da maioria das criangas
com TB ativa n&o ter confirmacéo do diagndstico por meio cul-

Quadro lll. Vantagens e desvantagens dos IGRAs 38

tural, a prova absoluta de infecdo indispensavel a determinacao
da sensibilidade e especificidade destes testes.

A performance dos IGRAs tem sido, entdo, avaliada atra-
vés das taxas de positividade de acordo com varios fatores, tais
como graus de exposi¢do ao Mt; idade; vacinagdao com BCG;
prevaléncia de TB; estados de imunossupressdo e andlise da
relagdo de concordancia/discordancia destes resultados com
os da PT. O nivel de concordancia entre a PT e os IGRAs varia
nos diferentes estudos pediatricos, com a estatistica K a variar
de 0,17 a 0,71.4181522

No diagnéstico de infecdo latente por Mt, e perante resulta-
dos discordantes entre IGRAs e PT, a grande dificuldade esta
no fato de ndo ser possivel determinar se o resultado negativo
de um determinado teste ocorre porque este € mais especifico
ou se, pelo contrario, o resultado positivo de outro ocorreu por
aquele ser mais sensivel.

Os achados mais consistentes encontrados na literatura mos-
tram que os IGRAs apresentam uma melhor especificidade no diag-
nostico de infegao latente por Mt, especialmente em paises com
baixa prevaléncia de TB e elevada taxa de vacinagdo com BCG.2

A sensibilidade dos IGRAs em criangas com TB ativa confir-
mada por cultura varia de 75 a 93%, sendo superior nos paises
com uma baixa prevaléncia de TB.%'>192%-%6 Qs |GRAS ndo sao
nem superiores nem inferiores a PT no diagnostico da TB ati-
va em criangas, pelo que ndo podem ser utilizados para excluir
doenca ativa.®'2192227

Fatores que influenciam a performance dos IGRAs

Os resultados indeterminados sdo uma das principais limita-
¢bes dos IGRAs, com uma percentagem que varia dos 0% aos
35%_13,24,28

Os IGRAs podem apresentar resultados indeterminados
como consequéncia de erros técnicos, de elevada produgéo de
IFN-y no controle negativo ou, ainda, se o controle positivo com
fitohemaglutinina (potente mitégenio estimulador de células T)
determinar uma baixa ou nenhuma producéo de IFN-y. Uma bai-
xa produgdo em resposta ao “mitogénio” pode ocorrer quan-
do ndo existem linfdcitos suficientes ou por incapacidade dos
mesmos em gerar IFN-y.>'" Parece haver maior percentagem de
resultados indeterminados com os QFT-G e QFT-GIT do que
com o T-SPOT®.TB.”*28 No entanto, esta diferenga ndo tem im-
pacto clinico, pois a maioria dos resultados indeterminados do
QFT sao negativos com o T-SPOT®.TB.*

Vantagens

Apenas uma visita médica

Amostra Unica de sangue periférico

Resultados em 24 - 48 horas

Sem interferéncia pelo BCG e por algumas infecoes por MNT
Sem efeito boosting

Leitura independente do observador

Desvantagens

Implica a colheita de 3 - 8 ml de sangue periférico

Implica processamento da amostra

Necessidade de laboratorios diferenciados

Elevado custo (50-65 euros)

Baixa sensibilidade em estados de imunossupressao e em criangas com
menos de 5 anos

N@o distingue entre infecdo latente e ativa
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A performance dos IGRAs depende de uma resposta imune
intacta, pelo que uma das principais causas dos resultados in-
determinados é o estado de imunossupressao.®'® Parece haver
uma relaco estatisticamente significativa entre contagens linfo-
citarias inferiores a 500 células/mm3 (p < 0.00005) e 0 aumento
da incidéncia destes resultados. Assim, a utilizacdo dos IGRASs,
nestas condigdes, deve ser efetuada de forma prudente.? Taxas
mais elevadas de resultados indeterminados tém sido associa-
das a idade mais jovem, virus de imunodeficiéncia humana (VIH),
malnutricdo, doenca inflamatdria intestinal mal controlada, infe-
¢ao por helmintas,maléria e anemia por défice de ferro.®1330-8
Esta descrita ainda uma associagao entre o resultado indetermi-
nado e o risco de morte. Pensa-se que os estados de imunos-
supressao associados a doencga grave, que condicionam taxas
de mortalidade superiores, também contribuam para o aumento
destes resultados.

Verificou-se uma relagéo inversamente proporcional entre a
idade e a percentagem de resultados indeterminados. Embora
se considere que a produgéo de IFN-y aumenta com a idade,
alguns estudos falharam na demonstracao deste facto. Num es-
tudo pediatrico recente, embora as criangas mais novas fossem
aquelas com maior taxa de resultados indeterminados, verifi-
cou-se que também estas produziam um quantidade de IFN-y
semelhante as criancas mais velhas e adolescentes.* 1718222431
Assim, acredita-se que o aumento do numero de resultados in-
determinados em criancas mais jovens reflete antes uma carac-
teristica intrinseca dos IGRAs, em vez de uma deficiéncia de
produgé@o de IFN-y em resposta aos antigénios e ao controlo
positivo neste grupo.'3%

As criangas s&o mais vulneraveis ao desenvolvimento de TB
devido a imaturidade do seu sistema imune. Como consequén-
cia, os testes baseados nas respostas das células T tém maior
probabilidade de serem falsos negativos nas criangas do que
nos adultos.” O valor de cutoff para o QFT-GIT é de 0,35 1U/ml
e foi estabelecido para adultos.® Este valor néo foi validado para
a populacao pediatrica, havendo autores que sugerem valores
proprios, ajustados as criancas.'® Todavia, estas sugestdes nao
tém sido postas em pratica, uma vez que podem condicionar
um aumento do nimero de falsos positivos.'>"

O tempo decorrido entre a exposigcao ao Mt e a positividade
dos IGRAs ainda n&o foi determinado, mas pensa-se ser seme-
Ihante aos da PT (8 semanas).’'® Enquanto a PT é uma reacao
de hipersensibilidade tardia que mede as func¢des das células T
efetoras e de memdria, os IGRAs medem apenas a funcdo de
células T efetoras. Para se detetar a infecdo ap6s uma exposi-
¢éo remota, é necessario medir a resposta das células T de me-
maria, menos provavel de ocorrer nas 16-24 horas de tempo de
incubacao dos IGRAs. Em contraste, o tempo de incubacao de
48-72 horas da PT permite o recrutamento de ambas as células
T efetoras e de meméria.'® Assim, criancas com IGRA positivo
e PT negativa podem ter uma infec@o recente, mas que ainda
ndo teve tempo para que a conversido tuberculinica possa ter
ocorrido.?* E provavel que a conversdo dos IGRAs e da PT nio
ocorra ao mesmo tempo, o que explica a variagdo dos niveis de
concordancia entre os IGRAs e a PT na literatura.™
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Os resultados dos IGRAs ndo sdo estaveis, tendo-se verifi-
cado, num estudo pediatrico que 50% das criangcas com IGRAs
positivo obtiveram um resultado negativo ao fim de trés sema-
nas. Essa flutuagédo pode representar ndo so a variagao do pro-
prio ciclo de produgéo de IFN-y, como também eventuais erros
técnicos.?’ De forma a reduzir estes Ultimos, recomenda-se que
a recolha de sangue seja efetuada por um técnico experiente,
que o tempo decorrido desde a colheita até a incubacéo seja
semelhante para todas as amostras e que o processamento das
amostras cumpra as recomendagoes do fabricante.!”

A prevaléncia da TB inerente a cada regido geografica in-
fluencia o valor preditivo dos IGRAs. Nos paises com alta preva-
Iéncia de TB, habitualmente paises subdesenvolvidos, é maior
a frequéncia de fatores que interferem com os /GRAs, nomea-
damente uma maior exposi¢do ao Mt, infecdo por VIH e outros
estados de imunossupresséo.®

A aplicabilidade dos IGRAs pode, também, ser limitada pelo
volume de sangue necessario a realizacdo do teste, especial-
mente em criangas mais pequenas. O QFT-GIT implica a colhei-
ta de 3 ml de sangue e o T-SPOT®.TB de 8 ml. Numa tentativa
de eliminar esta limitacdo, a empresa Cellestis desenvolveu um
prototipo do QFT-GIT que requer apenas 0,9 ml de sangue -
QuantiFERON microtube (QFT-MT). E um teste promissor, mas
que necessita ainda de estudos em grande escala, controlados
e prospetivos, que validem a sua utilizagdo.3

A grande variabilidade de resultados obtidos nos diversos
estudos relativamente a validade dos IGRAs podera, assim, ser
explicada pelos seguintes fatores: prevaléncia da TB; vacinagéo
pelo BCG; infegdo por MNT; tipo de estudo; idade da populagéo
testada; critérios de definicdo de TB ativa; mecanismos imuno-
l6gicos distintos entre a PT e o IGRA; resultado indeterminado;
tipo de IGRA utilizado; e erros técnicos.

IGRAs na monitorizacdo do tratamento com antituber-

culosos

Aideia de que a atividade das células T produtoras de IFN-y di-
minui durante o tratamento antituberculoso tem gerado interesse
na comunidade cientifica, com diversos estudos realizados com
0 propdsito de avaliar o seu valor potencial como instrumento de
monitorizacdo e follow-up do tratamento. De fato, observou-se
uma diminui¢é@o dos valores do IFN-y durante o tratamento antitu-
berculoso. Contudo, ndo se verificou uma diferenga significativa
no numero de resultados positivos 6 meses apds o tratamento.®

A taxa de conversdo para o QFT-GIT e T-SPOT®.TB varia
de 6 a 39% e de 9 a 14%, respetivamente.’>% As baixas ta-
xas de conversdo, apesar do tratamento antituberculoso eficaz,
podem acontecer porque: 1) a exposi¢cdo continua ao Mt pode
perpetuar uma resposta imune ao longo do tempo; 2) as células
T efetoras podem persistir em circulagdo durante mais tempo,
mesmo apos a erradicacdo da doenca; 3) as conversdes podem
meramente refletir as flutuagcoes na produgéo de IFN-y ou a va-
riabilidade inerente as diferentes técnicas laboratoriais.

Apesar de promissores, os estudos tem demonstrado que
os IGRAs seriados tém uma utilidade limitada em criancas sub-
metidas a tratamento antituberculosos.
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CONCLUSOES

A utilizacdo dos IGRAs continua condicionada pela incapa-
cidade de se determinar a sua efetividade, pois ndo existe um
teste gold standard de diagndstico passivel de comparagéo. As-
sim, a definicdo da sua aplicabilidade sé pode ser feita através
da relacéo entre probabilidade de exposigado ao Mt e resultados
da PT.

A associagdo entre uma resposta imunolégica menos efetiva
e a maior suscetilidade das criangcas a TB torna-as num gru-
po de risco, onde a PT parece apresentar mais vantagens nas
criangas com menos de cinco anos de idade. Um /GRA negativo
ndo exclui a presenga de TB em criangas.

Os resultados indeterminados tém impacto nas estratégias
preconizadas para o controlo da TB infantil. Uma vez que o seu
significado ainda n&o foi esclarecido, alerta-se para possiveis
casos de falsos negativos.

A maioria das limitagdes que os IGRAs apresentam poderédo
ser ultrapassadas através da caracterizag@o das varidveis que
interferem com a produgéo do IFN-y; estabelecimento de valo-
res de cutoff mediante a idade; standardizacao da definicao de
resultado indeterminado; simplificagdo da técnica e consequen-
te diminuicdo dos custos; apresentacao dos resultados em va-
lores quantitativos da cultura do mitogénio, o que pode permitir
distinguir o erro técnico da incapacidade de produgéo de IFN-y.

Para melhor caracterizar quanto a sua sensibilidade e es-
pecificidade, sdo necessarios estudos prospetivos capazes de
determinar o numero de criangas com PT positiva e IGRA ne-
gativo ndo tratadas para a infecdo latente por Mt e que mais
tarde virdo a desenvolver doenga. Atualmente, os IGRAs apenas
complementam a PT.
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