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Resumo

A tuberculose (TB) continua sendo um grande desafio para a salde publica mundial e, para um controle
eficiente, também ¢é essencial identificar pessoas com tuberculose latente (ILTB). O ensaio de liberagao
de interferon-gama (IGRA), incorporado pelo SUS em 2021, permitird ampliar o diagndstico de ILTB, em
complemento a prova tuberculinica. Para essa implantagéo, as coordenagdes do Programa Estadual
e da Rede de Laboratérios de TB/SP iniciaram a identificagao de executores do IGRA a partir da rede
de laboratdrios de TB e/ou CD4, para verificar possiveis barreiras para implantagao do teste. Foram
avaliados os insumos e os profissionais para execugcao do ensaio, a infraestrutura laboratorial e
a disponibilidade de equipamentos. Dez laboratérios avaliaram amostras de sangue total com o kit
QuantiFERON®-TB Gold Plus e relataram sua experiéncia quanto a logistica de amostras, execugao do
ensaio e liberagao de laudos. Para otimizar o exame, a coleta ocorreu em tubos heparinizados (sédio ou
litio). Foi sugerida a logistica da rede de laboratérios de CD4, que foi utilizada por 20% dos laboratérios
participantes, enquanto 50% optaram pelo agendamento. Nao foram reportadas dificuldades na
liberagéo de laudo. Dois laboratorios avaliaram o numero de células T CD4+ prévio e no momento do
IGRA, observando diferenca em 10% dos pacientes, fator que pode ser relevante na analise do resultado.
Ao todo, foram analisadas 383 amostras, 81 (21,1%) reagentes, 297 (77,5%) ndo reagentes e cinco
(1,3%) indeterminados. Foi observada grande variagao de positividade (3,6-50,0%) entre os laboratoérios,
provavelmente devido a populacdo atendida. Apesar dos desafios encontrados, consideramos que a
taxa média de positividade (~20%) sugere que a oferta do IGRA na rede publica possibilitard o aumento
do diagnostico de ILTB e melhor controle da TB.

Palavras-chave: tuberculose latente, interferon-gama, implantagéao.
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Introducgao

A tuberculose (TB) continua representando um dos maiores desafios em saude publica
mundial.l A Organizacao Mundial da Saude (OMS) langou em 2014 a estratégia END TB, que
pretende acabar com a epidemia da TB até 2035.2 Para que todos os esforgos no controle da
TB possam ser eficientes, além de tratar os pacientes diagnosticados com TB ativa, é essencial
identificar os pacientes com tuberculose latente (ILTB), que se caracteriza por resposta imune
celular especifica aos antigenos de Mycobacterium tuberculosis (MTB).

Aincorporacao do IGRA pelo SUS em 2021 (Portarian. 50, DOUN. 217, de 13/11/2020) teve
por objetivo viabilizar mais uma ferramenta para o diagnostico da ILTB, como teste adicional a
prova tuberculinica (PT), ja realizada no pais. Nesse primeiro momento, as populagdes definidas
para pesquisa de tuberculose latente com o IGRA foram: pacientes infectados pelo HIV-1 com
numero de células T CD4+ superior a 350 células/mm?3, candidatos a transplantes de 6rgaos
solidos e criangas em contato com caso de TB ativa.

O IGRA é considerado um ensaio mais especifico que a PT, pois contém apenas antigenos
de MTB,34 enquanto a PT contém antigenos de MTB, que estédo presentes na vacina BCG e em
outras micobactérias.t A realizacdo de um ensaio mais especifico evita tratar individuos com
resultados falsos positivos na PT, considerando que o tratamento para TB envolve farmacos
que podem causar muitos efeitos adversos. O IGRA é um ensaio in vitro que exige apenas uma
visita do paciente para coleta do sangue, enquanto a PT necessita de uma visita para aplicagao
e uma para a leitura, e muitos pacientes nao retornam para realizar a leitura.

O diagnostico da ILTB é essencial para o tratamento preventivo dos portadores de ILTB
antes desses casos evoluirem para a TB ativa. No entanto, para que o teste seja implantado
de forma plena, é necessario ter uma infraestrutura laboratorial e profissionais treinados. A
realizacao e a oferta do IGRA na rede publica, em complemento ao PT, permitirao o aumento
do diagnostico de ILTB e, consequentemente, do tratamento e reducao dos infectados que
poderiam evoluir para TB ativa.

A presente avaliagdo em servigo teve por objetivo identificar possiveis barreiras para
implantagao e realizacao do IGRA (QuantiFERON®-TB Gold Plus, Qiagen) na rede publica de
laboratoérios de diagndstico no estado de Sao Paulo.

Metodologia

Os laboratorios publicos das redes de TB e CD4 foram contatados pelas coordenadoras
das redes laboratoriais de TB e CD4 e do programa de Controle de TB do estado de Sdo Paulo

4/13

Acesso aberto BEPA. Bol. epidemiol. paul, Sao Paulo, SP, Vol. 20, N° 218, 2023, 38785



https://doi.org/10.57148/bepa.2023.v.20.38785
https://portal.issn.org/resource/ISSN/1806-4272
https://doi.org/10.57148/bepa.2023.v.20.38785
https://doi.org/10.57148/bepa.2023.v.20.38785
https://portal.issn.org/resource/ISSN/1806-4272
https://periodicos.saude.sp.gov.br/index.php/BEPA182/issue/archive
https://periodicos.saude.sp.gov.br/index.php/BEPA182/issue/archive
https://www.budapestopenaccessinitiative.org/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

A A A A

Implantagdo da rede laboratorial para realizagdo do ensaio de liberagéo de interferon-gama (IGRA) para deteccgéo de tuberculose latente
no Estado de Sao Paulo: primeiros passos e desafios

I Boletim Epidemiolégico Paulista 10.57148/bepa.2023.v.20.38785 1806-4272

para verificar a viabilidade de participacao no projeto. Os laboratérios que aceitaram participar
responderam um questionario fornecendo informagdes sobre infraestrutura, manutencgéo e
equipe. Apos treinamento remoto pela empresa Qiagen, os laboratorios receberam kits para
avaliar 44 amostras utilizando QuantiFERON®-TB Gold Plus (QTF®-Plus, Qiagen, Alemanha) e
elaboraram relatorio com os resultados e avaliagdes dos quesitos de infraestrutura laboratorial,
logistica de transporte de amostras, execucao dos testes e liberagdo de laudos.

A avaliacao foi realizada por 10 laboratérios que fazem parte das redes de diagndstico
de TB e/ou CD4, sendo utilizada toda a infraestrutura ja disponivel para os exames de mesma
naturezapraticados paraoutrosagravos, o que permitiu arealizacao dos testes semnecessidade
de aquisigcdes nem de alteragdes de fluxos.

As amostras de sangue total utilizadas para avaliagdo foram coletadas de pacientes
que atendiam a determinacao de populacao-alvo estabelecida pelo Ministério da Saudef
para realizagdo do IGRA, a saber: pessoas vivendo com HIV (contagem de CD4+ acima de
350 células/mm?); criangas (entre 2 e 10 anos) em contato com casos de tuberculose ativa e
individuos candidatos a transplante de célula-tronco.

Os ensaios foram realizados seguindo as recomendacbes do fabricante (Qiagen,
Alemanha). Nas unidades que possuiam o tubo com heparina sédica (9mL), o sangue total foi
coletado. Alguns laboratorios coletaram as amostras diretamente nos tubos teste. As amostras
foram enviadas para os laboratdrios executores (Tabela 1).

Tabela 1. Laboratérios executores selecionados para a avaliagédo, de acordo com o municipio.

Site Laboratério Municipio
8 Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Unesp Campus Araraquara Araraquara
4 Centro de Laboratdrio Regional de Bauru, Instituto Adolfo Lutz Bauru
2 Laboratdrio de Biotecnologia Aplicada — HC Botucatu/Unesp Botucatu
9 Laboratdrio de Pesquisa em HIV/Aids, Hepatites Virais e Doengas Emergentes — HC/Unicamp Campinas
5 Centro de Laboratdrio Regional de Santo André, Instituto Adolfo Lutz Santo André
1 Centro de Laboratdrio Regional de Santos, Instituto Adolfo Lutz Santos
6 Centro de Imunologia, Instituto Adolfo Lutz Sao Paulo
10 Centro de Referéncia e Treinamento em DST/Aids S&o Paulo
7 Instituto Clemente Ferreira S&o Paulo
3 LIM56 - HC/FMUSP S&o Paulo

Fonte: elaborada pelo préprio autor.
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Apos homogeneizagao por 5 minutos, T mL de sangue total foi repassado para cada
um dos quatro tubos do kit (Nil, TB1, TB2 e Mitdgeno) e incubado a 37°C por 16 a 24 horas.
Depois desse tempo, os tubos foram centrifugados e os plasmas coletados foram mantidos
refrigerados ou a -20°C até a execugao do ELISA, conforme orientacao do fabricante. Os niveis
de IFN-g foram quantificados utilizando interpolacdo da densidade ética (DO) da amostra na
curva padrao (curva de quatro pontos). Os resultados quantitativos de IFN-y foram gerados
utilizando o programa de analise especifico para o kit QuantiFERON®-TB Gold Plus, conforme
instruido pelo fabricante. O programa realiza analise de controle de qualidade do ensaio, gera
uma curva padrao e por interpolagcao nessa curva; os resultados de densidade 6tica (DO) sao
convertidos em unidades internacionais por mililitro (Ul/mL), provendo resultados qualitativos
(reagente, nao reagente ou indeterminado) e quantitativos.

Resultados

A avaliacao do questionario dos dez laboratorios participantes demonstrou que dois ja
realizavam o teste IGRA desde 2014, 90% dos laboratorios possuiam infraestrutura para realizar
o teste e nenhum laboratdrio teve dificuldade na execucao do teste apos treinamento dos
profissionais. Dez por cento dos laboratérios fizeram adequacdes simples, como a utilizagao
de equipamentos no sistema multiusuario.

Todos os laboratorios reportaram que a estratégia de realizar reunidoes com as unidades
assistenciais para esclarecimentos sobre a realizacao do teste, tipo de coleta e fluxo de
encaminhamento de amostras foi imprescindivel para o bom andamento do projeto.

A utilizagao de um formulario padronizado para solicitacao do exame foi apontada como
necessidade para obter todas as informacoes relevantes para a realizagao do teste IGRA. Diante
dessadificuldade, foi criada uma ficha de solicitagcao (Eigura 1), aprimorada com as informacdes
que os laboratorios executores sugeriram, até que houve consenso sobre a completude da
ficha. Dessa forma, foi elaborada a ficha de solicitagdo de IGRA, que esta sendo utilizada pela
rede do estado de Sao Paulo.
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Figura 1. Ficha de solicitagdo de exame IGRA elaborada com base nos dados necessarios para finalizar e avaliar
o resultado do teste.

SOLICITAGAO PARA EXAME DE TUBERCULOSE LATENTE - IGRA-TB

INSTITUICAO SOLICITANTE: | MUNICIPIO:

NOME COMPLETO:
SEXO:( )MASCULINO ( )FEMININO I DATA NASC:
CIDADE NASCIMENTO: I UF:

IDENTIDADE: | CPF:

CARTAO NACIONAL DE SAUDE - CNS:

GESTANTE:( )SIM ( ) NAO IDADE GESTACIONAL: SEMANAS
TELEFONE USUARIO: PRONTUARIO:

NOME DA MAE / RESPONSAVEL: CPF:

ENDERECO:

NO. | COMPLEMENTO: BAIRRO:

CIDADE DE RESIDENCIA: UF:

() CRIANCAS CONTACTANTES DE CASOS DE TUBERCULOSE ATIVA
() PESSOAS CANDIDATAS A TRANSPLANTE

() PESSOAS VIVENDO COM HIV (PV-HIV) COM CONTAGEM DE LINFOCITOS T-CD4+ > 350 CELULAS/MM?

I DATA DO ULTIMO CD4: I VALOR DO ULTIMO CD4:
( ) OUTROS:

( ) SANGUE TOTAL EM TUBOS CONTENDO HEPARINA

| DATA DA COLETA: | HORA DA COLETA:
() PLASMA CONGELADO
DATA DA INCUBAGAO: HORA DA INCUBAGAO:
DATA DA COLETA DO PLASMA: HORA DA COLETA DO PLASMA:

ARMAZENADO A:( )2e-82C( )-20°C

NOME DO PROFISSIONAL: CONSELHO N*:
DATA DA SOLICITACAO: | ASSINATURA E CARIMBO:

Fonte: elaborada pelo proprio autor.

A estratégia de coleta em tubo com anticoagulante heparina sodica ou litica foi
recomendada paraminimizacao de erros de coleta e perda de tubos de teste QuantiFERON® Plus
(QTF®-Plus). A primeira etapa do teste é realizada no conjunto de tubos QTF®-Plus, composto
de quatro tubos contendo ou nao antigenos de MTB. Para esse conjunto é recomendada a
incubagdo de no minimo 800 yL e maxima de 1.200 pL de sangue total em cada tubo. A
obtencdo desse volume exigido para cada tubo teste requer flebotomistas experientes, para
0S casos em que a coleta de sangue deve ser realizada diretamente nos tubos do kit. Um dos
laboratdérios, que ja realizava o teste para fins de pesquisa, apontou que o tempo de coleta
do sangue utilizando os quatro tubos teste variou de 10 a 15 minutos, enquanto a coleta em
tubo unico leva menos de dois minutos. No entanto, a disponibilidade e a aquisi¢cao dos tubos
contendo heparina apresentaram-se como as maiores barreiras para implantacéao do exame
na rede de servigo publico.
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A logistica de entrega de amostras bioldgicas foi facilitada para as unidades (20%) que
utilizaram o fluxo de amostras ja estabelecido para o exame de imunofenotipagem de células
T CD4+ em pacientes infectados por HIV-1, mas 50% recomendam que o teste seja feito por
agendamento e preferencialmente junto ao exame CD4 para facilitar o fluxo.

Dois laboratorios detectaram que existe diferenca entre o Ultimo resultado de CD4
registrado e o numero dessas células no dia da coleta do IGRA. Vale ressaltar que, para
pacientes infectados por HIV-1, é recomendado que o IGRA seja realizado apenas quando o
numero de células T CD4+ for superior ou igual a 350 células/mm? Abaixo desse valor, ha
maior probabilidade de resultados falsos negativos no IGRA. Diante dessa dificuldade, um dos
laboratorios participantes selecionou pacientes infectados por HIV-1 que apresentavam CD4
acima de 350 células/mm?3 no ultimo exame, independente da data de realizagao e, no dia da
coleta da amostra para o teste IGRA, foi realizada nova quantificagao de CD4 para avaliar a atual
condigdo imunoldgica dos pacientes. Entre os 50 pacientes avaliados, seis (12%) apresentaram
valores de CD4 abaixo de 350 células/mm? no dia do teste IGRA, embora apresentassem na
Ultima quantificagdo de CD4 valores superiores a 350 células/mm?, e, portanto, ficaram fora
dos critérios estabelecidos pelo MS e foram excluidos da analise geral.

Foram realizados 383 testes IGRA, visto que algumas unidades tiveram dificuldades na
captacao de pacientes para realizar os 44 testes previstos para cada unidade. No total, 81 (21,1%)
testes apresentaram resultado reagente, 297 (77,5%) ndo reagente e cinco (1,3%) indeterminado,
todos realizados a partir de amostras bioldgicas das populacdes recomendadas para realizacao
doIGRA pelo MS (Gréafico 1). Houve grande variagao de positividade (3,6-50%) entre os laboratérios
executores devido a heterogeneidade das populacées atendidas por laboratorio.

Grafico 1. Resultados qualitativos obtidos nos testes IGRA, de acordo com o laboratério em que foram realizados.

Site 10 |
Site9 NG
site 8 I
Site 7 I
site 6 I
site 5 N
site 4 I
site 3 I
site 2 NI
Site 1 |

0 10 20 30 40 50 60

W Reagente M N&o reagente M Indeterminado

Fonte: elaborada pelo préprio autor.
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A coleta e a execucao programada dos testes comprovaram ser a estratégia mais
adequada para otimizar toda a cadeia de processamento das amostras, desde a coleta até a
execucao do teste.

Os laudos foram liberados em modelo desenvolvido pelo grupo técnico (Figura 2), que
incluiu o resultado qualitativo e quantitativo de forma clara e objetiva, de acordo com a avaliagao
realizada.

Figura 2. Modelo de laudo desenvolvido pela equipe, de acordo com as necessidades de dados para concluséo do
teste IGRA.

NOME:
SEXO: IDADE:
UNIDADE SOLICITANTE: REGISTRO:

Material coletado em:
Material utilizado: Plasma
Método: IMUNOENSAIO

Resultado:
Controle Negativo (CN, tubo Nil) UI/mL
Antigeno de M. tuberculosis (TB1, tubo 1) Ul/mL
Antigeno de M. tuberculosis (TB2, tubo 2) UI/mL
Controle Positivo (CP, tubo mitégeno) Ul/mL

Liberado por:
data:

(1) REAGENTE: resultado com valor de (TB1-CN) ou (TB2-CN) igual ou maior que 0,35 UI/mL e CN
menor que 8,0 UI/mL
(2) NAO-REAGENTE: resultado com valor de (TB1-CN) menor que 0,35 UT/mL e CN menor que 8,0
UI/mL
INDETERMINADO: resultado com valor de (TB1 -CN) ou (TB2-CN) menor que 0,35 UI/mL e CN
igual ou maior que 8,0 UI/mL
NOTAS:
(1) Resultado de teste REAGENTE é compativel com infeccdo causada por e spécies do complexo M.
tuberculosis, mas ndo permite diferenciar infeccdo latente de doenca tuberculose ativa.
(2) O teste NAO apresenta reagdo cruzada em individuos vacinados com BCG.
(3) O teste pode apresentar resultado REAGENTE em caso de infecgdo por M. kansasii, M. szulgai
ou M. marinum.

3

-

Fonte: elaborada pelo préprio autor.

Discussao

O manejo da infeccao por TB por meio de seu diagndéstico e tratamento tem sido a principal
estratégia para a eliminacao da TB.2 A implantacao de um teste mais sensivel para deteccao da
infeccao latente representa uma ferramenta mais acurada para atingir esse objetivo.

Apesar do teste IGRA possuir a vantagem de oferecer um resultado rapido sem a
necessidade de o paciente retornar, erros associados a coleta, ao acondicionamento e ao
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transporte de amostra ou a execugao e a interpretacao dos resultados podem diminuir a
acuracia do teste.2

Um ponto importante a ser considerado é a necessidade de utilizar uma amostra de
sangue recém-coletada, o que torna o transporte por grandes distancias um grande gargalo,
devido ao tempo e a temperatura de transporte. Trés laboratérios apontaram a distancia como
um problema para manter a qualidade da amostra. Em uma avaliagao realizada em quatro
laboratorios no Brasil, 0s autores mostraram desafios operacionais e logisticos na realizacao do
teste IGRA.20 tempo e atemperatura de transporte da amostra foram apontados como variaveis
qgue podem influenciar diretamente a qualidade do resultado, desafios estes encontrados na
presente avaliagao.

Diantedosresultadosdeimunofenotipagemdecélulas TCD4+realizadosconcomitantemente
ao teste IGRA, percebe-se a relevancia da avaliagao pareada, visto que pacientes com histoérico
de ultimo valor de CD4 acima de 350 células/mm?® na realidade estavam abaixo desse valor.
Assim, seria importante que o Ministério da Saude, em conjunto com os programas de TB e HIV,
reavaliasse os critérios vigentes, 22 permitindo a realizacao concomitante do IGRA e a quantificagao
de CD4 para pacientes HIV-1(+) que tém indicagdo de investigagéo de ILTB.

Metade dos laboratdérios reportou baixa adesdo dos médicos na solicitagao do exame.
A hipotese apontada foi a falta de conhecimento anterior a avaliacao sobre a importancia do
teste IGRA e também de quais populagdes seriam atendidas. Sendo assim, sera fundamental
que programas de educacao e divulgacao sejam elaborados para difundir essa nova ferramenta
disponivel no Sistema Unico de Saude (SUS).

Conclusao

Considerando a experiéncia obtida no presente estudo, os principais pontos a serem
considerados para implantacao bem-sucedida da rede laboratorial sdo: alinhamento de uma
logistica adequada em relagéo ao tempo entre a coleta, transporte e chegada do sangue até o
laboratorio executor, principalmente quando se tratar de unidades de saude distantes; aquisigao
dos tubos de heparina sédica para coleta de sangue; e treinamento de equipe profissional para
solicitagao, coleta e execugao do teste.

Esta avaliacdo mostrou a importancia da capacitagcao de uma rede de laboratdrios
com infraestrutura disponivel. A elevada positividade sugere que a utilizacao desse teste
possibilitara a maior deteccao de ILTB. Desafios em relacao a logistica de envio das amostras
entre as unidades e laboratorios executores foram encontrados e ja estao sendo solucionados.
Outro desafio é a aquisicao dos tubos de coleta contendo heparina litica ou sédica. Estes e
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outros desafios estdao sendo discutidos em ambito estadual para completa implantagao da
REDE IGRA-SP.
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