
 

 

 

 
 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS 
INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM IMUNOLOGIA 
BÁSICA E APLICADA 

 
 

 
 
 

 
Avaliação da concentração de Interferon-gama em 

pacientes com Tuberculose pulmonar e contatos diretos, 
por Quantiferon TB Gold (In tube method) 

 
 
 
 
 

 
 

EDUARDO BENTES SANTANA FILHO 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

MANAUS – AM 
2012 



2 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS 
INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM 

IMUNOLOGIA BÁSICA E APLICADA 

 

 

 
 
 
 
 
 

Avaliação da concentração de Interferon-gama em 
pacientes com Tuberculose pulmonar e contatos 
diretos, por Quantiferon TB Gold (In tube method) 

 
 
 

EDUARDO BENTES SANTANA FILHO 
 

 
 

Dissertação apresentada ao 
 Programa de Pós-Graduação em 

  Imunologia Básica e Aplicada da 
Universidade Federal do Amazonas  

Como parte dos créditos para  
obtenção do título de Mestre  

 
 
 
 

 

Orientadora: Profa. Dra. Aya Sadahiro 

Co–orientadora: Profa. Dra. Júlia Ignez do Nascimento Salem José 

 

 
 
 
 

MANAUS – AM 

2012  



3 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS 
INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM 

IMUNOLOGIA BÁSICA E APLICADA 

 

 

 

Candidato: Eduardo Bentes Santana Filho 

 

Título da dissertação: Avaliação da concentração de Interferon-gama em pacientes 
com Tuberculose pulmonar e contatos diretos, por Quantiferon TB Gold (In tube 
method) 

Orientador(a): Professora Doutora Aya Sadahiro 

 
Co-orientador(a): Profa. Dra. Júlia Ignez do Nascimento Salem José 
 
A comissão julgadora dos trabalhos de defesa da dissertação de mestrado, em 
sessão pública realizada a ......./......../2012, considerou o candidato: 

 

 

(      ) Aprovado (      ) Não aprovado 

 

 

 

Professora doutora Aya Sadahiro (UFAM) 

(Presidente) 

 

 

Professor doutor Sandro Rogério de Almeida (USP) 

(Membro titular) 

 

 

 

 

Professor doutor Felipe Gomes Naveca (FIOCRUZ-AM) 

(Membro titular) 

 

  



4 

 

 

DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico esse trabalho aos meus pais, Eduardo Bentes e Zenaide 

Silva que não pouparam esforços para eu concluir minha 

graduação e pós-graduação e que me acompanham até hoje. 

 

 

A minha namorada Daniella Venâncio pelo apoio e compreensão, 

a minha irmã Thaise por todo empenho e dedicação que me  

permitiram chegar até aqui. 



5 

 

AGRADECIMENTOS 

À Deus, por ter colocado na minha vida tantas pessoas especiais durante essa 

caminhada. 

À minha orientadora, Dra Aya Sadahiro, pela oportunidade de realizar esse trabalho 

e pela inestimável ajuda e compreensão durante o período que sofri um acidente e 

precisei passar por cirurgia. 

Aos pacientes e os seus contatos pela importante participação neste projeto. 

À Dra Júlia Salem, Mauricio M. Ogusku, Luciana B. M. Fujimoto, João Vicente B. de 

Souza pelas preciosas sugestões e ajuda na elaboração do artigo científico. 

Aos Funcionários e colaboradores do laboratório de micobacteriologia do INPA, 

Francisco, Rai, Rosalvo, Thaís, Mônika, Ana Paula, Alita, Márcia, Andrezza, pela 

amizade e colaboração em diferentes etapas do projeto. 

À Dra Irineide A. Antunes da Policlínica em Pneumologia Sanitária Cardoso Fontes 

por abrir espaço à pesquisa e pela contribuição para minha vida profissional. 

Aos Funcionários da Policlínica em Pneumologia Sanitária Cardoso Fontes pela 

ajuda no recrutamento dos pacientes, em especial a Dulcilene Castro, Elenilda 

Rodrigues, Joyce Matsuda, Irene Maia, Maria de Lourdes, Kleiton Rebouças, Milena 

Cordeiro pela ajuda valiosa no meu projeto. 

Aos professores do Programa de Pós-graduação em Imunologia Básica (PPGIBA) 

da UFAM pela formação intelectual e pessoal oferecidas aos alunos. 

A Meg e Ricardo da secretaria do PPGIBA, por sempre estarem dispostos a ajudar. 

Aos meus amigos da Pós-graduação pelo apoio, incentivo e compreensão durante 

esses árduos dois anos de mestrado, em especial a Isabella da Motta Passos. 

Aos Delbanor, Carla, Debora e Luis pelo carinho e pelos momentos agradáveis que 

vocês puderam proporcionar neste período tão difícil do meu mestrado. 

Ao Ministério da Saúde (MS), Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e 

Tecnológico (CNPq) e a Fundação de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas-

FAPEAM-PPSUS, pelo apoio financeiro ao projeto. 

Ao Laboratório de Micobacteriologia do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia 

(INPA) e a Universidade Federal do Amazonas (UFAM), por permitir a execução 



6 

 

deste trabalho. 

A todos que, de alguma forma, foram importantes para a realização deste trabalho. 

  



7 

 

RESUMO 

A Tuberculose (TB) é uma doença infecciosa causada por espécies do 

complexo Mycobacterium tuberculosis, que ao infectar os indivíduos expostos, 

iniciam uma resposta imunológica com produção de várias citocinas, dentre elas o 

Interferon-gama (IFN-gama), que é crucial para ativação da resposta imune celular 

contra o bacilo da TB. Esta citocina tem sido amplamente estudada como um 

possível biomarcador para auxiliar no diagnóstico da TB. Neste trabalho foram 

analisados as concentrações de IFN-gama em resposta a estímulos in vitro com 

ESAT-6, CFP10 e TB7.7, utilizando o QuantiFERON®-TB Gold (In-tube method) 

(QTF-IT), em 155 participantes, sendo: 47 pacientes com TB pulmonar confirmada 

(grupo paciente), 49 contatos de pacientes com TB pulmonar (grupo contato), e 59 

indivíduos sem história e/ou contato com TB (grupo controle). As concentrações de 

IFN-gama foram diferentes entre os grupos avaliados (p=0,0001), sendo mais 

elevado nos pacientes com TB (Mediana = 1.43 UI/mL). Dos contatos diretos, 20/49 

(40,8%) foram positivos para o QTF-IT (Mediana=0,26 UI/mL), e destes 14/20 

(70,0%) apresentaram níveis elevados de IFN-gama, superior à 1,05 UI/mL. O 

desempenho do teste relacionando os pacientes de TB como os doentes e os 

controles como sadios, resultou em 80,9% de sensibilidade (IC 95% = 69,6% a 

92,1%) e 93,2% de especificidade (IC 95% = 86,8% a 99,6%), mas quando os 

resultados dos contatos diretos foram adicionados aos controles, a especificidade 

reduziu para 77,8% (IC 95% = 69,9% a 85,6%). Concluiu-se que há um perfil 

diferenciado na produção de IFN-gama, com níveis mais elevados nos pacientes de 

TB ativa, e que os contatos positivos para o QTF-IT, principalmente, aqueles com 

altas concentrações de IFN-gama, devem ser monitorados, considerando que o 

perfil ou concentração elevado desta citocina, pode ser um fator de risco para o 

desenvolvimento da TB doença. Além disso, o QTF-IT, executado corretamente, 

pode ser útil em áreas endêmicas para auxiliar no diagnóstico da TB latente 

(infecção) e ativa, quando avaliados com outros exames de rotina. 

 

Palavras-chave: Ensaio de liberação de interferon-gama; Tuberculose; Interferon-
gama; Quantiferon 
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ABSTRACT  
 

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by Mycobacterium 

tuberculosis complex species, which infect the exposed individuals, initiate an 

immune response with production of several cytokines, among them interferon-

gamma (IFN-gamma), which is crucial for activation of cellular immune response 

against TB bacillus. This cytokine has been extensively studied as a possible 

biomarker for diagnosis of TB. In this work, we analyzed the levels of IFN-gamma in 

response to in vitro stimulation with ESAT-6, CFP10 and TB7.7, by QuantiFERON ®-

TB Gold (In-tube method) (QTF-IT) in 155 participants: 47 patients confirmed 

pulmonary TB (patient group), 49 direct contacts (group contact), and 59 individuals 

without history or contact with TB (control group). The levels of IFN-gamma were 

different among the groups (p=0.0001); the highest level was observed in the 

patients group (median=1.43 IU/mL). In contacts group, 20/49 (40.8%) subjects were 

positive for the QTF-IT (median = 0.26 IU / mL), and among these positive contacts 

14/20 (70.0%) exhibited high levels of IFN-gamma, (≥ 1.05 IU/mL). The performance 

testing of TB patients versus controls, resulted in 80.9% sensitivity (95% CI = 69.6% 

to 92.1%) and 93.2% specificity (95% CI = 86.8 % to 99.6%), but when the results of 

contacts and control group were combined, the specificity decreased to 77.8% (95% 

CI = 69.9% to 85.6%). Thus, according to our data, there is a distinctive profile of 

IFN-gamma, with higher levels in the patients group. The QTF-IT positive in contacts, 

especially those with high levels of IFN-gamma, should be monitored, especially 

those with high levels of IFN-gamma. This result may be a risk factor for developing 

TB disease. In addition, the QTF-IT, properly executed, can be useful in endemic 

areas for the diagnosis of latent and active TB (infection) when evaluated with other 

routine tests. 

 

Keywords:  Interferon Gamma Release Assays, Tuberculosis; Interferon-gamma; 
Quantiferon 
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1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

1.1. Tuberculose 

1.1.1. Aspectos Gerais da Tuberculose  
 

A Tuberculose (TB) é uma doença infecciosa causada por micobactérias do 

complexo Mycobacterium tuberculosis que pode acometer diversos órgãos e 

sistemas, sendo a forma pulmonar mais frequente e de maior relevância a saúde 

pública, pois é a forma clínica responsável pela manutenção da cadeia de 

transmissão da doença (BRASIL, 2011b). 

A transmissão da TB ocorre por contato direto, quando um portador de TB 

pulmonar ou laríngea, ao tossir, espirrar ou falar , lança no ar gotículas de tamanhos 

variados, contendo no seu interior o bacilo. As gotículas mais pesadas depositam-se 

rapidamente no solo, enquanto as mais leves podem permanecer em suspensão por 

diversas horas. Somente os núcleos secos das gotículas, denominados de Núcleos 

de Wells, com diâmetro de até 5 me com 1 a 2 bacilos em suspensão, podem 

atingir os bronquíolos e alvéolos, iniciando a infecção (BRASIL, 2008). 

A TB pulmonar pode ser apresentada em duas formas, a primária e a pós-

primária. A TB primária ocorre a partir da primo infecção, podendo evoluir tanto a 

partir do foco pulmonar quanto do foco ganglionar ou, então, em conseqüência da 

disseminação hematogênica; a TB pós-primária ocorre nos indivíduos que já tem 

sua imunidade desenvolvida tanto pela infecção natural quanto pela BCG, sendo 

que destes, 5% adoecerão tardiamente em consequência do recrudescimento  de 

algum foco já existente em seu organismo ou por receber nova carga bacilar do 

exterior (BRASIL, 2005). 

Além da TB doença, há grande preocupação do Programa de Controle 
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Nacional da TB (PCNT) em identificar as pessoas infectadas pelo bacilo e sem 

sintomas da doença (TB latente), principalmente, aquelas que apresentam risco de 

desenvolverem a TB para que possam realizar tratamento profilático (BRASIL, 

2011b).  

 Além do exame clínico, o diagnóstico da TB pulmonar é baseado em métodos 

bacteriológicos (baciloscopia e cultura), exames radiológicos e testes auxiliares 

como a prova tuberculínica (CONDE et al., 2009).  

1.1.2 Agente Etiológico 

As micobactérias que acometem o homem e causam a TB pertencem ao 

Complexo Mycobacterium tuberculosis constituído por: M. tuberculosis, M. bovis, M. 

bovis-BCG, M. africanum, M. microti, M. caprae e M. pinnipedii (BRASIL, 2008). 

As bactérias do gênero Mycobacterium são aeróbicas, delgadas, em forma de 

bastão, não esporuladas, que medem em torno de 0,5µm por 3µm. São classificados 

como Bacilos Álcool-Ácido Resistentes (BAAR), devido ao alto teor de ácido 

micólico, ácidos graxos de longa cadeia entrecruzada e outros lipídeos que 

compõem a parede celular deste microrganismo (KASPER et al., 2006), como a 

glicose-6-O-monomicolato, sulfaglicolipídeosdiacilados, glicolipídeos baseados em 

manosil-fosfatidilinositol (LAYRE et al., 2009). 

O principal membro do complexo que causa TB em humanos e tem tropismo 

exclusivo para esse hospedeiro é M. tuberculosis, mas outros 2 participantes do 

complexo têm importante impacto na causa da TB em humanos, como o M. Bovis 

(KANTOR et al., 2010), embora esteja associado mais a TB em bovinos, e o M. 

Africanum que está associado a metade dos casos de TB na África (KALLENIUS  et 

al., 1999; JONG et al., 2009; JONG et al., 2010). 
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1.1.3. Epidemiologia 

A TB é uma doença contagiosa, que continua sendo um importante problema 

de saúde pública mundial, e o controle da doença ainda é um grande desafio. 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), em 2010 foram diagnosticados 

6,2 milhões de pessoas com TB, destes 5,4 milhões foram de casos novos, sendo 

2,6 milhões com baciloscopia positiva, 2,0 milhões com baciloscopia negativa e 0,8 

milhões com TB extrapulmonar, resultando em 1,1 milhões de mortes.  

Dos 22 países priorizados pela OMS e que concentram 80% da carga mundial 

de TB, o Brasil ocupa a 18ª. posição em relação ao número de casos e a 104a 

posição em relação ao coeficiente de incidência. Em 2009, foram notificados no 

Brasil 72 mil casos novos, correspondendo a um coeficiente de incidência de 

38/100.000 habitantes (WHO, 2011a). 

No Brasil em 2009 ocorreram aproximadamente 4,8 mil mortes (BRASIL, 

2009) e segundo dados do SINAN (Sistema de Informação de Agravo de 

Notificação) foram notificados 75 mil casos confirmados de TB no ano de 

2011(BRASIL, 2011a). 

No Amazonas entre os anos de 1993 e 2007 as taxas de TB foram superiores 

as da região norte e do Brasil, em 2011 foram notificados 2.549 casos confirmados 

de TB (BRASIL, 2011a). O Amazonas detém o segundo maior índice de casos de 

TB do país, registrando aproximadamente 67,7 casos por 100 mil habitantes 

(BRASIL , 2011a). 

A capital do Amazonas, Manaus, concentra cerca de 68% dos casos de TB de 

todo o estado (MARREIRO et al., 2009) e em 2011 foram notificados 1.801 casos 

confirmados de TB (BRASIL, 2011a). Esses indicadores são preocupantes e 

estimulam investigar melhor os mecanismos imunológicos envolvidos na TB. 
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1.1.4. Imunopatogenia 

A TB é uma doença que acomete vários órgãos, principalmente, os pulmões 

que servem como porta de entrada da doença (BOMBARDA et al., 2001), pacientes 

com TB pulmonar ao falar ou tossir expelem gotículas que contém bacilos que ao 

serem inalados alcançam o tecido pulmonar e são imediatamente fagocitados por 

macrófagos alveolares (KAUFMANN, 2002), dos indivíduos que entraram em contato 

com o bacilo, aproximadamente 10% evoluem para doença e 90% desenvolvem 

resposta imune contendo a infecção, mas alguns bacilos escapam dos mecanismos 

microbicidas das células imune e ficam em estado de dormência ou latência, 

constituindo a TB latente, estes bacilos podem futuramente, após algum 

desequilíbrio imunológico, causar a TB ativa (AHMAD, 2011). 

O bacilo da TB, Mycobacterium tuberculosis, contém lipídeos na parede 

celular responsáveis pelas suas características de álcool ácido resistência, e são 

estes lipídeos que interagem com os receptores dos fagócitos, sendo também os 

responsáveis por alguns mecanismos de escape, evitando assim a ação do sistema 

imune do hospedeiro (GUENIN-MACÉ et al., 2009). 

A infecção começa de fato com a internalização do bacilo pelas células 

apresentadoras de antígenos no pulmão, incluindo macrófagos alveolares e células 

dendritícas, que reconhecem padrões moleculares associados ao patógeno (PAMP) 

por meio dos receptores de reconhecimento de padrão (PRRs), tais como os 

receptores de complemento CR1, CR3, CR4, receptor de manose, receptores CD14 

e receptores do tipo toll (TLR2, TLR4 e TLR9), iniciando assim a resposta imune 

natural ao patógeno (ERNST, 1998; MICHAEL et al., 2004 ; BAFICA et al., 2005; 

AHMAD, 2011; KAWAI et al., 2011).  

As células apresentadoras de antígenos, após o reconhecimento do bacilo, 
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agem na eliminação das bactérias intracelularmente por meio da maturação do 

fagossoma com o lisossoma ou pela ubiquitinação do bacilo (FERRARI et al., 1999; 

COOPER et al., 2009; PIETERS et al., 2008 ; ALONSO et al., 2007) e na produção 

citocinas e quimiocinas inflamatórias, atraindo as células da imunidade, como os 

monócitos, neutrófilos e linfócitos que migram para o local da infecção atraídos pelas 

quimiocinas produzidas pelas células infectadas, o acúmulo celular no local da 

infecção forma o granuloma (BODNAR et al., 2001;GONZALES-JUARRERO et al, 

2001). 

 A formação do granuloma limita a disseminação bacteriana e cria um 

microambiente para as interações entre os macrófagos, outras células do sistema 

imune e as citocinas produzidas por estas células (WOLF et al., 2008). Neste 

momento o fagócito pode liberar a citocina IL-12, que age na diferenciação de 

células Th0, para o perfil de resposta Th1, que produz Interferon-gama (IFN-gama), 

bem como, outras citocinas que ativam os macrófagos potencializando sua ação 

fagocítica, e consequentemente, colaborando no processo de destruição do bacilo 

(BAFICA et al., 2005).  

Além dos linfócitos Th1, que pertencem ao sistema adaptativo, tem sido 

descrito a participação das células Th17 na resposta imune para M. tuberculosis, 

tanto na infecção humana como em modelos experimentais, há também a produção 

de IL-17 por essas células que atuam na proteção contra o bacilo da TB (ZENARO 

et al., 2009; WOZNIAK et al., 2010). 

Outras células como os linfócitos T gama/delta e células NKT, que possuem 

características funcionais de células do sistema imune inato, juntamente com as 

células NK, são também denominadas de linfócitos inatos, que respondem 

rapidamente e colaboram na resistência do hospedeiro as diferentes infecções 
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(BENDELAC et al., 2001). Considerando a função relevante dessas células, Sada-

Ovalle et al. (2008) realizaram estudos com camundonos para avaliar o papel as 

células NKT invariantes (iNKT) na TB, e comprovaram que as células iNKT protegem 

o camundongo nas infecção por M. tuberculosis in vivo, provavelmente por 

reconhecerem antígenos lipídicos do bacilo e por produzirem a IFN-gama. 

Recentemente foi descrito que os mastócitos utilizam os microdomínios ricos 

em colesterol, para ligação e internalização de M. tuberculosis, estimulando esses 

mastócitos a produzirem citocinas inflamatórias (MUÑOZ et al., 2009), este evento 

não ocorre apenas nestas células, mas também nos fagócitos como os macrófagos 

alveolares (KAUL et al., 2004)e neutrófilos (PEYRON et al., 2000). 

Apesar dos mecanismos protetores do hospedeiro, as micobactérias são 

capazes de permanecer viáveis no interior de células fagocitárias (GONZALEZ-

JUARRERO et al., 2001) e também sobrevivem em células não fagocitárias, 

incluindo os pneumócitos tipo II (GARCIA-PEREZ et al., 2003), células epiteliais e 

fibroblastos (GONZALEZ-JUARRERO et al., 2001; HERNANDEZ-PANDO et al., 

2000; GARCIA-PEREZ et al., 2003; RIVAS- SANTIAGO et al., 2005). 

Na TB assim como em outras doenças infecciosas o envolvimento celular é 

intenso e suas atividades são moduladas por várias citocinas, algumas com funções 

fundamentais na resposta imune celular frente ao bacilo da TB. 

1.2. Citocinas 

1.2.1. Características gerais 

Citocinas são proteínas, de baixo peso molecular, produzidas e secretadas 

por diferentes tipos celulares do sistema imune inato e adaptativo. As citocinas 

podem ser produzidas em estado fisiológico, infecciosos e não infecciosos 
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(OPPENHEIM, 2001; VILCEK et al.; 2004; BILATE, 2007; ABBAS et al., 2008). 

Existem mais de 100 tipos diferentes de citocinas descritas que são 

classificadas de acordo com o seu papel principal. Estas proteínas estão envolvidas 

em todos os aspectos da resposta imune e tem função chave na regulação da 

resposta imune. As citocinas produzidas, dependendo do estímulo antigênico podem 

determinar o tipo de resposta imune que será desenvolvido (LARRUBIA et al., 2009) 

As citocinas atuam na comunicação entre as células, promovendo a indução 

ou regulação da resposta imune, sendo que as principais características são as 

seguintes: 1. A secreção de citocinas é um evento breve e autolimitado, ou seja, 

uma vez sintetizadas são rapidamente secretadas, e sua ativação transcricional é 

transitória e os RNAs mensageiros que codificam a maioria das citocinas são 

instáveis; 2. Uma mesma citocina pode ser produzida por diferentes células (e agir 

em diferentes tipos celulares, promovendo efeitos biológicos diversos; 3. As ações 

das citocinas podem ser locais ou sistêmicas, na qual a maioria exerce efeito 

parácrino (ação sobre células vizinhas) ou autócrino (ação sobre a própria célula) e 

em menor freqüência, pode atuar de forma endócrina (distante do local de produção) 

(ABBAS et al., 2008; BILATE, 2007; JANEWAY et al., 2007). 

Essas substâncias se ligam a receptores específicos, ativando mensageiros 

intracelulares que regulam a transcrição gênica. Dessa forma, as citocinas 

influenciam a atividade, a diferenciação, a proliferação e a sobrevida da célula 

imunológica, assim como regulam a produção e a atividade de outras citocinas, que 

podem aumentar (pró-inflamatórias) ou atenuar (anti-inflamatórias) a resposta 

inflamatória.  Dentre as citocinas consideradas pró-inflamatórias, temos as 

interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7 e TNF (fator de necrose tumoral) e das anti-inflamatórias 

as IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-β (fator transformador de crescimento β) (OLIVEIRA et 
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al., 2011). 

1.2.2. Regulação da resposta imunológica 

Citocinas são importantes mediadores que tem papel significativo na 

imunoregulação das respostas celulares (ANTAS et al., 2004). Em todos os estágios 

da resposta imunológica, as citocinas participam dos processos regulatórios e 

efetores (TEIXEIRA et al., 2007).  

Diversos tipos celulares podem secretar citocinas que exercem múltiplas 

funções, entre as quais se destacam: a regulação da hematopoiese, controle da 

proliferação e diferenciação celular (BILATE , 2007).  

As células da imunidade inata, quando ativadas por antígenos, produzem 

citocinas que influenciam na diferenciação das células TCD4+ naives da imunidade 

adaptativa, direcionando de Th0 para Th1, Th2 ou ainda para Th17(MORÁN et al., 

2006; BETTELLI et al., 2007;TRIFARI et al., 2009; MIOSSEC et al., 2009). 

A base molecular para diferenciação em Th1, pode ter o auxílio de citocinas 

como o IFN-gama, produzido por células NK, NKT e linfócitos gama/delta (SADA-

OVALLE et al., 2008), e principalmente por IL-12 produzida por célula dendrítica 

(célula apresentadora de antígeno), que ao interagir com linfócito TCD4+ naive 

permite a sua diferenciação em célula Th1 que passam a produzir IFN-gama e IL-2, 

determinando uma resposta imune celular (MORÁN et al., 2006; BETTELLI et al., 

2007; TRIFARI et al., 2009; MIOSSEC et al., 2009). Outras citocinas, produzidas por 

macrófagos e células dendríticas, foram descritas tendo atividade semelhante a IL–

12, tais como: a IL-18, IL-23, e IL-27, que induzem a produção de IFN-gama, 

podendo a IL-18 e a IL-27 atuarem em sinergismo com a IL-12 (OTTENHOFF et al., 

2006). 

Para diferenciação em Th2, é necessário principalmente que a citocina IL-4, 
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esteja sendo liberada por células do sistema inato, tais como basófilos e mastócitos 

para que o linfócito TCD4+ naives possa se diferenciar em Th2, e também passe a 

produzir IL-4 e outras citocinas como IL-5 e IL-13, que estão relacionadas as 

reações alérgicas e as doenças causadas por helmintos (BETTELLI et al., 2007; 

TRIFARI et al., 2009; MIOSSEC et al., 2009; SOKOL et al., 2009; SOKOL et al., 

2010).  

Em relação a diferenciação em Th17, estímulos de células da imunidade inata 

produzindo IL-1, IL-6 e TGF-beta induzem a diferenciação dos linfócitos TCD4+ 

naives para linfócitos Th17 que passam a produzir IL-21 e IL-17. Além disso, a 

citocina IL-23 fornecida por monócitos e células dendríticas ajudam também na 

expansão e manutenção da célula Th17, sendo estas células associadas a 

respostas inflamatórias (BETTELLI et al., 2007; TRIFARI et al., 2009; MIOSSEC et 

al., 2009). 

Outras sub-populações de linfócitos T foram descritas de acordo com a sua 

atividade e padrão de produção de citocinas, como os linfócitos T regulatórios, 

caracterizados pela produção de TGF-β, associados a um perfil regulador da 

resposta imune, linfócitos T CD4+ CD25+ produtores de TGF-β e IL-10, também 

chamados de células T reguladoras (BILATE , 2007). 

Nas doenças infecciosas, como a TB, certamente há participação de diversas 

citocinas, porém a resposta Th1 com liberação de IFN-gama na infecção por M. 

tuberculosis é fundamental para o mecanismo de proteção. Por este motivo o papel 

do IFN-gama será discutido, tanto para o melhor conhecimento da imunopatogenia 

da doença, bem como um instrumento para o auxílio diagnóstico da TB ativa ou TB 

latente. 
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1.2.3. Função do Interferon-gama na resposta imunológica 

Os interferons (IFN) foram originalmente descritos como agentes que 

interferem com a replicação viral e classificados pelos tipos de células que os 

secretavam, mas agora são classificados de acordo com o receptor específico e a 

seqüência de homologia, em tipo I, constituído pelos IFN-alfa e IFN-beta , e tipo II 

por IFN-gama, ambos os tipos são estruturalmente relacionados, mas atuam em 

receptores diferentes (SCHRODER et al., 2004). 

O IFN-gama é uma citocina chave na resposta imune para M. tuberculosis, no 

entanto, defeitos na produção de IFN-gama tornam humanos e camundongos mais 

suscetíveis à infecção pelo bacilo da TB (FLYNN et al., 2004; COOPER et al.,2009). 

O IFN-gama age sobre as células promovendo efeitos no Complexo Principal 

de Histocompatibilidade (MHC) classe I e classe II, aumentando o nível de 

expressão dessas moléculas, e consequentemente aumentando a apresentação de 

antígenos na superfície celular por meio dessas moléculas, para que esses 

antígenos sejam facilmente reconhecidos pelos linfócitos T citotóxico (CD8) e T 

helper (CD4), induzindo uma resposta imune celular eficiente (SCHRODER et al., 

2004).  

Além dos efeitos do IFN-gama sobre o nível de expressão do MHC, também 

atua potencializando a ação fagocítica do macrófago, com aumento na produção do 

Fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), de espécies de oxigênio tóxico e do óxido 

nítrico (pela indução da óxido nítrico sintetase), e consequentemente, aumentando o 

poder microbicida. Além dessas funções, induzem mecanismos antitumorais, atração 

de leucócitos, aumento da atividade de células NK e regulação de linfócitos B na 

produção de imunoglobulinas (SCHRODER et al., 2004). O IFN-gama sem dúvida 

exerce um papel fundamental na resposta imune celular para diversas doenças 
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infecciosas, e uma delas é a Tuberculose.  

1.2.4. Interferon-gama e Tuberculose (TB) 

O IFN-gama participa intensamente na proteção contra M. tuberculosis, é um 

importante elemento na defesa contra micobactérias em geral (COOPER et 

al.,1993). Essa molécula colabora no tratamento da TB, acelerando em certos casos 

as respostas clínicas favoráveis, sendo usado no tratamento da TB multirresistente 

(CONDOS et al.,1997). Ela também impede a dispersão dos bacilos fagocitados 

pelos leucócitos polimorfonucleares e participa na formação e manutenção do 

granuloma; (MURRAY, 1999), como também ativam macrófagos outras células, 

induzindo a produção de óxido nitrito sintetase e tornando-os bactericidas (FENG et 

al., 1999). 

Os fenótipos resultantes de mutações nos genes do IFN–gama são similares 

em ratos e seres humanos, e a falta de sinalização pelo IFN-gama resulta em 

infecções por micobactérias, indicando que macrófagos ativados, por esta citocina, 

têm um papel insubstituível no controle do crescimento bacteriano (FENG et al., 

1999; HASHEMI et al., 2011). 

A via de sinalização da produção de IFN-gama é a via das proteínas 

JAK/STAT que é compartilhada por várias citocinas. Estas proteínas são fosforiladas 

e deslocam-se até o núcleo, acoplando-se ao DNA e promovendo a transcrição de 

proteínas específicas. Trabalhos em humanos e camundongos mostram que 

defeitos genéticos nesta via tornam-os mais suscetíveis a infecção por M. 

tuberculosis (COOPER et al., 2009). 

Estudos recentes têm demonstrado que a TB em modelos experimentais está 

associada ao IFN tipo I e II, sendo que estas citocinas podem estar relacionadas à 

inibição da produção de IL-1 por macrófagos e células dendríticas inflamatórias. O 
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IFN-gama inibe a via de sinalização de IL-1 somente nos macrófagos, o que é um 

fato intrigante, pois a mesma citocina parece desempenhar uma função inflamatória 

e anti-inflamatória (MAYER-BARBER et al., 2012).  

Em estudos realizados com modelos de camundongos para TB, na resposta 

inflamatória, demonstraram que a ação do IFN-gama sobre neutrófilos infectados por 

M. tuberculosis é praticamente nula, contribuindo para que o bacilo possa se 

multiplicar no interior dos neutrófilos. No entanto, a atuação do IFN-gama sobre 

macrófagos infectados, torna-os ativos, com eliminação do bacilo (ERUSLANOV et 

al., 2005). 

Nesta relação patógeno-hospedeiro, está bem definido que a citocina IFN-

gama exerce um papel crucial durante a resposta imune contra M. tuberculosis, por 

este motivo, ensaios envolvendo a determinação de IFN-gama, in vitro, após 

estímulo das células T com antígenos de M. tuberculosis, têm sido investigados em 

pacientes com TB ativa, TB latente e em comunicantes diretos (CATTAMANCHI et 

al., 2011; LEE et al., 2011; LUI., 2011; KOMIYA et al., 2011; VIDHATE et al., 2011; 

KELLAR et al., 2012; CHO et al., 2011; TAKI-EDDIN et al., 2012;VESENBECKH et 

al., 2012). 
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1.3 Diagnóstico para Tuberculose (TB) 

O diagnóstico da TB depende dos dados detalhados do paciente quanto aos 

aspectos clínicos e epidemiológicos, dos exames bacteriológicos (baciloscopia direta 

e cultura para micobactérias), dos exames de imagem (radiografia de tórax, 

tomografia computadorizada ou ressonância magnética), da prova tuberculínica e do 

exame histopatológico (BRASIL, 2011b). No entanto, para TB latente não existe um 

exame confiável que permita o diagnóstico para este estado de infecção por M. 

tuberculosis.  

A baciloscopia de escarro é o método preconizado pela Organização Mundial 

da Saúde (OMS), para o diagnóstico da TB pulmonar pela técnica de Ziehl-Nielsen, 

pois trata-se de um exame não invasivo ao paciente, rápido,  econômico e que 

permite detectar de 60% a 80% dos casos de TB (FUJIKI et al., 2006; OPS, 2008; 

WHO, 1998. A cultura é considerada o método padrão ouro para o diagnóstico da 

TB, existindo meios de cultivo sólido a base de ovo (Löwenstein-Jensen e Ogawa-

Kudoh) e ágar (Middlebrook 7H10 e 7H11) e meio líquido enriquecido com albumina, 

dextrose e catalase (Middlebrook 7H9). Este exame quando realizado no escarro 

pode em geral adicionar 20% dos casos não diagnosticados na baciloscopia, no 

entanto o tempo de detecção para positividade pode ser de 14 a 28 dias ou até 8 

semanas (BRASIL, 2008). 

Recentemente tem sido proposto a detecção rápida do bacilo da TB, 

utilizando um equipamento denominado de  XpertMTB/RIF, que se baseia num  

teste  molecular automatizado para detecção M. tuberculosis e da resistência a 

rifampicina, e fornece os dois resultados em apenas duas horas (BOEHME et al, 

2010), este teste foi recomendado pela OMS (WHO, 2011b).  
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Além dos testes citados, os exames de imagem como a radiografia do tórax e 

ressonância magnética também são muito utilizados para o auxílio diagnóstico da 

TB ativa. 

Em relação aos exames imunológicos, a prova tuberculínica, que é um teste 

intradérmico e utiliza derivado protéico de M. tuberculosis (PPD-TR 23), vem sendo 

utilizada há décadas para auxiliar na identificação das pessoas com infecção latente 

pelo bacilo da TB, contudo, reações falso positivas podem ocorrer em indivíduos 

infectados por outras micobactéria não tuberculosas ou vacinados pelo BCG. Além 

disso, a leitura do teste é realizada após 48 a 72 horas após a aplicação do PPD. 

Na tentativa de reduzir as reações cruzadas, frequentemente, observadas nas 

provas tuberculínicas, tem sido proposto testes alternativos denominados de ensaios 

de liberação de IFN-gama (IGRA), que se baseiam na estimulação de células T in 

vitro no interior de tubos contendo antígenos mais específicos de M. tuberculosis, 

tais como: o ESAT-6; CFP 10 e TB7.7  

Vários estudos têm sido realizados, ao longo desses últimos dez anos, 

envolvendo TB e IGRA, utilizando diversos antígenos do bacilo, na tentativa de 

encontrar um teste imunológico mais confiável para o auxílio diagnóstico tanto da TB 

ativa quanto da TB latente.  

1.4 IGRA e Tuberculose (TB) 

Dentre os IGRA, dois testes foram aprovados pela Food and Drug 

Administration (FDA) para uso nos laboratórios de rotina, conhecidos como o o 

QuantiFERON®-TB Gold (in-tube Method) (QTF-IT) (FDA, 2007) e o T-SPOTTM TB 

(T-SPOT) (FDA, 2008). Sendo que o QTF-IT é a terceira geração de teste dentro da 

linha Quantiferon. 
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Estes testes de IGRA se baseiam na resposta imune de células T do sangue 

total estimulados com antígenos de M. tuberculosis, podendo auxiliar no diagnóstico 

da TB latente (TL) e TB doença (CDC, 2010). 

 Os testes de IGRA utilizam antígenos codificados das regiões do genoma de 

M. tuberculosis, chamados de regiões de diferença (RD). As proteínas identificadas 

foram as codificadas pela região de diferença 1 (RD1), tais como: ESAT-6 (early 

secretory antigenic target-6) e CFP-10 (culture filtrate protein 10), e a da região de 

diferença 11 (RD11) como a proteína TB 7.7(Rv2654c), responsáveis pela virulência 

do bacilo da TB (AHMAD , 2011; DIE et al., 2010; JORDAO et al., 2011). 

Os antígenos de RD1 e RD11 são importantes na resposta imune celular e na 

defesa do hospedeiro, havendo vários estudos comprovando sua importância na 

estimulação de células T com a produção da citocina IFN-gama, essencial na 

proteção contra M. tuberculosis (DIE et al., 2009; CELLESTIS 2011; PAI et al., 

2008). 

Os QTF-G e QTF-IT medem os níveis de IFN-gama a partir do sobrenadante 

de um “pool” de células estimuladas do sangue total. O T-SPOT mede a produção 

individual de células T, que produzem IFN-gama a partir de células antigênicas 

estimuladas uma a uma (MARTIRE, 2009). Espera-se que estes testes sejam mais 

sensíveis e específicos que a prova tuberculínica usada rotineiramente, 

considerando que o QTF-IT e T-SPOT utilizam antígenos mais específicos para o 

complexo M. tuberculosis e, também, que o teste tenha menos reações cruzadas 

com as micobactérias não tuberculosas e ambientais (CDC, 2010). 

Desse modo, estudos em indivíduos expostos a M. tuberculosis vêm sendo 

realizados em diversos países, com resultados de sensibilidade e especificidade 

bem variáveis. No último consenso realizado pela OMS concluiu que há poucos 
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estudos sobre os testes de IGRA comerciais sendo executados nos países de baixa 

e média renda com números elevados de casos de TB e/ou HIV (WHO, 2011c).  

Neste contexto, a investigação sobre desempenho dos testes de QTF-G, 

QTF-IT ou T-SPOT em países como o Brasil torna-se necessária.  
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2. JUSTIFICATIVA 

Na Tuberculose (TB) a resposta imune do hospedeiro às vezes é suficiente 

para conter a infecção pelo M. tuberculosis, mas não tão eficiente para prevenir 

infecções subseqüentes e nem consegue fornecer uma imunidade esterilizante, ou 

seja, não há completa eliminação do patógeno. Contudo, a partir dos diversos 

estudos sobre a resposta imunológica em pacientes com TB, foi possível demonstrar 

que a citocina IFN-gama, produzida pelas células T, células Natural killer (NK), 

células NKT e células gama/delta, exerce um papel fundamental durante a infecção 

por M. tuberculosis, limitando o crescimento e ação do bacilo no hospedeiro 

humano. Por este motivo, a investigação de IFN-gama nos pacientes com TB ativa e 

TB latente nos contatos diretos tem sido realizada em diversos países, na tentativa 

de encontrar marcadores imunológicos confiáveis, para auxiliar no diagnóstico da 

TB, e assim adotar medidas mais efetivas para o combate e transmissão da doença. 

Nestes últimos sete anos foram aprovadas pela “Food Drug Administration” 

(FDA), dois tipos de testes baseados na liberação de IFN-gama (IGRA), o QTF-IT 

(FDA, 2007) e o T-SPOT (FDA, 2008), os quais podem ser ferramentas úteis, 

principalmente, para o auxílio diagnóstico da TB ativa paucibacilar e da infecção 

tuberculosa latente (CDC, 2005; CDC, 2007). Um aspecto comum relevante dos 

testes é que os antígenos utilizados, ESAT-6, CFP-10 e TB7.7, estão ausentes nas 

cepas de M. bovis atenuada da vacina BCG, e ausentes também na maioria das 

outras micobactérias não tuberculosas, com exceção à M. kansasii, M. szulgai e M. 

marinum, o que pode aumentar a confiabilidade desses testes (CELLETIS INC., 

2007).  

Os testes de liberação de IFN-gama (IGRA) vieram para substituir a prova 

tuberculínica (PT) usada há décadas como único teste imunológico para diagnosticar 
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a TB infecção, sendo recomendado em diversos trabalhos a substituição pelos 

testes de IGRAs que devem ser usado de acordo com a história epidemiológica de 

cada indivíduo, com seu estado atual e outras avaliações diagnósticas, realizadas 

rotineiramente nos centros médicos (MAZURECK et al., 2005; CDC, 2010). 

 Considerando que no Estado do Amazonas há uma alta incidência de TB 

(67,7 casos de TB por 100 mil habitantes) (BRASIL, 2011b), a busca de medidas 

alternativas para o controle da doença, como a identificação de indivíduos com TB 

paucibacilar e TB latente faz-se necessária para reduzir a rede de transmissão da 

doença no Estado.  

Diante do exposto, propõe-se investigar, numa região endêmica de TB como 

a cidade de Manaus, a produção de IFN-gama por células T de pacientes com TB 

pulmonar (caso índice) e de seus contatos diretos, ou seja, indivíduos que convivem 

na mesma residência dos pacientes.  
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3. OBJETIVO 

3.1. Objetivo Geral 

Avaliar a concentração de interferon-gama (IFN-gama) como indicador de infecção 

tuberculosa em pacientes com Tuberculose (TB) pulmonar e seus contatos diretos, 

pelo teste de QuantiFERON® - TB Gold (in- tube Method) (QTF-IT). 

3.2. Objetivos específicos 

1. Verificar se existe diferença na concentração de IFN-gama entre os portadores de 

TB pulmonar, em seus contatos diretos e em indivíduos do grupo controle; 

 

2. Avaliar o desempenho do teste QTF-IT nos pacientes com TB pulmonar, contatos 

diretos e grupo controle. 

 

3. Verificar a correlação entre os resultados da prova tuberculínica e do IFN-gama 

para QTF-IT em contatos diretos. 
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4. METODOLOGIA 

4.1. Modelo de Estudo 

Estudo descritivo, prospectivo, transversal do tipo detecção de caso para 

verificar a produção de IFN-gama, em indivíduos infectados pelo complexo 

Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), como possível indicador para TB ativa 

e TB latente, utilizando o teste de QTF-IT. 

4.2. Universo de Estudo 

4.2.1. Participantes: 

a) Grupo 1: Pacientes  

 

Os pacientes incluídos no estudo tiveram o diagnóstico confirmado para TB 

pulmonar com isolamento de Mycobacterium tuberculosis, foram de ambos os 

gêneros, com idade entre 15 e 65 anos e residentes na cidade de Manaus.  

Foram excluídos do estudo: Gestantes, transplantados, portadores de 

diabetes, portadores de neoplasias, portadores de doenças autoimunes, indivíduos 

fazendo uso de qualquer tipo de imunossupressor ou imunomodulador, portadores 

de imunodeficiência congênita, HIV positivos (vírus da imunodeficiência humana) e 

Indígenas. 

Foi estimado inicialmente o número de 118 pacientes com TB pulmonar, 

baseados no número de casos notificados de baciloscopia positiva em 2009 na 

cidade de Manaus (PCT-AM, 2010).  
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Apesar da estimativa, o número total de pacientes incluídos no estudo foi de 

63, mas 16 foram excluídos por não atenderem os critérios de elegibilidade, 

contabilizando de fato o número de 47 pacientes diagnosticados para TB pulmonar. 

 

b) Grupo 2: Contatos diretos dos pacientes portadores de 
Tuberculose pulmonar. 

 

Os contatos diretos são as pessoas que convivem no mesmo ambiente com o 

caso índice no momento do diagnóstico da TB. Esse convívio pode se dar em casa 

e/ou em ambientes de trabalho, instituições de longa permanência, escola ou pré 

escola (BRASIL, 2011b). Para este estudo, foram selecionados os contatos que 

conviviam com o paciente na mesma residência, de ambos os sexos, com idade 

entre 15 e 65 anos.   

Para estimar a seleção dos contatos diretos, foi considerada a “Regra do 

círculo”, na qual se estima que para cada paciente índice, com nove comunicantes, 

dois podem ter sido infectados pelo bacilo causador da TB (HUGO et al., 1994). O 

número estimado foi de pelo menos dois contatos por paciente, ou seja, o dobro do 

número de pacientes (n=118) que corresponderia ao n= 236. Contudo, o número 

obtido foi de 49 contatos. 

 

c) Grupo 3: Indivíduos aparentemente saudáveis (controle)  

 

Foi estimado o número de 118 indivíduos do grupo controle, ou seja, 

indivíduos aparentemente saudáveis, vacinados para a BCG e sem história anterior 

de TB pessoal e familiar, de ambos os sexos com idade entre 15 e 65 anos e 
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residentes na cidade de Manaus. Neste grupo o número alcançado foi de 59 

controles. 

4.3. Amostras: 

As coletas de sangue dos pacientes, contatos e controles foram realizadas no 

período de março de 2011 a novembro de 2011. De todos os portadores de TB e de 

seus contatos diretos foram solicitadas amostras de escarro que foram processadas 

para os exames micobacteriológicos (baciloscopia e cultivo). 

4.4. Informações éticas sobre a pesquisa: 

A dissertação de mestrado está vinculada ao projeto “Investigar a validade da 

produção do Interferon-gama como indicador de infecção recente ou latente”, 

aprovado no Edital PPSUS FAPEAM/SUSAM/MS/CNPq No.007/2009, submetido ao 

Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto Nacional de 

Pesquisas da Amazônia e aprovado em 31/11/2009, sob número de protocolo 

223/09. 

4.5. Exames Laboratoriais 

4.5.1. Exames micobacteriológicos: 

Os pacientes foram convidados a participar do estudo após atendimento no 

aprazamento I na Policlínica de Referência em Pneumologia Sanitária Cardoso 

Fontes , sendo solicitado  amostras de escarro para realização dos exames de 

baciloscopia direta e pós centrifugação e cultivo no meio de Ogawa modificado 

(técnica de PKO) . Esses exames somente foram realizados nos pacientes e nos 

contatos diretos sintomáticos para definição do comportamento baciloscópico. Os 
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exames micobacteriológicos foram efetuados conforme estabelecido por Salem et al.  

(2007). 

4.5.2. Ensaio para detecção de IFN-gama 

Para a detecção do IFN-gama foi utilizado o teste QTF-IT, aprovado em 12 de 

outubro de 2007 pela “Food Drug Administration” (FDA, 2007) e recomendado para 

uso como auxílio diagnóstico de infecção latente pelo complexo M. tuberculosis 

(CDC, 2007). 

Foram coletados 3mL de sangue periférico em tubo á vácuo contendo 

heparina e distribuídos rigorosamente na seguinte ordem: a) 1mL em tubo sem 

antígeno e sem mitógeno (controle negativo), b) 1mL em tubo com antígenos ESAT-

6, CFP-10 e TB.7.7, c) 1mL em tubo com mitógeno como controle positivo. Em 

seguida os tubos foram homogeneizados e incubados em estufa a 37oC durante 24 

horas. Após este período, o sobrenadante (plasma) foi coletado e testado por ELISA 

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) para detecção do IFN-gama.  

Os resultados da leitura de absorbância foram transferidos para um programa 

de computador, o QuantiFERON®-TB Gold - In tube, versão 2.17.3 fornecido pelo 

fabricante do QTF-IT, no qual foi realizado o cálculo da curva padrão, a conferência 

do controle de qualidade das duplicatas da curva padrão, o cálculo da concentração 

de IFN-gama (UI/mL) de todas as amostras testadas.  

Foram consideradas positivas para o IFN-gama as amostras que 

apresentaram valor igual ou superior a 0,35 UI/mL entre o estímulo do antígeno 

subtraído do controle negativo, ou ainda se o resultado da amostra foi igual ou maior 

que 25% em relação ao resultado do controle negativo.  

A interpretação dos resultados do QTF-IT como auxílio diagnóstico de TB 

recente ou latent foi baseada no “Guidelines for the Investigation of Contacts of 
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Persons with Infectious Tuberculosis Recommendations from the National 

Tuberculosis Controllers Association and CDC” (CDC, 2005), “Guidelines for Using 

the QuantiFERON®-TB Gold Test for Detecting Mycobacterium tuberculosis 

Infection, United States” (CDC, 2005) e o “Updated Guidelines for Using Interferon-

gamma Release Assays to Detect Mycobacterium tuberculosis infection (CDC,2010). 

A sensibilidade e a especificidade do teste QTF-IT foram calculadas utilizando 

o Programa Win Episcope 2.0 (TRUSFIELD et al., 2001). Além disso, a curva ROC 

(Receiver Operator Characteristic Curve) (GREINER, et al., 1995; GREINER, 1996; 

GREINER et al., 2000) foi utilizada para analisar e ilustrar a relação entre a 

sensibilidade e especificidade do teste QTF-IT, na qual auxiliou na definição de um 

limiar de reatividade (Cut off) alternativo (TRUSFIELD et al., 2001; PAGANO, 

GAUVREAU, 2004). 

4.5.3. Prova Tuberculínica 

Foi aplicado 0,1 mL do “purified protein derivative” (PPD-RT23 SSI-Statens 

Serum Institut, Dinamarca), equivalente a 2 UT (unidades de tuberculina), por via 

intradérmica no terço médio da face anterior do antebraço esquerdo, em 

conformidade com as normas do Ministério da Saúde do Brasil (BRASIL, 2011b).  

A prova tuberculínica (PT) foi solicitada somente nos contatos e controles. 

Esta prova é recomendada somente nos casos de baciloscopia negativa e também 

como auxílio diagnóstico para infecção latente por M. tuberculosis em adultos e 

crianças realizada de acordo com as orientações do Ministério da Saúde (BRASIL, 

2011b). 

A leitura foi realizada em 72 horas após a aplicação. O maior diâmetro 

transverso da área do endurado palpável foi medido, com régua milímetrada 

transparente, e o resultado registrado em milímetros. A interpretação foi feita de 



38 

 

acordo com o Manual de Recomendações para o Controle da Tuberculose no Brasil 

(BRASIL, 2011b). No presente estudo, a PT igual ou maior que 5 milímetros foi 

considerada positiva. 

4.6. Formulário clínico: 

O formulário conteve informações relativas aos dados pessoais, clínicos 

(sinais e sintomas e antecedentes de doenças), antecedentes de BCG, e exames 

complementares como radiografia de tórax quando disponíveis. 

4.7. Monitoramento dos participantes: 

 Durante e após a realização de todos os procedimentos previstos na 

dissertação os participantes foram monitorados para verificação de desenvolvimento 

de TB, mesmo após o encerramento da proposta. 

4.8. Análise estatística: 

A análise dos resultados dos testes de IFN-gama, entre os pacientes, 

contatos e controles, foi realizada utilizando o teste não paramétrico de Kruskal-

Wallis (CALLEGARI-JACQUES, 2003). 

A análise de correlação entre os resultados dos testes intradérmicos e de 

detecção de IFN-gama foi realizada utilizando o coeficiente de correlação de 

Spearman (CALLEGARI-JACQUES, 2003). 

A sensibilidade e especificidade foi ilustrada usando-se a curva ROC 

(GREINER, et al., 1995; GREINER, 1996; GREINER et al., 2000) elaborada no 

programa Win Episcope 2.0 (THRUSFIELD et al., 2001). 

O nível de significância considerado foi de alfa = 0,05. 
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6. RESULTADOS 

Na seção de Resultados, de acordo com as normas do Programa de Pós-graduação 

em Imunologia Básica e Aplicada- UFAM, devem ser anexados os artigos na forma 

que foi submetido para publicação na língua inglesa e na língua portuguesa. 

 

Artigo Original em Português 

 
Avaliação do Interferon-gama em pacientes com Tuberculose 

pulmonar e contatos diretos, em Manaus, AM, Brasil 

 
E. B. Santana Filhoa , M. M. Oguskuc, M. M. T. Nishikidoa, T. T. Pintoa, A. M. Limab, 
I. A. Antunesc, J. S. Matsudac,d, J. V. B. Souzab, L. B. M. Fujimotob,e, J. I. Salemb, A. 
Sadahiroa,b  
 
a Programa de Pós-Graduação em Imunologia Básica e Aplicada, Instituto de Ciências 
Biológicas da Universidade Federal do Amazonas-UFAM, 3000, General Rodrigo Octávio 
Jordão Ramos Av., Zip code 69077-000, Manaus, AM, Brazil 
b Laboratório de Micobacteriologia do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia 
c Policlínica de Referência em Pneumologia Sanitária Cardoso Fontes 
d Fiocruz Amazônia- Centro de Pesquisa Leônidas e Maria Deane 
e Departamento de Patologia e Medicina Legal, Faculdade de Medicina da Universidade 
Federal do Amazonas. 
  



50 

 

RESUMO 

 
Foram analisados os níveis de produção de IFN-gama, no sangue, em 

resposta a estímulos in vitro com ESAT-6, CFP10 e TB7.7, utilizando o teste 

QuantiFERONR TB Gold (In-Tube Method) (QTF-IT), sendo considerado positivo a 

partir do Cut off de 0,35UI/mL.  Foram analisadas 155 amostras sendo: 49 contatos 

diretos de pacientes com Tuberculose (TB) pulmonar (grupo contato), 47 pacientes 

com TB pulmonar confirmada (grupo paciente) e 59 indivíduos sem história e contato 

pessoal com TB (grupo controle). Constatou-se diferença significativa (p=0,0001) 

nos níveis de IFN-gama entre os três grupos avaliados, sendo mais elevado no 

grupo paciente (Mediana = 1.43 UI/mL), dos quais 38/47 (80,9%) foram positivos 

para QTF-IT. Dos contatos diretos, 20/49 (40,8%) foram positivos para o QTF-IT 

(Mediana=0,26 UI/mL), e destes 14/20 (70,0%) apresentaram níveis elevados de 

IFN-gama, superior à 1,05 UI/mL. A validação realizada entre doentes e controles 

apresentou uma sensibilidade de sensibilidade 80,9% (IC 95% = 69,6% a 92,1%) e 

especificidade de 93,2% (IC 95% = 86,8% a 99,6%). Quando os resultados do grupo 

contato foram adicionados ao grupo controle, a especificidade reduziu para 77,8% 

(IC 95% = 69,9% a 85,6%). Concluiu-se que há um perfil diferenciado na produção 

de IFN-gama, com níveis mais elevados nos pacientes de TB ativa. Os contatos 

positivos para o QTF-IT com níveis elevados de IFN-gama, recomenda-se o 

monitoramento, pois este resultado pode ser um fator de risco para TB. O QTF-IT 

apresentou um bom desempenho, na população investigada, e pode ser útil para 

auxiliar na identificação da TB latente (infecção) e ativa, mas deve ser avaliado em 

conjunto com outros exames de rotina. 

 
Palavras chave: IGRA; Tuberculose; Interferon-gama; Quantiferon 
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1. INTRODUÇÃO 

  
  Apesar do Brasil atualmente ter a estimativa de sétima economia mundial1, 

possui uma distribuição de renda desigual e alta incidência tanto de Tuberculose 

(TB) quanto de HIV2. Ocupa o 18º. lugar entre os 22 países de maior endemicidade 

da TB3, com coeficiente de incidência 37,7/100.000 hab, sendo o estado do 

Amazonas o segundo lugar nacional com 67,7/100.000 hab4, e a capital do estado 

com 89,0/100.000 hab5, superior ao dobro da  a incidência nacional. No referido 

panorama é fundamental a utilização de testes que possam auxiliar na identificação 

de indivíduos infectados, sejam contactantes ou não de pacientes com TB.  

 Entre os atuais testes imunológicos destaca-se o IGRA (Interferon-gamma 

release assay)6-10. O teste depende da presença de células Th1 previamente 

sensibilizadas no organismo humano pelo bacilo da TB, que na presença, dos 

derivados protéicos específicos do bacilo, in vitro, produzem o IFN-gama11,12. 

A importante participação do IFN-gama na TB tem sido citada em diversos 

trabalhos 13,6,14-17, fato que estimulou a comunidade científica a investigar esta 

citocina no diagnóstico de pessoas com TB latente e/ou TB ativa.  

Segundo avaliação da organização mundial de saúde18, ainda há dados 

insuficientes sobre o desempenho do IGRA nos países de baixa e média renda, 

tipicamente aqueles com alta incidência de TB e ou HIV. Entre esses se situa o 

Brasil (74º per capita income countries)1. Este fato motivou a presente pesquisa 

devido à cidade de Manaus, capital do Estado do Amazonas/Brasil, ter alta 

incidência de TB e estar na sexta posição brasileira do Produto Interno Bruto (PIB)19. 

Mediante o exposto o principal objetivo deste trabalho foi analisar os 

resultados do IGRA em pacientes e contatos direto de TB, tendo indivíduos sem 
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história e contato pessoal com TB como grupo controle, em Manaus, Amazonas, 

Brasil.  

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Desenho e Grupos de estudo 

Estudo descritivo e prospectivo do tipo detecção de caso para avaliar a 

concentração de IFN-gama, utilizando o teste de QuantiFERONR TB Gold (In-Tube 

Method) (QTF-IT)20. O total de participantes foi de 155, na faixa etária de 15 a 65 

anos, de ambos os gêneros, distribuídos em três grupos de estudo: 47 pacientes 

com TB pulmonar confirmadas por baciloscopia e/ou cultivo (grupo paciente), 49 

contatos diretos de pacientes recentemente diagnosticados para TB pulmonar 

(grupo contato), e 59 indivíduos sem história e contato pessoal com TB (grupo 

controle).  

Os pacientes foram selecionados aleatoriamente no período de 01/03/2011 a 

01/11/2011, juntamente com seus contatos, na Policlínica em Pneumologia Cardoso 

Fontes, na cidade de Manaus - AM (Brasil). Os controles foram admitidos no mesmo 

período, constituído em sua maioria por estudantes de graduação ou pós-

graduação. Nenhum dos participantes apresentava, no momento da coleta anti-

HIV(+), ou referia câncer, diabetes, doenças auto-imunes ou gravidez. 

2.2 Procedimentos  

Todos os pacientes foram submetidos a exames clínico, bacteriológico 

(baciloscopia e cultivo das secreções pulmonares) e a coleta de informações 

epidemiológicas. Nos contatos realizou-se a coleta de informações epidemiológicas, 

a Prova tuberculínica (PT) nos que aceitaram e exame bacteriológico daqueles que 
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apresentavam sintoma de tosse. Nos participantes do grupo controle realizou-se 

apenas a coleta de informações epidemiológicas visto nenhum dos mesmos 

apresentarem o sintoma tosse ou secreções respiratórias para realização de exame  

bacteriológico.  

De todos os participantes foram coletados 3 mL de sangue periférico para 

análise do IFN-gama utilizando o Kit QTF-IT20. As leituras do teste de ELISA 

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) foram realizadas em espectrofotômetro de 

placa com filtro de 450nm, conforme orientações do Kit. Os resultados foram 

transferidos para o programa QFT versão 2.17.3, disponibilizado pelo fabricante do 

Kit, obtendo-se assim a curva padrão e a concentração de IFN-gama em Unidade 

Internacional por mililitros (UI/mL). Para definição de positividade utilizou-se o valor 

recomendado pelo Kit - igual ou superior a 0,35 UI/mL de IFN-gama.  

A Prova tuberculínica foi realizada, após a coleta da amostra de sangue, 

inoculando-se 0,1 mL do “purified protein derivative” (PPD-RT23, Dinamarca), 

equivalente a 2 UT (unidades de tuberculina), por via intradérmica no terço médio da 

face anterior do antebraço esquerdo. A leitura do teste foi realizada após 72 horas, e 

o maior diâmetro transverso da área do endurado palpável foi medido e registrado 

em milímetros (mm). A PT neste estudo foi considerada positiva quando igual ou 

maior que 5 mm21.  

Os exames bacteriológicos foram efetuados conforme estabelecido por Salem 

et al.  (2007)22. 

2.3 Análise estatística 

A análise dos resultados de IFN-gama, entre os pacientes, contatos e 

controles, foi realizada utilizando o teste de Kruskal-Wallis. A correlação entre os 
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resultados da PT e de IFN-gama, nos contatos, foi realizada por teste de 

Spearman23. A sensibilidade e especificidade foi ilustrada usando-se a curva ROC 

(receiver operator characteristic curve)24-26 elaborada no programa Win Episcope 

2.027. O nível de significância adotado foi de alfa = 0,05. 

3. RESULTADOS 

 
 Participaram do estudo 155 indivíduos, sendo: 47 participantes no grupo 

paciente, 49 no grupo contato e 59 no grupo controle.  

Vale ressaltar que inicialmente foram incluídos 156 indivíduos, mas no grupo dos 

contatos uma pessoa apresentava tosse e por isso foi submetida a exame 

bacteriológico. O resultado do cultivo confirmou TB ativa, motivo pelo qual se excluiu 

do estudo para manter a aleatoriedade na captação dos diferentes grupos. 

As características demográficas dos 155 indivíduos avaliados, distribuídos nos três 

grupos, estão apresentadas na Tabela 1. Na Tabela 2 os grupos estão distribuídos 

de acordo com os níveis de IFN-gama.  

Os níveis de IFN-gama encontrados estão apresentados na Figura 1. A 

análise de correlação, entre o QTF-IT e a PT (Figura 2), foi realizada apenas em 34 

contatos que aceitaram realizar os dois exames. Os resultados estatísticos indicaram 

a existência de correlação (p = 0,0431) entre os dois parâmetros imunológicos, 

embora o coeficiente de correlação de Spearman tenha sido baixo (r=0,4836) 

(Figura 2).  

O desempenho do QTF-IT foi avaliado considerando os portadores de TB 

como verdadeiros doentes e o grupo controle como sadios. A sensibilidade e 

especificidade foram superiores a 80% (Figura 3A), porém quando a avaliação foi 
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realizada adicionando os contatos ao grupo controle, a especificidade foi de 77,8% 

(Figura 3B). 

4. DISCUSSÃO  

 
Dos 47 pacientes avaliados, 38 foram positivos para o QTF-IT, e destes 27 

tiveram níveis  elevados de IFN-gama. Neste sentido, vale ressaltar que mesmo com 

a ativação da resposta imune celular Th1 e produção IFN-gama necessário para o 

controle bacteriano, esses pacientes não conseguiram evitar o desenvolvimento da 

doença. 

Logo respostas imunitárias adicionais a Th1, necessárias para conferir uma 

proteção ótima contra o bacilo tem sido analisadas. Estudos têm investigados outros 

subconjuntos de células T que são estimuladas por M. tuberculosis, como as células 

Th 17 produtora da citocina inflamatórias IL- 17 , mostrando que as respostas Th1 e 

Th17 regulam a infecção micobacteriana e isto pode ser importante para os 

processos imunopatológicos na tuberculose 28. 

É possível que nesses 27 pacientes, tenha ocorrido o desequilíbrio da 

resposta Th1/Th17, estabelecendo um predomínio de Th1, que não foi 

suficientemente capaz de conter o foco da infecção. 

Por outro lado, nove pacientes foram negativos para o ensaio de liberação de 

IFN-gama. As possíveis explicações seriam por não terem conseguido organizar 

uma resposta imune celular protetora, nem Th1 e nem Th1728, ou devido às 

condições debilitantes da doença29 ou, ainda, esses indivíduos poderiam ser 

naturalmente tolerantes aos estímulos testados (ESAT-6, CFP10 e TB7.7) 29. No 

presente estudo, acreditamos que a última explicação seja a mais provável, pois o 
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controle de estímulo inespecífico com o mitógeno, que avalia a funcionalidade 

celular, foi positivo. 

Casos negativos de QTF-G em pacientes com TB ativa foram observados no 

trabalho de30, onde de 140 pacientes 10 foram negativos (7,1%). Os autores 

sugerem dois padrões, sendo o primeiro devido à idade avançada ou linfopenia dos 

pacientes e o segundo pelo fato dos linfócitos, de pacientes jovens, não terem 

conseguido produzir IFN-gama aos estímulos dos antígenos de M. tuberculosis. No 

presente trabalho não foram evidenciadas essas situações, apesar de se ter obtido 

percentuais de negatividade bem superiores (19,1%). 

Em relação aos 49 contatos, 20 foram positivos para o QTF-IT. Destes, 14 

tiveram altas concentrações de IFN-gama (>1,05 UI/mL), indicando estímulos 

frequentes ao sistema imunológico, a partir de bacilos transmitidos pelos pacientes 

índice. Outra possibilidade é de que os contatos não conseguem eliminar todos os 

bacilos viáveis, e estes induzem estímulos contínuos, mantendo em alerta a 

resposta imune celular. Vale ressaltar que esses contatos positivos não 

apresentavam, no momento da coleta de sangue, sinais e sintomas clínicos da TB. 

Mesmo assim, não se pode descartar a possibilidade de doença, pois ainda, não há 

parâmetros seguros que possam definir o limite da infecção latente e início da TB 

ativa17. 

No entanto, Higuchi et al. (2008)31 realizaram um estudo com 172 contatos. 

Destes 111 (64,5%) foram positivos para o QuantiFERON R TB GOLD (QTF-G), dos 

quais 35 (31,5%) foram diagnosticados para TB ativa, baseados somente nas 

alterações radiológicas. A maioria, destes pacientes, apresentou níveis elevados de 

IFN-gama, e os autores concluíram que os altos níveis da citocina podem ser um 

fator de risco para progressão da TB. Comparado ao presente estudo, o número de 
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contatos positivos ao QTF-IT foi menor (40,8%), e dos que apresentaram níveis 

elevados de IFN-gama, nenhum apresentou sintomas da TB.  

Quanto aos controles, dos 59 analisados quatro foram positivos para o QTF-

IT, dados que sugerem infecção prévia ao bacilo da TB, principalmente, por estarem 

numa região endêmica da doença. 

Na análise de correlação entre os níveis de IFN-gama e os resultados da PT, 

os dados não apresentaram uma distribuição linear evidente, apesar de 

estatisticamente significante (p=0,0431). É provável que exista uma correlação entre 

os testes, pois os dois avaliam a resposta imune celular. Além disso, os resultados 

de contatos com PT positiva e QTF-IT negativo foram comuns, e podem estar 

refletindo a reatividade cruzada da PT com as micobactérias ambientais e/ou a 

vacinação pela BCG32. Nesta situação, o QTF-IT poderá ser útil para ajudar na 

definição dos casos de tratamento preventivo dos contatos de TB. 

No entanto, a Organização Mundial de Saúde (OMS) não recomendou a 

substituição da PT, pelos testes de IGRA, principalmente, nos países de baixa e 

média renda, que possuem alta incidência de TB e/ou HIV, por concluir que tanto o 

IGRA quanto a PT não possuem acurácia suficiente para predizer o risco dos 

indivíduos infectados desenvolverem a TB ativa18.  

Além disso, um estudo recente de meta-análise demonstrou que o IGRA 

positivo, assim como a PT, apresentam de fraca a média associação com o risco de 

evoluírem para TB ativa33.  

Neste contexto, um estudo longitudinal rigoroso deve ser realizado, 

monitorando principalmente, os casos de contatos positivos para o IGRA e com 

níveis elevados de IFN-gama, padrão observado na maioria dos pacientes com TB, 

e sugerido por Higuchi et al. (2008)31 como um fator de risco para doença ativa.  
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Em relação ao desempenho do QTF-IT, a sensibilidade e especificidade 

foram comparáveis aos obtidos nos países de alta renda34-36. No entanto, quando os 

contatos foram adicionados na avaliação do teste, a especificidade reduziu, mas foi 

superior aos observados nos países de alta endemicidade da TB10, 37-39.  

Finalmente, conclui-se que os níveis de IFN-gama foram mais elevados nos 

pacientes com TB ativa. Apesar da avaliação da OMS sobre os IGRAs, o 

desempenho obtido do QTF-IT na população de estudo, está dentro de um teste 

aceitável. Sugerindo que o QTF-IT poderá ser útil como auxílio diagnóstico para TB 

latente e ativa, mas condicionada a avaliação médica e a outros exames de rotina.  
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Tabela 1. Características gerais dos pacientes com Tuberculose (TB) pulmonar, contatos diretos e 
controles investigados no presente estudo: 

 

Característica  
Pacientes de TB 

(n=47) 
Contatos diretos 

(n=49) 
Controles 

(n=59) 

Idade (anos) (Média e Desvio padrão)  35 ± 14 36 ± 14 28,0 ± 7,0 

Tabagismo (%): 

Sim 
Não 

21,3% 
78,7% 

24,3% 
75,5% 

3,6% 
96,4% 

Vacina BCG (%) 

Sim 
Não 

90,9% 
9,1% 

85,7% 
14,3% 

97,6% 
2,4% 

Gênero (%): 

Masculino 
Feminino 

 
68,1% 
31,9% 

 
34,7% 
65,3% 

 
37,3% 
62,7% 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2. Distribuição dos pacientes de TB, contatos e controles de acordo com os níveis de IFN-gama: 
 

IFN-gama (UI/mL) 
Pacientes Contatos Controles 

N  (%) N  (%) N  (%) 

> 1,05 (Alta) 27 (57,5) 14 (28,6) 3 (5,1) 

0,71 a 1,05 (Média) 1 (2,1) 1 (2,0) 0 (0,0) 

0,35 a 0,70 (Baixa) 10 (21,3) 5 (10,2) 1 (1,7) 

< 0,35 (negativo) 9 (19,1) 29 (59,2) 55 (93,2) 

TOTAL 47 (100,0) 49 (100,0) 59 (100,0) 
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Figura 1. Níveis de IFN-gama (UI/mL), detectados pelo QuantiFERON

R
 TB Gold (In-tube Method), de pacientes com TB pulmonar (n=47), 

contatos (n=49) e controles (n=59). Para comparações dos níveis de IFN-gama entre os grupos foi utilizado o teste de Kruskal Wallis 
(p=0,0001), e para as comparações múltiplas foi aplicado o pós-teste de Dunn’s: Pacientes x Contatos (p=0,001); Pacientes x Controles 
(p=0,0001); Contatos x Controles (p=0,001). No gráfico de “Box-Whisker Plot”, os pontos fora do Box indicam os valores “outlier”. Valores das 
Medianas (Med): Pacientes Med = 1.43 UI/mL, Contatos Med = 0,26 UI/mL e controles Med = 0,01 UI/mL.  

 

 

 
Figura 2. Correlação entre os níveis de produção de IFN-gama (UI/mL) e Prova tuberculínica (mm) em contatos (n=34) de 
pacientes com TB recentemente diagnosticados. Teste de correlação de Spearman. 
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A B 

  
Se – Sensibilidade 1-Sp – um menos a Especificidade  
Figura 3 A Curva ROC (Receiver Operator Characteristic Curve) representando os resultados de sensibilidade e especificidade, do 
desempenho do teste QuantiFERON

R
 TB Gold (In-tube Method). A-Resultados dos testes em pacientes (n=47) versus controles (n=59), 

sensibilidade 80,9% (IC 95% = 69,6% a 92,1%) e especificidade 93,2% (IC 95% = 86,8% a 99,6%); área da curva 86,1% (Mínimo 81,8 – 
Máximo 90,4); VPP= 90,5% (IC 95% = 81,6% a 99,4%) e VPN= 85,9% (IC 95% =77,4% a 94,5%). B-Resultados dos testes em pacientes 
(n=47) versus controles (n=59) acrescidos dos contatos (n=49) e, sensibilidade 80,9% (IC 95% = 69,6% a 92,1%) e especificidade 77,8% (IC 
95% = 69,9% a 85,6%); área da curva 79,0% (Mínimo 74,9 – Máximo 83,2); VPP= 61,3% (IC 95% = 49,2% a 73,4%) e VPN= 90,3% (IC 95% 
=84,3% a 96,3%). Cut off = 0,35 UI/mL de IFN-gama.  
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SUMMARY 

The level of IFN-γ produced in response to in vitro stimulation with ESAT-6, 

TB7.7 and CFP10 was measured using the QuantiFERONR TB Gold assay (in-tube 

method) (QTF-IT). Levels ≥ 0.35 IU/mL were considered to be positive. A total of 155 

samples were evaluated: 47 confirmed tuberculosis (TB) cases (Patient Group), 49 

direct contacts (Contact Group) and 59 individuals without history or contact with TB 

(Control Group). Significant differences (p = 0.0001) were found in the levels of IFN-γ 

among the three groups; the highest level was observed in the Patient Group 

(median = 1.43 IU/mL), in which 38/47 (80.9%) patients were positive according to 

the QTF-IT assay. In the Contact Group, 20/49 (40.8%) subjects were positive 

according to the QTF-IT assay (median = 0.26 IU/mL), and among these positive 

contacts, 14/20 (70.0%) exhibited high levels of IFN-γ (>1.05 IU/ml). Analysis of the 

QTF-IT results for the Patient and Control Groups showed a sensitivity of 80.9% 

(95% CI = 69.6% to 92.1%) and a specificity of 93.2% (95% CI = 86.8 to 99.6%). 

However, this specificity decreased to 77.8% (95% CI = 69.9% to 85.6%) when the 

Contact and Control Groups were combined. Thus, according to our data, the IFN-γ 

results yielded distinguishable profiles, and higher levels were observed in the 

Patient Group. The QTF-IT-positive individuals in the Contact Group should be 

monitored, especially those individuals with high levels of IFN-γ. This result may be a 

risk factor for active TB. The QTF-IT assay exhibited good performance in the studied 

population and may be useful in the identification of cases of latent and active TB 

(infection), but the results should be carefully evaluated in conjunction with the 

results of other routine tests and clinical examination. 

Keywords:  Tuberculosis; Interferon-gamma; QuantiFERONR TB Gold (in-tube 

method); IGRA 
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1. INTRODUCTION 

  Brazil is the seventh largest economy in the world 1; however, it also has 

unequal income distribution and high incidences of tuberculosis (TB) and HIV 2. In 

2010, Brazil was 18th among the 22 countries in the world with the highest 

endemicity of TB 3.  

In 2011, the incidence of TB in Brazil was 36.0/100,000 inhabitants 4, with 

Amazonas state having the highest incidence of TB in Brazil at 62.6/100,000 

inhabitants 4. Manaus, the capital city of Amazonas state, has an incidence twice the 

national rate (89.0/100,000 inhabitants) 5.  

Because of this high incidence of TB, it is essential to use tests that can assist 

in the identification of infected individuals, including infected contacts of TB patients. 

Among the current immunological tests for TB, the IGRA (interferon-gamma 

release assay) has been extensively investigated 6-10. This test is based on the pre-

sensitization of Th1 cells by the TB bacillus; in the presence of specific proteins 

(derived from Mycobacterium tuberculosis), these cells produce IFN-γ in vitro 11,12. 

The importance of IFN-γ in TB has been described in several papers 6,13,14-17, 

which has prompted the scientific community to investigate this cytokine in the 

diagnosis of latent or active TB. 

Many factors motivated this study, as described below. According to the World 

Health Organization 18 (WHO), there are insufficient data regarding the performance 

of the IGRA in low- and middle-income countries, which are typically the countries 

with high incidences of TB and HIV. Brazil ranks 74th in the world with respect to per 

capita income 1. The city of Manaus ranks sixth with respect to the Brazilian gross 

domestic product (GDP) 19; however, it has a high incidence of TB.   
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The aim of this study was to analyze the results of IGRA used to evaluate TB 

cases and their direct contacts in Manaus, Amazonas, Brazil. 

 

2. MATERIALS AND METHODS 

2.1 Design and Study Groups 

A prospective and descriptive study was carried out to determine the 

concentration of IFN-γ using the QuantiFERONR TB Gold assay (in-tube method) 

(QTF-IT) 20. The test was performed on individuals of both sexes between 15 and 65 

years old. The study subjects were divided into three groups: 1) patients with 

confirmed pulmonary TB (Patient Group), 2) direct contacts of patients recently 

diagnosed with pulmonary TB (Contact Group) and 3) individuals with no history or 

personal contact with TB (Control Group). 

The patients and their contacts were randomly selected between March and 

November 2011 among patients of the Polyclinic of Pulmonology Cardoso Fontes, 

city of Manaus, Amazonas (AM), Brazil. The Control Group was recruited during the 

same period and was mostly composed of undergraduate students. At the time of 

this study, none of the subjects had HIV (+) or reported cancer, diabetes or 

autoimmune diseases, and none of the subjects were pregnant. 

2.3 Procedures 

The Patient Group was subjected to clinical and bacteriological assays (smear 

analysis and culturing of pulmonary secretions). The subjects in the Contact Group 

were subjected to the tuberculin skin test (TST), and those with a cough were also 

subjected to the bacteriological assays. Epidemiological data were obtained for all of 

the groups, including the Control Group; in this group, none of the individuals 
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presented with cough or respiratory secretions that required a bacteriological 

examination. 

Peripheral blood (3 mL) was collected from all of the participants for IFN-γ 

analysis using the QTF Kit-IT 20. An ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) 

was conducted with a spectrophotometer plate (iMarkTM Bio-Rad Laboratories, 

USA), and the results were read at 450 nm and 620 nm (reference) as described in 

the kit guidelines. The results were transferred to the QFT program, version 2.17.3, 

which was provided by the kit manufacturer, and this program was used to obtain the 

standard curve and quantify IFN-γ concentration in International Units (IU/mL). 

Samples were considered to be positive if the value was greater than or equal to 0.35 

IU/mL IFN-γ. 

The tuberculin test was performed by injecting 0.1 mL of purified protein 

derivative (PPD) RT 23 (Statens Serum Institute, Copenhagen, Denmark), equivalent 

to 2 TU (tuberculin units), intradermally into the middle third of the left forearm. The 

result of the test was read after 72 hours by measuring the largest transverse 

diameter (mm) of the induration. In this study, the TST was considered positive if the 

diameter of the induration was equal to or greater than 5 mm 21. 

The bacteriological examinations were performed as previously described by 

Salem et al. (2007) 22. 

2.4 Statistical Analysis 

Analysis of the IFN-γ results was performed using the Kruskal-Wallis test. The 

correlation between the results of the TST and the IFN-γ assay was analyzed using 

Spearman’s test 23. The sensitivity and specificity of the test were determined using a 

ROC curve (receiver operator characteristic curve) 24-26 and confirmed using Win 

Episcope 2.0 27. Statistical significance was defined by p < 0.05.   
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3. RESULTS 

This study included 155 individuals: 47 participants in the patient group, 49 in 

the contact group and 59 in the control group. Initially, 156 individuals were included, 

but one individual from the Contact Group was excluded. This individual presented 

with a cough, and a bacteriological examination confirmed that this individual had 

active TB. This individual was excluded from the study to maintain the randomness in 

selecting subjects for the different groups. 

The general characteristics (age, smoking habit, vaccination history and sex) 

of the 155 individuals were recorded and are presented in Table 1.  

Table 2 presents the levels of IFN-γ for each evaluated group. 

The levels of IFN-γ are shown in Figure 1. The correlation analysis between 

the QTF-IT and TST (Figure 2) results was performed using data from 34 individuals 

in the Contact Group who agreed to undergo both tests. The statistical analysis 

showed a correlation (p = 0.0038) between the two immune parameters, although 

Spearman's correlation coefficient was low (r = 0.4836) (Figure 2). 

The performance of the QTF-IT assay was evaluated in the Patient and 

Control Groups. The sensitivity and specificity were higher than 80% (Figure 3A). 

However, when the same analysis was performed including the individuals from the 

Contact and Control Groups, who were negative for tuberculosis, the specificity of the 

test decreased to 77.8% (Figure 3B).  
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4. DISCUSSION  

In the Patient Group, 38/47 individuals were positive according to the QTF-IT 

test, and 27 of them had high levels of IFN-γ (> 1.05 IU/mL). These individuals 

developed the disease despite an activation of the Th1 response. However, a study 

with experimental models indicated that in addition to the Th1 response, a Th17 

response would be needed to confer sufficient protection against TB 28. Thus, it is 

possible that in these 27 patients with high levels of IFN-γ, there was an imbalance 

between the Th1 and Th17 responses, resulting in a predominantly Th1 response 

that was not sufficient to control the infection. 

In the Patient Group, 9 subjects were negative for IFN-γ. These negative 

results could be explained by the following: a) an inability to mount a protective 

cellular immune response, either Th1- or Th17-based 28; b) the debilitating conditions 

of the disease 29; or c) natural tolerance to the stimuli used in the test (ESAT-6, 

CFP10 and TB7.7) 29. In our patients, we believe that these negative results were 

due to natural tolerance because during the experiments, a test that assessed 

cellular function using a nonspecific stimulus (mitogen) was positive. 

Negative results for subjects with active TB using QTF-G were previously 

described in Kobashi et al. (2009) 30. The authors observed that among 140 patients, 

10 were negative (7.1%). These authors suggested two possible explanations: 

advanced patient age or lymphocytopenia and lymphocytes from patients without 

underlying disease not producing IFN-γ in response to stimulation with M. 

tuberculosis antigens. The latter scenario may have contributed to the high 

percentage of negative results in our study, which was higher (19.1%) than the 

results of Kobashi et al. (2009) 30. 
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In the Contact Group, 20/49 of the individuals were positive according to the 

QTF-IT assay, and of these individuals, 14 had high levels of IFN-γ. This response is 

indicative of frequent stimulation of the immune system, most likely as the result of 

contact with bacilli transmitted by the index patients. These individuals did not 

present clinical signs or symptoms of TB at the time at which blood was collected. 

However, we cannot exclude the possibility that these patients had the disease 

because there are no parameters that define the limit between latent and active TB 

17. 

Higuchi et al. (2008) 31 conducted a study with 172 contacts of TB patients: 

111/172 of them (64.5%) were positive for QuantiFERONR TB Gold (QTF-G) assay, 

and 35/111 (31.5%) were diagnosed with active TB based on the radiological 

findings. Most of these patients had high levels of IFN-γ, and the authors suggested 

that high levels of this cytokine may be a risk factor for the progression of TB. In our 

study, the number of contacts who were positive according to the QTF-IT assay was 

lower (40.8%), and individuals who had higher levels of IFN-γ did not present with 

symptoms of TB. 

Among the 59 individuals from the Control Group, 4 were positive according to 

the QTF-IT assay; these results suggest previous TB infection, especially because 

TB is endemic in this region. 

The analysis of the correlation between the IFN-γ levels in the IGRA and TST 

did not reveal a clear linear distribution; however, the correlation was statistically 

significant. This response was expected because both tests measure the cellular 

immune response. The combination of a positive TST result and a negative QTF-IT 

result was frequent among the contacts. This combination of results may reflect the 

cross-reactivity of TST with environmental mycobacteria and/or vaccination with BCG 
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32, both of which have been reported in the studied area 33,34. The QTF-IT assay 

using M. tuberculosis antigens with greater specificity could be more useful than the 

TST in identifying cases and for the preventive treatment of TB contacts. 

The WHO has not recommended the replacement of the TST by the IGRA, 

especially in low- and middle-income countries, which have high incidences of TB 

and HIV. This lack of recommendation is because neither the IGRA nor the TST is 

sufficiently accurate to predict the likelihood that infected individuals will develop 

active TB 18. A recent meta-analysis confirms this recommendation by demonstrating 

that the IGRA and the TST exhibit a low to medium association with the risk of 

progression to active TB. The authors affirm that IFN-γ could be used as a biomarker 

of sensitization to M. tuberculosis; however, IFN-γ alone cannot be used to predict 

the development of active TB 35. 

Regarding the performance of the QTF-IT assay in the present work, the 

sensitivity and specificity were comparable to those obtained in high-income 

countries 36-38. When the contacts were added into the evaluation as TB-negative 

cases, the specificity decreased; however, the specificity was still greater than that 

observed in countries with high TB endemicity 10, 39-41. 

Finally, the present work demonstrated that IFN-γ levels were higher in 

patients with active TB. Despite the recommendations of the WHO regarding IGRAs, 

according to our data, the QTF-IT assay yielded acceptable results. Therefore, the 

QTF-IT assay may be useful as a diagnostic test for latent and active TB in 

combination with medical evaluation and other routine tests.   
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Table 1. General characteristics of study population (n=155). 

 

Characteristics 
TB Patients  

(n=47) 

Contacts 

(n=49) 

Controls 

(n=59) 

Age (years) (Mean and SD)  35 ± 14 36 ± 14 28 ± 7 

Smoking (%) 

Yes 

No 

21.3% 

78.7% 

24.3% 

75.5% 

3.6% 

96.4% 

BCG Vaccinated (%) 

Yes 

No 

90.9% 

9.1% 

85.7% 

14.3% 

97.6% 

2.4% 

Gender (%) 

Male 

Female 

 

68.1% 

31.9% 

 

34.7% 

65.3% 

 

37.3% 

62.7% 

SD – Standart Deviation 

 

 

 

Table 2. Distribution of the groups according to the levels of IFN-γ. 

 

IFN-γ (UI/mL) 
TB Patients  Contacts Controls 

n (%) n (%) n (%) 

> 1.05 (High) 27 (57.5) 14 (28.6) 3 (5.1) 

0.71 a 1.05 (Medium) 1 (2.1) 1 (2.0) 0 (0.0) 

0.35 a 0.70 (Low) 10 (21.3) 5 (10.2) 1 (1.7) 

< 0.35 (Negative) 9 (19.1) 29 (59.2) 55 (93.2) 

TOTAL 47 (100.0) 49 (100.0) 59 (100.0) 
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Figure 1. Response of IFN-γ (Interferon-gamma), detected by QuantiFERON

R
 TB Gold (In-Tube Method) test, in 

pulmonary TB Patients, Contacts and Controls. For comparison of IFN- γ levels among groups was applied 
Kruskal-Wallis test (p<0.0001), and for multiple comparison was applied post-Dunn's test: Patients x Contacts 
(p<0.001); Patients x Controls (p<0.0001); Contacts x Controls (p<0.001). In box-whisker plot graph, the points 
indicate outlier values and horizontal line in the box represents median (Med). The values of Med: Patients = 1.43 
IU/mL, Contacts = 0.26 IU/mL and Controls = 0.01 IU/mL. 

 

 

 
Figure 2. Correlation between the levels of IFN-γ (Interferon-gamma) and Tuberculin skin test in Contacts of 

patients recently diagnosed for TB.  
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A B 

  
 

Figure 3. ROC curve (Receiver Operating Characteristic Curve) representing sensitivity (Se) and specificity (Sp) 
results for QuantiFERON

R
 TB Gold (In-Tube Method) (QTF-IT) test. A. QTF-IT results: Patients (n=47) x Controls 

(n=59), Se 80.9% (95% CI 69.6% to 92.1%) and Sp 93.2% (95% CI 86.8% to 99.6%), area under the curve 
86.1% (min 81.8 - max 90.4), Positive Predictive Value (PPV) 90.5% (95% CI 81.6% to 99.4 %) and Negative 
Predictive Value (NPV) 85.9% (95% CI 77.4% to 94.5%). B. QTF-IT results: Patients (n=47) x Controls (n=59) 

and Contacts (n=49), Se 80.9% (95% CI 69.6% to 92.1%) and Sp 77.8% (95% CI 69.9% to 85.6%), area under 
the curve 79.0% (min 74.9 - max 83.2), PPV 61.3% (95% CI 49.2% to 73.4%) and NPV 90.3% (95% CI 84.3% to 
96.3%). Cut off 0.35 IU/mL IFN-γ. 
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RESUMO 

 

 
O ensaio de liberação de interferon gama (IGRA) é baseado na estimulação in vitro de células 

sanguíneas com derivados protéicos de Mycobacterium tuberculosis, que pode indicar sensibilização 

prévia ao bacilo da Tuberculose (TB). As proteínas utilizadas no teste estão ausentes na vacina BCG e 

na maioria das micobactérias ambientais, evitando desta forma as reações cruzadas. Esta revisão teve 

como objetivo avaliar a utilidade dos IGRAs comerciais nos países de alta endemicidade para TB, em 

especial o T-SPOT 
TM

TB (T-SPOT) e o QuantiFERON
R
 TB Gold (In tube method) (QTF-IT) que 

utilizam dois e três antígenos respectivamente de M. tuberculosis.  

 

 

Palavras Chave: IGRA; Tuberculose; Interferon gama 

 

ABSTRACT 

 
Interferon-gamma release assays (IGRA) is based on in vitro stimulation of blood cells with protein 

derived from Mycobacterium tuberculosis, which may indicate previous sensitization to bacillus of 

tuberculosis (TB). The proteins used in the test are absent in BCG and most environmental 

mycobacteria, thus avoiding cross-reactions. This review aimed to evaluate the usefulness of 

commercial IGRAs in countries of high endemicity for TB, especially the T-SPOT 
TM

TB (T-SPOT) 

and QuantiFERON
R
 TB Gold (In tube method) (QTF-IT) using two and three respectively antigens of 

M. tuberculosis. 

 

 

 Keywords: IGRA; Tuberculosis; Interferon gamma 
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 INTRODUÇÃO 

 

A Tuberculose (TB) é uma doença infecciosa, causada pelo complexo Mycobacterium 

tuberculosis (BRASIL, 2008), e continua sendo um grave problema de saúde pública 

mundial, representando a causa mais freqüente de morte por um único agente infeccioso.  

A doença acomete tipicamente os pulmões (TB pulmonar), mas pode afetar outros 

órgãos e tecidos (TB extrapulmonar). A transmissão acontece pelo ar, quando um indivíduo 

doente, ao tossir, espirrar ou falar, libera bacilos que podem infectar outras pessoas (BRASIL, 

2011). Em geral uma pequena proporção dos infectados desenvolve a doença. Entretanto, o 

risco da infecção evoluir para TB doença é maior nos indivíduos portadores de HIV (vírus da 

imunodeficiência humana) (WHO, 2011).  

Em 2010, segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), foram notificados 6,2 

milhões de casos de TB no mundo, e destes 5,4 milhões foram casos novos. A China e a Índia 

contribuem com 40% dos casos notificados de TB e o Brasil está entre os 22 países que 

concentram as maiores cargas de TB (WHO, 2011a). No Brasil em 2011, as maiores taxas de 

incidência foram nos estados do Amazonas (62,6/100.000 hab.), Rio de Janeiro (57,6/100.000 

hab.) e Pará (47,3/100.000 hab.) (BRASIL, 2012).  

O diagnóstico da TB ativa é baseado principalmente nos dados clínico-

epidemiológicos, exames de imagem e confirmação laboratorial por métodos microbiológicos, 

como a baciloscopia direta e o cultivo. No entanto, a baciloscopia apresenta uma sensibilidade 

bem variável e o cultivo, embora seja considerado o método padrão ouro, a liberação do 

resultado final é muito demorada, podendo chegar até 60 dias de espera (RICHELDI, 2006; 

LIMA et al., 2008). Por este motivo, diversos estudos têm sido realizados na tentativa de 

elaborar protocolos de diagnóstico mais rápidos para TB. 

Os exames disponíveis ainda não conseguem determinar de forma segura e confiável 

os casos de TB latente, para que um tratamento preventivo possa ser instituído. O teste 
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utilizado há décadas, para auxiliar a identificar TB latente, tem sido a prova tuberculínica 

(PT), que usa uma mistura de antígenos de M. tuberculosis, o PPD (Purified protein 

derivative), que estão também presentes nas cepas atenuadas da vacina BCG e nas 

micobactérias ambientais, o que pode ocasionar reações cruzadas e, consequentemente, 

interferir na interpretação do teste (MAZUREK et al., 2005). 

Os fatos citados estimulam a pesquisa de testes alternativos, envolvendo a 

identificação de biomarcadores, que possam ajudar de forma rápida e eficiente o diagnóstico 

tanto para a TB ativa como para TB latente.  

Assim, a combinação dos conhecimentos genéticos do bacilo causador da TB e da 

resposta imunológica do hospedeiro levou a elaboração de testes imunológicos para auxiliar 

no diagnóstico da TB. Dentre os testes, está o ensaio de liberação de interferon-gama (IGRA), 

sendo que dois deles estão disponíveis comercialmente, para uso em seres humanos, é o T-

SPOT 
TM

TB (T-SPOT) e o QuantiFERON
R
 TB-Gold (in tube method) (QTF-IT).  

Neste contexto, a presente revisão visar analisar e discutir os trabalhos que utilizaram 

os IGRAs comerciais, em especial T-SPOT e QTF-IT, em regiões de alta endemicidade para 

TB, inclusive os realizados no Brasil. 

 Metodologia 

 

 
Modelo de Estudo: Foi realizada revisão bibliográfica do assunto, considerando 

principalmente as características dos grupos populacionais investigados, a sensibilidade e 

especificidade obtidas nos testes de IGRA em regiões de alta endemicidade para TB. 

Base de dados: Os artigos foram selecionados no site de busca da PUBMED 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), com as seguintes palavras chave: IGRA and 

Tuberculosis (237 artigos acesso em 28 de abril de 2012); QuantiFERON (655 artigos acesso 
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em 29 de abril de 2012); T-SPOT and ELISPOT and Tuberculosis (60 artigos acesso em 05 

de maio de 2012). Destes foram selecionados os artigos que utilizaram o T-SPOT e a terceira 

geração do teste QuantiFERON TB Gold (In tube method) (QTF-IT), os estudos que foram 

realizados nos países de alta endemicidade para Tuberculose (TB), excluindo aqueles estudos 

longitudinais e extrapulmonares. Contudo, foram também selecionados alguns estudos 

realizados nos países de alta renda para avaliação comparativa com os países de baixa e média 

renda, com alta carga de TB. Foram consultados também as publicações das páginas do Portal 

Saúde do Ministério da Saúde do Brasil 

(http://portalsaude.saude.gov.br/portalsaude/index.cfm) e da Organização Mundial de Saúde 

(http://www.who.int/en/). 

Ensaio de liberação de interferon gama (IGRA) 

 

Os IGRAs são baseados na detecção de Interferon-gama (IFN-gama), produzido por 

células sensibilizadas do sangue periférico, após estímulos in vitro com derivados protéicos de 

M. tuberculosis. O IGRA foi desenvolvido como um teste alternativo a PT, para pesquisa de 

pessoas infectadas por M. tuberculosis. 

 Dentre os IGRAs, dois deles foram aprovados pela FDA (Food and Drug 

Administration) e encontram-se disponíveis comercialmente (CONDE et al., 2009), o 

QuantiFERON
R 

TB-Gold (In-Tube Method) (QTF-IT) (FDA, 2005 e FDA, 2007) e o T-SPOT 

TM
TB (FDA, 2008). 

A primeira geração do QuantiFERON
R
 TB aprovada pela FDA foi em 2001, na qual 

utilizava como estímulo o PPD; em 2004 a FDA aprovou a segunda geração do teste que foi 

denominado de QuantiFERON
R
 TB Gold, passando a utilizar antígenos sintéticos mais 

específicos de M. tuberculosis, o ESAT-6 (Early secretory antigenic target 6) e CFP 10 

(Culture filtrate protein 10) , e em 2007 a FDA aprovou a terceira geração do teste, o QTF-IT, 
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na qual foi incluído mais um antígeno além dos dois existentes, o TB7.7 (Rv 2654c) com 

adaptação do ensaio de estímulo celular no próprio tubo de coleta de sangue (PAI et al., 2006; 

ARIAS GUILLÉN, 2011). 

No QTF-IT, o sangue periférico coletado é submetido à incubação, a 37
o
C por 24 

horas, em 3 tubos simultaneamente: Nil (controle negativo), Antígenos de M. tuberculosis 

(ESAT-6, CFP-10 e TB7.7) e Mitógeno (controle positivo). Após a coleta do plasma, o IFN-

gama é quantificado por ELISA (Enzyme Linked Immunsorbert Assay). 

No T-SPOT
TM 

TB, utiliza-se como estímulo dois antígenos, o ESAT-6 e CFP-10, e 

quantifica-se diretamente o número de células T secretoras de IFN-gama por ELISPOT 

(Enzyme-linked immunosorbent spot).  

Os antígenos ESAT-6 e CFP-10 utilizados nos dois testes são fortes alvos para Th1, 

nas infecções por M. tuberculosis, e são codificados por sequências gênicas da região de 

diferenciação 1 (RD-1), que estão ausentes nas estirpes da BCG e na maioria das 

micobactérias ambientais, com exceção de M. kansasii, M. szulgai, M. marinum, M. 

flavescens e M. gastrii.  

As vantagens do QTF-IT e T-SPOT
TM 

TB tem sido por: ser um teste ex vivo, não 

necessitar do retorno do paciente ao posto médico para a leitura do teste e não reagir 

cruzadamente com pessoas vacinadas pela BCG ou sensibilizadas com micobactérias 

ambientais, conforme descrito pelos fabricantes. As limitações são por apresentarem custos 

mais elevados que a PT, necessitar de equipamentos e profissionais treinados para realização 

do teste.    
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Desempenho dos IGRAs comerciais nas regiões de alta 

endemicidade da TB 

 

Os testes com os dois IGRA comerciais, o T-SPOT e QTF-IT, têm sido realizados em 

diversas populações de países de baixa, média e alta renda, apresentando resultados 

extremamente diversificados. A grande dificuldade em estabelecer a sensibilidade e 

especificidade desses testes, está principalmente na ausência de um teste padrão ouro para o 

diagnóstico da TB infecção.  

Nos países de alta endemicidade para TB, o desempenho dos IGRA apresentou grande 

variação nos resultados, em que a sensibilidade foi de 45,0 a 96,6% e a especificidade foi de 

36,8 a 86,0%, conforme descritos na Tabela 1.  

 

Tabela 1 -  Resultado das avaliações dos IGRA comerciais, QuantiFERON
R
 TB GOLD (in tube-

method) e T-SPOT
TM 

TB, em  pacientes com Tuberculose (TB),  realizados no período de 2007 a 

2012, em países com alta taxa de endemicidade para TB. 

 

Ordem Autores 
Indivíduos 

(n) 

T-SPOT QTF-IT  
País 

S (%) E (%) S (%) E (%) 

1 Adetifa et al., 2007 80 78,7 - 64,0 - Gambia* 

2 Kang et al., 2007 141 92,0 47,0 - - Coreia do Sul* 

3 Raby et al., 2008 112 - - 74,0 - Zambia 

4 Legesse et al., 2010 107 - - 64,5 36,8 Etiópia 

5 Goletti et al., 2010 129 - - 68,0 86,0 India 

6 Stavri et al., 2010 60 Cr - - 45,0 - Romênia* 

7 Lee et al., 2010 59 - - 96,6 - Coreia do Sul* 

8 Cattamanchi et al., 2010 236HIV 73,0 54,0 - - Uganda 

9 Dayal et al., 2011 130 Cr - - 51,2 48,0 India 

10 Hang et al., 2011 459 - - 95,2 - Vietnam 

11 Feng et al., 2012 71 95,6 69,2 - - China 

12 Santana-Filho et al., 2012 

(dados não publicados) 
106 - - 80,9 77,8 Brasil 

 

QTF-IT = QuantiFERON
R
 TB Gold (In tube method); S=Sensibilidade; E=Especificidade; % = 

percentual; Cr= Crianças; HIV= portadores do vírus da imunodeficiência humana; 

* Não estão entre os 22 países de maior carga de TB, mas apresentam taxas de incidência elevadas 
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para TB. 

As médias combinadas das sensibilidades e das especificidades dos IGRA dos 

resultados observados na Tabela 1 foram de 75,3% e 59,8% respectivamente, dados estes 

considerados inferiores aos observados nos países de baixa endemicidade da TB, em que a 

média combinada dos resultados estava acima de 80% para os dois parâmetros (KOBASHI et 

al., 2006; DEWAN et al., 2006; PAI et al., 2006; LOSI et al., 2007; DETJEN et al., 2007; 

GOLLETI et al., 2008; AICHELBURG et al.,2009; KAMPMANN et al., 2009; HIGUCHI et 

al., 2009; BOYD et al., 2011; RUTHERFORD et al., 2010; RUHWALD et al., 2011; FUJITA 

et al., 2011;). 

Os IGRAs apresentaram baixa especificidade nas regiões de alta endemicidade para 

TB, pois pessoas sensibilizadas e que não apresentam os sinais e sintomas da doença, 

obviamente, são mais freqüentes nessas regiões, e os testes imunológicos, conforme descrito 

anteriormente, não conseguem distinguir TB infecção de TB doença ativa (WHO, 2011b).  

Na última avaliação realizada pela OMS em 2011, sobre o uso dos IGRAs em países 

de baixa e média renda, adotou a seguinte recomendação, que os IGRAs, assim como a PT, 

não devem ser utilizados para diagnóstico de TB pulmonar e extrapulmonar, devido a baixa 

especificidade desses testes (WHO, 2011b). 

Apesar destas recomendações em relação aos IGRAs, no estudo realizado pelo nosso 

grupo, utilizando o QTF-IT, a sensibilidade (80,9%) e a especificidade (77,8%) foram 

comparáveis aos observados nos países de baixa endemicidade da TB (dados não publicados). 

Além disso, os níveis de IFN-gama foram significativamente mais elevados nos pacientes de 

TB ativa em comparação aos seus contatos. Neste contexto, o teste do IGRA pode ser útil no 

diagnóstico da TB, mas em conjunto com a avaliação médica e os demais exames de rotina.  

Recentemente, Denkinger et al. (2011), relataram que na maioria dos países que 

disponibilizam os manuais para o diagnóstico da TB ativa, apontam limitações dos IGRAs. E 

quando o uso do teste é recomendado, principalmente nos países de alta renda, está 



93 

 

claramente descrito que o IGRA deve ser utilizado apenas como um teste auxiliar, sem 

substituição dos testes microbiológicos e radiográficos. 

Outro aspecto amplamente discutido é a identificação de pessoas com TB latente, que 

devem ser submetidas a um tratamento preventivo. Contudo, nos países de alta endemicidade 

da doença o percentual de sensibilidade dos contatos tem sido muito elevado na maioria dos 

estudos, ou seja,  acima de 40%, incluindo também nestas populações os profissionais de 

saúde, conforme apresentado na Tabela 2.  

 

Tabela 2. Resultado das avaliações dos IGRA comerciais, QuantiFERON
R
 TB GOLD (In tube-

method) e T-SPOT, em contatos diretos de pacientes com TB  realizados no período de 2005 a 2012, 

em regiões de média a alta endemicidade para TB. 

 

Ordem Autores 
Indivíduos 

(n) 

T-

SPOT 

QTF-

IT País 

S (%) S (%) 

1 Pai et al., 2005 726 PS - 40,0 India 

2 Mahomed et al., 2006 358 - 56,0 Africa do Sul 

3 Jackson-Sillah et al., 2007 1656 - 29,0 Gambia* 

4 Adetifa et al., 2007 194 57,1 58,8 Gambia* 

5 Lien et al., 2009 300 PS - 47,3 Vietnam 

6 Machado et al., 2009 298 - 42,6 Brasil 

7 Santana-Filho et al., 2012 (dados 

não publicados) 
49 - 40,8 Brasil 

 

QTF-IT = QuantiFERON
R
 TB Gold (In tube method); S=Sensibilidade; % = percentual; PS= 

profissionais de saúde;  

* A Gambia não está entre os 22 países de maior carga de TB, mas apresenta taxas de incidência 

elevada para TB. 

 

Embora a Gâmbia não esteja entre os 22 países de alta carga de TB no mundo, este 

país apresenta uma taxa de incidência elevada de TB, 273 casos/100 mil habitantes (WHO, 

2010a). Nos dois estudos realizados no país, houve uma diferença significativa de 29,0% para 

58,8%, sendo que os estudos foram realizados em períodos próximos por JACKSON-

SILLAH et al., 2007 no período  de 2002 à 2004 e ADETIFA et al., 2007 no período de 2004 

à 2006, e os contatos foram recrutados na mesma área da Gambia. 
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Outro estudo interessante, foi realizado em Hamburgo na Alemanha, que apesar de ser 

um país de baixa endemicidade da TB, 4,8 casos/100 mil habitantes (WHO, 2010b), a cidade 

de Hamburgo, possui a maior taxa da doença na Alemanha, 10,8 casos/100 mil habitantes 

(DIEL et al., 2009), demonstrando que mesmos nos países de baixa carga de TB, o percentual 

de sensibilidade nos contatos foi de 30,2 %, ou seja, comparável aos países de alta 

endemicidade da doença (Tabela 2). Na maioria desses estudos com os contatos de TB, a 

situação “PT positiva e IGRAs negativo” foi mais frequente, a provável explicação é que 

tenha ocorrido reações cruzadas na PT à vacinados pela BCG ou por sensibilização prévia à 

micobactérias ambientais.  

Alguns pesquisadores relatam que os indivíduos com níveis mais elevados de IFN-

gama, nos testes do IGRAs, podem apresentar maior risco de desenvolverem ou estarem com 

TB ativa, por terem observado uma diferença significativa do perfil de produção desta 

citocina entre pacientes de TB e os seus contatos diretos (HIGUCHI et al., 2008; 

LIENHARDT et al., 2010).  

Recentemente um trabalho de meta-análise, sobre o valor preditivo dos IGRAs para 

TB ativa, avaliou 15 estudos que tiveram uma amostragem combinada de 26.680 

participantes, os autores concluíram que os IGRAs e a PT não possuem alta acurácia para 

predição de TB ativa, embora o uso dos IGRAs em algumas populações possa reduzir o 

número de pessoas selecionadas para um tratamento preventivo (RANGAKA et al. 2012). 

 A política de recomendação da OMS (2011) nos países de baixa e média renda para 

TB latente, é que a PT não deve ser substituída pelos IGRAs, pois os estudos realizados 

apresentaram resultados muito variáveis. 

 Nos países de baixa e média renda, onde a carga de TB é alta, o desempenho dos 

IGRAs não tem sido favorável, mas além dos resultados, há fatores epidemiológicos e 

técnicos importantes que também devem ser considerados. O estudo de qualquer citocina 
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necessita de um grande rigor técnico, pois trata-se de moléculas termolábeis, em que o tempo 

de coleta até  incubação e o armazenamento adequado,  devem ser rigorosamente executados. 

Há trabalhos que questionam se o tempo de incubação de 24 horas é o suficiente para 

produção de IFN-gama, pois há estudos que descrevem uma diferença significativa na 

produção de 1 dia (24 horas) a 6 dias (144 horas) (LEYTEN et al, 2007).  

 A baixa sensibilidade e especificidade dos testes podem também ser atribuídas ao 

número reduzido de linfócitos em pacientes imunocomprometidos ou de idade avançada 

(KOBASHI et al., 2009). Além disso, tem sido relatado que pacientes de TB que são HLA-

DRB1*07 podem não responder aos antígenos utilizados nos IGRAs comerciais (HANG et al, 

2011). Neste contexto, os IGRAs devem ser interpretados juntamente com outros exames 

sanguíneos, que permitam avaliar o número de linfócitos, bem como conhecer o perfil 

imunogenético da população de interesse, ou ainda permitir a inclusão de outros peptídeos 

antigênicos do bacilo que possam induzir respostas em maior número de pacientes.   

Conclusão 

 

O uso dos IGRAs nas regiões de alta endemicidade para TB não pode ser descartado, 

mas é evidente a necessidade de otimizar o teste para estas regiões, tanto nos aspectos 

técnicos, como nos cuidados das interpretações dos IGRAs de acordo com o perfil dos 

pacientes. Deve-se continuar investigando novos biomarcadores imunológicos, que possam 

ajudar em combinação com o IFN-gama para aumentar a confiabilidade dos atuais IGRAs. 
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APÊNDICE 1 

MINISTÉRIO DA CIÊNCIA E TECNOLOGIA 

INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISA DA AMAZÔNIA 

COORDENAÇÃO DE PESQUISA EM CIÊNCIAS DA SAÚDE 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (COMUNICANTE DIRETO) 

 

 
                                                                     Nº de Registro na Pesquisa:  

 
Os pesquisadores Eduardo Bentes Santana Filho, Aya Sadahiro, Julia Ignez Salem e Mauricio Morishi Ogusku pedem sua 

autorização para realizar as atividades do Projeto de Pesquisa “Interferon gama como indicador de infecção pelo complexo 

Mycobacterium tuberculosis”. O projeto pretende estudar um componente do sangue, denominado de Interferon-gama (IFN-

gama). A pesquisa deste componente poderá ajudar no diagnóstico da tuberculose, assim como saber se as pessoas que 

convivem diretamente com os pacientes podem estar com a bactéria causadora da tuberculose, ou se podem estar começando 

a adoecer. Por este motivo, as pessoas que moram na mesma casa dos pacientes com tuberculose também serão examinados. 

Além da pesquisa do IFN-gama no sangue, será realizado outro teste na pele chamado de teste intradérmico de tuberculina. 

 

1) Pesquisa de IFN-gama: para realizar este teste será necessário coletar um pouco do seu sangue (10 mililitros), com uma 

seringa acoplada a agulha ou um tubo de vidro com agulha (sistema à vácuo), a coleta será realizada por uma pessoa 

habilitada. Este exame é para saber se a pessoa produzirá no sangue o IFN-gama que é um importante componente de defesa 

contra a bactéria da tuberculose.  

 

2) Teste intradérmico de tuberculina: Após a coleta de sangue, será aplicada com uma seringa, na parte anterior do antebraço 

esquerdo, uma pequena quantidade (0,1 mililitro) de um líquido chamado de PPD (derivado protéico purificado), utilizado 

com frequencia nos centros de saúde para auxiliar no diagnóstico da tuberculose. Após 72 horas (3 dias), da aplicação do 

teste intradérmico, uma pessoa do laboratório irá fazer a leitura deste exame. No local da aplicação poderá ficar um pouco 

vermelho ou formar uma pápula, que desaparecerá completamente após alguns dias. Este teste será realizado em 

conformidade com as normas do Ministério da Saúde do Brasil. 

 

Durante a coleta de sangue e teste intradérmico você poderá sentir um desconforto na hora que for introduzida a agulha, mas 

não trará nenhum risco a sua saúde, pois todos os materiais utilizados serão limpos e descartáveis, não havendo risco de 

contaminação.  

O participante não receberá nenhum benefício em dinheiro ou bem material em troca. A pessoa selecionada, mesmo após 

aceitar participar, terá o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, independente do 

motivo e sem nenhum prejuízo. Os resultados serão divulgados nos meios científicos, sem os nomes ou características que 

possam identificar os participantes. Se a pessoa quiser saber mais detalhes e os resultados da pesquisa basta se dirigir ao 

Laboratório de Micobacteriologia do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA) que fica na Av. André Araújo 

2936, Bairro do Aleixo em Manaus ou telefonar para (92) 3643-3216 que os pesquisadores darão todas as informações.  

 

Solicitamos ainda a sua autorização para que sua amostra de sangue seja armazenada no laboratório de Micobacteriologia do 

INPA, para que estudos futuros possam ser realizados, mas sempre com aprovação do comitê de ética em pesquisa. 

  

Eu, __________________________________________________, entendi e dou meu consentimento para realizarem os 

exames do projeto. Atesto que me foi entregue uma cópia desse documento. 

 

 

.....................................................................               Data: ............/........../............. 

 
Assinatura do participante                                     

                        

 
Impressão do polegar, caso o 

participante não saiba escrever 

seu nome. 

 ____________________________________            Data: ............/........../............. 
Nome do pesquisador(a) que conversou com a pessoa selecionada 
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APÊNDICE 2 

MINISTÉRIO DA CIÊNCIA E TECNOLOGIA 

INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISA DA AMAZÔNIA 

COORDENAÇÃO DE PESQUISA EM CIÊNCIAS DA SAÚDE 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  (PACIENTE) 

 

 
                                                                    Nº de Registro na Pesquisa: ...................................... 

 
Os pesquisadores Eduardo Bentes Santana Filho, Aya Sadahiro, Julia Ignez Salem e Mauricio Morishi Ogusku 

pedem sua autorização para realizar as atividades do Projeto de Pesquisa “Interferon gama como indicador de 

infecção pelo complexo Mycobacterium tuberculosis”. O projeto pretende estudar a produção de um componente 

no sangue, denominado de Interferon-gama (IFN-gama). A pesquisa deste componente poderá ajudar os 

médicos, e os demais profissionais da área de saúde, a saberem se as pessoas estão com a tuberculose, ou se 

apenas entraram em contato com a bactéria causadora desta doença, ou ainda, se podem estar começando a 

adoecer. Serão realizados exames de laboratório no escarro (catarro) dos pacientes com tosse para descobrir se 

tem a doença tuberculose. O escarro será coletado em um frasco, não dói e nem prejudica a saúde. Veja como é: 

 
     Os pesquisadores vão fazer primeiramente 2 tipos de exames no escarro:  

1. Baciloscopia - vão colocar um pouco numa lamina e olhar no microscópio para procurar a “bactéria” da 

tuberculose.    

 

2. Cultivo - vão colocar em tubos com comida para fazer a “bactéria” crescer  
 

Se os pesquisadores encontrarem a bactéria da tuberculose vão utilizá-la para 

realizar um teste chamado PCR e Antibiograma. Isto é, vão tentar descobrir por dois 

diferentes exames se a bactéria que está causando a tuberculose é resistente ou não aos 

remédios que serão dados pelos médicos para seu tratamento. Além desses exames, serão realizados outros 

testes, um de sangue para pesquisa do IFN-gama e outro de pele (teste intradérmico da tuberculina).  

 

Na pesquisa do IFN-gama será necessário coletar um pouco do seu sangue (10 mililitros) com seringa e agulha 

ou direto em um tubo de vidro com agulha, esta coleta será realizada por um profissional habilitado. Este exame 

é para saber se o senhor(a) produzirá o IFN-gama que é um componente importante na defesa do seu corpo 

contra a bactéria da tuberculose.  

 

No teste intradérmico será aplicado com uma seringa pequena, no seu braço esquerdo, uma pequena quantidade 

(0,1 mililitro) de um líquido chamado PPD (derivado protéico purificado), este teste é conhecido como 

tuberculina e é muito utilizado nos centros médicos para ajudar no diagnóstico da tuberculose. Após 72 horas (3 

dias), da aplicação do teste intradérmico, uma pessoa do laboratório irá fazer a leitura deste exame. No local da 

aplicação poderá ficar um pouco vermelho ou formar uma pápula que desaparecerá completamente após alguns 

dias. Este teste será realizado em conformidade com as normas do Ministério da Saúde do Brasil. 

 

No local da aplicação poderá ficar vermelho ou formar uma pápula que depois de alguns dias desaparecerá 

completamente.  

 

Pote de 

coleta 
Abrir o 

Pote Respirar  Prender a 

respiração 
Soltar o ar Respirar  

Tossir 
Colocar o catarro 

no pote 
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Durante a coleta de sangue e teste intradérmico, o paciente poderá sentir apenas um desconforto na hora que for 

introduzida a agulha, mas não trará risco a sua saúde, pois todos os materiais utilizados serão limpos e 

descartáveis, não havendo risco de contaminação.  

 

O paciente não receberá nenhum benefício em dinheiro ou bem material em troca. Se tiver um paciente que não 

queira participar da pesquisa, os exames também serão realizados apenas para saber se está doente de 

tuberculose e se tem que ser tratado. Os resultados da pesquisa serão informados diretamente ao paciente, que 

mesmo após aceitar participar, terá o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da 

pesquisa, independente do motivo e sem prejuízo do atendimento fornecido pelos pesquisadores.  

 

Os resultados serão divulgados nos meios científicos, sem os nomes ou características que possam identificar os 

participantes. Se o paciente quiser saber mais detalhes e os resultados da pesquisa basta se dirigir ao INPA ou 

telefonar para (92) 3643-3216 que os pesquisadores darão todas as informações. 

Solicitamos ainda a sua autorização para que a bactéria e as suas amostras de escarro e de sangue sejam 

armazenadas no laboratório de Micobacteriologia do INPA, para que estudos futuros possam ser realizados, mas 

sempre com aprovação do comitê de ética em pesquisa 

 

Eu, __________________________________________________, entendi e dou meu consentimento para 

realizarem os exames do projeto. Atesto que me foi entregue uma cópia desse documento. 
 

 

.....................................................................                  Data:  ............/........../............. 

     
                        Assinatura do paciente                      

                        

 
Impressão do polegar, caso o 

paciente não saiba escrever 

seu nome. 

 

 

___________________________________                   Data: ............/........../............. 
 

 Nome do profissional que conversou com o paciente      
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APÊNDICE 3 

 
MINISTÉRIO DA CIÊNCIA E TECNOLOGIA 

INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISA DA AMAZÔNIA 

COORDENAÇÃO DE PESQUISA EM CIÊNCIAS DA SAÚDE 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (CONTROLES) 

 

 
                                                                    Nº de Registro na Pesquisa: ............................... 
 

Os pesquisadores Eduardo Bentes Santana Filho, Aya Sadahiro, Julia Ignez Salem e Mauricio Morishi Ogusku 

pedem sua autorização para realizar as atividades do Projeto de Pesquisa “Interferon gama como indicador de 

infecção pelo complexo Mycobacterium tuberculosis”. Neste projeto de pesquisa pretende-se estudar a produção de um 

componente no sangue, denominado de Interferon-gama (IFN-gama). A pesquisa deste componente poderá ajudar os 

médicos, e os demais profissionais da área de saúde, a saberem se as pessoas que convivem diretamente com o paciente estão 

com bactéria da tuberculose. A pesquisa do IFN-gama, será realizada nos pacientes, mas também nas pessoas aparentemente 

saudáveis, que não tiveram no passado a tuberculose, e nem entraram em contato com pessoas que estão com a doença. As 

pessoas que preenchem estes requisitos serão convidadas a participar do estudo, como o grupo controle, e deverão fazer um 

teste de sangue para pesquisa do IFN-gama e um teste de pele (teste intradérmico de tuberculina).  

 

1) Pesquisa de IFN-gama: para realizar este exame será necessário coletar um pouco do seu sangue (10 mililitros) com uma 

seringa e agulha, ou um tubo de vidro com agulha (tubo com sistema à vácuo), a coleta será realizada por um profissional 

habilitado. Este exame é para saber se o(a) senhor(a) produz o IFN-gama que é um componente importante na defesa contra a 

bactéria da tuberculose. 

 

2) Teste intradérmico de tuberculina: Com uma seringa será aplicada no seu braço esquerdo, uma pequena quantidade (0,1 

mililitro) de um líquido chamado PPD (derivado protéico purificado), este líquido não causa doença, é como se estivesse 

recebendo uma vacina, e é muito utilizada nos centros médicos para ajudar no diagnóstico da tuberculose. Após 72 horas (3 

dias), da aplicação do teste intradérmico, uma pessoa do laboratório irá fazer a leitura deste exame. No local da aplicação 

poderá ficar um pouco vermelho ou formar uma pápula que desaparecerá completamente após alguns dias. Este teste será 

realizado em conformidade com as normas do Ministério da Saúde do Brasil. 

 

Durante a coleta de sangue e teste intradérmico a pessoa poderá sentir apenas um desconforto na hora que for introduzida a 

agulha, mas não trará nenhum risco a sua saúde, pois todos os materiais utilizados serão limpos e descartáveis, não havendo 

risco de contaminação. O participante não receberá nenhum benefício em dinheiro ou bem material em troca. A pessoa 

selecionada, mesmo após aceitar participar, terá o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da 

pesquisa, independente do motivo e sem nenhum prejuízo. Os resultados serão divulgados nos meios científicos, sem os 

nomes ou características que possam identificar os participantes. Se a pessoa quiser saber mais detalhes e os resultados da 

pesquisa basta se dirigir ao Laboratório de Micobacteriologia do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA) que 

fica na Av. André Araújo 2936, Bairro do Aleixo em Manaus ou telefonar para (92) 3643-3216 que os pesquisadores darão 

todas as informações.  

 

Solicitamos ainda a sua autorização para que sua amostra de sangue seja armazenada no laboratório de Micobacteriologia do 

INPA, para que estudos futuros possam ser realizados, mas sempre com aprovação do comitê de ética em pesquisa. 

Eu, __________________________________________________, entendi e dou meu consentimento para realizarem os 

exames do projeto. Atesto que me foi entregue uma cópia desse documento. 

 

.................................................................              Data: .........../........../............. 

 
Assinatura do participante                                     

                        

 
Impressão do polegar, caso o 

paciente não saiba escrever seu 

nome. 
__________________________________________  Data: ........../........../.............           
Nome do pesquisador que conversou com o participante      
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ANEXO 1 

 

 



105 

 

 

 

 

 

 



106 

 

ANEXO 2 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 


