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RESUMO

O teste rapido molecular Xpert® MTB/RIF® MTB/RIF, recomendado pela Organizagéo
Mundial da Saude desde 2010 como teste inicial para o diagndéstico de tuberculose
pulmonar, fornece resultados quantitativos do DNA do Mycobacterium tuberculosis na
forma de valores de limiar de ciclo. Esta informacdo pode ser traduzida em carga
micobacteriana e usada como medida pontual para casos de tuberculose ativa, controle
de infecc@o e rastreamento de contatos. Ao contrario da microscopia de escarro, 0
papel dos valores de limiar de ciclo na avaliacdo da transmissdo do Mycobacterium
tuberculosis ainda ndo foi demonstrado. Este estudo prospectivo foi realizado para
avaliar a associagdo entre os valores de limiar de ciclo do Xpert® MTB/RIF e a
conversdo QFT-Plus em contatos préximos de pacientes com tuberculose pulmonar
(casos indices de TB) em uma coorte multicéntrica no Brasil. Foram avaliados dados
clinicos e laboratoriais, como idade, sexo, raca, tabagismo, uso de drogas ilicitas, uso
de &lcool, radiografia de térax, resultados do Xpert® MTB/RIF e resultados do QFT-
Plus na visita inicial e ap6s 0 més 6 para aqueles que tiveram resultados negativos no
inicio do estudo. Um total de 1.055 contatos proximos de 391 casos indices de TB foram
incluidos no estudo. Em MO, 333/1055 (31,6%) contatos foram QFT-Plus positivo e
91/717 (12,6%) conversao QFT-Plus para o més 6. Os valores médios de limiar de ciclo
dos casos de tuberculose com contatos de conversdo QFT-Plus foram
significativamente menores quando comparados com aqueles que eram negativos para
QFT-Plus. Além disso, foi observada correlacdo negativa entre os valores de limiar de
ciclo dos casos de tuberculose e o resultado QTF-Plus dos contatos no més 6. A andlise
da curva ROC demonstrou que a area sob a curva (AUC) de 0,999 (IC 95%: 0,997-
1.000) dos valores de limiar de ciclo do Xpert® MTB/RIF casos de tuberculose tém
melhor poder para discriminar contatos proximos de conversdo QFT-Plus em relacéo
aos Contatos negativos QFT-Plus, com especificidade de 47% e sensibilidade de 78%.
Por fim, a regressao logistica ajustada mostrou que valores reduzidos de limiar de ciclo
foram associados a conversdo QFT-Plus em contatos préoximos (OR: 1,61, IC 95%:
1,12-2,32). Juntos, esses resultados demonstram que pacientes com tuberculose
pulmonar com valores baixos de limiar de ciclo do Xpert® MTB/RIF podem ter maior
capacidade de transmissdo do Mycobacterium tuberculosis para seus contatos

proximos.

Palavras Chaves: Xpert, TB, Transmisséao, QFT-Plus, ILTB
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ABSTRACT

The Xpert® MTB/RIF rapid molecular test, recommended by the World Health
Organization since 2010 as an initial test for the diagnosis of pulmonary tuberculosis
(TB), provides quantitative results of Mycobacterium tuberculosis DNA in the form of
cycle threshold (Ct) values. This information can be translated into mycobacterial load
and used as a point measure for active tuberculosis cases, infection control and
contact tracing. Unlike sputum microscopy, the role of Ct values in assessing
Mycobacterium tuberculosis transmission has not yet been demonstrated. Thus, a
prospective study was carried for evaluated the association out between Xpert®
MTB/RIF Ct values with QFT-Plus conversion in close contacts of pulmonary
tuberculosis patients (TB index cases) in a multicentric cohort in Brazil. Were evaluated
clinical and laboratorial data, such age, sex, race, smoking habits, illicit drug use,
alcohol use, chest radiograph, Xpert® MTB/RIF results, and QFT-Plus results at
baseline (MO) and after month 6 (M6) for those who were negative results at baseline.
A total 1,055 close contacts of 391 TB index cases were included in study. In MO,
333/1055 (31.6%) contacts were QFT-Plus positive and 91/717 (12.6%) QFT-Plus
conversion to M6. The median Ct values of TB cases with QFT-Plus conversion
contacts were significantly lower in when compared with those who were QFT-Plus
negative. In additional, negative correlation between the Ct values of the TB cases and
the QTF-Plus result of the contacts at M6 was observed. Furthermore, ROC curve
analysis demonstrated that area under the curve (AUC) of 0.999 (CI 95%: 0.997-1,000)
of the Xpert® MTB/RIF Ct values TB cases have better power to discriminate QFT-
Plus conversion close contacts in relation to the QFT-Plus negative contacts, with 47%
specificity and 78% sensitivity. Finally, adjusted logistic regression showed that
reduced Ct values were found to be associated with QFT-Plus conversion in close
contacts (OR: 1.61, 95% CI: 1.12-2.32). Together, these results demonstrate that
patients with pulmonary tuberculosis with low Xpert® MTB/RIF Ct values may have a

greater capacity for Mycobacterium tuberculosis transmission to their close contacts.

Keywords: Xpert, TB, Transmission, QFT-Plus, LTBI.
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RESUMO LEIGO

As pessoas que vivem com pacientes doentes de tuberculose tém mais risco de
adoecer de tuberculose. Essas pessoas que estdo vivendo com esses individuos
(chamadas de contatos proximos) podem ser infectadas e inicialmente apresentar a
infeccédo latente (quando a bactéria que causa a doenca fica dormindo no pulméao), sem
a presenca de sinais e sintomas da doenca. Em seguida, a tuberculose pode ficar ativa,
sendo observado a presenca de sintomas como tosse seca ou com catarro, febre,
suores a noite, emagrecimento e posterior diagnostico confirmado atraves de exames
de escarro. Um dos exames realizado a partir da amostra de escarro para diagnosticar
a tuberculose se chama Xpert® MTB/RIF e esse exame consegue medir a quantidade
de bactéria dos doentes pela presenca do material genético (DNA). Assim, avaliamos
nesse estudo a possibilidade de identificar pessoas que tem maior risco de transmitir a
bactéria que causa a tuberculose para seu contato préximo utilizando os resultados do
teste Xpert® MTB/RIF. Realizamos o estudo avaliando os sintomas, os hébitos de vida
como o consumo de tabaco, uso de alcool, drogas ilicitas e exames de escarro de 391
pessoas doentes de tuberculose e dos seus contatos préximos (Total de 1.055) os
habitos de vida como o consumo de tabaco, uso de alcool, drogas ilicitas, o resultado
teste IGRA (Exame realizado no sangue) para identificar a tuberculose latente.
Conseguimos observa que os contatos proximos de pacientes com tuberculose com
uma quantidade maior de bactérias tém mais chance de transmitir para seu contato.
Além disso, os pacientes doentes de tuberculose com maior chance de transmitir a
bactéria estavam mais propensos a serem fumantes, consumir &lcool, usar drogas
ilicitas, apresentar suores noturnos e alteracdo no raios-x. Enquanto os contatos
préximos mais susceptivel a terem tuberculose latente eram do sexo feminino, raca
parda, indice de massa corporal reduzido quando comparado aos contatos que néo
apresentaram tuberculose latente. Esses achados podem ajudar a organizar e priorizar

a investigacao mais precisa dos grupos de risco de adoecer de tuberculose.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

LISTA DE FIGURAS

Tendéncia global nas notificagcbes de casos de pessoas recém-
diagnosticadas com TB, 2015-2021.

Taxa de incidéncia estimada de TB no mundo, em 2021.
Coeficiente de incidéncia de tuberculose (por 100 mil hab.) no Brasil, 2012
a 2021.

Proporcao de testagem para o HIV e de coinfeccdo TB-HIV entre os casos
novos de tuberculose no Brasil, 2012 a 2021.

Coeficiente de mortalidade por tuberculose (por 100 mil hab.) no Brasil,
2011 a 2020

Xiii



Xiv

LISTA DE QUADRO

Quadrol Esquemas de tratamento da tuberculose e local de manejo clinico 09
preferencial.
Quadro 2 Interpretacdo dos resultados do QuantiFERON®-TB Gold Plus. 17



LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E UNIDADES DE MEDIDA

BRICS
CFP-10

Complexo M. tuberculosis

COVID-19

Ct

DNA

ELISA

ESAT-6

HIV

INF-y

M. tuberculosis
MS

NIL

OMS

PCR

QTF-Plus

B

TBle TB2
TPT

TST

UF

Xpert® MTB/RIF

Brasil, Federacdo Russa, india, China e Africa do Sul
Culture Filtrate Protein 10

Complexo Mycobacterium tuberculosis
Coronavirus 19

Limiar de ciclo

Acido desoxirribonucleico

Ensaio imunoenzimatico

Early Secretory Target 6

Virus da Imunodeficiéncia Humana

Interferon gama

Mycobacterium tuberculosis

Ministério da Saude

Tubo de sangue sem estimulo (Controle negativo)
Organizacdo Mundial de Saude

Reacdo em cadeia da polimerase
QuantiFERON-TB Gold-Plus

Tuberculose

Tubos de sangue com antigenos de M. Tuberculosis
Terapia Preventiva para Tuberculose

Teste tuberculinico

Unidade federativa

XPERT® MTB/RIF Assay

XV



XVi

SUMARIO

INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt ettt st et esteste e e ereeeeere e 1
1.1 Tuberculose: Distribuicdo da doenca e mortalidade........ccoveeremresnereereeneeseenens 1
1.2 Etiologia e TransmiSS80 da TUDEICUIOSE .......ornererniennesrsinsssssssssssssssessesssssssssssees 6
1.3  Tratamento da tUDEICUIOSE ... ssssnees 8
1.4 Diagnostico da tuDErcUlOSE AliVA ... ssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssnees 9
1.5  CUSLO EFELIVIHAUE ...ttt sasssns 14
1.6 Infeccao latente por Mycobacterium tuberculoSIs .........nrrrereensesneereesesseeneens 14
1.7  DiIiagnOSHCO A8 ILTB ..ceieriereeiseesseessessssssssssssssessssssssssss s sssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 15
1.7.1  TeSte TUDEICUIINICO ..oveeerreerreeseeeseesseesssesssssssssssssssssssssss s sssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssaes 15
1.7.2 Ensaio imunoenzimético QuantiFERON®-TB GOLD PLUS........ccconennennns 16
2 OBJETIVOS .. sssmsmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasasassssssssssssasssss 19
2.1 GEIALier et s 19
2.2 ESPECITICOS ..ourererreeeerreereessstssesssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssessessnssns 19
3 PRODUTO DA DISSERTAC}AO .................................................................................... 20
4 LIMITAC@ES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS. ... ssssssssssssssssssssasanss 45
5 CONCLUSAO coersmressssmsesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssasssssssassssass 45
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....orssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 46
7 ANEXO criisisssssmssssesmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssasassssssssssssasassssssssasasas 53



1 INTRODUCAO
1.1 Tuberculose: Distribuicdo da doenca e mortalidade

A tuberculose (TB) € um problema de saude publica e uma das principais
causas de morte em todo o mundo. Até 2019, foi considerada como a principal
causa de morte por um Unico agente infeccioso, quando foi ultrapassada pela
pandemia do coronavirus SARS-CoV-2 (COVID-19) nos anos de 2020 e 2021 (1).
Apos esforcos e controle da COVID-19, a TB voltou para o posto da principal causa

de morte por um Unico agente infeccioso no mundo (2).

Avancos em pesquisa e a realizagdo de agdes multissetoriais para abordar
os determinantes da TB, como a pobreza, desnutri¢cdo, infec¢do por HIV, tabagismo
e diabetes fazem-se necessarios para reduzir o nimero de pessoas que adquirem
infeccdo e desenvolvem doencas (e, por sua vez, o numero de mortes causadas
por TB). A proposta de alcancar as metas preconizadas pela Organizacao Mundial
da Saude (OMS) de reduzir a taxa de incidéncia para menos de 10 casos por ano
e menos de uma morte por 100.000 habitantes por ano no mundo ainda nao estao
totalmente implementadas (3). Atualmente, com os tratamentos recomendados,
cerca de 85% das pessoas que adoecem séo curadas, contudo sem tratamento a

taxa de mortalidade é alta, podendo alcancar 50% (1).

Estima-se que 10,6 milhdes de pessoas adoeceram com TB em todo o
mundo em 2021, aumento de 4,5% quando comparado com o ano de 2020. As
projecdes estimam aumento de 3,6% da incidéncia da TB (casos novos por 100.000
habitantes por ano) entre 2020 e 2021, provavelmente causado pela interrupcéo
dos servicos essenciais durante a pandemia da COVID-19, que favoreceu o
aumento na transmissdo da TB (causados por mais pessoas com TB nao
diagnosticadas e tratadas) e desenvolvimento de doencas entre 0S recém-
infectados (Figura 1) (2).
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Figura 1: Tendéncia global nas notificacdes de casos de pessoas recém-diagnosticadas com TB,
2015-2021 (1).

Em 2021, a maioria das pessoas que desenvolveram TB estavam nas regifes
do Sudeste Asiatico (45%), Africa (23%) e Pacifico Ocidental (18%), com menores
propor¢cdes no Mediterraneo Oriental (8,1%), Américas (2,9%) e Europa (2,2%).
Dentre os 30 paises que representaram 87% das estimativas de incidéncia no
mundo, 8 foram responséaveis por mais de dois tercos do total global: india (28%),
Indonésia (9,2%), China (7,4%), Filipinas (7,0%), Paquistéo (5,8%), Nigéria (4,4%),
Bangladesh (3,6%) e a Republica Democratica do Congo (2,9%) (Figura 2) (1).
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Figura 2: Incidéncia estimada de tuberculose em 2021, para paises classificados do primeiro ao
oitavo em termos de nimero de casos, e que representaram cerca de dois tercos dos casos globais

em 2021, sao rotulados (1).

O Brasil integra a lista dos 30 paises que concentram as maiores carga de
TB no mundo, em uma nova definicdo de paises prioritarios para o periodo 2016-
2020, ocupou a 202 posicao entre os 30 paises com alta carga de TB e a 192 entre
os 30 com casos de coinfeccao tuberculose/virus da imunodeficiéncia humana
(TB/HIV) (4). O Brasil comp&em o grupo dos BRICS (Brasil, Federacdo Russa, india,
China e Africa do Sul) e as projecdes estimam que esses paises concentram 40%
dos casos notificados de TB no mundo (5). No ano de 2020, o Brasil junto com
outros 15 paises foram responsaveis por 93% da reducdo das notificacbes da TB
no mundo, variacdo possivelmente justificada pelos impactos causados pela

pandemia de COVID-19 no sistema de saude (6).

A incidéncia no pais apresentou declinio entre os anos de 2012 e 2015 e
aumento nos anos de 2016 a 2019, justificada pela intensidade na investigacao dos
casos sintomaticos respiratorios e ampliacdo de métodos de diagndstico mais
sensiveis, como por exemplos o Xpert® MTB/RIF M. TUBERCULOSIS/RIF. Além
disso, a reducdo acentuada entre 2020 e 2022 é explicada pela possibilidade de
subnotificacdo, assim como a dificuldade de acesso ao sistema de saulde,

observado durante o periodo da pandemia (Figura 3) (4).
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Figura 3: Coeficiente de incidéncia de tuberculose (por 100 mil hab.) no Brasil, 2012 a 2021 (4).

Atualmente, tem sido observado heterogeneidade nos numeros de
notificacdes de TB por unidade federativa (UF) do Brasil. Destaca-se os dados dos
estados do Amazonas (71,3), Rio de Janeiro (67,4), Roraima (54,6) e do Acre (50,3),
Ccomo 0s mais expressivos, além de Pernambuco (45,9), Paréa (42,6), Rio Grande do
Sul (36,5), Mato Grosso do Sul (34,9), Espirito Santo (34,7), Amapa (35,2) e Sao
Paulo (33,8), que apresentaram os maiores coeficientes registrados no pais. Nota-
se que os coeficientes de incidéncias dessas UF (total de 11) foram maiores que 0
do Brasil (32,0 casos de TB por 100 mil hab.) (4).

Assim como em outras regidées do mundo, no Brasil, os casos de TB sdo
predominantes no sexo masculino em quase todas as faixas etarias, com excecao
do grupo de 10 a 14 anos. Homens de 20 a 34 anos apresentam risco maior de 2,8
vezes de adoecimento por TB pulmonar do que mulheres na mesma faixa etéria,
seguidos do grupo de 50 a 64 anos, cujo risco de adoecimento por TB pulmonar &
2,6 vezes maior. A diferenca do risco de adoecimento por TB pulmonar entre os

sexos é menor entre aqueles com menos de 15 anos (4).

A coinfecgéo TB-HIV (9,9% em 2012 a 8,3% em 2021), vem apresentando

gueda entre os casos novos de TB ao longo dos anos. No entanto, houve uma



reducdo na testagem para HIV entre os casos novos de TB, o que pode ocasionar
impactos graves no desfecho de tratamento da TB devido a possibilidade de
coinfeccao (Figura 4) (7). Em 2021, os estados do Acre (92,3%), Rio Grande do
Norte (87,6%) e Amapa (87,1%) tiveram os maiores percentuais de testagem para
o HIV e as maiores proporc¢des de coinfec¢cao TB-HIV foram identificadas no Distrito
Federal (14,5%), Rio Grande do Sul (13,7%) e Santa Catarina (11,5%) (4).
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Figura 4: Proporcdo de testagem para o HIV e de coinfeccdo TB-HIV entre os casos novos de
tuberculose no Brasil, 2012 a 2021 (4).

Conforme demostrado na figura 5, uma constante no coeficiente de
mortalidade, entre 2,1 e 2,3 6bitos por 100 mil hab., foi observada entre 2011 e
2020, porém, 10 UF apresentaram coeficiente de mortalidade superior ao
observado no pais (Em 2020, o coeficiente de mortalidade no Brasil foi de 2,1 6bitos
por 100.000 hab.). Dentre os estados com maiores indices esta o Acre (3,9), Rio de
Janeiro (4,4), Pernambuco (3,1), Amazonas (3,6), Para (2,8), Mato Grosso do Sul
(2,6), Rio Grande do Sul (2,4), Mato Grosso (2,2), Roraima (2,2) e Rio Grande do
Norte (2,2) (4).
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Figura 5: Coeficiente de mortalidade por tuberculose (por 100 mil hab.) no Brasil, 2011 a 2020 (4).

1.2 Etiologia e Transmissao da Tuberculose

A tuberculose em humanos é causada pelo Mycobacterium tuberculosis
(M. tuberculosis) e em conjunto com outras espécies, como o M. tuberculosis,
M. bovis, M. bovis BCG (Bacillus Calmette-Guérin, cepa vacinal), M. africanum,
M. microti e M. caprae, formam o complexo Mycobacterium tuberculosis (CM.
TUBERCULOSIS) (8). As micobactérias pertencem ao género Mycobacterium,

da familia Mycobacteriaceae, subordem Corynebacterium e ordem Actinomyces

(9).

O bacilo M. tuberculosis € reto ou ligeiramente curvo, imoével, ndo
esporulado, ndo encapsulado, medindo de 1 a 10 ym de comprimento por 0,2 a
0,6 ym de largura e possuindo a propriedade morfotintorial alcool-acido
resistente. A parede é constituida principalmente por acidos micoéticos,
constituindo uma barreira hidrofébica que confere resisténcia & dessecacao e a
descoloracdo por alcool e acido, aléem de diversos agentes quimicos e

antibidticos. Vale ressaltar que, o bacilo é resistente a acdo de agentes



quimicos, mas sensivel a acdo de agentes fisicos como calor e radiacdo

ultravioleta (9).

A transmissao ocorre quase que exclusivamente por goticulas (quando uma
pessoa doente com TB pulmonar e/ou laringea ao tossir, falar ou espirrar libera
particulas contendo os bacilos) (10). Geralmente afeta os pulmdes (TB pulmonar),
mas também pode acometer outros locais como a laringe, linfonodos, pleura e
meninges (TB extrapulmonar) (11). Além disso, a alta incidéncia dos casos de
tuberculose pode estar associada a transmissdo do M. tuberculosis, criando uma
forca motriz capaz de manter esse indices elevados e colocando os 6rgédos de
salude publica em constante alerta (12). Estimativas apontam que cerca de um
quarto da populacdo mundial esta infectada com o M. tuberculosis e a maioria das

pessoas que desenvolve a doenga sdo adultos, com mais casos entre homens (1).

Atrasos no diagnostico ou inicio do tratamento por conta de fatores
comportamentais, principalmente associados a dificuldade de acesso ao sistema de
saude e dos individuos em procurar cuidados basicos, podem contribuir com a
prevaléncia da TB e a probabilidade de transmissao da doenca (10). Além disso, a
identificacdo do Complexo M. tuberculosis é essencial para o diagndstico,

diferenciacéo das espécie, selecao da terapéutica adequada e fins epidemioldgicos

8).

A intensidade da transmisséo do M. tuberculosis depende da prevaléncia e
infecciosidade de individuos com a forma ativa da doenca, da
frequéncia/proximidade das interacbes do contato com o caso indice, da
duracédo/proximidade do contato, da quantidade/viruléncia do patégeno expelido
para o ambiente e da suscetibilidade da pessoa exposta, bem como as
caracteristicas biologicas do M. tuberculosis (9,13,14).

A infecciosidade gerada nos individuos pode ser afetada ainda por
caracteristicas individuais (por exemplo, coinfeccdo com o HIV) ou compartilhados
em nivel comunitario (acessibilidade ao diagndstico e qualidade do
atendimento). Além disso, os padrdes de duracéo e proximidade dos contatos sé&o



influenciados pela idade, estrutura demogréfica, comportamentos culturais,
densidade populacional e padrées de migracdo (12). Os espacos com déficit na
circulacao de ar, luz ultravioleta e umidade podem favorecer um ambiente ideal para
fazer com o M. tuberculosis permaneca vidvel e as particulas transportadas pelo ar
figuem mais tempo suspensas, impactando diretamente na troca de ar de pessoa

para pessoa, necessaria para a transmisséao (15).

A infecciosidade dos casos indices de TB podem ser definida clinicamente,
incluindo a presenca de tosse e/ou teste bacteriolégico positivo para o M.
tuberculosis (Exemplo: Xpert® MTB/RIF) no escarro. No entanto, a infecciosidade
pode estar presente antes mesmo do inicio dos sintomas, com a TB subclinica, que
€ caracterizada por resultados negativos na triagem de sintomas de tuberculose,
mas resultados positivos de cultura, com tuberculose presumivelmente infecciosa.
Assim, é dificil mensurar a transmiss@o da TB, principalmente, em ambientes de
alta endemicidade, dado que existem varios problemas no rastreio desses casos
(12).

1.3 Tratamento datuberculose

7

A tuberculose € curadvel em praticamente todos os casos, desde que
obedecidos o0s principios basicos da terapia medicamentosa e adequada
operacionalizacdo do tratamento. O tratamento é longo (no minimo 6 meses),
compreendendo duas fases: Intensiva e manutencao (16).

A fase intensiva tem por objetivo reduzir rapidamente o quantitativo de bacilos,
impactando diretamente na redugdo da transmissibilidade. A melhora clinica e a
converséao da cultura de positiva (ao diagnostico) para negativa no final do segundo
més de tratamento € esperada. Para isso, sdo associados medicamentos com alta
atividade bactericida, dentre eles a isoniazida e rifampicina (17). Enquanto na fase
de manutencdo tem como objetivo eliminar os bacilos latentes ou persistentes,

reduzindo a possibilidade de recidiva da doenca. Esse processo € associado ao uso



de medicamentos com alto poder bactericida e esterilizante, para atuar em todas as

populacdes bacilares (16).

No brasil, 0 esquema basico para adolescentes e adultos é composto por 4
farmacos na fase intensiva e 2 na fase de manutencdo. A apresentacao
farmacoldgica € de comprimidos em doses fixas combinadas com a apresentacao
tipo 4 em 1 (RHZE) ou 2 em 1 (RH) (16). O esquema basico em criancas (< de 10
anos de idade) é composto por trés farmacos na fase intensiva (RHZ), e dois na fase
de manutencdo (RH) e as apresentacdes farmacoldgicas s&o individualizadas
(comprimidos e/ou suspensédo) (16). Além disso, esquemas especiais, incluindo
outros farmacos, sdo preconizados para diferentes populacdes. Os esquemas
especiais preconizados possuem complexidade clinica e operacional recomendado

a utilizagdo em unidades com perfis assistenciais especializados (Quadro 1) (16).

Quadro 1 — Esquemas de tratamento da tuberculose e local de manejo clinico preferencial.

Situacao do caso Orientacao terapéutica Local de manejo

Caso novo e Retratamento
(Recidiva ap0s cura e reingresso
apo6s abandono)

Esquema Basico para adultos e

. Atencao Priméria
criancas

Esquema Basico para TB
meningiencefalica e
osteoarticular

Tuberculose meningoencefalica
e osteoarticular

Hospital e, posteriormente,
Atencao Secundaria

Toxicidade, intolerancia ou
impedimentos ao uso do
Esquema Baésico e avalia¢éo de
faléncia terapéutica

Esquemas Especiais Referéncia Secundaria

Faléncia terapéutica por
resisténcia e Resisténcia
comprovada

Esquemas Especiais para

SO Referéncia Terciaria
resisténcias

1.4 Diagnostico datuberculose ativa

A busca ativa de sintomatico respiratorio (SR) é uma estratégia para o controle
da TB, uma vez que permite a deteccado precoce das formas pulmonares e o

diagndstico pode ser clinico, radiolégico ou laboratorial (8).
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O diagnostico clinico-radiolégico (quando ndo hd nenhum exame laboratorial
confirmatorio de TB) ainda corresponde a uma parcela importante dos casos
notificados (18). A radiografia de torax € o método padrao utilizado para o diagnostico
e monitoramento do tratamento. Enquanto que a tomografia computadorizada (TC)
alcanca bons resultados, sendo superior a radiografia de térax na avaliacdo da
doenca ativa (19).

Entretanto, os métodos laboratoriais devem ser utilizados, visto que implica no
tratamento correto ao paciente infectado com o M. tuberculosis. Atualmente no Brasil,
a baciloscopia, a cultura e o teste rdpido molecular sdo utilizados para diagndstico
laboratorial da TB ativa (20).

A baciloscopia do escarro, desde que executada corretamente em todas as
suas fases, permite detectar de 60% a 80% dos casos de TB pulmonar em adultos,
importante do ponto de vista epidemiol6gico, os casos com baciloscopia positiva sédo
responsaveis pela manutencdo da cadeia de transmissdo. Em criancas e pessoas
vivendo com HIV, a sensibilidade € reduzida, pois nessas populacdes a tuberculose
€ tipicamente paucibacilar (doenca tuberculosa causada por numero menor de

bactérias) e h& dificuldade de obtencdo de uma amostra com boa qualidade (21,22).

A Dbaciloscopia € indicada para casos de tuberculose presumida
(independentemente do tempo de tosse), acompanhamento de tratamento. Deve ser
realizada em duas amostras, uma no primeiro contato com a pessoa com tuberculose
presumida e outra, independentemente do resultado da primeira, no dia seguinte,
com a coleta do material sendo feita preferencialmente ao despertar. Nos casos em
gue houver indicios clinicos e radiolégicos de tuberculose presumivel e as duas
amostras de diagnostico apresentarem resultado negativo, podem ser solicitadas
amostras adicionais. A Baciloscopia positiva e quadro clinico compativel com TB
fecham o diagndéstico e autorizam o inicio de tratamento da TB. Contudo, outros
microrganismos podem ser evidenciados na baciloscopia direta, logo o diagndstico
de certeza bacteriologica s6 € obtido com a cultura (que € o padréo de referéncia)

e/ou testes moleculares (8).



11

A cultura € um método de elevada especificidade e sensibilidade no
diagnostico da TB, sendo considerada padrdo de referéncia em pessoas com TB
pulmonar presumida e baciloscopia negativa. Pode aumentar em até 30% o
diagnostico da TB e podem ser realizadas com a semeadura da amostra em meios

de cultura sélidos e liquidos (8).

Os meios de cultura sélidos Léwenstein-Jensen e Ogawa-Kudoh apresentam
vantagem de serem de menor custo e apresentam baixo indice de contaminacéo. A
desvantagem é o tempo de deteccéo do crescimento bacteriano que varia de 14 a 30
dias, podendo estender por até oito semanas (23). O meio liquido é utilizado nos
métodos automatizados disponiveis no Brasil, entre eles podemos citar o MGIT®,
gue tem um tempo para obtencéo do resultado entre 5 a 12 dias, quando positivo, e
42 dias para resultados negativos (24). Entretanto, o resultado da cultura confirma o
diagndstico de Micobacterioses, sendo necessaria a identificacdo da espécie para
caracterizar se € um caso de TB ou outra Micobacteriose. Além disso, 0 custo
elevado, as condi¢Bes de biosseguranca restritas a ambientes de laboratério séao
limitac6es importante, embora a identificacdo da espécie seja feita por métodos
bioguimicos e fenotipicos ou por meio de técnicas moleculares (8).

Frente a urgéncia mundial de desenvolvimento de novas tecnologias para
deteccéo precoce da tuberculose e aumento de formas resistentes da doenca, foram
desenvolvidos metodologias capazes de auxiliar no diagnostico de pacientes com TB
presumida, um exemplo de sucesso desses métodos € o Xpert® MTB/RIF (Xpert®
MTB/RIF) (25).

O Xpert® MTB/RIF consiste em uma reacao em cadeia da polimerase (PCR)
em tempo real com capacidade de detectar o acido desoxirribonucleico (DNA) do
complexo M. tuberculosis e as mutacdes do gene rpoB, associado a resisténcia a
rifampicina. O teste produz um resultado em aproximadamente duas horas em
ambiente laboratorial e € necessaria somente uma amostra para o diagnastico (26).
Inicialmente foi recomendado amostras de escarro, liquido cefalorraquidiano e

linfonodos. Atualmente € recomendado para amostras de escarro, escarro induzido,
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lavado broncoalveolar, lavado géastrico, liquido cefalorraquidiano, além de material

de ganglios linfaticos (27).

Resultados “M. tuberculosis not detected” (M. tuberculosis ndo detectado) no
Xpert® MTB/RIF é altamente preditivo da auséncia do M. tuberculosis em pacientes
com TB presumida, enquanto resultado “M. tuberculosis detected” (M. tuberculosis
detectado) € altamente preditivo da presenca de bacilos do M. tuberculosis. Nos
casos de amostras que contenham DNA do complexo M. tuberculosis e resisténcia a
rifampicina detectadas pelo Xpert® MTB/RIF, os resultados deveréo ser confirmados
e testadas a presenca de mutacdes genéticas associadas a resisténcia a outros

farmacos (27).

Em uma meta-analise, quando o Xpert® MTB/RIF foi utilizado como teste de
rastreio para o diagndstico da TB, a sensibilidade e a especificidade foram de 89% e
99%, respectivamente. Entre 0os casos confirmados por cultura, o teste aumentou a
deteccdo de TB em 23% quando comparado com a baciloscopia. Na mesma meta-
analise, a deteccao de resisténcia a RIF apresentou uma sensibilidade de 95% e uma
especificidade de 98% (26). De modo geral, houve um aumento de 60% na
confirmacéo diagnéstica em condi¢Bes de rotina em estudo realizado nas cidades do

Rio de Janeiro e Manaus (28).

Em 2017, foi disponibilizada uma nova geracédo, o Xpert® MTB/RIF Ultra
(Xpert® MTB/RIF Ultra), com beneficios em relagéo a geragdo anterior relacionadas
ao tempo de processamento de 120 minutos para menos de 80 minutos. A
capacidade de detectar baixos numeros de bacilos (16 bacilos por ml de
expectoracdo em comparacdo com 131 por ml para o Xpert® MTB/RIF) e maior
sensibilidade para as amostras paucibacilares sdo exemplos dos ganhos do novo
teste. Amostras respiratérias de criancas e pessoas vivendo com HIV, além de
amostras de sitios anatdmicos extrapulmonares, sdo exemplos de amostras

paucibacilares que podem ser avaliadas com esse método (29).

Para a melhoria do diagnostico, o Ministério da Saude (MS) promoveu a
expansédo da Rede de Teste Rapido da Tuberculose (RTR-TB), com a distribuicdo de
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70 novos equipamentos em 2017 e 2018. A sele¢édo dos municipios se deu com a
participacdo das UFs, a partir de critérios epidemiologicos e operacionais. Essa
expansédo abre novas frentes de atendimento a populacéo, permitindo o diagnostico
mais rapido, bem como a identificacdo precoce dos casos de resisténcia a
rifampicina, principal medicamento utilizado para o tratamento da tuberculose (30).

Dada a recomendacao atual de substituir a baciloscopia pelo Xpert® MTB/RIF
como teste diagnostico inicial para TB e a falta de acesso (e atraso na obtencédo) dos
resultados da cultura, o Xpert® MTB/RIF pode fornecer o Unico meio para avaliar a
carga bacilar, o valor de limiar de ciclo (Ct) (18). Os valores de Ct’s sdo inversamente
relacionados com a carga bacteriana, ou seja, quanto menor for o nimero de ciclos
necessarios para identificar o DNA do M. tuberculosis maior é a carga bacteriana
presente na amostra avaliada. Os valores de Ct's sdo categorizados como muito
baixos (>28 ciclos), baixos (23-28 ciclos), médios (16-22 ciclos) e altos (<16 ciclos)
(31).

Os valores de CTs tem potencial de estimar o risco de transmissao de M.
tuberculosis e ser usada como uma medida pontual para controle de infeccdo e
rastreamento de contatos (31,32). Além disso, foi demonstrado que os valores de Ct
sao influenciados por fatores relacionados ao caso do indice, como status de HIV,
sexo (33). Em um estudo realizado na Africa Subsaariana com o objetivo de
determinar a correlacdo dos valores de Xpert® MTB/RIF Ct com o grau de
baciloscopia e cultura e, também, avaliar a relacdo entre os valores Ct e o tempo de
positividade da cultura, foi identificado que quanto mais alto era os valores de Ct’s,
em menos dias a cultura positiva era disponibilizada. Enquanto pacientes com
valores de Ct’s muito baixos (>28), a mediana de dias para positividade da cultura foi
de 15, aqueles com valores de Ct’s altos (<16) a mediana de dias foi de 7 (31).
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1.5 Custo efetividade

Um anico exame de baciloscopia custa entre US$ 1,13 e US$ 1,63, mas devido
a baixa sensibilidade e especificidade os gastos elevam-se ao sistema de saude. O
custo do teste Xpert® MTB/RIF (Cartucho, equipamento, recurso humanos) varia de
US$ 22,63 a US$ 27,55, visto que o preco somente do cartucho Xpert® MTB/RIF é
de US$ 19,40. Os custos unitarios para cultura (Léwenstein—Jensen [LJ]) ou tubo
indicador de crescimento de Micobactérias [MGIT]) variam de US$ 13,56 a US$
18,95, entretanto a cultura apresenta limitagbes importantes como o tempo de
liberacdo do resultado (34).

O Xpert® MTB/RIF mostrou potencial de reduzir os custos aos sistemas de
saude, inclusive em ambiente de baixa prevaléncia de TB e em clinicas periféricas.
Foi possivel observar em um estudo realizado numa regido de baixa incidéncia de
TB que 0s custos por paciente que realizou o teste Xpert® MTB/RIF aumentou em
até 62%, cerca de US$ 162 a US$ 256 quando realizado em pelo menos uma amostra
de escarro vs US$ 158 por paciente que nao foi realizado o teste Xpert® MTB/RIF.
Contudo, quando todos os custos do sistema de saude foram considerados, nao
realizar Xpert® MTB/RIF na investigagao de TB tornou-se uma abordagem mais cara
guando comparado com 0s pacientes que realizaram o teste Xpert® MTB/RIF (Nao
realizou Xpert® MTB/RIF US$ 2.673 Vs Realizou Xpert® MTB/RIF US$ 2.728),
explicado pela reducdo no tempo para iniciar o tratamento (16,3 dias sem teste
molecular para 2,7 dias com teste Xpert® MTB/RIF) e hospitalizagbes mais curtas
(35).

1.6 Infeccéo latente por Mycobacterium tuberculosis

A Infeccéo latente pelo Mycobacterium tuberculosis (ILTB) ocorre quando uma
pessoa infectada ndo manifesta a doenga ativa. Os bacilos podem permanecer por
anos, como reservatorios, sem que haja a progressédo da doencga. O diagndstico e

tratamento da ILTB é uma das principais estratégias para a reducédo da taxa de
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incidéncia da doenca, sendo uma das metas do programa de estratégia pelo fim da
TB e prevencdo do adoecimento, principalmente, em populacbes com risco de

desenvolver a doenca (36).

A probabilidade de um individuo infectado evoluir para doenca ativa depende
de fatores ligados a carga bacteriana, contatos de casos de TB pulmonar bacilifera,
fatores de risco como comorbidades tais como Diabetes, comprometimento imune,
infeccdo pelo virus da Imunodeficiéncia adquirida (HIV), teste tuberculinico (TST) ou
teste IGRA positivo para ILTB. Estima-se que 10% dos individuos infectados
adoecerdo durante a vida, o risco € maior nos 2 primeiros anos, declinando a cada
ano apdés a infeccdo, sendo substancialmente maior em individuos

imunossuprimidos (36).

Acredita-se que este estado latente seja mantido por uma resposta imune ativa
no hospedeiro iniciada pelo bacilo. Evidéncias epidemiologicas e moleculares
sugerem que a cepa infectante original pode levar a reativacéo da tuberculose até 30
anos apos a infeccao inicial(36). A identificacdo destes pacientes por meios de testes
de diagnéstico como o teste tuberculinica (TST) ou o ensaio de liberacao de
Interferon-gama (IGRA) é um indicador importante para o acompanhamento e

tratamento adequado (37).

1.7 Diagnostico daILTB
1.7.1 Teste Tuberculinico

O TST é um teste diagnostico para ILTB in vivo. Consiste na inoculagéo
intradérmica do derivado proteico purificado (PPD — Purified Protein Derivative), dose
de 0,1ml (5 unidades do PPD), no terco médio da face anterior do antebraco. A
avaliacdo e leitura é realizada ap6s 48 a 72 horas, podendo ser estendido por no

maximo 96 horas (8,36).
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A reacdo desencadeada apoOs a inoculacdo do PPD é do tipo antigeno-
anticorpo, seguida por resposta dependente da reatividade celular de linfocitos T
sensibilizados. Acredita-se que ocorra uma reexposi¢cao ao bacilo de individuos que
foram infectados pelo M. tuberculosis, produzindo resposta as estruturas antigénica,
consequentemente, esse processo é observado no local da aplicagdo do PPD (37).
Entretanto, o teste pode sofrer interferéncias, com micobactérias ndo causadoras de

tuberculose e imunizacgao previa com a vacina BCG (Bacilo de Calmette-Guerin) (38).

Reacdes falso-negativas podem ocorrer por conta de alguns fatores, tais como
PPD malconservado, exposto diretamente a luz, congelado, desnaturado,
contaminado com fungos ou manutencdo em frascos inadequados, leitor
inexperiente/vicio de leitura, imunossupressao avancada, gravidez e idade avancada.
Outra. limitagdes incluem a necessidade da a presenca do paciente para a leitura.
(24, 39, 40).

De modo geral, a sensibilidade do TST € em torno de 77% e a medida é feita
avaliando o diametro transverso da area endurecida palpavel com uma régua
milimetrada. Valores iguais ou maiores que 5 mm indica uma possivel infeccéo pelo

M. tuberculosis e indicador de realizagdo da terapia preventiva para TB (24, 36).

1.7.2 Ensaio imunoenzimatico QuantiFERON®-TB GOLD PLUS

O ensaio imunoenzimatico QuantiFERON®-TB GOLD PLUS (QFT-Plus)
aprovado pela agéncia reguladora (FDA - Food and Drug Administration) e pelo
Centro de Controle de Doencas (CDC - Centers for Disease Control) dos Estados
Unidos da Ameérica (EUA) tem como base tecnoldgica a estimulagéo in vitro de
células T efetoras, com posterior quantificacédo da citocina IFN-y, oriundas do sangue

total, associadas a infec¢ao por M. tuberculosis (39).

O teste QFT-Plus é realizado em duas etapas. Primeiro, o sangue total é
coletado para cada um dos tubos, um tubo de Nil, um tubo TB1, um tubo TB2 e um

tubo de mitdgeno. Em alternativa, o sangue pode ser colhido num unico tubo genérico
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contendo heparina de litio como anticoagulante e, em seguida, transferido para os
tubos QFT-Plus. Os tubos devem, logo que possivel ou em até 16 horas apos coleta,
serem incubados a 37 °C. Apos um periodo de incubacéo de 16 a 24 horas, os tubos
séo centrifugados, o plasma é removido e a quantidade de INF-y (Ul/ml) em resposta
aos antigenos peptideos € medida pelo ELISA (40).

O QFT-Plus € um teste de respostas imunitarias mediadas por células a
antigenos peptideos que simulam proteinas micobacterianas Early Secretory Target
6 (ESAT-6) e o Culture Filtrate Protein 10 (CFP-10) distribuidos em dois tubos de
antigeno (TB1 e TB2). Normalmente, os individuos infectados com o Complexo M.
tuberculosis possuem linfécitos no sangue que reconhecem estes e outros antigenos
micobacterianos. Este processo de reconhecimento envolve a producao e secrecao
da citocina INF-y, a deteccao e subsequente quantificacdo de INF-y forma a base
deste teste (41). As proteinas ESAT-6 e CFP-10 estdo ausentes em todas as estirpes
da vacina BCG e da maioria das micobactérias ndo tuberculosas, com a excepcao

das M. kansasii, M. szulgai e M. Marinum (42).

O tubo TB1 contém peptideos ESAT-6 e CFP-10 responsaveis em induzir
respostas imune celular a partir dos linfocitos T CD4+ (43). Enquanto que o tubo TB2
possui adicionalmente peptideos para estimular a liberacdo de IFN-y das células T
CD4 (estimuladas no tubo TB1) e T CD8+ (41,44).

As células T CD4+ desempenham um papel fundamental no controle
imunolégico da infeccéo por M. tuberculosis secretando citocina IFN-y, enquanto as
células T CD8+, na defesa do hospedeiro contra a M. tuberculosis, produzem
produzindo IFN-y e outros fatores sollUveis, para ativar macrofagos e assim suprimir
o crescimento da M. tuberculosis, destruir células infectadas ou lisar o M. tuberculosis
intracelular diretamente (45). As células T CD8+ foram detectadas tanto em
individuos com ILTB, quanto com TB ativa, porém, mais frequentemente em
individuos com TB ativa. Assim como, podem estarem associados a exposi¢cdo
recente a M. tuberculosis, presentes e criem criancas com TB e pessoas coinfectado
com TB/HIV (40).
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Conforme demonstrado no quadro 2, um ensaio QFT-Plus é considerado

positivo quando a resposta de INF-yfor significativamente acima do valor de Nil INF-

y Ul/ml em qualquer dos tubos de antigeno de TB. Uma resposta baixa ao mitdgeno

(<0,5 Ul/ml) indica um resultado indeterminado quando uma amostra sanguinea,

também, apresentar uma resposta negativa aos antigenos de TB. Este padrédo pode

ocorrer na presenca de linfécitos insuficientes, atividade reduzida dos linfécitos

devido a manuseamento inadequado da amostra, enchimento/mistura incorreta do

tubo de mitdgeno ou incapacidade de os linfocitos do paciente de gerarem INF-y (40).

Quadro 2. Interpretagéo dos resultados do QuantiFERON®-TB Gold Plus.

Nil* Antigeno TB1 Antigeno TB2 Mitbgeno menos =
(UML) | menos Nil gU/mL) | menos Nil qumL) | Nil (U/mL) Resuligtlo | IMEEMPretaE:e
- - _ _ Infeccdo por M.

<=8,0 > :Jlg,\:/;zfl:r ?je_NZiIS% > :jc()),\:/aaSIoer Ze_NZfIS% Qualquer um Positivo tuberCL,JIosis

Provével

<0,35 <0,35 >=0,5 Infeccdo por M.

<=80 | >=0,35e<25% | >=0,35e<25% ~=05 Negativo tuberculosis
do valor de Nil do valor de Nil o NAO provavel

<0,35 <0,35 <0,5 Os resultados

<=8,0 >=0,35e < 25% >=0,35e < 25% <05 _ da rfaac;éo ao

do valor de Nil do valor de Nil ’ Indeterminado | Antigeno TB
> 8,0 Qualquer um Qualquer um Qualquer um indete?rici)nados

O QFT-Plus possuem vantagens operacionais ao requerer apenas uma visita

do individuo a unidade de saude, ndo apresentar viés do leitor e no fato de o teste

ser realizado em amostra biolégica, o que reduz o risco de efeitos adversos (46).

Entretanto, os IGRAs comercialmente disponiveis ndo tém precisdo suficiente para a

avaliacao diagnostica de tuberculose presumida.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

e Investigar a associagdo dos valores de delta Ct e a transmissdo de
Mycobacterium tuberculosis em contatos de individuos com tuberculose

pulmonar ativa.
2.2 Especificos

e Avaliar a correlacdo dos valores delta Ct do teste Xpert® MTB/RIF e os
resultados positivos de QFT-Plus dos contatos na visita inicial.

e Analisar a associacéo entre os valores delta Ct do teste Xpert® MTB/RIF e
a conversao do teste negativo em positivo do QFT-Plus apds seguimento

de 6 meses.
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ABSTRACT

The Xpert MTB/RIF rapid molecular test, recommended by the World Health
Organization since 2010 as an initial test for the diagnosis of pulmonary tuberculosis
(TB), provides quantitative results of Mycobacterium tuberculosis DNA in the form of
cycle threshold (Ct) values. This information can be translated into mycobacterial
load and used as a point measure for active tuberculosis cases, infection control and
contact tracing. Unlike sputum microscopy, the role of Ct values in assessing
Mycobacterium tuberculosis transmission has not yet been demonstrated. Thus, a
prospective study was carried for evaluated the association out between Xpert
MTB/RIF Ct values with QFT-Plus conversion in close contacts of pulmonary
tuberculosis patients (TB index cases) in a multicentric cohort in Brazil. Were
evaluated clinical and laboratorial data, such age, sex, race, smoking habits, illicit
drug use, alcohol use, chest radiograph, Xpert MTB/RIF results, and QFT-Plus
results at baseline (M0) and after month 6 (M6) for those who were negative results
at baseline. A total 1,055 close contacts of 391 TB index cases were included in
study. In MO, 333/1055 (31.6%) contacts were QFT-Plus positive and 91/717
(12.6%) QFT-Plus conversion to M6. The median Ct values of TB cases with QFT-
Plus conversion contacts were significantly lower in when compared with those who
were QFT-Plus negative. In additional, negative correlation between the Ct values
of the TB cases and the QTF-Plus result of the contacts at M6 was observed.
Furthermore, ROC curve analysis demonstrated that area under the curve (AUC) of
0.999 (Cl 95%: 0.997-1,000) of the Xpert MTB/RIF Ct values TB cases have better
power to discriminate QFT-Plus conversion close contacts in relation to the QFT-
Plus negative contacts, with 47% specificity and 78% sensitivity. Finally, adjusted
logistic regression showed that reduced Ct values were found to be associated with
QFT-Plus conversion in close contacts (OR: 1.61, 95% CI: 1.12-2.32). Together,
these results demonstrate that patients with pulmonary tuberculosis with low Xpert
MTB/RIF Ct values may have a greater capacity for Mycobacterium tuberculosis

transmission to their close contacts.

Key words: M. tuberculosis, TB Cases, Transmission, Close contacts.
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INTRODUCTION

Estimates that one-third of the global population is infected with Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis) [1]. Between 5% and 10% of individuals with Latent
TB Infection (LTBI), if not treated with tuberculosis preventive therapy (TPT), can
progress to active tuberculosis (TB) during their lifetime, usually within the first 5
years after infection (2). The risk of conversion depends on several factors, the most
important being the immune status [3]. The diagnosis precocious of index cases of
tuberculosis and close contact tracing and treatment are critical to reduce the

incidence of active TB and to control M. tuberculosis transmission [4—6].

Diagnosis and treatment of LTBI are critical to reduce the of active TB and to control
M. tuberculosis transmission. In several countries in which TB is endemic, such as
Brazil, screening for LTBI has traditionally utilized the tuberculin skin test (TST) and
recently the QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) test, an IFN-gamma release
assay (IGRA) [7,8]. Furthermore, investigation of contacts is of fundamental
importance for TB control, since, through this investigation, it is possible to identify
cases of active tuberculosis, start treatment early and interrupt the chain of

transmission of the disease [9].

The relationship between smear status and bacillary load as a marker of infectivity
is used to guide public health and treatment decisions, however smear status
provides an inaccurate estimate of bacillary load [10]. The cycle threshold (Ct) values
of the Xpert®MTB/RIF proved capable of estimating the risk of transmission and

being used as a point measure for infection control and contact tracing (8).

It has been reported that the high degrees of smear sputum microscopy increase the
risk of M. tuberculosis transmission between contacts at the time of screening, but
the evaluation of contact follow-up can help to stratify and quantify more precisely

the risk of transmission and thus organize and prioritize investigations (8).

Xpert®MTB/RIF Ctis a significant method of estimating the risk of MTB transmission,
this information can be used as a point measure for infection control and contact
tracking (9-11). It has been demonstrated that the Xpert®MTB/RIF Ct values are
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influenced by factors related to the case of the index, such as HIV status, gender
(12). As well as there is a correlation between Ct values and bacillary load, culture
positivity time and semiquantitative salivary microscopy result (13). However, the
correlation between ct values and infectivity of people with active pulmonary TB has
not yet been demonstrated.

The present study aims to investigate the association of Ct values and transmission
of MTB in contacts with active pulmonary tuberculosis. We hypothesize that close
contacts exposed to cases of lower delta ct index have a higher risk of being infected

with M. tuberculosis.
METHODS
Study and locations

Prospective study evaluated the association out between cycle threshold (Ct)
values of the Xpert® MTB/RIF with QFT-Plus conversion in close contacts of
pulmonary tuberculosis patients (TB index cases) in a multicentric cohort in Brazil
(RePORT-Brasil) from 2016 to 2019. The RePORT-Brazil consortium is an ongoing,
multicentre, cohort study, which follows confirmed tuberculosis cases and their close
contacts. Enrollment sites are in three Brazilian states (Amazonas [AM], Rio de
Janeiro [RJ] and Salvador [SA]).

Study population

Seven hundred and seventy-nine TB index cases were recruited in multicentric
cohort. Of these, 388 cases excluded for not having close contacts. Thus, a total of
1,055 contacts from 391 TB index cases were evaluated, being that 39 individuals
were excluded for previous history of TB (Figure 1). The participants were recruited
in five health units: Fundacdo Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (AM),
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (RJ), Clinica da Familia Rinaldo
Delamare (RJ), Secretaria de Saude de Duque de Caxias (RJ) and Instituto

Brasileiro para Investigacao da Tuberculose (SA).
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TB index case definition

Pulmonary tuberculosis patients was diagnostic with Xpert®™MTB/RIF and
culture positive tests. The laboratory tests (Xpert®MTB/RIF and culture) were
performed with specimens digested and decontaminated using the N-acetyl-L-
cysteine-sodium hydroxide (NALC NaOH) method [17,18]. The specimens were
processed on the day of collection. Molecular Xpert®MTB/RIF test was performed
with 1 mL specimens incubated for 15 minutes, transferred to the Xpert®MTB/RIF
cartridge and run on the GeneXpert™ System (Cepheid, Dx System, v.4.0c) as per
the manufacturer’s instructions. In additional, Ct values probe (A, B, C, D and E) of
Xpert?®MTB/RIF was used to quantify the mycobacterial load and the maximum valid
Ct was 34 for all probes result (13). Furthermore, specimens were incubated in
culture with Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) at 37°C. The BD
BACTEC™ MGIT™ System instrument was used for monitored automatically of the
MGIT.
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779 index TB cases recruited in
multicentric cohort

388 Index cases excluded for 391 TB index cases were
not having contacts included in this study

1094 contacts were
included

39 contacts with
previous history of TB
were excluded

1055 contacts were
evaluated in this study

1055 contacts were
evaluated in Baseline
(M0)

Recruitment and Study Analysis Flow Chart

333 contacts QFT
Positive
5 contacts without 717 contacts were
IGRA test in Moth 6 evaluated after
(M86) were excluded Moth 6 (M6)

|

91 contacts
IGRA positive

Figure 1. Flow chat described recruitment and population study evaluated. A total of
1,055 close contacts from 391 TB index cases were included in study. TB index cases were
divided into 3 groups: QFT-Plus negative (QFT-), QFT-Plus positive (QFT+) and QFT-Plus

conversion (QFT conversion), according to their QFT-Plus results of close contacts.
Close contacts definition and laboratorial evaluated

For this study, close contacts were defined as according to exposure =24 hours
of contact/week with the TB index case at any time in the previous 6 months. In
additional, contacts were evaluated for TB transmission with QFT-Plus test at
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baseline (M0O) and after month 6 (M6) for those who were negative results at
baseline. Collection, processing, and interpretation of the QTF-Plus were performed
according to the manufacturer's recommendations (QIAGEN). Briefly, venous blood
was collected in four tubes (NIL, TB1, TB2 and Mitogen) and incubated at 37°C for
20h. After incubation, samples were stored at -20°C until the ELISA was performed
within 2 weeks. IFN-y levels (international units [IU] per milliliter) were quantified with
a 4-point standard curve. QFT-Plus analysis software was used to generate the
results. The software performed a quality control assessment of the assay,
generated a standard curve, and provided both quantitative (IU per milliliter) and

qualitative (positive, negative, or indeterminate) results [19].
Variables analyzed in the study

Demographic (age, sex, ethnicity, body mass index (performed with: height x
weight), smoking habits, secondary smoking, alcohol use, illicit drug use) clinical
(symptoms (cough, fever, night sweats, weight loss, chest radiograph) and
laboratory (HIV status, CD4 count, sputum smear microscopy, MGIT culture and
Xpert®MTB/RIF Ct value results) variables have been analyzed in TB index case at
diagnosis. Whereas close contacts variables included age, sex, ethnicity, body mass
index (performed with height x weight), smoking habits, alcohol use, illicit drug use,
chest radiograph, HIV Status, HIV-1 RNA Viral load, CD4 count and QFT-Plus
results. Moreover, QFT-Plus conversion was considered participants with a negative

result at MO and positive at M6.
Statistical analysis

Statistical analyzes were performed using the CompareGroups (version 4.5.1),
rstatix (version 0.4.0), stats (version 3.6.2) and caret (version 6.0.86) R packages.
Descriptive analyses were performed to characterize the study population.
Categorical variables were compared using Pearson's chi-square test (Yate's
correction) or the Fisher's two-tailed test and presented as number and frequency
(%) in the tables. Continuous variables were displayed as median and interquartile

range (IQR) and tested for Gaussian distribution using the D’Agostino-Pearson test.
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Comparisons of Xpert*®™MTB/RIF Ct values TB index cases between contacts with
QFT-Plus negative and positive at MO and contacts with QFT-Plus negative and
conversion at M6 were performed using the Mann-Whitney U test. The Spearman
rank correlation test was carried out to assess relationships between Xpert®MTB/RIF
Ct values TB index cases with QFT-Plus results at M6. ROC curve was performed
to area under curve (AUC) determined and power of Xpert®MTB/RIF Ct values to
discriminated QFT-Plus positive or conversion. Furthermore, binomial logistic
regression model was used to show the independent associations between
Xpert?MTB/RIF Ct values and QFT-Plus conversion. The variables age (TB index),
sex (TB index), race (TB index), illicit drug use (TB index), alcohol use (TB index),
cavitations (TB index), age (contact), sex (contact) and smoking habits (contact)

were included in multivariable-adjusted model.

RESULTS
Baseline (MO) characteristics of the TB index cases and close contacts

The characteristics of TB index case and close contacts in MO are showed in
table 1. Median age was 34 years (IQR 25.0-45.0), with sex male and ethnicity
admixed was prevalent in both groups (QFT- and QFT+). In additional, smoking
habits, alcohol consumption, night sweats and cavitations had a significantly higher
percentage in the TB index cases of QTF-Plus positive contacts group. Regarding
the characteristics of close contacts in MO, the variables median of age, sex female,
ethnicity admixed, and body mass index (BMI) showed a significantly higher
percentage in the QTF-Plus+ group (Table 1).

Table 1: Characteristics of TB index case and close contacts according to the
Baseline (M0) QFT-Plus results.

QTF negative QTF positive

TB index case Characteristics (n=722) (n=333) P value
Age (years), median (IQR) 34.0 (25.0-45.0) 34.0(25.0-45.0) 0.827
Sex (male), n (%) 457 (63.3) 210 (63.1) 0.997
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Ethnicity (admixed), n (%) 444 (61.5) 167 (50.2) 0.007
BMI, median (IQR) 20.4 (18.3-22.4) 20.3 (18.0-22.9) 0.607
Smoking habits, n (%) 95 (13.2) 78 (23.4) <0.001
Secondary smoking, n (%) 221 (30.6) 109 (32.7) 0.535
Alcohol use, n (%) 256 (35.5) 144 (43.2) 0.039
lllicit drug use, n (%) 72 (9.97) 46 (13.8) 0.183
Cough, n (%) 673 (93.2) 314 (94.3) 0.596
Fever, n (%) 566 (78.4) 278 (83.5) 0.066
Night swears, n (%) 446 (61.8) 227 (68.4) 0.045
Weight loss, n (%) 659 (91.5) 307 (93.6) 0.302
Cavitations, n (%) 282 (39.1) 176 (52.9) <0.001
HIV status, n (%) 21 (4.09) 13 (4.58) 0.888
CD4 count, median (IQR) 111 (58.0-212) 174 (37.0-280) 0.691
Sputum smear microscopy positive, n (%) 542 (75.1) 268 (80.5) 0.063
Close contact Characteristics QT(Fnr:n;gg;lve QT(an:)g;g)lve P value
Age (years), median (IQR) 29.4 (13.9-43.7) 35.4 (16.9-50.1) <0.001
Sex (Female), n (%) 401 (55.5) 221 (66.4) 0.001
Ethnicity (admixed), n (%) 466 (64.5) 189 (56.8) 0.002
BMI, median (IQR) 23.7 (19.3-28.0) 24.9 (20.6-29.7) 0.001
Smoking habits, n (%) 52 (7.20) 38 (11.4) 0.071
Alcohol use, n (%) 233 (32.3) 118 (35.4) 0.587
lllicit drug use, n (%) 16 (2.22) 9 (2.70) 0.884
HIV status, n (%) 7 (1.00) 2 (0.61) 0.336
CD4 count, median (IQR) 400 (218-596) 362 (259-708) 0.896

Table note: The results are presented as median and interquartile range (IQR) or frequency absolute and

percentage. Statistical analysis was performed using the Mann-Whitney U test or (continuous variables,

two by two) or the Pearson’s Chi-Square (x?) test (for data on frequency). For both analyses, p was

considered significant when <0.05. Bold-type font indicates statistical significance. Abbreviations: BMI:

Body Mass Index; HIV: Human Immunodeficiency Virus; IQR: Interquartile Range; QTF: QuantiFERON-TB

Gold Plus.

Comparison Xpert®™MTB/RIF Ct values of the TB index case to according with

QFT-Plus results of close contacts in MO:

Xpert?MTB/RIF Ct values of the TB index cases in MO were segregated

according to the QFT-Plus result (negative or positive group) of close contacts in
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MO. Figure 2 showed the comparison Xpert®MTB/RIF Ct values in the groups. Note
that there is no significant difference in these values, with the exception of probe B
(QFT-Plus-: 20.2 [17.6-24.5] x QFT-Plus+: 17.9 [15.8-22.1] p=0.036) and probe D
(QFT-Plus-: 20.2 [17.3-24.9] x QFT-Plus+: 19.2 [17.2-23.8] p=0.041) , which showed
lower Ct values in the QFT-Plus+ group (Figure 2C and 2E).
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Figure 2. Comparison Xpert®™MTB/RIF Ct values of the TB index case to according with
QFT-Plus result (negative or positive group) of close contacts. A) Comparison of mean
probes (A, B, C, D and E) of Xpert®™MTB/RIF Ct values in groups; B) Comparison with Probe
A of Xpert®MTB/RIF Ct values in groups; C) Comparison with Probe B of Xpert®MTB/RIF Ct
values in groups; D) Comparison with Probe C of Xpert®MTB/RIF Ct values in groups; E)
Comparison with Probe D of Xpert®™MTB/RIF Ct values in groups; F) Comparison with Probe
E of Xpert®™TB/RIF Ct values in groups. Statistical analyses were performed using Mann-

Whitney U test.



32

Moth 6 (M6) characteristics of the TB index cases and close contacts

Ethnicity admixed and illicit drugs use were significantly more present in TB index
cases of close contacts with QFT-Plus negative (QFT-). However, presence of
cavitations was had a significantly higher percentage in the TB index cases of QTF-
Plus conversion (Table 2). As for the characteristics of close contacts, only QFT-
Plus quantitative values were significantly higher in participants with a QFT-Plus
conversion result. Furthermore, the characteristics of TB index cases in M6 are
showed in table 2.

Table 2: Characteristics of TB index case and close contacts according to the Moth
6 (M6) QFT-Plus results.

QTF negative QTF positive

TB index case Characteristics (n=722) (n=333) P value
Age (years), median (IQR) 34 (25.0-45.0) 34.0 (25.0-45.0) 0.827
Sex (male), n (%) 396 (63.3) 56 (61.5) 0.84
Ethnicity (admixed), n (%) 391 (62.5) 51 (56.0) 0.026
BMI, median (IQR) 20.5(18.4-22.4) 19.9 (18.0-22.5) 0.528
Smoking habits, n (%) 77 (12.3) 15 (16.5) 0.479
Secondary smoking, n (%) 188 (30.0) 29 (31.9) 0.815
Alcohol use, n (%) 213 (34.0) 41 (45.1) 0.07
lllicit drug use, n (%) 56 (8.95) 15 (16.5) 0.046
Cough, n (%) 580 (92.7) 88 (96.7) 0.227
Fever, n (%) 491 (78.4) 69 (75.8) 0.669
Night swears, n (%) 385 (61.5) 56 (61.5) 1
Weight loss, n (%) 571 (91.5) 84 (92.3) 0.956
Cavitations, n (%) 227 (36.3) 55 (60.4) <0.001
CD4 count, median (IQR) 111 (58.0-212) 136 (31.0-162) 0.615
Log10 HIV VL, median (IQR) 5.07 (4.12-5.51) 5.09 (3.94-5.40) 0.904
Sputum smear microscopy positive, n (%) 542 (75.1) 268 (80.5) 0.063
Positive AFB, n (%): 463 (74.0) 76 (83.5) 0.066
Previous AFB positive, n (%): 385 (61.5) 70 (76.9) 0.017

Positive AFB level, n (%): Scanty 95 (20.5) 4 (5.26) 0.001
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1+ 161 (34.8) 21 (27.6)

2+ 89 (19.2) 23 (30.3)

3+ 118 (25.5) 28 (36.8)
Close contact Characteristics QT(Fnrzlsgg;Ne QTI(:ngg:ssg)lve P value
Age (years), median (IQR): 29.4 (13.5-43.7) 31.6(17.3-46.0) 0.231
Sex (Female), n (%): 348 (55.6) 47 (51.6) 0.553
Ethnicity (admixed), n (%): 399 (63.7) 61 (67.0) 0.554
BMI, median (IQR): 23.7 (18.9-28.0) 23.7 (20.2-28.3) 0.343
Smoking habits, n (%): 44 (7.03) 8 (8.79) 0.17
Alcohol use, n (%): 199 (31.8) 32 (35.2) 0.294
lllicit drug use, n (%): 13 (2.08) 3 (3.30) 0.604
HIV status, n (%): 7(1.15) 0 (0.00) 0.605
CD4 count, median (IQR): 400 (218-596) - -
Logl10 HIV VL, median (IQR): 3.22 (3.22-4.67) - -
Quantitative QFT-Plus*, median (IQR): 0.06 (0.02-0.14) 0.24 (0.04-0.47) <0.001

Table note: The results are presented as median and interquartile range (IQR) or frequency absolute and
percentage. *Quantitative QFT-Plus was obtained as following, using data from month 6: AgTB1+AgTB2-
Nil. Statistical analysis was performed using the Mann-Whitney U test or (continuous variables, two by two)
or the Pearson’s Chi-Square (x?) test (for data on frequency). For both analyses, p was considered
significant when <0.05. Bold-type font indicates statistical significance. Abbreviations: AFB: Acid-Fast
Bacilli; BMI: Body Mass Index; HIV: Human Immunodeficiency Virus; IQR: Interquartile Range; QTF:
QuantiFERON-TB Gold Plus; VL: Viral Load.

Comparison Xpert®MTB/RIF Ct values of the TB index case to according with QFT-
Plus results of close contacts in M6

Figure 3 presented Xpert®MTB/RIF Ct values of the TB index cases in M6 were
segregated according to the QFT-Plus result (negative or conversion group) of close
contacts in M6. Xpert®MTB/RIF Ct values significantly lower are observed in the TB
index cases of QTF-Plus conversion close contacts, regardless of whether we use

the mean of the probes Xpert®MTB/RIF or their isolated values (Figure 3A-F).
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Figure 3. Comparison Xpert®MTB/RIF Ct values of the TB index case to according with
QFT-Plus result (negative or positive group) of close contacts at M6. A) Comparison of
mean probes (A, B, C, D and E) of Xpert®™MTB/RIF Ct values in groups; B) Comparison with
Probe A of Xpert®™MTB/RIF Ct values in groups; C) Comparison with Probe B of
Xpert®™MTB/RIF Ct values in groups; D) Comparison with Probe C of Xpert®MTB/RIF Ct
values in groups; E) Comparison with Probe D of Xpert®™TB/RIF Ct values in groups; F)
Comparison with Probe E of Xpert®™MTB/RIF Ct values in groups. Statistical analyses were

performed using Mann-Whitney U test.

Negative correlation between Xpert®MTB/RIF Ct values and quantitative QFT-

Plus results

The Spearman correlation analysis was carried out with the aim of knowing the
relationship between the Xpert®™MTB/RIF Ct values with the Quantitative QFT-Plus
values at M6 data. Noteworthy, the determination of the quantitative value of the
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QFT-Plus test, the sum of the IFN-y concentrations of the TB1 and TB2 tubes was
performed and later the subtraction of this value by the concentration of the Nil tube
(formula: agTBl+agTB2-Nil). Furthermore, figure 4 summarizes the significantly
negative correlation between the Xpert®™MTB/RIF Ct values of the index cases with
Quantitative QFT-Plus values, regardless of whether isolated values from the
Xpert®MTB/RIF probes (A-E) or their mean were used (Fig4. 4A-4F).
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Figure 3. Spearman correlation between Xpert®™MTB/RIF Ct values of the TB index
case with Quantitative QFT-Plus values of close contacts at M6. A) Correlation of Mean
probes (A, B, C, D and E) of Xpert®MTB/RIF Ct values versus Quantitative QFT-Plus values;
B) Correlation with probe A of Xpert®™MTB/RIF Ct values versus Quantitative QFT-Plus
values; C) Correlation with probe B of Xpert®™TB/RIF Ct values versus Quantitative QFT-
Plus values; D) Correlation with probe C of Xpert®™MTB/RIF Ct values versus Quantitative
QFT-Plus values; E) Correlation with probe D of XpertPMTB/RIF Ct values versus
Quantitative QFT-Plus values; F) C Correlation with probe E of Xpert®MTB/RIF Ct values
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versus Quantitative QFT-Plus values. Statistical analyses were performed using Spearman

correlation test.

Xpert MTB/RIF Ct values TB cases have better power to discriminate QFT-Plus
conversion close contacts in relation to the QFT-Plus negative results

In order to test the performance of Xpert®MTB/RIF Ct values in classifying close
contacts to according QFT-Plus results (negative or positive) at MO and QFT-Plus
results (vegetive and conversion) at M6, we used ROC curve analysis (Figure 5).
Using this approach, was identified that the mean probes Xpert®™MTB/RIF Ct values
have better power to discriminate close contacts with QFT-Plus conversion in
relation to the QFT-Plus negative (area under the curve [AUC] of 0.999 (CI 95%:
0.997-1,000), presented 47% specificity and 78% sensitivity (Fig. 5B). In addition,
similar data, although with a lower power of discrimination, were observed in mean
probes Xpert®MTB/RIF Ct values at MO or any timepoint of study (MO+M6 data) Fig.
5A and 5C).
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Figure 3. Receiver Operator Characteristics (ROC) curve analysis to evaluate the
power of Xpert®™TB/RIF Ct values of the TB index case to discriminate QFT-Plus
results of close contacts. A) ROC curve analysis to evaluate the power of Xpert®MTB/RIF

Ct values to discriminate QFT-Plus results at MO; A) ROC curve analysis to evaluate the
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power of Xpert®™MTB/RIF Ct values to discriminate QFT-Plus results at M6; A) ROC curve
analysis to evaluate the power of Xpert®™MTB/RIF Ct values to discriminate QFT-Plus results

in any timepoint (MO+M8®6). Statistical analyses were performed using ROC curve test.

Independent association of decreased Xpert MTB/RIF Ct values TB with QFT-

Plus conversion in M6

Binonomial logistic regression analyzes were performed to test independent
associations between the Xpert®MTB/RIF Ct values of the TB index cases and the
QFT-Plus conversion results in close contacts (Figure 6). The results demonstrated
that the decrease in Xpert®™MTB/RIF Ct values was independent associated with the
conversion in QFT-Plus results of close contacts at M6 (aOR: 1.61, IQR: 1.12-2.32),
regardless of whether mean values from the Xpert®MTB/RIF probes or their isolated
(A-E) used. In additional, each model was adjusted by the following parameters: age
(TB index), sex (TB index), Ethnicity (TB index), illicit drug use (TB index), alcohol
use (TB index) and cavitations (TB index), age (contact), sex (contact) and smoking

habits (contact),
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Parameter ‘ Odds Ratio(95% CI) p-value
Xpert (-CT mean) 0 1.61 (1.12-2.32) 0.001
Xpert (-CT A) > 1.61 (1.11-2.32)  0.001
Xpert (-CT B) &> 1 1.65 (1.12-2.44)  0.001
Xpert (-CT C) 6 1.58 (1.11-2.25)  0.002
Xpert (-CT D) & 1.59 (1.10-2.30)  0.002
Xpert (-CT E) > 1.61(1.12-2.31)  <0.001
i

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
>

associated with QTF conversion

Figure 3. Binomial logistic regression model to evaluated independent associations
between Xpert®MTB/RIF Ct values of the TB index cases and the QFT-Plus conversion
results in close contacts. We performed one logistic model (method “insert’) per
Xpert®™MTB/RIF Ct, using the inverse values to identify if decreased Ct values are associated
with QTF-Plus results conversion. Statistical analyses were performed using Binomial

logistic regression test.

DISCUSSION

The Xpert CT values have the potential to be used as a point measure in identifying
index cases at higher risk of MTB transmission. In this study, patients with active
pulmonary tuberculosis who had low CT values transmitted more MTB to their
contacts. A decrease of 1 unit in each of the CT's was associated with a higher risk
of QTF conversion at month 6. In addition, the 18.7 CT A cutoff of index cases had

a higher risk of transmitting TB to their contacts at both MO and M6 visits.
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CT values correlate well with smear grade and moderately with time to positivity in
liquid culture. Given the current recommendation to replace the smear with Xpert as
the initial diagnostic test for TB and the lack of access to (and delay in obtaining)

culture results, Xpert may provide the only means to assess bacillary load [20].

Factors contributing to MTB transmission include intensity and duration of exposure,
host susceptibility, discordance between sputum bacillary load, and release of
aerosol particles during coughing [21]. Smear microscopy was an important tool
used for contact tracing. It was observed that transmission occurred from individuals
with higher degrees of sputum smear, on which isolation and contact tracing for
positive bacillary cases was based, however, transmission can occur from bacillary
negative individuals [22]. Xpert as a more accurate tool in the diagnosis of TB, has
the potential to more accurately identify index cases with the highest risk of

transmission at the time of diagnosis and to be used as infection control measures.

The time of culture positivity is an important determinant in identifying the risk of
transmission and the response to treatment. But the cost is high, there are
specialized laboratories, and the result release time can take up to 6 weeks and is
used for diagnostic confirmation and not for decision making to start treatment and

investigation of contacts [20].

The variables of female sex index, mixed race, body mass index, smoking habit,
alcohol consumption, night sweats, in the index case, with illicit drug use, HIV
positive status, positive smear and presence of cavitation were significantly
associated the transmission of the Mtb to the contacts. Other studies have shown
the sensitivity of any specific cut-off value of mean CT varied by HIV status, with less
sensitivity for HIV-positive individuals. This may be due to the lower bacillary load in
HIV-positive individuals, reflected by higher smear negativity rates and higher mean

CT values and culture positivity time [23].

In conclusion, our results demonstrate that lower Xpert Ct values of index cases are

associated with IGRA conversion in close contacts at month 6. This study raises the
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possibility that Xpert Ct values could be used to identify patients at higher risk of

transmission and can be useful in organizing and prioritizing contact investigation.
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4 LIMITACOES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS

Este estudo teve algumas limitacfes. Os casos indices de TB foram inscritos
em um estudo realizado em centros de referéncia, sob condi¢cdes de pesquisa e 0s
resultados do Xpert® MTB/RIF foram provenientes de amostra de escarro
provenientes da rotina. Os contatos eram de casos de TB confirmados por cultura
gue, também, se inscreveram no estudo de coorte RePORT-Brasil. Embora a coorte
de casos de TB do RePORT-Brasil seja representativa de todos os pacientes com TB
no Brasil, ndo esta claro se os contatos proximos sdo representativos de todos os
contatos proximos no Brasil (47).

Entretanto, apesar das limitacdes, apontamos que este estudo é pioneiro e
realizado em regides de alta incidéncia e prevaléncia de TB, o que poderiam contar
com essa metodologia para organizar o rastreio de contatos com alto risco de
apresentarem ILTB. Outros estudos para avaliar o desempenho e comportamento
poderia fortalecer os resultados. Assim como, estudos avaliando a correlagdo dos

valores de CT com a converséo de ILTB para TB ativa.

5 CONCLUSAO

Em concluséo, nossos resultados demonstram que valores mais baixos de
Xpert® MTB/RIF Ct de casos-indice estdo associados a conversdo de IGRA em
contatos préximos no més 6. Este estudo levanta a possibilidade de que os valores
de Xpert® MTB/RIF Ct possam ser usados para identificar pacientes com maior risco
de transmisséo e podem ser Uteis na organizacéo e priorizacdo da investigacao de

contatos.
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7 ANEXO

1. Parecer de aprovacao

FUNDACAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR Brasil
VIEIRA DOURADO"

PARECER CONSUBSTANCIADO DO GEP.

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Pesquisa Regional Prospectiva e Observacional em Tuberculose no Brasil (RePORT-
Brasil)

Pesquisador: Marcelo Cordeiro dos Santos

Area Tematica:

Versdo: 14

CAAE: 25102414.3.2004.0005

Instituigdo Proponente: Fundagéo de Medicina Tropical do Amazonas - FMT/IMT/AM

Patrocinador Principal: Ministério da Sadde
National Institute of Allergy and Infectious Diseases

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.606.213

Apresentagado do Projeto:

Trata-se da Emenda 13 de 11jul2022 e os termos de consentimento e assentimento da

coorte A devidamente adequados, para permitir 0 0 armazenamento de amostras biolégicas
extrapulmonarares. '

O protocolo ajustado e os respectivos TCLEs e TALE indicam que “se o participante tiver suspeita de TB
extrapulmonar e algum procedimento para diagnéstico for realizado no local dessa TB (por exemplo: bipsia
de génglio, coleta de aspirado ganglionar, coleta de liquor por pung&o lombar), nés iremos tentar armazenar
alguma sobra deste material apds os procedimentos da rotina. Nenhuma coleta de material extrapulmonar

seré realizada exclusivamente para o estudo."

Portanto, nenhum procedimento adicional sera realizado nos participantes da pesquisa. O armazenamento
proposto se destina a compor um biorrepositério conforme descrito no protocolo original.

Objetivo da Pesquisa:
sem alteragoes.

Enderego: Av. Pedro Teixeira, 25

Bairro: D. Pedro |

UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (92)2127-3572 Fax: (92)2127-3572 E-mail: cep@fmt.am.gov.br ]

CEP: 69.040-000
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FUNDACAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR €
VIEIRA DOURADO"
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Continuagao do Parecer: 5.606.213

Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:
sem alteragdes.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:
Vide abaixo.

Consideragées sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Lista dos documentos enviados:

Report_Protocolo_Emenda 3_11jul22_limpo

Report_Protocolo_Emenda13_1 1jul22_controlado

E os termos de consentimento/assentimento listados abaixo:

1. 1_Report_TCLE_CoorteA_V1 1_11jul22_limpo_FMT
2.1_Report_TCLE_CoorteA_ V11_1 1jul22_controlado_FMT
3. 2_Report_TCLE_CoorteA_V9_Responsaveis_1 1jul22_limpo_FMT
4.2_Report_TCLE_CoorteA_V9_Responsaveis_1 1jul22_controlado_FMT
5. 3_Report_TALE_CoorteA_V8_Assentimento_6_17_anos_1 1jul22_limpo_FMT
6. 3_Report_TALE_CoorteA_V8_Assentimento_6_17_anos_11jul22_controlado_FMT

Os termos apresentados estédo de acordo para as modificagées propostas.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Diante do exposto acima sou de parecer favoravel 8 APROVAGAO da referida emenda, salvo melhor juizo.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
A presente Notificagao do Centro Participante — 11, Versdo 14 estd APROVADA e os interessados ficam

informados de dar continuidade em apresentar a este CEP os relatérios parciais e final do estudo, c:onforme
prevé a Resolugdo CNS n° 466/2012, utilizando o formulério de Roteiro para Relatério Parcial/Final de
estudos clinicos Unicéntricos e Multicéntricos, proposto pela CONEP em nossa home page.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento ‘ Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Bésicas PB_!NFORMACOES_BASICAS_1 99515| 22/08/2022 Aceito
do Projeto 4 E12.pdf : 13:12:31 : :
Folha de Rosto folhaDeRosto_Report_fase_2_assinad 22/08/2022 | Alexandra Brito de Aceito

i
Enderego: Av. Pedro Teixeira, 25 l
Bairro: D. Pedro | CEP: 69.040-000 ‘
|

UF: AM Municipio: MANAUS
!Telefone: (92)2127-3572 Fax: (92)2127-3572 E-mail: cep@fmt.am.gov.br

DPAnina N2 da N4
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FUNDACAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR
VIEIRA DOURADO"

Continuagdo do Parecer: 5.606.213

Brochura

ontrolado.docx

Folha de Rosto o.pdf 13:11:43 [Souza Aceito

Outros Report_Carta_Encaminhamento_Emend| 22/08/2022 [Alexandra Brito de Aceito
a_ 13 11jul2022 FMT.pdf 13:10:21 | Souza

TCLE /. Termos de  |3_Report_TALE_CoorteA V8 Assentim| 22/08/2022 |Alexandra Brito de Aceito

Assentimento / ento_6_17_anos_11jul2022_limpo_FMT| 13:10:01 |Souza

Justificativa de docx - -

Auséncia

TCLE / Termos de  3_Report_TALE_CoorteA_V8_Assentim | 22/08/2022 |Alexandra Brito de Aceito

Assentimento / ento_6_17_anos_11jul2022_controlado_|  13:09:53 [Souza

Justificativa de FMT.docx

Auséncia

TCLE / Termos de |2_Report_TCLE_CoorteA_V9_Respons | 22/08/2022 |[Alexandra Brito de Aceito

Assentimento / aveis_11jul2022_limpo_FMT.docx 13:09:43 |Souza

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de |2_Report_TCLE_CoorteA_V9_Respons | 22/08/2022 |Alexandra Brito de Aceito

Assentimento / aveis_11jul2022_controlado_FMT.docx 13:09:35 |Souza

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de |1_Report_TCLE_CoorteA_V11_11jul202[ 22/08/2022 |Alexandra Brito de Aceito

Assentimento / 2_limpo_FMT.doc 13:09:27 |Souza

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | 1_Report_TCLE_CoorteA_V11_11jul202| 22/08/2022 |Alexandra Brito de Aceito

Assentimento / 2_controlada_FMT.doc 13:09:18 [Souza

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / Report_Protocolo_Emenda13_11jul22_lif 22/08/2022 (Alexandra Brito de Aceito

Brochura mpo.docx 13:06:39 [Souza

Investigador

Projeto Detalhado / Report_Protocolo_Emenda13_11jul22_li| 11/07/2022 |Aline Benjamin Aceito

Brochura mpo.pdf 13:06:08

Investigador

Projeto Detalhado / |Report_Protocolo_Emenda13_11jul22_c| 11/07/2022 [ Aline Benjamin Aceito

13:04:27

Investigador

Situagao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagido da CONEP:

Nao

Enderego: Av. Pedro Teixeira, 25

Bairro: D. Pedro | CEP: 69.040-000

UF: AM Municipio: MANAUS

Telefone: (92)2127-3572 Fax: (92)2127-3572 E-mail: cep@fmt.am.gov.br
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(Coordenador(a))
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Concept Sheet to Perform a Study or Analysis in RePORT-Brazil

Title

Submission date
Proposing

investigators/affiliation

Collaborating

investigators/affiliation

Leandro Sousa
Garcia®
Alexandra Brito
de Souza'??
Renata Spener-
Gomes?®
Allyson
Guimaraes
Costa??
Marcelo Cordeiro-
Santos'?®

Bruno Andrade?
Betina Durovni3

Association of Xpert MTB/RIF Ct values and
Mycobacterium tuberculosis transmission to close
contacts of patients with pulmonary tuberculosis

05 /08 /2021

1. Universidade do Estado do Amazonas.

2. Universidade Federal do Amazonas.

3. Fundag¢ao de Medicina Tropical Heitor Vieira
Dourado

1. Universidade Federal do Rio de Janeiro
2. Instituto Gon¢alo Moniz, Fundag¢ao Oswaldo Cruz

Solange 3. Secretaria Municipal de Satude do Rio de Janeiro
Calvacante3 4. Vanderbilt University School of Medicine
Timothy Sterling#* | 5. Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas,

Valeria Rolla®

Fundagao Oswaldo Cruz



Statistician(s)

Data manager

Will specimens from the
biorepository be
needed?

If so, which specimens?

Who will perform the
statistical analysis?

Background/study
rationale

Please describe importance of
study question as it relates to TB
research and RePORT Brazil.
Cite relevant literature. Include
background information to
support the proposed study and
other studies conducted in the
field that address the proposed
hypothesis. Explain how this
study will substantively
contribute to, or differ from, the
existing literature.

Leandro Sousa Garcia, Allyson Guimaraes and
MONSTER team

Marina Figueiredo and Megan Turner
No

Leandro Sousa Garcia, Allyson Guimaraes and
MONSTER team

The infectivity of a pulmonary TB patient is
directly related to the number of droplet nuclei
containing Mycobacterium tuberculosis (Mtb) that
are expelled into the air. The relation between smear
status and bacillary load as a marker of
infectiousness is used to guide public health and
treatment decisions. However, smear status
provides an inaccurate estimate of the bacillary
charge. The Xpert®MTB/RIF rapid molecular test
(Cepheid), recommended by the World Health
Organization (WHO) since 2010 as an initial test for
diagnosing TB, provides quantitative results of Mtb
in the form of cycle threshold values (Ct). This
information can be translated into mycobacterial
load and can be used as a point measure for cases of
active tuberculosis, infection control and contact
tracking?2.

From the result of Ct values, the Xpert machine
categorized into: Very low (>28 cycles), Low (23-28
cycles), Medium (16-22 cycles) and high (<16 cycles)
cycles)13.

58



Objectives/hypotheses.

Please be specific. Include
primary and secondary
objectives and
endpoints/outcomes. Use the
PICOT* framework to help
define your research
question/hypothesis.

*see below for more details

Variables requested:

Include which visits you want

each variable to be collected (i.e.

baseline, M1, M2, M6, etc)

If you want the variable to be
defined a specific way, please
include that in the comments at
the end of this document.

Primary

objective:

- To investigate
the association
of Ct values and
transmission of
Mycobacterium
tuberculosis  in
contacts of
active
pulmonary TB

Variable Cohort A

Visit dates
Symptoms (cough,
fever, night
sweats, weight
loss)

Although host-related factors such as HIV status
and gender influence Ct values, recently, it has been
described that there is a correlation between the Ct
value of the Xpert® test and the time of culture
positivity and semiquantitative result of sputum
smear microscopy*>. However, the correlation
between Ct values and infectivity of patients with
active pulmonary TB has not yet been demonstrated.

Secondary objective:

- To evaluate the correlation of delta Ct values of the
Xpert® test and QuantiFERON-Plus positivity of
contacts at baseline.

- To analyze the association between delta Ct values
of the Xpert® test and QTF conversion in the sixth
month of follow-up

Hypotheses:
- Close contacts exposed to index cases with lower

delta Ct have a higher risk of becoming infected by
Mycobacterium tuberculosis.

Enrollment Baseline
(visita_inicial_
arm_1)

X bl _visdat

X

enrol_cough
enrol_fever
enrol_nightsw
t
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Bacilloscopy

GeneXpert

Xpert performed

Xpert Result

enrol wtloss

X
enrol_transla
b

1 yes

Ono

9 not known

X
enroll_gene x
1 yes

X xpert_type
1 xpert
MTB/RIF

2 xpert
MTB/RIF
Ultra

9 unknown

X xpert_result
1 MTB
detected
(Rifampicin
resistance
DETECTED)
2 MTB
detected
(Rifampicin
resistance
NOT
detected)
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Xpert
Result/category

Xpert Ct Value

Age
Sex
Race

3 MTB
detected
(Rifampicin
resistance
INDETERMIN
ATED)

4 MTB not
detected

9 invalid
result, Error
or No result
99 don't
know

X xpert_cat
1 trace

2 very low
3 low

4 medium
5 high

X

xpert_ct
xpert_cta
xpert_ctb
xpert_ctc
xpert_ctd
xpert_cte

X bl_age
X sex
X race
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Height
Weight
Cough duration

HIV Status and
date of test

History or current
Smoking use

History or current
Alcohol use

History or current
drug use

Comorbidities?

immunosuppressi
ve medication use

X bl_height
X bl_weight

X
cough_duratio
n

Show the field
ONLY if:
[enrol_cough]
='1

Duration in
weeks (1, 2,
3..)

X lab_hiv

lab_hivdat
lab_hivres

X smokhx

X
smokseconda
ry

X alcoholhx

X drughx
X diseasehx

X

bl immunotx
1 yes

0 no
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Laboratory
results of sputum

Laboratory
results of sputum

CD4 count (and
date), only if HIV+

HIV-1 RNA Viral
load (and date),
only if HIV+

9 not known

culture_result
cultura_type
ttd_mtb
ttd_mtb_hour
S

X
smear_posit_r
esult

Show the field
ONLY if:
[smear_result
1="1
=1,2,3,4

X
(cd4_yesno=1
AND
lab_cd4dat,
lab_cd4) OR
(cd4_yesno=0
AND

cd4 _available
=1 AND

cd4 _available_

date,

cd4_available_

result)

X (vl_yesno=1
AND
lab_vldat,
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Chest x-ray

lab_vl) OR
(vl_yesno=0
AND
cv_available=
1 AND
cv_available_d
ate,
cv_available_r
esult)

X xray_xray
xray_date
Xray_cavit

1 yes

0 no

2 impossible
to determine
by exam
xray_adeno
1yes

0 no

2 impossible
to determine
by exam
xray_effusn
1 yes

0 no

2 impossible
to determine
by exam
Xray_opact

64



Variable Cohort B

Visit dates

Age
Sex
Race
Height
Weight

Laboratory
results of IGRA

Baseline
(visita_inicial_
arm_1)

X bl _visdat

Xbl_age

X sex
Xrace

X bl_height
X bl_weight
X qtf_yesno
qtf_date
qtf_result
qtf_nil
qtf_tb
qtf_tb_2

1yes

0 no

2 impossible
to determine
by exam
xray_opactmil
1 yes

0O no

2 impossible
to determine
by exam

M6/ end of
IPT
(ms_6_visita_a
rm_1)

X end_visdat

X end_weight

X gtf_yesno
qtf_date
qtf_result
qtf_nil
qtf_tb
qtf_tb_2

OFF Study
(sada_premat
ura_arm_1)

For Off study:
(earlystop_da
te)
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HIV Status and
date of test

History or current
Smoking use

History or current
Alcohol use
History or current
drug use

Participant with
OFF visit

Laboratory
results of sputum

Comorbidities?

immunosuppressi
ve medication use

History or current
Tuberculosis
diagnosis

CD4 count (and
date), only if HIV+

qtf_mit

X lab_hiv
lab_hivdat
lab_hivres

X smokhx
X alcoholhx

X drughx

X diseasehx

X
bl immunotx

X
ever_treatedt
b

X
(cd4_yesno=1
AND
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qtf_mit

X smokhx

X alcoholhx

X drughx
X
earlystop_rea
son=2
culture_result
cultura_type
ttd_mtb
ttd_mtb_hour
S

X X

(cd4_yesno=1 | (cd4_yesno=1

AND AND



HIV-1 RNA Viral

load (and date),
only if HIV+

ART use

lab_cd4dat,
lab_cd4) OR
(cd4_yesno=0
AND
cd4_available
=1 AND
cd4_available_
date,
cd4_available_
result)

X (vl_yesno=1
AND
lab_vldat,
lab_vl) OR
(vl_yesno=0
AND
cv_available=
1 AND
cv_available d
ate,
cv_available r
esult)

tohiv_yesno_b
1 yes

0 no

2 not
applicable
(HIV
negative)

lab_cd4dat,
lab_cd4) OR
(cd4_yesno=0
AND
cd4_available
=1 AND

cd4_available_

date,

cd4_available_

result)

X

(vl_yesno=1
AND
lab_vldat,
lab_vl) OR
(vl_yesno=0
AND
cv_available=
1 AND
cv_available_d
ate,
cv_available_r
esult)

tohiv_yesno_b
1 yes

0 no

2 not
applicable
(HIV
negative)

lab_cd4dat,
lab_cd4) OR
(cd4_yesno=0
AND
cd4_available
=1 AND

cd4_available_

date,

cd4_available_

result)

X (vl_yesno=1
AND
lab_vldat,
lab_vl) OR
(vl_yesno=0
AND
cv_available=
1 AND
cv_available d
ate,
cv_available r
esult)

tohiv_yesno_b
1 yes

0 no

2 not
applicable
(HIV
negative)

67



3 not known 3 not known 3 not known

LTBI therapy quimio_yesno | X latent_tb
prevent use X date_dmy 1yes
0 no
Length of follow-up All participants in Cohort B must have had at least 6
Define how much follow-up you months of follow-up from the date of the baseline visit.
want participants to be able to
have. For example, if you are
interested in 6-month outcomes,
all participants must have at
least 6 months of follow-up. This
can be started in terms of
months/years of follow-up or
enrollment prior to a certain
date
Study Inclusion criteria:
population/inclusion
and exclusion criteria Cohort A e Xpert® MTB / RIF test positive for Mycobacterium
tuberculosis;
A brief description of the e Cases of pulmonary TB with MTB positive culture.
participant population to be
studied including specific
inclusion and exclusion criteria, Cohort B
according to the variables e Any age
requested above e Contacts of a Xpert® MTB / RIF test positive for

Mycobacterium tuberculosis case in Cohort A;
e QTF-Plus results available at least at baseline.

Exclusion criteria

Cohort A e Xpert® MTB / RIF results with internal control CT
values greater than 34 will be excluded from
analysis.



Analysis plan

[s this a cross-sectional (only
looking at one point in time) or
prospective study?

Define the main outcomes of
interest and how they will be
operationalized.

Define the main exposures and
how they will be
operationalized.

What type of analyses and
model(s) will be used? Be
specific about which
comparisons they will be used
for.

Describe what variables will be
considered as confounders and
how they will be used in the
model(s).

Cohort B

Exclusion criteria

¢ Indeterminate QFT-Plus results.

Type of study and sites:

This is a prospective study. We investigate the
association of delta Ct values of the Xpert® test and the
transmission of Mycobacterium tuberculosis in contacts
of active pulmonary tuberculosis cases followed up in a
prospective cohort.

Sites of the RePORT-Brazil:

- Fundagéo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira
Dourado (FMT-HVD);

- Instituto Brasileiro para Investigacdo de Tuberculose
(IBIT);

- Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
(Fiocruz);

- Centro Municipal de Salde de Duque de Caxias
(Secretaria Municipal de Satude) Duque de Caxias;

- Secretaria Municipal de Salde do Rio de Janeiro
(Clinica da Familia Rinaldo de Lamare) - Rocinha.

Period of study:
September 2021 to April 2022

Data collect:

Form (attachment) on the use of the datasheet of
RePORT-Brazil.

Reference population:
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Structure/logistics
required from RePORT-
Brazil:

Timeline:

Other:

September 2021 to
April 2022

All pulmonary TB participants with positive Xpert®
and close contacts who performed at least the QFT-Plus
test at baseline and follow-up visit (M6) who met the
eligibility criteria.

Data analysis:

The data will be analyzed regarding the follow-up of
contacts of tuberculosis cases, with evaluation of the
variables described and correlation and regression
analysis will be applied to investigate the association of
quantitative and qualitative values (Very Low, Low,
Medium and High) of the delta Ct of Xpert® test in
cases of active tuberculosis and the
IGRA/QuantiFERON-Plus result of the contacts. The
mean CT value of each participant's probes will be used
as the primary measure of bacillary load by Xpert® and
the optimal CT cutoff will be compared with the
quantitative and qualitative values of
IGRA/QuantiFERON plus (Positive and Negative) in
contacts, among others factors associated with
infection.

Assistance with data visualization and assistance with
descriptive and statistical analysis.

Data analysis, preparation of the manuscript and
submission for publication.
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PICOT

P = Patient, Problem, Population: What population do you want to study? Think about age, sex, geographic location, or specific
characteristics that are important for the question. To whom do you want to be able to generalize the results?

I = Intervention, Prognostic Factor, Exposure: What exposure(s) are you most interested in?

C = Comparison: What are you hoping to compare? Who is your referent group? Be as specific as possible.

0 = Outcome: What are you trying to accomplish, measure, improve or affect? Outcomes may be disease-oriented or patient-oriented

T = Time/type of study or question: What time periods should be considered? What is your time period of follow-up? What study type is
best suited to answer the question (i.e. cross-sections or cohort)
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