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RESUMO

A Organizacdo Mundial da Saude, estima-se que 1,7 bilhdo de pessoas, estejam infectadas
com M. tuberculosis, nao significando que todos os individuos vao desenvolver forma ativa da
doenca, mas estima-se que 5 a 10% dos individuos com ILTB se néo tratados podem progredir
pra doenca ativa. O ensaio de liberacdo de interferon-gama (IGRA) para identificacdo de
infeccdo latente por Mycobacterium tuberculosis (ILTB), vem sido descrita como um método
alternativo para o teste tuberculinico disponivel nas redes publicas de saude, sendo o IGRA um
teste mais especifico. No entanto, 0 uso deste ensaio exige uma preparacdo e adaptacdo na
rotina laboratorial. Um estudo piloto de implementacéo foi realizado na coorte multicéntrica do
consorcio RePORT-Brasil entre 2016 e 2019 em trés estados brasileiros. As informacdes
laboratoriais sobre o processo de implementacdo foram avaliadas com a equipe dos
laboratorios das unidades do RePORT-Brasil. Durante o processo de implementacao, varias
lacunas foram identificadas, mesmo seguindo todas as recomendacdes do fabricante do ensaio
QFT-Plus. Inicialmente, os laboratérios identificaram problemas em relacdo a aquisicao de
equipamentos, reagentes e insumos. Os equipamentos tiveram que ser adquiridos através dos
sites. Os kits QFT-Plus Tube e QFT-Plus ELISA foram importados e geraram problemas na
logistica de entrega aos centros participantes do estudo. O treinamento de técnicos de
laboratério sem experiéncia em coleta, transporte e processamento de amostras, ELISA, teve
aprendizado répido, apesar de erros pré-analiticos terem sido identificados apds o inicio do
estudo. Assim, indicamos que a expanséo do uso de IGRA, como o QFT-Plus, deve ser bem
planejada, com negociacdes com o fabricante quanto a logistica de entrega dos kits em areas
de dificil acesso. Além disso, as configuracdes de coleta, transporte e processamento da
amostra devem ser avaliadas, com o objetivo de mitigar erros pré-analiticos que possam
interferir nos resultados dos testes. A formacgédo de técnicos de laboratério € extremamente
importante, uma vez que a formacao regular das partes interessadas desenvolve um sentido
de responsabilidade para a comunicacdo de ndo conformidades e a comunicacdo de dados
laboratoriais de qualidade semestral contribui para a melhoria da rotina ap6s a implementacéo.
Por fim, acreditamos que os resultados obtidos neste estudo podem auxiliar os laboratérios que
pretendem implementar esta técnica, além de auxiliar os fabricantes de IGRA a fornecerem
suporte técnico efetivo, aumentando a velocidade na implementacédo de novas tecnologias por

paises com elevada carga da tuberculose.

Palavras Chaves: ILTB, IGRA, QFT-Plus M.tuberculosis



ABSTRACT

The World Health Organization estimates that 1.7 billion people are infected with Mycobacterium
tuberculosis, which does not mean that all individuals will develop an active form of the disease,
but it is estimated that 5 to 10% of individuals with ILTB if left untreated can progress to active
disease. The Interferon Gamma Release Assay (IGRA) assay for the identification of latent
tuberculosis infection (ILTB) has been described as an alternative method for the tuberculin test
available in public health networks, with IGRA being a more specific test. However, the use of
this assay requires preparation and adaptation in the laboratory routine. A pilot implementation
study was carried out in the multicenter cohort of the RePORT-Brasil consortium between 2016
and 2019 in three Brazilian states. Laboratory information on the implementation process was
evaluated with the laboratory team at the RePORT-Brasil sites. During the implementation
process, several gaps were identified, even following all the recommendations of the
manufacturer of the QFT-Plus assay. Initially, the laboratories identified problems in relation to
acquisition of equipment, reagents and consumables. The equipment had to be purchased
through the sites, generating additional costs. QFT-Plus Tube kit and QFT-Plus ELISA kit were
imported and generated problems in the logistics of delivery to the sites. The training of
laboratory technicians without experience in samples collection, transporting and processing,
with ELISA assays, was straight forward and the learning curve was quick, despite preanalytical
errors being identified after the start of the study. Thus, we indicate that the expansion of the
use of IGRAs, such as the QFT-Plus, must be well planned, with negotiations with the
manufacturer regarding the logistics of delivery of the kits in areas of difficult access. In addition,
the sample collection, transport and processing settings must be evaluated, with the aim of
mitigating pre-analytical errors that may interfere with the test results. Training with laboratory
technicians is extremely important, since regular training to stakeholders develops a sense of
responsibility towards reporting non-conformities and quality laboratory data reporting semester
contribute to the improvement of routine after implementation. Finally, we believe that some of
the problems identified in this pilot study can assist laboratories wishing to implement this
technique, in addition to helping manufacturers IGRAs to provide effective technical support,
increasing the speed in the implementation of new technologies by countries with a high burden
of TB.

Keywords: ILTB, IGRA, QFT-Plus Mycobacterium tuberculosis



RESUMO LEIGO

As pessoas que convivem com doentes de tuberculose pulmonar correm um risco de se
infectar e/ou adoecer. A infeccdo pode ocorrer inicialmente na forma latente, na qual a
pessoa estd infectada pela micobactéria causadora da tuberculose, mas nao esta doente
e atuberculose ativa quando a pessoa ja esta doente. As duas formas podem ser tratadas,
e com isso a importancia do diagnéstico laboratorial. Sendo assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a implementacéo de um teste de diagnostico, o ensaio de liberacao do
interferon-gama (IGRA) em centros de triagem de rastreamento e diagndstico da infeccao
latente por M.tuberculosis no Brasil. O estudo mostrou que esta técnica para diagnostico
de tuberculose latente pode ser uma boa estratégia e pode ser realizada numa rotina
laboratorial, sendo necessario realizar a capacitacdo dos profissionais para garantir a
realizacdo adequada da técnica.
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1. INTRODUCAO

A Tuberculose (TB) € uma das dez principais causas de morte em todo o mundo,
sendo estimado que um quarto da populagédo tenha infeccao latente por Mycobacterium
tuberculosis (ILTB). Organizagbes governamentais e nao governamentais vém
trabalhando para diminuir a cada ano a incidéncia da doenca. A identificacdo das pessoas
com maior risco de adoecer, € fundamental para o controle da doenca. A Organizacao
Mundial da satde (OMS) lancou o programa Estratégia pelo Fim da Tuberculose (End TB
Strategy), que estabelece metas para o fim da TB, no entanto, para alcancar essas metas,

é fundamental aumentar o rastreio, diagnostico e tratamento da ILTB (1,2).

Quando o individuo saudéavel é exposto ao bacilo da TB pode desencadear a forma
ativa da doenca ou pode permanecer em estado de laténcia, a depender de fatores
imunolégicos individuais dentre outros. Em geral, as pessoas permanecem saudaveis,
mas o rastreio de pacientes com ILTB € importante para tratar a infec¢do e evitar uma

futura cadeia de transmissédo caso a pessoa desenvolva a TB ativa (3).

Ha uma dificuldade no diagndstico de ILTB, visto que atualmente ndo existe um teste
padrédo ouro para ILTB, os testes mais comumente utilizados para o diagnostico séo o
teste tuberculinico (TST - Tuberculin skin test) e os ensaios de liberacdo do interferon-
gama (IGRA) (4).

O TST possui uma especificidade menor em relacdo ao IGRA, em populagcdes que
receberam a vacina BCG e em locais onde micobactérias ndo causadora de tuberculose
(MNT) sé&o prevalentes, tornando a técnica menos especifica. Outra desvantagem da
técnica € que o paciente necessita ir duas vezes a unidade de saude, para ser realizada

a leitura da reacéo tuberculinica (5,6).

Os IGRAs foram criados para deteccdo da resposta imune a antigenos especificos
do Mycobacterium tuberculosis. Esta técnica se torna superior ao TST devido ser mais
especifica devido ndo ser afetado pela maioria das MNT e vacina BCG, tendo sido
recomendado nos ultimos anos como potenciais substitutos ou complementares a prova
tuberculinica, mas ainda ndo estdo incorporados no Sistema Unico de Satde (SUS) do
Basil (7,8).
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O Ministério da Saude (MS) brasileiro vem enfrentando dificuldades no processo de
aquisicdo do TST, por indisponibilidade no mercado, sendo assim, o teste IGRA,
disponivel comercialmente, vem como uma alternativa para um diagndstico mais
especifico para ILTB. Apesar dessas vantagens, os testes IGRA necessitam de uma
estrutura laboratorial minima, além de profissionais treinados para a realizacdo dos

ensaios, com rotina laboratorial padréo.

Assim, esse estudo visa descrever as licdes aprendidas e experiéncias obtidas no
processo de implementac&o de um ensaio de liberagéo do interferon-gama em centros de
rastreamento e diagnostico da infeccao latente por M.tuberculosis no Brasil. O processo
de implementacdo ocorreu durante a realizagcdo de um grande estudo multicéntrico de
coorte observacional e pode contribuir para uma possivel implementacédo do teste nos

laboratérios do SUS e rede de satude do mundo.

1.1. Infeccdao latente por Mycobacterium tuberculosis

M. tuberculosis (MTB) ao infectar uma pessoa, pode induzir a forma ativa da doenca,
ou forma latente. A ILTB ocorre quando uma pessoa esta infectada pelo bacilo, no entanto
ndo manifesta a doenca ativa, resistindo ao adoecimento apos infeccdo. Os bacilos ficam
em estado de laténcia, podendo permanecer por muitos anos no organismo, como
reservatorios, sem que haja a progressdo da doenca, permanecendo saudaveis por

décadas, sendo estes portadores incapazes de transmitir a micobactéria (9).

Mecanismos intrinsecos ao M. tuberculosis podem influenciar o processo de
infeccdo e adoecimento levando a diferentes desfechos desde o momento da inalacdo do
Bacilo de Koch (BK) pelo hospedeiro. Nesse contexto, caracteristicas como viruléncia e
carga infectante (carga bacilar) influenciam de forma direta no processo infeccioso, mas,
deve-se levar em consideracao também fatores associados ao hospedeiro, a exemplo da

imunidade inata e adquirida (10,11).

As caracteristicas do BK frente a resposta do hospedeiro resulta na instalacdo ou
nao da doenca, afinal, a probabilidade de infec¢cdo evoluir para a doenca é diretamente
proporcional ao numero de bacilos, viruléncia e a resposta causada (10,12).
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Desde o0 momento da inalagdo até o processo de resposta da imunidade natural

contra o BK, alguns desfechos podem ser descritos, dentre eles, estao:

A acéo eficaz da resposta celular inicial levando ao processo de destruigéo total

de toda a carga bacilar inalada;

e Aresposta inicial ineficaz, com falha na eliminacdo do bacilo e inicio do processo
de multiplicagdo do MTB, levando a doenga ativa;

e O BK pode entrar em estado de laténcia, tendo como desfecho a infeccéo latente;

e A reativacao desses bacilos latentes, originando o processo de doenca ativa.

Tratando-se de um microrganismo intracelular, o BK possuem mecanismos que
auxiliam no escape do sistema imune, podendo levar ao processo de doenca ativa ou até
mesmo a laténcia. Tais mecanismos contam com a capacidade de inibicdo do processo
de fuséo do fagossomo a vesiculas lisossomais (formacao do fagolisossomo) e inativacédo

de enzimas lisossomais (13-16).

Esses mecanismos de escape podem resultar em um estado de laténcia, em que,
mesmo em um ambiente hostil e com caréncia de nutrientes, MTB consegue se manter
viavel através de mudancas metabdlicas, com o inicio do catabolismo lipidico e respiracéo

por nitrato para garantir sua sobrevivéncia (17-19).

Todavia, o maior risco de adoecer ocorre nos primeiros dois anos ap0s a primo-
infec¢do, mas pode estender-se por muitos anos. O desenvolvimento da forma ativa da
doenca esta relacionado a fatores de competéncia do sistema imunolégico, além de
fatores de risco, como comorbidades, destacando-se a populacao infectada pelo virus da

Imunodeficiéncia adquirida (HIV) (20).

Paciente com a ILTB carrega um risco de 5-15% de progredir para TB ativa nos
primeiros dois anos ap0s a infeccdo, seguido de cerca de 5% com o risco de desenvolver
TB ativa ao longo da vida, geralmente causado pela diminuicdo da imunidade. Com isso,
um individuo que se infecta e a micobactéria permanece em estado de laténcia, representa
um reservatorio principal para uma futura cadeia de transmisséo. A identificagdo destes
pacientes por meios de diagndéstico PT ou IGRA indica um acompanhamento adequado e

tratamento correto (21-23).
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A indicacédo da profilaxia para a ILTB depende de varios fatores, tais como resultados
do TST ou IGRA, idade da pessoa, probabilidade da ILTB e risco para o desenvolvimento
de TB ativa. Apesar de uma ampla distribuicéo de pacientes infectados com MTB, ndo ha
uma investigacao eficiente da ILTB. Este rastreamento € preconizado em apenas algumas
populacdes, na qual estes pacientes se beneficiardo da terapia preventiva para TB (TPT),

sendo os critérios demonstrado abaixo (24).

e Contatos (nos ultimos dois anos) adultos e criancas de TB pulmonar e laringea;

e PVHIV com células T CD4+ < 350 células/mm3;

e Pessoas em uso de inibidores de TNF alfa ou corticosteroides (equivalente a
>15mg/dia de prednisona por mais de um més);

e Pessoas com alteracfes radioldgicas fibréticas sugestivas de sequela de TB;

e Preé-transplante que irdo fazer terapia imunossupressora;

e Pessoas com uso de silicose;

e Neoplasia de cabeca e pescoco, linfomas e outras neoplasias hematolégicas;

e Neoplasias em terapia imunossupressora,

¢ Insuficiéncia renal em dialise;

e Diabetes mellitus;

e Baixo peso (< 85% do peso ideal);

e Tabagistas (= 1 macgo por dia);

e Calcificacao isolada (sem fibrose) na radiografia de torax;

e Profissionais de saude, pessoas que vivem ou trabalham no sistema prisional ou em

instituicbes de longa permanéncia;

Os contatos de paciente com TB pulmonar ativa possuem risco para progressao da
doenca ativa, com isso a importancia de diagnosticos para o rastreio da ILTB, teste como
IGRA e teste tuberculinico sdo essenciais para o rastreamento e diagnoéstico da ILTB.

1.2. Aspectos epidemioldgicos
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Segundo a OMS, estima-se que 1,7 bilhdo de pessoas, ou seja, um quarto da
populacdo mundial esteja infectada com M. tuberculosis, porém néo significa que todos

os individuos irdo desenvolver a forma ativa da doenca (1).

A investigacdo de individuos que sdo contatos de casos novos da doenga com
diagnostico laboratorial no Brasil, em 2018, foi de 53,6%, sendo que a regido Norte do
pais investigou apenas 40,8% desses, ficando na ultima posicdo em relacdo a essa
investigacdo. Trés estados brasileiros examinaram mais de 75% dos contatos
identificados, sendo eles Maranhao (84,3%), Acre (79%) e Pernambuco (76,5%). O

Estado do Amazonas s6 avaliou 49,5%, estando abaixo a média brasileira (25).

A triagem sistematica para TB ativa entre populacdes especificas pode ajudar a
garantir o diagnostico precoce. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda essa
triagem para contatos de casos confirmados bacteriologicamente, pessoas vivendo com
HIV, dentre outros individuos em risco, baseando-se em uma avaliagdo epidemioldgica da
TB em cada local. Por enquanto, em paises que estéo utilizando este método de triagem,
houve poucas avaliagbes de sua implementacdo, contudo, espera-se que ajude no
monitoramento dos casos e que os profissionais possam ajudar na avaliacdo do método,

além de melhorar a deteccao destes casos, dando o devido suporte ao paciente (1,26).

1.3. Agente etioldgico

A TB é causada por micobactérias pertencentes ao complexo Mycobacterium
tuberculosis: M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. canetti, M. microti, M. pinnipedi e
M. caprae. Para saude publica, M. tuberculosis € a espécie de maior interesse e

importancia médica (27,28).

Este agente pertence a ordem das Actimicetales, familia Mycobacteriaceae e género
Mycobacterium. S&o micobactérias aerdbicas estrita em formato de bastonete delgados,
fino, levemente curvo, com extremidades arredondadas, mede cerca de 0,5 a 3um,
possuem crescimento lento e que ndo se desenvolve nos meios utilizados para outras
bactérias. A parede celular é rica em lipideos (acidos micolicos e arabinogalactano)
conferindo baixa permeabilidade, responsavel por importantes efeitos biologicos, como a

inducao de granulomas (29).
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O granuloma é formado por células, derivadas dos macréfagos e por linfécitos, que
tentam combater a disseminacdo do MTB. Com o desenvolvimento da imunidade celular,
o granuloma sofre um processo de necrose de caseificacdo, que também pode ser
induzido pelo Bacilo de Koch (BK), através da liberagédo da citocina TNF-a e formacao da
Linfangioleiomiomatose (LAM), a partir de células musculares no tecido pulmonar. Com
essa necrose, 0 BK pode deprimir sua atividade metabdlica e ficar em forma de laténcia,

fazendo com que a micobactéria possa sobreviver por anos, gerando assim a ILTB (30).

Porém, mesmo com todo o mecanismo de defesa de combate e eliminacdo da
infeccéo, pode ocorrer a reativagcao do bacilo, principalmente por comprometimento do
sistema imunologico do hospedeiro, sendo observado em condi¢cBes patolégicas ou
situacBes imunossupressoras, tais como co-infeccdo com o HIV, desnutricdo, tabagismo
dentre outros, fazendo com que o foco latente reative e cause a doenga em sua forma
ativa (30).

1.4. Transmissao e patogénese da Tuberculose

A transmissao ocorre por vias aéreas, de uma pessoa com TB pulmonar ou laringea,
a qual elimina no ambiente os bacilos através da tosse, espirro ou fala. O individuo com
doenca ativa produz nucleos de goticulas contendo o BK, que podem flutuar por varias
horas no ambiente, aumentando assim a chance de disseminac¢ao. Assim, observa-se que
pacientes com baciloscopia positiva tem maior chance de transmissibilidade do patégeno.
A TB acomete principalmente os pulmdes, quando ocorre na forma pulmonar, caracteriza-
se pela ocorréncia de tosse seca, podendo evoluir para expectoracdo purulenta ou
mucoide e em alguns casos pode ser acompanhada de hemoptise, febre vespertina, além

de sudorese noturna (31).

Apés a inalacdo da micobactéria, o sistema imune é capaz de interromper a primo-
infeccédo, pois a parede celular do MTB provoca a formacgao de granulomas, que induzem
o recrutando de células polimorfonucleares e posteriormente linfécitos T e fagocitos
mononucleares em diferentes niveis de maturacdo. Os macrofagos alveolares, quando
ativados apos o reconhecimento do MTB e por acéo das citocinas, tais como IFN-y, podem
atuar diretamente na destrui¢éo do bacilo, induzindo a formacao de fagolisossomos, além

da producéo de enzimas lisossdmicas, lipases, proteases que possuem acao microbicida
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(29). O granuloma é formado por células gigantes, derivadas dos macréfagos, e por
linfocitos T, que tentam conter a disseminacdo do BK. No centro do granuloma maduro,
observam-se células epitelidides e células gigantes de Langerhans e, em seu envoltorio,
linfocitos T CD4+ e CD8+. Com o0 desenvolvimento da imunidade celular, o centro do
granuloma sofre um processo de necrose de caseificacdo, o que também pode ser
induzido pelo BK, através do TNF-a e da LAM. O meio necroético é adverso ao BK, que
deprime sua atividade metabdlica e fica dormente, condicdo na qual pode sobreviver por
décadas. Mesmo deprimindo seu metabolismo, o bacilo pode proliferar dentro do

granuloma, podendo reativar a infec¢ao posteriormente (29).

O mecanismo de defesa é baseado na exposicdo a micobactéria, onde ha um
desenvolvimento da resposta imune celular a partir de citocinas Thl, os linfécitos Thl
produzem IFN-y e Interleucina-2 (IL-2), que estimulam respostas celulares, mediadas
principalmente pelos macréfagos, que sdo essenciais na resisténcia a infecgdo destes
patdgenos (32). Essas citocinas possuem um papel importante no controle de infec¢des
intracelulares no organismo humano, gerando no portador da infeccdo alguns desfechos,
tais como, controle do bacilo logo apds a exposicao devido sua resposta imune inata,
desenvolvimento da forma ativa da doenga ou ainda a ILTB (33).

1.5. Diagnéstico dalILTB
1.5.1. Teste Tuberculinico

O TST consiste na inoculagéo intradérmica do derivado proteico purificado (PPD -
Purified Protein Derivative) em individuos expostos ao MTB. O PPD é um produto obtido
através do cultivo de sete cepas selecionadas do M. tuberculosis esterilizadas e
concentradas. E uma solucdo liquida incolor ou levemente amarelada e deve ser
conservada em uma temperatura de 2°C a 8°C, ndo podendo ser exposta a luz solar
diretamente (34). No Brasil, o PPD utilizado € o RT-23 (RT: Reset Tuberculin, 23: nUmero
de particulas) (35).

O TST é um teste de diagndstico da ILTB, sendo aplicado por via intradérmica, no
terco meédio da face anterior do antebrago esquerdo, em uma dose de 0,1ml, que contém
5 unidades do PPD. Apds a inoculacdo, espera-se que ocorra uma reacdo de
hipersensibilidade cutdnea ao PPD em individuos que tiveram contato com MTB, sendo
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realizada a avaliacdo e leitura dessa reacdo ap0s 48 a 72 horas, podendo ser estendido

por no maximo 96 horas (8,36).

A inoculacdo do PPD desencadeia uma reacao do tipo antigeno anticorpo, seguida
por resposta dependente da reatividade celular de linfécitos T sensibilizados. Acredita-se
gue apoés a aplicacao do PPD, ocorra uma reexposi¢édo ao bacilo de individuos que foram
infectados pelo MTB, produzindo uma resposta as estruturas antigénicas e,

consequentemente, esse processo € observado no local da aplicacdo do PPD (37).

Apos a realizacéo do TST, o paciente devera voltar a unidade de saude no tempo
estipulado, para realizacéo da avaliagéo e leitura do teste, sendo realizado com a medigao
do didametro transverso da area endurecida palpavel, utilizando uma régua milimetrada. O
resultado do TST deve ser lido e registrado em milimetros, quanto mais aproximado ao
valor de 5mm, indica uma possivel infeccéo pela micobactéria, caso o paciente ndo tenha
tido nenhum tipo de reacédo, o técnico responsavel pela leitura deve registrar com zero
milimetro (24,36).

O TST mostra uma reacao de hipersensibilidade cutanea, apos contato ao MTB. O
teste pode sofrer interferéncias, por meio de micobactérias ndo causadoras de tuberculose
e quando o paciente foi imunizado com a vacina BCG (Bacilo de Calmette-Guerin) (38).
Essas limitacdes geram grande preocupacdo na equipe assistencial, visto que grande

parte da populacao brasileira é imunizada com essa vacina (24).

De modo geral, a sensibilidade do TST é em torno de 77%. Reac¢des falso-negativas
(pacientes com ILTB, porém negativos no TST) podem ocorrer por conta de alguns fatores,
tais como (24,39,40).

e PPD malconservado, exposto a luz direta ou ultravioleta, congelado, desnaturado,
contaminado com fungos ou com manuten¢ao em frascos inadequados;

e Leitor inexperiente ou com vicio de leitura;

e Presenca de TB grave ou disseminada,;

e Outras doencas infecciosas agudas virais, bacterianas ou fungicas;

e Imunossupresséo avancada (aids, uso de corticosteroides, outros imunossupressores
e quimioterapicos);

e Vacinacao com virus vivos em periodo menor que 15 dias;

e Neoplasias, especialmente as de cabeca e pescoco e as doencas linfoproliferativas;
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e Desnutricdo, diabetes mellitus, insuficiéncia renal e outras condicbes metabdlicas;
e Gravidez;

e Criangas com menos de 3 meses de vida;

e |dosos (> 65 anos);

e Febre durante o periodo da realizacdo do TST e nas horas que o sucedem.

E necessario interpretar corretamente o TST, com o objetivo de fornecer indicadores
para a realizacdo da terapia de prevencao para TB (TPT), através do tratamento da ILTB.
Atualmente o MS do Brasil, por meio do Programa Nacional de Controle da Tuberculose
(PNCT) padronizou protocolos de rastreio, interpretagéo e conduta para avaliacdo da ILTB
e seu posterior tratamento, devendo ser direcionado pela faixa etaria (criancas,
adolescentes e adultos) e se o contato é profissional de saude (14). No total, foram

elaborados trés fluxogramas, como demonstrado nas Figuras 1, 2 e 3.

Figura 1. Avaliacdo da ILTB em criangas menores de 10 anos de idade

[ Criancas < 10 anos ]
- )
‘ Consulta '
‘ Assintomatico ‘ Sintomatico 1
{ RX térax e PT J [ Investigar TB ativa* 1
L\ - \ - - ~ J
b

{ RX térax normal [ RX térax suspeito ] [ TB ativa ] Excluida

TB ativa,

. Tratar TB _prosseguir
PT com PT sem Prqssegq;r com (L investigagao
Gt e a investigagao
critério de critério de de TB ativa*
ILTB** ILTB**

Tratar ILTB l Repetir PT em
’ 8 semanas
=
consfer?sao Conversio
da PT
da PT 5 7

Alta e Tratar ILTB ]
orientacao

Fonte: Brasil, Ministério da Saude, Manual de recomendacdes do PNCT, 2011 (24).
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Figura 2. Avaliagao da ILTB em adolescentes com idade igual ou maiores de 10 anos e
Adultos.

[ Adolescentes = 10 anos e adultos ]
|

[ Consulta ]
]
I |
[ Assintomatico J [ Sintomatico
| fl
[ PT ] L Investigar TB ativa

I ]

TB ativa Excluida
TB ativa,

prosseguir
investigacao

| Susplaito ] | Nolrmal )

Repetir PT em
8 semanas
[

Sem Conversao

Pr:cs’smegauir Tratar conversao da PT
- ! ILTB da PT
investigagao

Alta e ‘
ST [Suspoito ] [ Normal ]

Prosseguir
com a
investigagao

Fonte: Brasil, Ministério da Salde, Manual de recomendacdes do PCNT, 2011 (24).

Figura 3. Avaliagdo da ILTB em profissionais de saude

Profissional de saide (PS)
Exame admissional » realizar PT

PT < 10 mm | PT = 10 mm
[ |

Repetir a PT em
1 a 3 semanas

| [
Caracterizado Persisténcia de PT ]

Descartar doenca ativa.
Orientar e nao repetir PT

efeito booster < 10 mm
[ [
Orientar e ndo Repetir PT em 12 meses,

repetir PT quando o PS atua em
locais de risco

Fonte: Brasil, Ministério da Saude, Manual de recomendacdes do PNCT, 2011 (24).
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Ao realizar o atendimento com o contato de caso de TB, o profissional de saude
precisar ter a sensibilidade de conversar com a pessoa sobre sintomas caracteristicos da
doenca, tais como tosse seca de trés semanas ou mais, sudorese noturna, perda
ponderal. Se houver o relato desses sintomas, o individuo deve ser encaminhado para

investigacéo de TB ativa, seguindo as normas preconizadas pelo PNCT (31).

1.5.2. Ensaio de liberacao de interferon-gama

O ensaio de liberacao de interferon-gama (IGRA) € um teste que utiliza sangue total,
desenvolvido para quantificar a producédo de IFN-y in vitro por células T sensibilizadas
apos estimulacdo in vitro com antigenos do complexo MTB. Os avancos em
analises/sequéncias gendmicas permitiu identificar antigenos especificos para MTB, tais
como ESAT-6 (Early Secretory Antigenic Target 6) e CFP-10 (Culture Filtrate Protein 10),
gue induzem a producao especifica de IFN-y por células T sensibilizadas (41,42).

Os antigenos ESAT-6 e CFP-10 séo codificados na regido de diferenciagédo 1 (RD1)
presente no genoma do M. tuberculosis e M. bovis e sdo ausentes na vacina Bacillus
Calmette-Guerin (BCG) e na maioria das micobactérias ndo causadoras de tuberculose.
A partir disso, foram desenvolvidos testes de diagnostico para a ILTB, utilizando a
combinacao desses antigenos com o0s ensaios imunoenzimaticos. Atualmente, temos dois
kits disponiveis no mercado como uma alternativa ao TST para o diagnostico da ILTB,
sendo eles ensaio imunoenzimatico T-SPOT-TB (T-SPOT-TB) e ensaio imunoenzimatico
QuantiFERON-TB (43).

1.5.3 Ensaio imunoenzimatico T-SPOT®. TB

O ensaio imunoenzimatico T-SPOT®.TB (T-SPOT®.TB) é um ensaio
imunoenzimatico de diagndstico in vitro para a deteccdo de ceélulas T efetoras que
respondem a estimulacdo dos antigenos ESAT-6 e CFP-10 do M. Tuberculosis. Essa
técnica € baseada na técnica ELISPOT e foi recomendado pela National Institute for
Health and Clinical Excellence na Europa. O teste tem sido indicado para utilizacdo em
individuos que tenha risco de ILTB ou com suspeita de terem contraido a tuberculose,

independentemente da idade, sexo, grupo étnico, status imunologico dentre outros (44).
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As andlises ELIPOST s&do muito sensiveis uma vez que citocina alvo é diretamente
identificada em volta da célula secretora, antes de ser diluida no sobrenadante,
capturadas pelos receptores de células adjacentes ou degradadas. Isto torna as analises
ELISPOT mais sensiveis que as analises de ensaios de imunoabsor¢cdo enzimatica
(ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) convencionais (45).

O kit comercial do teste contém placas individualizadas compostas de oito pocos
sensibilizados com anticorpos anti-IFN-y. Além disso, possui tubos contendo a solucéao de
antigeno ESAT-6 (Painel A) e outro contendo CFP-10 (Painel B), com um tubo contendo
uma solugcéo de fitohemoaglutinina (PHA), denominado controle positivo do teste. Os
resultados do teste T-SPOT®.TB séo interpretados subtraindo a contagem de pontos no
poco do controle negativo a contagem de pontos em cada um dos painéis, de acordo com

0 seguinte algoritmo (46):

e O resultado do teste é considerado positivo quando os pontos do Painel A menos os
pontos do controle negativo e/ou os pontos do Painel B menos os pontos do controle

negativo forem = 6 pontos.

e O resultado do teste € considerado negativo quando os pontos do Painel A menos os
pontos do controle negativo e/ou os pontos do Painel B menos os pontos do controle

negativo forem < 5 pontos. Isso deve incluir também valores inferiores a zero.

Um resultado “positivo” indica que a amostra contém células T efetoras reativas
ao M. tuberculosis. Um resultado “negativo” indica que a amostra provavelmente nao

contém células T efetoras reativas ao M.tuberculosis (46).

Esta técnica requer um leitor e software caro e profissionais treinados e
especializados, restringindo assim sua aplicacéo clinica em paises em desenvolvimento.
Embora o ensaio T-SPOT®.TB e QFT®-TB se correlacionem bem, esta técnica tem sido
menos utilizada (34, 35, 36).

1.5.4 Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica QuantiFERON®-TB

O ensaio imunoenzimatico QuantiFERON®-TB (QFT®-TB) foi desenvolvido com base
na tecnologia de estimulacé&o in vitro de células T efetoras, oriundas do sangue total, com

um coquetel de antigenos do MTB, com posterior quantificacdo da citocina IFN-y (47). Foi
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aprovado em 2001 pela agéncia reguladora (FDA - Food and Drug Administration) e pelo
Centro de Controle de Doencas (CDC - Centers for Disease Control) do Estados Unidos
da América (EUA), como uma ferramenta de auxilio na deteccéo da ILTB (8). Devido a
algumas desvantagens relacionadas a resultados falso positivos e o estabelecimento de
um ponto de corte (cut-off) em unidades internacionais (Ul) ou mililitro (ml) (8,48), a
segunda geracao do teste foi aprovada pela FDA e CDC em 2005, sendo denominada de
QuantiFERON®-TB Gold (QFT®-G) (8,49).

O QFT®-G trouxe inovacdes com a inclusdo de um controle negativo e a utilizacédo
de peptideos sintéticos de duas proteinas do M. tuberculosis (ESAT-6 e CFP-10).
Inicialmente o teste foi indicado para o diagnostico da TB, incluindo a ILTB. Este teste foi
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) dos EUA em 2005. No entanto, erros
na coleta e/ou transporte de amostras de sangue, problemas na execucéo e interpretacéo
dos ensaios laboratoriais, além de resultados limitados para determinar os individuos com
ILTB com risco de desenvolver TB criaram barreiras para o uso em grande escala do teste
(50).

Em 2007, foi lancado e aprovado pela FDA e CDC, o ensaio QuantiFERON®-TB Gold
In-Tube (QFT®-GIT). O novo teste foi formulado com diretrizes para modificar o QFT-G
para um sistema de coleta de sangue com trés tubos, NIL (controle negativo), Antigeno
TB (TB) e Mitégeno (MIT). O QFT-GIT foi comercializado com a proposta de realizar o
diagndstico in vitro da ILTB, através da estimulacdo de células T CD4 com as proteinas
sintéticas ESAT-6, CFP-10 e TB7.7. A coleta de sangue deveria ser realizada em tubos
especializados de coleta de sangue, contendo heparina e/ou os peptideos do complexo
MTB. A deteccdo do IFN-y era realizada por meio de ELISA de amostras de plasma

obtidas apds o periodo de estimulacédo e centrifugacdo dos tubos (51).

Embora apresenta-se uma especificidade consistente de 99% em individuos de
baixo risco e uma sensibilidade de até 92% em individuos com doenca ativa, dependendo
do cenério e extensdo da doenca, em 2017 foi lancado o QuantiFERON®-TB Gold Plus
(QFT®-Plus) (52). Esse teste contém apenas peptideos sintéticos ESAT-6 e CFP-10,
agora distribuidos em dois tubos de antigeno (TB1 e TB2). O tubo TB1 é igual ao QFT®-
GIT, com excecao do peptideo TB7.7, enquanto o tubo TB2 possui adicionalmente
peptideos menores para estimular além das células T CD4 (estimuladas no tubo TB1),

células T CD8 (47). Essas proteinas estdo ausentes na vacina BCG e da maioria das
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micobactérias ndo causadoras de tuberculose, com excecdo da M. kansasii, M. szulgai,

M. marinum (53).

O QFT®-Plus tem sido superior ao TST na identificacédo de individuos com ILTB e
tem demonstrado vantagens sobre a técnica utilizada nas unidades de salude. Um dos
pontos positivos desta técnica é que o QFT®-Plus nao é influenciado pela vacinacdo BCG
e infeccdo por MNTs, como o TST, conferindo assim uma melhor especificidade ao teste
(5,6).

O QFT®-Plus utiliza quatro tubos de coleta de sangue, um tubo NIL (controle
negativo), dois tubos com antigenos TB distintos: antigeno TB1 e antigeno TB2 e um tubo
mitégeno (controle positivo). Ambos os tubos TB contém antigenos peptidicos dos
antigenos associados ao complexo MTB ESAT-6 e CFP-10, o tubo TB1 contém peptideos
ESAT-6 e CFP-10 que sao responsaveis em induzir respostas imune celular a partir dos
linfécitos T CD4+, enquanto o tubo TB2 contém um conjunto de peptideos adicionais
direcionado para inducéo além de respostas imunes mediada a partir de linfocitos T CD8+
(7,54,55).

Células T CD4 desempenham um papel importante no sistema imunolégico através
da secrecdo da citocina IFN-y, e linfocitos T CD8 atuando na defesa do hospedeiro,
produzindo citocina que ativam 0s macréfagos para inibir o crescimento do bacilo,
eliminando células infectadas com as do complexo MTB. O resultado do QFT®-Plus é
considerado positivo quando a concentracao de IFN-y do tubo antigeno TB (1 ou 2) for
significativamente maior que o valor de NIL mensurado em IU/mL, como demonstrado no
qguadro 1. O mitégeno serve como controle positivo do teste, um valor <0,5 IU/mL indica

resultado indeterminado (7).



Quadro 1. Interpretacdo dos resultados do QuantiFERON®-TB Gold Plus

Antigeno Antigeno _
Nil* TB1 TB2 r':]/'gr?ggl‘\ﬁl
(IU/mL) | menos Nil | menos Nil Resultado Interpretacéao
(IU/mL)
(IU/mL) (IU/mL)
>=0,35e€ >=0,35¢€ Infeccéo por M.
<=8,0 | >=25%do | >=25% do Qualquer um Positivo tuberculosis
valor de Nil | valor de Nil Provavel
<0,35 <0,35 >=0,5 Infeccédo por M.
<= 80 >=0,35¢e >=0,35¢e tuberculosis
T < 25% do < 25% do >=0,5 Negativo NAO provavel
valor de Nil | valor de Nil
<0,35 <0,35 <05 Os resultados
_ >=0,35€e >=0,35¢ da reacédo ao
<=80 < 25% do < 25% do <05 Indeterminado Antige~no B
valor de Nil | valor de Nil i Sao g
indeterminados
> 8.0 Qualquer Qualquer Qualquer um
um um
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Assim, como o TST, o QFT®-Plus também né&o distingue infeccédo e doenga, mas em
combinacédo com avaliacdes clinicas, biolégicas e radiologicas pode fornecer informacdes
importantes para o diagnostico da ILTB, visto que o teste apresenta uma boa

sensibilidade, geralmente ndo reagindo com outras micobactérias (56).

Para erradicacdo da TB, o diagnéstico de ILTB € importante para dar inicio ao
tratamento. Os contatos de paciente com a doenca pulmonar ativa possuem risco maior
para desenvolver TB, assim, nota-se a importancia do rastreio e diagnoéstico da ILTB, com
0 QFT®-Plus ou outro ensaio IGRA. Esses ensaios tem sido recomendado nos Ultimos
anos como potenciais substitutos ou complementares ao TST, mas ainda ndo estao
incorporados no SUS (8). Dessa forma, percebe-se a necessidade de descrever o
processo de implementacdo dessa técnica, visto que o QFT®-Plus necessita de uma
estrutura laboratorial minima, além de profissionais treinados para a realizacdo dos

ensaios, com rotina laboratorial padréo.
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2 OBJETIVOS

2.1Geral

e Avaliar a implementacdo de um ensaio de liberacdo do interferon-gama (IGRA)
em centros de rastreamento e diagnostico da Infeccao latente por Mycobacterium

tuberculosis (ILTB) no Brasil.

2.2Especificos

e Descrever o teste piloto para implementacdo de um Ensaio de Liberacdo do
Interferon-Gama (IGRA) na rotina laboratorial para o rastreio e diagndstico da
Infecc@o latente por M.tuberculosis (ILTB) em centros de referéncia no Brasil;

e Produzir informacdes operacionais sobre o processo de implementacdo de um
Ensaio de Liberacdo do Interferon-Gama (IGRA) na rotina laboratorial para o
rastreio e diagndstico da Infecgdo latente por M.tuberculosis (ILTB) em centros

de referéncia no Brasil.
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Short title: IGRA implementation for LTBI screening in a large cohort
Keywords: Tuberculosis; IGRA; QuantiFERON; LTBI; diagnosis, quality control.

Words summary: A pipeline for implementation of QuantiFERON-TB for systematic screening of
tuberculosis infection in a large cohort of exposed individuals is presented. Logistics and quality control
challenges related to different settings of clinical sites are discussed and solutions are proposed.

ABSTRACT

The interferon gamma release assay (IGRA) assay for the identification of latent Mycobacterium
tuberculosis infection (ILTB) has been described as an alternative method for the tuberculin test
available in public health networks, with IGRA being a more specific test. However, the use of
this assay requires preparation and adaptation in the laboratory routine. A pilot implementation
study was carried out in the multicenter cohort of the RePORT-Brasil consortium between 2016
and 2019 in three Brazilian states. Laboratory information on the implementation process was
evaluated with the laboratory team at the RePORT-Brasil sites. During the implementation
process, several gaps were identified, even following all the recommendations of the
manufacturer of the QFT-Plus assay. Initially, the laboratories identified problems in relation to
acquisition of equipment, reagents and consumables. QFT-Plus Tube kit and QFT-Plus ELISA
kit were imported and generated problems in the logistics of delivery to the sites. The training of
laboratory technicians without experience in samples collection, transporting and processing,
with ELISA assays, was straight forward and the learning curve was quick, despite preanalytical
errors being identified after the start of the study. Thus, we indicate that the expansion of the
use of IGRAs, such as the QFT-Plus, must be well planned, with negotiations with the
manufacturer regarding the logistics of delivery of the kits in areas of difficult access. In addition,
the sample collection, transport and processing settings must be evaluated, with the aim of
mitigating pre-analytical errors that may interfere with the test results. Finally, we believe that
some of the problems identified in this pilot study can assist laboratories wishing to implement
this technique, in addition to helping manufacturers IGRAS to provide effective technical support,
increasing the speed in the implementation of new technologies by countries with a high burden
of TB.
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INTRODUCTION

The World Health Organization estimates that one quarter of the world population is
infected with M. tuberculosis (Mtb) (1,2). It is thought that the majority of the individuals exposed
to Mtb end up developing and asymptomatic condition referred as latent tuberculosis infection
(LTBI). Between 5 to 10% of individuals with LTBI, if not treated with tuberculosis preventive
therapy (TPT), can progress to active disease through their lifetime (1,2). Thus, active diagnosis
of LTBI is critical to control tuberculosis (TB) transmission, guiding implementation of preventive
therapy and reducing the odds of incident active TB.

In several countries endemic for TB, such as Brazil, the screening of LTBI is performed
using the tuberculin skin test (TST), which consists in the intradermal inoculation of the TB-
purified protein derivative (PPD) and evaluation of the reaction (skin induration) formed. This
test has several limitations. A major problem is the requirement of a return visit to read the skin
induration within 48-72 hours after PPD inoculation. Additional issues include the possibility of
a subjective interpretation of the dermal reaction and a potential interference of BCG vaccination
in the cellular immune response that account for the magnitude of the delayed-type
hypersensitivity, which underlies the dermal reaction, favoring false-positive results (3,4).
Advances in molecular investigations allowed the isolation of Mtb-specific antigens that drive
production of interferon (IFN)-gamma by specific T-lymphocytes, enabling the development of
new assays based on cellular recall responses, to identify LTBI as an alternative method for the
TST (5,6).

The Interferon-gamma release assay (IGRA) has emerged as a very useful tool
identification of LTBI cases. This assay can be performed through two distinct testing platforms,
such as the enzyme-linked immunosorbent spot (ELISPOT) assay (T-SPOT.TB) and
QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus). These in vitro tests have been incorporated by several
guidelines worldwide and have recently been considered by the WHO as equivalent for the
diagnosis of LTBI (5,6). Of note, the QFT®-Plus assay has been shown to be superior to TST in
several aspects, including: (i) the assay does not require a follow up visit for reading the results,
(i) the assay uses in vitro stimulation of cell from the peripheral blood with Mtb-derived ESAT-6
and CFP-10 proteins, which are absent in the BCG vaccine as well as in most non-TB

mycobacteria, resulting in a higher specificity (7-9).
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The above-mentioned advantages of the QFT-Plus over the TST for detection of LTBI
indicate that this immunoassay is plausible and affordable alternative to TST. The possibility of
systematically implementing the QFT-Plus in centers that perform LTBI screening has been
accelerated by the fact that there has been a reduction is availability of TST in several countries,
including Brazil (10). Thus, the implementation of QFT-Plus in reference centers for the
diagnosis and treatment of TB can facilitate screening and diagnosis of LTBI cases, reducing

underreporting, and helping to reduce TB burden.

The present study aimed at providing implementation protocols with information that can
increase effectiveness and efficiency of interferon-gamma release assay for screening of LTBI.
The study leveraged on the expertise acquired by the laboratory teams of the Regional
Prospective Observational Research in Tuberculosis (RePORT)-Brazil consortium during the
implementation of routine and protocols for systematic screening of LTBI in close contacts of
patients with active pulmonary TB. The RePORT-Brazil protocol included five clinical research
sites from three large Brazilian cities and is the largest multicentric cohort of TB close contacts
to date in the country. All TB contacts are investigated for LTBI through use of QFT-Plus (11).
The operational and logistics challenges of the process of implementing of IGRA in the
laboratory routine are also described, together with solutions which led to successful
establishment of the laboratory routine.

MATERIAL AND METHODS
Study Design and Laboratory Sites

The present investigation is a pilot implementation study which was performed in cohort
multicenter RePORT-Brazil consortium between 2016 to 2019. Was conducted in Fundacédo
Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), Instituto Brasileiro para Investigacao
da Tuberculose (IBIT), Secretaria Municipal de Saude de Duque de Caxias (SMS-DC), Instituto
Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI) and Clinica da Familia Rinaldo Delamare,
Secretaria Municipal de Saude do Rio de Janeiro (SMS-RJ) (11).

Weather and Humidity Characteristics of Laboratory Sites

The five health units are located in Manaus-AM (FMT-HVD), with equatorial climate,

average temperature of 26.4°C and humidity of 85.1%; Salvador-BA (IBIT), with tropical climate,
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average temperature of 25.6°C and humidity of 79.1%; Duque de Caxias-RJ, with tropical
climate, average temperature of 19.9°C and humidity of 77.2%; Rio de Janeiro-RJ, with tropical

climate, average temperature of 23.6°C and humidity of 78.8% (12,13).

Maintenance and Biosafety of Laboratory Sites

The standard operating procedures (SOPs), courses of good clinical practice (GCP),
good clinical laboratory practices (GCLP) and training were carried out by the project to start the
examination routine. All sites provided maintenance out to certify the quality of the equipment,
minimizing risks for laboratory technicians who process biologicals on a daily basis. In addition,
personal protective equipment to prevent, minimize and eliminate risks for healthcare

professionals was supplied.

QuantiFERON-TB Gold Plus

QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus) was the Interferon-gamma release assay
(IGRA) implemented in the laboratory routine of RePORT-Brazil consortium. Initially, every
laboratory received training in sample collecting and processing by QIAGEN corporation
(Chatsworth, CA, USA). Supplementary Figure 1 summarize steps of QFT-Plus. Briefly, venous
blood for testing 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 enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) was performed. Interferon-gamma (IFN-y) levels (international units per milliliter
[IU/mI]) were quantified with a 4-point standard curve. QFT-Plus Analysis Software was used to
release the results according to the manufacturer’'s recommendations (14). The software
performs a quality control assessment of the assay, generates a standard curve, and provides

a quantitative (IU/mL) and qualitative (positive, negative, or indeterminate) result.
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Supplementary Figure 1: Steps of the QFT®-Plus in study.

Laboratory data of the QFT-Plus implementation process

Laboratory information on the QFT-Plus implementation process was evaluated with the
teams from the laboratories of RePORT-Brazil sites. Data from team training, equipment
maintenance, pre-analytical interferences (types of sample collection, place of sample collection
and processing), identification (ID) of the tubes, quality control of transports (forms of transport,
time and temperature of the samples transported) and samples (presence of hemolysis and clots
and volume of the samples) and qualitative results (number of positive, negative and

indeterminate tests).

Descriptive and Statistical Analysis

Descriptive analysis was performed to characterize the study labs and quality control
measurements. Categorical variables were compared using a two-sided Pearson's chi-square
test (Yates correction) or the Fisher's two-tailed test in 2x3 or 2x2 tables, respectively.
Continuous variables were tested for Gaussian distribution using the D’Agostino-Pearson test.
The median values with interquartile ranges (IQR) were used as measures of central tendency
and dispersion, respectively. The comparisons of values between two groups of data were
performed using a Mann-Whitney U test. Spearman’s correlation test was carried out. Data
analysis was performed using SPSS Statistics for Windows (IBM Corp. v.25), GraphPad Prism
(Scientific Software, v.8) and JMP Pro (SAS Institute Inc, v. 14). Differences with p-value <0.05

were considered statistically significant.
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RESULTS
QuantiFERON-TB Gold Plus Implementation

The QFT-Plus implementation process started with the checklist provided by QIAGEN
Corp. The five laboratories proceeded with the acquisition of equipment (micropipettes, 37°C
incubator, centrifuge, refrigerator, freezer -20°C, microplate washer, microplate reader and
computer), reagents (ultrapure dH20 and cleaning solutions), consumables (tips, microtubes
and solution reservoir), QFT-Plus Tube kit and QFT-Plus ELISA kit. Subsequently, laboratory
technicians took the good clinical laboratory practices (GCLP) and were trained on the steps of
collecting, transporting, incubating and processing samples for laboratory tests. Finally, QFT-
Plus ELISA kit assay was performed, and a pilot test was carried out, with the objective of
including improvement strategies to initiate the study protocol (Figure 1).

IMPLEMENTATION
| CHECKLIST | | TRAINING |

ArIRzte . =z
T * Information and GCLP;
. Bowrn * Sample collection and
e S
| i
YL
[ a——

transport;
* ELISA assay;
* Validation testing;

+ Equipments

+~ Reagents

+ Consumables
+ QTF-Plus Tube Kit
+ QTF-Plus ELISA Kit

Figure 1: Description from implementation of QFT-Plus / interferon-gamma release assay
(IGRA) in the study.

QuantiFERON-TB Gold Plus under routine conditions

The laboratories started recruiting patients and collecting samples under routine
conditions. This step occurred prior organization collecting station, taking into account the
organization of the environment and the tubes to be used in the QFT-Plus test. These tubes
must be stored at a controlled temperature (4°C to 25°C), being removed for immediate use

only. In addition, the need to use the tubes is reinforced, following the manufacturer's
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recommendations regarding the collection order so that there is no reflection in the results, the
Nil tube being collected first, followed by the TB1, TB2 and Mitogen tubes. The tubes containing
the samples went through a homogenization process by inversion, where all the biological
material collected must come into contact with the inner surface of the tube (L-motion with
exactly 10 inversions). Finally, QFT-Plus Tubes must be packed in refrigerated boxes, with

temperatures ranging from 17°C to 27°C for transfer to the sample processing site (Figure 2).

In our study, two settings collection, transportation and processing of samples were
performed. Setup A: contains site 1 and 2, characterized by performing the collection and
processing of samples in the same place, with collection room and laboratory coexisted within
the same site. Thus, the professional responsible for collecting and organizing the samples can
transport the sample to the laboratory, without requiring a vehicle (bicycle, motorcycle or car)
transport of samples (Figure 2A); Setup B: contains site 3, 4 and 5, characterized by performing
the collection and processing of samples in distinct place, with the need for external
transportation and thus greater demand for time, organization and attention so that there is no
excessive vibration. This setup requiring a vehicle (bicycle, motorcycle or car) transport of

samples (Figure. 2B).
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Figure 2: Different routine conditions for QFT-Plus / interferon-gamma release assay (IGRA)
sample collection and processing in the study. A) Setup A: contains Site 1 and 2, characterized by
performing the collection and processing of samples in the same place. B) Setup B: contains Site 3, 4

and 5, characterized by performing the collection and processing of samples in distinct place.

When arriving in labs, samples must pass through a check with respect to transport time

and temperature, tube ID, beyond the volume evaluation and the presence of hemolysis or clots.
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Finally, the samples are processed, incubated at 37°C for 20 hours, the aliquots are prepared,

and the plasma samples are frozen at -20°C until the QFT-Plus ELISA is performed.

QuantiFERON-TB Gold Plus results under routine conditions in two settings

Figure 3 summarize the QFT-Plus results under routine conditions in Setup A-B (Figure
3A) and sites 1-5 (Figure. 3B). These results were obtained after the QFT-Plus ELISA assays
were performed by the teams of the sites. For this, the aliquots containing the samples were
thawed and used only once. In addition to the recommendations indicated by the manufacturer,
the laboratories underwent quality control with the results being validated by an external
laboratory. It is possible to observe that setup B has a higher percentage of indeterminate
results, mainly in the first years of implementation of QFT-Plus. In additional, the number of
samples changes overtime for each setup, as follow: 2016 (Setup A = 190; Setup B =173), 2017
(Setup A = 366; Setup B = 258), 2018 (Setup A = 505; Setup B = 471), 2019 (Setup A = 570;
Setup B = 333). Note also that over the years of implementation, this percentage tends to

decrease. This can be associated with the learning process of the sites.
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Figure 3: Frequencies of QFT®-Plus / IGRA results in each Setup and Site stratified by year
in period of study. A) The sites are grouped by Setup A (purple rectangles, site 1 and 2) and
Setup B (green rectangles, site 3, 4 and 5). B) Results stratified by site.

Non-conformities in QuantiFERON-TB Gold Plus assays
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During the QFT-Plus implementation process, several problems were detected,
generating non-conformities, such as samples without ID, transport with temperature outside the
established standard (wrong temperature), sample leakage and among others (e.g. transport
box change, coagulated samples or without minimum transport conditions). The percentage of

non-conformities is shown in Figure 4.
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Figure 4: Frequencies of conformities and non-conformities of samples in each Setup and
Site stratified by year in period of study. A) The sites are grouped by Setup A (purple
rectangles, site 1 and 2) and Setup B (green rectangles, site 3, 4 and 5). B) Results stratified by

site.

The wrong temperature and other§ non-conformities were registered significantly on the
Setup B websites (Supplementary Table 1). These results are probably due to conditions
related to the collection and transportation of samples, since Setup B needed external sample
transport. In addition, these gaps generated learning opportunities for teams, which over the

years of implementation, decreased the percentage of reported non-conformities.

Supplementary Table 1: Non-conformities stratified by year in period of study.

Non-Conformities Year Setup A" Setup B p-value?
2016¥ 0 (0) 1 (0.6) 0.96
2017 0 (0) 1 (0.4) 1.00

Without ID, n (%)? 2018 0 (0) 1(0.2) 0.97

2019 0 (0) 0 (0) 1.00
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2016 1(0.5) 4(2.3) 0.31
2017 1(0.3) 0 (0) 1.00

Low volume, n (%) 2018 1(0.2) 0 (0) 1.00
2019 0 (0) 1(0.3) 0.78
2016 1(05)  67(387) <0001
2017 1(0.3 77(29.8)  <0.001

Wrong temperature, n (%) 2018 20((4.8) 92 E19.5; <0.001
2019 2(0.4)  51(153) <0.001
2016 1(05)  22((12.7) <0.001
2017 3(0.8)  30(11.6) <0.001

8

Other®, n (%) 2018  10(2.0)  84(17.8) <0.001

2019 3 (0.5) 28 (8.4)  <0.001

*Setup A: contains Site 1 and 2, characterized by performing the collection and processing of samples in
the same place. Setup B: contains Site 3, 4 and 5. It is characterized by performing the collection and
processing of samples in distinct place; #Data were compared between the Pearson’s x?2 test. Bold and

italic font indicates statistical significance. ¥The number of samples changes overtime for each Setup, as
follow: 2016 (A = 190; B = 173), 2017 (A = 366; B = 258), 2018 (A = 505; B = 471), 2019 (A = 570; B =
333). £Data are shown as number (n) and frequency (percentage). Sother: Transport Box Change,
coagulated samples or without minimum transport conditions.

Wrong temperature is the main Non-conformities in QuantiFERON-TB Gold Plus assays

Wrong temperature is the main non-conformity identified in study. When the occurrence
is observed over the quarters of the evaluated years, it is noted that they occurred mainly in the
months with the highest temperatures on the sites, such as spring and summer 3rd, 4th and 1st

guarter (Figure 5). In addition, there is a decrease in this non-conformity over the years.
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Figure 5: Number of occurrences of the non-conformity “wrong temperature” in each Setup and
Site stratified by year in period of study. A) The sites are grouped by Setup A (purple rectangles, site
1 and 2) and Setup B (green rectangles, site 3, 4 and 5). B) Results stratified by site.

Dynamics of the time and temperature between collection and processing of
QuantiFERON-TB Gold Plus samples

The distance between the collection site and the sample processing laboratory directly
influenced the time and the temperature variation during transportation (Table 1). Setup A
showed a significantly shorter time between sending and receiving the samples, influencing the

temperature variation (delta), which was also significantly less.

Table 1: Time and temperature quality control measurements by year in period of study.

Parameters Year Setup A’ Setup B p-value®

2016* [20?15-;35.1] [1021.3?1'(7)6.0] <0.001

Time between sending vs 2017 [22.52%72.8] [83.152-155.0] <0.001

eoeing meden QR 208 U0y pecasaq <000

2019 [20.41?.656.1] [96.10:?;)1.0] <0.001

2016 [18.11?.261.2] [16.1c)7-i89.1] <0.001

Temperature °Q (sending 2017 [19%31-.294.1] [16.1()8-i09.5] <0.001

samples), median [IQR] 2018 [19%31-.253.8] [16.18%.139.8] <0.001

2019 [19%0-'262.2] [16.168-i19.2] <0.001

2016 [18%30-.211.4] [17.19?.261.6] <0.001

Temperature °§3 (receiving 2017 [20%2-.214.1] [19.25(3.272.9] <0.001

samples), median (Qr] 2018 [20.201-'293.9] [18.260-;2.9] <0.001

2019 [19.259'272.1] [18.290-.252.6] <0.001

Delta Temperature °C 2016 0.54 1.82 <0.001
(receiving x sending, median [060_2%8] [0'20'73;7]

[1QR] 2017 [0.0-0.1] [1.2-4.1] <0.001
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0.37 2.06

2018 [0.0-0.4] [0.9-41 <0001
0.15 2.35

2019 0.0-0.2] 143 <0001

*Setup A: contains Site 1 and 2, characterized by performing the collection and processing of samples in the
same place. Setup B: contains Site 3, 4 and 5. It is characterized by performing the collection and processing
of samples in distinct place; #Data were compared between the setups using the Mann-Whitney U test. Bold and

italic font indicates statistical significance. ¥The number of samples changes overtime for each Setup, as follow:
2016 (A =190; B = 173), 2017 (A = 366; B = 258), 2018 (A = 505; B = 471), 2019 (A = 570; B = 333). £Data are
shown as median and interquartile range (IQR).

It is possible to observe that both Setups had similar sending and receiving temperatures
(Figure 6). Although within the established standard, Setup A showed a significantly higher
temperature for both sending and receiving. Despite this, the temperature variation (delta) was
significantly greater in Setup B. This can also be seen when analyzing the data by site
(Supplementary Figure 2).

Over the years of implementation, it is noted that the variation in time between sending
and receiving tends to decline, although this fact is not so evident in Setup B. The decrease in
time variation is possibly due to the fact that the professionals inserted in the service adapt

positively to the flow (collection, sending and processing) with the implementation of the test on
the sites.
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Figure 6: Dynamics of the temperature of sending and receiving samples, Besides the delta
temperature variation over time in each Setup stratified by trimester and year in period of study.
A) Average Temperature (°C) of sending samples calculated by trimester and year in each setup. B)
Average Temperature (°C) of receiving samples calculated by trimester and year in each setup. C) The
difference between receiving and sending temperature (delta) was calculated for each trimester and year

in each setup. Purple lines indicate Setup A and green lines indicate Setup B. The light green block
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indicates the limit accepted by the IGRA test manufacturer as acceptable for the storage and handling of
the samples (17-27°C).
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Supplementary Figure 2: Dynamics of the temperature of sending and receiving samples, Besides
the delta temperature variation over time in each Setup and Site stratified by trimester and year
in period of study. A) Average Temperature (°C) of sending samples calculated by trimester and year
in each Setup and Site. B) Average Temperature (°C) of receiving samples calculated by trimester and
year in each Setup and Site. C) The difference between receiving and sending temperature (delta) was
calculated for each trimester and year in each Setup and Site. Purple lines indicate Setup A and green
lines indicate Setup B. The light green block indicates the limit accepted by the IGRA test manufacturer
as acceptable for the storage and handling of the samples (17-27°C).

Finally, a correlation analysis was performed between the variation of time and

temperature (delta receiving x sending). In this analysis it was possible to notice that the
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temperature delta is directly positive correlated with the time delta and that this variation was

expressive in Setup B (Figure 7).
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Figure 7: Correlation between delta temperature variation and delta time variation of

study. Purple dots indicate Setup A and green dots indicate Setup B.

DISCUSSION

During the implementation process, several gaps were identified, even following all the
recommendations of the manufacturer of the QFT-Plus assay. Initially, the laboratories identified
problems in relation to acquisition of equipment, reagents and consumables. The equipment
had to be purchased through the sites, generating additional costs. Furthermore, microplate
washer had problems at the beginning of the ELISA assays, requiring corrective maintenance.
QFT-Plus Tube kit and QFT-Plus ELISA kit were imported and generated problems in the
logistics of delivery to the sites. The training of laboratory technicians without experience in
samples collection, transporting and processing, with ELISA assays, was straight forward and
the learning curve was quick, despite preanalytical errors being identified after the start of the
study. Pre-analytical errors have important implications for the reproducibility and accuracy of

IGRAS, needing to standardize the pre-analytical steps, as shown previously (15).
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The sites standardized the preventive maintenance process of the equipment, in order to
minimize the problems to be presented. The delivery of the QFT-Plus Tube and ELISA kits was
directed to a website in Rio de Janeiro, which it distributed to other laboratories, mitigating import
and logistics problems. In addition, laboratory technicians took the good clinical practices (GCP)
and good clinical laboratory practices (GCLP). The step of collection, transport and processing
of the samples started to be monitored via case report form (CRF). The lessons learned at this
stage were important to create mechanisms for tracking non-conformities, since the use of CRFs
is indicated for monitoring in clinical trials, but routine conditions in laboratories can be adapted
(16).

The sample collection, transport and processing settings (Setup A and B) present in the
study influenced the results of the QFT-Plus. It was observed that Setup B presented a higher
percentage of indeterminate results, probably due to the longer time between the collection and
processing of the samples, in addition to other pre-analytical variables evaluated here (time and
temperature of transport, ID of the tubes, packaging of the samples, among others). It is
important to ensure that the laboratory technicians involved in these steps are comfortable with
performing the QFT-Plus, including simple tasks such as controlling the temperature of the
shipping boxes, identifying non-conformities, minimizing errors and identifying problems in
results to be generated. It is recommended to include in the QFT-Plus implementation planning
a period of adaptation and short retraining, directed at the critical stages of sample collection,
transport and processing, with the aim of gradually minimizing or extinguishing non-conformities
and pre-analytical errors. This learning can assist in the quality control of test results and
performance, since the reproducibility of IGRA can be influenced by these factors (17).

Biological samples can have different performances with respect to the quantity of certain
analytes and, based on this, we must seek the identification of points that interfere in the
variation of test results. The laboratory routine can have different points that can bring variations
in results, being, in clinical practice, identified mainly as different processing rates, variations in
processing rates throughout the month and variations of factors related to the environment (such

as temperature) throughout the year (18)

The reproducibility of the test depends directly on the training of the team, since variations
in the "operator” for the collection, homogenization and performance of the test can impact the
result. Therefore, the standardization of quality control in the clinical and laboratory spheres is
essential so that there are no significant impacts on the result. In addition, structural variations

between different laboratories can influence the appearance of indeterminate results (17,19).
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With regard to immunological molecules that can be released and consumed quickly (in
vitro), the delay in the start of the incubation of the samples can interfere in the quantification of
IFN-y levels, leading to a decrease up to 0.24 IU / mL after 6 hours. (15,17). Different incubation
times, longer or shorter, without a specific pattern, can be a possible interferer and influence the
appearance of indeterminate results. Therefore, it is always recommended to follow the
manufacturer's guidelines (17,19). The quantity of final volume of biological sample must always
be respected, and it is not possible to use volumes smaller or larger than what was
recommended for the test. Due to the amount of “biological stimulus” available per tube, the
amount of IFN-y released at the end of the test may have interference due to variation in the

sample volume used (17,20,21).

The expansion of the use of IGRAS, such as the QFT-Plus, must be well planned, with
negotiations with the manufacturer regarding the logistics of delivery of the kits in areas of
difficult access. In addition, the sample collection, transport and processing settings must be
evaluated, with the aim of mitigating pre-analytical errors that may interfere with the test results.
Training with laboratory technicians is extremely important, since regular training to stakeholders
develops a sense of responsibility towards reporting non-conformities and quality laboratory data
reporting semester contribute to the improvement of routine after implementation. Finally, we
believe that some of the problems identified in this pilot study can assist laboratories wishing to
implement this technique, in addition to helping manufacturers IGRAs to provide effective
technical support, increasing the speed in the implementation of new technologies by countries
with a high burden of TB.
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4 LIMITACOES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS

Este estudo, que fez parte de uma pesquisa maior, conduzida em cinco sites do
RePORT-Brasil. Apesar de termos descritos importantes informacdes sobre o processo de
implementacéo, algumas lacunas foram observadas, principalmente no processo de rastreio
dos resultados indeterminados. Apesar das limitagdes, apontamos que este estudo é pioneiro
e realizado em regifes onde ha uma alta prevaléncia de tuberculose, que poderiam contar com
essa técnica para ampliar o rastreio da ILTB e auxiliar na diminuicdo dos casos ativos e
transmissao da TB. No entanto, mais estudos para avaliar o desempenho do teste na rotina
laboratorial sdo importantes a fim de sugerir novas informacfes para aplicacdo do teste em

laboratorios publicos com uma demanda alta de pacientes com TB.

5 CONCLUSAO

Durante o processo de implementacao do teste algumas lacunas foram identificadas, apesar
das equipes seguirem as recomendacdes do fabricante do ensaio QFT-Plus. Por ser um
ensaio que ndo era da rotina laboratorial, os profissionais identificaram alguns problemas em
relacdo a aquisicdo de insumos, reagente, e equipamentos, e quais de fato dos equipamentos
nao podiam faltar no processamento. As equipes a partir da experiéncia adquirida com ensaio
IGRA foi identificando os erros e buscando alternativas para melhoria da implantacao do
teste. A importancia da identificacdo de erros na fase pré-analitica minimizou resultados
indeterminados do teste. A utilizacdo dos POPs e formularios de rastreamento foi importante
para o controle de qualidade, fornecendo dados descritivos importantes do ensaio e
diminuindo a taxa de erros no processamento.

Os centros onde a coleta e processamento eram feitos no mesmo local, obteve-se um

menor numero de inconformidades, e resultados indeterminados nos testes. Em um cenario
ideal seria a melhor forma de implementar o teste, porém, em locais onde coleta e
processamento sdo em unidades diferentes também pode ser viavel.

Ao longo dos anos do estudo, observou-se uma diminuicdo dos resultados
indeterminados, isso pode estar relacionado com a experiéncia da equipe em relacéo ao teste,
de como identificar os pontos que interferiam no ensaio e corrigindo-os de uma maneira mais
rapida e eficaz.

Assim, este estudo corrobora na descricdo das dificuldades e resolucbes sobre a
implementacéo do teste, auxiliando novos laboratorios que queiram implementar esta técnica
com qualidade, além de auxiliar os fabricantes de IGRAs a fornecerem suporte técnico,

aumentando a velocidade na implementacédo de novas tecnologias em paises com uma alta
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carga da tuberculose.
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7 APENDICE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Responsaveis pelos Contatos com idade inferior a 18 anos — Coorte B)
Pesquisa Regional Prospectiva e Observacional em Tuberculose no Brasil (RePORT-Brasil)

Introducéo: O (a) participante menor de idade pelo qual vocé é responsavel legal esta sendo convidado(a) a participar
desta pesquisa porque teve contato com alguém que foi diagnosticado com tuberculose (TB) pulmonar. A TB é causada
pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb) em todo o mundo. Existe um tratamento eficaz para a maioria das pessoas que
desenvolvem TB, entretanto a associagdo dos medicamentos para tratar TB pode ter efeitos téxicos significativos, é
longo (6 meses, no minimo), e com o aumento dos casos de resisténcia aos medicamentos, cada vez mais dificil de
curar. Sabe-se que algumas pessoas que se infectam com o Mtb adoecem, enquanto outras podem passar anos ou a
vida inteira sem nunca adoecerem. Muitos pesquisadores vém tentando entender porque isso acontece. Assim, um maior
entendimento do adoecimento e do processo de cura é necessario. Para um maior conhecimento sobre esses fatores,
esse estudo foi elaborado. O seu objetivo € coletar informagfes sobre a cura e nao cura entre 0s pacientes doentes com
tuberculose pulmonar e a ocorréncia desta doenca entre contatos, além de coletar amostras clinicas para o
armazenamento em um biorrepositério (cole¢cdo de amostras bioldgicas armazenadas) para estudos futuros. Assim, esta
pesquisa para a qual o participante menor de idade pelo qual vocé é responsavel legal esta sendo convidado também
pretende coletar amostras de maneira bem padronizada de participantes doentes com TB pulmonar (doentes) e também
de participantes que tiveram contato intenso (> 4 horas por semana) com pacientes doentes com TB pulmonar (contatos)
para a formacdo do biorrepositério. Estas amostras poderdo entdo ser disponibilizadas para uma variedade de
finalidades, incluindo o desenvolvimento de testes diagnésticos, medicamentos novos e 0 estudo de biomarcadores
(alguma caracteristica especial da pessoa ou do Mtb) que se relacionem com a possibilidade de um novo remédio ou
um novo regime de tratamento ser eficaz ou possam vir a prever o adoecimento ou a cura de uma pessoa. As amostras
armazenadas no biorrepositorio poderdo ser utilizadas para estudos futuros relacionados a tuberculose que poderado
incluir avaliagdes genéticas. Suas amostras serdo usadas apenas para aprender mais sobre a TB e suas complicagdes.
Futuros estudos que desejarem utilizar as amostras armazenadas no biorrepositorio poderdo solicitar o envio destas
para andlise no exterior. Tais estudos somente serdo realizados apds as aprovagdes éticas e regulatérias aplicaveis.

Descrigdo sumaria do projeto: Este € um estudo que vai comegar a partir da entrada do primeiro voluntario e visa
observar o tratamento de pessoas doentes com TB pulmonar e o adoecimento ou ndo de seus contatos, além de obter
e guardar amostras clinicas (escarro, urina, sangue) destes individuos que consentiram em participar da pesquisa. Este
material ficar4 guardado no Instituto Bahiano de Reabilitacédo (IBR), gerenciado pelo Instituto Brasileiro para Investigagéo
da Tuberculose (IBIT) (ambas sé&o Instituicbes da Fundacao José Silveira e estdo localizadas em Salvador) por um
periodo de até 10 anos. Se desejarmos armazenar o material por mais tempo, uma renovagédo desse periodo sera
solicitada as autoridades aplicidveis e o armazenamento s6 continuard se forem recebidas as devidas aprovacgdes. As
amostras coletadas poderdo ser usadas futuramente para a avaliacao e criagdo de novos testes para o diagnoéstico da
tuberculose, novos medicamentos e biomarcadores, porém agora s6 vamos guardar o material em lugar seguro. Este
estudo tem uma duracao prevista de pelo menos 48 meses. Serdo recrutados 900 participantes com TB e 2700 contatos
nas cidades do Rio de Janeiro, Salvador e Manaus. Para este estudo, contatos sdo aquelas pessoas que tiveram contato
proximo (preferencialmente intradomiciliar), de no minimo 4h/semana com pacientes doentes com TB pulmonar (com
micobactéria no escarro ou cultura positiva para Mtb ou Xpert® MTB/RIF, que € um teste novo para detectar TB), nos
ultimos 6 meses apos inicio dos sintomas do paciente. Para participar deste estudo, o paciente com TB com quem o
menor de idade teve contato também deve estar participando do protocolo. A participacéo do(a) menor de idade neste
estudo: A participacdo do(a) menor de idade nesse estudo consiste em fornecer amostras de sangue e urina para
armazenamento antes do inicio do tratamento da infecgao latente pelo Mtb em participantes com teste PPD=5mm (més
0), ou da observagéo naqueles que ndo querem fazer tratamento ou ndo tem indicagéo de tratamento (PPD<5mm) e aos
6 meses (més 6) ao final da observacdo ou tratamento da infec¢do pelo Mth. Caso o(a) participante menor de idade
tenha indicacdo de tratamento da TB latente, ele(a) sera convidado(a) a se tratar aqui mesmo nesta instituicdo. Para
isso faremos alguns exames para ver se ele(a) precisa desse tratamento tais como o PPD (prova tuberculinica), caso
disponivel, e a radiografia de térax. Ele(a) fard também um hemograma e um teste antiHIV (virus da imunodeficiéncia
humana). Se ele(a) ja for portador do HIV, um exame de contagem das suas células de defesa e exame de carga viral
do HIV serao feitos, caso ele(a) nao tenha feito nos Ultimos 6 meses. Para realizar esse acompanhamento na rotina sera
solicitado que ele(a) responda ao(a) médico(a) perguntas sobre a sua salde e comparega as consultas agendadas pela
rotina. Para fins desse protocolo ele(a) sera agendado para o inicio (tempo 0) e seis meses apds a definicdo de seu
caso: contato com PPD reator (que tem indicag&o de tratamento preventivo para nao ficar doente) ou contato com PPD
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nao reator (que ndo tem indicagdo de tratamento e sera observado pela equipe do estudo e coletara apenas os exames
listados aqui para este estudo). Além disso, a equipe do estudo vai querer saber como ele(a) esta de salude aos 12 (més
12), 18 (més 18) e 24 (més 24) meses apos a entrada no estudo e telefonarad ou pedir4 que venha a uma consulta. Se
desconfiarmos que ele(a) possa estar com tuberculose, ele(a) sera avaliado(a) por um(a) médico(a) e fara as mesmas
coletas e procedimentos que ja realizou no més 0, inicio do estudo, além de coleta de escarro para diagndstico e
armazenamento. O PPD, também chamado pela equipe médica de prova tuberculinica, € um exame simples, que
consiste numa pequena inje¢cdo dentro da pele do antebraco e leitura do resultado apds 72h. Este exame detectara se
o(a) menor de idade foi infectado pelo Mth e se tem o que chamamos de tuberculose latente, quando a bactéria que
causa a doenga fica “dormindo” no organismo. Faremos a prova tuberculinica apenas caso tenha PPD disponivel no
Brasil para a realizacdo do teste (as vezes o teste acaba). Caso contrario, saberemos que o menor de idade foi
infectado(a) ou ndo pelo Mtb pelo exame de sangue IGRA (teste de liberacédo de Interferon Gama). O IGRA sera feito
na primeira visita do estudo; e sera repetido na segunda visita se o teste der negativo na primeira visita. Se ele(a) tiver
TB latente, o Ministério da Saude recomenda que se faca o tratamento para prevenir o desenvolvimento da tuberculose
com um medicamento chamado isoniazida por 6 meses. Vocé, como responsavel legal, pode optar que o(a) participante
menor de idade sob sua guarda seja tratado ou ndo. Mas, levaremos também em consideragdo o assentimento do(a)
participante de 06 a 17 anos. Se a participante € uma adolescente que ja menstrua, pediremos que ela fornega urina
para que seja feito um teste de gravidez no inicio do estudo. Faremos o teste novamente na segunda visita do estudo
s6 se houver suspeita de gravidez. Se ela estiver gravida ou amamentando, ndo podera entrar no estudo. Se engravidar
ao longo do estudo, ndo coletaremos as amostras para armazenar, fard apenas as visitas e acompanhamento por
telefone. Riscos: A coleta de amostras de sangue pode resultar em uma pequena dor ou vermelhiddo associada com o
uso da agulha para obter o sangue (20 ml equivalente a no maximo 2 colheres de sobremesa). Todo o material usado
sera novo e descartavel. A coleta do escarro (cerca de uma colher de cha) é um procedimento necessario para
diagnostico de TB e que de forma geral é bem tolerado, assim como a coleta da urina. Todos os procedimentos serao
realizados em local apropriado e vocé e o menor de idade serdo orientados sobre como e onde obter as amostras. Caso
haja alguma didvida ou se vocé ou o(a) participante menor de idade se sentir(em) constrangido(s) com a coleta de
amostras, poderdo pedir ajuda a equipe do estudo que tentara minimizar ao maximo o desconforto. Caso ele(a) tenha
algum dano relacionado direta ou indiretamente a participacdo nesse estudo, recebera suporte do(a) médico(a)
responsavel no centro onde esta sendo tratado e na falta desse, de outro profissional da equipe da pesquisa. Caso o
tratamento ndo seja eficaz ou caso o menor de idade ndo consiga se adaptar aos remeédios utilizados, um novo
tratamento lhe sera oferecido e garantido, de acordo com as recomendag6es do Ministério da Salde do Brasil. A equipe
de saude do centro esta disponivel para auxiliar vocé e o menor de idade independentemente da participagdo neste
estudo. Ele(a) tera garantia de assisténcia integral durante a sua participagdo na pesquisa.

Beneficios: Ele(a) ndo ter4 beneficios diretos com a participacdo neste estudo, mas podera contribuir para melhorar o
conhecimento sobre o processo de adoecimento e cura no futuro.

Custo: Nao ha nenhum custo para vocé e para o(a) participante menor de idade. Além disso, os pesquisadores tentardo
minimizar as suas despesas durante as consultas do protocolo ressarcindo por gastos com transporte e alimentag&o nos
dias que vier a consulta do estudo para coleta de amostras para armazenamento no biorrepositério.

Biorrepositorio: E uma colecdo de material biolégico humano, coletado e armazenado ao longo da execucdo de um
projeto de pesquisa especifico, conforme regulamento ou normas técnicas, éticas e operacionais pré-definidas, sob
responsabilidade da instituicdo, mas sob gerenciamento do pesquisador, sem fins comerciais. Para esta pesquisa, 0
biorrepositério ficara no Instituto Bahiano de Reabilitacdo (IBR), localizado em Salvador, onde esta pesquisa também
serd realizada. Os centros do Rio de Janeiro, Salvador e Manaus enviardo as amostras de seus participantes para o
IBR. Caso no futuro seja necessario terminar com a parceria entre esses centros de pesquisa, as amostras continuardo
armazenadas sobre gerenciamento dos pesquisadores que continuarem este trabalho.

Uso do Material Coletado, Dados e Confidencialidade: Todo material coletado serd mantido em local seguro. Nenhuma
amostra coletada sera identificada com o nome do participante, usaremos cédigos para manter a sua confidencialidade.
Esse material ficara armazenado por até 10 anos. Se desejarmos armazenar o material por mais tempo, uma renovagao
desse periodo serd solicitada as autoridades aplicaveis e o armazenamento s6 continuara se forem recebidas as devidas
aprovacdes. As amostras poderéo ser utilizadas para futuras pesquisas em tuberculose. As informag¢des demograficas
(exemplos: idade, sexo, onde nasceu, e outras perguntas) e informacdes clinicas, obtidas durante o estudo através de
entrevista em consulta clinica ou por telefone, serdo utilizadas para analise deste estudo. Estas informagfes serédo
registradas em fichas de dados pela equipe do estudo, e armazenadas em um sistema para registro de dados nos
Estados Unidos. Todos os dados pertencerdo aos pesquisadores brasileiros e uma coépia do banco de dados sera
guardada no Brasil. Mas, nenhuma das suas informacdes pessoais sera fornecida e a sua confidencialidade serd mantida
também através de codigos. Todas as pesquisas futuras mencionadas neste TCLE deverdo ser aprovadas pelo Comité
de Etica em Pesquisa, e se for o caso, pela Comissdo Nacional de Etica em pesquisa, antes de serem iniciadas. N6s
entdo, entraremos em comunicagdo com vocé e/ou com o participante (caso ele ja seja maior de idade) e pediremos
permissao para usar as suas amostras armazenadas e explicaremos o0s objetivos e as etapas da nova pesquisa. Caso
vocé e/ou ele ndo seja encontrado informaremos, ao 6rgdo competente e pediremos a autorizagao para o uso de suas
amostras armazenadas. Precisamos saber se vocé, como responsavel legal, aceita que as amostras do(a) participante
sejam armazenadas.
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Por favor, marque SIM ou NAO abaixo:
( )SIM( )NAO

Vocé e o(a) participante tém direito de saber os resultados obtidos com a utilizagdo do material do(a) participante e a
receber orientagdes quanto as consequéncias destes resultados, caso haja alguma. Para isso vocé e o(a) participante
poderdo contatar a pesquisadora responsavel pelo estudo (Marcelo Cordeiro) através do telefone ou e-mail no fim deste
documento. Se por acaso for necesséria a transferéncia do material do(a) participante armazenado no IBR para outra
instituicdo por qualquer motivo, vocé e/ou o(a) participante serdo comunicados. Se houver perda ou destruicdo de suas
amostras ou se o biorrepositorio for encerrado, nés tentaremos informar vocé e/ou o participante. Por isso, deixe sempre
atualizados os seus telefones, enderecos e e-mails caso vocés tenham, para facilitar a comunicagdo. Se houver algum
impedimento em contatar vocés, nds apresentaremos uma justificativa ao comité de ética em pesquisa. Caso o(a)
participante j& seja maior de idade no momento deste novo contato, a permissé@o para participar destes novos estudos
sera dada por ele(a). O material bioloégico (sangue, urina, escarro) armazenado neste biorrepositério continuara sendo
do(a) participante, permanecendo, entretanto, sob responsabilidade da instituicdo. Assim, vocé, como representante
legal ou o participante, caso seja maior de idade na ocasido, pode retirar o consentimento do armazenamento das
amostras a qualquer tempo, sem nenhum prejuizo para o(a) participante ou seu tratamento. Para isso, vocé, como
representante legal, devera formalizar sua desisténcia ou a do(a) participante através de um documento assinado e
datado por vocé, como representante legal. A desisténcia sera vélida a partir desta data e nds destruiremos as amostras
do participante. Vocés podem desistir de participar do estudo (ndo querer mais fazer as consultas e/ou receber as
ligacdes telefénicas pelo protocolo) e manter as amostras armazenadas para o estudo e/ou para estudos futuros, sem
nenhum prejuizo a voceés.

Participacdo voluntaria: O(a) participante menor de idade pode participar ou ndo deste estudo. A participacao dele é
voluntaria. Caso aceite, vocés podem desistir de participar a qualguer momento. O diagnostico e tratamento do(a)
participante serdo os mesmos dos outros pacientes, mesmo se nao participar ou desistir de participar do estudo e/ou de
manter as amostras armazenadas. Vocés nao precisam explicar porque ndo quer mais participar, devem apenas
comunicar a equipe do estudo. O(a) participante recebera toda assisténcia e tratamento mesmo que nao queira participar
do estudo e/ou mesmo vocés ndo queriam mais manter as amostras armazenadas. Caso vocé, como representante
legal, tenha lido e entendido as informag¢Bes neste termo de consentimento — ou elas tenham sido lidas para vocé — e
caso concorde que o(a) participante menor de idade participe voluntariamente deste estudo, vocé e o pesquisador
assinardo duas vias originais deste documento. Uma via assinada por vocé e pelo pesquisador lhe sera entregue. Ao
assinar este documento, vocé e o(a) participante nao abrirdo méo de nenhum direito legal. Serd também necessario que
vocé e o pesquisador rubriguem todas as paginas deste termo, assegurando que todas as paginas foram lidas, o que
garante ainda mais a protecéo do participante da pesquisa. O(a) participante de 06 a 17 anos de idade devera assentir
em participar do estudo. Para isso, 0 protocolo serd explicado para ele(a) em uma linguagem simples, através da
aplicagcdo de um termo de assentimento especifico, de forma que ele(a) entenda sua participagao no estudo.

Questdes:

Marcelo Cordeiro dos Santos CRM 3243

Médico Infectologista

Fundacao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado — FMT-HVD

Av. Pedro Teixeira. Dom Pedro N° 25. CEP 69040-000

FONE/FAX (92) 2127-3402 / 2127-3523 e PABX (92) 2127-3555 Home: http://www.fmt.am.gov.br
Email: marcelocordeiro.br@gmail.com

Caso vocé queira contatar o comité de ética responsavel pela andlise e aprovacao ética do estudo, podera contatar:
Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado

Av. Pedro Teixeira. Dom Pedro N° 25. CEP 69040-000

Telefone (92) 2127-3572

Email: cep@fmt.am.gov.br

Horério de Funcionamento: 2a a 6a de 08 as 14h

Nome do participante (letra legivel) Data

Assinatura do participante Data

Nome do representante legal (letra legivel) Data


http://www.fmt.am.gov.br/
mailto:marcelocordeiro.br@gmail.com
mailto:cep@fmt.am.gov.br

Assinatura do representante legal

Nome da testemunha imparcial (letra legivel)

Assinatura da testemunha imparcial

Nome do Profissional que aplicou o termo (letra legivel)

Assinatura do Profissional que aplicou o termo
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Hora

Data

Data

Data

Hora
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Rubrica do profissional que aplicou o termo: Rubrica do Representante Legal (se houver): Rubrica da
Testemunha (se aplicavel): RePORT-Brasil TCLE verséo 4 de 29fev2016.

Pesquisa Regional Prospectiva e Observacional em Tuberculose no Brasil (RePORTBrazil)
Questionario sobre o uso do Teste IGRA (Interferon Gamma Release Assay)

Data:

Instituicdo:

Equipe:

*SUGESTIVO PARA O COORDENADOR DO LABORATORIO RESPONDER
1. O treinamento foi realizado pelo fabricante do teste?

( )Sim ( ) Nao

2. Qual foi a duracéo do treinamento para realizacdo do teste IGRA?
() 1- 2 horas () 5-6 horas

( ) 3- 4 horas ( ) Superior a 6 horas obs: 2 dias

3. Quantos membros da equipe do Laboratério foram treinados?
()1 ()3 _

()2 ( ) 4 ou mais

4, Quais profissionais foram treinados?

( ) Biomédico (a) () Biblogo (a) ( ) técnico de enfermagem

( ) Farmacéutico (a) ( )Técnico laboratorial (a) ( ) outros

5. Destes profissionais treinados, quantos continuaram responsaveis narealizagdo do teste
IGRA?

6. O treinamento atendeu as expectativas dos membros da equipe?
() Sim ( ) Nao

7. Para a realizagdo do teste IGRA qual protocolo é utilizado?

() Protocolo do fabricante
( ) Protocolo do laboratério
8. O laboratério realiza controle de qualidade referente ao IGRA?

() Sim (Interno RePORT) ( ) Néo
9. O laboratério possui certificado de qualidade referente ao IGRA?
() Sim () Néao

- Quais dificuldades encontradas na validac&o do teste?

10. O laboratério tem acesso ao GAL (Gerenciador de Ambiente Laboratorial)?

() Sim ( ) Nao
11. Quais equipamentos sdo necessarios para realizacdo do teste, solicitados pelo
fabricante?

() Espectrofotbmetro

( ) Lavadora de microplacas

() Agitador de microplacas

() Centrifuga refrigerada de tubos




( ) Estufa

( ) Computador

( ) Micropipetas de volume variado (1 kit: P20, P200 e P1000)
() Pipeta multicanal
( ) Outros

12. Quais equipamentos sao utilizados no laboratoério para realizagdo do teste?

() Espectrofotbmetro

() Lavadora de microplacas

() Agitador de microplacas

() Centrifuga refrigerada de tubos

() Estufa

() Computador

() Micropipetas de volume variado (1 kit: P20, P200 e P1000)
() Pipeta multicanal

() Outros
Todos os equipamentos estavam disponiveis no laboratério?

()sim () nao

13. Quais equipamentos foram necessarios incluir para a realizagdo do teste IGRA?

14, Quantos testes IGRA podem ser feitos, conforme o arotina laboratorial?

15. Diariamente quantas coletas sao feitas para teste IGRA?

16. Quais as dificuldades encontradas para insergao do teste IGRA no laboratorio?

17. S&o feitas as calibragdes de micropipetas e pipeta multicanal?

() Sim () Nao

- Em quanto tempo?

() Mensal ( ) Semestral
() Bimestral ( ) Anual

() Trimestral ( ) Outros

18. Sdo feitas as manutengdes dos equipamentos tais como: centrifuga,
espectrofotdmetro, agitador e lavadora de microplacas?

() Sim ( ) Nao
- Em quanto tempo?

() Mensal

() Bimestral

() Trimestral
() Semestral

() Anual

( ) Outros

19. Consegue realizar o teste IGRA sem interferir na rotina do laboratério?

() Sim () Nao

20. Em um laboratério com grande demanda de amostras, € viavel o teste IGRA?
() Sim ( ) Nao

-Por qué?
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estufa,

21. Sobre o kit de ELISA, o fabricante demora na entrega?
() Sim ( ) Néo

- Houve dificuldade na entrega?
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23. O IGRA sofre interferéncia no resultado obtido devido ao pré-analitico?
() Sim ( ) Néao

Que tipo de interferéncias?

() Tempo de transporte

( ) Temperatura

( ) Volume

() Qualidade da amostra (hemdlise etc)

O Percentual de amostras com resultado indeterminado varia entre:
() 0%

()1-5%

()6-10%

() 11-20%

() 21% a 30%

() Acima de 30%

*SUGESTIVO PARA EQUIPE DE COLETA RESPONDER

24. Os tubos sdo armazenados em qual temperatura?

( ) Temperatura ambiente (17 a 25°C)

( ) Temperatura refrigerada (2 a 8°C)

24, Quais tubos séo utilizados na coleta para o teste IGRA?

( ) Tubos de QuantiFERON TBGold-Plus ( ) Heparina () Outros
- A caixa de transporte possui termémetro?

() Sim ( ) Néo

25. Onde é realizado a coleta?

( ) Mesma unidade de saude onde é realizado o processamento
( ) Fora da unidade do local de processamento
26. Quais os materiais utilizados na coleta de sangue?

( ) Luvas ( ) Seringa

( ) Garrote ( ) Canhao de vacuo / scalp
( ) Algodao ( ) Outros
27. Os tubos de QFT-TB Gold Plus séo coletados na ordem conforme fabricante?

() Sim ( ) Nao
28. Quantos mililitros de sangue sdo coletados em cada tubo?

() Entre0,8a1,2ml

( ) inferior a 0,8 ml

( ) superior a 1,2 ml

29. Quantas vezes € homogeneizado os tubos?

() inferior a 10 x

( ) superior a10 x

()10x

30. Apos coleta, qual atemperatura que é deixado os tubos?

( ) Temperatura ambiente (17° a 25° C)
( ) Temperatura refrigerada (2° a 8°C)

( ) Outros
31. Em quanto tempo é realizado o transporte das amostras biolégicas (coleta- laboratério)?

*SUGESTIVO PARA EQUIPE DO LABORATORIO RESPONDER
32. Apos coleta, qual o tempo médio para realizagdo da incubacéo dos tubos?




66

( ) Imediato

( ) Inferior a 1 hora

( ) Superior a 1 hora

33. Antes de incubar amostra, é realizado uma nova homogeneizacéao?

() Sim ( ) N&o
34. Por quantas horas ficam incubado os tubos de QFT-TB Gold Plus?

( ) Conforme protocolo do fabricante. (16 a 24 h)
( ) Conforme protocolo do laboratério. Horas:
35. Qual o intervalo de tempo entre o final da incubacdao e inicio da centrifugacao?

() 0- 30 min () 61-90 min
() 31- 60 min () Superior a 90 min
36. Ocorre hemolise das amostras apdés centrifugacao?

() Sim ( ) Nao
37. Apos centrifugagdo, o processamento é feito em seguida?

() Sim ( ) Nao
Em quanto tempo?
38. Como é feito o congelamento das amostras até a realizacdo do teste IGRA?

( ) Mantido no freezer -70 a -80°C

( ) Mantido no freezer -20 a -30°C

( ) Mantido na geladeira

39. Qual o periodo maximo entre a coleta e a realizagdo do teste IGRA?

() 1 semana ( ) 3 semanas

( ) 2 semanas () Superior a 3 semanas

40. Qual a frequéncia de realizagcdo do teste IGRA em seu laboratério?
( ) Diério

( ) Semanal

() Quinzenal

( ) Mensal

( ) Outros

41. Houve dificuldade na realizagdo do teste IGRA? Se sim, quais?

() Sim ( ) Néo
Se sim, quais?

42. Qual o tempo (horas) utilizado para a realizagéo teste IGRA ?

( ) 4- 6 horas
( ) 6- 8 horas
() Aproximadamente:
43. Qual o percentual de resultados positivos, negativos e indeterminados?

( ) % Positivos

( ) % Negativos

( ) % Indeterminados

45. Utiliza o software de analise recomendado pelo fabricante?

()sim ( ) ndo

Qual?

46. Houve dificuldade no manuseio do software de analise?
()sim ( ) néo

47. Houve dificuldade na interpretacéo dos dados?
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()sim ( ) néo

48. Utiliza modelo de laudo para liberag&o do resultado?
() sim ( ) nao

49. A liberacé&o do laudo é feita de qual forma?

() online () impresso
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Titulo: Coleta e Manuseio dos tubos QuantiFERON®-TB Gold Plus para o POP.IMU.006
estudo RePORT-Brasil
Emissdo: 01/07/2017 Reviso: / / N° 001
1. OBJETIVO

Este documento tem por objetivo descrever e normatizar as exigéncias de estoque dos tubos
QuantiFERON®-TB Gold Plus, técnicas de coleta, materiais necessarios para manuseio, bem
como condicdes em que estes tubos deverdo ser mantidos depois da coleta até seu transporte
ao laboratorio.

2. CAMPO DE APLICACAO

Serdo abrangidas neste documento as circunstancias de estoque dos tubos e da coleta de
amostras.

3. DEFINICAO/SIGLAS

QFT-Plus - QuantiFERON®-TB Gold Plus

4. RESPONSABILIDADES

Os responsaveis pela coleta de amostras em cada local participante deste projeto irdo implantar
e cumprir com todas as normas descritas neste documento, contando ainda com o treinamento

proporcionado pela empresa fornecedora do produto (Qiagen®), que abrangera todos o0s
aspectos relacionados ao estoque, coleta e processamento dos tubos de QFT-Plus.
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5. FLUXOGRAMAS
Amostras de sangue total serdo coletadas nos devidos tubos (como descrito abaixo) para todos
os participantes do Coorte B no momento de sua inclusao no estudo (baseline).
Tais amostras poderdo ser coletadas APENAS de Segundas-feiras as Quintas-feiras, ndo
devendo ser coletadas as Sextas-feiras, devido ao longo periodo de incubacgéo necessario para
0 processamento destes tubos que ocorre logo apos a coleta.
6. DESCRI(;AO DAS ATIVIDADES

a) Componentes:

O kit de QuantiFERON®-TB Gold Plus consiste de 4 (trés) tubos: Nil control (tampa cinza), TB1
antigen (tampa verde), TB2 antigen (tampa amarela) e Mitogen control (tampa roxa).

b) Estogue dos tubos QFT (antes da coleta)

Tubos deverado ser mantidos em temperaturas entre 17°C e 25°C.

c) Coleta (passo a passo)

1. Use as etiquetas de identificacdo (pasta do participante) para rotular os tubos.

2. Colete 1 ml de sangue em cada um dos quatros tubos (marca preta)
a. Adicione o minimo de 0.8 ml e o maximo de 1.2 ml de sangue em cada tubo;
desde que dentro desta margem, o volume é considerado aceitavel (Figura 1).
b. Os tubos se completardo com sangue vagarosamente.

3. Imediatamente agite os tubos por 5 segundos:
a. Agite os trés tubos simultaneamente em movimentos verticais, como descritos
pelo fabricante.
b. Toda a superficie interna do tubo devera ser coberta com sangue (Figura 1).
c. Atencdo! A agitacdo muito vigorosa dos tubos podera causar rompimento do gel
e consequéntemente resultados aberrantes.

4. Mantenha os tubos (Figura 2) em temperatura ambiente (17°C-27°C) até o transporte
ao laboratorio.

5. E recomendavel que a incubac&o dos tubos comece o mais cedo possivel apds a coleta
(aceitavel até 16 horas — tempo suficiente para chegada ao laboratorio).



Figura 1. Demonstrativo de volumes e correta homogeneizacédo dos tubos (Fonte: Mayo Clinic).

QTB Validated Fill Range | . -
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Figura 2. Tubos de QuantiFERON®-TB Gold Plus
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7. ANEXOS

N/A

8. FORMULARIOS UTILIZADOS

N/A

9. REFERENCIAS

70

a) QuantiFERON — Package insert — disponivel em: www.celletis.com
b) QuantiFERON processing instructions from Mayo Clinic (Mayo Medical Laboratories) —

Disponivel em: www.mayomedicallaboratories.com

10. DISTRIBUICAO

AREA No. DE COPIAS
Enfermaria de Pesquisa Clinica da FMT-HVD (PesClin) 01
Laboratério de Pesquisa em Doencas Endémicas 01

11. HISTORICO DE REVISOES

No. DA
REVISAO

DATA

ITEM
ALTERADO

DESCRICAO DA
ALTERAGCAO

RESP. PELA
ALTERACAO | JUSTIFICATIVA
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Titulo:Processamento de tubos QuantiFERON para o estudo POP.IMU.007
RePORT-Brasil

Emisséo: Reviséo: / / N° 001
1. OBJETIVO

Este documento tem por objetivo descrever e normatizar as exigéncias de recebimento,
incubagéo e centrifugacdo dos tubos de QuantiFERON®-TB Gold-Plus, seguido da obtencéo
das aliquotas de plasma e realizac&o da técnica ELISA para deteccéo de interferon-gama (IFN-
y). O QuantiFERON®-TB Gold-Plus (QFT®-Plus) é um teste de diagndstico in vitro que usa dois
tubos contendo coquetel de peptideos que simula as proteinas ESAT-6 e CFP-10 para estimular
células especificas em sangue total heparinizado (TB1 e TB2). Em paralelo, como o controle
do teste, é também coletado sangue em um tubo sem estimulo (Nil) — controle negativo —, e
outro tubo contendo mitdgeno (Mitogen) — controle positivo. A evidéncia de contato com o
Mycobacterium tuberculosis € baseada na capacidade de producdo de IFN-y por meio de
ensaio imunoenziméatico (ELISA).

2. CAMPO DE APLICACAO

Neste documento serdo abrangidas as instrugcbes para o recebimento das amostras no
laboratério, a incubacdo das amostras de sangue, a obtencdo das amostras de plasma
destinadas ao biorrepositorio, e a realizacao da técnica de ELISA. Em seguida, sera instruida
a insercao das aliquotas geradas no REDCap. A instrucdo referente ao tratamento dos dados
obtidos sera realizada em POP adjacente (POP N° 0003 — POP QuantiFERON®-TB Gold Plus
— Anédlise em software e liberac&o de laudos)
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3. DEFINICAO/SIGLAS

ELISA — Enzyme Linked Immunosorbent Assay

IFN-y — Interferon-gama

MITOGEN — Tubo de sangue com mitdégeno (controle positivo)
NIL — Tubo de sangue sem estimulo (controle negativo)
REDCap — Research Eletronic Data Capture

TB1 e TB2 — Tubos de sangue com antigenos de M. tuberculosis

4. RESPONSABILIDADES

No recebimento das amostras de sangue coletadas (tubo NIL, tubos TB1 e TB2, tubo
MITOGEN), os responsaveis deverdo verificar se os volumes em cada tubo estdo de acordo
com o padrédo determinado pelo fabricante do kit. Além disso, verificar se as etiquetas foram
corretamente colocadas nos tubos adequados (etiqueta de cor marrom — tubo NIL; etiqueta de
cor azul claro — tubo TB1,; etiqueta de cor verde clara — tubo TB2; etiqueta de cor azul escuro —
tubo MITOGEN). Também se deve cumprir rigorosamente as condi¢cdes de homogeneizacéo e
os tempos de incubacdo das amostras em incubadora com temperatura controlada a 37°C. O
operador devera realizar a centrifugacdo das amostras de acordo com as especificacbes
definidas pelo fabricante, e realizar as aliquotas de plasma de acordo com o previsto pelo
manual de laboratério do RePORT. A identificacdo das aliquotas, a temperatura de
armazenamento, e todas as condicbes que sejam inerentes a qualidade de obtencédo dos
resultados deste teste, serdao de responsabilidade do operador em cada etapa. O responsavel
também devera obedecer ao prazo para a liberagcdo do resultado do teste: prazo maximo
de 21 dias, a partir da coleta das amostras, para liberagcdo do resultado para o paciente.
Sendo assim, 0s responsaveis de cada local participante deste projeto irdo implantar e cumprir
com todas as normas descritas neste documento, contando ainda com o treinamento
proporcionado pela empresa fornecedora do produto (Qiagen), que abrangera todas as etapas
relacionadas ao processamento do QuantiFERON-TB Gold-Plus (QFT®-Plus).

5. FLUXOGRAMA
* Processamento dos tubos QuantiFERON e ELISA (em anexo).
6. DESCRICAO DAS ATIVIDADES

6.1. Processamento dos tubos QuantiFERON-TB® GOLD-Plus

Apos a coleta, os tubos poderédo ser acondicionados a temperatura ambiente por até 16 horas
antes de serem incubados. NAO refrigerar ou congelar os tubos.

a) Apos o recebimento dos tubos de QuantiFERON-TB® GOLD-Plus no laboratério, deve-
se verificar e anotar o volume dos mesmos no formulario de processamento da
amostra, assim como o horario em que a coleta foi realizada;

b) Verifique se os tubos estdo devidamente identificados com etiquetas especificas: tubo
NIL — etiqueta marrom, tubo TB1 — etiqueta azul claro, tubo TB2 — etiqueta verde claro,
tubo MIT — etiqueta azul escuro;
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c) Homogeneize os quatro tubos simultaneamente por 10 vezes como ilustrado na figura

1, para assegurar que toda a superficie interna dos tubos seja revestida com o sangue,
solubilizando os antigenos que estdo adsorvidos na parede interna do tubo.

Shake 10x

N Figura 1 - Esquema demonstrativo da
17-25°C homogeneizacéo correta dos quatro tubos.

ATENCAO: NAO agitar os tubos energicamente, pois podera ocorrer o rompimento ou
deslocamento do gel, levando as andlises a resultados aberrantes.

d) Incubar os quatro tubos em posicéo vertical a 37°C por 20 horas (x1h);

e) Apos o periodo de incubacgédo, centrifugue os tubos por 15 minutos a 2500xg para a
separacao do plasma;

f) Retire de cada tubo seis aliquotas de 60puL de plasma, transferindo para microtubos do
tipo Safe-lock com capacidade de 0,5mL. Estas aliquotas terdo os seguintes destinos:

* 4 aliguotas de cada tubo para serem depositadas no biorrepositério. Elas devem
estar com as identificacdes padronizadas para o estudo (etiquetas marrom/NIL,
azul claro/TB1, verde claro/TB2 e azul escuro/MIT). Estas aliquotas deverdo ser
registradas no REDCap e armazenadas em caixas 10x10 devidamente
identificadas e também registradas no REDCap (uma caixa para cada cor);

« 2 aliquotas de cada tubo serdo armazenadas no laboratério onde as amostras
foram processadas, e as mesmas devem ser identificadas com a mesma ID do
paciente. Estas aliquotas serao utilizadas no teste de ELISA. OBS: Se a etiqueta
de final 99 para cada amostra néo for utilizada para identificacdo de aliquotas para
o biorrepositorio, podera ser utilizada para identificar uma das aliquotas do teste.
Isso facilitar4 e garantird a identificacdo correta das amostras para liberacdo dos
resultados. O armazenamento serad feito em caixas 10x10 devidamente
identificadas e acondicionadas em freezer -20°C até serem utilizadas no teste.

OBS.: As amostras de plasma podem ser armazenadas durante 28 dias a temperatura
de -20°C.

6.2. Materiais e equipamentos necessarios para processamento e teste de ELISA:

* Incubadora com temperatura controlada em 37°C (CO2 ndo € necessario);
* Pipetas calibradas com volume ajustavel de 10 a 1000uL;
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* Pipetas multicanais calibradas com volume ajustavel entre 50uL e 100pL;
* Ponteiras estéreis com barreira, de 20uL, 200uL e 1000uL, descartaveis;
« Centrifuga prépria para os tubos QuantiFERON-TB® GOLD-Plus, com capacidade de

centrifugacéo a pelo menos 2500xg;
+ Agitador de microplacas;
+ Agua deionizada ou destilada, 2 litros;
» Lavadora de microplacas (lavadora automatica);

» Leitora de microplacas equipada com filtro de 450nm e filtro de referéncia de 620 a

650nm:;
* Crobnometro;

+ Canaletas descartaveis para solu¢des (tamanho para pelo menos 8 canais);

* Microtubos eppendorf descartaveis de 1,5 mL;
* Microtubos eppendorf descartaveis de 0,5mL;
+ Papel toalha;

+  Tubo FALCON (15mL);

* Papel aluminio;

+ Kit ELISA (descrito a seguir)

6.2.1. Componentes do kit ELISA:

ITEM

QUANTIDADE

Tira de microplaca (12 x 8 pocos) revestidos com anticorpo
monoclonal produzido em camundongo, especifico ao IFN-y humano

2 conjuntos de tiras de
microplaca de 12
unidades x 8 po¢os

“Human IFN-y Standard, lyophilized” (Padrdo IFN-y humano
liofilizado: contém IFN-y humano recombinante, caseina bovina,
Timerosal com 0,01% peso/volume)

1 x frasco
(8 IU/mL quando
reconstituido)

“Green Diluent” (Diluente Verde: contém caseina bovina, soro normal
de rato, Timerosal com 0,01% peso/volume)

1 x frasco
(volume = 30mL)

“Conjugate 100x Concentrate, lyophilized” (Conjugado liofilizado,
100x concentrado: anticorpo produzido em camundongo, especifico
ao IFN-y humano, e conjugado com enzima HRP. Contém Timerosal
com 0,01% peso/volume)

1 x frasco
(volume = 0,3mL quando
reconstituido)

enzimatica: conté0,5% ProClinm 0,5M de H,SO,)*

“Wash Buffer 20x Concentrate” (Tampdo de lavagem 20x 1 x frasco
concentrado: pH 7,2, contém 0,05% ProClin® 300) (volume = 100mL)
“Enzyme Substrate Solution” (Solugao de substrato da enzima: 1 x frasco
contém H,O; e cromoégeno Tetrametilbenzidina 3,3’, 5,5’) (volume = 30mL)
“‘Enzyme Stopping Solution” (Solugdo de parada de reagao 1 x frasco

(volume = 15mL)

TContém acido sulfdrico.

6.3. Consideracdes sobre o kit QuantiFERON-TB® Gold-Plus:

* Armazene os reagentes do kit entre 2 e 8°C;

* Mantenha a Solugao de Substrato de Enzimas (“enzyme substrate solution”) sempre

protegida de luz solar direta;

* O Padrao (“human IFN-y standard”) e o Conjugado 100x Concentrado (“conjugate
100x concentrate”), depois de reconstituidos, podem ser guardados durante 3 meses




75

na temperatura de 2 a 8°C. ANOTE A DATA EM QUE O PADRAO E O CONJUGADO
FORAM RECONSTITUIDOS;

* O conjugado funcional (Conjugado 100x Concentrado e reconstituido + Diluente
Verde) pode ser utilizado num prazo de 6h apds a preparacéo;

« Nao misture nem utilize as tiras de microplaca, o padrdo INF-y, o Diluente Verde ou o
Conjugado 100x Concentrado de diferentes lotes de kits QFT;

+ Os demais reagentes (Tampéao de Lavagem 20x Concentrado, Solugéo de Substrato
de Enzimas e Solucdo de Parada de Enzimas) podem ser trocados entre kits de lotes
diferentes, contanto que estejam dentro do prazo de validade e que os detalhes do
lote sejam anotados;

+ O tampado de lavagem funcional (“wash buffer” - Tampdo de Lavagem 20x
Concentrado, depois de diluido) pode ser armazenado a temperatura ambiente
durante 2 semanas;

6.4. Preparo de reagentes/condicdes de armazenamento/prazo de validade

a) O “Human IFN-y Standard” (padrdo IFN-y humano) devera ser reconstituido com o
volume de &gua deionizada ou destilada indicado no rétulo do frasco. Depois de
reconstituida, a solucdo padrdo IFN-y podera ser armazenada por até 3 meses em
temperatura entre 2 e 8°C. Anote a data na qual o padrao foi reconstituido.

OBS.: O volume de reconstituicdo do padréao do kit sera diferente de lote para lote.

b) O “Conjugate 100x concentrate” (conjugado 100x concentrado) devera ser
reconstituido com 0,3mL de &gua deionizada ou destilada. Uma vez reconstituido, o
conjugado néo utilizado deve ser armazenado entre 2 e 8°C e tem que ser utilizado num
prazo de 3 meses. Anote a data na qual o conjugado foi reconstituido.

c) O “Wash buffer 20x concentrate” (tampao de lavagem 20x concentrado) devera ser
diluido da seguinte forma:

1 parte de tamp&o 20x concentrado + 19 partes de agua deionizada ou destilada

O tampao podera ser armazenado a temperatura ambiente durante aproximadamente 2
semanas.

6.5. Procedimentos para IFN-y ELISA:

6.5.1. Recomendacdes iniciais

* Todas as informacdes referentes a técnica de ELISA deverdo ser registradas no
formuléario especifico de registro da técnica ELISA - QuantiFERON-TB Gold-
Plus (QFT-Plus);

« Todas as amostras de plasma e reagentes, exceto o conjugado 100x
concentrado (Conjugate 100x Concentrate), devem ser colocados a temperatura
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ambiente (22°C +5°C) antes de serem utilizados. Aguarde, no minimo, 60 minutos
para alcancar o equilibrio térmico;

Caso nao utilize todas as tiras da placa de ELISA, guarde as que ndo serdo
utilizadas na embalagem original e mantenha a 4°C.

6.5.2. Procedimento

a) Reconstitua o padrao IFN-y humano, segundo a recomendacéao do item 6.4(a);
b) Para preparar a curva baseada em diluicdo seriada, siga as etapas indicadas na

Tabela 1 e Figura 2;

Tabela 1: Preparacdo dos pontos de curva padrdo em duplicata

ETAPAS PARA PREPARAGAO DE CADA PONTO DA CURVA EM DUPLICATA.

a) ldentifigue 4 microtubos novos com 1,5mL de capacidade: S1, S2, S3 e S4.

b) Adicione 150uL de diluente verde (Green Diluent) nos 4 microtubos.

c) Tampe o tubo S4.

d) Adicione 150pL de padrdo IFN-y (Human IFN-y Standard) no tubo S1 e homogeneize com pipeta.

e) Transfira 50uL de S1 para S2 e homogeneize bem com pipeta.

f) Transfira 50uL de S2 para S3 e homogeneize bem com pipeta.

OBS.: O tubo S4 permanece apenas com o diluente verde (Green Diluent) — controle zero.

b 50 L 50 L

& -
]

SD1 SD2 SD3 SD4
Reconstituted Kit
Standard

Figura 2: Esquema representativo da diluicdo da curva de IFN-y recombinante
considerando que cada diluicdo (SD1, SD2, SD3 e SD4) seja incluida na placa de
ELISA em duplicata; S = SD (padréo).

c)

d)
e)
f)

9)

Ao final das diluicbes da curva, obteremos as seguintes concentracdes de IFN-y
recombinante em cada tubo: SD1 = 4,0lU/mL; SD2 = 1,0lU/mL; SD3 = 0,25IU/mL;
SD4 = 0lU/mL (zerolU/mL);

A curva padréo devera ter obrigatoriamente 04 pontos de diluicdo e no minimo em
duplicata respeitando o padrao Europeu do teste;

Numere as tiras das placas para maior seguranga, caso as mesmas se soltem
durante o manuseio;

Adicione 50uL de cada um dos pontos da curva padrdo (S1, S2, S3, S4) nos pogos
previamente indicados (Figura 3);

Adicione 50pL de cada uma das amostras de plasma nos pogos previamente
indicados (Figura 3);
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OBS.: As amostras de plasma que foram previamente armazenadas deverdo estar
congeladas por no minimo 24 horas antes do ensaio. Ao momento do ensaio, deverao estar
em temperatura ambiente e serem bem homogeneizadas antes de serem pipetadas para
0s pocos da placa de ELISA.

A)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A N 3N 5N 7N oN 1IN | 13N | 15N [2ZN | 19N | 21N
B | s2 iT1 | 311 | 572 | 7t1 | ot1 | 4aTd | 13T1 | 1511 | a7Td | 19T1 | 2171
C | s3 1T2 | 3T2 | 512 | 772 | 9T2 | 2aT2 | 13T2 | 15T2 | 4772 | 19T2 | 2172
D | s4 M 3M 5M 7™ oM 1IM | 13M | 15M | 47M | 19M | 2IM
E 2N aN 6N 8N 10N | 12N | 14N [ 16N | 18N | 20N | 22N
E | s2 2T1 | 412 | 611 | 871 | 10TL | 1271 | 14T1 | 46Td | 18T1 | 20T1 | 2271
G | s3 2T2 | 4T2 | 6T2 | 812 | 10T2 | 12T2 | 14T2 | 16T2 | 18T2 | 20T2 | 2212
H | s4 2M am 6M 8M 10M | 12M | 14M | 16M | 18M | 20M | 22M

B)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A N 3N 5N 7N oN
B | S2 iT1 | 311 | 512 | 711 | 9Tl
C | s3 1T2 | 312 | 512 | 712 | 9t2
D | s4 M 3M 5M ™ oM
] 2N aN 6N 8N 10N
F | s2 2T1 | 4T2 | 611 | 8T1 | 10TL
G | S3 2T2 | 412 | 612 | 812 | 1012
H | s4 2M aM 6M 8M 10M

Figura 3: Esquema de organizagdo da curva em duplicata e das amostras em triplicata na placa de ELISA. A) Esquema
para placa inteira; B) Esquema para meia placa.

Exemplo

1N = Amostra 1, plasma de Nil;

1T1 = Amostra 1, plasma de Anti TB1;

1T2 = Amostra 1, plasma Anti TB2;

1M = Amostra 1, plasma de Mitégeno)

h) O conjugado funcional é preparado diluindo a quantidade necessaria de conjugado
100x concentrado (Conjugate 100x Concentrate), ja reconstituido, em diluente
verde (Green Diluent) conforme estabelecido na Tabela 2;
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Tabela 2: Preparacdo do conjugado

Numero de tiras  Volume de Concentrado de Volume de
conjugado 100x Diluente Verde
2 10uL 1,0mL
3 15uL 1,5mL
4 20uL 2,0mL
5 25uL 2,5mL
6 30puL 3,0mL
7 35puL 3,5mL
8 40uL 4,0mL
9 45uL 4,5mL
10 50pL 5,0mL
11 55uL 5,5mL
12 60uL 6,0mL

Homogeneize bem e com cuidado para ndo formar espuma, e coloque o conjugado
funcional em uma canaleta;

OBS.: Volte a armazenar o Conjugado 100x Concentrado ndo utilizado entre 2 a 8°C.
Utilizando micropipeta multicanal, adicione 50uL de conjugado funcional recém
preparado aos poc¢os ELISA que contém as amostras;

OBS.: - Atencédo para o tempo em que se leva para adicionar o conjugado
funcional. Procurar ndo demorar entre as carreiras de pocos.

- Atencao para nao formar bolhas nos pocgos. Caso tenham sido formadas,
utilizar agulha de seringa descartavel para desfazé-las (uma agulha para cada poco
com bolhas);

OBS.: NAO toque com a ponta da agulha no fundo do poco.

Misture bem o conjugado e os padrées/amostras de plasma utilizando agitador de
microplacas por 1 minuto (veloc. 500-1000rpm);

Cubra a placa, coloque em local protegido de luz (com auxilio de papel aluminio) e
de trepidacdes, e incube a temperatura ambiente (22°C £5°C) durante 2 horas (x5
minutos);

m) Durante a incubacao, dilua o tampao de lavagem 20x concentrado, seguindo a

recomendacao do item 6.4 (c);

n) Apés a incubacéo, lave a placa 6 vezes com tampao de lavagem 1x concentrado.

Utilize a lavadora de placa automética, ajustada para 6 ciclos de lavagem, utilizando
400uL de tampéo em cada poc¢o. Uma lavagem exaustiva € muito importante para
o desempenho do ensaio. Certifique-se de que cada poc¢o esta completamente
cheio com o tampéao de lavagem. Recomenda-se um periodo de imersdo de pelo
menos 5 segundos entre cada ciclo.

0) Ao término das lavagens, bata as placas viradas para baixo sobre algumas folhas

de papel toalha para remover o tampao de lavagem residual;

p) Adicione 100pL de solugéo de substrato de enzima (enzyme substrate solution) em

cada poco (evitando a formacédo de bolhas) com auxilio de micropipeta multicanal,
e misture bem utilizando agitador de microplacas por 1 minuto (veloc. 500-
1000rpm);

OBS.: Se houver formacéo de bolhas nos pocos, utilize agulha de seringa estéril e
descartavel para desfazé-las, com o cuidado de usar uma agulha para cada poco.
NAO toque com a ponta da agulha no fundo do poco.
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gq) Cubra a placa, coloque em local protegido de luz e de trepidacfes e incube a
temperatura ambiente (22°C +£5°C) durante 30 minutos (x5 minutos);

r) Durante o periodo de incubacao:

i. Ligue a leitora de ELISA e ajuste os parametros para leitura da placa logo
apos o término da reacao: leitura com filtro 450nm e filtro de referéncia de
620 a 650nm,;

ii. No programa de leitura do computador, monte o mapa da placa que sera
lida;

s) ApOs os 30 minutos de incubacao, adicione 50pL de solucdo de parada de enzimas
(enzyme stopping solution) em cada po¢co com auxilio de micropipeta multicanal,
evitando formacg&o de bolhas, e homogeneize colocando a placa no agitador de
placas por 1 minuto (veloc. 500-1000rpm);

A solucdo de parada de enzimas devera ser adicionada aos poc¢os na
mesma ordem e velocidade em que o substrato foi adicionado.

t) Realize a leitura no leitor de ELISA num periodo méaximo de 5 minutos a contar da
adicdo da solucao de parada de enzimas.

OBS.: A leitora de ELISA deve estar previamente programada (item 6.5.2, letra r).

u) Imprima os valores obtido de densidade Otica. Estes valores serdo usados para
calcular os resultados do teste. Reserve os dados para a inser¢gdo no Software
QuantiFERON-TB® Gold-Plus (Vers. 2.71) para andlise. Os dados impressos
deveréo ser digitalizados e registrados em livro de protocolo.

IMPORTANTE: O descarte das tiras da placa, frascos utilizados para diluicédo, e recipientes
utilizados para pipetagem contendo residuos quimicos (substrato e solucéo de parada), devera
ser realizado em lixo adequado para residuos quimicos, com a devida identificacdo do local,
data, operador e os tipos de residuos descartados.

7. ANEXOS

Anexo 1 — Check-list Processamento de tubos QuantiFERON-TB Gold-Plus.

Anexo 2 — Check-list Teste ELISA

Anexo 3 — Fluxograma de processamento dos tubos QuantiFERON-TB Gold-Plus e ELISA

8. FORMULARIOS
- Formulario de processamento de amostra — QuantiFERON-TB® Gold-Plus (QFT-Plus)
- Formulario de registro da técnica de ELISA — QuantiFERON-TB® Gold-Plus (QFT-Plus)

9. REFERENCIAS

- http://www.quantiferon.com/irm/PDF/1675_0O/Portuguese_QFTPIlus_ELISA R04 022016
- http://lwww.quantiferon.com/irm/company/showpage.aspx/PDFs/1628-
95883375/AnalysisSoftwarelnstructions
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11. HISTORICO DE REVISOES

N° DA

REVISAO DATA

ITEM

ALTERADO

DESCRICAO DA ALTERACAO

RESP. PELA

ALTERACAO JUSTIFICATIVA

PROCEDIMENTO
OPERACIONAL
PADRONIZADO

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

NI

A —

Depanamento de Ciéncia
& Tecnologia

National Institutes
of Health

VANDERBILT §/ UNIVERSITY

MEDICAL CENTER

/)

RePORTBrazil®

Titulo: QuantiFERON®-TB Gold Plus — Andlise em software e

liberacdo de laudos POP.IMU.008
Emissdo: 25/07 /2017 Revis&o: / / N° 002
OBIJETIVO:

Este documento tem por objetivo descrever e normatizar as exigéncias para a analise dos dados obtidos no
ELISA QuantiFERON-TB® Gold-Plus, através do software O,uantiFERON-TB® Gold-Plus 2.71, e para a liberagdo dos

laudos de diagndstico.




1. CAMPO DE APLICACAO:

Serdo abordadas neste documento as instrucbes de utilizacdo do software de analise
QuantiFERON TB Gold Plus 2.71 e as condicOes para a obtencdo e liberacdo dos laudos gerados
pelo software.

2. DEFINICAO/SIGLAS:
ELISA - Ensaio imunoenzimatico (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
IFN-y — Interferon gamma.

MITOGEN - Tubo de sangue com
mitégeno. NIL -Tubo de sangue sem
estimulo

TB1 e TB2 - Tubo de sangue com antigenos de Mycobacterium tuberculosis.

3. RESPONSABILIDADES:

O técnico responsavel devera conferir assegurar a confiabilidade dos dados obtidos antes
de inseri-los no programa de andlise e seguir corretamente o protocolo de utilizacdo do
software. O responsdvel também devera obedecer ao prazo para a liberacdo dos resultados do
teste, disponibilizando-os em até 21 dias corridos a partir da coleta das amostras, bem como

manter os for- muldrios relativos a técnica devidamente preenchidos e uma cépia dos laudos
liberados arquivados no laboratério da Imunologia.

Sendo assim, os responsaveis irdo implantar e cumprir com todas as normas descritas
neste documento, contando ainda com o treinamento proporcionado pela empresa
fornecedora do produto (Qiagen), que abrangerd todas as etapas relacionadas ao

processamento do QuantiFERON- T8® Gold PIus(QFT®-PIus).
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4. FLUXOGRAMAS:
Fluxograma: QuantiFERON®-TB Gold Plus - Obtengio e liberagio de laudos (em anexo)

5. DESCRICAO DAS ATIVIDADES:
a. Analise de resultados e interpretacdo através do programa QUANTIFERON®-TB GOLD:

i. Instale o programa QFT v2.71 Installation a partir do CD-ROM, ou obtidos no site da
Qia- gen (http://www.quantiferon.com), nos arquivos de programa do computador;
OBS.: Ndo ha versdes desse programa para plataformas MAC.

ii.  ApOsinstalacdo, abra o programa a partir do icone localizado na tela da area de
trabalho do computador utilizado;
iii.  Natelainicial, selecione o idioma e cligue em OK (Figura 1);

—

QuantiFERON-TB Gold Plus
Software de analise

Para uso com o exame QuaniFERON-TB Gold Plus

Please select a language:

Figura 1: Tela inicial.

iv.  Preencha os campos: numero do ciclo (cada laboratoério deve criar um nimero
para identi- ficar cada reagdo de ELISA); namero de lote do kit; operador da
reacao.
V. Em seguida, clique na seta para a direita (=) localizada no canto inferior direito da tela
(Figura 2);
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Novo Carregar Carregar Salvar
] Fechar L exame aiq h formato formato Sobre

Rodar detathes | Dados brutos | ResutadospadBo | Resutados do paciente |

QuantiFERON-TB Gold Plus
Analysis Software

Para uso com o exame QuantFERON-TB Gold Plus

Data do ciclo ,m
Ndmero do ciclo {001
Nimero de lote dokit [654010314
Operador |7Aice—

=
;Qeﬁgura 2: Identificacdo da reacdo de ELISA.

Selecionar o icone ENTRADA MANUAL DE DADOS presente na borda inferior da tela (Figura 3);

O QuantiFERON®-TB Gold Plus (Ver 2.71) [E=REEE)
Novo Carregar Carregar Salvar

l Fechat L exame anq h formato formato h L h L Sobre

[ Rodar detathes Dados brutos | Resutadospadizo | Resutados dopaciente |
IR REE

A

B

c

D

E

F

G

H

Colar dados brutos E"""d;am@ Farmato default ‘ Formato manual ‘ Visualizar nomes ‘ I
S ——
Figura 3: Entrada manual de dados.

vi. Digite os dados de densidade o6tica obtidos apods leitura da placa de ELISA,
respeitando as posi¢cdes dos valores na placa e as casas decimais. Utilizar virgula
para separar o numeral do decimal. Apds a digitacao, faca a conferéncia para evitar
erros de digitacdo. Os valores de densidade 6tica obtidos deverdo ser digitalizados
e registrados em caderno de protoco- lo para futuras conferéncias (Figura 4);

vii. Ao final da digitagdo manual dos dados, clique em CONCLUIR (Figura 4);
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[ ' QuantiFERON®-TB Gold Plus (Ver 271) r r il
| e | oo [ Co Qoo g o B ok B[ enmavananua o oavos
Rodar detakhes Dadosbrutos | Fesultados paddo [ Limpax todos os valores |
[ ] e
A 1,108 0,056 00,044
B 0,035 0,030 0127
C 0,035 0676 0.076
D 0,013 4,000 4,000
E 1033 0044 0056
F 0,298 0127 0,030
G 0083 0076 0676
U el el Figura 4: Entrada de valores de densidade 6tica
SRR v | | | | || nos campos correspondentes  placa de ELISA.
R e
viii.  Clicar no icone FORMATO MANUAL localizado na borda inferior da tela (Figura 5);
ix.  Selecione na janela de cor azul o icone PADROES do item a designar, seguido do icone

VERTICAL em orientacdo padrao (Figura 5);
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O QuantiFERON®-TB Gold Plus (Ver 2.71) i g
Novo Carregar Carregar Salval
I Fechar L e R h foroato fomatd 1A DE FERRAMENTAS P/ FORMATAGAO MA
Rodar detahes Dadosbrutos | Resutados pd | ItEM 3 desionar
C_Padides>
1 l 2 I 3 | (" Amostras de paciente
A 1108 0056 00044 Orientag3o padido
. endo Padr3o 5‘11° O
el cont adr . Dutros padri
B 0,035 0,030 0127 Horizontal S i e §
C 0,095 0676 0,076 lAlaisiot Soldonatcads i
para posicionar cada Diluig3o
D 0019 4000 4000 Ea o S
mE -
E 1.093 0,044 0,056
F 0,298 0127 0,030
G 0,089 0,076 0676 Limpar todos os padides
H 0,018 4,000 4,000 Conckir =
| Enned:mual de | Fofmakmsuaim nomes ] cacuar

e

Figura 5: Formato manual de
definigdo dos pontos da curva padrio.

X.  Em seguida, clique no desenho da placa de ELISA, sobre as posicées onde se encontram
os pontos da curva S1. Automaticamente, ele ird designar os pontos da curva padrao
(S1, S2, S3 e S4). Clique novamente na posicdo onde se localiza a duplicata do padrao

(Figura 6).
2 QuantiFERON®-TB Gold Plus (Ver 2.71) [ ﬂ
Novo Carregar Carregar Salva
| Fecha L tow [ co h Bz h Saval (5 DE FERRAMENTAS P/ FORMATAGAO
Rodar detahes Dadosbrutos | Resutados pd | tem @ designar
+ Padides
2 | 3 | " Amostras de paciente
0,056 00,044 Orientag3o padido
e omeas
 Hoi cont ~ Outros
0030 0127 Horizontal AR o s
0676 0,076 - (s Cada ciliade
para posicionar cada Diluigio
4000 4000 A

} 0127 0030

0076 0676 Limpar todos os padies

4000 4000 Conchic | [

Figura 6: Definicdo da localiza-
¢do da curva padrdo em dupli-
cata.

xi.  Selecione AMOSTRAS DE PACIENTE (janela de cor azul). Em tipo de amostra, mantenha
selecionado QFT-Plus (Nil, TB1, TB2, Mitégeno). Selecione, em seguida, VERTICAL na
aba das amostras; preencha o campo com o cédigo de identificacdo do paciente (utilize

o leitor de cddigo de barras). Em seguida, clique na posicdo da amostra correspondente
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ao tubo NIL do paciente em questdo, e automaticamente as outras amostras desse
mesmo paciente serdo designadas no esquema da placa de ELISA (Figura 7);
- =

© QuantiFERON®-TB Gold Plus (Ver 2.71) 1A DE FERRAMENTAS P/ FORMATAGAO
Item a designar
Novo Carregar Carregar Salvar
l Fechar exame h aiq h Salvar arg. h formato h formato  Padi

18 Too

Rlodar detahes Dados brutos | Resutados padd

o0

N
A 056 00,044
6TB1  8TB1
0030 0127 ‘
6TB2  8TB2 Orientag&o das amostras
0676 0076 s Veitical  Selecionar células de ]
6M &M L& Outras amostr &0 posici
4,000 4,000 o as as serdo posicionadas
N 9N  Bleatiio  Selecionar cads célus de dados ‘
0044 0056 para posicionar cada amostra de
7181 91B1 pacenie menushents l
0127 0030
e Wow w
i Standards Orien{
7

_’g'z

9M
4,000 ID do
T—
Entrada manual de | Fomai :
- Limpar todas as amostras
Eq =

1 Figura 7: Identificacdo dos pacien- tes na placa de ELISA.
xii.  Repita este processo até que todos os pacientes tenham sido designados no desenho
da placa. Apés designar todas as amostras, clique em CONCLUIR;
xiii.  Para a conferéncia da alocagdo das amostras na placa e o numero de identificacdo dos

pacientes, podemos conferir clicando no icone VISUALIZAR NOMES, localizado na borda
inferior da tela. Apds a conferéncia, clique em OK (Figura 8);

O QuantiFERON®-TB Gold Plus (Ver 2.71) (o IDdo paciente  eaaE) = 8 %

Novo Carregar Carregar
I Fechar L exame anq. Salvar aq‘h formato

:::' L Sobre

|

Rodar detalhes Dados brutos l [

g
8
£

on oo o
-
3=
=
on
-
N®

Es

ey o
= £

=~
s 8

97181
0,030
9TB2 efixo da ID

0676

9M
4,000 X Cancelar

Entrada manual de Formato manual Visualizar nomes .|‘!!’ . N .
| dodes | I Figura 8: Conferéncia da
L || \dentificacZo dos pacientes.

?

5
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xiv.  Em seguida, clique no icone CALCULAR para obter a primeira analise: curva padrao
(Figura 8);
XV.

Verificar se a reagdo de ELISA estd valida conferindo os seguintes parametros (Figura 9)

Novo Carnegar Carregar Salvar ) Exportar Exportar
exame h aq. ESalvaravq_h formato formato Imprimit Sobre

resultados dados
Rodar detalhes ] Dados brutos

Resultados padrdo | Resultados do paciente |

Pdr. Conc |Médra |'/. de CV | Rsubedado c|

Diagramas calculados
4,00 1101 1.0 APROVADD
$2 1.00 0,302 16 APROVADD g
S3 025 0,092 N/A APROVADD
54 0,00 009 NZ&

APROVADO

Detalhes da curva

Interceptagdio |-1.1631 Declive |0.8951
Coeficiente - = b
o (T APROVADO 2
conelagio
CCiclo do exame ELISA vélido.

@ =) Figura 9: Validacao do teste
de ELISA.

1. Pontos da curva com status APROVADO;

2. Detalhes da curva com status APROVADO;

3.

Resultado do ELISA com status VALIDO.
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OBS.: Se algum destes critérios de valida¢do do teste nao for aprovado, o teste de ELISA estard invalidado e
deverd ser repetido.

XVi.

XVii.

Clique na seta para direita (@) localizada no canto inferior direito da tela para visualizar

a tabela contendo os resultados dos pacientes (Figuras 9 e 10);

Novo
exame

I Fechat h

Rodar detalhes

Caregar
o h Salvar arq h

Caregar
formato

Dados brutos |

Resultados padi3o

Salvar
formato

Resultados do paciente |

resultados

Exportar Exportar
h dados h Sobre

1D do paciente

Nil I TE1 I 182 |M|w92no| Tm« | Tﬁf
i i

Mttggo- |

Resultado

BBA

AMSA

PSM

JRS

015 0,07 237
0,11 037 021
011 0737 021
0,07 237

>10%
> 100
>10%

015 >100

10 0D resultou em IU/ml fora do intervalo linear do ELISA.

-0.08
026
026
-0,08

222
010
010
222

>10%
> 100
>10%
> 100

POSITIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
POSITIVO

-

Figura 10: Resultado dos
pacientes.

Conferir se o resultado gerado pelo programa estd de acordo com os critérios estabeleci-

dos para definicdo de amostra POSITIVA, NEGATIVA e INDETERMINADA. Para isto, utilize
a tabela 3.

Tabela 3: Resultado do QuantiFERON segundo valores de densidade éptica.

Nil 1 TB1 TB2 Mitégeno QFT-PI
i -Plus
(U/mL) menos Nil menos Nil menos Nil Resultad Relatorio/Interpretacdo
m esultado
(IU/mL) (IU/mL) (IU/mL)
>0,35e =25%
] Qualquer um
do valor Nil . Infecgé@o por M. tuberculose
0.35 & > 25% Qualquer um Positivo provavel
20,35e2
Qualquer um ) °
<=8,0 do valor Nil
) Infeccdo por M. tuberculose
<0,35 ou 20,5 Negativo NAO vel
provave
20,35 e < 25% do valor Nil
<0,5 ) Os resultados da reagéo ao
Indeterminado i o .
>8,0 Qualquer um antigeno TB sao indeterminados

10 controle Nil deve ser <= 8,0 lU/mL e o mitégeno - Nil deve ser >= 0,5 1U/mL OU TB1 ou TB2 - Nil deve ser >= 0,35 IU/mL para um paci- ente com
um resultado valido do QuantiFERON®-TB Gold Plus.

Xviii.

XiX.

da tela (Figura 10);

Apds conferidos os resultados, clicar no icone IMPRIMIR localizado na borda superior

Em seguida, na opc¢do TIPO DE AMOSTRA, cligue nos icones: IMPRIMIR TODOS OS

RELAT(')RIOS; IMPRIMIR CURVA PADRAOQ E A FORMATA(;EO DA PLACA, localizados n

Péagina 88 de 9




PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRONIZADO

Titulo: QuantiFERON®-TB Gold Plus — Anélise em software e POP 008
liberacdo de laudos

canto superior esquerdo da tela. Na op¢do TIPO DE RELATORIO, clique no icone TODOS
0OS PACIENTES (RELATC)RIO DE GRUPO), também localizado no canto superior

esquerdo da tela. Por ultimo, clique no icone SALVAR COMO PDF localizado no canto
superior direito da tela (Figura 11);

Opgdes de impress@0 [V Imprimir curva-padido e formatago da placa - s G
Tipo de relatéri€_[Todos os pacientes (relatério de grupo
" Todos os pacientes [relatono individual) R

" Relatério de paciente individual [ﬁ Imprimir
1de3 ;
00080 i i
00000 Resultados do QuantiFERON®-TB Gold Plus
QI mEN Data do ciclo:  quinta-feira 13 abril 2017

Operador:  Alice
Numero do ciclo: 001
Numero de lote do kit: 554010314

Versdo 2.71

Ciclo do exame ELISA valido.

Resultados

ID do paciente Nil TB1 TB2  Mitégeno| TBI- TB2-  Mitégeno -| Resultado

Nil Nit Nil

BBA 0,15 0,07 0,07 >109]  -0,08 -0,08 >10 §| NEGATIVO 3 . icc’y

AMSA 011 037 021 >109| 026 0,10 > 10 §| NEGATIVO Flgura 11: Emissdo do

PsSM 0,11 0,37 0,21 > 101 0,26 0,10 >10 §| NEGATIVO A et ' 3
ES) 0,15 0,07 237 >109]  -0,08 2 >10 §| POSITIVO relatério final do QuantlFE'
9 O OD resultou em IU/mL fora do intervalo linear do ELISA.

v RON.

« (T

xx.  Salve os documentos gerados na pasta denominada Resultados QantiFERON 4G para
futura conferéncia (Figura 12);

Novo Carregar Salvar Carregar Salvar . Exportar Exportar
| Fochx L exame &g formato formato h Impeimi hwwledosh dados h Sobre
Rodar detalhes | Dados brutos Resultados padio |  Resultados do paciente |
” LPd, Iconc IMédia  [decv  [ResubadodoCll =
Q Salvar com .  — %;’ > P u =
Salvarem: [ ), Resutados QuantiFERON 4G v «®cm-
s Nome . Data de modificag... Tipo Tamr
et Nenhum item corresponde & pesquisa,
Area de
Trabatho
=l
Bibliotecas
[ &
Computador
“\» , m *
Rede  Nome [120br17_001 =] [ saver Figura 12: Salvar relatério final
GuantIFERON Dta Fie (ad ] Cancelar dareacgdo.
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xXi.  Para obter o resultado individual do paciente (laudo) selecione a op¢dao TIPO DE
RELATORIO, o icone RELATORIO DE PACIENTE INDIVIDUAL, localizado no canto superior
esquerdo da tela. Selecionar o paciente pelo ID e clique no icone SALVAR COMO PDF |o-
calizado no canto superior direito da tela (Figura 13);

|

Opgdes de impresséo [~ | -padido e f
PG p [ Imprimir curva-padrdo e formatago da placa Fochath e
Tipo de relatdrio ¢ Todos os pacientes (relatério de grupo) Salvar como PDF

(" Todos os pacientes (relatério individual)
(+ Helaténo de paciente indwvidual BBA v

o000 anti %
00000 Resultados do QuantiFERON®-TB Gold Plus
QmEN Data do ciclo:  quinta-feira 13 abril 2017

Operador:  Alice
Namero do ciclo: 001
Numero de lote do kit: 554010314

Versio 271

Ciclo do exame ELISA valido.

Resultados
ID do paciente N TB1 TB2 Mitégeno TB1- TB2- Mitégeno -| Resultado
N Nil Ni
BBA | 015 0,07 0,07 >101] -008 -0,08 >10 §| NEGATIVO . ~
/0 OD resultou em IU/imL fora do intervalo knear do ELISA Figura 13: Impressio do resulta-
do individual do paciente.

IMPORTANTE: O responsavel deverd imprimir o relatério individual, conferir as informagdes do paciente e o
resultado do teste, colocar a data da realizagao do exame e da impressao do laudo, carimbar e assinar.

6. ANEXOS
7.2. Resultado do QuantiFERON®-TB Gold-Plus (QFT) — relatério individual
7.3. Fluxograma: QuantiFERON®-TB Gold-Plus — Obtencgao e liberagao de laudos
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8. REFERENCIAS
¢  POP#002P1 - QuantiFERON®-TB Gold — Processamento e ELISA

* [1] QuantiFERON®-TB Gold-Plus Analysis Software (v2.71) Instructional Guide.

Disponivel em:

<http://www.quantiferon.com/IRM/company/showpage.aspx/PDFs/1579-

61054710/AnalysisSoftwarelnstructions>. Acesso em: 12/04/2017.
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NI

PROCEDIMENTO %V National Institutes
e Tenooga f Health
OPERACIONAL e
PADRONIZADO
VANDERBILT %/ UNIVERSITY
Protocolo: Pesquisa Regional MEDICAL CENTER
Prospectiva e Observacional
em Tuberculose no Brasil )
(RePORT-Brasil) RePORTBrazil ¥
Titulo: Liberag&o de Laudo e resultados para REDCap
QuantiFERON®-TB Gold-Plus POP.IMU.009
Emissao:  25/07 /2017 Revis3o: / / N° 002
1. OBJETIVO

Este documento tem por objetivo descrever e normatizar a correta informacéao dos resultados
guantitativos e qualitativos obtidos pela técnica ELISA para deteccao de interferon-gama (IFN-
y) que participam do Projeto RePORT-TB, assim como a revisdo e liberacdo do Laudo
Simplificado, correta insercéo de resultados e carregamento e laudos no REDCap.

2. CAMPO DE APLICACAO

Neste documento serdo abrangidas as instru¢cdes para a correta observacdo do resultado
qualitativo (POSITIVO/NEGATIVO/INDETERMINADO) e quantitativo, a forma de
preenchimento do Laudo Simplificado, o procedimento para a insercdo dos resultados no
REDCap e o upload dos laudos no REDCap.

3. DEFINICAO/SIGLAS

ELISA — Ensaio imunoenzimatico

INF-y — Interferon-gama

REDCap — Research Eletronic Data Capture

4. RESPONSABILIDADES

Ap6s a andlise no software QuantiFERON-TB® Gold-Plus 2.71, (POP n° 005 — Analise em

software e liberacédo de laudos - QuantriFERON® TB Gold Plus) os responsaveis deverdo
verificar se a analise foi validada pelo programa. A anélise estando validada, é responsabilidade
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do operador inserir os laudos individuais gerados pelo software no REDCap e elaborar o Laudo
Simplificado (modelo no Anexo 01).

O setor responsavel pelos resultados e pela verificacdo tem um prazo maximo de 7 dias,
a partir da coleta das amostras, parainserir os resultados quantitativos e qualitativos no
REDCap, elaborar o Laudo Simplificado e fazer o carregamento dos laudos (Laudo
Simplificado e laudo gerado pelo software) no REDCap, informando o cumprimento
destas etapas aos respectivos responsaveis pela verificacdo das informagdes, quando
aplicéavel.

Sendo assim, os responsaveis de cada local participante deste projeto irdo implantar e cumprir
com todas as normas descritas neste documento.

5. FLUXOGRAMA

» Liberacao de resultados e laudos/arquivamento.

6. DESCRICAO DAS ATIVIDADES

6.1. Laudo gerado pelo software:

O software tem a possibilidade de gerar o laudo de duas formas: apresentando os resultados
gerais da analise feita naquele ciclo (A) ou apresentando individualmente os resultados de
cada contactante (B), conforme demonstrado na figura 01.

A)

Resultados do Qua ON® Gold Plus esultados do QuantiFEFRON® Gold Plus
H++44 Resultados do QuantiFERON®-TE Gold Plw H+444 Resultados do QuantiFERON®-TB Gold Plw

QIAGEN QIAGEN
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p+4+44 Resultados do QuantiFEFRON®-TB Gold Plus

QIAGEN
C++++4 Resultados do QuantiFERON®-TB Gold Plus
QIAGEN
Sed ~ .'“i.. Resultados do QuantiFERON®-TB Gold Plus
w| QIAGEN

yige { ..... Resultados do QuantiFERON®-TB Gold Plus
- ! QIAGEN

Figura 1 — Modelos de laudo gerado pelo software: A) Laudo geral; B) Laudos individuais.

g) No quadro RESULTADOS sédo apresentados 4 grupos de colunas, indicando, na
sequéncia, a ID do paciente no primeiro grupo; os resultados encontrados para NIL,
TB1, TB2 e MITOGENO, no segundo grupo; a diferenca entre TB1, TB2 e MITOGENO
para os valores encontrados em NIL, no terceiro grupo; e o resultado QUALITATIVO
(Positivo, Negativo ou Indeterminado) no ultimo grupo (fig. 2).

h) Pode ser observado como resultados QUANTITATIVOS os valores contidos no
segundo e terceiro grupo, e QUALITATIVOS no ultimo grupo. Para insercéo dos dados
no REDcap serao utilizados apenas a informacgéo do segundo grupo (Nil, TB1, TB2 e
MIT) e ultimo grupo. E para liberacdo do laudo os dados de todas as colunas.
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009008 Réb : FE TB Gold Plus
esultados do QuantiFERON®-TB Gold Plus

00000 Q

MN Data do ciclo:  segunda-feira 7 agosto 2017

Operador:  Serafina
Namero do ciclo:  teste0l
Numero de lote do kit: 554010314

Vende 2 1

Ciclo do exame ELISA vakdo

- =
Resultados
1D 4o pacante N ™m ™wm L ursgen | ™m
Ng
o1 T 048 019 0.2 30l 0
103 o8 ) 1 d o
) 0.3 0.8 " 116 | o
D4 0,09 0.43 09 »309] 040
O 00 serudton amn 1L/l fors 40 iervade e do ELDA

Figura 2 — Indicagéo dos resultados quantitativos e qualitativos gerados pés analise em software.
Marcado em vermelho, resultado quantitativo; em azul resultado qualitativo.

6.2. Elaboracado do Laudo Simplificado:

A elaboracao do Laudo Simplificado € para fins de pesquisa e podera ser anexado ao prontuario
do Contactante.

a) Preencha o cabecgalho do Laudo Simplificado com (fig. 8):
o ldentificacdo do Paciente (PID)

Dada de nascimento do Paciente

Data e hora de coleta do sangue

Data de analise do QuantiFERON

©)
©)
©)
o Data de entrega do resultado
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Identificacdo
do paciente

Fundagio de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD)
Laboratbrio de Pesquisa em Doencas Endémicas (LPDE)

TESTE IGRA Cabegalho
PID: N® da Requisigio: Data Nascimenta:
Diata da coleta: [ Diata da analise: Diata da liberacio: /
Resultado:
1D do Nil | TB1 TB2 | Mitozeno | TB1 | TB2 | Mitdoeno Resultado
paciente Ag Ag Ag Ag -
- - | N
Ml | Nl
[] Positivo
[ Negativo
[ Indeterminado

Figura 8 — Laudo informativo: identificacdo do paciente e datas de referéncia.

b) Coloque os valores numéricos e qualitativos gerados pelo laudo do software em seus
respectivos locais (fig. 9):

PID:

Data da coleta:

TESTE IGRA
N da Requisi¢io:

Data da analise:

Data Nascimento:

Data da liberag3o:

Resultado:

ID do Nil TBE1 TB2 Mitogeno, TB1 TB2 | Mithgeno, Resultado
paciente Ag Ag Ag Ag -

- - o}
Nil Nil
[ Positivo
A A [ Negativo
f f I B f [ Indeterminado
Resultados | | | | T
™ . L gare evaltad

D do pacsente

Figura 9 — Insercéo dos resultados nos locais correspondentes.

96



c) O profissional responsavel pela analise devera assinar o Laudo informativo (fig. 10);

Fundacio de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD)
Laboratério de Imunologia de Pesquisa Cliniea do Instituto Carlos Borborema

TESTE IGRA
PID: I* da Requisigio: Data Naseimento
Datadacoleta: [/ Data da andlise: | Data da liberagio:
Resultado:
IDdo Nl TBL TBZ Mitégemo TBl | TB2 | Mitdgeno Resultade
paciente Ag Ag Ag Ag -
- - Nil
Nil_| Nil
[ Positvo
e — || —— | [ Negativo
[ Indetermi

Resultados do QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT®-Plus) sio retados como se segue:

M | Astigens TBLmewos Nil | Avcigeso TH? menss | Alitsgens mseuss oyt .
i b it uaseFERONS-TH | Ralaseria Taseepracagho
k) i) mil (UL | QueerERONS
T ]

Name du Respamsinel
Profissio = N"C.:mlle:

Figura 10 — Localizacdo para assinatura do
responsével técnico da andlise.

d) O Laudo informativo devera ser enviado para a Clinica em envelope lacrado.

6.3. Insercao dos resultados no REDCap e upload de laudo:

6.3.1. Insergéo dos resultados no REDCap:
a) Apos fazer LOGIN e selecionar o Contactante (Coorte B) cujos resultados serdo

inseridos, selecione na linha de Resultados Laboratoriais (SANGUE e URINA) a
aba correspondente a visita do Contactante: Visita Inicial ou Més 6 Visita (fig. 3).
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Més
Formulario Visita 6 Acompanhamento Acompanhamento Acompanhamento Saida
Multiplo Inicial Visita Telefonico 1 Telefonico 2 Telefénico 3 Prematura

Instrumento de Coleta
de Dados

Arrolamento @

Visita Basal @

Més 6 Visita

Acompanhamento Telefénico

Prova Tuberculinica ()

Profilaxia para TB Latente ()

Tratamento de HIV @ Aba para inserir resultados
Raio-X de Torax »~~ QUANTITATIVOS e QUALITATIVOS
Resultados Laboratoriais

(SANGUE e URINA)

Resultados QuantiFERON - Labs
Rastreamento de amostra ®
biolégica - SANGUE e URINA Aba para inserir LAUDO

Rastreamento De Amostra ()
Biol6gica - SANGUE e URINA
(necessidade de re-coleta)

Rastreamento de amostra
biolégica - ESCARRO

Rastreamento De Amostra
Biolégica - ESCARRO
(necessidade de re-coleta)

Resultados Laboratoriais
(ESCARRO)

Saida Prematura do Estudo

Desfecho Final

Figura 3 — Indicag&o da aba que devera receber o resultado quantitativo e qualitativo, e a aba onde o
laudo devera ser carregado.

b) Imediatamente a tela irA mudar para a aba para inserir os resultados de sangue
obtidos. Localize o item referente ao exame do QuantiFERON (fig. 4);

c) Marque SIM para a pergunta referente a realizacdo do exame e entéo insira a data da
coleta do sangue (Data do teste) e a data em que a andlise foi realizada (Data do
resultado);

d) Em Resultado, marque o resultado QUALITATIVO obtido (figura 2, ultima coluna):
POSITIVO, NEGATIVO ou INDETERMINADO;

e) Para inserir os resultados QUANTITATIVOS, transcreva os valores contidos nas
colunas Nil, TB1, TB2 e Mitdbgeno para as linhas correspondentes (fig. 4);
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QuantiFERON (obrigatério apenas para a Coorte B) Save & Exit Form

9 Sim Salvar e ir para o proximo formulario

0O exame foi realizado? N&o - Cancelar -- ‘

N&o se aplica
Redefinir o valor

Data do teste: 09-08-2017 [} | Hoje |

Considerar a data da coleta.

= =

Data do resultado: 11-08-2017 |[31] | Hoje |

Considerar a data do laudo.

EOSItvVO - RESULTADO
. o =

Resultado: Negativo QUALITATIVO

Indeterminado
Redefinir o valor

\
Concentragao Nil:

(Formato: 99,99 IU/mL). N3o utilizar pontos, somente virgulas.

Concentragdo TB1:

(Formato: 99,99 IU/mL). N3o utilizar pontos, somente virgulas. — RESU LTADOS
Concentragdo TB2: QUANTITATIVOS

(Formato: 99,99 IU/mL). N3o utilizar pontos, somente virgulas.

Concentragao Mitégeno:

/ (Formato: 99,99 IU/mL). N3o utilizar pontos, somente virgulas. /

/ Figura 4 — Campos para insercdo de
Resultados e o

ey somenn - Gl e s D ek resultados qualitativos e quantitativos no
48 / Nl Nl Nil REDCap,

D1 | [o46 ) (019) [025) (>107) 027 023  >10 9| NEGATIVO

D2 0,08 009 | | 013 > 109 0,01 0,05 > 10 §| NEGATIVO

D3 Jo2 [T 02511 o016 816 | 002 007 79 | NEGATIVO

D4 0,05 045 0,98 > 109 0,40 0,93 >10 §| POSITIVO

9 O OD resultou em IU/mL foum\'uu tawar do TEISHT

f) Finalizado o procedimento, clique em Salvar e ir para o proximo formulario.

6.3.2. Upload dos laudos no REDCap:

O Formulério seguinte é especifico para fazer o UPLOAD do laudo gerado pelo software de
andlise do QuantiFERON e do Laudo Simplificado (fig. 5).

a) Marque SIM para a pergunta referente a realizagdo do exame e entéo insira a data
em que a analise foi realizada (Data em que o exame foi realizado);

b) Cligue em Carregar documento (a seta preta da figura 5 indica os locais para clicar);
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c) Selecione o laudo individual referente ao Contactante cujos resultados e laudo estéao
sendo inseridos (fig 6). Faca o mesmo para o laudo simplificado (h& dois espacos de
carregamento);

= Resultados QuantiFERON - Labs

Nome do Evento: Visita Inicial
Participante ID (Coorte B) B505243
Resultados QuantiFERON - Laboratoérios
9 Sim
0 exame foi realizado? Néo

N3o se aplica
Redefinir o valor

Data em que o exame foi realizado: 06-10-2017 [ Hoje

ED|

Upload do laudo do exame: © Carregar documento

Upload do laudo do exame: © Carregar documento

Form Status

Complete? Complete E]

Save & Exit Form

Salvar e ir para o préximo formulario ~

|
-- Cancelar -

= Resultados QuantiFERON - Labs

Nome do Evento: Visita Inicial
Participante ID (Coorte B) B505243
Resultados QuantiFERON - Laboratérios
9 Sim
0 exame foi realizado? Néo

) N&o se aplica
Redefinir o valor

Data em que o exame foi realizado: 06-10-2017 |5} | Hoje |

06out17 .pdf (0.23MB)
Upload do laudo do exame:
© Remover o arquivo o ie-lt

Upload do laudo do exame: © Carregar documento

Form Status

Complete? Complete B

Save & Exit Form

Salvar e ir para o proximo formuldrio ~

- Cancelar - ‘

Figura 5 — Tela para carregamento de Laudo.

IMPORTANTE: é necessario que o laudo gerado pelo programa e o Laudo Simplificado
estejam nomeados de maneira diferente. Recomenda-se identificar o Laudo Simplificado
com este nome e o PID do contactante (ex: laudo_simplificado_B000000-00XXX.pdf)
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| Carregar documento xJ

Upload do laudo do exame:

Selecione um arquivo, em seguida, clique no botdo 'Enviar documento’

Nenhum arquivo selecionado.

Carregar documento | (Tamanho maximo do ficheiro: 50 M)

4

Carregar documento x

Upload do laudo do exame:

Upload em progresso ...
——— e e e

Upload do laudo do exame:

v was

Figura 6 — Procedimento para carregamento do Laudo.

d) Apods o carregamento dos laudos, marque como COMPLETE no campo ao final do
formulario (fig. 7);
e) Cligue em SALVAR e SAIR (Save & Exit Form).
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= Resultados QuantiFERON - Labs

Nome do Evento: Visita Inicial

Participante ID (Coorte B)
Resultados QuantiFERON - Laboratérios

9 Sim
0O exame foi realizado? N3o
N3o se aplica
Redefinir o valo
Data em que o exame foi realizado: 11-08-2017 [ | Hoje
18dez17_ .pdf (0.26 MB
Upload do laudo do exame:
© Remover o arquivo or Envie-it
Laudo_Simpificado_PID.pdf (0.21 MB)
Upload do laudo do exame:
© Remove file or Send-it
Form Status
Complete? Unverified T‘

Incomplete
Unverified

o préximo formulario  ~
-

-- Cancelar -

Figura 7 — Finalizacéo do upload do laudo no REDCap.

7. REVISAO DAS INFORMAGCOES
E necessario realizar a reviséo dos resultados inseridos no REDCap e no laudo simplificado,
antes da liberagdo completa de resultados/laudos. Para tal, € necessario designar pelo um
colaborador para a realizacao da atividade.

a) Obter o laudo gerado pelo software, inserido no REDCap, em formato ndo editavel

(PDF);

b) Seguir os passos do item 6.2.1, letras A e B, para ter acesso a pagina dos resultados

c)

(IMPORTANTE: néo alterar qualquer marcacédo ou resultado nesta pagina);
Seguir até o item QuantiFERON (obrigatério apenas para Coorte B) e comparar 0os
valores do laudo com os valores inseridos;

d) N&o havendo discordancias de valores, cliqgue em SALVA E SAIR (SAVE & EXIT) no

topo da pagina;

e) Obter o Laudo Simplificado no REDCap e descarregar;

f)

Comparar os valores qualitativos (POSITIVO/NEGATIVO/INDETERMINADO) e
guantitativos do Laudo Simplificado com os valores especificados no laudo gerado pelo
software.

g) Nao ocorrendo divergéncias de resultados
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8. ANEXOS

Anexo 1 — Exemplo de Laudo gerado pelo software
Anexo 2 — Modelo de Laudo Informativo

Anexo 3 — Fluxograma

9. FORMULARIOS
- Laudo Informativo

10. REFERENCIAS

http://www.quantiferon.com/irm/company/showpage.aspx/PDFs/162895883375/AnalysisSoftw
arelnstructions

11. HISTORICO DE REVISOES

N° DA ITEM N .
REVisio | PATA | A 1Erapo | DESCRIGAO DA ALTERAGCAO

RESP. PELA

ALTERACAO JUSTIFICATIVA
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8 ANEXO

Exemplo de Laudo gerado pelo software

1éel

QeI

:a:z Resultados do QuantiFERON®-TB Gold Plus
Datadociclo:  segunda-feira 7 agosto 2017

Vesdo 273 Opmadar:  Secafinn

Neimero do ciclo:  teste0l
Numero de lote do kit: 553010314

Cxclo do exame ELISA vahdo.
Resultados
1D do pactarte n T8 TS Mwgeme| TBI TB2-  Divigens - | Resaltado
by s X
1 | os 01 o sud o o= >10¢| :zcATIVO
90 0D rerulivw s IU/ml fora do whervalo hous do ELISA.
Pl =1 Dledea NV Berchade do CQ
sl 4, 04 13 AFBOVADO
2 10 02n 22 AFBOVADO
3 023 oom N/A AFROVADO
=3 000 oo NJA APROVADO
Intucsptagio. - 1003 Declive. 007461 Coshicunts da conndagae 100 (APROVADQ)
Dados brutos (DB)
NO T®l TB2  Ddesgero
0143 0073 QIR 4000
mmuwnwmmmmu
NOTAi ¢ dlanginth m«mmmmum
epbdemiologhoas, de mm:aw«.m'«m.— 5 ltades de
QuantiFERON-TE Gold Phas.
2053,
2258 de g | Tt Ieducgha per M. Tuiwaions
W‘ Posne
Q | 200 provival
22 & N0
530 Sebncgds per M mhmslons
x Negatis
<033 2 NAD prevavel
L
20354« 258 de XU <03 140 s porrrrel determiaras
Bldvunuade | o prckeNlidade de
>30 Qualgos um pepmet x

0 controlo Nil deve sar ¥ 8.0 TUABL ¢ 0 mitégeno menos Nil devw sor 2 0,5 UL OU THI 0o TB2 menos Nil dave sar 2 033
TU/ML para um paciente com um recultads vilide do QuantiTERON.TS Gald Plus.

O couticlo de midipeno peralments acanets na makor resposta de pame TN das 4 amosties de cods pacioate Emn alsuns <as0s, 0
vakot de OD de contrelo o mutdzeno deve ficar actma do Ranite na beitore de microplocas: 1580 nlo tem Lvpacte sotee o Mbarpretagso
30 examre. O vl de sama-TFN do contyole NAL& conziderodo wan “pano de funde” ¢ ¢ rubtraido & Fado do dos resaltedos de
TEL » da TED o do wanapaws raferste & sens pazwnss S setudos chvacer, mense da 0255 doe pasiemser vt wivwer do pamna- (7 do
»§.0 1L /ml mo comtvale N

© velums de corte do scmra QuannF ERONE-TE Cold Plue o de 035 [U/ml scora do cowmvels Nil 0 o Autigere TE mence Nt 8
Mbmﬂ\ﬁpn‘-n,n-ﬁnu-&-ﬂ E previvel qua ow mdividuce que scbitrem uma cosposts o cade um oo

& ambos oo tabes T duate corte wate). dow com e M sbocdons
Amb“h—.ﬂ\“mpﬁnm-cnﬂ-n”ﬁ“-ﬂ&*
e s dowgs abva Us Fade de Quardd ZRON-TE Cold Flua powtave vie adica
da tubacul abve. Oubes procedarnntes dagadrtions, come o tadogaia do toran ¢« © wae

-—dﬁpd-Wh-MMM-m-‘-ﬂ

PodNm-£a Cr00ny &) DAeom agls ks Setaledis pa siglo Darpratacio Ges Resultados” do Felvito 46 Tmbalagem do
QuantiyZRON. T Geld Flus.
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ANEXO 2

Modelo de Laudo Simplificado

TESTE IGRA
PID: N" da Requisigio: Diata Nascimento:
Data da coleta: / Data da analise: Data da liberacio: /
Resultado:
ID do Nil TE1 TB2 : Mitogenp | TB1 TB? | Mitdzeno, Resultado
paciente Ag Ag Ag Ag -
- _- m
il Nil
[ Positivo
[ Negativo
] Indeterminado
Resultados do QuantiFERON-TB Gold Plus (QFTE-Plus) sio interpretados como se segue:
. . - . R Fesunltado do
* Antigeno TBl menoz Nil. [ Antizeno TBI menoz Mitogeno menoz p . . -
; . - g QuaptiFERQME-TE | Relatorio/Interpretacio
Iiml) (L mld) Nl ml) Nl (I L) Gold Plus
_ {DJ_‘SJ {_0.35 _ ==03 i Iu.fec;anpm-.H
>=0:3}Ed<£12:nd.0\'alm >=?§i;edceﬁndo o= 03 Megativo ; JosiNAQ provivel
=035 g>=15%do =033 e =250 do o Inf; M
=80 53310: de 2L +aor de 301 Qualgquer um Pasitivo mﬁfm@u&]
<035 <033 =05 o
—nas 07 - A% o e O resultados da reapdo ao
>—0:3>e;ai£udma]m }_?fl;red{eﬁbdo <03 Tndsterminad —‘%ﬂﬁsm_mm
=80 Cualauer wm Crzalouer wm Qualguer um indeterminados

Ohbsarvagdas: IGRA: Ensaio bazeado na deteccdo da producio de interferon-gama.

Exame realizade por resposta m vitro acs antigancs de pugahactana ESAT-6, CFE-10. Importante observar que wm teste negativo pode ndo exclur
totalmants a mfeepio tobereulosa, uma vez que o estazio da mfecpdo 2 as cundl.g.oen qua afetam 2 immidada do mdrdduo pods alterar a rasposta 2oz
antizencs. A positividade 2o teste nio deve ser utilizada come ecritério fmico para dizgndstico ou tratamento da tuberculoze latents. Resultados
indetermmades podem ocomer devido 2 problamas téenicos ou por caracterisficas lllﬂl'\'lduals zando aconsalhavel a repeticio do teste alou a

realizacdo de exames complemantaras.

Nome do Fesponsavel
Profizadio — N° Conzelho: |

N°CNES
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ANEXO 3

Fluxograma

Liberacdo de resultados e laudos / arquivamento

ETAPAS ANTERIORES
’ Incubagdo, S
Envio para Lab. " . Andlise em
Coleta de sangue » D » aliquotagem e » Andlise (ELISA) s
armazenamento

Elaboragdo de Laudo
Simplificado

Revisdo de
resultados/laudos

Insercdo de resultados no
REDCap

Upload de laudos no
REDCap

Obtenc&o de laudo do
software

Arquivamento dos laudos
impressos — Lab. Imuno
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ANEXO 4

Checklist: Processamento de tubos QuantiFERON® Gold Plus

Equipamentos

Cabine de seguranca estéril

Estufa a 37°C (CO2 ndo é necessario)

Centrifuga com capacidade para acomodar e centrifugar
tubos QuantiFERON-TB Gold-Plus (veloc. 2000-3000 rcf)

Micropipeta de 10uL a 100uL

Freezer (-20°C)

Insumos

Alcool a 70%

Estante para tubos QuantiFERON-TB Gold-Plus

Ponteiras estéreis com barreira para 200uL

Criotubos eppendorf® com tampa safe-lock para 0,5mL

Etiquetas de identificacdo (NIL, TB1, TB2, MIT)

Caixas 10x10

Caneta permanente

ANEXO 5

Checklist: Teste ELISA

Equipamentos

Micropipeta de 10uL a 1000uL

Micropipeta multicanal de 50uL a 100pL

Agitador de Microplacas

Lavadora de microplacas automatica

Leitor de ELISA (filtro de 450nm e de 620-650nm)

Cronémetro

Freezer (-20°C)

Insumos

Alcool a 70%

Ponteiras estéreis com barreira (20uL, 200uL e 1000pL)

Agua deionizada ou destilada

Canaletas descartaveis para solugbes

Criotubos eppendorf® de 1,5mL

Criotubos eppendorf® com tampa safe-lock para 0,5mL

Papel toalha

Tubos de polipropileno de 15mL

Papel aluminio

Kit QuantiFERON-TB Gold-Plus
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ANEXO 6

Formulario de registro da técnica ELISA-QuantiFERON® - TB Gold
Plus(QFT-Plus)

Data:___ /__/ Data de aberturadoKit: ___/__/ LOTE KIT:
Horario de retirada do kit e amostras para ambientagao: : Horario inicio da reacgao:

Operador: Numero do ciclo: Temperatura ambiente: oC

MAPA DA PLACA DE ELISA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

T | Q| ™| m| 9|0 |w| >

v OBSERVACOES ANEXAR RESULTADOS
IMPRESSOS

Curva Padrao

Amostras

Conjugado
Diluicdo =

12

INCUBACAO Inicio: : Término:

Lavagem

Substrato
22
INCUBACAO Inicio: : Término:
Solucao de
parada

Leitura
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ANEXO 7

Formulario de processamento da amostra QuantiFERON - TB Gold | FORIMU 001
Plus (QFT-Plus)

Data: /___/___Inicio da Incubacdo: : Operador:

Paciente PID Tubo | Validade Lote Obs:

NIL

01 TB 01

TB 02

Mit

NIL

02 TB 01

TB 02

Mit

NIL

03 TB 01

TB 02

Mit

NIL

04 TB 01

TB 02

Mit

NIL

05 TB 01

TB 02

Mit

NIL

06 TB 01

TB 02

Mit

PID - Numero de identificagdo do participante

Tubo NIL - Usar OK, T, | para definir o volume do sangue dentro do tubo: 0K=0,8-1,2ml; 71,2ml, 10,8
Tubo TB (01 E 02) - UsarOK, T, | para definir o volume do sangue dentro do tubo: 0K=0,8-1,2ml;
71,2ml, 10,8

Tubo Mit - Usar OK, T, | para definir o volume do sangue dentro do tubo: 0K=0,8-1,2ml; 71,2ml, 10,8
OBS: Anotar se amostras de plasma apresentam hemolise, codgulos ou gordura.

Data do término da incubacio: / / Horario do término da incubacdo ___ :_
Condicoes de centrifugacdo

Velocidade: (Xg) Temperatura: oC

Tempo: minutos

Operador:
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