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RESUMO

A vacina Bacillus Calmette-Guérin (BCG) ¢ atualmente a Unica vacina licenciada para a
tuberculose (TB), oferecendo prote¢do comprovada contra as formas graves da doenca na infancia.
Além disso, a BCG ¢ capaz de induzir memoria imunoldgica na imunidade inata, conhecida como
imunidade treinada, que pode contribuir ndo apenas para a reducdo do risco de adoecimento por
Mycobacterium tuberculosis, mas também para a preven¢ao da propria infec¢do. No entanto, sua
eficicia em adultos permanece incerta e apresenta consideravel variabilidade entre diferentes
populagdes. Os profissionais de satde apresentam maior risco de infeccdo por Mtb devido ao
contato com os doentes, estando mais expostos a doenga. Dessa forma, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a eficicia da resposta protetora da vacinagdo com BCG, contra a infeccdo por
Mycobacterium tuberculosis, em profissionais de saude adultos em trés cidades brasileiras. Este
estudo ¢ derivado de um ensaio clinico randomizado ¢ controlado, o estudo BRACE
(NCT04327206). O estudo incluiu profissionais de satide com mais de 18 anos de trés localidades
no Brasil: Manaus/AM, Campo Grande/MS e Rio de Janeiro/RJ, independentemente da vacinagdo
prévia com BCG. Os participantes elegiveis foram randomizados em uma propor¢ao de 1:1 para
receber a vacina BCG ou placebo. O teste QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT) foi utilizado para
avaliar a infe¢do por TB antes da intervencao e no 12° més p6s vacinagdo. O desfecho primario foi
a conversdao do QFT (>0,35 IU/mL) até 12 meses apds a vacinagdo com BCG ou placebo, em
participantes QFT negativos no inicio do estudo. O desfecho secundario foi a conversdo sustentada
(dois resultados positivos consecutivos), com intervalo minimo de 6 meses, entre individuos com
QFT negativo na inclusdo. Analises exploratorias adicionais incluiram o uso de limiares
alternativos para conversdo do QFT (>0,7; >2,0; e >4,0 IU/mL) e conversdo até 12 meses em
individuos com valor inicial de QFT <0,2 TU/mL. Entre outubro de 2020 e abril de 2021, um total
de 1.985 participantes foram incluidos no estudo, 996 individuos (50,2%) do grupo BCG e 989
(49,8%) do grupo placebo. Dos participantes, 1.475 (74,3%) eram mulheres, com idade média de
39 anos (intervalo interquartil: 32-47). Durante o primeiro ano, 34 (3,4%) de 996 participantes do
grupo BCG apresentaram conversao inicial do QFT, em comparacdo com 32 (3,2%) de 989 no
grupo placebo (razdo de risco [RR]: 1,09; p=0,791). Dentre os que apresentaram conversdo do QFT
no periodo de 12 meses, 49 realizaram um teste subsequente. No grupo BCG, 15 (1,5%)
apresentaram conversdo sustentada, contra 19 (1,9%) dos 989 do grupo placebo (RR: 0,80;
p=0,510). Utilizando um limiar de 0,7 Ul/mL ou mais, ocorreram conversdes em 15 (1,5%) BCG
e 13 (1,3%) participantes do grupo placebo (RR: 1,15; p=0,713). Com um limiar de 2,0 U/mL ou
mais, foram registadas 6 (0,6%) conversdes de BCG e 5 (0,5%) de placebo (RR: 1,18; p=0,788).
Entre aqueles com QFT basal de 0,2 Ul/mL, a conversdo a 0,35 UI/mL ocorreu em 22 (2,3%)
participantes do grupo BCG e 23 (2,4%) participantes do grupo placebo (RR: 0,96; p=0,903). A
vacinagdo com BCG ndo reduziu o risco de conversdo inicial e sustentada do QFT entre os
profissionais de saude, mesmo com a aplicacdo de limiares alternativos, que ndo mostraram
diferengas significativas. Esses resultados refor¢am a falta de evidéncias quanto a eficicia da
revacinacdo com BCG em adultos para a prevencao da TB, e, desta forma, ndo justificam seu uso
para esse fim.

Palavras-chave: Ensaio Clinico. Placebo. IGRA. Conversao. Tuberculose.



ABSTRACT

The Bacillus Calmette-Guérin (BCG) vaccine is currently the only licensed vaccine for tuberculosis
(TB), providing proven protection against severe forms of the disease in childhood. In addition,
BCQG is able to induce immunological memory in innate immunity, known as trained immunity,
which may contribute not only to reducing the risk of illness from Mycobacterium tuberculosis but
also to preventing infection itself. However, its effectiveness in adults remains uncertain and shows
considerable variability among different populations. Healthcare workers are at higher risk of Mtb
infection due to contact with patients, making them more exposed to the disease. Thus, the aim of
this study was to evaluate the effectiveness of the protective response of BCG vaccination against
Mycobacterium tuberculosis infection in adult healthcare workers in three Brazilian cities. This
study is derived from a randomized controlled clinical trial, the BRACE study (NCT04327206).
The study included healthcare professionals over 18 years of age from three locations in Brazil:
Manaus/AM, Campo Grande/MS, and Rio de Janeiro/RJ, regardless of prior BCG vaccination.
Eligible participants were randomized in a 1:1 ratio to receive the BCG vaccine or a placebo. The
QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT) test was used to assess TB infection before the intervention
and at the 12th month post-vaccination. The primary outcome was QFT conversion (=0.35 IU/mL)
up to 12 months after BCG or placebo vaccination, among participants who were QFT negative at
baseline. The secondary outcome was sustained conversion (two consecutive positive results), with
a minimum interval of 6 months, among individuals with negative QFT at enrollment. Additional
exploratory analyses included the use of alternative thresholds for QFT conversion (>0.7; >2.0; and
>4.0 IU/mL) and conversion up to 12 months in individuals with a baseline QFT value <0.2 IU/mL.
Between October 2020 and April 2021, a total of 1,985 participants were enrolled in the study, 996
individuals (50.2%) in the BCG group and 989 (49.8%) in the placebo group. Of the participants,
1,475 (74.3%) were women, with a median age of 39 years (interquartile range: 32-47). During the
first year, 34 (3.4%) of 996 participants in the BCG group had initial QFT conversion, compared
to 32 (3.2%) of 989 in the placebo group (risk ratio [RR]: 1.09; p=0.791). Among those who
converted QFT in the 12-month period, 49 underwent a subsequent test. In the BCG group, 15
(1.5%) showed sustained conversion, compared to 19 (1.9%) of the 989 in the placebo group (RR:
0.80; p=0.510). Using a threshold of 0.7 IU/mL or higher, conversions occurred in 15 (1.5%) BCG
and 13 (1.3%) placebo participants (RR: 1.15; p=0.713). With a threshold of 2.0 [U/mL or higher,
there were 6 (0.6%) BCG conversions and 5 (0.5%) placebo conversions (RR: 1.18; p=0.788).
Among those with a baseline QFT of 0.2 IU/mL, conversion to 0.35 IU/mL occurred in 22 (2.3%)
BCG group participants and 23 (2.4%) in the placebo group (RR: 0.96; p=0.903). BCG vaccination
did not reduce the risk of initial and sustained QFT conversion among healthcare workers, even
with the application of alternative thresholds, which showed no significant differences. These
results reinforce the lack of evidence regarding the efficacy of BCG revaccination in adults for the
prevention of TB, and therefore do not justify its use for this purpose.

Keywords: Clinical Trial. Placebo. IGRA. Conversion. Tuberculosis.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) ¢ uma doenga causada pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb) com
grande importancia para a satde global que se concentra, sobretudo, nos paises de baixa e média
renda. Apesar dos esfor¢os para diminuir os coeficientes de incidéncia e mortalidade, as metas
propostas pela Organizagdo Mundial da Saude para erradicar a doenca, estdo longe de serem
alcangadas.

Algumas populagdes apresentam alto risco para TB, como ¢ o caso dos profissionais da
saude. A contaminagdo da TB ¢ um risco comum para os profissionais de saude, e esta relacionada
ao ambiente, as condi¢gdes ou circunstancias em que o trabalho ¢ realizado, ao grau e tipo de
exposi¢do no ambiente de trabalho e a propensdo dos trabalhadores aos agentes biologicos na
pratica profissional. Sendo estes fatores inadequados, maior serd a chance de exposi¢do, contagio
ou transmissao.

A Bacillus Calmette-Guérin (BCG) ¢ a inica vacina licenciada como método de prevengao
contra as formas graves de TB, especificamente para criancas. Entretanto, a exposicdo a
micobactérias ambientais, as variagdes genéticas e imunoldgicas entre diferentes regides exercem
influéncia sobre a heterogeneidade no desempenho da BCG, principalmente na fase adulta.

Apesar do potencial das novas vacinas candidatas para serem utilizadas na preven¢do da
TB, a complexidade do M. tuberculosis, as diversas respostas imunoldgicas entre diferentes grupos
populacionais e a necessidade de dados abrangentes sobre seguranca e eficacia constituem desafios
significativos. Consequentemente, uma abordagem vidvel envolve reavaliar a vacina BCG por
meio de ensaios clinicos controlados para explorar sua eficécia protetora contra a infecg¢do por TB,
especialmente em adultos. Estudos tém investigado a eficécia da revacinagdo com BCG como uma
estratégia para aumentar a prote¢ao contra a infec¢do por TB em adolescentes e adultos; no entanto,
os resultados tém sido inconsistentes.

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia da resposta protetora da

vacinagdo com BCG contra a infecg@o por M. tuberculosis em profissionais da saude no Brasil.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tuberculose

A TB ¢ uma doenca infecciosa que acomete os seres humanos ha milénios. A causa da
doenga permaneceu desconhecida até¢ 1882, quando o médico Robert Koch identificou o agente
etioldgico, que foi denominado Mtb, também chamado de Bacilo de Koch (Sakula, 1982; WHO,
2024). Os bacilos t€ém em média 2 a 4 por 0,3 a 0,5 um de tamanho, embora possam ocorrer
variagdes. O Mtb ¢ um bacilo alcool-acido resistente (BAAR) aerdbico, com uma parede celular
rica em lipidios, o que confere uma redugdo em sua permeabilidade, limitando a eficacia da maioria
dos antibidticos (Ledo et al., 2004; Koneman et al., 2020). A infec¢do ocorre através do trato
respiratorio por meio da inalagdo de aerossdis contendo bacilos, que sdo langados por individuos
infectados por meio da tosse, espirro ou fala. O principal local da infec¢do ¢ o pulmao,
correspondendo a 84% dos casos (TB pulmonar), apesar que a doenca também pode comprometer
outras partes do organismo (TB extrapulmonar). Individuos com TB pulmonar cavitaria ou laringea
sd0 os mais infecciosos, sendo capazes de transmitir a doenca para até 10 a 15 pessoas dentro um
ano (Brasil, 2019; WHO, 2024).

A progressdo e o resultado da infeccdo por Mtb sdo influenciados por uma interagdo
complexa de fatores do hospedeiro, do patdogeno e do ambiente. Modelos experimentais de infec¢ao
por Mtb demonstraram que, ap6s a exposi¢ao inicial, os bacilos comecam a se replicar em trés dias.
Essa fase de replicacdo dura de 19 a 20 dias e ¢ eventualmente controlada pela resposta imune
adaptativa do hospedeiro. O estabelecimento de imunidade protetora contra Mtb pode variar
amplamente entre individuos e ¢ fortemente influenciado por fatores genéticos (Salgame et al.,
2015; Galagan, 2014; Ravesloot-Chavez; Dis; Stanley, 2021; Flynn; Chan, 2022).

A infec¢do por Mtb pode se apresentar em cinco estados distintos. No primeiro: a infec¢ao
se resolve, o que leva a cura; no segundo: a infec¢do pode permanecer latente (infe¢do latente da
TB - ILTB), sem comprometimento imunoldgico significativo e, a progressao para a forma ativa
da doencga ndo ¢ esperada em um curto periodo. Em individuos com ILTB, a infec¢do permanece
clinicamente assintomatica, e as micobactérias nao se disseminam, permanecendo assim em 90-
95% dos casos. Nos 5-10% restantes, ocorre reativacao apos longos periodos, resultando em doenga

clinica, denominada TB secundaria; terceiro: a infeccdo ¢ considerada incipiente quando pode



progredir para a doenca ativa sem a presenga de intervengdes, mas que ainda ndo causou sintomas
clinicos, anormalidades em exames de imagem ou evidéncias microbioldgicas; quarto: na TB
subclinica, o individuo ndo apresenta sintomas clinicos, porém pode ser detectada através de
exames de imagem ou testes microbiologicos; e por fim a TB ativa se caracteriza pela apresentagdo
de sintomas clinicos, anormalidades em exames de imagem e confirmag¢do microbioldgica da
infec¢do por Mtb, sendo o quinto estado da doenca (Pai et al., 2016; Drain et al., 2018).

Ap6s a infeccdo, o risco de desenvolver a doenga para a sua forma ativa ¢ mais elevado nos
primeiros dois anos, aproximadamente 5%, e tende a diminuir com o decorrer do tempo (Menzies
et al., 2018). Ha varios fatores de risco que aumentam a probabilidade de progressdo da doenca.
Isso inclui coinfecgdo com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), desnutri¢dao, diabetes,
tabagismo e o consumo de 4lcool (WHO, 2024). Estima-se que um quarto da populagdo mundial
esteja infectada com TB (Houben; Dodd, 2016).

Os sintomas da TB tendem a se desenvolver gradualmente, sendo geralmente mais leves no
inicio, contribuindo para demoras na busca por assisténcia médica. Os sintomas incluem tosse seca
que progride para expectoracdo mucoide, purulenta ou at¢ mesmo sanguinolenta, febre baixa e
suores no periodo da noite, perda de apetite, falta de ar, dor no peito e perda de peso. A natureza
insidiosa desses sintomas muitas vezes dificulta o diagndstico e o tratamento precoce (Pai et al.,

2016; Brasil, 2019; WHO, 2024).

2.2 Diagnostico e tratamento

Uma das principais estratégias para controlar a cadeia de transmissdao da TB ¢ por meio do
diagnéstico precoce. O diagnostico da TB ¢ dependente do estagio da infecgdo. Para a identificacao
da doengca ativa (sintomatica) pode ser realizado uma avaliagdo clinica, baciloscopia (esfregaco de
escarro), cultura, exames de imagem (radiografia de torax) e testes rapidos moleculares. Por outro
lado, a identificagcdo da infeccdo latente por Mtb (assintomatica) pode ser realizada por meios de
testes imunolégicos, como o ensaio de liberagdo de interferon gama (IGRA) (IFN-y) e o teste
tuberculinico (Brasil, 2019; Pai et al., 2016; WHO, 2024). Como o Mtb pode afetar diferentes
orgdos, seus sinais e sintomas podem distinguir dependendo do 6rgdo afetado, o que exige uma

abordagem diagnostica individualizada (Brasil, 2019).



O diagnostico laboratorial da TB ¢ realizado, principalmente, por meio de baciloscopia ou
cultura de amostras bioldgicas clinicas. A baciloscopia — ou exame direto para BAAR — envolve
a preparacdo de um esfregaco a partir da amostra clinica e sua coloragdo utilizando o método
padronizado de Ziehl-Neelsen (Koch; Cote, 1965). Esse método permanece sendo fundamental
para o diagndstico e o monitoramento do tratamento da infec¢do através da identificagdo da
presenga de bacilos, bem como o seu numero observado sob o microscopio Optico. Quando
realizada de forma adequada, a baciloscopia pode detectar cerca de 60% a 80% dos casos de TB
pulmonar (Brasil, 2008, 2019).

A cultura ¢ considerada o método mais sensivel e especifico para o diagndstico de TB,
podendo aumentar a deteccdo em até 30% em pacientes com baciloscopia negativa. Esse método
se baseia na inoculacdo de amostras clinicas em meios de cultura s6lidos ou liquidos. Os meios
solidos mais utilizados sdo Lowenstein-Jensen (Jensen, Kai Adolf, 1954) e Ogawa-Kudoh (Kudoh;
Kudoh, 1974), que possuem baixo custo e s3o menos propensos a contamina¢do. Entretanto, uma
das limitacdes utilizacdo desse método ¢ o tempo prolongado necessario para observar o
crescimento bacteriano, podendo variar de 14 a 30 dias e, em alguns casos, se estender até 8
semanas (Dinnes et al., 2007).

A radiografia de torax ¢ uma importante ferramenta para auxiliar no diagndstico,
especialmente em individuos com suspeita clinica de TB pulmonar. Achados radiograficos como
cavidades, nodulos, consolidagdes, massas, infiltrados intersticiais (padrao miliar), derrame pleural
e alargamento mediastinal podem sugerir doenga ativa ou pregressa, bem como o tipo e a extensao
do cometimento pulmonar. Adicionalmente, algoritmos de inteligéncia artificial podem ser
utilizados na interpretagdo desses achados em radiografias de torax, contribuindo para o
diagnéstico (Soares et al., 2023). No entanto, por conta da sua variabilidade em especificidade, a
radiografia de torax pode ser utilizada em conjunto com exames laboratoriais como baciloscopia,
cultura e/ou testes rapidos moleculares para confirmar a infec¢do por Mtb (Bombarda et al., 2001;
Brasil, 2019; Pai et al., 2016).

Os testes rapidos moleculares para TB oferecem alta sensibilidade e especificidade,
particularmente em individuos com resultados de baciloscopia e/ou cultura negativos (Arend,
Soolingen, 2018; Opota et al., 2019). Esses testes baseiam-se em técnicas de reagdo em cadeia da
polimerase em tempo real para detectar o material genético do complexo Mtb diretamente em

amostras clinicas. Além disso, eles podem identificar cepas com mutagdes no gene rpoB, gene que
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confere resisténcia a rifampicina, um dos principais medicamentos utilizados no tratamento da TB
(WHO, 2011; Chakravorty et al., 2017).

A Organiza¢ao Mundial da Satide (OMS) recomenda a utilizagdo do IGRA ou do TT como
procedimentos aceitaveis para a deteccdo da infeccdo por TB. Ambos os testes avaliam uma
resposta imunologica do individuo em contato com antigenos especifico do Mtb, diferentemente
dos outros testes que buscam detectar a presenga do patégeno (WHO, 2018).

O TT envolve a aplicagdo intradérmica de um derivado proteico purificado e a medicao da
induracdo no local da aplicagdo ap6s 48 a 72 horas. Em contrapartida, os IGRAs avaliam a
liberacdo de INF-y pelas células T em resposta a antigenos especificos do Mtb em uma amostra de
sangue. Embora ambos os testes sejam uteis em detectar a infecgdo por TB, eles possuem
limitagdes importantes. Ambos ndo sdo capazes de distinguir entre infec¢@o latente e TB ativa, e
sua sensibilidade pode variar dependendo do estado imunologico do individuo (Pai et al., 2014).
Além disso, os resultados do TT podem apresentar falsos positivos em individuos que receberam
a vacina Bacillus Calmette-Guérin (BCG) ou foram expostos a micobactérias ndo tuberculosas,
enquanto os IGRAs s@o menos influenciadas pela vacinacdo prévia com BCG e apresentam menos
susceptibilidade a imunossupressao (Zhou et al., 2022).

A TB ¢ uma doenca curavel com alta taxa de sucesso no tratamento, quando seguido
corretamente (WHO, 2024). Entretanto, sem o diagnostico e tratamento oportunos, a TB apresenta
alta taxa de mortalidade (Tiemersma et al., 2011). O regime de tratamento padrao para novos casos
de TB e casos de retratamento, como recidiva apds cura ou retorno apos abandono do tratamento,
para adultos e adolescentes com mais de 10 anos de idade dura seis meses ¢ ¢ dividido em duas
fases distintas: a fase intensiva (ou de "ataque") e a fase de manutencdo. A fase intensiva dura dois
meses e envolve a administragdo de quatro medicamentos antituberculosos de primeira linha:
rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol. Essa fase visa reduzir rapidamente a carga
bacteriana e controlar a transmissdo da doenca. A fase de manutencdo consiste em apenas dois
medicamentos — rifampicina e isoniazida— e ¢ administrada ao longo dos quatro meses seguintes
para eliminar quaisquer bacilos remanescentes e prevenir recidivas. As dosagens de cada
medicamento sdo determinadas com base no peso corporal do individuo de forma que garanta
seguranga e eficacia do tratamento (WHO, 2022b; Brasil, 2019).

No Brasil, o ILTB ¢ recomendado para criangas menores de 10 anos que sdo contatos de

casos de TB pulmonar, apresentando TT >5 mm ou resultado positivo no IGRA, com prioridade



11

para aquelas com menos de 5 anos. O tratamento também ¢ indicado para criangas com HIV, em
pré-transplante ou sob imunossupressdo. Em adultos e adolescentes, o tratamento ¢ realizado
quando o TT ¢ >5 mm ou o IGRA ¢ positivo em pessoas vivendo com HIV (PVHIV), contatos,
alteracdes radioldgicas fibroticas, uso de anti-TNF, corticoides prolongados ou em pré-transplante;
e quando o TT ¢ >10 mm ou o IGRA ¢ positivo em casos de silicose, neoplasias, didlise,
quimioterapia imunossupressora, diabetes, baixo peso, tabagismo intenso ou calcificagdo isolada.
O tratamento também ¢ indicado para conversdo tuberculinica recente em contatos, profissionais
de saude, laboratoristas e trabalhadores prisionais. Gestantes devem adiar o tratamento, exceto
PVHIV, que devem iniciar apds o terceiro més de gestacdo. PVHIV tém prioridade méaxima, com
critérios especificos conforme a contagem de CD4, histdrico de contato e radiografia. Contatos de
TB multirresistente ndo recebem tratamento rotineiro, mas devem ser monitorados por pelo menos

dois anos (Brasil, 2019).

2.3 Testagem de IGRA para infec¢io por tuberculose

O IGRA ¢ uma ferramenta essencial no diagnostico da infecgdo por TB. Atualmente, a
OMS recomenda trés testes: QuantiFERON® (QFT, QIAGEN), T-SPOT®.TB (Oxford Immunotec)
e TB-IGRA da Beijing Wantai (Beijing Wantai Biological Pharmacy Enterprise Co. Ltd) (WHO,
2022a). O IGRAs oferecem especificidade aprimorada em comparagdo aos TT tradicionais
utilizando antigenos especificos, incluindo o alvo antigénico secretado precoce 6 (ESAT-6) e
proteina do filtrado de cultura 10 (CFP-10), para induzir respostas imunes sem os problemas de
reatividade cruzada associados ao TT, particularmente em individuos vacinados com BCG ou
expostos a micobactérias ambientais ndo tuberculosas (Hamada et al., 2021; Nolt; Starke, 2021).
Esses ensaios detectam a infec¢@o por TB quantificando a liberagdo de INF-y das células T apos a
exposicao aos antigenos especificos. Apesar de sua especificidade aprimorada, os IGRAs tém
limitagdes na previsdo da progressao da TB latente para a ativa (Carranza et al., 2020).

Uma meta-analise demonstrou que o IGRA apresentou um melhor desempenho do que TT
para prever a TB em paises com baixa incidéncia de TB. No entanto, esta diferenca provém
principalmente de um estudo e ndo afeta grandemente os resultados clinicos. Ambos os testes

cumpriram o objetivo de desempenho minimo da OMS, apresentando uma sensibilidade de >75%
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em areas com baixa incidéncia de TB, mas ndo obtiveram um desempenho tdo eficaz em paises
com taxas de TB mais elevadas (Hamada ez al., 2023).

Estudos recentes exploraram limiares alternativos para interpretar os resultados do QFT,
avaliando a precisdo diagnostica, a estabilidade longitudinal e o valor preditivo do QFT nesses
limiares especificados. Individuos sem exposi¢do conhecida ao Mtb demonstraram valores de IFN-
vy abaixo de 0,2 Ul/mL, indicativos de resultados verdadeiramente negativos. Além disso,
individuos que apresentaram um aumento nos valores de IFN-y do QFT de menos de 0,2 para mais
de 0,7 Ul/mL apresentaram uma incidéncia dez vezes maior de TB em comparacdo com aqueles
que mantiveram valores abaixo de 0,2 UI/mL ao longo de um periodo de dois anos (Andrews et
al., 2017; Nemes et al., 2017; Winje et al., 2018). Estudos também demonstraram que niveis
elevados de IFN-y (>4,0 UI/mL) sugerem uma conversdo estavel e uma maior probabilidade de
infecdo por TB tanto em criangas como em adultos (Andrews et al., 2017; Winje et al., 2018).

O IGRA também ¢ importante para avaliar os perfis imunogénicos e a eficicia de vacinas
candidatas contra TB, como, por exemplo, quantificando as respostas imunes a antigenos
micobacterianos. A avaliagdo da liberacdo de IFN-y em individuos vacinados serve como um
indicador das respostas de células T especificas para o antigeno, fornecendo entendimento sobre a
capacidade da vacina de estimular a imunidade adaptativa contra a TB (Tkachuk et al., 2020;
Tovar; Moreno; Sanz, 2023; Tameris et al., 2025). Além disso, o IGRA pode servir como um
indicador indireto de infeccdo por Mtb em estudos cujo objetivo ¢ avaliar a eficicia de uma vacina

candidata contra a TB (Nemes et al., 2018; Tait et al., 2019; Schmidt et al., 2025).

2.4 Panorama epidemiologico da tuberculose

A TB continua sendo um grande desafio global para a saude. Apds ser superada pela doenca
do coronavirus (COVID-19) por trés anos consecutivos, em 2023, a TB voltou a ser a principal
causa de morte em todo o mundo causada por um unico agente infeccioso, ocasionando quase o
dobro de mortes em comparagdo ao HIV e sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (WHO,
2024).

A OMS estabeleceu metas como parte da estratégia para eliminar a TB (2016-2035), que
estd alinhada aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), estabelecidos pela

Organizacao das Na¢des Unidas (UN, 2015; WHO, 2024). Essas metas incluem erradicac¢ao global
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da TB até 2030 (ODS - 3), reduzir o numero absoluto de mortes por TB em 75% até 2025 e 95%
até 2035 e diminuir a taxa de incidéncia em 50% até 2025 e 90% até 2035, comparado com a linha
de base de 2015. No entanto, apesar dos esfor¢os realizados nos ultimos anos, essas metas ainda
estdo distantes de serem alcangadas (Uplekar et al., 2015; WHO, 2024).

Em 2023, aproximadamente 10,8 milhdes de pessoas desenvolveram TB, um baixo
aumento em relagcdo aos 10,7 milhdes de 2022, e muito superior aos 10,4 milhdes em 2021 e 10,1
milhoes em 2020 (WHO, 2024).

O aumento global da incidéncia de TB entre 2022 e 2023 foi impulsionado principalmente
pelo crescimento populacional. Em 2023, a taxa de incidéncia de TB foi de 134 casos novos por
100.000 habitantes, representando um aumento de 0,2% em comparacdo com 2022. A maioria dos
casos de TB continua a ocorrer nos 30 paises com alta incidéncia, que juntos representaram 87%
do total global em 2023. Apenas cinco paises foram responsaveis por 56% de todos os casos em
todo o mundo: India (26%), Indonésia (10%), China (6,8%), Filipinas (6,8%) e Paquistio (6,3%)
(WHO, 2024).

A TB afeta individuos de todas as idades e sexos; no entanto, em 2023, os homens adultos
(>15 anos) foram os mais afetados pela doenca, com uma estimativa de 6,0 milhdes de casos,
representando 55% de todos os casos de TB. Estima-se que 3,6 milhdes (33%) de casos ocorreram
em mulheres adultas, e 1,3 milhdo de casos entre criancas e adolescentes jovens (com idade entre
0 e 14 anos), equivalente a 12% do total estimado. Entre todos os casos de TB, 6,1% ocorreram em
PVHIV

, com essa propor¢ao diminuindo de forma constante ao longo dos anos. (WHO, 2024).

Globalmente, a incidéncia de TB tem diminuido em um ritmo insuficiente para atingir o
primeiro marco para o fim da TB. Entre 2015 e 2023, a redu¢do cumulativa da incidéncia foi de
apenas 8,3%, bem abaixo da meta de 50% em 2025. Algumas regides, como Europa e Africa,
apresentaram progressos notaveis, com reducdes de 27% e 24%, respectivamente, sendo as Unicas
regides que superaram o marco inicial estabelecido. Em contraste, a Regido das Américas
apresentou um aumento na incidéncia em 20%. Um total de 79 paises alcangaram redugdes
estimadas de pelo menos 20% entre 2015 e 2023 (WHO, 2024).

Em termos de mortalidade, o nimero de mortes diminuiu pelo segundo ano consecutivo.
Globalmente, em 2023, a TB causou cerca de 1,25 milhdo de mortes, incluindo 1,09 milhdo entre

pessoas soronegativas e 161.000 entre PVHIV. Este nimero representa um declinio em relagdo as
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estimativas de 1,32 milhdo de mortes em 2022, 1,42 milhdo em 2021 e 1,40 milhdo em 2020.
Também fica abaixo do nivel antes da pandemia da COVID-19 de 1,34 milhdo de mortes relatado
em 2019 (WHO, 2024).

Um padrao semelhante foi observado na mortalidade por TB. Embora o niimero global de
mortes tenha diminuido gradualmente, a redu¢do nado foi rapida o suficiente para atingir o marco
de 35% em 2020, atingindo apenas 14% no mesmo periodo. As maiores redugdes nas mortes
relacionadas a TB ocorreram nas regides europeia e africana, com redug¢des cumulativas de 31% e
19%, respectivamente (WHO, 2024).

No Brasil, entre 2013 e 2015, observou-se um declinio constante na incidéncia, mas essa
tendéncia foi revertida com aumentos registrados em 2016 e 2019, seguidos por um declinio em
2020, apds o qual a incidéncia voltou a aumentar até 2023. Em 2024, foram notificados 84.308
novos casos de TB, correspondendo a um coeficiente de incidéncia de 39,7 casos por 100.000
habitantes, representando uma redu¢do de 0,8% em relagdo aos numeros observados no ano
anterior (84.994). Em 2023, a TB causou 6.025 mortes no Brasil, resultando em um coeficiente de
mortalidade de 2,8 mortes por 100.000 habitantes (Brasil, 2025).

Esses coeficientes de incidéncia e mortalidade permaneceram relativamente estaveis entre
2013 e 2020, com apenas pequenas flutuagdes ao longo destes anos. Entretanto, houve um aumento
em 11,9% entre 2020 e 2021, seguido novamente por um aumento de 13,5% em 2022 em relacao
ao ano anterior (Brasil, 2025).

No Brasil, diversas ac¢des sdo implementadas para reduzir a incidéncia e a mortalidade por
TB. Isso inclui manter uma alta cobertura vacinal com BCG - particularmente em criangas menores
de um ano-, garantir o diagndstico precoce € o tratamento oportuno, expandir a vigilancia da doenga

e promover a investigagdo e o tratamento da ILTB (Brasil, 2019).

2.5 Tuberculose e profissionais de saude

Os profissionais de satude, particularmente em paises com alta incidéncia de TB, enfrentam
um risco elevado de infec¢do por TB e adoecimento por TB devido a sua exposicdo a casos de TB
e a implementacao inconsistente de medidas de controle de infec¢ao (Apriani et al., 2019; Joshi et

al., 2006; Uden et al., 2017; Zwerling et al., 2012).
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Uma revisdo sistematica realizada com estudos em paises de baixa e média renda relatou
que a prevaléncia de ILTB (TT positivo) entre profissionais de satide variou de 33% a 79% (Joshi
et al., 2006). Em uma outra revisdo sistematica onde incluiu 85 estudos de 26 paises de baixa e
média renda, a prevaléncia de IGRA positivo variou entre 9% e 86%, com média de 39%. Em
paises onde a incidéncia de TB foi de >300 por 100.000 habitantes, a prevaléncia mais alta foi
observada (IGRA: estimativa combinada de 56%). A taxa de incidéncia anual, estimada pelo
IGRA, variou de 10% a 30%, com média de 18% (Apriani et al., 2019).

Em areas com incidéncia de TB baixa a moderada, a prevaléncia de resultados positivos
para infeccdo por TB, utilizando o IGRA em profissionais de satude, apresentou ser notavelmente
menor em comparagdo com resultados positivos de TT (Zwerling ef al., 2012). Por outro lado, em
regides com alta incidéncia de TB, a prevaléncia de testes positivos ndo diferiu consistentemente.
Os resultados de IGRAs demonstraram uma forte correlagdo com fatores de risco de exposicao
ocupacional a TB em cenarios de baixa e moderada incidéncia (Ringshausen; Schablon; Nienhaus,
2012; Zwerling et al., 2013).

A relacdo entre a taxa de notificacdo de TB entre profissionais de saude e a taxa de
notificagdo de TB na populacdo adulta geral reflete a eficdcia do controle da infec¢do por TB nas
unidades de satude; idealmente, essa relacdo deveria ser proxima de 1. No entanto, em 2023, essa
relagd@o foi superior a 1 em 12 paises que relataram cinco ou mais casos de TB entre profissionais
de satide — uma leve reducdo em comparag@o aos 14 paises registrados tanto em 2022 quanto em
2021 (WHO, 2024). No Brasil, 1.284 casos de TB ocorreram em profissionais da saude,

representando um aumento de 13,2% em relacdo ao ano anterior (1.134) (Brasil, 2024, 2025).

2.6 Vacinacao contra a tuberculose

A BCG ¢ a unica vacina licenciada atualmente disponivel para a preven¢do de TB, sendo
utilizada globalmente ha quase um século. Derivada de Mycobacterium bovis atenuado, a BCG nao
previne completamente contra a infec¢do, mas reduz o risco das formas mais graves de TB em
criangas, como TB miliar, meningite tuberculosa e disseminada, e continua sendo amplamente
administrada em todo o mundo como parte dos programas nacionais de imunizacdo (Foster et al.,

2021; Lange et al., 2022; Setiabudiawan et al., 2022; WHO, 2024). No Brasil, o Programa Nacional
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de Imunizagdes estabeleceu a meta de vacinar pelo menos 90% das criangas menores de um ano
com BCG (Brasil, 2019).

Uma das caracteristicas distintivas da vacina BCG ¢ sua capacidade de induzir a chamada
imunidade treinada em células do sistema imunoldgico inato, como mondcitos, macrofagos e
células natural killer (NK) (Chen et al., 2023; Covian et al., 2019; Foster et al., 2021). Este
processo envolve uma reprogramac¢do funcional duradoura dessas células, conferindo-lhes
caracteristicas semelhantes a "memoria imunologica", geralmente atribuida ao sistema
imunologico adaptativo. A imunidade treinada ¢ mediada por alteragdes epigenéticas, como
modificacdes nos padrdes de metilacdo das histonas associadas a genes especificos, e por
reprogramagdo metabodlica, que alteram a expressdo génica e aumentam a capacidade de
reconhecimento e resposta a patogenos (Foster ef al., 2021; Lowrie et al., 2024). Apds a vacinagao,
essas células passam a produzir maiores quantidades de citocinas pro-inflamatorias, como
interleucina -1p (IL-1P) e fator de necrose tumoral (TNF-a), quando expostas novamente ao Mtb
ou a outros agentes infecciosos (Koeken et al., 2020). Este estado de "prontidao" resulta em uma
resposta inflamatoria mais rapida e eficaz, proporcionando nao apenas prote¢do contra a TB, mas
também um efeito protetor cruzado contra diversos outros patdgenos, incluindo alguns virus
respiratdrios e até doengas autoimunes (Chen et al., 2023; Covidn et al., 2019; Lowrie et al., 2024).

Além disso, embora a imunidade treinada aumente a capacidade geral do sistema
imunoldgico inato de responder a infecgdes, a vacinagdo com BCG pode reduzir a inflamagao
sistémica, sugerindo um papel diferenciado no equilibrio das respostas imunologicas (Koeken et
al., 2020). Essa redugdo na inflamacao sistémica ¢ particularmente notavel, pois ndo compromete
a capacidade dos macrofagos e neutréfilos de combater o Mtb (Bickett et al., 2020). A capacidade
de induzir imunidade treinada, a0 mesmo tempo em que modera a inflamagdo sistémica, sugere
que a BCG justifica maior exploragdo para diversas aplicagdes terapéuticas, potencializando seus
efeitos moduladores no sistema imunologico (Koeken et al., 2020).

No entanto, a eficacia da vacina BCG contra a TB demonstra variabilidade geografica,
principalmente em funcdo da exposicdo a micobactérias ndo tuberculosas (MNT). Essas
micobactérias podem induzir imunidade cruzada, resultando em variagdes na prote¢ao contra a TB.
Tal interferéncia ocorre porque tanto as MNTs quanto a vacina BCG podem desencadear respostas
imunes semelhantes, criando uma sobreposicdo que pode diminuir a eficicia da imunidade

induzida exclusivamente pela BCG contra a infec¢do por Mtb. (Shah et al., 2019; Verma; Chan;
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Ordway, 2020; Kumar, 2021). Estudos mostram que a exposi¢do a MNTs pode influenciar a
imunologia da vacina BCG, afetando a protecdo conferida contra a TB. Essa interagdo complexa
sugere que a exposi¢do as MNTs pode alterar a resposta imune gerada pela BCG, potencialmente
desviando parte da resposta imune para combater as MNT em vez da Mtb (Abate et al., 2019; Shah
etal.,2019).

A latitude também desempenha um papel na influéncia da eficacia da BCG, sendo a
protecdo geralmente maior em populagdes que residem em latitudes mais altas, onde a exposi¢ao
a micobactérias ambientais ¢ menor. Desta forma, essa interferéncia reduzida permite que a BCG
desencadeie uma resposta imune mais reforcada (van Dorst et al., 2024). Além da exposicao
ambiental, as diferengas genéticas e imunoldgicas entre as regides contribuem ainda mais para a
variabilidade no desempenho da BCG (Verma; Chan; Ordway, 2020; Kumar, 2021).

Uma meta-analise indicou que a eficacia global da vacinagdo com BCG contra todas as
formas de TB foi de 18% (razdes de chances ajustadas [aOR] 0,82; IC95% 0,74—0,91). Em relacao
a faixa etaria, observou-se protecdo significativa apenas em criangas menores de 5 anos (aOR 0,63;
1C95% 0,49-0,81). Entre os participantes com 10 anos ou mais, a maior eficacia foi identificada
em individuos com 35 anos ou mais, embora sem significancia estatistica. Nos individuos com
teste tuberculinico ou IGRA positivos, a BCG proporcionou protecao significativa em todas as
idades, com destaque para menores de 5 anos e no grupo de 5-9 anos. Nos individuos sem testes
positivos, a vacina ndo demonstrou ser protetora, exceto em criangas menores de 5 anos (aOR 0,54;
1C95% 0,32-0,90). Houve protecao significativa em mulheres (aOR 0,53; IC95% 0,36—-0,79), mas
nao em homens (aOR 0,82; 1C95% 0,55-1,23) (Martinez et al., 2022).

Essa variabilidade tem estimulado extensas pesquisas com o objetivo de identificar os
mecanismos de a¢do da vacina e desenvolver vacinas contra a TB mais eficazes (Foster e al., 2021,

Setiabudiawan et al., 2022).

2.7 O desenvolvimento de vacinas contra a tuberculose

Atualmente, existem 15 vacinas candidatas para a preven¢ao da infec¢ao por TB e a doenca
da TB em varias fases de ensaios clinicos (quatro na Fase I, cinco na Fase II e seis na Fase III),
indicando um cendrio promissor (WHO, 2024). O desenvolvimento de vacinas compreende uma

variedade nas abordagens, incluindo vacinas vivas atenuadas, inativadas, subunidades adjuvantes
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(proteinas), acido ribonucleico (RNA) e vetores virais (Schrager et al., 2020). O uso inovador de
adjuvantes, que aumentam a imunogenicidade das vacinas, tem sido um aspecto crucial desta nova
geracdo de vacinas candidatas contra a TB (Wang et al., 2024).

Pesquisas estdo se concentrando na imunidade inata "treinada" e induzir uma resposta
robusta nas células T CD4+ Th1/Th17 por seus potenciais papéis no aumento das respostas
protetoras, essencial para a imunidade a longo prazo contra a TB (Scriba; Netea; Ginsberg, 2020;
Franco; Peri, 2021). Uma candidata promissora, a vacina M72/ASO1E, demonstrou
aproximadamente 49,7% de eficdcia na protecdo contra TB em adultos ja infectados com Mtb
durante os ensaios de fase IIb (Tait et al., 2019).

O desenvolvimento de vacinas esta agora mais alinhado com as metas para a erradicagao
da TB, enfatizando a preven¢do da TB pulmonar em adolescentes e adultos, que sdo as principais
fontes de transmissao da TB (Uplekar et al., 2015; WHO, 2024). Além disso, estudos recentes que
utilizam modelagem matematica estdo auxiliando na compreensdo do potencial impacto
epidemioldgico de novas vacinas, subsidiando, assim, o desenvolvimento de estratégias de
implementagdo para maximizar o impacto populacional (Weerasuriya et al., 2020; Sumner et al.,
2024).

Embora haja otimismo, ainda existem obstaculos para o desenvolvimento de uma vacina
que seja amplamente aceita e eficaz. A natureza complexa do Mtb, as diferentes respostas
imunolodgicas entre diferentes populacdes e a necessidade de dados completos de seguranca e
eficacia representam desafios consideraveis (Fatima et al., 2020; Zhuang et al., 2023, 2024; Wang
et al., 2024). No entanto, o panorama das vacinas contra a TB esta evoluindo rapidamente, com
multiplas candidatas em desenvolvimento com potencial para, eventualmente, fornecer cobertura

abrangente contra essa persistente ameaca global a satde.

2.8 Revacinac¢iao com BCG contra a TB ativa

A revacinagdo com BCG contra a TB ativa tem sido explorada como um potencial
estratégico para aumentar a prote¢do contra a TB, particularmente em adolescentes e adultos que
podem ter imunidade reduzida ou risco aumentado de exposic¢do. Essa estratégia busca aumentar a
resposta imunolodgica atribuida pela vacinacdo inicial com BCG, comumente administrada na

infancia. Entretanto, os resultados tém sido inconclusivos. Esses resultados inconsistentes
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destacam a complexidade da resposta imune contra a TB e apoiam que a eficicia da revacinacao
com BCG pode ser influenciada por diferentes fatores como: idade na revacinacdo, estado
imunoldgico basal, exposi¢do ambiental a outras micobactérias e variagdes nas localizagdes
geograficas na epidemiologia da TB (Mangtani et al., 2014; Bannister ef al., 2021).

No Malawi, um ensaio clinico duplo-cego, randomizado e controlado por placebo, em larga
escala, foi conduzido para avaliar a eficicia da revacinagdo com BCG na prevengdo de TB ativa.
O estudo incluiu mais de 46.000 participantes com idades entre 3 meses e 70 anos. Ap6s um periodo
de acompanhamento de 6 a 9 anos, o estudo ndo encontrou protegdo geral significativa contra a TB
confirmada com a segunda dose de BCG (taxa de incidéncia: 1,43 [0-88-2-35], p=0,15), sugerindo
uma incidéncia ligeiramente maior, embora nio estatisticamente significativa, no grupo vacinado
em comparagdo com o placebo (Karonga Prevention Trial Group, 1996). Além disso, o
acompanhamento estendido para 30 anos, confirmaram os achados iniciais, ndo mostrando
evidéncias evidentes de um efeito protetor forte ou consistente da revacinagdo com BCG contra
todas as formas de TB nesse contexto. No entanto, andlises de subgrupos revelaram que houve
eficdcia protetora modesta em grupos especificos. Um leve grau de protecdo foi observado entre
individuos HIV-negativos, e mostrou haver prote¢do aumentada quando a segunda dose da vacina
BCG foi administrada durante a infancia, indicando que o momento da revacinacdo e a
imunocompeténcia do hospedeiro podem influenciar a eficacia da vacina (Glynn ef al., 2021).

Em um ensaio clinico aberto, randomizado por conglomerados, conduzido no Brasil, a
revacinacdo com BCG foi administrada sem a utilizagao de placebo em adolescentes de 7 a 14 anos
na cidade de Manaus e Salvador. Esses participantes foram acompanhados por cinco anos através
da vinculacdo de registros de casos novos ao programa de controle nacional da TB. A revacinacao
com BCG demonstrou uma eficicia geral modesta de 9%, sendo 12% em Salvador e -2% em
Manaus (Rodrigues et al., 2005). Ap6s nove anos, a eficacia geral aumentou ligeiramente para
12%. Notavelmente, os resultados variaram conforme a localizagdo. Em Salvador, foi observado
um efeito protetor modesto, com eficacia de 19%, enquanto em Manaus, nenhuma evidéncia de
protecdo foi encontrada (1%). Autores sugerem que a maior eficacia em Salvador pode ter ocorrido
em resposta a uma menor exposi¢ao a micobactérias ndo tuberculosas, comparado a Manaus, onde

a presenca destas micobactérias ¢ maior (Barreto ef al., 2011).
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2.8 Revacinac¢iao com BCG contra a infeccao por TB

Em contrapartida, estudos tém investigado a eficiacia da revacinagdo com BCG na
prevencao da infeccdo por Mtb. Nesses estudos, a detec¢ao da infeccdo apds a revacinagdo foi
avaliada por meio de testes IGRA, que permitem identificar a conversao de estado negativo para
positivo como indicativo de infecgdo recente. Esse método possibilita monitorar de forma indireta
a aquisi¢do da infec¢do e avaliar o potencial protetor da revacina¢do em diferentes contextos
epidemiologicos (Nemes et al., 2018; Schmidt et al., 2025).

Um estudo realizado na Africa do Sul envolveu adolescentes de 12 a 17 anos que haviam
sido imunizados com BCG no periodo neonatal e apresentaram resultados negativos para infecg@o
por Mtb, conforme determinado pelo ensaio QuantiFERON-TB In-tube (QFT-IT) e para HIV. A
conversao do QFT-IT (resultado negativo seguido de positividade com uma concentragdo de
interferon-y >0,35 IU/mL) foi definida como evidéncia de infec¢do por Mtb, enquanto a conversao
sustentada do QFT-IT foi considerada evidéncia de infec¢do persistente (dois resultados positivos
consecutivos). Nesta populagdo, a revacinagdo com BCG nao demonstrou eficicia na prevencao
da conversdo inicial para um estado positivo no QFT-IT. No entanto, o estudo revelou que a
revacinacdo com BCG reduziu significativamente a taxa de conversao sustentada para QFT-IT em
45,4% (p = 0,03) (Nemes et al., 2018).

Em um estudo recente conduzido na Africa do Sul, a eficicia da revacinagdo com BCG na
prevencao da conversdo sustentada de IGRA foi avaliada em adolescentes com idades entre 10 e
18 anos, previamente vacinados com BCG e com resultados negativos para QuantiFERON-TB
Gold Plus (QFT Plus) e HIV. Neste estudo, a conversdo sustentada de QFT foi considerada
evidéncia de infeccdo persistente por Mtb, definida como um resultado negativo seguido de dois
resultados positivos consecutivos. A revacinacdo com BCG nesses adolescentes ndo conferiu
protecdo contra a infecg@o sustentada por Mtb em comparagao com o grupo placebo, apresentando
taxas de 7,1% no grupo BCG e 7,0% no grupo placebo.(Schmidt et al., 2025).

Devido a falta de evidéncias suficientes que sustentem a eficacia do BCG na prevengao da
TB pulmonar em adultos, a OMS ndo recomenda a sua utilizagdo em individuos deste grupo etario

(Mangtani et al., 2014; Bannister et al., 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito da vacinagdo com BCG na prevencdo da infeccdo por Mycobacterium

tuberculosis em profissionais de saude adultos no Brasil.

3.2 Especificos

Avaliar o efeito da vacinagdo com BCG na prevengdo da conversdo inicial de
QuantiFERON Plus em profissionais de satde adultos sem infec¢do prévia por M. tuberculosis.

Avaliar o efeito da vacinagdo com BCG na prevencdo da conversdo sustentada de
QuantiFERON Plus em profissionais de saude adultos sem infec¢do prévia por M. tuberculosis no
periodo de 12 meses.

Avaliar valores de limiar alternativos de QuantiFERON Plus para conversao de >0,7
Ul/mL, >2,0 Ul/mL e >4,0 Ul/mL.

Avaliar valores de limiar alternativos de conversao de QuantiFERON Plus em 12 meses em

individuos com um valor inicial de QuantiFERON Plus de 0,2 UI/mL ou menos.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos na presente tese serdo apresentados sob a forma de manuscrito,
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Effect of BCG vaccination against Mycobacterium tuberculosis
infection in adult Brazilian health-care workers: a nested
clinical trial

Paulo Cesar Pereira dos Santos, Nicole Louise Messina, Roberto Dias de Oliveira, Patricia Vieira da Silva, Marco Antonio Moreira Puga,
Margareth Dalcolmo, Glauce dos Santos, Marcus Vinicius Guimardes de Lacerda, Bruno Aradjo Jardim, Fernando Fonseca de Aimeida e Val,
Nigel Curtis, Jason R Andrews*, Julio Croda*

Summary

Background The effectiveness of BCG vaccine for adult pulmonary tuberculosis remains uncertain. In this study, we
aimed to evaluate the effect of vaccination with BCG-Denmark to prevent initial and sustained interferon-y release
assay conversion in Brazilian health-care workers.

Methods This substudy is a nested randomised controlled trial embedded within the BRACE trial (NCT04327206).
Specifically, this substudy enrolled Brazilian health-care workers (aged =18 years) from three sites in Brazil (Manaus,
Campo Grande, and Rio de Janeiro) irrespective of previously receiving BCG vaccination. Participants were excluded
if they had contraindications to BCG vaccination, more than 1 month of treatment with specific tuberculosis treatment
drugs, previous adverse reactions to BCG, recent BCG vaccination, or non-compliance with assigned interventions.
Those eligible were randomly assigned (1:1) to either the BCG group (0-1 mL intradermal injection of BCG-Denmark
[Danish strain 1331; AJ Vaccines, Copenhagen]) or the placebo group (intradermal injection of 0-9% saline) using a
web-based randomisation process in variable-length blocks (2, 4, or 6), and were stratified based on the study site, age
(<40, 240 to <60 , =60 years), and comorbidity presence (diabetes, chronic respiratory disease, cardiac condition,
hypertension). Sealed syringes were used to prevent inadvertent disclosure of group assignments. The QuantiFERON-
TB Gold (QFT) Plus test (Qiagen; Hilden, Germany) was used for baseline and 12-month tuberculosis infection
assessments. The primary efficacy outcome was QFT Plus conversion (=0-35 IU/mL) by 12 months following
vaccination in participants who had a negative baseline result (<0-35 IU/mL).

Findings Between Oct 7, 2020, and April 12, 2021, 1985 (77-3%) of 2568 participants were eligible for QFT Plus
assessment at 12 months and were included in this substudy; 996 (50-2%) of 1985 were in the BCG group and
989 (49-8%) were in the placebo group. Overall, 1475 (74-3%) of 1985 participants were women and 510 (25-7%)
were men, and the median age was 39 years (IQR 32-47). During the first 12 months, QFT Plus conversion occurred
in 66 (3-3%) of 1985 participants, with no significant differences by study site (p=0-897). Specifically, 34 (3-4%) of
996 participants had initial QFT conversion in the BCG group compared with 32 (3-2%) of 989 in the placebo group
(risk ratio 1-09 [95% CI 0-67-1-77]; p=0-791).

Interpretation BCG-Denmark vaccination did not reduce initial QFT Plus conversion risk in Brazilian health-care
workers. This finding underscores the need to better understand tuberculosis prevention in populations at high risk.

Funding Bill & Melinda Gates Foundation, the Minderoo Foundation, Sarah and Lachlan Murdoch, the Royal
Children’s Hospital Foundation, Health Services Union NSW, the Peter Sowerby Foundation, SA Health, the
Insurance Advisernet Foundation, the NAB Foundation, the Calvert-Jones Foundation, the Modara Pines Charitable
Foundation, the United Health Group Foundation, Epworth Healthcare, and individual donors.

Copyright © 2024 The Author(s). Published by Elsevier Ltd. This is an Open Access article under the CC BY 4.0 license.

Introduction against pulmonary, meningeal, and disseminated

Tuberculosis remains a substantial health problem that
affects millions of people and is one of the leading causes
of death worldwide.' Once the infection is acquired, its
control relies on both the adaptive and innate
immune responses, and protective immunity against
Mycobacterium tuberculosis varies considerably between
individuals.** BCG is the only vaccine approved for the
prevention of tuberculosis and has been used for more
than a century** The BCG vaccine offers protection

tuberculosis in young children, but its efficacy in adults
is uncertain.*”* Although new vaccines show promise in
preventing tuberculosis among individuals with estab-
lished infection,”* the paucity of established preclinical
models and human immunological markers for
protection has hampered the development of a more
effective vaccine.”"

Revaccination with BCG has been assessed as a strategy
to enhance the protection against tuberculosis among
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Research in context

Evidence before this study

Tuberculosis is a leading cause of death worldwide and remains a
substantial challenge to global health, impacting millions of
people. Protective immunity against Mycobacterium tuberculosis
varies considerably from person to person. The BCG vaccine is the
only approved vaccine for preventing tuberculosis. Although the
BCG vaccine provides protection against pulmonary, meningeal,
and disseminated tuberculosis in young children, its effectiveness
in adults is uncertain. Novel vaccines have the potential to
prevent tuberculosis in already infected individuals, but the
paucity of preclinical models and reliable human immunological
markers for protection has hindered the development of these
new vaccines.

We searched PubMed for studies published in English from
Aug 11, 2021, to July 7, 2023, using the search terms
(“tuberculosis” OR “interferon gamma release assay” OR
“QuantiFERON") AND (“BCG” OR “Bacille Calmette-Guérin”)
AND trial. We selected clinical trials that evaluated the efficacy
of BCG revaccination regardless of the use of a placebo.
Revaccination as a strategy to improve tuberculosis protection
in adolescents and adults has shown mixed results. In a trial
comparing BCG revaccination with a placebo in Malawi, no
protective effect against tuberculosis was observed. A cluster-
randomised vaccination study in Brazil also showed no overall
tuberculosis protection, although low vaccine efficacy of 19%
was observed in one site. A placebo-controlled trial in South
Africa focusing on BCG revaccination in adolescents found no
protection against QuantiFERON-TB Gold In-tube assay (QFT)
conversion. However, revaccination did lead to a 45% reduction

adolescents and adults, but the findings have yielded
mixed results.® A placebo-controlled trial of repeat BCG
vaccination in Malawi provided evidence of no major
protection against tuberculosis,? whereas a cluster-
randomised repeat vaccination trial in Brazil found
modest efficacy in one of two study sites.” A recent
placebo-controlled trial of BCG revaccination among
adolescents found that revaccination did not prevent
QuantiFERON-TB Gold In-tube assay (QFT) conversion;
however, BCG revaccination reduced the rate of QFT
sustained conversion, a secondary outcome."

Because of the uncertainty of conclusive evidence for
the ability of BCG vaccination in preventing pulmonary
tuberculosis in adults® BCG vaccination is not
recommended in this age group by WHO.* In this study,
we therefore aimed to evaluate the effect of vaccination
with BCG-Denmark on the prevention of initial and
sustained QFT Plus conversion in adult Brazilian health-
care workers without previous M tuberculosis infection.

Methods

Study design and participants

This substudy is a nested randomised controlled trial
that is embedded within the international, multicentre,

www.thelancet.com/infection Vol 24 June 2024

(p=0-03) in the secondary outcome of sustained QFT
conversion. In the absence of sufficient evidence for the
effectiveness of BCG in preventing pulmonary tuberculosis
among adults, WHO does not recommend its use in this age
group.

Added value of this study

Previous randomised trials found conflicting evidence for BCG
revaccination in prevention of tuberculosis, with no evidence of
protection in Malawi and modest protection observed in one of
two sites in Brazil. In our nested randomised controlled trial
across multiple centres, we did not find evidence of
effectiveness of BCG vaccination against QFT conversion or
sustained QuantiFERON conversion, as proxies for

M tuberculosis infection, in Brazilian health-care workers. These
findings differ from the results of a randomised trial in South
Africa, which found evidence of protection against the
exploratory point of sustained QFT conversion.

Implications of all the available evidence

The understanding of whether vaccines, including BCG, can
prevent M tuberculosis infection is essential, acknowledging
that our current tests, such as interferon-y release assays, are
imperfect proxies that reflect T-cell sensitisation. In this
context, this trial did not find evidence that BCG reduces risk of
QFT conversion or sustained conversion in health-care workers
in a country with a high incidence of tuberculosis. These results
add evidence to the uncertain role of BCG revaccination in
adults for the prevention of tuberculosis, and current data do
not support its use for this indication.

randomised, controlled, phase 3 trial of BCG vaccination
to protect health-care workers against COVID-19 (ie, the
BRACE trial [NCT04327206]) done in Australia, the
Netherlands, Spain, the UK, and Brazil.® The BRACE
trial aimed to investigate an off-target effect of the BCG
vaccine in reducing the incidence and severity of
COVID-19 infection compared with a placebo in this
population. For this substudy, we only included
participants from Brazil, because of the high tuberculosis
burden compared with the other countries in the BRACE
trial.!

This substudy involved three sites in Brazil (Campo
Grande, Manaus, and Rio de Janeiro). We enrolled adult
health-care workers (aged =18 years), irrespective of
whether they had previously received BCG vaccination.
Individuals were eligible for the parent trial if they
worked in a health-care setting or had personal contact
with patients.” We included participants who consented
to be contacted for future ethically approved projects and
had the QFT Plus assay done at enrolment and 12 months
of follow-up. Participants were excluded from the parent
trial if they had any contraindication to BCG vaccination;
had received more than 1 month of treatment with
isoniazid, rifampicin, or quinolone; had a previous
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adverse reaction to the BCG vaccine (ie, substantial local
reaction [abscess] or suppurative lymphadenitis); or had
BCG vaccine administered in the last year.

The quality assurance of the gathered data in Brazil
was done by the Clinical Research Platform of the
Oswaldo Cruz Foundation (Rio de Janeiro, Brazil). The
Royal Children’s Hospital Melbourne (number 62586)
served as the primary Human Research Ethics
Committee, and the protocol received approval from all
participating sites.

Randomisation and masking
An independent statistician randomly assigned
participants (1:1) to either the BCG group or placebo
group, using a web-based randomisation process on the
Research Electronic Data Capture platform (REDCap
[versions 10.1.2 and 10.71]).” Randomisation was in
randomly permuted blocks of variable length (2, 4, or 6),
and stratified by study site, age (<40, =40 to <60, and
260 years), and by the presence of comorbidity (diabetes,
respiratory disease, heart condition, or hypertension).
The unmasking was restricted to those responsible for
preparing and administering the intervention (BCG or
placebo) and safety review. Participants, investigators,
statisticians, and other trial staff who engaged in follow-
up and data collection remained masked to the
randomisation group. The preservation of allocation
concealment was a priority, and strategies such as central
randomisation and sealed syringes were used to prevent
inadvertent disclosure of group assignments.

Procedures

The REDCap platform was used for data collection.
Previous BCG vaccination was ascertained by participants
self reporting. Following randomisation, participants
assigned to the BCG group received 0-1 mL intradermal
BCG vaccine (BCG-Denmark; AJ Vaccines; Copenhagen;
batch numbers 118019D and 119053A), amounting to
2-8x105 colony forming units of Mycobacterium bovis
(Danish strain 1331) in the deltoid muscle region. Those
assigned to the placebo group received a 0-1 mL
intradermal saline placebo (0-9% sodium chloride) in
the deltoid muscle region.

The QFT Plus (Qiagen; Hilden, Germany) test was
done on day 0 (baseline) and repeated at 12 months. A
follow-up QFT Plus testing was done after a further
6 months on participants who had initial conversion by
12 months to assess whether the QFT Plus conversion
was sustained. We used QFT Plus conversion as a marker
of M tuberculosis infection to assess the protective effect
of BCG vaccination compared with a placebo.

The QFT Plus test measures the amount of interferon-y
(IFN-y) produced by cells in heparinised whole blood
after exposure to specific antigens from M tuberculosis.
The test comprises four blood collection tubes (Nil, TB1,
TB2, and Mitogen). TB1 and TB2 antigen tubes have a
mixture of proteins (ESAT-6 and CFP-10) to stimulate

cell-mediated immune responses from CD4* T-helper
lymphocytes. The TB2 antigen tube has additional
peptides targeted to induce a response from CD8*
cytotoxic T lymphocytes. The detection of IFN-y (IU/mL)
by ELISA is used to identify these responses. The Nil
tube adjusts for background, and its value is subtracted
from the TB1 and TB2 antigens and Mitogen IFN-y
concentrations. A Nil IFN-y value of more than
8.0 IU/mL is interpreted as indeterminate. An assay is
positive if an IFN-y response to either TB1 or TB2 antigen
is above the Nil IFN-y value (=0-35 IU/mL). The Mitogen
tube is a positive control, and a low response (<0-5IU/mL)
indicates an indeterminate result.® For this study, we
considered the highest IFN-y value produced by either
antigen tube to assess conversion. This approach is
consistent with the manufacturer’s recommendation and
interpretation of the assay results, which uses the
0-35 IU/mL threshold for either antigen tube. We
additionally applied other thresholds (<0-2, =0-7, =2-0,
and =4-0 IU/mL) based on previous studies.”?

At baseline and again at 12 and 18 months, 4 mL of
peripheral blood was collected for QFT Plus testing. The
QFT Plus assay was done according to the manufacturer’s
instructions. Briefly, the blood samples collected from
each participant were incubated (36—38°C for 16-24 h) for
cell stimulation. After the incubation, the supernatants
were harvested and stored at —80°C before they were
tested in batches. ELISA was done, and the plates were
read by using a microplate reader (LMR-96; Loccus;
Sao Paulo, Brazil) fitted with a 450 nm filter and a 630 nm
reference filter. Each site (Campo Grande, Manaus, and
Rio de Janeiro) was responsible for processing and
testing their samples and following the same protocol.

Outcomes

The primary efficacy outcome was QFT Plus conversion
(=0-35 IU/mL) by 12 months following BCG or placebo
vaccination in participants who had a negative baseline
result (<0-35 IU/mL). The secondary outcome was
sustained conversion, defined as two consecutive positive
QFT Plus results at least 6 months apart among
individuals with a baseline negative QFT.

We also evaluated the following additional exploratory
outcomes: alternative QFT Plus threshold values for QFT
conversion (=0-7 IU/mL, 22-0 IU/mL, and =4-0 IU/mL);
and QFT Plus conversion by 12 months in individuals
with an initial QFT Plus value of 0-2 IU/mL or less.
These alternative thresholds and definitions were
selected based on recent studies evaluating the accuracy,
stability, and predictive value of QFT Plus using these
thresholds.”*

Statistical analysis

Before unmasking, on the basis of 1985 participants
being enrolled and a QFT Plus conversion rate of 3-3%,
we estimated a power of 78% to detect a 50% reduction in
conversion for a two-sided test with an a of 0-05. The

www thelancet.com/infection Vol24 June 2024
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| 2568 participants enrolled in the BRACE trial in Brazil ‘

4.{ 9 did not provide blood sample ‘

4
| 2559 had a baseline QFT Plus done ‘

|
v v

’ 1279 in BCG group ‘ ‘ 1280 in placebo group ‘

574 excluded

210 withdrew consent

93 did not consent for month 12
QFT Plus
> 4 did not provide blood sample
17 other reasons
2 indeterminate baseline

results

248 positive baseline results

1985 eligible to be assessed for QFT Plus conversion
for at least 12 months

|
v v

’ 996 in BCG group ‘ ‘ 989 in placebo group ‘

959 negative 952 negative
g 3 indeterminate g 5indeterminate

34 showed conversion ‘ ‘ 32 showed conversion

9 follow-up QFT
Plus not done

8 follow-up QFT

Plus not done

A A

24 assessed for
sustained conversion
for at least 6 months

| 19 sustained conversion

25 assessed for
sustained conversion
for at least 6 months

10 negative

v A

| 15 sustained conversion

Figure 1: Study flowchart
QFT=QuantiFERONTB Gold.

primary analysis used an intention-to-treat approach,
including all randomly assigned participants according
to initial allocation with a negative baseline QFT Plus
result who underwent the month 12 QFT assay. We used
Poisson regression models with adjustments for
predefined strata (ie, site, age, and presence of
comorbidity) used in the randomisation, estimating risk
ratios (RRs) along with 95% CIs using sandwich
estimators. We extended our evaluation to include

www.thelancet.com/infection Vol 24 June 2024

BCG group Placebo group
(n=996) (n=989)
Sex
Female 723 (72-6%) 752 (76:0%)
Male 273 (27-4%) 237 (24:0%)
Age (years) 39:0(31:0-47-0)  40-0(32:0-48.0)
Coexisting condition 223 (22:4%) 228 (23-1%)
Diabetes 35 (3-5%) 40 (4-0%)
Chronic respiratory disease 51(5-1%) 42 (4-2%)
Cardiovascular disease or 137 (13-8%) 146 (14-8%)
hypertension
Any alcohol use 479 (481%) 459 (46-4%)
Smoker 96 (9-6%) 106 (10-7%)
Previous BCG vaccination status
No 37 (37%) 40 (4-0%)
1-5yearsago 7 (07%) 11(1-1%)
>5years ago 952 (95:6%) 938 (94-8%)
Previous positive tuberculin skin test
No 948 (95-2%) 918 (92-8%)
Not sure 23(23%) 31(31%)
Yes 25 (2:5%) 40 (4-0%)
Occupation
Allied health 123 (12-3%) 125 (12:6%)
Administrative or clerical 84 (8-4%) 89 (9:0%)
Physician 36 (3-6%) 36 (3-6%)
Nurse or midwife 97 (97%) 103 (10-4%)
Other role 518 (52-0%) 527 (533%)
Patient service assistant or 138 (13-9%) 109 (11-0%)
hospital maintenance
Site
Campo Grande 546 (54-8%) 545 (551%)
Rio de Janeiro 291 (29-2%) 293 (29-6%)
Manaus 159 (16-0%) 151 (15-3%)
Data are n (%) or median (IQR).
Table 1: Baseline demographic and clinical characteristics at baseline in
the intention-to-treat population

individuals with a negative baseline QFT result,
irrespective of whether they underwent the QFT Plus
testing. We also did a per-protocol population analysis
comprising individuals who received their allocated
intervention.

In secondary analyses, we replicated these models and
expanded them to incorporate additional covariates,
including gender, the quantity and nature of comorbidities,
and past BCG vaccination status. This extension applied
to both the intention-to-treat and per-protocol populations.

We did all analyses using R (version 4.3.0). This
substudy is embedded in the BRACE trial, and is
registered with ClinicalTrials.gov, number NCT04327206.

Role of the funding source

The funders of the study had no role in study design,
data collection, data analysis, data interpretation, or
writing of the report.
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BCG group Placebo group Risk ratio (95% Cl)  pvalue
Primary outcome
QFT conversion (positivity threshold 20-35 IU/mL) 34/996 (3-4%)  32/989 (3-2%) 1.09 (0-67-1.77) 0791
Secondary outcome
Sustained conversion (positivity threshold =0-35 IU/mL) 15/996 (1-5%)  19/989 (1-9%) 0-80(0-41-1-57) 0-510
Exploratory outcomes
QFT conversion (positivity threshold 2070 IU/mL) 15/996 (1-5%)  13/989 (1:3%) 115 (0-55-2-45) 0713
QFT conversion (positivity threshold 22-00 [U/mL) 6/996 (0-6%) 5/989 (0-5%) 118 (0:36-3-85) 0788
QFT conversion (positivity threshold =4-00 IU/mL) 2/996 (0-2%) 3/989 (0-3%) 0-64 (0-11-3-84) 0-633
QFT conversion (baseline QFT <0-20 IU/mL and positivity threshold =035 IU/mL)  22/957(2:3%)  23/950 (2:4%) 0-96 (0-53-174) 0-903
Data are n/N (%), unless otherwise specified. QFT=QuantiFERON-TB Gold. *All analyses were done in the intention-to-treat population.
Table 2: Outcomes by study group*

Results

Between Oct 7, 2020, and April 12, 2021, a total of
2568 participants were enrolled in the BRACE trial in
Brazil (figure 1). Nine (0-4%) of 2568 participants
enrolled were excluded for not having blood samples
collected at randomisation. 2559 participants had a
baseline QFT Plus done, of whom 574 (22-4%) were
excluded and 1985 (77-6%) were eligible to be assessed
for QFT Plus conversion at 12 months. In total,
996 (50-2%) of 1985 were in the BCG group and
989 (49-8%) were in the placebo group. The baseline
characteristics showed comparability between the two
groups (table 1). Overall, 1475 (74- 3%) of 1985 participants
were women and 510 (25-7%) were men, and the median
age was 39 years (IQR 32-47).

During the first 12 months, QFT Plus conversion
occurred in 66 (3-3%) of 1985 participants, with no
significant differences by study site (p=0-897). Specifically,
34 (3-4%) of 996 participants had initial QFT conversion
in the BCG group compared with 32 (3-2%) of 989 in the
placebo group (RR 1-09 [95% CI 0-67-1-77]; p=0-791;
table 2). Among participants with QFT Plus conversion
by 12 months, 25 (74%) of 34 in the BCG group and
24 (75%) of 32 in the placebo group had a follow-up QFT
Plus done at least 6 months later (figure 1). Overall,
15 (1-5%) of 996 had a sustained QFT Plus conversion in
the BCG group and 19 (1-9%) of 989 in the placebo group
(RR 0-80 [95% CI 0-41-1-57]; p=0-510; figure 2).

When using an alternative positivity threshold of
0-7 IU/mL or more, 15 (1-5%) of 996 conversions were
observed in the BCG group and 13 (1-3%) of 989 in the
placebo group (RR 1-15 [95% CI 0-55-2-45]; p=0-713).
The BCG group had six (0-6%) of 996 conversions with a
positivity threshold of 2-0 IU/mL or more, whereas the
placebo group had five (0-5%) of 989 conversions
(RR 1-18 [95% CI 0-36-3-85]; p=0-788). Furthermore,
QFT Plus conversion in those with a baseline QFT Plus
of 0-2 IU/mL with a positivity threshold of 0-35 IU/mL
or more occurred in 22 (2-3%) of 957 in the BCG group
and 23 (2-4%) of 950 in the placebo group (RR 0-96
[95% CI 0-53-1-74]; p=0-903).

Additional analysis of outcomes in the per-protocol
population, encompassing individuals who were
allocated with negative QFT Plus at baseline, and
presenting results for both those who underwent the
month 12 QFT Plus test and those who did not, along
with the secondary analyses, is detailed in appendix 2

(pp 5-8).

Discussion
In this nested randomised controlled trial, we evaluated
the efficacy of BCG vaccination in preventing
M tuberculosis infection, as measured by QFT Plus
responses, in adult health-care workers from three sites
in Brazil. Most participants had been previously
vaccinated with BCG, so the majority assigned to the
BCG group were being revaccinated. We found that the
BCG-Denmark vaccine did not prevent either QFT Plus
conversion by 12 months or sustained QFT Plus
conversion compared with placebo. Although event
frequency was low, we did not find evidence for protection
against QFT Plus conversion infection using any of the
study definitions. BCG-Denmark, a vaccine prequalified
by WHO, was selected because of its widespread global
use. Although variations in the protective efficacy of
different BCG vaccine strains have been proposed, this
aspect remains unexplored in the context of BCG
revaccination. Notably, studies on BCG revaccination
have used distinct BCG strains, such as BCG-Moreau in
Brazil,® BCG-Glaxo in Malawi,? and BCG-Denmark in
South Africa." Further investigation is warranted to
understand the potential effect of BCG strain variability.
The results of this trial add to the mixed evidence
concerning the efficacy of BCG revaccination for the
prevention of tuberculosis infection or disease. In an
open-label, clusterrandomised trial, with BCG
revaccination and no placebo done in Brazil with
adolescents aged 7-14 years, BCG revaccination showed
efficacy of 9% (95% CI -16 to 29) over 5 years? and 12%
(-2 to 24) in 9 years of follow-up.” However, in one of the
study cities (Salvador), modest efficacy (19% [95% CI
3 to 33]) was reported, whereas in the other trial city
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(Manaus) no evidence of protection was reported
(1% [-27 to 27)).2

In Malawi, a double-blind, randomised, placebo-
controlled trial of BCG revaccination, including more
than 46000 participants aged between 3 months and
70 years, found no significant overall protection against
confirmed tuberculosis infection after 6-9 years of
follow-up (incidence rate ratio 1-43).” In addition, in the
30-year follow-up, this population was concluded to have
a high HIV prevalence and no evidence for a strong
protective effect of repeat BCG against all forms of
tuberculosis. However, some evidence exists for modest
protection against HIV-negative tuberculosis and
protection when the second vaccine was given in
childhood.”?

By contrast, in a trial done in South Africa" in
adolescents aged between 12 years and 17 years with an
initial negative QFT test, although BCG revaccination
did not show efficacy in preventing initial QFT
conversion, sustained QFT conversion was reduced by
45-4% (p=0-03) compared with placebo. The event rate
in the placebo group was considerably higher in the
South African study (15-8% QFT conversion at
24 months) than in our study (3-2% at 12 months), as
expected from the higher tuberculosis incidence and
burden of infection in South Africa than in Brazil
Further, the 6-month reversion probability following
conversion in the placebo group was 20-8% compared
with 24-5% in the South African study, which could
point towards either a lower average exposure dose or a
higher proportion of false-positive conversions in our
study. The latter is a possibility, given that the positive
predictive value for a QFT conversion is lower in lower
incidence settings, as evidenced by the very high
reversion rates (>75%) observed in health-care workers
in the USA.** However, the proportion reverting in our
trial and based on very small numbers (n=49), although
not statistically significant, was twice as high in the BCG
group (ten [40%] of 25) than in the placebo group
(five [21%)] of 24). The South African trial found that the
difference between the groups was primarily driven by
reversions in the BCG group, leading the authors to
postulate that the BCG effects were primarily through
enhancing mycobacterial infection control.

Several plausible explanations exist for the contrasting
findings between our study and the South African study.
Despite both countries having substantial tuberculosis
burden, exposure rates are much higher in the South
African communities where that trial was done, as
evidenced by lower QFT conversion rates in Brazil. In
lower transmission settings, conversions are more likely
to be false positives, which could bias findings towards
the null. Additionally, studies have suggested that BCG
efficacy might vary according to latitude or non-
tuberculous mycobacteria exposure.**?

The South African trial assessed the efficacy of BCG
revaccination in preventing both conversion and
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Figure 2: Longitudinal interferon y values by groups over time in individuals with QFT Plus conversion
Longitudinal interferon y values of the 49 participants (n=25 in BCG group; n=24 in placebo group) at baseline,
month 12, and follow-up 6 to 12 months after month 12. Each line represents data for one participant; not shown
are data for participants who did not have a QFT Plus conversion and those who had missing QFT results after the
initial conversion. The dashed line denotes the manufacturer's recommended threshold for a positive test

(=035 1U/mL). QFT=QuantiFERON TB Gold.

sustained conversion, revealing a 50% protection rate
supported by 80% statistical power Our findings,
indicating a 50% protection rate in the BCG group
(1-6%) for conversion at 12 months compared with the
placebo group (3-2%), correspond to a statistical power
of 64-4%. Although this substudy was not originally
designed to evaluate tuberculosis prevention through
BCG vaccination, its statistical power is not unduly
unfavourable.

Previous studies have shown that high IFN-y
concentrations (=4-0 IU/mL) predict stable conversion
and increased risk of tuberculosis infection in infants
and adults.®* The South African trial found a 45-1%
reduction in QFT conversions of more than 4-0 IU/mL,
similar to the findings against sustained QFT conversion.
In our study, only two (0-2%) of 995 participants had
conversions of more than 4.0 IU/mL, precluding
comparison of this endpoint.

Our study has some limitations. We did not have
detailed information about participant exposure to
patients with tuberculosis, which would have been a
valuable indicator of infection risk. Another limitation
is that 17 (26%) of 66 who converted by 12 months did
not undergo QFT Plus follow-up testing. Consequently,
this omission contributed to our study having reduced
power to assess sustained QFT Plus conversion
compared with the South African study." Furthermore,
our per-protocol analyses and all analyses restricted to
individuals without missing data have the potential for
selection biases, whereby missing data might have
differed by study group. Additionally, we used QFT Plus
conversion and sustained conversion as proxies for
M tuberculosis infection, consistent with other studies.
However, IFN-y release assays only measure T-cell
sensitisation to M tuberculosis antigens, and studies
have shown both imperfect sensitivities in active
disease®® and high rates of presumed false-positive
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5 CONCLUSOES

Os resultados indicaram que a revacinagdo com BCG ndo reduziu o risco de conversao
inicial no ensaio QFT entre participantes sem infec¢dao prévia por Mtb, em comparagdo com o
grupo placebo. Além disso, ndo foi observada diferenca significativa na taxa de conversio
sustentada ao longo de um periodo de 12 meses, sugerindo que a revacinagdo com BCG nido
ofereceu protecdo contra infec¢ao persistente neste contexto.

Andlises adicionais exploraram valores limiares alternativos para conversao QFT (= 0,7
Ul/mL, > 2,0 Ul/mL e > 4,0 Ul/mL), além da conversdao em individuos com niveis basais muito
baixos de interferon-gama (< 0,2 UI/mL). Em todas essas medidas, ndo foram detectadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos vacinado com BCG e placebo. Esses resultados
reforgam a conclusdo de que a revacinagdo com BCG ndo previne efetivamente a infec¢do por Mtb
em adultos previamente ndo infectados, mesmo em ambientes de alta exposicao.

Os achados, obtidos por meio de multiplas abordagens analiticas em uma populagdo sob
alto risco de infeccdo, corroboram a evidéncia de que a revacinacdo com BCG nido previne de
forma eficaz a infec¢do por Mtb em adultos previamente ndo infectados, contrastando com
resultados anteriores que sugeriam uma reducdo significativa da conversdo sustentada.
Considerados em conjunto com investigacdes prévias que avaliaram o mesmo desfecho, esses
resultados indicam a auséncia de beneficio consistente na prevenc¢ao primaria, mesmo em contextos
de alta exposicao.

Esses resultados destacam a necessidade urgente de investimento em estratégias vacinais
inovadoras e mais eficazes, capazes de induzir imunidade protetora contra a infec¢ao e a progressao
para a doenga ativa. Além disso, reforcam o papel critico da pesquisa translacional e clinica na
identificacdo de candidatos vacinais promissores e no direcionamento de politicas de saude publica

voltadas para a prevencao e o controle sustentado da TB em escala global.
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Efeito da vacina BCG contra a infecgao por Mycobacterium tuberculosis em trabalhadores de
saude adultos brasileiros: um ensaio clinico aninhado

Resumo

Contexto: A eficacia da vacina Bacillus Calmette-Guérin (BCG) para a tuberculose pulmonar em
adultos permanece incerta. Neste estudo, objetivamos avaliar o efeito da vacinagao com BCG-
Dinamarca para prevenir a conversao inicial e sustentada do ensaio de liberagdo de interferon-
gama em trabalhadores de salde brasileiros.

Métodos: Este subestudo é parte de um ensaio clinico randomizado, o estudo BRACE
(NCT04327206), que avaliou a vacina BCG-Dinamarca em trabalhadores de salide brasileiros
(com idade 218 anos) de Manaus, Campo Grande e Rio de Janeiro, sem considerar se ja haviam
sido vacinados com BCG. Foram excluidos os participantes com contraindicagdes a vacina BCG,
tratamento prolongado (>1 més) com medicamentos antituberculose, reagdes adversas prévias
ao BCG, vacinagao recente com BCG ou nao adesao as intervengoes propostas. Os elegiveis
foram alocados aleatoriamente (1:1) para receber uma inje¢do intradérmica de 0,1 mL de BCG-
Dinamarca [cepa dinamarquesa 1331; AJ Vacinas, Copenhague] ou de solugdo salina a 0,9%,
usando um sistema web de randomizagao em blocos de tamanhos variados (2, 4 ou 6),
estratificado por local do estudo, faixa etdria (<40, 240 a <60, 260 anos) e comorbidades
(diabetes, doenca respiratdria cronica, condi¢do cardiaca e hipertensao). Seringas obliteradas
evitaram a revelagdo das atribuigdes do grupo. O teste QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT) Plus
(Qiagen; Hilden, Alemanha) foi usado para medir a infecgao por tuberculose nas avaliagdes
basais e de 12 meses. O desfecho primario de eficacia foi a conversdao do QFT Plus (20,35 Ul/mL)
em 12 meses nos participantes com resultado basal negativo (<0,35 Ul/mL).

Resultados: Entre 07 de outubro de 2020 e 12 de abril de 2021, 1985 (77,3%) dos 2568
participantes foram elegiveis para a avaliagdo QFT Plus de 12 meses e foram incluidos neste
subestudo; 996 (50,2%) dos 1985 estavam no grupo BCG e 989 (49,8%) estavam no grupo
placebo. No geral, 1475 (74,3%) dos 1985 participantes eram mulheres e 510 (25,7%) eram
homens, e a idade média era de 39 anos (IQR 32—-47). Durante os primeiros 12 meses, a
conversao QFT Plus ocorreu em 66 (3,3%) dos 1985 participantes, sem diferengas significativas
por local do estudo (p=0,897). Especificamente, 34 (3,4%) dos 996 participantes tiveram
conversao QFT inicial no grupo BCG em comparagao com 32 (3,2%) dos 989 no grupo placebo
(razdo de risco 1,09 [IC 95% 0,67-1,77]; p=0,791).

Interpretagao: A vacinagdo com BCG-Dinamarca ndo reduziu o risco de conversao inicial do QFT
Plus em trabalhadores de salde brasileiros. Este achado destaca a necessidade de melhor
compreender a prevengao da tuberculose em populagdes de alto risco.

Financiamento: A Bill & Melinda Gates Foundation, a Minderoo Foundation, a Sarah and
Lachlan Murdoch, a Royal Children’s Hospital Foundation, a Health Services Union NSW, a Peter

Calvert-Jones Foundation, a Modara Pines Charitable Foundation, a United Health Group
Foundation, a Epworth Healthcare, e doadores individuais.



40

Apéndice 2 — Material Suplementar 2

THE LANCET
Infectious Diseases

Supplementary appendix 2

This appendix formed part of the original submission and has been peer reviewed.
We post it as supplied by the authors.

Supplement to: dos Santos PCP, Messina NL, de Oliveira RD, et al. Effect of BCG
vaccination against Mycobacterium tuberculosis infection in adult Brazilian health-
care workers: a nested clinical trial. Lancet Infect Dis 2024; published online Feb 26.
https://doi.org/10.1016/51473-3099(23)00818-6.



Appendix to Effect of BCG vaccination against Mycobacterium
tuberculosis infection in adult Brazilian health-care workers: a
nested clinical trial

Paulo Cesar Pereira dos Santos, M.S.!, Nicole Messina>*, Ph.D., Roberto Dias de Oliveira, Ph.D.*°, Patricia
Vieira da Silva, Ph.D.!, Marco Antonio Moreira Puga, Ph.D.!, Margareth Dalcolmo, Ph.D.57, Glauce dos Santos,
B.Sc.%7, Marcus Vinicius Guimaraes de Lacerda, Ph.D.8°, Bruno Aratjo Jardim, M.Sc ., Fernando Fonseca de
Almeida e Val, Ph.D 3, Nigel Curtis, Ph.D.2*!°, Jason Andrews, M.D.!*, Julio Croda, Ph.D.-1213*

* These authors contributed equally.

1. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS, Campo Grande, MS, Brazil.

2. Infectious Diseases Group, Murdoch Children’s Research Institute, Parkville, Victoria, Australia.

3. Department of Paediatrics, The University of Melbourne, Parkville, Victoria, Australia.

4. Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, Dourados, MS, Brazil.

5. Programa de Pés-graduagfo em Ciéncias da Satude, Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados, MS,
Brazil.

6. Centro de Referéncia Professor Hélio Fraga, Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brazil

7. Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil.

8. Fundagéo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado, Manaus, Brazil.

9. Instituto Lednidas & Maria Deane, Oswaldo Cruz Foundation Ministry of Health, Amazonas, Brazil.

10. Infectious Diseases, The Royal Children’s Hospital Melbourne, Parkville, Victoria, Australia.

11. Stanford University School of Medicine, Division of Infectious Diseases and Geographic Medicine, Stanford,
CA, United States of America.

12. Fiocruz Mato Grosso do Sul, Fundagdo Oswaldo Cruz, Campo Grande, MS, Brazil.

13. Department of Epidemiology of Microbial Diseases, Yale School of Public Health, New Haven, CT, USA.

Table of Contents

Supplementary RESULLS ............oooooiiiiieeeeee et nenn 2
Supplementary Table 1. The primary analysis of QuantiFERON results stratified by study arm in the
intention-to-treat population (regardless of Month 12 QFT performed).™ ...............ccoooiiiiiiiiiceee 2
Supplementary Table 2. The secondary analysis of QuantiFERON results stratified by study arm in the
intention-to-treat population (Month 12 QFT available).™................ccoooiiiieeeeee e 3
Supplementary Table 3. The secondary analysis of QuantiFERON results stratified by study arm in the
intention-to-treat population (regardless of Month 12 QFT performed).® ................ocoooiiiiiiiee 4
Supplementary Table 4. The primary analysis of QuantiFERON results stratified by study arm in the per-
protocol population (Month 12 QFT available).®.............c.ccoooiiiiiiieeeeeee e 5
Supplementary Table 5. The primary analysis of QuantiFERON results stratified by study arm in the per-
protocol population (regardless of Month 12 QFT performed).® .................ocoiiiiiieeeeeee. 6
Supplementary Table 6. The secondary analysis of QuantiFERON results stratified by study arm in the
per-protocol population (Month 12 QFT available).® ..o 7
Supplementary Table 7. The secondary analysis of QuantiFERON results stratified by study arm in the
per-protocol population (regardless of Month 12 QFT performed).™ ..............ccoooiiiiiiieeeeeeeee 8



Supplementary Results

Supplementary Table 1. The primary analysis of QuantiFERON results stratified by study arm in the intention-to-treat population (regardless of

Month 12 QFT performed).*

BCG group Placebo group RR (95% CI) p-value
Primary outcome
QFT conversion (positivity threshold >0-35 TU/mL) 34/1129 (3-0) 32/1140 (2-8) 1-09 (0-66 to 1-77) 0-727
Secondary outcome
Sustained conversion (positivity threshold >0-35 IU/mL) 15/1129 (1-3) 19/1140 (1-7) 0-81 (0-41 to 1-60) 0-546
Exploratory outcomes
QFT conversion (positivity threshold >0-70 IU/mL) 15/1129 (1-3) 13/1140 (1-1) 1-17 (0-56 to 2-51) 0-671
QFT conversion (positivity threshold >2-00 IU/mL) 6/1129 (0-5) 5/1140 (0-4) 1-21 (0-37 to 3-95) 0-757
QFT conversion (positivity threshold >4-00 IU/mL) 2/1129 (0-2) 3/1140 (0-3) 0-66 (0-11 to 3-97) 0-654
QFT conversion (baseline QFT <0-20 IU/mL, and positivity threshold >0-35 IU/mL) 22/1078 (2-0) 23/1093 (2-1) 0-99 (0-55t0 1-78) 0-971

Data are /N (%), unless otherwise specified. *All analyses were done in the intention-to-treat population. QFT=QuantiFERON-TB Gold.
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Supplementary Table 2. The secondary analysis of QuantiFERON results stratified by study arm in the intention-to-treat population (Month 12 QFT
available).*

BCG group Placebo group RR (95% CI) p-value
Primary outcome
QFT conversion (positivity threshold >0-35 IU/mL) 34/996 (3-4) 32/989 (3-2) 1-05 (0-65 to 1-71) 0-833
Secondary outcome
Sustained conversion (positivity threshold >0-35 IU/mL) 15/996 (1-5) 19/989 (1-9) 0-79 (0-40 to 1-56) 0-490
Exploratory outcomes
QFT conversion (positivity threshold >0-70 TU/mL) 15/996 (1-5) 13/989 (1-3) 1-14 (0-54 to 2-40 0-727
QFT conversion (positivity threshold >2-00 IU/mL) 6/996 (0-6) 5/989 (0-5) 1-14 (0-35 t0 3-75) 0-825
QFT conversion (positivity threshold >4-00 IU/mL) 2/996 (0-2) 3/989 (0-3) 0-62 (0-10 to 3-73) 0-611
QFT conversion (baseline QFT <0-20 IU/mL, and positivity threshold >0-35 IU/mL) 22/957 (2:3) 23/950 (2-4) 0-95 (0-53 to 1-72) 0-873

Data are /N (%), unless otherwise specified. *All analyses were done in the intention-to-treat population. QFT=QuanttFERON-TB Gold.



Supplementary Table 3. The secondary analysis of QuantiFERON results stratified by study arm in the intention-to-treat population (regardless of

Month 12 QFT performed).*

BCG group Placebo group RR (95% CI) p-value
Primary outcome
QFT conversion (positivity threshold >0-35 IU/mL) 34/1129 (3-:0) 32/1140 (2-8) 1-08 (0-66 to 1-75) 0-762
Secondary outcome
Sustained conversion (positivity threshold >0-35 IU/mL) 15/1129 (1-3) 19/1140 (1-7) 0-81 (0-41 to 1-60) 0-551
Exploratory outcomes
QFT conversion (positivity threshold >0-70 IU/mL) 15/1129 (1-3) 13/1140 (1-1) 1-17 (0-56 to 2-46) 0-681
QFT conversion (positivity threshold >2-00 TU/mL) 6/1129 (0-5) 5/1140 (0-4) 1-17 (0-36 to 3-85) 0-792
QFT conversion (positivity threshold >4-00 IU/mL) 2/1129 (0-2) 3/1140 (0-3) 0-64 (0-11 to 3-86) 0-634
QFT conversion (baseline QFT <0-20 IU/mL, and positivity threshold >0-35 TU/mL) 22/1078 (2-0) 23/1093 (2-1) 0-98 (0-54 to 1-76) 0-940

Data are /N (%), unless otherwise specified. *All analyses were done in the intention-to-treat population. QFT=QuantiFERON-TB Gold.
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Supplementary Table 4. The primary analysis of QuantiFERON results stratified by study arm in the per-protocol population (Month 12 QFT

available).*

BCG group Placebo group RR (95% CI) p-value
Primary outcome
QFT conversion (positivity threshold >0-35 IU/mL) 34/995 (3-4) 32/985 (3-2) 1-06 (0-66 to 1-73) 0-799
Secondary outcome
Sustained conversion (positivity threshold >0-35 IU/mL) 15/995 (1-5) 19/985 (1-9) 0-80 (0-40 to 1-57) 0-504
Exploratory outcomes
QFT conversion (positivity threshold >0-70 IU/mL) 15/995 (1-5) 13/985 (1-3) 1-15 (0-54 to 2-45) 0-716
QFT conversion (positivity threshold >2-00 TU/mL) 6/995 (0-6) 5/985 (0-5) 1-17 (0-36 to 3-85) 0-790
QFT conversion (positivity threshold >4-00 TU/mL) 2/995 (0-2) 3/985 (0-3) 0-64 (0-11 to 3-84) 0-632
QFT conversion (baseline QFT <0-20 IU/mL, and positivity threshold >0-35 TU/mL) 22/956 (2-3) 23/946 (2-4) 0-96 (0-53 to 1-73) 0-896

Data are /N (%), unless otherwise specified. *All analyses were done in the per-protocol population. QFT=QuantiFERON-TB Gold.




Supplementary Table 5. The primary analysis of QuantiFERON results stratified by study arm in the per-protocol population (regardless of Month 12

QFT performed).*
BCG group Placebo group RR (95% CI) p-value

Primary outcome
QFT conversion (positivity threshold >0-35 TU/mL) 34/1127 (3-0) 32/1136 (2-8) 1-09 (0-67 to 1-77) 0-731
Secondary outcome
Sustained conversion (positivity threshold >0-35 IU/mL) 15/1127 (1-3) 19/1136 (1-7) 0-81 (0-41 to 1-60) 0-542
Exploratory outcomes
QFT conversion (positivity threshold >0-70 IU/mL) 15/1127 (1-3) 13/1136 (1-1) 1-17 (0-56 to 2-50) 0-672
QFT conversion (positivity threshold >2-00 TU/mL) 6/1127 (0-5) 5/1136 (0-4) 1-20 (0-37 to 3-95) 0-758
QFT conversion (positivity threshold >4-00 IU/mL) 2/1127 (0-2) 3/1136 (0-3) 0-66 (0-11 to 3-96) 0-654
QFT conversion (baseline QFT <0-20 IU/mL, and positivity threshold >0-35 TU/mL) 22/1076 (0-2) 23/1089 (0-3) 0-99 (0-55t0 1-78) 0-968

Data are /N (%), unless otherwise specified. *All analyses were done in the per-protocol population. QFT=QuantiFERON-TB Gold.
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Supplementary Table 6. The secondary analysis of QuantiFERON results stratified by study arm in the per-protocol population (Month 12 QFT
available).*

BCG group Placebo group RR (95% CI) p-value
Primary outcome
QFT conversion (positivity threshold >0-35 IU/mL) 34/995 (3-4) 32/985 (3-2) 1-05 (0-65 to 1-71) 0-842
Secondary outcome
Sustained conversion (positivity threshold >0-35 TU/mL) 15/995 (1-5) 19/985 (1-9) 0-79 (0-40 to 1-55) 0-339
Exploratory outcomes
QFT conversion (positivity threshold >0-70 IU/mL) 15/995 (1-5) 13/985 (1-3) 1-14 (0-54 to 2-40) 0-731
QFT conversion (positivity threshold >2-00 TU/mL) 6/995 (0-6) 5/985 (0-5) 1-14 (0-35 to 3-74) 0-827
QFT conversion (positivity threshold >4-00 IU/mL) 2/995 (0-2) 3/985 (0-3) 0-62 (0-10 to 3:72) 0-610
QFT conversion (baseline QFT <0-20 IU/mL, and positivity threshold >0-35 TU/mL) 22/956 (2:3) 23/946 (2-4) 0-95 (0-53 t0 1-71) 0-867

Data are /N (%), unless otherwise specified. *All analyses were done in the per-protocol population. QFT=QuantiFERON-TB Gold.



Supplementary Table 7. The secondary analysis of QuantiFERON results stratified by study arm in the per-protocol population (regardless of Month
12 QFT performed).*

BCG group Placebo group RR (95% CI) p-value
Primary outcome
QFT conversion (positivity threshold >0-35 TU/mL) 34/1127 (3-0) 32/1136 (2-8) 1-08 (0-66 to 1-75) 0-768
Secondary outcome
Sustained conversion (positivity threshold >0-35 TU/mL) 15/1127 (1-3) 19/1136 (1-7) 0-81 (0-41 to 1-60) 0-545
Exploratory outcomes
QFT conversion (positivity threshold >0-70 IU/mL) 15/1127 (1-3) 13/1136 (1°1) 1-17 (0-56 to 2-46) 0-682
QFT conversion (positivity threshold >2-00 TU/mL) 6/1127 (0-5) 5/1136 (0-4) 1-17 (0-36 to 3-84) 0-794
QFT conversion (positivity threshold >4-00 IU/mL) 2/1127 (0-2) 3/1136 (0-3) 0-64 (0-11 to 3-85) 0-633
QFT conversion (baseline QFT <0-20 IU/mL, and positivity threshold >0-35 TU/mL) 22/1076 (0-2) 23/1089 (0-3) 0-98 (0-54 to 1-76) 0-936

Data are /N (%), unless otherwise specified. *All analyses were done in the per-protocol population. QFT=QuantiFERON-TB Gold.
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