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IGRA( (Interferon-Gamma Release Assay) nella Tubercolosi attiva: nuove intuizioni mediche

SUMMARY

Since first presentation, Interferon y Release Assays (IGRAs) have had basic and wide application to LTBI, in
accordance with international consensus and CDC recommendations, leaving their use in active TB to the field
of study and research.We reviewed the results of 633 patients investigated from 2004 to 2008 targeting active
TB, with the objective to highlight immunological data supporting test performances.We evaluated Quantiferon
TB Gold (I* generation IGRA kit) in association to Culture (MGIT 960 and Lowenstein Jensen) and PCR
(Probetec-ET) having the positivity of culture plus clinical diagnosis as the standard true value to compare.
QTB Gold was studied in 69 TB positive patients (42 pulmonary and 27 extra-pulmonary), with Sensitivity,
Specificity, PPV and NPV average to 61.8%, 94.5%, 54.3% and 95.9% respectively, after indeterminate results
discharging. Significant statistical differences didn’t emerge between pulmonary and extra-pulmonary infections (Cl
95%).The overall indeterminate ratio arose up to 20.3% in patients with active TB vs 2.7% of global population
(p<0.001). In 22% of patients with active pulmonary disease, IGRA conversed to positivity after 15 days in
replicated tests, in spite of current treatment. 4 patients, with pulmonary TB and Quantiferon persistent
negativities, underwent 18 months follow-up as not respondent although SIRE phenotypic susceptibilities and
enough DOT compliance. Molecular DST documented hetero resistance for rpoB (MUT |, MUT 3 plus wild lines)
and katG (MUT | plus wild) in association to lack of inhA wild lines (Genotype MTBDR plus, Hain Lifescience).
These reports suggest a mutational relationship between Rv3874 — 3875 cassette, encoding ESAT-6 / CFP-10, and
rpoB, katG, inhA genes plausibly implying weak or absent selective clonal Th | activation to IGRA antigens.

Our data seem to point out: |) positive results are able to match true active TB in less than 50% of patients; 2)
negative results could leave undiagnosed or misdiagnosed more than 30% of active TB; 3) the higher level of
indeterminate results and the conversing positivity in replicated IGRA tests might find their root either in
Mpycobacteria genome and microbiome variability or in the lymphocyte kinetic and APCs/DCs inhibition due to
inflammatory engage, present in human active TB and already focused in animal model, with IL-10 key role like
in T-Cell exhaustion phenotype.

INTRODUZIONE

Come premessa ad un articolo sulla Tubercolosi
¢ usuale definirne I’impatto epidemiologico:
1/3 dell’umanita coinvolta dall’endemia;
10200000/anno 1 nuovi casi in forma attiva, con
2300000 decessi/anno dal 2005 al 2007 (1, 9, 27).
La presentazione di un test su sangue, basato sulla
misura di Interferon v rilasciato dopo stimolazione
di linfociti Th1 effettori, con antigeni puri e speci-
fici per M. tuberculosis (ESAT-6 e CFP-10 e poi TB
7-7), ha colto I’entusiasmo di molti (20, 26, 29).
Le formulazioni commerciali disponibili sono
due: il Quantiferon TB Gold (Cellestis Ltd,
Carnegie, Victoria, Australia) ed il T-SPOT.TB
(Oxford Immunotec, Oxford, UK). Nel Dicembre
2004 il primo dei test ¢ stato approvato dal FDA e

nel Dicembre 2005 il CDC ha formulato 2 linee
guida indirizzate all’uso razionale dei metodi
IGRA per la diagnosi di LTBI, in sequenza o alter-
nativa al TST nella popolazione generale, in spe-
cifiche classi di pazienti e negli operatori sanitari
soggetti a rischio occupazionale (17-19).

Gia da una Review del 2004 risultavano 42 pub-
blicazioni sull’argomento. Sono stati completati
sia studi di praticabilita clinica e di costo/benefi-
cio dei test IGRA vs il TST nella LTBI e nell’in-
fezione tubercolare attiva, sia studi comparativi
dei 2 metodi commerciali, in gruppi campionari
selezionati ed in routine (2, 5, 8, 14, 24). Tra il
2004 ed il Marzo 2011 sono state emanate 33
linee guida o raccomandazioni, da organismi di 25
nazioni e da 2 organizzazioni sovranazionali (6).
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MATERIALI E METODI

Il nostro laboratorio opera, per la diagnosi tuber-
colare, su un bacino d’utenza di 450.000 abitanti
nell’hinterland nord ovest di Milano. La densita
abitativa ¢ di tipo urbano, il tessuto economico
industriale ed un income pro capite superiore ai
30000 Euro/anno. La realta favorisce un alto indi-
ce di immigrazione con prevalente provenienza
dall’ Africa e dall’Est Europa. L’ambiente e 1’im-
migrazione rendono conto di una incidenza dal
2003 al 2006 da 17.6 a 16.0 nuovi casi di TBC
attiva/100000 abitanti vs il 10.4 della Regione
Lombardia ed il 9/100000 nazionale (3, 10).

Il peso relativo degli immigrati, con residenza <5
anni, ¢ del 42%. La diffusione dei ceppi MDR (INH
R e RMP R) ¢ pari al 1.5% degli isolati/paziente. Gli
stipiti XDR sono < 0.5% (23, 28).

Lo studio si estende dal Settembre 2004 ad Aprile
2008; comprende 633 pazienti indagati con
microscopia, coltura, PCR e Quantiferon per
sospetta TB attiva polmonare o extrapolmonare.
L’obiettivo ¢ determinare il contributo del
Quantiferon nella diagnosi dell’infezione tuberco-
lare attiva.

E stato definito come unitario episodio infettivo il
soggetto indagato per 8 mesi con piu materiali ed
in pit momenti assistenziali, per escludere dupli-
cazione di dati.

La microscopia ¢ stata condotta con
Auramina/Rhodamina e con Ziehl-Neelsen per
sovracolorazione in casi dubbi o positivi.

La PCR utilizzata (Probetec ET, Becton Dickinson)
ha target 1S6170 con rilevazione/amplificazione
isoterma a 52.5°C (25).

La coltura ha rispettato protocolli del ASM e del
AMCLI per le fasi pre-analitica e analitica:
decontaminazione con NaOH al 1.5-2% finale
(Myco-Prep, BD) e inoculo su terreni Lowenstein
Jensen, Middle Brook 7H9 e flacone MTB del
sistema MGIT 960 (Becton Dickinson,
Cockeysville, USA). E stato adottato un sistema
di 1identificazione molecolare, con reattivi
Genotype CM e AS (Hain Lifescience, Neheren,
Germany) (30).

Il test fenotipico di sensibilitd a Rifampicina,
Isoniazide, Streptomicina, FEtambutolo e
Pyrazinamide ¢ stato eseguito con sistema MGIT
960; quello molecolare con metodologia Line
Probe Assay Genotype MTBDRplus (Hain
Lifescience). I farmaci di II linea sono stati testa-
ti, per gradiente di diffusione, con E-test (AB
Biodisk, Solna, Sweden) (12, 15, 22).

Il Controllo di Qualita Interno ¢ stato effettuato
con frazione di tampone fosfato della fase di neu-
tralizzazione (QCI-) e con stipite ATCC 27156
(QCI+). La valutazione esterna di qualita ha
seguito il programma UKNEQAS “Quality
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Assessment Scheme for Mycobacteriology”.

Il Quantiferon-TB Gold ¢ stato utilizzato secondo
procedura “FDA approved”(9). Il criterio di vali-
dazione ¢ basato sulla pubblicazione della
Cellestis del Settembre 2004 ed approvato dal
FDA il 06 Dicembre 2004.

Non ci siamo orientati, durante lo studio, verso la
versione IT (In-Tube) per controllare in laborato-
rio il rapporto quantitativo sangue — miscela anti-
genica, per differenziare le risposte ai singoli anti-
geni (ESAT-6 e CFP-10) e per rispettare gli stessi
criteri di validazione durante i 4 anni di osserva-
zione.

RISULTATI

Dal gruppo di 633 pazienti, la positivita per TB
attiva ¢ stata documentata in 69 casi (10.9%): 42
polmonari e 27 extra-polmonari. In 68 ¢ stato
rispettato il gold standard microbiologico (coltura
positiva e correlazione clinica), in 1 caso il gold
standard pseudo-clinico (PCR positiva, istologia
positiva, coltura negativa e diagnosi di tabe mese-
raica).

Il Quantiferon-TB Gold ¢ risultato positivo in 62
pazienti, indeterminato in 29 (14 nei soggetti con
TB attiva) e negativo in 542.

Le Tabelle 1 e 2 riassumono la distribuzione dei
risultati del test ELISA dopo esclusione degli
indeterminati.

Nelle forme polmonari il Quantiferon-TB Gold
presenta: Sensibilita = 61.7%, Specificita =
95.5%, PPV = 56.7%, NPV = 96.3%. Nelle forme
extrapolmonari: Sensibilita = 61.9%, Specificita =
93.6%, PPV = 52.0%, NPV = 95.6%.

L’analisi non rivela differenze statisticamente
significative di prestazioni analitiche e di probabi-
lita di risultato indeterminato tra forme extrapol-
monari ¢ polmonari (IC 95%).

E invece significativa la differenza della percen-
tuale degli indeterminati nei pazienti senza e con
TB attiva: 2.7% vs 20.3% (p<0.001).

I 14 casi con risultato indeterminato (8 polmonari
e 6 extrapolmonari) risultano associati a positivita
microscopica da 1+ a 3+, PCR+ e conferma coltu-
rale in 12-19 giorni, in assenza di patologie con-
comitanti e con conta/ tipizzazione linfocitaria
normali, su prelievi eseguiti prima della terapia.
In letteratura ¢ prospettato che fino al 25% dei
soggetti, all’esordio della malattia attiva, possa
andare incontro ad una attenuazione della risposta
immunitaria cellulo-mediata (CMI) prima del trat-
tamento (13, 21, 27).

Questa interpretazione ci ha indotto a ripetere il
prelievo in 9 casi in cui una prima risposta era
risultata negativa. In 2 pazienti (di 65 e 74 anni,
con positivita microscopica da 1+ a 2+, PCR + ¢
conferma colturale di TBC polmonare) il secondo
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prelievo eseguito a 7 e 15 giorni dal primo, rispet-
tivamente, ha visto convertire il risultato da nega-
tivo a positivo sia per ESAT-6 (da 0.14 ¢ 0.02 a
1.11 € 0.35 IU/mL) sia per CFP-10 (da 0.21 a 4.68
IU/mL) nonostante la terapia fosse iniziata da piu
di 7 giorni.

In 4 dei 13 soggetti con TBC polmonare e
Quantiferon negativo ¢ stato effettuato un follow-
up prolungato, con controlli a 4, 6 e 18 mesi, per
refrattarieta alla terapia, pur con sensibilita fenoti-
piche documentate ed adeguata compliance dei
pazienti. L’antibiogramma molecolare ha rilevato
un pattern di etero resistenza per rpoB (MUT 1 e
MUT 3) e katG (MUT 1) con linee Wild assenti
per inhA. La costante negativita del Quantiferon-
TB Gold, in presenza di una potente risposta al
PHA, sembra suggerire una relazione mutaziona-
le tra la cassetta genica Rv 3874 e 3875 codifican-
te per ESAT-6 e CFP-10 ed i geni di resistenza
rpoB, katG e inhA, con risultante deficit di attiva-
zione clonale Thl — specifica per gli antigeni
IGRA.

DISCUSSIONE

Il Quantiferon-TB Gold, nella esperienza condot-

ta su 69 pazienti con Tubercolosi microbiologica-

mente documentata, presenta una sensibilita

media del 61.8% ed un PPV medio del 54%. Piu

bassi di quanto evidenziato in letteratura (85-

89%) (20, 26) e fortemente compromessi dall’alto

numero di indeterminati (20.3%).

Il test sembra rivestire un ruolo solo complemen-

tare nella diagnosi della tubercolosi attiva.

La sua praticabilita analitica rimane condizionata

da una serie di fattori:

1 - scarsa chiarezza nei criteri di validazione;

2 - alta imprecisione, particolarmente tra le serie;

3 -instabilita dello standard ed alto background
analitico;

4 - particolare algoritmo di calcolo delle concen-
trazioni,

5 -alto numero di indeterminati;

6 - debole reattivita antigenica nei pazienti con
TB attiva.

L’inibizione della CMI ¢ piu problematica della

stessa terapia, per la misura in vitro dell’interferon

vy come risposta secretiva ad antigeni tubercolari.

Recentemente il fenomeno ¢ stato descritto come

fenotipo comune nelle infezioni da patogeni per-

sistenti (come il Bacillo di Koch) e nel cancro e

ricondotto ad un evento denominato “T cell

exhaustion”, con ruolo chiave di IL-10 (11).

Tabella |I. Forme polmonari

IGRAs INACTIVETB

Altre significative variabili condizionano 1’effica-
cia diagnostica del Quantiferon-TB Gold: il
numero totale di linfociti, di cellule Thl effettrici
ed il livello basale di IFN-y (Nihil), rappresentan-
do questo il “Bianco” della rilevazione
Immunoenzimatica. Non a caso nella versione in
tube la soglia di validazione del Nihil ¢ stata por-
tata da 0.7 IU/mL a 8 IU/mL (6, 24).

CONCLUSIONI

La tubercolosi € una malattia antica che riveste,
all’esordio del XXI secolo, un enorme peso epide-
miologico e cosi si prevede rimanga fino al 2020
ed oltre (27).

Le sue caratteristiche: alta contagiosita, bassa
dose infettante, diffusa endemia, presenza di stipi-
ti MDR iniziali, aumentata incidenza della resi-
stenza acquisita XDR pongono ancora oggi anche
nei paesi del Nord del mondo, il grosso problema
della prevenzione e del controllo.

I test IGRA possono rappresentare, in potenza,
una risposta al divenire diagnostico e terapeutico
cosi come altri marker di infezione, come la ade-
nosina-deaminasi (16).

In atto, i nostri dati suggeriscono che il
Quantiferon-TB Gold quando positivo, con una
sensibilita media del 61.8% ed un PPV del 52-
56%, pud documentare la presenza tubercolare
attiva in meno del 50% dei casi ed il risultato
negativo, associato agli indeterminati, pur con
specificita del 93-95% ed un NPV medio del
95.9%, comporta una probabilita post-test >30%
di malattia non diagnosticata (assumendo una pro-
babilita pre-test del 10%).

Nei pazienti con sospetta TB attiva, il rapporto
costi/benefici depone quindi per un uso dei test
IGRA solo complementare, limitato ai casi con
microscopia e PCR negativi e riservando sempre
alla coltura il valore di gold standard diagnostico.
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