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Come identificare i casi di infezione
tubercolare?

TST/Mantoux
IGRA

test immunologici
evidenziano precedente contatto con M. tuberculosis
attraverso una risposta immunologica specifica che avviene anche
in presenza di batteri "dormienti” in grado di riattivarsi
in assenza di batteri vitali



Test in vivo

Il test cutaneo tubercolinico st/mantoux)

Limiti di NECESSITA’' DI DUE INCONTRI CON IL

accuratezza e praticita PAZIENTE
- Prima visita (somm. PPD) ﬂ

- Seconda visita (48-72 h. lettura)
FALSI POSITIVI

| eceinzione BEGT RISCHIO DI MANCATA LETTURA DEL
TEST IN TEMPO UTILE

- Effetto Booster
- 30% - 60% pz non ritorna per la lettura del risultato

FALSI NEGATIVI - Costo (follow up e re-test)

- Anergia

- Errori di inoculo di PPD INACCURATEZZA DELLA LETTURA

(Derivato Proteico Purificato)
- Non c’e standardizzazione tra PPD

- Interpretazione soggettiva
- Test in vivo: effetti collaterali

*= BCG (Bacillus Calmette-Guerin) is a vaccine based on a bacteria isolated from cattle which is closely
related to the TB organism that infects humans. It does not cause disease, because it has lost some genes

that were no longer required for growth under laboratory conditions. www adaweb it




Test in vitro:
IGRA Interferon Gamma Release Assay

TEST IMMUNOLOGICI

saggiano il rilascio di : Interferon -y (IFN-Y)

in presenza di :
Antigeni tubercolari specifici

ESAT-6 ¢ CFP-10: antigeni imwunodominantd e mediatori chiave delia
patogenicivh o M. mberculosis

" da parte di :
ceLLULETESSUT Linfociti T(Cellule T effettrici)

circostanti

ESAT-6 efo CFP10 w . ofe .
st sensibilizzati da un contatto precedente
delle membrane e/o . O
delle cellule st = |
dell’ospite (Gao e al . fagosoma | MHCI # Antigen =
2004; deJonge et al. = = 1 Fr&?eniing 3 o .LL IFN f:‘:
2007) \, _ 4 Cell (APC) %, mﬁg ¢
i o B . N
_ _ — Antigen i ‘3'.0 .:{> ; iy H';)
Fenetrazions di /) Penetrazione di specific 2 J T, *o
hAtb. nel citoplasma - proteine nel ctoplasma Tell =
dal fagosoma e lora introduzions APC APC Antigen - specific
in PAH C o= processes presents Antigen T cell produces
Antigen 1o antigen specific IF Iy
Antigen ] T cell

REGIONE RD1

The presence of IFM-3 can then be guantified using a single step enzyme-linked immunosorbent
az=ay (ELISA) using anti-IFM-G artibodies.



Interferone-y (IFN-vy)
dosato é quello prodotto da
celluleT effettrici

L'IFN-y non é normalmente presente in circolo

in atto stimola la risposta delle cellule T
che attivate secernono citochine - ILS8

- TNF
- IFN-y
La cellula-T effettrice deriva dalla cellula-T nativa stimolata dall’'Ag

specifico ed é in grado di produrre Interferon rapidamente, entro le
24 ore. (Incubazione da 16 a 24ore)

Il sistema immunitario dopo il primo contatto con il micobatterio ha
prodotto anche cellule T di memoria.

Le cellule-T memoria costituiscono una riserva;
non sono in grado di produrre IFN-y prima

di 24 h in quanto devono prima proliferare e
produrre cellule T effettrici.




IGRA

Cellestis
QuantiFERON-TB Gold In-Tube

Oxford Immunotec
T-SPOT.TB




IGRA
Interferon Gamma Release Assay

I linfociti del soggetto in esame vengono posti in contatto:
1)  con antigeni specifici

2)  con un controllo negativo privo di antigene specifico.

3) con un controllo positivo contenente fitoemoagglutinina.(Ag aspecifico)

Dopo opportuna incubazione mmmp ricerca dell'TFN-vy
- assenza di IFN-y = ASSENZA DI INFEZIONE
- presenza di IFN-y =

Presenza di IFN-y nel controllo NEG = TEST NON VALIDO
Assenza di IFN-y nel controllo POS = DEFICIT IMMUNITARIO




Metodo ELI-Spot

Separazione e conteggio dei
leucociti mononucleati

Sangue eparinato

oa ¢

(+]
0.0
OOO

Incubazione overnight a 37 °C Lavaggio e dosaggio dell 'IFN-y
(‘sandwich ' ELISA,

incubazione 120 min)

K- ESAT-6 CFP-10Mitogeno

6 6 0 O

Trasferimento dei linfociti (250.000 cell.)
in pozzetti coated con Ab anti  -IFN-y
e aggiunta dell 'antigene

COLOR

Conteggio degli spot,
al microscopio o con
lettore automatico




T SPOT-TB
Stepl — Preparazione delle cellule

1) di sangue raccolto in tuMacutainelCPT™

2) Le cellule mononucleate (PBMC) vengono separate
attraversocentrifuges dei tubi e
linfocitario.

)
4) Cellule (250.000) trasferite su piastra a 96 porzett
5) Aggiunta degli antigeni TB@peC|f|C| ESAT6 e CFP10

‘ . [} { + ti
il 6) Incubazioné overnight AL e L SN

monohucleate

'IFN-y

Anli-IFN-y
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Step2 — Formazione degli spot

| avaggiodellapiastra
* Aggiuntadi soluzioneconiugatoper 60minuti
| avaggiodellapiastra

« Aggiuntadel substratpformazionedi spotdopo
/ minuti

| avaggioedasciugaturalellapiastra

COLORE
H




Step 3— Conta degli spots

Conta visiva degli spot (linfociti T che hanno
prodotto IFN -y) utilizzando una lente di
Ingrandimento o un microscopio a dissezione

Man mano che una cellula secerng

Come alternativa, utilizzare unelispotreader IEN-y questo viene legato da#éb

automatizzato sottostanti, si forma quindi uno Sigisk
—  Piastra inserita nelreader per lettura
automatica

Il computer registra tutte le immagini,
compila in maniera non modificabile un
registro di controllo, e calcola il numero
di spot in ogni pozzetto

Fotocamera e criteri di analisi sono
predisposti automaticamente

Introducing the new T=Cell Xtend

The use of T-Cell Xtend allows the T-SPOT®.TB
assay to be performed on blood samples up

Above: Automated T-SPOT plate reader to 32 hours after venepuncture without any
change in accuracy of the test



Differenze fra
T-Spot eQuantiFERON

e T-Spot
— La concentrazione dei linfocks standardizzat@@50.000cell.)
— Antigeni TBGspecifici ESAT6 e CFP10

— Costo molto elevato

 QuantiFERON

— Un risultato negativo puo essere dovuto, oltrealtiassenza
di cellule sensibilizzatealla bass@oncentrazione di linfociti
nel sangue del pazien(gndeterminato)

— Antigeni TBGspecifici ESAT6 , CFR10 eTB7.7
— Sempliciadi esecuzione

— Costo elevato ~
cellestis,




QuantiFERONE®:

... UN APPROCCIO ALTERNATIVO
PER IL CONTROLLO DELLA'TB ...

Un nuovo standard
a supporto della diagnosi

dell‘infezione da
M.tuberculosis

QuantiFERON-TB Gold

test brevettato, cerfificato CE, approvato FDA, che, attraverso la
misurazione

dell’ IFN-yrilasciato dai linfociti del paziente
a seguito di una
stimolazione linfocitaria (T) specifica* in sangue intero,
assicura un prezioso supporto alla diagnosi delle infezioni da M. fuberculosis




— 1ml di sangue intero viene esposto agli antigeni
ESAT6, CFP10 and TB7.7, al controllo negativo
(nulla) e positivo hitogenq in tre diverse provette

TBAg MIT

— Dopo incubazioné&overnight in cui i linfociti ' Norma
producono IFNy se precedentemente | e
sensibilizzati, il plasma viene estratto e la Il -
concentrazione di IFN determinata mediante

metodo ELISA. | )H|gh ;ITifude

— Dato un Cuoff arbitrario per determinare i a
risultati positivi (Stabilito considerando TB agiv
.




OPZIONI DEL TEST: 2 Provette (2P) - 3 Provette (3P)

pazienti “Clinici’ Screening di comunita
- Bambini Secondo i fondi disponibili progetti diversi

- Pazienti con sintomi specifici . o . . . s
- TB non polmonare - Operatori Sanitari: (Ospedali, Universita, etc.)

: iRiC)elrccl (monitoraggio terapia, - Militari, Immigrati, Carcerati, etc.
elc.

- Associazioni assistenziali governative e non, etc.

- Personale viaggiante: (linee aeree, linee
ferroviarie, trasporto pubblico urbano)

i- - Servizio pubblico: (Polizia, Pompieri, Assistenti
" Normal altitude ambUIG nze, ei'C.)

tubes /

2P

High altitude
tubes

Immunoc:omlpe’ren’ri

Pazienti “Immunocompromessi” Screening dei contatti
_HIV/AIDS -Personale reparti a rischio (pronto soccorso,
- Reumatologia e Dermatologia etc.)

- Dialisi - Ambienti familiari, di lavoro, etc.
- Candidati a Trapianti

- Pazienti con morbo di Chron, etc. - Controllo sul territorio




1” Step: Prelievo

Guida al prelievo corretto
distribuita dalla ditta

>

1.PRELIEVIO DEL
CAMPIOME

Normal alfitude
tubes

2 FRELIEVD
High alfitude DEL
tubes CAMFPIOME
3. TRASFORTOD,
INCUBAZHONE

e Sy

| Trsportaor=i tub. ol loborotonio o 17-2

Oprzione 2: Incubazione oresso || Laboratorio

= ! ml di sgngue ir cascuna dell= provette

Duronte lo fove i iempiments, k= provefte devono
ernere od una femperafura compeesa fra 17 = 25°C
= T

W.i=n

di riferimento 5 lofo 0l =hchata dello crovetg

ripetemre | pemlisy,

Suggerimento tecnico
Aahio forfolo - perme o uWifieoes fubi decio o G nernoes i
Lbod tpugo’ [non ndolrsons]:

Immecotamart= dooo overesegquin ) preleen
miszCelor= | canfenutn defle provethe per digc (10} woife
con fermarrn ma coutelos al fine o ossiounas i noopnms
lo supsrfice reera gele orovebs (oer colibizone gl
artig=n presend sl loro pores jrierme)

Unogiforons 2oo=sEvD DofrEhbes CELSONE U
dannagaiomenio del gef of seporazions del oS con
iT consegueTao df Ao abemcint,

Slichettar= | tubi in oo aporopnata.
Incubozions presso | Loboroiono

YT o
M T

-

Hzongus deve emee ncubato o 275 i pima

oowbike [rrassimo =ntno b= 16 one dal preiees!
fimescolors | fubs permeersions 10 vole immedalomente
orimao dell ncubarions

fugqoenmenio fecnico
Igmmfficone = provet= con lo mota; ' peebevo ron
incuboio

-1
toalllego

| &

QuantiFERON® Q FT QuantiFERONs-TB Gold - Prelieve del Campione

-
=



Provetta TB Antigene

Valuta la risposta di INF-y

Verso gli antigeni TB altamente specifici

Provetta Mitogeno (Controllo Positivo)

Puo essere utile per definire:

Lo stato immunitario del paziente

La corretta manipolazione e incubazione del
campione

Provetta Nil (Controllo negativo)

Corregge il rumore di fondo

dell' INF-y non specifico

Etichettare correttamente !




SPECIFICITA’ DEL TEST: (ESAT-6, CFP-10, TB 7.7)

ESAT-6 e CFP10 sono codificati in una regione genica (RD1)
che manca nel BCG e in quasi tutti | MNT

Ceppi
ambientali

Tuberculosis

complex " M abcessus
M avium

M tuberculosis M branderi
M celatum

M africanum M chelonae

M bovis _ M fortuitum
M gordonii

gothenburg M infracellulare

M kansasii
morequ M malmoense
fice M marinum
tokyo M oenavense
danish M scrofulaceum

M smegmatis
glaxo M szulgai
montreql V] oy
pasteur M vaccae

M xenopi

BCG substrain

. . e o . *: ESAT-6 (early secretory antigenic target-6)
* Antigeni specifici brevettati

(SSI, Denmark) *: CFP-10 (culture filtrate protein-10)

» Cellestis con diritti a livello mondiale TB7.7 Nuovo Antigene dalla regione di delezione 11




¢ «
A

Fitoemoagglutinina

a concentrazione critica in
modo da avere risposta
Concentration of Mitogen interferon nel range di lettura.

Q
)
c
S
x
o
P
Z
L
S

Un controllo della funzionalita immunitaria del Paziente:

Nei pazienti immunocompetenti il contatto con mitogeno stimola una
produzione di Interferon-gamma aspecifica.

Risposta al Mit inversamente proporzionale all'immunocompromissione
del Paziente

MITOGENO < 0.5 Ul/mL IFN-y = Test INVALIDO




Blood Collection
= Do not underfill or overfill!

Correct! Incorrect

.T —_—
Fd ine “ | | T

Blood Collection

= Draw 1 mL of blood into i
each of the 3 tubes ’

L 4 A R, T (the black mark on the side QTB Fill Range
of the tube indicates the TEE A
1-mL fill line) ¥ FE H

#Valid range' is ™
.{__.Nl:I,E-—1 .2 mL

Range di _—
tollerabilita




Mixing of Blood Collection Set

= Mix blood collection tubes by shaking
vigorously for 5 seconds or about 10 times

Mixing of Blood Collection Set

» After shaking, the entire
inner surface of each tube
should be coated

with blood

= Proper shaking will lead to
frothing of the blood, which

is required for correct \
performance of the test

Le provette devono essere trasferite
a temperatura ambiente, il piu presto possibile al

Laboratorio di MICROBIOLOGIA e VIROLOGIA di
BOLZANO. (in giornata)
Prelievi da LUNEDI' a GIOVEDI' (NO PREFESTIVI)




INCUBAZIONE (Stimolazione)

Appena arrivati in laboratorio (max 16 ore dal prelievo)
i tubi vengono incubati a 37°C per 16-24 ore.

Ripetere la miscelazione di 5 secondi immediatamente prima dell'incubazione a 37°C.
> Mantenere i campioni a temperatura ambiente (25°C) durante il trasporto
N.B. Non refrigerare o congelare prima di incubare.

Centrifugation of Collection Tubes

E' proprio durante « Centrifuge the tubes for 15 minutes at 3000 RCF (g)
questa incubazione after the incubation step

che avviene la
produzione di

interferone-y

da parte delle
cellule effettrici
ev. sensibilizzate da
una precedente

. . - o
infezione --. el bayer

QuantFERON

. PR

* This separates the plasma from the cell layer

Plrma

Dopo la centrifugazione il plasma si mantiene a
2-8 °C fino a 4 settimane.



QuantiFERON®:
2° Step: IFN-y ELISA

Part 1. Blood Incubation

A D-_

Completamente automatizzabile,

Direttamente dal tubo primario
Riproducibilita 99.3%

50ul Coniugato +
50ul Plasma/Standard
120min. Incubazione TA

in pozzetti sensibilizzati con
Ab. Anti interferon

4

Lavaggio
100ul TMB
30min. Incubazione TA

4

50ul Stop
Lettura 450nm /620-650nm




QuantiFERONE®:
3° Step:
Calcolo del risultafti
Interpretazione
Cutoff=0,35 Ul/ml
arbitrario

2 Provette

3 Provette

Risultato Qualitativo:  Negativo: <0.2 Ul/mL IFN-y
> 0.2 Ul/mL IFN-y- Grayzone - < 0.7 Ul/mL IFN-y
Positivo: > 0.7 Ul/mL IFN-y
Indeterminato : Risposta al MITOGENO < 0.5 Ul/mL IFN-y
Risultato Quantitativo: IFN-y Ul/mL
Interpretazione: Neg- Infezione latente improbabile < 0.2 Ul/mL IFN-y

Interpretazione: Pos - Infezione latente probabile > 0.7 Ul/mL IFN-y




Cutoff del test = 0,35 (arbitrario)
POS. > 0,35
NEG.< 0,35
Conversione NEG. mmp POS.
* Reversione POS. mm) NEG.
Ben documentate

¢ Japan
— n=311
— conversion 5 out of 284 = 2%
— reversion 13 out of 27 = 43%

— Yoshiyama et al. Epidemiol Infect 2009:1-8 s ammARET
* India

— n=216
— conversion 17 out of 147 =12%
— reversion 9 out of 38 = 24% s
— Pai et al. Int J Tuberc Lung Dis 2009;13(1): 84 f“ =2

é‘* g+




Grey zone around cut-off

Torres Costa et
al. IAOEH 2010

0.2 —0.7 1U/ml

online first
first QFT Portugal
INF-y IU/ml

0.1- <0.2 31 79.5

20.5

first QFT

0.7- <1 19 82.6 17.4
1- <3 40 81.6 18.4
>3 65 98.5 1.5




TEST QFT
dal 01-01-2010 al 19-09-2011
Tot = 2434

@ Negativo = 1999

W Positivo = 237

O Grayzone = 151

B Indeterminato = 21
O Altri = 26




Su 151 GZ

81 sono stati ritestati (53,6 %)

3 paz. POS. GZ

2 POS. <1 1 trattato??

15 paz. GZ GZ

Saranno da tenere sotto controllo

40 paz. GZ NEG.

Rientrati 49,4 % REVERSIONI

8 paz. NEG. GZ

Saranno da rivedere

15 paz. GZ POS.

7 POS. > 2 Contatti Profilassi
18,5 % CONVERSIONI

2 paz. NEG. POS.

1 POS. 0,9 e 1 Contatto accertato Mantoux +

[ paz. POS. POS.

Riconfermati  Alcuni trattati




Che significato hanno?
REVERSIONI POS. mm)  NEG.

Alcune reversioni potrebbero rifletteresleomparsa dell’'infezione

Alcune reversioni potrebbero semplicemente esserdaavwiariazioni
biologiche(*oscillazione”) negli IGRA-positivi, e noi selezioma pazienti
che si trovano nella fase di diminuzione della rispafitmfezione

Alcune reversioni potrebbero essere dovute a vaneazaleprocedure di
laboratorio (manipolazione del campione, lavaggio nellELISAG.e

CONVERSIONI NEG. mmp POS.

A seconda del cut-off usaper la conversione, i livelli variano molto!

La maggior parte delle conversioni e probabilmeotauth a variazioni

minori non specifiche intorno al cut-off (Pai et AIRCCM 2006; Pai et al.
IJTLD 2009)

Un cut-off ( piu alto) piu stringente per langersione potrebbe aiutare ad

evitare di interpretare variazioni minori come cersioni i)
cellestis
NEG. <0,2 <GRAYZONE <0,7 < POS




Grazie per I'attenzione

Azienda Sanitaria dell’Alto Adige
Comprensorio Sanitario di Bolzano
Area Ospedaliera

Settore Sierologia
Dott.ssa Patrizia Rossi

Trento 19 Aprile 2013




Riflessioni conclusive

NON ci sono dati sufficienti per i bambini in padiare inferori a 2 anni

NON differenzia i casi di malattia attiva da quéilinfezione

NON approvato per la diagnosi o la gestione di casialattiaattiva
poiché in questi casi si ritrovano diversi Faldéeg

NON dimostrata utila nel monitoraggio della terapia

NON e dimostrato che soggetti con marcato aumentsbsta IFN-
gamma abbiano maggiore probabilita di progredirswéa malattia
(questo potrebbe non essere vero per la riattivazielie TBC).

Necessari altri studi per definire PPV e NPV

| test basati su linfociti T sono dinamicl e inclanconversioni e reversioni
per cui si dovra definire la soglia di conversionggnificato.




Effetto della vaccinazione con BCG sul TS

IRT J TUBERC LURAG D% 1071000 S 120 REVIEW ARTICLE
——

A meta-analysis of the effect of Bacille Calmeltte Gugrin R

vaccination on tuberculin skin test measurements

il B D Torner, B K Ehanosd B Schulzer, J K FliaGorakd

False-positive tuberculin skin tests: what is the absolute effect
of BCG and non-tuberculous mycobacteria?

ML Farhat,*? C, Greenaway, ™ M. Pai, *5 [ Mandas*

* R piratory Fpidem elegy vl Clisical Ressarch Unil, Merdreal Chesd Insttute, FaGill Unnerity, Merireal,
Quebe, Canada; F Massachusetts General Hospitzl, Harard University, Boston, Bassachusetts, LS &; EDivision of

Analisi di 24 studi con N = 240,243 soggetti
A causa del BCG
nel TST quando il vaccino e somministrato

per TST quando il vaccino e somministrato
I'infanzia




Principall differenze tra test per la
diagnhosi di infezione tubercolare

ST

QFT

Formato Test

In vVivo
effetto booster falsi pos. come
microvaccinazione

In vitro
(proveﬂe dedicate, no effetti collaterali,

No effetto booster solo aspettare 3 giorni
dopo Mantoux)

Accuratezza

Lettura

Lettura Strumentale
un prelievo

Specificita
PPD = miscela di antigeni non definita
compresi quelli del vaccino BCG e MOTT

Specificita Alta

Antigeni Specifici (ESATé, CFP10, TB7.7)
PRESENTI nel MTB complex (RD1)
ASSENTI nel BCG

ASSENTI nella maggior parte dei MOTT

Sensibilita Paragonabile

Sensibilita Paragonabile

Controllo risposta immunitaria
Possibili falsi neg. nei soggetti anergici.

Controllo risposta immunitariai.

Mitogeno valuta risposta sistema
immunitario.

Bassocosto unitario

Alto costo unitariona riduzione dei
costi globali (esami di approfondimento-
terapie inappropriate)




e Le conversioni sono ben documentate
« A seconda del cut-off usaper la conversione, i livelli variano

molto!
e Se per definire le conversioni si usa un sempideoff negativo-

positivo, allora le conversioni saranno maggion ¢GRA che con
TST (Pai et al, 2006; Pai et al, 2009 & Corbett e2al)6)

— Cio puo indicare una maggiore sensibilita per le Yessioni” (non
necessariamente per “diagnosi”)

— Ad ogni modo, parte dei maggiori livelli di cons&mi & probabilmente
dovuta a variazioni minori non-specifiche intorn@at-off (Pai et al,

AJRCCM 2006; Pai et al. IJTLD 2009)

— Un cut-off ( piu alto) piu stringente per la convers potrebbe aiutare ad
evitare di interpretare variazioni minori come cersioni




Cosa sappiamo della reversione IGRA?

Le reversioni sono ben documentate
Le reversioni sono meno probabili quando i risubbaseline sono doppi-positivi
(TST+/IGRA+) dove ci si attendgna marcata risposta IFN-gamma

Le reversioni sono piu probabili quando i livelasali sono discordanti (TST-
[IGRA+)

— I risultati discordanti sono in genere risposte tledmm bassi livelli di IFN-
gamma vicini al cut-off

— variazioni non-specifiche intorno al cut-off possquotare a reversione

Perché le reversioni avvengono?
1. Alcune reversioni potrebbero riflettereslaomparsa dell’'infezione

2. Alcune reversioni potrebbero semplicemente essengeawariazioni
biologiche(*oscillazione”) negli IGRA-positivi, € noi selezioma pazienti che
si trovano nella fase di diminuzione della rispostané¢zione

3. Alcune reversioni potrebbero essere dovute a vanaaelleprocedure di
laboratorio

(manipolazione del campione, lavaggio nellELISAG.e




IGRA

Test immunologici nella diagnosi di infezione
tubercolare

.
- Infezione e Malattia

- Strategie di controllo qunhFERON

~Mantoux (TST) TS

e Linee guida IGRA: CDC

Utilizzo del test QFT/IGRA
nella rilevazione dell'infezione da M. tuberculosis

e Perfformance IGRA: Meta-analisi
Journal: Chest - Publication Date: Volume 137 - Issue 4 - Apr-2010
PPV % & NPV% dei test IGRA

e Nuovi studi
per una corretta
diagnosi di laboratorio

e Controllo TBC
In ambiente ospedaliero




Alveolar macrophage kill MTB: no infection

Infection: MTB released in extra-cellular space,
recruitment of mononuclear cells

=

—

Infezione latente
Forte risposta immune

Contenimento della proliferazione di
MTB

REACTIVATION =
HIV
) Dprugs @
Senescence @

Co-morbidities

Granuloma formation
Spread to lymph nodes,
R blood and other organs

Nat Med 2000: 6: 1327-9 modified % EXOGENOUS REINFECTION



TUBERCOLOSI
ATTIVA

Identificazione precoce
Esame radiografico

( Sufficientemente sensibile e pratico per identificare anomalie
compatibili con quadro di TBC respiratoria.)

Sintomi clinici
Reperti batteriologici positivi.




Infezione tubercolare latente

"Infezione Tuercolare | atente) “ ” (Latent TE Infection)

Condizione per la quale il Mycobacterium Tuberculosis
(MT) si e insediato nell’organismo :

J senza sintomi clinici,

1 senza anomalie radiografiche

1 con reperti batteriologici negativi.

(Non e possibile isolarll. tuberculosisia soggetti con TB latente)

| soggetti infetti:
* Non sono malati.
* Non sono contagiosi.
« Possono sviluppare la malattia in futuro

(senza terapia preventiva e se non c’e controllo del sistema immunitario ).




Esposizione al BK

l

Assenza di infezione Infezione
90% )
M.tuberculosis eliminato con o senza ] 0/°
l'intervento delle cellule T

|

Assenza di malattia
9%

Tardiva
(50% rischio di progressione durante la vita)

"Dopo l'infezione, l'incubazione della tubercolosi puo variare
da poche settimane ad una vita intera.”




Fattori di rischio in soggetti Mantoux positivi /nfluenzano

incidenza di TBC (casi/1.000 soggetti) e rischio progressione

| wesswaeJwoen | patoLoai 5;7;::;:,

RECENTE INFEZIONE TUBERCOLARE:

meno di 1 anno 12.9 Silicosi
tra1 e 7 anni 1.6
HIV POSITIVITA’ ‘ 35 - 162 VELH B sl 2re
USO DI DROGHE: Insuffmenza renale 10— 25
e sieropositivita ‘ 76.0 cronica
e sieronegativita o non noto 10.0 )
Gastrectomia 2-5
SILICOSI 38
SEGNI RADIOLOGICI DI PREGRESSATBNON .. . | By-pass digiuno-ileale ‘ 27 — 63
TRATTATA
Trapianti di organi
solidi:
DEVIAZIONE DAL PESO STANDARD 1-26 rene ) 20 - 74
cuore

Tumore testa-collo 16




Protezione dall’'esposizione:
Adottare DPI
Procedure Assistenziali di Sicurezza
Riduzione della suscettibilita
all'infezione: Vaccinazione

FATTORI
DI RISCHIO

Alcolismo, Malnutrizione, HIV,

Immunodepressione, FATTORI
Gastrectomia, Silicosi, IRC,\_ DI RISCHIO -
Trapiantati, Infezione recente,
Eta estreme,

Riduzione della trasmissione:
Diagnosi tempestiva, Isolamento, Terapia efficace
Misure di adesione alla terapia(DOT)
Misure di Igiene (Droplets)

N . N Screening di: Contatti
Soggetti residenti in ambient Soggetti con esposizione professionale
particolari, Immigrazione, Soggetti a rischio per patologia

Condizioni sociali, _ Riduzione della progressione a malattia:
_ . DI RISCHIO i i a rischi
lavorative, abitative Scresef,'fii;ﬁfff; El::]i::chno
MALATTIA

Trattamento infezione latente
I PROVVEDIMENTI PIUV’ IMPORTANTI

Malattia attiva: Diagnosi precoce e trattamento in particolare detasi polmonari bacilliferi

Infezione: Identificazione precoce dell‘infezione tubercolare léente attraverso lo SCREENING e
trattamento preventivo.

Percheé?

Un caso contagioso lasciato a sé infetta altre 10 persone all'anno,
delle quali a sua volta una si ammalera di TBC. I



Nel mondo:

TB latente

Ogni giorno 5.000persone muoiono di TB
Ogni secondo 1 persona contrae I'infezione MTB

20 milioni di casi TBC attiva

2 miliardi di persone infette,
da cui deriveranno

8 milioni di nuovi casi all’anno

di tubercolosi derivano dal
rappresentato dalle

Se vogliamo :
dobbiamo incidere sul di infezione.




Considerazioni sulla diagnostica

dell'Infezione Tubercolare Latente

La decisione di testare per ITBL deve presupporre

l'intenzione a trattare, altrimenti :

Spesa inutile  Ansia e confusione.

ricercare I'ITBL se :
esistono controindicazioni al trattamento

e poco probabile il completamento del ciclo di cura proposto.

Le campagne di screening devono essere
per identificare soggetti con ITBL che possono:
mm) Trarre beneficio da un trattamento preventivo

mm) Limitare la diffusione della malattia.




Strategie di contirollo:

(intervenire sulla parte sommersa)

The NEW ENGLAN D
JOURNALofMEDICINE

Persone a rischio aumentato per LTBI
che devono essere testate

® Recenti contatti di un caso indice

® Operatori Sanitari - al momento dell'assunzione e 1/anno se in
reparti a rischio

® Militari - al momento dell'arruolamento e dopo le missioni in zone
ad alto rischio

® Carcerati - all'ingresso in prigione

® Pazienti con condizioni mediche di immunodepressione

(pazienti oncologici, silicosi, diabete, insufficienza renale, droghe
d'abuso, ...), testati regolarmente se a rischio

®5Soggetti candidati per una terapia immunosoppressiva -
prima della terapia (Reumatici)

® HIV infetti
® Immigrati da aree ad alta prevalenza

®Senza tetto Jasmer et all NEJM 1860, 2002

Prima di iniziare il
trattamento per |' ITBL, deve
essere stata

mediante esecuzione
contemporanea di:

anamnesi mirata e attenta,

radiografia al torace,

qualsiasi altro esame utile,
sulla base dei dati
anamnestici, clinici e
radiologici disponibili ad
escludere/accertare la

presenza di una forma attiva
di TB.




Linee guida




CDC Guidelines 2005
QFT-G puo essereusatoin tutte le
Y

situazioniin cui siusail TST
CDC Guidelines on
the Use of IGRAs - 2010

® IGRA sono da preferire rispetto al TST:

}///} > Per testare persone vaccinate con BCG
— - (comprese le vaccinate per terapia anticancro).

VEIVE V! \ > Per diagnosi di infezione tubercolare in gruppi
R che storicamente hanno bassa probabilita di
tornare per la lettura di TST.

ations and Reports

Updated Guidelines for Using
Interferon Gamma Release Assays

to Detect Mycobacterium tuberculosis [ ) IG RA p Ub essere Usq‘l'o ql pOS‘I'o d el TST:

Infection — United States, 2010
> (non oltre al TST) in tutte le situazioni in cuii CDC
raccomandano di testare ed e considerato test
valido nella pratica della Salute pubblica.

> (senza preferenza) per testare recenti contatti
con persone affette da TBC.

>(senza preferenza) per eseguire screening
periodici mirati all‘esposizione professionale alla
TBC.

O
O
N
L
N
O
-
D
=

®Bambini: TST & preferibile per testare bambini <ai 5 anni.

® Alcuni esperti sostengono che |'uso di un IGRA in congiunzione con il TST incrementa la sensibilitd diagnostica in questa
fascia di eta.

®Raccomandazioni riguardo all'uso del IGRAs nei bambini pubblicati anche dalla American Academy of Pediatrics .




Infezione tubercolare latente:
Raccomandazioni

Ministero del Lavoro della Salute e delle Politiche Sociali - Italia, 2009

Il test di riferimento per la diagnosi di infezione tu bercolare nei contatti
rimane il test tubercolinico con il metodo  Mantoux (TST).
Negli individui vaccinati con BCG , I'uso di test basati sul rilascio di interferon-gamma
(IGRA) eraccomandato come test di conferma nei  pazienti risultati
Nelle persone con infezione da HIV e bassa conta dei linfociti CD4 e negli altri
pazienti con grave compromissione del sistema immunitario ' utilizzo del test

IGRA e raccomandato in tutti i soggetti

L’uso del test IGRA in alternativa al test di Mantoux non e attualmente supportato

dalle evidenze disponibili.
Nei bambini di et ainferiore o uguale a 5 anni e nei soggetti gravemente
immunodepressi e consigliata una valutazione clinica completa compresa la

radiografia del torace, anche in presenza di un TST e/o IGRA negativo.




Confronto delle Linee Guida

CDC 2005

NICE 2006

SIMeR/AIPO

Limiti

= Necessari tempi brevi di trasporto

= Necessita di confermare il test nei
contatti di caso 8-10 settimane dopo.

= Attenzione alla qualita del
Laboratorio.

= Necessita di Laboratori attrezzati
e di personale tecnico addestrato.

= Necessita di processare un‘elevat
numero di esami per seduta.

= Elevato costo unitario.

= Disponibilita economica adeguats
per garantire la continuita delle
prestazioni

Vantaggi

= Maggiore specificita nei
vaccinati con BCG e negli esposti
ai micobatteri atipici.

= Maggiore specificita
nei vaccinati con BCG
= Migliore correlazione
con l'‘esposizione nei
contesti a bassa
prevalenza, contatti di
caso ed epidemie.

= Elevata specificita

= Maggiore correlazione con il
livello di esposizione di TBC

= No seconda visita

= Minore variabilita di lettura
del risultato e sua rapida .

= Presenza di contr.pos. enec.




Confronto delle Linee Guida

CDC 2010 | CTC 2010 |NICE 2011 | ECDC 2011

Sospetta TEC

Contatti
Adulti/bambini>Ba

Contatti
Bambini<ba

T5T e IGRA | T5T &fo T5T efo T5T efo
TSRA LoRA TSR A

T5T o IGRA

TST o
(TSTe IGRA)

Clperatori sanitari

HLW/

MNegativitd non esclude TE attiva

T5T o IGRA

TST e IGRA | TST e IGRA T5T e IGRA

Cutbreak
popolazion
“difficili”

*Vaccinati con BCG
**Solo IGRA se da paesi ad alta endemig




Performance

Non esiste un gold standard per diagnosi
infezione tubercolare latente

Sensibilita - Valutazione approssimata

Proporzione dei fra i soggetti con
tubercolosi confermata dalla coltura

( coltura come gold standard )

Specificita - Valutazione approssimata

Proporzione dei nei soggetti senza
fattori di rischio per l'infezione tubercolare
(fattore di rischio come gold standard)




Title: Evidence-based comparison of commercial interferon-gamma

release assays for detecting active TB: a metaanalysis.
Authors: Diel R, Loddenkemper R, Nienhaus A
Journal: Chest - Publication Date: Volume 137 - Issue 4 - Apr-2010

® This metaanalysis critically appraises studies investigating sensitivity and specificity of the
commercial T-Spot.TB and the QuantiFERON-TB Gold In-Tube Assay (QFT-IT) among definitely
confirmed TB cases.

® We searched Medline, EMBASE, and Cochrane bibliographies of relevant arficles. Sensitivities,
specificities, and indeterminate rates were pooled using a fixed effect model. Sensitivity of the
tuberculin skin test (TST) was evaluated in the context of IGRA studies. In addition, the rates of
indeterminates of both IGRAs were assessed.

“The newest commercial IGRAs are superior, in comparison with the TST, for
detecting confirmed active TB disease, especially when performed in
developed countries”( a bassa prevalenza)

4 Sensitivity, when restricted to performancedsveloped countriesincreased
to 84.5% for the QFT-IT and8.5% for T-Spa@B, TST was 71.5%

\/Specificity of theQFT-IT was 99.2%s 86.3% for the T-Spot.TB .

v'Indeterminate resultswas low, 2.1% for the QFT-IT and 3.8% for the T-
Spot.TB, increasing to 4.4% and 6.1% respectiatypng immunosuppressed .




Negative and Positive Predictive Value of a Whole-Blood
Interferon-v Release Assay for Developing

Active Tuberculosis

An Update

Roland Diel’, Robert Loddenkemper?, Stefan Niemann3 Karen Meywald-Walter?, and Albert Nienhaus®

Hannmnower; German Central Committee against Tuberculosis, Berlin; Fndational Reference

'Department of Pneumology, Hannowver Medical School,
Hamburg; and SInstitution for Statutory

Center for Mycobacteria, Resecarch Center Borstel, Borstel; *Public Health Department Hamburg Central,
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> Sensibilit a di progressione a malattia

QFT ha rilevato tulli i contatti ST (cut-off > 5mm) non ha .
che hanno progreditoa |, 5=Vt 2717 Somialt €he. Due anni di follow up

malathia attiva TR

QFT é piu affidabile del TST nell ’identificare i soggetti 19/19 (100%) che progredis cono entro breve a

malattia attiva.
Tasso di progress.: QFT pos: 12,9% (Adulti 10% - <16 anni 29%) TST >5mm: 3,1%

Riduce | costi complessivi dello screening dei contatt
Abbatte il numero delle analisi di approfondimeatalei trattamenti preventivi inappropriati.




from Diel et al, Chest, 2010
test most accurate

PPV (%) NPV (%) Accuracy (%)
84.8%
25.4%

14.6%

- QFT is far more accurate than either the TST or T-Spot.TB, providing the correct
answer for 985 of the hypothetical 1,000 people (only 15 people incorrect)

If these calculations are performed for different prevalences
(O up to 50%), QF T remains the more accurate test.

Dove l‘infezione da TB ha una prevalenza relativamente &issa
e importante utilizzare un test conalta specificita
che ridurra molti falsi positivi.




Per 106 dei 141 bambini (<16 anni), follow up per 3.5 anni

test in vitro QFT e test in vivo TST
Tasso di progressione a
malattia

10& clo=a contacts

= 15 yo
| | QFT+ : 28.6%
23 QF F-positt a3 OFET. :
= i s TST > 5 mm: 15.0%
| | | | Tutti i 6 bambini che
FEERRE et et 20 TST poshiv 63 TS : . :
TST-positva TST-posive e il nrogrediscono a malattia attiva
| | | | sono QFT-positivi
s Chamopropiyimos oy g . s . ]
Mot treated AIE andior INL Mot traatod Mot treated I QFT a almeno paragonablle aI
| | | | TST nell’identificare la
SN Mo active TH Mo active TH Mo acthva TH progressione a malattia nei

actva TH

bambini
Da uno studio su 207 bambini:
QuantiFERON-TB Gold In-Tube POS. risultssociato con‘incremento di
esposizione al M tuberculosis .
Bambini piccoli (< 5 anni) producono bassi livelli di Inferon.

Riguardo alla sensibilita, soprattutto per bambini pliice necessaria un‘ulteriore
valutazione ,, long-terrh (Pediatrics 2009;123:30-37 )
Raccogliere tutti | dati disponibili e trattare

Per | bambini terapia risulta meno tossica



nella Diagnosi di Tubercolosi attiva nel bambino

perche:

Nella TB attiva le cellule T sono reclutate nella sede di infezione lasciando il circolo dove
rimane solo il 2-5% del pool dei linfociti.
Le cellule T produttrici di INF-y TB specifiche sono presenti quindi in numero limitato nel
plasma del bambino e di conseguenza producono livelli pit bassi di INF- vy .

A differenza dell’adulto nel quale la TB & generalmente causata da riattivazione o reinfezione
e basta solo un’espansione clonale dal pool di celluleT memory* gia presenti, la tubercolosi
del bambino € sempre primaria .
Le celluleT effettrici antigene-specifiche  sono quindi generate ex novo ed anche la
produzione di INF-y risulta molto rallentata.

| risultati dei tests che basano la loro risposta sulle cellule T effettrici possono essere piu

probabilmente falsi neg. nel bambino  che nell’adulto.(Sistema immune immaturo)

C Lange et al, 2009




IGRA e HIV

» Hiv e il maggiore fattore di rischio conosciuto peeriattivazione di TBC latente.
* Nella co-infezione TB-HIV ilrischio di riattivazione é&0-200 volte aumentato

« TB e nel mondo la > causa di morte in personetafdtV/AIDS

Diversi recenti studi dimostrano che QFT risultara» sensibilitarispetto al TST anche
in HIV positivi conTBC attiva. 77-85% verso 15-46%

Forteriduzione di falsi positivi rispetto al test TSTche prende anchdOTT e/o
vaccinati espesso induce inutili trattamenti per TBC con a#letconseguenze in
guesti soggetti.

Falsi negativisi riscontrano in particolare nei pazienti con eo@D4<100/ul, ma a
differenza del TST, il QFT ¢ in grado di riconoscpazienti realmente negativi da
guelli anergici attraverso il Controllo positivoN(DETERMINATI)

Stephan et al AIDS 2008
« Scopo del lavoro: valutazione incidenza e fattori sichio in HIV+ e paragone tra i test
286 pazienti in paese a bassa prevalenza
Entrambi IGRA piu sensibili di TST ma meno sensibili che n HIV neg.




IGRA e farmaci biologicl

Aumento del rischio di sviluppare TB attiva
4-8 volte maggioreper i pazienti in terapia cdnibitori del (TNF- a)
5 volte maggioreper i pazienti in terapia carmoni steroidei
Gli IGRA sono di aiuto nella diagnosi delle infeziala
Mycobacterium tuberculosis
e devono essere utilizzati in associazione aft@mazioni
relative allastoria clinica ed alla radiografia toracica del paente

Linee Guida internazionali e Raccomandazionper pazienti in terapia con farmaci biologici

Uso solo di IGRA Germania SvizzeraGiappone Bulgaria Poloniustria

Uso di IGRA 0 TST —Australia ,Danimarca (preferenza IGRA),
Francia (preferenza IGRA), USA (US CDC)28* Bosnia ed Erzegovina29

Uso sia di IGRA che TST —European Center for Disease Prevention and Co@DC)
UK (in alternativa solo IGRA)

USA (puo essere considerato se uno dei test € megati

US CDC)4**, Portogallo, Repubblica Ceca, Croaziay&cchia,
Corea del Sud, Olandilanda (preferenza TST)

se TST & negativo—)> IGRA [-Canadaltalia, Spagna Arabia, Saudita

se TST é positvo C——> IGRA |-Spagna, Norvegia

Solo TST —Brasile

Nessuna raccomandazione —Finlandia, Australia (National TB Advisory Comneit)




Pib accurato del TST nei pazienti immuno-soppressi® '

m da moderata a severa'’
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Gruppo Pazienk

QFT-Risultati affidabili in

Differenziazione

pazienti immuno-soppressi

GuantiFERCOMN-TE Gold

QuantiFEROMN-TB Gold
Benefici

Pazienti con precedenta
vaccinazions BTG

& differenza del TST, | risulat
non sona Influenzati da preceden-
ke vaccinazions con BCG12143

Elimina i riswbhati
falsi-positivi
cssocial al BCo2as

Pazienti con patlogie
reumatiche
= Aririte reumatoide
= Spondilile anchilosante
= Artrite revmatoide
gicwanile
Pazient in terapia
i NS SO res siva
= Maeathotrexabe
Prednisclones
S5-A58
Aratioprina

Iniezicni intramuscalari
di betametazcna,
triamicalan

o metilprednizsclone

® Menoinfluenzato rispetio
al TST dalle terapie
iMmmMUNosCopprassive
in pazienti con malattie
reumatichea™*
m Identifica i
nagativi®=17

TST falsi

m |l controllo positivo
fornisce indicazioni
sulla capacitéa del
paziente di rispondera
ad una stimolazione
immunologica?

Identifica pid
accurataomente | paziemnti
con infezione TE che
=ono a rischio accrasciuto
di sviluppare una TB
Clﬂ'i"f'ﬂl?'l 1-1&37F

Pazienti con precedente
QuantfiFEROMN-TE Gold test

L differenza dal TST, assenza
di effetto booster nei risultati per
un precadente test analogo'®

il 8 -"ﬁ*
Ideale per screaening seriali ‘:-ll:",.":': i L

Pazienti con storia i TST®

A differen=a dal TST, assenza
di effettc booster nel risultati
in pazienti LTE nagativit®

Ideale per screening seriali



Tubercolosi in Ospedale

« TB e un problema tra gli operatori sanitari
 TB screening degli operatori sanitari
— TST verso IGRA , studi di comparazione
— Costoefficacia di TB screening

HCW are at risk for TB infection

Active TB in a HCW: What Is the chance that it is vork related?
Quale e la dimostrazione che la trasmissione e avvenuta da unzante?

case age sex IS 6110-DNA-Fingerprint

68 m ENT-doctor

A waiter from Bali was seen one time for throat prblems

3 weeks later, the waiter was diagnosed with TB

3 years later, the physician (ENT-doctor) developedB

Hamburg Fingerprint-Study
Diel R et al Resp Research 2005;6:35




2 European HCW studies with
fingerprint and interview

« Germany / Hamburg 5 - %m

.qu AT

® 8outofl0 caused by patlent conta(dlel
et al Resp Research 2005;6:35)

® The Netherlands

. 3 e
® 28 outof67 caused by patlent contact

e main cause of transmissicne of

the index case, especially in elderly patiefts
Vries et al Eur Respir J 2006;28(6):1216-21)




Hospital de Sao Joao, Porto, Portugal

Screening with IGRA GRA + TST
since 2007 A
¥

undetermined IGRA

C No active TB missed !
¥

X-ray reduced by 59%

. comparison IGRA + TST |
| 1,218 |
IGRA+/TST+ IGRA-/TST+ IGRA+/TST- IGRA-/TST-
371 26 289

\ \ ¢ \

active TB active TB active TB active TB

8 (2.2%) 0 0 0

IGRA + =371 +26 = 397
TST+ =371+532 =903

Torres Costa, ..., Nienhaus ERJ 2009;34:1423-8




Avalilable evidence concerning
cost of screening

e 11 publications available on cost

— 4 cost analysis of screening or LTBI-detection
» Costs for testchemoprevention and chest x-ray

— 7 cost-effectiveness analysis of TB-prevention
» additional costs fotreatment of active TB

» Cohort follow-up: 2 years to life long

» Survival analysis with Markow Model

Introduction of IGRAS reduces cos

how can this be explained?

*high progression to active TB for QFT+ contacts
— 15% for QFT+ and 2% for TST+ in two years
slow specificity of TST
— 15% in Japan with BCG repeated in adultr




La TBC tra gli operatori sanitari € un grosso probkema

“+Una piu alta specificita
mancanza di effetti dovuti al BCG e Mott
“* Sensibilita e buon valore predittivo positivo per TB

attiva nei contatti.
“* Incremento del costo-efficacianegli screening per TB
**Non necessita di un protocollo a 2-step
1l boosting non rappresenta un problema

(Effetto Booster del TST su IGRA's : |l prelievo va
effettuato entro tre giorni dal TST




Azienda Sanitaria di Bolzano
Controllo individuale antitubercolare con QFT-6 per
operatori sanitari dipendenti e tirocinanti
( stessi gruppi testati sino ad oggi con TST)

Operatori sanitari (OS) neoassunti dipendenti e tirocinanti:
OS a livello 3-4 di rischio :
QFTG Neg: archiviazione del dato; non ulteriori accertamenti

invio con richiesta al Servizio Pneumologico (SPI) x
valutazione medica, Rx grafia torace ed ev. terapia LTBI,

consegna di foglio informativo su sinfomi suggestivi di TB

Ricerca epidemiologica nei - livello 5 di rischio-:
OS e tirocinanti : QFTG e scheda anamnestica
QFTG-Neg e scheda anamnestica negativa: archiviazione del dato e
ripetizione QFTG con scheda anamnestica dopo 2 mesi
invio con richiesta al Servizio Pneumologico (SPI) x
valutazione medica, Rx grafia torace ed ev. terapia LTBI,
consegna di informativo su sintfomi suggestivi di TB.




Un forte incremento di IFN-gamma nella risposta
Infocitaria T agli antigeni RD1 potrebbe essere
oredittivo di TBC attiva

A sharply rising level of IFN-g after exposure could be
predictive of TB disease??

Questo deeéssere ancora
confermato sebbene siant
disponibili dati verosimili
supportati da alcuni dati
Indirettl.




Nuovi test sperimentall

« Antigen different from the commercial RD1
peptides (RD1 selected peptides)

In patients with active TB the response to RD1
selected peptides decreases after efficacious
treatment

20y
—a— No responders to

anti-TE therapy

—0— Responders to anti-TB
therapy

IFN-y SFC/
per million PBMC

— =-1-____\'_‘-_-:_ _.___‘_\_. e

T = mE e e

3
Months after antk-TB therapy




IFN-y response to the antigen of latency
Rv2628 is associated to remote LTBI

GFT-IT

1004

Parasntags of mspondars

Parmntage of meporders

= Screening of contacts of patients with active TB, after
exclusion of Active TB, among those positive to IGRA

IGRA-positive
Rv2628+ Rv2628-
Likely Likely
Remote LTBI Recent Infection

Higher need of
chemoprophilaxis



IFN-y (IU/ml)

IFN-vy response to the methilated HBHA of M. tuberculosis
produced in M. smegmatis is significantly reduced in
patients with active tuberculosis

GFT-IT
HEHA
#000 - &1 -
i~ :
] B
=104
H -
a0
| g
5 B
5 = L
a T T o T T
o~ R & R
5 -
P o P e
o oF
TADAAINS = Screening of subjects suspected of active TB, among
those positive to IGRA
p=0.0003 p=0.4
32' @8 IGRA-positive
LY.
- —— mHBHA- mHBHA+
|
=} ]
0,25 Likely Likely
oo (1] n . .
oo o R — Active TB No active TB:
0.00-—p—r e
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Marker different from IFN- y
(IP-10, MCP-2, IL-2)

e Detection of IP-10 (citochina) in the plasma from

QuantiFERON-TB Gold In-tube In samples from
patients with active TB with a negative QFT
results

INCREASE OF SENSITIVITY
In active TB!

—Interferon-gamma-inducible 10 kD protein




Biological sample different from blood
(BAL, pleural fluid, CSF, urine, skin)

e |GRA at the site of TB disease: BAL vs blood

e |P-10 decreases in the urine of TB patients after
successful therapy

o Skin test (test cutanepbased on rdESAT-6




Immunita naturale (Innata)

Macrofagi alveolari sono la prima barriera attasdrdggere il germe appena
arrivato in sede di infezione prima che possa matapsi.(Potere battericida e
virulenza bacillo)

Fattori genetici 0 acquisiti.
Differenze etniche nella suscettibilita allo svilppdl&C.

Popolazioni caucasiche e Nord Europa da secoli seggetpidemie letali
che le hanno selezionate e rese piu resistenti deafneani, indiani
americani e asiatici.

Sembra che ugene Nramp-INatural Resistance Associated Macrophage
Protein-1) conferisca nelluomo, resistenza al mitieia.

Proteina macrofagica che influisce sul trasporto dealinée e Manganese.
Sequestra Fe dall'ambiente circostante impedendeplacazione.

Difetti genetici di Nramp-1 responsabili di > susasitilita.

Si cerca di individuare le proteine che il micdbab esprime nelle fasi
precoci dell'infezione in fase di stress da mancamnEado.

Selezionati set di geni che rende la popolazioneonseiscettibile.




—A) Algoritmo per:
a. Tutti gli operatori sanitari (OS) neoassunti dipemdi e tirocinanti: QFTG baseline

b.OS a livello 3-4 di rischio con precedente QFTG N&QFY G mai fatto in precedenz®FTG

annuale
*QFTG Neg:archiviazione del dato; non ulteriori accertamenti;
*QFTG Pos invio con richiesta al Servizio Pneumologico (SRIyalutazione medica, Rx grafig
torace ed ev. terapia LTBI, consegna di foglio informasu sintomi suggestivi di TB (OS entra
in protocollo di controllo passivo della malattia cioé &éimato di richiedere visita al SPI).

Percorso ed attori:
1.Richiesta di QFTG Med Lav per neoassunti; Dir. ospedaliera o temaie per test annuale;
2.Prelievo Laboratorio ospedaliero o Lab Microbiologia
3.Eventuale trasporto materiale ematico dal laboratorgpedaliero al Lab. Microbiologia
4 .Esecuzione QFTG e refertazioh@b. Microbiologia;
5.Invio referto da Lab. Microbiologia:eServizio richiedente copia alla Med Lav;
6.Qualora il richiedente &€ Med Lawnvio di copia da Med Lav a direzione competente;
7.Selezione degli operatori sanitari QFTG-Neg dai QFTGsRocura del servizio richiedente;
8.Informazione-comunicazione al OS del QFTG-Possperinvio a SPI con richiesta di visita
pneumologicaa cura del servizio richiedente;
9.Accertamenti al SPlvedi algoritmo-punto b.-QFTG-Pos);
10.Comunicazione del SPI sull’esito degli avvenuti Haceenti ed ev. terapia della LTBI (referto
medico) aal servizio richiedente Med Lav.
11.Qualora venga accertato un caso di tubercolosi attima&io di primo certificato medico a INAIL

per malattia professionale dalla Med Lav.
CC €S<Sj




B) Algoritmo per:
Ricerca epidemiologica nei casi contatto - livello 5 dictso-;
OS con precedente QFTG-Neg o che non ha mai esequitGQPRTG e somministrazione di scheda
anamnestica
QFTG-Nege scheda anamnestica negativarchiviazione del dato e ripetizione QFTG con scheda
anamnestica dopo 2 mesi;
QFTG-Pos:accertamenti al SPI (vedi A algoritmo-punto b.-QFTGPo
QFTG-Nege scheda anamnestica positivaccertamenti al SPI (vedi A algoritmo-punto b.-QFTGPo
OS con precedente QFTG-Pescertamenti al SPI (vedi A algoritmo-punto b.-QFPGs).

ercorsc ed attori:

opc invio di lista del personale coinvolto dalla Direzione nwoedo territoriale al SPI:
1.Richiesta di QFTG e raccolta anamnestica nei casi dbmiadividuati SPI;
2.Prelievo, trasporto materiale ematico dal laboratodspedaliero al Lab. Microbiologia, esecuzion
QFTG e refertazionecome sopra ai punti 2-3;
3.Invio referto dal Lab. Microbiologia:aa cura di SPI richiedente;
4.Selezione degli OS QFTG-Neg/scheda anamn.-Neg vS§GPED/scheda anamn.-Pos o QFTG-Po
iInformazione-comunicazione agli OS QFTG-Neg/schedawmn®os e QFTG-Pos di recarsi al SRAI
cura di SPI
5.Accertamenti al SP(vedi A algoritmo-punto b.-QFTG-Pos)
6.Comunicazione del SPI sull esito di tutti i QFT-Gglilavvenuti accertamenti e terapie (referto

medico) a Servizio inviante la lista del persona&led Lav.
~
cellestis,

7.Qualora venga accertato un caso di tubercolosi atteame sopra al punto 11.




Cos’e una “reversione” IGRA e qual e il valore
soglia per definire una reversione?

Cos’e una “conversione” IGRA e qual e il valore

soglia per definire una conversione?

Qual e I'associazione tra una conversione IGRA
e 1l rischio di progressione a malattia?

Il trattamento dei casi di conversione IGRA
riduce Il rischio di progressione a malattia?

™
cellestis,




Domande chiave:

— Quale aumento nella concentrazione di IFN-
gamma € biologicamente indicativo di una

nuova infezione, e quanto e dovuto al solo test o
e oscillazione biologica?

— Dovremmo usare il cut-off diagnosticanche
per le conversioni?

— Qual e Il miglior modo per stabilire | cut-off?

™
cellestis,




TEST PER LA DIAGNOSI DI INFEZIONE TUBERCOLARE:
CARATTERISTICHE A CONFRONTO

Test per la diagnosi di infezione tubercolare:
caratteristiche a confronto
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Prima di iniziare il trattamento per
I'ITBL, deve essere stata esclusa la
presenza di una TBC attiva, mediante
esecuzione contemporanea di:
anamnesi mirata e attenta,

radiografia al torace,

qualsiasi altro esame utile, sulla base
dei dati anamnestici, clinici e
radiologici disponibili, ad
escludere/accertare la presenza di
una forma attiva di TB.




a Divergent pathway of effector and memory T cells
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Diagnosi e trattamento dei casi di malattia attiva, in particolare dei casi

polmonari bacilliferi
E' IL PROVVEDIMENTO PIU' IMPORTANTE
IN ASSOLUTO

2 _
Vaccinazione con BCG
- efficacia limitata e variabile
- solo per alcune categorie di individui
3 -
|dentificazione delle persone con infezione tubercale latente e
trattamento preventivo.

Perché?

Un caso contagioso lasciato a se infetta altre 10 pere all’anno, delle
guali a sua volta una si ammalera di TBC.




L'infezione tubercolare latente

€ una situazione pericolosa legata ad una condizione di
quiescenza del micobatterio tubercolare che puo’
successivamente riattivarsi causando la malattia attiva.

Occasionalmente puo essere anche solo un ricordo immunologico di presunta infezione risolta,

senza quindi micobatteri vivi (Mack et al, ERJ 2009)

COME S| POSSONO IDENTIFICARE |
CASI DI INFEZIONE TUBERCOLARE?

= || test TUBERCOLINICO e il metodo in vivo
usato per identificare 1 soggetti venuti in contatto
con Il bacillo tubercolare. (Mantoux 5 Ul)

m |l test QUANTIFERON 1B Gold e Il test

T SPOT-TB sono 1 metodi diagnostici in vitro su
un campione di sangue periferico




T SPOT-TB®

Oxford Immunotec launches
T SPOT-TB tuberculosis blood test
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PREMESSA:Infezione e Risposta CMI (cellule T)

O
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Carica batterica

——— LTBI

Infezione Malattia RX




Attraverso I tests che dosano I’ IFNy
possiamo valutare I'entita dellecellule
effettrici marcatori dell'infezione

e Le celluleEFFETTRICI producono IFNy o
entro alcune ore dalla stimolazione. (Cellule a rlwpsonta)

e Le cellule di MEMORIA devono proliferare ed impiegapio
di 24 ore prima di produrre livelli significativi di IFN-.

e | testin vitro per IFNyrichiedono un‘incubazione di meno di

24 ore.
~.
cellesig,

= |IFN-y deriva dalle cellule T effettrici




CDC Guidelines on the Use of
QuantiFERON Gold - 2005

® “the antigens impart greater specificity
than is possible with PPD”

\

® “as sensitive as TST in detecting infection”
Guidelines for the Investigation of Contacts in Unfredfed TB

of Persons with Infectious Tuberculosis
Recommendations frem the Natienal Tukerculesis
Controllers Association and CDC

® “QFT-G can be used in all circumstances
Guidelines for Using the QuantiFERON"-TB in which TST is currently used”

Gold Test for Detecting Mycobacterium
tuberculosis Infection, United States

® Specific caution is indicated in “vulnerable
populations” because no immunologic test
can exclude the possibility of TB

INSIDE: inwing E i inati

DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERYVICES
CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION
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*Nelle “Guidelines for the Investigation of Contacts of Persons with Infectious Tuberculosis
(CDC Atlanta, 2005) si suggerisce che :

il QFT-G assay POTREBBE essere usato al posto del TS T.
(Dr. Vernon)

On May 2, 2005, a new in vitro test QuantiFERON-TB GOLD (QFT-6, manufactured by Cellestis Limited,
Carnegie, Victoria, Australia), received final approval from the U.S. Food and Drug Administration (FDA) as an
aid in diagnosing Mycobacterium tuberculosis infection, including both latent tuberculosis infection (LTBI) and

tuberculosis (TB) disease www adaweb.it




“The newest commercial IGRAs are superior, in
comparison with the TST, for detecting confirmed
active TB disease, especially when performed in
developed countries”( a bassa prevalenza)




PPV e NPV

Poiché nella maggior parte delle situazioni, I'infezione da TB ha una
prevalenza relativamente bassa
e importante utilizzare un test con a/ta specificita
che ridurra molti falsi positivi.
| parametri che il clinico deve prendere in considerazione quando deve
decidere quale test usare.

> Valore Predittivo Positivo
(PPV: probabilita che un paziente con un test positivo risulti avere realmente le
condizioni per cui il test e stato esequito.)

> Valore Predittivo Negativo
(NPV: probabilita che un paziente con un test negativo risulti realmente essere

libero dalle condizioni per cui il fest & stato esequito.)

—Menzies et al. Meta-analysis: New test for the diagnosis of LTBI: areas of uncertainty and
recommendations for research. Ann Int Med 2007:146:340-54

-I nuovi test IGRA si rivelano un'importante promessa e posseggono un eccellente
specificita. Ulteriori studi sono necessari per una piu accurata valutazione delle
performance in popolazioni ad alto rischio e nel testing seriale.
Studi longitudinali sono necessari per definire il valore predittivo degli IGRA test.




EvidenzelGRA Tests:
specificita

Pai M, Zwerling A, MenziesD. Ann Int Med 2008; 1409:
177-84
Review sistematica e aggiornata

Eccellente specificita del QFT
(meno dati disponibili sul T-spot commerciale)

Alta specificita del TST in soggetti non-BCG vaatinma
bassa e variabile in soggetti BCG vaccinati

T-spot piu sensibile del QFT/TST




TST for diagnosing LTBI

pro contra

e nexpensive Cross reaction wit

— BCG vaccination
* no Lab needed _ NTM

strong reaction
I second appointment
& boosting in serial testing
b § no simple interpretation

W ¢ — > 5mm
g — >10 mm
— > 15 mm
— increase by 10 mm




IGRA — ex vivo blood test

Tuberculin Skin Test (TST)

IFNy

TNF« IL8
Antigen and T-Lymphocyt

f \

o ® & & @

Interferon- y-Release e
Assay (IGRA) Sl INF-y-Concentration




Qual e l'interpretazione delle conversioni e
delle reversioni del test IGRA?

Qual e la prognosi di una conversione IGRA?

Possiamo utilizzare i livelli di IFN-gamma per
diagnosticare la malattia?

Puo un TST “boosterare” successive risposte
IGRA?




Reaction after infection

Transient infection

Dormant state

Local reaction lung Lt

TB granuloma

v 1
uncontrolled replication

subclinical or clinical TB

UL UD
> 4




Serial testing of HCW with QFT

e Japan
— n=311
— conversion 5 out of 284
— reversion 13 out of 27

— Yoshiyama et al. Epidemiol Infect 2009:1

e |ndia
— nN=216
— conversion 17 out of 147

— reversion O out of 38 = 24% s
cellestis,
— Pai et al. Int J Tuberc Lung Dis 2009;13(1):84-92




Cosa sappiamo della reversione IGRA?

Le reversioni sono ben documentate
Le reversioni sono meno probabili quando i risubbaseline sono doppi-positivi
(TST+/IGRA+) dove ci si attendgna marcata risposta IFN-gamma

Le reversioni sono piu probabili quando i livelasali sono discordanti (TST-
[IGRA+)

— I risultati discordanti sono in genere risposte tledmm bassi livelli di IFN-
gamma vicini al cut-off

— variazioni non-specifiche intorno al cut-off possquotare a reversione

Perché le reversioni avvengono?
1. Alcune reversioni potrebbero riflettereslaomparsa dell’'infezione

2. Alcune reversioni potrebbero semplicemente essengeawariazioni
biologiche(*oscillazione”) negli IGRA-positivi, € noi selezioma pazienti che
si trovano nella fase di diminuzione della rispostané¢zione

3. Alcune reversioni potrebbero essere dovute a vanaaelleprocedure di
laboratorio

(manipolazione del campione, lavaggio nellELISAG.e




e Le conversioni sono ben documentate
« A seconda del cut-off usaper la conversione, i livelli variano

molto!
e Se per definire le conversioni si usa un sempideoff negativo-

positivo, allora le conversioni saranno maggion ¢GRA che con
TST (Pai et al, 2006; Pai et al, 2009 & Corbett e2al)6)

— Cio puo indicare una maggiore sensibilita per le Yessioni” (non
necessariamente per “diagnosi”)

— Ad ogni modo, parte dei maggiori livelli di cons&mi & probabilmente
dovuta a variazioni minori non-specifiche intorn@at-off (Pai et al,

AJRCCM 2006; Pai et al. IJTLD 2009)

— Un cut-off ( piu alto) piu stringente per la convers potrebbe aiutare ad
evitare di interpretare variazioni minori come cersioni




e Evidenza diretta limitata nelluomo

— La correlazione con la carica batterica e la pgial
puo essere solo dedotta

e Pero, e statsuggerito che il forte incremento
nella risposta linfocitaria T agli antigeni RD1
potrebbe essere predittivo di TBC attiva

— Questo dev’essere ancora confermato sebbene siano
disponibili dati verosimili e supportati da alcutati
Indirett




IFN-y

CFU

A sharply rising level of IFN-g after exposure could be

People who control
inifial bactenal
replication remain
ESATH

predictive of TB disease??

Feople who fall to control
initial bactenal replication
but eventually control the
infection, become ESATE+
and become latently infected

People who fall to
control bactenal
replication become
ESATG++ and later
develop clinical TB

Tirmo nact_infoartisan

Sharp rise:

indicates
bacterial
replication?

predictive of
disease??

Incinient
disease
Cout-off

Infection
Cut-off

™
cellestis,



QuantiFERON® vs. TST:

Accuratezzo gelilelite

® Semplice da eseguire:

- sangue intero/no separazione cellule T
- automatizzabile da provetta primaria
- adatto alla centralizzazione

® Sensibilita e Specificita > TST
® Test in vitro, no effetto booster
® Unico “cut-off” diriferimento
® No soggettivita lettura del TST

Sicurezza Costi e salute

® Test in vitro, provette dedicate ® Riduzione dei costi globali:
® Test in vitro, no effetti collaterali - riduzione degli esami di
® No manipolazione del sangue approfondimento dei positivi
- riduzione di trattamenti farmacologici
inappropriati (tossicita)

CE certificato, FDA approvato - MMWR/CDC linee guidq, etc.

Mota: non asistendg un aold-standard per |8 dizgnes d) infeziore bebergolars lalenta, 1 dat relatns & sensbilts e speeibots de nuew best Mmool g

w1 5 basang sy sluch sondoth n gazenk con T8 alirva cerlermal e obslogsamenle,




B) Algoritmo per:
Ricerca epidemiologica neil casi contatto - livello 5
di rischio-:
a. OS con precedente QFTG-Neg o che non ha
mali eseguito QFTG: QFTG e scheda anamnestica

QFTG-Neg e scheda anamnestica negativa:
archiviazione del dato e ripetizione QFTG con

scheda anamnestica dobones]
. accertamenti al SPI

QFTG-Nege scheda anamnestica positiva:
accertamenti al SPI

* b. OS con precedente QFTG-Pos:

accertamenti al SPI
—~




HCW are at risk for TB infection

Annual Infection Rate (TST conversion) in Torino befoe and after
Introduction of TB control in 2000 before after

Nurses 2.3% 0.9%
Laboratory services 4.2% 1.7%

Active TB In a HCW: What Is the chance that it
IS work related?

case age sex IS 6110-DNA-Fingerprint

2 68

ENT-doctor

* A waiter from Bali was seen one time for throat prdblems
3 weeks later, the waiter was diagnosed with TB

3 years later, the physician (ENT-doctor) developedB

Hamburg Fingerprint-Study
Diel R et al Resp Research 2005;6:35




Nel mondo:

2 miliardi di persone infette,
da cui deriveranno

8 milioni di nuovi casi all’anno

| nuovi casi di tubercolosi derivano dal
“serbatoio” rappresentato dalle
persone con infezione latente.

TB latente

Se vogliamo ridurre i casi di
tubercolosi attiva, dobbiamo incidere
sul “serbatoio” di infezione.

Infezione Tubercolare Latente:

) : . Giornata formazione TBC
Diagnosi e Terapia




Infezione e Malattia:

Infezione latente Malattia
LTBI TB

“Reactivation”
Tuberculosis

Primary Latent

Transmission . y
Tuberculosis Tuberculosis

Progression
after Z years,

LR ok ..If
I

Skin-test Spontaneols Progression
conversion in healing In within 2
6 to 8 wesks B months years, 5%

Progression with
concurrent HIV infection,
10%% aach year

e Ogni giorno
5.000 persone muoiono di TB

TB Disease \R
e .
atent TB _—

infection is

Latent
the source T8 Infection

e Ogni secondo

1 persona contrae l'infezione MTB
(stima di 2 miliardi di persone con LTBI)

“Dopo l'infezione, I'incubazione della tubercolosi puo variare da poche

144

settimane ad una vita intera.

Comstock GW et al, Am J Epidemiol 1974; 99. 131-138




QuantiFERON-TE Gold

Rizpozta generale alla tubercoling.
(PP mix)

Cro==reazione
con BCG

Pozzibile./probabile

Cros=reazione
con HTB

Ai

Test della rizposta delle celluleT effettrici
per la TB utilizzando proteine
specifiche presenti zolo nel TBcomplex.
Mo

NHo

Test di controllo

Oggettivita

Mo

Mizurazione dell ‘indurimento cutaneo,
altamente soggettive, clevata variabilita,
intra/inter osservatore.

Si
{Controllo positive ¢ negative nel kit )

Determinazione quantitativa
di Interferon-gamma




Aim: No cross-reaction with BCG and NTM

QuantiFERON®-Gold In Tube (QFT) (Elisa)
TSPOT-TB® (Elispot)

3 Antigens from the Region

of Difference (RD1)
ESAT-6

CFP-10
and NTM

TST uses Tuberculin with about 200 antigens




Esposizione

Assenza di infezione
90%

M.tuberculosis eliminato con o senza
l'intervento delle cellule T

Infezione
10%

|

Assenza di malattia

Malattia

9%

Precoce

(50% rischio di progressione entro i 2 anni)

1%

Tardiva
(50% rischio di progressione durante la vita)




Institute for Epidemiology and Health
Service Research for Healthcare Workers

XI CONERESS) WAZIOMALE peA PNEUIOG - (1P 2086
MILANO 20/23 OTTOBRI

Tubercolosi in Ospedale

 TB e un problema tra gli operatori sanitari
 TB screening degli operatori sanitari

— TST verso IGRA

— Costoefficacia di TB screening

— Test serial




Test nel bambini

Da uno studio su 207 bambini;

(Pediatrics 2009;123:30-37

a) Eccellente correlazione tra TST NEG. e QuantiFER@NSDId In-Tube
NEG.

Solo il 23 % dei bambini con TST POS. risultavano P&fthe al
QuantiFERON-TB Gold In-Tube.

QuantiFERON-TB Gold In-Tube POS. risulta associatoléncremento
di esposizione al M tuberculosis .

Bambini piccoli (< 5 anni) producono bassi livelli didnferon

CONCLUSIONI

Il QuantiFERON-TB Gold In-Tube test e un test speoifper
|‘esposizione a M.tuberculosis nei bambini.
Nei paesi a bassa endemia le performans sono simili a quezligi adulti.
Riguardo alla sensibilita, soprattutto per bambiacgli € comunque
necessaria un‘ulteriore valutazione ,, long-térm

Raccogliere tutti i dati disponibili e trattare

Per | bambini terapia risulta meno tossica
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Immunity against M. tuberculosis

i i fF S
Innate immunity neumorytes -
Mo detectable T cell priming (IGRA neg., TST neg.) - \ _,‘
Clearance of 1 Close  contact
NE-cells i T
;E Neutrophils. Infection in i
: NK-T cell T
i & ‘:ﬁ:{%ﬁl i ‘,15;; 2 o
.3 2. ~50% or more of e 4 )
B-defensin 57 cong Cathelicidin i 5 }q)m‘»élb: .
uninfected through | -ef—
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Screeningdella popolazione
Costoefficacia

« NESSUNA strategiae costo efficace se
I"Incidenza della LTBI < 10%.

e Con incidenza della LTBI del 1G40%, il test

della tubercolina a 2step, seguito da un test
IGRA sui pazienti positivi alla tubercolina, e
costo efficace

e L'uso del solo IGRA tese costo efficace SOLO
SE lI'incidenza della LTBI e> 40%.




IL PROVVEDIMENTO PIU’

Alcolismo,Malnutrizione,HIV,Immunodepressione, Gastomia,

Silicosi, IRC, Trapiantati Immigrazione, infeziorecente.. Eta IMPORTANTE
estreme, soggetti residenti in ambienti particglandizioni sociali, EBIEl[lSI=RIE:liEInl=ll (oo TRt No [Ny EIEIE
lavorative, abitative attiva, in particolare dei casi polmonari

bacilliferi
FATTORI FATTORI FATTORI
DI RISCHIO DI RISCHIO DI RISCHIO

S £ SPOSIZIONE MMM 1\ -c7TONE LATENTE
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n n e — —— N Riduzione della progressione a malattia:
Prg}:)}ezuone dall'esposizione: Riduzione della suscettibilita e infelz)ion?a .

: e e Sorveglianza clinica
Procedure Assistenziali di Sicurezza 9. D
Screening soggetti a rischio

all'infezione:
Vaccinazione
Riduzione della trasmissione:
Diagnhosi tempestiva

Isolamento

Terapia efficace

Misure di adesione alla terapia(DOT)
Misure di Igiene (Droplets)

Diagnosi tempestiva

Screening di:

Contatti

Soggetti con esposizione professionale
Soggetti a rischio per patologia

IDENTIFICAZIONE PRECOCE DELL'INFEZIONE: SCREENING

Identificazione delle persone con infezione tubert¢are latente e trattamento preventivo.

Perché?
Un caso contagioso lasciato a se infetta altre 10rpene all’anno, delle quali a sua volta una si amntera di TBC. I



Why is it important to distinguish between
latent infection and active TB disease?

« [0 provide a correct diagnosis:

n Active TB disease:

« Organ destruction and/or death
« Spread of infection in the community

s Latent infection

= [0 provide a correct and efficacious therapy:

» Active TB disease: 2 months therapér with 4 drugs
and then 4 months therapy with 2 drugs

» Latent TB infection: & months therapy with one drug

= To save human and economic costs avoiding complex
evaluations ﬁl.e. clinical, radiological and surgery procedures).
Ex: extra-pulmonary TB



NICE 2006

« “Nationallnstitutefor HealthandClinical
Excellencel B guidelines (Regno Unito,
2006 consiglia:

e Screening inizialeon TST seguito da un
test IGRA pericasiTST+/ dubbia

™
cellestis,




2007 Canadian Guidelines
IGRA Raccomandati

1. Contatti di TB attiva:

Contatti chiusi (HIGH RISK) possono essere fatti entrambi, TSTe IGRA e se
uno dei due e positivo --- trattare per LTBI

Contatti casuali (LOW RISK) Il test IGRA puo essereusato cone conferma se
TST e positivo per verificare che non ci sia infezione vs BG or MOTT

2. Immunodepressi : Eseguire prima il TST , se negativo fare IGRA e se questo
positivo --- trattare per LTBI

3. Persone a basso rischicon TST positivo: Fare IGRA e se positivo considerare
come LTBI

Test seriali

Bambini

Screening degli immigrati
Diagnosi di TBC attiva

La sensibilita dell'lGRA rispetto al TST nella TBCiiaa risulta essere
leggermente inferiore. Cio € dovuto alla diminuisgposta immune nei pazienti
con Tubecolosi attiva in particolare in quelli coalattia in stato avanzato,
malnutrizione ed eta avanzata




e Song 2008
QFT-G 48 EP-TB casi confermati (110 totali)

Specificita 87%
Non puo essere utilizzato come unico criterio per
la diagnosi di (extrapolmonare)




IGRA e anti TNF alfa

Raccomandazioni per lo screening della TBC primandi terapiantt
TNF-alfa, in Svizzera

— SwissMed WKly 2007; 137:62%622. Novembel3, 2007) Official
journal of theSwissID, GIM andResp Societie$

A. Screeningraccomandato utilizzando la storia del pazieniGRA
test invece del TST




nterferon “amma ~elease /ssay

TEST IMMUNOLOGICT in vitro che saggiano il rilascio
di INTERFERONE-g (IFN-g) specifico
(T SPOT-TB e Quantiferon Gold)

Marcatori di infezione

TEORIA:

I linfociti T precedentemente sensibilizzati da un contatto con antigeni tubercolari
producono alte concentrazioni di IFN-gamma quando riesposti allo stesso antigene.

Alcune premesse:

L'infezione tubercolare stimola la risposta delle cellule T (CD4Tcell)
CelluleT effettrici
in grado di produrre IFNgamma entro poche ore dalla stimolazione. (Risposta pronta)
Cellule T di memoria
che non sono in grado di produrre IFNgamma prima di 24 ore poiché devono prima
proliferare e trasformarsi in cellule effettrici.

IFNgamma non € normalmente presente in circolo.




RispostaCellulo Mediata
CD4 specifica

Se un individuce esposto al micobatterio TBC

Le cellule CD4 naif reagiscono agli Antigeni tubaari
trasformandosi in cellule effettrici di pronta respa e
cellule di memoria a rispostaudenta.

Sono le celluleeffettrici che, se sensibilizzate da un

precedente contatto, nel test, in presenza di Agcifci
ESAT6 CFP10e TB 7.7, producono HyNdosabile
nel plasma (QFT GOLD).

- - m) IFN-vy

Cellula effettrice

Cellula naif



TUBERCOLOST
ATTIVA

COME S| POSSONO IDENTIFICARE
PRECOCEMENTE | CASI DI MALATTIA
TUBERCOLARE ATTIVA?

| 'esame radiografico del torace rimane ad
oggil un mezzo sufficientemente sensibile, e
sicuramente il piu pratico, per identificare le
anomalie compatibili con un quadro di
tubercolosi dell' apparato respiratorio

—sintomi clinici
— reperti batteriologici positivi.




Confronto delle Linee Guida

Sospetia TST e IGRA TST &fo (TST ef0)
TB* IGRA IGRA

Contatti TST(+)===p TST o IGRA TST(+) = TST(+)
Adult f IGRA IGRA G RA
bambini>5

Contatti TST{ o TST
e IGRA)

Negativita non esclude TB attiva

Operatori TST(+) = T5T o IGRA ——
sanitari IGRA *

_TST{—] mmp ST & IGRA T5T & IGRA T5T 2 IGRA
IGRA
depressi

Outhreak/
popolazioni
“difficili®
*Vaccinati con BCG
**Solo IGRA se da paesi ad alta endemig




La TBC tra gli operatori sanitari € un grosso probkema

Una piu alta specificita
mancanza di effetti dovuti al BCG
24 studi con N = 240,243 soggetti

Se il BCG e somministrato nell'infanzia, 6% falsi-posihei risultati del TST
Se il BCG e somministrato dopo l'infanzia, 40% faisisitivi a causa del BCG

% Sensibilita e buon valore predittivo positivo per TBattiva nei contatti.

“* Incremento del costo-efficacianegli screening per TB

“* Non necessita di un protocollo a 2-step

“ Il boosting non rappresenta un problema
(Effetto Booster del TST su IGRA’s : |l prelievo va efigto entro tre gic




Marcatori di infezione

I linfociti T

» Cellula-T nativa = non venuta in contatto con I'Ag

- Cellula-T effettrice = cellula-T nativa venuta in
contatto con I'Ag in grado di produrre Interferon

precocemente.

+ Cellula-T memoria = cellula effettrice dopo
I'allontanamento dell'antigene

In occasione di un nuovo contatto con I'Ag le cellule-
T memoria proliferano producendo cellule-T
effettrici




Produzione di interferone-y (IFN-v)

+ L'infezione tubercolare stimola la risposta della
cellule T

- Le cellule-T attivate secernono citochine
- IFN-y
- TNF
- IL8

+ Le cellule-T effettrici producono IFN-y entro
poche ore dalla stimolazione

* Le cellule-T memoria devono prima proliferare
producendo cellule effettrici, non sono quindi in
grado di produrre IFN-yprima di 24 h

» L'IFN-y non € normalmente presente in circolo




QuantiFERONE®:

] ° S 'l'e p . P re“eVO Prelievo del campione ed ufilizzo delle provette

I QuanfifFERON®-TB Gold (QFT®) & un fest su sangue, semplice ed accurato, per
I'identificazione dell'infezione da Mycobacterium fuberculosis, I'agente responsabile della
tubercolosi. II QFT® & la moderna alternafiva al test cutaneo tubercolinico (TST) in uso da
pit di 100 anni e non & influenzato dalla vaccinazione con BCG (Bacillus Calmette-Guérin).

——

1. Prelievo del campione

— Prelevare 1 ml di sangue in
3 ciascuna delle provette dedicate.

Al termine del flusse di sangue,
mantenere la provetta collegata
all'ago per alin 2-3 secondi.

Se illivello di sangue non raggiunge o
supera la tacca nera di riferimento per
e il cometto iempimento, posizionata

E izl sull'etichetta, rAipetere il prelievo.

Normal altitude
tubes

Aftenzione
= PRIMA DEL PRELEVO. comservare le provette a 4-25°C. fino alo dota di scadenza riportata sull’ etichetta
= AL MOMENTO DEL PRELIEVO, |e provette devono essere ad una femperatura compresa fra 17-25°C.

2. Agitazione delle provetie

. Immediatamenie dopo aver eseguito il prelievo, miscelare il contenuto
4 delle provette agitandole verlicalmente con caviela per 10 volte (vedi
. figura):

Attenzione

= verificare che fintera supetficie inferna della provetta sia icoperta di
sangue cosi da garantire la selubilizzazione dell'anficoagulante e degli
anfigent di stimolazione.

High alfitude
fubes

= un'agitazione eccessiva pofrebbe cousare vn danneggiaomento del gel di
separazione del plasma con la conseguenza di risultati abemanti.

3.

Opazione 1: Incubazione presse il sito di raccolta del campione.

Dopo stimolazione:
Plasma conservabile
a 2-8° per 4 settimane

* incubare le provette in posizicne verticale a 37°C per 16-24 ore;
* inviarie al laboratorio a 4-27°C, con la nota: “prelievo gid incubato™.

oppure

Opzione 2: Incubazione presso il laboratorio.
* inviare le provette in laboraterio @ 17-27°C, con la nota: “prelievo da incubare”.

= in laboratorio | compione deve essere incubato a 37°C appena possibile:
al massimo entro 14 ore dal prefisvo.
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