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New immune-based assays as an aid for the diagnosis of M. tuberculosis infection: role in clinical practice

SUMMARY

New in vitro test, the Interferon-y assay, has now emerged for diagnosis of latent tuberculosis infection (LTBI).
Newer assays based on the immune response to ESAT-6 and CFP-10 antigens from the RD| of M. tuberculosis
may have advantages over TST, in terms of higher specificity, better correlation with exposure to M. tuberculosis
and less cross-reactivity due to BCG vaccination and non-TB mycobacterial infection. Two commercially avail-
able tests have been approved for the diagnosis of TB infection, the QuantiFERON® TB-Gold and the T Spot.TB.
These assays are based on overlapping peptides of ESAT-6 and CFP-10; however, they do not discriminate
between A-TB and LTBI. Differently, using multiepitopic peptides from ESAT-6 and CFP-10 proteins selected by
quantitative implemented HLA peptide-binding motifs analysis, it has bee shown a positive response to RDI
selected peptides only in patients with A-TB.Aim of this study is to evaluate the test TB-Gold as a tool to iden-
tify TB infection in a population enrolled with suspicious active TB. Agreement between TST and Interferon-y
assay (80%), rather then sensivity and specifity was reported. Moreover the assay based on RD| selected pep-
tides was used to evaluate whether it would allow a discrimination between active TB and LTBI. Our study sug-
gest, that TB-Gold is useful tool to identify TB infection in a population enrolled with suspicious active TB.
Moreover the assay based on RD| selected peptides is a useful tool to discriminate between active TB and LTBI
with a positive predictive value of 100% and a negative predictive value of 76%.

INTRODUZIONE alta incidenza di coinfezioni tubercolari, dall’au-

La tubercolosi (TB) ¢ I’infezione piu diffusa al
giorno d’oggi. Si stima che due miliardi di perso-
ne - circa un terzo dell’intera popolazione mon-
diale - siano affette da infezione tubercolare laten-
te (LTBI), senza mostrare sintomi attivi. Nel
mondo ogni anno vengono diagnosticati circa otto
milioni di nuovi casi di malattia attiva (ATB), che
conducono a due milioni di decessi per tubercolo-
si (6).

La tubercolosi ¢ quindi la pit importante causa di
morte da singolo agente infettivo, ed ¢ tornata ad
essere un problema di sanita pubblica anche nei
paesi occidentali. Non vi ¢ dubbio che nel deter-
minismo della attuale situazione sono coinvolti
nuovi fattori di rischio che si sono venuti a deli-
neare in tempi recenti come fenomeni inarrestabi-
li e non facilmente controllabili. Uno di questi, di
sempre piu rilevante portata, ¢ rappresentato dalle
forti correnti migratorie da paesi ad alta endemia
tubercolare di soggetti che peraltro vivono nella
maggioranza dei casi in condizioni socio-sanitarie
di emarginazione. Altri fattori sono costituiti dalla
diffusione dell’infezione HIV con conseguente
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mento di terapie immunodepressive in pazienti
con malattie del sistema immunitario, neoplasie o
nei trapiantati (5, 20). In ultimo I’emergenza di
ceppi micobatterici farmaco-resistenti molto dif-
fusi in alcune aree del mondo causa gravi riper-
cussioni nella scelta della terapia e nel controllo
dell’infezione (7).

La possibilita di rilevare accuratamente e rapida-
mente 1’infezione da M. tuberculosis ¢ cruciale
per un controllo globale della malattia. La dia-
gnosi ed il trattamento ove indicato dell’infezione
tubercolare latente sono considerate priorita asso-
lute per il controllo e I’eliminazione della tuber-
colosi. In particolare 1’identificazione precoce di
soggetti infetti, a rischio elevato di progressione
clinica e di quelli con tubercolosi polmonare atti-
va, consente di ridurre le fonti di contagio nella
popolazione (14).

La diagnosi della malattia attiva ¢ basata essen-
zialmente sulla valutazione del rischio di infezio-
ne, sul quadro clinico-radiologico, sull’esame
diretto dei campioni raccolti, sebbene il gold stan-
dard per la diagnosi rimane 1’identificazione col-
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turale del M. tuberculosis. Diversamente, per dia-
gnosticare 1’infezione tubercolare latente, condi-
zione di quiescenza del micobatterio, non ¢ possi-
bile I’isolamento microbiologico. L’infezione
tubercolare latente ¢ infatti, un’infezione sub-cli-
nica caratterizzata dall’assenza di segni clinici,
batteriologici, radiologici; la sua diagnosi si basa
unicamente sulla dimostrazione di una risposta
immunitaria ad antigeni micobatterici (3).
Classicamente 1’identificazione delle persone con
infezione tubercolare latente ¢ sempre stata affi-
data al test cutaneo tubercolinico, conosciuto
anche come intradermoreazione alla tubercolina
secondo Mantoux (T.S.T. tuberculosis skin test).
Questo test, invariato nella sua esecuzione da
oltre 100 anni, prevede I’iniezione nel derma di
un derivato proteico purificato (PPD) di M. tuber-
culosis che provoca una lesione eritematosa e
infiltrante nel punto di inoculo che si manifesta
tipicamente dopo 48/72 ore. Dal punto di vista
immunologico si ha I’evidenza di una reazione di
ipersensibilita tipo IV, cellulo-mediata (11).

Il test cutaneo tubercolinico, pur essendo a tut-
t’oggi il test di riferimento presenta alcune limita-
zioni, che in parte ne riducono I’utilita clinica. In
primo luogo, ¢ un esame eseguito in vivo, che
necessita di una visita di ritorno per I’interpreta-
zione del risultato. Presenta una scarsa standar-
dizzazione sia nell’esecuzione che nella valuta-
zione del test da parte dell’operatore. In secondo
luogo ¢ gravato da una bassa specificita dovuta
alla cross-reattivita antigenica esistente tra PPD,
BCG (bacillo di Calmette e Guerin) e micobatteri
non tubercolari (NTM), tra i quali anche quelli
ambientali. Infine presenta una bassa sensibilita
in condizioni di immunodepressione, condizione
in cui si assiste ad una progressiva perdita della
capacita di montare risposte di ipersensibilita
ritardata (12).

Inoltre non permette di distinguere tra infezione
latente e malattia attiva e non riveste nessun ruolo
nel monitoraggio della terapia. Infatti la cutiposi-
tivita tubercolinica ¢ espressione di un avvenuto
primo attecchimento micobatterico nell’organi-
smo ed ha quindi il significato di memoria dell’e-
vento infettante, indipendentemente dalla presen-
za 0 meno di una malattia tubercolare (14, 1).
Dal momento che la tubercolosi ¢ in aumento nei
paesi sviluppati, che I’infezione latente costitui-
sce un fattore di rischio per la manifestazione
della malattia e che il test con il PPD ¢ poco sen-
sibile, negli ultimi anni si ¢ cercato di sviluppare
nuovi strumenti per la diagnosi dell’infezione
tubercolare latente. E stato cosi proposto un
approccio in vitro basato sulla risposta delle cel-
lule T anziché sugli effetti cutanei dell’interazio-
ne tra cellule presentanti I’antigene e le cellule T.
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Questo approccio vede il suo razionale nelle
caratteristiche del M. tuberculosis, patogeno
intracellulare in grado di evocare in vivo una
risposta immunitaria cellulo-mediata (risposta di
tipo Th-1) con produzione di interferone gamma
(IFN-y) (19).

In linea generale un soggetto esposto a M. tuber-
culosis presenta nel sangue periferico dei linfoci-
ti T CD4 e CDS specifici che, se opportunamente
stimolati in vitro, amplificano la risposta immune
verso il M. tuberculosis attraverso la produzione
di IFN-y (9). 1l dosaggio quantitativo della cito-
china prodotta, mediante un saggio immuno-enzi-
matico, permette di rilevare 1’avvenuto contatto
con il micobatterio tubercolare. L’IFN-y, quindi
puo essere considerato come il marcatore dell’av-
venuta attivazione di queste cellule T CD4 e CDS8
da parte dell’antigene specifico (15).

Oggi abbiamo a disposizione una serie di nuovi
test immunologici in vitro per la diagnosi di infe-
zione tubercolare latente: il QuantiFERON® TB-
Gold (TB-Gold), prodotto in Australia, approvato
dal FDA americana nel 2001 e introdotto nelle
ultime linee-guida del Center for Disease Control
and prevention di Atlanta (16, 2) e T Spot.TB pro-
dotto dalla inglese Oxford Immunotec, in attesa di
approvazione da parte dell’FDA. La novita di
questi nuovi test di laboratorio ¢ legata all’utiliz-
zo come stimolo antigenico di peptidi overlap-
panti, ossia peptidi che ricoprono tutta la sequen-
za della proteina considerata, nello specifico delle
proteine ESAT-6 e CFP-10, codificate dalla regio-
ne genomica RD1, presenti in modo peculiare in
M. tuberculosis ed assenti, invece, in tutti i ceppi
di M. bovis (BCQ) e nella maggior parte dei mico-
batteri non tubercolari (NTM), esclusi M. kansas-
sii, M. szulgai, M. marinum. Questi due prodotti
genici di RD-1, ESAT-6 e CFP10, sono i bersagli
dei linfociti Th-1 che producono IFN-y in sogget-
ti con infezione da M. tuberculosis. L’utilizzo di
queste due proteine ha consentito di migliorare sia
la sensibilita che la specificita per la diagnosi del-
I’infezione tubercolare latente (8, 17). Inoltre
recentemente alcuni studi hanno messo in eviden-
za I’importanza di selezionare peptidi mediante
tecnica computazionale per identificare epitopi
promiscui dell’Human Leukocyte Antigen (HLA)
di classe II per le proteine di CFP-10 ed ESAT-6.
In particolare ogni peptide contiene uno o piu epi-
topi capaci di legare almeno 4 diverse specificita
del’HLA-DR, (ii), 2 del’HLA-DP (iii) e 2
del’HLA-DQ con un’abilita di legame dell’80%
rispetto alla massima capacita di legame di ogni
allele appartenente all’HLA di classe II. Questi
epitopi cosi selezionati sono capaci di coprire piu
del 90% degli aplotipi di HLA di classe II presen-
te nelle diverse popolazioni umane. La risposta a
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questi peptidi da noi selezionati si associa a TB
attiva (21) diversamente dalla risposta ai peptidi
overlappanti usati nei test commerciali (10) e per-
mette di monitorare I’efficacia della terapia anti-
tubercolare (4).

Il nostro primo obiettivo ¢ stato quello di deter-
minare 1’affidabilita del test TB-Gold nell’ambito
di un contesto clinico su pazienti con sospetto di
malattia tubercolare. Come obiettivo secondario
abbiamo cercato di valutare la possibilita di dis-
criminare 1’infezione attiva dalla latente utilizzan-
do i peptidi selezionati di RD1 ESAT 6 e CFP10.

MATERIALI E METODI

Lo studio ¢ stato condotto su 31 soggetti arruola-
ti con sospetto clinico di malattia tubercolare
presso il Dipartimento di Malattie Infettive del
Policlinico Umberto I “La Sapienza” di Roma
nell’arco di tempo di 6 mesi. Le caratteristiche dei
pazienti sono descritte nella tabella 1. Su tutti i
pazienti ¢ stato effettuato il test cutaneo tuberco-

Tabella 1. Caratteristiche dei pazienti inclusi nello studio
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linico (TST), il QuantiFERON® TB-Gold e il test
immunologico con i peptidi selezionati.

I risultati ottenuti sono stati confrontati con i dati
clinici raccolti durante I’anamnesi e con gli esiti
degli esami microbiologici.

Test QuantiFERON® TB-Gold (Cellestis Ltd,

Australia)

11 test si svolge in due fasi:

* Nella prima fase si procede all’incubazione di
quattro aliquote da 1 ml di sangue intero epari-
nato rispettivamente con gli antigeni ESAT-6 e
CFP-10, il mitogeno di controllo e il controllo
negativo.

* Nella seconda fase, dopo I’incubazione di 12-18
h a 37°C, si preleva il plasma e si quantifica
I’interferon gamma mediante saggio ELISA.
Una curva con IFN-y ricombinata viene effet-
tuata ad ogni determinazione. I risultati dei
campioni sono espressi in Unita Internazionali
riferite a questa preparazione standard. Il sog-

Caratteristiche

Valutazione per singolo paziente

Pz Eta Sesso TST BCG vaccinati Immigrati* HIV Recente Esposizione
| 28 M - +

2 30 F + + +

3 5 M + +

4 38 F + + +

5 7 M + + + +
6 6 M + + +
7 46 M -

8 55 F -

9 32 M +

10 60 M +

I 41 F + + +

12 56 M +

13 62 M + +

14 44 F + + +

15 29 F + +

16 43 F -

17 4 F + +

18 7 F + +
19 2 M + + +
20 58 M + +
21 | M + +
22 49 M + +
23 55 M + +

24 36 M +

25 86 F +

26 45 M +

27 10 M + +
28 69 F +

29 73 M + +
30 52 M +

31 6 F + +

*Soggetti provenienti da zona ad alta endemia tubercolare
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getto ¢ ritenuto positivo per 1’infezione da M.
tuberculosis se la produzione di IFN-y verso gli
antigene ESAT-6 o CFP-10 supera il cut-off sta-
bilito di 0.35 Unita Internazionali (UI).

Test immuno-enzimatico con peptidi selezionati
di RD1

Il test viene eseguito con le stesse modalita del
Quantiferon-TB Gold ad eccezione degli stimoli
utilizzati, costituiti da un pool di peptidi multiepi-
topici di ESAT-6 e CFP-10 (21). Il cut-off per TB
attiva ¢ di 0.6 Ul/ml ed ¢ stato stabilito utilizzan-
do la curva ROC in base a un lavoro precedente-
mente descritto (10).

RISULTATI

Nello studio sono stati arruolati 31 soggetti con
sospetto di tubercolosi. I risultati sono illustrati
sinteticamente in figura I.

Sulla base del quadro clinico-strumentale e della
successiva conferma di coltura microbiologica
solo in 15 soggetti ¢ stata confermata la diagnosi
di malattia tubercolare attiva, 13 tubercolosi pol-
monari, 1 tubercolosi disseminata e 1 spondilodi-
scite tubercolare. In tale gruppo il TST ¢ risultato
positivo in tutti i pazienti (100%), mentre il TB-
Gold ¢ risultato positivo in 14/15 (93%). 11 test
con peptidi selezionati ha dato esito positivo in
11/15 (73%). L’indice di concordanza tra TST e
TB-Gold ¢ pari al 93%. La produzione di INF-yin
risposta agli stimoli antigenici, ESAT-6 ¢ CFP-10
nei 14 soggetti TB-Gold positivi, espressa come
media + DS Ul/ml, ¢ rispettivamente di 2.6 + 0.1
e1.9+0.3.

Nel gruppo di pazienti (n=16) in cui il sospetto di
tubercolosi polmonare non ¢ stato confermato, 7
(43%) sono risultati TST+/TB-Gold+/Peptidi-,
indicando un quadro di infezione tubercolare
latente. Cinque soggetti (31%) invece erano
TST+/TB-Gold-/Peptidi- e nell’anamnesi era
riportata una pregressa vaccinazione con BCG.
Infine 4 pazienti (25%) erano negativi ai tre test
(TST-/TB-Gold-/Peptidi-).

DISCUSSIONE

Nei 15 soggetti con diagnosi di tubercolosi attiva
i nostri dati hanno evidenziato una alta aftidabili-
ta del test TB-Gold (14/15). 11 soggetto che in fase
di malattia tubercolare attiva ha presentato un
risultato TB-Gold negativo ha evidenziato un
quadro clinico di tubercolosi extra-polmonare

Tabella 2. Confronto di differenti test per la diagnosi di TB
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(spondilodiscite) molto severo a cui potrebbe
essere associato uno scarso rilascio antigene-spe-
cifico di INF-y da parte delle cellule immuno-
competenti. Nei casi di tubercolosi extra-polmo-
nare ¢ descritta la presenza di falsi negativi in let-
teratura (13, 22), sebbene manchino analisi appro-
fondite per comprendere i meccanismi immuno-
logici responsabili.

La buona interpretazione dei risultati ¢ conferma-
ta ulteriormente dalla discriminazione dei risulta-
ti positivi rispetto al cut-off. Questo dato ¢ evi-
denziato dalle risposte quantitative agli stimoli
ESAT-6 e CFP-10, in termini di IFN-y prodotto,
che risultano essere rispettivamente 7 e 5 volte
superiori al cut-off del test di 0.35UI/ml.

I risultati ottenuti, utilizzando come stimolo anti-
genico il pool di peptidi selezionati di RDI,
mostrano una produzione di IFN-y maggiore nei
pazienti con diagnosi di malattia tubercolare atti-
va rispetto ai soggetti con una probabile infezione
tubercolare latente (4, 10, 21).

In tal modo abbiamo identificato uno stato di
malattia tubercolare attiva in 11/15 (73%) dei
soggetti in studio, con una sensibilita e specificita
pari a 73% e 100% rispettivamente e con un valo-
re predittivo positivo (VPP) e un valore predittivo
negativo (VPN) del 100% e 76% rispettivamente
(tabella 2).

L’assenza di risposta al pool di peptidi seleziona-
ti ¢ stata riscontrata solo in 4/15 dei pazienti con
TB attiva, tale condizione € riconducibile ad uno
stato di “M. tuberculosis non responsivo-specifi-
co” che pud presentarsi nella fase di massima
replicazione del patogeno (18).

Per quanto riguarda i 16 soggetti con sospetto di
infezione tubercolare, il risultato dei test ha con-
fermato in 7/16 dei soggetti una condizione clini-
camente compatibile con una diagnosi di infezio-
ne tubercolare latente (tabella 2).

La discordanza tra TST vs TB-Gold in 5/16 dei
soggetti analizzati ¢ correlata ad una precedente
vaccinazione con BCG evidenziata nell’anamnesi
clinica. Il Quantiferon-TB GOLD ha confermato
la capacita di discriminare i falsi-positivi al TST
dovuti alla vaccinazione con BCG.

I risultati negativi rilevati in 4/16 dei soggetti sono
stati confermati successivamente da diagnosi di
patologie non correlate all’infezione tubercolare.
La sensibilita e specificita del TB-Gold rispetto al
TST calcolata sui 31 soggetti in studio ¢ pari al
77% e 100% rispettivamente. 11 valore della sen-

N. di pazienti positivi/ totale pazienti (%)

Peptidi Test PZ con TB attiva PZ con sospetto di TB latente
Overlappanti RD| Quantiferon-TB-Gold 14/15 (93) 7/16 (43)
Selezionati RD| Test immunologico 11715 (73) 0/16
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sibilita risulta sottostimato per la presenza nella
casistica di 5 soggetti vaccinati con BCG la cui
assenza si tradurrebbe in una stima della sensibi-
lita del 95%.

In conclusione, considerando il limite dell’esiguo
numero di soggetti analizzati, i dati estrapolati
hanno dimostrato 1I’ottima affidabilita del test
immunologico TB-Gold nella diagnostica dell’in-
fezione da Mycobacterium tuberculosis sia nella

DIAGNOSI DI INFEZIONE DA M.TUBERCULOSIS

forma attiva che nella forma latente.

Inoltre, dato di estrema importanza, 1’utilizzo del
pool di peptidi selezionati di RD1 ha portato ad
identificare la forma di TB-attiva con una buona
performace ed un VPP del 100%.

La rapidita e semplicita di esecuzione dei test
immunologici analizzati, li rendono ottimi candi-
dati per essere introdotti nella diagnostica di rou-
tine dell’infezione tubercolare.

31 soggetti con
tto di TB

15 soggetti con TB
Attiva

Conferma
clinico-microbioclogica

probabile TB Latente

Discordanza correlata alla
vaccinazione con BCG

Soggetti con

Figura I. | risultati del test QuantiFERON TB-Gold, delle ricerche microbiologiche e cliniche dei 3| pazienti arruolati con sospetto di TB
sono mostrati in questo diagramma. | pazienti con risposta al QuantiFERON TB-Gold > 0.35Ul/ml (cut off) sono considerati positivi
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