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SUMMARY

Introduction: The identification and characterization of two M. tuberculosis-specific antigens (ESAT-6 and CFP-
10) has led to the development of a whole blood new generation of M. tuberculosis specific diagnostic tests, that
have several advantages over tuberculin skin test (TST), in terms of higher specificity, better correlation with sur-
rogate measures of exposure to M. tuberculosis in low-incidence setting, and less cross-reactivity with M. bovis
(BCG) vaccine and environmental mycobacteria. The role of these new tests in evaluating post-therapy tubercu-
losis eradication has not been investigated yet. Aim of this longitudinal study was to determinate changes of
response to M. tuberculosis-specific antigens in patients during the standard tuberculosis treatment and to inves-
tigate the in vitro effects of tuberculosis drugs on the IFN-y release.

Methods: 23 individuals with active tuberculosis were enrolled and followed over time.They were tested with
QuantiFERON TB-Gold (QFT-Gold) at four time points: at diagnosis (t0), after 3 and 6 months of treatment (tl-
t2) and at the end of the specific treatment (t3).

Results: At baseline all patients were positive by QFT-Gold. At second time-point |7 out of 23 (74%) were pos-
itive, at third time-point || of 23 (47%) were positive, at treatment completion 3/23 (13%) were positive. The
conversion to negative response to M. tuberculosis-specific antigens was found in 87% patients analyzed after suc-
cessful therapy. Longitudinal QFT-Gold testing shown a significant decrease (p<0.001) of IFN-y response during
the therapy.

No inhibitory effect on IFN-y release was noted in vitro for chemotherapy using at concentrations compatible
with those achieved in serum of treated patients. Ve have revealed an inhibitory effect only at concentrations
2-3 times greater than those previously tested.

Conclusion: A successful therapy for tuberculosis causes a significant decrease of the ESAT-6 and CFP-10
response and this data suggest that the QTF-Gold assay may have a role as a tool for evaluating tuberculosis
eradication after standard tuberculosis treatment.
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INTRODUZIONE

Il tasso di incidenza della tubercolosi (TB), cosi
come riportato dall’Organizzazione Mondiale
della Sanita, € in aumento in tutto il mondo e tale
patologia rappresenta, quindi, tra le malattie infet-
tive, la piu importante causa di morte dopo 1’infe-
zione da HIV (3, 8). Sebbene il trattamento farma-
cologico degli individui con tubercolosi attiva
rappresenti la misura piu importante nell’inter-
vento di controllo dell’infezione, nei Paesi a bassa
incidenza sono altrettanto rilevanti il riconosci-
mento, la sorveglianza e il trattamento preventivo
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delle persone affette da infezione latente e ad alto
rischio di sviluppare la malattia.

11 trattamento specifico antitubercolare mira non
solo al controllo della fase attiva della malattia,
ma soprattutto all’eradicazione per impedire le
recidive/riattivazioni della malattia. Purtroppo
non esistono ad oggi metodiche per valutare I’av-
venuta eradicazione dell’infezione tubercolare.
La diagnosi di malattia attiva, posta sulla base del
sospetto clinico-radiologico e/o della presenza di
uno stato di infezione tubercolare, ¢ confermata
dalla dimostrazione della presenza di M. tubercu-
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losis. La diagnosi di infezione tubercolare latente,
invece si basa sulla dimostrazione di una risposta
immunitaria ad antigeni micobatterici, in assenza
di segni di malattia in atto.

Tale risposta immunitaria, fino al 2001, poteva esse-
re misurata solo attraverso la reazione cutanea
all’iniezione intradermica di tubercolina (7), ma
attualmente puo essere individuata anche attraverso
la misurazione della produzione di interferone
gamma da parte dei linfociti T stimolati in vitro (test
IFN-y). La misurazione di una sensibilizzazione
contro gli antigeni tubercolari ¢ prova indiretta della
presenza di un’infezione tubercolare latente o attiva
(1), ma né i test alla tubercolina né i test IFN-y per-
mettono di distinguere tra un’infezione tubercolare
latente ¢ una tubercolosi attiva (9).

Recenti studi di analisi genomica comparativa
hanno consentito 1’identificazione di proteine
secretorie specifiche di M. tuberculosis, denomi-
nate ESAT-6 (early secretory antigen target-6) e
CFP-10 (culture filtrate protein-10), codificate
dalla regione genomica RD1 (region of differen-
tiation-1), presenti in modo peculiare in M. tuber-
culosis ed assenti, invece, in tutti i ceppi di M.
bovis (BCG) e nella maggior parte dei micobatte-
ri non tubercolari (NTM), esclusi M. kansassii, M.
szulgai, M. marinum (2, 6, 15). L’utilizzo di que-
ste due proteine come stimolo antigenico ha por-
tato allo sviluppo di nuovi test per la diagnosi
immunologica dell’infezione tubercolare dotati di
elevata sensibilita e specificita.

Questi test, denominati con 1’acronimo di IGRA
(interferon gamma releasing assays), si basano sul
principio che i linfociti T effettori di individui
sensibilizzati con antigeni specifici, producono
I’IFN-y quando vengono nuovamente in contatto
con gli stessi antigeni. Si presume, percio, che
un’elevata produzione di IFN-y possa essere indi-
cativa di infezione tubercolare (13, 14).

I due test immunologici attualmente disponibili in
commercio, evoluzione di precedenti tipologie di
kit, sono il QuantiFERON-TB Gold (Cellestis
Ltd, Carnegie, Victoria, Australia) a cui si aggiun-
ge la successiva versione “In Tube”, e il T-
SPOT.TB (Oxford Immunotec, Abingdon, Gran
Bretagna). 1 due test sono simili, in quanto
entrambi misurano I’immunita cellulo-mediata
valutando quantitativamente I’IFN-y secreto dai
linfociti T in risposta ad antigeni tubercolari, ma
presentano alcune differenze metodologiche.

Il QuantiFERON-TB Gold viene eseguito diretta-
mente su campione di sangue venoso intero ¢ la
stimolazione antigenica, che si basa sull’utilizzo
di peptidi di ESAT-6 e CFP-10, avviene a 37°C
per 16-24 ore. Al termine del periodo di incuba-
zione, i campioni di plasma possono venire con-
servati a 2-8°C fino a 8 settimane e la determina-
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zione della produzione di IFN-y secreto ¢ effettua-
ta mediante tecnica “Enzime Linked Immuno
Assay” (ELISA). Il test T-SPOT.TB, viene esegui-
to usando cellule mononucleate purificate, isolate
da un campione di sangue venoso periferico. La
stimolazione antigenica viene eseguita su piastra
mediante peptidi di ESAT-6 ¢ CFP-10 cui un
numero prefissato di cellule viene esposto per 16-
24 ore, in pozzetti separati per ciascun antigene, a
37°C in un atmosfera controllata di anidride car-
bonica al 5%.

La produzione di IFN-y viene analizzata mediante
tecnologia “Enzyme-linked immunospot” (ELI-
SPOT), che consente di rilevare ogni singolo lin-
focita che produce la citochina sotto forma di spot
o impronta lasciata dall’IFN-y prodotto dalle cel-
lule e legato dagli anticorpi anti-IFN-y che rive-
stono la piastra stessa. La quantificazione del
risultato viene effettuata mediante conta del
numero di spot con un apposito lettore di piastre.
Il QuantiFERON-TB Gold ¢ stato approvato nel
maggio 2001 dalla Food and Drug Administration
(FDA) e inserito, come alternativa al test cutaneo
per la TB latente, nelle linee guida del Center for
Disease Control and Prevention di Atlanta (10,
11).Entrambi i test (QuantiFERON-TB Gold e T-
SPOT.TB) sono stati approvati dalle linee Guida
Britanniche stilate dal National Institute for
Health and Clinical Excellence (12) che racco-
mandano una strategia a due livelli in cui la
Mantoux rimane il test di screening che, se positi-
vo o inattendibile, dovrebbe essere confermato da
uno dei test IGRA. Tale protocollo ¢ tuttora in
discussione e necessita di una valutazione su larga
scala per I’impatto sia clinico che economico.
Simile proposta compare nelle linee guida con-
giunte delle Societa Italiane di Pneumologia
(AIPO-SIMER) (5).

L’obiettivo dello studio era quello di valutare
I’utilizzo clinico del QuantiFERON-TB Gold
(QFT-Gold) come parametro per il monitoraggio
della terapia antitubercolare e studiare I’effetto
immunomodulante dei chemioterapici sul rilascio
di IFN-y da parte dei linfociti T.

MATERIALI E METODI

Popolazione in studio

E stato condotto uno studio longitudinale su 23
pazienti adulti con diagnosi di tubercolosi attiva
(70% TB polmonare e 30% TB extrapolmonare),
seguiti presso il Dipartimento di Malattie Infettive
del Policlinico Umberto 1° “Sapienza” di Roma.
Dei 23 pazienti il 58% erano uomini e il 42%
donne, il 46% dei soggetti non era di nazionalita
italiana e nessuno presentava una condizione di
immunodeficienza.

La diagnosi di tubercolosi ¢ stata formulata con
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identificazione di M. tuberculosis mediante meto-
di microbiologici/istologici e/o con criteri clinico-
diagnostico strumentali (Rx, TAC) associati ad
una valida risposta alla terapia antitubercolare.
Tutti i soggetti sono stati sottoposti ad una terapia
antitubercolare specifica con 4 farmaci ¢ sono
stati valutati con il test QFT-Gold a quattro tempi:
alla diagnosi (t0), dopo 3 e 6 mesi di terapia (t1 e
t2) e a fine trattamento terapeutico (t3=9 mesi).

I risultati ottenuti con il QFT-Gold sono stati con-
frontati con i dati clinici raccolti durante 1’anam-
nesi e con gli esiti degli esami microbiologici
durante il follow-up.

Test QuantiFERON® TB-Gold

Il QuantiFERON-TB Gold ¢ un test diagnostico
(Cellestis Ltd, Carnegie, Victoria, Australia) ese-
guito ex vivo su un campione di sangue periferico
che permette la valutazione della risposta immu-
nitaria cellulo-mediata ad antigeni specifici per M.
tuberculosis: ESAT-6 (early secretory antigen tar-
get-6) e CFP-10 (culture filtrate protein-10).

Il test si svolge in due fasi:

Nella prima fase si procede all’incubazione di
quattro aliquote da 1 ml di sangue intero eparina-
to rispettivamente con gli antigeni specifici ESAT-
6 e CFP-10, il mitogeno (phytoaemagglutinin)
come controllo positivo e il Nil come controllo
negativo.

Nella seconda fase, dopo I’incubazione di 12-18 h
a 37°C, si preleva il plasma e si quantifica IFN-y
prodotto mediante saggio ELISA. Una curva con
IFN-y ricombinata ¢ effettuata ad ogni determina-
zione. I risultati dei campioni sono espressi in
Unita Internazionali/ml (Ul/ml) riferite a questa
preparazione standard. Il soggetto ¢ ritenuto posi-
tivo per I’infezione da M. tuberculosis se la produ-
zione di [FN-y verso gli antigeni ESAT-6 e/o CFP-
10 supera il cut-off stabilito di 0.35 Ul/ml.
L’analisi di dati ¢ stata fatta utilizzando il
QuantiFERON®-TB Analisi Software.

Effetto in vitro dei farmaci antitubercolari sul
rilascio di IFN-y

Per valutare I’interferenza dei farmaci antituber-
colari sulla produzione ex-vivo di IFN-y sono state
allestite una serie di prove in cui aliquote di 0.5 ml
di sangue eparinato sono state stimolate con il
mitogeno utilizzato nel QFT-Gold, (PHA, phyto-
aemagglutinin) e coincubate per 18 h a 37°C con
i seguenti farmaci: Streptomicina, Isoniazide,
Rifampicina ed Etambutolo. I test sono stati alle-
stiti con tre diverse concentrazioni a raddoppio
dei farmaci partendo dalle rispettive CMax rag-
giunte nel plasma dei soggetti in trattamento (INH
Smg/ml, RIF 7mg/ml, ETB 5mg/ml, STR
40mg/ml). 11 rilascio di IFN-y ¢ stato quantificato
mediante saggio ELISA standard (QuantiFERON-
CMLI, Cellestis Ltd, Carnegie, Victoria, Australia).
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La vitalita cellulare ¢ stata valutata mediante colo-
razione con trypan blue.

Analisi statistica

La produzione di IFN-y in risposta a stimolazione
antigenica ¢ stata espressa in Unita Internazionali
(IU/mL). Per i diversi parametri analizzati ¢ stata
calcolata la Media (+SE) e la Mediana (range). |
dati, nei vari tempi, sono stati comparati utilizzan-
do il test non parametrico di Wilcoxon sui ranghi.
Per gli esperimenti in vitro ¢ stato effettuato il t-
test. Una p< 0.05 ¢ stata valutata come significa-
tiva.

RISULTATI

Risultati dell’analisi longitudinale nei pazienti
in trattamento

E stato condotto uno studio longitudinale su 23
pazienti con diagnosi di tubercolosi attiva, confer-
mata a livello clinico-microbiologico. I soggetti
sono stati seguiti per 9 mesi e analizzati con il test
QFT-Gold eseguendo prelievi ematici prima del-
I’inizio della terapia (t0), durante (t1: 3 mesi; t2: 6
mesi) e a fine trattamento (t3: 9 mesi).

Alla diagnosi tutti i pazienti mostrano un risultato
positivo al QFT-Gold (t0: Mediana IFN-y 4.61
Ul/ml, range 0.35-29.29). I risultati del test ai vari
tempi sono stati i seguenti: al tl erano positivi
17/23 pazienti (t1: 1.03 Ul/ml, range 0-27.67), al
t2 11/23 (t2: 0.305 Ul/ml, range 0-9), al t3 3/23
(t3: 0.05 Ul/ml, range 0-7). A fine trattamento
terapeutico, quindi, nel 87% dei pazienti si evi-
denziava una conversione negativa del test QFT-
Gold rispetto all’arruolamento.
Complessivamente i test effettuati longitudinal-
mente hanno evidenziato un progressivo decre-
mento significativo (p<0.001) della produzione di
IFN-v durante la terapia (figura I).

Risultati dell’effetto in vitro dei farmaci antitu-
bercolari sul rilascio di IFN-y

Gli esperimenti in vitro, effettuati per valutare
I’effetto immunomodulante dei farmaci antituber-
colari, hanno mostrato come questi, utilizzati alle
loro concentrazioni plasmatiche (C Max=Cl),
non influenzino il rilascio di IFN-y da parte delle
cellule T rispetto al controllo (CNT). E stato inve-
ce osservato che, dosi maggiori di farmaci (C2,
C3) presentano un effetto inibitorio statisticamen-
te significativo (p<0.05). Si evidenzia, dunque,
una down regolazione dose-dipendente sulla pro-
duzione di IFN-y (figura II).

Dopo aver osservato 1’effetto inibitorio indotto
dai farmaci ad alte concentrazioni, ne abbiamo
valutato il loro eventuale effetto tossico sulla
sopravvivenza cellulare.

I risultati mostrano assenza di tossicita farmacolo-
gica come dimostrato dall’alta % di sopravviven-
za cellulare (87%) (figura III).
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ta non tanto ad una risposta da parte dei linfociti T
memory, ma da parte dei linfociti T effettori, atti-
vati da una persistenza degli antigeni nell’organi-
smo.

Numerose evidenze sperimentali e cliniche testi-
moniano come diversi antibiotici, oltre all’attivita
antibatterica, esercitino importanti interazioni sul
sistema immunitario dell’organismo, ¢ quindi
importante conoscere sia la natura che la portata
di eventuale loro influenza sulla risposta immuni-
taria (4, 16).

Tuttavia, in corso di terapia specifica, un esito
negativo del test immunologico in vitro potrebbe
invece essere influenzato da un effetto inibitorio
dei farmaci sulla produzione di IFN-vy, ragion per
cui, abbiamo condotto alcuni esperimenti in vitro
che dimostrano, contrariamente, come 1 farmaci
antitubercolari, alle comuni concentrazioni pla-
smatiche, non inibiscano il rilascio di IFN-y. Dosi
maggiori hanno, invece, un effetto inibitorio,
risultato che conferma i dati gia presenti in lette-
ratura sul possibile effetto immunomodulante di
altri antibiotici (4, 16).

La negativizzazione del test, a fine trattamento
terapeutico, unito ad un outcome clinico favore-
vole, evidenzia un possibile utilizzo del test ai fini
del monitoraggio terapeutico valutando la possibi-
le interferenza dei farmaci sul rilascio di IFN-y ad
alte concentrazioni plasmatiche.

E ovvio che I’osservazione clinica, radiologica e
le indagini microbiologiche rappresentano ancora
oggi il gold standard per valutare 1’andamento
della malattia tubercolare. Un follow-up a lungo
termine sara necessario per stabilire se la negati-
vizzazione del test QFT-Gold, a fine trattamento
specifico, puo essere indicativa di eradicazione
dell’infezione tubercolare.
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