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SUMMARY

Introduction

IFN-v is a pivotal cytokine in the immune response to Myc. tuberculosis, infact this is the key cytokine produced
in response to antigens specific following tuberculosis exposure causing either active or latent tuberculosis (TB)
and this observation forms the basis of interferon gamma release assay (IGRA), but there are alternative or
additional cytokines and chemokines that could be used to improve detection of Myc. tuberculosis infection. The
aim of this study was to evaluate the diagnostic utility of chemokine CXCLI0/IP-10 as biomarker of active TB
and to compare the results with classical QuantiFERON-Gold assay .

Methods

CXCLI10/IP-10 and IFN-y responses to stimulation with ESAT-6 and CFP-10 were evaluated in 21 patients with
active tuberculosis and in 6 healthy unexposed subjects with no history of TB or TB contact were used as
controls healthy controls. QuantiFERON-TB Gold (QFT-G, Cellestis) was used for the measurement of IFN-y
levels; CXCLI0/IP-10 was detected by ELISA (R&D Systems ).

Results

Of the 2| TB patients included, | | had a QFT-G positive and 10 had negative QFT-G results. All QFT-G positive
patients had increased levels of CXCLI0/IP-10 (median, pg/ml) in both ESAT-6 and CFP-10 stimulated samples
patients compared to healthy controls (1807 and 111 vs 251 and 188 of controls, respectively) (p<0.001 for
both). The patients with active TB and QFT-G negative exhibited higher concentrations of CXCLI0/IP-10
following antigen stimulation (837 pg/ml for ESAT-6;1674 pg/ml for CFP-10) (p<0.001).

Conclusion

Our study showed that in all patients with active TB, the CXCLI0/IP-10 is expressed in higher amounts than
IFN-y following Myc. tuberculosis antigen-specific stimulation, and CXCLI10/IP-10 appeared to be even more
sensitive than QuantiFERON TB-Gold in TB patients with negative IFN-y response. The measurement of
chemokine CXCLI0/IP-10, although not specific for tuberculosis, may have potential as an alternative or
additional marker to IFN-y in vitro diagnosis infection with Myc. tuberculosis.

Received March 18, 2009

INTRODUZIONE

La diagnos tempestiva di tubercolosi (TB) attiva
rimane un gold standard per contenere ladiffusio-
ne della tubercolosi.

L’ identificazione di due proteine secretorie speci-
fiche di Myc. tuberculosis, ESAT-6 (early secreto-
ry antigen target-6) e CFP-10 (culture filtrate pro-
tein-10) ha portato allo sviluppo di due nuovi test
per la diagnosi immunologica dell’infezione
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tubercolare: il QuantiFERON-TB Gold, (Cellestis
Ltd, Carnegie, Victoria, Austraia) eil T-SPOT.TB
(Oxford Immunotec, Abingdon, Gran Bretagna).
Questi test, denominati con I’acronimo di IGRA
(interferon gammareleasing assays), si basano sul
principio che i linfociti T effettori di individui
sensibilizzati con antigeni specifici, producono
I"lFN-y quando vengono nuovamente in contatto
con gli stessi antigeni. Si presume, percio, che
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un’ elevata produzione di |FN-y possa essere indi-
cativa d'infezione tubercolare (13, 14).

Queste proteine, codificate dalla regione genomi-
caRD1 (region of differentiation-1), sono presen-
ti in modo peculiare in Myc. tuberculosis e assen-
ti intutti i ceppi di Myc. bovis (BCG) e nellamag-
gior parte dei micobatteri non tubercolari (NTM)
(2, 5), pertanto I’ utilizzo di questi test immunolo-
gici ha consentito di migliorare sia la sensibilita
che la specificita della diagnos d’infezione laten-
te (3, 9).

Nelle forme di malattia attiva, particolarmente
gravi, i test immunologici possono essere falsa-
mente negativi, tale condizione e riconducibile ad
uno stato di “ Myc. tuberculosis non responsivo-
specifico”, caratterizzato da uno scarso rilascio
antigene-specifico di IFN-y delle cellule immuno-
competenti, che puo presentarsi nellafase di mas-
sima replicazione del patogeno (12, 15).

Recenti studi su markers aternativi per la diagno-
s di TB hanno evidenziato la capacita da parte
dellecelluleT di rilasciare elevati livelli in vitro di
una chemochina, CXCL10/IP-10, dopo stimola
zione con antigeni specifici di Myc. tuberculosis.
CXCL 10, anche chiamata proteina 10 kDa indot-
ta dall’interferone, € un membro della famiglia
delle CXC-chemochine, E prevaentemente pro-
dotta da diverse cellule, inclusi linfociti, monoci-
ti/macrofagi e fibroblasti (7). Svolge un ruolo
importante nel traffico dei monociti e induce il
reclutamento dei linfociti T nel tessuti infiammati
atraverso I'interazione con i recettori CXCR3.
Elevati livelli di CXCL10/IP-10 sono stati trovati
nella reazione di ipersensibilita di tipo ritardato
allaPPD (tubercolinaderivato proteico purificato)
(7), nei linfonodi e granulomi tubercolari polmo-
nari (4), nel plasma e nei versamenti pleurici di
pazienti con infezione tubercolare (1, 12), e in
soggetti HIV-coinfetti con sindrome da immuno-
ricostituzione (3, 6). Nonostante questi dati,
numerosi aspetti rimangono ancora da definire.
L’ obiettivo dello studio eraquello di valutare |’ ap-
plicazione nella pratica clinica di questo nuovo
biomarker, in particolare di valutare la produzione
antigene-specifica di CXCL10/IP10 in soggetti
con gravi forme di malattia tubercolare e basso
rilascio di IFN-y al fine di aumentare la sensibili-
td del test immunologico QuantiFERON-TB
Gold.

MATERIALI E METODI

Popolazione in studio

Nello studio sono stati arruolati 21 pazienti adulti
con tubercolos attiva (70% TB polmonare e 30%
TB extrapolmonare) e 6 soggetti sani, inclusi
come gruppo di controllo, seguiti presso il
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Dipartimento di Malattie Infettive del Policlinico
Umberto |° “Sapienza’ di Roma. Del 27 pazienti
il 52% erano uomini e il 48% donne, il 46% dei
soggetti non era di nazionalita italiana e nessuno
presentava una condizione d' immunodeficienza.
La diagnosi di tubercolosi é stata formulata
mediante isolamento colturale di Myc. tubercul o-
sis in 14 soggetti, mentre in 7 soggetti sono stati
utilizzati criteri clinico-diagnostico strumentali
(Rx, TAC) associati ad una valida risposta alla
terapia antitubercolare.
Su tutti i pazienti & stato effettuato il test
QuantiFERON-TB Gold (QFT-G) e successiva
mente & stato analizzato il rilascio della chemo-
china CXCL10/1P-10.
| 21 soggetti con TB attiva, in base all’esito del
test QFT-G, sono stati suddivisi in due gruppi:
a) 11 soggetti con test QFT-G positivo, inclus
come gruppo di controllo positivo
b) 10 soggetti con test QFT-G negativo.

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 val utazione della rispostaimmuni-
taria cellulo-mediata ad antigeni specifici per Myc.
tuberculosis. ESAT-6 (early secretory antigen tar-
get-6) e CFP-10 (culture filtrate protein-10).
Quiattro aliquote da 1 ml di sangue intero eparina-
to sono incubate per 18 h a 37°C con gli antigeni
specifici ESAT-6 e CFP-10, il mitogeno (phytoae-
magglutinin, PHA) come controllo positivo eil Nil
come controllo negativo. Dopo I’incubazione s
preleva il plasma e s quantifica IFN-y prodotto
mediante saggio ELISA. Una curva con IFN-y
ricombinata, e effettuata ad ogni determinazione.
Per facilitare il confronto tra IFN-y e CXCL 10/1P-
10 i risultati sono espressi in pg/ml; 1UI/mI di
IFN-y corrisponde a 50 pg/ml. 11 soggetto é ritenu-
to positivo per I'infezione da Myc. tuberculosis se
la produzione di IFN-y in risposta agli antigeni
ESAT-6 e/o CFP-10 supera il cut-off stabilito di
0,35 Ul/ml (17,5 pg/ml). L'andis di dati é stata
eseguita utilizzando il QuantiFERON-TB Analis
Software.

Produzione di CXCL 10/1P-10

Il sangue intero eparinato, suddiviso in quattro ali-
guote, € incubato per 18 h con un controllo nega-
tivo (nil), un controllo positivo (PHA) e con dli
antigeni MTB-specifici (ESAT-6 e CFP-10). La
concentrazione di CXCL 10/1P-10 sul sovranatan-
te di coltura é stata quantificata mediante il test
ELISA Quantikine Human CXCL10/IP-10 (R&D
Systems; www.rndsystems.com) seguendo le
indicazioni per I’uso fornite dal produttore.
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Tutti i risultati sono espressi come pg/ml.

Analis statistica

La produzione di IFN-y e CXCL10/IP-10 in rispo-
sta a stimolazione antigenica é stata espressa in
pg/mL. Per i divers parametri analizzati, e stata cal-
colata la Mediana (range). | vaori mediani dei
divers makers sono stati comparati utilizzando test
non parametrico ( test di Wilcoxon-Mann Withney).
Una p<0.05 é stata valutata come significativa

RISULTATI

Nello studio sono stati arruolati 21 soggetti con
malattia tubercolare attiva confermata a livello
clinico-microbiologico e 6 soggetti sani. Trai sog-
getti con TB il test QFT-G é risultato positivo in
11 e negativo in 10; i 6 pazienti sani sono risulta-
ti negativi al test QFT-G

Rilascio di CXCL 10/1P10 e IFN-y

Per confrontare le potenzidita diagnostiche di
CXCL10/IP-10 e IFN-y abbiamo valutato i livelli
di questi due markesin 6 soggetti sani e nel primo
gruppo di 11 soggetti con TB e test QFT-G positi-
VO.

Intutti i pazienti con TB attivas evidenziaun ele-
vato rilascio di CXCL10/IP10 in risposta agli sti-
moli antigenici ESAT-6 e CFP-10, che risulta piu
basso nei controlli sani. Tale differenza trai due
gruppi risulta essere statisticamente significativa
(p <0,001 per ESAT-6; p=0.003 per CFP-10).

In parallelo, anche i livelli di IFN-y valutati nei
soggetti con TB e nei controlli sani, hanno rivela-
to differenze significative (p =0,008 per ESAT-6 e
p=0.005 per CFP-10), Tabella 1. Si evidenzia,
quindi, cheil rilascio di CXCL10/1P10, dopo 18h
di stimolazione specifica, nel soggetti con TB atti-
va e maggiore del rilascio di IFN-y (p< 0.001 per
entrambi gli antigeni).

CXCL 10/1P10 nei soggetti con QFT negativo
Al fine di valutare se CXCL10/IP10 pud miglio-
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rare la sensibilita del test immunologico QFT-G,
abbiamo testato il rilascio di questa chemochina
nel secondo gruppo comprendente 10 soggetti con
gravi forme di malattia tubercolare attiva e QFT-
G negativo.

In questi pazienti & statariscontrataun’ elevata pro-
duzione di CXCL10/IP10 siain risposta ad ESAT-
6 che a CFP-10 (mediana 837pg/ml, range 244-
1814; mediana 1674 pg/ml, range 377-1926,
rispettivamente), mentre i valori mediani corri-
spondenti dell’ IFN-y, sono di 1pg/ml, (range 0-16)
per ESAT-6; 4,25 pg/ml (range 0-15) per CFP-10.
La concentrazione plasmatica di CXCL10/IP-10
era significativamente piu alta rispetto alla con-
centrazione di IFN-y (p= 0.001 per ESAT-6 e
p<0.001per CFP-10), Figural, e risulta paragona-
bile ai livelli osservati nel gruppo di soggetti con
TB attiva e test QFT-G positivo (p= 0.09 per
ESAT-6 e p=0.2 per CFP-10).

DISCUSSIONE

L’ introduzione nella pratica clinica dei test IGRA
ha migliorato la diagnosi d'infezione tubercolare,
ma in ogni caso, va sottolineato che questi test
hanno delle limitazioni importanti, come ad esem-
pio la riduzione notevole della sensibilita sia in
pazienti con infezioni particolarmente severe a cui
€ associato uno scarso rilascio di IFN-y dalle cel-
lule immuno-competenti, siain soggetti immuno-
depressi, in particolare HIV positivi, in cui s assi-
ste ad una progressiva perdita della capacita di
montare risposte di ipersensibilita ritardata. In
entrambi i casi i assiste ad unarisposta fal samen-
te negativa a test immunologico QuantiFERON-
TB Gold.

Per valutareil possibile utilizzo di CXCL10/IP-10
come marker utile per la diagnosi dell’infezione
tubercolare, ed in particolare per migliorare la
performance del test QFT-G € stato iniziamente
analizzato, come controllo, un gruppo di pazienti
con TB attiva e test QFT-G positivo per verificare
I" effettivo rilascio della chemochina CXCL 10/1P-

Tabella 1. Confronto tra CXCLI0/IP-10 ed IFN-y nel primo gruppo di | | soggetti con TB attiva e QFT-G positivo e nei

controlli sani
Produzione di CXCLI10/IP-10 ed IFN-g
PAZIENTI CXCLI10/IP-10 (pg/ml)* IFN-y (pg/ml)* P value
TB attiva® (n=11)
ESAT-6 1807 (46-1953) 44 (0-474,5) p<0.001
CFP-10 1111 (300-1974) 33,5 (0-139,5) p<0.001
Controlli sani (n=6)
ESAT-6 251 (140-434) 0 p=0.002
CFP-10 188 (68-579) 0 p=0.002
P value p<0.001 Esat-6 p<0.008 Esat-6
p=0.003 Cfp-10 p=0.005 Cfp-10

*| valori sono espressi come mediana (range): | 1U/ml IFN-y= 50pg/ml, Source: NIBSC, UK
° La diagnosi di TB & stata formulata mediante positivita all'esame colturale

81|



MICROBIOLOGIA MEDICA, Vol. 24 (2), 2009

SAUZULLO |, BELVISIV, CHIARINI F, et al

10 e successivamente un secondo grup-
po di soggetti con gravi forme di
malattia tubercolare, caratterizzati da
basso rilascio di IFN-y con test QFT-G
negativo.

| risultati nel gruppo di controllo, TB
attivalQFT-G positivo, hanno eviden-
Ziato che la concentrazione plasmatica
di CXCL10/IP10 in campioni stimolati
con antigeni specifici di Myc. tubercu-
losis (ESAT-6/CFP-10) risulta piu ele-
vata nel pazienti rispetto a controlli
sani. In tal modo questa chemochina
mostra un potere di discriminazioni tra
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gli individui infetti e sani simile a quel-
lo mostrato dal dosaggio dell’ IFN-y. |
nostri risultati sono in accordo con i
precedenti studi che suggeriscono cheil
rilascio di CXCL10/IP-10 sia indicati-
vo di infezione tubercolare.

La produzione antigene-specificadi La
produzione antigene-specifica di
CXCL10/IP10 nei soggetti con TB attivalQFT-G
negativo risulta nettamente superiore al' IFN-y
evidenziando, quindi, un'ottima sensibilita del
marker CXCL 10/1P-10.

Il fatto che CXCL10/IP10 sia espresso in grandi
guantita in tutti i soggetti con TB attiva, inclusi i
soggetti con test QFT-G negativo, potrebbe indi-
care che questa chemochina sia coinvolta in un
pathway immunologico complementare all' IFN-
v. Sulla base dei risultati ottenuti, CXCL10/1P-10
potrebbe essere considerato un marker immunol o-
gico aggiuntivo ai test commerciali nell'identifica-
zione dell'infezione tubercolare consentendo, cosi
di superarei limiti causati dalla depressione tem-
poranea della risposta immunitaria sul rilascio di
IFN-y e risultando particolarmente utile nei sog-
getti immunodepressi che presentano quadri clini-
ci "atipici" della tubercolos HIV-associata la cui
diagnosi si presenta particolarmente indaginosa.
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