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IGRA metody v rutinnim provozu
— QuantiFERON®-TB Gold nebo T-SPOT®.TB?

Amlerova J., Hrabdk J.!

Ustav mikrobiologie a Biomedicinské centrum, Lékafska fakulta a Fakultni nemocnice v Plzni, Univerzita Karlova

SOUHRN

V soucasné dobé jsou pro nepfimou diagnostiku tuberkuldzy
k rutinnimu pouziti dostupné dvé komercéni IGRA (Interferon
Gamma Release Assay) metody - starsi QuantiFERON®-TB
Gold, nové na trhu dostupna verze QuantiFERON®-TB Gold
Plus (¢tyfzkumavkova, s diferenciaci aktivity CD4+ a CD8+)
a T-SPOT®.TB. Obé vyuzivaji podobny princip, ale lisi se
v provedeni. Ve sdélenf jsou porovnany vysledky vysetreni
284 pacientl, u nichz byly provedeny obé metody. Shoda ve
vysledcich obou metod byla v 81,3 %, coz odpovida hodno-

ABSTRACT

Amlerova J., Hrabdk J.: IGRA methods in the routine
operation - QuantiFERON®-TB Gold or T-SPOT.TB?

For indirect diagnosis of tuberculosis, two commercial
IGRA (Interferon Gamma Release Assay) assays are avai-
lable - primal QuantiFERON®-TB Gold test, new version
QuantiFERON®-TB Gold Plus test (four tube, differentiation
in activity CD4+ a CD8+) and T-SPOT®.TB test. Both methods
are based on the same principle, but their workflows are
different. In this article, both assays are compared on the
collection of 284 patients. Inter-rate agreement measure

uvobD

IGRA (Interferon Gamma Release Assay) metody jsou
jiz zafazeny do rutinnich postupil nepfimé diagnos-
tiky tuberkulézy, zejména jeji latentni formy (LTBI).
V soucasné dobé jsou v CR dostupné dvé metody:
QuantiFERON®-TB Gold (QFT), respektive nova va-
rianta QuantiFERON®-TB Cold Plus (QFT Plus), se stej-
nym postupem, ale vyssi citlivosti (Qiagen, Germany)
a T-SPOT®.TB (Oxford Immunotec Ltd, UK). Ob& me-
tody vyuZzivaji podobny princip - produkci interferonu
gama (IF-y) efektorovymi T-lymfocyty (CD4+ a CD8+)
po jejich stimulaci in vitro antigeny specifickymi pro
Mycobacterium tuberculosis. Tyto antigeny nejsou pfitomny
u vech kmen@ BCG a u vétsiny netuberkuléznich my-
kobakterii s vyjimkou M. kansasii, M. szulgai a M. marinum
[1]. VySetfeni se provadi u obou metod z nesrazlivé krve
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ceni indexem Cohenovym kappa 0,72. Pro spravnou inter-
pretaci IGRA je pri rozporu vysledku jedné z metod s dalsimi
nalezy u pacienta (klinicky stav, zobrazovaci metody apod.)
vhodné vysledek konfirmovat provedenim druhé metody.

KLICOVA SLOVA:
IGRA - Mycobacterium tuberculosis - Quantiferon -
T-SPOT®.TB

showed 81.3% consistency and Cohen’s kappa index was
calculated as 0.72. In case of discrepancy between IGRA
and other methods (clinical aspects, X-ray diagnostic, etc.),
results should be confirmed by second IGRA assay for correct
interpretation.

KEYWORDS:
IGRA - Mycobacterium tuberculosis - Quantiferon -
T-SPOT®.TB
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za pouziti heparinu nebo pfipadné u metody T-SPOT.TB
icitratu sodného. Zdkladnim predpokladem spravného
provedeni metody je Setrnd manipulace se vzorky krve
a jejich véasny transport do laboratote tak, aby nedoslo
k poskozeni lymfocytt a jejich funkce.

Metoda QFT pouziva specifické tuberkulézni peptidové
antigeny ESAT-6, CFP-10 a TB-7.7. Inkubace odebrané
krve (16-24 hod v 37 °C) probiha ve zkumavce s antigeny TB
Ag, ve zkumavce s mitogenem MIT a v negativni kontrole
NIL (stanoveni hladiny nespecifického IF-y v krvi, tzv.
pozadi reakce). Ve zkumavce MIT je fytohemaglutinin -
polyklonalni stimulant T-lymfocyta, ktery slouzi jako po-
zitivni kontrola imunitni odpovédi pacienta a soucasné
jako kontrola spravné manipulace s krvi a inkubace [2].
Po inkubaci je oddélena plazma z jednotlivych zkumavek.
Plazmu je mozné uchovat 28 dni pfi teploté 2-8 °C nebo
3 mésice pfi teploté nizsi nez -20 °C.



Produkce IF-y je stanovena metodou ELISA, vysledek je
kvantifikovan porovnanim mnozstvi IF-y ve zkumavkach
s antigenem viic¢i zkumavkam NIL a MIT. Za cut-off je
povazovana hodnota rozdilu TB Ag a NIL 0,35 IU/ml pfi
zachovani rozdilu mezi MIT a NIL > 0,5 IU/ml a dalSich
kritérii podle vyrobce.

V soucasné dobé je jiz na trhu dostupnd novd varianta
QFT - QuantiFERON®-TB Gold Plus, ktera stimuluje lym-
focyty se specifickymi antigeny ve dvou zkumavkach TB1
aTB2. Obé zkumavky obsahuji stejné antigeny (ESAT-6
a CFP-10). Zkumavka TBI1 obsahuje peptidy z téchto an-
tigenti navrzené ke zjistén{ bunécné imunitni odpovédi
z populace lymfocytti CD4+ (pomocné lymfocyty), zku-
mavka TB2 pak sadu peptidil ke zjisténi odpovédi CD8+
(cytotoxické lymfocyty). Pouziti zkumavek MIT a NIL je
totozné jako v pfedchozi verzi, hodnoceni je obdobné.
Principem metody T-SPOT.TB je in vitro detekce efek-
torovych T-lymfocytt senzibilizovanych opét specific-
kymi tuberkuléznimi antigeny (ESAT6 a CFP10). Tato
metoda je variantou spotové (otiskové) analyzy skvrn
(ELISPOT) umoziiujici zjistovat pocet takto senzibilizo-
vanych lymfocytd, pii¢emz kazdy z antigent je analyzo-
van zvlast. Pred provedenim reakce se periferni krevni
mononukledrni burniky (PBMC) separuji z periferni krve,
promyji, stanovi se jejich pocet a do reakce se pouzije
jejich standardizované mnozstvi. Reakce je provddéna
vmikrotitra¢ni desticce, ve ¢tyrech jamkach - negativni
kontrola (zjisténi aktivity nespecifickych bunék), TB
specifické antigeny ve dvou jamkach (panel A - ESAT6
a panel B - CFP10) a pozitivni kontrola (fytohemaglutinin
k potvrzeni funkénosti PBMC) [3]. Inkubace probiha 16-20
hod v 37°Cve zvlh¢ené atmosféies 5% CO,. Po inkubaci
je provedena reakce ELISPOT. Po dokonceni reakce je
hodnocen pocet spotti v jednotlivych jamkach, kdy kazdy
spot piedstavuje otisk jednoho T-lymfocytu vylucujiciho
cytokin IF-y. Vysledek vychazi z rozdilu poctu spotil
v kazdé z jamek s antigenem a poctu spotl v negativni
kontrole. Hranice pozitivity je stanovena na vysledek
6 spotl aspon pro jednu z jamek za dodrzeni dalsich
kritérii hodnoceni podle vyrobce. Vysledny pocet spotii
5-7lze povazovat za hrani¢ni. Metoda ELISPOT ma vys$si
senzitivitu nez ELISA, protozZe detekuje cilovy cytokin
(IF-y) pfimo u buriky, kterd ho vytvafi, zatimco u metod
ELISA mUZe byt IF-y rozpu$tén v supernatantu, zachycen
receptory ostatnich bunék nebo znicen [4, 5].

Obé metody lze povaZovat za vysoce specifické a senzi-
tivni pii védomi obtizné konfirmace pfitomnosti TB an-
tigenti v organismu, zejména pii LTBI. Mira senzitivity
zavisi na formé tuberkulézy (latentni-aktivni), ptipadné
ina charakteristice stavu pacienta (vék, pridruZzena one-
mocnéni apod.) [6].

Pred klinikem i laboratornim pracovnikem stoji volba,
kterou z téchto metod indikovat pro vysetfeni v konkrét-
nim piipadé a kterou zatadit do rutinniho laboratorniho
provozu. V tomto sdéleni jsou porovnany vysledky vyset-
feni obéma metodami u 284 nemocnych.

MATERIAL A METODY

Soubor pacientii

Vobdobi 0d 10. 5. 2012 do 31. 7. 2015 bylo vySetfeno celkem
284 pacientti. U kazdého z nich byl proveden odbér krve
na klinickém pracovisti ambulantniho nebo lazkového
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typu. Odbéry vzorki pro obé metody byly provedeny z jed-
né venepunkce nebo v odstupu maximalneé 14 dni (primér
3,09 dne). Do souboru byli zafazeni pacienti s riznymi
diagnézami, vcetné pacientd pied biologickou lécbou
nebo na ni (n = 89), pacientl po kontaktu s tuberkulé-
zou (TB), n = 42, pacientl s primdrni plicni malignitou
(n=9) a pacientd s bakteriologicky ovétenou tuberkulé-
zou (n = 12). V souboru bylo 153 muzt a 131 Zen. Ve véku
0-18 let bylo 8 pacientil, 19-50 let 108 pacientil, 51-70 let
120 a 71 a vice let 48 pacientti.

VySetieni

Vzorky tohoto souboru byly vySetfeny metodou
QuantiFERON®-TB Gold varianta In Tube.

Krev na QFT byla odebrana do odbérové soupravy tfi
zkumavek po 1 ml (TBAg, NIL a MIT), manipulace s krvi
probéhla podle doporuceni vyrobce (8-10krat promicha-
no). Odbér na T-SPOT.TB byl proveden do zkumavky
s protisrazlivym piipravkem lithium-heparinem (8 ml,
udétido9let4 ml). Vobou ptipadech byla krev dorucena
do laboratofe do 5 hodin po odbéru (limit metody je 16
hodin u QFT a 8 hodin u T-SPOT.TB). Krev pro QFT byla
znovu promichana a inkubovana 16-24 hod pti 37 °C.
Krev pro T-SPOT.TB byla zpracovina maximalné 8 hodin
po odbéru. Lymfocyty byly separoviny pomoci zkumavek
Leucosep (Oxford Immunotec Ltd, UK), pocet lymfocyta
byl hodnocen po obarveni trypanovou modii v jednora-
zové plastové pocitaci mifzce. Lymfocyty byly do reakce
nafedény na standardni mnozstvi 2,5 x 106 bunék/ml.
Hodnoceni vysledkt probihalo podle doporuceni vyrobct
jednotlivych souprav. Shoda obou metod byla vyhodno-
cena Cohenovym kappa po vyfazeni neurcenych vysledka
v metodé QFT.

Tabulka 1. Vysledky vySetfeni metodami QuantiFERON®-TB Gold
a T-SPOT.TB (urcené vzorky)

Table 1. Results of the QuantiFERON®-TB Gold and T-SPOT".TB tests
(samples determined by QFT)

Kontakt TU 1 Jind
diagnéza

Vysledek
metod el B sTB plic

Pozn.: Vzorky s QFT neurceno byly fazeny zvlast (viz tab. 2) - tedy ani
shoda, ani neshoda.

Pouzité zkratky: N - negativni, P - pozitivni, BL - biologicka lécba, TU -
primdrni plicni tumor, kult. ovéf. TB - kultivacné ovérend tuberkuldza.

Note: Samples not determined by QFT were presented separately
(see Table 2) - neither agreement nor disagreement.

Abbreviations: N - negative, P - positive, BL - biological therapy, TU -
primary lung tumour, cc TB - culture confirmed tuberculosis.
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VYSLEDKY

Shoda vysledkt v obou metodach cinila 81,3 % (tab. 1).
Neurcenych vysledkt v QFT bylo 30, pfi provedeni me-
todou T-SPOT.TB z nich bylo 27 negativnich a 3 pozitivni
(tab. 2). Vysledky byly rozdéleny podle indikacnich sku-
pin, kde md stanoveni IGRA vyznamnou roli pro urceni
diagnézy nebo pro dalsi vyvoj onemocnéni, tzn. pacienti
pfed biologickou lé¢bou nebo na biologické 1écbé, pa-
cienti po kontaktu s TB, s primdrnim karcinomem plic
a pacienti s nasledné kultiva¢né ovéfenou TB (viz tab. 1).

Tabulka 2. Vysledky vysSetfeni metodami QuantiFERON®-TB Gold
a T-SPOT.TB - neurcené vzorky metodou QFT

Table 2. Results of the QuantiFERON°-TB Gold and T-SPOT.TB tests
(samples not determined by QFT)

P Kult.
Vysledek Kontakt . o
metod Celkem BL sTB TU plic o¥§r.
TSPOTl 27 |10 | 4 0 0 13
QF N
TshoT s 0 1 1 0 1
QF Nv % 10,6 1,2 1,9 1 0 10,6

Pouzité zkratky: N - negativni, P - pozitivni, BL - biologicka lé¢ba, TU -
primarn{ plicni tumor, kult. ovér. TB - kultivacné ovérend tuberkuldza.

Vysledny kappa index byl 0,72, coz je podle Landise-Kocha
[7] hodnoceno jako shoda znac¢na.

DISKUSE

Vysledky této studie ukazuji relativné vysokou shodu
v obou metoddch, podobné vysledky byly dosazeny i v ji-
nych studiich, napr. k 0,83 - srovndvaci studie u déti [8].
Volba metody zafazené do rutinniho provozu zavisi na
mnoha okolnostech. Je nezbytné brat v ivahu pocet vy-
Setfovanych vzorki, provozni kapacitu laboratore (perso-
nal, technické zazemi atd.). Metoda QFT je obecné méné
narocna, jednoduse reprodukovatelna a opakovatelna.
Existuje k ni EQA kontrola (systém externiho hodnoceni
kvality). Plazmu po inkubaci je zde mozné skladovat,
vlastni test ELISA lze tak provadét planované s vétsim
poctem vzorkd (vhodné pro automatizaci a zpracovani
analyzatory), manipulace se vzorkem is plazmou je
méneé narocnd na techniku a zkusenost laboratorniho
pracovnika. Metodu T-SPOT. TB je nutno provadét vden
odbéru, manipulace s lymfocyty vyzaduje vétsi erudici
persondlu, metoda je naro¢néjsi manudlné i na technic-
ké vybaveni (separace lymfocytti, chlazena centrifuga,
inkubator CO2 apod.). Je obtizZnéji reprodukovatelnd
a opakovatelna. Kontrola EQA k této metodé neni dostup-
na. Naproti tomu toto naro¢néjsi provedeni umoziuje
presnéjsi hodnoceni jednotlivych fazi metody - védomi
o kvalité reagujicich lymfocytti, vizudlni zhodnoceni in-
kubace (pfi chybné inkubaci zména barvy v desticce) atd.
Podle nasich zkusenosti Ize volit v rutinnim provozu QFT
jako metodu zakladni z dtivodu snadnéjsiho provedeni
adiivodl ekonomickych, metodu T-SPOT.TB pak jako
metodu konfirmacni u neurcenych vysledki QFT, u vy-
sledkti hranicnich nebo u vysledki nekorespondujicich
s dal§imi ndlezy u pacienta.
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ZAVER

Metody IGRA jednoznacné predstavuji pfinos v diagnos-
tice tuberkulézy. Volba komer¢né dostupnych metod
zavisi na provozu provadéjici laboratote. Kvalita vysledku
zavisi na celém procesu, véetné manipulace se vzorkem
v preanalytické fazi.

Interpretace vysledkt obou dostupnych metod musi
probihat vzdy v souvislosti s klinickym stavem pacienta
a s jeho dal8imi nalezy. Je proto vhodné pfi rozporu vy-
sledku IGRA s dalsimi okolnostmi konfirmovat vysledek
druhou metodou, pfi nedostupnosti druhé metody ales-
poti opakovat vySetfeni. VZdy je nutné mit na paméti, ze
diagnéza aktivni tuberkuldzy, respektive jeji vyloucent,
nesmi byt stanovena pouze na zakladé vysledku IGRA.
Vysledek IGRA informuje klinika pouze o pravdépodob-
né nebo nepravdépodobné pritomnosti tuberkulézniho
antigenu v organismu.
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