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Introduzione

La tubercolosi e unapatologia infettiva batterica causata
da micobatteri appartenenti alMycobacterium tubercolosis
complex

Fanno parte de Mycobacterium tubercolosis comple
-Mycobacterium tubercolosis homini® M.hominis)

o bacillo di Koch

-M.tubercolosis bovigo M.bovig

-M.africanum

-M.microti

Il M.hominis e I'agente principale dellatubercolosi umana
Il M.bovissi trasmette dallatte di mucca all'uomo

Il M.africanum e I'agente della tubercolosi imAfrica Centrale ed Occidentale
raramente negli europei

Il M.microti e responsabile della tubercolosi débpo campagnoloe, non e stato
mai isolato dall'uomo



Introduzione

-I micobatteri sono bacilli pleomorfi, asporigeni, aerobi
obbligati od anche microaerofili, immobili

-Il pleomorfismo e dovuto al fatto che la loro crescita
avviene sotto forma di filamentitalvolta ramificati che
spesscsi frammentanc in bacilli o in coccobacill

- Si rinvengono inoltre riuniti a gruppi di cellule
parallele (disposizione a fhazzo di sigarf o a

“palizzata’)

- oppure a forma di “V” o ad “ali di uccello’ per la
possibilta che due celluleimangano aderentiad una
estremita

- 1l loro lungo tempo direplicazione (15-20 giorniper il
Bacillo di Kock) li rende fra i microrganismi con tempi

Mycobacterium tuberculosis

Copyright® motitollo.com

di crescita in colturafra i piu lunghi




Introduzione

- | micobatteri sono caratterizzati da un elevato
contenuto in lipidi (grassi e cere) presenti sulla parete
cellulare che, spiega molt@roprieta:

-A) difficolta di colorarli con il Gram in quanto il colore
penetra con difficoltadentro la cellula

-B) l'acido-alcool resistenza alla colorazione driehl-
Neelseno di Z-N modificata

-C) il “fattore cordale o cordonale” che e una sostanza
glicolipidica cheli fa crescere, specie nei terreni liquidi,
In ammassi cordonaliserpentiniformi

- D) 'aumentata virulenza causata daisulfolipidi

« TB infection is currently spreading

« “The single most lethal bacterial

Tuberculosis and Mycobacteria Cell Wall

at the rate of one person per second

disease in the world”

free mycolic ackds and polypeptides
|
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MECCANISMI IMMUNITARI IN CORSO
B) INFEZIONE TUBERCOLARE




Introduzione
Raccolta del campioni per ricerca di micobattert

'PaZIente “tipO” MEDICAL Symptoms c_)f
-A) febbre vespertina, astenia, dimagrimento, anoressia | FREAks| TURerCRRRS |
sudorazione notturna (segni perjualsiasilocalizzazione della  [monary wbercuiosis”

tu be rCO I OSi) Productive cough

- Miliary tubercul osis

Return of
dormant

-B) tosse, espettoraziongcon o senza emottisi), dispnea, dolore / g W el
. . . XN P ough wi
toracico: nelleforme polmonari o v I |

increasing mucus
Coughin

tuberculosis ging

Structural

up blood
-b1) consegni radiologici: 1) sindromeinterstiziale St
- del lobo superiore

Extrapulmonary
tuberculosis
Common sites:

Tuberculous " = Meninges

- 2) micronoduli diffusi oy b e
- con adenopatie Chestpal g e
- satelliti

- 3) caverna polmonare
- 4) versamentopleurico

-C) localizzazioni extra polmonart | segni delle localizzazioni
1) ossea, 2) linfoghiandolare, 3) sierosa, 4)uro{g&ale sono poco
specifici

-D) forma meningea: sindrome meningea con LCR
caratteristica




Introduzione
Raccolta dei campioni per ricerca di micobatteri

-Utilizzare contenitori in plastica, sterili, impermeabili, con
tappo a vite

-Evitare I'uso di tamponi; nell impossibilita di ricorrere ad altri
tipi di prelievo utilizzare i tamponi con terreno di trasporto tipo
“Amies” o “Stuart”

- Non utilizzare conservanti o fissativi

-Etichettare il contenitore con dati anagrafici, il tipo di
materiale, la data e I'ora della raccolta

-Raccogliere unaguantita sufficiente di materiale onde evitare i
falsi negativi

: SCIENZE




Introduzione
Raccolta dei campioni per ricerca di micobatteri

-Raccogliere unadeguato numerodi campioni (almeno3in
giorni successivi), in quanto I'eliminazionedi bacilli e
discontinua (per falsi negativi)

-Esequire la raccolta nel mod@iu asetticopossibile per evitare
la contaminazionecon altri microrganismi

- Non contaminare la superficieesternadel contenitore

- Eseguire la raccoltaprima dell'inizio della terapia anti-
tubercolare




Introduzione
Campioni per la ricerca del micobatter!

Materiale Quantita N. Campioni Non conformita
Espettorato >5 ml 2-3 Saliva,
pool di escreati
Espettorato indotto 5-10 ml 3 Campioni privi di
etichetta “indotto”
Broncoaspirato, BAL >5ml
Aspirato gastrico 5-10 ml 3 Campioni non

neutralizzati



Introduzione

Campioni per la ricerca del micobatter!

Materiale

Liquor

Sangue

Liquidi cavitari

Urine

Quantita N. Campioni  Non conformita

>2 ml 1-5 Campioni congelati

10 ml in eparina 3 adistanza  Sangue coagulato,
o “Isolator” ravvicinata (30") sangue in EDTA

5-10 ml con 3 Campioni coagulati
eparina o citrato

>40 ml, la prima 3 Raccolta delle 24 h
urina del mattino



Introduzione
Campioni per la ricerca del micobatter!

Materiale Quantita N. Campioni Non conformita

Biopsie >1 gdi Campioni fissati
tessuto
Pus 1-5 ml 3 Prelievo mediante
tamponi

Sangue 2-3 mlin 3 Sangue coagulato
mestruale eparina
Feci 1-2g 3 Campioni

congelati



Introduzione

Trasporto e conservazione del campioni per
ricerca di.micobatter

-A) Inviare in laboratorio nel piu breve tempopossibile [E®
per assicurare lasopravvivenza dei micobatteried
evitare la moltiplicazione dei microrganismi
contaminanti

-B) In caso di ritardo di piu di un’ora : conservare
a+4°C;
bl)fanno eccezione lemocoltureche vanno
conservate alemperatura Ambiente

-C) | campioni andrebbero processati entro pochere
dal momento del loroarrivo in laboratorio



Introduzione

Trasporto e conservazione del campioni per
ricerca di.micobatter

D) La conservazione € tuttavigpossibile a +4C per un
massimo di4 giorni, periodo entro il qualee preservat:
la vitalita dei micobatteri
d1) il sangue nondeve essereefrigerato
d2) il congelamentadei campioni € da evitare poiche
puo diminuire la carica dei micobatteri vitali

E) Per laspedizionedi campioni contenenti micobatteri
vanno rispettate lenorme contenutenella Circolare del
Ministero della Sanita n°16 del 20/07/1994 -




A)

B)

Introduzione

ldoneita dei campioni per ricerca di micobatteri

Sputum sample is obtained
by coughing and is examined
in the laboratory

| campioni pervenuti in quantita

Insufficiente non dovrebbero essere >
processatisegnalando al clinico I motivi @ P
del rifiuto s

Tali campioni dovrebbero essere
conservati peralmeno 3 giorniper
fornire al clinico I'opportunita di
richiederne la processazionén via del
tutto eccezionalein caso di impossibilita
di raccogliere un campione adeguato




Introduzione

La sicurezza nel laboratorio di micobatteriologia

Il ruolo principale nel contagio dell'infezione e
svolto dai“droplet nuclei” (goccioline di
Flugge)

- le goccioline piugrandi >140uprima di
evaporare si depositano sulle superfici
contaminandole

- | residui delle goccioline piu piccole<140u,una
volta evaporate, rimangononell’aria per lunghissimi
periodi

- le particelle <5, se inalate, possono raggiungere gli
alveoli polmonari




Introduzione

La sicurezza nel laboratorio di micobatteriologia

m.__ S erTTEE L

Possibilmente predisporre unocale dedicatoalla
micobatteriologia

Cappa aflusso laminaretipo Il con lampade a UV

L'uso delle maschera FFP2 o FFR3eé in grado di bloccare *
I'inalazione dei “droplet nuclel”



Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Campionse

Amplificazione

ﬁ Coltura

el

Microscopia

Decontaminazione e
centrifugazione




Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Esame microscopico

B Permette dirilevare i micobatteri guando sono

presenti incarica elevatael campione clinico
B Sensibilitaz 5000 — 10000 bacilli /mL

B E’ possibile eseguirleu tutti i material(tranne

chesul sangug

B Nonfornisce alcuna indicaziormilla vitalitadei

micobatteri



Diagnostica delle infezionl
da micobatteri @ o '\®

Microscopia: fattori chiave (1)

Selezione dei pazienti

|ESIONI POLMONARI CAVITARIE
nfiltrati polmonari diffusi
_esioni extrapolmonari




Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Microscopia: fattori chiave (2)

Quantita e qualita dei campioni
MATERIALI RESPIRATORI
ESCREATO (VPP = 87%)

ESCREATO INDOTTO (VPP = 70%)
BRONCOASPIRATO, BAL (VPP = 71%)

MATERIALI EXTRARESPIRATORI




Diagnostica delle infezionl

da micobatteri
Microscopia. fattori chiave (3)

Concentrazione del campione

a)Fluidificazione e decontaminazione
(il metodo NALC-NaOHe raccomandato dalDC Manual)

D)CENTRIFUGAZIONE
(3.000 RCF per 15’a 4° C)

c)spessore del preparato
MICroscopico



Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Microscopia: fattori chiave«(4)

- a

Metodica di Colorazionr
a)Fluorocromi

thao.en.alibaba,coml

b)Ziehl-Neelsen

Non AFB
L

carbol fuchsin




Diagnostica delle infezionl
da micobatter!




Diagnostica delle infezionl
da micobatter!

Microscopia: fattt

L JI1 1 S il 11C) XAy H
'_ i




Diagnostica delle infezioni
da micobatteri

Microscopia: fattori chiave (4)




Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Microscopia: fattori chiave (5)
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Diagnostica delle infezionl

da micobatteri

Falsi.negativi in_microscopia
LIVELLO CAUSA

Raccolta Qualita del campione
Trasporto e conservazione

Preparazione Allestimento del vetrino
Fissazione e colorazione

Esame microscopico Tempo di osservazione
Esperienza dell’'operatore

Refertazione Errori di trascrizione



Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

REFERTAZIONE

Numero di BAR osservati

Carbolfucsina Auramina
Report 100x 40x
NEGATIVO 0 0
Rari BAR: ripetere 1-2/ vetrino 1-270 CM
1+ 1-9/100 CM 2-18/ 50 CM
2 + 1-9/10 CM £/310 CM
3+ 1-9/CM 4-36/ CM

4 + > 9/ CM > 36/ CM



Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Metodiche di amplificazione

Richen | Hall a Sioirs | Lange | Babays Ram |Boltroam, | Bedroam | Goren

a)“in-house”

b)commerciale
(kit pronto all’ uso)




Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Metodiche di amplificazione

o | test di amplificazione (DATs) consentono
Il simultanec rilevamento ed identificazione
del M. tuberculosiscomplexdirettamente ,
dai campioni clinici nel giro di poche ore

O £ .
¥y AR
)"J ‘ 6}“ "\ 8 4

 Attualmente, i DATS non possono =X
sostituire, ma solo affiancarel metodi
convenzionali.



Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Metodiche di amplificazione

Usi “FDA Approved”

® campioni respiratori microscopicc-positivi raccolti
da pazienti non trattati

e campioni respiratori microscopiconegativi
1 17
Usi “Off label
e campioni extrapolmonari

e identificazione del MTB da colture in faseprecoce
di crescita




Diagnostica delle infezionl

da micobatter!
Lesturain B2 iy PCR REAL TIME

letturain

Metodiche di ampll?fqazmne

.r Dﬂ ES.genotipizzazione,

hui Hﬂh uhH. identificazione di
h“i “Eh'"!ﬁ' ........................................... specie
) R

LIGHTCYALER

ANALISI DI MELTING




Diagnostica delle infezionl

da micobatter!
Kit commerciali: Il presente
La sensibilita nei campioni “smear-negative” e

insoddisfacente E

particolare grado di addestramento

Il costo per singolo test e mediamente elevato



Diagnostica delle infezionl
da micobatteri
Kit commerciali: il futuro

Rilevamento ditutti | micobatteri patogeni

Buonasensibilitanei campioni “smear-negativé
(respiratori ed extrapolmonari)

Automazionecompleta

Sicurarimozione degli inibitori ed ottimale
estrazionedel target

Costi contenuti



Diagnostica delle infezionl

da micobatteri

Kit commerciali,. come
Implementare la sensiblilita

Per i clinici }
usolimitato sulla base dekospetto clinico e
buona qualita dei campion |

Per | microbiologi
idoneita delle strutture ed adeguatc
addestramentodel personale v
adozione del controllo diqualita mterno
partecipazione a programmi dicontrollo di
gualita’




Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Colturg™ =

La coltura e piu sensibiledi microscopia e
DAT (~ 1Gt AFB/ml)

identificazione dispecie

la crescita in coltura e necessaria per
eseguireil saggio di sensibilita

la tipizzazionemolecolare degli isolatipuo
essere utile a finiepidemiologici



Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Coltura

* |0 standard attuale per la coltura del
micobatteri e costituito dalla associazion
di terreno liquido e terreno solido(CDC,
1993). e




Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

SO = . = RS R

Terreni solidi
alluovo
agarizzati

Terreni liquidi

manuali
AUTOMATIZZATI

Terreni bifasici



Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Coltura

Colonie diM. tuberculosissu L.J.



Diagnostica delle infezionl
da micobatteri




Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Coltura
Metodo radiometrico

o flaconcini sigillati di terreno liquido
contenentwn substrat /ac. palmitico
marcatocon 14C

« misceladi antibiotici(PANTA) per il
contenimento delle contaminazioni

* liberazione diICO, radiomarcatad opera . tevole accorciamento
del metabolismdatterico dei tempi di crescita

* rilevamento dradioattivita nella fase - maggior sensibilita

gassosa come spia di batteri
metabolicamentattivi



Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Coltura=———=—
Medium con indicatore fluorescente

» provetta di terreno liquidper micobatteri B

BAC'I‘E’C" 960 MGIT

» miscela di antibiotic (PANTA) per il
contenimento delle contaminazioni

 fluorocromaq incorporato in un film di silicone
sul fondo della provettaensibilealle
variazioni del contenutdi ossigeno

» comparsa diluorescenzger effetto del
consumo di ossigemuperato dal metabolismo
batterico

e rilevamentodellafluorescenza * accorciamento dei tempi di

—Visivo, sotto undampada UV crescita

—automatizzato * maggior sensibilita



Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

- BACTEC™

COItura MGIT™ 960

System
MGIT OADC y

Middlebrook OADC Enrichment
15 ml in brown glass vials - ready to use
Includes POES

BACTEC" 960 MGIT

Oleic acid actsas an Importantsubstratein the metabolisms of
mycobacteria

Albumin is a protein sourceand bindsfree fatty acids

Dextrose acts as an energy source

Catalase enhances the aerotolerance llgstroying toxic peroxide et



Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

MGIT PANTA Sele

lyophilized mixture of antimicrobial agents
to be reconstituted with 15 mL of OADC enrichmen

Polymyxin B Gram negative rods
Amphotericin B Fungi

Nalidixic acid Gram negatives

T rimethoprim Most aerobic bacteria

Azlocillin Ps. aeruginosa



Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Coltura
Sistemi colturali non radiometrici Vs sistema
radiometrico
VANTAGG! | g SVANTAGGI
Automazione pi__& Sensibilita
Gestione dati g (MOTT)

Sicurezza (aghi) Detection time

Assenza di cross-
contaminazioni

Costi di
smaltimento



Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Coltura
FALSI NEGATIVI FALSI POSITIVI

Pazienti in terapia Contaminazione di
Qualita/quantita presidi strumentali
del campione diagnosticl
Decontaminazione Errata
lesiva identificazione del

campione

Cross-

contaminazione di
laboratoric



Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Coltura
la ricerca dei micobatteri nel sangue e
giustificata per pazienti Immunodepressi
nei quali puo essere richiesta anch

mielocoltura
la bassa sensibilitgendeinutile
I'esecuzione dell’esanmaicroscopico

un tipo particolare di emocoltura e quello
che si esegue ssngue mestruatpiando si
sospettanéorme tubercolara carico

dell'apparato genitale




Diagnostica delle infezionl

da micobatteri
Coltura

semina diretta delsangue
-nei flaconi Bactec13A
-nei flaconiBacT ALERT MB blood
-nelle bottiglie BactecMY CO/F Lytic

semina dopo lisi-centrifugazione gistema Isolato)
-Su tutti i terreni solidi (a base di uovo o sintetici)

-in tutti 1 terreni liquidi compresi quelli, non dedicati alle
emocolture, impiegati dai sistemi automatizzati

-nel terreno bifasico

|
19l
e e

N

Loty

______
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Diagnostica delle infezionl
da micobatter!
Coltura

la sensibilita dei terreni solidimtevolmente
Inferiore a quella dei terreni liqui

tempi di incubazionenferiori alle otto settimane
sono sconsigliati anche per i terreni liquidi

lo sviluppo di micobatteri iterreno liquidache
non cresconoelle subcolturesu terrensolido
deve far pensare alla presenza della spgdcie
genavense



Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Coltura

|dentificazione del Micobatter

2\



Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Coltura
|dentificazione deil Micobatter:

i

Morfologia In "
brodo

“cord-like”




Diagnostica delle infezionl
da micobatter!
Coltura




Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Coltura
ldentificazione dei Micobatteri (DNA Probes)

DNA Probe:

e

| |



Diagnostica delle infezionl

da micobatteri
Coltura

INNO-LIPA Mycobacteria

-amplificazione (PCR) (NBTBCI)  precpitte
di un segmento del gene
16S-23S rRNA

-ibridazione inversadel
prodotto con sondespecie
specifiche adesa strisce
di nitrocellulosa

-visualizzazionedeqli
ibridi tramite una
reazionecolorimetrica

Alkaline Phosphatase

Streptavidin
Biotin
Amplified target

Nitrocellulose strip ———




Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Coltura
INNO-LIPA Mycobacteria
VANTAGGI SVANTAGGI
Identificazione di 9 Manualit3
specie micobatteriche
Test multiplex Tempo (6 h)
Alta specificita Costo
Biomassa s
iIndipendente ff e
Esequibile da terrenl et el |

1E it | L
solidi e liquidi EEL mﬁ_‘_,*.nh

- {



Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Indicazioni
CDC (1993)

Coltura:
terreno liquido
e terreno solido

Microscopia
referto entro 24 h

Identificazione MTB:
(metodi rapidi)
referto entro 10-14 giorn

Antibiogramma:
(terreno liquido)
referto entro 21-30 giorn




Diagnostica delle infezionl
da micobatteri .4 9
®

Test di sensibilita pevl.tuberc « & L@ ,
complex . Q,A

golndirizza il clinico nella scelta iniziale OH -
dei farmaci \/[Nx\,ﬂj/\ “NH,
H
HO | =

Y . . . s
goE di conferma per la comparsa diceppi N
resistentinei casi di fallimento o Vo
terapeutico, indicandonuovi approcci N N

terapeutici

goConsente lastima di prevalenzadella
farmaco-resistenzanelle comunita




Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Test di sensibilita pavl.tuberculosis
complex

[Raccomandazioni del CDC

H
OH N
y vl
N-'“n"‘\-u._/'
. ST H e
5o L'esecuzione del test dntibiotico- HDj/\ »
N

sensibilitaper 14 farmaci primari (NH, RMP,
EMB, PZA) su tutti i ceppi dM.tuberculosisdi
primo isolamento con sistemadiometrico
Bacteco sistemi similari che utilizzino un
terreno liquido




Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Test di sensibilita pavl.tuberculosis
complex

gol.a comunicazione dei risultati al
clinico entro 15-30ggdal ricevimento del
campione

g0 Esecuzione di urulteriore test di :
antibiotico-sensibilita in caso di positivita,
colturale a3 mesi dall'inizio della terapia -
0 in caso dievidenza clinicadel .
fallimento terapeutico.




Diagnostica delle infezionl

da micobattert
Test di sensibilita pavl.t = J\/ENN
(e

complex

gol farmaci dil scelta(NCCLS) elals
I"INH a due concentrazioni(critica ed al g JES
concentrazione), IRMP, 'EMB e la PZA 3 °

solLa PZA e attiva solo a valori ggH< 5. 5
che inibiscono la crescita della maggio
parte dei MTC.

soS0lo 1| metodaadiometricoche utilizza
un brodo modificato aH 6 e statovalidato
ed e il metodo di riferimento




Diagnostica delle infezionl
da micobatteri

Test di sensibilita pevl.tuberculosis

complex

First-Line Treatment of TB
for Drug - Sensmve TE




Diagnostica delle infezionl

da micobatter
Test di sensibilita pevl.tuberculosis
complex B

Multidrug-Resistant Tuberculosis (MDR TB)
and Possible Effective Treatments

-Gwloaarino

........



Diagnostica delle infezionl

da micobatteri
Test di sensibilita pavl.tuberculosis

complex

Bactec Mgit 960




Tubercolosi

DEFINIZIONI |
M. tuberculosis- Infection & Disease

Electron micrograph

of M. tuberculosis

courtesy of the Institut .
] il

Pasteur image library ﬁ L i

e

Small PM et al, N Engl J Med, 2001



Latent TB
Infection iIs

the source
of most

future TB
disease

Latent
TB Infection




Tubercolosi
DEFINIZIONI

-L'infezione latente da-Mycobacterium
tuberculosiscomplex e un’infezione Sub-
clinica” da bacilli tubercolari senza segni
clinici, batteriologici o radiologici o
sintomi di malattia manifesta

-Tipicamente: soggetto cortest T L e e
tuberculinico positivo ed unaradiografia i

= W
del toracenormale. = N e (B 4

i - g{:ij : = mer o A

W o = ‘ :- -»I.ETfIL _"fi;"-i Wtk W 9 )

-Puo essere urontatto notodi un BN | — —~/4
precedente caso di tubercolosi. “~




Fattori di “destabilizzazione” di focolal
tubercolari quiescent

Deficit immunologici (morbillo, HIV/AIDS, etc.)
Interventi chirurgici
Traumi cranici
Alcolismo, malnutrizione
Cardiovasculopatie aterosclerotiche
Emodiscrasie

BPCO

Pregressa gastrectomia
Uso protratto di steroidi EE
Neoplasie maligne =

o e



COME SI FA LA DIAGNOQOSI DI
INFEZIONE TUBERCOLARE
LATENTE ?

NON ESISTE UN GOLD
STANDARD !




Non esiste un metodo efficace di
Identificazione dell'infezione tubercolare
latente

Intradermoreazione tubercolinica




Non esiste un metodo efficace di
Identificazione dell'infezione tubercolare
latente

Il metodo attuale (testcutaneo tubercolinicg ha:

* bassa specificitacross+eattivita del PPD con BCG e
micobatteri ambientali

e bassa sensibilit: 75-90% nella malattia attiva; non nota
nell’'infezione latente

e necessita dvisita di ritorno

e “boosting’

« variabilita inter-operatore (inoculazione e lettura)
* bassa standardizzazionéel reagenti

* Inoculo dolorosoe possibili effetticollaterall



Perche’ un approccio immunologico?

e M.tuberculosis patogeno
iIntracellulare difficile daisolare

 E’noto che l'infezione evoca un:
forte risposta immunitaria cellulo-
mediata

e La presenza dicellule T specifiche
per Mtb potrebbe essere un indice
di infezionetubercolare latente



Interferon- y“specific” secretion

e
Presenting 3 =
Cell (APC)

+
T cell &

APC
processes
+ Antigen
Antigen ann

Specificity



Perche’ esat-6/cfgl0?

Perche’ | prodotti del segmento
genomico rd1l sono specifici-per.Mtb.

*Persodurante il passaggio di esat-6/ci-10
M. bovisBCG da M. bovis @E

eszf\t-6”fcfpf.1

*Assentein tutti | ceppi di BCG g =&

-Delezioneassociataall'attenuazione

della virulenza negli animali



ESAT-6

Prodotto delgene RD1 EaERN
-altamentespecie- specn‘lco ‘\_\ ;\7\\\\ ,
-assentan tutti 1 ceppi di BCG L

-assentenella maggior parte dimicobatteri |
ambientali (eccettoM. kansasii, M.marinum,

M.szulgai,M.flavescens

Antigene secretodi plccole dlmenS|on|
95 aminoacidi




CFP10

CFP10e un prodotto delgene RD1 |
identificato recentemente

Stessaspecie- specificitedi ESAT-6

Antigene secretodi piccole '
dimensioni: 100 amino acidi _ f

Codificato dallo stessaperone di
ESAT-6



Counting T cells quickly:
Ex vivo ELISPOT

(Enzyme-linked immunospot
for interferon-gamma)

coal nitrocellulose-backed
microtiter plates with
cytokine-specific primary
antibody

incubate with cytokine-secreting

1 cells; bind secrated cytokine

to primary antibody

incubate with biotinylated
secondary antibody

incubate with enzyme-conjugaled
detection protein

add subsirate and cbserve
color changa; count Spols
(cytoking-secreting calls)
under low magnification

Lalvani A et al. AJRCCM 2001



Counting T cells quickly:
Ex vivo ELISPOT

(Enzyme-linked immunospot
for interferon-gamma)

Separazionesu gradiente
di Phicoll: anello dicellule
mononucleat¢ del sangue
venosoperiferico

~ ELISpot i

i




Aggiungere a ciascun pozzetto della piastra:

* 50 pl di Medium a ciascun Controllo Negativo

* 50 pl di PHA a ciascun Controllo Positivo

* 50 pl di Panel A a ciascun pozzetto da testare pelJAT-6
* 50 ul di Panel B a ciascun pozzetto da testare pelF@-10






QuantiFERON-TB GOLD
Test Method

Stage 1 Whole Blood Culture
Negative=SAT-6 CFP-10Mitogen

Control Control

O I S
Culture overnight at 37 °C

Transfer undiluted whole blood
TB infected individuals

Heparinised whole blood _
into wells of a culture plate
and add antigens respond by secreting IFN- y

Stage 2 IFN-gamma ELISA
COLO
Standard Curve
£
& ,(* # K T\B =
& 6 & 5
YYY YYY oL i
Harvest Plasma from above Wash, add Substrate, Measure OD and
settled cells and incubate incubate 30 min determine IFN- ylevels
then stop reaction

120 min in ‘Sandwich’
ELISA



Comparazione tra test gamma-interferonici e test cutaneo
tubercolinico nella immunodiagnosi dell’infezione tubercolare
latente in soggetti candidati a trattamento con infliximab

M. Bocchinol, A. Mataresel, B. Bellofiorel, I. Espositol, Gastiglione2, R. Scarpa3, N. Balato4, F. Pernal, P.
Giacomellil, A. Sanduzzil.

1Divisione di Malattie dell’Apparato Respiratorio, 2Divi sione di' Gastroenterologia, 3Divisione dirReumatologia e
4Divisione di Dermatologia dell’'Universita degli Studi “Federico 11", Napoli.

TEST Positivo Negativo Indetteormma
26% 74%
TCT* -
(18/69) (51/69)
30.4% 63.7% 5.8%
T-Spot. 78
PO (21/69) (44/69) (4/69)
Quantiteron | 31.8% 65.2% 2.8%
Fube (22/69) (45/69) (2/69)



Considerazioni concluswe

L'infezione TB latente rappresenta un problemarilevante
di sanita pubblica nei paesi aklevata endemia

Nei paesi abassa incidenzali TB la tempestiva diagnosdi
infezionelatente e indispensabile nei:

contatti specie se ireta pediatrica

Immunodepressi @IV, trapiantati, etc.)

pazienti da trattare coninfliximab e farmaci simili

Non esiste ungold standardoer la diagnosi diinfezione
tubercolare latente



Considerazioni conclusive

Nell'algoritmo diagnostico dell'infezione
tubercolare latente:

L'intradermo reazione allatubercolina rappresenta

Il test di prima scelta

Nei casiA)dubbi (ad es. soggetti vaccinati con BCG) o

B) negativi e neiC)soggetti adelevato rischiodi riattivazione

vanno utilizzati i tests di diagnosimmunologica

Alla luce delle attuali conoscenze, i due tss
oggi disponibili appaionosostanzialmente

sovrapponibili in termini di sensibilita e specificita



Considerazioni conclusive

» Da guanto esposto si vuole sottolineare
comeil ruolo del Microbiologo Clinico
siacentrale, fondamentalenel controllo
delle infezioni, in particolare delle
Infezioni sostenutedai micobatteri

IMPER TVIVL R OTATIY I
TABVLA TWPERL

» Ogni iniziativa intrapresa in ambito
infettivologico non puo prescinderedal
parere espresso dal Microbiologo

Al Microbiologo di contro si richiede
competenza elevata e aggiornamento
Costan te " :STRADA SECONDARIY




¥ Wil

J HH1 1 r—

Petragnani, Giovanni. - Igienista (Lanciano
1893 - Roma 1969). Prof. univ. dal 1927,
insegno igiene all'univ. di Catania; fu direttore
generale della Sanita pubblica dal 1935 al 1943.
I suoi piu importanti contributi scientifici vertono
sulla biologia e sui metodi di coltura del bacillo
di Koch e sulla preparazione di vaccini
antitubercolari (anatubercolina P).




