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Abstrakt

Metody Interferon-gamma release assay (IGRA) se staly jiz béznou soucasti rutinni
diagnostiky tuberkul6zy. Jedna se o diagnostiku neptimou, tedy prukaz reakce bunécné
imunity na pfitomnost tuberkuloznich antigent v organismu clovéka. Jejich princip je
detekce interferonu gama produkovaného Ilymfocyty T senzibilizovanymi
tuberkul6znimi antigeny. V soucasné dob¢ jsou k dispozici dva testy (QuantiFERON®-
TB Gold In-Tube a T-SPOT®.TB). V této bakalaiské praci byl popsan princip IGRA
metod, jejich vyuziti v praxi, jejich misto v komplexni diagnostice tuberkul6zy.
V praktické ¢asti byl vyhodnocen soubor 1554 vzorkii krve, které byly v obdobi
od 1. ¢ervna 2011 do 30. ¢ervna 2013 vySetieny metodou QuantiFERON®-TB Gold In-
Tube v Laboratofi pro diagnostiku mykobakterii Fakultni nemocnice v Plzni. Byl zde
sledovan podil jednotlivych typl zdravotnickych zatizeni indikujicich toto vysetieni,
dale pak podil pozitivnich, negativnich a neurenych vysledkii u vybranych indika¢nich
skupin pacientii (vysetfeni pred aplikaci biologické 1é¢by, u pacientd s primarnim
tumorem plic, u osob z rizikovych skupin a u osob v kontaktu s aktivni formou nemoci).
Byly posouzeny i vysledky u osob s aktivni tuberkul6zou kultivaéné ovétenou.
Vysledky této prace prokazaly, ze IGRA metody jsou velkym piinosem v diagnostice
tuberkuldzy, a to zejména latentni, ale za jistych podminek i aktivni. Zaroven je nutné
upozornit, ze diagnostika tuberkuldézy musi byt vzdy komplexni. Tato metoda nesmi

slouzit k diagnostice jako metoda jedina.
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Abstract

Interferon-y release assay (IGRA) methods have become a common part
of the routine tuberculosis (TB) diagnosis. These are indirect diagnostic methods, which
detect the cell-mediated immune reactivity to the presence of Mycobacterium
tuberculosis antigens inside the human body. The methods are based on the principle
of detection of interferon-y (IFN-y) produced by the T-lymphocytes sensitized by TB
antigens. Currently, there are two tests available (QuantiFERON ® -TB Gold In -Tube
and T - SPOT®.TB). This thesis is dealing with the principle, the practical use and
the place of IGRA methods in the comprehensive diagnosis of TB. The Collection
of 1554 blood samples, examined by QuantiFERON®-TB Gold In-Tube in the period
from 1st June 2011 to 30th June 2013 in the Mycobacteriology Laboratory
of the University Hospital in Pilsen was evaluated in the practical part. The percentage
of various types of health care settings indicating this examination, as well as
the percentage of positive, negative and undetermined results in some selected groups
of patients (screening before the initiation of biological treatment, in patients with
primary lung tumors, in person with a high-risk of TB and person in contact with active
form of the disease) was monitored. The results of patients with active TB verified
by culture were also assessed. The results of this study indicated, that IGRA methods
are of a great contribution in the TB diagnosis, in particular in the latent form, under
certain conditions also in the active form. At the same time it should be mentioned, that
the diagnosis of tuberculosis must always be complex. This method should not be used

for the TB diagnosis solely.
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1. Teoreticka Cast

1.1.Uvod

Vcasna diagnostika tuberkulozy je i v dnesSni dobé velice dulezitou, ale n¢kdy
velice komplikovanou zalezitosti. PfedevS§im tomu tak je u osob z rizikovych skupin,
jako jsou napfiklad cizinci, bezdomovci, ale ptfedev§im imunosuprimovani pacienti,
mezi néz patii v prvni fadé nemocni s nadorem plic nebo nemocni autoimunitnimi
chorobami (napf. revmatoidni artritidou, lupenkou nebo nemocemi stiev). V urcitych
pripadech je potieba diagnostikovat i tuberkulozu latentni, naptiklad pfed zahdjenim
biologické tj. anti-TNF terapic nebo pii sledovani osob, které byly v kontaktu
s pacientem s otevienou tuberkulozou. V klinické praxi se bézné vyuziva
tuberkulinového testu. Ten ma vSak své limity, a proto se stale vice pouzivaji metody

IGRA, kter¢ diagnostiku tuberkulozy dopliuji a uptesiuji.



1.2.Historie

Tuberkuléza (TBC) existovala uz pted mnoho staletimi, jak zaznamenal anticky
historik Hérodotos. Jiz ve 4. stoleti pfed nasim letopoctem popsal piiznaky plicni
tuberkulozy. Tato nemoc byla v ddvné historii povazovana za onemocnéni zivociSné
fiSe a na Cloveka se pienesla az s domestikaci skotu (8000-4000 let pf. n. 1.). Dikazem
vyskytu tohoto onemocnéni jsou i charakteristické zmény na kosternich nalezech
starovékého Egypta, Recka nebo Rima. Avsak nejstarsi jednoznaény nélez pochézi

Z pozistatkii bizona starého zhruba 18 000 let [Rotschild a spol., 2001].

Hippokratés oznacil tuberkuldézu za nejrozsitenéjsi chorobu své doby. Ve spisech
starych Reki byla tuberkul6za oznatovana jako phthisis neboli vyhubnuti nemocného
Cloveka. Pozdéji se zacalo pouzivat oznaceni souchotiny nebo ubyté. V 17. stoleti byla
francouzskym lékafem Sylviem Deleboe provedena prvni pitva, pfi které se nalezly
Vv plicnich a stfevnich tkanich uzliky syrovité hmoty. V roce 1689 tyto uzliky podrobné
popsal jako tuberkuly Richard Morton. AvSak nazev tuberkuldza zavedl az v roce 1834
Johann Lukas Schonlein pravé odvozenim od téchto charakteristickych nalezi.
Nejvyznamngj§im jménem uzce spjatym s touto chorobou je Robert Koch. Jedna se o
némeckého bakteriologa a nositele Nobelovy ceny za I¢katstvi. Roku 1882 (v tomto
obdobi na TBC umiral kazdy sedmy clovek) objevil bakterii zplsobujici toto
onemocnéni - Mycobacterium tuberculosis, do nedavna nazyvanou Kochovym bacilem.
Timto objasnil, ze se nejedna o chorobu geneticky podminénou ¢i zptisobenou Spatnou
zivotospravou, jak se lidé do 19. stoleti domnivali, ale jedna se o infekéni onemocnéni

[Jires, 2005; Beran, Havlik, 2008].

Prvni 1ék na tuberkulozu byl objeven ameriCanem Selmanem Waksmanem
ve 40. letech minulého stoleti. Jednalo se o streptomycin. Dalsi Iéky byly objeveny v

50. letech, coz vedlo k poklesu nemocnych [Kaufann a van Helden, 2008].



1.3. Tuberkuloza

Onemocnéni tuberkulézou je jiz od davnych casi jednim z nejrozsifenéjSich
infek¢nich onemocnéni na svété. Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) byla
vroce 2011 nakazena az jedna tfetina populace (zahrnuta latentni i1 aktivni forma

onemocnéni). Rocné na TBC zemfou dva az tii miliony lidi.

Tuberkuldza vzdy byla a je piredevsim socialni chorobou. Na jeji rozvoj maji vliv
naptiklad Spatné socidlni podminky, nezdravy zplsob Zivota a v neposledni fadé
oslabend imunita. Za Spatnych Zivotnich podminek dochéazi k nariistu piipad tohoto
onemocnéni. Dokladem je naptiklad v minulosti narist onemocnéni béhem prvni a
druhé svétové valky [Kiepela, 1995]. V dneSni dobé k ohrozenym skupindm patii
bezdomovci, alkoholici, drogové zavisli, lidé ve vykonu trestu, nemocni s karcinomem
plic nebo imunosuprimovani pacienti. Velmi ohrozeni jsou samoziejmé lidé v okoli
nemocného s aktivni formou této nemoci. Vstupni branou infekce tuberkul6zy jsou
predevsim plice. Nejcastéjsi formou této nemoci je proto forma plicni, avSak miize se
vyskytovat kdekoliv v téle vcetné kosti a nervového systému. Jednd se o infekéni
bakteridlni onemocnéni, piendSené z osoby na osobu pomoci infikovanych kapének,
které vystupuji z plic nemocného s aktivni formou této choroby. Mezi hlavni klinické
pfiznaky je fazen pretrvavajici kaSel, bolesti na hrudi, duSnost, chronickd unava,
hubnuti, no¢ni poceni ¢i u rozvinuté infekce vykaslavani krve. Nicméné u latentni
formy tuberkul6zy nemusi byt pfiznaky zadné. U vétSiny lidi, ktefi jsou vystaveni
tuberkulo6ze, se nikdy ptiznaky neprojevi, protoze bakterie mohou zit v neaktivni formée
v téle. Ale v pfipadé, Ze je imunitni systém oslaben, jako napiiklad u pacientti vékové
starSich, v pfipad€ podvyzivy (v disledku alkoholickych ¢i drogovych zavislosti) nebo

pii nakaze virem HIV, se mykobakterie mohou aktivovat [Doctors without borders].

Diagnostika tuberkulozy je vzdy komplexni proces sloZzeny z mnoha Ccasti.
Pti podezieni na onemocnéni tuberkuldézou se provadi nésledujici diagnostické kroky:

odebrani anamnézy, klinické vySetfeni, vySetfeni zobrazovacimi metodami, kozni



tuberkulinovy test, krevni testy a mikrobiologické vysetieni klinického materidlu podle
lokalizace patologického procesu, nejcastéji sputa. LéCba tuberkuldézy neni
komplikovand, ale trvda minimalné 6 mésict a 1é¢i se vZdy kombinaci antituberkulotik.
Zakladni antituberkulotika, jsou rifampicin, isoniazid, pyrazinamidu, ethambutol a
streptomycin. Lécba je pro pacienta naroc¢nd, antituberkulotika mohou mit fadu
nezadoucich G¢inkl a v prvni fazi 1écby musi byt pacient izolovan. Jesté narocnéjsi je
1éCba tuberkuldzy zplisobné rezistentnimi kmeny bakterie (napiiklad multi drug
rezistentni tzv. MDR), nékdy muze trvat az do konce Zzivota. [American lung

association].

1.4.Statistika vyskytu TBC

Podle statistik Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky CR (UZIS) bylo
v Ceské republice v roce 2011 nahlaseno 609 novych nemocnych a recidiv viech forem
TBC, coz piedstavuje 5,8 nemocnych pacientli s tuberkuldozou na 100 000 obyvatel.
Avsak podil recidiv ptedstavoval jen 1,5 %. Statistické prehledy dale uvadéji, Ze muzi
se na vyskytu TBC podileli v 71 %, konkrétné tedy v 434 piipadech. Majoritné jsou
V této statistice zastoupeni pacienti s tuberkulézou dychaciho ustroji, pocet hlaSenych
ptipadl ¢inil 557 osob, tzn. 5,3 pacientii na 100 000 obyvatel. Z tohoto poctu bylo 528

pacienti s tuberkul6zou plic.

Nejvice hlasenych nemocnych bylo v hlavnim mésté¢ - Praze. Jednalo se o 134
pacientil, coz predstavuje 10,8 pacientti na 100 000 obyvatel. Prahu nasledoval Plzensky
kraj s poctem 7,9 pacienti s TBC na 100 000 obyvatel. Naopak dlouhodobé

nejptizniveéjsi situace byla v JihoCeském kraji, kde hlaSenou incidenci ptedstavovali

pouze 3 pacienti TBC na 100 000 obyvatel.
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Z celkového poctu 609 novych ohlasenych pacientt s tuberkulézou bylo 41 ptipada
u bezdomovcii, z toho 20 piipadi z Prahy. Déle pak bylo zjisténo 31 ptipadl u vézit a

15 ptipadl u zdravotnikii.

Déle z celkového poctu hlasenych nemocnych s tuberkuldézou dychaciho ustroji
bylo 74 % bakteriologicky ovéfeno. Mikroskopicky pozitivnich nemocnych s

zjisténo 196.

Statisticky nejvice se toto onemocnéni objevuje u osob starSich 75 let a u muzi je
mozno pozorovat vyssi vyskyt TBC uz ve stfednim veku, tzn. 40-44 let a vice. Mezi
détmi ve véku 0-14 let bylo v roce 2011 zjisténo pouhych 6 pacientli, z toho tfi

novorozenci, jedno dité¢ dvouleté a jedno dvanactileté.

Pocet cizinct, osob narozenych mimo CR, ¢&inil 18 %, tedy 112 ptipaddl, z celkové
notifikace. Tradiéné nejvice pacientli cizinci bylo hlaSeno z Ukrajiny, dale pak
ze Slovenska, Vietnamu a Mongolska. Zajimavosti je hlaseni pfipadu nemocného
z Nigérie, kde ptivodcem tuberkulozy bylo Mycobacterium africanum (jeden z druht

komplexu Mycobacterium tuberculosis, v CR izolovany poprvé).

S hlasenou incidenci TBC 5,8 na 100 000 obyvatel se Ceska republika fadi k

LRAA4

Rok 2011 je prvnim rokem po zruSeni povinné plosné vakcinace proti tuberkuloze,
na epidemiologickeé situaci se to nijak neprojevilo. Vyskyt TBC u déti zstdva naprosto
minimalni, az ojedin€ly, a nedoSlo k narGstu ani u rizikovych skupin, jakymi jsou
bezdomovci nebo cizinci. VSe vztaZzeno proti statistikam z roku 2010, kdy bylo plosné

o¢kovani povinné [UZIS].
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1.5.Vakcinace

Prvni vakcina proti TBC byla vyvinuta roku 1908 Albertem Calmettem a Camillem
Guerinem z kmene Mycobacterium bovis, ziskaného z kravy nemocné tuberkulozni
mastitidou. Nasledovala kultivace na padé, ktera byla pifipravena z plati varenych
brambor a hoveézi zluci s ptidavkem glycerolu. Toto pasazovani trvalo celych 13 let, az
se zvifeci virulence vytratila a zaroven doslo k fenotypové zméné mykobakterie.
Vakcina byla pojmenovana podle objevitelt — BCG (bacil Calmett-Guerin). V roce
1921 byla poprvé podana. Nasledné byla aplikovana u vice nez miliardy lidi. Vakcina
obsahuje mykobakterialni zarodky (Zivé 1 nezivé), které udavaji silu této ockovaci latky.
BCG vakcina v téle vyvola aktivaci bunécné imunity. Nasledné¢ dojde k produkci

lymfocytt, které mykobakterie rozpoznaji a znici [Beran, Havlik, Vonka. 2005].

Povinné o&kovéni bylo v CR zavedeno koncem 40. let 20. stoleti. V té dobé se také
snizil pocet tuberkuldzou nakazenych pacientii o 60 az 80 %. Pfes obrovskou ¢innost
vakcinace proti TBC se v zemich s dlouhodobé nizkym vyskytem této choroby
od povinného oc€kovani upousti. Rozhodnuti o zruseni ockovani jsou provedena
na zakladé epidemiologicky i klinickych studii. Tak je tomu i v CR, do listopadu roku
2010 bylo oc¢kovani proti TBC dano zakonem ¢. 258/2000 Sb. O ochrané vefejného
zdravi, vyhlaskou €. 537/2006 Sb. O ockovéni proti infekénim nemocem. AvSak
1.11. 2010 byla zmeénéna vyhlaskou ¢. 299/2010 Sb. O ockovani proti infekénim
nemocem, ve které je mozno se dozvédét o zruseni celoploSného povinného ockovani

proti této chorobé. Dale se v této vyhlaSce uvadi, Ze nadale budou ockovany jen

rizikové skupiny déti a dospé&lych [Vieobecna zdravotni pojistovna CR].

V CR je k dispozici danska BCG VACCINE SSI, Ziva oslabena vakcina, ktera je
pro ockovani proti TBC vyuZivana nejhojnéji. Tato vakcina je pfipravena pro imunizaci

novorozencu, déti s negativni tuberkulinovou reakci 1 pro mladistvé a dospé€lé osoby.
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Dale je v této republice registrovana i vakcina BCG — VACCINE BEHRING,
vyrabénd v SRN, LYOPHILIZED BCG VACCINE vyrabéna ve Francii a VACCINUM
TUBERCULOSICUM, jenz pochézi z Ruska [Beran, Havlik, Vonka. 2005].

1.6.Mycobacterium tuberculosis komplex

Puvodcem tuberkuldzy je Mycobacterium tuberculosis (M. thc), tato bakterie spolu
s Mycobacterium africanum, Mycobacterium canettii, Mycobacterium microti,
Mycobacterium bovis a Mycobacterium bovis BCG (Mycobacterium bovis Bacillus
Calmette--Guérin) tvoii komplex Mycobacterium tuberculosis. Mykobakteria zahrnuta
do tohoto komplexu se vyznacuji velmi vysokou sekvencni podobnosti genomd, jedna
se az 0 99,9% shodu, a identickymi sekvencemi rRNA. V ¢em se ale lisi, je preference
hostitelti. Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum a Mycobacterium
canettii jsou lidské patogeny, Mycobacterium microti je patogenem hlodavci a
Mycobacterium bovis BCG je kmen vakcinaéni. Avsak Mycobacterium bovis ma

spektrum hostitela Sir§i [Macela, 2006].
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1.6.1. Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis je aerobni mikroorganismus. Jedna se o nepohyblivé
nesporulujici acidorezistentni tyCinky obtizn€¢ barvitelné Gramem, z fadu
Actinomycetales. Mycobacterium tuberculosis je pleiomorfni bakterie, nékdy ma tvar
vlaken, jindy protahlych koku, nejCastéji stfednich Stihlych granulovanych ty¢inek. U
této bakterie je nutno se zminit o unikdtni stavbé jeji bunééné stény. Na rozdil od
grampozitivnich i gramnegativnich bakterii je bunétnd sténa extrémné hydrofobni a to
diky velmi vysokému obsahu lipidi a také diky vrstvé kyseliny mykolové. Ta je
kovalentné¢ ¢i nekovalentné vazana k bunééné sténé. Bunécna sténa, respektive jeji
peptidoglykanova vrstva, je kryta polysacharidem arabinogalaktanem. Do této struktury
jsou zakotveny bioaktivni slozky. Dilezitym zéastupcem téchto slozek je
lipoarabinomanan (LAM). Jeden z jeho tii typd je zakonfeny mandzovymi zbytky
(ManLAM) a piimo inhibuje odpovéd’ makrofdgli na mykobakteridlni infekci. Také ma
inhibi¢ni u€inky na funkce dendritickych bun€k a tlumi proliferaci a aktivaci T-bunck.
Dalsi vyznamnou slozkou této bunécné stény u virulentnich mykobakterii je
ftiocerodimykocerozat (PDIM). V dnesni dobé je povazovan za ptimy faktor virulence.
Dalsi faktory pfispivajici k virulenci, jsou sulfolipidy, ovliviiujici osud fagozomi,
potlacuji snizovani pH ve fagozomech a tim zabranuji splyvani fagozomt s lysozomy.
Diky témto schopnostem dokaze M. tuberculosis ptezivat v makrofazich hostitele, coz
je podstata virulence této bakterie. M. tuberculosis netvoti zadné toxiny [Macela, 2006;
Votava, 2005].
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Obrazek ¢. 1: Mycobacterium tuberculosis — rist na kultivaéni ptidé Lowenstein-Jensen
[MUDr. Amlerova]

Obrazek ¢. 2: Mycobacterium tuberculosis — barveni podle Ziehl-.Neelsena, zvétseni 1000x
[MUDr. Amlerova]

15



1.6.2. Prenos Mycobacterium tuberculosis na hostitele a Sifeni v organismu

Nejcastéjsi formou pienosu mykobakteridlni infekce je inhalace infikovanych
kapének od nemocného ¢loveéka. Mykobakterie mohou byt ve vzduchu velmi dlouho a
Sitit se do velkych vzdalenosti. Moznosti ndkazy je také inhalace infikované¢ho prachu
nebo alimentdrni cesta pifi nedostatené hygien¢. Prvni proniknuti mykobakterii
do organismu a vznik infekce se nazyva primarni tuberkuléza. Kdyz tyto bakterie
vniknou do organismu, jsou pomoci makrofagi pieneseny do lymfatickych uzlin
plicniho hilu, pokud vstupni branou infekce byly dychaci cesty. Pii spolupraci
makrofagli a T-lymfocytl dochazi k bunétné imunitni odpovédi. Respektive dochazi
K uvolnéni mediator zanétu, tedy k uvolnéni cytokini. Dale dochazi k aktivaci buné¢né
obranné reakce, v jejimz dusledku se zacinaji tvofit imunitni (infekéni) granulomy —
ohrani¢ené zanéty specifického tvaru a slozeni. Toto infikované lozisko ve spojeni
s infikovanou lymfatickou uzlinou se nazyva primarni komplex. Pravé diky tomuto
primarnimu komplexu se mohou tuberkulézni mykobakterie Sifit do dalSich organt
pomoci lymfatickych cest. V téchto napadenych organech pak vznikaji sekundarni
granulomy, které se, pokud jsou dostatecné velké a virulentni (malé jsou ve vétSiné
pfipadli imunitni reakci zni¢eny), opouzdri, kalcifikuji a nasledné v ,,obleZeni* chrani
M. tuberculosis. Tato mykobakteria pak v organismu piezivaji rizn¢ dlouhou dobu.
Pravé po tuto dobu hovoiime o latentni tuberkuloze. K reaktivaci tohoto infekéniho
procesu muze dojit pii jakémkoliv oslabeni imunity a rozvinuti aktivni formy
tuberkulozy. Pak se granulomy tvofi prakticky v celém organismu a dochazi
Kk tzv. generalizaci infekce. U osob, které prodé€laly primarni tuberkulozu, vznika
tuberkul6za postprimarni. Vznikd n¢kolika mechanismy. Jednim z téchto mechanismi
je endogenni reaktivace onemocnéni. To znamend, Ze pii oslabeni organismu dochazi
K reaktivaci starého, mnohdy neléCeného loZiska. Lozisko obsahuje Zivotaschopné
virulentni mykobakterie, které se zacnou $ifit dychacimi nebo lymfatickymi cestami ¢i
pfimym pfestupem do krve (v tomto ptfipadé hovoifime o milidrnim rozsevu

tuberkulozni infekce). Endogenni reaktivace je nejcastéjSi cesta vzniku postprimarni
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tuberkuldzy. DalSimi cestami vzniku této formy tuberkulozy je exogenni superinfekce
nebo reinfekce, kdy je organismus vystaven nové exogenni nakaze. Dojde k dalSimu
styku s mykobakterialni infekci [Kiepela, 1995].

1.6.3. Imunitni reakce organismu na piitomnost M. tuberculosis

Imunitni systém reaguje na pritomnost infekce fagocytézou mykobakterii
makrofagy. Mycobacterium tuberculosis je intracelularni ,,parazit®, proto mtze uvniti
makrofagu piezivat a dokonce se i mnozit. Dochazi k produkci cytokinu - interleukinu
12 (IL12), ktery stimuluje prekursory pomocnych T-lymfocytd (Th- helper)
k diferenciaci na podtyp Thl (CD4+), které opét produkuji cytokiny, a to predevsim
interferon gama (IFNy) a membranovy tumor nekrotizujici faktor (TNF), jez aktivuji
makrofagy. Aktivovany makrofag pomoci enzymu indukovatelnd syntetiza oxidu
dusnatého (iNOS) produkuje z argininu oxid dusnaty, ktery je vysoce baktericidni.
Nékteré mykobakterie uhynou, jejich bilkoviny jsou rozStépeny na antigenni
polypeptidy. Diky povrchovym glykoproteinim bilych krvinek (MHC II. tfidy) se
dostavaji na povrch makrofagu. Infikované makrofagy jsou rozpoznavany T-bunénym
receptorem na povrchu prekurzori T-lymfocyti. Za pomoci riznych dalSich
povrchovych adhezivnich a signalizacnich molekul se z prekurzorti tvoii klon

efektorovych Thl bunék, které produkuji interferon gama [Hotejsi a Bartlnkova, 2001].

Buiikky Thl (CD4+) po styku s antigeny mykobakterii uvoliuji také chemokiny,
které pfitahuji monocyty a lymfocyty. Monocyty se méni na makrofdgy. Na stejném
principu, jako je imunitni reakce organismu proti mykobakteriim, je zaloZena i takzvana
precitlivélost neboli reakce imunopatologicka IV. typu. Jedna se o zanétlivou reakci
zavislou na spolupraci Thl lymfocytli a makrofagl. Reakce se nazyva piecitlivélost
oddéaleného typu neboli DTH (delayed type hypersenzitivity), nckdy také

tuberkulinového typu. V senzibilizovaném organismu vznikaji antigenné specifické

17



Thl lymfocyty. Tuberkulinova reakce nastdva po opétovném setkani s antigenem
(tuberkulinem) v mist¢, kam byl aplikovan tuberkulin do organismu, ktery byl jiz diive
infikovan neboli senzibilizovan tuberkuldézou. B€éhem 24 az 72 hodin se objevi zanétlivé
kozni lozisko. Oddéleni reakce je zplsobeno tim, Zze specifické Thl lymfocyty a
makrofagy nejprve migruji k mistu vniknuti antigenu a vzdjemné se stimuluji.
Th1 lymfocyty produkuji interferon gama, ktery aktivuje makrofagy. Takto aktivované

makrofagy jsou schopné M. tuberculosis likvidovat [Hofejsi a Bartaikova, 2001].

Zakladni vyzkumy o imunopatologickych reakcich v souvislosti s tuberkul6zou
provedl jiz v roce 1801 Edward Jenner a v roce 1891 Robert Koch, ktery popsal
takzvany Kochtv reinfekéni fenomén. Pii pokusu zjistil, ze morceti, kterému naockoval
kulturu bacili (Kochtv bacil — Mycobacterium tuberculosis), se v misté ockovani
vytvofil tuhy ulcerdzni uzlik a infekce se Sifila do hilovych lymfatickych uzlin a celého
organismu, zvife zahynulo. Pokud se stejny pokus provedl u morcete, které bylo jiz
ockovano, tudiz se setkalo s antigenem, pak se v misté¢ inokulace za jeden az dva dny
objevilo tmavé Cervené zatvrdnuti, ze kterého postupné vznikl nekroticky plochy vied.
Ten se trvale vyhojil a infekce se nesifila do uzlin ani do organismu. Pfi senzibilizaci
bunck pfirozenou infekei vznikd také nekroza. Vznik4 ale tam, kde mykobakterie
pronikly do organismu, naptiklad v plicich. Pokud je mnozZstvi infekéni davky malé,

nemusi dojit az k nekréze [Kiepela, 1995].
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1.7.Diagnostika tuberkulozy

Diagnostické kroky k urceni tuberkulézniho onemocnéni jsou velice provazané.
Pfima diagnostika tohoto onemocnéni je téméf vzdy doprovdzena diagnostikou
nepfimou, kterd je sice “jen dopliujici”, ale zarovenl nesmirné¢ piinosna. K piimé
diagnostice TBC se vyuziva kultivace, mikroskopicky prikaz ¢i geneticky prikaz
(napt. PCR) nukleovych kyselin mykobakterii ve vzorku pacienta. Diagnosticky velmi
pfinosné je 1 histologické ovéfeni onemocnéni s priukazem specifického
granulomatézniho procesu s obrovskymi bunikami Langhansova typu s kazedzni
nekrozou. Souclasti diagnostiky TBC je také anamnéza pacienta. Nemocny podava
informace o styku se zdrojem nédkazy, pfedevSim s osobou s diagnostikovanou
otevienou formou TBC. Pfi projevech klinickych pfiznakl je dulezité zjistit, jestli
pacient netrpi imunodeficienci (napiiklad pozitivita HIV ¢i diabetes mellitus). Neméné
dalezitym aspektem je socialni a ekonomicka zabezpecenost pacienta. Zjistime tim, zda
patii do rizikové skupiny, ¢i nikoliv. Dale nasleduje vySetfeni zobrazovacimi metodami
(rentgen, pocitacova tomografie - CT apod.), popfipad¢ skiagrafie pro stanoveni
lokalizace a rozsahu posSkozené tkané. Pfi podezieni na milidrni rozsev se vyuziva

hlavn¢ vysetieni CT [Benes, 2009].

Rentgenovy obraz miiZze byt velice rozmanity, avSak jsou zde urcité specifické
projevy, které 1ze monitorovat. U plicni formy TBC obvykle dochézi k rozvoji infiltratu
v hornich plicnich lalocich, nasledné mize kazeifikaci a kolikvaci dojit k rozpadu plicni
tkdn¢ se vznikem typické kaverny, coZz je na RTG obrazu viditelné. Pokud dojde
k rozsevu M. tuberculosis hematogenni cestou, projevi se onemocnéni miliarnim

rozsevem s drobnouzlikovymi lézemi.

Piima diagnostika tuberkuldzy kultivaci je “zédkladnim kamenem” pro stanoveni
diagnozy onemocnéni TBC. Jedin€ pozitivnim kultivatnim vysledkem, tedy ziskdnim
kmene Mycobacterium tuberculosis ze vzorku klinického materidlu pacienta, mizeme

prohlasit diagnézu TBC za ovéfenou. Zarovenn timto jedinym zplsobem existuje
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moznost presné identifikace kmene a stanoveni citlivosti k antituberkulotikiim.
Kultiva¢ni vySetfeni na prikaz M. tuberculosis se provadi, v souvislosti s tim,
ze nejcastéjsi forma TBC je plicni, nejcastéji ze vzorku sputa. Spravny odbér sputa ma
byt proveden nejlépe pred nasazenim antituberkulotické 1écby, 3 dny po sobé, rano,
pred jidlem a hygienou pacientovy dutiny ustni. To z divodu vétsi pravdépodobnosti
zachytu mykobakterii, jejichz vyluCovani neni béhem dne kontinudlni. Takto odebrany
vzorek je nutno pied kultivaci dekontaminovat, tzn. odstranit béznou, rychleji rostouct,
nespecifickou mikrofloru. Nejpouzivangjsi metodou dekontaminace je Petroffova
metoda za pouziti louhu sodného nebo metoda s N-acetyl-L-cysteinem, ktery zaroven

ptispiva k homogenizaci vzorku.

M. tuberculosis se k diagnostickym ucelim kultivuje na pevnych vajeénych
médiich (Lowenstein-Jensen, Ogawa), ptipadné v tekutych ptdach (Sula, Middlebrook).
Kultivace na vajecnych Lowenstein-Jensen ¢i Ogawa mediich je standardem. Pudy jsou
slozeny ze soli, asparaginu (respektive glutamatu u pidy Ogawa), glycerinu, Skrobu,
z teplem koagulovanych vajec a pridavku malachitové zelené¢ (potlacuje rist jinych
bakterii). OvSem 1 na optimalni pidé a za pfiznivych podminek roste tato bakterie
pomérné dlouho. Z odebraného sputa mize kultivace trvat 6 az 9 tydnii. Genera¢ni doba
M. tuberculosis je 37 hodin. Kolonie M. tuberculosis maji specificky kvétakovity
vzhled [Schindler, 2010].

V poslednich letech se jiz rutinné v laboratornich provozech pouziva kultivace
Vv uzavieném kultivaénim systému — tzv. kultivace metabolicka - (Bactec MGIT, MB
BacT, MB Redox...). Zde jsou automaticky detekovany metabolické produkty
vznikajici pfi mnoZeni a ristu mykobakterii nebo naopak spotfeba Zivin a kysliku
potiebnych k ristu mykobakterii. Zachyt mykobakterii se takto ve vzorcich klinického
materidlu vyrazné zkvalituje a urychluje (pfistroj detekuje pozitivitu napiiklad jiz

po péti dnech).

Mikroskopicky priikaz je rychlou, avSak méné citlivou metodou, ktera je nezbytna

pro prvni orientaci a v€asné zahdjeni 1écby. Z divodu acidorezistence mykobakterii,
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zpusobené specifickou stavbou jejich bunécné stény, je nelze barvit dle Grama. Pouziva

se barveni fluorescenéni nebo barveni podle Ziehl-Neelsena [Votava, 2003].

Fluorescencni barveni je zalozeno na zvySené afinit¢ mykolovych kyselin
mykobakterii k auraminu O, zlutému fluorescen¢nimu difenylmethanovému barvivu.
Preparat se po promyti pozoruje fluorescencnim mikroskopem. Pozitivni tyCinky
mykobakterii sviti zlut¢ na tmavém pozadi a lze je piebarvit Ziehl-Neelsenovym

barvenim [Votava, 2003].

Pti barveni podle Ziehl-Neelsena se pouziva koncentrovany karbolfuchsin (¢ervena
barva) aplikovany za horka. Takto obarvené acidorezistentni mykobakterie pak nelze
odbarvit kyselym alkoholem, zatimco jiné, nespecifické, bakterie se kyselym alkoholem
(etanol s kyselinou sirovou) odbarvi. Dobarveni neacidorezistentnich bakterii a dalSich
struktur se provadi malachitovou zeleni nebo metylénovou modfi. Na pozitivnhim
preparatu je tedy mozno spatfit Cervené tyCinky mykobakterii a zelenou resp. modrou

neacidorezistentni mikrofloru [Votava, 2003].

Geneticky prikaz mykobakterii ve vzorku je rovnéZ metodou urychlujici a
zptesiiujici diagnozu tuberkuldznich infekci. Pro identifikaci mykobakterii se
standardn¢ vyuziva Sirokospektrd 16S rRNA polymerazova fetézova reakce (16S rRNA
PCR) za pouziti druhové specifickych primerd s naslednou sekvencni analyzou. Tento
rychly test detekuje nukleové kyseliny M. tuberculosis, avsak nerozlisuje geneticky
materidl  zivych mikroorganismli a nezivotaschopnych bunék pretrvavajici
z predchozich infekei. Neni znamo, jak dlouho test PCR muize zistat pozitivni po 1é¢bé
tuberkulozy. TudiZz se opét jedna o metodu diagnostiky, ktera musi byt doplnéna

0 vysledky dalSich metod.

Kromé metod piimé laboratorni diagnostiky TBC se vyuziva i diagnostika nepiima,

tedy prikaz reakce organismu na piitomnost infek¢éniho agens.
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1.7.1. Test podle Mantoux

Jednou z metod nepiimé diagnostiky TBC je tuberkulinovy kozni test nékdy
nazyvany jako test podle Mantoux, v literatufe téZ oznacovany jako TST — tuberculin
skin test nebo PPD test — purifikovany proteinovy derivat. Jeho princip spociva
V intradermalnim vpichu ¢isténého proteinového derivatu z tuberkuloznich bacila
(tuberkulinu). Za 72 hodin se provadi odecet indurace (zatvrdnuti, zarudnuti).
Za pozitivni vysledek se povazuje primér 5 mm a vice. Pozitivni vysledek vykazuji

také osoby ockované [Nayak, 2012].

Tento test byl v principu vyvinut Robertem Kochem v roce 1890. Intradermalni
provedeni, kterého se vyuziva i v soucasnosti, bylo vyvinuto roku 1912 Charlesem
Mantoux. Dnes se vyuzivéa standardizovangj$iho proteinu PPD-S, odvozeného z kultur
Mycobacterium tuberculosis metodou podle Sieberta. Zajimavosti je, Ze i pies vice nez
staleté uzivani této metody diagnostiky jsou vysledky testu podle Mantoux pomérné
kontroverzni. Z imunologického hlediska do téla vpraveny tuberkulin vyvola
opozdénou bunécnou reakci. Dochézi k uvoliiovani cytokini diky spolupraci T-bun¢k a
makrofagt, které u osob, jez se jiz do kontaktu s bakteriemi Mycobacterium
tuberculosis dostaly, vyvolaji o¢ekavanou induraci.

Test je obvykle provadén na ptedlokti levé ruky. Po vpichu 0,1 ml tuberkulinu
0 sile 2T pomoci 1 ml injekéni stiikacky a jehly o velikosti 25-26 je nutno vyckat 48-72
hodin. Nésledné¢ miize byt test vyhodnocen. Zakladem hodnoceni je pfitomnost ¢i
nepfitomnost indurace. Ureni indurace je provadéno pohledem a palpaci. Pozitivni
reakce na tuberkulin je dana induraci s primérem od 5 mm, avSak tato mezni hodnota
muze byt proménliva v zavislosti na individudlnich okolnostech. Nékdy muize dojit
K pozitivni reakci na tuberkulin, i kdyz dand osoba neni infikovana Mycobacterium
tuberculosis. Tato fale$na pozitivita mize byt dana naptiklad infekci netuberkul6znimi
mykobakteriemi, ale v prvni fadé ockovanim vakcinou BCG. U testu podle Mantoux
muze dochdzet i k faleSné¢ negativnim vyhodnoceni. K tomuto dochdzi pti neschopnosti

jedince reagovat na kozni testy pfi imunitni deficienci, po neddvném prodélani
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tuberkuldzni infekce, u novorozencti, po nedavném ockovani jinymi zivymi viry
(spalnicky, neStovice) a po nebo pifi infekci t€émito chorobami, pii onemocnéni
sarkoidozou ¢i Hodgkinovou nemoci, pii uzivani steroidu, respektive kortikosteroidil,
U podvyziveného pacienta a v neposledni tadé pii nespravném provedeni

tuberkulinového testu [Nayak, 2012].

Pravé diky castému vyskytu téchto nespravnych interpretaci vysledkt
tuberkulinového testu Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv FDA (vladni agentura USA)
schvalil pro diagnostiku tuberkulézy IGRA metodu QuantiFERON®-TB Gold (Cellestis
Carnegie Victoria, Australia) [Nayak, 2012].

1.7.2. IGRA metody

Mezi dal$i metody nepfimé diagnostiky fadime tzv. metody IGRA (Interferon-
gamma release assay). Jsou to metody zaloZené na sledovani produkce interferonu gama
aktivovanymi Thl lymfocyty a méfeni jeho pfitomnosti a mnoZstvi v séru pacienta.
Principem téchto testl je detekce interferonu gama produkovaného senzibilizovanymi
lymfocyty po jejich predchozi stimulaci tuberkul6znimi antigeny in vitro. MnoZstvi
interferonu gama se méii v krevni plazmé po né€kolikahodinové inkubaci plné krve
ve zkumavce s tuberkuloznimi antigeny. Pozitivni vysledek znamena, Ze infekce TBC je
pravdépodobnd, negativni vysledek, Ze infekce TBC neni pravdépodobna. V téchto
metodach se pouzivaji antigeny specifické pro Mycobacterium tuberculosis, nejsou zde
antigeny obsazené ve vakcinacnich latkach. Proto se zde neprojevuje zkiizena reaktivita
s vakcinaénim kmenem Mycobacterium tuberculosis BCG. Mnozstvi vytvofeného
interferonu se zpravidla méti metodou ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

[European Centre for Disease Prevention and Control, 2011].
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IGRA metody byly vyvinuty jako alternativa imunodiagnostického pfistupu
k detekci tuberkuldzni infekce. Vznik a vyvoj téchto metod byl dan pokrokem
ve studiich genomii mykobakterii. Byly oznaCeny genomové segmenty piitomné
u komplexu Mycobacterium tuberculosis, ale nepfitomné u vakcina¢nich kmend
M. bovis BCG a vétSiny netuberkuléznich mykobakterii s vyjimkou M. kansasii,
segmentu jsou sekre¢ni antigenni cil 6 (ESAT-6) a filtrat kultury protein 10 (CFP-10) a
protein 4 (TB7.7). Jejich schopnost vyvolat silnou specifickou bunéénou odpoved
snizuje Cetnost faleSné pozitivnich vysledkd, jak tomu je u tuberkulinového testu
U osob, které byli ockovany BCG vakcinou. Tato dulezita vlastnost se vyuziva praveé
u metod IGRA, které jsou v soucasné dob¢ k dispozici [Lalvani, 2010].

Testy IGRA byly plivodné vyvinuty pro diagnostiku latentni formy tuberkulézy, ale
za urcitych podminek jsou pouzitelné¢ i u formy aktivni. OvSem indikace vysetieni
IGRA testu jako jediné metody k vylouceni TBC (aktivni i latentni formy) je nevhodna.
Definitivni stanoveni diagnézy TBC musi byt v souladu s vysledky dal$ich metod a
test a s klinickym stavem pacienta [European Centre for Disease Prevention and

Control, 2011].

1.7.2.1. QuantiFERON®-TB Gold In-Tube

Metoda QuantiFERON®-TB Gold In-Tube patii mezi metody IGRA. Varianta In-
Tube (ve zkumavce) znamena, Ze krev pacienta je odebrana do tii zkumavek odbérové
soupravy a Vnich také probihd inkubace. Tento test vyuzivd ke stimulovani T-
lymfocytarnich bunék v plné heparinizované krvi smési peptidd simulujicich
mykobakterialni proteiny ESAT-6, CFP-10 a TB7.7 (p4). Specificky interferon gama je
produkovan Thl buiikkami jako reakce na stimulaci témito peptidovymi antigeny

in vitro. Sérova koncentrace interferonu gama se detekuje pomoci testu ELISA. V testu
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jsou pouzivany specialni odbérové zkumavky, do kterych se odebird 1 ml plné krve.
Odbéroveé zkumavky se pouzivaji dvé nebo tii a jsou oznaceny NIL Control Tube, TB
ANTIGEN Tube a piipadné 1 MITOGEN Tube. Zkumavka NIL Control Tube je pouzita
jako negativni kontrola. Ve zkumavce TB ANTIGEN Tube jsou navazany specifické
antigeny ESAT-6, CFP-10 a TB7.7 (p4). Zkumavka MITOGEN Tube se pouziva jako
pozitivni kontrola pro kazdy testovany vzorek, ptipadné jako kontrola spravného odbéru
vzorku, manipulace s nim a jeho spravné inkubace. Na vnitfnich st€énach zkumavek se
nachazi v lyofilizované podob¢ antigeny, proto je velmi dileZzité po nabéru zkumavky
s krvi dobfe promichat otd¢enim zkumavek 8 az 10 krat. Pfi promichdni by krev méla
pokryvat celé stény zkumavek. Co nejdiive po odbéru se zkumavky inkubuji pti 37 °C
ve svislé poloze. Inkubaci je nutné zah4jit nejdéle 16 hodin po odbéru, inkubace trva 16
az 24 hodin. Pokud se inkubace nezahaji ihned po nabéru, je potieba zopakovat
promichani krve tésné pied inkubaci stejnym zpusobem, jak jiz bylo zminéno. Po
ukonceni inkubace zkumavek se oddéli plazma centrifugaci. Zkumavky obsahuji
gelovou zatku, ktera odd€li builky od plazmy a wusnadni preneseni plazmy
do mikrozkumavek. Vzorky plazmy se mohou skladovat az 8 tydnu pii teploté 2—8 °C,
nebo pfi teploté -20 °C ¢i pfi teploté nizsi nez -70 °C az po dobu 3 mésic. Vzorky se
poté zpracovavaji metodou QuantiFERON®-TB Gold In-Tube ELISA, ktera mimo jiné
obsahuje 1 lyofilizovany standard interferonu gama. Pfipravuji se Ctyfi fedéni standarda
po dvojicich nebo trojicich, podle toho zda byla v testu pouzita i zkumavka MITOGEN
Tube. Pokud je produkce interferonu gama jako odpovéd’ na specifické antigeny ve
zkumavce TB ANTIGEN Tube (plazma z TB Antigen Tube) podstatné vysSi nez
hodnota negativni kontroly (plazma z NIL Control Tube), povazuje se vysledek za
pozitivni. Odecita se hladina interferonu gama v NIL Control Tube od hladiny v TB
ANTIGEN Tube a MITOGEN Tube, pokud je tato pouzita. V ptipad¢€, Zze se pouZije
zkumavka MITOGEN Tube, slouzi vzorek plazmy, ktery je v této zkumavce
stimulovany mitogenem, jako pozitivni kontrola pro kazdy testovany vzorek. Pokud je
nizk4 hodnota ve zkumavce MITOGEN Tube a zdroven i nizkd hodnota ve zkumavce
s TB antigeny znamena to, ze vysledek nelze urcit (indeterminate result). Tento ptipad

muZe nastat napfiklad u imunokompromitovanych pacienti, kteti maji nedostatek Thl
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bun¢k nebo jsou tyto bunky poskozeny nebo maji porusenou schopnost produkce
interferonu gama. Zaroveil muze tato situace nastat pii nespravné manipulaci se
vzorkem, pfedevSim v preanalytické fazi. Zkumavka NIL Control Tube se pouziva k
urceni takzvaného nespecifického pozadi, neboli méfeni hladiny nespecifického
interferonu gama ve vzorcich krve. Interferon gama je totiz produkovén nejen Thl
bunikami a NK bunkami jako odpovéd’ na specifické antigeny, ale bylo uz zjiSténo, ze
ho umi produkovat i1 dalsi bunky, které nesou znaky CD4, CDS, pak také naptiklad
buniky myeloidni, dendritické¢ a dalsi. Po zpracovéni testu metodou ELISA se méii
opticka denzita jamek v destiéce a nejlépe pomoci QuantiFERON®-TB Gold In-Tube
Analysis Software je sestavena standardni kiivka a vysledky jsou vyhodnocovany pro
kazdy testovany vzorek. Regresni kiivku lze sestavit i pomoci standardnich tabulkovych
kalkulatori nebo statistickych softwart jako je naptiklad Microsoft Excel.
K interpretaci vysledkii se odecitd hodnota namétena ve zkumavce NIL od hodnoty TB
ANTIGEN a hodnota ve zkumavce MITOGEN od hodnoty NIL. Pokud je hodnota TB
ANTIGEN minus NIL mensi nez 0,35 IU/ml a pfi pouziti zkumavky MITOGEN je
hodnota MITOGEN minus NIL vétsi nebo rovna 0,5 Ul/ml, jednd se o negativni
vysledek. Dals$i moznosti negativniho vysledku je pokud TB ANTIGEN minus NIL je
vétsi nebo rovna nez 0,35 IU/ml a mensi nez 25 % hodnoty NIL a zadrovein MITOGEN
minus NIL vétsi nebo rovna 0,5 Ul/ml. Negativni vysledek znamend, Ze infekce
zpusobena Mycobacterium tuberculosis je nepravdépodobna. Pokud je hodnota TB
ANTIGEN minus NIL vétsi nebo rovna 0,35 IU/ml a vétsi nebo rovna 25 % hodnoty
NIL, hodnota MITOGEN minus NIL muze byt libovolna a hovofime o pozitivnim
vysledku. Pozitivni vysledek znamena, Zze infekce Mycobacterium tuberculosis je
pravdépodobnd. Pokud je hodnota NIL vyssi nez 8 IU/ml, je vysledek oznacen jako
neurceny, protoze odpovéd’ na specifické TB antigeny potom byvd mimo méfitelny
rozsah testu. Neurceny vysledek je vyhodnocen také, kdyz hodnota TB ANTIGEN
minus NIL je vétsi nebo rovna nez 0,35 IU/ml a mensi nez 25 % hodnoty NIL a zaroven
MITOGEN minus NIL mens$i nez 0,5 Ul/ml. Nebo pokud rozdil mezi TB
ANTIGENEM a NIL je mensi nez 0,35 Ul/ ml a mezi MITOGENEM a NIL zaroven
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mensi nez 0,5 Ul/ml [Bergamin a spol., 2009; Frieden a spol., 2010; Todd, 2006; Pai a

spol. 2004; Pai a spol, 2008]. Interpretace vysledki je piehledné popsana v tabulce €. 1.

. . Vysledek
Nil | TB-antigeny Mitogen = | - ntiFERON®-
minus Nil minus Nil Interpretace
(1IU/ml) TB
(1U/mi) (1U/mi) Gold In-Tube
<0,35 >0,5 ’ Nepravdépodobna
>0,35a<25% 0.5 NEGATIVNI infekce
hodnoty Nil - M. tuberculosis
>0,35a > Libovoln4 ’ Infekce M.
<8,0 25 % hodnoty POZITIVNI tuberculosis
) hodnota y ,
Nil pravdépodobna
<0,35 <05
>0,35a<25% S ohledem na
hodnoty Nil <05 NEURCITY citlivost (senzitivitu)
>80 Libovolna Libovolna ,TB antigenf’i
’ hodnota hodnota vysledek neurcen

Tabulka ¢. 1 [Ptibalovy letak QuantiFERON®-TB Gold In-Tube] upraveno

Nevyhodou metody QuantiFERON®-TB Gold In-Tube je pravé vyskyt neuréenych

vysledk. Neni znam pocet lymfocyti v reakci. V literatufe je popsano 5 az 40 %

neurcenych vysledkll u pacientll se snizenou imunitou nebo u pacientll vyss§iho véku.

[Lalvani, 2010].
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Obrazek &. 3: Odbérova souprava pro QuantiFERON®-TB Gold In-Tube
[vlastni zdroj]

1.7.2.2.  T-SPOT®TB test

Druhou metodou, ftazenou mezi IGRA, ale podstatné méné ovlivnénou
imunodeficienci pacienta, je T-SPOT®.TB test (Oxford Immunotec, Abingdon, United
Kingdom). Je to imunologicka metoda spotové analyzy ELISPOT (Enzyme-Linked
ImmunoSpot) ur¢ena k detekci aktivovanych T-lymfocytt, které po aktivaci antigeny
Mycobacterium tuberculosis produkuji interferon gama. Interferon gama se detekuje

pfimo u navazaného aktivovaného T-lymfocytu [Jung and others, 2012]
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K provedeni tohoto testu je potfeba 8 ml periferni krve odebrané do zkumavky
s lithium heparinem (event. s citratem sodnym). Vzorky musi byt zpracovany do
8 hodin po odbéru. V Ilaboratofi se z krve oddéli a promyji periferni krevni
mononuklearni buiiky a spogitaji se. K testu je potfeba 2,5 x 10° Zivotaschopnych bungk
na jednu jamku, pro provedeni testu u jednoho pacienta se pouziji 4 jamky. Spocitanim
bunék a jejich naslednym fedénim se zajisti jejich standardni pocet pti provedeni testu i
u pacientii imunokompromitovanych s nizkym poctem T-lymfocyti. Na membrané
kazdé ze 4 jamek v reakci jsou navazany protilatky proti interferonu gama. Prvni jamka
slouzi jako negativni kontrola, ve druhé se k bunkam ptidavaji specifické antigeny
ESAT 6, ve treti specifické antigeny CFP10 a posledni jamka slouzi jako pozitivni
kontrola. K buitkdm se ptidavd fytohemaglutinin. Interferon gama, ktery produkuji
T-lymfocyty senzibilizované antigeny, se béhem inkubace pii teplot¢ 37 °C
ve zvlh¢ené atmosféire S5 % CO, navaze na protilatky na membrané na dné jamky.
Inkubace probiha 16 az 20 hodin. Po inkubaci se jamky promyji a pfida se konjugat,
ktery obsahuje enzymem znacenou protilatku. Ta se navaze na vznikly komplex jiz
navdzany na membrané. Po opétovném promyti a pfidani substratu, vznikne v misté
jednotlivych aktivovanych T-lymfocytti produkujicich interferon gama tmavy spot
neboli otisk. Hodnoti se pocet spotl v jednotlivych jamkach pomoci lupy, mikroskopu

nebo specialni ¢tecky desticek ELISPOT.

V jamce negativni kontroly by nemé&ly byt zadné nebo jen nékolik spoti. Pokud je
jich tam vice nez deset, je vysledek neurcity a je nutné test zopakovat. Pozitivni

kontrola by méla obsahovat minimaln¢ dvacet spoti.

Vysledek testu se hodnoti jako pozitivni, pokud je pocet spoti v jedné nebo druhé
jamce se specifickymi antigeny minus pocet spotd v negativni kontrole vétsi nebo
roven 6. Znamena to, Ze vzorek krve obsahuje T-lymfocyty, které reaguji
se specifickymi antigeny Mycobacterium tuberculosis. Pokud je pocet spotd mensi
nez 5, je vysledek negativni a znamena to, ze pravdépodobné neobsahuje T-lymfocyty,

které by reagovali se specifickymi antigeny Mycobacterium tuberculosis.
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Senzitivita obou uvedenych metod je velmi vysoka, zavisi vSak na urcitych
faktorech: stupen rizika nakazy Mycobacterium tuberculosis, zndma expozice
tuberkuldze, predchozi vakcinace BCG apod. (uvadéna senzitivita 80-98 %) [Pai a spol.,
2008].

1.7.2.3. Zarazeni IGRA testi do standardnich postupi

Potfeba odhaleni latentni tuberkulézy u wurcitych skupin nemocnych vedlo
k zatazeni IGRA testli do nékterych standardnich postupii 1é¢by téchto pacientt. Jedna

se zejména o osoby, u kterych je nebo jiz byla nasazena tzv. biologicka 1écba.

Biologicka 1écba je jeden z modernich zpisobi 1é¢by autoimunitnich onemocnéni,
nékdy i1 onemocnéni nddorovych apod. Predstavuje nad€ji pro pacienty, u kterych
selhala 1écba klasicka. Jejim principem je terapie pomoci geneticky upravenych
proteint. Biologické 1éky zpravidla blokuji prozanétlivé cytokiny, jakymi jsou tumor
nekrotizujici faktor TNF nebo interleukiny IL1 a IL-6 a nékteré dalsi. Léky blokujici
TNF se pouzivaji pfedev§im u revmatoidni artritidy a spondylartritid a vyznacuji se
schopnosti vyrazné zpomalovat aZ zastavovat pribéh onemocnéni. Zadoucim u¢inkem
této 1écby je potlaceni bunécné imunity organismu, ovSem to se muZze stat znacné
rizikovym faktorem pifi vzniku nékterych infekénich onemocnéni, napi. aktivace
latentni tuberkulézy. Tato 1é¢ba je pfisné indikovana a sledovana. V CR je kazdy
pacient podstupujici 1écbu blokujici TNF registrovany. Podle zavaznych doporuceni
lékaiskych odbornych spoleénosti [CRS, CPFS, CIS] je nezbytné provést pied
zahdjenim biologické 1é¢by 1 vySetfeni na vylouceni latentni tuberkuldzy
(QuantiFERON®-TB Gold nebo T-SPOT®.TB, tuberkulinovy test, rentgen plic, klinické
vySetieni). VySetfeni IGRA by mélo byt zopakovano po tfech mésicich 1écby, pak i

s rentgenem plic opé€t po roce.
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Vysledky vysetieni by mély byt konzultovany s pneumologem, ktery indikuje a
vede 1écbu antituberkulotiky. Jako profylaxe aktivace tuberkulozy se pouziva
Sestimési¢ni podavani INH (isoniazidu) v davce 5 mg/kg, maximalné¢ 300 mg denng¢.
V nékterych ptipadech, pokud se nejednd o aktivni formu TBC, je mozné zahgjit
anti TNF 1écbu (biologickou 1é¢bu) spole¢né s terapii antituberkulotiky. Lépe je vSak
zacit s biologickou 1é¢bou az s mési¢nim odstupem. V piipadée aktivni formy TBC musi
byt 1écba anti TNF pierusena az do ukonceni 1écby antituberkulotiky. Nasazeni
biologické 1é€by bez piedchoziho vylouceni latentni tuberkuldozy miize pii vzplanuti

aktivni infekce ohrozit pacienta na Zivoté [CRS, CPFS, CIS].
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2. METODICKA CAST

Ve své praci se zabyvam analyzou 1554 vzorku krve, které byly v obdobi
od 1. &ervna 2011 do 30. Gervna 2013 vySetieny metodou QuantiFERON®-TB Gold In-
Tube v Laboratofi pro diagnostiku mykobakterii na Ustavu mikrobiologie ve Fakultni

nemocnici v Plzni.

Vzorky pochazely z riznych zdravotnickych zafizeni ambulantnich i lizkovych,
vySetfeni bylo indikovano 1ékafi odbornosti Tuberkuléza a respiracni nemoci, ale
i odbornosti jinych. V praci bylo sledovano zastoupeni jednotlivych typd téchto

zdravotnickych zafizeni.

VySetfovani pacienti byli analyzovéani podle vybranych diagn6z (biologicka 1écba,
zhoubné nadory plic, kultivaéni pozitivita Mycobacterium tuberculosis, osoby
v kontaktu s aktivni tuberkul6zou) a podle ptitomnosti rizikovych faktord ve vztahu

k nakaze tuberkuldzou (abusus alkoholu resp. drog, vykon trestu, bezdomovectvi).

Vzorky krve byly odebrany v uvedenych zdravotnickych zatizenich do odbérové
soupravy pro QuantiFERON®-TB Gold In-Tube (Cellestis Carnegie Victoria,
Australia). Odbér byl proveden podle doporu¢eného postupu vyrobce setu. Kazda
odbérova souprava se sklada z 3 zkumavek - Nil Tube (NIL), pouZivana jako negativni
kontrola, odliSena Sedym vickem, Antigen Tube (TB Ag) - na sténach zkumavky jsou
navazany specifické TB antigeny ESAT 6, CFP 10 a TB7.7, Cervené vicko a Mitogen
Tube (MIT), pouzita jako pozitivni kontrola, fialové vicko. Zasobni zkumavky byly
skladovany pii teplot¢ 4-25 °C. Do kazdé¢ ze zkumavek byl odebran 1 ml krve
(mnoZstvi po rysku vyznacenou na zkumavce). Po odbéru byly vSechny zkumavky
promichany otoenim 8-10x tak, aby odebrand krev pokryla stény zkumavek.
Do laboratofe byly zkumavky s odebranou krvi transportovany do 8 hodin po odbéru

(Ize az do 16 hodin) ve vertikalni poloze.
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V laboratofi bylo po kontrole identifika¢nich udaji zkontrolovdno mnozstvi krve
Vv odebranych zkumavkach. Byla-li zjisténa odchylka od doporuceného postupu
pro odbér materialu (malé nebo naopak nadmérné mnozstvi krve ve zkumavkach,
nespravny transport, nedodrzeni ¢asovych doporuceni...), vySetieni nebylo provedeno a

byl vyzadan novy odbér.

Casové tidaje (datum a &as pfijmu) byly zaznamenany na Zadanku, po piidéleni

protokolového ¢isla byl proveden zdznam do laboratorniho informacniho systému.

Vlastni vysetfeni probihalo ve tfech fazich. V prvni fazi byly zkumavky ihned
po dodani do laboratofe promichany otoCenim 8 — 10x tak, aby se krev dostala
do kontaktu se sténami zkumavky. Pak byly ulozeny ve stojanku k inkubaci

Vv termostatu. Inkubace probihala pti 37 °C 16 az 20 hodin.

Ve druhé fazi vySetfeni (druhy den, po inkubaci v termostatu) byly zkumavky
centrifugovany 5 minut pii 2500 RCF (g). Gelova zatka ve zkumavce odd¢lila krevni
plasmu od krevnich elementd (pokud k odd¢€leni nedoslo, centrifugace byla opakovana).
Poté byla krevni plazma z kazdé zkumavky ptenesena do zkumavky typu Eppendorf
S pfesnym oznaenim NIL, MIT, TB Ag. Takto upravend plazma byla uchovéana az

do kone¢ného zpracovani v mrazicim boxu pti -25 °C (max. 14 dni).

Tteti faze (finalni) predstavovala stanoveni mnoZstvi vytvofeného interferonu gama
v krevni plasmé v jednotlivych zkumavkach (NIL, TB Ag a MIT) metodou ELISA.
Stanoveni bylo provedeno kitem QuantiFERON®-TB Gold ELISA (Cellestis Carnegie

Victoria, Australia).

Kit QuantiFERON®-TB  Gold ELISA obsahuje tyto  komponenty:
24 mikrotitracnich stripli po 8 jamkach, které jsou potazené mySsi monoklonalni
protilatkou proti lidskému interferonu gama, lahvicku s lyofilizovanym lidskym
INF gama, ktery se pouziva jako standard a obsahuje rekombinantni IFN gama, bovinni
kasein a 0,01 % Thimerosal, zelené rozpoustédlo (Green diluent), které obsahuje
bovinni kasein, mysi sérum, 0,01 % Thimerosal, konjugat obsahujici 0,01% Thimerosal,

protilatky proti lidskému interferonu gama znacené kienovou peroxidazou, promyvaci
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pufr koncentrovany obsahujici 0,01 % Thimerosal, dale roztok enzymového substratu
(Enzyme Substrat Solution) s peroxidem vodiku a stop roztok (Enzyme Stopping
Solution) obsahujici kyselinu sirovou. Kit ulozeny v chladni¢ce pti 2—8 °C je pouzitelny
3 roky od data vyroby. Konjugat a enzymovy substrat, které jsou soucasti kitu, je tieba

chranit pted pfimym slune¢nim zatenim.

K provedeni analyzy byly vyuzity tyto pfistroje: biohazardni box tfidy II.A/ Clean
air pro bezpe¢nou manipulaci se vzorky krve, komorovy termostat udrzujici teplotu
37 °C, laboratorni centrifuga Hettich Rotina 46R nastavena na 1500-2500 RCF (g),
ttepatka Minishaker 2 neboli vortex s nastavitelnou rychlosti, tfepacka
na mikrodesticky Mikroshaker Dynatech (Brno, CZ), promyvacka Columbus
plus/TECAN a fotometr na mikodesticky Dynatech s filtrem 450 nm a s referenénim
filtrem nastavenym na 630 nm. Pouzité¢ laboratorni pomitcky byly tyto: kalibrované
pipety Finpippete s nastavitelnym objemem pro objemy 10 az 1000 pl a se Spickami
na jedno pouziti, multikanalova pipeta Eppendorf na 50 a 100 pl se $pickami na jedno
pouziti, mikrozkumavky typu Eppendorf s vickem pro uchovavani plazmy, odmérny
valec, minutka na méfeni Casu. Také byla pouzita destilovand voda a samoziejmé

ochranny pracovni odév vcetné latexovych rukavic pro préci s infekénim materiadlem.

Pfed samotnou analyzou byly vSechny reagencie z kitu, krom¢ koncentrovaného
konjugatu, temperovany minimaln€ 60 minut pfi laboratorni teploté (pfiblizn€ 22 °C).
Zmrazené krevni plazmy byly pozvolna rozmraZeny pii laboratorni teploté. V pripadé
pouziti nového kitu, se ptidalo k lyofylizovanému interferon gama standardu mnozstvi
destilované vody, jez je uvedené na lahvicce. Lehce se promichalo tak, aby se zabranilo
pénéni. Ptipravil se potiebny pocet stripli, které se umistily do rdmecku (na kazdého
pacienta tfi jamky vedle sebe a na kazdy standard také tii jamky vedle sebe). Standardy
potiebné k vytvoreni standardni kfivky a ur€eni cutt off hodnoty se fedily ve ¢tyfech
koncentracich - doplnénim standardu objemem vody uvedenym na lahvi¢ce vznikne
roztok interferonu gama o koncentraci 8,0 IU/ml, ten se pouzije k piipravé fady
standardti. Do zkumavky standardu 1 se automatickou pipetou ptida 150 ul a do dalSich

tii po 210 pl zeleného fediciho roztoku. Do standardu 1 se poté jest€¢ prida 150 pl
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roztoku interferonu gama o koncentraci 8,0 IU/ml. Po promichani se z této zkumavky
pienese 70 ul do zkumavky 2 a po opétovném promichéani se ze zkumavky 2 pienese
opét 70 ul do zkumavky 3. Ve zkumavce standardu 4 zlistava jen zeleny fedici roztok,
takze nulova koncentrace interferonu gama. Ve zkumavkach 1 az 3 byly pfipraveny
standardy o koncentracich 4,0 IU/ml, 1,0 IU/ml a 0,25 IU/ml. Standardy se pfipravuji

vzdy Cerstvé.

K lyofilizovanému 100x koncentrovanému konjugatu se pipetou piidalo 0,3 ml
destilované vody. Je dilezité, aby dosSlo k aplnému rozpusténi bez vzniku pény. Na
kazdé testovani je pfipravovan Cerstvy takzvany pracovni roztok. Ten je fedén podle
poétu pouzitych stripti z koncentrovaného konjugatu a zeleného fediciho roztoku.
Na 3 stripy je pouzito 15 pl konjugéatu a 1,5 ml zeleného fediciho roztoku. Pracovni
roztok nesmi byt pfipraven déle nez 6 hodin pifedem. Nepouzity koncentrovany

konjugat je poté ulozen zpé&t do chladnicky (2 az 8 °C).

Setazeni vzorkli plazmy do mikrotitracni desticky bylo dle doporu€eni vyrobce
v poradi: NIL, TB-Ag, MIT. Vzorky byly za pomoci laboratorni tfepacky vortex
promichany, aby doSlo k rovnomémému rozlozeni interferonu gama ve vzorku.
Multikanalovou pipetou bylo pfidano 50 pl Cerstvé pfipraveného pracovniho roztoku
konjugatu do jamek ELISA desti¢ky. Automatickou pipetou bylo dale ptidavano 50 pl
testovanych vzorkli plazmy do pfislusnych jamek. Prvni byla pfiddvana plazma
ze zkumavky NIL Tube, pak plazma stimulovana specifickymi TB antigeny a do tfeti
jamky kontrolni plazma s mitogenem. Pacientské vzorky se ptiddvaly zleva od paté
jamky v prvnim stripu, aby bylo ponechano misto na standardy. Standardy byly
po promichani ptidavany do desticky az po ptidani vSech vzorkd v mnozstvi 50 pl

do tfech jamek vedle sebe v pofadi od nejvyssi koncentrace k nulové.

Na tfepacce pro mikrodesticky byla takto ptipravena desticka dikladné promichana
po dobu 1 minuty. Poté byla piikryta vickem a inkubovana ve tmé pii laboratorni
teplot¢ (22 £ 5 °C) po dobu 120 (£ 5) minut. Inkubace probihala ve tmé, protoze

desticky nesméji byt béhem inkubace vystaveny pfimému slune¢nimu svétlu.

35



V pribéhu inkubace byl pfipraven promyvaci roztok pfidanim 1 dilu
20x koncentrovaného promyvaciho pufru a 19 dilt destilované vody, byl dukladné
promichan. Promyvaci roztok se piipravuje opét podle poctu pouzitych stript.
Na promyti desticky se vSemi stripy je potieba pfiblizn¢ 2 litry pracovniho roztoku

pufru.

Tésné pred ukoncenim inkubace se pfipravila automatickd promyvacka (pfiprava
promytim nejdiive destilovanou vodou a potom pfipravenym promyvacim roztokem).
Pak byla vlozena do promyvacky desticka a spustén program, ve kterém byla kazda
jamka promyta Sestkrat 400 pl pracovniho roztoku pufru. Automatickd promyvacka
byla nastavena tak, aby kazda jamka byla naplnéna promyvacim pufrem az po okraj a
aby pauza mezi kazdym cyklem promyvani nebyla krat$i nez 5 sekund. Pufr byl tedy
V jamce ponechdn alespoit 5 sekund, potom teprve byl odsaty do nadoby na odpad

s dezinfek¢nim ptipravkem.

Po promyti byla desticka otocena dnem vzhiiru a opakovanym klepnutim na vrstvu
bunicité vaty byly odstranény zbytky promyvaciho pufru. Nasledn¢ bylo do vSech
jamek multikanalovou pipetou pifiddno 100 pl enzymového substratu. Enzymovy
substrat je tfeba chranit pied svétlem. To znamend, ze by lahvicka neméla byt piilis
dlouho otevfena nebo by substrat nemél byt pfipraven v pipetovaci vanicce delsi dobu.
Po pfidani enzymového substratu byl obsah desticky dobfe promichin na tfepacce
pro mikrodesticky. Desticka byla ptikryta vickem a inkubovana opét ve tmé
pii laboratorni teploté¢ 30 minut. Po uplynuti této doby bylo do kazdé jamky ptidéano
50 pl stop roztoku, ktery obsahuje kyselinu sirovou. Stop roztok byl pipetovan do jamek
ve stejném pofadi a pfiblizné stejnou rychlosti jako enzymovy substrat. Obsah desticky

byl opét promichan pomoci tfepacky na mikrodesticky.

Do péti minut od piidani stop roztoku byla zmétena optickd denzita vSech jamek
Vv desti¢ce fotometrem (Dynatech, Brno, CZ) s filtrem 450 nm a s referenénim filtrem

nastavenym na 630 nm (viz Pfiloha ¢. 1)
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Ziskané hodnoty byly vytistény a zaroven ulozeny v souboru. Soubor dat byl
vyhodnocen analyzaénim softwarem QuantiFERON®-TB Gold In-Tube Analysis
Software, ktery je dodavan firmou Cellestis. Software sestavenim standardni kiivky
z naméfenych hodnot standardi provede kontrolu kvality testu a stanovi mnoZzstvi
interferonu gama Vv kazdém vzorku (IU/ml) (viz Priloha ¢. 2), zaroven vyhodnoti
celkové vysledky pro kazdého pacienta (viz Piiloha ¢. 3). Validita testu ELISA zavisi
na spravném zpracovani standardii. Primérna hodnota optické denzity standardu 1 musi
byt > 0,600, standardu 1 a 2 musi byt v intervalu + 15 % vzhledem k primérnym
hodnotadm optické denzity pro 1 a 2 (% varia¢niho koeficientu (CV) < 15 %). Dale
hodnoty optickych denzit ve trojicich standardi 3 a 4 se nesmi li§it od pramérnych
hodnot pro 3 a 4 o vice nez 0,04. Takzvany korelacni koeficient (r), ktery se vypocitava
z prumérnych hodnot optickych denzit standardd, musi byt > 0,98. A také primérna
hodnota optické denzity nulového standardu 4 by méla byt < 0,150. Pokud kritéria
kvality testu nejsou splnéna, je testovani vyhodnoceno jako nevalidni a vySetfeni je

nutné zopakovat, vysledky nelze interpretovat.

Vysledky byly vyhodnoceny dle kritérii uvedenych v tabulce (Tabulka ¢. 1), coz je
standardizovand metoda interpretace. Vysledky byly vyhodnoceny jako pozitivni,

negativni nebo neurcené (indeterminate).

Vysledky byly validovany lékafem - klinickym mikrobiologem a byly odeslany
indikujicimu Iékafi. Konecnou interpretaci vysledku ve vztahu ke konkrétnimu
pacientovi provadél klinicky 1ékat, v komplikovanych ptipadech po konzultaci

s mikrobiologem.
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3. VYSLEDKY

V testovaném souboru byl kromé vlastniho hodnoceni metody QuantiFERON®-TB

Gold In-Tube sledovan i piivod jednotlivych vzorki (viz Graf €. 1). Nejvice zastoupeny

byly odbéry z plicnich oddéleni, a to ptedevsim z Pneumologické kliniky ve FN Plzen,

se kterou laboratof izce spolupracuje.

Graf ¢. 1: Puvod vzorki podle zdravotnickych zatizeni.

Pivod vzorkd podle zdravotnickych zafizeni
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Ptehled vysledka: 1554 vzorkl vySetfenych v obdobi obdobi od ¢ervna 2011 do
cervna 2013 je uveden v grafu ¢. 2 — Vysledky vySetfeni vzorkl plazmy metodou

QuantiFERON®-TB Gold In-Tube (Serven 2011 — &erven 2013).

Graf & 2 - Vysledky vysetteni vzorki plazmy metodou QuantiFERON®-TB Gold In-Tube
(Cerven 2011 — Cerven 2013).

Vysledky vysetieni vzorkl plazmy metodou QuantiFERON TB Gold
(Cerven 2011 - Cerven 2013)
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Tabulka €. 2: Piehled vysledkti u vybranych indikacnich skupin.

Vysledky u vybranych skupin Pozitivni | Negativni | Neurcené | Celkem
Rizikova skupina (alkohol
upina (alkohol, 5 12 5 22
bezdomovci...)
Kontakt s aktivni tuberkulézou 24 62 1 87
Primarni plicni tumor ol 187 2 240
Pted zahajenim biologické 1écby 14 222 8 244
Kultiva¢ni pozitivita M. tuberculosis 24 7 1 32
Graf ¢. 3: Prehled vysledki podle vybranych indika¢nich skupin.
Piehled vysledkl podle vybranych indikaénich skupin
B Pozitivni
vzorky
200 celkem: 94
Il Negativni
vzorky
1ot celkem: 483
B Meuréené
100 vzorky
celkem: 16
50
0
Osoby v riziku Osoby v kontaktu Pacienti s Vysetreni pred
TBC (bezdomavrci, s aktivni TBC primarmim plicnim zahajenim
abusus alkoholu...) tumaorem biologické l&cby
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U osob skultivané oveéfenou tuberkulézou (tedy s kultivaéni pozitivitou
M. tuberculosis), celkem 32 ptipady, byly metodou QuantiFERON®-TB Gold In-Tube
(Cerven 2011 — cerven 2013) prokdzany vysledky pozitivni (24 ptipadl), negativni
(7 ptipadtr) a neurcené (1 piipad) — viz graf ¢. 4

Graf ¢. 4: Vysledky u pacienti s kultivaéné ovérenou tuberkuldzou.

Vysledky u pacientu s kultivaéné ovéfenou tuberkulézou

B Metodou QuantiFERON
TB Gold pozitivni

Bl Metodou QuantiFERON
TB Gold negativni

B Metodou QuantiFERON
TB Gold neuréeno
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4. DISKUZE

V obrané organismu proti infekénimu onemocnéni zptisobenému acidorezistentni
ty¢inkou Mycobacterium tuberculosis se uplatiuje pfedev§im bunéfna imunita.
Protilatkova odpovéd hraje mnohem mensi roli. Proto je nepiimd diagnostika této
nemoci svym zpusobem omezena, prikaz protilaitek je metoda k diagnostice
tuberkulozy nevhodnd, jeji vysledky mohou byt zavadéjici. Podle WHO je vySetrovani
protilatek proti tuberkuldéze nevhodné a muze vést ke stanoveni nespravné diagnozy

[Glenn, 2011].

Z tohoto diivodu byly vyvinuty metody oznacované IGRA, které jsou schopny
detekovat bunéfnou imunitni odpovéd’ na pfitomnost antigenti této bakterie
v organismu. Tyto metody jsou pouzivany jako alternativa k imunodiagnostickému
tuberkulinovému testu, pfi€emZ maji oproti nému mnoho vyhod. Pfedevsim jde o fakt,
ze u IGRA metod je vyloucena zkfizena reakce s antigeny Bacillus Calmette-Guérin
(BCG) a s dalsimi netuberkuléznimi mykobakteriemi (s vyjimkou Mycobacterium
kansasii, Mycobacterium szulgai a Mycobacterium marinum). Tyto metody jsou
pfi spravném provedeni a interpretaci testu specifictéjsi a citlivéjs$i nez TST
(tuberkulinovy koZni test), hlavné u latentni tuberkulézy. Vyhodny je také fakt, ze staci
jen jedna navstéva pacienta (odbér krve), zatimco u TST jsou nutné navstévy dve
(aplikace a odecet vysledku testu) a odecet vysledku je subjektivni [Yilmaz a spol.,
2012; Caglayan a spol., 2011; Franken a spol., 2007]. Podle klinickych studii nedochazi
ke sniZzeni nebo zvySeni odpovédi na TB-specifické antigeny pii pouziti IGRA metod

provedenych po aplikaci tuberkulinového testu. [Nayak, 2012].

Cilem této prace bylo objasnit princip t&chto metod (QuantiFERON®-TB Gold a T-
SPOT®.TB) a zhodnotit vysledky vy3etieni daného souboru vzorki. Ob& tyto metody
jsou zaloZené na stejném principu, ale vyuzivaji rGzny zptisob hodnoceni produkce

interferonu gama senzibilizovanymi T-lymfocyty. QuantiFERON®-TB Gold méii
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hladinu interferonu gama Vv krevni plazm¢ metodou ELISA, vreakci je neznamé
mnoZstvi lymfocytia. T-SPOT®.TB izoluje T-lymfocyty z plné krve a po jejich inkubaci
s tuberkul6znimi antigeny se odecitd pfimo pocet aktivovanych lymfocyti metodou

ELISPOT. Zde se pracuje se standardizovanym mnozstvim T-lymfocyta.

Oba testy byly vydany ke komerénimu pouziti licenci se stanovenim ELISPOT jako
T-SPOT ™-TB (Oxford Immunotec, Abingdon, UK) a ELISA QuantiFERON ™-TB
Gold In-Tube (Cellestis, Carnegie, Australie) [Lalvani a spol., 2010].

Soubor klinickych vzorkii byl hodnocen z hlediska indikujiciho zdravotnického
zafizeni a lékaiské odbornosti. Pfevazna vétsSina vzorkl pochazela z oddéleni odbornosti
tuberkul6za a respira¢ni nemoci (TRN) - 1263 vzorkd, tj. 81,3 %, coz koresponduje
s faktem, ze 1é¢ba tuberkuldzy je vyhrazena pravé této 1ékaiské odbornosti [Zatloukal a
Kos, 2013]. Ztéchto oddéleni byly nejvice zastoupeny ambulance - 970 vzorku,
tj. 62,4 % z celkového poctu vSech vzorkd. Plicni ambulance pracuji také jako
dispenzariza¢ni stfediska pacienti po prodé€laném tuberkuloznim onemocnéni,
zabezpecuji epidemiologicka Setfeni (vyhleddvani kontaktd s aktivni tuberkul6zou
apod.) a spolupracuji s ostatnimi 1ékaiskymi odbornostmi v rdmci konzilidrni sluzby.
Proto je zde toto vySetfeni vyuzivano velmi Casto. Nejméné vzorkd bylo dodano
zjinych oddéleni nez TRN, a to jest¢ vétSinou po konzultaci a doporuceni prave

odbornika TRN (291, tj. 18,7 %).

Sledovany soubor vzorkii byl vysetien pouze metodou QuantiFERON®-TB Gold.
Metoda T-SPOT® .TB se na naSem pracovisti teprve zavadi a vySetienych vzorki je

zatim malé mnozstvi.

V souboru 1554 vySetfovanych vzorkd bylo 253 (16,3 %) vyhodnoceno jako
pozitivni, 1251 (80,5 %) jako negativni a 50 (3,2 %) vzorkii bylo neurcenych
(indeterminate). Neurcené vysledky mohou nastat z nékolika divodi. Prvnim z nich je
pochybeni v odbéru a manipulaci se zkumavkami po odbéru, tj. nedostatecné
promichani obsahu zkumavek, dale nedodrzeni ¢asového intervalu mezi odbérem a

zacatkem inkubace nebo nedodrZeni teplotniho rozsahu 22+/-5 °C (oboje nejcastéji pii
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chybném transportu do laboratofe). Proto je nezbytné dobie poucit odebirajici personal
o spravném postupu. V téchto ptipadech se doporucuje opakovani vyseteni. Jestlize
nelze jednoznacny vysledek urcit ani po zopakovani odbéru, mize byt na vin€ zvyseni
hladiny vnitiniho interferonu gama v organismu ¢&i pritomnost heterofilnich
nespecifickych protilatek v krvi pacienta. Dale mohou neurcéené vysledky signalizovat
nedostate¢nou imunitni odpovéd’ — nejéastéji maly pocet T-lymfocytti v Krvi nebo jejich
omezena aktivita. S tim se setkdvdme u pacientll se sniZenou imunitou pii riznych
onemocnénich (HIV, pacienti po transplantacich, nemocni s imunosupresivni 1é¢bou
napft. kortikoidy apod.) [Pai, 2008] V riiznych klinickych studiich se neurc¢ené vysledky
pohybuji mezi 5-40 % [Cho a spol., 2012; Lalvani a spol., 2010], coz je vice nez v této

praci.

Zajimavé je rozlozeni pozitivnich, negativnich a neuréenych vysledkl
Vv jednotlivych sledovanych skupinach. Ve skupiné osob s vysokym rizikem tuberkul6zy
(celkem 22 osob), coz jsou bezdomovci, alkoholici, uzivatelé¢ drog a lidé spadajici do
kategorie casus socialis, byl pomér téchto vysledkii pomérné vyrovnany — pozitivni 5
(22,8 %), negativni 12 (54,4 %), neurcené 5 (22,8 %). D4 se piedpokladat, Ze u mnoha
Z nich je ptitomna tuberkul6za latentni, nékdy i aktivni (vyssi procento pozitivity proti
celému souboru). Vice neurcenych vysledki odrazi Spatny imunitni stav téchto osob

[Narasimhan a spol., 2013].

U osob vysetfovanych pro kontakt s bakteriologicky ovéfenou tuberkuldzou, tedy
S pacientem s otevienou formou nemoci (celkem 87 osob), byl vyssi podil pozitivnich
vysledki IGRA — 24 (27,6 %). Nebyl zaznamenan ani jeden vysledek neurceny. D4 se
pfedpokladat, Ze se viceméné jednd o zdravou skupinu osob s dostatecné fungujicim
imunitnim systémem. Prok4zani latentni tuberkuldzy u osob v kontaktu vétSinou vede
k nasazeni profylaktické 1écby isoniazidem na dobu 6 mésici. O 1é¢bé rozhoduje
pneumolog. Tim se zabrani pfechodu do aktivni formy tuberkul6zniho onemocnéni.
Vysledky jsou porovnany se studii Fujikawa et al., kde byl pocet pozitivnich vysledkt
u vysetfovanych kontakti nizsi (14,7 %). Rozdil mize byt dan rozdilnosti kritérii pro

indikaci vySetfeni pacienta jako kontaktu s tuberkul6zou [Fujikawa a spol., 2013].
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Z vysledkii vyplyva, ze pro tuto skupinu jsou diagnostické IGRA metody velmi

piinosné.

Dalsi sledovanou skupinou byli pacienti, u kterych byl prokdzan primarni tumor
plic rizného typu (celkem 240 pacientil). Tito pacienti byli vySetfeni IGRA metodou
podle moznosti pneumologického oddéleni co nejdiive po stanoveni diagnézy, neslo
tedy o onkologické pacienty v poslednim stadiu onemocnéni. Z tohoto diivodu nebyl
Vv této skupiné zadny neurceny vysledek (imunita byla pravdépodobné jesté na dobré
urovni). Mnozstvi pozitivnich vysledkl je vysSi nez primér celého souboru (51, tj.
21,2 %). Tato skute¢nost odpovidd tezi, ze vznik plicniho nadoru (zejména typu
adenokarcinomu) muze souviset s ptitomnosti tuberkul6zniho loziska v plicich. Naopak
Kk rozvoji aktivni formy tuberkulézy muze dojit z latentniho loziska v misté karcinomu

anebo vlivem oslabeni organismu naddorem [Karnak a spol., 2002; Shiels a spol., 2011].

Dalsi, pravdépodobné nejvyznamnéjsi, sledovanou skupinou byli pacienti, u nichz
bylo vySetieni IGRA metodou pouzito jako screeningové vySetieni pied anebo
Vv pribchu biologické 1écby (celkem 244). Principem biologické 1€¢by je terapie pomoci
geneticky upravenych proteinti, 1€kd, které blokuji prozanétlivé cytokiny (tumor
nekrotizujici faktor nebo interleukiny). Tyto 1éky sice vyrazné zpomaluji, mnohdy az
zastavuji, autoimunitni onemocnéni, ale jednim z jejich hlavnich vedlejSich G¢inkt je
mozna aktivace latentni tuberkuldzy. Pozastavenim produkce cytokinli se postupné
zacnou rozpadat opouzdiené a kalcifikované tuberkuldzni granulomy a zacne dochazet
ke generalizaci infekce zpusobené Mycobacterium tuberculosis. Rozvinuti aktivni
tuberkuldozy v prubéhu této 1é€by muze mit az fatalni nasledky [Pavelka, 2005;
Vencovsky a spol., 2009; Lalvani a spol., 2008]. VySetfeni IGRA metodou pied
zahdjenim této 1écby se stalo jiZ soucasti standardnich postupil jednotlivych lékatskych
odbornosti, které¢ jsou opravnény tuto 1é€bu aplikovat. Tyto standardni postupy jsou
vydavané odbornymi spoleénostmi Ceské 1ékatské spolenosti J. E. Purkyné. Jde
napt. o Ceskou revmatologickou spole¢nost (u pacientii s revmatoidni artritidou,
Bechtérovovou nemoci, psoriatickou artritidou apod.), Ceskou pneumologickou a

ftizeologickou spole¢nosti (z titulu 1écby tuberkuloznich pacientii a odborného dohledu

45



nad tuberkulézou), Ceskou internistickou spole¢nosti (1é¢bu onemocnéni IBD —
idiopatickych stfevnich zanétt), apod. [CRS, CPFS, CIS]. Vétsina vysledkti IGRA
Vv této skupiné byla hodnocena jako negativni (222, tj. 91 %), coz je pravdépodobné
dano skute¢nosti, Ze témito nemocemi jsou postizeni lidé mladsi, u kterych je obecné
vyskyt tuberkulozy v CR nizsi [UZIS, 2012]. Neuréenych vysledkt bylo 8 (3,3 %), toto
dokazuje ur€ity imunologicky deficit této skupiny. Pozitivni vysledky (14, tj. 5,7 %)
znamenaji pro tuto skupinu nemocnych zavazny nalez, protoze jim nesmi byt biologicka
1éCba aplikovana bez eliminace loziska latentni tuberkulozy, coz se vétSinou fesSi
nasazenim chemoprofylaxe isoniazidem a sledovanim zdravotniho stavu nemocného

[Lalvani a spol., 2008].

Posledni skupinou, kterd byla v této praci sledovana, je skupina pacientli, u kterych
byla kultivaéné potvrzena nakaza Mycobacterium tuberculosis, tedy u pacientd
s prokazanou aktivni formou nemoci. V této relativné malé casti sledované¢ho souboru
(celkem 32 pacientt) byly vyhodnoceny vzorky pozitivni (24, tj. 75 %), jak by se dalo
predpokladat, ale i vzorky negativni (7, tj. 21,9 %) a neurcené (1, tj. 3,1 %). Negativita
IGRA metody u aktivni tuberkulozy miiZze byt zpiisobena aktivaci bunééné imunitni
obrany organismu, kdy T buniky a makrofagy migruji k mistu ptsobeni infekéniho
agens (nejcastéji do plic) a vzajemné se ovlivnuji sekreci cytokinti. Aktivaci imunitnich
procest v misté infekce dochazi k poklesu senzibilizovanych T-lymfocytii a hladiny
interferonu pfitomnych v krvi. Dal§im moZnym diivodem fale$né negativniho vysledku
muze byt Casné stadium infekce, kdy jesté nedoSlo k rozvoji bunééné imunitni
odpovédi. Tyto vysledky potvrzuji, ze negativni vysledek IGRA nevylucuje
onemocnéni tuberkulézou. Pokud jsou u pacienta nalezeny jiné znamky tuberkul6zniho
onemocnéni, je nutné diagndzu ovétit dalsimi postupy. I dal§i odborné studie potvrzuji
vyskyt faleSn¢ negativnich vysledki IGRA u pacientl s aktivni tuberkul6zou, napf.
Kiwon et al. - 52.3 % pozitivnich vysledkd, 36.4 % negativnich a 11.4 % neurcenych
[Cho a spol., 2012], Miranda 25 % falesné negativnich vysledkti [Miranda a spol.,
2010].
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Specifita a senzitivita testu QuantiFERON®-TB Gold in Tube se pohybuije v 3irsim
rozmezi podle typu studie a podle typu vySetfovaného souboru. Zhruba se pohybuje
V hodnotach 89 % u ptipadi aktivni tuberkul6zy. Senzitivita testu u latentni formy
onemocnéni tuberkul6zou nemiize byt jednoznacné urcena, jelikoz pravé u latentni
formy neexistuje jednoznacny standard (u aktivni formy je markrem pozitivni kultivace
Mycobacterium tuberculosis z pacientova sputa ¢i jiného biologického materialu). Maze
vSak byt vyssi, a to z divodu az 25% vyskytu snizené¢ imunitni odpovédi na TB-
specifické antigeny u pacientl s aktivni formou tuberkulozy [Miranda a spol., 2010].
Specifita tohoto testu byva uvadéna vétsi nez 98 - 99 %. Je tomu tak proto, Ze se
homology antigeni ESAT 6 a CFP10 nachézeji i u netuberkuléznich mykobakterii,
jakymi jsou Mycobacterium kansasii, Mycobacterium marinum ¢i Mycobacterium

szulgai, vysledek tak miize byt falesné pozitivni. [Miranda a spol., 2010].

Vysledky této bakalaiské prace potvrdily pozitivni vyznam metody
QuantiFERON®-TB Gold in Tube v diagnostice tuberkulozy latentni i aktivni. Pozitivni
vysledek testu znamena, ze pritomnost Mycobacterium tuberculosis v organismu je jen
pravdépodobna a negativni vysledku znamena, Ze piitomnost této bakterie v organismu
pravdépodobna neni. Proto je nutné metody IGRA povazovat za dopliujici diagnostické
postupy ke komplexni ucelené diagnostice tuberkuldézniho procesu. [CONTROL ECDC,
2011].
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Priloha ¢. 1: Naméfené hodnoty optické denzity z vSech jamek v desti¢ce fotometrem s

filtrem 450 nm a s referen¢nim filtrem nastavenym na 630 nm.

revelation\0510QTB.DAT Printed on 10.5.2012 at 12:21:57 Page 1 of 1
ate ID: 0510QTB Quantiferon TB )

DYNEX TECHNOLOGIES REVELATION 4.25

ime
Idress
lone
X

ST NO. : W/L MODE : DUAL DATE :10.5.2012
ST NAME : QUANTIF TEST FILTER 1450 nm TIME 1 12:21:37
ATE :0510QTB REF. FILTER 1630 nm OPERATOR : Bednagova

VER limit :4.000
ilculation mode : Endpoint

DATA MATRIX/TABLE : OD

1 2 3 4 5 6 i 8 9 10 1 12
1.983 2.314 2.303 0.028 0.028 1.955 0.000 -0.000 -0.000 -0.000 -0.000 -0.000
0.710 0.763 0.740 0.021 0.021 3.161 0.000 -0.000 -0.000 -0.000 0.000 -0.000
0.209 0.218 0.202 0.027 0.021 3.854 0.000 -0.000 -0.000 0.000 0.000 -0.000
0.015 0.024 0.015 0.026 0.636 2.295 0.000 -0.000 -0.000 0.000 0.000 0.000
0.234 0.266 0.164 0.034 0.041 3.921 0.000 -0.000 -0.000 0.000 0.000 0.000
0.033 0.051 3.745 0.003 0.007 0.013 0.000 -0.000 -0.000 0.000 0.000 -0.000
0.012 0.017 1.374 0.002 0.006 0.023 0.000 -0.000 -0.000 0.000 0.000 -0.000
0.005 0.018 0.996 0.000 0.005 0.016 0.000 -0.000 -0.000 0.000 0.000 -0.000

P

Indicates an unread well or value out of range

DYNEX TECHNOLOGIES
b
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Priloha €. 2: Protokol kontroly kvality testu a stanoveni mmnoZzstvi interferonu gama

v kazdém vzorku (IU/ml)

20f2

CE“G?[B QuantiFERON®-TB Gold In-Tube Results

Test Date:  ¢tvrtek 10 kvéten 2012
Version 2.33 Operator: Bednaiova
Run Number: QTB
Kit Batch Number: 51432

Std Conc Mean % CV QC Result
S1 4,00 2,200 8,5 PASS
S2 1,00 0,738 3,6 PASS
S3 0,25 0,210 N/A PASS
S4 0,00 0,018 N/A PASS

Intercept: -0,3593  Slope: 0,8478 Correlation Coefficient: 1 (PASS)

Raw Data OD
Nil TB Ag Mitogen Nil TB Ag Mitogen

A 1,983 2,314 2,303 0,028 0,028 1,955
B 0,710 0,763 0,740 0,021 0,021 3,161
(& 0,209 0,218 0,202 0,027 0,021 3,854
D 0,015 0,024 0,015 0,026 0,636 2,295
E 0,234 0,266 0,164 0,034 0,041 3,921
B 0,033 0,051 3,745 0,003 0,007 0,013
G 0,012 0,017 1,374 0,002 0,006 0,023
H 0,005 0,018 0,996 0,000 0,005 0,016

QuantiFERON®-TB Gold In-Tube results are interpreted as follows:

Mitogen-Nila| TB-Specific Antigen - Nil,_ Result Interpretation i‘
(IU/mL) (IU/mL) |
>=0.5 >=0.35 QuantiFERON®-TB Gold Positive M.tuberculosis infection likely
<05 >=0.35 QuantiFERON®-TB Gold Positive M.tuberculosis infection likely
>=0.5 <0.35 QuantiFERON®-TB Gold Negative M.tuberculosis infection NOT likely
<0.5 <0.35 QuantiFERON®-TB Gold Indeterminate Result not obtained |

aMitogen - Nil must be >= 0.5 IU/mL OR TB Ag - Nil must be >= 0.35 IU/mL for a subject to have a valid QuantiFERON®-TB Gold
In-Tube result.
For a patient to be considered POSITIVE for M.tuberculosis infection, the TB-Specific Antigen response must be >= 0.35 IU/mL.

The Mitogen control tube generally elicits the greatest IFN-gamma response of the 3 samples from each subject. In some cases the
Mitogen Positive control OD value will be above the limit of the microplate reader; this has no impact on the test interpretation.
Under most circumstances the Nil control will not generate IFN-gamma above 2.0 IU/mL. The IFN-gamma level of the Nil control is
considered background and is subtracted from the other results for that blood specimen.

The cut-off for the QuantiFERON®-TB Gold test is 0.35 IU/mL above the Nil control for the TB-Specific Antigen stimulated plasma
samples. Individuals displaying a response to the TB-Specific Antigen above this cut-off are likely to be infected with M.tuberculosis.

Confirmation of positive samples is recommended. Refer to QuantiFERON®-TB Gold In-Tube Package Insert for further details.

The magnitude of the measured IFN-gamma level cannot be correlated to stage or degree of infection, level of immune
responsiveness, or likelihood for progression toactive disease. A positive QuantiFERON®-TB Gold result does not necessarily
indicate the presence of active tuberculosis disease. Other diagnostic procedures, such as X-ray examination of the chest and
microbiological examination of sputum, should be used when TB disease is suspected.

More detailed information can be found in the 'Interpretation of Results' and 'Physician's Instructions' sections of the
QuantiFERON®-TB Gold In-Tube Package Insert.
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P¥iloha &. 3: Vyhodnoceni vysledki metody analyzaénim softwarem QuantiFERON®-TB
Gold In-Tube Analysis Software

lof2

<
CC"GS@ QuantiFERON®-TB Gold In-Tube Results

Test Date:  &tvrtek 10 kvéten 2012
Version 2.33 Operator:  Bednéfova
Run Number: QTB
Kit Batch Number: 51432

Valid ELISA test run.
” Results ‘
’ Subject ID Nil  TBAg Mitogerq TBAg- Mitogen! Result :
J 2. | 028 032 038 0,04 -010 | INDETERMINATE _
J% 729°% - 003 005 75 0,02 7,22 | NEGATIVE
| 730 0,01 0,01 222 0,00 221 | NEGATIVE
731 0,00 0,01 1,52 0,01 152 | NEGATIVE
732 0,02 0,02 3,37 0,00 3,35 | NEGATIVE
733 0,02 0,02 594 0,00 592 | NEGATIVE
| 734 0,02 0,02 7,50 0,00 7,48 | NEGATIVE
[ 735 n— 0,02 0,90 407 | 088 4,05 | POSITIVE
| 736 -~ ) 0,03 0,04 766 | 0,01 7,63 | NEGATIVE
L

&’a&7 bue__10/5 /2

7‘47,/11.{ «/’/‘/f Lote (/7
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