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IGRA testy — Interferon-y realesed assays

IGRA testy — testy zalozené na detekci uvolnéného INFy
QuantiFERON-TB Gold, QuantiFERON-TB Gold Plus, T-SPOT -TB

Doporuéeni Sekce pro tuberkulézu CPFS (prosinec 2005) k vyuZiti IGRAs —
TB:

 diferencialni diagnostika abacilarni TBC
 diagnostika latentni TBC
* vysetreni rizikovych skupin

* je doporuceno sledovani nemocnych lécenych biologickou Iécbou anti-
TNFa (revmatologie, kozni, gastroenterologie, plicni..)



Latentni tuberkuldza (LTBI)

Latentni tuberkuléza (LTBI )
CESKA PNEUMOLOGICKA

stav perzistujici imunitni odpoveédi na stimulaci [ a N  AFTIZEOLOGICKA SPOLEENOST
antigeny M. tuberculosis bez znamek klinicky Nenlty)/  Ceské lekaiske spoleénosti J. E. Purkyné
manifestni aktivni tuberkuldzy (TB) |

SEKCE PRO TUBERKULOZU:
Jedna tretina svétové populace je infikovana M. tuberculosis.

« Doporuéeni pro biologickou Iéébu preparaty blokujicimi U¢inek TNFa

aktuaalizace 2016 vétsina infikovanych bez symptom aktivni TB, neni pro ostatni nakazliva
« Tuberkuloza déti a mladistvych (Standard |é¢ebného planu) .. . . ,

aktuaalizace 2016 Iriziko rozvoje aktivni TB!
» Tuberkuloza dospélych (Standard lé¢ebného planu) v L, .. . . , , .

aktualizace 2016 * celozivotni riziko rozvoje aktivni TB v terénu LTBI je 5-10%
« Doporugeny postup pro diagnostiku a lé¢bu netuberkuléznich mykobakteriéz dospélych

* nejvyssi 5 let po infekci

aktualizace 2016

« Tuberkuloza a LTBI u pacienti pred a po transplantaci selidnich organt & hematopoetickych kmenowych bunék
aktualizace 2016

« Standard poskytovani dispenzarmi péce nemocnym tuberkulézou aj. mykobakteriozami a osobam s vy88im rizikem

R L Nejvétsi ptinos z preventivni [é¢by tedy maji pravé jedinci v nejvy3sim

a ] . .
« Doporuceny postup diagnostiky a lecby latentni tuberkulozni infekce rziku rOZVOje aktlvnl TB
i Viyhledavani a 1é&ba LTBI u rizikovych skupin je jednou z hlavnich metod

eliminace TB v zemich s nizkou incidenci TB, mezi které CR patfi.

* stupenrizika rozvoje aktivni TB je ovliviiovan fadou faktord,
nejvice imunitnim stavem jedince

Rozvoji TB z LTBI Ize do jisté miry predejit preventivni [éCbou.



Screening LTBI — rizikové skupiny

Systematické testovani LTBI je doporuceno u téchto skupin:
* HIV infikovani
* Déti i dospéli v kontaktiLspacienty-5-FB
@nti zahajujici Iécbu preparaty anti- TNF alfa, pfipadné jinymi Iéky ovliviiujicimi imunitni systém, u kterych je zvySené riziko vzplanuti TI3>
* Pacienti na dialyZe

* Kandidati transplantace krvetvornych bunék a solidnich organ
* Pacienti se silikdzou

Systematické testovani by mélo byt zvaZzeno u téchto skupin:

*  Vézni

* Pracovnici ve zdravotnictvi

* Pristéhovalci ze zemi s vysokou incidenci TB

*  Bezdomovci

* Pravidelni uzivatelé ilegalnich drog

Pro screening LTBI doporuceny IGRA testy nebo tuberkulinovy kozni test Mantoux



Anti TNFa terapie u IBD

Anti TNFa protilatky potlac“:u%l' tvorbu
granulomu a ohranicéeni u infekce M.
tuberculosis

doi: 10.14735/amgh201611

reaktivace infekce Doporuceni pro podavani biologickeé ‘[\@9
terapie v idiopatickych strevnich zanétui:

" e . treti, aktualizované vydani
Pfi reaktivaci — Casteji pozorovany formy
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with inflammatory bowel diseases: third, updated edition
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* |GRA nebo Mantoux Il kozni test

Doporuceno i prfed poddvanim antiintegrinové terapie - Vedolizumab



IGRA versus tuberkulinovy kozni test

IGRA Mantoux = tuberkulinovy kozni test

* VysSi specifita testd — 98 % " Senzitivita =70 % I:I

ver o . * Specificita— 59 % pro populaci ockovanou BCG
* VysSi senzitivita testu — 95 % P o ° pv' P pv
| * Subjektivni chyba pri odectu testu

* PouZité antigeny — zajistuji, Ze test neni ovlivnén . v . y , ..
pfedchozi vakeinaci BCG FalesSna pozitivita testu po predchozi vakcinaci BCG

. * DalSi testovani i dodatec¢né naklady spojené s ATB
* Rychlejsi doba odezvy profylaxi

* Mensi zatéz pro pacienta * VySSi riziko nezadoucich reakci
* Dostupnost — kalmetizacni stanice

L y * Nutné 2 navstévy pacienta
e Spravny odbér vzorku

* Preanalytika

 Cena, ale cost effectivity  Détido 5 let véku
» DeétistarSinez 5 let |:| * Cena
* Imunodeficientni osoby * Technickd narocnost

* Osoby exponované v neddvné dobé infekci M.
tuberculosis



Princip testu — QUANTIFERON TB GOLD (PLUS)

Detekce INF-y produkovaného pamétovymi T-ly, které byly v minulosti
exponovany antigenum M. tuberculosis

* Specifické antigeny stimuluji odpoved e b g Tubory
pouze u jedincu infikovanych M. 5@* ell
tuberculosis, dale pak M. kansasii, M. ~ L, N
szulgai a M. marinum, nejsou

QFT antigeny:

obsazeny v BCG vakcinacnim kmeni M. DD
bovis. |

* rozpoznani cirkulujicim pamétovymi koo
efeEtorov{/mi i Th Kmfocytyv periferni o
krvi — sekrece cytokinu INF-y : =

* stanoveni koncentrace INF-y metodou | | o
ELISA - PR T

eliminace | latentniinfekce o

« zaroven provadéné kontroly zafazené R - cLISA et

pro kazdého pacienta (nulova a QFT negatvni  ([QFT positivn | ({ERERSSINAD QFT pozitui

. 7’ sewv / (4 ) . 7
m Itoge n n I ) ZaJ I St uJ I Va I I d It u VyS | e d k u V. Vroblovd; K. Jankovicovd; M. Trojackova-Kudlovd; J. KrejsekDetekce latentni tuberkuldzy QuantiFERON-TB Gold test, moZnosti a Gskali metody, Prakt.

Lék. 2009; 89(4): 204-209



A-MHC Class | Binding Domain A. MHC Class Il Binding Domain
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B. Peptide in MHC Class Il Binding Site

Peptide 1 Peptide 2 Peptide 3

e > S0

B. Peptide in MHC Class | Binding Pocket

TB-specific antigens

@ Long TB peptides
A Short TB peptides

Patient T cells in whole blood

l

IFN-y release for laboratory quantification



ZpUsob provedeni
testu -kroky

1. Odbér
2. Inkubace vzorku, Uprava a jeho
uskladnéni

Provedeni samotného ELISA testu

4. Vyhodnoceni testu




i

Odbeér vzorku krve

Inovace testu PLUS — 4- zkumavkovy, navic zkumavky s
antigeny pro stimulaci CD4+ i CD8+ bunék

Vakuovy systém odbéru

Mozno i nakapat z kanyly, pFiEadné odebrat do Li-
heparinu a rozlit do zkumave

! Dodrzet pozadovany objem vzorku !

Test validovan pro rozmezi 80 — 120 % poZadovaného
mnozstvi — po rysku

Pri nadbytku vzorku — nedostate¢na odpovéed'v
mitogenni i TB zkumavce — test nelze hodnotit, nutno
opakovat

Po odbéru zkumavky promichat — min 10x, poté
uchovavat ve vzpfimené poloze

Nacasovani odbéru — nutno pocitat s inkubaci pres
noc



Inkubace vzorku, Uprava a jeho
uskladneni

Transport — max 16 hod pfi teploté pri
laboratorni teploté ve vzprfimené poloze

I Ne potrubni postou !

Inkubace — 16 — 24 hod pfri 37°C ve vzprimené
poloze

Centrifugace a oddéleni plasmy — 2000-3000
RCF/ 15 minut

Oddéleni plasmy — neslivat, nenabrat gelovou
zatku

Skladovani plasmy — 28 dni v lednici, pro delsi
skladovani nutné zamrazit na -20°C

1 Zameéna vzorku !



Redéni standardd

Lyofilizovany konjugat
Promichani mrazenych vzork
Schéma pipetovani

Promichat v pipetovaci desticce na zacatku 1.
a 2. inkubace

Dobré promyti mezi 1. a 2. inkubaci kroky
6x400ul



Vyhodnoceni testu

QTF-PLUS Analysis Software

Vyhodnoceni koncentrace INF-y na
zakladé kalibracni krivky v IU/ml

Hodnoceni validity testu
e OD standardu,
* CV replikatu,
» Korelacni koeficient kalibracni
krivky
Interpretace vysledkl na zakladé

rozdili odpovédi na TB antigeny a na
mitogen oproti NIL kontrole

NIL

[1U/mI]

> 8,0

TB1 minus NIL TB2 minus NIL
[IU/ml] [IU/ml]

<0.35 nebo  <0.35 nebo
>0,35 a <25 % 20,35 a<25%
hodnoty hodnoty
nulové nulové
kontroly (NIL) kontroly (NIL)

> 0,35a2 25
% hodnoty Jakykoli
nulové vysledek
kontroly
2 0,35a2 25
Jakykoli % hodnoty
vysledek nulové

kontroly

<0,35 nebo  <0,35 nebo
>0,35a<25% 20,35a<25%

hodnoty hodnoty
nulové nulové
kontroly kontroly

Jakykoli vysledek

Mitogen QFT
minus NIL Interpretace
E Vysledek
Infekce M.
tuberculosis
> 0,5 Negativni
NEN{
pravdépodobna
Infekce M.
Jakykoli i
? ykoli Pozitivni tuberculosis
vysledek
JE pravdépodobna
Pravdépodobnost
<0,5 Nelze hodnotit Infekce M.

tuberculosis

Nelze urdcit



celesf{is QuantiFERONE-TB Gold In-Tube Results

Run Date:  stieda 23 leden 2019

Verson 262 Operator:  sarka
Run Number: 1
Kit Batch Number: 56005993

Valid ELISA test run.

S Conc. Mean AV QC Result
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QuantiFERON® -TB Gold Plus Results

Run Date:  pondéli 28 leden 2019
Operator:
Run Number: x
Kit Batch Number: 111

Valid ELISA test run.

Results (IU/mL)
SubjeatID

D1
D2

Valid ELISA test run,
Results (IU/mL)
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? Maly kviz na zavér ?

Pacient nevyvine odpoved v mitogenni zkumavce, jaké budou mozné
interpretace vysledku?

Pacient vykazuje vysokou odpovéd (> 8 IU/ml) v NIL zkumavce, jaké
budou mozné interpretace vysledku?

Jak bude vypadat odpovéd pacienta HIV pozitivniho?
Pacient byl ockovan BCG vakcinou, bude QTF test validni?

Jakou muzZeme ocekavat odpoved v QTF testu u pacientu infikovanych
netuberkuloznimi mykobakterialnimi kmeny?



