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Preco prave TBC ?

10 - 24
25 - 49
50 - 99
100 - 299
300 a viac
‘Bl nestanovené
na 100 000

- 1/3 svetovej populacie je latentne infikovana TB - migracia

- pacient s aktivnou neliecenou tbc infikuje 10-15 / roCne

- 10% riziko ochorenia u imunokompetentnych / zivot

- 10% riziko ochorenia u imunokompromitovanych / rok (HIV)
- kazdoroCne umiera na TBC infekciu 2 000 000 l'udi

- TB eliminacia - diagnostika a lieCebna profylaxia !!!




Diagnostika TBC

Aktivna TBC

- RTG, stitkovanie

- Zlaty standard — mikroskopia, kultivacia z rozneho materialu

- PCR — molekularna bioldgia

- TST — screening (PPD) interpretacné problémy, vakcinacia

- anti TB protilatky .

- dokaz TB reaktivnych buniek v krvi (Th1,Tc1,Tc2?) POMOCNE VYSETRENIE !

Latentna TBC

Dokaz TB reaktivnych buniek v krvi =? TB antigén Specificka T bunkova odpoved”

Techniky in vitro a detekcia odpovede: kultivacia s antigénom

1, Tradicné - radioaktivne, >1Cr-release, 3H-Tymidin inkorporacia.

2, Sekrécia aktivacnych molekul, chemokinov, cytokinov....ELISA, ELISPOT

3, Aktivacné molekuly kultivovanych buniek, povrchova a intracelularna detekcia -
Flow cytometry.




Detekcia antigén Specifickych T lymfocytov

Antigény u TB

PPD - hruby extrakt BCG a enviromentalnych MB 100% senzitivita, 0% Specifita !
RD1 lokus MTb antigény a odvodené peptidy (1995):

ESAT-6 , CFP-10, TB7.7(p4) evokuju silni CMI — MB tuberculosis komplex =
(tbc, bovis, africanum)+ kansasii,szulgai, marinum. Nepritomné BCG, >env. M
Ag85, Rv2653

(Priprava novej substancie pre TST a vakciny)

Pouzite'né Techniky u TB

-Komercna Quantiferon TB GOLD — (PPD) — detekcia uvol'neného IFNg — ELISA
-Komercna Tspot.TB — (ESAT6,CFP10) — Elispot na baze IFNg

-Detekcia intracelularneho IFNg, TNFa, IL2, IL4, IL12... Flow cytometry

-Detekcia povrchovych molekul CD69, CD40L, CD154 Flow cytometry

-Detekcia TB- ag Specifickych buniek tetramér-peptid (ag prezentujiuca molekula)
-Detekcia uvol'neného cytokinu capturing technikou na povrchu bunky (bivalent AB)




QauntiFERON- TB — Gold (in tube) Celestis

Stage One - Blood Stimulation and Harvesting

NIL, PHA, @ | Citlivost’:70-90 %
bLedt T Specifita:80-99 %
‘ podla oblasti rizika
Dispense 1mL of subject's Add 3 drops of the Shake covered plate for 1-2 min. Harvest at least 200 uL plasma from

infekcie,
heparinized whole blood into 4 appropriate stimulating Incubate for 16-24 hrs at each well. Store in racked

% u lat. infekci
wells of a 24-well culture plate. antigen to each well. 37°C (humidified). microiubes or uncoaled microplates. 99 (0} U at- I n e Cle

BCG vakcinacia OK

Add 50yl of conjugate Shake covered plate for 1 min. Wash plate =6 times. Add Add 50 uL of stop solution. standard analysis programs
solufion to each well. Add Incubate for 120 minutes at 100 pL of substrate. Incubate Read absorbance within 5 min (QFT-Gold Analysis Software
50 pL of plasma or standard. Room Temperature. 30 min. at Room Temperature. at 450nm (820-850nm ref). available soon).

Stage Two — Human IFN-y ELISA

~—
cellestis

Vyhody: Nevyhody:

In tube moznost’ kultivacie pre 1 pacienta Povaha imunologickej odpovede?
laboratorne menej narocné — menej chyb Cena — 800 Sk / pacienta

skladany test, Antigény, Skumavky, ELISA  Pocet buniek v kultivacii — intenzita?
Termostat, centrifiga, E-reader, washer




T-SPOT.TB — Oxford Immunotec

Collect the blood sample and centrifuge to separate Nil Control Positive Control
Peripheral Blood Mononuclear Cells (PEMCs)

Wash and count the PBMCs

Cvioking

- Cytokine

'-. antibocy
»

Mg
Y

Wash and add -;I'T'rig':{g:r

M Citlivost”: 80-97 %,

secondary antlibody

Specifita: 85-99 %
podla oblasti rizika infekcie
BCG vakcinacia OK

Nevyhody: Vyhody:

Povaha imunologickej odpovede? Standardny pocet bb — PBMC
laboratdrne intenzivne — viac chyb odraza pocet efektorovych buniek
vacsie naroky na sterilitu monitorovanie terapie?
Termostat CO2, mikroskop, centriflga,

reader, washer, chemikalie, TK-plastware

8 — strip test, pre viac pacientov

Cena — 1200 Sk / pacienta




Detekcia antigén Specifickych T lymfocytov — Flow cytometry

Vyhody:

Ani ELISA ani ELISPOT nehovoria ni¢ o povahe imunologickej odpovede,
multiparametrova prietokova cytometria dovol'uje ,single cell* detekciu
subpopulacii aktivovanych buniek, povrchovu a intacelularnu detekciu molekul !
Cena vysSetrenia je nizSia ako u komercnych setov, moznost’ vysetrenia 1
pacienta. (cca 400 SK)

Nevyhody: Laboratorne intenzivne - ELISA, ELISPOT, Prietokovy cytometer,
(WB, izolované Leu, izolované PBMC, protilatky, chemikalie )

Okrem sucasnej fenotypizacie CD3, CD4, CD8 (NK) CD1 r T... :

-sUicasna S detekcia aktivacnych markerov — CD69, CD40L, CD154 — < Specifické

- sucasna IC detekcia viacerych syntetiza
(pre TB: IFNg, IL4 — Th1,Th2,Tc1,Tc2) IFN- Caleh

[FM-y Detection

— - Antibody (PE)
- sucasna S capturing technika bivalentn J,- “{ '

- S farbenie T Spec. tetramérmi HLADR,




Ciel’ a metody prace

- dokaz TB reaktivnych Lymfocytov v periférnej krvi — MP prietokovou cytometriou.
- studium zucastnenych reaktivnych subpopulacii

- dokaz TB Specifickej odpovede — optimalna FC metdda

- financna efektivnost’

- laboratdérna narocnost’

- senzitivita, Specifita, reprodukovatel'nost’

- dif. diagnostika pleuralnych punktatov

Pacienti:
22 (4 zeny) B
BCG vakcinovani, RTG nalez- aktivna TBC, MDR 3, recidiva 4, Ca - 3

Vzorka:

7 ml heparin-Na WPB,

bezprostredne spracovana po odbere.

kultivované bunky: WB ? , Izolované LEU ?, Izolované PBMC ?
Izolované LEU — menSia zat'az buniek, Ery - PHA,

moznost’ nastavit’ ich pocet v autolognej plazme: LYMFO 2500/ul
Absolutny pocet Ly, Mo, Gra+PI viabilita Ly (94 — 100 % , 98 %)




Antigény:
QuantiFERON TB Gold = 1. NIL, 2. Mitogén-PHA, 3. ESAT6, CFP10 (47 Sk/p)

Kultivacia:

200 ul suspenzie Leu (2500 Ly /ul) + stimulans (NIL,PHA, zmes TBag), EPP
termostat 37°C, 16 hodin.

NIL, TBAg — po 11 hod — aliquot 100 ul + BFA

Detekcia: FC 500 cytometer Beckman-Coulter, softvér CXP
IFNg-FITC (IC-BD) / CD69-PE (BD) / CD3- ECD (BC) / CD4-PC5 (BC) (400Sk/p)
protokol vykompenzovany na PMA/ionomycin, izotyp,

- povrchové farbenie CD69/3/4 — 20ul - suspenzie, kultury , Versalyse, 250 sek.

-CD69/3/4+intracelularne farbenie CD69, IFNg — kultury s BFA (NIL,TBag) 100ul
permeabilizacia Fix&Perm Caltag, izotypy, Meranie 10000 CD3+4+ buniek.
0,01%=10 bb, 0,1% - 100 bb. - Cistota a nastavenie cytometra




Stratégia gatingu
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CD3+4+

Malo
reaktivny
pacient

Mikr +
Kult ?

MII 12mm
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CD3+8+
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CD3+4+

Reaktivny
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CD3+8+

Reaktivny
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Mitogénova kontrola PHA CD69+
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Mitogénova kontrola PHA % CD69+ buniek

B CD3+4+ Ly
O CD3+8+ Ly




CD3+4+69+ a CD3+4+1FNg+ Th odpoved’ u TBC pacientov

% CD3+4+

[1Suspenzia [1TBAg B TB-NIL E IFNg




CD3+8+69+ a CD3+8+IFNg+ Tc odpoved’ u TBC pacientov

% CD3+4-

[JSuspenzia LI TBAg B TB-NIL B |FNg




Pacienti a vysledky

Vsetci BCG vakcmovanl + Rtg nélez CD3+4+69+ 9% CD3+4+ _
TBAG-NIL

OOO 3910 0,44 3,20 2,76 0,14 atyp M.

8 0,19 59,60 2,96 4,38 1,42 0,24

15 031 3212 357 654 2,97 3,28

12 0,71 46,25 1,10 1,70 0,60 0,27 Ca

12 061 22,37 4,07 3,08 -0,99 0,16

16 0,24 15,47 6,17 10,34 4,17 0,12 Recidiva

6 0,62 9,49 2,28 3,58 1,30 0,2

14 2,67 40,47 490 10,29 5,39 0,8

3 1,49 26,20 6,38 6,00 -0,38 0,27 (+/-)

12 1,14 29,75 4,56 1,30 -3,26 0,12 Recidiva

20 1,18 3152 2,35 4,44 2,09 0,13

6 040 11,86 1,51 32,88 31,37 231 Ca

6 426 16,30 22,00 4,11 -17,89 0,09 Ca,DB,Ex-TBneg

6 040 12,60 9,30 23,90 14,60 0,52

6 2,82 2880 980 650 -330 0,1 Rec.Cirh,Psor,SpM,0OH,ex

14 036 73,40 3,09 7,00 3,91 2,43

21 059 79,30 8,60 22,30 13,70 2,61

n 0,11 4760 1,72 3,40 1,68 0,27 MDR,hepatopat

17 051 50,90 1,52 4,82 3,30 0,33 DB
0,22 5510 3,24 3,97 (VK] 0,21 Rec.DB,CHOCHP,A
0,71 25,80 4,07 5,32 1,25 0,38 MDR,HepPat,A
0,51 715 0,38 243 2,05 0,4 MDR,

21
22
29
26

1
1
1
0
3
2
3
1
0
3
1
0
3
3
2
3
3
3
2
3
1
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M Ciele a Zavery

- dokaz TB reaktivnhych Lymfocytov v periférnej krvi — MP priet | ;

- stidium zucastnenych reaktivnych subpopulacii N e

- dokaz TB specifickej odpovede — optimalna FC metoda i “

- financna efektivnost’ -~ e
- laboratérna naroénost’ ;

- senzitivita, sSpecifita, reprodukovatel'nost

- dif. diagnostika pleuralnych punktatov

- vedl'a sledovania povrchového aktivacného markera (CD69) je potrebna sucasna
detekcia sekrécie cytokinov najlepSie IFNg a IL4 sucasne.

- planujme povrchovu single cell detekciu cytokinov na subpopulaciach

- alebo detekciu konjugatmi peptid- tetramér ak budu financne dostupné pripadne
kombinacia oboch.

- Quantiferon — Mozno nahradit’ Mitogénovu kontrolu CD69 + testom
ELISA - vyhodnejsia cena Opti-EIA BD 2x lacnejSia)







