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Uus immunologian tutkimus: Mycobacterium tuberculosis -her kistyneet lymfosyytit,
gammainterferoni, ELISPOT

Tutkimus 20187 Ly-TbSpot Ly-Mycobacterium tuberculosis -herkistyneet
lymfosyytit, gammainterferoni, ELISPOT

Asa Uusi tutkimus 15.2.2007 lahtien

Johdanto Mycobacterium tuberculosis (Mtb)-antigeenia tunnistavia veren T-lymfosyytteja

osoitetaan mittaamalla  spesifisilla  peptidiantigeeneilla  stimuloitujen  T-
lymfosyyttien interferoni gamma (IFNg) - tuotantoa ELISPOT menetelmalla.
Positiivinen tulos osoittaa elimisttssa elinkykyisena olevaa bakteeria,

Perustelut Suomalaisessa perusvaestssa tuberkuloosi (TB) on nykyaan harvinainen tauti.
Maahanmuuttgjilla ja riskiryhmilla TB voi olla yllétava ja epayypillinen.
Keuhkojen ulkopuolinen (ekstrapulmonaalinen) TB voi olla vaikea diagnosoida,
koska infektiopaikalta el saada naytettd ta peinteisilla viljely- ja
geenimonistusmenetelmilla  saattaa olla riittdméton  herkkyys.  Latentin
tuberkuloosi-infektion (LTBI) diagnostiikka on tdhdn mennessd perustunut
Mantoux reaktioon, joka Suomessa lahes 100% kattavan BCG rokotuksen ansiosta
usein johtaa vaériin positiivisiin tuloksiin. Silti Mantoux-reaktio voi olla joidenkin
henkil6iden kohdalla myds epdherkka. Tassa tutkimuksessa BCG-rokotus el johda
positiiviseen tulokseen. Biologisia |188kkeita saavasta potilasryhmasté eréét voivat
ollariskissa kokea TB-taudin aktivoitumisen, mikali heilld on LTBI. Ly-TbhSpot -
tutkimus soveltuu LTBI ja muun aktiivin TB taudin diagnostiikkaan vérjayksen,
viljelyn ja geenimonistusmenetelmien rinnalla.

Asantuntijat lagkari Ilkka Seppala ilkkaseppala@husfi (09) 191 26394 / 040 838 4011,
|aakari Tamara Tuuminen; tamara.tuuminen@hus.fi 050 427 1044, |aakari Aaro
Miettinen: aaro.miettinen@hus.fi (09) 191 26371, 050 427 2035

Tiedustelut I mmunologian osasto, puh. (09) 191 26291 tai 050 427 9283
L ahete I mmunologiset tutkimukset.
I ndikaatiot Mycobacterium tuberculosis (Mtb)-infektion tunnistus.

Mtb:n aiheuttamat kliiniset ja subkliiniset infektiot, erityisesti vaikeasti
diagnosoitavat ekstrapulmonaaliset muodot (luustopesdkkeet, lymfadeniitti, seké&
latentin tuberkuloosi-infektion diagnostiikka), ja varotoimena ennen infektioriskia
lisdvan hoidon aloitusta. Menetelma soveltuu myds lapsipotilaille. Menetelmaa
voidaan kayttda epéselvissa differentiaalidiagnostiikkaa vaativissa tilanteissa,
kuten esim. vaskuliiteissa ja hematologisisen maligniteetin epéilyssa. Tutkimusta
voidaan kayttda myos hoidon seurannassa, silla hoidossa olevilla TB-potilailla
reaktiivisten solujen mééré laskee jo 3 kk kuluttua hoidon aloituksesta.

HUOM! Haponkestavdn sauvan vérjdys ja viljely ovat edelleen ensisijaisia
menetelmiakliinisten TB infektioiden tunnistuksessa.
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CPT/Na-sitraatti -putki

Aikuiset jalapset yli 20 kg: 8 ml
Lapset alle 20 kg: 4ml

Vanhentunutta putkea ei saa kayttaa.

Veriputki sekoitetaan ndytteenoton jalkeen, mutta sen jalkeen se tulee séilyttéa ja
kuljettaa pystyasennossa. Putki pidetddn seka ennen néytteenottoa etta sen jalkeen
huoneenlammaossi. Jos putkimallia (CPT 8 ml koodi 362782, tai CPT 4 ml kood
362781, Becton Dickinson) ei kéyteta ndytteenottopisteessa jatkuvasti, voi putken
tilata lmmunologian osaston néytteiden vastaanotosta puh (09) 191 26291.

Naytteen sdilytysja lahetys:

Tutkimus suoritetaan keskiviikkoisin. Nayte otetaan tutkimuspéivana ja se on
kuljetettava Immunologian laboratorioon 4 tunnin kuluessa ja sen on oltava
laboratoriossa klo 13.00 mennessd. Kiireellisissa tapauksissa tai jos toimitus
viivastyy, pyydetédn ottamaan yhteyttd Immunologian osastoon, GSM 050
4279283, tarkempia neuvoja varten. Kuljetuksessa suosittelemme kayttdmaan
yhdeksan putken Styrox- kuljetuslaatikkoa (essm. Mekalasi OY koodi 22561).
Laatikko pakataan Minigrip pussiin (esim. koodi ASF0100030).

Naytteet on ladhetettdva dten, ettd ne salyva  kuljetuksen aikana
huoneenlampdisena (n. +18 ... +22 °C).

Ly-TbSpot on immunologinen tutkimusmenetelmd, jolla osoitetaan potilaan
verestd M. tuberculosis antigeeneille herkistyneita T-lymfosytteja Eristettyja
mononukleaarisia valkosoluja stimuloidaan M. tuber culosis-bakteerille spesifisilla
peptideilla 24 tuntia. Jos naytteessd on néille peptideille herkistyneita "efektori"-
T-lymfosyyttejd, ne aktivoituvat ja tuottavat interferoni gammaa (IFNgQ). Eritetty
IFNg osoitetaan monoklonaalisilla vasta-aineilla, joista toinen on kiinnitetty
mikrotitterilevyn membraaniin ja toinen, entsyymilla leimattu, reagoi substraatin
kanssa muodostaen vérillisia téplia (spottga). Reaktiivisten solujen méara
lasketaan.

Kerran viikossa, keskiviikkoisin.

Alustava kvalitatilvinen tulos on valmiina seuraavana tydpaivana.
Kvantitatiivinen tulos on valmiina 6 tyopéivan kuluessa.

Viitearvot:

Reaktiivinen > 55 gpot/E6 lymfos.
Raja-arvoinen 25-55 gpot/E6 lymfos.
Nonreaktiivinen < 25 spot/E6 lymfos.

Tulokset ilmoitetaan reaktiivisten lymfosyttien méarand /E6 perifeerisen veren
lymfosyyttid, kullekin antigeenille erikseen. Antigeeni A on ESAT- 6 peptidiseos,
Antigeeni B on CFP-10 peptidiseos ja kontrolliantigeeni on PPD (M. tuberculosis
"Purified Protein Derivative" -proteiiniseos, jonka antigeenien padosa on l&snd
my6s BCG-rokotekannalla). Spesifisten antigeenien antama positiivinen tulos
viittaa elinkykyisen M. tuberculosis -bakteerin l&sndoloon elimistossa
Positiivinen PPD-tulos voi seurata M. tuberculosis-kontaktista tai BCG-
rokotuksesta. PPD-antigeenin negatiivinen tulos osoittaa joko rokottamattomuutta
ta helkkoa reaktiota M. tuberculosis -antigeeneille. Heikko reaktio voidaan
havaita myos vaikeassa tuberkuloosissa tai muussa immunosupressiotilassa,
jolloin myos spesifisten peptidiantigeenien antama tulos voi jé&da negatiiviseksi.



Huomautuksa

M enetelman
spedfikaatiot:

Allekirjoitukset

Jakelu

Harvinaiset M. marinum, M. kansasii ja M. szulgai -infektiot voivat my6s antaa
positiivisen tuloksen spesifisilla peptideilla Tulokseen liittyy lausunto.

Negatiivinen tulos e sulje pois infektion mahdollisuutta vahvasti
immunosuprimoiduilla potilailla ja erittdin vaikeassa TB-taudissa.

Lymfopeniapotilailla tdma tutkimus on suositeltavampi kuin B-TbIFNg tutkimus.
Lymfopenisten naytteiden tulkinta on silti epavarmaa.

Saadut tulokset ja niiden kliininen merkitys arvioidaan yhteistydssé lahettéavan
yksikén kanssa. Toistaiseksi menetelman validointi on suppeaa.

Tama on erikoistutkimus, josta annetaan lausunto. Tutkimusta pyydettéessa tulee
ilmoittaa pyynnon aihe.

Tutkimuksessa tarvitaan elavia lymfosyytteja. Lampdtilan noustessa tai alittaessa
huonelampdtilan naytteiden kelpoisuus tutkimukseen heikkenee merkittavasti.

Menetelma on validoitu 69:114 prospektiivisesti kerétylla ndytteell, joista 24 oli
perdisin aikuiss ja 29 lgpsipotilailta. Viidestd henkilostd on tutkittu
seurantanaytteitd. Tala aineistolla saatiin arvioina

Kliininen spesifisyys 100 %
Kliininen herkkyys 81 %
Positiivinen ennustearvo (PPV) 100 %
Negatiivinen ennustearvo (NPV) 88 %

Todenperdisyys (Accuracy) 92 %
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