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Nowe mozliwosci diagnostyki
utajonego zakazenia pratkiem gruzlicy
The new diagnostic methods of latent tuberculosis infection

Abstract

So far the only metod of diagnostic assessment of tubercle bacillus infection was a skin tuberculin reaction — but it has low
specificity and sensitivity. The article discusses the new tests in the diagnosis of a latent phase of tuberculosis infection and
the active form of the disease based on the measurement of interferon gamma (IFN-y) released by lymphocyte T after the
stimulation by antigens which are specific for M. tuberculosis: ESAT-6, CFP-10. The sensitivity and specificity of
QuantiFERON-TB Gold and T-SPOT.TB tests in diagnosis of infection as well as in active form of disease, comparison
between the results of tuberculin skin test and the results obtained by the new tests, and problem of incompatibility of
results obtained thanks to those tests are discussed.
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Streszczenie
Dotychczas jednym z waznych narzedzi diagnostycznych zakazenia pratkiem gruZlicy byt skérny odczyn tuberkulinowy —
jest on jednak mato swoisty i mafo czuty. W niniejszym artykule oméwiono nowe testy w diagnostyce utajonej infekcji
gruzliczej oraz czynnej postaci choroby. Zasada ich dziatania opiera sie na pomiarze interferonu gamma (IFN-y) wydzielanego
przez limfocyty T po stymulacji przez antygeny swoiste dla pratka gruzlicy: ESAT-6, CFP-10. Oméwiono czuto$¢ i swoisto$¢
testéw QuantiFERON-TB Gold oraz T-SPOT.TB zaréwno w zakazeniu, jak i w czynnej postaci choroby, poréwnanie ich
z tuberkulinowym testem skérnym oraz problem niezgodnosci wynikéw otrzymanych za pomoca tych testéw.

Stowa kluczowe: utajone zakazenie pratkiem gruZlicy, test tuberkulinowy, testy IGRA
Pneumonol. Alergol. Pol. 2008; 76: 446-450

Wstep

Coroku notuje sie na $wiecie okoto 8 mln nowych
zachorowan na gruzlice i okolo 1,8 mln zgonéw. Gruz-
lica jest drugg pod wzgledem czestosci przyczyna zgo-
néw z powodu choréb zakaznych na calym $wiecie,
tuz po zakazeniu HIV; jest réwniez najczestszg przy-
czyna zgonéw wéréd chorych na AIDS [1].

Czesto$¢ wystepowania gruzlicy wzrasta gwat-
townie w wiekszosci krajow afrykanskich lezacych

na poludnie od Sahary, w Indiach i krajach bylego
Zwiazku Radzieckiego. W Rosji w latach 1990-
—2000 nastapit alarmujacy wzrost liczby nowych
zachorowan; zanotowano takze gwaltowne zwiek-
szenie sie przypadkéw gruzlicy lekoopornej i wie-
lolekooporne;j [2].

Szybka diagnostyka i leczenie chorych na
gruzlice jest podstawowym czynnikiem gwarantu-
jacym opanowanie tej choroby. Jednakze w krajach
o niskim i érednim wspo6tczynniku zapadalnosci
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leczenie tzw. utajonej infekcji gruzliczej (LTBI, latent
tuberculosis infection), czyli zakazenia pratkiem gruz-
licy, stuzace zahamowaniu progresji zakazenia
w czynng posta¢ choroby, jest réwniez istotne. Lecze-
nie utajonej infekcji gruzliczej obniza ryzyko przejscia
w aktywna posta¢ choroby o okoto 90% [3, 4].

Czynnikami ryzyka przej$cia zakazenia
w czynng chorobe jest swieza infekcja pratkiem
gruzlicy, a takze wiele czynnikéw zaleznych od go-
spodarza, takich jak: mtody wiek (zwlaszcza dzieci
< 5. roku zycia), zakazenie HIV, choroby przewle-
ke, takie jak: niewydolno$c¢ nerek, cukrzyca, lecze-
nie immunosupresyjne, przeszczepienie narzadu,
uktadowa kortykosteroidoterapia [5].

Tuberkulinowy test skdrny w diagnostyce
zakazenia pratkiem gruzlicy

Klasyczna i dotad jedyna metoda diagnostyki
zakazenia pratkiem gruzlicy byt tzw. test tuberku-
linowy (TST, tuberkulin skin test), znany rowniez
jako test Mantoux.

Zasada wykonywania testu tuberkulinowego
polega na srédskornym wstrzyknieciu w srodkowa
cze$¢ przedramienia ,preparatu tuberkulinowego”
(PPD, purified protein derivative) i pomiarze $red-
nicy nacieku po 72 godzinach od podaniu 2 jego
jednostek. Indukuje to tzw. op6Zniony typ nad-
wrazliwo$ci komoérkowej (DTH, delayed type of
hypersensitivity), w ktérej uczestnicza limfocyty T
i makrofagi. W zwiazku z tym test ten jest mato
czuly w przypadku obnizonej odpornosci typu
komérkowego. Test tuberkulinowy jest mato swo-
isty, poniewaz PPD to mieszanina wielu biatek,
ktérych determinanty antygenowe obecne sa
w wiekszosci gatunkéw pratkéw wlacznie z BCG (Ba-
cillus Calmette-Guérin). U os6b szczepionych BCG
oraz zakazonych pratkami §rodowiskowymi wynik
testu tuberkulinowego moze by¢ dodatni [6-12].

Testy IGRA (interferon y release assays)
w diagnostyce gruzlicy

W ciggu ostatnich kilku lat pojawity sie nowe
mozliwosci rozpoznania utajonego zakazenia prat-
kiem gruzlicy. Powstaly testy: QuantiFERON-TbGold
(Cellestis, Carnegie, Australia) [4] oraz T-SPOT.TB
(Oxford Immunotec, Abingdon, Wielka Brytania),
ktére sa wysoce specyficzne i czute w wykrywaniu
zakazenia pratkiem gruzlicy [4]. Zasada ich dziata-
nia opiera sie na pomiarze IFN-y, wydzielanego przez
swoiste limfocyty T stymulowane przez antygeny
specyficzne dla M. tuberculosis i nielicznych innych
gatunkéw pratkow (M. kansasi, M. szulgai, M. micro-
ti), co podnosi warto$¢ diagnostyczna testéw. Brak

ich natomiast u bakterii szczepu BCG. Sa to: ESAT-6

(early secretory antigen target 6) oraz CFP-10 (cul-

ture filtrate protein 10), a w nowszej wersji testu

QuantiFERON-TbGold tzw. QuantiFERON-GIT (in

tube) w zestawie antygenéw jest jeszcze Tb 7,7

(swoisty antygen dla pratkéw gruzlicy) [9-24].
Antygeny ESAT-6 oraz CFP-10 kodowane sa

przez tzw. Region of Difference 1 (RD1). Jest to frag-
ment genomu pratka, ktéry, jak wykazaly wyniki
badan prowadzonych od lat 90. XX wieku, wyste-
puje w M. tuberculosis (nie ma go natomiast w ge-
nomie pratkéw BCG oraz wiekszosci pratkéw §ro-
dowiskowych, z wyjatkiem wspomnianych M. kan-
sasi, M. szulgai i M. microti).

Fragment RD1 koduje tzw. ESX1 system (geny
Rv3870-Rv3879, ESAT-6 oraz CFP-10). Antygeny
ESAT-6 i CFP-10 odpowiedzialne sg za zjadliwo$é
M. tuberculosis (sa dowody na to, ze komplementacja
szczepow BCG przez RD1 powoduje wzrost ich zja-
dliwosci oraz namnazanie sie w plucach, podobnie
delecje RD1 ze zjadliwych szczepow M. tuberculosis
H37Rv skutkuja utrata zdolnosci wewnatrzkomérko-
wego wzrostu pratkéw w makrofagach) [14, 15, 25].

Zasada dzialania testu QuantiFERON oparta
jest na metodzie ELISA [6, 7], jej kolejne etapy to:
— inkubacja krwi pobranej od osoby badanej

przez 24 godziny (u oséb zakazonych pratkiem

gruzlicy dochodzi do zwiekszonej produkcji

IFN-y przez uczulone antygenami pratka lim-

focyty T krwi obwodowej);

— IFN-y z osocza jest wychwytywany przez spe-
cyficzne dla niego przeciwciata;

— przeciwciala te tacza sie nastepnie z innymi
przeciwcialami skoniugowanymi z enzymem
katalizujacym reakcje kolorymetryczna;

— po pomiarze gestosci optycznej stezenie IFN-y
okresla sie przy uzyciu krzywej standardowe;.
Przyjmuje sie stezenie IFN-y = 0,35 jm./ml za

dodatni wynik testu [14].

Etapy testu ELISpot (Enzyme-Linked Immuno-
Spot Assay) (6, 7]:

— inkubacja komérek jednojadrzastych krwi ob-
wodowej w obecnoéci antygenéw ESAT-6
i CFP-10 przez 16-24 godzin;

— u o0s6b zakazonych pratkiem dochodzi do pro-
dukcji IFN-y przez uczulone limfocyty T oso-
by badanej;

— polaczenie [FN-y w sasiedztwie limfocytow T
ze specyficznymi dla niego przeciwciatami,
a nastepnie polaczenie przeciwcial specyficz-
nych dla IFN-y z innymi przeciwcialami sko-
niugowanymi z enzymem, ktéry katalizuje ko-
lorymetryczna reakcje, dajac obraz ,,plam”;

— kazda plama reprezentuje $lad komoérki T, kt6-
ra odpowiedziata na antygeny produkcja IFN-y;
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— za wynik dodatni badania przyjmuje sie licz-

be plam wynoszaca co najmniej 6 [14].

W omawianych testach, jednoczes$nie z bada-
niem stopnia stymulacji swoistej, w odpowiednich
kontrolach mierzy sie ,.kondycje” limfocytéw. Sa to
zazwyczaj pomiary spontanicznej oraz stymulowa-
nej mitogenem sekrecji IFN-y przez limfocyty T.

Rekomendacje dla testow IGRA

W grudniu 2005 roku Centers for Disease Con-
trol and Prevention (CDC) oraz U.S. Food and Drug
Administration (FDA) zarekomendowaly stosowa-
nie testu QuantiFERON we wszystkich okoliczno-
Sciach, w ktoérych jest stosowany TST, wlaczajac
w to badania os6b bedacych w stycznosci z osoba
pratkujaca, imigrantéw oraz seryjne badania pra-
cownikéw shuzby zdrowia. Zalecenia te okreslaja
wyraznie, ze test ten moze by¢ stosowany w zastep-
stwie, a nie w uzupelnieniu TST, a uzywa sie go
powszechnie (jak réwniez jego nowa wersje, tzw.
QuantiFERONTD Gold IT, ktéra zawiera trzeci spe-
cyficzny dla M. tuberculosis antygen TB 7,7) w Sta-
nach Zjednoczonych oraz w Europie (tu réwniez
szeroko stosowany T-SPOT.TB). Obydwa testy sa
zalecane przez wytyczne U.K. National Institute for
Health and Clinical Excellence (NICE) opublikowa-
ne w lutym 2006 roku. Zalecenia NICE rekomenduja
w diagnostyce utajonego zakazenia pratkiem gruzli-
cy strategie hybrydowa, tzn. poczatkowe badanie
przesiewowe przez zastosowanie TST, a w przypad-
ku otrzymania pozytywnego wyniku zastosowanie
testu IGRA (interferon gamma release assays) dla po-
twierdzenia dodatniego wyniku TST [9, 10, 15, 21].

Czutosé i swoistosc testow IGRA

Obydwa testy odznaczaja sie wysoka swoisto-
Scig: 62—-100% [4], znaczaco wyzsza niz TST, co
jest uwarunkowane brakiem wptywu na nie szcze-
pien BCG i zakazen pratkami Srodowiskowymi.
Testy te maja réwniez wysoka czutoéé. Wykazano,
ze czuloéé ELISpot wahata sie w granicach 83-97%
i byla wyzsza niz czulos$¢ osiggana metodg ELISA
(70-89%) [4]. Réznice w czuloéci obydwu testéw
mozna tlumaczyé¢ tym, ze ELISpot okreéla liczbe
limfocytéw produkujacych interferon po swoistym
pobudzeniu, a test ELISA mierzy stezenie IFN-y po
wydzieleniu do medium. Wyniki nowych badan
wykazuja jednak, ze optymalne wartosci punktéow
odciecia dla obydwu testow moga sie r6zni¢ od
rekomendowanych [14]. Obecnie pojawiajg sie
réwniez badania wykazujace inne punkty odcie-
cia dla utajonego zakazenia gruzlica i czynnej po-
staci gruzlicy [9].

Udowodnienie wyzszej wartosci diagnostycz-
nej nowych testéw w poréwnaniu z testem tuber-
kulinowym w przypadku utajonego zakazenia prat-
kiem gruzlicy jest trudniejsze niz w przypadku
czynnej postaci choroby, poniewaz nie ma meto-
dy referencyjnej dla rozpoznania LTBI. Niestety,
nie jest mozliwe dokladne oznaczenie czulosci
i swoisto$ci w tym przypadku. Prawdopodobieni-
stwo zakazenia pratkiem ro$nie wraz ze wzrostem
dtugosci wspdlnie spedzonego czasu i bliskoécia
kontaktu z osoba chora; kluczowym wyznaczni-
kiem zakazenia bedzie liczba wspdlnie spedzonych
godzin. Tak wiec, jesli nowe testy sa w istocie bar-
dziej czule i swoiste niz TST, powinny lepiej ko-
relowaé¢ z poziomem ekspozycji i by¢ niezalezne
od szczepien BCG [6].

Prowadzono ostatnio badania przy uzyciu te-
stu ELISpot, ktére objely 1136 kontaktéw chorych
na gruzlice. Dowiodly one wysokiej swoistosci te-
stu, wykazujac brak wplywu szczepienn BCG na
wynik tego testu w przeciwienistwie do testow tu-
berkulinowych przeprowadzonych réwnoczesnie
u tych oséb. Test ELISpot korelowal réwniez lepiej
z ekspozycjg na gruzlice niz test skérny, sugerujac
wyzsza czuto$é niz TST [6].

Na podstawie badania oceniajacego test ELISA
wykazano, ze byt réwniez niezalezny od przeprowa-
dzonych w przeszlosci szczepien BCG, a jego korela-
cja z ekspozycja na gruzlice byta zblizona do TST [6].

Rozbieznos¢ wynikéw migdzy testami
IGRA a TST

Zgodnoéé wynikéw miedzy TST a testami
IGRA oceniana jest na okoto 60-90% w wiekszo-
$ci badan [4, 26]. Niezgodno$¢ TST dodatni/IGRA
ujemne prawdopodobnie zalezy od wczeséniejszych
szczepien BCG, a takze immunizacji niegruzliczy-
mi pratkami §rodowiskowymi. Istnieje jednak
prawdopodobienstwo mniejszej czultosci testéow
IGRA w pewnych sytuacjach klinicznych, jak réw-
niez mozliwos¢, ze IGRA wykrywaja tylko pewien
etap odpowiedzi immunologicznej w zakazeniu
pratkami, na przyklad swiezg infekcje, ktora szyb-
ko ulega spontanicznej regresji lub mija pod wpty-
wem leczenia [4]. By¢ moze za niezgodnos$¢ TST
dodatni/IGRA ujemne odpowiedzialny jest za krot-
ki czas inkubacji z antygenami. O tej hipotezie
moga $wiadczy¢ wyniki badan, w ktérych przed-
tuzano czas inkubacji w tescie QuantiFERON do
kilku dni i poczatkowo ujemny test stawatl sie do-
datni [27].

Niezgodno$¢ drugiego typu, czyli TST ujem-
ne, ale IGRA dodatnie, jest bardziej niezrozumia-
ta. Moze nalezaloby zmienié¢ stosowane do tej pory
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punkty odciecia w celu zwiekszenia czutosci te-
stow IGRA? Jest ro6wniez prawdopodobne, zZe
IGRA wykrywaja, jak juz wspomniano, Swieze za-
kazenie pratkiem, za ktére odpowiedzialne sg lim-
focyty T efektorowe (TST jest jeszcze ujemny,
gdyz limfocyty T pamieci biorace udzial w tej re-
akcji nie zostaly jeszcze pobudzone i nie odpo-
wiadaja wyrzutem IFN-y) [3, 6, 17, 26, 27]. Ponad-
to nalezy wzia¢ pod uwage, ze w krajach o wyso-
kiej zapadalnosci na gruzlice istnieje wiele czyn-
nikéw modulujgcych immunologiczng réwnowa-
ge Th1/Th2, na przyklad niedozywienie, myko-
bakteriozy srodowiskowe, trad, robaczyce czy in-
fekcje tropikalne [6].

Testy IGRA w grupach ryzyka zakazenia
pratkiem gruzlicy

Dotychczas ukazalo sie niewiele prac poswie-
conych zastosowaniu IGRA w takich grupach ry-
zyka, jak: zakazenie HIV, cukrzyca, niewydolnosé
nerek, leczenie immunosupresyjne, przeszczepia-
nie narzadéw, a takze u dzieci i oséb starszych.
W grupach tych TST jest zwykle mniej czuly ze wzgle-
du na anergie. Ujemne wyniki testéw skérnych
uniemozliwiaja wlasciwg kwalifikacje do zastoso-
wania chemioprofilaktyki. Testy IGRA w tych po-
pulacjach wykazuja wigkszg czulosé¢ niz TST, acz-
kolwiek z drugiej strony cechuja sie znaczna liczba
wynikéw tzw. indeterminate, czyli nieokreslonych,
spowodowanych utrata zdolnosci odpowiedzi na
mitogen (w tych przypadkach wskazane jest wy-
konanie dodatkowego testu z mitogenem), co wy-
nika z nieprawidlowej liczby lub funkcji limfocy-
tow CD4 [11, 12, 17].

Obiecujgce jest zastosowanie testow IGRA
w seryjnych badaniach pracownikéw stuzby zdro-
wia. Oceniaja one obecno$¢ zakazenia pratkiem
w tej populacji, a ich powtarzanie moze wykry¢ ,.kon-
wersje”, czyli §wieze zakazenie. Potrzeba jednakze
wielu dalszych badan w celu ustalenia wartosci
progowych dla konwersji testéw IGRA [28-30].

Testy IGRA w gruzlicy niepotwierdzonej
bakteriologicznie

Wynik badania Jafari i wsp. [31] wykonane-
go u dorostych z podejrzeniem gruzlicy, ktérej
nie udato sie potwierdzi¢ bakteriologicznie, wy-
kazat, ze celowe u takich chorych jest wykona-
nie bronchoskopii z ptukaniem oskrzelowo-pe-
cherzykowym (BAL, bronchoalveolar lavage)
oraz testu ELISpot. Grupa kontrolna miata zna-
miennie mniej limfocytéw T pobudzonych przez
specyficzne antygeny ESAT-6 oraz CFP-10 w ply-

nie oskrzelowo-pecherzykowym niz chorzy na
gruzlice. Test ten moze by¢ waznym narzedziem
diagnostycznym w gruzlicy niepotwierdzonej
bakteriologicznie.

Testy IGRA po leczeniu gruzlicy

Wyniki testéw IGRA po leczeniu gruzlicy sa nie-
jednoznaczne. Czeé¢ badaczy wykazuje, ze pozostaja
niezmienione [32], w cze$ci badan stwierdzono, ze
zmieniaja sie po leczeniu w zakresie odpowiedzi na
niektore tylko antygeny (np. CFP-10) [33].

Wartos¢ prognostyczna testow IGRA

Kluczowym pytaniem pozostaje mozliwosé
identyfikacji przez testy IGRA os6b z dodatnim
wynikiem testow, ktére zachoruja na gruzlice, czyli
tych, ktérzy mogliby odnieé¢ korzysé z chemiopro-
filaktyki. Byloby to szczegé6lnie wazne w diagno-
styce dzieci, oséb zakazonych HIV czy u chorych
w stanach immunosupresji. Diel i wsp. [34] poda-
li w lutym 2008 roku wyniki dwuletniej obserwa-
cji dwéch grup oséb pozostajacych w bliskich kon-
taktach z chorymi na gruzlice (tzw. bliskich kon-
taktow), czyli grupy z dodatnim wynikiem TST
oraz grupy z dodatnim wynikiem testu QuantiFE-
RON. W grupie z dodatnim wynikiem TST odnoto-
wano jedynie 2,3% zachorowan na gruzlice (5/219)
w trakcie obserwacji, z kolei w grupie drugiej —
14,6% (6/41). Warto$¢ prognostyczna testéw IGRA
bylaby wiec znacznie wyzsza niz TST. Istnieje
potrzeba kontynuacji tych badan z udziatem wiek-
szej liczby badanych oraz stworzenia pomocnych
modeli matematycznych [35].

Podsumowanie

Testy IGRA sa nieco bardziej czule niz TST,
aczkolwiek na wyniki obydwu wptywa stan immu-
nosupresji; IGRA sa prawie w 100% swoiste
(w przeciwienstwie do TST, na ktére maja wplyw
szczepienia BCG oraz zakazenia pratkami $rodo-
wiskowymi [wyjatek: M. kansasi, M. szulgai,
M. microti, w przypadku ktérych IGRA moga by¢
dodatnie]). Stwierdzono silna korelacje miedzy
ekspozycja na gruzlice a dodatnim wynikiem te-
stu IGRA, co ma niewatpliwg zalete w dochodze-
niach epidemiologicznych (jak réwniez brak zja-
wiska booster). Istotng cecha testow IGRA jest moz-
liwos¢ tylko jednej wizyty pacjenta oraz to, ze
wynik mozna uzyskaé¢ juz w ciggu 1-2 dni. Nie-
stety, wykonanie ich wymaga odpowiedniej infra-
struktury laboratoryjnej i kwalifikacji personelu.
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Niezdefiniowana dotychczas w testach IGRA
(a mozliwa przy zastosowaniu TST) jest ocena zja-
wiska konwersji i rewersji, co bedzie wymagato
dalszych badan. Niezbedne jest réwniez okresle-
nie nowych punktéw odciecia dla dodatnich war-
tosci testéw dla r6znych populacji [36].

Dotychczasowe obserwacje pozwalajg jednak
przypuszczac, ze testy IGRA zastapia stosowane
dotychczas testy skorne nie tylko ze wzgledu na
wysoka czuloéé i wieksza swoistosé, lecz takze
z powodéw finansowych. W pracy Diela i wsp. [37]
poréwnano koszt chemioprofilaktyki stosowanej
u 0s6b z grupy bliskich kontaktéw na podstawie
TST i testéw IGRA na korzys¢ tych drugich.

By¢ moze znaczace korzysci finansowe ptyna-
ce ze stosowania testow IGRA w strategii opano-
wania gruzlicy beda przestanka do ciaglego ich
ulepszania i sukcesywnego wlaczania do diagno-
styki w coraz liczniejszych krajach [37, 38].
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