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Diagnostic value of induced sputum in interstitial lung disease

Abstract
Background: Induced sputum (IS) has been recently used to investigate pulmonary inflammation in patients with interstitial
lung disease (ILD), but still little attention has been paid to its efficacy in diagnosing sarcoidosis and other ILD. The aim of this
study was to evaluate the diagnostic value of IS differential cell count and CD4+/CD8+ ratio in sarcoidosis (SA) and
nonsarcoidosis ILD (NSA ILD).
Material and methods: We studied prospectively newly diagnosed 59 patients: 36 SA and 23 NSA ILD [16 hypersensitivity
pneumonitis (HP) and 7 idiopathic pulmonary fibrosis (IPF)]. IS was performed by inhaling a 5% NaCl solution for 4 periods of
5 minutes. Giemsa stained cytopreps were differentially counted and T-lymphocyte subsets were analyzed by flow cytometry
method. The k-nearest neighbour rule (k-NN) or predictive value of CD4+/CD8+ ratio were used to discriminate between SA
and NSA ILD. The variables of IS used in k-NN rule were: cells viability, total cell count, percentages of alveolar macrophages,
lymphocytes, neutrophils, eosinophils, CD4+ and CD8+ subsets, and CD4+/CD8+ ratio.
Results: 33 patients were able to produce an adequate sputum sample (SA — 15, HP — 11, IPF — 7). A CD4+/CD8 + ratio
> 2,6 had a sensitivity of 100% and a specificity of 72% with 84% of correctly classified cases in distinguishing SA from NSA ILD.
However, using k-NN rule the probability of correct classification was 79% (classification error rate — 21%).
Conclusion: To distinguish SA from NSA ILD cut off CD4+-/CD8+ ratio > 2,6 alone was superior to k-NN rule using all the
parameters of IS.

Key words: induced sputum, CD44/CD8+ ratio, interstitial lung disease, sarcoidosis, hypersensitivity pneumonitis,
idiopathic pulmonary fibrosis
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Streszczenie
Wstep: Indukowana plwocina (IP) znalazta ostatnio zastosowanie w badaniach nad chorobami $rédmigzszowymi ptuc
(ChSP), jednak nadal nieliczne doniesienia dotycza oceny warto$ci tej metody w diagnostyce réznicowej ChSP. Celem
badania byto okreslenie wartosci diagnostycznej sktadu komérkowego i wskaznika CD4+/CD8+ w IP u chorych na sarko-
idoze i inne ChSP.
Materiat i metody: Do badania witaczono 59 oséb — 36 chorych na sarkoidoze, 16 na alergiczne zapalenie pecherzykéw
ptucnych (AZPP) i 7 na samoistne widknienie ptuc (SWP). Plwocing indukowano minimum 7 dni po badaniu BAL za pomocg
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inhalacji 5-procentowego roztworu NaCl, trwajacej 5 minut i powtarzanej 4-krotnie. Sktad odsetkowy komérek oceniano w
preparatach cytospinowych wybarwionych metodg Giemsy, liczac 400 komérek jednojadrowych. Analize subpopulaciji
limfocytéw T przeprowadzono metodg cytometrii przeptywowej. Mozliwo$¢ réznicowania sarkoidozy od pozostatych ChSpP
sprawdzano, okreslajgc warto$¢ predykcyjng wskaznika CD4+/CD8+ lub stosujagc metode klasyfikacji obiektéw na podsta-
wie reguly k-najblizszych sasiadéw (k-NS). Zmiennymi stosowanymi w regule k-NS byty parametry IP: zywotno$¢ komérek,
catkowita liczha komérek, odsetek makrofagéw, limfocytéw, neutrofildw, eozynofiléw, limfocytéw CD4+ i CD8+ oraz
wskaznik CD4+/CD8+.

Whyniki: Ocena IP byta mozliwa u 33 pacjentéw (sarkoidoza— 15, AZPP — 11 SWP — 7). Warto$¢ indeksu CD4+-/CD8+ > 2,6
w IP cechowata sig 100-procentowa czuto$cia, 72-procentowa specyficznoscig i 84-procentowym prawdopodobienstwem posta-
wienia prawidtowego rozpoznania w réznicowaniu sarkoidozy od AZPP i SWP. Natomiast stosujgc metode opartg na regule k-NS,
prawdopodobienstwo postawienia prawidfowego rozpoznania wyniosfo 79% (oszacowany biad klasyfikacji = 21%).

Whioski: Zastosowanie metody klasyfikacji obiektéw wykorzystujgcej regute k-NS w diagnostyce réznicowej sarkoidozy
AZPP i SWP na podstawie wszystkich parametréw IP nie wiazato si¢ z wyzszym prawdopodobienstwem postawienia
prawidfowego rozpoznania niz analiza jedynie indeksu CD4+/CD8+.

Stowa kluczowe: indukowana plwocina, indeks CD4+/CD8+-, choroby $§rédmigzszowe ptuc, sarkoidoza, alergiczne zapalenie

pecherzykéw ptucnych, samoistne widknienie ptuc

Wstep

Badanie plwociny w chorobach ptuc ma wie-
loletnig tradycje, siegajaca konca XIX wieku. Jed-
nak trudnosci z pozyskaniem prébki wystarczaja-
cej do analizy w wielu sytuacjach klinicznych
uniemozliwialy zastosowanie jej jako narzedzia
badawczego. Rozwiazanie tego problemu przez
wprowadzenie indukcji plwociny za pomoca inha-
lacji hipertonicznego roztworu chlorku sodu
u chorych na astme oskrzelowa ponad 18 lat temu
skierowalo uwage na ta metode i zaowocowato
imponujgcym wzrostem badan nad jej wykorzysta-
niem w chorobach uktadu oddechowego [1]. Jako
jedyna catkowicie nieinwazyjna metoda bezpo-
sredniej oceny proceséw zapalnych toczacych sie
w drogach oddechowych pozwolita na okreélenie
rodzaju zapalenia komérkowego w r6znych scho-
rzeniach, miedzy innymi w astmie oskrzelowej [2],
przewleklej obturacyjnej chorobie ptuc (POChP) [3]
i przewleklym kaszlu [4]. W latach 1992-2004 opu-
blikowano ponad 650 prac dotyczgcych zastoso-
wania indukowanej plwociny w diagnostyce i le-
czeniu astmy oskrzelowej oraz okoto 200 odnoénie
jej wykorzystania w POChP i przewlektym zapa-
leniu oskrzeli [5].

Natomiast doniesienia dotyczace zastosowa-
nia metody indukowania plwociny w badaniach
nad chorobami §rédmigzszowymi ptuc (ChSP [ILD,
interstitial lung disease) sg nieliczne, a najwiecej
publikacji dotyczy sarkoidozy. Mimo obiecujacych
wynikéw zaprezentowanych juz préb wykorzysta-
nia indukowanej plwociny w diagnostyce ChSP,
znaczenie tej metody nie zostalo jednoznacznie
ustalone. Wynika to miedzy innymi z prze$wiad-
czenia, ze material uzyskany za pomocy indukcji
plwociny i ptukania oskrzelowo-pecherzykowego
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pochodzi z réznych obszaréw ptuc. Ptyn z pluka-
nia oskrzelowo-pecherzykowego (BALF, broncho-
alveolar lavage fluid) odzwierciedla procesy zacho-
dzace w obwodowych przestrzeniach powietrz-
nych, podczas gdy prébki indukowanej plwociny
pochodza gtéwnie z obszaréw ptuc charakteryzu-
jacych sie obecnoscia wydzieliny bogatej w neu-
trofile, czyli uzskanej przede wszystkim z duzych
oskrzeli [6]. Kolejnym problemem analizy induko-
wanej plwociny jest stosunkowo mata liczba lim-
focytéw w tym materiale. Jednak w kilku bada-
niach korzystnie oceniono metode indukowania
plwociny w odniesieniu do analizy ptynu z ptu-
kania oskrzelowo-pecherzykowego w réznych
ChSP, jak réwniez poréwnywano wyniki badania
indukowanej plwociny od os6b chorych i zdro-
wych ochotnikéw [7-12]. Wykazano, Zze podobnie
jak w BALF, w indukowanej plwocinie mozna
stwierdzié¢ limfocytoze w sarkoidozie [8, 10-12]
i alergicznym zapaleniu pecherzykéw plucnych
(AZPP) [9], a takze dokonaé oceny subpopulacji
limfocytéw T [7, 8, 11-13]. Natomiast w samoist-
nym wiéknieniu ptuc (SWP) ujawniono w indu-
kowanej plwocinie, podobnie jak w BALF, wyzszy
odsetek eozynofilow [7] lub neutrofilow [14]
w poréwnaniu z osobami zdrowymi.

Wysoki odsetek limfocytéw w BALF nie jest
jednak charakterystyczny dla sarkoidozy czy AZPP
i stwierdza sie go takze w innych chorobach §réd-
migzszowych, infekcyjnych czy nowotworowych
pluc [15]. Powszechnie wiadomo, ze sarkoidoza
charakteryzuje sie obecnoscia przewleklego proce-
su zapalnego w drogach oddechowych, w ktérym
dominujaca role odgrywaja pobudzone limfocyty
CD4+, a podwyzszony stosunek limfocytéw
CD4+/CD8+ tacznie z doktadna ocena obrazu kli-
nicznego choroby moze mie¢ istotne znaczenie
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w réznicowaniu sarkoidozy od innych ChSP [16, 17].
Natomiast w AZPP w odpowiedzi na powtarzaja-
ce sie inhalacje drobnych czastek antygenéw do-
chodzi do aktywacji i nagromadzenia limfocytéw
T w dolnych drogach oddechowych oraz §r6dmiaz-
szu ptuc. Ocena fenotypowa limfocytéw za pomoca
przeciwcial monoklonalnych wykazata, ze wiek-
szo$¢ z tych komérek charakteryzuje sie obecno-
$cig antygenu CD8+, a tylko nieliczna populacja
komoérek wykazuje ekspresje antygenu CD4+, co
w konsekwencji prowadzi do odwrécenia stosun-
ku limfocyté6w CD4+/CD8+, ktéry na ogél nie prze-
kracza 1 [18]. Niekt6rzy autorzy wyrazali w zwiaz-
ku z tym poglad, ze okreslenie wskaznika CD4+/
/CD8+ moze by¢ przydatne w r6znicowaniu sarko-
idozy i innych ChSP, w tym AZPP [19]. W kilku
badaniach wykazano silna korelacje odsetka sub-
populacji limfocytéw T (CD4+ i CD8+) oraz in-
deksu CD4+/CD8+ w indukowanej plwocinie
i BALF u chorych na rézne ChSP [7, 11-13]. Uzy-
skane wyniki wskazuja, ze analiza podtyp6w lim-
focytow T w préobkach indukowanej plwociny
moze by¢ réwnie przydatna, jak analiza plynu uzy-
skanego podczas plukania oskrzelowo-plucnego
(BAL, bronchoalveolar lavage) jako metoda iden-
tyfikowania zapalenia, w ktérym dominujaca role
odgrywaja limfocyty CD4+ i r6znicowania sarko-
idozy i innych ChSP [8].

W prezentowanym badaniu poszukiwano war-
tosci predykcyjnej indeksu limfocytéw CD4+/
/CD8+ w indukowanej plwocinie, r6znicujace;j sar-
koidoze od innych choréb §r6dmiazszowych pluc,
jak ré6wniez analizowano mozliwo$¢ ustalenia roz-
poznania na podstawie wszystkich parametréw
indukowanej plwociny u chorych na ChSP.

Materiat i metody

Do badania zakwalifikowano 59 pacjentéw
(26 kobiet — K i 33 mezczyzn — M) kolejno przyjmo-
wanych do I Kliniki Choréb Pluc Instytutu Gruzli-
cy i Chor6b Pluc w Warszawie, u ktérych w trak-
cie badan diagnostycznych rozpoznano sarkoido-
ze, AZPP lub SWP.

Rozpoznanie sarkoidozy (n = 36; M — 18,
K — 18; $rednia wieku: 35,3 + 8,9 lat) ustalano na
podstawie zalecen przyjetych przez miedzynaro-
dowy panel ekspertéw [20]. Kryterium rozpozna-
nia sarkoidozy stanowilo badanie histopatologicz-
ne wycinka z zajetego narzadu wykazujace obec-
no$¢ nieserowaciejacych ziarniniakéw oraz zgod-
ny obraz kliniczno-radiologiczny u 25 oséb lub
typowy obraz kliniczny i radiologiczny w badaniu
konwencjonalnym i tomografii komputerowej wy-
sokiej rozdzielczosci (TKWR) oraz wykluczenie

innych choréb o podobnym obrazie kliniczno-ra-
diologicznym u 11 oséb. Zgodnie z przyjeta klasy-
fikacja radiologiczng stanowiacg podstawe do po-
dzialu sarkoidozy na stadia choroby [21] 14 pacjen-
téw zaliczono do I fazy, 20 do II fazy oraz 2 do
III fazy. W grupie chorych na sarkoidoze bylo 8 pa-
laczy tytoniu, 4 ekspalaczy oraz 24 niepalacych.
Alergiczne zapalenie pecherzykéw plucnych
rozpoznano u 16 oséb (M — 11, K — 5, érednia
wieku: 48,5 + 13,2 lat) na podstawie kryteriéw
opublikowanych przez American Thoracic Society
[22]. Na podstawie obrazu zmian stwierdzanych
w badaniu TKWR u 11 oséb rozpoznano podostra
postaé AZPP, natomiast u 5 posta¢ przewlekla [23].
W grupie chorych na AZPP bylo 12 niepalacych pa-
cjentéw, 3 ekspalaczy i 1 aktualny palacz tytoniu.
Rozpoznanie SWP u 7 pacjentéw (M — 4,
K — 3) o $redniej wieku 65,3 = 7,6 ustalano na pod-
stawie kliniczno-radiologicznych kryteriéw opubli-
kowane przez American Thoracic Society/European
Respiratory Society [24], wlaczajac charakterystycz-
ny dla SWP obraz zmian radiologicznych w bada-
niu TKWR, natomiast u jednej pacjentki rozpozna-
nie dodatkowo zostalo potwierdzone badaniem hi-
stopatologicznym wycinkéw pluca pobranych w cza-
sie biopsji otwartej. Wérdd 7 chorych na samoistne
widknienie pluc 2 osoby nigdy nie palily papieroséw,
4 zaprzestaly palenia, a 1 pacjentka nadal palita.
Zaden z pacjentéw nie byt leczony wziewny-
mi lub doustnymi kortykosteroidami, nie przyjmo-
wal lekéw immunosupresyjnych, jak tez nie otrzy-
mywal antybiotykéw w okresie 3 miesiecy przed
badaniem. Kazdy pacjent po zapoznaniu sie z pro-
tokotem badania wyrazit zgode na pi$émie na udziat
w badaniu. Badanie uzyskalo akceptacje Komisji
Etycznej przy Instytucie Gruzlicy i Choréb Pluc.

Indukowanie plwociny

Plwocine indukowano za pomoca nebulizato-
ra pneumatycznego PARI MASTER (PARI GmbH,
Niemcy) o wydajnosci 0,5 ml/min, gwarantujace-
go uzyskanie $redniej §rednicy czgstek aerozolu
3,6 um wedlug wczesniej opisanej metody [1, 10].
Wszyscy pacjenci otrzymywali nebulizacje 5-pro-
centowym roztworem NaCl, trwajgca 5 minut i po-
wtarzang 4-krotnie. Po kazdej inhalacji pacjent byt
proszony o przeplukanie jamy ustnej i gardla fizjo-
logicznym roztworem soli, a nastepnie wykrztusze-
nie plwociny do sterylnego plastikowego pojemni-
ka. Po kazdym 5-minutowym cyklu wykonywano
spirometrie oraz dokonywano pomiaru saturacji.
W przypadku obnizenia FEV, o co najmniej 20%
lub pojawienia sie objawéw nietolerancji (dusz-
no$é, napady kaszlu, §wiszczacy oddech, uczucie
ucisku w klatce piersiowej) przerywano badanie.
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Opracowanie plwociny

Material uzyskany w wyniku indukowania
plwociny opracowywano wedlug metody opisanej
przez Popov i wsp. [25]. Plwocine poddawano dal-
szemu badaniu niezwlocznie po zakonczeniu in-
dukcji, zawsze w ciagu 2 godzin od pobrania. Po
przeniesieniu plwociny na szalke Petriego wybie-
rano do dalszego badania geste i lepkie porcje
§luzu, ktére przenoszono do 15 ml stozkowatej
prob6éwki i wazono. Nastepnie przygotowywano
roztwor dithiothreitolu (DDT; Sputolysin® Reagent;
Calbiochem, Niemcy), uzyskany poprzez zmiesza-
nie 1 czesci gotowego preparatu z 9 czeSciami wody
destylowanej i dodawano do plwociny w objeto-
§ci 4-krotnie wiekszej (w ul) w stosunku do masy
wyselekcjonowanych porcji plwociny (w mg).
Prébke mieszano mechanicznie za pomoca pipety
poprzez kilkakrotng aspiracje, a nastepnie inkubo-
wano na kotysce laboratoryjnej w temperaturze
22°C przez 15 minut. Zawiesine filtrowano przez
40 um nylonowe sitko (Falcon, Becton Dickinson,
Stany Zjednoczone), a nastepnie liczono catko-
wita liczbe komérek w komorze Biirkera. Zywot-
nos¢ oceniano poprzez zmieszanie 380 ul btekitu
trypanu z 20 ul zawiesiny plwociny i wyrazano
w procentach. Po odwirowaniu przez 10 minut
z predkoscig 500 X g zbierano nadsgcz, a komorki
zawieszano w buforowanej soli fizjologicznej
(PBS, phosphate buffered saline), tak aby uzyskaé
stezenie 1 X 10° komorek/ml. Nastepnie wykony-
wano 4 cytopreparaty, dodajac do kazdego cyto-
spinu 60 ul, barwiono jeden z nich metoda May-
Griinwald-Giemsa i oceniano sktad procentowy
komorek poprzez liczenie 400 komoérek jednoja-
drowych w preparacie z pominieciem komérek
nabtonka ptaskiego. Przyjeto, ze preparat nadaje
sie do oceny, jesli odsetek komorek ptaskonabton-
kowych nie przekraczal 20%, a Zywotno$é byla
wieksza niz 70% [12].

Ocena fenotypu limfocytow T
w indukowanej plwocinie

Analize subpopulacji limfocytéw T przepro-
wadzano metoda cytometrii przeplywowej w apa-
racie FACSCalibur (Becton Dickinson, Stany Zjed-
noczone) przy uzyciu przeciwcial monoklonalnych
TriTEST CD4/CD8/CD3 (Becton Dickinson, San
Jose, Kalifornia, Stany Zjednoczone) wedtug prze-
pisu producenta. Zastosowany panel przeciwciat
monoklonalnych pozwalal na ocene subpopulacji
nastepujacych limfocytéw: CD3 — limfocyty T,
CD4 — limfocyty T pomocnicze oraz CD8 — lim-
focyty T cytotoksyczne. Przeciwciata anty-CD4
byly sprzezone z izotiocyjanianem fluoresceiny
(FITC), anty-CD8 z fikoerytryna (PE), natomiast

anty-CD3 z PerCP (piridinin chlorophyll protein).
Prébke kontrolng stanowila zawiesina badanych
komérek z mieszaning IgG1 (FITC) + IgG1 (PE)
mysich immunoglobulin odpowiednio wyznako-
wanych. Analize uzyskanych parametréw morfo-
logicznych fluorescencji badanych komérek prze-
prowadzono przy uzyciu programu komputerowe-
go CellQuest 3.3. Bramkowanie limfocytéw wyko-
nano na podstawie obrazu mierzacego ziarnistos$c
i wielko$é komorek (FSC, SSC). Czterysta limfo-
cytéw, wykrytych na podstawie obecnos$ci antyge-
nu CD3, uznano za minimalng wystarczajaca do
analizy liczbe komoérek [11]. Wszystkie badania
cytofluorometryczne zostaly wykonane do 4 go-
dzin od chwili pobrania materiatu.

Analiza statystyczna

Poszukujac wartosci predykcyjnej indeksu
CD4+/CD8+, dane pochodzace z badania uporzad-
kowano w kolejno$ci rosnacej i analizowano
wszystkie mozliwe wartoéci podziatu dla indeksu
CD4+/CD8+ w IP, okreslajac dla kazdej z nich
czulosé i specyficznosé oraz czestosé poprawnych
rozpoznan.

Analizujac mozliwo$é¢ ustalenia rozpoznania
na podstawie parametr6w indukowanej plwociny,
zastosowano metody rozpoznawania obiektéw
wykorzystujace regute ,k-najblizszych sgsiadéw”
(k-NS [k-NN, k-nearest neighbours]) [26]. Pozwala
ona na zakwalifikowanie obiektu (przypadku, pa-
cjenta) do jednej z klas (jednostka chorobowa) re-
prezentowanych w zbiorze obiektéw juz poklasy-
fikowanych, zwanych zbiorem odniesienia (lub
uczacym). Nowy klasyfikowany obiekt poréwny-
wany jest z obiektami kazdej z klas w zbiorze od-
niesienia. Scislej méwiac, wybieramy w zbiorze
odniesienia pewna liczbe (k) obiektéw najbardzie;j
podobnych do niego. Wartos¢ k ustalana jest eks-
perymentalnie tak, aby prawdopodobienistwo myl-
nego zaklasyfikowania bylo jak najmniejsze. No-
wemu obiektowi zostaje przypisana klasa, ktéra
jest najliczniej reprezentowana wéréd tych wybra-
nych k obiektéw. Dzialtanie tej reguly dla k = 3
i sztucznego matego dwuwymiarowego zbioru od-
niesienia zilustrowano na rycinie 1 (nowy obiekt
oznaczony na rycinie jako gwiazdka zostanie zali-
czony do klasy kétek). Podobienstwo obiektéw
w tej regule mierzymy odlegloscia — bliskie obiekty
to obiekty podobne, stad nazwa reguty.

Wyniki

Ocena plwociny byta mozliwa u 33 (56%) spo-
érod 59 pacjentéw zakwalifikowanych do badania.
W grupie chorych na SWP analiza plwociny byla mozli-
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Rycina 1. llustracja reguty k-NS dla k = 3 (opis w tekscie)
Figure 1. k-NN rule for k = 3 (description in the text)

wa u wszystkich badanych oséb, natomiast w grupie
chorych na sarkoidoze odpowiednia do badania préb-
ke plwociny wykrztusito 15 na 36 pacjentéw (42%),
aw grupie chorych na AZPP 11 na 16 pacjentéw (69%).
Analiza indukowanej plwociny nie byla mozliwa
u 26 pacjentéw z nastepujacych powodow: 16 pacjen-
tow nie wykrztusilo plwociny do badania, w 1 przy-
padku obecne byly jedynie niediagnostyczne szczat-
ki komérek w preparatach, u 7 pacjentéw stwierdzo-
no powyzej 20% komérek nabtonka plaskiego w pre-
paracie, w 1 przypadku po zabarwieniu preparatu
cytospinowego nie stwierdzono komérek w prepa-
racie oraz w 1 przypadku niemozliwa byta analiza
subpopulacji limfocytéw T w cytometrze przeply-
wowym z powodu zbyt matej liczby limfocytéw.

Sktad odsetkowy komérek i subpopulacje lim-
focytow T oraz indeks CD4+4/CD8+ w indukowa-
nej plwocinie u chorych na sarkoidoze, AZPP
i SWP przedstawiono w tabeli 1.

Wartoéci indeksu CD4+/CD8+ pochodzace
z badania indukowanej plwociny uporzadkowano

od najmniejszej do najwiekszej. Nastepnie anali-
zowano wszystkie mozliwe wartosci podzialu dla
indeksu CD4+/CD8+ w indukowanej plwocinie
(dla 33 przypadkéw jest ich 32), okreélajac dla kaz-
dej z nich czutosé i specyficznosé oraz czestosé
poprawnych rozpoznan (ryc. 2). Ostatecznie wy-
brano wartos$¢ 2,61, ktéra oferowata najmniejsza
czestos¢ pomylek. Dla wartosci indeksu CD4+/
/CD8+ powyzej 2,61, 75% przypadkéw zaklasyfi-
kowano jako sarkoidoze, a 25% jako inne choroby
z czultoscia 100% i specyficznoscia 72,2%. Korzy-
stajac z progu wartoséci indeksu CD4+/CD8+ wy-
noszacego 2,61 i diagnozujac tych pacjentéow, kté-
rzy przekroczyli ten prég jako chorych na sarko-
idoze, a tych ktérzy nie przekroczyli, jako chorych
na AZPP lub SWP, prawidlowe rozpoznanie zosta-
foby postawione w 84,4% przypadkéw. W tabeli 2
przedstawiono czuto$c¢ i specyficzno$c¢ oraz oszaco-
wane prawdopodobiefistwo poprawnego rozpozna-
nia dla r6znych warto$ci indeksu CD4+/CD8+
w indukowanej plwocinie w diagnostyce sarkoidozy.

Analizujac mozliwosé ustalenia rozpoznania
na podstawie parametréw indukowanej plwociny
zastosowano metody rozpoznawania obiektéw
wykorzystujace regute k-NS. Badany zbiér zasto-
sowany do skonstruowania klasyfikatora (reguly
decyzyjnej) zawierat 33 chorych oraz 10 cech, be-
dacych parametrami indukowanej plwociny (1 —
zywotno$¢ komérek w plwocinie, 2 — catkowita
liczba komérek, 3 — odsetek makrofagéw, 4 — od-
setek limfocytéw, 5 — odsetek neutrofilow, 6 —
odsetek eozynofiléw, 7 odsetek limfocytow
CD3+, 8 — odsetek limfocytéw CD4+, 9 — odsetek
limfocytéw CD8+, 10 — indeks limfocytéw CD4+/
/CD8+). Zbiér odniesienia zawieral 15 przypadkéw
z pierwszej klasy (chorzy na sarkoidoze), 11 przypad-
kéw z drugiej klasy (chorzy na AZPP) oraz 7 przypad-
kéw z trzeciej klasy (chorzy na SWP). Rozpatrujac
mozliwo$¢ ustalenia rozpoznania w oparciu o wymie-

Tabela 1. Sktad procentowy komérek i subpopulacje limfocytow T oraz indeks CD4+/CD8+ w indukowanej plwocinie w po-
szczegdlnych grupach chorych (sarkoidoza, alergiczne zapalenie pgcherzykéw ptucnych — AZPP i samoistne

widknienie ptuc — SWP)

Table 1. Differential cell counts, T-lymphocyte subsets and CD4+/CD8+ ratio in induced sputum (IS) in the study subgro-
ups (sarcoidosis, hypersensitivity pneumonitis — HP, idiopathic pulmonary fibrosis — IPF)

Grupa/Group CLK x 10°  Makrofagi  Neutrofile Limfocyty Eozynofile Cch4 CD8 CD4/CD8
Macrophages Neutrpphils Lymphocytes Eosynophils

Sarkoidoza 74+102 458=*+248 362+282 157 =*134 22+24 768 =140 141+58 62=*26

Sarcoidosis

AZPP/HP 84+177 385+208 388+331 207=+154 20+29 46,8 + 253 327+176 49=+8.2

SWP/IPF 4,2 +53 51,727 30,4 + 34 158 = 11,5 21+3]7 537+212 333141 22+18

Dane wyrazone s3 jako $rednie + odchylenie standardowe/Values are mean + standard deviation (SD)
CLK (total cell count) — catkowita liczba komérek; AZPP (HP, hypersensitivity pneumonitis) — alergiczne zapalenie pecherzykéw ptucnych; SWP (IPF, idiopathic pulmonary

fibrosis) — samoistne wiéknienie ptuc
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Rycina 2. Zalezno$¢ specyficznosci od czutosci dla indeksu CD4+/CD8+ w indukowanej plwocinie; punkt oznaczony kolorem szarym
odpowiada maksymalnej czestosci poprawnych decyzji (czuto$¢ — 100%, specyficzno$¢ — 72,2%)

Figure 2. Dependence between specifity and sensitivity for CD4+/CD8+ ratio in induced sputum; grey point on the plot correspond with
cutpoint of maximum probability of correct decisions (sensitivity — 100%, specifity — 72,2%)

Tabela 2. Czutosé i specyficzno$¢ indeksu CD4+/CD8+ w indukowanej plwocinie w diagnostyce sarkoidozy

Table 2. Sensitivity and specificity of different values of the CD4+/CD8+ ratio in induced sputum in the diagnosis of sarco-

idosis

Indeks CD4+/CD8 + Czutos$é (%) Specyficznosé (%) Czestosé poprawnych rozpoznan (%)
CD4+/CD8 + ratio Sensitivity (%) Specyfity (%) Probability of correct diagnosis (%)

1,08 100 44,4 69,7

2,61 100 72,2 84,4

3,55 86,7 71,8 81,8

5,26 66,7 88,9 78,8

7,29 333 88,9 63,6

10,23 6,7 88,9 51,5

nione 10 cech indukowanej plwociny, stwierdzono
stosunkowo dobrg wykrywalno$¢ sarkoidozy (ryc. 3).
Nalezy jednak stwierdzié, ze znaczacy odsetek cho-
rych na alergiczne zapalenie pecherzykéw ptucnych
i samoistne wiéknienie ptuc réwniez zostatby zakla-
syfikowany mylnie do grupy chorych na sarkoido-
ze. Klasyfikator skonstruowany na podstawie dostep-
nych danych klasyfikowalby bowiem wszystkich pa-
cjentéow chorych na sarkoidoze poprawnie, ale
45,45% pacjentéow chorych na AZPP byloby mylnie
zaliczonych do klasy 1, czyli do chorych na sarko-
idoze. Natomiast zaden z pacjentéw chorych na SWP
nie bylby zaklasyfikowany poprawnie, bo 57,14%
z nich byloby zaliczonych do klasy 1 (chorych na sar-
koidoze), a 42,86% do klasy 2, czyli do chorych na
AZPP. Na podstawie reguty k-NS dziatajacej na pod-
stawie 10 cech, prawidlowe rozpoznanie zostatoby
ustalone w 58% przypadkéw (w 42% zostataby pod-
jeta mylna decyzja o rozpoznaniu).

W przypadku uwzglednienia w rozwazaniach
tylko 2 klas, to znaczy gdy zbiér odniesienia za-
wiera 15 przypadkow z pierwszej klasy (chorzy na
sarkoidoze) oraz 18 przypadkéw z drugiej klasy
(chorzy na AZPP lub SWP), klasyfikator skonstru-
owany na podstawie wszystkich 10 cech klasyfi-
kowatby prawidtowo 11 na 15 chorych na sarko-
idoze — 27% chorych na sarkoidoze byloby myl-
nie zaliczonych do klasy drugiej. Natomiast 17%
pacjentéw chorych na AZPP lub SWP byloby myl-
nie zaklasyfikowanych do grupy chorych na sar-
koidoze (ryc. 4). Oszacowany btad klasyfikacji
wyniéstby e = 21%, to znaczy prawidlowe rozpo-
znanie zostaloby ustalone w 79% przypadkéw.

Omodwienie

Okreslajac znaczenie indeksu CD4+/CD8+
w indukowanej plwocinie w r6znicowaniu sarkoido-
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Rycina 3. Klasyfikacja chorych na choroby $rédmiazszowe pluc na
podstawie wszystkich parametréw indukowanej plwociny (3 klasy,
reguta k-NS): odsetek przypadkdw z klasy F (klasa faktyczna) przy-
porzadkowanych do klasy P (klasa przypisana)

Figure 3. Classification of the patients with interstitial lung dise-
ases on the basis of all the parameters of induced sputum (IS)
(3 classes, k-NN rule): percentage of cases from the class T (true
class) qualified to the class A (asigned class)

zy od innych choréb sr6dmigzszowych ptuc
w przeprowadzonym przez autoréw niniejszej pra-
cy badaniu, poszukiwano najlepszej wartosci pro-
gowej i ostatecznie wybrano wartos¢ tego wskaz-
nika powyzej 2,6, bowiem oferowala ona naj-
mniejszg czesto$é pomylek diagnostycznych. Ko-
rzystajac z progu wartosci indeksu CD4+/CD8+
wynoszacego 2,6 i diagnozujac tych pacjentow,
ktérzy przekroczyli ten prég jako chorych na sar-
koidoze, a tych ktérzy nie przekroczyli jako cho-
rych na AZPP lub SWP, prawidlowe rozpoznanie
zostaloby ustalone w 84,4% przypadkéw z czuto-
§cig 100% i specyficznoscig 72%. Fireman i wsp.
[8], poréwnujac sklad komérkowy indukowanej
plwociny i BALF od chorych na rézne choroby
srodmiazszowe pluc, stwierdzili, ze wskaznik
CD4+/CD8+ powyzej 2,5 w indukowanej plwo-
cinie charakteryzowat sie wysoka wartoscig pre-
dykcji wynikéw dodatnich (81,2%), 100-procen-
towa czuloécia oraz 81-procentowa specyficzno-
$cig w réznicowaniu sarkoidozy od innych nie-
ziarniniakowych choréb sr6dmiazszowych pluc.
Po raz pierwszy wykazano wéwczas, ze induko-
wana plwocina jest skuteczna, nieinwazyjna me-
toda, ktéra moze stuzy¢ do rozpoznania zapale-
nia zaleznego od nagromadzenia limfocytéw
CD4+, co odréznia sarkoidoze od innych nieziar-
niniakowych §r6dmiazszowych choréb ptuc.
Wyniki przeprowadzonych dotychczas badan,
oceniajacych role indukowanej plwociny w r6zni-
cowaniu choréb ér6dmiazszowych pluc, wnosza
wklad w toczaca sie od lat dyskusje na temat zna-

Rycina 4. Klasyfikacja chorych na sarkoidoze i pozostale choroby
$rédmiazszowe ptuc na podstawie wszystkich parametréw induko-
wanej plwociny (2 klasy, regufa k-NS): odsetek przypadkéw z F (kla-
sa faktyczna) przyporzagdkowanych do klasy P (klasa przypisana)

Figure 4. Classification of the patients with sarcoidosis and rema-
ining interstitial lung diseases on the basis of all the parameters of
induced sputum (IS) (2 classes, k-NN rule): percentage of cases
from the class T (true class) qualified to the class A (asigned class)

czenia indeksu limfocyté6w CD4+/CD8+ w diagno-
styce sarkoidozy. Wyniki pracy autoréw niniejsze-
go artykulu, podobnie jak publikacja Fireman
i wsp. [8], potwierdzaja przydatnosé badania indu-
kowanej plwociny w réznicowaniu sarkoidozy
iinnych chor6b sr6dmigzszowych pltuc, wspierajac
rezultaty badan miedzy innymi Costabela i wsp.
[27] i Winterbauera i wsp. [19], méwiace o ponad
90-procentowej swoistosci i 50-60-procentowej
czulosci wysokiego wspoétczynnika CD4+/CD8+.
Natomiast pozostaja w sprzecznosci z tymi, ktorzy
twierdza, ze wérdd chorych na sarkoidoze wyste-
puje duza zmienno$¢ wskaznika CD4+/CD8+ [28].
Na podstawie ostatnio opublikowanych doswiad-
czen Fireman i wsp. [29] rozpatruja mozliwosé wy-
korzystania indeksu limfocyt6w CD4+/CD8+ w in-
dukowanej plwocinie w polgczeniu z parametra-
mi badan czynnos$ciowych uktadu oddechowego
w celu zr6znicowania sarkoidozy od innych cho-
réb §r6dmigzszowych ptuc. Autorzy analizuja ba-
danie, do ktérego wlaczono 120 pacjentéw (67 cho-
rych na sarkoidoze i 53 na inne choroby sr6dmigz-
szowe pluc), u ktérych wykonano bronchoskopie
z ptukaniem oskrzelowo-pecherzykowym i biopsja
przezoskrzelows, indukcje plwociny oraz TKWR.
W celu okreélenia prawdopodobiefistwa rozpozna-
nia sarkoidozy zastosowano dwa modele wielo-
czynnikowej regresji logistycznej: model I zawie-
ral dane demograficzne i parametry indukowanej
plwociny, model II obejmowat dane demograficz-
ne i kombinacje parametré6w indukowanej plwo-
ciny i wynikéw badan czynnoéciowych uktadu od-
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dechowego. Dla parametréw indukowanej plwoci-
ny pole pod krzywa wyniosto 0,899, natomiast dla
kombinacji parametréw indukowanej plwociny
ibadan czynnos$ciowych — 0,914, dowodzac, ze taki
nieinwazyjny sposéb postepowania moze cecho-
wac sie wysoka specyficznoscig i czutoécia w dia-
gnostyce réznicowej sarkoidozy.

Indukowana plwocina jako nieinwazyjna me-
toda oceny subpopulacji limfocytéw T mogtaby
by¢ waznym narzedziem diagnostycznym wsréd
chorych, u ktérych rozpoznano zapalenie btony
naczyniowej oka i nie stwierdzono cech ewident-
nego zajecia ukladu oddechowego. Neudorfer
iwsp. [30], badajac 17 pacjentéw, u ktérych wykryto
zapalenie blony naczyniowej oka o nieustalonej
etiologii wykazali, ze u 7 z nich oprécz podwyz-
szonej aktywnos$ci enzymu konwertujgcego angio-
tensyne (ACE, angiotensin-converting enzyme)
w surowicy stwierdzono wysoka warto$é wskaznika
CD4+/CD8+ w indukowanej plwocinie, co mogto-
by sugerowac rozpoznanie sarkoidozy. Wymiana
limfocytéw zachodzaca miedzy przestrzenia
oskrzelowo-pecherzykowsq a blaszka wtasciwg blo-
ny $§luzowej oskrzeli wskazuje na mozliwos¢ gro-
madzenia sie limfocytéw CD4+ w wydzielinie
oskrzelowej, a zatem uzyskania ich poprzez induk-
cje plwociny [31]. W sarkoidozie i AZPP limfocy-
ty wykazuja zwiekszong ruchliwo$é¢, co mogtoby
oczywiscie utatwi¢ ich akumulacje w nabtonku
dr6g oddechowych, prowadzac do tworzenia sie
ziarniniakéw [32].

Analizujgc mozliwosé¢ ustalenia rozpoznania
na podstawie 10 cech indukowanej plwociny
stwierdzono stosunkowo dobra wykrywalno$¢ sar-
koidozy, bowiem wszyscy pacjenci zostali zakla-
syfikowani prawidlowo. Jednak nalezy stwierdzi¢,
ze tylko 36% chorych na AZPP zostaloby zaklasy-
fikowanych prawidlowo, bowiem 45% chorych na
AZPP byloby mylnie zaliczonych do klasy 1, to jest
do chorych na sarkoidoze, a 18% do klasy 3, czyli
do chorych na SWP. Natomiast zaden z pacjentéw
chorych na SWP nie bylby zaklasyfikowany po-
prawnie, czego mozna bylo oczekiwaé, skoro wia-
domo, ze sklad komoérek w BALF rowniez nie ma
cech specyficznych dla tej choroby.

Wynik badania BAL nie ma jednoznacznej
warto$ci diagnostycznej w odniesieniu do SWP,
natomiast stuzy do wykluczenia zakazen i nowo-
tworéw, a takze tych postaci choréb srédmiazszo-
wych, dla ktérych BAL ma moc diagnostyczng (np.
proteinozy pecherzykéw ptucnych, ziarniniakowa-
tosci z komérek Langerhansa) [24]. Podobnie
w przypadku indukowanej plwociny nie oczekuje sie,
ze ta metoda oceny sktadnikéw komérkowych i po-
zakomérkowych, pochodzacych przede wszystkim

z duzych oskrzeli, stanowilaby podstawe do roz-
poznania SWP. Natomiast w odniesieniu do sar-
koidozy i AZPP obecnoéé charakterystycznego
wzoru odsetkowego komoérek i zaburzenia sktadu
subpopulacji limfocytéw T w plynie z BAL moga
przemawiac za okre§lonym rozpoznaniem klinicz-
nym w przypadku braku biopsji ptuca [16, 18].

Analizujac trzy grupy chorych na podstawie
reguly k-NS, dzialajgcej na podstawie 10 cech in-
dukowanej plwociny, w 42% zostalaby podjeta
mylna decyzja o rozpoznaniu. Mniejszy btad kla-
syfikacji zostalby popelniony w przypadku
uwzglednienia w rozwazaniach, podobnie jak
w badaniu Fireman i wsp. [8], podzialu na dwie
grupy (tj. sarkoidoza v. pozostate choroby éréd-
miazszowe). Wéwczas klasyfikator skonstruowa-
ny na podstawie wszystkich 10 cech stwarza
mozliwo$¢ podjecia btednej decyzji tylko w 21%
przypadkéw.

Jak dotychczas jest to pierwsze badanie,
w ktérym podjeto prébe diagnostyki réznicowej
trzech najczestszych wsréd choréb sr6dmiazszo-
wych jednostek na podstawie parametréw indu-
kowanej plwociny przy wykorzystaniu statystycz-
nej metody rozpoznawania obiektéw opartej na re-
gule k-NS. Drent i wsp. [33] na podstawie innej
statystycznej metody — wieloczynnikowej regre-
sji logistycznej — stworzyli komputerowy pro-
gram, dzieki ktéremu na podstawie wynikéw ba-
dania BALF (odzysk, catkowita liczba komorek,
odsetek makrofagéw, limfocytéw, neutrofiléw
i eozynofiléw) byli w stanie prawidtowo zaklasy-
fikowaé 91% chorych na sarkoidoze, AZPP lub
SWP ze zbioru odniesienia oraz 94,5% z niezalez-
nego zbioru testujgcego, ktory stanowili pacjenci
z innego szpitala. Niewatpliwie byly to lepsze
wyniki od uzyskanych w niniejszej pracy, ponie-
waz nawet wyodrebnienie tylko dwéch grup pa-
cjentéw (chorych na sarkoidoze i inne choroby
s§r6dmiazszowe pluc) pozwolito na podstawie
wszystkich cech indukowanej plwociny prawidto-
wo zaklasyfikowa¢ 79% przypadkéw. We wspo-
mnianym badaniu grupa pacjentéw stanowigca
zbiér uczacy (odniesienia) skladata sie ze znacz-
nie wiekszej liczby chorych (277 chorych) niz
w niniejszym badaniu (33 chorych), co mogto wpty-
naé¢ na jakos¢ uzyskanych wynikéw. W diagno-
styce choréb srédmiazszowych pluc na podstawie
parametrow indukowanej plwociny w badaniu
autoréw niniejszego artykutu lub BALF w pracy
Drent i wsp. [33] zastosowano inne metody ana-
lizy statystycznej wynikéw. Ponadto obie meto-
dy oceny skladnikéw komérkowych w uktadzie
oddechowym badaja materiat pochodzacy z nie-
co odmiennych obszaréw ptuc, stad by¢ moze
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ocena indukowanej plwociny wypadla mniej ko-
rzystnie niz analiza BALF w diagnostyce wyzej
wymienionych choréb sré6dmiazszowych pluc.
Niewatpliwie w odniesieniu do analizowanej
przez autoréw niniejszej pracy grupy chorych ko-
nieczne byloby przeprowadzenie badania w wiek-
szej grupie pacjentéw i weryfikacja wynikéw na
niezaleznym zbiorze testujgcym.

Zarowno w badaniu Drent i wsp. [33], jak
iautoréw niniejszej pracy, mozliwos¢ ré6znicowa-
nia poszczego6lnych jednostek chorobowych oce-
niano na zbiorze sktadajgcym sie jedynie z trzech
schorzen: sarkoidozy, AZPP i SWP i stad program
komputerowy stworzony na podstawie uzyska-
nych wynikéw ma pewne ograniczenia i powi-
nien by¢ stosowany z ostroznoscia. W jaki spo-
s6b na dokladno$¢ diagnostyczna wplynetoby
wlaczenie do analizy innych choréb sr6dmiaz-
szowych pluc (np.: organizujacego sie zapalenia
phuc, eozynofilowych zapalen ptuc, ostrego sréd-
migzszowego zapalenia pluc, zmian §r6dmiagz-
szowych pluc w przebiegu choréb uktadowych
tkanki tacznej) obecnie nie wiadomo i powinno
to zosta¢ zbadane.

Whioski

Wyniki prezentowanego badania wskazuja, ze
w réznicowaniu sarkoidozy od AZPP i SWP anali-
za jedynie indeksu CD4+/CD8+ wiaze sie z wy-
zszym prawdopodobienstwem ustalenia prawidlo-
wego rozpoznania niz zastosowanie metody klasy-
fikacji obiektéw opartej na regule k-NS wykorzy-
stujacej wszystkie parametry indukowanej plwo-
ciny. Niewatpliwie w celu potwierdzenia tych
wynikéw wskazane wydaje sie prowadzenie dal-
szych badan oceniajacych znaczenie metody indu-
kowanej plwociny w diagnostyce sarkoidozy i in-
nych choréb srédmiazszowych pltuc w wiekszych
niz w obecnym badaniu grupach chorych.

Badanie sfinansowano z tematu naukowego nr 7
w ramach zadan badawczych Instytutu Gruzlicy
i Choréb Pluc.
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