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Wykaz skrotow

AFB — acid fast bacilli — bakterie kwasooporne

AIDS - acquired immune deficiency syndrome - zespo6t nabytego niedoboru
odpornosci

A-15 - wg nomenklatury ICD-10: gruzlica uktadu oddechowego, bakteriologicznie
i histologicznie potwierdzona

A-16 — wg nomenklatury ICD-10: gruzlica uktadu oddechowego, bakteriologicznie
I histologicznie ujemna

BCG - Bacillus Calmette-Guérin

CFP-10 — culture filtrate protein — antygen biatkowy, produkt regionu RD1

Cl — confidence interval — przedziat ufnosci

DNA — deoxiribonucleic acid - kwas dezoksyrybonukleinowy

ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay - test immunoenzymatyczny
(immunoenzymosorbcyjny)

ESAT-6 — early secretory antigenic target — antygen biatkowy, produkt regionu RD1

FN — false negative — wyniki fatszywie ujemne

FP — false positive — wyniki fatszywie dodatnie

H + E — hematoksylina + eozyna — technika barwienia histochemicznego

HIV — human immunodeficiency virus - ludzki wirus niedoboru odpornosci

ICD-10 - International Statistical Classification of Diseases and Related Health
Problems - Miedzynarodowa Klasyfikacja Chorob i Probleméw Zdrowotnych

IGRA — interferon-gamma release assay — test uwalniania interferonu-gamma

IP — inducible protein (rodzaj chemokiny)

I.U. — international units — jednostki miedzynarodowe

kDA — kilodalton — nazwa jednostki masy atomowej



LAM — lipoarabinomannan

L-J — podioze Loewenstein-Jensen

MDR — multidrug resistance — opornosc¢ wielolekowa

MGIT — mycobacteria growth indicator tube — probéwka ze wskaznikiem wzrostu
mykobakterii

n/o — nieokreslony (dot. kategorii wyniku testu QFT)

PCR — polymerase chain reaction — polimerazowa reakcja tancuchowa

QFT — QuantiFERON®-TB Gold In Tube

RD - region of difference — region r6znicowania

RLU - relative luminescence unit — wzgledna jednostka luminescencji

RNA — ribonucleic acid — kwas rybonukleinowy

ROC - receiver operating characteristic — charakterystyka operacyjna odbiornika

rRNA — ribosomal ribonucleic acid — rybosomalny kwas rybonukleinowy

SD - standard deviation — odchylenie standardowe

SDA - stand displacement amplification — nazwa wiasna systemu amplifikacji DNA
firmy Beckton Dickinson

TMA - transcription mediated amplification — nazwa wilasna systemu amplifikacji
rRNA firmy Gen-Probe

TN — true negative — wyniki prawdziwie ujemne

TP — true positive — wyniki prawdziwie dodatnie

WHO — World Health Organization - Swiatowa Organizacja Zdrowia

XDR — extensive drug resistance — poszerzona lekoopornosé



1. Wstep

1.1. Gruzlica — wazny problem epidemiologiczny i spoteczny

Gruzlica to choroba zakazna towarzyszgca cziowiekowi od zarania dziejow.
Czynnikiem etiologicznym gruzlicy sg kwasooporne pratki nalezgce do kompleksu
Mycobacterium tuberculosis. W skiad kompleksu, o przynaleznosci do ktorego
decydujg z jednej strony obraz kliniczny wywotywanego schorzenia, a z drugie]
budowa genomu, wchodzg nastepujgce gatunki pragtkow: Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium
microti. Do kompleksu nalezy rdéwniez atenuowany szczep szczepionkowy
Mycobacterium bovis BCG. Nie wywotuje on jednak u os6b immunokompetentnych
objawow gruzlicy (1).

Uwaza sie, ze pratki, bedgce przyczyng gruzlicy, spowodowaty w historii
ludzkosci $mier¢ wiekszej liczby o0s6b, niz jakikolwiek inny drobnoustrdj.
Do niedawna za najstarsze przypadki gruzlicy uwazano te, ktére identyfikowano
na podstawie  stwierdzenia zmian anatomopatologicznych  obserwowanych
w materiatach archeologicznych: wykopaliskach i mumiach. Zmiany gruzlicze w tych
przypadkach dotyczylty uktadu kostnego. Liczba tego rodzaju doniesien ciggle rosnie,
dowodzac powszechnosci zmian o charakterze gruzlicy u ludzi i hominidéw
w réznych epokach i roznych miejscach kuli ziemskiej. Za najstarsze w ten sposéb
zidentyfikowane znalezisko uwaza sie szczatki Homo erectus odnalezione w Turcji,
a pochodzgce ze Srodkowego plejstocenu. Zmiany zaobserwowane w kosciach
czaszki tego hominida zdiagnozowano jako Leptomeningitis tuberculosa (2).

Nowych narzedzi dla obserwaciji historii tych drobnoustrojow wsréd gatunku
ludzkiego dostarczyta biologia molekularna. Nalezy podkresli¢, iz to wiasnie badania

nad historig naturalng gruzlicy w gtdwnej mierze przyczynity sie do powstania nowej
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gatezi nauki jakg jest paleomikrobiologia (3). Kwasy nukleinowe, ktore
sg przedmiotem identyfikacji przy uzyciu metod genetycznych, sg strukturami
niezwykle labilnymi. W przypadku pratkbw mamy jednak do czynienia
ze sprzyjajgcymi okolicznosciami: pratki posiadajg wyjgtkowo odporng na dziatanie
czynnikébw $rodowiskowych, bogatg w lipidy $ciane komérkowg, ktora chroni
zawartos¢ komorki, a wysoka zawarto$¢ guaniny i cytozyny w ich kwasie
dezoksyrybonukleinowym wptywa korzystnie na jego stabilnos¢. Poszukiwanie
i zidentyfikowanie w materiatach kopalnych sekwencji DNA charakterystycznych
dla pratkéw gruzlicy pozwolito w sposob jednoznaczny stwierdzi¢ obecnos¢ samych
drobnoustrojow, a takze przesledzi¢ ich filogeneze. Do niedawna za najstarsze
w ten sposdb datowane znaleziska uwazano egipskie mumie, w ktérych obecnosé
zmian w kosccu korelowata z obecnoscig w nich sekwencji DNA charakterystycznych
dla M. tuberculosis (4). Ostatnio ukazaty sie doniesienia o odkryciu w warstwie itow
pod powierzchnig morza u wybrzezy Izraela jeszcze starszego znaleziska — liczgcych
9.000 lat szkieletow kobiety i dziecka, w ktorych zidentyfikowano DNA pratkow (5).

W czasach historycznych, w zrédtach pisanych gruzlica — jako phtisis
(gr. phthisis — rozpad) — pojawia sie bodaj po raz pierwszy u Hipokratesa, ktory pisze
w swych Aforyzmach (ok. 400 lat przed Chr.) w rozdziale V, ze ,phthisis” wystepuje
najczesciej pomiedzy 18 a 35 rokiem zycia. Arystoteles podejrzewa zakazny
charakter choroby. Gallen (Il w. po Chr.) podaje opis gruzlicy piszac, ze jest
to ,owrzodzenie ptuc, klatki piersiowej lub gardta, ktéremu towarzyszy kaszel oraz
wyniszczenie organizmu z powodu ropienia”. Opisuje tez gruzlice jako chorobe
niedozywienia (6).

Milowym kamieniem na drodze poznania natury choroby oraz czynnika

ja wywotujgcego byty prace niemieckiego lekarza Roberta Kocha (1843-1910), ktory



pracujgc m.in. na stanowisku lekarza powiatowego w Wolsztynie dokonat w roku

1882 odkrycia pratkow gruzlicy.
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Rys. 1. Robert Koch oraz przyznany mu dyplom Nagrody Nobla (7)

W roku 1905 zostat uhonorowany Nagrodg Nobla. Potwierdzit ostatecznie
zakazny charakter choroby, ktéry przed wiekami sugerowat juz Arystoteles. Jego
odkrycie umozliwito wykrywanie osob wydalajgcych pratki, a wiec wykrywanie osob
zakazajgcych. Koch zdawat sobie jednak sprawe, ze to tylko poczgtek poczynan
na drodze walki z chorobg. Wskazywat tez na sposoby walki z nig: niezbedng pomoc
panstwa, koniecznos¢ rejestracji chorych oraz stworzenie warunkéw do ich izolaciji
od os6b zdrowych (8).

Dzi$ gruzlica jest ciggle istotnym problemem epidemiologicznym, medycznym
i spotecznym wspotczesnego $wiata. Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia
w 2009 roku na catym swiecie na gruzlice chorowato 14 min os6b, w tym 9,4 min byty
to przypadki poraz pierwszy w tym roku zarejestrowane. Zmarto na te chorobe

1,3 min os6b HIV-ujemnych i380tys. HIV-dodatnich. Zapadalno$¢ na gruzlice



wynosita w roku 2009 137/100.000 w skali swiata. Dla sytuacji epidemiologicznej
w skali globu znaczenie majg rowniez nastepujgce dane:

1. liczba chorych, u ktorych stwierdzono pratki w preparacie bezposrednim
wsréd  chorych  noworejestrowanych  (57%  noworejestrowanych
przypadkow w roku 2009);

2. liczba pacjentdw noworejestrowanych ze wspotistniejgcym zakazeniem
wirusem HIV (12% noworejestrowanych przypadkéw w roku 2009);

3. liczba pacjentow, u ktorych stwierdzono gruzlice wywotang wieloleko-
opornym szczepem M. tuberculosis (440 tys. — dane za rok 2008) (9).

Wysoki odsetek chorych pratkujgcych przesgdza o fakcie istnienia ciggle
niemozliwego do przerwania tancucha epidemicznego. Przyjmuje sie bowiem,
ze jedna osoba pratkujgca kaszlgc zakaza 10 os6b w ciggu roku (10).

Pacjenci ze wspotistniejgcym zakazeniem wirusem HIV stanowig szczegdlne
wyzwanie dla wspoétczesnej medycyny. Wszyscy oni powinni byé bowiem poddani
terapii antyretrowirusowej. Gruzlica jest ciggle gtdwng przyczyng $mierci wsrod
zakazonych HIV oraz chorych na AIDS. Zgodnie z zalozeniami programoéw
profilaktycznych WHO, skoordynowane dziatania powinny doprowadzi¢ z jednej
strony do zmniejszenia problemu HIV w populacji chorych na gruzlice, z drugie]
zmniejszenia problemu gruzlicy w populacji zakazonych wirusem HIV.

Wielolekooporne szczepy M. tuberculosis (MDR) stanowig powazny problem
terapeutyczny. Wystepowanie takiego mechanizmu opornosci ogranicza bowiem
i tak krotkg liste lekow przeciwprgtkowych. W skrajnych przypadkach dochodzi
do wyselekcjonowania szczepow o0 poszerzonej lekoopornosci XDR, wobec ktorych
czesto nie istnieje zadna opcja terapeutyczna. Chorzy zakazeni takimi szczepami

stanowig rezerwuar pratkdw, ktérymi mogg zakazac¢ kolejne osoby ze swojego



otoczenia. Jest to zjawisko niebezpieczne zwitaszcza w zamknietych srodowiskach —
obozach, wiezieniach. Doprowadzito to do olbrzymiego rozprzestrzenienia tych
szczepoOw w krajach poradzieckich.

Rozprzestrzenienie gruzlicy na swiecie jest bardzo nierownomierne. Rzuca sie
w oczy zalezno$¢ liczby zachorowan od poziomu socjoekonomicznego danego
regionu. Pie¢ panstw o najwyzszej bezwzglednej liczbie chorych na gruzlice
to wroku 2006 Indie, Chiny, Nigeria, Bangladesz, Indonezja. Zapadalnos¢ za$
najwyzsza jest w Regionie Afrykanskim (wedlug podzialu WHO), gdzie wynosi
340/100.000.

W Regionie Europejskim  WHO zapadalnos¢ na gruzlice wynosi
47,1/100.000 (9). Réwniez w obrebie tego regionu mamy do czynienia z ogromnym
zroznicowaniem sytuacji epidemiologicznej, ktéra podobnie jak w skali $Swiata
uzalezniona jest od poziomu rozwoju gospodarki. W sktad Regionu Europejskiego
w ujeciu WHO wchodzg subregiony, w ktérych zapadalnos¢ na gruzlice wynosi
odpowiednio:

1. Unia Europejska (27 panstw) i 7 panstw zachodu (opr6cz Monako

I San Marino) — 17,4/100.000

2. Batkany (7 panstw) — 28,1/100.000

3. Wschéd (12 panstw) — 110,3/100.000

Najwyzsza zapadalno$¢ sposréd panstw Regionu Europejskiego wystepuje
w Kazachstanie (282,1/100.000), najnizsza zas na Islandii i na Cyprze
(po 4,4/100.000) (11).

Zapadalno$¢ na gruzlice w Polsce umiejscawia jg wsréd panstw o srednim
stopniu zapadalnosci. Polska jest przyktadem kraju, ktory dzieki sprawnym

programom prewencyjnym, dobrze zorganizowanej sieci specjalistycznych poradni
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przeciwgruzliczych i oddzialdbw szpitalnych specjalizujgcych sie w diagnostyce
i leczeniu gruzlicy oraz sieci dzialajgcych na ich potrzeby laboratoriow
mikrobiologicznych, poczynit na przestrzeni kilkudziesieciu lat olbrzymi postep
w sytuacji epidemiologicznej w zakresie gruzlicy. W okresie od roku 1965 do 2005

nastgpit 9-krotny spadek zapadalnosci (rys. 2) (12).

200

! mAFB+ OAFB(-) |

180 17

160

140 1

120

100 1

80 1

60

40

20

1965 1970 1975 1980 1985 18%0 1995 2000 2005 2006 2007 2008 2009

Rys. 2. Zapadalnos¢ na gruzlice wszystkich postaci w Polsce w latach 1965-20009.
Wspotczynniki na 100.000 ludnosci (12).

Dalszy i szybszy spadek zapadalnosci zostat zahamowany niekorzystnymi
zmianami majgcymi miejsce w ochronie zdrowia (demontaz sieci poradni
przeciwgruzliczych, niedostateczne finansowanie, brak jasnego systemu nadzoru
epidemiologicznego). Biorgc pod uwage $cisty zwigzek sytuacji epidemiologicznej
w zakresie gruzlicy z sytuacjg ekonomiczng, nalezy réwniez w jej pogorszeniu
w niektérych grupach spotecznych upatrywac¢ spowolnienia korzystnych trendow.
Wydaje sie, ze obecnie sytuacja epidemiologiczna w zakresie gruzlicy ulegta
w Polsce niekorzystnej stabilizacji. Nie obserwuje sie juz od 5 lat spadku

zapadalnosci w skali kraju, a wszelkie zmiany w tym zakresie w ciggu tego okresu
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(zarowno wzrost jak i spadek) majg swoje zrodio w niedoskonatosci systemu
sprawozdawczoséci. Swiadczyé o tym mogg obserwowane w skali wojewddztw
zmiany zapadalnosci, ktérych skali nie mozna wytlumaczyé zjawiskami

epidemiologicznymi, a jedynie btedami w rejestracji przypadkow (rys. 3).

19
17 16 <
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1 1 [ - I I I
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Rys. 3. Zapadalnos¢ na gruzlice w wojewddztwie wielkopolskim w latach
2005-2009 ( ilo$¢ przypadkow/100.000) (12).

Nalezy podejmowaé nadal wszelkie starania, aby zapadalnos¢ na gruzlice
realnie obnizy¢. Dziatania zmierzajgce ku temu muszg obejmowac¢ zarébwno obszar
diagnostyki (w tym laboratoryjnej) i leczenia, jak profilaktyki i organizacji (koordynaciji)
dziatan. O ile celem globalnym w skali swiata — zgodnie z zatozeniami programu
Swiatowej Organizacji Zdrowia STOP TB jest powstrzymanie wzrostu zapadalno$ci
na gruzlice do roku 2015, to dla Polski celem takim mogtoby by¢ ograniczenie
zapadalnosci do wielkosci, ktora umozliwitaby umiejscowienie Polski w gronie panstw
o niskiej zapadalnosci, a wiec nizszej niz 10 przypadkow na 100.000 ludnosci (13).

Realna analiza linii trendu spadku zapadalnosci kaze jednak ten cel w danej
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perspektywie czasowej uznac za nierealny. Taka sytuacja kaze wnikliwie przyglgdac¢
sie wszelkim nowosciom na rynku produktéw diagnostycznych, ktére usprawniajgc
proces wczesnego rozpoznawania 0sob zakazonych pratkiem gruzlicy oraz chorych
na gruzlice pozwolg na jak najwczesniejsze przerwanie tancucha epidemicznego

poprzez wdrozenie procedur profilaktycznych, izolacyjnych i terapeutycznych.

1.2. Laboratoryjna diagnostyka gruzlicy

Specyficzny charakter drobnoustroju wywotujgcego gruzlice — kwasoopornych
pratkdw nalezgcych do kompleksu Mycobacterium tuberculosis — sprawia, ze jego
diagnostyka ograniczona jest do waskiego kregu wyspecjalizowanych laboratoriow
mikrobiologicznych. Ich liczba w Polsce nie przekracza 90. W zaleznosci od stopnia
referencyjnosci (zakresu wykonywanych badan) laboratoria te dzieli sie
na laboratoria I, Il i Il rzedu. Laboratoria Ill rzedu oferujg peten zakres badan
w zakresie mikrobiologicznej diagnostyki gruzlicy. Laboratoria | rzedu, wykonujgce
tylko badania mikroskopowe, charakterystyczne sg dla krajow Trzeciego Swiata
i w Polsce nie wystepujg. Zgodnie z rekomendacjami Swiatowej Organizacji Zdrowia
jedno laboratorium Il rzedu powinno przypada¢ na milion mieszkancow kraju,
natomiast jedno laboratorium Ill rzedu powinno obstugiwa¢ populacje 3 — 4 milionéw
mieszkancow. Nadrzedng role nad siecig laboratoriow peini krajowe referencyjne
laboratorium pratka (14). Wynika z powyzszego, ze sieC laboratoriow pratka ciggle
jest w Polsce nadmiernie rozbudowana. Sie¢ te charakteryzuje rowniez pewna
nierownomiernos¢, gdyz obok wojewddztw o prawidiowej strukturze sieci
(np. wojewodztwo wielkopolskie) sg wojewodztwa o duzej liczbie laboratoriéw
wykonujgcych stosunkowo niewielkg liczbe badan. Tylko w przypadku laboratoriow

wykonujgcych duzg liczbe badan mozna mowi¢ o nabyciu przez nie biegtosci
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zapewniajgcej odpowiedni poziom diagnostyki. Nalezy pamieta¢, ze dokfadne
i szybkie wykrycie pratkbw metodami  mikrobiologicznymi w  materiatach
pochodzgcych od chorych stanowi jeden z najwazniejszych elementéw programu
DOTS (Directly Observed Treatment Short-Course) ciggle obowigzujgcego
w zwalczaniu gruzlicy na $wiecie, a za definitywny przypadek gruzlicy
uwaza sie jedynie przypadek potwierdzony dodatnim wynikiem badania
mikrobiologicznego (15). Wspoitczesnie mikrobiolog ma do dyspozycji szeroki
wachlarz metod diagnostycznych, z ktorych cze$¢ w niemal niezmienionej postaci
funkcjonuje od czaséw Roberta Kocha. Postep technologiczny sprawia jednak,
ze do tej grupy metod dotgczyty nowe metody — szybsze, czulsze, zapewniajgce
wysokg specyficznosé. Sg to przede wszystkim metody wykorzystujgce technologie
biologii molekularnej. Ciaggle dyskusyjna jest wartos¢ i przydatnos¢ metod
immunologicznych  (wykorzystujgcych  mechanizmy  odpowiedzi humoralnej

lub komérkowej) w diagnostyce gruzlicy.

1.2.1. Klasyczne metody mikrobiologiczne

1.2.1.1. Bakterioskopia

Bakterioskopia jest pierwszym i najwazniejszym badaniem mikrobiolo-
gicznym, jakie nalezy wykona¢ w przypadku podejrzenia gruzlicy u pacjenta. Jest
to badanie proste, tanie i szybkie. Zaletg badania jest fatwo$¢ uzyskania
podstawowego w diagnostyce gruzlicy ptuc materiatu diagnostycznego jakim jest
plwocina. Dodatni wynik rozmazu mikroskopowego materiatu klinicznego wraz
z obecnoscig okreslonych objawéw klinicznych oraz zmian radiologicznych daje
lekarzowi bliskie pewnosci potwierdzenie gruzliczej etiologii choroby. Niezwykle

istotny jest epidemiologiczny aspekt tego badania, gdyz pozwala na szybkie

14



izolowanie pacjenta, a co za tym idzie przerwanie tancucha epidemiologicznego.
Niestety, badanie rozmazu mikroskopowego obarczone jest réwniez pewnymi
ograniczeniami i wadami. Najpowazniejszg wadg jest niska czutos¢ badania.
Dla zaobserwowania pojedynczych pratkbw w rozmazie preparatu bezposredniego
wykonanego z materiatu klinicznego musi on zawiera¢ 5000 — 10000 komorek
pragtkbw w 1 mililitrze (16). Wsréd wszystkich zarejestrowanych w roku 2009
w Polsce przypadkéw gruzlicy potwierdzonej bakteriologicznie dodatni wynik
bakterioskopii uzyskano jedynie w 58,7% przypadkow (12). Drugim powaznym
ograniczeniem tej metody jest brak absolutnej specyficznosci wobec pratkdw
kompleksu Mycobacterium tuberculosis. Wykorzystywana w barwieniu preparatow
pratkbw cecha kwasoopornosci jest bowiem cechg zaréwno pragtkéw kompleksu
Mycobacterium tuberculosis jak i pratkow niegruzliczych, a takze drobnoustrojow
z rodzaju Nocardia (16).

Kwasooporno$¢ jest fizyczng wiasnoscig niektérych bakterii, odnoszacg sie
do ich opornosci na odbarwianie kwasnymi roztworami alkoholi podczas procedury
barwienia. Drobnoustroje kwasooporne trudno scharakteryzowa¢ przy uzyciu
standardowych technik mikrobiologicznych (np. barwione metodg Grama czesto
wykazujg wynik watpliwie dodatni). Kwasoopornos¢ jest spowodowana budowg
Sciany komorkowej, ktéra jest bardzo bogata w kwasy mykolowe, ktére w potgczeniu
z barwnikami anilinowymi tworzg trwate kompleksy (17).

Twoércami stosowanej do dzi$ techniki barwienia pratkow byli niezaleznie
Franz Ziehl (1857-1926) oraz Friedrich Neelsen (1854-1894). Niezaleznie od siebie
opracowali w roku 1882 metode barwienia drobnoustrojow kwasoopornych, ktéra
do dzi§ nazywana jest metodg Ziehl-Neelsena. Jako barwnik podstawowy

wykorzystywana jest w niej fuksyna karbolowa. Obecnie coraz czesciej wykorzystuje
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sie barwniki fluorescencyjne i technike mikroskopii fluorescencyjnej. Najczesciej
wykorzystywanym barwnikiem jest auramina O, ktora, podobnie jak fuksyna
karbolowa, tworzy ze skladnikami sciany komorkowej pratkéw nie wyptukujgce sie
kwasnymi odbarwiaczami trwate kompleksy. Uwaza sie, ze technika fluorescencyjna
ma nieco wyzszg czuto$¢. Podstawowg zaletg tej techniki jest jednak krétszy czas
potrzebny do obserwacji preparatow mikroskopowych, co jest mozliwe dzieki
stosowaniu w tej technice mniejszych niz w metodzie Ziehl-Neelsena powiekszen
(typowo 400-krotne). Umozliwia to obserwacje wiekszej powierzchni preparatu
w pojedynczym polu widzenia mikroskopu (18). Warto nadmieni¢, ze jeszcze w roku
1948 najwybitniejszy polski ftyzjatra tamtych czaséw — Eugenia Piasecka-Zeyland
pisata o tej powszechnie dzi$§ stosowane] metodzie:

»Poczgwszy od r. 1937 wznowiono proby stosowania promieni pozafiotkowych

do rozpoznawania mikroskopowego prgtkdw gruZlicy potraktowanych

odpowiednimi fluorochromami (siarczanem berberyny) i przede wszystkim
auraming. Metoda ta wymaga nie tylko osobnego urzgdzenia (aparat
fluorescencyjny czyli luminescencyjny), lecz i osobnego pokoju z usuwaniem
szkodliwych azotynow. Krytyczny przeglgd powstatego na ten temat
piSmiennictwa doprowadza do wniosku, Ze uzyskane wyniki nie

usprawiedliwiajg kosztéw.” (19)

Nieaktualnos¢ tego stwierdzenia pozwala zywi¢ nadzieje, ze inne metody
diagnostyczne, dzis uwazane za zbyt drogie, w przysziosci bedg uzywane tak
powszechnie, jak dzis stosuje sie barwienie fluorescencyjne. Inna mysl docent
Eugenii Piaseckiej-Zeyland zawarta w cytowanej pracy do dnia dzisiejszego nie

stracita nic ze swojej aktualnosci:
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.-..bakterioskopia w bakteriologicznym rozpoznawaniu gruZlicy jest metodg
bardzo cenng, ale aby moc nalezycie z niej korzystac, trzeba doktadnie znac¢

wszystkie jej ograniczenia”. (19)

1.2.1.2. Metody hodowlane

Prekursorem zastosowania metody hodowli w diagnostyce gruzlicy byt Robert
Koch. Pierwsze wyhodowane przez niego pratki gruzlicy wzrosty na podtozu, ktore
stanowita termicznie koagulowana surowica umieszczona w probowce w formie
skosu. Materiatem jakiego uzyt do posiewu byly gruzetki gruzlicze pobierane
posmiertnie od zmarlych na gruzlice pacjentow berlinskich szpitali. W ciggu
dziesiecioleci dopracowano optymalng formute podioza stuzgcego wspéiczesnie
do hodowli pratkbw w wiekszosci laboratoriow na $Swiecie. Jest to podioze
Loewenstein-Jensen. Loewenstein pierwotnie opracowat podtoze do hodowli pragtkow
zawierajgce czerwien Kongo i zielen malachitowg — barwniki czesciowo hamujgce
wzrost innych bakterii (20). Obecna formuta, opracowana przez Jensena,
charakteryzuje sie nieznacznie zmodyfikowang zawartoscig cytrynianow i fosforanéw
oraz zwiekszonym stezeniem zieleni malachitowe] i nie zawiera czerwieni
Kongo (21). Gtéwne skiadniki tego podtoza to jaja kurze, glicerol, L-asparagina oraz
sole mineralne. Glicerol jest zrodtem wegla w podtozu, zwigzki organiczne zawarte
w jajach (zwtaszcza zottkach) stanowig materiat do budowy sktadnikow lipidowych,
L-asparagina jest zrédtem azotu. Czas oczekiwania na wynik ujemny hodowli
zalozonej na tym podftozu wynosi 10 tygodni. Jezeli materiat od chorego jest bogaty
w pratki, charakterystyczne kolonie prgtkbw zaczynajg wzrastaC na podiozu
w 4 — 6 tygodniu hodowli. Dlugi okres oczekiwania na wynik hodowli (zaréwno

dodatni jak i ujemny) jest powodem, dla ktérego coraz powszechniej uzywa sie
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tzw. szybkich systemow hodowlanych. Dwa istotne elementy tych systeméw,
decydujace o ich wysokiej czutosci oraz skréconym w stosunku do konwencjonalnej
metody hodowli czasie wykrycia pratkéw to:

* plynne podioze hodowlane (podtoze Middlebrooke’a 7H9),

» system automatycznej detekcji wzrostu pratkOw.

Obecnie w rutynowym uzyciu w pracowniach bakteriologicznych catego swiata
znajdujg sie dwa systemy, réznigce sie sposobem detekcji. Ponizej opisano te dwa
systemy.

MB/BacT

Butelka z podtozem wzrostowym zawiera wskaznik reagujgcy na zmiane stezenia
dwutlenku wegla wydzielanego w czasie wzrostu bakterii. Pomiar kolorymetryczny
jest dokonywany w sposéb ciggly, a stwierdzenie przez system wzrostu jest
sygnalizowane przez aparat (22).

MGIT 960

System wykorzystuje probéwki MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube)
ze wskaznikiem reagujgcym na zmiany stezenia tlenu w pozywce (zmniejszenie
stezenia zwigzane z tlenowym metabolizmem bakterii). Podobnie jak w poprzednim
systemie, pomiar dokonywany jest w sposéb ciggly, a czes¢ pomiarowa jest
integralng czescig komory inkubacyjnej. Zasadniczg roznicg jest sposéb detekciji

mierzonego parametru — w tym systemie mierzy sie zmiane fluorescencji (23).

Prekursorem obu wymienionych systeméw byt system hodowlany
Bactec 460 TB z radiometrycznym pomiarem stezenia dwutlenku wegla jako
produktu metabolizmu bakterii (24). Ze wzgledu na wykorzystywane w tym systemie

podioza zawierajgce substraty znakowane izotopem wegla C-14 jest on sukcesywnie
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wycofywany z uzycia i zastepowany bezpieczniejszymi dla srodowiska systemami
MB/BacT oraz MGIT.
Zastosowanie systemoOw automatycznych pozwolito na znaczgce skrocenie

czasu potrzebnego do uzyskania wzrostu pragtkéw, co potwierdzajg wyniki Sorlozano

i wsp. przedstawione w tabeli 1. (25)

Czas wykrycia: srednio dni = SD
Pratki
L-J MB/BacT MGIT 960
Wszystkie 324+119 20,2+9,0 15,1+6,4
M. tuberculosis complex 32,6 +11,8 20,1 +8,6 15,3+6,1
M. chelonae 21,6 £5,3 12,0 126 £0,5
(tylko 1 izolat)
M. kansasii 29,8 +10,8 19,2+13,0 12,0+5,6
+
M. fortuitum 49507 44,0 20,3 +18,9
(tylko 2 izolaty) (tylko 1 izolat)
M. gordonae 43,0+9,9 nie wykryto nie wykryto
. 19,0 . .
M. marinum nie wykryto nie wykryto
(tylko 1 izolat)

Tab. 1. Sredni czas wzrostu pratkéw w réznych systemach hodowlanych

(L-J - klasyczna hodowla na podtozu Loewensteina-Jensena) (25).

Rowniez czestos¢ izolacji pratkbw w przypadku hodowli w systemach
automatycznych jest znaczgco wyzsza niz w przypadku konwencjonalnych hodowli

na poditozach statych (25, 26).
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Nalezy pamietac, ze kazdemu zleceniu badania materiatu klinicznego metodag
bakterioskopii powinno towarzyszy¢ zlecenie wykonania hodowli. Metoda hodowli
jest znacznie czulsza niz bakterioskopia i umozliwia wykrycie pratkow wystepujacych
w materiale klinicznym juz w ilosciach 10 — 100 komorek/ml (16). Poza tym tylko
hodowla umozliwia uzyskanie kultury bakteryjnej, ktéra pozwoli na identyfikacje

gatunkowg oraz okreslenie wrazliwosci na leki przeciwpragtkowe.

1.2.2. Diagnostyka metodami biologii molekularnej

Zastosowanie technik amplifikacji kwasow nukleinowych mikobakterii znacznie
zwiekszyto mozliwosci mikrobiologicznej diagnostyki gruzlicy. Ta najmiodsza gatgz
technik stosowanych w mikrobiologii pragtka gruzlicy (pierwsze prace na temat
stosowania technik amplifikacji DNA pratka gruzlicy w materiatach Kklinicznych
pochodzg z konca lat 80-tych XX wieku) rozwija sie niezwykle dynamicznie (27).
Rozwoj technik molekularnych doprowadzit do powstania metod umozliwiajgcych
potwierdzenie, z bardzo duzg czutoscig i swoistoscig, obecnosci prgtkow w badanym
materiale klinicznym juz w ciggu 1-2 dni.

W zakresie Klinicznej diagnostyki gruzlicy metodami amplifikacji kwasow
nukleinowych stosunkowo wczesnie zaczelo obowigzywaé ograniczenie natozone
przez Swiatowg Organizacje Zdrowia dotyczgce systeméw diagnostycznych typu
-home-made”. W roku 1998 organizacja ta rekomendowata, aby badania molekularne
materialtdw Kklinicznych na obecno$¢ materialu genetycznego Mycobacterium
tuberculosis wykonywa¢ wytgcznie w zamknietych, komercyjnie dostepnych
systemach genetycznych, wyposazonych w kontrole proceséw amplifikacji (28).

Obecnie w Polsce najpowszechniej stosowane sg dwa tego rodzaju systemy:
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ProbeTec (Becton Dickinson)

W systemie tym wykorzystywany jest proces SDA (Strand Displacement
Amplification). Jest to proces izotermalny, w ktérym amplifikacja odbywa sie
w potgczeniu z jednoczesnym wykrywaniem amplifikowanego materiatu. Sekwencjg
docelowg jest sekwencja insercyjna IS 6110 — fragment DNA charakterystyczny dla
Mycobacterium tuberculosis complex. System posiada wewnetrzng kontrole
amplifikacji, pozwalajacg na wykrywanie inhibitorow tego procesu znajdujgcych sie
w badanym materiale. Enzymy wykorzystywane w reakcji SDA to polimeraza DNA
oraz enzym restrykcyjny (29).

MTD (Gen Probe)

Amerykanska firma Gen Probe opracowata metode amplifikacji kwasow
nukleinowych nazwang TMA (Transcription Mediated Amplification). TMA jest
procesem izotermalnym. W tej metodzie amplifikacji ulega sekwencja rybosomalnego
kwasu rybonukleinowego. Detekcja amplifikowanego materialu genetycznego
odbywa sie przy pomocy sond znakowanych estrem akrydynowym. Sondy, ktore
ulegty hybrydyzacji z produktem procesu TMA emitujg sygnat chemiluminescencyjny,
ktéry jest mierzony przez luminometr. Stosowane w procesie TMA enzymy
to: odwrotna transkryptaza oraz polimeraza RNA. Zastosowanie rRNA pragtkow jako
obiektu docelowego sondy okazato sie metodg bardzo czulg, gdyz wystepuje
on w komorce bakteryjnej w tysigcach kopii (30, 31).

Obecnie znaczenie zyskujg systemy wykorzystujgce technologie real-time
PCR. Zastosowanie takich systemow umozliwia potilosciowg ocene ilosci pratkow
w badanym materiale klinicznym. Jednym z najnowszych produktow tego typu jest

system GeneXpert. W systemie tym, w przypadku wykrycia materialu genetycznego
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pratka, rownoczesnie identyfikowane jest wystepowanie mutacji odpowiedzialnej
za opornosc¢ na rifampicyne — podstawowy lek przeciwprgtkowy (32).

Diagnostyka molekularna weszta na state do zestawu metod diagnostyki
laboratoryjnej gruzlicy. Zostalo to jednoznacznie usankcjonowane zaleceniami
Swiatowej Organizacji Zdrowia. Zaleca ona, by amplifikacyjnym testem genetycznym
potwierdza¢ wszystkie przypadki dodatniej bakterioskopii. Takie postepowanie
umozliwia bardzo szybkie potwierdzenie przynaleznosci obserwowanych
w preparacie bezposrednim form kwasoopornych do kompleksu Mycobacterium
tuberculosis, a takze w przypadku stosowania zaawansowanych systemow pozwala
na okreslenie wrazliwosci prgtkdbw na leki przeciwpratkowe poprzez identyfikacje
mutacji w genie rpoB odpowiedzialnych za te oporno$é. O randze jakg Swiatowa
Organizacja Zdrowia nadaje molekularnej diagnostyce gruzlicy $wiadczy
to, ze promuje ona systemy praktycznie bezobstugowe i zaleca ich wprowadzanie

do laboratoriéw o nizszych poziomach referencyjnosci (33).

1.2.3. Diagnostyka histologiczna

Role badania histologicznego w diagnostyce gruzlicy potwierdza fakt
zrOwnania jej znaczenia z badaniem bakteriologicznym poprzez umieszczenie jej
w opisie jednostki chorobowej zastosowanym w Miedzynarodowe] Klasyfikacji
Choréb i Probleméw Zdrowotnych ICD-10 (34). Klasyfikacja ta opisuje grupe A-15
jako ,gruZlice uktadu oddechowego, bakteriologicznie i histologicznie potwierdzong”.

Ten rodzaj diagnostyki posiada pewne ograniczenia:
 materiat do przeprowadzenia badania metodami histologicznymi
pobierany jest w sposéb inwazyjny (w trakcie zabiegu operacyjnego lub

biopsiji);
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* badanie nie dostarcza materialu (namnozonego szczepu bakteryjnego)
koniecznego do przeprowadzenia identyfikacji gatunkowej szczepu
oraz oznaczenia jego lekowrazliwo$ci.

Nie zmienia to jednak faktu, ze ta metoda rozpoznawania etiologii zmian
w tkance pluc posiada wysokg, poréwnywalng z badaniami mikrobiologicznymi
czutos$¢ i swoistosc (35). Niektérzy autorzy wnioskujg, ze dla uzyskania optymalnego
wyniku z uzyskanego materialu nalezy wykonaé réwnolegle posiew (36, 37).
Zakazona pratkiem gruzlicy tkanka ulega charakterystycznym zmianom.
Mikroskopowy obraz tych zmian pozwala na postawienie rozpoznania gruzlicy.
Histologicznie miejsca aktywnego rozwoju naznaczone sg charakterystyczng zapalng
reakcjg ziarniniakowg, w Kktorej tworzg sie zardbwno serowaciejgce, jak
i nieserowaciejgce gruzeltki. Pojedyncze gruzetki sg mikroskopowej wielkosci; dopiero
gdy nastgpi zlewanie sie licznych gruzetkéw, stajg sie one widoczne makroskopowo.
Gruzelki otacza zwykle pierscien fibroblastéw przerywany naciekiem limfocytéw.

W gruzetkach stwierdza sie wielojgdrowe komérki olbrzymie (38).

Rys. 4. Obraz mikroskopowy wielojgdrzastej komorki olbrzymiej i ziarniniaka
gruzliczego (39).
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1.2.4. Immunologiczne metody diagnostyczne w gruzlicy

1.2.4.1. Metody oparte na badaniu odpowiedzi humoralnej

Odpowiedz immunologiczna w gruzlicy jest typowym przykiadem odpowiedzi
komorkowej (40, 41). Z tego wzgledu diagnostyka serologiczna, polegajgca
na poszukiwaniu we krwi przeciwciat produkowanych przez ukfad immunologiczny
w odpowiedzi na zakazenie prgtkiem, ma marginalne znaczenie w diagnostyce
gruzlicy. Pomimo tego, ze badania nad wykorzystaniem reakcji antygen -—
przeciwciato rozpoczeto juz pod koniec XIX wieku badaniami Arloinga (42) i trwaty
one przez caly wiek XX, nie doczekano sie testu wykazujgcego w peini
satysfakcjonujgce parametry. Stosowany w pracach Arloinga tzw. ,szczep jednolity”
dajgcy réwnomierne zmetnienie bulionu mial reagowaé z przeciwciatami
przeciwprgtkowymi, a wynikiem tej reakcji miata by¢ aglutynacja. Reakcja ta przy
wysokiej czutosci charakteryzowata sie bardzo niskg swoistoscig. W nastepnych
dziesiecioleciach probowano praktycznie uzy¢ wielu réznych antygendéw. W chwili
obecnej pewne znaczenie praktyczne posiadajg antygeny 38 kDa, A-60
i LAM (43, 44). Na bazie tych antygendéw produkowane sg dostepne komercyjnie
testy (zarébwno w postaci testow ELISA jak i prostych i szybkich w wykonaniu testow
immunochromatograficznych). Czuto$¢ tych testbw szacowana jest jednakze
zaledwie na 31-69% w zaleznoéci od fazy choroby (1). Na chwile obecng wydaje sie,
ze ten rodzaj diagnostyki stanowi ,Slepg uliczke” w diagnostyce czynnych postaci
gruzlicy. Pewne nadzieje mozna natomiast wigza¢ z wykorzystaniem izolowanych
antygenow pratkowych w badaniach odpornosci humoralnej stymulowanej
szczepieniami zarowno BCG oraz projektowanych atenuowanych szczepionek

przeciw gruzlicy (45, 46).
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1.2.4.2. Metody oparte na badaniu odpowiedzi komaérkowej
Tuberkulinowy odczyn skorny

W roku 1964 Mackaness (47) wykazat w sposéb jednoznaczny, ze odpornoscé
na zakazenie prgtkiem gruzlicy oraz niektérymi innymi wewngtrzkomérkowymi
patogenami bakteryjnymi ma charakter odpornosci typu komérkowego. Umozliwito
to ostateczne wyjasnienie mechanizmu tuberkulinowego odczynu skdérnego
stosowanego od poczatku XX wieku. Jakkolwiek podziat mechanizméw obrony przed
zakazeniem (na odpornos¢ humoralng i komorkowa) byt znany duzo wczes$niej, to nie
rozumiano istoty zjawiska. Oto jeszcze w roku 1948 w rozdziale publikacji nt. gruzlicy
dotyczacym udzialu odpornosci komérkowej w reakcji na zakazenie pratkiem
czytamy:

,Czy jednak udziat komorek krgzgcych we krwi albo tkankowych, ma pewne

znaczenie w zwalczaniu prgtkdw przez ustroj? Otdéz krétko powiedziawszy,

nie znamy takiego odczynu komérkowego, ktory by mozna uwazac za wyraz
obrony czy odpornosci ustroju. Udziat mikrofagow (sic!) , a wiec granulocytow

w pochtanianiu prgtkdw jest duzy, ale znaczenie jego polega mozZe raczej

na roznoszeniu prgtkbw w ustroju i powstawaniu w ten sposob przerzutéw

drogg krwi.” (19)

Tuberkulinowy odczyn skérny zaproponowany zostat w r6znych postaciach,
niemal réwnoczesnie przez trzech badaczy: Clemensa von Pirqueta (1907), Charlesa
Mantoux (1908) oraz Ernsta Moro (1908) (19). Technika zaproponowana przez
Pirqueta polegata na skaryfikacji w miejscu podania tuberkuliny. Moro stosowat
wcieranie masci zawierajgcej tuberkuline. Niewatpliwie najlepszym i do dnia
dzisiejszego stosowanym sposobem podania tuberkuliny jest zaproponowane przez

Mantoux $rédskorne wstrzykniecie tuberkuliny. W przypadku kazdego z testow
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obserwowano wystgpienie reakcji zapalnej w miejscu podania tuberkuliny jako
odpowiedzi na wczesniejszy kontakt osoby badanej z pratkiem gruzlicy. Reakcja
ta ma charakter nadwrazliwosci typu opo6znionego (48). Przez dziesieciolecia test
Mantoux byt jedynym dostepnym testem umozliwiajgcym ocene stanu zakazenia
organizmu pratkiem, spetniajgc rowniez pomocniczg role w diagnostyce aktywnych
postaci gruzlicy. Metoda ta nie byta wolna od wad. Podstawowg wadg jest
stosowanie tuberkuliny, bedgcej mieszaning niezdefiniowanych doktadnie antygendw
reagujgcych krzyzowo z antygenami szczepu BCG (49). Stosowana dzis tuberkulina
referencyjna RT23 (Statens Serum Institut, Kopenhaga) réwniez nie jest wolna od
wszystkich wad jakie miaty jej stare wersje. Jest to przyczyna, dla ktérej interpretacja
wynikow tego testu w populacjach szczepionych szczepionkg BCG moze byc¢
obarczona duzym stopniem niepewnosci. Doniesienia dotyczgce swoistosci
tuberkulinowego odczynu skornego w tych populacjach
sg sprzeczne (50, 51, 52, 53). W badaniu przeprowadzonym na polskiej grupie oséb
szczepionych wielokrotnie Gruszczynski i Ozorowski wykazali, ze nie wystepuje
statystycznie istotha rbéznica w rozktadzie wynikbw skérnego odczynu
tuberkulinowego pomiedzy osobami zdrowymi, bez uprzedniego kontaktu z osobami
chorymi na gruzlice, a osobami chorymi na gruzlice. Przyjecie wielkosci nacieku,
ktéra dyskryminowata obie grupy w sposéb statystycznie istotny — 19 mm -
powodowato z kolei, ze test wykazywat czutosS¢ niespetna 24% (54).
Testy uwalniania interferonu gamma

Opisanych powyzej wad pozbawione sg testy uwalniania interferonu gamma
(IGRA). Testy IGRA sg testami in vitro stuzacymi do oceny zakazenia organizmu
drobnoustrojem (w tym przypadku pratkiem gruzlicy), ktéry indukuje odpowiedz

komorkowg. Poziom tej odpowiedzi jest mierzony iloscig uwalnianego przez limfocyty
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interferonu gamma. Uzyskanie wysokiej specyficznosci mozliwe jest w tej metodzie
dzieki zastosowaniu do indukcji odpowiedzi antygendw specyficznych dla kompleksu
Mycobacterium tuberculosis z wyjgtkiem Mycobacterium bovis BCG. Stosowane
antygeny nie reagujg réwniez z wiekszoscig szczepow pratkdw niegruzliczych
(wyjagtkiem sg: M. kansasii, M. szulgai, M. marinum). Antygeny te zostaly
zidentyfikowane metodami inzynierii genetycznej na poczatku lat 90-tych XX wieku
jako produkt regionu RD1 genomu pratka (55). Region ten nie wystepuje zas
w szczepie BCG oraz w szczepach niegruzliczych (z wyjatkiem wyzej
wymienionych). Antygeny te to ESAT-6 (Early Secretory Antigenic Target 6) (56) oraz
CFP-10 (Culture Protein Filtrate 10) (57). W tescie najnowszej generacji, dla
zwiekszenia jego specyficznosci uzywa sie rownoczesnie trzeciego antygenu:

TB7.7(p4), ktéry jest produktem regionu RD11 (55).

Zasada metody IGRA (58)

Do prébki krwi heparynizowanej
dodaje sie w warunkach in vitro
antygeny:. ESAT-6, CFP-10 oraz
ewentualnie TB7.7(p4). Dochodzi
do kontaktu antygendéw oraz
komorek prezentujgcych antygen
(APC).

Antygeny zostajg pochioniete
i przetworzone przez komorki
APC.
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Nastepuje prezentacja epitopdw
antygenu limfocytom T.

IFNy

W Aktywowany limfocyt T wydziela
cytokiny, wsréd nich interferon
gamma.

Proces uwalniania interferonu gamma moze by¢ monitorowany w dwojaki
Sposob: badz poprzez pomiar jego stezenia metodg ELISA (komercyjna forma testu:
QuantiFERON-TB Gold In Tube; Cellestis), badz poprzez okreslenie liczby
limfocytow uwalniajgcych interferon gamma metodg ELISPOT (komercyjna forma
testu: T-Spot.TB; Oxford Immunotec) (58).

Testy IGRA zostaly opracowane gtdwnie z myslg o wykrywaniu latentnego
zakazenia pragtkiem gruzlicy, jako czulsza i bardziej swoista alternatywa
tuberkulinowego odczynu skérnego. Znalazio to odbicie w rekomendacjach jakie
ukazaly sie w ostatnich latach (59, 60, 61, 62). Glbwne obszary zastosowan testow
IGRA to:

* badanie oséb po kontakcie z chorymi na czynng gruzlice (63 - 67)

* badanie 0s6b narazonych zawodowo na zakazenie prgtkiem gruzlicy (68 — 72)

badanie kandydatow do terapii biologicznych (73 — 78)

badanie os6b z pierwotnymi i wtérnymi niedoborami odpornosci (79 — 81).
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Obserwuje sie trzy rézne sposoby podejscia do stosowania testow IGRA
w diagnostyce pacjentdw w wyzej wymienionych obszarach:
e rownoczesne wykonywanie testu IGRA i tuberkulinowego odczynu
skornego (62);
» weryfikowanie dodatnich wynikéw tuberkulinowego odczynu skdrnego testem
IGRA (61);
* dopuszczenie testbw IGRA do stosowania we wszystkich obszarach,
w ktorych do tej pory stosowano tuberkulinowy odczyn skoérny (59).
Jednoczesnie od samego niemal poczatku stosowania testéw IGRA
podejmowano proby uzycia ich jako testow stuzgcych diagnostyce aktywnych postaci
gruzlicy (82 — 89). Stosunek réznych autoréw do tego zagadnienia dobrze ilustruje
tytut w formie pytania artykutu zamieszczonego w European Respiratory Journal:
Interferon-y release assays for the diagnosis of active tuberculosis: sensible or
silly? (90). Miedzy tymi skrajnymi opcjami mieszczg sie bowiem odpowiedzi
na to pytanie. Zwigzane jest to ze znacznym rozrzutem wartosci czutosci uzyskanych
w badaniach réznych autoréw: od 58% (91) do 100% (92) dla testu
QuantiFERON-TB Gold In Tube oraz od 50% (93) do 100% (94) dla testu T-Spot.
Obliczona w metaanalizie Diela i wsp. (95) srednia czuto$¢ testu IGRA w wykrywaniu
aktywnych postaci gruzlicy wynosita 81% (95% CIl: 78-83%) dla testu
QuantiFERON-TB Gold In Tube oraz 87,5% (95% CI: 85-90%) dla testu T-Spot. Taka
rozbiezno$¢ nasuwa wniosek o koniecznosci dokonania oceny przydatnosci testu
do diagnozowania aktywnych postaci gruzlicy kazdorazowo dla populacji, w ktérej
test ma by¢ stosowany (87). Na podstawie teoretycznych rozwazan mozna
oczekiwa¢, ze znalezienie innych, bardziej specyficznych, cytokin spowoduje

zwiekszenie czutosci i swoistosci testu opartego na pomiarze uwalniania takich
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cytokin pod wptywem stymulacji specyficznymi antygenami pratka. By¢ moze uda sie
wowczas rowniez réznicowac¢ zakazenia pierwotne od przebytych oraz latentne

zakazenie pratkiem od czynnej postaci gruzlicy.
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2. Cel pracy

Celem pracy jest okre slenie miejsca i znaczenia testu QuantiFERON-TB Gold

In Tube w schematach diagnostycznych rozpoznawania zakazen pratkiem

Mycobacterium tuberculosis w aktywnej postaci gru zlicy ptuc.

Cel ten zrealizowano przez:

1.

3.

Analiz @ statystyczn g wynikow testu QuantiFERON-TB Gold In Tube
w odniesieniu do ,ztotego standardu” w diagnozowani u aktywnych postaci

gru zlicy, jakim jest wynik bada h mikrobiologicznych;

Okreslenie optymalnych dla badanej populacji punktéw odc iecia

réznicuj gcych grup e wynikéw dodatnich i ujemnych testu;

Analiz e przydatno Sci pomiaru elementow sktadowych testu

do r6 znicowania etiologii choréb ptuc.
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3. Materiat i metody

3.1. Charakterystyka badanej populacji

Badaniem objeto 979 pacjentow w wieku powyzej 18 lat, w tym 381 kobiet

1598 mezczyzn,

podejrzanych o wystepowanie gruzlicy i

hospitalizowanych

w Wielkopolskim Centrum Pulmonologii i Torakochirurgii w okresie od stycznia

2006 roku do maja 2010 roku. Charakterystyke demograficzng badanej populacji

przedstawiono w tabeli 2. W toku prowadzonej rutynowo diagnostyki réznicowej

wykonano u nich badania mikrobiologiczne oraz test Quantiferon-TB Gold in tube.

wiek _ Sredni wiek
ptec n (%) _ mediana
(min. — max.) (w latach)
Kobiety 381 (38,9%) 18-91 58,0 56,6 +16,6
mezczyzni 598 (61,1%) 18 - 88 55,2 54,9 +15,8

Tabela 2 . Charakterystyka demograficzna badanej populaciji.

Ze wzgledu na postawione rozpoznanie na potrzeby badania pacjentéw

podzielono zgodnie z

Zdrowotnych ICD-10 na nastepujgce grupy (34):

Miedzynarodowg Klasyfikacjg Chorob

i  Problemoéw

» grupa pacjentéw z definitywnym rozpoznaniem gruzlicy ptuc — rozpoznanie

A-15 (przypadki

potwierdzone dodatnim wynikiem hodowli prgtkéw

M. tuberculosis i/lub dodatnim wynikiem badania genetycznego i/lub

rozpoznaniem histopatologicznym);
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grupa pacjentow z gruzlicg rozpoznang jedynie na podstawie objawow
Klinicznych bez potwierdzenia w badaniach laboratoryjnych —
rozpoznanie A-16;

grupa pacjentéw z innymi chorobami ptuc, u ktérych po przeprowadzeniu
badan diagnostycznych gruzlice wykluczono. W toku dalszej diagnostyki
rozpoznano u nich nastepujgce jednostki chorobowe: zapalenie ptuc
wywotane drobnoustrojem innym niz M. tuberculosis, nowotwory ptuc,
sarkoidoze. Dla istoty niniejszej pracy analiza czestosci wystepowania tych

rozpoznan nie jest konieczna.

Zgode na przeprowadzenie badania wedlug zastosowanego protokotu

wydata Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu

(Uchwata nr 200/08).

3.2. Zakres badan

3.2.1. Badania mikrobiologiczne

Wszyscy pacjenci wigczeni do badania mieli wykonywang petng diagnostyke

mikrobiologiczng gruzlicy, prowadzong zgodnie ze zleceniami lekarza prowadzgcego.

Materiatami do badan mikrobiologicznych byty:

plwocina
poptuczyny oskrzelowe
ptyn z jam optucnej

tkanka ptuca

Plwocina pobierana byta do badania rano, do jatowych pojemnikéw o szerokim

wylocie, po wykonaniu zabiegdéw higienicznych w obrebie jamy ustnej. Pacjent byt
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instruowany o koniecznosci odkrztuszenia plwociny i unikaniu, w miare mozliwosci,
dodawania $liny do pojemnika. llos¢ pobranej plwociny — 2 do 5 ml. Pojemnik
natychmiast  szczelnie  zamykano i  przekazywano do laboratorium
mikrobiologicznego.

Poptuczyny oskrzelowe pobierano do badania w trakcie zabiegu
bronchofiberoskopii. Ptukanie wykonywano przy uzyciu 250 ml soli fizjologiczne,.
Dla celéw diagnostyki mikrobiologicznej pobierano z odzyskanego materiatu
bezposrednio do jatowej probowki typu Falcon 50 ml popluczyn.
Proboéwke natychmiast szczelnie zamykano i przekazywano do laboratorium
mikrobiologicznego (96).

Plyn z jamy optucnej pobierano w trakcie naktucia odbarczajgcego
bezposrednio do jatowych probéwek typu Falcon o pojemnosci 50 ml. llos¢
pobranego materiatu — 20 - 200 ml. Probéwke (probowki) natychmiast szczelnie
zamykano i przekazywano do laboratorium mikrobiologicznego.

Fragmenty tkanki ptuca do badania mikrobiologicznego pobierano w trakcie
zabiegbéw operacyjnych. Pobrang tkanke umieszczano w jalowym naczyniu bez
dodatku substancji zabezpieczajgcych i przekazywano do laboratorium
mikrobiologicznego.

Wszystkie materialy do czasu wykonania badania przechowywano
w temperaturze +4°C.

Badanie mikrobiologiczne obejmowato we wszystkich przypadkach:

» opracowanie (homogenizacje) materiatu

* ocene preparatu bezposredniego w kierunku prgtkéw kwasoopornych

* hodowle w kierunku pratkéw kwasoopornych
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W wybranych przez lekarza prowadzgcego przypadkach wykonywano badanie
genetyczne metodg amplifikacji rRNA.
W przypadku wyhodowania pratkéw kwasoopornych badanie obejmowato

identyfikacje pratkdw.

3.2.1.1. Opracowanie materiatu klinicznego do badania mikrobiologicznego (97)

Materiat uzyskany w objetosci mniejszej niz 10 ml poddawano homogenizacji
bez wstepnego zageszczania. Materiaty o wiekszych objetosciach poddawano
wstepnemu zageszczeniu za pomocg wirowania. Warunki wirowania: przyspieszenie
3000 g, czas wirowania 30 minut, temperatura +4°C. Supernatant zlewano do ptynu
antyseptycznego. Osad pozostawiony w objetosci 5 — 10 ml poddawano
homogenizacji. Materialy operacyjne homogenizowano wstepnie mechanicznie.
W tym celu materiat rozdrabniano uzywajgc skalpela a nastepnie tak rozdrobnione
fragmenty miazdzono w szklanym homogenizatorze mikrobiologicznym.

Do homogenizacji uzywano mieszaniny uzyskiwanej przez zmieszanie
rownych objetosci 4% jatowego roztworu wodorotlenku sodowego i 2,9% jalowego
roztworu cytrynianu sodowego. Do tak sporzgdzonej mieszaniny dodawano
w sposob aseptyczny N-acetylo-L-cysteine w ilosci 0,1 g/100 ml.

Homogenizacje prowadzono dodajac do badanego materiatu
rownoobjetosciowg iloS¢ mieszaniny homogenizujgcej, pozostawiajgc catosé
na 20 minut po doktadnym wymieszaniu na mieszadle typu Vortex.

Po tym czasie uzupelniano mieszanine wodg destylowang do objetosci

catkowitej 50 ml i po wymieszaniu wirowano w warunkach j.w.

35



Supernatant doktadnie zlewano znad osadu, a osad zawieszano w 2 ml buforu
fosforanowego o stezeniu 67 mM i ph 6,8. Tak uzyskany osad uzywano do badan

mikrobiologicznych.

3.2.1.2. Ocena preparatu bezposredniego w kierunku pratkow kwasoopornych

Do rutynowej oceny preparatow bezposrednich wykorzystywano metode
auraminowg i obserwacje preparatbw w mikroskopie fluorescencyjnym
w powiekszeniu 400x. Preparaty dodatnie wzglednie watpliwe potwierdzano stosujgc
klasyczng metode Ziehl-Neelsena 1 obserwacje w mikroskopie optycznym

w powiekszeniu 1000x.

3.2.1.3. Hodowla w kierunku pratkow kwasoopornych

Wszystkie zhomogenizowane uprzednio materiaty posiewano na podioza
Loewenstein-Jensen w duplikacie uzywajgc po 0,2 ml homogenatu na podioze.
Podtoza inkubowano przez 10 tygodni w temperaturze 37°C. Podioza sprawdzano
co tydzien. W przypadku stwierdzenia wzrostu kolonii bakteryjnych na podtozu
wykonywano preparat bezposredni barwiony metodg Ziehl-Neelsena. Stwierdzajgc
wzrost bakterii kwasoopornych wykonywano przesiew bakterii dla uzyskania kultury
do przeprowadzenia testu niacynowego. Dodatni wynik testu niacynowego
potwierdzat przynaleznos¢ wyhodowanych prgtkéw do gatunku M. tuberculosis (98).

Homogenaty poptuczyn oskrzelowych oraz ptynow z jamy optucnej posiewano
dodatkowo na podioza ptynne BacT/AlerT MP (bioMerieux) i inkubowano
w automatycznym systemie hodowlanym MB/BacT. Hodowla sygnalizowana przez

system jako dodatnia byta weryfikowana na obecnos¢ pratkbw kwasoopornych
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preparatem  barwionym metodg Ziehl-Neelsena. Ostateczng weryfikacje

przeprowadzano wykonujgc test niacynowy.

3.2.2. Badania genetyczne (99)

Genetyczng diagnostyke gruzlicy prowadzono wykorzystujgc zamkniety
system diagnostyczny firmy Gen-Probe Inc. W badaniach stosowano zestaw
diagnostyczny MTD 2. Zawarte w zestawie odczynniki stuzg do przeprowadzenia
detekcji specyficznych dla Mycobacterium tuberculosis complex sekwenciji
rybosomalnego kwasu rybonukleinowego metodg TMA (Transcription-Mediated
Amplification).

Badanie w systemie TMA sklada sie z trzech etapow: przygotowanie prébek,

amplifikacja 1 detekcja.

3.2.2.1. Przygotowanie probek

Aby uwolni¢ kwasy nukleinowe do mieszaniny reakcyjnej, konieczne jest
rozbicie komérek mikroorganizméw. Dokonuje sie tego przy pomocy ultradzwiekow
w sonikatorze. Nastepnie mieszanina reakcyjna ogrzewana jest przez 15 minut
w temperaturze 95°C w celu denaturacji kwaséw nukleinowych i inaktywacii
czynnikdw infekcyjnych. Tak przygotowany lizat zawiera kwasy nukleinowe, ktore

stuzg jako matryca do replikaciji in vitro.

3.2.2.2. Amplifikacja
System TMA wykorzystuje dwa primery i dwa enzymy: polimeraze RNA

i odwrotng transkryptaze. Jeden z primeréw zawiera sekwencje promotorowg dla
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polimerazy RNA (starter-promotor). W pierwszym etapie amplifikacji starter-promotor
taczy sie z rRNA w $Scisle okreslonym miejscu. Odwrotna transkryptaza syntetyzuje
kopie DNA z rRNA poprzez wydtuzanie od konca 3’ startera-promotora. W rezultacie
tworzy sie hybryda RNA:DNA, w ktorej RNA jest degradowane dzieki aktywnosci
RNAzy odwrotnej transkryptazy. Drugi primer przytgcza sie do uwolnionej kopii DNA.
Komplementarna ni¢c DNA jest syntetyzowana dzieki aktywnosci odwrotnej
transkryptazy. Razem tworzg podwojng ni¢ DNA. Polimeraza DNA rozpoznaje
sekwencje promotorowg na matrycy DNA i rozpoczyna transkrypcje. Kazda z nowo
zsyntetyzowanych czgsteczek RNA ponownie podlega procesowi TMA , co prowadzi
do wyktadniczego wzrostu liczby czgsteczek RNA. Proces odbywa sie w suchej tazni

w temperaturze 42°C w ciggu 30 — 60 minut.

3.2.2.3. Detekcja

Detekcja kopii RNA wyprodukowanych w reakcji TMA odbywa sie poprzez
dodanie do préb sond DNA znakowanych za pomocg estru akrydynowego.
Czasteczki sondy, ktére ulegly hybrydyzacji dajg sygnat chemiluminescencyjny,
natomiast chemiluminescencja czgsteczek niezwigzanych jest wygaszona. Pomiaru
luminescencji dokonywano w luminometrze Leader 50i. Za dodatnie uznawano

préby, ktorych luminescencja byta wieksza niz 500.000 RLU.

3.2.3. Badanie histologiczne (100)

Badania histologiczne materiatow tkankowych pobieranych $rodoperacyjnie
wykonywano w Zespole Akademickich Patologow sp. z o.0. Skrawki poddawano
barwieniu H + E. Gruzliczy charakter zmian w badanych tkankach rozpoznawano

na podstawie charakterystycznego obrazu ziarniny gruzliczej.
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3.2.4. Test QuantiFERON-TB Gold in tube (101)

Test QFT przeprowadza sie w dwdch etapach.

W etapie pierwszym pobierano petng krew zylng w ilosci po 1 = 0,2 ml
do kazdej z trzech probowek zestawu, tj. do probowki z probg slepg (NIL Control),
probowki optaszczonej antygenami pratka (TB Antigen) i probowki z mitogenem
(Mitogen).

Probowki zawierajgce krew po intensywnym wytrzgsnieciu poddawano
inkubacji w temperaturze 37°C tak szybko, jak to tylko mozliwe, przy czym nie
pézniej niz po 16 godzinach od momentu pobrania krwi. Po okresie inkubaciji
trwajagcym 16 — 24 godzin zawartos¢ probdéwek odwirowywano (3000g/10 minut)
i oddzielano osocze, ktére do momentu przeprowadzenia pomiaréw przechowywano
w temperaturze +4°C.

W drugim etapie oznaczano przy pomocy techniki ELISA stezenie interferonu
gamma w kazdej z trzech probéwek zestawu.

W poszczegdélnych proboéwkach oznaczano nastepujgce parametry:

* NIL — stezenie endogennego interferonu-gamma;

« TB Antigen — stezenie interferon-gamma uwalnianego przez limfocyty T
po stymulacji antygenami pratka;

* MITOGEN - stezenie interferonu-gamma uwalnianego przez limfocyty T
po stymulacji mitogenem - fitohemaglutyning (ocena sprawnosci ukfadu

odpowiedzi komorkowej osoby badanej).

Oznaczenie wykonywano uzywajgc odczynnikbéw, ktdre sg czescig
komercyjnego zestawu QuantiFERON®-TB Gold Intube (Cellestis) postepujac
doktadnie wedtug instrukcji producenta. Pomiaru dokonywano na czytniku

Humareader (Human), stosujgc filtr 450 nm oraz filtr referencyjny 620 nm.
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Otrzymane

wyniki

gestosci

optycznej

wprowadzano do

programu

komputerowego, ktéry dokonywat kontroli jakosci testu, obliczat wyniki ilosciowe

wyrazone w jednostkach miedzynarodowych interferonu gamma w 1 mililitrze

surowicy (I.U./ml), oraz interpretowat je jakosciowo, przyporzgdkowujgc do kategorii

wynikow dodatnich, ujemnych badz nieokre$lonych. Interpretacja odbywata sie

zgodnie z algorytmem przedstawionym w tabeli 3.

NIL TB Antigen Mitogen Wynik testu
(LU/ml) minus NIL | minus NIL | QuantiFERON-TB Interpretacja
U./m
(1.LU./ml) (1.LU./ml) Gold
<0,35 20,5
. Zakazenie
20.351 .
UJEMNY M. tuberculosis mato
<25% 20,5
prawdopodobne
wartosci NIL
. Wysoce
20.351 )
kazda prawdopodobne
<8,0 = 25% DODATNI _
wartosé zakazenie
wartosci NIL _

M. tuberculosis
<0,35 <0,5 Wynik nieokreslony
20.351i ze wzgledu
<25% <0,5 na wysoki poziom

5Ci . endogennego
wartosci NIL NIEOKRESLONY | g g
interferonu-gamma
kazda kazda lub brak odpowiedzi
>8,0 :
warto$é warto$é na stymulacje

mitogenem

Tab. 3. Kryteria interpretacyjne testu QuantiFERON-TB Gold In Tube.
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3.3. Opracowanie statystyczne

W celu obliczenia parametrow statystycznych testu: czutosci, swoistosci,
dodatniej i ujemnej wartosci predykcyjnej, analizie poddano grupy pacjentéw
z definitywnym (potwierdzonym laboratoryjnie) rozpoznaniem gruzlicy oraz grupe
pacjentéw, ktérym postawiono rozpoznanie inne niz gruzlica. Z analizy wykluczono
pacjentéw, u ktérych gruzlice rozpoznano na podstawie objawow klinicznych, nie
uzyskujgc mikrobiologicznego potwierdzenia gruzlicy. Postepowanie takie jest
uzasadnione wobec faktu, Zze rozpoznanie mikrobiologiczne jest w niniejszym
badaniu uznane za punkt odniesienia dla oceny testu QFT.

Parametry testu obliczono dla r6znych wariantow analitycznych. Wyniki testu

QFT pacjentow podzielono na grupy reprezentujgce nastepujgce kategorie:

e prawdziwie dodatnie (TP) — dodatni wynik testu QFT u pacjentéw
z potwierdzong mikrobiologicznie lub histologicznie gruZzlicg ptuc;

* prawdziwie ujemne (TN) — ujemny wynik testu QFT u pacjentow
Z rozpoznaniem innym niz gruzlica ptuc;

o falszywie dodatnie (FP) — dodatni wynik testu QFT u pacjentow
Z rozpoznaniem innym niz gruzlica ptuc;

o falszywie ujemne (FN) — ujemny wynik testu QFT u pacjentow
z potwierdzong mikrobiologicznie lub histologicznie gruZzlicg ptuc.

W zwigzku z istnieniem kategorii ,nieokreslonego” wyniku testu QFT przyjeto

nastepujgca klasyfikacje:

« Wynik ,nieokre$lony” testu QFT traktowany jako ujemny, tylko wynik
dodatni testu QuantiFERON-TB Gold In Tube potwierdza rozpoznanie
aktywnej postaci gruzlicy ptuc. W takim schemacie QFT traktowany jest
jako test potwierdzajgcy rozpoznanie gruzlicy ptuc;

*  Wynik ,nieokreslony” testu QFT traktowany jako dodatni, tylko wynik

ujemny testu QuantiFERON-TB Gold In Tube wyklucza rozpoznanie
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aktywnej postaci gruzlicy ptuc. W takim schemacie QFT traktowany jest
jako test wykluczajgcy rozpoznanie gruzlicy ptuc.
Utworzono rowniez teoretyczng formute wykorzystujgcg do celéw
diagnostycznych réwnoczesnie wynik testu QFT oraz bakterioskopii (AFB). W takim
schemacie zastosowano nastepujgcy algorytm kwalifikowania wynikow tych testow
jako potwierdzajgcych lub wykluczajgcych rozpoznanie gruzlicy ptuc:
 QFT + AFB jako testy potwierdzajgce:
gruzlice pluc potwierdza dodatni wynik przynajmniej jednego z dwoch
nastepujgcych badan: testu QFT i/lub preparatu bezposredniego (AFB).
Wynik ,nieokreslony” testu QFT traktowany jest jako ujemny;

* QFT + AFB jako testy wykluczajace:
gruzlice ptuc wykluczajg jedynie ujemne wyniki obydwu badan: testu QFT
oraz preparatu bezposredniego (AFB). Wynik ,nieokreslony” testu QFT
traktowany jest jako dodatni;

Dla oceny istotnosci roznic parametrow ilosciowych testu QFT stosowano test
U Manna-Whitneya. Test ten jest nieparametrycznym testem do sprawdzenia czy
wartosci probek pobranych z dwu niezaleznych populacji sg jednakowo duze (102).

Do wyznaczenia optymalnej wartosci cut-off w interpretacji wyniku testu QFT
oraz w celu sprawdzenia mozliwosci diagnostycznego wykorzystania roéznych
parametrow mierzonych w tescie QFT postuzono sie analizg krzywych ROC. Krzywe
ROC (Receiver Operating Characteristic) sg narzedziem stuzgcym do oceny
poprawnosci klasyfikatora (pojedynczej zmiennej lub catego modelu), zapewniajg
one tgczny opis jego czutosci i specyficznosci (103).

Do obliczen statystycznych wykorzystano program Analyse-It.

42



4. Wyniki

4.1. Charakterystyka grupy badanej
W tabeli 4 przedstawiono charakterystyke demograficzng grup pacjentow
wydzielonych zgodnie z rozpoznaniem Kklinicznym (wedlug nomenklatury
Miedzynarodowej Klasyfikacji Choréb i Probleméw Zdrowotnych 1CD-10)
na podstawie epikryzy.
wiek sredni wiek
. 0 , e .
Rozpoznanie n (%) pte¢ (M/K) (min. mediana (w latach)
max.)
Gruzlica uktadu
oddechowego
) 2 130/70
e | o
: ’ 65,0% / 35,0%
potwierdzona
(A-15)
Gruzlica uktadu
nioedggfvci(()evr\ijezgo%a 52 34718
; S 23-82 59,2 57,3+13,6
bakteriologicznie (5,3%) 65.4% / 34.6%
i histologicznie 0 070
(A-16)
rozpoznania inne niz 727 434/293
iabrdel (76.3%) 18-91 | 58,0 | 56,9+16,0
g ! 59,7% / 40,3%
Tab. 4. Podziat grupy badanej wg rozpoznania.
Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic wiekowych pomiedzy

poszczegolinymi grupami (p>0,05).
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4.2. Wyniki badan mikrobiologicznych w badanej populacji

W trakcie prowadzonej diagnostyki klinicznej gruzlice ptuc rozpoznano u 252
pacjentow, co stanowito 25,7% badanej populacji. Badaniami mikrobiologicznymi
sensu stricto, genetycznymi i histopatologicznymi gruzlice potwierdzono u 200
pacjentow (20,4%). U pozostatych 52 pacjentéw (5,3%) rozpoznanie postawiono
na podstawie obrazu radiologicznego ptuc i objawow klinicznych. Wyniki wszystkich
badan laboratoryjnych wykonanych w celu wykrycia M. tuberculosis u pacjentow
z rozpoznaniem A-16 oraz w grupach rozpoznan innych niz gruzlica byly ujemne.
Oznacza to, ze odsetek przypadkéw definitywnych (potwierdzonych) wsréd ogétu
przypadkoéw gruzlicy wyniost 79,4%. W przypadku 727 pacjentéw (74,3% badanej
populacji) wyniki badan Kklinicznych, obrazowych i laboratoryjnych wykluczyty
rozpoznanie gruzlicy. Strukture bakteriologiczng 252 przypadkdéw gruzlicy wykrytych

w trakcie badania przedstawia rys. 5.

e 28,6%

4,4%

bakterioskopia (+) hodowla (+) M bakterioskopia (-) hodowla (+)

M potwierdzone innymi metodami " przypadki niepotwierdzone

Rys. 5. Struktura bakteriologiczna przypadkow gruzlicy ptuc stwierdzonych
w badaniu.
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4.3. Wyniki badan mikrobiologicznych w grupie pacjentéw z definitywnym

rozpoznaniem gruzlicy

Strukture potwierdzen przypadkow gruzlicy zweryfikowanych dodatnimi

wynikami badan laboratoryjnych: bakterioskopii preparatéw barwionych metoda

Ziehl-Nelsena lub auraminowg, hodowli na podtozach Loewenstein-Jensen lub

na podtozach ptynnych w systemie automatycznym MB/BacT, badania genetycznego

testem MTD-2 w systemie Gen-Probe oraz badania histologicznego na obecnosc¢

ziarniny gruzliczej przedstawia tabela 5.

Wynik badania liczba . Odsetek
przypadkow
bakterioskopia — dodatni
oraz 72 36,0%
hodowla — dodatni
bakterioskopia — ujemny
oraz 117 58,5%
hodowla — dodatni
bakterioskopia — ujemny
oraz . 6 3,0%
hodowla — ujemny,
badanie genetyczne — dodatni
bakterioskopia — ujemny
oraz . 5 2,5%
hodowla — ujemny,
badanie histologiczne — dodatni
Razem 200 100%

Tab. 5. Struktura potwierdzen przypadkow gruzlicy zweryfikowanych dodatnimi

wynikami badan laboratoryjnych.

45




4.4.

Wyniki testu QuantiFERON-TB Gold in tube

Wyniki testu i procentowy udziat réznych kategorii wyniku w catosci grupy

badanej przedstawia tabela 6. Kategorie wyniku (dodatni, ujemny, ,nieokreslony”)

ustalono stosujgc kryteria okreslone przez producenta testu.

Rozpoznanie

Gruzlica ukiadu

Gruzlica uktadu

Wynik testu oddechowego, oddechowego, r0z00zNania
QuantiFERON-TB | bakteriologicznie | nie potwierdzona . P .
. - . . . . . Inne niz Razem
Gold in tube I histologicznie bakteriologicznie uzlica
potwierdzona i histologicznie (?] = 727)
(A-15) (A-16) B
(n =200) (n=52)
_ 154 33 211
dodatni 398
(77,0 %) (63,5 %) (29,0 %)
_ 36 17 479
ujemny 532
(18,0 %) (32,7 %) (65,9 %)
. 10 2 37
nieokreslony 49
(5,0 %) (3,8 %) (5,1 %)
razem 200 52 127 979

Tab. 6. Wyniki testu QuantiFERON-TB Gold in tube w badanej grupie.

Wyniki

badan uzyskane jako potwierdzenie

rozpoznania u pacjentow

z definitywng postacig gruzlicy ptuc w grupach w zaleznosci od wyniku testu QFT

przedstawiajg rysunki 6, 7, 81 9.
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uczestnicy badania

n=979
I |
A-15 A-16 inne rozpoznania
n= 200 n=52 n=727
(100 %) (100 %) ‘ (100 %)
QFT dodatni QFT dodatni QFT dodatni
n=154 n=33 n=211
(77,0 %) \ (63,5 %) (29,0 %)
QFT ujemny QFT ujemny QFT ujemny
n= 36 n=17 n=479
(18,0 %) (32,7 %) (65,9 %)
QFT n/o QFT n/o QFT n/o
n=10 n=2 n=37
(5.0 %) (3,8 %) (5.1 %)

Rys 6. Wynik testu QFT w grupach pacjentéw w zaleznos$ci od rozpoznania.
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4.5. Analiza statystyczna wynikow testu QFT

4.5.1. Analiza statystyczna w ujeciu jakosciowym

Dla dokonania analizy jakosciowej brano pod uwage tylko kategorie
uzyskanych wynikow testu QFT: wyniki dodatnie, ujemne i nieokreslone. Uzyskane
wyniki testu podzielono na grupy wynikow prawdziwie dodatnich (TP), prawdziwie
ujemnych (TN), fatszywie dodatnich (FP) i falszywie ujemnych (FN) zgodnie
z algorytmem opisanym w rozdziale 3.3. W zaleznosci od zatozenia wykorzystania
testu/testow QFT/QFT+AFB jako potwierdzajgcego/potwierdzajgcych  badz
wykluczajgcego/wykluczajgcych uzyskano grupy o liczebnosci przedstawionej

w tabeli 7.

TP FN TN FP
TEST POTWIERDZAJACY
QFT 154 46 516 211
QFT + AFB 181 19 516 211
TEST WYKLUCZAJACY
QFT 164 36 479 248
QFT + AFB 184 16 479 248

Tab. 7. Liczebno$¢ grup w badaniu dla réznych wariantéw analizy wynikdw
przy zastosowaniu wartosci cut-off wyznaczonej przez producenta
testu (0,35 1.U./ml).

Dla dobranych w ten sposéb grup obliczono czutosé, specyficznosé, dodatnig

oraz ujemng wartos¢ predykcyjng testu (tabela 8).
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czutosé specyficznosé PPV NPV
(95% ClI) (95% ClI) (95% ClI) (95% CI)
TEST POTWIERDZAJACY
OFT 77,0% 71,0% 42,2% 91,8%
(70,5 -82,6) 67,5 —74,3) (37,1 -47,4) | (89,2-94,0)
OFT + AFB 90,5% 71,0% 46,2% 96,5%
+
(85,6 — 94,2) (67,5-74,3) (41,2-51,3) | (94,5-97,9)
TEST WYKLUCZAJACY
OFT 82,0% 65,9% 39,8% 93,0%
(76,0 — 87,1) (62,3 -69,3) (35,1 -44,7) | (90,5-95,1)
OFT + AFB 92,0% 65,9% 42,6% 96,8%
+
(87,3 —-95,4) (62,3 -69,3) (37,9-47,4) | (94,5-98,1)

Tab. 8. Parametry statystyczne testu/testow QFT/QFT+AFB dla wartosci cut-off
wyznaczonej przez producenta testu (0,35 I.U./ml).

4.5.2. Analiza statystyczna w ujeciu ilosciowym

Dla przeprowadzenia analizy statystycznej w ujeciu ilosciowym brano pod
uwage ilosciowy wynik testu wyrazony stezeniem wydzielanego interferonu-gamma.
W tym celu przeprowadzono analize metodg krzywej ROC. Krzywg ROC
wyznaczono, zgodnie z przyjetym zatozeniem, dla wszystkich wynikow testu QFT
otrzymanych dla grupy z definitywnie potwierdzong gruzlicg (A-15) oraz dla grupy
z rozpoznaniami innymi niz gruzlica. Tak wyznaczong krzywg przedstawia
rysunek 10. Obliczone pole powierzchni pod krzywg ROC wynosi 0,77

(95% CI: 0,73 — 0,80).
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Rys. 10. Krzywa ROC dla wynikéw testu QFT w grupach pacjentow z potwierdzong
laboratoryjnie gruzlicg ptuc oraz z rozpoznaniami innymi niz gruzlica.

4.6. Proba wyznaczenia optymalnej wartosci cut-off testu QFT

Wykorzystujgc dane otrzymane z analizy krzywej ROC ustalono czutosc
i specyficznos¢ testu w catym zakresie otrzymanych wynikdw, a nastepnie dane
te wykorzystano do ustalenia optymalnej wartosci cut-off testu. Jako punkt
optymalnej wartosci cut-off przyjeto punkt, w ktérym suma parametrow czutosci
i specyficznosci uzyskuje maksymalng wartos¢ (rys. 11). Zgodnie z tak przyjetym
zatozeniem optymalne parametry statystyczne test przyjmuje dla wartosci cut-off
réwnej 0,20 .U./ml.

Dla wyznaczonej w ten sposOb wartosci cut-off dokonano przeliczenia

liczebnosci wynikow dodatnich i ujemnych, a nastepnie obliczono parametry

53



statystyczne analogicznie do obliczen dokonanych dla wartosci ustalonej przez

producenta testu (tabele 9 i 10).

\ ..-ﬂ"‘.-._-_ —rufosc

0.8
X 0 isto S
06

| e £ 2U0DEE + SWOISTOSE

04

ﬂrz ﬁk\-\-_‘_--_

IFN-gamma {IL/ml)

Rys. 11. Graficzna interpretacja metody wyznaczenia optymalnej wartosci
cut-off testu QFT (strzalkg oznaczona wartos¢ cut-off okreslona
przez producenta testu)
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TP FN TN FP
TEST POTWIERDZAJACY
QFT 169 31 483 244
QFT + AFB 185 15 483 244
TEST WYKLUCZAJACY
QFT 179 21 447 280
QFT + AFB 188 12 447 280

Tab. 9. Liczebnos¢ grup w badaniu dla réznych wariantow analizy wynikéw
przy zastosowaniu wyznaczonej empirycznie optymalnej wartosci cut-off

(0,20 L.U./ml).
czutosc specyficzno$é PPV NPV
(95% CI) (95% ClI) (95% CI) (95% CI)
TEST POTWIERDZAJACY
OFT 84,5% 66,4% 40,9% 94,0%
(78,7 - 89,2) (62,9 - 69,9) (36,1 -45,8) | (91,6 —95,9)
OFT + AFB 92,5% 66,4% 43,1% 97,0%
+
(87,9 -95,7) (62,9 - 69,9) (38,4-48,0) | (95,1-98,3)
TEST WYKLUCZAJACY
OFT 89,5% 61,5% 39,0% 95,5%
(84,4 -93,4) (62,3 -69,3) (345-43,6) | (93,2-97,2)
OFT + AFB 94,0% 61,5% 40,2% 97,4%
+
(89,8 -96,9) (62,3 -69,3) (35,7-44,8) | (95,5-98,6)

Tab. 10. Parametry statystyczne testu/testow QFT/QFT+AFB dla wyznaczonej
empirycznie optymalnej wartosci cut-off (0,20 I.U./ml).
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4.7. Czy mozna wykorzysta¢ parametry skladowe testu QFT do réznicowania
grupy pacjentéw z rozpoznang gruzlicg od pacjentdw z nnymi rozpoznaniami?
Wykorzystujgc test U Manna-Whitneya dokonano poréwnania parametrow

stuzgcych do interpretacji wyniku testu QFT:

» stezenia endogennego interferferonu-gamma w prébie (NIL)

» stezenia interferonu uwalnianego po stymulacji mitogenem (MITOGEN)

Porownano wyniki uzyskane w grupie pacjentbw z potwierdzong
bakteriologicznie gruzlica z wynikami dla grupy pacjentéw z chorobami ptuc innymi
niz gruzlica. Parametry poréwnywano oddzielnie dla grupy wynikow dodatnich

i ujemnych testu QFT. Charakterystyke tak dobranych grup oraz poréwnawczg

analize statystyczng przedstawia tabela 11, a graficzng interpretacje dla grup

wynikow réznigcych sie w sposob statystycznie istotny — rysunki 12 — 14.

. liczebno$¢ grupy réznica mediany
analizowany )
wg rozpoznania dla grup p
parametr _
A-15 inne (95% CI)
wynik testu QFT dodatni
0,02
NIL 0,004
(0,01 -10,04)
154 211
-3,38
MITOGEN <0,0001
(-4,84 - -1,97)
wynik testu QFT ujemny
0,03
NIL 0,0084
(0,01 -0,05)
36 479
-0,86
MITOGEN 0,4386
(-3,53-1,32)

Tab. 11. Poréwnanie rozktadu wartosci wynikéw sktadowych parametréw testu QFT
dla grup pacjentow z gruzlicg ptuc oraz innymi niz gruzlica rozpoznaniami.
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Rys. 12. Rozktad wartosci wyniku NIL (wyrazone w l.U. interferonu-gamma/ml)

Rys.

u pacjentow z dodatnim wynikiem testu QFT. Poréwnanie grup
pacjentow z potwierdzong gruzlicg ptuc (A-15) oraz z innymi niz gruzlica
rozpoznaniami.
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13. Rozktad wartosci wyniku MITOGEN (wyrazone w I.U. interferonu-
gamma/ml) u pacjentéw z dodatnim wynikiem testu QFT. Porownanie grup
pacjentow z potwierdzong gruzlicg ptuc (A-15) oraz z innymi niz gruzlica
rozpoznaniami.
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Rys. 14. Rozktad wartosci wyniku NIL (wyrazone w l.U. interferonu-gamma/ml)
u pacjentow z ujemnym wynikiem testu QFT. Porownanie grup
pacjentow z potwierdzong gruzlicg ptuc (A-15) oraz z innymi niz gruzlica
rozpoznaniami.

Analiza statystyczna potwierdzita istotne statystycznie roznice parametréw NIL
i MITOGEN dodatnich wynikéw testu QFT pomiedzy grupg pacjentow chorych
na gruzlice oraz grupg chorych na inne choroby ptuc, oraz parametru NIL w grupie
ujemnych wynikow testu QFT. W przypadku parametru MITOGEN ujemnych
wynikéw testu QFT nie stwierdzono istotnej statystycznie roOznicy pomiedzy
pacjentami z gruzlicg i z chorobami innymi niz gruzlica.

Wartosci stezenia endogennego interferonu-gamma (NIL) byly wyzsze
w grupie pacjentéw z gruzlicg, niz u pacjentéw z innymi chorobami ptuc niezaleznie
od uzyskanej kategorii wyniku testu QFT (dodatni lub ujemny). Stezenia
interferonu-gamma uwolnionego po stymulacji mitogenem (MITOGEN) bylty wyzsze
w grupie pacjentéw z dodatnim wynikiem testu QFT, u ktorych czynnej gruzlicy nie

stwierdzono.
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Sprawdzono mozliwos¢ diagnostycznego wykorzystania pomiaru tych
parametrow jako testu réznicujgcego rozpoznanie choroby. W tym celu
przeprowadzono analize krzywych ROC, a wartos¢ dyskryminacyjng testu okreslono
na podstawie oceny pola powierzchni pod krzywg ROC. Otrzymane wyniki
(tabela 12) nie dajg podstawy do wykorzystania pomiaru parametrow NIL i MITOGEN
do réznicowania rozpoznania gruzlicy od innych choréb ptuc w obrebie grup wynikéw

dodatnich i ujemnych testu QFT.

liczebno$¢ grupy pole
badan nik testu wg rozpoznania owierzchni
i Wy QFT i dk % Cl
arametr od krz
P A-15 inne P Y
ROC
NIL 0,59 0,53-0,72
dodatni 154 211
MITOGEN 0,65 0,59-0,70
NIL ujemny 36 479 0,63 0,54-0,72

Tab. 12. Wartosci pola powierzchni pod krzywg ROC dla wybranych wariantow
analizy wartosci dyskryminacyjnej parametrow sktadowych testu QFT.
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5. Dyskusja

Diagnostyka gruzlicy jest jednym z trudniejszych zadan stojgcych przed
klinicystag i diagnostg laboratoryjnym. Specyficzny charakter drobnoustroju
wywotujgcego te chorobe — Mycobacterium tuberculosis complex — sprawia, ze jego
diagnostyka rodzi wiele problemow praktycznych. Mowigc o specyficznych cechach
pratka gruzlicy utrudniajgcych diagnostyke nalezy wymienié:

a) wysokie wymagania odzywcze (104)

b) bardzo dtugi czas podziatdbw komorkowych (105)

C) indukowanie odpowiedzi humoralnej na niskim poziomie (40, 41).

Wymienione w punktach a) i b) trudnosci udato sie w ostatnich dekadach
XX wieku oming¢ wprowadzajgc do diagnostyki automatyczne systemy hodowlane,
w ktorych zastosowano ptynne poditoza hodowlane oraz systemy detekcji o czutosci
wyzszej od oferowanej przez wczesniej stosowane metody konwencjonalne (hodowle
na podiozach jajowych Loewenstein-Jensen) (25). Szerokie stosowanie metod
automatycznych w niniejszym badaniu moze ttumaczyé wysoki odsetek potwierdzen
gruzlicy badaniami mikrobiologicznymi wynoszgcy 75%, podczas gdy srednia dla
calego kraju wynosi 63,4% (12). Podstawowg zaletg systemdw automatycznych jest
skrdécenie czasu niezbednego do potwierdzenia wzrostu pratkow gruzlicy.

Nawet stosowanie takich systeméw wymaga jednak czasu liczonego czesto
w tygodniach dla uzyskania dodatniego wyniku hodowli. Oczekiwanie na wynik
hodowli bardzo op6znia definitywne potwierdzenie gruzlicy w przypadku
materiatdw z ujemnym wynikiem bakterioskopii. Oparcie za$ rozpoznania tylko
na objawach klinicznych moze prowadzi¢c do btednego postawienia diagnozy.
Przykladem takiej sytuacji moga by¢ przypadki pacjentow, u ktorych szybkim

badaniem cytologicznym lub  histopatologicznym  potwierdzano  chorobe

60



nowotworowg, poOzniej za$ otrzymywano wynik hodowli potwierdzajgcy
wspotistniejgcg gruzlice ptuc (106). Sytuacja taka w sposéb radykalny zmieniata
sposOb prowadzenia procesu terapeutycznego.

W kontekscie czasu uzyskania wyniku dodatniego przewage nad metodami
hodowlanymi caly czas posiada metoda bakterioskopii, ktéra pozwala stwierdzi¢
obecnos¢ form kwasoopornych juz w dniu otrzymania materialu klinicznego
do badania. Metoda ta, istniejgca w niemal niezmienionej postaci od czasow Roberta
Kocha, pomimo swych wad ciggle jest stosowana przez laboratoria pragtka na catym
Swiecie. Jedng z tych wad jest brak bezwzglednej specyficznosci wobec
Mycobacterium tuberculosis, gdyz pratki gruzlicy oraz pratki niegruzlicze
sg praktycznie nieodroznialne w obrazie mikroskopowym (16). W grupie badanej nie
stwierdzono ani jednego takiego przypadku, tzn. zaobserwowania form
kwasoopornych w preparacie bezposrednim, ktére okazatyby sie w trakcie hodowli
bakteriami innymi niz pratki gruzlicy. Druga wada tej metody to stosunkowo niska
czutos¢. Ocenia sie bowiem, ze dodatni wynik preparatu bezposredniego mozna
stwierdzi¢ dopiero wowczas, gdy liczba pratkbw wynosi nie mniej niz 5000 komorek
w mililitrze badanego materiatu (16). Wedtug danych Instytutu Gruzlicy i Choréb Ptuc
w roku 2009 dodatni wynik preparatu bezposredniego uzyskano tylko w 37,2%
wszystkich przypadkow gruzlicy w Polsce (potwierdzonej i niepotwierdzonej
w badaniach laboratoryjnych), zas w grupie chorych z gruzlicg potwierdzong dodatni
wynik bakterioskopii uzyskano w 58,7% przypadkow (12). Oznacza to, ze u 41,3%
tych chorych definitywne potwierdzenie uzyskano z opdznieniem wynikajgcym
z koniecznosci oczekiwania na wynik hodowli. Jak wynika z cytowanego
opracowania odsetek ten rdzni sie pomiedzy wojewddztwami dosyé znacznie

a réznice te wynikajg z poziomu wyposazenia laboratoriow w nowoczesne systemy
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diagnostyczne, organizacji sieci laboratoriow, wspoipracy lekarzy z laboratoriami.
W grupie poddanej obserwacji w niniejszym badaniu potwierdzenie gruzlicy dodatnim
wynikiem bakterioskopii uzyskano w 28,6% (Srednia dla Polski 37,2%) wszystkich
przypadkéw gruzlicy ptuc, zas w grupie 200 chorych 2z definitywnym,
tzn. potwierdzonym badaniami mikrobiologicznymi, rozpoznaniem gruzlicy dodatni
wynik bakterioskopii uzyskano jedynie w 36% przypadkéw (Srednia dla Polski
58,7%). Taka strukture potwierdzen moze ttumaczy¢ wysoka czutos¢ stosowanych
w laboratorium badan hodowlanych, ktére pozwalajg uzyska¢ dodatni wynik hodowli
z materiatbw uzyskanych od pacjentéw skgpo pratkujgcych. Oznacza to réwniez,
ze w 64% przypadkow uzyskano op6znione potwierdzenie gruzlicy.

Zastosowanie badan genetycznych i histologicznych, z zatozenia szybkich,
czutych i specyficznych ciggle jeszcze jest ograniczone. W przypadku badan
genetycznych czynnik ograniczajgcy ma charakter pozamerytoryczny — sg to badania
stosunkowo drogie i z tego powodu rzadko zlecane przez lekarzy. Badanie
histologiczne jest za$ ograniczone do waskiej grupy pacjentéw, u ktérych
stwierdzono wskazania do wykonania zabiegu chirurgicznego, w trakcie ktérego
pobierano tkanke do badan laboratoryjnych.

Jesli chodzi o typowg diagnostyke serologiczng, tzn. wykrywanie przeciwciat
skierowanych przeciw antygenom pratka, to metody te zasadniczo nie weszly
do panelu metod rutynowo stosowanych w rozpoznawaniu gruzlicy. Dzieje sie tak
ze wzgledu na marginalny udziat odpowiedzi humoralnej jako reakcji na zakazenie
pratkiem (40, 41).

Oprécz wyzej wymienionych metod laboratoryjnej diagnostyki gruzlicy
pomochicze znaczenie w rozpoznawaniu tej choroby ma badanie skérnego odczynu

tuberkulinowego. Metoda ta, zaproponowana niemal jednoczesnie na przetomie
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XIXi XX wieku w roéznych postaciach przez kilku badaczy, utrzymywala swojg
pozycje, jako testu pomocniczego w diagnostyce, przez prawie caty XX wiek. Liczne
badania wykonane wspoiczesnie wykazujg jednak ograniczong specyficznosé
wynikow otrzymanych przy zastosowaniu tych metod, zwlaszcza w krajach, w ktérych
stosowano schemat wielokrotnego szczepienia szczepionkg BCG (50 - 53).

Ograniczenia dotyczgce wszelkich do tej pory stosowanych metod, zwtaszcza
te, ktére dotyczg niskiej czulosci badan laboratoryjnych (jak w przypadku
bakterioskopii) i dlugiego czasu oczekiwania na wynik (jak w przypadku metod
hodowlanych) nakazujg ciggle poszukiwa¢ nowych rozwigzan diagnostycznych.

Duze nadzieje wigzano z innowacyjnymi testami — testami uwalniania
interferonu-gamma(IGRA), ktére weszty do rutynowej diagnostyki pod koniec
XX wieku. Pozbawione wad skérnych odczynoéw tuberkulinowych staly sie waznym
narzedziem diagnostycznym, stuzgcym identyfikacji osob zakazonych pragtkiem
gruzlicy. Takie umiejscowienie tych testow w schematach diagnostycznych znalazto
potwierdzenie w wytycznych towarzystw naukowych i organizacji nadzoru
epidemiologicznego jako testu umozliwiajgcego wykrycie zakazenia pratkiem
gruzlicy (59-62).

Od momentu wprowadzenia testow IGRA prébowano takze ustali¢ ich
znaczenie w diagnostyce aktywnych postaci gruzlicy. W licznych badaniach prébuje
sie ustali¢, czy ilosciowe wyniki testu pozwalajg rozrézni¢ latentne zakazenie
pratkiem od aktywnej postaci gruzlicy (82-94).

W niniejszym badaniu podjeto probe okreslenia znaczenia tych testow
w grupie pacjentow dorostych, u ktérych obraz kliniczny choroby wymagat wdrozenia
diagnostyki réznicowej z uwzglednieniem gruzlicy ptuc. W tym celu, oprocz badan

rutynowo zlecanych w takich przypadkach, dodatkowo wykonywano test
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QuantiFERON-TB Gold In Tube. Krew do testu QFT pobierano pacjentom
réownoczasowo z pobraniem materialtéw do badan mikrobiologicznych, zawsze przed
ewentualnie wigczong terapig przeciwpratkowg. Wykonywany do tej pory, jako test
pomocniczy, tuberkulinowy odczyn skorny nie wnosit do tej diagnostyki istotnych
informacji, co wykazano w innym badaniu przeprowadzonym na podobnej grupie
chorych (54). Diagnostyke kazdego z 979 wigczonych do niniejszego opracowania
pacjentéw, na potrzeby tego opracowania, uwazano za zakohczong w momencie
definitywnego zakonczenia diagnostyki mikrobiologicznej, tzn. wyhodowania prgtkéw
i ich identyfikacji do poziomu gatunku, ewentualnie wykonania badania genetycznego
lub histologicznego, badz uzyskania ujemnych wynikéw wszystkich wymienionych
badan. Uzyskane wyniki konfrontowano z rozpoznaniami klinicznymi. Na tej
podstawie stwierdzono, ze w badanej grupie znalazto sie 200 os6b z rozpoznang
i potwierdzong badaniami gruzlicg ptuc oraz 727 oso6b, u ktérych wyniki badan
mikrobiologicznych oraz ewentualnie genetycznych i histologicznych byly ujemne
i pokrywaly sie z rozpoznaniem Kklinicznym, ktére bylo inne niz gruzlica.
W 52 przypadkach stwierdzono rozbieznos¢ pomiedzy wynikami tych badan
a rozpoznaniem Kklinicznym, gdyz pomimo ujemnych wynikbw badan na podstawie
symptoméw Kklinicznych i/lub obrazu radiologicznego i/lub odpowiedzi na wigczone
leczenie przeciwprgtkowe postawiono rozpoznanie gruzlicy. Te grupe pacjentow
wytgczono z dalszej analizy, gdyz w mysl definicji Swiatowej Organizacji Zdrowia nie
mozna w jej przypadku rozpoznania gruzlicy traktowaé w sposob definitywny.

Dodatni wynik testu QFT uzyskano u 77% pacjentdw z rozpoznang gruzlicg
iu29% pacjentbw z innymi rozpoznaniami, natomiast ujemne wyniki testu
odpowiednio u 18% i 65,9% pacjentow. Wynik nalezagcy do kategorii ,nieokreslony”

w obydwoch grupach wystgpit u 5% pacjentow. Z powyzszych danych widag,
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ze czutos¢ testu jest daleka od absolutnej. W zaleznosci od tego, czy test
wykorzystamy jako potwierdzajgcy chorobe (to znaczy, ze tylko wyniki dodatnie testu
QFT uznamy za potwierdzajgce chorobe, zas wyniki ,nieokreslone” wigczymy
do grupy wynikow ujemnych), czy tez jako wykluczajgcy (wéwczas tylko wyniki
ujemne uznamy za wykluczajgce chorobe, ,nieokreslone” wigczymy do grupy
wynikow dodatnich) uzyskamy czutos¢ testu odpowiednio 77% badz 82%. Czutos¢
testu jest zdecydowanie lepsza w przypadku stosowania go jako testu
wykluczajgcego gruzlice. Warto$¢ tego parametru testu obnizajg przypadki pacjentow
z potwierdzong gruzlicg i ujemnym wynikiem testu QFT. Przyczyng takiej sytuacji
moze bycC fakt, ze test wykonywany jest przy uzyciu krwi obwodowej. Limfocyty
krazgce we krwi obwodowej stanowig za$ jedynie okoto 2% catej populacji limfocytow
w organizmie cztowieka (107). Dodatkowo, w przypadku czynnej gruzlicy limfocyty T
specyficzne wobec antygendéw Mycobacterium tuberculosis sg aktywnie rekrutowane
do miejsca toczgcej sie infekcji, co powoduje dalszg redukcje ich liczby we krwi
obwodowej (108). Proces ten moze doprowadzi¢ w efekcie do sytuacji, w ktorej
liczba uczulonych limfocytow T w tym kompartmencie bedzie zbyt mata do tego, aby
da¢ wymierng odpowiedz na zakazenie mierzong testem QFT. Zwraca uwage
zgodnos$¢ otrzymanej w badaniu czutosci testu z wynikami przedstawionymi
w metaanalizie Diela (95). Wyliczona przez niego srednia czuto$¢ testu wynosita
81%, co jest wartoscig bardzo zblizong do otrzymanej w niniejszym badaniu (82%).
Co ciekawe, na podstawie tej metaanalizy obliczono, ze $rednia czuto$¢ testow
przeprowadzonych w krajach rozwijajgcych sie wynosita tylko 74,3%, podczas gdy
ten sam parametr w krajach rozwinietych gospodarczo wynosit 84,5%.

Specyficzno$¢ testu obliczona dla catej badanej grupy (927 o0s6b)

na podstawie otrzymanych wynikow wynosi 71,0% jako testu potwierdzajgcego
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gruzlice i 65,9% jako testu wykluczajgcego. Na tak niskg specyficznosc¢ testu wptywa
stosunkowo duza liczba przypadkoéw pacjentéw z wynikiem dodatnim testu QFT
wsréd chorych z rozpoznaniem innym niz gruzlica (29%). Przyczyny takiego stanu
rzeczy mozna upatrywac w nastepujgcych przyczynach:

* rozkladu wieku pacjentow w badanej grupie

« specyfiki badanej grupy.

Mowigc o rozktadzie wieku w badanej grupie nalezy zwréci¢ uwage na to,
ze wsrod pacjentdow z rozpoznaniem innym niz gruzlica dominowaty osoby starsze.
Mediana wieku dla tej grupy wynosita 58 lat, ale | kwartyl to az 48 lat. Poréwnujgc
grupy z wynikiem dodatnim i ujemnym testu QFT wsrdd pacjentéw z rozpoznaniem
innym niz gruzlica mozna zauwazy¢, ze w skiad grupy pacjentow z wynikiem
dodatnim wchodzi wieksza liczba oséb starszych, niz w przypadku grupy z wynikiem
ujemnym (I kwartyl 52,0 vs. 43,8 lat, mediana 61,0 vs. 57,0 lat). Mozna ten fakt uznac¢
za ,populacyjny $lad” przebytego zakazenia. Dziecinstwo oséb majgcych dzisiaj
ponad 50 lat przypadato na lata, gdy zapadalnos¢ na gruzlice wynosita w Polsce
w catej populacji 290/100.000, za$ wsréd dzieci do 14 roku zycia ponad
180/100.000 (12). Odsetek zakazonych dzieci w roku 1953 szacowano na 83,3%
wsrod dziewczat i 87,7% wsrdd chiopcdw (10). Zakazenie pratkiem gruzlicy mierzone
wynikiem testu QFT rzadko zas ulega negatywizacji . Nawet w przypadku aktywnych
postaci gruzlicy leczonych z sukcesem Kklinicznym, w wiekszosci badanych
przypadkéw po zakonczonym leczeniu utrzymywat sie wynik dodatni (109, 110).
Mozna sgdzi¢, ze odsetek zakazonych bedzie zmniejszat sie z uptywem czasu, co
potwierdzajg badania amerykanskie (111). MOwigc o specyfice badanej grupy nalezy
zwrocic uwage na to, ze wielu pacjentdw objetych badaniem, ze wzgledu na

charakter  schorzen jest  wielokrotnie  hospitalizowanych  na oddziatach
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pulmonologicznych, a przez to dodatkowo narazonych na zakazenie poprzez kontakt
z osobami chorymi na gruzlice hospitalizowanymi jednoczasowo.

W trakcie analizy statystycznej uzyskanych wynikéw zwrdocono uwage
na wysokg ujemng wartos¢ predykcyjng testu 91,8% (95% CI. 89,2 — 94,0)
w przypadku traktowania testu jako potwierdzajgcego gruzlice i az 93,0%
(95 CI: 90,5 — 95,1%) w przypadku traktowania go jako testu wykluczajgcego. Niska,
zaledwie 40 procentowa dodatnia wartos¢ predykcyjna testu wskazuje na niewielkg
przydatnosc¢ testu w potwierdzaniu choroby. Nasuwa to jednoznaczny wniosek, ze
miejscem stosowania testu QFT w diagnostyce rdznicowej aktywnych postaci
gruzlicy jest uzycie go jako testu stuzgcego wykluczaniu rozpoznania tej choroby.
Takie podejscie - wykorzystania testu w diagnostyce aktywnej gruzlicy jako testu
wykluczajgcego te chorobe zgodne jest z podejsciem innych autorow (85).

W przypadku aktywnej gruzlicy, wskutek zjawisk opisanych wczesniej, mozna
mie¢ do czynienia z fatszywie ujemnym wynikiem testu QFT. Co wiecej, otrzymane
wyniki wskazujg, ze zaawansowanie choroby mierzone dodatnim wynikiem
bakterioskopii rzutuje na odsetek wynikéw fatszywie ujemnych. W grupie pacjentow
z takim wynikiem odsetek pacjentéw z dodatnim wynikiem bakterioskopii
(20/36 = 55,6%) jest znacznie wyzszy niz w grupie z poprawnie oznaczonym,
dodatnim wynikiem testu QFT (45/154 = 29,2%). Spostrzezenie to byto
przyczynkiem do podjecia proby obliczenia parametréw czutosci i specyficznosci dla
lacznie traktowanych testow: QFT oraz bakterioskopii. Takie opracowanie
wynikow zaowocowalo znaczng poprawg parametrow, zwlaszcza czutosci (wzrost
do 92,0%, 95% CI: 87,3 — 95,4%), oraz ujemnej wartosci predykcyjnej (wzrost
do 96,8%, 95% CI: 94,5 — 98,1%). Tego rodzaju podejscie przedstawili réwniez

Ravn i wsp. (82) uzyskujgc wyniki zbiezne z otrzymanymi w niniejszym badaniu.
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Inni autorzy podejmowali préby tgcznego wykorzystania wynikéw testu QFT
oraz roznych testéw/badan dla poprawienia wartosci diagnostycznej tak stosowanych
testbw. Stosowano na przyklad wtym celu tgczne badanie testem QFT oraz
tuberkulinowym odczynem skéornym (83), Wydaje sie, ze wobec wczesnie]
przedstawionych zastrzezen co do wartosci diagnostycznej tuberkulinowego testu
skornego w polskiej populacji wielokrotnie szczepionej szczepionkg BCG, badanie
tego wariantu jest pozbawione sensu. Jesli chodzi o proby testow stricte
laboratoryjnych to na uwage zastuguje praca Kabeera i wsp. (88), w ktorej badano
przydatnosc¢ tgcznie traktowanych: testu QFT i pomiaru biatka IP.

W badanej grupie stwierdzono stosunkowo wysoki odsetek wynikéw
Lhieokreslonych”, wynoszacy 5% w grupie chorych na gruzlice i 5,1% w grupie
chorych z innymi rozpoznaniami. Z tej grupy (47 pacjentow) tylko u 8 oséb wynik
Lnieokreslony” byt rezultatem podwyzszonego stezenia endogennego interferonu
gamma, u pozostatych 39 pacjentdw zas byt rezultatem braku reaktywnosci
na stymulacje mitogenem, a wiec byly to osoby z pierwotnym lub wtornym
niedoborem w zakresie odpornosci komadrkowej. Biorgc pod uwage bardzo dobrze
kontrolowany przebieg catej procedury analitycznej, od etapu pobrania krwi
do oznaczenia stezenia interferonu, nalezy przyjgc, ze jest to realny odsetek takich
os6b w badanej grupie. W innych badaniach odsetek ten wahat sie w granicach
od 0 (112) do 34% (113). Rozbieznos¢ tych danych potwierdza teze, ze analizujgc
wyniki testu QFT zawsze nalezy bra¢ pod uwage rodzaj populacji, w jakiej badanie
sie przeprowadza. Pierwsze z cytowanych badahn dotyczy bowiem osob miodych
i zdrowych, drugie zas os6b zakazonych wirusem HIV. W kazdej z tych populaciji

wartos¢ predykcyjna testu bedzie zupetnie odmienna.

68



Nastepnym krokiem zmierzajagcym w kierunku optymalnego wykorzystania
testu byta proba okreslenia wartosci cut-off stosowanej dla ré6znicowania wynikéw
dodatnich i ujemnych. Tego rodzaju podejscie stosowali réwniez inni badacze
sugerujgc obnizenie ustalonej przez producenta testu wartosci wynoszgcej 0,35 I.U.
IFN-gamma/ml surowicy (73, 114). Bardzo interesujgcy poglad przedstawili Costa
i wsp.: zaproponowali oni okreslenie wartosci w zakresie 0,2 — 0,7 1.U. interferonu-
gamma jako ,szarej strefy” wynikdw o niepewnym statusie (70).

Aby okresli¢ optymalng wartos¢ cut-off przeprowadzono analize
z wykorzystaniem krzywych ROC. Optymalne parametry statystyczne otrzymano dla
wartosci cut-off wynoszgcej 0,20 1.U./ml. Zmiana wartosci cut-off spowodowata
reklasyfikacje 48 przypadkow z grupy wynikébw ujemnych do grupy wynikow
dodatnich. W wyniku tego czutosc¢ testu wzrosta z 82% do 89,5% (o 7,5%) przy
jednoczesnym obnizeniu specyficznosci z 65,9% do 61,5% (o0 4,4%). RGwnoczesnie
ujemna wartosc predykcyjna testu wzrosta z 93,0% do 95,5%. Podane liczby dotyczag
wykorzystania testu jako testu wykluczajgcego. W wariancie analizy wykorzystujgcym
tacznie badanie QFT i bakterioskopie uzyskano wzrost czutosci testu do 94%,
a wzrost ujemnej wartosci predykcyjnej do 97,4%. Oznacza to wzrost czutosci

w takim wariancie o 2%, a wzrost ujemnej wartosci predykcyjnej o 0,6%.

Otrzymane wyniki wskazujg jednoznacznie, ze:

* test QFT dla uzyskania maksymalnej korzysci w procesie diagnostyki
réznicowej czynnych postaci gruzlicy ptuc powinien by¢ stosowany jako
test wykluczajacy te chorobe;

* wynik ,nieokreslony” testu powinien by¢ traktowany jako wynik

nieprawidtowy (nie — ujemny);
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e rownolegle z badaniem QFT musi by¢ prowadzona diagnostyka
mikrobiologiczna (bakterioskopia i hodowla);

» zasadne wydaje sie obnizenie wartosci cut-off testu do 0,2 1.U./ml.

Stwierdzona przy takim wykorzystaniu testu ujemna wartos¢ predykcyjna
97,4% (95% CI: 95,5% - 98,6%) oznacza, ze spos$rod kazdych stu przebadanych
pacjentow, u ktérych stwierdzono ujemny wynik testu QFT oraz ujemny wynik
bakterioskopii, tylko u trzech inne badania mikrobiologiczne potwierdzg gruzlice.

Podjeto réwniez probe wykorzystania skladowych parametrow testu QFT
(stezenia endogennego interferonu-gamma i stezenia interferonu wydzielanego
po stymulacji mitogenem) do rdznicowania  wynikbw  potwierdzajgcych/
wykluczajgcych gruzlice w obrebie grupy wynikéw dodatnich i ujemnych tego testu.
Wyniki wstepnej analizy byly obiecujgce, gdyz stwierdzono, ze rozkiad wynikéw
oznaczenia endogennego interferonu-gamma réznit sie w sposéb istotny
statystycznie pomiedzy pacjentami z rozpoznaniem gruzlicy ptuc 1 pacjentami
Z rozpoznaniami innymi niz gruzlica zarbwno w grupie wynikébw ujemnych
(p = 0,0084) jak i dodatnich (p = 0,004). Podobne poréwnanie wynikbw oznaczenia
stezenia interferonu-gamma uwalnianego po stymulacji mitogenem wykazato istotng
statystycznie réznice tylko w przypadku wynikéw dodatnich (p < 0,0001). Mediana
wartosci stezenia endogennego interferonu-gamma byta wyzsza w grupie pacjentéw
z rozpoznaniem gruzlicy ptuc niz w grupie pacjentdw z rozpoznaniami innymi niz
gruzlica niezaleznie od tego, czy poréwnania dokonano dla wynikéw dodatnich czy
ujemnych testu QFT. Swiadczy to o uruchomieniu mechanizméw obrony nieswoiste;.
Wartos¢ liczbowa tej roznicy mieszczaca sie w zakresie wielkosci biedu
analitycznego metody (0,02 - 0,03 LU./ml) nasuwa jednakze watpliwos¢

co do mozliwosci wykorzystania tego parametru dla réznicowania rozpoznan gruzlicy.
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Odwrotnie sytuacja ksztaltowata sie w przypadku roznicy stezen interferonu
wydzielanego po stymulacji mitogenem. W tym przypadku mediana wartosci stezenia
interferonu byla wyzsza w grupie pacjentdw z rozpoznaniem chorob innych niz
gruzlica. Taki wynik mozna ttumaczyC opisanym wczesniej zjawiskiem rekrutacji
efektorowych limfocytéw do ognisk zakazenia. Réznica mediany w tym przypadku
wynosita az 3,38 I.U./ml, co pozwalato sgdzi¢, ze ten parametr bedzie mogt zostac
wykorzystany analitycznie do réznicowania chorych na gruzlice od chorych z innymi
chorobami ptuc w obrebie grupy pacjentéw z dodatnim wynikiem testu QFT. Aby
okresli¢ wartos¢ dyskryminacyjng opisanych parametréw dla ré6znicowania rozpoznan
przeprowadzono analize krzywych ROC, oceniajgc pole powierzchni pod krzywag
ROC. Otrzymane we wszystkich trzech analizowanych przypadkach wartosci
wykluczyly jednak mozliwos¢ wykorzystania tych parametrow w zatozonym celu.
W kazdym bowiem badanym wariancie dolna granica 95% przedziatlu ufnosci nie
przekraczata wartosci 0,6, zatem pomimo zauwazalnej (i statystycznie istotnej)
w badanych populacjach réznicy ma ona rozktad bliski losowemu (103).

Wykonane badania oraz analiza ich wynikdw pokazujg aktualne miejsce
stosowania testu QFT w schemacie diagnostycznym gruzlicy ptuc u pacjentéw
dorostych. Nalezy podkresli¢, ze jest to analiza aktualna dla okreslonego miejsca
i czasu. Jak podkreslajg inni autorzy czuto$¢ i specyficznosc¢ testu scisle zalezag
od populacji, w ktorej test jest stosowany (87). Kontrowersyjnie brzmi ich poglad,
ze w populacjach ,niskiego ryzyka” test QFT jest przydatny w diagnostyce zaréwno
latentnych jak i aktywnych postaci gruzlicy, bez potrzeby wykonywania dalszych
badan. W petni natomiast mozna sie zgodzi¢ z ich opinig, ze w innych populacjach
test QFT powinien by¢ stosowany do diagnostyki aktywnych postaci gruzlicy tylko

jako test uzupetniajacy i wspomagajgcy diagnostyke mikrobiologiczng.
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Wykonane przez autora niniejszej pracy obliczenia statystyczne miatyby inny
wynik w przypadku analizowania przypadkéw gruzlicy w szpitalu niespecjalistycznym,
gdzie nalezaloby spodziewaé¢ sie mniejszej liczby pacjentéw zakazonych bez
objawow czynnej gruzlicy, ktéra to sytuacja wplynetaby na wzrost specyficznosci
badania. Réwniez w przysztosci, w miare wchodzenia w wiek dorosty pacjentéw
urodzonych w warunkach znacznie lepszej sytuacji epidemiologicznej w zakresie
gruzlicy, a co za tym idzie analizowania populacji o nizszym odsetku zakazonych,
zarowno specyficznos¢ jak i dodatnia wartos¢ predykcyjna testu ulegng zwiekszeniu.
Zapewne zmieni sie woOwczas rowniez miejsce testu QFT w schematach

diagnostycznych gruzlicy.
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6. Wnioski

Sam dodatni wynik testu nie mo ze stanowi ¢ definitywnego potwierdzenia

aktywnej postaci gru zlicy ptuc u pacjentéw dorostych;

Diagnostyka aktywnych postaci gru zlicy pluc bezwzgl ednie wymaga

prowadzenia klasycznej diagnostyki mikrobiologiczne I;

Ujemne wyniki rownocze $nie wykonanego testu QuantiFERON oraz badania

bakterioskopowego z bardzo du zym prawdopodobie nstwem wykluczaj g

aktywn g posta € gru zlicy ptuc;

W badanej populacji wskazane bytoby obni  zenie warto $ci cut-off;

Nie stwierdzono mo zliwo $ci diagnostycznego wykorzystania parametrow

sktadowych testu;

Test QuantiFERON-TB Gold In Tube jest dobrym narz  edziem diagnostycznym

wspomagaj gcym diagnostyk e réznicow g chordb pluc.
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7. Streszczenie w | ezyku polskim

Wstep

Pratek Mycobacterium tuberculosis zakaza 1/3 ludnosci globu ziemskiego.
Wywotana pratkiem gruzlica byta przyczyng smierci przeszio 1,5 miliona ludzi
na swiecie w roku 2009. W Polsce, chociaz skala problemu jest duzo mniejsza
(8236 przypadkow gruzlicy zarejestrowanych w roku 2009), to ze wzgledu
na zakazny charakter gruzlicy ciggle nie wolno jej lekcewazy¢. Diagnostyka
laboratoryjna gruzlicy jest trudna i czasochtonna. Dlatego nalezy wykorzystywac
wszelkie nowe mozliwosci i metody diagnostyczne. W ostatnich latach do panelu tych
metod weszly testy uwalniania interferonu gamma (testy IGRA). Przedstawicielem tej
grupy testéw jest QuantiFERON-TB Gold In Tube (QFT). Test ten przeznaczony jest
do diagnostyki latentnych zakazen pratkiem gruzlicy. Jednoczesnie od samego
poczatku jego stosowania podejmowano préby jego uzycia w diagnostyce aktywnych
postaci gruzlicy. Ze wzgledu na supresyjny wptyw gruzlicy na mechanizmy
odpornosci organizmu uzyskiwane wyniki nie sg jednoznaczne. W tej sytuacji wydaje
sie niezbedne podjecie kontrolowanego badania na populacji miejscowej.

Cel pracy

Celem pracy jest okreslenie miejsca i znaczenia testu QuantiFERON-TB
Gold In Tube w schematach diagnostycznych rozpoznawania zakazen pratkiem
Mycobacterium tuberculosis w aktywnej postaci gruzlicy ptuc. Cel ten
zrealizowano przez:

1. Analize statystyczng wynikow testu QuantiFERON-TB  Gold

In Tube w odniesieniu do ,ztotego standardu” w diagnozowaniu

aktywnych postaci gruzlicy, jakim jest wynik badan mikrobiologicznych;
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2. Okreslenie optymalnych dla badanej populacji punktéw odciecia
réznicujgcych grupe wynikdéw dodatnich i ujemnych testu;
3. Analize przydatnosci pomiaru elementow sktadowych testu
do réznicowania etiologii choréb ptuc.

Materiat i metody

W badaniu uczestniczyto 979 pacjentéw (381 kobiet w wieku 56,6 +16,6 lat
1598 mezczyzn w wieku 54,9 = 15,8 lat) hospitalizowanych w Wielkopolskim
Centrum Choréb Ptuc i Gruzlicy. Materiat do badania stanowity: krew obwodowa,
materialy z drég oddechowych (plwocina, poptuczyny oskrzelowe, BAL), ptyny z jamy
optucnej, tkanka ptuca. Pobrana krew stuzyta do wykonania testu QFT. Pozostate
materiaty poddano diagnostyce mikrobiologicznej w kierunku wykrycia pratkow
gruzlicy: we wszystkich przypadkach wykonano bakterioskopie i hodowle, dla czesci
materialdw badanie genetyczne testem amplifikacyjnym MTD (Gen-Probe). Pobrane
srodoperacyjnie fragmenty tkanek byly roéwniez poddane diagnostyce technikami
histologicznymi. W analizie statystycznej wykorzystano test U Manna-Whitney’a oraz
analize krzywych ROC. Obliczenia wykonano przy pomocy programu Analyse-It.

Wyniki

W badanej populacji stwierdzono 200 oséb z gruzlicg potwierdzong badaniami
mikrobiologicznymi lub histologicznymi, 52 osoby z rozpoznaniem gruzlicy opartym
na rozpoznaniu Kklinicznym bez potwierdzenia laboratoryjnego, oraz 727 0s6b
z rozpoznaniem innym niz gruzlica ptuc. Najwyzszg wartos¢ czutosci i ujemnej
wartosci predykcyjnej (NPV) testu QFT uzyskano wigczajgc grupe wynikéw
»hieokreslonych” do grupy wynikéw dodatnich testu. Czutos¢ testu wynosita wowczas
82%, NPV 93%. RoOwnoczesnha analiza wynikow testu QFT oraz bakterioskopii

podwyzszyta te parametry do nastepujgcych wartosci: czutos¢ — 92%, NPV — 96,8%.
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W obydwoch wariantach analizy test wykazywat stosunkowo niskie wartosci
specyficznosci i dodatniej wartosci predykcyjnej. Analiza krzywej ROC wykazala,
ze optymalne parametry statystyczne dla badanej populacji test QFT przyjmuje przy
wartosci cut-off 0,20 1.U./ml (wobec wartosci 0,35 |.U./ml wyznaczonej przez
producenta testu). Przeprowadzona analiza krzywych ROC dla skfadowych
parametrow testu QFT (stezenia endogennego interferonu gamma oraz stezenia
interferonu uwalnianego po stymulacji mitogenem) wykazata wartosci pola
powierzchni pod krzywg w zakresie 0,59 do 0,65, co wyklucza mozliwos¢
praktycznego stosowania tych parametrow dla réznicowania chorych z gruzlicg
od chorych z rozpoznaniami innymi niz gruzlica.

Whioski

1. Sam dodatni wynik testu nie moze stanowi¢ definitywnego
potwierdzenia aktywnej postaci gruzlicy ptuc u pacjentéw dorostych;

2. Diagnostyka aktywnych postaci gruzlicy ptuc bezwzglednie wymaga
prowadzenia klasycznej diagnostyki mikrobiologicznej;

3. Ujemne wyniki rownoczesnie wykonanego testu QuantiFERON oraz
badania bakterioskopowego z bardzo duzym prawdopodobienstwem
wykluczajg aktywng postac gruzlicy ptuc;

4. W badanej populacji wskazane bytoby obnizenie wartosci cut-off ;

5. Nie stwierdzono mozliwosci  diagnostycznego  wykorzystania
parametrow skltadowych testu;

6. Test QuantiFERON-TB Gold In Tube jest dobrym narzedziem

diagnostycznym wspomagajgcym diagnostyke ré6znicowg chordb ptuc.
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8. Streszczenie w | ezyku angielskim

Introduction

An estimated 1/3 of the world population is infected with Mycobacterium
tuberculosis. In 2009 tuberculosis was the cause of death of close to 1.5 million
people worldwide. Although the scale of the problem is much smaller in Poland
(8,236 cases of active tuberculosis (TB) in 2009), it should not be neglected due
to the fact that TB is an infectious disease. Laboratory diagnosis of TB is difficult and
time consuming, thus it is crucial to use all available modern diagnostic technologies
in the process of identifying the disease. In recent years the spectrum of diagnostic
tools was broadened with the appearance of the Interferon Gamma Release Assay
tests (IGRA tests) such as QuantiFERON — TB Gold in Tube (QFT). These tests are
particularly designed to diagnose latent infection with M. tuberculosis, nevertheless
they have also been used as an aid in diagnosing TB. However, due to the immune-
suppressive effect of TB on the human immune system the results are sometimes
ambiguous. In this situation it seems valuable to conduct a controlled study on the
population of local patients.

Aim of the Study

The aim of the study is to define the place and significance of QFT in the
diagnostic schemes of identifying infections of Mycobacterium tuberculosis in TB.
The aim of this study was achieved by:

1. Statistical analysis of the results of QFT compared to the “gold standard”

in active TB diagnosis which is the microbiological investigation.
2. Defining an optimal cut-off values differentiating negative and positive

results for the studied population.
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3. Analysis of the usefulness of the results of partial components of the test
to differentiate the etiology of different lung diseases.

Materials and Methods

979 patients (381 women aged 56.6 + 16 years and 598 men aged 54.9 + 15.8
years) hospitalized in Wielkopolska Center of Pulmonology and Thoracosurgery,
Poznan, Poland, were studied. The materials taken for study were peripheral blood,
materials from the respiratory tracts (sputum, bronchial lavage, BAL), pleural fluid
and lung tissue. The blood was analyzed with QFT. The other materials were
analyzed in a microbiological laboratory to detect M. tuberculosis. All specimens were
analyzed with microscopy and cultured. Some of the specimens were analyzed with
amplification MTD tests (Gen-Probe). Tissue samples were parallel diagnosed
by an experienced histo-pathologist. Mann-Whitney’'s U test and ROC curves
analyses were employed to statistically analyze the obtained data. All calculations
were performed using Analyse-It software.

Results

In the investigated population 200 patients were diagnosed with active
TB confirmed by microbiological or histological means, 52 patients with active
TB diagnosis based on clinical symptoms only (not confirmed by microbiological
laboratory), and 727 patients diagnosed with disease other than TB. The highest
sensitivity and negative predictive value (NPV) was achieved when the indeterminate
results were treated as positive results. In this case the sensitivity was 82% and NPV
93%. Concurrent analysis of QFT result and microscopic diagnosis increased the
sensitivity to 92% and NPV to 96.8%. Both scenarios were characterized by low
specificity and positive predictive value (PPV) of the QFT test. ROC curve analysis

shows that the optimal cut-off point for the studied population was 0.20 1.U./ml
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(compared to 0.35 suggested by the manufacturer of the QFT test). Results of ROC

curve analysis (values of the area under the curve were in the range from 0.59

to 0.65) for the partial components of the test (the amount of the endogenic interferon

gamma and the amount of the interferon gamma released after stimulation with

mitogen), excludes their practical application in differentiating active TB from other

lung diseases.

Conclusions

1.

Positive QFT result on its own cannot be used to confirm active
TB in adults.

Diagnosing active TB requires the use of microbiological analysis.
Negative results of both QFT test and microscopy with high degree
of probability exclude active TB.

It seems feasible to reduce the cut-off value in the studied population
of patients.

There is no application for the analysis of the results partial components
of the QFT test in diagnosing active TB.

QuantiFERON-TB Gold In Tubes is useful diagnostic tool which helps

with differential diagnosis of TB and other lung diseases.
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