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Wspotczesna diagnostyka zakazenia pratkiem
gruzlicy u dzieci — czy nadal odczyn tuberkulinowy?

The diagnosis of latent tuberculosis infection in children in
XXI century. Is tuberculin skin test still up to date?
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Wskazniki zapadalnosci na gruzlice w Polsce od wielu lat systematycznie, cho¢ powoli sie
obnizaja. Nadal jednak co roku stwierdza sie okoto 8 tysiecy zachorowan na gruZlice, z czego
prawie 3 tysigce stanowig chorzy na gruZlice ptuc obficie pratkujacy, to znaczy z dodatnim
wynikiem bakterioskopii. Wéréd dzieci ponizej 14 roku zycia w ciggu ostatnich 3 lat odnoto-
wywano okoto 100 zachorowan na gruzlice rocznie.

0 diagnostyce w kierunku zakazenia Mycobacterium tuberculosis nalezy pamietaé, gdy dziecko
miato kontakt z chorym na gruZlice ptuc lub prezentuje objawy odpowiadajace gruzlicy badz
ma planowane leczenie immunosupresyjne. Przesiewowe badania w kierunku zakazenia My-
cobacterium tuberculosis obowiazujg réwniez pacjentéw zakazonych HIV.

Przez ponad 100 lat jedynym testem potwierdzajacym infekcje pratkiem gruzlicy byt odczyn
tuberkulinowy polegajacy na ocenie reakcji skérnej na §rédskérne wstrzykniecie tuberkuliny.
Ze wzgledu na obecno$¢ krzyzowej reakcji na tuberkuline u 0séb szczepionych BCG prawidtowa
interpretacja odczynu czesto sprawiata trudno$¢.

0d 10 lat sg dostepne nowe testy immunologiczne polegajace na badaniu stezenia interfero-
nu gamma (interferon gamma release assay, IGRA) po inkubacji krwi pacjenta z antygenami
swoistymi dla pratkéw gruZlicy, nieobecnymi w szczepie Mycobacterium bovis BCG. U 0séb
zakazonych pratkiem gruZlicy obecne we krwi komérki pamieci rozpoznaja antygeny prat-
kéw i zaczynaja intensywnie wydzielal interferon gamma. Wiele badar potwierdza duza
czuto$¢ testéw IGRA oraz wyzsza w poréwnaniu z odczynem tuberkulinowym swoisto$é.
Wytyczne towarzystw naukowych zalecaja coraz szersze stosowanie IGRA, réwniez u dzieci.

Mycobacterium tuberculosis - odczyn tuberkulinowy « IGRA - rekomendacje - dzieci - Mtx - odczyn
Mantoux - BCG - PPD

Summary

Tuberculosis morbidity rates in Poland have been gradually decreasing. Nevertheless, there are
approximately 8 thousand cases being registered annually, which includes almost 3 thousand
massively infectious patients. In the last 3 years, around 100 cases/year have been reported
among children below 14 years of age.

Infection with Mycobacterium tuberculosis should be considered in all patients who present
symptoms suggesting tuberculosis, have had recent contact with a person suffering from
lung tuberculosis or are planned to undergo an immunosuppressive treatment. HIV infected
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patients are also supposed to have screening tests for M. tuberculosis infection performed.
For over a 100 years tuberculin skin test (TST) was the only test capable of confirming tuber-
culous infection. TST is based on the assessment of skin reaction to intracutaneous injection
of tuberculin. Due to cross-reaction to the injected tuberculin in BCG vaccinated individuals,
the correct interpretation of the test is difficult.

Since 13 years new immunological assays have been available. They are based on detecting
interferon gamma (Interferon Gamma Release Assay - IGRA) concentration in blood serum,
which has previously been incubated with Mycobacterium tuberculosis antigens absent in
the BCG strain. In infected individuals interferon gamma is intensively produced by memory
cells in reaction to the contact with previously met Mycobacterium antigens. Many trials have
proved IGRA's high sensitivity and, higher than TST, specificity.

Recent guidelines promote the usage of IGRAs, even in children.
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Wsrep

Zapadalno$¢ na gruzlice w Polsce w 2013 r. po raz czwarty
w ciggu ostatnich kilku lat byta nizsza niz 20/100 tys.
(17,4/100 000), co umieszcza Polske w grupie krajéw
o niskiej zapadalno$ci na te chorobe [23]. Jednak wskaz-
niki zapadalno$ci na gruZlice sa wyzsze niz w wiekszo$ci
krajéw zachodnioeuropejskich (np. Niemczech i Fran-
cji), gdzie co roku stwierdza sie 5-8 zachorowar/100 000
mieszkancéw [47].

Lepsza sytuacja epidemiologiczna nie oznacza, ze wolno
zapomnie¢ o tej chorobie. Nadal co roku w Polsce odno-
towuje sie okoto 8 tysiecy przypadkéw gruZlicy, a ponad
500 0séb umiera z jej powodu. W 2013 r. prawie 3000
chorych na gruzlice ptuc stanowili pacjenci z dodatnim
rozmazem plwociny, a wiec chorzy obficie pratkujacy,
wysoce zakazni [23]. Warto pamietal, ze tuz za nasza
wschodnig granicg zapadalno$é na gruZlice jest znacznie
wyzsza (53-93/100 000) [47], a naplyw obcokrajowcéw
ze wschodu do Polski, moze uniemozliwi¢ utrzymanie
obserwowanej tendencji spadkowe;j.

Wsrédd dzieci ponizej 14 roku zycia w Polsce w ciagu
ostatnich 5 lat rocznie odnotowywano 62-116 zachoro-

wan, a wspdtczynnik zapadalnos$ci utrzymywat sie w tej
grupie wiekowej w zakresie 1,1-2/100 000 [23].

Zapadalno$¢ na gruzlice w populacji dzieciecej jest odbi-
ciem sytuacji epidemiologicznej gruzlicy wséréd doro-
stych. Nowe zachorowania dzieci $wiadcza o niedawnej
transmisji pratkéw w §rodowisku i o braku petnej kon-
troli nad choroba [4].

Mate dzieci zakazaja sie najcze$ciej od chorych na gruz-
lice ptuc dorostych cztonkéw rodziny. Im blizszy i dtuz-
szy jest kontakt dziecka z chorym, tym wieksze jest
ryzyko zakazenia pratkiem gruZlicy [11]. Najmlodsze
dzieci z powodu niedoskonatych mechanizméw immu-
nologicznych maja znaczaco wyzsze ryzyko rozwoju
aktywnej gruzlicy w poréwnaniu z dorostymi (30-40%
w 1 roku zycia vs. 5-10% >18 1. z) [13].

WHO poza problemem prawidlowej diagnostyki gruz-
licy u dzieci i dorostych zwraca uwage na problem dia-
gnostyki utajonego zakazenia Mycobacterium tuberculosis
(latent tuberculosis infection, LTBI). Prawidtowa diagno-
styka oraz leczenie LTBI sa, zgodnie z raportem WHO
z 2013 r., podstawg do uzyskania kontroli nad zapadal-
noscia na gruzlice na $wiecie [47].
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Diagnostyka w kierunku zakazenia Mycobacterium tuber-
culosis (M. tuberculosis) jest wskazana w nastepujacych
sytuacjach klinicznych:

« po kontakcie z chorym na gruZlice ptuc,

« przed planowanym leczeniem immunosupresyjnym
(w tym przed przeszczepianiem narzadéw),

* przed wlaczeniem leczenia antagonistami czynnika
martwicy nowotwordw alfa (tumor necrosis factor-a,
TNF-a),

« u pacjentéw zakazonych HIV,

» przy klinicznym podejrzeniu gruzlicy (np.: u dziecka
z przewleklym kaszlem, stanami podgoragczkowymi,
niedoborem masy ciata, nocnymi potami lub przy
obecno$ci przewlekajgcych sie zmian zapalnych
w plucach, mimo stosowania prawidtowego lecze-
nia) [2].

Przez ponad 100 lat jedynym badaniem stuzacym do
rozpoznawania zakazenia pratkiem gruZlicy byt odczyn
tuberkulinowy (OT), nazywany tez préba tuberkuli-
nowg lub odczynem Mantoux. W pierwszych latach XXI
w. pojawily sie nowe testy immunologiczne oceniajace
stezenie wydzielanego interferonu gamma nazywane
testami IGRA.

DIAGNOSTYKA TUBERKULINOWA

Pierwowzdr stosowanej do dzi$ tuberkuliny przygo-
towal Robert Koch w czasie eksperymentalnych préb
stworzenia leku na gruZlice. Przesacz z zabitych wysoka
temperatura hodowli pratkéw, wbrew wstepnym zapo-
wiedziom naukowca i ku rozczarowaniu wielu chorych,
nie sprawdzit sie jako skuteczny $rodek terapeutyczny
[10,35,51].

Nazwe ,,tuberkulina” zaproponowatl polski naukowiec
Odon Bujwid, ktéry wspdtpracowat z Robertem Kochem
i prowadzil podobne badania w Polsce [24]. Podczas
przeprowadzanych do$wiadczeti u zakazonych pratkami
gruzlicy $winek morskich zaobserwowano miejscowa
reakcje skérna pojawiajaca sie po 48-72 godzinach od
wstrzykniecia tuberkuliny.

Tuberkuline po raz pierwszy w diagnostyce zakazenia
M. tuberculosis zastosowat Clemens von Pirquet w 1907
r., a rok pézniej Charles Mantoux wprowadzit obowia-
zujaca do dzisiaj metode jej $rédskérnego podawania.
Tuberkulina otrzymana przez Roberta Kocha zawierata
wiele zanieczyszczen. W 1934 r. Florence Seibert metoda
frakcjonowania uzyskata tzw. ,,oczyszczong biatkowa
pochodna” (pure protein derivative, PPD) historycznej
tuberkuliny [10,35].

Podloze patofizjologiczne OT

Miejscowa reakcja zapalna powstajaca po podaniu
$rédskérnym tuberkuliny jest przyktadem nadwrazli-
wosci typu péznego (IV typ reakcji wg Gella-Coombsa),
czyli reakcji immunologicznej zwigzanej z obecno$cia

uczulonych limfocytéw. Objawia sie obrzekiem i zgru-
bieniem skéry powstajacym najwczesniej po 24 godzi-
nach od iniekgji i jest dowodem na uprzedni kontakt
pacjenta z antygenami pratkéw [18]. W miejscu poda-
nia tuberkuliny gromadza sie limfocyty T rozpoznajace
antygeny M. tuberculosis. Pod wptywem wydzielanych
przez nie cytokin dochodzi do rozszerzenia naczyn,
naptywu kolejnych komérek zapalnych, co klinicznie
objawia sie naciekiem zapalnym i obrzekiem, stosow-
nym do nasilenia odpowiedzi immunologicznej wobec
antygendéw pratka. Przy znacznej liczbie uczulonych
limfocytéw T wzmozony metabolizm komédrek zwia-
zany z nasilona odpowiedzig immunologiczng moze
prowadzi¢ do miejscowej hipoksji i kwasicy, co powo-
duje powstanie pecherzykéw, martwicy lub owrzodze-
nia [11,35]. Najwieksze nasilenie reakcji wystepuje po
48-72 godzinach, nastepnie odczyn zapalny stopniowo
stabnie [11].

Technika wykonania OT

Tuberkulina jest podawana $rédskérnie w przedniag
powierzchnie przedramienia, wynik podawany w mili-
metrach jest odczytywany po 72 godzinach i polega
na pomiarze $rednicy nacieku zapalnego w skérze
w wymiarze poprzecznym do osi dlugiej przedramie-
nia [11]. Zarédwno §rédskdrna iniekcja tuberkuliny, jak
i odczyt OT powinny by¢ wykonywane przez doswiad-
czony personel, gdyz btedy w wykonaniu moga by¢ przy-
czyng fatszywych wynikéw (tabela 1) [49].

Czulo$é i swoistoéé testu

Tuberkulina jest mieszaning zawierajaca okoto 200
antygendw pratkéw M. tuberculosis, z ktérych czesé jest
wspdlna dla pratkéw M. bovis BCG i pratkéw srodowisko-
wych [13,25,26]. Jest to przyczyna obnizonej swoisto$ci
OT w populacjach szczepionych BCG, a wiec i w Polsce,
a takze u os6éb eksponowanych na mikobakterie $rodowi-
skowe. Wskutek krzyzowej reakcji na tuberkuline wyniki
OT czesto sa falszywie dodatnie [11,15,27].

U dzieci ze wzgledu na znacznie krétszy niz u dorostych
odstep czasowy miedzy szczepieniem BCG a wykonaniem
OT znaczenie poszczepiennej alergii tuberkulinowej jest
wieksze, co istotnie utrudnia prawidlowa interpretacje
odczynu.

Inng przyczyna fatszywie dodatnich wynikéw jest tzw. efekt
wzmocnienia (,,booster effect”), zjawisko do niedawna nie-
doceniane. Obserwuje sie je przy testach powtarzanych
w zbyt krétkim odstepie czasu. Najsilniejsze wzmocnie-
nie wystepuje 48 godzin do 6 tygodni od wykonania testu
wyjéciowego, ale wedtug niektérych autorédw moze sie ono
utrzymywac nawet do 2 lat [30]. Pierwsza iniekcja tuber-
kuliny indukuje aktywacje i wzrost liczby uczulonych
limfocytéw, dlatego przy kolejnym tescie reakcja skérna
jest bardziej nasilona niz wyj$ciowa. Dzialanie wystepuje
zaréwno u os6b zakazonych, jak i szczepionych BCG nieza-
kazonych pratkami gruZlicy [30,31,45].
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Swoisto$¢ OT w diagnostyce zakazenia pratkiem gruz-
licy u dzieci wynosi 90-92%, w diagnozowaniu aktywnej
gruzlicy wedtug réznych metaanaliz dotyczacych popu-
lacji pediatrycznej waha si¢ od 56 do 85% [28,41]. Wyzsze
wartosci cechuja ten test w populacjach nieszczepionych
BCG [2,12].

Czuto$¢ OT w gruzlicy aktywnej potwierdzonej bakterio-
logicznie u dzieci wedlug metaanalizy z 2014 r. wynosi
74-86% [37].

Brak lub niewielka reakcja skérna, mimo istnienia zaka-
Zenia, jest zwigzana z czasowym badZ przewlektym
obnizeniem odpornosci i stwierdzana jest po niekt6-
rych ostrych infekcjach, szczepieniach innymi niz BCG
zywymi szczepionkami, w przewlektych chorobach oraz
wskutek stosowanego leczenia immunosupresyjnego.
Obserwowana jest réwniez u najmtodszych dzieci i ludzi
w wieku podesztym [13,35].

Niezadowalajaca czulo$é badania (65%) obserwuje sie
paradoksalnie u chorych na gruZlice, co jest prawdopo-
dobnie zwiazane z obnizeniem odporno$ci pod wptywem
dtugo toczacej sie choroby oraz powstaniem generacji
komérek T regulatorowych (fenotyp Tr1) wydzielajacych
IL-10, majgca wlasciwosci immunosupresyjne [7]. Zjawi-
sko to moze wprowadzaé w btad, nalezy wiec pamietad,
iz ujemne wyniki badania nie wykluczaja aktywnej gruz-
licy [36]. Przyczyny falszywie ujemnych wynikéw przed-
stawiono w tabelach 11 2.

Interpretacja OT

Kryteria interpretacji odczynu tuberkulinowego sa bar-
dzo niejednolite. Wedtug wytycznych WHO dla Naro-
dowych Programéw Zwalczania Gruzlicy dotyczacych
gruzlicy u dzieci z 2014 r. OT nalezy interpretowaé jako
dodatni, gdy jest réwny lub wiekszy od 10 mm niezalez-
nie od historii szczepienia BCG [48]. Natomiast u pacjen-
téw zakazonych HIV lub ciezko niedozywionych kazdy
odczyn réwny lub wiekszy niz 5 mm powinien by¢
uznany za pozytywny [48].

W USA

Zgodnie z wytycznymi Amerykanskiej Akademii Pedia-
trii (AAP) odczyn interpretuje sie w zalezno$ci od czyn-
nikéw ryzyka zakazenia pratkiem gruzlicy i ryzyka
rozwoju choroby gruzliczej [1]:

U dzieci majacych wysokie ryzyko zakazenia lub zacho-
rowania na gruzlice (pacjenci z immunosupresja, zaka-
zeni HIV, po niedawnym bliskim kontakcie z chorym na
gruzlice) przyjmuje sie niski prég odciecia dodatnich
wynikéw, to jest naciek = 5 mm uznaje sie za dodatni.

U dzieci < 4 roku zycia lub chorych na choroby prze-
wlekte (nowotwory, cukrzyce, przewlekla niewydolno$é
nerek), a takze u pacjentéw niedozywionych odczyn = 10
mm uznaje sie za dodatni ze wzgledu na podwyzszone
ryzyko zachorowania na gruzlice.

U dzieci w wieku 4 lat i starszych bez dodatkowych czyn-
nikéw ryzyka wynik = 15 mm jest wynikiem dodatnim.

Nalezy jednak pamietad, ze w Stanach Zjednoczonych
nie stosuje sie obligatoryjnie szczepieri BCG [1].

W Eurorie

W European Respiratory Journal w 2010 r. opublikowano
konsensus europejskich ekspertéw dotyczacy badan
osbb z kontaktu z chorymi na gruZlice, w ktérym kryte-
ria interpretacji odczynu tuberkulinowego uzalezniono
zaréwno od ryzyka zakazenia i zachorowania, jak i od
wieku, w jakim pacjent zostat zaszczepiony BCG (w pierw-
szym czy powyzej pierwszego roku zycia). Wytyczne te
powstaly w oparciu o badania, ktére wykazaty m. in., ze
alergia tuberkulinowa jest silniejsza i trwa znaczaco dhu-
zej, gdy szczepienie wykonano powyzej 1 roku zycia [13].
Proponowane kryteria interpretacji dodatniego odczynu
tuberkulinowego zamieszczono w tabeli 3.

W PoLsce

W Polsce w II polowie XX wieku ftyzjopulmonolodzy
dzieciecy interpretowali odczyn jako zakazeniowy, jesli
wielko$¢ nacieku wynosita wiecej niz 15 mm i w kaz-
dym przypadku, gdy stwierdzono odczyn wysiekowy
(pecherzykowy). Jesli §rednica nacieku wyniosta 11-15
mm, interpretacje uzalezniano od odstepu od ostatniego
szczepienia BCG. Jezeli szczepienie BCG wykonano do 6
lat wstecz, odczyn interpretowano jak poszczepienny.
W przypadku dtuzszego niz 6 lat odstepu od szczepie-
nia ten sam wynik interpretowano jako odczyn poza-
kazny. Wynikato to z wieloletnich obserwacji i badan,
ktére wskazywaly, ze tzw. ,alergia poszczepienna” (czyli
aktywno$¢ limfocytéw T pamieci immunologicznej)
moze sie utrzymywac do 6 lat [8,50].

Tabela 1. Przyczyny fatszywie ujemnych wynikéw OT zwiazane z wykonywaniem testu [19,20,35]

Przyczyny fatszywie ujemnych wynikéw OT zalezne od przeprowadzenia testu

Zwiazane z tuberkuling

Niewfasciwe przechowywanie, rozcienczenie, zanieczyszczenie, chemiczna denaturacja

Zwigzane z wykonaniem testu

Za mata dawka, iniekcja podskérna, zbyt dtugi czas pomiedzy nabraniem do strzykawki

a podaniem

Zwiazane z odczytem testu

Niedoswiadczony personel, bfad pomiaru
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Tabela 2. Przyczyny fatszywie ujemnych wynikéw OT zwigzane z osoba badang [13,20]

Przyczyny fatszywie ujemnych wynikéw zwiazane z osoba badana

Wiek:

< 6 miesigca zycia, > 65 roku zycia

Stan ogélny:

niedozywienie, wyniszczenie

Szczepienia wykonane do 6 tygodni przed
OT:

przeciwko odrze, swince, rozyczce, ospie wietrznej, zottej goraczce, doustnej przeciw polio i durowi brzusznemu

wirusowe ($winka, odra, rdzyczka, ospa wietrzna, mononukleoza zakazna), bakteryjne (krztusiec, zakazenie

Ostre infekgje:

Mycoplasma pneumoniae, szkarlatyna, uogdlnione zakazenia bakteryjne, ciezkie postacie gruzlicy), grzybicze

(blastomikoza)

Choroby przewlekte:

sarkoidoza, niedoczynnos¢ tarczycy, przewlekfa niewydolno$¢ nerek, choroby przebiegajace z hipoproteinemia, Zle

wyréwnana cukrzyca

Choroby ukfadu krwiotwdrczego:

biataczki, chtoniaki

Defekty immunologiczne:

wrodzone i nabyte (w tym zakazenie HIV), jatrogenne w czasie steroidoterapii i stosowania innych lekdw

immunosupresyjnych

Tabela 3. Rekomendowane przez europejski konsensus kryteria dodatniego wyniku OT w badaniu osob z kontaktu z chorym na gruzlice [13]

Prdg odciecia dodatniego wyniku OT

Prawdopodobieristwo zakazenia Stan immunologiczny

Brak szczepienia BCG lub
szczepienie wykonane < 12
miesigca Zycia

Szczepienie BCG powyzej 12
miesigca zycia

Prawidtowa odpornos¢

>10mm >15mm

Wysokie (bliski kontakt z chorym na
gruzlice z dodatnim rozmazem plwociny,
spodziewane rozpowszechnienie zakazenia
>10%)

Zaburzenia odpornosci:
Zakazenie HIV

rozwoju gruzlicy

Inne czynniki zwigkszajace ryzyko

Ujemny OT nie wyklucza infekgji
>5mm

Ujemny OT nie wyklucza infekgji
>5mm

Prawidtowa odpornos¢

>15mm 0T niezalecany

Niskie (inne kontakty z chorym na grulice,
spodziewane rozpowszechnienie infekgji
<10%)

Zaburzenia odpornosci:
Zakazenie HIV

rozwoju gruzlicy

Inne czynniki zwiekszajace ryzyko

Ujemny OT nie wyklucza infekgji
=>10mm

Ujemny OT nie wyklucza infekgji
>10mm

Jak juz wczesniej wspomniano, u dzieci wiekszy jest wptyw
niedawnego szczepienia BCG na wynik OT, w zwiazku
z czym interpretacja wyniku jest bardziej skomplikowana.
Wedtug zalecen WHO dla Narodowych Programéw Zwal-
czania Gruzlicy wydanych w 2001 r. przez Instytut Gruz-
licy i Chordb Ptuc odczyn o wielko$ci 10-15 mm u dzieci
jest czesciej odczynem poszczepiennym, natomiast 16
mm i wiekszy przemawia za infekcja M. tuberculosis [20].

Wedtug aktualnych zaleceti Polskiego Towarzystwa Chordb
Pluc opublikowanych w 2013 r. w ogélnej populacji odczyn
wiekszy lub réwny 10 mm uznaje sie za dodatni [3]. Autorzy
wytycznych zwracaja jednak uwage na ograniczona przy-
datnos¢ testu u oséb wielokrotnie szczepionych BCG. Nato-
miast w przypadku badania oséb z kontaktu z chorymi na
gruzlice ptuc eksperci zalecaja interpretacje OT wedtug kry-
teriéw wspomnianego wczesniej europejskiego konsensusu.

W Polsce ze wzgledu na powszechne szczepienia BCG, do
2005 r. wlacznie wykonywane dwukrotnie, prawidtowa

interpretacja odczynu tuberkulinowego jest wyjatkowo
trudna, a rozbiezno$ci miedzy zaleceniami réznych grup
ekspertéw nie utatwiaja tego zadania.

TESTY UWALNIANIA INTERFERONU GAMMA

W 2001 r. Amerykafiska Agencja ds. Zywnosci i Lekéw
(FDA) zaaprobowata do diagnozowania zakazenia M.
tuberculosis nowy test immunologiczny polegajacy
na pomiarze stezenia interferonu gamma pod nazwa
Quantiferon, a w 2007 r. jego nowszg wersje — Quanti-
FERON®-TB Gold In-Tube (QFT-GIT) [29].

Pierwowzdr obecnych testéw powstat w celu diagnozo-
wania gruzlicy u bydla i opierat sie na pomiarze steze-
nia interferonu gamma wydzielanego przez limfocyty T
po inkubacji krwi z tuberkulina. Prébowano ten sam test
zastosowaé u ludzi w diagnostyce latentnego zakazenia
M. tuberculosis, jednak okazat sie mniej swoisty od préby
tuberkulinowej [29,39].
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W 1990 r. wyizolowano swoiste dla pratka gruZlicy pep-
tydy, kodowane w regionie RD-1 (region of difference 1),
nieobecniym w genomie szczepéw szczepionkowych oraz
wiekszosci pratkéw $rodowiskowych z wyjatkiem M. kan-
sasii, M. szulgai, M. marinum. Badania dwéch biatek kodo-
wanych przez ten region: wczesno wydzielniczego biatka
o masie czasteczkowej 6 kDa (Early Secretory Antigenic
Target, ESAT-6) i biatka przesaczu hodowlanego o masie
czasteczkowej 10 kDa (Culture Filtrate Protein, CFP-10)
wykazaly, ze sg bardzo silnymi stymulantami odpowie-
dzi komédrkowej, a zwlaszcza wydzielania interferonu
y we wczesnym okresie infekcji gruZliczej [6,26]. Po
zamianie tuberkuliny na wyzej wymienione rekombi-
nowane biatka pratka uzyskano wysoce swoiste testy do
wykrywania zakazenia latentnego [29]. Wkrétce dodano
jeszcze jeden antygen Tb7.7 z regionu RD-11 i zmodyfi-
kowano test, optaszczajac $cianki probéwek antygenami
[29].

Podloze immunologiczne

Interferon gamma (IFN-y) jest gléwna cytoking wydzie-
lana w procesie obrony organizmu przed inwazja prat-
kéw gruzlicy. We krwi oséb zakazonych sg obecne
limfocyty pamieci swoicie uczulone antygenami prat-
kéw. Komérki te po ponownym zetknieciu sie z danym
antygenem i rozpoznaniu go zaczynajg intensywnie
wydziela¢ IFN-y [14,32].

Testy IGRA polegaja na pomiarze stezenia wydziela-
nego IFN-y lub pomiarze liczby komérek wydzielajacych
interferon po inkubacji petnej krwi pacjenta z wyizo-
lowanymi swoistymi antygenami pratkéw. Zwiekszona
synteza interferonu potwierdza obecno$é w pobranej
prébee krwi pacjenta komdrek pamieci rozpoznajacych
antygeny pratka, czyli potwierdza zakazenie [32,43].

Zasadnicza przewaga IGRA w poréwnaniu z préba tuber-
kulinowg jest ich znaczaco lepsza swoisto$¢ oraz brak
wplywu szczepienia BCG na wynik badania, co ma szcze-
gélne znaczenie dla populacji szczepionych, do ktérych
nalezy Polska [36,39,43].

QuantiFERON-TB Gold in-Tube i T-SPOT.TB

Obecnie sg dostepne 2 typy testéw komercyjnych, opar-
tych na réznych technikach oceny wytwarzania IFN-y
przez limfocyty pacjentéw: ELISA i ELI-Spot. Pierw-
szy z nich to QuantiFERON-TB Gold in-Tube (QFT-GIT)
australijskiej firmy Cellestis, drugi: T-SPOT®.TB brytyj-
skiej firmy Oxford Immunotec Ltd [33,42,43].

W tescie QFT-GIT metodg ELISA (Enzyme-Linked Immu-
nosorbent Assay) mierzone jest stezenie IFN-y wydzie-
lanego przez limfocyty T po inkubacji prébki krwi
pacjenta w probédwce optaszczonej rekombinowanymi
antygenami pratkéw [33]. Zestaw do wykonania testu
zawiera 3 probéwki, w tym jedng zawierajaca mie-
szanine 14 peptydéw odpowiadajacych sekwencjom
wyizolowanych swoistych biatek (,, TB antygen”), jedna

z kontrolg dodatnia (,,Mitogen”) i jedng zawierajaca kon-
trole ujemna (,,Nil”) [33] (ryc.1).

T-SPOT.TB jest wykonywany metoda ELISpot, ktéra faczy
krétkotrwatg hodowle komérkowa limfocytédw T i tech-
nike immunoenzymatyczna. W tescie tym jest oceniana
liczba limfocytéw T pobudzonych pod wptywem inku-
bacji z antygenami pratka i wydzielajacych IFN-y. Pobu-
dzone komérki T po potaczeniu z barwnym wskaznikiem
tworza niebieskie plamy (spots) widoczne na membranie
[42] (ryc. 2).

T-SPOT.TB podobnie jak QFT-GIT zawiera kontrole
dodatnia i ujemna. Wyniki interpretuje sie wedtug $ci-
stych wytycznych producenta (tabela 4 i 5).

Czulo$é i swoistosé testéw

W wielu metaanalizach opublikowanych w latach 2010-
2012 dotyczacych stosowania IGRA w diagnostyce zaka-
zenia M. tuberculosis u dzieci stwierdzono, podobnie jak
w przypadku dorostych, znaczaco lepsza swoisto$¢ IGRA
w poréwnaniu z OT (88% - QFT-GIT, 90% - T-SPOT.TB,
65% - OT) [9,12,41].

W nowszej metaanalizie z 2014 r. [37] oceniajacej przy-
datno$¢ testéw w diagnozowaniu gruzlicy u dzieci
stwierdzono poréwnywalna, wysoka czuto$¢ testéw
QFT-GIT i OT w krajach o wysokich dochodach (odpo-
wiednio 79 i 78%), znaczgco nizsza czulo$é w krajach
biednych (odpowiednio: 57 i 67%). Warto w tym miej-
scu zaznaczy¢, ze w krajach rozwijajgcych sie na obni-
zong czuto$¢ IGRA znaczacy wpltyw maja: niedozywienie
oraz przewlekle zakazenia (malaria, infekcje pasozytni-
cze) [5,44].

Swoisto$¢ testéw w tych krajach byta poréwnywalna,
natomiast w krajach wysoko rozwinietych swoisto$é
IGRA byta znaczaco wyzsza w poréwnaniu z OT (97% -
QFT-GIT, 98% - T-SPOT.TB, 92% - OT) [37].

Rekomendacje stosowania IGRA

Oba testy IGRA zostaly pozytywnie zaopiniowane przez
amerykariska FDA do diagnostyki zakazenia M. tuber-
culosis w latach 2007-2008. W 2010 r. CDC (Centers
for Disease Control and Prevention - Centrum Kon-
troli i Prewencji Chordb) sformutowato rekomendacje
dopuszczajace wykonywanie testéw IGRA u dorostych
we wszystkich sytuacjach, w ktérych do tej pory wyko-
nywano prébe tuberkulinowg [29]. Poczatkowo bardzo
ostroznie podchodzono do mozliwosci zastosowania
tych testéw u dzieci, zwlaszcza najmtodszych. W wyzej
cytowanych rekomendacjach podkresla sie, ze u dzieci
ponizej 5 roku Zycia zalecanym testem do diagnozowa-
nia zakazenia pratkiem gruZlicy jest odczyn tuberkuli-
nowy. Ograniczenie stosowania testéw u najmtodszych
pacjentéw wynikato z obaw dotyczacych niepetnej doj-
rzato$ci mechanizméw immunologicznych, a zwtaszcza
odpowiedzi typu komdérkowego. Obserwowano stabsza
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Antygen  Mitogen NIL Antygen  Mitogen NIL

Antygen  Mitogen NIL

Antygen  Mitogen NIL

Ryc. 1. Test QFT-GIT: A - wynik dodatni: IFN-y pojawia sie w probowece z antygenami pratka gruzlicy i w kontroli dodatniej; B - wynik ujemny: IFN-y pojawia sie

wyfacznie w prébéwce z kontrola dodatnia

J 11(*’ Ul / & - pobudzony limfocyt T

o -IFN-y
\ - przeciwciato z

barwnym znacznikiem

O -limfocyt T

Ryc. 2. Test T-SPOT.TB: A - wynik dodatni: pobudzone po kontakcie z antygenami pratka limfocyty T wydzielaja IFN-y. Znakowane barwnikiem przeciwciata
tacza sie z cytoking, co w efekcie daje obraz barwnych plam, z ktdrych kazda odpowiada jednemu pobudzonemu limfocytowiT; B - wynik ujemny: u osob
niezakazonych pratkiem gruzlicy limfocyty T nie ulegaja pobudzeniu po inkubacji z antygenami pratkéw gruzlicy i nie wydzielaja IFN-y

Tabela 4. Interpretacja wynikow QFT-GIT [33]

Rdznica stezen IFN-y (IU/ml)

Réznica stezen IFN-y (1U/ml)

Stezenie IFN-y (IU/ml) . o " ik OFT-
© probiwce, il migdzy prob(;w'ritla:Tb-antvge" miedzy probowka, Mitogen” i, Nil” Wynik QFT-GIT
<80 <0,35 >0,5 Ujemny
<80 >0,35i <25%,Nil" >0,5 Ujemny
<80 >0,35i >25%),Nil” Nieistotna Dodatni
<80 <0,35 <0.5 Nieokreslony
<80 >0,351 <25%,,Nil” <0.5 Nieokreslony
8,0 Nieistotna Nieistotna Nieokreslony
Tabela 5. Interpretacja wynikéw T-SPOT.TB [42]
Panel A minus NIL (réznica Panel B minus NIL (rdznica Mitogen
barwnych plam pomle(?zy phytka barwnych plam pomlngy plytka Liczba barwnych plam na ptytce Interpretacja wyniku
zantygenem ESAT-6 i ptytka zantygenem CFP-10i ptytka .
. . zkontrola dodatnia*
zkontrola ujemna) zkontrola ujemna)
=8 Bez znaczenia 220 Dodatni
Bez znaczenia =8 220 Dodatni
57 <4 =20 Graniczny (nalezy powtdrzyc)
<4 57 =20 Graniczny (nalezy powtdrzyc)
<4 <4 220 Ujemny

*W razie uzyskania < 20 barwnych plam na ptytce z kontrolg dodatnig interpretacja wyniku powinna by¢ przeprowadzona zgodnie ze szczegétowymi wytycznymi

producenta zawartymi w instrukgji przeprowadzenia testu [42]
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odpowiedz (nizsze stezenie IFN-y) po stymulacji mito-
genem u dzieci ponizej 5 roku zycia [13,21,29].

Zalecenia ECDC (European Centre for Disease Prevention
and Control - Europejskie Centrum Kontroli i Prewen-
cji Chordb) z 2011 r. dopuszczaja mozliwo$é stosowania
IGRA u dzieci w diagnozowaniu zakazenia pratkiem gruz-
licy oraz jako badania wspierajacego diagnoze gruzlicy
aktywnej [14]. Podkresla sie jednak konieczno$¢ zacho-
wania bardzo duzej ostrozno$ci w interpretacji ujemnych
wynikéw testéw zwlaszcza u dzieci ponizej 5 roku zycia.

W 2012 r. opublikowano rekomendacje Amerykanskiej
Akademii Pediatrii (American Academy of Pediatrics, AAP)
wskazujace na IGRA jako badanie preferowane u dzieci
powyzej 5 roku zycia szczepionych BCG. Ponadto zaapro-
bowano wykonywanie IGRA réwniez u dzieci ponizej 5 roku
zycia, choé zalecany w tej grupie wiekowej jest OT [1].

W tabeli 6. podano szczegStowe zalecenia AAP dotyczace
wskazan do zastosowania OT i IGRA w poszczegdlnych
sytuacjach klinicznych.

Wedtug wspomnianego wczesniej europejskiego konsen-
susu dotyczgcego badania 0séb z kontaktu z chorym na
gruzlice testy IGRA sg preferowane w diagnostyce uta-
jonego zakazenia pratkiem gruzlicy u oséb dorostych
i dzieci szczepionych BCG (bez ograniczen wieku). Sa
réwniez zalecane do weryfikacji dodatnich wynikéw
odczynéw tuberkulinowych. U oséb dorostych uzyska-
nie ujemnego wyniku IGRA, mimo dodatniego OT, jest
interpretowane jako brak zakazenia. Jednak u najmtod-
szych dzieci przy rozbieznych wynikach badati zaleca sie
ostrozno$¢ w ostatecznej ocenie wynikéw testéw [13].

Wedtug wytycznych Polskiego Towarzystwa Chordb Ptuc
z 2013 r. w diagnostyce utajonego zakazenia pratkiem
gruzlicy u immunokompetentnych oséb dorostych oraz
dzieci powyzej 5 roku zycia zaleca sie stosowanie IGRA.
U matych dzieci warto wykonywaé obydwa badania: OT
i IGRA, pamietajgc o tym, aby krew na badanie IGRA

Tabela 6. Rekomendacje AAP dotyczace stosowania OT i IGRA u dzieci [1]

pobrac nie pdzniej niz w dniu odczytu OT. Udokumento-
wano, ze swoisto$¢ IGRA u dzieci jest duza niezaleznie od
wieku, wiec dodatni wynik wskazuje z duzym prawdo-
podobieristwem na zakazenie Mycobacterium tuberculosis.
Ze wzgledu na wyzszy odsetek wynikéw nieokre$lonych
wirdd dzieci ponizej 5 roku zycia przydatno$¢ IGRA w tej
grupie jest nieco mniejsza [3].

Laczne stosowanie IGRA i OT zaleca sie réwniez w dia-
gnozowaniu zakazenia pratkiem gruZlicy u dzieci przed
planowanym wiaczeniem leczenia antagonistami czyn-
nika martwicy nowotwordéw [38].

NOWE MARKERY ZAKAZENIA

Ze wzgledu na niedoskonatos¢ istniejacych metod wykry-
wania zakazenia pratkiem gruZlicy nadal trwaja poszu-
kiwania nowych markeréw zakazenia. Wéréd badanych
czasteczek znalazly sie miedzy innymi MCP (biatko che-
motaktyczne dla monocytéw, monocyte chemotactic pro-
tein), MIG (monokina indukowana interferonem gamma,
monokine induced by interferon gamma), interleukiny:
IL-2, -4, -6, -8, TNF-a [16,17,22,46]. Dotychczas najbardziej
obiecujace wyniki daly badania nad biatkiem o masie cza-
steczkowej 10 kD indukowanym przez interferon gamma
(interferon-gamma-inducible protein of 10 kDa, IP-10,)
[17,40]. Jednak wykorzystanie nowych markeréw pozo-
staje nadal w sferze badan, dlatego ich doktadniejsze omé-
wienie wykracza poza ramy niniejszego artykutu.

PobsumowaNiE

Reasumujac: W warunkach polskich ze wzgledu na
powszechne szczepienie BCG, u starszej miodziezy
nawet dwukrotne, testy IGRA wydaja sie atrakcyjna
alternatywa w diagnostyce zakazenia pratkiem gruz-
licy z powodu wyzszej w poréwnaniu z OT swoistosci,
doktadnych kryteriéw interpretacji oraz braku wptywu
szczepienia BCG na wynik badania. Pewng wade stanowi
koszt badania oraz mozliwo$¢ wykonania tych testéw
w nielicznych laboratoriach.

Rekomendacje AAP dotyczace stosowania OT i IGRA u dzieci

0T preferowany, IGRA dopuszczalny

Dzieci <5 roku zycia'

IGRA preferowany, OT dopuszczalny

Dzieci> 5 roku zycia szczepione BCG

Dzieci= 5 roku zycia, ktére moga sie nie zgtosi¢ na odczyt OT

Wyjsciowy i powtdrzony IGRA jest nieokreslony

Wyjsciowy test (ktdrykolwiek) jest ujemny przy jednoczesnym powaznym klinicznym podejrzeniu
gruzlicy lub obecne jest wysokie ryzyko progresji choroby gruzliczej i ztego rokowania 2

OT i IGRA nalezy rozwazy¢ gdy

Wyjsciowy OT jest dodatni i
dziecko ma powyzej 5 lat i byto szczepione B(G

wskazane s3 dodatkowe badania, by poprawi¢ wspétprace z pacjentem w zakresie leczenia

podejrzewana jest mikobakterioza

Znaczacy jest dodatni wynik ktoregokolwiek testu;

2Nie nalezy stosowac IGRA u dzieci ponizej 2 r. z. z wyjatkiem podejrzenia gruzlicy aktywnej. Istnieja ograniczone dane dotyczace przydatnosci IGRA
W rozpoznawaniu zakazenia pratkiem u dzieci od 2 do 4 roku zycia, ale w przypadku podejrzenia choroby gruzliczej mozna je wykonywac.
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Tabela 7. Poréwnanie OT i IGRA

or IGRA

Srédskorna iniekcja tuberkuliny i pomiar

Pobranie krwi, inkubacja probéwek, test ELISA/

Metoda Srednicy naae.ku w sk0.r2e po 72 godz. (2 ELISpot w laboratorium (1 wizyta pagienta)
wizyty pacjenta)
(Czuto$¢ badania
-Q(0 -009,
(Wg systematycznych przegladéw i metaanaliz [9,12,32,41]) 70-86% 62-90%
Swoistos¢
-009 - 0,
(Wg systematycznych przegladéw i metaanaliz) [20,41] 26-90% 82-100%
Koszt badania Niski Wysoki
- Zestaw probowek testowych
. S Doswiadczony personel, . )
Wymogi techniczne i personalne Tuberkulina Transport do specjalistycznego laboratorium

wykonujacego badanie

W przypadku najmtodszych dzieci wskazane jest réwno-
czesne wykonywanie obu badar i ostrozna interpretacja
wynikéw w kontekscie potencjalnego ryzyka zakazenia
i zachorowania na gruzlice.

PismienNIcTWO

W tabeli 7. zestawiono poréwnanie OT i IGRA pod wzgle-
dem metod wykonywania, kosztéw, warunkéw niezbed-
nych do przeprowadzenia badan oraz wiarygodnosci obu
testow.
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