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Santrauka. Tuberkuliozé — viena grésmingiausiy, placiai pasaulyje paplitusiy létiniy infekciniy ligy, lemianti didelj mir-
tinguma. DaZniausiai taikomas metodas latentinei tuberkuliozés infekcijai nustatyti yra jodinis tuberkulino méginys, ku-
rio jautrumas nepakankamas, ypa¢ BCG vakcina skiepytyjy populiacijoje. Siekiant efektyvesnés tuberkuliozés infekcijos
diagnostikos, sukurti nauji in vitro diagnostiniai metodai, kurie pagrjsti M. tuberculosis sukelto imuninio atsako ypatumy
vertinimu, t. y. stimuliuoty T limfocity i3skiriamo gama interferono (IFN-y) nustatymu.

Tuberkuliozé — viena grésmingiausiy, placiai pasau-
lyje paplitusiy létiniy infekciniy ligy, lemianti didelj
mirtinguma. Nepavéluota jos diagnostika, tinkamas
gydymas ir profilaktika tebéra vieni aktualiausiy me-
dicinos uzdaviniy siekiant sékmingos tuberkuliozés
kontroleés [1].

Tuberkuliozé - pasauliné problema. Pasaulio
sveikatos organizacijos (PSO) duomenimis, trec¢dalis
pasaulio gyventoju yra uzsikréte tuberkuliozés miko-
bakterijomis [1]. Apie 10 proc. uzsikrétusiyjy suserga
tuberkulioze. Didziausias sergamumas yra Afrikos ir
Azijos zemynuose [2]. Nors Vakary Europos salyse
pastaraisiais desimtmeciais serganciyjy tuberkulioze
sumazéjo, 2004 m. PSO ataskaita rodo, kad i$ Euro-
pos regione uzregistruoty naujy tuberkuliozés atvejy
net 80 proc. buvo nustatyti Nepriklausomy valstybiy
sajungoje (NVS), Baltijos $alyse ir Rumunijoje [3].
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Nepaisant visuotinés vakcinacijos bacille Calmette-Gu-
erin (BCG) vakcina, Lietuvoje sergamumas tuberkulio-
ze yra didelis: svyruoja nuo 60 iki 70 atvejy 100 takst.
gyventojy [4, 5]. Statistikos duomenimis, Lietuvoje itin
grésmingas vaistams atsparios tuberkuliozés papliti-
mas — ji sudaro apie 9 proc. visy naujy tuberkuliozés
atvejy [4, 5]. Manoma, kad tai sglygoja gydymo rezimo
nesilaikymas, asocialus gyvenimo budas, nereikalin-
gai skiriama chemoprofilaktika antituberkulioziniais
vaistais tuberkuliozés infekcijai gydyti [4, 6]. Zinoma,
kad vaikai, ypa¢ naujagimystés laikotarpiu, yra imlesni
tuberkuliozei dél imuninés sistemos ypatumuy [1, 7].
Asmuo, turéjes kontakta su serganciu aktyvia
plauc¢iy tuberkulioze Zmogumi, dazniau uzsikrecia
sia infekcija ar suserga tuberkulioze [2]. Net Salyse,
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kur tuberkuliozés paplitimas mazas, 30—40 proc. nau-
jai susirgusiy zmoniy uzsikrecia M. tuberculosis nuo
serganciy asmenuy [3, 4, 8].

Siekiant efektyvesnés tuberkuliozés infekcijos diag-
nostikos, sukurti nauji in vitro diagnostiniai metodai,
kurie pagristi M. tuberculosis sukelto imuninio atsako
ypatumuy vertinimu, t. y. stimuliuoty T limfocity i$ski-
riamo gama interferono (IFN-y) nustatymu.

TUBERKULIOZES PATOGENEZE

Jei organizmo imuninis atsakas j tuberkuliozés miko-
bakterijas yra nepakankamas, asmuo suserga tuberku-
lioze. Taciau daugeliu atvejy tuberkuliozés mikobakte-
rijos gali persistuoti organizme ir ligos nesukelti.

Tuberkuliozés mikobakterijoms patekus j organiz-
may, suzadinamas specifinio imuniteto aktyvumas, vy-
raujant lasteliniam imunitetui [19]. Pagrindinés laste-
lés, dalyvaujancios imuniniame atsake j tuberkuliozés
infekcija, yra makrofagai ir T limfocitai, kuriy cito-
kinai, ypa¢ IFN-y [20], lemia létojo tipo hiperergine
reakcija ir specifinés granuliomos formavimasi [14].
Kai granuliomos centre sutrinka kraujotaka, vystosi
distrofiniai poky¢iai, susiformuoja kazeoziné nekrozé,
aplinkui susikaupe T limfocitai ir makrofagai sudaro
pirminj zidinj. I$ $io zidinio virulentiskos mikobakte-
rijos plinta krauju ar limfa i daugelj organizmo viety
[21]. Plintant dideliam kiekiui bakterijy, galimas dise-
minuotos tuberkuliozés i$sivystymas. Jei i$siséja nedi-
delis kiekis bakterijy, jy salygojami pazeidimai sukelia
ekstrapulmonine tuberkulioze, plauciy tuberkuliozés
reaktyvacija [14].

Tuberkuliozés patogenezés mechanizmas kol kas
nevisiskai ai$kus. Kiekvienas organizmas pasizymi
individualiu jautrumu ir atsaku j tuberkuliozés miko-
bakterija.

M. TUBERCULOSIS SUKELTAS IMUNINIS ATSAKAS

Lastelinj imuniteta galima apibadinti kaip organizmo
imuninés sistemos atsaka, kai padidéja specifiniy T
limfocity populiacija. Veikiami tuberkuliozés mikro-
bakterijyu antigeny issiskiria citokinai (1 pav.), kurie
pritraukia kraujo makrofagus j pazeidimo sritj ir juos
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suaktyvina. IFN-y ir alfa navikinis nekrozés faktorius
(TNF-a) yra pagrindiniai makrofagy aktyvuma skati-
nantys citokinai.

Igyjama lastelinj atsparuma lemia lokalios suaktyveé-
jusiy makrofagy populiacijos susidarymas [24—26]. Kuo
ju daugiau susikaupia lokaliai, tuo stipresnis organizmo
gebéjimas sunaikinti tuberkuliozés bakterijas [25, 26].

Zinoma, kad, pasireiskus tiek lasteliniam imuni-
niam atsakui, tiek létojo tipo hipererginei reakcijai,
bakterijy dauginimasis slopinamas vienodai veiksmin-
gai [27, 28]. Vis délto, esant lasteliniam imuniniam
atsakui, bakterijos naikinamos aktyvinant makrofagus,
o esant létojo tipo hipererginei reakcijai, naikinami
bakterijy prisipilde nesuaktyvinti makrofagai ir aplin-
kiniai audiniai, taigi kartu ir vidulasteliné aplinka, kuri
yra palanki bakterijoms daugintis [29, 30].

Pagrindiné lastelinio imuniteto funkcija — suakty-
vinti aplinkinius dar neaktyvius makrofagus [30-35].
Sie jau suaktyvéje perifokaliniai makrofagai fagocituoja
ir naikina bakterijas, iStrakusias i$§ kazeozinés nekrozés
centro.

TUBERKULIOZES DIAGNOSTIKA IR JOS
PROBLEMOS

Nuo 1890 mety ilga laika vienintelis ir daZzniausiai
taikomas metodas latentinei tuberkuliozés infekcijai
nustatyti buvo jodinis tuberkulino méginys — Mantoux
méginys (ITM), kurio jautrumas nepakankamas, ypac
BCG vakcina skiepytyjy populiacijoje [9-11].

Po kontakto su M. tuberculosis suaktyvinti T lim-
focitai, in vitro paveikti $ios mikobakterijos antigeny,
t. y. anksti sekretuojamo antigeninio taikinio (angl.
early secreted antigenic target, ESAT-6) ir kultaros fil-
trato baltymo (angl. culture filtrate protein, CFP-10),
ima i$skirti IFN-y. Siuo principu paremti nauji uzsi-
krétimo tuberkuliozés infekcija diagnostikos metodai
jau jtraukti j kai kuriy $aliy tuberkuliozés diagnosti-
kos algoritmus [11-13]. Pasitelkus naujus specifinius
imuninius tyrimus, vertinancius tuberkuliozés suke-
liamo imuninio atsako ypatumus, baty galima tiks-
liau ir greiciau aptikti tuberkuliozés infekcija [13—15].
T limfocity, i$skirian¢iy IFN-y, nustatymu pagristy ty-
rimy rezultatams jtakos neturi buves skiepijimas BCG
vakcina, o tai ypac¢ aktualu vertinant uzsikrétima tu-
berkulioze masuy $alyje, kur vykdoma Simtaprocentiné
naujagimiy vakcinacija BCG vakcina [14—18].

Metodai tuberkuliozei diagnozuoti [13, 14, 21]

Anamnezés surinkimas labai aktualus tiriant vai-
kus, kad baty issiaiskintas kontaktas su uzkrecCiama
tuberkulioze serganciu asmeniu.
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Tiksliausias diagnostikos metodas — skrepliy ar kitos
tiriamosios medziagos pasélis ir mikroskopija tuber-
kuliozés mikobakterijoms nustatyti. Tiesioginés mikros-
kopijos tepinélis daromas i$ skrepliy ar kity organizmo
skysciy — jais padengiamas objektinio stiklelio pavirsius.
Diagnostinis jautrumas — apie 18 proc. Galutiniai tiria-
mosios medziagos pasélio rezultatai gaunami tik po =
5 sav., o surinkti vaiky, ypa¢ mazameciy, skrepliy yra
labai sudétinga ar net nejmanoma.

Jodinis tuberkulino méginys (ITM) (Zr. toliau)
suaugusiesiems ir vaikams néra pakankamai informa-
tyvus tyrimo metodas, ypac¢ didesnio sergamumo tu-
berkulioze krastuose, kur vykdomas skiepijimas BCG,
nes kyla kryzminé reakcija | BCG vakcing. Lietuvoje,
kur vykdomas visuotinis skiepijimas BCG vakcina,
diagnostikai naudojamas 2 TV tuberkulinas, kadangi
didesnés koncentracijos gali sukelti teigiama odos
reakcija net ir seniai skiepytam asmeniui.

Radiologinis tyrimas — vienas dazniausiai taikomy
metody, taciau ne visos ligos formos gali buti diag-
nozuojamos rentgenu. Metodas labai informatyvus
nustatant plauciy tuberkulioze [1].

Daug zadantys yra nauji imuniniai in vitro diag-
nostiniai metodai su specifiniais antigenais ESAT-6 ir
CFP-10, gautais i§ M. tuberculosis H37Rv regiono (2
pav.) [2, 10, 12, 13, 21, 37].

Antigenas ESAT-6 yra i$skiriamas i§ virulentisky
zmogaus tipo tuberkuliozés bakterijy, o ne i§ BCG
ar aplinkos mikobakterijy. Remiantis $iuo faktu buvo
sukurtas ir Etiopijoje iSbandytas [38] in vitro diag-
nostinis tyrimas, analizuojantis zmogaus periferinio
kraujo mononuklearines lasteles. Tyrimo metu ma-
tuotas IFN-y kiekis, i$skiriamas zmogaus periferinio
kraujo mononukleariniy lasteliy, praéjus 5 dienoms
po kultivavimo pradzios ir stimuliavimo ESAT-6. I§
pradziy buvo tiriamas IFN-y, i$skiriamas uzkreciama
tuberkulioze serganciy, tuberkulinui teigiamy (skrep-
liuose nustatyta ragsciai atspariy lazdeliy) pacienty
$eimos nariy mononukleariniy lasteliy [38]. Po dveju
mety Sie asmenys buvo tiriami dél kliniskai aktyvios
tuberkuliozés. Kliniskai aktyvi tuberkuliozé issivysté
tiems $eimos nariams, kuriy mononuklearinés lastelés
gamino didelj kiekj IFN-y. Tuo tarpu asmenys, kuriy
mononuklearinés lastelés gamino nedaug IFN-y, liko
sveiki [49].

Buvo atliekami paraleliniai tyrimai su tuberkulinu;
jie neatskleidé didelio skirtumo tarp $iy dviejy grupiy.
Seimos narius, sergancius ankstyva progresuojancia
tuberkulioze, buvo galima nustatyti i§ padidéjusio cir-
kuliuojanciy limfocity, reaguojanciy j ESAT-6, kiekio.
Tai pirmasis tyrimas, kai laboratorinis méginys padé-
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M. tuberculosis

H37Rv
4,411,529 bp

2 pav. /N VITRO TUBERKULIOZES DIAGNOSTIKAI NAUDOJAMI
TB SPECIFINIAI ANTIGENAI [48]

jo atskirti tuberkulinui teigiamus asmenis, turincius
progresuojanc¢iy ankstyvos tuberkuliozés pazeidimy,
kuriuos reikia gydyti antimikrobiniais vaistais, nuo as-
meny, kuriems pazeidimai neprogresuoja, taigi gydyti
nereikia.

Tuberkuliozés plitimo sustabdymas ar ligos i$nai-
kinimas priklauso nuo latentinés tuberkuliozés anks-
tyvos diagnostikos ir gydymo.

Invivo diagnostinis jodinis tuberkulino méginys —
vis dar placiausiai taikomas tyrimas tuberkuliozés in-
fekcijai diagnozuoti [13].

Diagnostika tuberkulinu — tai tyrimas Zzmogaus or-
ganizmo pakitusio reaktyvumo, atsiradusio uzsikrétus
tuberkuliozés mikobakterijomis ar po skiepijimo BCG
[13, 14]. Tuberkulinas, tuberkuliozés mikobakterijy
baltymy ekstraktas, — tai antigeny misinys, kuriam
buadinga létojo tipo alerginé reakcija sensibilizuotame
organizme, kai jame jau yra antikiny pries tuberku-
liozés mikobakterijas. Pats tuberkulinas ju gamybos
neskatina [14].

Uzsikrétus M. tuberculosis, prasideda imuninés
reakcijos, kurias suzadina suaktyvéje makrofagai, o
vykdo T limfocitai. I$sivysto klasikiné létojo tipo hi-
pererginé reakcija j antigenus, kuriuos i$skiria mikro-
organizmas. Tokio pobudzio reakcija vyksta atliekant
tuberkulino méginj sensibilizuotame organizme [11].

Pradinis sensibilizacijos procesas po uzsikrétimo
trunka 6-8 savaites. Sio proceso metu jsijautrinusiy
T limfocity atsiranda sritiniuose limfmazgiuose ir pa-
tenka j cirkuliuojantj krauja. Kartotiné tokiy limfocity
stimuliacija jodine tuberkulino injekcija pasibaigia vie-
tine odos reakcija — susiformuoja kietulys, infiltratas
[14]. Odos infiltrata sukelia lgsteliy infiltracija, kuria
salygoja jsijautrine limfocitai. Stipriausia odos reakci-
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Lentelé. IFN-y TYRIMO IR ITM PALYGINIMAS

IFN-y nustatymas ITM

In vitro tyrimas In vivo tyrimas

Dauginiai antigenai Vienas antigenas

Neéra skatinancio (Booster)
poveikio

Skatinamasis (Booster) poveikis

Vienas paciento vizitas Du paciento vizitai

Minimalus subjektyvumas vertinant ~ Subjektyvumas vertinant

Rezultatai gaunami per viena dieng Rezultatai po 2-3 dieny

ja bana po 48-72 valandy, o véliau létai blésta, nors
daznai islieka daugiau nei 96 valandas.

IN VITRO DIAGNOSTIKA - T LIMFOCITU
ISSKIRIAMO IFN-y NUSTATYMAS

T limfocitai, atsakingi uz organizmo apsauga nuo tu-
berkuliozés, i$skiria IFN-y atsakydami j stimuliavima
M. tuberculosis antigenais.

Naujieji méginiai, paremti T limfocity i$skiriamo
IFN-y nustatymu kraujyje:

o  QuantiFERON-TB (QTB) (Celestis, St. Kilda, Vik-
torija, Australija);
o T SPOT TB (Oxford Immunotec, Oxford, Jungtiné

Karalysté).

IFN-y yra gana stabilus ir gali buti iSmatuotas. [vai-
riy tyrimy duomenimis, tokiy méginiy jautrumas yra
90-95 proc., o specifiskumas — apie 100 proc. [38, 39,
40]. Kitaip nei ITM, Siems tyrimams atlikti pakanka
vieno apsilankymo pas gydytoja. Siy méginiy interpre-
tacija yra maziau subjektyvi nei I'TM, minéty tyrimy
rezultaty neveikia BCG skiepas, kryZzminis reaktyvu-
mas i atipines mikobakterijas, ZIV, virusiné infekcija
ar imunosupresija [40].

T limfocity i$skiriama IFN-y nustatantys méginiai
JAV, Kanadoje ir daugelyje Europos saliy patvirtinti
kaip pagalbiniai metodai diagnozuojant latentine tu-
berkuliozés infekcija [14]. Jie nustato lastelinio imuni-
teto atsaka in vitro i tuberkuliozés infekcija, matuojant
IEN-y koncentracija kraujyje, inkubuotame su M. tu-
berculosis specifiniais antigenais, ESAT-6 ir CFP-10.
Nei ESAT-6, nei CFP-10 néra M. bovis arba kitose
aplinkos (netuberkuliozinése) mikobakterijose, i$sky-
rus Mycobacterium kansasii, Mycobacterium szulgai
ir Mycobacterium marinum. Taigi $ie baltymai yra
tikslas tikros tuberkuliozés infekcijos Zymenys ir, ki-
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taip nei jodinio tuberkulino méginio, jy visai neveikia
skiepijimas BCG vakcina [40]. Mori su kolegomis ne-
seniai paskelbé rezultatus tyrimo, kuriame jie naudojo
ESAT-6 ir CFP-10 antigenus T limfocity i$skiriamam
IEN-y nustatyti BCG vakcina skiepyty asmeny grupéje.
Apskaiciuota, kad mazos rizikos asmenims méginio
specifiSkumas yra 98,1 proc. Taigi rezultatai rodo, kad
testas labai specifi$kas ir jautrus, jtakos jam neturi
BCG vakcina [14].

Viename i$§ tyrimy, atlikty per tuberkuliozés pro-
trakj, tuberkuliozés infekcijai tarp kontaktiniy asme-
ny nustatyti taikytas T limfocity i$skiriamo IFN-y
méginys bei palyginti ITM ir IFN-y tyrimy rezultatai
(Ientelé) [14].

Analizé atskleidé, kad méginiy rezultaty sutapimas
puikus (94 proc. kappa verté — 0,866), kraujo tyrimo
neveiké skiepijimas BCG vakcina [10].

Apibendrinant galima teigti, kad T limfocity i$-
skiriamo IFN-y meéginys diagnozuojant tuberkuliozés
infekcija yra tikslus ir lengvai atliekamas.

APIBENDRINIMAS

Tuberkuliozé — infekciné liga, varginanti zmonija $imt-
meciais, taciau ja diagnozuoti tebéra sunku. Didéjantis
sergamumas $ia liga skatina mokslinius tyrimus, ku-
riais siekiama i$siaiskinti jautriausius ir specifiskiausius
metodus, galincius palengvinti tuberkuliozés infekcijos
diagnostika, kartu ir kova su $ia liga.

Nustatant uzsikrétima tuberkuliozés infekcija dau-
giau nei Simta mety pasaulyje taikomas jodinis tuber-
kulino méginys, kuris yra gana specifiskas, bet mazai
jautrumus, ypa¢ BCG vakcina skiepytyjy populiacijoje.
Ankstesnis skiepas BCG gali salygoti klaidingai tei-
giama reakcija j tuberkulina. Teigiamas ITM galimas
esant ne tik M. tuberculosis, bet ir atipiniy mikobak-
terijy sukeltai infekcijai, netinkamai techniskai atlikus
méginj. Odos reakcija i tuberkulino méginj daznai
buana susilpnéjusi dél virusiniy infekcijy, po vakcina-
cijos gyvaja vakcina, esant i$plitusiai tuberkuliozei dél
susilpnéjusio imuninio atsako ir pan. Tai lémé, kad
pastaraisiais metais pasaulyje imta ieskoti naujy infor-
matyvesniy metody, pagristy M. tuberculosis sukeltais
imuninio atsako ypatumais, kurie padéty sékmingiau
diagnozuoti tuberkuliozés infekcija, nepaisant vakci-
nacijos nuo tuberkuliozés.
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EVALUATION OF INF-y SECRETED BY T CELLS IN DIAGNOSIS OF
TUBERCULOSIS INFECTION

EDITA HANSTED, BRIGITA SITKAUSKIENE
CLINIC OF CHILDREN DISEASES KAUNAS UNIVERSITY OF MEDICINE
DEPARTMENT OF PULMONOLOGY AND IMMUNOLOGY
KAUNAS UNIVERSITY OF MEDICINE

Key words: tuberculosis, IFN-y, T cell.

Summary. Tuberculosis (TB) is one of the oldest infectious diseases worldwide.
The only method available for TB infection detection has been the tu-
berculin skin test (TST). Still, this tool has not proved itself as a sensitive
method, especially when applying it to population previously vaccinated
with BCG. Newly developed blood tests, based on detection of interferon-
gamma (IFN-y) secreting T cells responding to M. tuberculosis antigens,
may prove themselves as more rapid, specific and sensitive methods for
TB infection detection.
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