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POPIS KRATICA

AIDS — Sindrom stecene imunodeficijencije (eng. Acquired Immunodeficiency
Syndrome)

ARB — acidorezistentni bacil

BCG — Bacil Calmette-Guérin

CD - razlikovno obiljezje (eng. Cluster of Differentiation)

CDC — Centar za kontrolu i prevenciju bolesti (eng. Center for Disease Control and
Prevention)

CFP-10 — protein 10 filtrata kulture (eng. Culture Filtrate Protein-10)

ECDC — Europski centar za prevenciju i kontrolu bolesti (eng. European Centre for
Disease Prevention and Control)

ELISA — enzimski vezan imunosorbent test (eng. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
ELISPOT - enzimski vezan imunospot test (eng. Enzyme-Linked Immunospot Assay)
ESAT-6 — rano-sekretorna antigenicna ciljna specificna T-stanica-6 (eng. early secretory
antigenic target-6-specific T cell)

HIV — humani imunodeficijentni virus (eng. Human Immunodeficiency Virus)

HLA — humani leukocitni antigen

IFN-y — interferon gama (eng. Interferon Gamma)

IFNGRI —receptor-1 interferona gama (eng. receptor-1 Interferon Gamma),

IGRA — test otpuStanja interferona gama (eng. Interferon Gamma Release Assay)

IL — interleukin

IL12RB1 —receptor beta-1 interleukina 12 (eng. Receptor Beta-1 Interleukin 12)

LTBI - latentna tuberkulozna infekcija (eng. Latent Tuberculosis Infection)



MBL - lektin koji veze manozu (eng. Mannose Binding Lectin,)

MHC - glavni kompleks tkivne podudarnosti (eng. Major Histocompatibility Complex)
MHC-antigene klase I — glavni kompleks tkivne podudarnosti antigene klase I (eng.
Major Histocompatibility Complex)

MHC-antigene klase II — glavni kompleks tkivne podudarnosti antigene klase II (eng.
Major Histocompatibility Complex)

NICE — Nacionalni institut za zdravlje 1 klinicku izvrsnost (eng. National Institute for
Health and Clinical Excellence)

NRAMP-1 gen — gen za prirodenu rezistenciju makrofagnog proteina 1 (eng. Natural
Resistence-Associated Macrophage Protein-1)

PCR - lanc¢ana reakcija polimerazom (eng. Polymerase Chain Reaction)

PHA - fitohemaglutinin (eng. phytohemagglutinin)

PPD — purificirani proteinski derivat (eng. Purified Protein Derivative)

QFT-GIT — QuantiFERON-TB Gold In Tube

SD — standardna devijacija

STAT - pretvaraci signala i aktivatori prepisivanja (eng. Signal Transducers and
Activators of Transcription)

SZO — Svjetska zdravstvena organizacija

TBC — tuberkuloza

TB7.7(p4) — tuberkulozni protein 7.7(p4)

Th — pomo¢nicki limfocit T (eng. T-helper lymphocyte)

TNF-a — faktor tumorske nekroze alfa (eng. Tumor Necrosis Factor Alpha)

TST — tuberkulinski kozni test (eng. Tuberculin Skin Test)



VDR - receptor vitamina D (eng. Vitamine D Receptor)

x — aritmeti¢ka sredina



1. UVOD

Tuberkuloza (TBC) jest zarazna bolest uzrokovana humanim mikobakterijem tuberkuloze
(Mycobacterium tuberculosis, M.tuberculosis). lako se smatralo da je bolest pod
kontrolom, u zadnje se vrijeme ponovno pojavila kao jedan od glavnih javno-
zdravstvenih problema, osobito u nerazvijenim zemljama. Prema izvjes¢u Svjetske
zdravstvene organizacije (SZO) tijekom 2010. godine od tuberkuloze je oboljelo 8,8
milijuna svjetskog stanovnistva, a 1,1 milijun je umrlo (1). Globalna incidencija
tuberkuloze u 2010. godini je iznosila 128/100 000 stanovnika. Zabrinjavaju procjene da
bi do 2020. godine milijarda ljudi mogla biti zarazena mikobakterijem tuberkuloze, 200
milijuna bi moglo oboljeti, a 35 milijuna umrijeti od TBC-a (2). Razlog takvoj
zabrinjavajuc¢oj epidemioloSkoj slici jest slaba kontrola bolesti, neodgovarajuca
procijepljenost odraslih i pandemija sindroma steCene imunodeficijencije, AIDS (eng.
Acquired Immunodeficiency Syndrome).

U Europi se postupno smanjuje broj oboljelih od tuberkuloze, pa se stopa incidencije od
2004. godine kada je iznosila 104/100 000 stanovnika smanjila na 47/100 000 stanovnika
tijekom 2010. godine. Medutim, postoji velika razlika izmedu zemalja zapadne i istocne
Europe. U zapadnoeuropskim zemljama incidencija je manja od 15/100 000 stanovnika
uz izuzetak Portugala gdje iznosi 29/100 000 stanovnika, dok je u isto¢noeuropskim
zemljama veca od 50/100 000 stanovnika, a svakako prednjace Moldavija sa stopom
incidencije od 182/100 000 stanovnika, te Kazahstan 151/100 000 stanovnika. Hrvatska
pripada u skupinu zemalja sa srednje visokom incidencijom koja je u 2010. godini
iznosila 17/100 000 stanovnika (3). Prema podatcima Zavoda za javno zdravstvo ,,Dr.

Andrija Stampar tijekom 2010. godine prijavljeno je 768 osoba oboljelih od tuberkuloze,



Sto ¢ini incidenciju od 17 oboljelih na 100 000 stanovnika (3). Cilj javno-zdravstvenog
djelovanja jest da se broj oboljelih smanji na manje od 10 na 100 000 stanovnika.

U nekim zemljama je zabiljezen porast incidencije tuberkuloze, prvenstveno kao
posljedica migracije stanovniStva, ali i porasta broja oboljelih od AIDS-a (4). Hrvatska se
nalazi u skupini zemalja u kojima se posljednjih godina uocava smanjenje broja oboljelih
od tuberkuloze, pa je tako od 2000. godine, kada je stopa incidencije u opcoj populaciji
iznosila 36/100 000 doslo do smanjenja incidencije na 17/100 000 stanovnika u 2010.

godini (Slika 1).
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Slika 1. Incidencija bolesnika s aktivnom tuberkulozom u Hrvatskoj od 2000. do 2010.
godine
Najvecéi morbiditet postoji u osoba starijih od 60 godina, a u djecjoj dobi najcesce
obolijevaju adolescenti. Dobna raspodjela bolesnika odgovara onoj u razvijenim

zemljama, s najviSim morbiditetom u najstarijoj zZivotnoj dobi. Razlike u pobolu u



zupanijama (Slika 2) kre¢u se u rasponu od 3,3/100 000 stanovnika u Dubrovacko-
neretvanskoj Zupaniji do 38,8/100 000 stanovnika u Sisacko-moslovackoj Zupaniji.
Ovakve razlike medu zupanijama dijelom su povijesno uvjetovane, dijelom geografski, a

dijelom su posljedica recentnih ratnih 1 poratnih migracija stanovniStva.
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Slika 2. Incidencija tuberkuloze u hrvatskim zupanijama 2010. godine

Prosirenost tuberkuloze medu djecom nije dovoljno poznata, a razlozi tome leze u

¢injenici da se dijagnoza djecje tuberkuloze postavlja teze nego u odraslih, uz ceséu

3



pojavu izvanpluénih oblika bolesti. Procjenjuje se da se u svijetu tuberkuloza kod djece
pojavljuje u oko 10% ukupno novooboljelih slucajeva godisnje (1). U zemljama s
velikom incidencijom tuberkuloze, udio djece medu oboljelima iznosi 25 — 40%, s
incidencijom u djecjoj populaciji do 60 — 600/100 000, dok u zemljama male incidencije
tuberkuloze udio djece medu oboljelima iznosi 4 — 7% uz incidenciju od 1 — 15/100 000.
U Hrvatskoj je incidencija tuberkuloze djecje dobi tijekom 2010. godine po dobnim
skupinama iznosila: u dobi od 0-4 godine 0,0/100 000, u dobi od 5-9 godina 2,8/100 000,
u dobi od 10-14 godina 6,3/100 000, te u dobi od 15-19 godina 7,7/100 000 (Tablica 1)
(2).

Tablica 1. Kretanje incidencije tuberkuloze (na 100 000 djece) djecje dobi po dobnim

skupinama u Hrvatskoj od 2000. do 2010. godine

Dob 2000. 2001. 2002. 2003. 2004. 2005. 2006. 2007. 2008. 2009. 2010.

0-4 49 2,6 6,3 2,5 2,9 0,8 2,1 2,1 2,1 0,8 0,0
59 63 6,7 7,6 10,9 6,0 4,0 2,8 3,6 2,0 3,2 2,8
10-14 11,5 11,2 12,7 11,5 8,2 5,2 6,3 3,7 6,3 5,6 6,3

15-19 152 162 124 13,1 144 11,1 94 74 64 70 177

Procjenjuje se da je 1/3 svjetskog stanovnistva inficirano s M. tuberculosis, veéina kao
latentna tuberkulozna infekcija (LTBI), uz vjerojatnost za obolijevanje od aktivne
tuberkuloze tijekom zivota kod odraslih osoba s normalnim imunoloSkim odgovorom od

5 - 10% (5). Ta je vjerojatnost kod djece znatno veca, pa je poznato da je rizik za



obolijevanje od aktivne tuberkuloze kod djece mlade od 2 godine zivota do 40%, da bi se
potom s dobi rizik smanjivao do adolescentne dobi, nakon koje se lagano povecava (6-8).
Takoder je poznato da se kod djece mlade od pet godina ¢esce pojavljuje diseminacija
bolesti u smislu milijarne tuberkuloze i tuberkuloznog meningitisa, koji su povezani s
vecom smrtnosti. U Hrvatskoj u prethodne Cetiri godine nije zabiljezen niti jedan slucaj
tuberkuloznog meningitisa u dje¢joj dobi, §to je jedan od pokazatelja uspjeSnosti
obveznog cijepljenja BCG-om (BCG - Bacillus Calmette-Guérin). Naime, u nasoj se
drzavi provodi obvezno cijepljenje novorodencadi u rodilistima, a 2010. godine
cijepljenjem je bilo obuhvaceno 98,7% novorodencadi, $to je iznad zakonskog minimuma
od 95%. Poznato je da cijepljenje BCG-om pruza zastitu od tuberkuloznog meningitisa u
djece, ali ne sprjecava pojavu pluéne tuberkuloze ni u adolescenata ni i odraslih (9). Od
uvodenja obveznog cijepljenja, uvedene su i odredene promjene, pa je tako ukinuto
docjepljivanje nereaktora u drugoj godini Zivota i u drugom razredu osnovne skole, a s
padom incidencije tuberkuloze planira se ukinuti i ono u sedmom razredu osnovne skole.
Kod adolescenata, koji medu dje¢jom populacijom imaju najvecu stopu incidencije
tuberkuloze, oblik bolesti se pomife prema adultnom tipu karakteriziranom pojavom
kaverni i apikalnih pluénih infiltracija.

Djecja tuberkuloza predstavlja dobar indikator ucinkovitosti borbe protiv tuberkuloze,
obzirom da se radi o recentnoj infekciji, a ne o reaktivaciji bolesti, te zapravo reflektira
prijenos uzrocnika i cirkuliraju¢ih sojeva u populaciji. Kako bi se smanjila incidencija
tuberkuloze potrebno je otkriti i adekvatno tretirati osobe s latentnom tuberkuloznom

infekcijom.



1.1. Mycobacterium tuberculosis

1.1.1. Opée karakteristike
Uzro¢nika tuberkuloze, M. tuberculosis (Slika 3), otkrio je 1882. godine Robert Koch.
Radi se o aerobnom, fakultativno unutarstani¢nom, spororastu¢em acidofilnom bacilu, s

generacijskim vremenom od 14 - 22 sata, koji je prirodno patogen samo za ljude (10).

gf‘f =

Slika 3. M. tuberculosis, snimljen elektronskim mikroskopom

“F% ¢

A

Unutar bacila M. tuberculosis ima oko 1000 proteina, koji su moguce antigene
komponente, a smatra se da samo manji broj njih ima ulogu u imunoloskom odgovoru na
infekciju s M. tuberculosis, te se oznacavaju kao imunodominantni antigeni (11). Za
razliku od proteina koji se nalaze unutar stanice ili u stanicnoj stijenci bacila M.
tuberculosis, poznato je i da postoje proteini koje kao prozvod metabolizma taj bacil
izluCuje, Cesto izazivajuéi snazniji imunoloski odgovor (12).

Stani¢na stijenka M. tuberculosis je gradena od cetiri sloja: prvi sloj je peptidoglikan
(murein) koji je kovalentno vezan na polisaharid arabinogalaktan, koji predstavlja drugi
sloj. Na njega se vezu mikoli¢ne kiseline koje &ine treéi sloj. Cetvrti, povrsinski sloj, ¢ine

peptidoglikolipidi, sulfolipidi, cord-Cinitelj (trehalosa 6,6 dimikolat) i voskovi. Tu se



nalaze receptori za makrofage i seroaglutinaciju. Mikoli¢na kiselina i lipidi stani¢nog

zida uzrok su vece otpornosti prema nizim koncentracijama kiselina i luzina (12).

1.1.2. Patomehanizam tuberkulozne infekcije

Mikobakteriji dospijevaju u organizam najces¢e kapljicnom infekcijom u kontaktu s
oboljelim koji kaslje, kise ili pjeva, premda su moguci i drugi iznimno rijetki oblici
prijenosa, kao npr. ingestijom zarazenog mlijeka, preko sluznica ili oStecenja na kozi.
Iako bolest moze zahvatiti bilo koji organ ljudskog tijela, najces¢a ulazna vrata infekcije
su pluca, koja su u do 90% slucajeva i sijelo kasnijeg razvoja bolesti (13).

U vecine osoba prirodni tijek infekcije s M. tuberculosis (Slika 4) zavrSava uspjeSnom
aktivacijom imunoloskog odgovora $to dovodi do unistenja klice, iako su moguca jos tri
ishoda (14, 15). M. tuberculosis se odmah nakon infekcije moze nastaviti umnozavati i
rasti, uzrokuju¢i primarnu tuberkulozu. Zatim je moguca latentna infekcija s
M.tuberculosis, koja oznaCava stanje perzistentnog imunoloskog odgovora bez klinickih
znakova bolesti, a nije u potpunosti jasno da li je obvezno povezana s prisustvom
viabilnih bacila (16). Mogucée je da u odredenom vremenu tijekom latentne infekcije dode
do mnozenja i rasta bacila M. tuberculosis, §to uzrokuje klinicki manifestnu bolest koja
se oznacava kao postprimarna tuberkuloza. Imunost na M. tuberculosis razlikuje se
izmedu odraslih i djece time S§to je kod djece funkcija makrofaga i funkcija dendritickih
stanica nezrela, nepotpun je razvoj Thl-tipa T-stani¢ne imunosti, te povecana sklonost
dojencadi i male djece da u reakciji na imunogene podrazaje odgovaraju Th2 CD4+
tipom stani¢ne imunosti (17). Odnos izmedu imunoreakcije domacina i mikrobnih faktora

utjeCe na uspostavljanje i odrzavanje stanja latencije.
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Slika 4. Kronologija zbivanja nakon inhalacije M. tuberculosis (15)

Udahnute bacile fagocitiraju alveolarni makrofagi i dendriti¢ke stanice, a poznato je da je
fagocitoza potaknuta vezanjem mikobakterija za Toll-u sline receptore, te za
imunoglobulinske i komplementne receptore makrofaga (9). Smatra se da vezanje
mikobakterija za Toll-u sli¢ne receptore i imunoglobulinske receptore na stani¢noj
membrani makrofaga pobuduje imunoreakciju koja dovodi do destrukcije mikobakterija,
dok se vezanjem za komplementne receptore pobuduje reakcija koja nije ucinkovita, Sto
dovodi do prezivljenja fagocitirane klice (18-20).

Nakon fagocitiranja bacila formira se fagosomsko-lizosomski kompleks u kojem su bacili
izlozeni djelovanju reaktivnih radikala kisika i1 duSika, te litickih enzima iz lizosoma.
Aktivaciju makrofaga, koja rezultira sintezom radikala i stvaranjem fagosomsko-

lizosomskog kompleksa, poti¢u dva interleukina: interferon gama (IFN-y) kojeg izlucuju



senzibilizirani limfociti T nakon dodira sa zarazenim makrofazima i faktor tumorske
nekroze alfa (TNF-a) kojeg izlu€uju sami makrofagi u obliku autokrine stimulacije (20,
21). Kljuénu ulogu u imunoloSskom odgovoru na M.tuberculosis ima aktivacija
citotoksi¢nog oblika imunosti, kojeg ostvaruju pomagacki CD4+ limfociti T tipa 1 (Th1)
i citotoksicni CD8+ limfociti T (Slika 5). Za aktivaciju limfocita T, te usmjeravanje i
proliferaciju limfocita u tip Thl vazno je djelovanje interleukina (IL)-2 iIL-12, te IFN-y.
IFN-y je najvazniji citokin u obrani od infekcije mikobakterijem, a za njegovu sintezu su
uz IL-12, vazni i drugi citokini, kao IL-23, IL-18 1 IL-27 (22). Djelovanje IFN-y u obrani
od infekcije mikobakterijem se ocituje kroz povecanu ekspresiju molekula MHC, §to
pridonosi boljoj prezentaciji antigena, kroz povecanu ekspresiju imunoglobulinskih
receptora ¢ime je olakSana fagocitoza, te kroz privlacenje limfocita T i povecanje sinteze

dusi¢nog oksida (22, 23).
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Slika 5. Stani¢ni nespecificni imunoloski odgovor $to s M. tuberculosis aktivira

makrofage 1 dendriticne stanice (21)



Cini se da IFN-y moze aktivirati ekspresiju pojedinih gena bitnih za sintezu proupalnih
citokina u makrofagima (22, 24). Jedna od najvaznijih uloga IFN-y u tuberkuloznoj
infekciji je aktiviranje inficiranih alveolarnih makrofaga i poticanje njihove mikrobicidne
aktivnosti pomoc¢u dusi¢nog oksida (NO) i reaktivnih kisikovih spojeva (23-26). Stani¢ni
imuni odgovor na M. tuberculosis posredovan je i citotoksicnim limfocitima T, koji
liziraju inficirane alveolarne makrofage i uniStavaju unutarstani¢ni bacil pomocu
molekula perforina i granulizina (27). Mikobakterijski antigeni koji se oslobadaju
razgradnjom u fagosomsko-lizosomskom kompleksu vezu se za MHC-antigene klase II
(eng. major histocompatibility complex, MHC 1II), te se na povrsini stanicne membrane
predocavaju CD4+ T-limfocitima, koji nakon senzibilizacije oslobadaju IFN-y. Dakle, za
pokretanje specificne imunoreakcije stani¢nog tipa (Thl) bitno je da mikobakterijski
antigeni budu prepoznati u sklopu MHC 1II (25, 28, 29). Prepoznavanju pridonosi i sustav
CD1 koji je manje specifican od sustava MHC, ali je vazan stoga Sto prepoznaje
glikolipidne antigene mikobakterijske stijenke te aktivira nespecificnu imunoreakciju
pokrecuéi pocetno izlu¢ivanje IFN-y (30, 31). Tako povezuje pocetnu, nespecificnu s
kasnijom, specificnom imunoreakcijom. Mikobakteriji se sa svoje strane odupiru
imunoreakciji na razli¢ite nacine (32). Svojim proizvodima poticu izlu¢ivanje IL-4 i IL-
10 koji skrec¢u imunoreakciju u humoralni (Th2) oblik koji za mikobakterije nije opasan,
jer se mikobakteriji nalaze unutar makrofaga (intracelularno), pa ih protutijela ne mogu
dose¢i. Neki antigeni mikobakterijske stijenke potiskuju izlu¢ivanje IFN-y tako §to u
jezgri limfocita ogranicavaju vezanje STATI1 =za transkripcijske aktivatore sinteze
interferona (33). Glikolipid mikobakterijske stijenke lipoarabinomanan ogranicava

izluCivanje IL-12 i sprjec¢ava dozrijevanje dendritickih stanica (potrebnih za predocavanje
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mikobakterijskih antigena limfocitima), a s druge strane potice izluCivanje
imunosupresivnog citokina IL-10 (34-38).

IFN-y se takoder oslobada iz aktiviranih citotoksi¢nih CD8+ T-limfocita. To se dogada
nakon kontakta s kompleksima peptidnih fragmenata razgradenih mikobakterijskih
proteina i MHC-antigene klase I na stani¢noj membrani (39). IFN-y osloboden iz

limfocita T aktivira makrofage i na taj nacin pospjesuje mikrobicidno djelovanje

makrofaga (Slika 6).
A Thi} @
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Slika 6. Uloga IFN-y u tuberkuloznoj infekciji

Iz tako aktiviranih citotoksi¢nih CD8+ T-limfocita oslobadaju se i proteoliticki enzimi,
koji dovode do raspada zarazenog makrofaga, a time i mikobakterija (40). Takoder
vezanjem senzibiliziranih limfocita T na zarazeni makrofag, odasilje se signal kojim se

zaustavljaju metabolicki procesi u jezgri i citoplazmi §to dovodi do propadanja zarazenog
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makrofaga, a time i do propadanja mikobakterija (18). Iz senzibiliziranih limfocita T
oslobadaju se interleukini koji poticu migraciju makrofaga, limfocita T i limfocita B na
mjesto infekcije, Sto u konacnici dovodi do stvaranja karakteristi¢nih stani¢nih infiltrata
oko zarazenih makrofaga, tj. granuloma (41). Granulom se sastoji od makrofaga koji
mogu formirati epiteloidne stanice ili multinuklearne orijaske stanice, od CD4+ i CD8+
limfocita T, te od limfocita B (42, 43). U tako formiranom granulomu sprjecava se Sirenje
bacila tuberkuloze, te je ujedno olakSano medudjelovanje i funkcioniranje makrofaga,
limfocita T 1 citokina (20). Vrlo vazni citokin za stvaranje i odrzavanje strukture
granuloma je TNF-a (44). Taj citokin aktivira pridosle makrofage, koji tada proizvode
liticke enzime i uniStavaju bacile (45). Liticki enzimi su ujedno uzrok nastajanja nekroze
plu¢nog tkiva. Danas je poznato da se formiraju najmanje dva tipa fizioloski razli¢itih
granulomatoznih lezija (46-48). Klasi¢ni kazeozni granulom sastoji se od epitelnih
makrofaga, neutrofilnih granulocita i drugih imunoloskih stanica okruzenih fibroblastima,
te ima nekroti¢no hipoksi¢no srediste gdje se nalaze makrofagi unutar kojih je nastanjen
M. tuberculosis (48). Drugi tip granuloma su fibroticne lezije sastavljene uglavnom od
fibroblasta i vrlo malo makrofaga, a gdje se tocno nalazi viabilni M. tuberculosis v ovom
tipu granuloma do danas nije poznato (48). S formiranjem granuloma i uspjesSnim
imunoloskim odgovorom domacina vec¢ina bacila tuberkuloze biva ubijena, a progresija
bolesti zaustavljena (26, 41). Utvrdeno je da neke osobine u mikrookoliSu granuloma,
kao $to su hipoksija, niski pH, prisutnost dusi¢nog oksida, ugljikovog monoksida i drugih
faktora, povecavaju ekspresiju nekoliko gena M. tuberculosis koji su ukljuceni u

indukciju stanja latencije (50, 51).
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1.1.3 Polimorfizam gena i tuberkuloza

Na klinicki ishod bolesti uz virulenciju mikobakterija i socioekonomske Cinitelje, znatno
utjeCe polimorfizam nekih gena: lokus za humani leukocitni antigen (HLA-DR2, podtip
DRBI1" 1501 i HLA-DQI, lokus 10p13), lektin koji veZe manozu (mannose binding
lectin, MBL), receptore vitamina D (VDR), TNF-a i 3, antagonist receptora IL-1, gen
SLCI1A1 (bivsi NRAMP-1 gen, engl. natural resistence-associated macrophage
protein-1, gen za prirodenu rezistenciju makrofagnog proteina 1) (52). SLC11A1 gen je
ukljuc¢en u aktivaciju makrofaga i ubijanje mikobakterija, a tijekom fagocitoze postaje
dio fagosoma, stoga njegova mutacija onemogucuje fagocitozu (53-57). Genom M.
tuberculosis takoder je podlozan mutacijama, Sto predstavlja opasnost pri infekceiji 1
obrani od bolesti (58). Kao §to je ve¢ naglaseno, za otpornost prema M. tuberculosis
vazan je IFN-y, stoga mutacije gena pri imunoreakcijama u kojima on sudjeluje mogu
dovesti do teSkih oblika infekcije. To su geni IFNGRI1 (eng. receptor-1 interferon
gamma), IFNGR2, IL12B (eng. interleukin-12 beta), i IL12RB1(eng. receptor beta 1

interleukin 12) (59-62).
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1.2. TUBERKULOZA

1.2.1. Definicija tuberkuloze

Tuberkuloza je zarazna bolest uzrokovana bacilom M. tuberculosis, iako i drugi
mikobakteriji, poput M. bovis 1 M. africanum mogu biti uzrocnici tuberkuloze, §to je u

Europi iznimno rijetko.

1.2.1.1. Primarna tuberkuloza

Primarna tuberkuloza nastaje u djeteta nakon prvog susreta s uzrocnikom tuberkuloze, a
karakterizirana je stvaranjem tzv. primarnog kompleksa koji se sastoji od primarnog
zariSta na ulaznim vratima infekcije, te patolosSkih promjena u regionalnim limfnim
¢vorovima (limfangitis i pripadajuca limfadenopatija) (63). Ovisno o ulaznom mjestu
razlikuju se sljedeci oblici primarne tuberkuloze: tuberkuloza pluéa, tuberkuloza tonzila,
tuberkuloza crijeva, te tuberkuloza koze. Za razliku od djece Skolske dobi i adolescenta
kod kojih primarna tuberkulozna infekcija uglavnom protjece asimptomatski, kod
dojencadi i1 djece predskolske dobi cCes¢e se ocituje opéim 1 lokalnim klinickim
simptomima. Lokalni simptomi ovise o ulaznim vratima, odnosno o sijelu primarnog
kompleksa, a mogu u potpunosti nedostajati, pa se bolest oc¢ituje kao vru¢ica nepoznatog
porijekla. Stoga, u takvim situacijama treba diferencijalno dijagnosticki razmisljati i o

primarnoj tuberkulozi.

1.2.1.2. Postprimarna tuberkuloza
Postprimarna tuberkuloza je bolest koja se razvija u pacijenata koji su ranije neprimjetno
ili manifestno bolovali od tuberkuloze, a nastaje kao posljedica rasapa tuberkuloznih
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bacila iz primarnog ili nekog drugog zariSta. S obzirom na lokalizaciju patoloskog
procesa jasno je da nije posljedica primarnog dodira s bacilom tuberkuloze. Za razliku od
primarne tuberkuloze u ovom obliku tuberkuloze nema otoka regionalnih limfnih ¢vorova.
Najvazniji oblici postprimarne tuberkuloze su milijarna tuberkuloza, tuberkulozni
meningitis, tuberkulozni pleuritis i peritonitis, osteoartikularna tuberkuloza i tuberkuloza

bubrega.

1.2.2. Dijagnostika tuberkuloze

Sumnja na tuberkulozu u djece se postavlja nakon detaljno uzete anamneze, temeljem
nespecificnih simptoma, kao $to su vrucica i neproduktivni kasalj u trajanju duljem od 2-
3 tjedna, bolovi u prsnom kosu, no¢no znojenje, smanjena aktivnost, gubitak na tjelesnoj
masi i lagano otezano disanje (64, 65). Dijagnoza tuberkuloze kod djece postavlja se
temeljem anamneze, epidemioloskih podataka, klinicke slike, laboratorijskih pretraga
krvi, te radioloskih, bakterioloskih i imunoloskih pretraga (66). Temelj dijagnoze i jedini
sigurni dokaz tuberkuloze je izolacija bacila M. tuberculosis iz bioloskih materijala, a za
uspjesnu izolaciju je vazna kvaliteta uzorka koji se analizira (67). Postavljanje dijagnoze
djec¢je tuberkuloze je zahtjevan postupak u pedijatrijskoj pulmologiji, jer su simptomi i
znakovi bolesti vrlo diskretni, nema samoprepoznavanja bolesti, pozitivnost direktnih
mikroskopskih razmaza u djece je oko 10 — 15%, rezultati pozitivnih kultura se kre¢u
izmedu 30-50%, u djece manje zivotne dobi i manje od 20%, a uzorkovanje
dijagnostickih materijala je moguce u bolnickim uvjetima (68-71).

Budu¢i da tuberkulozom najcesc¢e bivaju zahvacena pluca, radiogram pluca je sastavni

dio algoritma dijagnosticke obrade pri sumnji na tuberkulozu (72, 73). Promjene na

15



radiogramu plu¢a koje uz ostale klinicke i laboratorijske nalaze mogu upudivati na
tuberkulozu su hilarna i/ili medijastinalna limfadenopatija, zatim peribronhiticne
infiltracije specifi¢nog karaktera, upalne lezije u parenhimu, segmentalne ili lobarne
hiperinflacije, atelektaze, alveolarne konsolidacije, te pleuralni izljev (74, 75). Lako
prepoznatljivi radioloski nalazi su kavernozna stanja (Slika 7) i milijarni rasapi (Slika 8),
koji uz dobru suradnju s klini¢arem u velikom broju slucajeva daju to¢nu dijagnozu uz
obveznu potvrdu daljnjom obradom. Kavernozna stanja su u male djece iznimno rijetka,

¢esce se vide u adolescentnoj dobi (76).

Slika 7. Kavernozni oblik djecje tuberkuloze
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Milijarna tuberkuloza radioloski se ocituje mikronodularnim, makronodularnim ili
granuloretikularnim oblicima, a naj¢esca je kod dojencadi i male djece (77).

Standardnim hematoloSko-biokemijskim pretragama procjenjuju se opce stanje
organizma, te funkcija jetre i bubrega prije pocetka terapije antituberkuloticima, a

tijekom provodenja terapije 1 zbog pra¢enja mogucih nuspojava antituberkulotika.

Slika 8. Milijarna tuberkuloza

Budu¢i da je jedini sigurni dokaz tuberkuloze izolacija M. tuberculosis iz bioloskog
materijala bolesnika, mikrobioloska dijagnostika zauzima vazno mjesto u dijagnostickom
algoritmu obrade sumnje na djecju tuberkulozu. Za mikrobiolosku dijagnostiku uzorkuju

se iskaSljaj, pleuralni izljev, bronhoalveolarni ispirak, ispirak Zeludca, mokraca, krv,
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stolica, cerebrospinalna tekucina i biopticki materijali zahvacenih organa, a uspjesnost
dijagnostike ovisna je o kvaliteti samog uzorka poslanog na analizu.

Metode konvencionalne mikrobioloske dijagnostike kod djece podrazumijevaju:
otkrivanje acidorezistentnih bacila (ARB) izravnim mikroskopskim pregledom,
kultivaciju na krutim i teku¢im podlogama, te ispitivanje osjetljivosti na antituberkulotike
(78). Metoda izravne mikroskopije temelji se na cinjenici da ovojnica mikobakterija
tuberkuloze zbog sadrzaja velike koliCine lipida veze bazinu boju. Za pozitivnost
mikroskopskog nalaza vecu od 95% potrebno je da u I mL sputuma bude vise od 10 000
bacila (69). Prednost izravne mikroskopije je jednostavnost izvedbe, brzina izvodenja
pretrage, a nedostatak je mala osjetljivost i nemoguénost razlucivanja M.tuberculosis od
drugih mikobakterija. Poznato je da se u djece koja boluju od tuberkuloze nade svega 10
— 15% pozitivnih nalaza mikroskopskog razmaza (69).

Kultivacija, kod koje se uzorak inokulira na specifi¢ne hranjive podloge, najvaznija je
mikrobioloska metoda jer se njome identificira soj. Podloge mogu biti krute i tekuce. Od
krutih kod nas se najcesce upotrebljava hraniliste po Lowenstein-Jensenu, a najveci
postotak porasta kultura je u vremenu od 3-6 tjedana. Od tekué¢ih podloga najcesce se
primjenjuje hraniliste u sistemu BACTEC TB, u kojem se nalazi fluoresceinom oznacena
komponenta koja se za vrijeme rasta M. tuberculosis raspada. Odredivanjem koli¢ine
raspadnutog produkta odreduje indeks rasta za najduze 10 dana. Postoje i takozvani
bifazicni sistemi, koji su kombinacija krutog i tekuceg hraniliSta. Prednost metoda
kultivacije je velika specificnost, a nedostatak je dugotrajnost postupka posebno za neke
metode. Rezultati pozitivnih kultura kod djecje tuberkuloze kre¢u se od 30 — 50% , no

vazno je napomenuti da negativne kulture nikada ne iskljuCuju dijagnozu djecje

18



tuberkuloze (79, 80). Kod svake pozitivne kulture obvezno je uciniti test rezistencije
kojim se ispituje osjetljivost na antituberkuloznu terapiju.

Velika ocekivanja u poboljsanju brzine i tocnosti dijagnostike tuberkuloze su bila u
primjeni tehnika molekularne biologije, kojima se izravno u bioloSkom uzorku ve¢ za
nekoliko sati upotrebom amplifikacijskih tehnika mogu otkriti i minimalne koliCine ciljne
nukleinske kiseline (81). No, iskustvo je pokazalo da najceS¢e upotrebljavani postupak
umnozavanja lanc¢anom reakcijom polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR)
nije dao mnogo bolje rezultate, te osim male osjetljivosti i specificnosti postoji

mogucénost lazno pozitivnih nalaza (69).

1.2.3. Terapija tuberkuloze

Do 1944. godine, kada su otkriveni prvi ucinkoviti lijekovi protiv tuberkuloze
(streptomicin i para-aminosalicilna kiselina), osnova terapije tuberkuloze sastojala se od
kombinacije higijensko-dijetetskih mjera i kirurSkih postupaka. Danas, osnovu terapije
tuberkuloze ¢ini kombinacija Cetiri antituberkulotika: izoniazid, rifampicin, pirazinamid 1
etambutol, te alternativno i streptomicin. Zbog moguceg trajnog ostecenja slusnog zivca,
te izrazito bolnih injekcija streptomicin treba izbjegavati u lijeCenju djecje tuberkuloze
kad god je to moguce. Nacelo je da se od pocetka lijecenja do vidljivog dobrog odgovora
organizma, tj. do prispije¢a negativnih kultura na M. tuberculosis djeca lijece u bolnici. U
inicijalnoj fazi lijeCenja koja traje dva mjeseca, djecja tuberkuloza se lijeci s barem tri
lijeka (izoniazid, rifampicin i pirazinamid), a prema procjeni pedijatra pulmologa moze
se dodati i etambutol. Nakon inicijalne faze slijedi faza nastavka lijecenja u trajanju od

Cetiri mjeseca tijekom koje se primjenjuju dva lijeka (izoniazid i rifampicin).
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1.3. LATENTNA TUBERKULOZNA INFEKCIJA

1.3.1. Definicija latentne tuberkuloze

Stanje koje nastaje nakon infekcije mikobakterijem tuberkuloze, u kojem bacil miruje, ne
dijeli se i1 ne izaziva reakciju okolnog tkiva, te u kojem inficirani nema znakova bolesti
niti je zarazan za okolinu definira se kao LTBI. U bilo kojem razdoblju tijekom Zzivota
moze do¢i do aktivacije klica i do razvoja aktivne tuberkuloze. Vjerojatnost aktivacije je
veca u djece nego u odraslih i ovisna je o dobi: u dojencadi je 43%, u djece u dobi od 1-5
godina iznosi 29%, a u djece od 11-15. godina iznosi 15% (6, 8, 82). Osobe s LTBI
rezervoar su buducih bolesnika, pa kad se govori o eradikaciji tuberkuloze nije dovoljno
lijeCiti samo bolesnike s aktivnom tuberkulozom, nego i dijagnosticirati te adekvatno
tretirati osobe s LTBIL

Dvije su skupine djece u kojih se aktivno traga za LTBI: djeca koja su bila u kontaktu s
aktivnim tuberkuloznim bolesnikom i djeca koja su tuberkulinski hiperreaktori nakon
redovnog testiranja purificiranim proteinskim derivatom (PPD). Najzarazniji su
tuberkulozni bolesnici koji u 1 mL iskasljaja izlucuju vise od 10 000 bacila, tj. u fazi
bolesti kada je pozitivan nalaz izravne mikroskopije iskasljaja, a najveca opasnost od
infekcije je kod bliskog ku¢nog kontakta (68). U obitelji u kojoj zivi tuberkulozni
bolesnik koji ima izravno mikroskopski pozitivan nalaz acidorezistentnog bacila,
opasnost od zaraze je 50-60%, a u slu¢aju pozitivnog nalaza mikobakterija tuberkuloze u
kulturi opasnost je 20% (83). Velika nepoznanica u biologiji TBC-a je uspostavljanje i
perzistencija latentnog oblika infekcije u kojem odredeni broj mikobakterija moze ostati

“uspavan”, ali viabilan tijekom mnogo godina.
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1.3.2. Dinamicki model latentne tuberkulozne infekcije

LTBI je tradicionalno definirana kao infekcija s M. tuberculosis na mjestu unutar
granuloma gdje ostaje u nerepliciraju¢em stanju, ali zadrzava sposobnost da izide iz
stanja mirovanja i uzrokuje aktivnu TBC. Medutim, nedavni eksperimentalni podatci
podrzavaju dinamicki model LTBI, po kojem se stalno odvija endogena reaktivacija i
upalni odgovor (84). Model sugerira da za vrijeme rane faze infekcije tijekom koje se
razvija granulom, M. tuberculosis raste unutar fagosoma. Neki se bacili, oslobodeni iz
nekroticnih makrofaga u izvanstani¢ni prostor, prestaju razvijati zahvaljujuéi uvjetima
koji tamo vladaju (acidoza, hipoksija i oslobadanje baktericidnih enzima iz oSte¢enih
imunih stanica). Zastoj bakterijskog rasta postoji 1 prije razvijanja ucinkovitog
imunoloskog odgovora, a kada isti bude u potpunosti razvijen, aktivno rastuci bacili
bivaju unisteni, dok nerepliciraju¢i bacili odolijevaju uniStavanju i prezivljavaju (85).
Model nadalje ukazuje na ulogu pjenusavih makrofaga koji se pojavljuju tijekom
kroni¢nog upalnog odgovora. Pjenusavi makrofagi fagocitiraju nereplicirajuce bacile M.
tuberculosis 1z izvanstani¢nog prostora, koji se unutar aktiviranog makrofaga ne razvijaju,
niti bivaju unisteni zahvaljujué¢i neaktivnom stanju bacila (86).

Prema dinami¢kom modelu, nerepliciraju¢i bacili unutar pjenusavih makrofaga
neprestano se dreniraju prema bronhalnom stablu, dovodec¢i u osoba koje nemaju rizik od
reinfekcije do postupnog unistenja bacila u Zeludcu, te do usporenog slabljenja latentne
infekcije. Zahvaljuju¢i udahnutom zraku neki drenirani nerepliciraju¢i bacili mogu se
vratiti u razlicite dijelove pluénog parenhima i u njima zapoceti upalni proces koji ¢e
dovesti do stvaranja novih granuloma. Ovaj dinamic¢ki model podrzan je nedavnom

norveskom studijom, koja je pokazala da se stopa reaktivacije tuberkuloze postupno

21



smanjuje tijekom vremena (87). Dinamicki model LTBI takoder nudi objasnjenje o
djelotvornosti primjene izoniazida, lijeka koji je ucinkovit samo protiv aktivno dijele¢ih
bacila. Kako izoniazid prevenira epizode reinfekcije bacilima oslobodenim iz faze
mirovanja, usporenim dreniranjem i uniStavanjem nerepliciraju¢eg bacila u zeludcu

postupno dolazi do slabljenja latentne infekcije (84).

1.3.3. Dijagnostika latentne tuberkulozne infekcije

Dijagnostika LTBI predstavlja poseban problem, jer za njenu dijagnozu ne postoji zlatni
standard. Jedini zlatni standard je rizik kasnijeg razvoja aktivne tuberkuloze, pa je
svakako u preventivnim postupcima suzbijanja tuberkuloze nuZzno pravovremeno
dijagnosticirati 1 adekvatno tretirati osobe s LTBI. Ve¢ ranije je naglaSeno da ¢e 5-10%
odraslih imunokompetentnih osoba s LTBI tijekom Zzivota razviti aktivnu tuberkulozu,
dok je taj postotak u djece znatno veci. To djelomic¢no ovisi o virulentnosti klice, a ve¢im
dijelom o domacinu: o stanju uhranjenosti, stanju imunoloskog sustava i sl. Poznato je da
u osoba s LTBI pojedina klinicka stanja i neki terapijski postupci znacajno pridonose
pojavi aktivne tuberkuloze, primjerice AIDS, kroni¢na renalna insuficijencija, maligne
bolesti, Secerna bolest, stanje nakon transplantacije organa, kemoterapija,
imunosupresivna terapija kortikosteroidima, te antagonistima TNF-a. Do nedavno,
tuberkulinski kozni test (eng. tuberculin skin test, TST) bio je jedini komercijalno
dostupan imunoloski test za dijagnozu LTBI, s poznatim ograniCenjima u njegovoj
primjeni. No, otkri¢a na podrucju imunologije tuberkuloze pridonijela su razvoju novih
dijagnostickih metoda. S obzirom da infekcija s M. tuberculosis snazno utjeCe na
imunoloski odgovor koji je posredovan makrofagima i pomoc¢nickim T-limfocitima, a

reguliraju ga IFN-y i TNF-a, mjerenjem koncentracije IFN-y u nadtalogu ili
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kvantificiranjem ucestalosti stanica koje lu¢e IFN-y, moze se otkriti inficiranost s M.
tuberculosis. U osoba u kojih postoji sumnja na mogucu pojavu LTBI potrebno je
primijeniti testove in vivo (TST) i testove ex vivo (IGRA-testovi). Interpretacija rezultata
tih testova prikazana je na slici 9. Najjednostavnija je interpretacija nalaza kada su oba
testa podudarna, bilo da su rezultati oba testa pozitivni ili negativni. Dijagnoza LTBI
potvrdena je kad su rezultati oba testa pozitivni, odnosno dijagnoza LTBI je iskljucena
kad su rezultati oba testa negativni. Kod TST-pozitivne/IGRA-negativne nesukladnosti
najvjerojatnije se radi o lazno pozitivnom rezultatu TST-a, iako je moguce da se radi o
lazno negativnom nalazu IGRA-testa (u tom slu¢aju LTBI je ipak moguéa). Kod TST-

negativne/ IGRA-pozitivne nesukladnosti radi o LTBI, a TST je lazno negativan.

Sumnja na LTBI

TST i IGRA

L AN

TST (+) TST{(-) 15T +} TSTI-

IGRA (+) IGRA (+) IGRA (- IGRA (]l
Lazno (- Lazno (+)
TST TST

LTEI MNezarazen

Slika 9. Dijagnosticiranje LTBI pomo¢u TST i IGRA
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1.3.3.1. Tuberkulinski koZni test

Tuberkulinski kozni test je metoda in vivo koja se ve¢ stotinjak godina koristi u dijagnozi
latentne tuberkulozne infekcije. Temelji se na mjerenju reakcije odgodene preosjetljivosti
nakon ubrizgavanja slabo definirane smjese mikobakterijskih antigena, PPD-a, pod kozu
podlaktice (88). Test se izvodi metodom prema Mantouxu. Na volarnu stranu podlaktice
(Slika 10) intradermalno se aplicira 0,1 mL otopine koja sadrzi 2 tuberkulinske jedinice
PPD-a. U sljede¢a dva do tri dana mikobakterijski antigeni poti¢u memorijske i
efektorske limfocite T i makrofage na odgodenu reakciju preosjetljivosi i izlucivanje
odgovarajucih interleukina, a veli¢ina induracije na mjestu ustrcavanja PPD-a razmjerna
je jacini imunoloskog odgovora kompetentnih stanica. Promjer indurata ocitava se nakon

72 sata.

Efektorski i
memorijski
limfocit T

IL-10, IL-12
IL-23, IFh-y

IL-10, IL-12,
IFh-y, THF-o

T2 gata

induracija

Slika 10. Mehanizam tuberkuloznoga koznog testa
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Pozitivan nalaz PPD-a moze se ocekivati ako je proslo od dva do osam tjedana nakon
infekcije M. tuberculosis. Na ishod reakcije utjeCu ¢imbenici poput BCG-cijepljenja i
ranije izloZenosti netuberkuloznim mikobakterijama. Buduéi da otopina PPD-a sadrzi
vise od 200 proteinskih komponenti koje su zajednicke vecini mikobakterija, TST moze
dati lazno pozitivne rezultate u osoba koje su cijepljene BCG-cjepivom ili su bile u
kontaktu s netuberkuloznim mikobakterijama (89-91).

Cimbenici koji smanjuju specifi¢nost testa su subjektivnost pri o¢itavanju reakcije,
razli€ite grani¢ne vrijednosti za odredivanje pozitivnog TST-a, te sama heterogenost
sadrzaja PPD-pripravka. U testu se ne koristi pozitivna kontrola, pa su mogu¢i lazno
negativni rezultati. Tako je poznato da TST moze dati lazno negativan rezultat u
odredenoj skupini bolesnika s oSte¢enom ili nezrelom stani¢nom imunosti, a koji su pod
rizikom za razvoj aktivne tuberkuloze, primjerice bolesnici inficirani humanim
imunodeficijentnim virusom (HIV), bolesnici s jatrogeno uzrokovanom imunosupresijom,

te djeca manje zivotne dobi (92).

1.3.3.2. Laboratorijska dijagnostika latentne tuberkulozne infekcije

Posljednjih se godina u podrucju laboratorijske dijagnostike LTBI koriste spoznaje o
imunoloskom odgovoru organizma na infekciju s mikobakterijem tuberkuloze. Novi
pristup temelji se na testovima ex vivo iz pune krvi, kojima se odreduje koncentracija
IFN-y oslobodenog iz limfocita T nakon inkubacije sa specificnim antigenima za M.
tuberculosis. Testovi su poznati kao testovi oslobadanja IFN-y (eng. interferon-gamma
release assays, IGRA). Nacelo tih testova je da nakon podrazaja sa specificnim

antigenima za M. tuberculosis limfociti T oslobadaju IFN-y, ¢ija se koncentracija mjeri
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metodom enzimski vezanog imunosorbent testa (ELISA, od eng. Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). Specificni antigeni koji se koriste u tim testovima ESAT-6 (eng.
culture filtrate protein-10), CFP-10 (eng. culture filtrate protein-10) i TB7.7(p4) nisu
prisutni ni u jednom BCG-soju ni u ve€ini netuberkuloznih mikobakterija osim M.
kansaii, M. szulgai, M. marinum, M. flavescens 1 M. gastrii (93). Time je mogucnost
pojave lazno pozitivnih rezultata IGRA-testa svedena na najmanju mjeru buduci da
limfociti T u zdravih BCG-iranih osoba, neinficiranih osoba i onih inficiranih s ve¢inom
netuberkuloznih mikobakterija ne lu¢e IFN-y nakon stimulacije smjesom antigena ESAT-
6, CFP-101 TB7.7 (90, 94-96).

Na trziStu su prisutna dva komercijalna testa: QuantiFERON-TB Gold In Tube (QFT-
GIT, Cellestis Ltd, Carnegie, Australija) i T-SPOT.TB (Oxford Immunotec Ltd, Oxford,
Velika Britanija). Razlikuju se prema uzorku koji koriste i prema nacinu mjerenja
oslobodenog IFN-y. QFT-GIT-testovi koriste kao wuzorak punu krv 1 odreduju
koncentraciju IFN-y metodom ELISA. T-SPOT.TB koristi izolirane limfocite i
enzimskom imunospot metodom (eng. Enzyme-linked immunosorbent spot, ELISPOT)
odreduje broj stanica koje izlu¢uju IFN-y.

Velika prednost IGRA-testova je mogucnost odredivanja negativne i pozitivne kontrole.
Negativna kontrola daje uvid u koli¢inu IFN-y koji je prisutan u cirkulaciji neovisno o
podrazajima ex vivo. Pozitivna kontrola s mitogenikom fitohemaglutininom koristi se za
provjeru sposobnosti limfocita T da na adekvatan podrazaj oslobode IFN-y, te za provjeru
ispravnosti postupanja s uzorkom kako bi se izbjegli moguéi lazno negativni rezultati

(97). Naime, poznato je da neki terapijski postupci i neka oboljenja koja oStecuju
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funkciju imunoloskog sustava potencijalno smanjuju oslobadanje IFN-y, pa primjena
pozitivne kontrole sprjecava dobivanje lazno negativnih rezultata.

Pozitivna svojstva IGRA-testova su visoka dijagnosticka osjetljivost i specificnost,
reproducibilnost, moguénost standardizacije, a opetovano izvodenje testa nema utjecaj na
ishod testa (98). Pai i sur. su 2008. godine ucinili meta-analizu o primjeni IGRA-testova
u dijagnostici LTBI te su ustanovili da je u osoba koje nisu BCG-irane specifi¢nost QFT-
GIT-testa 99%, dok je u BCG-iranih osoba 96%, a osjetljivost se krece do 78% (99).
Nedostaci IGRA-testova su nemogucnost razlikovanja latentnog od aktivnog oblika
tuberkulozne infekcije te relativno visoka cijena testa u usporedbi s cijenom TST. Tablica

2 prikazuje neke karakteristike TST-a i IGRA-testova.
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Tablica 2. Usporedba tuberkulinskoga koznog testa i odredivanja IFN-y ex vivo (100).

Tuberkulinski koZni test

IFN-y

Uzorak Koza Periferna krv
Anticen Smjesa mikobakterijskih Specifi¢ni antigeni
& antigena mikobakterija tuberkuloze

Stanice F?fekto'rs.kl i memorijski Efektorski limfociti T

limfociti T
o IFN-y, IL-10, IL-12, 1L-23,

Citokini TNF-0, G-CSF IFN-y
in vivo ex vivo

Rezultat induracija koncentracija IFN-y

Uc¢inak BCG-a

Moze dati lazno pozitivan
rezultat

Bez uéinka

U¢inak netuberkuloznih
mikobakterija

Mogu dati lazno-pozitivan
rezultat

Nema, osim M. kansasii,
M. szulgai, M. marinum,
M. flavescens, M. gastrii

Boosting

Da

Ne

Lazno negativni rezultat

Mogu¢i (imunosuprimirane
osobe)

Ne, ako se koristi pozitivna

kontrola s mitogenikom

Trajanje pretrage

Najmanje 48 (72) h

najmanje 24 h

Subjektivnost Da Ne
Ponovni dolazak Da Ne
Oprema Ne Da
Razlikovanje aktivna/latentna Ne Ne

infekcija

lako se istrazivanja o primjeni IGRA-testova u djece jo§ uvijek provode, rezultati su

ohrabrujuc¢i, te se BCG-iranoj djeci s ve¢om pouzdanoS¢u moze dijagnosticirati latentna

tuberkuloza. Nacionalne preporuke kao i preporuke strucnih drustava za primjenu IGRA-
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testova u dijagnostici LTBI znacajno se razlikuju (Tablica 3), ali se slazu da ¢e konacna

procjena IGRA-testova biti moguca nakon viSegodiSnje primjene.

Tablica 3. Smjernice za dijagnozu tuberkulozne infekcije u djece. Prikazane su smjernice

razli€itih strukovnih i nacionalnih drustava (prilagodeno prema ref. 101).

POSTUPAK SMJERNICE ZA DJECU
WHO, ECDC, Francuska, Brazil, Slovacka
PPD (kod onih koji nisu BCG-irani), Juzna

Koreja (<5 god.)

Kanada (za kontakte niskog rizika), Japan,
Irska, Amerika-AAP (za djecu > 5 god.
IGRA moze u potpunosti zamjeniti PPD)

samo PPD (<5 god.); PPD, potom IGRA
ako je PPD pozitivan (za djecu od 5-7 god.)

Njemacka, Italija, Spanjolska, Svicarska,
Saudijska Arabija, Nizozemska, Bugarska,
Slovacka (kod BCG-iranih) te za djecu > 5
god. u Portugalu i Velikoj Britaniji

PPD, potom IGRA ako je PPD pozitivan

Portugal (< 5 god.) i Velika Britanija (za

PPD, potom IGRA ako je PPD negativan djecu 2-5 god.)

Danska, Amerika-CDC (PPD se preporuca

PPD ili IGRA za djecu < 5 god.), Juzna Koreja (za djecu
> 5 god), Finska

PPD i IGRA Hwatskg, Kanada, Cehoslovacka,
Australija

IGRA Norveska

ECDC - Europski centar za prevenciju i kontrolu bolesti (eng. European Centre for

Disease Prevention and Control)

Preporuka britanskog Nacionalnog instituta za zdravlje i klinicku izvrsnost (eng. UK
National Institute for Health and Clinical Excellence, NICE) iz 2010. godine za djecu
stariju od pet godina koja su u kontaktu s tuberkuloznim bolesnikom predlaze
odredivanje LTBI u dvije faze: pocetno pretrazivanje pomocu tuberkulinskog testa te

potvrdivanje pozitivnih rezultata nekim od IGR-testova, dok za djecu mladu od pet
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godina u nedostatku adekvatnih studija predlazu da se kod onih s pozitivnim TST-om
nakon isklju¢ivanja aktivne bolesti preporuci profilakticka terapija, a kod onih s
negativnim TST-om za Sest tjedana ucini neki od IGRA-testova i ponovi TST, te u
slucaju pozitivnog testa preporuci kemoprofilaksa (102).

Americki Centar za kontrolu 1 prevenciju bolesti (eng. Centers for Disease Control and
Prevention, CDC) u svojim preporukama iz 2010. godine predlaze da se u dijagnostici
LTBI, IGRA-testovi koriste umjesto TST-a u svim dobnim skupinama, posebno u osoba
koje su primile BCG-cjepivo, osim kod djece mlade od pet godina, kod kojih se zbog
nedostatka adekvatnih studija preporu¢a TST u kombinaciji s IGRA-testom (103).
Americko pedijatrijsko drustvo je 2009. godine objavilo da se za sada, u nedostatnosti
dovoljnog broja studija u djece mlade od pet godina ne moze preporuciti rutinska
primjena IGRA-testova (104). ECDC u svom izvjes¢u iz 2011. godine nije preporucio
rutinsku primjenu IGRA-testova kod djece zbog nedostatnosti adekvatnih istrazivanja, no
navode da je moguca njihova primjena za potvrdu pozitivnih nalaza TST-a, odnosno kod
djece koja su primila BCG-cjepivo (105).

Hrvatski Naputak za suzbijanje i sprecavanje tuberkuloze predlaze da sve kontakte s PPD

reakcijom promjera > 10 mm treba obavezno testirati i IGRA-testom (88).

1.3.4. Lijecenje (kemoprofilaksa) latentne tuberkulozne infekcije

Prema hrvatskom Naputku za suzbijanje i1 sprecavanje tuberkuloze iz 2010. godine
lije¢enje LTBI u djece provodi se izoniazidom tijekom 6 mjeseci, svakodnevno u dozi od
5 mg/kg (88). Ukoliko je dijete bilo u kontaktu s oboljelim od tuberkuloze rezistentne na

izoniazid, tada se kemoprofilaksa LTBI provodi rifampicinom tijekom 4 mjeseca u dozi
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od 10 mg/kg. Poznato je da lijekovi koji se koriste za kemoprofilaksu LTBI mogu imati
nezeljene nuspojave od kojih je najcesca pojava i progresija patoloskih nalaza funkcije
jetre, $to znatno moZze utjecati na pridrZzavanje rezima preporucene kemoprofilakse. U
studiji objavljenoj 1982. godine utvrdena je 69-93% djelotvornost izoniazida u lijecenju
LTBI, ovisno o duljini trajanja primjene lijeka (106). Utvrdeno je da duljina trajanja
primjene lijeka smanjuje suradljivost u adekvatnom provodenju preporucene
kemoprofilakse, te je utvrdena stopa dovrSetka primjene izoniazida od 30-64%, S§to
znantno ogranicava njegovu djelotvornost (107). Manjoj stopi dovrSetka preporucene
kemoprofilakse pridonosi i moguénost izazivanja tezih nuspojava, posebno hepatitisa, §to
dodatno obeshrabruje pacijente i njihove skrbnike u prihvacanju profilakse (108). S
ciljem poboljSanja suradljivosti pacijenata i ucinkovitosti kemoprofilakse razvijaju se

krace terapijske sheme (Tablica 4), ali se kod nas jos ne preporucavaju u djece s LTBL
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Tablica 4. Terapijske sheme lijeCenja LTBI (prilagodeno prema ref. 109).

TERAPLIA (s vsporedbi s placebom)
izoniazid 6 mj. 69%
rifampicin 4 mj. 65%

izoniazid 9 mj. * 90%

izoniazid 12 mj. * 93%

izoniazid i rifampicin 3 mj. * 69%
rifampicin i pirazinamid 2 mj. * 90-93%

* - navedene terapijske sheme nisu u skladu s Nacionalnim naputkom za
suzbijanje i spre¢avanje tuberkuloze
Upotrebom novijih metoda za dijagnostiku LTBI ocekuje se smanjenje potrebe za
Sirokom primjenom preventivne terapije i uvodenje dijagnostickih kriterija za njenu
primjenu. Tijekom provodenja i po zavrSetku preventivne terapije, te u slu¢ajevima kada
terapija nije uvedena potrebna su daljnja pracenja i kontrole djeteta u minimalnom

razdoblju od dvije godine.
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2. CILJEVI I HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Djeca koja su bila u bliskom kontaktu s odraslom osobom u koje su acidorezistentni
bacili dokazani bez kultivacije imaju velik rizik pojave LTBI-a. U djece s LTBI mlade od
pet godina rizik razvoja TBC-a dvije godine nakon infekcije iznosi 20 — 40%.
Odredivanje koncentracije IFN-y nakon stimulacije leukocita s antigenima mikobakterija
tuberkuloze omogucuje ispitivanje stani¢nog imunoloskog odgovora u osobe inficirane s
M. tuberculosis. Budu¢i da su u literaturi podatci o imunoloskom odgovoru na infekciju
s M. tuberculosis oskudni, osnovni cilj bio je procijeniti vrijednost ex vivo odredivanja
koncentracije IFN-y u djece mlade od pet godina. Postavljeni op¢i i specificni ciljevi te

hipoteza istrazivanja su:

2.1. Opéi ciljevi
e odrediti vrijednosti IFN-y u djece mlade od pet godina koja su bila u kontaktu

s TBC-bolesnikom, te ustvrditi mogucu razliku u vrijednosti [IFN-y u serumu
djece koja su razvila LTBI i djece koja nisu razvila LTBI
e ispitati postoji li razlika u koncentraciji IFN-y izmedu djece dobi od 1-24 i

djece od 25-60 mjeseci

2.2. Specificni ciljevi

e odrediti utjecaj epidemioloskih ¢imbenika na koncentraciju IFN-y

e ispitati utjecaj rizika infektivnih indikatora na ishod TST-a i koncentraciju
IFN-y

e odrediti utjecaj dobi na koncentraciju IFN-y

e odrediti podudarnost nalaza IFN-y i rezultata TST-a
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e odrediti grani¢ne vrijednosti koncentracije IFN-y koji imaju najbolju
dijagnosti¢ku vrijednost
2.3. Hipoteza:
e koncentracija oslobodenog IFN-vy iz limfocita ovisi o dobi djece
e mjerenje koncentracije IFN-y predstavlja doprinos boljoj, inace
problematicnoj dijagnostici LTBI u djece mlade od pet godina, §to smanjuje

nepotrebnu kemoprofilaksu
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3. ISPITANICI I METODE

3.1. Ispitanici

U ispitivanje su ukljuCena djeca u dobi do pet godina, koja su zbog kontakta s
bolesnikom oboljelim od TBC-a u razdoblju od sijecnja 2011. do svibnja 2012. godine
bila upucena u Kliniku za djecje bolesti Zagreb, Klinicki bolnicki centar ,,Sestre
milosrdnice® radi ispitivanja moguce infekcije s mikobakterijem tuberkuloze. Sva su
djeca u rodilistu primila BCG-cjepivo (atenuirano cjepivo SSI-0.0375 mg Mycobacterium
bovis, Danish strain 1331, Statens Serum Institute, Copenhagen, Danska).

Kriteriji ukljucivanja: u ispitivanje su ukljucena djeca do pet godina starosti, bez
simptoma akutne bolesti, s dokumentiranom izloZenos¢u bolesniku koji boluje od aktivne
TBC. U skladu s hrvatskim Naputkom o suzbijanju i sprecavanju tuberkuloze djeca s
LTBI su definirana dokumentiranom izloZeno$¢u tuberkuloznom bolesniku, nedostatkom
klinickih znakova aktivne tuberkuloze, pozitivnim nalazom TST-a i pozitivnim IGRA-
testom (88). Prema Naputku kontakt se Kklasificira prema stupnju izloZenosti
tuberkuloznom bolesniku u tri skupine: a) osobe koje zive u istom domacinstvu sa
zaraznim pacijentom, te osobe koja ne zive u istom kucanstvu, ali redovito i dugo
komuniciraju (viSe od 40 kumulativnih sati) s izvornim pacijentom i na dnevnoj bazi
dijele zajednicki zrak u prostorijama druzenja; b) osobe koje rjede provode vrijeme sa
zaraznim pacijentom, $to ukljucuje ucestale kontakte, prijatelje, rodbinu i Skolske kolege;
c) osobe iz sluCajnog kontakta s tuberkuloznim bolesnikom. Prema anamnestickim
podatcima koje su davali roditelji, ispitivana skupina djece pripadala je prvim dvjema

skupinama, tj. osobama iz redovitoga bliskog kontakta (N=75) i osobama koje su rjede
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bile u kontaktu s tuberkuloznim bolesnikom (N=46). Trecoj skupini slucajnih kontakata s
tuberkuloznim bolesnikom nije pripadalo nijedno dijete ukljuceno u istrazivanje.
Kriteriji iskljucivanja: iz ispitivanja su iskljuena sva djeca starija od pet godina,
imunokompromitirana djeca, djeca s aktivnom tuberkulozom, te djeca s neadekvatno
uzetim uzorcima krvi za analizu.
U ispitivanom razdoblju obradeno je 121 dijete. Prema dobi ispitanici su svrstani u dvije
skupine:

Skupina I — djeca u dobi od 1 - 24 mjeseca (N=60), te

Skupina II — djeca u dobi od 25 - 60 mjeseci (N=61).
Eticko povjerenstvo Klinickog bolnickog centra ,,Sestre milosrdnice” odobrilo je
istrazivanje. U studiju su ukljucena djeca ¢iji su roditelji potpisali informirani pristanak.
Dijagnosticki postupci su provodeni u skladu s Deklaracijom za ljudska prava iz

Helsinkija 1975. godine i Seulskim nadopunama iz 2008 (110).

3. 2. Metode

3. 2. 1. Metode in vivo

3. 2. 1. 1. Tuberkulinski koZni test

Tuberkulinski kozni test proveden je s 2 jedinice standardizirane otopine PPD-a
(Tuberkulin PPD RT23, Statens Serum Institute, Copenhagen, Danska) metodom
Mantouxa, a veliCina induracije ocitavala se nakon 72 sata. Potkoznu aplikaciju PPD-a i
ocitanje reakcije provodile su dobro trenirane osobe u skladu s Naputkom za suzbijanje i

sprecavanje tuberkuloze. Kriterij oCitavanja TST-a prikazan je u tablici 5.
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Tablica 5. Kriteriji o€itavanja tuberkulinskoga koznog testa za djecu koja su bila u

kontaktu s TBC-bolesnikom, te primila BCG-cjepivo

Promjer induracije Nalaz

<5 mm negativan
6 - 9 mm upitan, zahtijeva kontrolu
> 10 mm pozitivan

3. 2. 2. Metode ex vivo

Koncentracija IFN-y izmjerena je nakon ex vivo postupaka, u kojima je krv pacijenta u
kontroliranim uvjetima 22 sata inkubirana s antigenima mikobakterija tuberkuloze
(peptidi ESAT-6, CFP-10 1 TB7.7). Za to se vrijeme iz efektorskih limfocita T oslobada
IFN-y, cija se koncentracija odreduje metodom ELISA (Slika 11). Dakle, nakon
uzorkovanja krvi u epruvete sa specificnim antigenima procedura podrazumijeva dva

postupka: a) inkubaciju krvi preko no¢i, te b) odredivanje koncentracije IFN-y (111).
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Slika 11. Postupak odredivanja koncentracije IFN-y (bazi¢na koncetracija, nakon
stimulacije antigenima M. tuberculosis i nakon stimulacije mitogenikom

fitohemaglutininom)

3.2.2.1. Uzorkovanje krvi
Za odredivanje koncentracije IFN-y uzorkovano je po 1 mL krvi u tri epruvete koje
sadrze:

1. specificne antigene mikobakterija tuberkuloze (ESAT-6, CFP10 1 TB7.7),

2. mitogenik fitohemaglutinin (pozitivna kontrola) i

3. ne sadrzni ni mitogenik ni specifi¢ne antigene (negativna kontrola).
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3. 2. 2. 2. Inkubacija leukocita s antigenima
Krv je inkubirana preko noé¢i (22 sata) na 37 °C, nakon ega se odvojila plazma, i

pohranila na +4 °C do analize.

3.2.2.3. Odredivanje interferona gama

Koncentracija IFN-y odredivana je metodom ELISA, s pomocu zadnje generacije
komercijalnog testa QuantiFERON-TB Gold In Tube (Cellestis Ltd., Carnegie, Australia)
prema uputama proizvodaca. Rezultati se tumace na temelju grani¢ne vrijednosti od 0,35
IU/mL. Vrijednosti > 0,35 IU/mL (pozitivan nalaz) ukazuju na infekciju s M.
tuberculosis, ali ne razlikuju bolest od latentne infekcije. Vrijednosti manje od 0,35
IU/mL (negativan nalaz) ukazuju da je infekcija s M. tuberculosis malo vjerojatna. Treca
mogucnost je dobivanje neodredivog (eng. indeterminate) rezultata, koji se dobije kada je
koncentracija IFN-y u u cirkulaciji pove¢ana (negativna kontrola > 8 IU/mL), te kad je

nedovoljan broj limfocita T, odnosno kad je narusena njihova sposobnost da otpustaju

IFN-y na poticaj mitogenikom (pozitivna kontrola < 0,5 IU/mL).

3. 2. 3. Statisticke metode

Pohrana podataka i1 priprema za statisticku analizu ucinjena je u programu Excel 2000
programskog paketa Microsoft Office (Microsoft, Redmond, Washington, SAD). Obrada
podataka ucinjena je u programu za statistiCku obradu MedCalc (Medisoftware,
Mariakerke, Belgija). Varijable s normalnom raspodjelom opisane su aritmetickom
sredinom ( x) i standardnom devijacijom (SD), a varijable koje nisu slijedile normalnu
raspodjelu medijanom (M) i interkvartilnim rasponom (IQR). Za usporedbu zavisnih
varijabli koristio se Studentov t-test (za normalnu razdiobu) i Mann-Whitney U test (za
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asimetricnu razdiobu). Podudarnost izmedu TST-a i IFN-y testirana je pomocu
koeficijenta podudarnosti kappa (k). Vrijednosti koeficijenta podudarnosti tumace se na
slijede¢i nacin:

e k< 0,4 oznacavaju slabu podudarnost,

e k= 0,4 do 0,6 oznacavaju dobru podudarnost, a

e k> 0,6 oznacavaju odlicnu podudarnost.
Relativan rizik utjecaja pozitivnih prediktora, odnosno indikatora infekcije (bliski kontakt
s odraslim tuberkuloznim bolesnikom, pozitivan nalaz kaverni u odraslog bolesnika,
pozitivan nalaz acidorezistentnog bacila u sputumu i pozitivan nalaz mikobakterija
tuberkuloze u kulturi) na nastanak LTBI odredeni su multivarijantnom linearnom
regresijskom analizom, a relativan rizik izrazen je kao odds-omjer (eng. Odds ratio, OR).
Vrijednost OR > 1, odrazava ve¢i rizik pojave LTBI ako su prisutni indikatori infekcije, a
OR < 1 znaci da postoji manji rizik pojave LTBI uz prisutnost indikatora infekcije.
Korelacija ispitivanih varijabli izrazena je Spearman-ovim koeficijentom korelacije (eng.
Spearman's coefficient of rank correlation), r. Vrijednosti koeficijenta korelacije (1)
tumace se na slijede¢i nacin:

e 1<0,30 pokazuje neznatnu medusobnu vezu, bez prakti¢ne vaznosti,

e 1r=0,30do 0,50 pokazuje umjerenu vezu, bez prakti¢ne vaznosti,

e 1r=0,50do 0,70 pokazuje znacajnu vezu koja ima prakti¢nu vaznost,

e 1>0,70 pokazuje usku vezu koja ima prakticnu vaznost.
ROC-analiza (eng. Receiver Operating Characteristic Curve) primjenjena je za
izracunavanje dijagnosticke valjanosti rezultata pojedinih testova. Za dobivene ROC-

krivulje izracunata je vrijednost povrsSine ispod krivulje AUC (eng. Area Under Curve), a
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osjetljivost, specificnost, pozitivna i negativna predvidljiva vrijednost izraCunavate su za
odredenu grani¢nu vrijednost (eng. cut off) nekog rezultata. StatistiCki znacajan odsjecak
predstavljao je grani¢nu vrijednost testa koji je imao najvecu osjetljivost i najvecu
specificnost. Veca povrsina ispod krivulje ujedno je znacila i bolju diskriminacijsku
snagu testa. Idealan test, s povrSinom ispod krivulje 1,0 znaci da takav test uopée nema ni
lazno pozitivnih ni lazno negativnih rezultata. Dogovoreni sustav vrednovanja razlikovne
djelotvornosti podrazumijeva slijedece vrijednosti za AUC:

e 0d 0,50 do 0,60 = nedovoljno dobra razlikovna djelotvornost

e 0d0,61 do 0,70 = dovoljno dobra razlikovna djelotvornost

e 0d0,71 do 0,80 = dobra razlikovna djelotvornost

e 0d 0,81 do 0,97 = vrlo dobra razlikovna djelotvornost

e 0d 0,97 do 1,00 = izvrsna razlikovna djelotvornost.
Idealna grani¢na vrijednost testa dobije se povlacenjem tangente na ROC-krivulju u tocki
koja je najbliza gornjem lijevom uglu povrSine kvadrata, a predstavlja gornju granicu
95%-tnog referentnog intervala. Statisticki znacajan odsjecak predstavlja grani¢nu
vrijednost testa koji ima najvecu osjetljivost i najvecu specificnost. Pozitivna predvidljiva
vrijednost predstavlja dio pozitivnih rezultata koji su stvarno pozitivni, a negativna
predvidljiva vrijednost onaj dio negativnih rezultata koji su stvarno negativni. Vrijednosti

p < 0,05 smatrane su statisticki znacajnima (112).
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4. REZULTATI

Ukupno su analizirani rezultati u 121 djeteta. Djeca su bila u dobi od 1 do 59 mjeseci
(x£SD=28+17 mjeseci). Iz histograma razdiobe dobi djece (Slika 12) vidljivo je da je
najvise djece bilo u dobi od 10 do 20 mjeseci.
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Slika 12. Histogram razdiobe djece prema dobi

Ukupno je bilo 60% (72/121) djecaka i 40% (49/121) djevojCica. Iz anamnestickih
podataka utvrdeno je da je od ukupnog broja djece, njih 62% (75/121) bilo iz bliskog
kontakta, 38% (46/121) iz udaljenog kontakta s odraslim tuberkuloznim bolesnikom, a
niti jedno dijete nije bilo iz tre¢e skupine slucajnih kontakata (Tablica 6). U 31%
(38/121) odraslih bolesnika, s kojima su djeca bila u kontaktu, na radiogramu pluca
otkrivene su kaverne. Pozitivan nalaz acidorezistentnih bacila u mikroskopskom
preparatu imalo je 39% (47/121) odraslih bolesnika, a u 79% (95/121) M. tuberculosis je
dokazan u kulturi. U bliskom kontaktu s odraslim tuberkuloznim bolesnikom bilo je 58%

(35/60) djece u Skupini I, te 66% (40/61) djece u Skupini II. Kod 25% (15/60) djece
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Skupine 1 i 38% (23/61) Skupine II odrasle osobe iz kontakta imale su kaverne u
radiogramu plucéa. Acidorezistentni bacili u bioloSkom uzorku odraslih dokazani su u
33% (20/60) djece Skupine 11 44% (27/61) djece Skupine II. Mikobakterij tuberkuloze
dokazan je bioloskim uzorcima u 72% (43/60) djece mlade dobne skupine, u odnosu na
85% (52/61) djece starije dobne skupine.

Razdioba djece prema indikatorima

infektivnosti nije se statisticki znacajno razlikovala izmedu dviju skupina djece (p=0,891).

Tablica 6. Indikatori infektivnosti u odraslih osoba. Prikazani su indikatori u djece u

dobi 1 do 24 mjeseca (Skupina I) i u djece u dobi od 25 do 60 mjeseci (Skupina II)

Indikatori Skupina I Skupina II | Svi
infektivnosti (1-24 mj.) (25-60 mj.) | (1-60 myj.)
odraslih N=60 (%) N=61 (%) N=121 (%)
Bliski kontakt 35(58) 40 (66) 75 (62%)
Kaverna 15 (25) 23 (38) 38 (31%)
ARB 20 (33) 27 (44) 47 (39%)
Kultura 43 (72) 52 (85) 95 (79%)

ARB - acidorezistentni bacil dokazan u mikroskopskom preparatu
4.1. Tuberkulinski koZni test
Rezultati TST-a prikazani su u Tablici 7. Pozitivan nalaz imalo je 23% (28/121) djece, a
negativan 77% (93/121) djece. U djece koja su bila u bliskom kontaktu s tuberkuloznim
bolesnikom TST je bio pozitivan u 89% (25/28) djece. U djece koja su bila u kontaktu s
odraslim bolesnikom na ¢ijem su radiogramu dokazane kaverne, TST je bio pozitivan u
86% (24/28) djece. Ako su djeca bila u kontaktu s bolesnicima s mikroskopski

dokazanim acidorezistentnim bacilima, 93% (26/28) djece imao je pozitivan TST, a ako

je kultivacijom dokazan M. tuberculosis, postotak djece s pozitivnim TST-nalazom bio je
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100% (28/28). Multivarijantna linearna regresijska analiza ukazala je na znacCajnost
povezanosti izmedu koznog testa u djece s infektivnim indikatorima (blizina kontakta,
kaverne, dokaz acidorezistentnog bacila mikroskopijom, dokaz M. tuberculosis
kultivacijom). Statisticki znacajan rizik pozitivnog ishoda TST-a bio najveci u djece koja
su bila u kontaktu s bolesnikom s dokazanim M. tuberculosis (OR=3,58, rizik 3,58 puta
veci, p = 0,0002), zatim u djece s bliskim kontaktom s bolesnikom (OR = 1,93; rizik 1,93

puta veci, p = 0,047).

Tablica 7. Rezultati multivarijantne linearne regresijske analize povezanosti ishoda TST-

a u djece 1 infektivnih indikatora odraslih osoba

INDIKATORI INFEKTIVNOSTI
Ispitanici Bliski kontakt Kaverne ARB Kultura
N=121 N=75 (62%) N=38 (31%) N=47 (39%) N=95 (79%)

poz. TST N=28 25/28 (89%) 24/28 (86%) 26/28 (93%) 28/28 (100%)
neg. TST N=93 43/93 (46%) 79/93 (85%) 72/93 (77%) 26/93 (28%)
OR 1,93 1,01 1,20 3,58
95% CI 1,01 -3,70 0,54 - 1,88 0,65 -2,22 1,81- 7,07
p 0,047 0,977 0,563 0,0002

ARB = acidorezistetni bacil; OR = indeks rizika; CI = interval pouzdanosti;

4.2. Odredivanje IFN-y

Rezultati odredivanja IFN-y prikazani su u Tablici 8. Pozitivan nalaz imalo je 21%
(26/121) djece, a negativan 78% (95/121) djece. U djece koja su bila u bliskom kontaktu

s tuberkuloznim bolesnikom IFN-y je bio pozitivan u 92% (24/26) djece. U djece koja su
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bila u kontaktu s odraslim bolesnikom na ¢ijem su radiogramu dokazane kaverne IFN-y
bio je pozitivan u 96% (25/26) djece. Ako su djeca bila u kontaktu s bolesnicima s
dokazanim acidorezistentnim bacilima 96% (25/26) djece imao je pozitivan IFN-y, a ako
je dokazan M. tuberculosis sva su djeca imala pozitivan nalaz IFN-y (26/26).
Multivarijantna linearna regresijska analiza ukazala je na znacajnost povezanosti izmedu
ishoda rezultata IFN-y u djece s infektivnim indikatorima (blizina kontakta, kaverne,
dokaz acidorezistentnog bacila, dokaz M. tuberculosis). Statisticki znacajan rizik
pozitivnog ishoda IFN-y bio je najveci u djece koja su bila u kontaktu s bolesnikom s
dokazanim M. tuberculosis (OR=3,65, rizik 3,65 puta veci, p = 0,0003), zatim u djece s

bliskim kontaktom s bolesnikom (OR = 1,99; rizik 1,99 puta ve¢i, p = 0,041).

Tablica 8. Rezultati multivarijantne linearne regresijske analize povezanosti ishoda

rezultata IFN-y u djece 1 infektivnih indikatora u odraslih osoba

INDIKATORI INFEKTIVNOSTI
Ispitanici Bliski kontakt Kaverne ARB Kultura
1-60 mjeseci

N=121 N=75 (62%) N=38 (31%) N=47 (39%) N=95 (79%)
Poz. IFN-y 24/26 (92%) 25/26 (96%) 25/26 (96%) 26/26 (100%)
N=26
Neg. IFN-y 44/95 (46%) 82/95 (86%) 73/95 (77%) 26/95 (27%)
N=95
OR 1,99 1,11 1,25 3,65
95% CI 1,03 - 3,86 0,60 —2,0780 0,67 -2,35 1,82 -7,33
P 0,041 0,734 0,484 0,0003

ARB = acidorezistetni bacil; OR = indeks rizika; CI = interval pouzdanosti;
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4.3. Rezultati sukladnosti tuberkulinskog koZnog testa i IFN-y

Sukladnost rezultata TST-a i IFN-y za ukupne ispitanike prikazana je u Tablici 9.
Multivarijantna linearna regresijska analiza ukazala je na znaajnost povezanosti
sukladnosti rezultata TST-a i IFN-y u djece s infektivnim indikatorima (blizina kontakta,
kaverne, dokaz acidorezistentnog bacila, dokaz M. tuberculosis). Statisticki znacajan
rizik pozitivnog ishoda oba testa bio je najve¢i u djece koja su bila u kontaktu s
bolesnikom s dokazanim kavernama na radiogramu plu¢a (OR=13,38, rizik 13,38 puta
veéi, p < 0,0001), zatim u djece koja su bila u kontaktu s bolesnikom s dokazanim

acidorezistentnim bacilima u iskasljaju (OR=6,18, rizik 6,18 puta ve¢i, p = 0,0001).

Tablica 9. Rezultati multivarijantne linearne regresijske analize povezanosti ishoda

sukladnih rezultata TST-a i IFN-y u djece Skupine I i infektivnih indikatora odraslih

osoba
INDIKATORI INFEKTIVNOSTI
Ispitanici Bliski kontakt Kaverne ARB Kultura
1-60 mjeseci
N=121 N=75 (62%) N=38 (31%) N=47 (39%) N=95 (79%)
Poz. IFN-y 18/18 (100%) 17/18 (94%) 17/18 (94%) 18/18 (100%)
/poz. TST
Neg. IFN-y 44/85 (52%) 6/85 (7%) 13/85 (15%) 59/85 (70%)
/meg. TST
OR 2,00 13,38 6,18 1,44
95% CI 0,91 - 4,08 4,63 — 38,64 2,55 - 14,94 0,69 — 3,00
P 0,084 <0,0001 0,0001 0,329

ARB = acidorezistetni bacil; OR = indeks rizika; CI = interval pouzdanosti;
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4.4. Rezultati u skupini I

U Skupini I je bilo 65% (39/60) djecaka i 35% (21/60) djevojcica. Od ukupnog broja
djece iz ove skupine, 58% (35/60) je bilo iz bliskog kontakta, a 42% (25/60) iz udaljenog
kontakta. Kod 25% (15/60) odraslih bolesnika, s kojima su djeca bila u kontaktu, na
radiogramu pluca otkrivene su kaverne. Pozitivan nalaz acidorezistentnih bacila u
mikroskopskom preparatu imalo je 33% (20/60) odraslih, a kod 72% (43/60) dokazan je

M. tuberculosis u kulturi.

4.4.1. Rezultati tuberkulinskoga koZnog testa

Na Tablici 10. prikazana je razdioba pozitivnih i negativnih nalaza TST-a u odnosu na
indekse infektivnosti (bliski kontakt, kaverne, nalaz AFB-a i kulture) u djece u dobi od 1
do 24 mjeseca (Skupina I). Pozitivan nalaz imalo je 18% (11/60) djece, a negativan 82%
(49/60) djece. U djece koja su bila u bliskom kontaktu s tuberkuloznim bolesnikom TST
je bio pozitivan u 91% (10/11) djece. U djece koja su bila u kontaktu s odraslim
bolesnikom na c¢ijem su radiogramu dokazane kaverne TST je bio pozitivan u 91%
(10/11) djece. Ako su djeca bila u kontaktu s bolesnicima s dokazanim acidorezistentnim
bacilima 91% (10/11) djece imalo je pozitivan TST, a ako je dokazan M. tuberculosis
postotak djece s pozitivnim TST-nalazom bio je 100%. Multivarijantna linearna
regresijska analiza ukazala je na znaCajnost povezanosti izmedu koznog testa u djece s
infektivnim indikatorima (kaverne, dokaz acidorezistentnog bacila, dokaz M.
tuberculosis). Statisticki znacajan rizik pozitivnog ishoda TST-a bio je najveci u djece
koja su bila u kontaktu s bolesnikom s dokazanim M. tuberculosis (OR=2,88, rizik 2,88

puta veci, p = 0,038).
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Tablica 10. Rezultati multivarijantne linearne regresijske analize povezanosti ishoda

rezultata TST-a djece Skupine I i infektivnih indikatora odraslih osoba

INDIKATORI INFEKTIVNOSTI
Ispitanici Bliski kontakt Kaverne ARB Kultura
1-24 mjeseca

N=60 N=35 (58%) N=15 (25%) N=20 (33%) N=43 (72%)
Poz. TST N=11 10/11 (91%) 10/11 (91%) 10/11 (91%) 11/11 (100%)
Neg. TST N=49 24/49 (49%) 44/49 (90%) 39/49 (80%) 17/49 (35%)
OR 1,86 1,01 1,14 2,88
95% CI 0,69 — 4,97 0,39 - 2,61 0,44 -2,97 1,06 — 7,85
p 0,219 0,980 0,785 0,038

ARB = acidorezistetni bacil; OR = indeks rizika; CI = interval pouzdanosti;

4.4.2. Odredivanje IFN-y

Rezultati odredivanja IFN-y prikazani su u Tablici 11. Pozitivan nalaz imalo je 15%
(9/60) djece, a negativan 85% (51/60) djece. U djece koja su bila u bliskom kontaktu s
tuberkuloznim bolesnikom IFN-y je bio pozitivan u 89% (8/9) djece. U djece koja su bila
u kontaktu s odraslim bolesnikom na ¢ijem su radiogramu dokazane kaverne IFN-y je bio
pozitivan u 89% (8/9) djece. Ako su djeca bila u kontaktu s bolesnicima s dokazanim
acidorezistentnim bacilima, 89% (8/9) djece imalo je pozitivan IFN-y, a ako je dokazan
M. tuberculosis sva su djeca (11/11) imala pozitivan nalaz IFN-y. Multivarijantna
linearna regresijska analiza ukazala je na znacajnost povezanosti izmedu ishoda rezultata
IFN-y u djece s infektivnim indikatorima (kaverne, dokaz acidorezistentnog bacila, dokaz

M. tuberculosis). StatistiCki znacajan rizik pozitivnog ishoda IFN-y bio je najveci u djece
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koja su bila u kontaktu s bolesnikom u kojeg je dokazan M. tuberculosis (OR=3,00, rizik

3,00 puta veci, p = 0,045).

Tablica 11. Rezultati multivarijantne linearne regresijske analize povezanosti ishoda

rezultata IFN-y u djece Skupine I 1 infektivnih indikatora odraslih osoba

INDIKATORI INFEKTIVNOSTI

Ispitanici Bliski kontakt Kaverne ARB Kultura
1-24 mjeseca

N=60 N=35 (58%) N=15 (25%) N=20 (33%) N=43 (72%)
Poz. IFN-y 8/9 (89%) 8/9 (89%) 8/9 (89%) 9/9 (100%)
N=9

Neg. IFN-y 24/51 (47%) 44/51 (86%) 39/51 (77%) 17/51 (33%)
N=51

OR 1,89 1,03 1,16 3,00
95% CI 0,65 -5,50 0,37 -2,90 0,41 -3,29 1,02 - 8,79
p 0,244 0,955 0,777 0,045

ARB = acidorezistetni bacil; OR = indeks rizika; CI = interval pouzdanosti;

4.4.3. Rezultati sukladnosti tuberkulinskog koZnog testa i IFN-y

Sukladnost rezultata TST-a i IFN-y za ispitanike Skupine I prikazana je u Tablici 12.
Multivarijantna linearna regresijska analiza ukazala je na znacajnost povezanosti izmedu
TST-a i IFN-y u djece s infektivnim indikatorima (blizina kontakta, kaverne, dokaz
acidorezistentnog bacila, dokaz M. tuberculosis). Statisticki znacajan rizik pozitivhog
ishoda oba testa bio je najveci u djece koja su bila u kontaktu s bolesnikom s dokazanim

kavernama na rentgenogramu plu¢a (OR=19,17, rizik 19,17 puta ve¢i, p = 0,002), zatim u
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djece koja su bila u kontaktu s bolesnikom s dokazanim acidorezistentnim bacilima u

iskasljaju (OR=5,48, rizik 5,48 puta ve¢i, p = 0,020).

Tablica 12. Rezultati multivarijantne linearne regresijske analize povezanosti ishoda

sukladnih rezultata TST-a i IFN-y u djece Skupine I i infektivnih indikatora odraslih

osoba
INDIKATORI INFEKTIVNOSTI

Ispitanici Bliski kontakt Kaverne ARB Kultura
1-24 mjeseca
N=60 N=35 (58%) N=15 (25%) N=20 (33%) N=43 (72%)
Poz. IFN-y
/poz.TST 6/6 (100%) 5/6 (83%) 5/6 (83%) 6/6 (100%)
N=6
Neg. IFN-y . . . .
/neg. TST 23/46 (50%) 2/46 (4%) 7/46 (15%) 29/46 (63%)
N=46
OR 2,00 19,17 5,48 1,59
95% CI 0,58 — 6,89 3,02 -121,58 1,31 -22,85 0,47 -5,39
P 0,272 0,002 0,020 0,460

ARB = acidorezistetni bacil; OR = indeks rizika; CI = interval pouzdanosti;

4.5. Rezultati u skupini II

U Skupini II je bilo 54% (33/61) djecaka i 46% (28/61) djevojcica. Od ukupnog broja
djece iz ove skupine, 66% (40/61) je bilo iz bliskog kontakta, a 34% (21/61) iz udaljenog
kontakta. Kod 38% (23/61) odraslih bolesnika, s kojima su djeca bila u kontaktu, na

radiogramu pluc¢a otkrivene su kaverne. Pozitivan nalaz acidorezistentnih bacila u
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mikroskopskom preparatu imalo je 44% (27/61) odraslih, a u 85% (52/61) dokazan je M.

tuberculosis u kulturi.

4.5.1. Rezultati tuberkulinskoga koZnog testa

Na Tablici 13. prikazana je razdioba pozitivnih i negativnih nalaza TST-a u odnosu na
indekse infektivnosti (bliski kontakt, kaverne, nalaz AFB-a i kulture) u djece u dobi od 25
do 60 mjeseci (Skupina II).

Pozitivan nalaz imalo je 28% (17/61) djece, a negativan 72% (44/61) djece. U djece koja
su bila u bliskom kontaktu s tuberkuloznim bolesnikom TST je bio pozitivan u 88%
(15/17) djece. U djece koja su bila u kontaktu s odraslim bolesnikom na ¢ijem su
radiogramu dokazane kaverne, TST je bio pozitivan u 82% (14/17) djece. Ako su djeca
bila u kontaktu s bolesnicima s dokazanim acidorezistentnim bacilima 94% (16/17) djece
imao je pozitivan TST, a ako je dokazan M. tuberculosis postotak djece s pozitivnim
TST-nalazom bio je 100% (17/17). Multivarijantna linearna regresijska analiza ukazala je
na znacajnost povezanosti izmedu koznog testa u djece s infektivnim indikatorima
(blizina kontakta, kaverne, dokaz acidorezistentnog bacila, dokaz M. tuberculosis).
Statisticki znacajan rizik pozitivnog ishoda TST-a bio je najveéi u djece koja su bila u
kontaktu s bolesnikom s dokazanim M. tuberculosis (OR=4,89, rizik 4,89 puta veéi, p =

0,002).
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Tablica 13. Rezultati multivarijantne linearne regresijske analize povezanosti ishoda

rezultata TST-a djece Skupine II i infektivnih indikatora odraslih osoba

INDIKATORI INFEKTIVNOSTI

Ispitanici
25-60 mjeseci
N=61

Bliski kontakt

N=40 (66%)

Kaverne

N=23 (38%)

ARB

N=27 (44%)

Kultura

N=52 (85%)

poz. TST N=17 | 15/17 (88%) 14/17 (82%) 16/17 (94%) 17/17 (100%)
neg. TST N=44 | 19/44 (43%) 35/44 (80%) 33/44 (75%) 9/44 (21%)
OR 2,04 1,04 1,26 4,89
95% CI 0,85 — 4,92 0,45 2,39 0,56 — 2,85 1,83 — 13,06
p 0,111 0,935 0,587 0,002

ARB = acidorezistetni bacil; OR = indeks rizika; CI = interval pouzdanosti;

4.5.2. Odredivanje IFN-y

Rezultati odredivanja IFN-y u djece dobi od 25-60 mjeseci prikazani su u Tablici 14.
Pozitivan nalaz imalo je 28% (17/61) djece, a negativan 72% (44/61) djece. U djece koja
su bila u bliskom kontaktu s tuberkuloznim bolesnikom IFN-y je bio pozitivan u 94%
(16/17) djece. U djece koja su bila u kontaktu s odraslim bolesnikom na ¢ijem su
radiogramu dokazane kaverne IFN-y je bio pozitivan u 100% (17/17) djece. Ako su djeca
bila u kontaktu s bolesnicima s dokazanim acidorezistentnim bacilima 100% (17/17)
djece imao je pozitivan IFN-y, kao i ako je dokazan M. tuberculosis. Multivarijantna
linearna regresijska analiza ukazala je na znacajnost povezanosti izmedu ishoda rezultata
IFN-y u djece s infektivnim indikatorima (blizina kontakta, kaverne, dokaz

acidorezistentnog bacila, dokaz M. tuberculosis). Statisticki znaCajan rizik pozitivhog
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ishoda IFN-y bio je najveci u djece koja su bila u kontaktu s bolesnikom u kojeg je

dokazan M. tuberculosis (OR=4,89, rizik 4,89 puta veci, p = 0,002).

Tablica 14. Rezultati multivarijantne linearne regresijske analize povezanosti ishoda

rezultata IFN-y u djece Skupine II i infektivnih indikatora odraslih osoba

INDIKATORI INFEKTIVNOSTI

Ispitanici Bliski kontakt Kaverne ARB Kultura
25-60 mjeseci

N=61 N=40 (66%) N=23 (38%) N=27 (44%) N=52 (85%)
Poz. IFN-y 16/17 (94%) 17/17 (100%) 17/17 (100%) 17/17 (100%)
N=17

Neg. IFN-y 20/44 (45%) 38/44 (86%) 34/44 (77%) 9/44 (20%)
N=44

OR 2,07 1,16 1,29 4,89
95% CI 0,87 -4,91 0,52 -2,58 0,58 -2,90 1,83 - 13,06
p 0,099 0,720 0,532 0,002

ARB = acidorezistetni bacil; OR = indeks rizika; CI = interval pouzdanosti;

4.5.3. Rezultati sukladnosti tuberkulinskog koZnog testa i IFN-y

Sukladnost rezultata TST-a i IFN-y za ispitanike Skupine II prikazana je u Tablici 15.
Multivarijantna linearna regresijska analiza ukazala je na znacajnost povezanosti izmedu
TST-a i IFN-y u djece s infektivnim indikatorima (blizina kontakta, kaverne, dokaz
acidorezistentnog bacila, dokaz M. tuberculosis). Statisticki znacajan rizik pozitivhog
ishoda oba testa bio je najveci u djece koja su bila u kontaktu s bolesnikom s dokazanim

kavernama na radiogramu plu¢a (OR=9,75, rizik 9,75 puta ve¢i, p = 0,001), zatim u djece
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koja su bila u kontaktu s bolesnikom s dokazanim acidorezistentnim bacilima u iskasljaju

(OR=6,50, rizik 6,50 puta veci, p = 0,002).

Tablica 15. Rezultati multivarijantne linearne regresijske analize povezanosti ishoda

sukladnih rezultata TST-a i IFN-y u djece Skupine II i infektivnih indikatora odraslih

osoba

INDIKATORI INFEKTIVNOSTI

Ispitanici
25-60 mjeseci
N=61

Bliski kontakt

N=40 (66%)

Kaverne

N=23 (38%)

ARB

N=27 (44%)

Kultura

N=52 (85%)

Poz. IFN-y
/poz. TST
N=12
Neg. IFN-y
/meg. TST
N=39

OR

95% CI

p

12/12 (100%)

21/39 (54%)

1,86

0,71 - 4,85

0,206

12/12 (100%)

4/39 (10%)

9,75

2,65 -35,90

0,001

12/12 (100%)

6/39 (15%)

6,50

2,01 -21,03

0,002

12/12 (100%)

30/39 (77%)

1,30

0,512 -3,30

0,581

ARB = acidorezistetni bacil; OR = indeks rizika; CI = interval pouzdanosti;

4.6. Sukladnost izmedu tuberkulinskoga koZnog testa i interferona gama

Na temelju podataka iz Slike 13, koja prikazuje udio pozitivnih i negativnih nalaza TST-a

1 IFN-y izraCunata je sukladnost izmedu TST-a i IFN-y, a rezultati su prikazani na Tablici

16.
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fuberkul u.rnum bolesmku

=121
TST {#)
28 (23%)
[FMN-% (+) [FM-7 (-] [FMN-7 i+) IFMN-7{-)
18 (645 10 36%) B (9% 83 (B1%:)

Slika 13. Pregled pozitivnih i negativnih rezultata TST-a i IFN-y u djece dobi 1-60 m;.
(N=121)

Dyjeca ixlofena W

TST-pozitivan/IFN-y-pozitivan nalaz imalo je 15% (18/121) djece, TST-negativan/IFN-
y-negativan imalo je 70% (85/121) djece, TST-pozitivan/IFN-y-negativan imalo je 8%
(10/121) djece, a TST-negativan/IFN-y-pozitivan rezultat postojao je u 7% (8/121) djece.
Ukupna sukladnost (pozitivna i1 negativna) postojala je u 85% (103/121) djece, a

koeficijent sukladnosti, k, iznosio je 0,588, §to podrazumijeva dobru sukladnost.

Tablica 16. Sukladnost izmadu TST-a i [FN-y u ispitivane djece. Prikazani su rezultati

u sve djece i u djece svrstane prema spolu

Djeca Muski Zenski
Test N=121 N=T72 N=49
TST/ IFN-y K 0,588 0,513 0,672
pozitivan/pozitivan N (%) 18 (15) 11 (15) 7 (14)
negativan/negativan N (%) 85 (70) 48 (67) 37 (76)
pozitivan/ negativan N (%) 10 (8) 8(11) 2(4)
negativan/pozitivan N (%) 8(7) 5(7) 3 (6)
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Iz podataka iz Slike 14 izracunata je sukladnost izmedu TST-a i IFN-y za djecu Skupine I.

Skupina |
MN==00

TST {+) TST -}

49 (829)

I1{18%)

[FM-% (+) I[FMN-7 {-) IFMN-7{+) [FM-7 (-]
6 (55%) 5(45%) F{6%) 46 (94%)

Slika 14. Pregled pozitivnih i negativnih rezultata TST-a i [IFN-y u djece dobi od 1-24
mjeseca (Skupina I).

U djece Skupine I (Tablica 17) oba su testa bila pozitivna u 10% (6/60) djece, a negativna
u 77% (46/60) djece, a ukupna sukladnost iznosila je 87% (52/60). TST-pozitivan/IFN-y -
negativan imalo je 8% (5/60) djece, a TST-negativan/IFN-y -pozitivan rezultat postojao
je u 5% (3/60) djece. Ukupna sukladnost (pozitivna i negativna ) postojala je u 87%
djece, a koeficijent sukladnosti, k = 0,521 ukazao je da medu testovima postoji dobra
sukladnost.

Na temelju podataka iz slike 15 izracunata je sukladnost izmedu TST-a i IFN-y za djecu

dobi od 25-60 mjeseci (Skupina II).
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Skupina I1
N=16l

TST (+)

TET {-)

7 (28%:) 44 (727

[FMN-% (+) [FN-v (-} [FMN-v (+) [FN-7 (-}
12 (7T 1R) 5(20%) S5{11I'%) 10 (B0

Slika 15. Pregled pozitivnih i negativnih rezultata TST-a i IFN-y u djece dobi od 25-60
mjeseci (Skupina II).

U djece Skupine II (Tablica 17) oba su testa bila pozitivna u 20% (12/121) djece, a
negativna u 64% (39/61) djece, a ukupna sukladnost iznosila je 84% (51/61). TST-
pozitivan/ IFN-y-negativan imalo je 8% (5/61) djece, a TST-negativan/IFN-y-pozitivan
rezultat postojao je u 8% (5/61) djece. Ukupna sukladnost (pozitivna i negativna)
postojala je u 84% (51/61) djece, a koeficijent sukladnosti iznosio je k = 0,592, Sto znaci

da je postojala dobra sukladnost.
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I) i djece u dobi od 25-60 mjeseci (Skupina II)

Skupina I | Skupina II
Test N =60 N=61
TST/ IFN-y K 0,521 0,592
pozitivan/pozitivan N (%) 6 (10) 12 (20)
negativan/negativan N (%) 46 (77) 39 (64)
pozitivan/ negativan N (%) 5(8) 5(8)
negativan/pozitivan N (%) 3(5) 5(8)

Tablica 17. Sukladnost izmadu TST-a i IFN-y u djece u dobi od 1-24 mjeseca (Skupina

Sto se ti¢e indikatora infektivnosti (bliski kontakt, kaverne, nalaz acidorezistentnog bacila,
nalaz M. tuberculosis u kulturi), iz Tablice 18, moze se vidjeti da je odlicna sukladnost
TST-a i IFN-y (k =0,606) postojala u djece koja su bila u bliskom kontaktu s odraslim
tuberkuloznim bolesnikom. U njih su oba testa bila pozitivna u 24% (18/75) djece, a
negativna u 59% (44/75) djece, a ukupna sukladnost iznosila je 83% (62/75). TST-
pozitivan/[FN-y-negativan imalo je 9% (7/75) djece, a TST-negativan/IFN-y-pozitivan
rezultat postojao je u 8% (6/75) djece. Dobra sukladnost (x =0,535) postojala je u djece
koja su bila u kontaktu s odraslim osobama s pozitivnim nalazom M. tuberculosis u
kulturi, uz ukupnu sukladnost (pozitivna u 19% (18/95) 1 negativna u 62% (59/95)) u
81% (77/95) djece. Slaba sukladnost postojala je u djece kod kojih su osobe iz kontakta
imale pozitivan nalaz acidorezistentnih bacila (k =0,272), odnosno ako je u odrasle osobe

postojao nalaz kaverni na radiogramu pluca (x =0,139).
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Tablica 18. Sukladnost izmadu TST-a i IFN-y u djece prema indeksu infektivnosti (bliski

kontakt, kaverne, nalaz acidorezistentnog bacila, nalaz M. tuberculosis u kulturi)

INDIKATORI INFEKTIVNOSTI

Test k](fxllits;(;; ¢ Kaverne Nalaz ARB Kultura

N =75 N=38 N=47 N=95
TST/IFN-y K 0,606 0,139 0,272 0,535
Pozitivan/pozitivan N (%) | 18 (24) 17 (45) 17 (36) 18 (19)
Negativan/negativan | N (%) | 44 (59) 6 (16) 13 (28) 59 (62)
Pozitivan/ negativan | N (%) 7(9) 7 (18) 9 (19) 10 (11)
Negativan/pozitivan | N (%) 6 (8) 8 (21) 8 (17) 8 (8)

4.7. Sposobnost otpusStanja IFN-y iz leukocita

Odredivanjem koncentracije IFN-y u plazmi bez stimulacije leukocita mitogenom
odredena je njegova bazicna koncentracija, a odredivanjem IFN-y u plazmi nakon
stimulacije s fitohemaglutininom ispitana je sposobnost leukocita da na poticaj ovim
mitogenikom izlu¢uju IFN-y. Vrijednosti su prikazane u Tablici 19. Bazi¢na
koncentracija IFN-y u plazmi (krv uzorkovana s heparinom) bila je u rasponu od 0,02 —
0,24 TU/mL. Vrijednosti medijana i interkvartilne vrijednosti iznosile su [M(IQR) =
0,08(0,05-0,11)] IU/mL. Koncentracija IFN-y u plazmi nakon stimulacije leukocita s
fitohemaglutininom bila je u rasponu od 0,93 — 27,59 IU/mL, a prosjena koncentracija

iznosila je (x = SD = 11,26 + 5,81) IU/mL. Razlika u koncentraciji prije stimulacije i

nakon stimulacije mitogenikom bila je statisti¢ki znacajna, p < 0,0001.
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Tablica 19. Koncentracija IFN-y u plazmi djece (N=121) bez stimulacije i nakon

stimulacije s mitogenikom fitohemaglutininom

IFN-y (IU/mL)

Ispitanici .y . Nakon stimulacije
(N=121) Bazi¢na Koncentracija mitogenom *
M(QR) 0,08(0,05 - 0,11) -

95% CI 0,07-0,09 -

x £SD - 11,26 5,81
95% CI - 10,22 -12,31

*p <0,0001

M — medijan, IQR — interkvartilni raspon, X — aritmeti¢ka sredina,
SD — standardna devijacija, 95% CI — 95%-tni interval pouzdanosti

Budu¢i da nijedno dijete nije imalo bazi¢nu koncentraciju IFN-y ve¢u od 8,0 IU/mL
(Tablica 19), moglo se zakljuciti da u ispitivane djece nije bilo nespecificne stimulacije
otpustanja IFN-y iz leukocita. Nakon stimulacije mitogenikom nije bilo djece s
koncentracijom IFN-y manjom od 0,5 IU/L, §to znaci da su leukociti u svih ispitanika
imali sposobnost izlu¢ivanja IFN-y na poticaj fitohemaglutininom.

Bazi¢na koncentracija IFN-y u 50% djece bila je u rasponu od 0,02 do 0,08 IU/L, a u
50% djece u rasponu od 0,08 do 0,24 TU/L. Iz histograma razdiobe rezultata (Slika 16A)
vidljivo je da je najviSe djece imalo koncentraciju IFN-y u rasponu 0,05 do 0,10 IU/mL.
Nakon poticaja s mitogenikom koncentracija IFN-y bila je u 50% djece u rasponu od 0,93
- 11,27 IU/mL, a u 50% djece u rasponu od 11,27 do 27,59 IU/mL. Najveci broj djece

imao je koncentraciju IFN-y u rasponu 10,0 do 15,0 IU/mL (Slika 16B).
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Slika 16. Koncentracija IFN-y bez stimulacije (A) 1 nakon stimulacije (B) mitogenikom

(N=121)
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4.7.1. Razlika po spolu
Razlika u bazi¢noj koncentraciji [FN-y prema spolu (Slika 17) nije postojala (p = 0,824).
U djecaka je iznosila [M(IQR) = 0,08(0,05-0,11)IU/mL], a u djevojcica [M(IQR) =

0,07(0,04-0,10) TU/mL].

IFN-gama (IU/mL)
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-
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Muski Zenski

Slika 17. Usporedba bazi¢ne koncentracije IFN-y u muskih (N=72) i Zenskih (N=49)

ispitanika
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Razlika u koncentraciji IFN-y nakon stimulacije mitogenikom prema spolu (Slika 18) nije
postojala (p = 0,681). U djecaka je iznosila x+SD=11,09+6,15 IU/mL, a u djevojcica

x£SD=11,53+5,31 IU/mL.

IFN-gama (IU/mL)
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Slika 18. Usporedba koncentracije IFN-y nakon stimulacije mitogenikom u muskih

(N=72) i Zzenskih (N=49) ispitanika
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4.7.2. Koncentracija IFN-y nakon stimulacije s mikobakterijskim antigenima
Koncentracija IFN-y u plazmi djece s pozitivnim IGRA-testom (N=26) nakon stimulacije
s mikobakterijskim antigenima bila je u rasponu od 0,36-21,71 IU/mL Srednja
vrijednost (x £SD) iznosila je 9,19+6,76 IU/mL. Najve¢i broj djece imao je koncentraciju
do 5 IU/mL (Slika 19), a 50% djece imalo je koncentraciju IFN-y manju od 8,6 IU/mL.

IFN-gama
(stimulacija antigenima)

u ] I
-15 -10 -5 0 5 10 15 20 25 30

IU/mL

Slika 19. Koncentracija IFN-y nakon stimulacije mikobakterijskim antigenima (N =26)
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4.7. 3. Usporedba koncentracije IFN-y prema dobi

Nije postojala statisticki znacajna razlika (p = 0,058) u bazicnoj koncentraciji IFN-y

izmedu mlade (Skupine I) i starije (Skupine II) djece (Slika 20). Koncentracija IFN-y (x

+ SD) u djece u dobi od 1 do 24 mjeseca bila je 0,09 + 0,04 IU/mL, a u djece u dobi od

25 do 60 mjeseci bila je [M(IQR) = 0,07(0,05-0,10) IU/mL].
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Slika 20. Usporedba bazicne koncentracije IFN-y u mlade (Skupina I, N=60) i
starije (Skupina II, N=61) djece

Pokazalo se da nije postojala statistiCki znacajna razlika (p = 0,544) ni u koncentraciji

IFN-y nakon stimulacije fitohemaglutininom izmedu djece mlade dobi (Skupina I) i djece

starije dobi (Skupina II), Slika 21. Koncentracija IFN-y (x+SD) u djece u dobi od 1 do
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24 mjeseca bila je 11,59+6,00 TU/mL, a u djece u dobi od 25 do 60 mjeseci bila je

10,9445,65 IU/mL.
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Slika 21. Usporedba koncentracije IFN-y nakon stimulacije mitogenom u mlade

(Skupina I, N=60) i starije (Skupina II, N=61) djece

Razlika u koncentraciji IFN-y nakon stimulacije mikobakterijskim antigenima izmedu
djece mlade dobi (Skupina I, N=9, x+SD=11,75+8,77) i djece starije dobi (Skupina II,
N=17, x £SD=7,74+5,22 IU/mL) (Slika 22 — prikazane su vrijednosti u djece s
pozitivnim nalazom IFN-y, N=26), takoder nije bila statisticki znacajna (p = 0,073).
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Slika 22. Usporedba koncentracije IFN-y nakon stimulacije mikobakterijskim antigenima
u mlade (Skupina I, N=9) i starije (Skupina II, N=17) djece. Nisu prikazana djeca koja su
imala koncentraciju IFN-y < 0,35 IU/mL

4.7.4. Korelacija izmedu koncentracije IFN-y i dobi djece

Meduovisnosti izmedu bazicne koncentracije IFN-y, te koncentracije IFN-y nakon
stimulacije leukocita s mitogenikom fitohemaglutininom odnosno mikobakterijskim
antigenima i dobi djece takoder je ispitana. Rezultati izrazeni koeficijentom korelacije, r,
uz testiranje statisticke znacajnosti p, prikazani su na slikama 23 - 29. Iz prikazanih
rezultata na Slici 23 moze se uociti da je neznatna obrnuta korelacija (r = -0,205, bez
prakticne vaznosti, iako statisticki znacajna (p = 0,025) postojala izmedu bazi¢ne

koncentracije IFN-y i dobi kod svih ispitanika (N = 121).
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Slika 23. Korelacija izmedu bazi¢ne koncentracije IFN-y i dobi djece (N = 121), r = -
0,205, p = 0,025

Korelacija izmedu koncentracije IFN-y nakon stimulacije leukocita s mitogenikom

fitohemaglutininom i dobi nije bila znacajna u skupini svih ispitanika, N = 121 (Slika 24,

r=0,018, p=0,848).
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Slika 24. Korelacija izmedu koncentracije IFN-y nakon stimulacije mitogenikom i

dobi djece (N =121) (r=0,018, p=0,848)

Korelacija izmedu koncentracije IFN-y nakon stimulacije leukocita s mikobakterijskim
antigenima i dobi u 26 djece koja su imala pozitivan nalaz IFN-y nije bila znaCajna, r =

0,072, p = 0,433 (Slika 25).
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Slika 25. Korelacija izmedu koncentracije IFN-y nakon stimulacije mikobakterijskim

antigenima i dobi djece (N=26) (r= 0,072, p = 0,433)

4.7.5. Dijagnosticka znacajnost odredivanja koncentracije IFN-y

Dijagnosticka znacajnost mjerenja koncentracije IFN-y odredena je pomoc¢u ROC analize.
Analizom ROC krivulje nastojalo se odrediti mogucu grani¢nu vrijednost bazicne
koncentracije IFN-y s kojom bi se razlikovali ispitanici s LTBI (pozitivni nalazi TST-a

1/ili pozitivan nalaz IFN-y) od djece bez LTBI (Slike 26 i 27, Tablica 20).

70



IFN-gama
Bazi¢na koncentracija
(pozitivan TST)

100

80

60

Osjetljivost

40

20

0 20 40 60 80 100
100-specificnost

Slika 26. ROC krivulja bazi¢ne koncentracije [IFN-y prema pozitivhom nalazu TST-a

(AUC = 0,487)
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Slika 27. ROC krivulja bazi¢ne koncentracije [IFN-y prema pozitivhom nalazu nalazu

IFN-y nakon stimulacije antigenima (AUC = 0,609)
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Kad su se kao kriterij primijenili pozitivni nalazi TST-a, grani¢na vrijednost < 0,12
IU/mL imala je slabu dijagnosticku djelotvornost, AUC = 0,487 (statisticka znacajnost
p=0,838) (Tablica 20). Dijagnosticka osjetljivost (93%) pokazuje da je 93% djece s
pozitivnim TST-om imalo bazi¢nu koncentraciju IFN-y ve¢u od grani¢ne vrijednosti.
Dijagnosticka specifi¢nost od 16% pokazuje da je 16% zdrave djece imalo bazi¢nu
koncentraciju IFN-y manju od grani¢ne vrijednosti. Pozitivna predvidljiva vrijednost,
PPV, pokazuje da bi dijete koje ima koncentraciju IFN-y >0,12 [U/mL s vjerojatnos¢u od
25% moglo imati LTBI. S druge strane, prema NPV moze se vidjeti da dijete s
koncentracijom IFN-y < 0,12 IU/mL s 88% vjerojatnosti nema LTBIL

Kad su se kao kriterij primijenili pozitivni nalazi IFN-y nakon stimulacije
mikobakterijskim antigenima, grani¢na vrijednost > 0,09 IU/mL imala je dovoljno dobru
dijagnosticku djelotvornost, AUC = 0,609 (statisticka znacajnost p=0,090). Dijagnosticka
osjetljivost (50%) pokazuje da je 50% djece s pozitivnim IFN-y imalo bazi¢nu
koncentraciju IFN-y veéu od grani¢ne vrijednosti. Dijagnosticka specifi¢nost od 72%
pokazuje da je 72% zdrave djece imalo bazi¢nu koncentraciju IFN-y manju od grani¢ne
vrijednosti. Pozitivna predvidljiva vrijednost, PPV, pokazuje da bi dijete s
koncentracijom IFN-y >0,09 IU/mL s vjerojatnos¢u od 33% moglo imati LTBI. S druge
strane, prema NPV moze se vidjeti da dijete s bazicnom koncentracijom IFN-y < 0,09

IU/mL s 84% vjerojatnosti nema LTBI.
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Tablica 20. Vrijednosti ROC analize za bazi¢nu koncentraciju IFN-y prema pozitivnom

nalazu TST-a i pozitivhom nalazu IFN-y

Bazi¢na koncentracija IFN-y
prema TST-u (stimuﬁ;i:?: ;rl:gg-Znima)
Granic¢na vrijednost <0,12 IU/mL > 0,09 IU/mL

AUC 0,487 0,609
p 0,838 0,090
SE 0,06 0,07
Osjetljivost 93% 50%
Specifi¢nost 16% 2%
PPV 25% 33%
NPV 88% 84%

e AUC: povrsina ispod ROC-krivulje; SE: standardna pogreska;

e Osjetljivost: vjerojatnost da je rezultat pretrage pozitivan ako je bolest prisutna
(uistinu pozitivan rezultat);

e Specifi¢nost: vjerojatnost da je rezultat pretrage negativan ako bolesti nema
(uistinu negativan rezultat);

e PPV: vjerojatnost da je bolest prisutna ako je rezultat pretrage pozitivan;

e NPV: vjerojatnost da bolest nije prisutna ako je rezultat pretrage negativan.

ROC analiza ucinjena je i za koncentraciju IFN-y nakon stimulacije mitogenikom
fitohemaglutininom (Tablica 21, Slika 28). Kad su se kao kriterij primijenili pozitivni
nalazi TST-a, grani¢na vrijednost <10,7 IU/mL imala je slabu dijagnosticku djelotvornost,
AUC = 0,536 (statisticka znacajnost p=0,557). Dijagnosticka osjetljivost (64%) pokazuje
da je 64% djece s pozitivnim TST-om imalo koncentraciju IFN-y nakon stimulacije

mitogenikom vecu od grani¢ne vrijednosti. Dijagnosticka specifi¢nost od 57% pokazuje
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da je 57% zdrave djece imalo koncentraciju IFN-y nakon stimulacije mitogenom
fitohemaglutininom manju od grani¢ne vrijednosti. Pozitivna predvidljiva vrijednost,
PPV, pokazuje da bi dijete koje ima koncentraciju IFN-y > 10,70 IU/mL s vjerojatnoscu
od 31% moglo imati LTBI. S druge strane, prema NPV moze se vidjeti da dijete s
koncentracijom IFN-y < 10,70 IU/mL s 84% vjerojatnosti nema LTBI.

Kad su se kao kriterij primijenili pozitivni nalazi IFN-y nakon stimulacije antigenima
(Tablica 21, Slika 29), grani¢na vrijednost > 12,71 IU/mL imala je slabu dijagnosticku
djelotvornost, AUC = 0,556 (statisticka znacajnost p=0,390). Dijagnosticka osjetljivost
(50%) pokazuje da je 50% djece s pozitivnim IFN-y imalo koncentraciju IFN-y nakon
stimulacije antigenima vecu od grani¢ne vrijednosti. Dijagnosticka specifi¢nost od 63%
pokazuje da je 63% zdrave djece imalo koncentraciju IFN-y nakon stimulacije
antigenima manju od grani¢ne vrijednosti. Pozitivna predvidljiva vrijednost, PPV,
pokazuje da bi dijete koje ima koncentraciju IFN-y >12,71 IU/mL s vjerojatnos¢u od 27%
moglo imati LTBI. S druge strane, prema NPV moze se vidjeti da dijete s koncentracijom

IFN-y < 12,71 IU/mL s 82% vjerojatnosti nema LTBI.
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Tablica 21. Vrijednosti ROC analize za koncentraciju IFN-y nakon stimulacije

mitogenikom. Prikazani su rezultati prema pozitivnom nalazu TST-a i pozitivnom nalazu

IFN-y nakon stimulacije antigenima

IFN-y (stimulacija mitogenikom)

prema TST-u (stimlﬁgi;;’l: ::gg-:a{nima)
Granicna vrijednost <10,70 >12,71
AUC 0,536 0,556
p 0,557 0,390
SE 0,06 0,07
Osjetljivost 64% 50%
Specifi¢nost 57% 63%
PPV 31% 27%
NPV 84% 82%

e AUC: povrsina ispod ROC-krivulje; SE: standardna pogreska;

e Osjetljivost: vjerojatnost da je rezultat pretrage pozitivan ako je bolest prisutna

(uistinu pozitivan rezultat);

e Specifi¢nost: vjerojatnost da je rezultat pretrage negativan ako bolesti nema

(uistinu negativan rezultat);

e PPV: vjerojatnost da je bolest prisutna ako je rezultat pretrage pozitivan;

e NPV: vjerojatnost da bolest nije prisutna ako je rezultat pretrage negativan.
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Slika 28. ROC krivulja koncentracije IFN-y nakon stimulacije mitogenikom. Prikazani su

rezultati prema pozitivhom nalazu TST-a (AUC = 0,536)
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Slika 29. ROC krivulja koncentracije IFN-y nakon stimulacije mitogenikom. Prikazani su

rezultati prema pozitivhom nalazu IFN-y nakon stimulacije antigenima (AUC = 0,556)
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ROC analiza ucinjena je i za koncentraciju IFN-y nakon stimulacije mikobakterijskim
antigenima, prema nalazu TST-a (Tablica 22, Slika 30). Grani¢na vrijednost koja je imala
najbolju osjetljivost i specificnost bila je > 0,04 IU/mL, a razlikovna djelotvornost bila je
vrlo dobra, AUC = 0,866 (statisticka znacajnost p=0,0001). Dijagnosticka osjetljivost
(82%) pokazuje da je 82% djece s pozitivnim TST-om imalo koncentraciju IFN-y nakon
stimulacije mikobakterijskim antigenima ve¢u od grani¢ne vrijednosti od 0,04.
Dijagnosticka specificnost od 84% pokazuje da je 84% zdrave djece imalo koncentraciju
IFN-y nakon stimulacije antigenima manju od grani¢ne vrijednosti. Pozitivna predvidljiva
vrijednost, PPV, ukazuje da bi dijete koje ima koncentraciju IFN-y > 0,04 1U/mL s
vjerojatnos$¢u od 60% moglo imati LTBI. S druge strane, prema NPV moze se vidjeti da
dijete s koncentracijom IFN-y < 0,04 IU/mL s 94% vjerojatnosti nema LTBI. Izra¢un
parametara dijagnosticke djelotvornosti za grani¢nu vrijednost koncentracije IFN-y od
0,35 TU/mL, smanjuju se dijagnosticka osjetljivost (64%) i NPV (90%), a povecavaju
specificnost (91%) 1 PPV (69%). U tom slucaju dijagnosticka specifi¢nost od 91%
pokazuje da je 91% zdrave djece imalo koncentraciju IFN-y nakon stimulacije

antigenima manju od grani¢ne vrijednosti od 0,35 IU/mL.
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Tablica 22. Vrijednosti ROC analize za koncentraciju IFN-y nakon stimulacije

mikobakterijskim antigenima.

IFN-y (stimulacija antigenima)

prema TST-u (stimlﬁgi;;’l: ::gg-:a{nima)
Granicna vrijednost > 0,04 >0,35
AUC 0,866 0,866
p 0,0001 0,0001
SE 0,05 0,05
Osjetljivost 82% 64%
Specifi¢nost 84% 91%
PPV 60% 69%
NPV 94% 90%

e AUC: povrsina ispod ROC-krivulje; SE: standardna pogreska;

e Osjetljivost: vjerojatnost da je rezultat pretrage pozitivan ako je bolest prisutna

(uistinu pozitivan rezultat);

e Specifi¢nost: vjerojatnost da je rezultat pretrage negativan ako bolesti nema

(uistinu negativan rezultat);

e PPV: vjerojatnost da je bolest prisutna ako je rezultat pretrage pozitivan;

e NPV: vjerojatnost da bolest nije prisutna ako je rezultat pretrage negativan.
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Slika 30. ROC krivulja koncentracije IFN-y nakon stimulacije mikobakterijskim

antigenima, prema pozitivnom nalazu TST-a (AUC = 0,866)

ROC analiza ucinjena je za koncentraciju IFN-y nakon stimulacije mikobakterijskim
antigenima, prema nalazima indikatora infekcije (Tablica 23, Slike 31 - 34). Pokazalo se
da su grani¢ne vrijednosti imale dobru (prema bliskom kontaktu AUC=0,738 i
pozitivnom malazu kulture u odraslih osoba AUC=0,756), vrlo dobru (prema nalazu
ARB u odrasle osobe AUC=0,885) ili izvrsnu (prema nalazu kaverni na radiogramu
odrasle osobe iz kontakta s djetetom AUC=0,968) razlikovnu djelotvornost. Treba
napomenuti da su grani¢ne vrijednosti koncentracije IFN-y za ispitivane indikatore
infektivnosti bile razli¢ite. Ako se kao kriterij primijenila prisutnost kaverni grani¢na

vrijednost je bila 0,04 IU/mL, a za ostale indikatore bila je manja.
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Tablica 23. Vrijednosti ROC analize za koncentraciju IFN-y nakon stimulacije

mikobakterijskim antigenima. Prikazani su rezultati prema kriterijima infektivnosti.

IFN-y nakon stimulacije antigenima
Bliski kontakt Kaverne ARB Kultura

Granic¢na vrijednost >0 IU/mL > (0,04 IU/mL >0,02 IU/mL | > 0,01 IU/mL
AUC 0,738 0,968 0,885 0,756

p <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0001

SE 0,04 0,02 0,03 0,05
Osjetljivost 65% 90% 81% 53%
Specifi¢nost 76% 95% 91% 96%
PPV 82% 90% 84% 98%
NPV 57% 95% 88% 36%

e AUC: povrsina ispod ROC-krivulje; SE: standardna pogreska;

e Osjetljivost: vjerojatnost da je rezultat pretrage pozitivan ako je bolest prisutna

(uistinu pozitivan rezultat);

e Specifi¢nost: vjerojatnost da je rezultat pretrage negativan ako bolesti nema

(uistinu negativan rezultat);

e PPV: vjerojatnost da je bolest prisutna ako je rezultat pretrage pozitivan;

e NPV: vjerojatnost da bolest nije prisutna ako je rezultat pretrage negativan.
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Slika 31. ROC krivulja koncentracije IFN-y nakon stimulacije mikobakterijskim

antigenima i prema kontaktu s tuberkuloznim bolesnikom (AUC = 0,738)
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Slika 32. ROC krivulja koncentracije IFN-y nakon stimulacije mikobakterijskim
antigenima i prema pozitivnom nalazu kaverni u odrasle osobe iz kontakta (AUC =

0,968)
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Slika 33. ROC krivulja koncentracije IFN-y nakon stimulacije mikobakterijskim
antigenima i prema pozitivnom nalazu acidorezistentnih bacila (ARB) u odrasle osobe iz

kontakta (AUC = 0,885)
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Slika 34. ROC krivulja koncentracije IFN-y nakon stimulacije mikobakterijskim
antigenima i prema pozitivnom nalazu M. tuberculosis u kulturi odrasle osobe iz kontakta

(AUC =0,756)

82



ROC analiza ucinjena je za koncentraciju IFN-y nakon stimulacije mikobakterijskim
antigenima, prema nalazima indikatora infekcije i prema pozitivnom/negativnom nalazu
TST-a (Tablica 24, Slike 35-38). Vrlo dobru dijagnosticku znacajnost imala je grani¢na
vrijednosti prema bliskom kontaktu (AUC=0,877, p<0,0001), dobru dijagnosticku
zna€ajnost prema nalazu M. tuberculosis u kulturi (AUC=0,756, p=0,0001) a dovoljno
dobru prema nalazu kaverni (AUC=0,619), p=0,0001) i nalazu ARB-a u odraslih osoba
(AUC=0,681, p=0,020). Grani¢ne vrijednosti koncentracije IFN-y za ispitivane indikatore
infektivnosti bile su znacajno vece ako su se izraCunavale prema nalazu kaverni odnosno

AFB-a (1,72 TU/mL).
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Tablica 24. Vrijednosti ROC analize za koncentraciju IFN-y nakon stimulacije

mikobakterijskim antigenima. Prikazani su rezultati prema kriterijima infektivnosti i

prema nalazu TST-a

IFN-y nakon stimulacije antigenima, prema TST

Bliski kontakt Kaverne ARB Kultura
Grani¢na vrijednost | > 0,03 [U/mL > 1,72 IU/mL > 1,72 IU/mL | >0,01 IU/mL
AUC 0,877 0,619 0,681 0,756
p <0,0001 0,0001 0,020 0,0001
SE 0,05 0,09 0,09 0,05
Osjetljivost 88% 67% 58% 53%
Specifi¢nost 78% 71% 81% 96%
PPV 67% 80% 79% 98%
NPV 93% 56% 61% 36%

e AUC: povrsina ispod ROC-krivulje; SE: standardna pogreska;

e Osjetljivost: vjerojatnost da je rezultat pretrage pozitivan ako je bolest prisutna

(uistinu pozitivan rezultat);

e Specifi¢nost: vjerojatnost da je rezultat pretrage negativan ako bolesti nema

(uistinu negativan rezultat);

e PPV: vjerojatnost da je bolest prisutna ako je rezultat pretrage pozitivan;

e NPV: vjerojatnost da bolest nije prisutna ako je rezultat pretrage negativan.
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Slika 35. ROC krivulja koncentracije IFN-y nakon stimulacije mikobakterijskim
antigenima prema nalazu TST-a i prema kontaktu s odraslom tuberkuloznom osobom

(AUC = 0,877)
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Slika 36. ROC krivulja koncentracije IFN-y nakon stimulacije mikobakterijskim
antigenima prema nalazu TST-a i prema nalazu kaverni u odrasle osobe iz kontakta

(AUC = 0,619)
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Slika 37. ROC krivulja koncentracije IFN-y nakon stimulacije mikobakterijskim
antigenima prema nalazu TST-a i prema nalazu acidorezistentnih bacila (ARB) u uzorku

odrasle osobe iz kontakta (AUC = 0,681)
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Slika 38. ROC krivulja koncentracije IFN-y nakon stimulacije mikobakterijskim
antigenima prema nalazu TST-a i prema nalazu M. tuberculosis u kulturi kod odrasle

(AUC = 0,756)
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5. RASPRAVA

Analiza rezultata ovog istrazivanja potvrdila je hipotezu da odredivanje koncentracije
IFN-y moze doprinijeti preciznijoj dijagnostici LTBI u imunokompetentne djece mlade
od pet godina, poglavito u djece s nesukladnim rezultatima TST-a i IFN-y. To znaci da se,
temeljem pozitivnog nalaza IFN-y 1 negativnog (lazno negativnog) nalaza TST-a
dijagnoza LTBI-a moze potvrditi, a u sluajevima negativnog IFN-y i pozitivnog (lazno
pozitivnog) nalaza TST-a, dijagnoza LTBI-a moze iskljuc¢iti. U potonjem slucaju
(pozitivan TST/negativan IFN-y) potrebno je ustvrditi nije li lazno pozitivan nalaz TST-a
posljedica infekcije s netuberkuloznim mikobakterijima, ili je nalaz IFN-y lazno
negativan, pa je nakon odredenog vremena (8-10 tjedana) potrebno ponovno odrediti
njegovu koncentraciju (103). Hipoteza da koncentracija IFN-y ovisi o dobi djece mlade
od pet godina nije potvrdena, Sto ukazuje da u djece koja su bila u kontaktu s M.
tuberculosis, u uvjetima ex vivo limfociti T ve¢ od dojenacke dobi mogu na poticaj s
mikobakterijskim antigenima odgovoriti pove¢anom produkcijom IFN-y.

Glavni problem u detekciji LTBI-a je nepostojanje zlatnog standarda za postavljanje
dijagnoze LTBI. Zapravo, jedini zlatni standard LTBI-a je moguénost reaktivacije i
razvoja aktivnog TBC-a, Sto se moze ustvrditi pracenjem osoba koje su u riziku od
infekcije. Medutim, iz etickih razloga, osobito u djece, nije moguce ne primijeniti
kemoprofilaksu ako se ustanovi da postoji rizik pojave infekcije s mikobakterijem
tuberkuloze. Znacajnu pozornost treba posvetiti temeljitom prikupljanju anamnestickih
podataka o prediktivnim infektivnim rizicima za pojavu LTBI-a, jer su oni presudni za
pojavu tuberkulozne infekcije. Ti faktori ukljucuju odredivanje infektivnosti izvora
infekcije i1 blizine izloZenosti osoba koje su u kontaktu s bolesnikom, prisutnost ostalih

faktora rizika infekcije, kao §to su nalaz kaverni na radiogramu pluca odrasle osobe s
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kojom je dijete u bliskom kontaktu, te nalaz ARB-a odnosno nalaz M. tuberculosis u
bioloskim uzorcima odrasle osobe iz kontakta.

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da su bliski kontakt i kontakt s bolesnikom koji
ima dokazan M. tuberculosis u kulturi, signifikantno povezani s rezultatima TST-a i IFN-
Y.

Kljucan rizi¢ni faktor za infekciju s M. tuberculosis jest dugotrajan bliski kontakt s
odraslim bolesnikom koji boluje od aktivne tuberkuloze. Istrazivanja u Njemackoj koja je
predvodio Diel, pokazala su dob, nalaz ARB-a i kasalj u osobe iz kontakta, kumulativno
vrijeme izloZenosti oboljeloj osobi te strano podrijetlo kljuéni infektivni ¢imbenici rizika
za pojavu LTBI-a (90). Lewinsohn i sur. su ustvrdili jaci odgovor IFN-y u djece koja su
bila u kontaktu s odraslim bolesnikom koji ima kaverne i opsezne promjene na
radiogramu pluca, te pozitivne acidorezistentne bacile u iskasljaju (113). Nase prethodno
istrazivanje u djece mlade od pet godina pokazalo je da su prediktivni infektivni
indikatori za LTBI bili nalaz kaverni u radioloSkom nalazu plu¢a (OR za TST = 7,48,
p<0,0001; OR za IFN-y =6,15, p<0,0001), te pozitivan nalaz ARB-a u bioloskom uzorku
(OR za TST = 4,47, p=0,0001; OR za IFN-y =4,01, p=0,0005) odrasle osobe s kojom je
dijete u bliskom kontaktu (114). Stru¢no-znanstvena literatura o tumacenju prediktivnih
infektivnih ¢imbenika jo$ je uvijek oskudna, tako da se rezultati razlikuju od istrazivanja
do istrazivanja. Vjerojatno svaki od nezavisnih infektivnih c¢imbenika rizika, te
epidemioloska situacija utjecu na pojavu tuberkulozne infekcije. Leung upozorava da je
vazna unutarobiteljska izlozenost oboljeloj osobi u kuci, osobito nocu, te nalaz 100 i vise

ARB-a u vidnom polju razmaza sputuma oboljele osobe iz kontakta (115).
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U ovom je istrazivanju postojala znacajna razlika u prediktivnim ¢imbenicima rizika
ovismo o tome jesu li se u obzir uzeli rezultati pojedinacnih testova TST i IFN-y, ili se
rizik izracunavao na temelju sukladnih rezultata TST-a i IFN-y. Temeljem rezultata
pojedinac¢nih testova pokazalo se da su za pojavu LTBI-a klju¢na dva ¢imbenika: 1)
bliski kontakt s oboljelom odraslom osobom i 2) pozitivan nalaz M. tuberculosis u kulturi.
Rizik za pojavu LTBI bio je gotovo dvostruko ve¢i (OR za TST = 1,93, p=0,047; OR za
IFN-y =1,99, p=0,0002) u djece koja su u bliskom kontaktu s odraslim bolesnikom. Jo$
veci rizik predstavlja dokaz M. tuberculosis u iskasljaju odraslog izvora infekcije. Taj je
rizik viSe nego trostruko veci za pojavu LTBI (OR za TST = 3,58, p=0,041; OR za IFN-y
=3,65, p=0,0003), ako se u sputumu osobe iz kontakta dokaze mikobakterij tuberkuloze.
Svrstavanjem djece u dvije dobne skupine pokazalo se da je pozitivan nalaz M.
tuberculosis kljucan prediktivni infektivni indikator razvoja LTBI-a u djece, kako one
mlade od dvije godine (OR za TST = 2,88, p=0,038 OR za IFN-y =3,00, p=0,045) tako i
djece u dobi od dvije do pet godina zZivota (OR za TST = 4,89, p=0,002; OR za IFN-y
=4,89, p=0,002). Stovise, indeks rizika bio je veéi u starije djece, §to se moze protumadciti
¢injenicom da su starija djeca dulje vremena provela u bliskom kontaktu s oboljelom
odraslom osobom. Medutim, kad su se u procjeni rizika u obzir uzeli sukladni rezultati
obaju testova (TST i [FN-y) pokazalo se da su prediktivni faktori rizika bili nalaz kaverni
u radiogramu pluca odrasle osobe (OR = 13,38, p<0,0001) i nalaz ARB-a (OR = 6,18,
p<0,0001). U djece mlade od dvije godine rizik pojave LTBI-a zbog nalaz kaverni u
radiogramu pluc¢a odrasle osobe bio znacajno vec¢i (OR = 19,17, p=0,002) nego u djece u
dobi od dvije do pet godina (OR = 9,75, p=0,001). Rizik pojave LTBI-a zbog pozitivhog

nalaza ARB-a bio je podjednak u mlade (OR = 5,48, p=0,020) i u starije djece (OR =
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6,50, p=0,002). Budu¢i da su nasa dosadasnja istrazivanja provedena na relativno malom
broju uzoraka rezultate bi trebalo potvrditi na ve¢em broju djece s LTBIL

Svaki dijagnosticki postupak zahtijeva kvalitetnu interpretaciju i korelaciju rezultata s
klinickim nalazima. Idealan test bi bio onaj za koji postoje pouzdane granicne vrijednosti
temeljem kojih bi se pacijenti mogli razlikovati od zdravih osoba, ali idealnog testa nema.
Dijagnosticka vrijednost TST-a ovisi o grani¢nim vrijednostima koje razdvajaju pozitivne
od negativnih rezultata, a grani¢ne vrijednosti ovise o tome radi li se o populaciji koja je
primila BCG-cjepivo, o kriznoj rektivnosti s netuberkuloznim mikobakterijama i
imunosupresivnim stanjima (116-118). Vazno je naglasiti da nema jedinstvenog misljenja
o granici izmedu pozitivne i1 negativne tuberkulinske reakcije, te da je u interpretaciji
vazna svrha tuberkulinskog testiranja i radi li se o populaciji koja je primila BCG-cjepivo.
Tako, kad se ocjenjuje uspjeh BCG-cijepljenja infiltrat od 5 mm ili veéi smatra se
pozitivnom tuberkulinskom reakcijom, a ukoliko se TST izvodi u svrhu dijagnoze
infekcije s M. tuberculosis u osoba koje su primile BCG-cjepivo pozitivnom se smatra
ona reakcija s promjerom infiltrata 10 mm ili ve¢im (119, 120).

Istrazivanja primjene IGRA-testova za dijagnozu LTBI u djece su pokazala da IGRA-
testovi imaju prednost pred TST-om zbog vise specifi¢nosti u odnosu na TST, zbog dobre
negativne prediktivne vrijednosti, dobre korelacije sa stupnjem izloZenosti i vjerojatno su
prvi izbor u djece koja su primila BCG cijepivo, te su na taj nacin korisni u reduciranju
preventivne profilakticke terapije zbog mogucih lazno pozitivnih rezultata TST-a (98,
121-125).

Prema rezultatima ovog istrazivanja moglo bi re¢i da je dijagnoza LTBI potvrdena u 15%

djece na temelju pozitivne sukladnosti TST/ IGRA-rezultata, te da je dijagnoza LTBI
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isklju¢ena u 70% djece na temelju negativne sukladnosti TST/IGRA-rezultata. Preostalih
15% djece imalo je neslaganje rezultata TST-a i IGRA. Pretpostavljaju¢i da IGRA-testovi
preciznije dijagnosticiraju LTBI moglo bi se zakljuciti da bi 8% (10/121) djece primilo
nepotrebnu kemoprofilaksu, te da potrebna kemoprofilaksa ne bi bila dana u 7% (8/121)
djece, na temelju rezultata samog TST-a. Treba naglasiti da se pozitivnost IGRA-testa (uz
kriterij pozitivnog TST-a), prema preporukama proizvodaca, temelji na koncentraciji
IFN-y od 0,35 TU/L. Dijagnostic¢ka vrijednost te grani¢ne koncentracije u djece mlade od
pet godina, odredene analizom ROC-krivulje, podrazumijevala je bolju specifi¢nost
(91%) nego osjetljivost (64%), odnosno bolji NPV (90%) nego PPV (69%), §to znaci da
se temeljem grani¢ne koncentracije IFN-y moze bolje definirati udio zdravih osoba
(91%) nego osoba s LTBI (64%). Grani¢na koncentracija IFN-y, koja bi imala najbolju
dijagnosticku znacajnost (osjetljivost = 82%, specificnost = 84%, PPV = 60%, NPV =
94%) bila je 0,04 IU/mL, Sto je deset puta manja vrijednost od vrijednosti koju je
propisao proizvoda¢ testa. Prema tome, pomicanjem grani¢ne vrijednosti moze se
mijenjati dijagnosticka znacajnost metode. Budu¢i da su dijagnosticka osjetljivost i
specificnost obrnuto razmjerne, smanjivanjem dijagnosticke osjetljivosti, poveceva se
dijagnosticka specifi¢nost. Grani¢na vrijednost koja bi imala bolju specifi¢nost nego
osjetljivost mogla bi pomoc¢i u boljoj diferencijaciji zdravih osoba, a grani¢na vrijednost
koja bi imala bolju dijagnosticku osjetljivost nego specificnost mogla bi bolje svrstati
osobe koja imaju LTBIL.

Kad je ROC-analiza za koncentraciju IFN-y uc¢injena nakon stimulacije mikobakterijskim
antigenima, a prema nalazima indikatora infekcije pokazalo se da na odredivanje

grani¢ne vrijednosti IFN-y najviSe utjeCe nalaz kaverni na radiogramu plu¢a odrasle
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osobe iz kontakta (IFN-y > 0,04 IU/mL, AUC = 0,968). Kad se osim infektivnih
indikatora uzme u obzir i pozitivan nalaz TST-a na definiranje grani¢ne vrijednosti IFN-y
najvise utje¢e bliski kontakt s tuberkuloznim bolesnikom (IFN-y >0,03 IU/mL, AUC =
0,877).

Budu¢i da je proizvodac testa u raCunalnom programu predvidio grani¢nu vrijednosti od
0,35 IU/mL, o problemu grani¢nih vrijednosti zasad se moze samo teoretizirati. U
budu¢im istrazivanjima vjerojatno ¢e se pozornost posvetiti odredivanju grani¢ne
koncentracije IFN-y koja bi imala najbolju dijagnosti¢ku vrijednost.

Rezultate TST-a i IGRA-testova jednostavno je interpretirati kada su sukladni.
Sukladnost izmedu reszultata TST-a i IGRA testova je varijabilna u raznim studijama. U
prethodnom istrazivanju sukladnost rezultata TST-a i IGRA-testova bila je dobra (89%; k
=0,591), kao i u ovom istrazivanju (85%; « = 0,588), sto je u skladu s rezultatima ranijih
istrazivanja drugih autora provedenih u djece: Kampmann i sur. (86%; « = 0,530) (126),
Connell i sur. (75%; x = 0,50) (127), te Bianchi i sur. (86%; k = 0,533) (128). Nesto bolja
sukladnost rezultata u djece mlade od pet godina opisana je u istrazivanju Okada i sur.
(88%; x = 0,626), a posebno u djece mlade od dvije godine (95%; x = 0,828) (121). U
nasem istrazivanju nije bilo razlike u sukladnosti rezultata izmedu djece dobi od 1-24
mjeseca (85%; k = 0,521) i od 25-60 mjeseci (85%; k = 0,592). Nesukladnost izmedu
rezultata TST-a i IGRA-testova ukazuje na ¢injenicu da u neke djece jedan od ta dva testa
daje lazno pozitivne ili lazno negativne rezultate. Lazno pozitivni TST moze ukazivati na
nedostatak njegove specificnosti za dijagnozu LTBI. Poznato je da prethodna primjena
BCG cijepiva ili infekcija s netuberkuloznim mikobakterijama moze dovesti do lazno

pozitivnog TST-a (89, 129). Naime, kako PPD sadrzi vise od 200 antigenskih proteinskih
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komponenti koje su zajednicke ve¢ini mikobakterija, vazno ogranic¢enje TST-a je njegova
nemoguénost razlikovanja infekcije uzrokovane M. tuberculosis 1 nekom od
netuberkuloznih mikobakterija (5, 130). U nasem istrazivanju BCG cjepivo bi moglo biti
glavni uzrok TST-pozitivne/IGRA-negativne nesukladnosti. Poznato je da BCG cjepivo
nema utjecaja na IGRA-testove (131). Lazno negativni TST moze ukazati na oSte¢enu
funkciju T-limfocita (132), zatim slabu reaktivnost koze u male djece (68) ili ako se
pogreSno ocita kao negativan. Neki autori su ukazali na moguénost da IGRA-
pozitivna/TST-negativna nesukladnost moze znaciti nedavnu izlozenost M. tuberculosis
(133, 134).

Razmimoilazenje TST-a i IGRA-rezultata moze biti posljedica razli¢itth imunoloskih
mehanizama na kojima se zasnivaju principi odredivanja dvaju testova. IGRA-testovi
zbog kratkog perioda inkubacije stanica sa specifi¢nim antigenima ili PHA odreduju
aktivnost efektorskih limfocita T i mjere samo oslobadanje jednog citokina za razliku od
TST-a kojim se odreduje aktivnost efektorskih i memorijskih limfocita T, te mjeri
reakcija koja je, ne samo posljedica djelovanja IFN-y, nego i posljedica djelovanja
interleukina (IL)-10, IL-12, IL-23, TNF-a i granulocitno stimuliraju¢eg ¢imbenika (od
engl. granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF), ostavljaju¢i mogué¢nost da TST
pozitivni rezultat uhvati imunoloski odgovor u vrlo male djece stvarno inficirane s M.
tuberculosis, koja bi se propustila samim IGRA-testom (135).

Rezultati o povezanosti dobi i koncentracije IFN-y u ex vivo uvjetima su kontradiktorni.
Ima autora koji smatraju da limfociti T u male djece nisu na poticaj antigenima sposobni
odgovoriti oslobadanjem IFN-y kao starija djeca (136). U ovom istrazivanju nije

dokazana korelacija koja bi imala prakticnu vaznost izmedu koncentracije IFN-y nakon
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stimulacije leukocita s mitogenikom PHA, te nakon stimulacije leukocita s
mikobakterijskim antigenima i dobi ispitanika, S§to upucuje na ¢injenicu da dob djeteta
nije imala utjecaja na koncentraciju IFN-y, te da se IGRA-test moze primijeniti i u djece
najmlade Zivotne dobi. Ti su rezultati sukladni rezultatima Lewinsohn i sur. koji su
pokazali da djeca mlada od pet godina imaju snazan IFN-y odgovor usporediv s onim u
odraslih, $to upucuje na zakljucak da osjetljivost IGR-testova ne bi trebala biti smanjena
u djece manje zivotne dobi (113). Neki su autori ustanovili nize vrijednosti IFN-y nakon
stimulacije mitogenom PHA, otvorivsi pitanje grani¢ne vrijednosti za IGRA-test (127,
135). Naime, grani¢na vrijednost od 0,35 IU/mL koja se primjenjuje i u djece zapravo je
utvrdena za odrasle u Japanu (111). Pretpostavljaju¢i da djeca nize zivotne dobi
proizvode prosjecno manje IFN-y nego starija djeca, predlozena je korekcija grani¢ne
vrijednosti za mladu djecu (127, 137), kako bi se povecala osjetljivost IGRA-testova za
dijagnozu LTBI. Dobiveni rezultati nisu u skladu s tim zaklju¢kom, jer nije ustanovljen
smanjen odgovor limfocita T na stimulaciju mikobakterijskim antigenima u djece mlade
zivotne dobi, §to djelomi¢no mozemo objasniti i zdravom populacijom djece koju smo
ispitivali. Stovi$e u ovom istraZivanju koncentracija IFN-y nakon stimulacije limfocita s
PHA, nije ovisila o dobi djece, $to ukazuje da su limfociti T u djeca najmanje zivotne
dobi sposobni odgovoriti i na poticaj antigenom.

IGRA-testom se odreduje koli¢ina IFN-y oslobodena iz limfocita T prethodno izlozenim
antigenima specificnim za M. tuberculosis (ESAT-6, CFP-10 i TB7.7) koji razlikuju M.
tuberculosis od vecine drugih mikobakterija (111). No, ovdje je potrebno naglasiti da
sljedece atipicne mikobakterije M. kansasii, M. szulgai, M. marinum, M. flasences 1 M.

gastrii dijele neke zajedniCke antigene s M. tuberculosis, te na taj na¢in mogu dovesti do
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pozitivnih (lazno pozitivnih) rezultata IGRA-testa (138). Lazno negativni rezultati IGRA-
testova mogu ukazati na imunokompromitiranog ispitanika ili pogreske u prikupljanju
uzorka krvi (139). U tim je slucajevima potrebno serijsko odredivanje koncentracije IFN-
v, kako bi se utvrdilo da se radilo o lazno negativhom rezultatu u slucaju konverzije
negativnog u pozitivni rezultat (139). U takvim slucajevima preporuca se ponoviti test 8-
10 tjedana nakon zavrSetka kontakta s bolesnikom koji boluje od aktivne TBC (140).
Serijskim odredivanjem koncentracije IFN-y u djece izlozene aktivnoj TBC, moguce je
pratiti dinamiku kretanja koncentracije IFN-y. Nedostatni su podatci o dinamici
koncentracije IFN-y za vrijeme LTBI ili aktivhe TBC, posebno u djece. Rezultati studije
Nenadi¢ i sur. su pokazali da vecina djece s LTBI i1 aktivnom TBC nakon provedene
terapije i1 nadalje imaju pozitivan rezultat IGRA-testa, ukazuju¢i da IGRA-testovi nisu
pogodni za pracenje uspjeha terapije (141). Prema Pai, serijskim odredivanjem IFN-y
otkrivaju se Cetiri moguca fenotipa: perzistentno pozitivni (osobe koje su stalno pozitivne
kroz duzi vremenski period), stabilni konverteri (osobe koje postaju pozitivne, te
zadrzavaju pozitivnost kroz odredeno vrijeme), nestabilni konverteri (osobe koje postaju
pozitivne, a nakon nekog vremena se negativiziraju), te perzistentno negativni (osobe
koje su stalno negativne kroz duzi vremenski period) (142). Buduce studije bi trebale
razjasniti prognosticku vrijednost svakog od ovih fenotipova. Pod konverzijom
podrazumijevamo promjenu koncentracije IFN-y iz negativne u pozitivnu, a reverzija
podrazumijeva promjenu iz pozitivne u negativhu. Budu¢i da nema konsenzusa o
intervalu nesigurnosti, tzv. sivoj zoni grani¢nih vrijednosti koncentracije IFN-y, reverziju
i konverziju je tesko interpretirati. Tako su Pai i sur. predlozili primjenu nesigurnog

intervala koncentracije IFN-y za interpretaciju serijskog testiranja u rasponu od 0,20 —
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0,50 TU/m (143). To znaci da su vrijednosti koncentracije IFN-y <0,20 IU/mL i >0,50
IU/mL stvarno negativne i stvarno pozitivne, a promjene koncentracije IFN-y unutar
navedenog intervala se smatraju ,,nesigurnom konverzijom® i ,,nesigurnom reverzijom-.
Ringshausen i sur. su u svome istrazivanju primjenili raspon koncentracije IFN-y od 0,20
— 0,70 IU/mL kao grani¢ni raspon, a porast koncentracije IFN-y od negativne < 0,35
IU/mL na vrijednost >0,70 IU/mL definirali kao pravu konverziju (144). Prema
Veerapathran i sur. o konverziji IFN-y govorimo kada su zadovoljena dva kriterija:
promjena vrijednosti iz negativne u pozitivnu, te porast koncentracije IFN-y za najmanje
30% od pocetne koncentracije (145). Iz navednog se moze zakljuciti da je za preciznu
interpretaciju serijskog testiranja koncentracije IFN-y u djece nuzno to¢no definirati
konverziju, reverziju i interval nesigurnosti.

Velika prednost IGRA-testova, u odnosu na TST, je i moguénosti odredivanja pozitivne i
negativne kontrole. Pozitivna kontrola s mitogenikom PHA sluzi za provjeru imunog
statusa ispitanika i provjeru ispravnosti postupanja s uzorkom kako bi se izbjegli moguci
lazno negativni rezultati, dok negativna kontrola daje uvid u koli¢inu IFN-y koji je
prisutan u cirkulaciji neovisno o podrazajima ex vivo.

U nekim se istrazivanjima ukazalo na problem neodredivih rezultata, rezultata IGRA-
testa, kada nije moguce odrediti koncentraciju IFN-y. U nasem istrazivanju odredivanje
koncentracije IFN-y nije rezultirao niti jednim neodredivim rezultatom S§to je
najvjerojatnije posljedica standardizacije predanalitiCkih i1 analitickih postupaka, te
zdrave populacije djece nasSih ispitanika. Prema podatcima Bianchi i sur (128), Lighter i
sur., (135) te Zrinski Topi¢ i sur. (146) rutinska upotreba IGRA-testa u

imunokompetentne djece daje vrlo malo neodredivih rezultata (0,6%; 1,4%; 0,46%).
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Medutim, radovi Kampmann i sur.(126), Detjen i sur. (95) i Bergamini i sur. (147)
izvjes¢uju o znatno vecem broju (6,7%; 6,8%; 16,4%) neodredivih rezultata. Kao moguce
razloge za pojavu neodredivih rezultata najcesc¢e navode dob djece ili tehnicke pogreske
kod uzimanja uzoraka i postupanja s uzorcima. U radu Connell i sur. (148) opisana je
znatno veca pojavnost neodredivih rezultata u djece mlade od tri godine (12,5%) naspram
samo 1,1% u starije djece, dok je u istrazivanju Bergamini i sur.(147) razlika jo$
izrazenija; 21,5% neodredivih rezultata u djece mlade od Cetiri godine u odnosu na 0,4%
u djece starije od Cetiri godine. U oba navedena rada broj djece u mladim podskupinama
bio je mali; 16 odnosno 65 u odnosu na radove gdje se opisuje mali udio neodredivih
rezultata: 152 ispitanika mlada od 4 godine (128), odnosno 313 djece mlade od 5 godina
(146), sto je jedan od mogucih razloga visokom udjelu neodredivih rezultata. Prema
nekim autorima postoji povezanost izmedu proizvodnje IFN-y i dobi (135, 149), pa je
prema Haustein i sur. mlada dob povezana s veCom vjerojatnoséu neodredivih rezultata
odredivanja koncentracije IFN-y u imunokompetentne djece. Autori ¢ak predlazu da se
granicna vrijednost za pozitivnu kontrolu prilagodi dje¢jim sposobnostima sinteze [FN-y.
Pouzdanost IGRA metoda podlozna je predanalitickim i analitickim ¢imbenicima. Kako
bi se izbjegle moguce tehnicke pogreske i smanjio broj eventualnih zahtijeva za novim
uzorcima potrebno je standardizirati predanaliticku i analiticku fazu tako da uzorkovanje
provode dobro izvjezbani vadioci, period od uzorkovanja do inkubacije bude podjednak
za sve uzorke, podjednako vrijeme trajanja inkubacije, te da se analiticki dio provodi
striktno prema uputama proizvodaca. Na taj nacin sigurni smo da neodredivi rezultati
nisu uzrokovani predanalitickim 1/ili analitickim c¢imbenicima. Prema do sada

objavljenim podatcima, prvenstveno u odraslih ispitanika, poznata su brojna klinicka
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stanja koja mogu doprinijeti pojavi neodredivih rezultata. Terapija imunosupresivnim
lijekovima, transplantacija organa, maligne bolesti i primarne imunodeficijencije su
najc¢es¢a imunokompromitirana stanja koja se povezuju s pojavom neodredivih rezultata
u djece (149). Ce$éa pojava neodredivih rezultata opisana je u akutnoj tuberkulozi (126,
149) ili pneumoniji (95). Takoder je poznato da B-laktamski benzilpenicilin konjugira s
IFN-y, selektivno smanjuju¢i aktivnost IFN-y, te na taj nacin ometa odredivanje
koncentracije IFN-y (150), pa se svakako preporuca odgoditi odredivanje koncentracije
IFN-y u djece koja su pod terapijom B-laktamskim antibiotikom. Prema radu Downing i
sur. blaga hipertermija moze potaknuti sintezu IFN-y dok Huang i sur. smatraju da
vru¢ica moze djelovati kao fizioloski adjuvans na Tyl stanice (151, 152). Limfopenija,
posebice smanjen broj CD4 * stanica, &esto je opisani laboratorijski nalaz koji se dovodi u
vezu s  pojavom neodredivih rezultata (153, 154), dok su hipoproteinemija i
hipoalbuminemija opisane samo u ispitanika starijih od 80 godina (155). Kao jedan od
dodatnih, mogucih rizi¢nih ¢imbenika namece se i atopija. Supresivni u¢inak IFN-y na
alergen-specificni  imunoloSki odgovor posredovan je mnogobrojnim mehanizmima
(156). U atopicara je smanjen broj stanica koje stvaraju IFN-y u usporedbi sa zdravim
ispitanicima, a nedostatan Tyl imunoloSki odgovor narusava neophodnu ravnotezu
izmedu Tyl 1 Ty2 imunoreakcije i pogoduje razvoju alergijskih bolesti. Kako bi se
izbjegla pojavnost neodredivih rezultata i opetovano uzorkovanje te smanjili materijalni
troskovi IGRA je bolje izvoditi nakon akutne upale.

Rizik razvoja aktivne TBC nakon akutne infekcije u male djece je velik, pa je rano
otkrivanje djece inficirane s M. tuberculosis glavni ¢imbenik u prevenciji akutne TBC.

Djeca sa TST-pozitivnom/ IGRA-pozitivnom sukladnos¢u vrlo vjerojatno imaju LTBI i
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trebaju dobiti odgovaraju¢u kemoprofilaksu. Djeca s TST-negativnom/IGRA-pozitivnom
nesukladno$¢u su vrlo vjerojatno stvarno inficirana s M. tuberculosis zbog visoke
specificnosti IGRA, te takoder trebaju biti adekvatno tretirana.

U djece s TST-pozitivnom/IGRA-negativnom nesukladno$¢u rezultata postoji velika
vjerojatnost da je TST pozitivan zbog niske specificnosti TST-a u djece koja su primila
BCG-cjepivo, pa bi serijsko odredivanje IFN-y moglo biti korisno u dobivanju pouzdane
dijagnoze i donosenju odluke da li je pozitivan TST posljedica infekcije s M. tuberculosis
ili lazno pozitivne reakcije. Prema rezultatima istrazivanja kojeg su proveli Higuchi i sur.
u djece Skolske dobi koja su bila u kontaktu s aktivnom TBC, svima s TST-
pozitivnom/IGR A-negativnom nesukladno$¢u ne bi se trebala preporuciti profilakticka
terapija (157). Naime, u prospektivnom pracenju tijekom 3,5 godine niti jedno dijete s
TST-pozitivnom/I[GRA-negativnom nesukladnos¢u rezultata nije razvilo aktivnu TBC
iako nitko nije uzimao profilakticku terapiju. Medutim, takav pristup zahtijeva daljnja
istrazivanja i1 provjere valjanosti. Istrazivanje Diel i sur. provedeno na 106 djece koja su
bila u bliskom kontaktu s aktivnom TBC pokazalo je da IGRA-test ima 100% negativnu
prediktivnu vrijednost, jer niti jedno dijete s negativnim IGRA-testom tijekom pracenja
od 3,7 godina, a bez ordinirane profilakticke terapije nije razvilo aktivnu bolest (158). No,
6 od 21 (28,6%) djeteta s pozitivnim rezultatom IGRA-testa, koja nisu tretirana razvila su
aktivnu bolest, §to je statistiCki znacajno viSe nego u odraslih ispitanika iz istog
istrazivanja (10,3%) potvrdujuci od ranije poznatu ¢injenicu da je rizik od razvoja aktivne
bolesti nakon akutne infekcije u djece znatno veéi nego u odraslih.

Budu¢i da su rezultati ovog istrazivanja pokazali da koncentracija IFN-y ne ovisi o dobi

djeteta, IGRA-test moze se, u svrhu otkrivanja LTBI-a primijeniti i u djece dojenacke
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dobi, Sto znaci da vrlo rana zivotna dob ne ogranicava njegovu provedbu. No, bez dobro
definiranih grani¢nih vrijednosti i bez postojanja zlatnog standarda za dijagnostiku LTBI
ne moze se ustvrditi koja metoda, IGRA 1ili TST, ima bolju dijagnosticku vrijednost. U
slozenom postupku dijagnosticiranja LTBI-a, kada postoje nesukladni rezultati TST-a i
IGRA-testa, odredivanje koncentracije IFN-y moze biti klju¢no u odluci hoc¢e 1i se kod
odredenog djeteta primijeniti preventivna terapija (iako je TST negativan) ili ¢e se upravo
temeljem negativnog testa (iako je TST pozitivan) izbje¢i nepotrebna kemoprofilaksa. U
tom smislu odredivanje koncentracije IFN-y doprinosi boljoj i preciznijoj zahtjevnoj

dijagnostici LTBI u djece mlade od pet godina.
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6. ZAKLJUCCI

l.

Bliski kontakt s odraslim tuberkuloznim bolesnikom, koji je utvrden u 62%
ispitivane djece gotovo dvostruko povecava rizik pojave LTBI (OR za TST =
1,93, p=0,047; OR za IFN-y =1,99, p=0,0002, Tablice 7 i 8).

U djece mlade od dvije godine rizik za pojavu LTBI-a trostruko je ve¢i ako
odrasla oboljela osoba ima pozitivan nalaz M. tuberculosis u bioloskom
uzorku (OR za TST = 2,88, p=0,038 OR za IFN-y =3,00, p=0,045, Tablice 10
i1l).

U djece u dobi od dvije do pet godina rizik za pojavu LTBI je gotovo
peterostruko vec¢i ako odrasla oboljela osoba ima pozitivan nalaz M.
tuberculosis u bioloskom uzorku (OR za TST i za IFN-y =4,89, p=0,002,
Tablice 13 1 14).

U slucaju sukladnih testova TST i IFN-y pokazalo se da su prediktivni faktori
rizika bili nalaz kaverni u radiogramu pluc¢a odrasle osobe (OR = 13,38,

p<0,0001) i nalaz ARB-a (OR = 6,18, p<0,0001), Tablica 9.

. U djece mlade od dvije godine rizik pojave LTBI-a kod nalaza kaverni na

radiogramu pluca odrasle osobe bio je znacajno veci (OR = 19,17, p=0,002)
nego u djece u dobi od dvije do pet godina (OR = 9,75, p=0,001). Rizik
pojave LTBI-a zbog pozitivnog nalaza ARB-a bio je podjednak u mlade (OR

= 5,48, p=0,020) i u starije djece (OR = 6,50, p=0,002), Tablice 12 i 15.

Nije postojala statisticki znacajna razlika (p = 0,058) u bazicnoj koncentraciji

IFN-y izmedu mlade i starije djece, Slika 20. Koncentracija [FN-y (x = SD)u
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7.

10.

11.

12.

djece u dobi do dvije godine bila je 0,09 + 0,04 IU/mL, a u djece u dobi vecoj

od dvije godine bila je [M(IQR) = 0,07(0,05-0,10) IU/mL].

Nije postojala statisticki znacajna razlika (p = 0,544) u koncentraciji IFN-y
nakon stimulacije fitohemaglutininom izmedu djece mlade dobi i djece starije
dobi, Slika 21. Koncentracija IFN-y (x + SD) djece u dobi do dvije godine
bila je 11,59 £ 6,00 IU/mL, a u djece u dobi vecoj od dvije godine bila je

10,94 + 5,65 TU/mL.

Razlika u koncentraciji IFN-y (x + SD) nakon stimulacije mikobakterijskim
antigenima izmedu djece mlade od dvije godine (11,75 £ 8,77 IU/mL) i djece
starije od dvije godine (7,74 + 5,22 IU/mL) nije bila statisticki znacajna (p =

0,073), Slika 22.

Koncentracija IFN-y nakon stimulacije limfocita s PHA nije ovisila o dobi ni
u djece mlade od dvije godine (r=0,281, p=0,031) ni u djece starije od dvije
godine (R=-0,047, p=0,714), Slika 26.

Koncentracija IFN-y nakon stimulacije limfocita s mikobakterijskim
antigenima nije ovisila o dobi ni u djece mlade od dvije godine (r=0,166,
p=0,202) ni u djece starije od dvije godine (R=-0,061, p=0,637), Tablica 20.
Ukupna sukladnost TST-a i IFN-y postojala je u 85% djece (oba pozitivna
testa pozitivna u 15% djece, oba negativna testa u 70% djece), k = 0,588,
Tablica 16.

Granicna vrijednost koncentracije IFN-y od 0,35 IU/mL imala je dijagnosticku

osjetljivost 64%, dijagnosticku specificnost 91%, PPV 69% i NPV 90%.
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13. Odredivanje koncentracije IFN-y moze doprinijeti preciznijoj dijagnostici
LTBI u imunokompetentne djece mlade od pet godina, poglavito u djece s

nesukladnim rezultatima TST-a i [FN-y.
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7. SAZETAK

Uvod: Odredivanje koncentracije IFN-y nakon stimulacije limfocita s antigenima
mikobakterija tuberkuloze omogucuje ispitivanje stanicnog imunoloskog odgovora u
imunokompetentne djece koja su zbog bliskog kontakta s odraslom oboljelom osobom,
inficirane s M. tuberculosis.

Ciljevi: 1. odrediti utjecaj epidemioloskih ¢imbenika na koncentraciju IFN-y, 2. ispitati
utjecaj rizika infektivnih indikatora na pojavu pojavu latentne tuberkulozne infekcije
(LTBI), 3. odrediti utjecaj dobi na koncentraciju IFN-y, te 4. odrediti podudarnost nalaza
IFN-y irezultata TST-a.

Materijal i metode: Ukljucena su BCG-irana djeca u dobi do 5 godina, koja su zbog
kontakta s bolesnikom oboljelim od tuberkuloze bila upucena radi otkrivanja LTBI-a.
Tuberkulinski kozni test proveden je s 2 jedinice standardizirane otopine PPD-a
(Tuberkulin PPD RT23, Statens Serum Institute, Copenhagen, Danska) metodom
Mantouxa, a veli¢ina induracije oCitavala se nakon 72 sata. Koncentracija IFN-y
izmjerena je metodom ELISA nakon inkubacije limfocita s antigenima mikobakterija
tuberkuloze (peptidi ESAT-6, CFP-10 i TB7.7). Primijenjena je metoda QuantiFERON-
TB Gold In Tube (Cellestis Ltd., Carnegie, Australija).

Rezultati: Na pojavu LTBI utjecali su: bliski kontakt s tuberkuloznim bolesnikom, nalaz
kaverni u radiogramu plu¢a, nalaz acidorezistentnih bacila i nalaz mikobakterija
tuberkuloze u bioloskim uzorcima odraslih osoba iz kontakta s ispitivanom djecom.
Koncentracija IFN-y nije ovisila o dobi djece. Ukupna sukladnost TST-a i IFN-y

postojala je u 85% djece (koeficijent sukladnosti, k = 0,588).
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Zakljucak: Odredivanje koncentracije IFN-y moze doprinijeti preciznijoj dijagnostici
LTBI u imunokompetentne djece mlade od pet godina, poglavito u djece s nesukladnim

rezultatima TST-a i [FN-y.

Kljucne rijeci: djeca, interferon-gama, latentna tuberkulozna infekcija
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8. SUMMARY

Diagnostic value of interferon gamma from lymphocytes of children under five
years with latent tuberculosis infection

Background: Determination of concentration of IFN-y released from T lymphocytes upon
stimulation with M. tuberculosis-specific antigens allows testing of cellular immune
response in immunocompentent children who are infected with M. tuberculosis because
of exposure to a case of active TB.

Aims: 1) to assess the influence of epidemiological factors on the concentration of IFN-y,
2) to assess the influence of infectivity of adult source case on the occurrence of LTBI, 3)
to investigate the impact of age on results of [FN-y, and 4) to determine the agreement
between IFN-y and TST results.

Subjects and methods: We investigated children who had received compulsory BCG
vaccination at birth because of history of exposure to a case of TB. TST was performed
with two tuberculin units of standardized purified protein derivative (PPD) solution
(Tuberculin PPD RT 23, Statens Serum Institute, Copenhagen, Denmark) by Mantoux
method and transverse induration was measured 72 hours later. IFN-y, using a
commercial QuantiFERON-TB Gold In Tube test (Cellestis Ltd., Carnegie, Australia)
was measured by ELISA method after the stimulation of T lymphocytes with M.
tuberculosis-specific antigens (ESAT-6, CFP-10 and TB7.7).

Results: The results of the study demonstrate that the presence of cavitary lesions in adult
source case, close contact with adult source case, AFB smear positivity status and

positive culture status were associated with occurrence of LTBI in children. There was no
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evidence of age having impact on the concentration of IFN-y. A moderate concordance
between TST and IFN-y was confirmed (85%, k = 0,588).

Conclusion: Determination of IFN-y may contribute to more precise diagnosis of LTBI in
immunocompetent children less than five years of age, especially in children with

discordant TST and IFN-y results.

Key words: children, interferon gamma, latent tuberculosis infection
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Prijavom i izradom rada iz latentne tuberkulozne infekcije Zelim dati doprinos boljem
razmijevanju utjecaja izlozenosti djece mlade od pet godina u kontaktu s bolesnicima koji

boluju od aktivne tuberkuloze.
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Clan sam Hrvatske lije¢nicke komore, Hrvatskog lije¢ni¢kog zbora, Hrvatskog
pedijatrijskog drustva, Hrvatskog drustva za pedijatrijsku pulmologiju i Europskog

respiratornog drustva.
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