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Nye analysemetoder av blod
for pavisning av tuberkulose

Nye, spesifikke analyser av blodpre-
ver for pavisning av infeksjon med
Mycobacterium tuberculosis kan
representere et diagnostisk frem-
skritt, badde ved latent tuberkulose og
ved mistanke om aktiv tuberkulas
sykdom. Testene krever bare ett
besak, gir et ja/nei-svar, har hay spe-
sifisitet og krever ikke spesielt utdan-
net personell for setting og tolking.
Dersom de lovende erfaringer kan
bekreftes i klinisk praksis, kan den
kutane tuberkulintesten ha utspilt sin
rolle i kontrollen av tuberkulose.

Kutan tuberkulintest har i rundt 100 ar veert
det viktigste diagnostiske hjelpemidlet ved
oppsporing av tuberkulosesmittede i miljoet
rundt en smitteforende tuberkulose (1).

I Norge har Pirquets metode vert brukt,
inntil Mantoux-metoden ble innfert i 2004.
Testen krever oppleering av personell

1 setting og tolking av preven, og testper-
sonen ma komme tilbake for avlesning etter
2-3 dogn. Mange kommer ikke til avles-
ning (2). Testen er uspesifikk, fordi BCG-
vaksinering ogsa ferer til positiv tuberku-
lintest. Dersom en person bade er BCG-
vaksinert og er blitt eksponert for tuberku-
lose, kan det vaere umulig & avgjere om
vedkommende er blitt smittet eller ikke.
Tuberkulintesten kan ogsa vare positiv ved
infeksjon med atypiske mykobakterier.

Gjennom flere artier har det vaert drevet
forskning pd mykobakterielle antigener.
Hovedmalet for denne forskningen har vert
onsket om en mer effektiv vaksine mot
tuberkulose enn BCG-vaksinen. Et resultat
av denne forskningen er nye analyseme-
toder av blod som paviser infeksjon med
tuberkulose pa en sikrere méte. Ved filtre-
ring av mykobakteriekulturer fremkommer
det komplekse blandinger av proteiner.
Interessen har serlig konsentrert seg om
proteiner som Mycobacterium tuberculosis
utskiller aktivt, da disse trolig setter i gang
en immunreaksjon hos den smittede i en
tidlig fase av infeksjonen.

11995 karakteriserte en forskergruppe
ved Statens Seruminstitutt i Kebenhavn et
nytt smamolekylert antigen (3) som blir
utskilt aktivt under bakteriell vekst. Det ble
kalt ESAT-6 (6 kDa early secretory anti-
genic target) og kodes av et genomrade i
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M tuberculosis-komplekset (dvs. M tuber-
culosis, M africanum, M bovis, M microti).
Proteinet viste seg & ha en uvanlig evne til
a provosere en immunrespons i form av
produksjon av interferon-y fra vertens
T-lymfocytter. Fra samme genomréade hos
M tuberculosis, kalt RD1 (region of diffe-
rence 1), ble det si karakterisert et annet
lavmolekyleert kultur-filtrat-protein, CFP-
10, som kodes av et tilstotende gen (4).
CFP-10 synes a ha de samme egenskaper
som ESAT-6, og ved a kombinere de to i en
diagnostisk test gkes sensitiviteten (5).
BCG-stammen (Bacillus Calmette-
Guérin; BCG) ble i begynnelsen av 1920-
arene fremstilt ved en laboratoriemessig
svekking av en M .bovis-stamme. Det er hol-
depunkter for at bakterien under denne svek-
kingsprosessen faktisk mistet RD1-genom-
radet som koder for ESAT-6/CFP-10, og
dermed skiller BCG ikke ut disse proteinene
(6). RD1-omrddet har for gvrig vist seg
a veere helt essensielt for virulensen av M
tuberculosis (7). En blodpreve som maler
interferon-y-respons som folge av ESAT-6/
CFP-10-stimulering, vil altsa ikke bli positiv
som folge av BCG-vaksine, og vil heller ikke
sla ut ved infeksjon med de fleste atypiske
mykobakterier, som heller ikke utskiller
ESAT-6/CFP-10. Enkelte unntak finnes:
M kansasii, M marinum, og M szulgai.

Nye analysemetoder

To blodtester er nd kommersielt tilgjengelig
og maler, ved helt ulik metodikk, hvorvidt
testpersonens T-lymfocytter produserer
interferon-y ved eksponering for ESAT-6-
og/eller CFP-10-antigenene. De kalles
RD1-interferon-y-baserte tester. Begge
tester trenger kun ett besgk med fullblod-
prove fra testpersonen.

QuantiFERON-TB Gold (Cellestis Inter-
national, Australia) ble godkjent av lege-
middelmyndighetene 1 USA i desember
2004. Sa snart som mulig etter provetaking
og senest innen 12 timer, inkuberes testper-
sonens hepariniserte fullblodpreve
i brenner som tilsettes henholdsvis positiv
kontroll (mitogen), negativ kontroll (salt-
vann) og tuberkulinantigenene ESAT-6 og
CFP-10. Det hgstede plasma fra disse bren-
nene kan, hvis enskelig, lagres i kjoleskaps-
temperatur (2—8 °C) i opptil 14 dager, ev.
nedfryst ved < +20 °C i minst tre maneder.
Pavisning av interferon-y gjores ved
ELISA-teknikk, og prosedyren er oppgitt
a ta ca. tre timer. Konsentrasjonen av inter-
feron-y avleses maskinelt.

CLINISPOT (Oxford Immunotec, UK)
benytter enzym-linkede immunospotassay
pa mikrotiterplater (ELISPOT). Blod
samles i spesielle blodpreveglass, og mono-
nukleere celler separeres etter standardme-
toder. Fire brenner per testperson tilsettes
henholdsvis negativt kontrollmedium,
positiv kontroll (mitogen), ESAT-6 og CPR-
10. P4 forhénd er brennene dekket med en
membran som inneholder anti-interferon-y.
Hyvis testpersonen har T-lymfocytter som
reagerer med interferon-y-produksjon ved
eksponering for M tuberculosis-antigenene,
vil interferon-y binde seg til antistoffene i
membranen pa det stedet lymfocytten
ligger. Etter en utvaskingsprosedyre som
fjerner overfledige celler og antigener, til-
settes et sekundeert interferon-y-antistoff
som er merket med et fargestoff. Pa denne
méten fremkommer det «fotavtrykk» etter
disse lymfocyttene, som ses som meorke
prikker (spots), som kan telles manuelt eller
ved en spesiell tellemaskin fra produsenten.
Begge testene kan gi svar samme dag eller
dagen etter provetakingen.

Testene er kvantitative, men basert pa
utarbeidede grenseverdier gir de et ja/nei-
svar. Det er hittil ikke gjort studier der man
har sammenliknet de to testenes ytelse
direkte. QuantiFERON-TB Gold er opp-
fattet som logistisk enklere, mens man kan
tenke seg at CLINISPOT™ har en hoyere
sensitivitet, serlig hos immunkompromit-
terte personer med fa T-lymfocytter. Dette
henger sammen med ELISPOT-metodik-
kens generelt meget haye sensitivitet.

Latent tuberkulose

Sensitiviteten ved tuberkulosesmitte uten
sykdom er ikke mulig & fastsla eksakt, da
det ikke finnes noen gullstandard. Imid-
lertid kan flere studier tyde pa at de RD1-
interferon-y-baserte testene, der man kom-
binerer bdde ESAT-6 og CFP-10, har en
sensitivitet som er like god eller bedre enn
tuberkulintesten hos narkontakter til per-
soner med smittefarende tuberkulose
(8-12).

Nér det gjelder spesifisitet, synes stu-
diene a bekrefte at testene er betydelig
bedre enn tuberkulintesten. Et stort praktisk
problem ved tuberkulinundersekelse av for
eksempel skolebarn i Norge med gammelt
tuberkulin (OT) eller renset proteinderivat
(purified protein derivate; PPD) har veert
det store antall positive tester uten anam-
nestiske opplysninger om kontakt med
pasienter med tuberkulose. Hos en BCG-
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vaksinert gruppe pa 216 personer i Japan
uten kjent tuberkuloseeksponering hadde
kun 2 % positiv Quantiferon-test, mens

65 % av de 113 som hadde tilgjengelig
tuberkulintest, var positive (13). Studier
foretatt under utbrudd av tuberkulose pé en
skole viste at ELISPOT-testen korrelerte
bedre enn tuberkulintest (Heaf) med grad av
eksponering for tuberkulosesmitte (10).
Ved et smitteutbrudd av multiresistent
tuberkulose ved en fodeavdeling korrelerte
ELISPOT-testen bedre enn tuberkulintest ad
modum Mantoux med grad av eksponering.
Hos to spedbarn var ELISPOT-testen
positiv, men ingen av barna hadde positiv
Mantoux-test (14).

Et problem kan vere falskt positive
prover pga. atypiske mykobakterier. En
mindre studie paviste positive utslag pa
RD1-interferon-y-baserte tester ved infek-
sjoner med M marinum og M kansasii, men
det ble ogsa pavist positive utslag hos friske
individer som eide akvarier, eller som
hadde yrker som kan medfere utstrakt eks-
ponering for atypiske mykobakterier (vete-
rinerer, blomsterdyrkere) (15). Hvorvidt
RD I-relaterte gener hos atypiske myko-
bakterier og andre bakterier i naturen kan gi
falskt positive prover, krever neermere
undersokelser.

Aktiv tuberkulose

Kutan tuberkulintest er ansett som et darlig
diagnostisk hjelpemiddel ved aktiv tuberku-
lose, fordi sykdommen svekker immunre-
aksjonen. En pa forhand positiv tuberkulin-
reaksjon kan under en sver tuberkulose bli
negativ («anergi»). | diagnostikken av aktiv
tuberkulose vil gullstandarden vare pavis-
ning av M tuberculosis ved dyrking.

I enkelte uavklarte tilfeller kan det veere
vanskelig & oppné adekvat materiale for
dyrking, og nye felsomme tester vil i slike
situasjoner kunne vare et hjelpemiddel.

I en studie av bakteriologisk verifisert
pulmonal og ekstrapulmonal tuberkulose
var ELISPOT-testen positiv hos 45 av 47
pasienter, mens tuberkulintesten var positiv
hos 18 av 26. Dette gav en sensitivitet av
ELISPOT-testen pa 96 % mot 69 % for
tuberkulintesten. Fire pasienter med milizer-
tuberkulose, en tilstand der tuberkulintesten
oftest er negativ, var alle ELISPOT-positive.
De to pasientene med negativ ELISPOT-test
hadde uttalt lymfopeni (8). I en annen
studie av dyrkingspositive tuberkulose-
pasienter hadde Quantiferon-testen en sen-
sitivitet pa 89 % mot 66 % for Mantoux-
testen, og det var ingen sikker svekking av
Quantiferon-sensitiviteten med gkende
alder, noe man hyppig ser ved tuberkulin-
testen. I gruppen over 70 ar hadde saledes
Quantiferon-testen en sensitivitet pa 87 %
mot 41 % for Mantoux-testen (11). Ogsa
hos HIV-positive pasienter med tuberkulose
har tuberkulintesten begrenset verdi, med
positivt utslag hos 40—60 % (16). I en
studie i Zambia var ELISPOT-testen positiv
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hos 90 % av HIV-positive tuberkulosepa-
sienter (17). Man ma vare oppmerksom pé
at det hos immunkompromitterte kan vaere
sa lite interferon-y-produserende celler at
testene far et negativt resultat. En negativ
test kan ikke utlukke tuberkulose. Den rela-
tive sensitivitet i forhold til nukleinsyream-
plifikasjon (PCR) er usikker.
Diagnostikken av barn med tuberkulose
kan ogsa by pé utfordringer. ELISPOT-
testen er i en studie funnet & ha hoyere dia-
gnostisk sensitivitet enn tuberkulintesten
hos bade barn under tre ar, barn med HIV-
infeksjon og underernaerte barn (18).

Konklusjon

De nye blodtestene pa tuberkulose synes

4 ha et potensial for betydelige fremskritt
innen tuberkulosediagnostikken. Indika-
sjonen for testene er bade miljounderso-
kelser etter utbrudd av smitteferende tuber-
kulose og diagnostikk ved mistanke om
aktiv tuberkulgs sykdom. Det gjenstér & se
om de lovende resultatene sa langt kan
reproduseres i vanlig klinisk praksis. Vi ber
erverve oss kunnskaper om de nye testenes
praktiske anvendelighet, sensitivitet, spesi-
fisitet og kostnader ved den aktuelle tuber-
kulosesituasjonen i Norge. Dette kan bety
et endelig farvel til kutan tuberkulintesting
som rutinemetode og innebzre en betydelig
forenkling av det forebyggende tuberkulo-
searbeidet.
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