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Ny test til diagnostik af tuberkulose

Overlaege Pernille Ravn, reservelaege Michala Vaaben Rose, reservelaege Bolette Sgborg & overlaege Ase Bengard Andersen

Mantoux-hudtesten var indtil for nylig den eneste
indirekte test til diagnostik af infektion med My-
cobacterium tuberculosis, men der er udviklet et nyt
testkoncept, som adskiller sig fra denne ved at vaere
blodprgvebaseret og ved at testantigenerne er langt
mere artsspecifikke end ved det konventionelle tu-
berkulin purified protein derivative (PPD) [1, 2]. Der
er markedsfort to analyser, som begge er baseret pa
maling af den mangde interferon (IFN)-y, en test-
persons lymfocytter frigiver efter in vitro-stimula-
tion med M. tuberculosis-specifikke antigener. Sam-
let betegnes disse assays som interferon gamma
release assays (IGRA). De to IGRA er principielt ens,
men der er tekniske og logistiske forskelle (Tabel
1). Begge analyser vil kunne fa en betydende rolle
som led i udredning for aktiv tuberkulose (TB), til
smitteopsporing isaer blandt bacille Calmette-
Guérin (BCG)-vaccinerede, til screening af patien-
ter fgr immunsuppressiv behandling med f.eks.
tumornekrosefaktor (TNF)-a-ha&mmere og til epi-
demiologiske studier. I det folgende gennemgés for-
dele og ulemper ved og uafklarede spgrgsmél om

disse to assays som vi vurderer, vil veere tuberkuli-
nets aflgser.

INTERFERON GAMMA RELEASE ASSAYS

TIL DIAGNOSTIK AF AKTIV TUBERKULOSE

Diagnostik af aktiv TB er baseret pd pavisning af den
levende sygdomsfremkaldende bakterie, M. tuber-
culosis. Da det langtfra altid er muligt at pévise bak-
terierne, iseer ikke ved ekstrapulmonal TB, anvender
man i klinisk praksis ofte en diagnostisk algoritme,
hvori der indgér anamnese, kliniske, radiologiske og
histologiske fund samt resultatet af Mantoux-hudtest,
og i denne algoritme vil IGRA kunne spille en rolle.
Antallet af publikationer om de nye IGRA er steget
eksponentielt, og i en metaanalyse fra 2007 [3] har
man gennemgaet sensitivitets- og specificitetsdata fra
forskellige studier i perioden frem til oktober 2006.

I metaanalysen blev der fundet en vagtet sensitivitet
af de to markedsforte IGRA, T-SPOT-TB (Oxford
Immunotech, Storbritannien) og Quantiferon-TB
(Cellestis, Australien) (QFT) p& henholdsvis 88%
(95% sikkerhedsinterval (SI): 81-95%) og 76% (SI:
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Sammenligning mellem Mantouxhudtest Quantiferon-TB Gold-In Tube og T-SPOT-TB.
Quantiferon-TB
Navn Mantouxhudtest Gold In-Tube? T-SPOT-TB-test
Testmedium In vivo In vitro In vitro
intrakutan injektion uldblod oprensede mononuklezere celler
Antigener Tuberkulin oprenset proteinderivat Stimulation in vitro i vacutainerrgr indeholdende  Stimulation in vitro i 1-ml-brgnde

Malemetode

Blodmaengde

Tidsramme fra blodprgvetagning
til handtering i laboratoriet?

Inkubation

Hvornar er en test positiv?

ESAT-6, CFP-10, TB 7.7 og fytohaemaglutinin

Diameter af induration i mm
ELISA

0 3ml

Koncentration af IFN-y (IU/ml)

af oprensede lymfocytter med
ESAT-6, CFP-10 og PHA

Antal IFN-y-producerende T-celler
(spot forming units) pr. 250.000
celler ELISPOT

Voksne og bgrn > 10 ar: 8 ml
bgrn 2-9 &r: 4 ml

bgrn <2 ar: 2 ml
immunsupprimerede: 16 ml

Vacutainerrgr kan opbevares ved stuetemperaturi  Maks. 8 timer ved stuetemperatur

16 timer inden inkubation

48-72 timer in vivo

16-24 timer ved 37 °C

16-20 timer ved 37 °C og 5% CO,

Varierende skeeringsvaerdi afhaengig af al-  Nar koncentration af IFN-y 20,35 [U/ml efter anti- ~ N&r antal spots > 6 pr. 250.000 celler

der, tidligere BCG, immun tilstand og pa-  genstimulation fratrukket koncentrationen i den

tientens risiko for at fa TB
kontrolbrgnd

fratrukket antallet spots i den negative

negative kontrol og >25% hgjere end den negative kontrolbrgnd

Hvornar er en test inkonklusiv?  Kan ikke bestemmes, da der ikke er nogen  Nar koncentrationen efter PHA-stimulation < 0,5  Nar den positive kontrol < 20 spots

test for anerqi (tidligere anvendtes
f.eks. Candida som kontrol for anergi)

1U/ml og efter antigenstimulation < 0,35 IU/ml
(begge fratrukket negativ kontrol) eller nar koncen-

trationen af den negative kontrol > 8,0 IU/ml

Sensitivitet aktiv TB

Specificitet

Ikke BCG-vaccinerede
BCG-vaccinerede

Gentagne test

Pris for indkgb af reagenser
Pris inkl. laboratorie- og
personaleudgifter
Producent

Reference

40% (spaendvidde: 25-56%) 15 mm
72% (spaendvidde: 70-83%) 10 mm
85% (spaendvidde: 96-100%)

56% (spaendvidde: 34-78%)

Risiko for booster-effekt

Ca. 10 kr.
Lokale forskelle

Statens Serum Institut, Danmark

www.ssi.dk

76% (spaendvidde: 70-83%)
97% (spaendvidde: 95-99%)
97% (spendvidde: 95-99%)

Intet problem

300 kr.
750 kr. Statens Serum Institut

Cellestis, Australien

www.Cellestis.com

88% (spaendvidde: 81-95%)

92% (spaendvidde: 88-95%)
92% (spaendvidde: 88-95%)
Intet problem

300 kr.
Udbydes ikke i Danmark

Oxford Immunotec, Oxford,
Storbritannien

www.oxfordimmunotec.com

TB = tuberkulose; QFT = Quantiferon-TB; BCG = bacille Calmette-Guérin; PHA = fytohaemagglutinin; IFN = interferon; IU = internationale enheder.

a) Blodprgver til T-SPOT og QFT (heparinversionen) skal opbevares ved stuetemperatur og skal veere i laboratoriet i Igbet af maks. otte timer med henblik pa videre oprensning
og stimulation, da cellerne ellers tager skade. QFT-IT er mere robust, idet blodprgven tages direkte i vacutainerrgr, der indeholder antigener, og rgrene skal blot nd en inkuba-
tor inden for 24 timer. Quantiferon TB-Gold-heparinversionen er ikke naevnt her, da den er ved at blive udsluset til fordel for In Tube-versionen.

70-83%), undersggt hos patienter med pavist eller
sandsynlig TB. Til sammenligning var sensitiviteten
af den konventionelle hudtest 72% (SI: 50-59%) og
40% (SI: 25-56%) med anvendte greenseveerdier pa
10 eller 15 mm induration. I efterfglgende studier og
oversigtsartikler har man fundet lignende resultater
[2, 4-10]. Da IGRA er baserede pa aktivering af vel-
fungerende M. tuberculosis-specifikke T-celler, kan
den suboptimale sensitivitet delvist forklares med
patienternes immunsuppression pa grund af den
igangveerende infektion eller komorbiditet (alkohol-

forbrug, diabetes, hiv mv.). Alternativt kan man
forestille sig, at de specifikke T-celler sgger til infek-
tionsfocus i pleurahule, lunger, lymfeknuder eller ab-
scesser, og dermed er der kun {8 specifikke T-celler
cirkulerende i det perifere blod [11]. IGRA kan an-
vendes som et af flere hjelpemidler i udredningen

af patienter med formodet aktiv TB. Selv om sensi-
tivitet og specificitet af IGRA er bedre end sensitivitet
og specificitet af hudtesten, er sensitiviteten langtfra
perfekt til diagnostik af aktiv TB. Man skal holde sig
klart, at man ikke med nogen af de to IGRA kan
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skelne mellem patienter, der er syge pa grund af

M. tuberculosis, og raske personer, som er latent in-
ficerede. Pa grund af den suboptimale sensitivitet hos
patienter med aktiv TB bgr man ikke alene bruge en
negativ IGRA til at udelukke aktiv TB.

SMITTEOPSPORING OG DIAGNOSTIK

AF LATENT TUBERKULOSEINFEKTION

Diagnostik af latent TB-infektion (LTBI) er relevant
som led i smitteopsporing, screening af risikogrupper
og i epidemiologiske studier. Malet er at identificere
personer, der har behov for forebyggende behand-
ling, fordi de er i risiko for at f4 aktiv TB efter nylig
eksposition, eller fordi de skal i behandling med im-
munsuppressiv medicin som f.eks. TNF-o-ha&mmere
[12, 13]. Oprenset tuberkulin-PPD har veeret p& mar-
kedet siden 1908 og er anvendt hos over en milliard
mennesker, men Mantouxt-testen begreenses i praksis
af lav specificitet blandt de BCG-vaccinerede [2, 12,
14-18] og ringe sensitivitet hos de immunsupprime-
rede [7, 12, 13, 19-22]. I metaanalysen fandt man en
hej specificitet pd 97% (SI: 95-99%) for QFT og 92%
(SI: 88-95%) for T-SPOT-TB, som var helt uathangig
af BCG-status [3]. Til sammenligning var specifici-
teten af hudtesten hos BCG-vaccinerede kun 56%
(SI: 34-78%) og 98 (SI: 96-100%) blandt ikke-BCG-
vaccinerede. I lav- savel som i hgjincidenslande har
man i talrige studier pavist, at en positiv IGRA er
steerkt associeret med risikofaktorer for TB-infektion,
f.eks. teet og langvarig kontakt med en person med
smitsom TB, men ikke er associeret med BCG-vacci-
nationsstatus, hvorimod en positiv hudtest er asso-
cieret med bade TB-eksposition og tidligere BCG-
vaccination [14, 17, 23, 24].

Hidtil har det store spgrgsmal veret, om der var
en gget risiko for at fa aktiv TB, hvis man havde en
positiv IGRA-test. Det er nu pavist i et tysk studie, at
personer med en positiv QFT-test efter eksposition
har en gget risiko for at fa aktiv TB: I studiet s& man,
at seks ud af 41 (14,6%) QFT-positive, TB-ekspone-
rede personer, som ikke fik isoniazidprofylakse, fik
aktiv TB i lgbet af 12-24 méaneder efter eksposition.
Ingen af de QFT-negative og ingen af de 25 QFT-
positive, der tog isoniazidprofylakse fik aktiv TB [15].
Kun 2,3% af 219 hudtestpositive personer fik aktiv
TB, og alle disse var QFT-positive.

I et prospektivt studie fulgte man 830 QFT-IT-
testede hiv-positive og fandt, at 8,6% af QFT-IT-po-
sitive patienter udviklede aktiv TB i lgbet af 1-2 &r
efter, at prgven var taget, hvorimod ingen af 739 med
en negativ QFT-test udviklede TB. Disse to studier ty-
der pé en meget hgj negativ praediktiv veerdi blandt
immunkompetente raske og velbehandlede hiv-posi-
tive patienter fra et lavendemisk omréde.

Disse to studier og resultaterne af et tidligere
studie fra Etiopien [26] tyder pa, at der er en gget
risiko for at f& TB ved en positiv IGRA. I to store stu-
dier fra henholdsvis Gambia [27] og Tyrkiet fandt
man en lille, men signifikant gget risiko for at udvikle
aktiv TB, hvis man var IGRA- eller hudtestpositiv.
Man fandt her, at en del personer med en negativ
IGRA eller en negativ hudtest ogsé fik aktiv TB. Den
her fundne lavere negative preediktive veerdi i et hgj-
og mesoendemisk omréde kan forklares med stor
risiko for reinfektion i observationsperioden eller
lavere sensitivitet end forventet pga. komorbiditet og
alder: I Gambia var en del af personerne hiv-positive,
i Tyrkiet var der tale om bgrn. I Danmark har vi an-
vendt hudtest som redskab til smitteopsporing, og
vi har i praksis ikke kunnet tilbyde BCG-vaccinerede
med en positiv hudtest andet end rgntgenkontrol
med henblik pd at udelukke aktiv TB. Der er dog
ingen tvivl om, at der blandt voksne i Danmark er
mange, der har en falsk positiv hudtest pa grund af
BCG-vaccination. Vi har f.eks. fundet, at 33% af i
gvrigt raske personer, der var ansat i sygehusvasnet,
havde en positiv hudtest, hvorimod kun 1,2% havde
en positiv QFT-test [16], og samme forskelle mellem

Interferon gamma release assays versus Mantouxtest

Interferon gamma release assays (IGRA) er mere specifikke for tuberkulose (TB), end hudtesten er,
og er ikke pavirket af tidligere bacille Calmette-Guérin (BCG)-vaccination eller Mycobacterium
avium-eksposition. IGRA er mere sensitiv hos immunkompromitterede personer.

Interferon gamma release assays og diagnostik af aktiv tuberkulose

Vil kunne anvendes som supplement til anden udredning, men bgr aldrig erstatte mikroskopi og
dyrkning. Med IGRA kan man ikke skelne mellem aktiv og latent TB-infektion og en negativ IGRA
udelukker ikke aktiv TB. Sensitiviteten ved aktiv TB kan vaere nedsat ved immunsuppression og
sveer TB.

Interferon gamma release assays og screening for latent tuberkulose fgr behandling

med tumornekrosefaktor-a-h@mmere

Med IGRA identificerer man nogle patienter, som ikke ville vaere diagnosticeret korrekt med hudtest
alene. Det bgr derfor anbefales at inkludere en af de to IGRA som screeningsvaerktgj hos denne sar-
bare patientgruppe.

Smitteopsporing blandt i gvrigt raske
Ny screeningsmulighed til voksne BCG-vaccinerede. Ved screening af unge uvaccinerede er der ikke
stor forskel i sensitivitet og specificitet pa hudtest og IGRA, og valget af test ma baseres pa en sam-
let vurdering af pris, logistik, risiko mv.

Epidemiologi
Velegnet til at identificere nyligt smittede med, til epidemiologisk overvagning og f.eks. til be-
regning af den arlige infektionsrisiko hos bgrn og unge.

Immunsupprimerede patienter og bgrn

En negativ eller inkonklusiv test hos en immunsupprimeret patient eller et spaedbarn < 2 ar kan
ikke alene bruges til at afkraefte mistanke om infektion med, hvorimod et positiv svar er brugbart.
Ved tvivl om mulig teknisk fejl bgr testen gentages.
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hudtest og IGRA er dokumenteret fra flere lav- og
mellemendemiske lande [17, 23, 29, 30].

Pa grund af den hgje specificitet har IGRA et stort
potentiale til diagnostik af LTBI, specielt i omrader
hvor hudtesten ikke kan anvendes pa grund hgj BCG-
vaccinationsdekning. IGRA vil kunne bruges til at
identificere den fraktion af de hudtestpositive per-
soner med, som reelt er smittede, og dermed vil vi
kunne mélrette den forebyggende behandling til den
relevante risikogruppe og spare ungdig medicin,
rgntgenundersggelser og kontrolbesgg. Der er ingen
tvivl om, at der nu er en optimeret mulighed for at
screene for LTBI blandt de BCG-vaccinerede. Ved
screening af uvaccinerede bgrn og unge er der min-
dre forskel i specificitet mellem hudtest og IGRA, og
valget af test ma derfor baseres pd andre omstaendig-
heder sdsom pris, logistik mv.

EPIDEMIOLOGI

Resultater af hudteststudier har givet anledning til
det udsagn, at en tredjedel af verdens befolkning er
smittede. I Danmark ved vi, at praevalensen af LTBI
malt vha. QFT spander fra < 1% blandt uekspone-
rede gymnasieelever [31] og 13% af hiv-positive
personer fra Afrika syd for Sahara [32] til 85-95% af
patienter med pavist TB [33]. I Grgnland er TB et
stigende problem, og der er omréder, hvor op imod
10% af de 10-16-drige er IGRA-positive, hvilket tyder
pa aktiv smittespredning. Blandt voksne, der er fgdt
og opvokset i Afrika, er praevalensen af LTBI malt
med QFT eller TSPOT omkring 50% [8, 22, 34]. Da
man med IGRA ikke kan skelne mellem aktiv og la-
tent TB, er de mindre velegnede til diagnostik af aktiv
TB i disse omrader. IGRA ser dog ud til at kunne an-
vendes til at identificere nyligt smittede bgrn med, til
epidemiologisk overvégning og til beregning af den
arlige infektionsrisiko specielt hos bgrn og unge.

INTERFERON GAMMA RELEASE ASSAYS

OG IMMUNSUPPRESSION

Resultat af hudtesten er pavirket af hgj alder [6],
lavt CD4-celletal [19, 35, 36] og anden immunsup-
pression [12, 13, 20, 37]. Der er en sterk korrela-
tion mellem CD4-celletal og IFN-y-produktion efter
fytoheemagglutinin (PHA)-stimulation [32, 35, 38]
og efter antigenstimulation [35, 36], og dette vil
ogsa pavirke sensitiviteten af IGRA [36]. IGRA om-
fatter i modsetning til hudtesten en kontrol for
anergi (PHA-stimulation), og hvis der ikke produce-
res IFN-y efter inkubation med PHA, skyldes det en-
ten, at patienten er anerg eller en teknisk fejl, og te-
sten er »inkonklusiv«. I IGRA er der dermed i
modsetning til i hudtest inkluderet en kontrol, s&
man kan undgé falsk negative test. Hiv-inficerede

med T-celle-defekt i form af lavt CD4-tal og patien-
ter, der er i TNF-o-heemmerbehandling, har en gget
forekomst af inkonklusive IGRA-test-resultater [5, 7,
24,32, 35, 36, 38, 39], men der mangler studier,
der dokumenter, hvor meget sensitiviteten pavirkes,
og hvilken grad af immundefekt der ggr IGRA-testen
uanvendelig.

I forelgbige studier har man pavist, at en ikke
ubetydelig del af de patienter, som skal pdbegynde
TNF-a-heemmerbehandling og er hudtestnegative,
har en positiv IGRA [20, 24, 39]. Grundet den hgje
specificitet ma man konkludere, at disse IGRA-posi-
tive patienter reelt er latent inficerede og dermed i
hgjeste risiko for at f4 TB. Hos netop denne gruppe
kan hudtesten ikke bruges til diagnostisering af de
patienter, som er i stgrst risiko for at fa TB, og pé bag-
grund af allerede naevnte studier og vores egne data
ma vi anbefale, at IGRA fremover anvendes som led i
screening for LTBI hos patienter, der skal i behand-
ling med TNF-a-heemmere.

B@RN

Der har veeret bekymring om sensitivitet af IGRA hos
bern, men resultaterne af de forelgbige studier med
denne gruppe peger pd, at IGRA har en god perfor-
mance [4, 40, 41]. I et tysk studie fandt man en sen-
sitivitet og en specificitet for TB-adenitis hos bgrn
(4-85 méneder gamle) pa hhv. 98% og 100%, og med
IGRA skelnede man mellem M. avium-adenitis og
TB-adenitis med en positiv og en negativ praediktiv
veerdi pd hhv. 96% (spandvidde: 82-100%) og 98%
(spaendvidde: 87-100%) [40, 41]. I Grgnland er IGRA
uden problemer blevet anvendst til at undersgge
2.200 bgrn i skolealderen med. I et andet studie med
begrn i et TB-hgjendemisk omréde har man pavist, at
der trods hgj forekomst af LTBI er mulighed for at ud-
nytte IGRA til at identificere smittede bgrn med hen-
blik pa evt. profylaktisk behandling. I dette studie fra
Nigeria var IGRA staerkt associeret med graden af TB-
eksposition, idet 74% af de bgrn, der havde teet kon-
takt til sputum-mikroskopipositive voksne, var smit-
tede (QFT-IT-positive) mod kun 10% (p < 0,05) i
gruppen af ikkeeksponerede bgrn, samtidig var QFT-
IT mere sensitiv end hudtesten, nemlig 74% vs. 50%
(p < 0,05) [41]. Der er indtil nu intet, der tyder p4,
at testen skulle fungere darligere hos bgrn og unge
med et i gvrigt normalt immunforsvar. Nyfgedte og
spaedbgrn op til to &r er immunologisk umodne, og en
seerskilt undersggelse af denne aldersgruppe vil veere
pakraevet. En positiv reaktion vil veere valid, men et
negativt resultat kan tilskrives aldersbetinget anergi.

QUANTIFERON VERSUS T-SPOT
Der foreligger fa studier [42, 44, 45], hvori man
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direkte sammenligner sensitiviteten af de to analyser
iveldefinerede patientgrupper med relevant guld-
standard, og det er derfor sveert at drage entydige
konklusioner om, hvilken test der er bedst. Det er op-
fattelsen, at T-SPOT-testen har feerre inkonklusive
testresultater og er mere sensitiv end QFT-testen

[3, 43], hvilket kan forklares med valg af graense-
vaerdier for et positivt respons, eller ved at man med
T-SPOT testen anvender et fast antal oprensede lym-
focytter pr. test, hvorimod QFT-testen baseres pa
fuldblod, uden at der justeres for varierende celletal.
Hvor sensitiviteten af T-SPOT i nogle studier synes

at veere hgjere, tyder resultaterne af andre studier pa,
at T-SPOT har en lavere specificitet [3], hvilket dis-
kuteres i en opdateret metaanalyse af samme for-
fattere (45).

KONKLUSION

De to IGRA vil kunne fa en betydende rolle som led

i udredningen for aktiv TB, smitteopsporing iser
blandt BCG-vaccinerede, screening af patienter fgr
immunsuppressiv behandling med f.eks. TNF-a.-
hammere og epidemiologiske studier. I flere lande
har man udarbejdet retningslinjer for anvendelse af
IGRA, og danske retningslinjer er under udarbejdelse.
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Det myelodysplastiske syndrom og autoimmunitet

Reservelaege Stig Borbjerg Laursen, praksisreservelaege Maja @stergaard Nielsen & overlzege Hans Carl Hasselbalch

RESUME

INTRODUKTION: Ved det myelodysplastiske syndrom (MDS) er
der beskrevet en gget forekomst af autoimmune sygdomme.
Formalet med denne undersggelse var retrospektivt at vurdere,
om dette kunne genfindes blandt danske patienter. Samtidig
belyses en eventuel sammenhang mellem autoimmun komor-
biditet og French-American-British Classification of Myelodys-
plastic Syndrome (FAB)- og karyotype.

MATERIALE OG METODER: Undersggelsen bygger pa en retro-
spektiv journalgennemgang. Materialet blev fundet i Fyns Amts
Sygehusvaesens Patientregister. Patienter, der var diagnosticeret
med MDS i perioden 2001-5, blev inkluderet. | alt blev inkluderet
64 patienter. P4 baggrund af autoimmunstatus blev patienterne
inddelt i to grupper: Patienter uden autoimmun komorbiditet og
patienter med autoimmun komorbiditet. Sammenligning af
grupperne blev foretaget med nonparametrisk statistik.
RESULTATER: Der var en signifikant gget incidens af autoim-

mun sygdom blandt patienterne. Der fandtes ingen sammen-
haeng mellem tilstedeveerelse af autoimmun sygdom og alder,
kgn, FAB- eller karyotype.

KONKLUSION: Danske patienter med MDS har en signifikant
@get forekomst af autoimmun sygdom. Publicerede og egne
resultater tyder pa, at den autoimmune komorbiditet medfgrer
@get morbiditet og mortalitet. Data tyder desuden pa, at be-
handling af den autoimmune komorbiditet medfgrer en bedring
i patientens MDS.

Det myelodysplastiske syndrom (MDS) er en samle-
betegnelse for en raekke refrakteere anaemiformer, der
ofte ledsages af pdvirkning i andre cellerekker. Syg-
dommen opstér pa baggrund af en erhvervet defekt
i den heematopoietiske stamcelle, som medfgrer mye-
lodysplasi, et gget proliferationspotentiale [1, 2] og
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