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KRATICE

ARB — acidorezistentni bacil

ATL — antituberkulotski lijekovi

BCG - Bacillus Calmette—Guérin vakcina
CFP-10- culture filtrate protein 10

DOTS-eng. Directly Observed Treatment, Short-Course; SZO strategija za suzbijanje
tuberkuloze

E - etambutol

ELISA — enzyme linked imunosorbent assay

ESAT-6 — early secretory antigenic target - 6

H - izoniazid

HIV — virus humane imunodeficijencije

IGRA - eng. Interferon-Gamma Release Assay; krvni test za detekciju M. tuberculosis
KBC — klini¢ki bolni¢ki centar

LTBI — latentna tuberkulozna infekcija

MDR-TB — multirezistentna tuberkuloza

MTB — Mycobacterium tuberculosis

MTC - Mycobacterium tuberculosis complex

PAS — para-aminosalicilna kiselina

PPD — eng. purified protein derivative; kozni test za otkrivanje infekcije tuberkulozom
R, RIF - rifampicin

SZO — Svjetska zdravstvena organizacija

TB - tuberkuloza

XDR-TB — ekstenzivno rezistentna tuberkuloza

Z — pirazinamid

77)7 OBZ — Zavod za javno zdravstvo Osjecko-baranjske Zupanije

QFT-Plus — Quantiferon —TB Gold Plus, test za otkrivanje interferona y u krvi



1. UVOD

Tuberkuloza (TB) pripada medu najznacajnije javnozdravstvene probleme danasnjice unatod
tome $to je prepoznata jo$ u anti¢koj Grckoj. Smatra se da je Mycobacterium tuberculosis
(MTB) usmrtio vise ljudi od bilo kojeg drugog poznatog patogena (1). Otkrice i identifikacija
bakterije MTB u 19. stolje¢u pokrenulo je novo razdoblje u borbi protiv te zarazne bolesti, a
ulaganje u daljnja istrazivanja u podrucju dijagnostike i terapije tuberkuloze imalo je ucinak u
otkrivanju antituberkulotika sredinom 20. stolje¢a. Njihovim otkri¢em tuberkuloza je postala
izlje¢iva bolest ¢ime je smanjena njena pojavnost i smrtnost (2). No unato¢ svemu tuberkulozu
i dalje ubrajamo u najc¢esce zarazne bolesti u svijetu. KoriStenjem antituberkulotika i pogresnim
pristupom lijeCenju oboljelih doslo je do pojave rezistencije na iste. Situaciju je i dodatno
otezalo Sirenje virusa humane imunodeficijencije (HIV) zbog podloznosti oboljelih od virusa
zarazi s tuberkulozom. Gotovo jedna tre¢ina svjetske populacije zaraZzena je MTB, a 2016.
godine u svijetu je zabiljezeno 10,4 milijuna oboljelih i 1,8 milijuna smrtnih slucajeva (3).
Hrvatska se jo$ uvijek svrstava u red europskih zemalja sa srednje visokom incidencijom i jos

uvijek nije postignuta stopa ispod 10 novooboljelih na 100 000 stanovnika (4, 5).

Dijagnostika tuberkuloze jo$ uvijek je vrlo zahtjevna i dugotrajna. Kako bi se postigla Zeljena
niska stopa incidencije i eliminacija tuberkuloze, potreban je snazniji pristup u obradi kontakata
i otkrivanju novooboljelih, njihovu lijeCenju te obradi pacijenata s latenthom infekcijom
tuberkuloze (LTBI) (6). Kao dodatni testovi, osobito u svrhu dokazivanja LTBI-a, koriste se
specifi¢ni imuno-testovi - Interferon-Gamma Release Assays (IGRA-testovi). Test je zasnovan
na imunoenzimskoj metodi - enzyme-linked immunosorbent assay (ELISE) koji detektira
otpustanje interferona gama iz limfocita T u svjeZoj hepariniziranoj krvi senzibiliranih osoba
(7). Prije nego §to je IGRA-test - QuantiFERON (QTB) odobren 2001. godine, tuberkulinski
kozni test (PPD - purified protein derivative) bio je jedini test za otkrivanje latentne
tuberkuloze. Zbog svoje specifi¢nosti smatra se da je IGRA-test bolji pokazatelj prisustva
latentne tuberkuloze od tuberkulinskog koznog testa. Pozitivan IGRA-test ne znaci da je
pacijent u aktivnoj infekciji M. tuberculosis, ali zahtjeva dodatnu obradu klini¢ara. Jednom
nastala infekcija moze trajati cijeli zivot kao latentna. Samo se 10 % inficiranih osoba razboli
tijekom zivota i to prvih 5 % tijekom prve dvije godine nakon infekcije, a drugih 5 % najc¢esce

u starijoj zivotnoj dobi (8).



1.1. Uzroénik tuberkuloze

Uzro¢nik tuberkuloze je bacil Mycobacterium. Rod Mycobacterium spada u porodicu
Mycobacteriaceae, u kome se nalazi preko 30 raznih vrsta. Glavni uzro¢nik tuberkuloze u
cijelom svijetu je bacil M. Tuberculosis. Danas se najé¢e$¢e upotrebljava klasifikacija u nekoliko

najbitnijh grupa:

1. Mycobacterium tuberculosis complex, koji mogu uzrokovati tuberkulozu: M.
Tuberculosis, M. Bovis, M. Africanum, M. Microti, M. cannetti

2. Mycobacterium leprae koji uzrokuje gubu, lepru ili Hansenovu bolest

3. Netuberkulozne mikobakterije (NTM) velika skupina oportunisti¢kih mikobakterija
koje uzrokuju pluénu infekciju koja nalikuje tuberkulozi, mogu uzrokovati infekcije u

imunokompromitiranih osoba (9, 10).

1.1.1. Mycobacterium tuberculosis

M. tuberculosis (MTB) uzroc¢nik je bolesti tuberkuloze koji jedino prezivljava kod ¢ovjeka kao
domacina. Bolest je zarazna i §iri se kasljem i iskasljajem. Simptomi tuberkuloze nisu
karakteristi¢ni, ali ukoliko pacijent ima neke od simptoma: uzastopni kasalj, bol u prsima i
vru¢icu dulje od tri tjedna, iskaSljava krv, moZe ga se smatrati potencijalno zaraznim i

sumnjivim na tuberkulozu.

Bacili tuberkuloze su nepokretni, asporogeni, ravni Stapici veli¢ine 0,2 — 0,6 X 1 - 10 pm.
Stani¢na stjenka MTB-a bogata je lipidima uz prisutnost mikoli¢ne kiseline 60 — 90 ugljikovih
atoma i odgovorna je za mnoge osobine MTB-a. Glavna karakteristika bacila je njegova izrazita
acidorezistentnost, spor rast na hranili§tima i otpornost na uobicajene postupke dezinfekcije.
Isto tako otporan je i na uobiCajene antimikrobne antibiotike. Zbog karakteristi¢ne grade
stani¢ne stjenke bacil MTB se po gramu boja slabo ili se uopée ne boja. Boja se metodom po
Ziehl-Neelsenu pri ¢emu se boja karbol fuksin veze za mikoli¢nu kiselinu, a peptidoglikolipidi

stani¢ne stjenke sprjecavaju njihovo odbojavanje pa bacili ostaju crveno obojeni.

MTB za svoj rast i razvoj zahtijeva specifi¢ne hranjive podloge. To su uglavnom krute jaj¢ane
1 agarne hranjive podloge te tekuce. Lowenstein-Jensen jaj¢ana je podloga koja se najvise rabi
u izolaciji i kultivaciji MTB-a, ili neka od njezinih modifikacija. M. tuberculosis kolonije kada
porastu imaju specificni izgled: hrapave, izdignute, zrnaste i naborane povrsine te nepravilnih

rubova. Tekuce podloge omogucuju brzi rast i koriste se u kultivaciji MTB-a u automatiziranim



sustavima. Generacijsko je vrijeme MTB-a 18 - 22 sata, vidljiv rast na tekué¢im podlogama je
nakon 1 - 2 tjedna, a na krutim podlogama tek nakon 3 - 10 tjedana pri inkubaciji na 35 - 37 °C,
uz optimalni pH od 6,4 do 7,2. Za identifikaciju pojedinih vrsta Mycobacteria koriste se
biokemijski testovi zasnovani na metabolizmu samog bacila i njegovim produktima. To su
niacinski test, test katalaze, peroksidaze i1 redukcije nitrata. Niacin je metabolicki produkt

mikobakterija i vrlo je vazan u identifikaciji MTB-a.

Antigenska struktura mikobakterija je sloZzena. Gradena je od polisaharida, lipida i1 proteina.
Citoplazmatski antigeni su topljivi, dok su antigeni stani¢ne stjenke netopljivi, to je ujedno i

nacin podjele antigena.

Topljivi antigeni se koriste pri klasifikaciji i tipizaciji sojeva, a odgovorni su i kod reakcije
preosjetljivosti kasnog tipa — stani¢ne imunosti i nastanak humoralnih protutijela. Reakcija
kasne preosjetljivosti uoc¢ava se prilikom injiciranja tuberkulinskog purificiranog proteinskog
derivata (PPD) senzibiliziranoj osobi. Dolazi do koZne reakcije na mjestu injiciranja —
tuberkulinska reakcija. Reakcija preosjetljivosti vidljiva je ubrzo nakon infekcije MTB-a ili
nakon cijepljenja BCG cjepivom. Osoba koja razvije reakciju ne znaci i da ima aktivnu
tuberkulozu ve¢ da je u stanju latentne infekcije. Kao dodatna potvrda latentnoj infekciji uveo
se i IGRA-test (eng. interferon-y release assay) koji mjeri stanicama posredovane imunoloske

reakcije na peptidne antigene koji simuliraju mikobakterijske proteine (11, 12, 13, 14).

1.1.2. Patogenost Mycobacterium tuberculosis

Bolest se prenosi u kolektivu ve¢inom respiratornim putem, kihanjem, kasljanjem, govorom,
dovoljno je manje od 10 bacila da se inhaliraju u pluca i uzrokuju bolest. Samo unesene Cestice
koje su dovoljno male da se prenesu do alveola pluc¢a, dovode do infekcije. Nakon $to su bacili
dospjeli do alveola, poticu izlucivanje citokina i limfokina te ubrzo budu fagocitirani od
alveolarnih makrofaga, ta prva reakcija domacina s MTB-om je primarna infekcija. Nakon
kontakta s MTB-om nece se sve osobe zaraziti. Njih 10 — 30 % e razviti primarnu infekciju,
90 — 95 % nece nikada razviti klinicke znakove bolesti, 5 % ¢e oboljeti tijekom 1 - 2 godine, a
95 % zarazenih osoba smatra se da ostaje u fazi latentne infekcije, kod njih 5 % do¢i ¢e do
reaktivacije 1 klinickih simptoma infekcije nakon duzeg vremena. Prezivljenje fagocitiranih
bacila ovisi o njihovoj uspjeSnosti u savladavanju mehanizma makrofaga i o imunoloSkom
statusu domacina. Dolazi do kontakta s antigen prezentirajuim stanicama, makrofagi i

dendriticke stanice koje su bitne u aktiviranju T-stani¢nog odgovora. MTB se razmnozava
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unutar makrofaga sprjecavajuci spajanje fagosoma sa lizosomima. U prvim tjednima infekcije
(3 - 8), dio bacila dospijeva do regionalnih limfnih ¢vorova gdje nastaje Ghonov kompleks, a
odakle se moze krvotokom raznijeti u razne organe, u ovoj fazi dolazi do pojave tuberkulinske
reaktivnosti domacina. Nastala stanicna imunost, tj. tuberkulinska preosjetljivost nastala je
uslijed medudjelovanja imunokompetentnih stanica, prvenstveno makrofaga 1 CD4 limfocita
koje stvaraju posrednike upale i citokine. Nastalom reakcijom dolazi do stvaranja
karakteristi¢nih tvorbi, granuloma. Kazeozna nekroza je jedna od glavnih osobina tuberkulozne
infekcije (15, 16, 17, 18).

1.2. Latentna tuberkuloza

Latentnu tuberkulozu (LTBI) definiramo kao stanje koje nastaje nakon infekcije M.
tuberculosisom, u kojem uzro¢nik miruje, ne dijeli se i ne izaziva reakciju okolnog tkiva.
Zarazena osoba nema znakova bolesti, nije zarazna za okolinu, a uzro¢nik se ne moze dokazati
metodom mikrobioloske kultivacije (19). Jo$ uvijek nije do kraja razja$njeno trajanje latentnog
oblika infekcije i na koji na¢in uzro¢nik tuberkuloze bude pritajen, ali viabilan unutar inficirane
osobe godinama. 1z stanja mirovanja uzro¢nik se moze aktivirati pa takve osobe imaju povecan
rizik od razvoja aktivne postprimarne tuberkuloze. U odraslih se to najéesée dogodi u prve dvije
godine nakon infekcije u 5 % slucajeva, dok je u djece taj postotak puno ve¢i. U dobi od 11
do 15 godina je 15 %, od 1 do 5 godina 29 %, a kod dojencadi ¢ak 43 % (20, 21). Aktivacija
latentne infekcije ovisi o virulenciji uzro¢nika, ali u vecoj mjeri o stanju domacina, uhranjenosti
1 njegovom imunoloskom statusu. Znajuci da se tuberkuloza znatno ¢eSce javlja uz bolesti
smanjenog imuniteta u osjetljivu skupinu u populaciji osim djece, ubrajaju se i
imunokompromitirane osobe, HIV, transplantacija organa, imunosupresivna terapija,
kortikosteroidno lijecenje dulje 2 - 4 tjedna, maligne bolesti, bubrezna insuficijencija, oboljeli
od dijabetesa, puSa¢i 1 neuhranjene osobe. Primjenom lijekova koji inhibiraju ¢imbenik
tumorske nekroze alfa (TNF-alfa) u terapiji teSkih kroni¢nih nezaraznih bolesti povecava se
ucestalost teskih komplikacija. Jedna od najées¢ih komplikacija je tuberkuloza. Stoga je
iznimno vazno pregledati svakog bolesnika u svrhu otkrivanja latentne tuberkuloze, jer
otkrivanje latentne tuberkuloze znaci otkrivanje bolesnika kojima bi lijeCenje LTBI-a bilo
iznimno vazno prije pocetka primjene bioloske terapije (22). Otkrivanje LTBI-a sukladno
nacionalnim smjernicama ukljucuje procjenu rizika, radiografsku pretragu, izvodenje

tuberkulinskog koznog — PPD testa ili novijeg, IGRA-testa (23).



1.3. Lijecenje oboljelih od tuberkuloze

Lijecenje oboljelih od tuberkuloze (TB) provodi se primjenom antituberkuloznih lijekova
(ATL) prema smjernicama koje preporucuje Svjetska zdravstvena organizacija (SZO). Za
pocetak terapije pacijent s ATL-0m mora imati bakterioloski potvrdenu TB (direktni preparat
i/ili kultivacija na podlozi), bakterioloski nepotvrdenu TB, ili ima klinicke znakove TB-a
(rendgen pluca) ili izvanplu¢nu TB. Pacijenti oboljeli od TB-a lijece se na posebnim odijelima
ili bolnicama, izolirani od ostalih pacijenata radi sprje¢avanja Sirenja TB-a. Zbog velikog broja
mogucih nuspojava vrlo je vazno pacijenta uputiti u nacin primjene lijeka i naglasiti znacaj

redovitog uzimanja prepisanog lijeka. Samo lije¢enje se provodi uz poja¢an nadzor pacijenta.

LijeCenje se provodi kombinacijom ATL-a koji su podijeljeni u dvije skupine: ATL prvog reda:
izoniazid (H), rifampicin (R), pirazinamid (Z), etambutol (E), streptomicin (S). ATL drugog
reda: aminoglikozidi, paraaminosalicilna kiselina, kinoloni, drugi rifampicini, tioamidi i
potencijalni antituberkulotici - amoksicilin s klavulanskom kiselinom, Klaritromicin,

oksazolidini, nitroimidazopiran.

Za lijeCenje novih slucajeva pluéne ili izvanpluéne tuberkuloze (pacijenti koji se nisu nikad
dotad lijecili ATL-terapijom), kod pacijenata osjetljivinh na ATL, primjenjuje se standardizirani
dvofazni rezim u trajanju od Sest mjeseci. Inicijalna (intenzivna ili pocetna) faza traje dva
mjeseca i u njoj se primjenjuju Cetiri lijeka, rifampicin, izoniazid, pirazinamid i etambutol
(2HRZE), zatim slijedi faza nastavka (ili stabilizacijska faza) koja traje Cetiri mjeseca, kada se
primjenjuju dva lijeka, rifampicin i izoniazid (4HR). Kod pacijenata s recidivom i prekidima u
lijeCenju rezim se sastoji od pet lijekova u inicijalnoj fazi dva mjeseca (2HRZES), jedan mjesec
(1HRZE) u nastavku lijeCenja ili stabilizacijskoj fazi primjenjuju se tri lijeka kroz pet mjeseci

(5HRE). Kroni¢ni i multirezistentni bolesnici lije¢e se individualiziranim rezimima.

Kod pacijenata s latentnom infekcijom s pove¢anim rizikom za razvoj aktivne bolesti preporuca
se preventivni rezim devet mjeseci samostalno izoniazidom ili rezim 12 tjedana izoniazid i
rifapentin, koji se pokazao jednako ucinkovit kod HIV-negativnih pacijenata kao i kod devet
mjeseci samostalnog izoniazida. Preporuceni rezimi koji su uc¢inkoviti kod prevencije aktivne
bolesti kod HIV-pozitivnih pacijenata, 6 - 9 mjeseci dnevno izoniazid, tri mjeseca dnevno

izoniazid i rifampicin (13, 19).



1.4. Epidemioloske znacajke

Procjenjuje se da je u 2016. godini u svijetu bilo 10,4 milijuna oboljelih od tuberkuloze (TB),
od kojih su jedan milijun bila djeca. Iste je godine od tuberkuloze umrlo 1,8 milijuna osoba,
medu kojima 250 000 djece te i 400 000 HIV-pozitivnih osoba. Oko dvije tre¢ine oboljelih je
iz sedam drzava na podrucju Azije i Afrike (Indija, Indonezija, Kina, Filipini, Pakistan, Nigerija
i Juzna Afrika), dok Europska regija zauzima posljednje mjesto po broju oboljelih od
tuberkuloze (3 % ukupno oboljelih u svijetu). Unato¢ tome, tuberkuloza u Europi i dalje
predstavlja relativno Cestu bolest, s oko 60 000 novih slu¢ajeva godisnje te prosje¢nom stopom
incidencije od oko 12/100 000, uz $iroki raspon od 2,1 do 76,5/100 000. Djeca mlada od 15
godina ¢ine 4,1 % ukupno oboljelih, sa stopom incidencije 3/100 000. Broj prijava
novooboljelih na podru¢ju EU/EEA smanjuje se za oko 4 % godi$nje, §to je daleko od barem
10 % godisnje, Zeli li se tuberkuloza eliminirati do 2030. godine. Eliminacija tuberkuloze na
odredenom podrucju je postignuta ako se godiSnje biljezi manje od jednog oboljelog od
tuberkuloze na milijun stanovnika. U Hrvatskoj se nekoliko posljednjih desetljeca biljezi
stabilan pad incidencije tuberkuloze sve do unatrag tri godine, kada dolazi do odredene
stagnacije u daljnjem padu broja oboljelih na $to i ukazuju brojevi prijavljenih slu¢ajeva u 2014.
499 pozitivnih na TB, 2015. godine 486, a u 2016. godini prijavljeno je 460 (22, 27). Padu
incidencije svakako pridonosi ¢injenica i o malom broju HIV-pozitivnih osoba u Hrvatskoj koje
imaju veéi rizik od oboljenja od TB-a. U 2016. godini je u Hrvatskoj zabiljezeno 109 novih
slucajeva infekcije HIV-om i AIDS-a, §to je na razini prosle godine, te se nastavlja blag porast
pojavnosti. Veliki epidemioloski problem predstavlja Sirenje multirezistentne tuberkuloze
(MDR TB). Uzrok tomu je neprovodenje nadzirane, kombinirane i standardizirane terapije
lijeCenja tuberkuloze. LijeCenje takvih pacijenata Cesto je bezuspjesno, a i vrlo skupo. Osim
MDR TB-a, uocena je i pojava prosireno rezistentne tuberkuloze (XDR TB), ta tuberkuloze ne
moze se lijeciti postoje¢im ATL-om, a zabiljeZena je ve¢ u gotovo Sezdeset zemalja svijeta. U
Hrvatskoj u 2016. godini nije zabiljeZen nijedan slu¢aj MDR TB-a, dok je u proslim godinama
bilo prijavljeno 1 ili 2 slu¢aja. Napredak u iskorjenjivanju TB-a pridonijelo je postavljanje
medunarodne strategije za kontrolu TB-a globalno DOTS. DOTS strategija se temelji na pet
komponenata; nacionalnoj i lokalnoj suglasnosti i politickom i financijskom provodenju
strategije; poboljsanje kvalitete u dijagnostici; standardizirano kontrolirano lijeCenje; osigurati
neprekidno snabdijevanje lijekovima i ostalim potrepStinama; standardizirane mjere nadzora i

evidentiranja podataka. Uvodenjem DOTS strategije doSlo je do velikih napredaka u



nacionalnim programima kontrole i u kontroli TB-a, povecan je broj izlijeCenih pacijenata,

smanjena smrtnost i incidencija TB-a (13, 21).



2. CILJ RADA

Ciljevi rada su:

1. Ispitati ulogu i korist IGRA-testova u dokazivanju tuberkuloze

2. Prikazati najvaznije epidemioloske karakteristike infekcije M. tuberculosis

3. Ispitati pojavnost infekcije M. tuberculosis koriste¢i imunoesej kvantiferon test

4. Prikazati raspodjelu bolesnika prema uputnoj dijagnozi, obiteljskom kontaktu i
dodatnim faktorima rizika

5. Prikazati kod kojih pacijenata je potvrdena aktivna infekcija M. tuberculosis.



3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ustroj studije

Istrazivanje je presjecno iz povijesnih podataka.

3.2. Ispitanici

U istraZivanje su ukljuéeni uzorci bolesnika upucenih od lije¢nika primarne zdravstvene zastite,
specijalista epidemilogije ili odjelnih lije¢nika Klini¢ke bolnice Osijek na odjel mikrobiologije
Zavoda za javno zdravstvo OBZ-a, Odjel seroloske dijagnostike na testiranje IGRA-testom. U
istrazivanju su obuhvaéeni samo nalazi prvog testiranja ispitanika IGRA-testom. Ispitanici nisu
aktivno sudjelovali u istrazivanju, ve¢ su se koristili podatci iz baze podataka Sluzbe za

mikrobiologiju unatrag pet godina.

3.3. Uzorci i metode

Svi podatci o0 uzorcima i ispitanicima dobiveni su iz elektronicke baze podataka Sluzbe za
mikrobiologiju Zavoda za javno zdravstvo Osjecko-baranjske Zupanije, Odjel za seroloSku
dijagnostiku. Obuhvaceni su klini¢ki uzorci koji su analizirani IGRA Quantiferon — TB Gold
Plus imunoenzimskim testom. Postupak testiranja uzoraka izvrSen je prema uputama
proizvodaca. Opticka gustoca, apsorbanca odredivana je uporabom automatiziranog citaca
apsorbancije opremljenim fotometrom s referentnim filtarima (450, 620 i 650 nm). Pri
izvodenju svake serije QFT-plus testa, komercijalni IFN-y standard razrijeden je serijski u 4
koncentracije (4, 1, 0.251 0 IU/mL) i testiran u triplikatu radi konstruiranja standardne krivulje.
Prilikom izraCunavanja 1 interpretacije rezultata primjenjivan je racunalni program
(QuantiFERON-TB Gold Plus Analysis Software). Kod svakog ispitanika odredivana je
koncentracija IFN-y u plazmi prikupljenoj u negativnoj kontrolnoj epruveti (Nil), pozitivnoj

kontrolnoj epruveti (Mitogen) i u epruvetama s dodatkom TB antigena TB1 i TB2.



3.4. Statisticka obrada podataka

Kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike
kategorijskih varijabli testirane su hi-kvadrat testom ili Fischerovim egzaktnim testom. Sve P
vrijednosti su dvostrane. Razina znacajnosti je podeSena na o = 0,05.Trend frekvencija
pozitivnih nalaza ocijenjen je Cochran — Armitage trend testom. Podatci su statisticki obradeni
pomocu programskog paketa za statistiCku obradu — SPSS 19.0. i Microsoft Office Excel

tabli¢nog kalkulatora.
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4. REZULTATI

0Od1.1.2012. do 31.12.2016. godine u laboratoriju za serolosku dijagnostiku Zavoda za javno
zdravstvo OBZ-a izvr$eno je ukupno 2 197 QFT-plus pretraga. Rezultati pretrage bili su
pozitivni u 548 (25 %) analiza, negativni u 1 599 (73 %) i neodredivi u 50 (2 %) izvrSenih

analiza (Tablica 1).

Kroz period 2015. — 2016. uzet je znacajno veci broj uzoraka u odnosu na prethodne godine,
¢iji su podatci takoder koristeni u istrazivanju. NajviSe uzoraka uzeto je 2016. godine (N = 771),
anajmanje 2012. godine (N = 275). Uvidom u Tablicu 1 moze se uoéiti kako je najveci razmjer
pozitivnih i negativnih uzoraka dobiven u 2015. godini. Neodredivi uzorci niti jedne godine
nisu pokazali znacajan udio, a najveéi postotak imali su 2013. godine, od 5 %. Od 2012. do
2016. godine u prosjeku se dobije Eetvrtina pozitivnih uzoraka na ukupan broj uzetih uzoraka.

Uocena je statisticka znacajnost kod rezultata pozitivnih i negativnih analiza (p = 0,0021).

Tablica 1. Pojavnost moguce infekcije M. tuberculosis temeljem imunoesej kvantiferon testa
od 2012. do 2016. godine podrazumijevajuci uzorke koji su oznaceni kao pozitivni, negativni

ili neodredivi na TBC.

Broj (%) nalaza

Godina Pozitivni Negativni p* Neodredivi
2012. 93 (34) 181 (66) 0(0)
2013. 70 (25) 194 (70) 16 (5)
2014, 82 (26) 234 (73) 0,0021 5(1)
2015, 110 (20) 421 (77) 17 (3)
2016. 193 (25) 566 (73) 12 (2)

Ukupno 548 (25) 1599 (73) 50 (2)

* Fischerov egzaktni test
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Tablica 2. Prikaz nalaza uzoraka pacijenata, sudionika u ovom istrazivanju prema uputnoj
dijagnozi, obiteljskom kontaktu, ukljucujuéi pacijente s dijagnozama koje su dio
imunosupresivnog lije¢enja (Chronova bolest, ulcerozni kolitis, artritis, psorijaza, kozne
promjene i tumori) od 2012. do 2016. godine.

Broj pozitivnih nalaza

Godina  Ostale Kontakt Akt.  Sumnja Simptomi Imunosupresivno
dg. TBC naTBC RES lijeCenje
2012, 14 23 4 18 9 25
2013. 11 7 7 22 7 16
2014, 13 15 3 18 10 23 <0,001
2015. 27 9 2 19 21 32
2016. 42 19 0 40 31 62
Ukupno 107 73 16 117 78 158

* Fischerov egzaktni test

Uvidom u Tablicu 2 mozZe se uociti kako je po pitanju kontakta najveci broj pozitivnih nalaza
bio 2012. godine 23, a najnizi je zabiljezen 2013. godine 7, Pregledom podataka vezanih za
simptome respiratornog sustava, za 2012. i 2013. godinu broj pozitivnih nalaza je podjednak
odnosno, nije doslo do znacajnih promjena u njithovom porastu ili padu. Medutim, u narednim
godinama (2014., 2015. i 2016.) dolazi do porasta u odnosu na prethodne dvije godine. Podatci
za imunosupresivno lijeCenje najveci broj pozitivnih uzoraka imaju u 2016. godini 62, ali
moramo uzeti u obzir i da je tada svakako odraden veci broj analiza. U ostalim godinama broj
pozitivnih uzoraka je priblizno jednak, od 16-20. Po pitanju ostalih dijagnoza, najveci broj
pozitivnih analiza bilo je 2016., 42 uzorka. Od 2012.-2014. broj pozitivnih je podjednak, dok
se u 2015. biljezi blagi porast koji se nastavlja u 2016. godinu. Dobivena statisti¢ka znac¢ajnost

iznosi p<0,001.
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Tablica 3. Pojavnost mogu¢e MTB-infekcije u primarnoj zdravstvenoj zastiti (Domu zdravlja)
i odjelima KBCO od 2012. do 2016. godine.

Broj (%) pozitivnih nalaza

DZ  40(43) 34(48) 41(50) 58(53) 120(62) | 293 0,025

PED 16 (17) 10(14) 14(17) 7(6) 4(2) 51 0,000

RIA 3(3 11(16) 1(1) 7(6) 9(5) 31 0,004

HE 6(6) 1(1) 0(0) 0 (0) 1(1) 0,002

OSTALI 11(12) 6(8) 6 (7) 14 (13)  33(17) 70 0,179

* DZ = Dom zdravlja; DER = Dermatologija i venerologija; PED = Pedijatrija; GAS =
Gastroenterologija; RIA = Reumatologija i imunologija; ZAR = Infektologija; HE = Sluzba za
epidemiologiju; PLO = Pulmologija
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Pregledom Tablice 3 moguce je uvidjeti kako je za navedeni period opéenito zabiljezen najveci
broj uzoraka s mogu¢om MTB-infekcijom u Domu zdravlja, a najmanji broj uzoraka pojavio
se kroz isti period na Sluzbi za epidemiologiju. U Domu zdravlja najmanje je pozitivnih uzoraka
bilo 2012. godine 40 (43%), od 2013. do 2015. godine broj je pozitivnih uzoraka bio stabilan,
dok se u 2016. godini vidi porast broja pozitivnih uzoraka 120 (62%), no treba uzeti u obzir i
ukupno veci broj testiranih uzoraka u odnosu na prosle godine. Na Odjelu za dermatologiju i
venerologiju najmanje pozitivnih uzoraka dobiveno je 2013. (4 %) i 2016. (4 %) godine a
najvise 2014. godine, kada je broj pozitivnih uzoraka iznosio 12 (14 %). Na pedijatriji se moze
uociti podjednak broj pozitivnih uzoraka od 2012. 16 (17 %) do 2014. godine 14 (17 %) te
znacajan pad od 2015. do 2016. (6 % i 2 %) Na gastroenterologiji je mali broj pozitivnih
uzoraka, najvise pozitivnih bilo je 2012. godine 5 (5 %) a najmanji broj je uoc¢en 2013. godine
2 pozitivna nalaza (3 %). Odjel za reumatologiju i imunologiju biljezi nizak broj pozitivnih
uzoraka, s najmanjim 2014. godine 1 (1 %), no u 2013. godini biljeZi znacajan rast u u odnosu
na ostale godine 11 (16 %). Odjel za infektologiju biljezi najveéi broj pozitivnih pacijenata
2016. godine 6 (3 %), a najmanji 2012. i 2013., 2 % i 3%. Sluzba za epidemiologiju je najvise
pozitivnih uzoraka imala 2012. godine 6 (6 %), od 2014. do 2015. nema zabiljezenih pozitivnih
uzoraka, a2013.12016. godine zabiljeZen je po jedan slucaj, odnosno, uzorak pozitivan na QFT
test. Na Odjelu za pulmologiju je od 2012. do 2014. zabiljeZen po jedan sluéaj, a od 2015. do
2016. moze se uociti porast te broj u 2016. godini iznosi 7 (4 %) pozitivnih nalaza. Po pitanju
ostalih odjela, najmanji broj zabiljezen je 2013. i 2014. godine 6, a najvec¢i 2016. godine 33.
statist¢ka znacajnost uocana je na odijelima epidemilogije, (p = 0,002), reumatologije i
alergologije (p = 0,004). obradom podataka Cochran —armitage trend testom isto je uoc¢en trend

porasta na istim odijelima.

Od ukupno 548 (25 %) pozitivnih pacijenata na QFT-Plus test, kod njih 316 (14 %) uzet je neki
od uzoraka za mikrobiolosku obradu na uzro¢nik MTB (urin, sputum, aspirat diSnih puteva,
pleuralni izljev, aspirat bronha, aspirat Zeluca) i utvrdena je aktivna infekcija MTB-a (Tablica
4). Pregledom Tablice 4 moze se uociti kako je najmanji postotak aktivne infekcije M.
tuberculosis dobiven za 2012. godinu i iznosi 4 %, dok je najveci postotak dobiven 2013. godine
1 iznosi 7 %. Takoder, 2013. godine uzet je i najmanji broj uzoraka, ukupno 43, dok je primjerice

2016. godine uzeto 113 uzoraka, unutar kojih je 4 % imalo aktivnu infekciju M. tuberculosis.
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Tablica 4. Prevalencija pacijenata kod kojih je utvrdena aktivna infekcija M. tuberculosisa od
2012. do 2016. godine.

Ukupan broj

Godina Pozitivni (%) Negativni (%0) uzoraka
2012. 2 (4) 52 (96) R
2013, 3(7) 40 (93) 43
2014, 3(6) 45 (94) -
2015. 3(5) 55 (95) 58
2016. 5 (4) 108 (96) 113

N* 16 (26) 300 (74) 316

* ukupan broj pacijenata
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5. RASPRAVA

Hrvatska pripada zemljama srednje incidencije tuberkuloze s visegodi$njim silaznim trendom
pobola. Unato¢ ¢injenici o smanjenju broja oboljelih, jos§ uvijek nije postignuta incidencija
ispod 10 novooboljelih na 100 000 stanovnika. Za daljnje smanjenje ucestalosti tuberkuloze
najvaznije je pravilno provoditi mjere za suzbijanje i nadzor tuberkuloze. Potreban je sustavni
pristup u obradi kontakata s ciljem ranog otkrivanja i pravovremenog lijecenja pacijenata te
otkrivanja, nadzora i provodenja kemoprofilakse osoba s LTBI-om. Primjenjivanje
imunodijagnostickih IGRA-testova zbog svoje visoke specificnosti (> 97 %) 1 osjetljivosti (80
- 90 %) pokazalo se kao dobar izbor pri potvrdi bolesti zbog svoje brzine izrade. Jos uvijek je
zlatni standard pri dijagnostici aktivnog oblika tuberkuloze izravno dokazivanje uzro¢nika i
njegov uzgoj na hranjivim podlogama. Molekularna dijagnostika se u rutini koristi za direktni
dokaz M. tuberculosisa u uzorku oboljelog, identifikaciji poraslih vrsta, otkrivanje rezistentnih
sojeva i genotipizaciju M. tuberculosisa. Metoda lancane reakcije polimeraze (PCR) to¢na je,
brza i uc¢inkovita, ali preskupa za uporabu u svim laboratorijima za dokazivanje tuberkuloze
(3,6,13)).

Nakon uvodenja IGRA-testa u laboratorij, biljeZi se konstantni porast broja uzoraka. Tako je u
2012. godini analizirano 275 uzoraka, dok je u 2016. analiziran 771 uzorak. U ispitivanom
razdoblju 2012. - 2016. godine ukupan broj analiziranih uzoraka bio je 2 198. Rezultat pretrage
bio je pozitivan u 548 analiza (25 %) gdje je i uocena statisticka znac¢ajnost, negativan u 1 566
(73 %) i neodrediv u 50 (2 %) analiza. Zastupljenost neodredivih rezultata prema literaturi krece
se 0 - 16 % (22, 23). Pojava neodredivih rezultata povezuje se uz primjenu imunosupresivnih
lijekova, malignih bolesti, primarne imunodeficijencije, akutne tuberkuloze, pneumonija,
smanjenja broja CD4+ stanica kao i primjena beta-laktamskih antibiotika (24). Najveci broj
pozitivnih analiza bilo je u 2016. godini 193 (9 %). Ako uzmemo u obzir da je u toj godini i
izveden najveci broj analiza, bilo je za o¢ekivati najvise pozitivnih nalaza. Tijekom pet godina
pacijenti su upucivani na QFT-plus pretragu s razliitim uputnim dijagnozama. Prema
nacionalnim smjernicama (20) najzastupljenije su pretrage uzoraka za pacijente s
imunosupresivnom terapijom, odnosno obradom zbog uvodenja bioloske terapije protutijelima
za ¢imbenik nekroze tumora-alfa (anti TNF o) kojih je ukupno bilo 679 (31 %) kroz promatrani
period. U 333 analiza (16 %) uputna dijagnoza bila je sumnja na TB. Zbog respiratornih smetnji

izvrSeno je 325 (15 % ) analiza, kontakti osoba s oboljelima od TB-a bila je indikacija za
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analizu u 190 (9 %) slucajeva, a svega 1 % (16 uzoraka) bilo je s dijagnozom aktivne
tuberkuloze. Ukupno je 54 % (293 uzorka) pozitivnih nalaza analizirano iz uzoraka upucenih
iz ordinacija primarne medicine, 51 (10 %) pozitivnih uzoraka je s odjela pedijatrije KBC
Osijek, njih 70 (13 %) nije imalo naznaceno odjel s kojeg uzorak dolazi, odjel dermatologije
KBC-a Osijek imao je 43 (8 %) pozitivne analize, odjel gastroenterologije 20 (4 %), odjel
reumatologije i imunologije 31 (6 %), zarazni odjel zastupljen je sa 16 (3 %), a epidemioloska
sluzba ZZJZ Osjecko baranjske Zupanije (OBZ) 8 pozitivnih uzoraka (2 %) kroz pet godina.
Statisticka znacajnost utvrdena je kod odjela za pedijatriju i reumatologiju i imunologiju. Od
548 (25 %) pacijenata pozitivnih na QFT-plus test, kod njih 316 ( 14 %) je uz vadenje krvi za
QFT test uzet i neki od uzoraka za mikrobiolosku obradu na uzro¢nik MTB-a (urin, sputum,
aspirat diSnih puteva, pleuralni izljev, aspirat bronha, aspirat zeluca). Ne mozemo sa sigurnoséu
reci je li uzorkovanje krvi bilo nakon potvrdene dijagnoze aktivne bolesti ili kod obrade sumnje
na TB, ali pozitivan nalaz QFT-plus testa je sluzio kao dodatna potvrda ili je usmjerio lijeenje
pacijenta od TB-a prije porasta bacila na podlogama. Zanimljiva je ¢injenica koja se navodi u
literaturi o izloZenosti zdravstvenih radnika i njihovom poveéanom riziku za infekciju MTB-a.
Ucestalost latentne tuberkuloze kod zdravstvenih radnika kre¢e se u nerazvijenim i srednje
razvijenim zemljama izmedu 33 - 79 %, a u visokorazvijenim zemljama do 55 % (25, 26).
Nazalost, u ovom radu nije se moglo do¢i do podataka kolika je izlozenost zdravstvenih radnika
OBZ-a, ili se taj nadzor ne provodi ili se to u uputnoj dijagnozi ne navodi. Sluzba za
mikrobiologiju s odjelom za dijagnostiku tuberkuloze testiranje QFT-plus testom provodi kod

svojih djelatnika upravo zbog ¢injenice o povec¢anom riziku od infekcije MTB.
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6. ZAKLJUCAK

Istrazivanjem od 1. 1. 2012. do 31. 12. 2016. godine ispitana je uloga i korist IGRA-testova u
imunodijagnostici tuberkuloze. U tom razdoblju analizirano je ukupno 2 198 uzoraka krvi QFT-
plus testom za odredivanje razine interferona y u krvi pacijenata. U 549 (25 %) slucajeva nalaz

je bio pozitivan. Negativan nalaz bio je u 1 566 (73 %) i neodrediv u 50 (2 %) analiza.

StatistiCka znacajnost koja je utvrdena kod pozitivnih pacijenata upucenih na testiranje iz KBC-
a Osijek, odjel za pedijatriju i odjel za reumatologiju i imunologiju potvrduje navedene
¢injenice u literaturi o vecem riziku oboljenja od tuberkuloze kod djece i aktiviranju LTBI-a

kod imunokompromitiranih pacijenata.

Kod 316 (14 %) pacijenata kod kojih je bio pozitivan QFT-plus test potvrdena je aktivna
tuberkuloza uzorkovanjem nekog od uzoraka za kultivaciju M. tuberculosis. Istrazivanjem
nismo mogli utvrditi kada je uzorak krvi oduzet pacijentu, prije potvrdene aktivne tuberkuloze
ili nakon potvrdene aktivne tuberkuloze. Poznata je ¢injenica da pozitivnim IGRA-testom kod
pacijenta ne mozemo razlikovati aktivnu od latentne tuberkuloze bez radioloske, izravne
mikrobioloske obrade, kao i ostalih dijagnostickih postupaka (14). U ovim slucajevima
pozitivan test QFT-plus testiranja pratio je klinicku sliku pacijenta i pridonio lijeCenju i

ozdravljenju pacijenta.

Kao zakljucak istrazivanja moZemo rec¢i da imunodijagnostika tuberkuloze ima svoju ulogu u
dijagnostici i ranom otkrivanju tuberkuloze. Za dokazivanje tuberkuloze mora se izvoditi u
kombinaciji sa svim standardnim 1 prema nacionalnom programu utvrdenim dijagnostickim
postupcima. IGRA-testovi svakako svoj doprinos imaju kod potvrde latentne tuberkulozne
infekcije (LTBI) i kao dobar pokazatelj reakcije osoba koje su bile u kontaktu s oboljelima od
aktivne tuberkuloze kao i kod osoba koje su pod povecanim rizikom od razvoja LTBI-a u

aktivnu bolest.
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7. SAZETAK

Uvod: Tuberkuloza je jos uvijek jedan od vodeéih javnozdravstvenih problema unato¢ ¢injenici
da danas imamo dobre metode prevencije, dijagnoze i lijeCenja kao i nacionalni program
smjernica za suzbijanje TB-a. LijeCenje i aktivno trazenje osoba s LTBI-om put je prema

iskorjenjivanju bolesti.

Ciljevi: 1. Ispitati ulogu i korist IGRA-testova (eng. interferon gamma release assay) u
dokazivanju tuberkuloze, 2. Prikazati najvaznije epidemioloske karakteristike infekcije M.
tuberculosis, 3. Ispitati incidenciju i prevalenciju infekcije M. tuberculosis koriste¢i imunoesej
kvantiferon testa, 4. Prikazati raspodjelu bolesnika prema uputnoj dijagnozi, obiteljskom
kontaktu i dodatnim faktorima rizika, 5. Prikazati kod kojih pacijenata je potvrdena aktivna

infekcija M. tuberculosis.

Ispitanici i metode: izvrSena je retrospektivna analiza rezultata Quantiferon-TB Gold plus
(QFT-plus) testiranja provedenih u Zavodu za javno zdravstvo Osjecko baranjske Zupanije
(ZZJZ OBZ), sluzba za mikrobiologiju, odjel za serolosku dijagnostiku. U istrazivanje su
ukljuc¢eni uzorci bolesnika upucenih od lije¢nika primarne zdravstvene zastite, specijalista

epidemilogije ili odjelnih lije¢nika Klini¢kog bolnickog centra (KBC) Osijek.

Rezultati: U petogodisnjem razdoblju (2012. - 2016.) na odjelu je primjenom QFT-plus testa
analizirano 2 198 uzoraka krvi pacijenata koji su upuceni na sluzbu za mikrobiologiju ZZJZ
OBZ-a. Rezultati analize bili su pozitivni u 549 (25 %), negativni u 1 566 (73 %) i neodredivi
u 50 (2 %) izvrSenih pretraga. Najzastupljenije su pretrage uzoraka za pacijente s
imunosupresivnom terapijom kojih je ukupno bilo 679 (31 %) kroz promatrani period. Ukupno
54 % (293 uzorka) pozitivnih nalaza je analizirano i1z uzoraka upucenih iz ordinacija primarne
medicine, 51 (10 %) pozitivnih uzoraka je s odjela pedijatrije KBC Osijek, odjel dermatologije
imao je 43 (8 %), odjel gastroenterologije 20 (4 %), odjel reumatologije i imunologije 31 (6 %),

zarazni odjel 16 (3 %) pozitivnih uzoraka.

Zakljucak: Primjena in vitro IGRA QFT-plus testa vazna je u imunodijagnostici tuberkuloze.
Znacajnu ulogu ima u otkrivanju LTBI-a gdje uz standardne metode pridonosi u prevenciji

tuberkuloze, osobito kod rizi¢nih skupina.

Kljucne rijeci: latentna infekcija; testovi otpusStanja interferona gama; tuberkuloza
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8. SUMMARY

Introduction: Tuberculosis is still one of the leading public health problems despite the
prevention measures, diagnosis and treatment methods as well as the national TB suppression

program. Treating and actively seeking people with LTBI is the path to eradicating the disease.

Objectives: 1. To investigate the role and the benefit of IGRA (Interferon gamma release assay)
tests in screening for tuberculosis, 2. To show the most prominent epidemiological
characteristics of M. tuberculosis infection, 3. To investigate the incidence and prevalence of
M. tuberculosis infection using the QFT-Plus test. 4. To show the distribution of patients
according to the referral diagnosis, family contact and additional risk factors, 5. To record the

patients with confirmed active M. tuberculosis infection.

Participants and Methods: A retrospective analysis of Quantiferon-TB Gold plus (QFT-Plus)
test results was performed at the Institute of Public Health of the Osijek-Baranja County (IPH
OBC), the Department of Microbiology, the Serological Diagnostics Department. The study
included samples from patients referred by primary health care practitioners, epidemiologist

specialists or departmental doctors of the Clinical Hospital Center (CHC) Osijek.

Results: During the five-year period (2012 — 2016), 2 198 blood samples were analyzed at the
IPH OBC microbiology department using the QFT-Plus test. The results of the analysis were
positive in 549 (25%), negative in 1 566 (73%) and unclear in 50 (2%) samples. The most
frequent tests for patients with immunosuppressive therapy totaled 679 (31%) for a five-year
period. A total of 54% (293 samples) of positive findings were analyzed from samples sent by
primary health care specialists, 51 (10%) of positive samples were from the Department of
Pediatrics, 43 (8%) from the Department of Dermatology, 20 (4%) from the Department of
Gastroenterology, 31 (6%) from the Department of Rheumatology and 16 (3%) from The

Department of Infectious Diseases.

Conclusion: The use of in vitro IGF QFT-plus test is important in immunodiagnostics of
tuberculosis. It has a significant role in detecting LTBI where, along with the standard methods,

it contributes to the prevention of tuberculosis, especially in risk groups.

Key words: latent infection; interferon-gamma release tests; tuberculosis
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