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SKROTY

AIDS (ang. Acquired Immune Deficiency Syndrome) zesp6t nabytego niedoboru
odpornosci

ALF (ang. Alveolar Lining Fluid) surfaktant wyscielajacy pecherzyki ptucne
AM (ang. Alveolar Macrophages) makrofagi pecherzykowe

APC (ang. Antigen-Presenting Cells) komorki prezentujgce antygen

AT (ang. Alveolar Epithelial Type Cell) komorki nabtonka pecherzykéw ptucnych
AUROC (ang. Area Under the ROC Curve) pole pod krzywa ROC

BALf (ang. Bronchoalveolar Lavage Fluid) poptuczyny pecherzykowo—
oskrzelikowe

BCG (Bacillus Calmette-Guérin)

BK (ang. Bacillus Koch)

CFP-10 (ang. Culture Filtrate Protein) antygen Mycobacterium tuberculosis
CLIA (ang. Chemiluminescent Immunoassay) metoda chemiluminescencyjna
COVID-19 (ang. Coronavirus Disease 2019)

DC (ang. Dendritic Cells) komorki dendrytyczne

DOR (ang. Diagnostic Odds Ratio) diagnostyczny iloraz szans

DTH (ang. Delayed Type Hypersensitivity) reakcja zapalna typu poznego

ECDC (ang. European Centre for Disease Prevention and Control) Europejskie
Centrum do Spraw Zapobiegania i Kontroli Chordob

ELFA (ang. Enzyme-Linked Fluorescent Assay)

ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent  Assay) metoda
immunoenzymatyczna

ELISpot (ang. Enzyme-Linked Immunospot Assay)

ESAT-6 (ang. Early Secreted Antigenic Target 6) antygen
Mycobacterium tuberculosis

FDA (ang. Food and Drug Administration) Agencja Zywnosci i Lekow

FIA (ang. Fluorescence Immunoassay)

GD (ang. Green Diluent) zielony rozcienczalnik stosowany w tescie QFT-Plus
G-MCSF (ang. Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) czynnik
pobudzajacy kolonie makrofagow

GZOMR gruzlicze zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych

HCW (ang. Healthcare Workers) pracownicy ochrony zdrowia



HIV (ang. Human Immunodeficiency Virus) ludzki wirus nabytego niedoboru
odpornosci

IFN-y interferon-gamma

IGRA (ang. Interferon Gamma Release Assay) test uwalniania interferonu gamma
IL interleukina

IP (ang. Interaction Point) punkt interakcji

IP-10/CXCL10 (ang. Interferon y-Induced Protein 10 kDa) biatko indukowane
przez interferon gamma

IQR (ang. Interquartile Range) zakres migdzykwartylowy

ITB (ang. Incipient TB Infection) poczatkowa gruzlica

Komorki M (ang. Microfold Cells)

Kompleks MHC klasy I (ang. Major Histocompatibility Complex)

KRG Krajowy Rejestr Zachorowan na Gruzlice

krzywa ROC (ang. Receiver Operating Characteristic Curve)

LFA (ang. Lateral Flow Assay) technika przeptywu bocznego

Liaison QFT-Plus test Liaison QuantiFeron-TB Gold Plus

LLOQ (ang. Lower Limit of Quantification) wyniki ponizej granicy oznaczalnosci
LR+ / LR - (ang. Positive/Negative Likelihood Ratio) iloraz wiarygodnosci
wyniku dodatniego/ujemnego

LTBI (ang. Latent Tuberculosis Infection) latentne zakazenie pratkiem gruzlicy
MAIT (ang. Mucosal-Associated Invariant T Cells) limfocyty T zwigzane z blong
sluzowa

ManLAM mannozylowany lipoarabinomannan

MCP-1/CCL2 (ang. Monocyte  Chemoattractant  Protein-1)  biatko
chemotaktyczne dla monocytow

MDR-TB (ang. Multi Drug Resistant Tuberculosis)

MFI (ang. Median Fluorescence Intensity) wartosci fluorescencji

MIG/CXCL9 (ang. Monokine Induced by Interferon-Gamma) monokina
indukowana przez interferon-gamma

MIP-10/CCL3 (ang. Macrophage Inflammatory Protein-1 Alpha) biatko zapalne
makrofagow- 1 alfa

MIP-1B/CCL4 (ang. Macrophage Inflammatory Protein-1 Beta) biatko zapalne

makrofagow- 1 beta



NALT/BALT (ang. Nasal-Associated Lymphoid Tissue and Bronchus-Associated
Lymphoid Tissue) tkanka limfatyczna nosa i oskrzeli

NK (ang. Natural Killers)

NN nieznany

NPV (ang. Negative Predictive Value) warto$¢ predykcyjna wyniku ujemnego
NTM (ang. Nontuberculous Mycobacteria) pratki niegruzlicze

OD (ang. Optical Density) gestos¢ optyczna

ONZ Zgromadzenie Og6lne Organizacji Narodow Zjednoczonych

PAMP (ang. Pathogen Associated Molecular Patterns) wzorce molekularne
zwigzane z drobnoustrojami

POCHP przewlekta obturacyjna choroba ptuc

PPD (ang. Purified Protein Derivative) oczyszczona pochodna biatkowa,
tuberkulina

PPV (ang. Positive Predictive Value) wartos$¢ predykcyjna wyniku dodatniego
PRR. (ang. Pathogen-Recognition Receptors) receptory rozpoznajace patogen
PU przedziat ufnosci

QFT test QuantiFeron-TB

QFT-G test QuantiFeron-TB Gold

QFT-GIT test QuantiFeron-TB Gold In-Tube

QFT-Plus test QuantiFeron-TB Gold Plus

RANTES/CCLS5 (ang. Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed and
Secreted) biatko regulowane przez aktywacje, ekspresja i wydzielanie przez
prawidlowe limfocyty T

Raport SDG (ang. The Sustainable Development Goals Report)

RD1 (ang. Region of Diference 1) region genomu Mycobacterium tuberculosis
RLU (ang. Relative Light Units)

RR (ang. Relative Risk) ryzyko wzgledne

s wspotczynnik korelacji rang Spearmana

RT23 (ang. Renset Tuberculin) referencyjna tuberkulina

RT-gPCR (ang. Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction) reakcja
fancuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja

Se (ang. Sensitivity) czutos¢ diagnostyczna

Sp (ang. Specificity) swoistos¢ diagnostyczna

SP-A i SP-D (ang. Surfactant Protein) biatka surfaktantu ptucnego
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System ESX-1 (ang. ESAT-6 secretion system-1)

TB (ang. Tuberculosis) gruzlica

TB1 i TB2 probowki z antygenami Mycobacterium tuberculosis stosowane
w tescie QFT-Plus

TB7.7 antygen Mycobacterium tuberculosis

TBmax najwyzszy pomiar poziomu IFN-y lub innej cytokiny z 2 probowek
antygenowych TB1 lub TB2 testu QFT-Plus

TBST (ang. Tuberculosis Antigen-Based Skin Tests) nowe testy skorne

TCR (ang. T-Cell Receptor) receptor na btonie limfocytow T CD4+ i CD8+
TDM dwumykolan trehalozy

TGF-B (ang. Transforming Growth Factor f) transformujacy czynnik wzrostu
beta

TNF-a (ang. Tumor Necrosis Factor) czynnik martwicy nowotworéw

TPT (ang. TB Preventive Therapy) profilaktyczne leczenie

TST (ang. Tuberculin Skin Test) skorna proba tuberkulinowa

UE Unia Europejska

ULOQ (ang. Upper Limit of Quantification) wyniki powyzej granicy
oznaczalnosci

WHO (ang. World Health Organization) Swiatowa Organizacja Zdrowia

XMAP (ang. Multi-Analyte Profiling)
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Wstep

1 WSTEP

1.1  Gruzlica: podstawowe fakty i wyzwania zdrowotne

Gruzlica (ang. Tuberculosis, TB) jest chorobg zakazng wywotang przez bakterie nalezace
do kompleksu Mycobacterium tuberculosis. Ze wzgledu na charakterystyczna, unikalng
budowe $ciany komorkowej pratkow, bogatag w kwasy mykolowe (Ryc.1), stanowi ona
istotng barier¢ dla wielu lekéw utrudniajac ich przenikanie do wngtrza komorki
bakteryjnej. Z tego powodu chemioterapia przeciwpratkowa jest procesem dlugotrwatym

I ztozonym [1, 2, 3].

Otoczka

Mannoglikoproteiny
Kwasy mykolowe

Lipomannan

Rdzen
Arabinogalaktan

LAM
Peptydoglikan

PIM

o000
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\\ \"‘\
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Rycina 1. Schemat budowy $ciany komorkowej pratkow (wg Kleinnijenhuis i wsp. [3],

Btona
komérkowa

Poryny

)\)\

zmodyfikowano)

Bardzo wolna replikacja pratka, jego interakcje z uktadem odpornosciowym gospodarza
oraz zdolnos¢ do przetrwania w stanie latencji stanowiag powazne wyzwania w globalnych
dziataniach na rzecz eliminacji gruzlicy [1, 4, 5, 6]. Transmisja pratkéw droga aerogenna
skutkuje pierwotnym zakazeniem uktadu oddechowego, niemniej jednak drobnoustroje
moga rozprzestrzeniaé si¢ do weztow chlonnych, opon moézgowych oraz uktadu
moczowo-piciowego, prowadzac do postaci pozaptucnych gruzlicy. Pomimo
nieustannych dziatan w zakresie kontroli i zapobiegania gruzlicy, pozostaje ona istotnym
problemem zdrowia publicznego na calym s$wiecie [5, 6]. Dotyka gtéwnie ubogie

i niedozywione populacje w gesto zaludnionych obszarach, co zwigksza ryzyko
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transmisji. Choroba moze poglebi¢ ubdstwo poprzez zwigkszenie kosztow zycia,
ograniczy¢ mozliwosci uzyskania dochodéw oraz spowodowaé stygmatyzacje oraz
dyskryminacje spoteczna [7, 8, 9]. Ogloszona w 2015 roku strategia ,,End TB” Swiatowej
Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) wyznaczyla cele, jakimi
byly zmniejszenie wspotczynnika zachorowalno$ci na gruzlice i liczby zgondéw oraz
kosztéw ponoszonych przez chorych i ich gospodarstwa domowe [10]. W 2020 roku
realizacje tych celow przerwata pandemia COVID-19 (ang. Coronavirus Disease 2019),
ktéra ograniczyta dostep do opieki zdrowotnej. Kryzys gospodarczy, niestabilnosé¢
polityczna oraz masowe migracje ludno$ci negatywnie wptywaja na funkcjonowanie
systemow ochrony zdrowia, co posrednio oddzialuje rowniez na strategi¢ walki z gruzlica
[11]. W 2023 roku podczas Zgromadzenia Ogodlnego Organizacji Narodow
Zjednoczonych (ONZ), ktorego wspotgospodarzem byta Polska, ustalono globalne cele
w zakresie finansowania profilaktyki gruzlicy, opieki nad chorymi i badaniami nad
nowymi szczepionkami. Kluczowe zobowigzania majg na celu poprawe powszechnego
dostepu do diagnostyki, leczenia i prewencji gruzlicy, z celem dotarcia do 90% os6b
dotknietych lub zagrozonych gruzlica do 2027 roku [12, 13]. Obecnie ambitne zatozenia
WHO zaktadaja zmniejszenie zachorowalnosci o 90%, a umieralnosci o 95% do 2035
roku [11]. Osiagniecie celu zakonczenia globalnej epidemii gruzlicy wymaga pilnych
dziatan, a realizacja zobowigzan podjetych przez wszystkie panstwa cztonkowskie ONZ
i WHO bedzie monitorowana i oceniona w 2028 roku [12, 13 14, 15].

1.1.1 Aktualna sytuacja epidemiologiczna gruZlicy

1.1.1.1 Gruzlica na swiecie

W 2023 roku gruzlica, po trzech latach pandemii COVID-19, ponownie stata si¢ gtdéwna
przyczyna zgondow na $wiecie spowodowanych pojedynczym czynnikiem zakaZnym
[12]. Kazdego roku na gruzlicg choruje ponad 10 miliondéw osob, a liczba zachorowan
rosnie od 2021 roku, przekraczajac poziomy notowane przed pandemia. Zgodnie
z szacunkami WHO w 2023 roku na $wiecie zgloszono 8,2 mln nowo zdiagnozowanych
przypadkéw gruzlicy, znacznie wigeej niz w 2022 roku (7,5 miliona) i w 2021 roku
(6,4 miliona). Rzeczywista liczba nowych zachorowan na gruzlice wynosita 10,8 mln,

a globalna zapadalnosci osiggneta poziom 134 na 100 000 osob [12, 14].
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Rycina 2. Szacunkowe wskazniki zapadalno$ci na gruzlice na swiecie w 2023 roku (wg WHO,
2024 [12], zmodyfikowano)

Trzydziesci krajow o duzym obcigzeniu gruzlica odpowiadalo za 87% $wiatowych
przypadkéw tej choroby, z czego 56% pochodzito z pigciu krajow: Indii (26%),
Indonezji (10%), Chin (6,8%), Filipin (6,8%), Pakistanu (6,3%) (Ryc. 2) [12].
W 2023 roku 55% o0s6b chorych na gruzlice stanowili mezczyzni, 33% kobiety
i 12% dzieci w wieku 0 — 14 lat. Szacuje si¢, ze na calym §wiecie u okoto 3,2% chorych
rozwingta si¢ gruzlica wielolekooporna (ang. Multi Drug-Resistant Tuberculosis,
MDR- TB), wywotana przez pratki oporne na dwa leki przeciwpratkowe: ryfampicyne
I izoniazyd. Najwyzsze odsetki MDR-TB wsrod ogotu chorych na gruzlicg stwierdzono
w Indiach (27%), Federacji Rosyjskiej (7,4%) 1 Indonezji (7,4%). Szczegodlnie narazeni
na gwaltowny przebieg gruzlicy oraz wysoka S$miertelno$¢ sa chorzy zakazeni
wirusem HIV (ang. Human Immunodeficiency Virus), ktorzy w 2023 roku stanowili
5,3% wszystkich przypadkow gruzlicy. W niektérych czgéciach Regionu Afrykanskiego
WHO odsetek 0s6b z nowym epizodem gruzlicy i zakazonych wirusem HIV przekraczat
nawet 50%. Z powodu gruzlicy zmarto 1,25 miliona os6b, w tym 161 000 zakazonych
HIV [12].

1.1.1.2 Gruzlica w Regionie Europejskim
Wedlug Europejskiego Centrum do Spraw Zapobiegania i Kontroli Choréb
(ang. European Centre for Disease Prevention and Control, ECDC) w 2022 roku

w Regionie Europejskim WHO na gruzlice zachorowato 229 000 osob, co odpowiada
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25 przypadkom na 100 000 mieszkancow i stanowito okoto 2,2% globalnej zapadalnosci
na gruzlice (Ryc. 3) [16].
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Rycina 3. Wskazniki zgtaszalnosci nowych przypadkow gruzlicy i wznow gruzlicy w Regionie

Europejskim w 2022 roku (wg ECDC, 2024 [16], zmodyfikowano)

Sposrad pigédziesigeiu trzech krajow Regionu Europejskiego WHO najwigkszy odsetek
przypadkow gruzlicy odnotowano w Federacji Rosyjskiej (24,5%), Ukrainie (15,7%),
Uzbekistanie (12,7%), Kazachstanie (6,6%), Turcji (5,2%) oraz Rumunii (4,4%).
W 2022 roku liczba zgondéw z powodu gruzlicy wynosita 18 000, co przektadato si¢ na
wspotczynnik §miertelno$ci na poziomie 1,9 na 100 000 osob. Czestos¢ wystepowania
gruzlicy opornej na ryfampicyne lub wielolekoopornej RR/MDR-TB w Regionie
Europejskim WHO zmniejszyta si¢ o 6%, a liczba nowych przypadkow zostala
oszacowana na 67 000. Wsrod nowo zgloszonych przypadkow bakteriologicznie
potwierdzonej gruzlicy ptuc odnotowano 35 000 przypadkéw RR/MDR-TB. Odsetek
RR/MDR-TB wsrod nowych oraz wczesniej leczonych przypadkoéw gruzlicy istotnie
przekraczat Srednig globalng, wynoszac odpowiednio 24% i 54% w poréwnaniu do 3,3%
I 17% na $wiecie. Czesto$¢ wystepowania zakazenia wirusem HIV wsrdd chorych
na gruzlicg oszacowano na 12% w 2022 roku, co stanowito kolejny rok charakteryzujacy

si¢ stabilno$cig. Odnotowano okoto 28 000 przypadkow gruzlicy u osob zakazonych
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wirusem HIV, z czego okoto 78% catkowitej liczby stanowili chorzy z Federacji
Rosyjskiej (50%) i Ukrainy (28%). Wedtug danych ECDC, w 2022 roku najwigcej
zgtoszonych przypadkow gruzlicy (66,2%) dotyczylo grupy wiekowej 25 — 64 lat,
wyjatek stanowity Cypr (36,2% przypadkow gruzlicy zgtoszono u chorych w wieku
15 — 24 lata) oraz Estonia, Wegry i Stowenia gdzie ponad 30% przypadkow byto w grupie
powyzej 64 roku zycia [16]. Dzieci ponizej 15 roku zycia stanowily okoto 4%
zgloszonych przypadkow gruzlicy w regionie. Najwyzszy wspotczynnik zapadalno$ci
na gruzlice w tej grupie wiekowej odnotowano w Rumunii 1 wyniost on 10,7 przypadkoéw
na 100 000 dzieci w wieku 0 — 4 lat oraz 10,8 przypadkéw na 100 000 dzieci w wieku
5-— 14 lat. W 2022 roku we wszystkich panstwach europejskich, z wyjatkiem Norwegii,
odnotowano wigkszg liczbe przypadkow gruzlicy wérod mezczyzn niz kobiet. W krajach
Unii Europejskiej (UE) zgtoszono 36 179 przypadkow gruzlicy co stanowito 15,8% ogotu
zachorowan w Regionie Europejskim WHO. Ogoélny wskaznik zglaszalnosci w krajach
UE wyniost 8 przypadkow na 100 000 oséb. Migdzy panstwami cztonkowskimi
wystepowaty istotne roznice w zapadalno$ci — od 2,5 na 100 000 mieszkancow
w Liechtensteinie do 48,7 na 100 000 w Rumunii. Rumunia zglosita 25,6% wszystkich
przypadkoéw gruzlicy w UE, a jej wspotczynnik zapadalnosci byl szesciokrotnie wyzszy

niz $rednia dla pozostatych panstw cztonkowskich (Ryc.3) [16].

1.1.1.3 Gruzlica w Polsce
W Polsce dane dotyczace gruzlicy gromadzone sg w Krajowym Rejestrze Zachorowan
na Gruzlice (KRG). Zgodnie z danymi w 2023 roku zarejestrowano 4436 przypadkow
gruzlicy, CO oznaczalo w poréwnaniu z rokiem poprzednim wzrost 0 122 przypadki.
Zapadalno$¢ na gruzlice wszystkich postaci wynosita 11,8 na 100 000 osob i byta wieksza
0 3,5% niz w 2022 roku [17].
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Polska - 11,8

Rycina 4. Zapadalnos$¢ na gruzlice w Polsce w 2023 roku wg wojewddztw. Wspotczynniki na
100 000 os6b (wg Korzeniewska i wsp. 2024 [17], zmodyfikowano)

W 2023 roku zgtoszono w Polsce 3920 nowych przypadkéw gruzlicy, co stanowito
88,4% ogotu zachorowan. Przypadki ponownych zachorowan odnotowano u 516 osob.
Najczestsza rozpoznawang postacig gruzlicy byla gruzlica phuc, ktora stanowita 96,1%
wszystkich zachorowan. Najwyzsza zapadalno$¢ odnotowano w grupie wiekowe;j
45 — 64 lata (19,1 / 100 000), a osoby w tym przedziale wiekowym stanowity 42,5%
wszystkich chorych. Wérod osob powyzej 65 roku zycia wskaznik zapadalno$ci wyniost
15,3 na 100 000, natomiast najnizszg warto$§¢ odnotowano wsrdd dzieci do 14 roku zycia
(0,9 / 100 000). W tej grupie wiekowej zgtoszono tacznie 51 przypadkow gruzlicy,
co stanowito 1,1% wszystkich zachorowan. Podobnie jak w latach poprzednich,
zapadalno$¢ na gruzlice wsrod mezczyzn byta wyzsza niz wsrdd kobiet. Zarejestrowano
3282 przypadki gruzlicy u me¢zczyzn (18 / 100 000) w poréwnaniu do 1154 przypadkow
u kobiet (5,9 / 100 000) co oznacza, ze mgzczyzni stanowili 74% ogotu chorych.
Wystepowaly istotne rdéznice terytorialne w zapadalnosci na gruzlice. Najwyzsze
wskazniki odnotowano w wojewodztwach: lubelskim (16,2 / 100 000), S$laskim
(15,7 /100 000) i swigtokrzyskim (15,5 / 100 000). Najnizszg zapadalno$¢ stwierdzono
w wojewodztwach: podlaskim (6,3 / 100 000), warminsko-mazurskim (6,7 / 100 000),
lubuskim (7,0 / 100 000) oraz wielkopolskim (7,1 / 100 000) (Ryc.4) [17].
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W 2023 roku wsrdd osob chorych na gruzlice zarejestrowano 352 cudzoziemcow, z czego
wigkszos¢ (235 przypadkow) stanowity osoby w wieku 20 — 44 lata. Przypadki gruzlicy
u cudzoziemcoOw stanowity 7,9% wszystkich zachorowan. Najwigcej cudzoziemcow
leczonych z powodu gruzlicy przebywalo na terenie wojewodztwa mazowieckiego
(98 przypadkow). Najliczniejsza grupe stanowili obywatele Ukrainy (250 o0s6b),
a nastepnie Gruzji (13 oséb) i Indii (10 osob). Podobnie jak w latach wcze$niejszych,
wspotwystepowanie gruzlicy i zakazenia wirusem HIV byto w Polsce zjawiskiem
rzadkim. Wedtug danych Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego Panstwowego
Zaktadu Higieny, gruzlica byta choroba wskaznikowa AIDS (ang. Acquired Immune
Deficiency Syndrome) u 32 osob zakazonych wirusem HIV [17]. W 2021 roku gruzlicg
wielolekooporng (MDR-TB) rozpoznano u 53 oséb, w tym u 25 cudzoziemcoéw [18].
Wedlug danych z rejestrow laboratoryjnych, w 2023 roku liczba ta wzrosla niemal
dwukrotnie. MDR-TB rozpoznano u 99 chorych, sposrod ktorych az 71 stanowili
cudzoziemcy. Przypadki MDR-TB stanowity w 2023 roku 2,8% wszystkich zachorowan
na gruzlice potwierdzong bakteriologicznie oraz 3,1% sposrod zachorowan, dla ktérych
okreslono lekoopornos¢ pratkow. Dane te wskazuja na niepokojacy trend wzrostowy,
szczegblnie w populacji cudzoziemcoOw, co stanowi istotne wyzwanie zarO6wno
epidemiologiczne, jak i kliniczne. W 2023 roku gruzlica byta przyczyna zgonow

u 472 os6b, a wspotczynnik umieralnosci wynosit 1,2 na 100 000 osob [17].

1.2 Przebieg zakazenia Mycobacterium tuberculosis

Do zakazenia pratkiem gruzlicy najczesciej dochodzi drogg powietrzng poprzez inhalacje
jader kropelkowych zawierajacych zywe pratki [19]. Pratki s3 wydalane do srodowiska
przede wszystkim podczas kaszlu chorego z aktywna gruzlica pluc [20]. Przecigtnie
w trakcie kaszlu chory wyrzuca 1,5 | powietrza zawierajacego okoto 3000 kropelek $liny
przy predkosci dochodzacej do 80 km/h. Krople wigksze niz 5 — 10 um opadajg na ziemig
lub osadzajg si¢ w gornych drogach oddechowych. Mniejsze czastki mogg unosic¢ si¢
w powietrzu przez 2 do 40 godzin, co zwigksza ryzyko ich aspiracji do drzewa
tchawiczo - oskrzelowego oraz pecherzykow ptucnych potencjalnego gospodarza [19].

Znacznie rzadziej dochodzi do zakazenia droga pokarmowga [21] lub przez uszkodzong
skore [22].

Pratki gruzlicy, aby dosta¢ si¢ do ptuc musza pokona¢ pie¢ kluczowych punktow
interakcji (ang. Interaction Point, IP), ktore stanowig barier¢ ochronng przed zakazeniem.

Te ewolucyjnie wyksztatcone IP pozwalaja na skuteczng obrone gospodarza poprzez
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oczyszczanie $luzowo-rzgskowe majace na celu fizyczne usuniecie wdychanych
drobnoustrojow, wydzielanie enzymow oraz mediatorow pro- i przeciwzapalnych,
atakze rozpoznawanie wzorcoOw molekularnych zwigzanych z patogenami przez
receptory  wyrazone na  komoérkach  mieloidalnych 1 nablonka  ptuc.
Mycobacterium tuberculosis wyksztalcit liczne strategie umozliwiajace omijanie tych
barier i manipulowanie odpowiedzig immunologiczng gospodarza. Dzigki temu pratki
mogg skutecznie przedostaé si¢ do ptuc, przetrwa¢ w organizmie gospodarza w stanie
latencji i spowodowaé aktywng gruzlice, pomimo obecno$ci zaawansowanych

mechanizméw obronnych [19].

1.2.1 Pierwszy punkt interakcji - tchawica i oskrzela

Pratki gruzlicy przez jam¢ nosowa i zatoki dostaja si¢ do gardta, krtani, tchawicy
i oskrzeli glownych, ktore rozwidlaja si¢ do kazdego ptuca. W oskrzelach komorki
nablonkowe odgrywaja kluczowa rol¢ w obronie immunologicznej pluc zapewniajac
sluzowo- rzgskowe oczyszczanie drog oddechowych [23]. Komorki surowicze i kubkowe
produkuja $luz bogaty w mucyne, ktéry zatrzymuje pratki, umozliwiajac ich usuwanie
zdrog oddechowych. Natomiast komorki maczugowate wydzielaja substancje
powierzchniowo czynne, ktore utatwiaja odbudowe uszkodzonego nabtonka. Stan
zapalny droég oddechowych zaburza mechanizmy ochronne i regeneracyjne phuc,
powodujac obrzek btony $luzowej i nadprodukcje gestego §luzu. Dym papierosowy jest
jednym z gtownych czynnikéw uposledzajacych funkcjonowanie nabtonka i zwigksza
ryzyko zakazenia pratkiem gruzlicy [23]. Choroby prowadzace do stanoéw zapalnych
w obrebie drog oddechowych takie jak przewlekta obturacyjna choroba ptuc (POChP)
[24], nikotynizm [23], astma i stosowanie kortykosteroidow [25], pylica krzemowa [26]
sa niezaleznymi czynnikami zwigkszajacymi ryzyko zakazenia
Mycobacterium tuberculosis. Powoduja niedrozno$¢ drog oddechowych i zwickszaja
predkos¢ powietrza wttaczajacego pratki do zdrowych obszaréw ptuc [27]. Pierwszy
punkt interakcji IP1 umozliwia wigc oczyszczenie powietrza dostajacego si¢ do phuc ale
moze rowniez stanowi¢ wrota wejscia pratkow gruzlicy do tkanki limfoidalnej [28].
Komérki M (ang. Microfold Cells) zlokalizowane w tkance nosa i oskrzeli
(ang. Nasal- Associated Lymphoid Tissue and Bronchus-Associated Lymphoid Tissue,
NALT/BALT) moga transportowac bakterie z btony s§luzowej do uktadu limfatycznego
rozpoczynajac  wczesng odpowiedz immunologiczng przeciwko  zakazeniu

Mycobacterium tuberculosis [29]. Pratki indukuja produkcje B-defensyn w nablonku
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oskrzeli co ogranicza ich przezywalno$¢, jednocze$nie umozliwiajac przetrwanie
w niezakwaszonym $rodowisku wakuoli endosomalnej [19, 30]. Dodatkowo limfocyty T
zwigzane z blong Sluzowg MAIT (ang. Mucosal-Associated Invariant T Cells) odgrywaja
fundamentalng role¢ w  odpowiedzi cytokinowej  wykrywajac  zakazenie

wewnatrzkomoérkowe Mycobacterium tuberculosis [19, 31].

1.2.2 Drugi i trzeci punkt interakcji — oskrzeliki i pecherzyki ptucne

Po przedostaniu si¢ do oskrzeli pratki gruzlicy napotykaja drugi punkt interakcji IP2 czyli
oskrzeliki. Oskrzeliki oddechowe dzielg si¢ na przewody pecherzykowe, a te rozgateziaja
si¢ W pecherzyki plucne, stanowiace trzeci punkt interakcji IP3. Pluco dorostego
cztowieka zawiera okoto 480 miliondw pecherzykéw plucnych, wyscielonych
surfaktantem (ang. Alveolar Lining Fluid, ALF), ktéry zmniejsza napigcie
powierzchniowe podczas wdechu, stabilizuje pecherzyki i reguluje reakcje zapalne [32,
33]. Skfadniki ALF sa krytycznymi elementami wrodzonego uktadu odpornosciowego
podczas zakazenia Mycobacterium tuberculosis i odgrywaja wazng rolg w fagocytozie
[32, 33, 22]. Biatko surfaktantu ptucnego A (ang. Surfactant Protein, SP-A) nasila
fagocytoze pratkdw przez makrofagi i reguluje stan zapalny. Biatko SP-D aglutynuje
pratki, ograniczajac ich fagocytoze, a hydrolazy modyfikuja powierzchni¢ pratkdw,
wplywajac  na  najwazniejsze  czynniki  wirulencji  czyli mannozylowany
lipoarabinomannan (ManLAM) i dwumykolan trehalozy (TDM) [19, 34, 35, 36]. Biatka
dopetniacza promuja opsonizacje pratkow, jednocze$nie ograniczajac potencjalnie
szkodliwy stan zapalny [19]. Mycobacterium tuberculosis wchodzi w interakcje
z makrofagami pecherzykowymi (ang. Alveolar Macrophages, AM) i komodrkami
nabtonka pecherzykow ptucnych (ang. Alveolar Epithelial Type Cell, AT). Pomimo
silnych wtasciwosci fagocytarnych makrofagi AM wykazuja ograniczona zdolno$é¢
pratkoobojczg, co pozwala patogenom przetrwaé i namnaza¢ si¢ w fagosomach [37].
Komorki AT petnig role przejSciowej niszy wewnatrzkomorkowej, ktora umozliwia
pratkom gruzlicy zmian¢ metabolizmu i przetrwanie, szczegolnie w sytuacji gdy wigksza
liczba bakterii zostanie uwolniona z obumierajacych fagocytéw lub uszkodzonych
ziarniniakow [38]. Oddzialywania miedzy Mycobacterium tuberculosis i komorkami AT
sg dynamiczne, odgrywaja kluczowg role w przebiegu zakazenia oraz progresji choroby
[39]. W miare rozwoju stanu zapalnego pratki napotykaja w przestrzeni pecherzykow
ptucnych monocyty i neutrofile, ktore odgrywajg istotng role w kontrolowaniu przebiegu
zakazenia zard6wno poprzez mechanizmy oksydacyjne, jak i nieoksydacyjne [19, 40, 41].
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1.2.3 Czwarty punkt interakcji - ziarniniak gruZliczy

Ziarniniak gruzliczy (granuloma) stanowi nisz¢ umozliwiajaca przetrwanie pratkow
W przebiegu latentnego zakazenia pratkiem gruzlicy (ang. Latent Tuberculosis
Infection, LTBI). Jest to dynamiczna, heterogenna struktura, ktorej rozmiar i sktad ulega
zmianom podczas trwania zakazenia. Granuloma sktada si¢ z roznych typow komorek
gospodarza, w tym makrofagobw piankowatych, komorek nablonkowych,
wielojadrowych komorek olbrzymich, komoérek NK (ang. Natural Killers),
dendrytycznych (ang. Dendritic Cells, DC), neutrofili oraz limfocytow T i B (Ryc.5) [41,
42].
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Rycina 5. Schemat budowy ziarniniaka gruzliczego (wg. Ndlovu i wsp. 2016 [41],
zmodyfikowano)

Dostajace si¢ do pluc wraz z wdychanym powietrzem pratki rozpoczynaja rekrutacje
makrofagdbw za pomocg systemu ESX-1 (ang. ESAT-6 Secretion System-1),
aw szczegolnosci biatka ESAT-6 (ang. Early Secreted Antigenic Target 6), ktore
stymuluje wydzielanie metaloproteinazy 9 przez komoérki nabtonkowe [41]. Receptory
rozpoznajgce patogeny (ang. Pathogen-Recognition Receptors, PRR) i wzorce
molekularne zwigzane =z patogenami (ang. Pathogen-Associated Molecular
Pattern, PAMP) biorg udzial w wytwarzaniu cytokin i chemokin. Szczego6lnie wazne
W procesie powstawania granulomy i jej wezesnego funkcjonowania sg czynnik martwicy

nowotworow (ang. Tumor Necrosis Factor, TNF-a) i interferon-gamma (IFN-y) [42].
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Cytokiny te rekrutuja do miejsca infekcji kolejne komorki odporno$ciowe tworzac
sferyczng strukturg, w centrum ktérej znajduja si¢ zakazone komorki fagocytarne.
Ostatecznym etapem formowania si¢ granulomy jest wytworzenie zewnetrznej warstwy
sktadajacej si¢ z limfocytow T i B, ktora nadaje ziarniniakowi zwartg strukture [19, 41,
42]. Charakterystyczne dla granuloma sa wyspecjalizowane typy komorek, ktore
powstaja w wyniku fuzji bton. Wielojadrowe komorki olbrzymie typu Langhansa
powstaja z makrofagdbw w wyniku interakcji biatka CD40/CD40L na makrofagu
z aktywowanym limfocytem T wytwarzajacym IFN-y. Komorki te tracg witasciwosci
fagocytarne, moga tylko prezentowac antygen, co wpisuje si¢ w strategie pratkéw
do unikania mechanizméw obronnych gospodarza. Makrofagi piankowate w wyniku
gromadzenia kropli lipidow staja si¢ zrodtem substancji odzywczych dla
Mycobacterium tuberculosis. Dodatkowo wykazujg ograniczong zdolnos$¢ do fagocytozy
i nie posiadajg wlasciwosci pratkobojczych [43]. Dzigki takiej strategii pratki gruzlicy
moga przetrwaé wiele lat wewnatrz granuloma w stanie latencji. Czynniki zewngtrzne,
takie jak koinfekcja wirusem HIV, leczenie immunosupresyjne czy niedozywienie moga
prowadzi¢ do reaktywacji LTBI, co skutkuje nekroza makrofagdw i uwolnieniem
patogenu. Prowadzi to do dezintegracji struktury ziarniniaka i rozprzestrzeniania pratkow
do innych cze$ci ptuc oraz transmisji drogg aerogenng [42]. Ziarniniak gruzliczy mozna
wiec postrzegaé jako impas migdzy mechanizmami obronnymi gospodarza, a pratkami
dazacymi do przetrwania w stanie latencji. Ostateczny przebieg zakazenia 1 rozwoj
granulomy zalezy od dynamicznych interakcji migdzy pratkami, a komorkami
gospodarza. Jednym z kluczowych przejawdéw tych oddzialywan jest wytwarzanie

cytokin na r6znych etapach zakazenia [4, 19, 41, 42].

1.3 Rola cytokin w immunologicznej odpowiedzi na zakazenie pratkiem gruzlicy

Mycobacterium tuberculosis wchodzi w ztozong interakcje z uktadem odpornosciowym
gospodarza, prowadzac do uwalniania cytokin przez komodrki nabtonka pecherzykow
plucnych AT typu II, makrofagi pecherzykowe 1 komorki nabtonka drog oddechowych
[4, 44]. Receptory PRR w tych komorkach identyfikujg sktadniki $ciany komorkowej
pratka gruzlicy. Zakazone komorki DC migruja do weztéw chtonnych, gdzie inicjuja
odpowiedz adaptacyjng, kluczowa dla kontroli wzrostu pratkdw i1 utrzymania stanu
latencji [45]. W odpowiedzi immunologicznej gospodarza uczestniczg limfocyty T oraz
B, a takze wydzielane sg cytokiny, ktore pratek gruzlicy moze wykorzysta¢ jako sygnat

do namnazania si¢ [45, 46, 47, 48]. Ustalenie zwiazku mi¢dzy objawami klinicznymi
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pacjenta, a odpowiedziag immunologiczng moze ulatwi¢ zrozumienie patofizjologii
zarowno LTBI, jak i aktywnej gruzlicy [48]. Wydzielanie cytokin w przebiegu latencji
zachodzi w trzech etapach: 1) wkrotce po zakazeniu, w ptucach, podczas wczesnej
kontroli wzrostu Mycobacterium tuberculosis, 2) pdzniej w weztach chtonnych, gdzie
zakazone komorki prezentujace antygen (ang. Antigen-Presenting Cell, APC) migruja
aby wywotaé reakcje immunologiczna, 3) w koncowym etapie, w ptucach, podczas

ustalania si¢ LTBI w obrebie ziarniniaka gruzliczego [4].

1.3.1 Wczesne mediatory reakcji zapalnej w ptucach

W ptucach pratki gruzlicy inicjujg wydzielanie wczesnych mediatorow reakcji zapalnej,
takich jak TNF-a, interleukina 1 (IL-1a i IL-1pB), IFN-y oraz chemoatraktantow [30].
Interleukina 8 (IL-8/CXCL8) wraz z innymi chemokinami uwalnianymi przez komorki
nabtonkowe i fibroblasty rekrutuje neutrofile, monocyty, makrofagi oraz komorki DC
z naczyn krwiono$nych [49]. Pecherzyki apoptotyczne uwalniane z martwych neutrofili
i makrofagbw zawierajace zaré6wno zywe, jak 1 strawione pratki gruzlicy,
sg fagocytowane przez komorki DC. Umozliwia to krzyzowa prezentacj¢ antygendow
pratkow przez kompleks MHC klasy | (ang. Major Histocompatibility Complex)
limfocytom T CD8+ [50]. We wczesnym etapie zakazenia, IFN-y, reguluje wydzielanie
biatka indukowanego przez interferon (ang. Interferon y-Induced Protein 10 kDa,
IP- 10/CXCL10), ktore przyciaga komorki NK. Ponadto limfocyty T moga rozpoznawac
fosfoligandy, wytwarza¢ perforyng¢ i granulolizyne, tworzac zapalne mikrosrodowisko.
Zakazone neutrofile uwalniaja interleuking 10 (IL-10) modulujac odpowiedz
immunologiczng [51, 52]. Tworzenie si¢ wczesnego ziarniniaka gruzliczego jest wigc
regulowane przez wydzielanie TNF-a i IFN-y przez zakazone komorki gospodarza w celu

powstrzymania rozprzestrzenianie si¢ bakterii (Ryc.6) [4].
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Rycina 6. Schemat wydzielania wczesnych mediatorow reakcji zapalnej w ptucach (wg. Etna

i wsp. [4], zmodyfikowano)

1.3.2 Posrednie mediatory reakcji zapalnej w weztach chtonnym i ptucach

Po rozpoznaniu Mycobacterium tuberculosis, komorki APC migruja w kierunku weztow
chtonnych, gdzie wchodza w interakcj¢ z populacjami limfocytow T [53]. Dojrzate
komorki DC eksponujg na swojej powierzchni wysoki poziom czasteczek MHC klasy 1
i I, ktore prezentujg antygeny limfocytom T CD4+ i CD8+ poprzez receptory TCR
(ang. T-Cell Receptor). W weztach chtonnych prezentowane sg antygeny pratka gruzlicy
W postaci rozpuszczalnych bialek, uwalnianych z migrujacych DC oraz monocytow
zapalnych, co sprzyja aktywacji limfocytow T CD4+. W zakazonej tkance aktywowane
makrofagi stymuluja gldwnie limfocyty T pamigci CD4+ i CD8+. Rdznicowanie si¢
podzbioréw limfocytow T zalezy od cytokin produkowanych przez komorki prezentujace
antygen [4, 54]. Komorki DC produkujg przede wszystkim interleukiny: IFN-f, IL-12,
IL-23, IL-27 podczas gdy makrofagi sa producentami TNF-o i transformujacego
czynnika wzrostu beta (ang. Transforming Growth Factor g, TGF-p ), IL-1, IL-6, IL-10,
IL-18 (Ryc.7) [4, 53, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63].
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i ptucach (wg. Etna i wsp. [4], zmodyfikowano)

1.3.3 Pozne mediatory reakcji zapalnej w ptucach

W zaawansowanych etapach zakazenia Mycobacterium tuberculosis powstaje bardziej
zlozony ziarniniak gruzliczy, wspierany przez wyspecjalizowane populacje limfocytow
[41, 64, 65]. W szczegdlnosci IFN-y i TNF-a uwalniane przez limfocyty Thl, komorki
NK, limfocyty Tcl 1 subpopulacje limfocytow T yd wraz z enzymami cytolitycznymi
zwigkszaja pratkobojcze zdolnosci makrofagobw. W wewngtrznej czegsci ziarniniaka
powstaje martwica serowata otoczona piankowatymi komodrkami olbrzymimi
(ang. Foamy Giant Cell) oraz niezakazonymi makrofagami [64, 65, 66]. Limfocyty T
uwalniajg IL-17A, IL-17F, IL-21 i IL-22 w celu rekrutacji neutrofili i aktywacji
makrofagdéw. Calg strukture granulomy otaczajg fibroblasty (Ryc.8) [4, 66, 67, 68, 69].
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Rycina 8. Schemat wydzielania p6znych mediatoréw reakcji zapalnej w ptucach (wg. Etna i wsp.

[4], zmodyfikowano)
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1.4 Latentne zakazenie pratkiem gruzlicy oraz dwie koncepcje zakazenia
Mycobacterium tuberculosis

Austriacki pediatra Clemens von Pirquet w 1908 roku wraz z wprowadzeniem skornego
testu tuberkulinowego do diagnostyki gruzlicy rozpowszechnit koncepcje ,,latentnej
postaci gruzlicy” (ang. Latent Tuberculosis), ktérej terminologi¢ z biegiem czasu
doprecyzowano jako latentne, utajone, uspione zakazenie pratkiem gruzlicy [5, 75, 76,
77]. W ostatnich latach poczyniono postepy w badaniach nad LTBI, jednakze wiele

biologicznych i medycznych aspektow jest nadal przedmiotem dyskusji.

Termin ,,latencja” ma dwa znaczenia: w biologii oznacza stan u$pienia organizmu, gdy
warunki $rodowiskowe nie sprzyjaja wzrostowi i namnazaniu si¢. W medycynie jest
to etap choroby, w ktérym objawy nie sg jeszcze kliniczne zamanifestowane [73, 78].
LTBI jest pierwszym etapem przed aktywng gruzlica w binarnym, uproszczonym modelu
zakazenia pratkiem gruzlicy (Ryc.9). W obszarze procedur Kklinicznych
I epidemiologicznych pacjenci sa klasyfikowani jako osoby z LTBI oraz z aktywnag
gruzlica [79, 78]. Wedlug przyjetej przez WHO definicji: LTBI jest to stan utrzymujacej
si¢ odpowiedzi immunologicznej na stymulacj¢ antygenami Mycobacterium tuberculosis
bez cech klinicznych aktywnej gruzlicy [77, 82, 83]. Podczas LTBI pratki gruzlicy
pozostaja w stanie nieaktywnym przez dlugi czas, bedac fenotypowo niewrazliwymi
na dziatanie wigkszosci przeciwpratkowych lekow ale zachowujac zdolnos¢ do
reaktywacji i proliferacji [73, 84, 85]. W 1999 roku WHO oszacowato, ze okoto jedna
trzecia $wiatowej populacji byta latentnie zakazona pratkiem gruzlicy. W 2016 roku dane
zaktualizowano i obecnie uwaza si¢, ze 25% populacji, czyli okoto dwoch miliardow
ludzi ma LTBI. Osoby z LTBI stanowig rezerwuar nowych przypadkow gruzlicy [86, 87,
88, 89, 90]. U 5 - 10% z nich moze doj$¢ do reaktywacji zakazenia i rozwoju aktywnej
postaci choroby, zwlaszcza W obecnosci czynnikow ryzyka [86, 88, 90, 91, 92].
Przewiduje si¢, ze populacja z LTBI wygeneruje odpowiednio 16,3 oraz 8,3 nowych
przypadkow aktywnej gruzlicy na 100 000 osob w latach 2030 i 2050 [90]. Pomimo ze,
poziom LTBI nieznacznie spadt na catym $wiecie w ciggu ostatnich lat, jest to powolny
1 niewystarczajacy proces [87]. Aby osiagnac¢ cele eliminacji gruzlicy postawione przez
WHO nalezy wtozy¢ duzo wiecej wysitku w zmniejszenie czestos¢ wystepowania LTBI
[89].
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Rycina 9. Dwie koncepcje zakazenia pratkiem gruzlicy (wg. Kendall i wsp. 2021 [72],

zmodyfikowano)

Obecnie proponuje si¢ rozwazenie LTBI jako spektrum réznych standw, takich jak

reaktywno$¢ immunologiczna, przebyta lub wyleczona gruzlica, trwajaca nieaktywna

infekcja 1 wezesne etapy gruzlicy. Takie podejscie pozwoli na bardziej spersonalizowane
leczenie profilaktyczne (ang. TB Preventive Therapy, TPT) [70, 71, 72, 73, 80, 81].

Drain i wsp. zaproponowali dwa dodatkowe stany Kkliniczne w przebiegu zakazenia

pratkiem gruzlicy, aktualizujac klasyczng binarng koncepcje o poczatkowa gruzlice

(ang. Incipient TB Infection, ITB) oraz subkliniczng gruzlicg (ang. Subclinical TB
Disease) (Ryc.9).

Etapy zakazenia pratkiem gruzlicy w zaktualizowanej koncepciji:

1)

2)

Wyeliminowanie zakaZzenia — oznacza catkowite usuniecie pratkéw gruzlicy
z organizmu gospodarza, dzigki odpowiedzi immunologicznej lub leczeniu
przeciwpratkowemu. Moga natomiast utrzymywac si¢ objawy immunologiczne
zwigzane z kontaktem z pratkami lub wczesniejszym zakazeniem [71, 72, 73].

Latentne zakazenie pratkiem gruzlicy — wywotane jest przez zywe bakterie
znajdujace si¢ w organizmie gospodarza. Stan ten prowadzi do reakcji uktadu
odpornosciowego, co potwierdzaja testy oceniajagce odpowiedz komoérkowsa
na antygeny Mycobacterium tuberculosis. LTBI nie powoduje objawow
Klinicznych,  nieprawidtowosci w  badaniach  radiologicznych  oraz

mikrobiologicznych [71, 73]. U 0so6b z prawidlowo funkcjonujacym uktadem

26



Wstep

odporno$ciowym utajone zakazenie nie powinno rozwing¢ si¢ w aktywna gruzlice
w najblizszym czasie [72].

3) Poczatkowa gruzlica — stan przedkliniczny, w ktorym nie stwierdza si¢
nieprawidlowosci w badaniach radiologicznych ani mikrobiologicznych
swiadczacych o  aktywnej  gruzlicy. Istnieje  natomiast  wysokie
prawdopodobienstwo progresji do choroby. Definicja ta obejmuje obecnosé
metabolicznie aktywnych i replikujacych si¢ pratkow gruzlicy, ktére moga
pokona¢ ochronng odpowiedz immunologiczng gospodarza 1 wywotaé
postepujace zakazenie. Jest to bardzo dynamiczne stadium, posrednie miedzy
LTBI, a aktywna gruzlica [72, 73, 74].

4) Subkliniczna gruzlica — stan chorobowy wywotany przez zywe pratki
Mycobacterium tuberculosis, ktore nie powoduja klinicznych objawoéw gruzlicy,
lecz prowadza do wykrywalnych nieprawidtowosci w badaniach radiologicznych
lub mikrobiologicznych. Pacjenci w tym stadium nie prezentujg objawow takich
jak kaszel, goraczka, nocne poty lub utrata masy ciata. Ponadto, subkliniczna
gruzlica nie musi nieuchronnie prowadzi¢ do progresji w petnoobjawowa
chorobe. U czesci pacjentdow ten stan moze utrzymywac si¢ przez wiele lat [71,
72,73, 74].

5) Aktywna gruzlica — petnoobjawowa choroba, w ktorej obserwowane sg zmiany
Kliniczne, radiologiczne oraz uzyskuje si¢ dodatnie wyniki badan

mikrobiologicznych [72, 73].

Wzrost cigzkosci choroby zwykle koreluje z nasileniem objawow klinicznych,
mniejszym prawdopodobienstwem samoistnego wyleczenia, ostabieniem odpowiedzi
immunologicznej 1 bardziej obfitym pratkowaniem przez chorego [71, 73].
Uwzglednienie nowych etapéw dynamicznego kontinuum zakazenia pratkiem gruzlicy,
moze przyczynic si¢ do lepszego zrozumienia przebiegu choroby [70, 71, 72,73].

1.5 Poréwnanie dostepnych metod diagnostycznych latentnego zakazenia

pratkiem gruzlicy

W diagnostyce LTBI nadal brakuje zlotego standardu. Trzy obecnie dost¢pne klasy
testow: skorna proba tuberkulinowa (ang. Tuberculin Skin Test, TST), testy uwalniania
interferonu gamma (ang. Interferon Gamma Release Assay, IGRA) i nowe testy skorne
(ang. Tuberculosis Antigen-Based Skin Tests, TBST) maja charakter posredni i wymagaja

kompetentnej odpowiedzi immunologicznej w celu identyfikacji oso6b zakazonych
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pratkiem gruzlicy. Dodatni wynik testu dowolng metoda nie jest sam w sobie
wiarygodnym wskaznikiem ryzyka progresji do aktywnej choroby i nie r6znicuje latencji

od aktywnej gruzlicy [6, 88, 89].

1.5.1 Proba tuberkulinowa

Préba tuberkulinowa Mantoux TST jest stosowana do diagnostyki nieprzerwanie
od ponad 100 lat [89, 93]. Polega na $roédskornym podaniu tuberkuliny co wywotuje
reakcj¢ zapalng typu poznego (ang. Delayed Type Hypersensitivity, DTH) z udzialem
limfocytow T i makrofagéw [89, 94, 95, 96]. W Polsce od 1966 roku stosowana jest
tuberkulina PPD (ang. Purified Protein Derivative), ktora jest mieszaning okoto 200
antygenow wspolnych dla ré6znych gatunkoéw pratkow. Zgodnie z zaleceniami WHO,
stosuje si¢ referencyjng tuberkuling RT23 (ang. Renset Tuberculin) [89, 95]. Wynik TST
interpretowany jest na podstawie $rednicy stwardnienia, mierzonej po 48 — 72 godzinach
[89, 94, 95, 97]. Na wynik TST mogg mie¢ wptyw reakcje krzyzowe ze szczepionkg BCG
(Bacillus Calmette-Guérin) 1 pratkami niegruzliczymi (ang. Nontuberculous
Mycobacteria, NTM), poniewaz PPD zawiera biatka wyst¢pujace u wigkszosci gatunkow
pratkow [89]. Cho¢ falszywie dodatnie wyniki TST spowodowane zakazeniem pratkami
NTM sg stosunkowo rzadkie [98, 99], test wykazuje ograniczong czulo$¢ u pacjentow
z obnizong odpornoscia, np. przyjmujacych leki immunosupresyjne [100] lub
zakazonych wirusem HIV [89, 99, 101]. Ze wzgledu na czynniki wptywajace na TST,
WHO rekomenduje stosowanie roznych punktéw odcigcia $rednicy stwardnienia
w zalezno$ci 0d ryzyka zachorowania na gruzlice. W grupach wysokiego ryzyka, czyli
U 0sob zakazonych wirusem HIV, u dzieci ci¢zko niedozywionych oraz u 0sob
w immunosupresji, za wynik dodatni TST uznaje si¢ srednicg¢ stwardnienia wynoszaca
5mm. Szacuje si¢, ze ryzyko wystapienia aktywnej gruzlicy jest znacznie wyzsze
U pacjentow zakazonych HIV i wynosi 10% rocznie [101, 102]. U o0s6b z umiarkowanym
ryzykiem, w tym u niedawnych imigrantow z krajow o wysokiej zapadalno$ci na gruzlice,
0s0b z chorobami przewlektymi oraz personelu medycznego, za wynik dodatni uznaje si¢
srednicg 10 mm. Natomiast u zdrowych osob, ktére nie maja czynnikdéw ryzyka rozwoju
gruzlicy, za wynik dodatni uznaje si¢ $rednice¢ wynoszacg 15 mm [89]. Aktualnie WHO
nie zaleca wykonywania TST u 0séb z niskim ryzykiem zachorowania na gruzlice [89].
Do zalet TST zalicza si¢ brak koniecznos$ci posiadania infrastruktury laboratoryjnej

I niskie koszty testu [103]. Jednak wymaga standaryzacji podania i interpretacji oraz
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ponownej wizyty pacjentdow co stanowi wyzwanie szczegdlnie w krajach rozwijajacych
si¢. Powszechnie stosowane tuberkuliny to PPD-S2 Aplisol, Tubersol i PPD RT23 [99].

1.5.2 Testy IGRA — szczegolna rola testu QuantiFeron

Testy interferonowe IGRA sg alternatywa dla TST w diagnostyce latentnego zakazenia
pratkiem gruzlicy [104]. Opieraja si¢ na wykrywaniu odpowiedzi immunologicznej
na specyficzne antygeny ESAT-6 (ang. Early Secretory Antigenic Target) i CFP 10
(ang. Culture Filtrate Protein), ktore sg obecne w regionie RD1 (ang. Region of
Diference 1) genomu Mycobacterium tuberculosis, a nie wystepuja w szczepie
szczepionkowym BCG ani u wigkszosci pratkbw NTM z  wyjatkiem
Mycobacterium kansasii, Mycobacterium szulgai, Mycobacterium marinum [104, 105,
106]. Z tego wzgledu testy IGRA charakteryzuja si¢ wyzsza swoistos¢ w poréwnaniu do
TST. W testach IGRA mierzony jest poziom IFN-y wydzielanego przez limfocyty T
najczgéciej za pomoca metody immunoenzymatycznej (ang. Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay, ELISA) [107], chemiluminescencyjnej (ang. Chemiluminescent
Immunoassay, CLIA) [108] lub ELISpot (ang. Enzyme-Linked Immunospot Assay) [109,
110]. Najczgsciej stosowanym testem IGRA jest QuantiFeron, dostgpny w czwartej
generacji (QFT-Plus), z mozliwoscia pelnej automatyzacji analizy dzigki zastosowaniu
analizatora Liaison. W tabeli 1 przedstawiono ewolucj¢ testu QuantiFeron na przestrzeni
lat [111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119].
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Tabela 1. Ewolucja testu QuantiFeron

Generacja | Nazwa testu Rok | Gléwne cechy testu
| QuantiFeron-TB 2001 | Pierwszy test IGRA
(QFT) Materiatem do badan krew heparynizowana

Antygeny tuberkulinowe Mycobacterium tuberculosis

i Mycobacterium avium

Kontrole: fitohemaglutynina (dodatnia) i sol fizjologiczna
(ujemna)

Ograniczona swoisto$¢

Pomiar IFN-y metoda ELISA

1 QuantiFeron-TB 2005 | Antygeny syntetyczne: ESAT-6 i CFP 10

Gold Materiatem do badan krew heparynizowana

(QFT-G) Wysoka swoisto$¢ (brak reakcji krzyzowej z BCG oraz
wickszoscig pratkow srodowiskowych)

Pomiar IFN-y metoda ELISA

11 QuantiFeron-TB 2007 | Trzy probowki do pobierania krwi w tym:

Gold In-Tube probowka z antygenami ESAT-6, CFP 10 i TB7.7
(QFT-GIT) Probéwki z kontrolg dodatnig i ujemna

Standaryzacja pobrania i inkubacji

Pomiar IFN-y metoda ELISA w osoczu po 16 — 24h inkubacji

1\ QuantiFeron-TB 2017 | Cztery probowki do pobierania krwi w tym:
Gold Plus Dwie probowki antygenowe TB1 (CD4+) oraz TB2 (CD4+
(QFT-Plus) i CD8+)

Rezygnacja z antygenu TB7.7
Pomiar IFN-y metoda ELISA w osoczu po 16 — 24h inkubacji

Liaison 2019 | Zautomatyzowana wersja QFT-Plus

QuantiFeron-TB Pomiar IFN-y metoda CLIA w analizatorze Liaison po 16 — 24h
Gold Plus inkubacji

(Liaison QFT-Plus) Usprawnienie procesu diagnostycznego

1.5.3 Inne testy IGRA i innowacje w diagnostyce latentnego zakaZenia prgtkiem
gruilicy

W diagnostyce LTBI dost¢pnych jest kilkanascie testow in vitro, ktore nalezg do grupy
testow opartych na ocenie produkcji IFN-y. Oprocz powszechnie stosowanych metod,
takich jak QuantiFeron-TB Gold Plus i T-SPOT.TB, opracowano réwniez kilka
innowacyjnych testow wykorzystujgcych kombinacj¢ réznych technik laboratoryjnych
oraz inne biomarkery niz IFN-y. Ponizej przedstawiono przeglad testow stosowanych
w diagnostyce LTBI (Tab.2) obejmujacy zardwno testy juz dostepne, jak i te znajdujace
si¢ w fazie badan lub oczekujace na zatwierdzenie przez WHO [82, 88, 89, 99, 104, 105,
121, 122, 123, 124, 125, 126].
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Tabela 2. Charakterystyka wybranych testow stosowanych w diagnostyce latentnego

zakazenia pratkiem gruzlicy

Nazwa testu Producent Pomiar Antygeny Gléwne cechy
T-SPOT.TB UK ELISpot ESAT-6, Wizualizacja pojedynczych limfocytow
CFP 10 T wydzielajacych IFN-y (ang. Spot),
wersja manualna lub pétautomatyczna
Wantai TB-IGRA | Chinska ELISA, CLIA ESAT-6, Pomiar IFN-y, wersja manualna,
Republika CFP 10 poétautomatyczna, automatyczna
Ludowa
STANDARD Republika ELISA ESAT-6, Pomiar IFN-y, test potautomatyczny
E TB-Feron Korei CFP 10,
ELISA TB7.7
STANDARD F Republika FIA ESAT-6, Pomiar IFN-y, uproszczona wersja testu
TB-Feron FIA Korei CFP 10, STANDARD E TB-Feron ELISA,
B 7.7 metoda automatyczna
LIOFeron Niemcy ELISA ESAT-6, Pomiar IFN-y, ocena komérkowe;j
TB/LTBI CFP 10, odpowiedzi immunologicznej CD4+
IGRA TB7.7, i CD8+, test manualny
Ala-DH
AdvanSure 13 Republika CLIA ESAT-6, Pomiar IFN-y, test automatyczny
TB-IGRA Korei CFP 10
QIlAreach Niemcy LFA ESAT-6, Pomiar IFN-y, uproszczona wersja
QuantiFeron-TB CFP 10 QFT-Plus, test potautomatyczny
Ichroma Republika LFA ESAT-6, Pomiar IFN-y, test przytézkowy, wynik
IGRA-TB Korei CFP 10 W ciggu 20 minut.
VIDAS Francja ELFA ESAT-6, Pomiar IFN-y, ocena komorkowej
TB-IGRA CFP 10 odpowiedzi immunologicznej CD4+
i CD8+, metoda automatyczna
RIDA SCREEN Niemcy ELISA, LFA ESAT-6, Pomiar IP-10/CXCL10, metoda
TBi RIDA CFP 10 automatyczna, manualna i test paskowy
QUICK TB
T-Track TB Niemcy RT-gPCR ESAT-6, Pomiar wzglgdnych pozioméw mRNA
CFP 10 dla IFN-y oraz IP-10/CXCL10
GBTsol Latent Republika Mikrofiltracyjna | ESAT-6, Wykrywanie antygenowo swoistych
TB Test Kit Korei separacja i CFP 10 limfocytow T za po$rednictwem
fotometria komplekséw MHC I-CFP 10 oraz
MHC II- ESAT-6
Erythra TB USA LFA PPD Oznaczanie antygenow
Mycobacterium tuberculosis
W cytoplazmie erytrocytow

1.5.4 Nowe testy skorne

TBST sag alternatywag dla TST 1 testow IGRA. Oparte sg na $rédskornym podaniu
antygenow specyficznych dla Mycobacterium tuberculosis (ESAT-6 i CFP 10) tych
samych, ktore wykorzystano w testach IGRA. Zastapily one klasyczng tuberkuling dzigki
czemu wczesniejsze szczepienie BCG i1 zakazenie wigkszoscig pratkow NTM nie ma
wptywu na wynik. TBST interpretuje si¢ po 48 - 72 godzinach, mierzac $rednice
stwardnienia. Testy skorne r6znig si¢ migdzy sobg jedynie procesem syntezy i stezeniem
sktadowych rekombinowanych biatek [76, 89, 99, 127, 128]. Od 2022 roku WHO
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rekomenduje trzy pierwsze z ponizszej listy, jako nowe narzgdzia do diagnostyki LTBI
[89, 99, 127].

1)

2)

3)

4)

5)

155

Diaskintest (Federacja Rosyjska) - wykorzystuje rekombinowane biatko fuzyjne
ESAT- 6-CFP 10 produkowane przez zmodyfikowang Escherichia coli.
Dostepny w Federacji Rosyjskiej od 2008 roku [89, 99, 110, 127, 128].

C-TST (Chinska Republika Ludowa) - zawiera rekombinowane biatko fuzyjne
ESAT-6-CFP 10 produkowane przez zmodyfikowang Escherichia coli [89, 99,
110, 127, 128].

C-Tb (Indie) - zawiera rekombinowane biatka ESAT-6 i CFP 10 produkowane
przez zmodyfikowane Lactobacillus lactis [89, 99, 110, 127, 128].

Identification Allergen (Chinska Republika Ludowa) - wykorzystuje biatko
fuzyjne ESAT-6-CFP 10 [99].

DPPD (USA) - zawiera rekombinowane biatko rv0061, specyficzne dla

kompleksu Mycobacterium tuberculosis [99].

Rekomendacje Swiatowej Organizacji Zdrowia dotyczgce diagnostyki
latentnego zakazZenia prgtkiem gruZlicy

W 2022 roku WHO wydato nowe zalecenia dotyczace diagnostyki LTBI, tym samym

aktualizujac panel rekomendowanych testow z 2015 roku [129]. Obecnie zalecane sa

proba tuberkulinowa, QuantiFeron-TB Gold Plus metodg ELISA, T-SPOT.TB metoda

manualng oraz Wantai TB-IGRA, a takze trzy nowe testy skorne: Diaskintest, Cy-Tb oraz
C-TST (Ryc.10) [88, 89, 127].

TST |7 Diaskintest
TBST L Cy-Th
M C-TST
-
|7 QFT-Plus
IGRA L T-SPOT.TB
TB-IGRA

Rycina 10. Testy do diagnostyki latentnego zakazenia pratkiem gruzlicy rekomendowane przez

WHO [88, 89, 127]
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Decyzja o zastosowaniu nowych testow skérnych powinna by¢ dostosowana
do konkretnej sytuacji klinicznej. Wyniki testow TBST nalezy interpretowac ostroznie
i w konteks$cie innych danych diagnostycznych. Testy IGRA i TST sg rekomendowane
do wykrywania LTBI, nic sg zalecane do diagnostyki aktywnej gruzlicy. Jest
to szczegolnie istotne W Krajach o niskich i $rednich dochodach oraz dla dorostych

zakazonych wirusem HIV [89].

1.6 Poszukiwanie biomarkerow rozrozniajacych latentne zakazenie pratkiem
gruzlicy od aktywnej gruzlicy

W ostatnich latach ro$nie zainteresowanie poszukiwaniem nowych biomarkerow, ktore
umozliwityby skuteczne odroznienie LTBI od aktywnej choroby [130]. Mimo znacznych
postepow w diagnostyce gruzlicy, dostepne metody maja wcigz swoje ograniczenia.
Istnieje zatem wyrazna potrzeba identyfikacji markeréw, ktoére moglyby precyzyjnie
réznicowa¢ latencje od aktywnej gruzlicy. TST, testy IGRA i nowe testy skérne TBST,
mimo ze s3 skuteczne w wykrywaniu odpowiedzi immunologicznej na zakazenie
pratkiem gruzlicy, majg istotne ograniczenia w zakresie réznicowania tych dwoch stanow
[130, 131, 132, 133]. Testy IGRA mierza poziom IFN-y, ktory jest cytoking wydzielang
na réznych etapach zakazenia pratkiem gruzlicy. Dodatkowo, dodatni wynik moze by¢
efektem reaktywnosci immunologicznej, przebytej infekcji, trwale uspionego zakazenia
jak réwniez gruzlicy, co jeszcze bardziej komplikuje interpretacje wyniku. Obecnie
uzywane testy nie przewiduja, kiedy nastagpi reaktywacja utajonego zakazenia, co jest
kluczowe dla skutecznego monitorowania i leczenia pacjentow [130, 131, 132, 133].
Zastosowanie innowacyjnych technik analitycznych, takich jak mikromacierze
transkrypcyjne, pozwala na jednoczesne monitorowanie ekspresji wielu genow,
otwierajagc nowe mozliwosci diagnostyczne. Ta technologia umozliwia identyfikacje
specyficznych wzorcow ekspresji gendéw, ktore moga rézni¢ si¢ w LTBI 1 aktywnej
gruzlicy [134]. Dodatkowo metody takie jak cytometria przeptywowa pozwalaja
na szczegdtowa analiz¢ populacji komorek i ich odpowiedzi immunologicznej [135].
Z kolei multipleksowe testy immunologiczne oparte na technologii Luminex XxMAP
(ang. Multi-Analyte Profiling) przy zastosowaniem kulek (mikrosfer) umozliwiajg
wieloparametrowe oznaczanie cytokin i chemokin, co zwigcksza doktadnosc
diagnostyczng poprzez analize kompleksowych profili kilku biomarkerow jednoczes$nie
[132, 136, 137]. Dotychczasowe badania koncentrowaly si¢ gltownie na analizie
poziomo6w cytokin w 0s0czu po wykonaniu testu QuantiFeron [126, 130, 133, 138, 139,

140]. Wsrdd najlepiej przebadanych biomarkerow mogacych wspomagac réznicowanie
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LTBI i aktywnej gruzlicy, znajduja si¢ interleukina 2 (IL-2), IP-10/CXCL10 oraz
monokina indukowana przez interferon-gamma (ang. Monokine Induced by
Interferon - Gamma, MIG/CXCL9) [126, 130, 137, 138, 141, 142, 143, 144, 145, 146,
147, 148, 149]. Badania nad biomarkerami obejmowaly szerokie spektrum grup
diagnostycznych, w tym osoby zdrowe, pacjentow z LTBI oraz chorych na gruzlice
zroznymi wynikami testow IGRA [130, 136, 138, 150]. Jednak znaczna
heterogeniczno$¢ metodologii, doboru uczestnikow i procedur analitycznych utrudnia
porownywanie wynikow, co wskazuje na pilng potrzebe standaryzacji tego obszaru badan
[132]. Zastosowanie zaawansowanych technik analitycznych oraz jednoczesna ocena
wielu biomarkerow moga istotnie zwigkszy¢ precyzje diagnostyczng i skutecznosc
klinicznego zarzadzania gruzlicg. Lepsze zrozumienie wzajemnych interakcji cytokin
w $wietle ich roli w patogenezie zakazenia Mycobacterium tuberculosis jest kluczowe
dla identyfikacji nowych, bardziej specyficznych biomarkerow. Ostatecznie moze
przyczyni¢ si¢ do opracowania efektywnych narzedzi diagnostycznych i strategii
terapeutycznych, a takze do eliminacji gruzlicy zgodnie z globalnymi celami

wyznaczonymi przez WHO [12, 151, 152].
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2 CELPRACY

Celem pracy byto znalezienie biomarkerow, ktore pozwalajg odrozni¢ latentne zakazenie

pratkiem gruzlicy od aktywnej postaci choroby i moga by¢ wykorzystane w praktyce

klinicznej.

Cel realizowano poprzez:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

analize wynikow testu QFT-Plus w populacji pacjentow diagnozowanych
W kierunku latentnego zakazenia pratkiem gruzlicy

ocen¢ zZWigzku miedzy wynikiem testu QFT-Plus, a zgloszeniem przypadku
aktywnej gruzlicy do Krajowego Rejestru Zachorowan na Gruzlice

ocen¢ wartos$ci diagnostycznej odpowiedzi komorkowej limfocytow T CD4+
I CD8+ w tescie QFT-Plus

porownanie wynikow QFT-Plus z wynikami jego zautomatyzowanej wersji
Liaison QFT-Plus

okreslenie  optymalnych wartoSci granicznych dla testow QFT-Plus
i Liaison QFT-Plus

identyfikacj¢ biomarkerow, umozliwiajacych réznicowanie latentnego zakazenia

pratkiem gruzlicy od aktywnej gruzlicy.
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3 MATERIALY

3.1

Charakterystyka trzech grup pacjentow bioracych udzial w badaniu

Przeanalizowano 5443 wyniki testow QFT-Plus i Liason QFT-Plus, ktore pochodzity: od

dorostych i dzieci z podejrzeniem latentnego zakazenia pratkiem gruzlicy, od osob

bedacych w kontakcie z chorymi na gruzlice, od 0sob zdrowych bez kontaktu z gruzlica,

pacjentow kwalifikowanych do leczenia biologicznego lub przeszczepienia narzadow

oraz chorych na gruzlice. Testy wykonano w Zaktadzie Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy

I Chor6b Phuc pomiedzy 2017 — 2024 rokiem. Do ostatecznej analizy wybrano trzy grupy

pacjentow:

1)

2)

3)

712 pacjentow z pojedynczym ujemnym/dodatnim wynikiem testu QFT-Plus
przebadanych od stycznia 2017 do maja 2022, ktérych dane zostaty sprawdzone
W pazdzierniku 2023 roku w Krajowym Rejestrze Zachorowan na Gruzlicg.
Z analizy wytaczono chorych, u ktoérych potwierdzono aktywna gruzlice przed
wykonaniem testu IGRA.

269 pacjentow, u ktorych wykonano testy QFT-Plus i Liaison QFT-Plus z tych
samych probek krwi w okresie od stycznia 2022 do maja 2023 roku i otrzymano
ujemne/dodatnie wyniki.

145 pacjentow, u ktorych wykonano test QFT-Plus od maja 2022 do maja
2024 roku i dodatkowo z tych samych probek o0socza, oznaczano st¢zenia
20 cytokin: czynnik pobudzajacy kolonie makrofagow (ang. Granulocyte
Macrophage Colony Stimulating Factor, G-MCSF), IFN-y, interleukiny: IL-2,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8/CXCLS8, IL-10, IL-13, IL-15, IL-17A, IL-18,
IP- 10/CXCL10, biatko chemotaktyczne dla monocytow (ang. Monocyte
Chemoattractant Protein-1, MCP-1/CCL2), MIG/CXCL9, biatko zapalne
makrofagow-1 alfa (ang. Macrophage Inflammatory Protein-1 Alpha,
MIP- 1a/CCL3), biatko =zapalne makrofagéw-1 beta (ang. Macrophage
Inflammatory Protein-1 Beta, MIP-1p/CCL4), biatko regulowane przez
aktywacje, ekspresja i wydzielanie przez prawidtowe limfocyty T (ang. Regulated
on Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted, RANTES/CCLS5) oraz
TNF-0. Probki osocza (TB1 1 TB2) pochodzity od pacjentow

z ujemnymi/dodatnimi wynikami testu QFT-Plus.
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3.2 Pobieranie krwi i przygotowanie probek osocza do testow IGRA

Krew obwodowg pobierano do 4 probéwek QFT-Plus oznaczonych kolorami:

1) szary korek — §lepa - kontrola ujemna (Nil)
2) zielony korek — antygeny gruzlicze - proba badana TB1 (Antygen)
3) zo6tty korek — antygeny gruzlicze - proba badana TB2 (Antygen)

4) fioletowy korek — mitogen - kontrola dodatnia (Mitogen)

Od kazdej badanej osoby pobierano krew przez wktucie zylne bezposrednio po 1 ml
do kazdej z 4 probowek do pobierania krwi QFT-Plus (4x1 ml). Krew wymieszano
poprzez kilkukrotne obrocenie probowek, tak aby doktadnie pokryta ich wnetrze,
na ktorych osadzone sa antygeny specyficzne dla pratka gruzlicy. Proboéwki z krwia
inkubowano przez 16 — 24h w cieplarce w 37°C. Po zakonczeniu inkubacji probowki
odwirowano przez 15 minut przy predkosci 2000 — 3000 RCF. Osocze przenoszono
do nowych probowek oznaczonych zgodnie z kodami z proboéwek wyjsciowych.
Tak przygotowane osocze przechowywano maksymalnie 4 tygodnie w lodowce

w temperaturze 2 — 8°C lub przez dluzszy czas w temperaturze - 20°C.

3.3 Przygotowanie probek osocza do oznaczenia stezen 20 bialek za pomoca
systemu Bio-Plex 200

Do oznaczenia poziomu biatek (cytokin) wykorzystano osocze z probowek TB1 i TB2
po wykonaniu testu QFT-Plus. Probki przechowywano w - 20°C. Przed rozpoczeciem
oznaczen probki osocza rozmrozono i1 odwirowano przy predkosci 1000 x g przez
15 minut w temperaturze 4°C, aby usung¢ czastki stale. Nastepnie probki czterokrotnie

rozcienczono.
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4 METODY
4.1 Test QuantiFeron-TB Gold Plus

Zasada testu

Test QFT-Plus (QIAGEN, Hilden, Niemcy) jest testem diagnostycznym in vitro, ktorego
zasada dziatania wykorzystuje ocene¢ poziomu wydzielonego IFN-y przez limfocyty T
po stymulacji specyficznymi antygenami pratka gruzlicy ESAT-6 i CFP 10. Zastosowana
technika immunoenzymatyczna ELISA pozwala na pomiar komérkowej odpowiedzi
immunologicznej na zakazenie Mycobacterium tuberculosis. W probowce antygenowe;j
TB1 mierzona jest odpowiedz limfocytow T CD4+, a w proboéwce TB2 zarowno
limfocytow T CD4+ jak i CD8+.

Opis wykonania testu

Przed przystapieniem do badania probki osocza (uzyskane po odwirowaniu krwi
inkubowanej przez 16 — 24 h w 37°C) i zestaw odczynnikow do testu QFT-Plus
przenoszono do temperatury pokojowej na co najmniej 60 minut dla uzyskania
stabilizacji temperaturowej. Wyjatkiem byt koniugat stukrotnie st¢zony przechowywany
w lodowce w 4°C. Probki osocza mieszano, aby IFN-y zostal rozprowadzony
robwnomiernie w calej objetosci, a nastepnie przenoszono po 100 ul do studzienek
mikroptytki roboczej pionowo w kolejnosci: osocze z probowki z szarym korkiem (Nil),
zielonym (Antygen) TB1, z6ttym (Antygen) TB2, fioletowym (Mitogen) (Tab.3).

Tabela 3. Zalecany uktad ptytki roboczej ELISA do testu QuantiFeron-TB Gold Plus [115]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A IN 3N
B 1TB1 3TB1
C 1TB2 3TB2
D M 3M
E 2N itd...
F 2TB1
G 2TB2
H M

IN (Probka 1. Osocze Nil), 1 TB1 (Probka 1. Osocze TB1), 1 TB2 (Probka 1. Osocze TB2), 1M (Probka 1. Osocze
Mitogen)
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Wzorzec IFN-y przygotowano przez rozpuszczenie liofilizatu w wodzie destylowanej
uzyskujac wyjsciowe stezenie 8§ IU/ml. Nastgpnie wykonano kolejne rozcienczenia
IFN-y (S1-S4) wykorzystujac kazdorazowo po 150 pl zielonego rozcienczalnika
(ang. Green Diluent, GD) (Ryc.11).

150 50 50
Przenoszona objetos¢ [pl] « e e Tx
S3 S4
Wzorzec
Stezenie [IU/mI] 8,0 4,0 1,0 0,25 0,0
Rozcienczalnik [pl] 150 150 150 150

Rycina 11. Schemat przygotowania serii rozcienczen krzywej standardowej do testu

QuantiFeron-TB Gold Plus [115]

Zliofilizowany koniugat rozpuszczono w wodzie destylowanej uzyskujac roztwor
stukrotnie stezony. Przygotowanie roztworu roboczego koniugatu wykonano zgodnie

Z tabelg 4.

Tabela 4. Procedura przygotowania koniugatu do testu QuantiFeron-TB Gold Plus [115]

Liczba paskéw Objetos¢ koniugatu 100x Objetos¢ GD [ml]
stezonego [pl]
2 10 1
3 15 15
4 20 2
5 25 2,5
6 30 3
7 35 3,5
8 40 4
9 45 4,5
10 50 5
11 55 55
12 60 6
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Do kazdej ze studzienek ptytki testowej ELISA dodano po 50 ul sporzadzonego
koniugatu, a nastgpnie po 50 pul badanego osocza z mikroptytki roboczej oraz po 50 pl
wczesniej przygotowanych rozcienczen wzorcow (w  dwoch powtdrzeniach)

do odpowiednich studzienek (Tab.5).

Tabela 5. Zalecany uktad ptytki testowej ELISA do testu QuantiFeron-TB Gold Plus [115]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A GD+1N GD+3N GD+S1
B GD+1TB1 GD+3TB1 GD+S1
C GD+1TB2 GD+3TB2 GD+S2
D GD+1M GD+3M GD+S2
E GD+2N itd... GD+S3
F GD+2TB1 GD+S3
G GD+2TB2 GD+S4
H GD+2M GD+54

GD(Rozcienczalnik)+1N (Probka 1. Osocze Nil), 1 TB1 (Probka 1. Osocze TB1), 1 TB2 (Probka 1. Osocze TB2),
IM (Probka 1. Osocze Mitogen). GD+ S1 (Wzorzec 1), S2 (Wzorzec 2), S3 (Wzorzec 3), S4 (Wzorzec 4)

Zawartos¢ studzienek wymieszano za pomoca wytrzasarki przez 1 minute. Mikroptytke
przykryto wieczkiem i folig aluminiowa, w celu zabezpieczenia prob przed bezposrednia
ekspozycja na dziatanie S$wiatla stonecznego i inkubowano przez 120 minut
W temperaturze pokojowej. Po zakonczonej inkubacji kazda studzienke przeptukano
przynajmniej sze$¢ razy buforem do ptukania w ilosci 400 pul za pomocg automatycznej
pluczki. Usunigto resztki buforu do przeptukiwania i dodano do kazdej studzienki
po 100 pl roztworu substratu dla enzymu. Zawartos$¢ studzienek wymieszano za pomocg
wytrzasarki. Ponownie przykryto mikroptytke wieczkiem 1 folig aluminiowa
i inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Po zakonczonej inkubacji
do kazdej studzienki dodano po 50 pl roztworu do zatrzymania aktywno$ci enzymu
| wymieszano zawarto$¢ studzienek za pomoca wytrzasarki. W ciggu 5 minut
od momentu zatrzymania reakcji enzymatycznej zmierzono ggsto$¢ optyczng
(ang. Optical Density, OD) kazdej studzienki za pomocg czytnika mikroptytek ELISA
(ChroMate) wyposazonego w filtr 450 nm oraz filtr referencyjny 620 — 650 nm.
Do analizy danych pierwotnych i obliczenia koncowych wynikow wykorzystano
oprogramowanie QFT-Plus. W ramach kontroli jako$ci wykonanej analizy
wygenerowano krzywa wzorcowa 1 podano indywidualne wyniki dla kazdego pacjenta
(Tab.6).
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Tabela 6. Interpretacja wynikow testu QuantiFeron-TB Gold Plus [115]

Probka TB1 minus wynik Probka z Wynik testu Raport/interpretacja
zerowa probki zerowej lub mitogenem minus QFT-Plus
[1U/ml] TB2 minus wynik probka
probki zerowej [1U/ml] zerowa [1U/ml]
<8,0 > 0,35 i > 25% wartosci | Dowolne Dodatni Zakazenie
probki zerowej Mycobacterium tuberculosis
jest prawdopodobne
<0,35 >0,5 Ujemny NIE jest prawdopodobne
>0,351<25% wartosci | >0,5 Ujemny NIE jest prawdopodobne
probki zerowej
<0,35 <05 Nieokre$lony | Wyniki w zakresie reakcji na
antygeny gruzlicze sa
nieokreslone
>0,351<25% wartosci | <0,5 Nieokre$lony | Wyniki w zakresie reakcji na
probki zerowej antygeny gruzlicze sg
nieokreslone
> 8,08 Dowolne Dowolne Nieokre$lony | Wyniki w zakresie reakcji na
antygeny gruzlicze sa
nieokreslone

Wyniki odpowiedzi na kontrole dodatnig zawierajacg mitogen (i czasem na probke z antygenami) moga wykraczaé
poza zakres odczytu czytnika mikroptytek. Nie ma to wptywu na wyniki testu. § W badaniach klinicznych mniej niz
0,25% pacjentdéw ma poziomy IFN-y wigksze niz 8,0 [U/ml dla warto$ci probki zerowe;j.

Kontrola jako$ci

Doktadno$¢ wynikow testu byla zalezna od wygenerowania krzywej wzorcowej.
W zwigzku z tym przed dokonaniem interpretacji wynikow sprawdzono wyniki uzyskane
dla wzorcowych stgzen IFN-y. Poprawny test ELISA odznaczal si¢ nastgpujacymi

cechami:

1) $rednia wartos¢ OD wzorca 1 byta wigksza lub rowna 0,6

2) wyrazony procentowo wspotczynnik zmiennosci wzorca 1 12, odzwierciedlajacy
warto$ci OD byt mniejszy lub rowny 15%

3) warto$¢ OD odzwierciedlonej dla wzorca 3 i 4 nie mogty r6zni¢ si¢ od ich $redniej
wartosci o wigcej niz 0,04 jednostki OD

4) wspotczynnik korelacji obliczony na podstawie Srednich warto$ci absorbancji

wzorcow musiat by¢ wigkszy lub réwny 0,98.

Oprogramowanie do analizy wynikow obliczalo i raportowalo parametry kontroli jakosci.
Jesli nie byly spelnione powyzsze kryteria, test uznawano za nieprawidtowo wykonany.
Jesli $rednia warto§¢ OD wzorca zerowego (GD) byta wieksza od 0,15 sprawdzano

procedur¢ mycia ptytki [115].
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4.2 Test Liaison QuantiFeron-TB Gold Plus

Zasada testu

Test Liaison QFT-Plus (DiaSorin, Saluggia, Wtochy) jest testem diagnostycznym in vitro
oceniajagcym poziom wydzielonego przez limfocyty T IFN-y po stymulacji specyficznymi
antygenami pratka gruzlicy ESAT-6 i CFP 10 przy zastosowaniu analizatora Liaison XS.
Do oznaczania IFN-y zastosowano bezposredni test chemiluminescencyjno-
immunologiczny (CLIA). Metoda ta wykorzystuje mysie przeciwciata monoklonalne
przeciwko IFN-y immobilizowane na czastkach ferromagnetycznych (faza stata)
znakowane pochodng izoluminolu za posrednictwem kompleksu immunologicznego
biotyna-streptawidyna. W pierwszym etapie inkubacji IFN-y obecny w kalibratorach,
probkach osocza i kontrolach testu wigze si¢ zarowno z przeciwcialem unieruchomionym
w fazie stalej, jak i z przeciwcialem znakowanym izuluminolem tworzac kompleks typu
,kanapka”. Nastepnie dodawano bufor testowy W, ktorego zadaniem jest redukcja
nieswoistych interakcji pomigdzy sktadnikami osocza, a elementami testu. Niezwigzane
sktadniki usuwano podczas automatycznego cyklu ptukania. W koncowym etapie
dodawano odczynniki wyzwalajace reakcje chemiluminescencyjng. Emitowany Sygnat
$wietlny, proporcjonalny do poziomu powstatego kompleksu IFN-y — przeciwciato,
mierzono detektorem swiatta we wzglednych jednostkach $wietlnych (ang. Relative Light
Units, RLU). System analizatora Liaison dopasowuje sygnat na podstawie krzywej
kalibracyjnej do wartosci wyrazonej w IU/ml (ang. International Units per milliliter)

wskazujac poziom IFN-y w probkach [153].

Opis wykonania testu

Przed rozpoczgciem procedury, probki osocza oraz odczynniki testowe przenoszono
do temperatury pokojowej w celu zapewnienia stabilizacji temperaturowej. Probki
osocza doktadnie wymieszano, aby rownomiernie rozprowadzi¢ IFN-y w catej objetosci.
Przed umieszczeniem zestawu odczynnikowego Liaison QFT-Plus w analizatorze czastKi
ferromagnetyczne, bedace jednym ze skladnikow testu, zawieszono przez delikatne,
rgczne mieszanie fiolki przez kilkanascie sekund. Nast¢pnie w analizatorze umieszczono
koniugat zrekonstytuowany w 4 ml buforu R oraz kalibratory zawierajace znane stgzenia
IFN-y. Po zakonczonej kalibracji przygotowano kontrole testu przez rekonstytucje
liofilizatu w 2 ml wody dejonizowanej i réwniez umieszczono je w analizatorze.

Przed rozpoczgciem wiasciwego badania zweryfikowano zakres wartosci kalibracyjnych
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I kontrolnych. Probki osocza zarejestrowano W systemie laboratoryjnym LQS
(ang. Liaison Query System), a nastgpnie umieszczonO je W analizatorze Liaison XS
i wykonano test IGRA [153].

Interpretacija wynikéw

Interpretacja wynikow jest identyczna jak testu QuantiFeron-TB Gold Plus (Tab.6).

Kontrola jakosci

W celu monitorowania poprawno$ci wykonania testu Liaison QFT-Plus przeprowadzano

kontrole za pomoca Liaison Control QuantiFeron-TB Gold Plus:

1) raz dziennie przed wykonaniem testu,
2) zawsze po zastosowaniu nowego zestawu odczynnikow,
3) zawsze po kalibracji zestawu,

4) zawsze po uzyciu odczynnika z nowej serii.

Wartosci oznaczenia kontroli musiaty zawiera¢ si¢ w oczekiwanych zakresach, w innym

wypadku kalibracja byta powtarzana i ponownie oznaczano kontrole [153].

4.3 System Bio-Plex 200 w oznaczeniu st¢zen cytokin

Zasada testu

Oznaczenie stgzen cytokin w probkach osocza wykonano za pomoca system
Bio- Plex 200 (Bio-Rad, Hercules, USA), wykorzystujac zestaw Bio-Plex Pro Hu
Immunotherapy 20-Plex Panel. Metoda wykorzystuje technologie Luminex XMAP
(Luminex, Austin, USA) taczaca whasciwosci klasycznego testu ELISA z przeplywowa
cytometrig fluorescencyjng. Podstawg oznaczenia sg fluorescencyjne kulki z polistyrenu
(mikrosfery), =z ktorych kazda zawiera unikalng kombinacje barwnikow
fluorescencyjnych. Na powierzchni kazdej z 20 rodzajéw mikrosfer unieruchomiono
przeciwciala skierowane przeciwko jednej z oznaczanych cytokin, ktore podczas
inkubacji z probkami osocza sg odpowiednio wigzane dzigki powinowactwu przeciwciata
do specyficznego antygenu. Po wyznakowaniu fluorochromem (fikoerytryng) cytokiny
zwigzane na mikrosferach sg wykrywane iloSciowo w analizatorze wykorzystujacym
zaawansowany system laserow. Wyniki przedstawiane sa w postaci wartoSci
fluorescencji (ang. Median Fluorescence Intensity, MFI), ktora przeliczana jest

na stezenia cytokin [pg/ml] na podstawie standardowych krzywych kalibracyjnych [154].
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Opis wykonania

Przed przystgpieniem do wykonania oznaczen zaprojektowano uktad 96 dotkowej ptytki
testowej (Tab.7). Probki osocza z probowek antygenowych TB1 i TB2 po wykonaniu
testu QFT-Plus oraz zestaw odczynnikow przeniesiono do temperatury pokojowej w celu
uzyskania stabilizacji temperaturowej. Probki osocza odwirowano przy 1000 x g przez
15 minut w temperaturze 4°C, aby usunag¢ czastki stale, a nastepnie czterokrotnie

rozcienczono. Skalibrowano system Bio-Plex w oprogramowaniu Bio-Plex Manager.

Tabela 7. Uktad ptytki do testu Bio-Plex Pro Hu Immunotherapy 20-Plex Panel

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A S1 S5 K 3TB1
B S1 S5 K 3TB2
C S2 S6 1TB1 4TB1
D S2 S6 1TB2 4TB2
E S3 S7 2TB1 itd...
F S3 S7 2TB2
G S4 S8 S9 Blank
H S4 S8 S9 Blank

Wszystkie probki w dwoch powtorzeniach: S1 - S9 wzorce; K - kontrola dodatnia; 1 TB1, 1 TB2 - badane osocze
z probowek antygenowych testu QFT-Plus; Blank — proba zerowa.

Wzorce i kontrole rozpuszczono dodajac 250 pl rozcienczalnika do kazdej probowki.
Tak przygotowane odczynniki wymieszano i inkubowano w lodzie przez 30 minut w celu
zapewnienia stabilnosci probek oraz spowolnienia reakcji enzymatycznych. Nastepnie

przygotowano czterokrotng seri¢ rozcienczen wzorcOw i probg zerowa, jak pokazano

na rycinie 12.
Przenoszona objetosé [pl] 250 50 50 50 50 50 50 50
A — Y ~— i — N — R —— N — Y —— i — [ —
AR
élepc
Wzorzec S4 S5 Sé6 57 S8 préba
| G
Rozcienczalnik [pl] (o} 150 150 150 150 150 150 150 150

Rycina 12. Schemat przygotowania serii rozcienczen do testu Bio-Plex Pro Hu Immunotherapy
20-Plex Panel [154]
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Kulki wymieszano na wytrzgsarce typu vortex przez 30 sekund i 1x rozcienczono
w buforze Bio-Plex, chronigc przed swiattem. Do kazdej studzienki ptytki testowej
dodano po 50 ul kulek. Zgodnie z zaprojektowanym uktadem ptytki do odpowiednich
studzienek dodano po 50 ul wzorcow, probek osocza TB1 i TB2 oraz kontroli. Ptytke
inkubowano na wytrzasarce przy pretkosci 850 obr/min przez 30 minut w temperaturze
pokojowej. Nastepnie ptukano buforem ptuczacym: 3 x 100 ul. Do kazdej studzienki
dodano 25 ul przeciwciat i inkubowano ptytke na wytrzgsarce przy predkosci 850 obr/min
przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Ponownie ptukano buforem pluczacym:
3x100 pl. Dodano 50 ul streptawidyny do kazdej studzienki 1 inkubowano na
wytrzasarce przy 850 obr/min przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Powtdrzono
trzykrotnie plukanie. Do kazdej studzienki dodano po 125 pl buforu testowego, ktory
zapewniatl warunki do przeprowadzenia reakcji immunoenzymatycznych, a nastgpnie
wytrzasano ptytke przy predkosci 850 obr/min przez 30 sekund. Po tym etapie ptytke
umieszczono w analizatorze w celu oznaczenia stezenia 20 cytokin: G-MCSF, IFN-y,
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8/CXCLS8, IL-10, IL-13, IL-15, IL-17A, IL-18,
IP- 10/CXCL10, MCP-1/CCL2, MIG/CXCLY9, MIP-1a/CCL3, MIP-1B/CCLA,
RANTES/CCLS5, TNF-a [154].

4.4 Metodyka statystyczna

Analiz¢ statystyczng przeprowadzono w programie TIBCO Statistica 13.3 (TIBCO
Software Inc., Palo Alto, Kalifornia, USA). Ze wzgledu na brak rozktadu normalnego
€0 zbadano przy uzyciu wykresow kwantylowych Q-Q prawdopodobienstwa normalnego
I testu W Shapiro - Wilka dane ilo$ciowe przedstawiono za pomocg mediany, zakresu
mi¢dzykwartylowego (ang. Interquartile Range, IQR) i zakresu (ang. Range).
Dane jakosciowe prezentowano jako liczebno$¢ (n) 1 odsetek (%) z catej populacji albo
grupy. Porownania odsetkow migdzy grupami wykonywano z zastosowaniem testu G
najwyzsze] wiarygodnosci lub doktadnego testu Fishera (w przypadku grup
niezaleznych) 1 testu McNemary (w przypadku grup zaleznych). Przedziaty utnosci (PU)
okreslano dla 95% poziomu ufno$ci z zastosowaniem metody Wilsona, a 95% PU
dlaréznicy odsetkow obliczano metoda Newcomba [155]. Wszystkie testy
interpretowano w odniesieniu do dwustronnej hipotezy alternatywnej, a poziom
istotnosci statystycznej (o) wynosit 5%. Zmienne poré6wnano mi¢dzy grupami zaleznymi
przy uzyciu testu Wilcoxona i migdzy grupami niezaleznymi przy uzyciu testu U

Manna - Whitneya (oba testy stanowig nieparametryczng alternatywe dla testu t-Studenta
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stosowang w przypadku zmiennych o rozktadzie innym niz normalny). Wieloczynnikowa
regresj¢ logistyczng zastosowano do zbadania niezaleznej roli probowek antygenowych
TB1 i TB2 w te$cie QFT-Plus jak i przy oznaczaniu stezen 20 cytokin Bio-Plex Pro Hu
Immunotherapy 20-Plex Panel, a sit¢ efektu wyrazono jako diagnostyczny iloraz szans
(ang. Diagnostic Odds Ratio, DOR) [156]. Trafno$¢ diagnostyczng testu QFT-Plus jak
rowniez trafno$¢ stezen cytokin i modeli logistycznych w klasyfikacji pacjentow
do poszczegdlnych grup okre§lono przez oszacowanie pola pod krzywg ROC
(ang. Receiver Operating Characteristic Curve) (ang. Area Under the ROC Curve,
AUROC) [157] i interpretowano zgodnie z tabelg 8. Do wskazania optymalnej wartosci
granicznej (ang. cut-off) wykorzystano najwyzsza warto$¢ indeksu Youdena [158]. Na jej
podstawie oszacowano czuto$¢ (ang. Sensitivity, Se) oraz swoistos¢ diagnostyczng
(ang. Specificity, Sp), a takze obliczono ilorazy wiarygodnosci wyniku dodatniego
(ang. Positive Likelihood Ratio, LR+) oraz ujemnego (ang. Negative Likelihood Ratio,
LR-). Wartosci LR+ mieszczg si¢ w przedziale od 1 do nieskonczonosci i im wyzsze, tym
wieksza wiarygodno$¢ wyniku dodatniego. Z kolei LR- zawieraja si¢ w przedziale

od 0 do 1, im blizsze zeru, tym wicksza wiarygodno$¢ wyniku ujemnego [159].

Tabela 8. Klasyfikacja doktadnosci diagnostycznej testu QuantiFeron-TB Gold Plus
oraz wybranych cytokin w roznicowaniu latentnego zakazenia pratkiem gruzlicy i aktywnej

gruzlicy [160, 161]

Dokladnos¢ diagnostyczna AUROC (95% PU) Stopien dokladnosci
91-100% wysoka (doskonata)
81-90% umiarkowana (dobra)
71-80% zadowalajaca (dostateczna)
<70% staba

Korelacj¢ pomigdzy wynikami testow QFT-Plus Plus i Liaison QFT-Plus, warto§ciami
w probowkach TB1 1 TB2 okreslono za pomoca wspotczynnika korelacji rang Spearmana

(rs). Site korelacji klasyfikowano zgodnie z tabelg 9.

Tabela 9. Klasyfikacja korelacji rang Spearmana testu QuantiFeron-TB Gold Plus
i Liaison QuantiFeron-TB Gold Plus oraz wybranych cytokin w réznicowaniu latentnego

zakazenia pratkiem gruzlicy i aktywnej gruzlicy [162]

Warto$¢ wspolczynnika korelacji rang Spearmana Stopien korelacji
Rs

0,90-1,00 bardzo silna
0,70-0,89 silna

0,50-0,69 umiarkowana
0,20-0,49 staba

0-0,19 bardzo staba
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Zgodnos¢ miedzy wynikami obu testow QuantiFeron zostata obliczona jako zgodno$¢

obserwowana 1 zgodnos$¢ nieprzypadkowa, dzigki zastosowaniu tabeli kontyngencji
(Tab.10).

Tabela 10. WartoSci wykorzystane do okre§lenia zgodnos$ci migdzy wynikami testow
diagnostycznych

Liaison QFT-Plus Razem
dodatni ujemny
QFT-Plus dodatni | a b a+b
ujemny | c d c+d
Razem at+c b+d at+b+c+d

Zgodnos¢ nieprzypadkowa okreslono przy uzyciu wspotczynnika zgodnosci AC1 Gweta,
wolnego od ,,paradoksu kappa”, czyli wptywu asymetrii rozktadu danych [163, 164, 165,
166]. Wspotczynnik x Cohena podano wylacznie w celu poroéwnania z wynikami
starszych badan, ale nie wykorzystano go w analizie statystycznej ze wzgledu na ryzyko
niedoszacowania zgodnosci wynikoéw testow [167, 168]. Wspotczynniki AC1 Gweta
porownywano analogicznie do metody opracowanej dla x Cohena [169]. Zgodnos¢

wynikow oceniono stosujac klasyfikacj¢ wspolczynnika zgodnosci AC1 Gweta

Z tabeli 11.

Tabela 11. Klasyfikacja stopnia zgodnosci wynikow testow QuantiFeron-TB Gold Plus
i Liaison QuantiFeron-TB Gold Plus [170]

Warto$é wspoélczynnika zgodnosci AC1 i

Stopien zgodnosci

81-100% bardzo wysoka
61-80% wysoka
41-60% umiarkowana
21-40% niska

0-20% bardzo niska

W analizie statystycznej stezen cytokin dane poréwnano pomig¢dzy niesparowanymi
grupami za pomocg testu U Manna-Whitneya (2 grupy) lub testem H Kruskala-Wallisa
(3 grupy) oraz pomigdzy sparowanymi grupami za pomocg testu Wilcoxona. Korelacje
pomiedzy zmiennymi liczbowymi okreslono jak wyzej, za pomoca wspolczynnika
korelacji rang Spearmana (rs). Zmienne przedstawiono w postaci liczebnosci i odsetka.
Poréwnano je migdzy grupami przy uzyciu testu G najwigkszej wiarygodnosci. 95%
przedziaty ufno$ci obliczono metoda punktacji Wilsona [170, 171]. Doktadnos$¢ stezen
cytokin 1 modeli logistycznych w klasyfikacji pacjentow do poszczegdlnych grup
oceniano poprzez obliczenie pola pod krzywa ROC (AUROC) [161] i poréwnano metoda
nieparametryczng [172]. Ze wzgledu na wielokrotne poréwnania przeprowadzone

w analizach jednoczynnikowych zastosowano poprawke Holma - Bonferroniego
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do poziomu istotno$ci (o) wynoszacego 0,05. Do analizy wieloczynnikowej
wprowadzono te cytokiny, ktore okazaty si¢ istotne w analizie jednoczynnikowej
| charakteryzowaly si¢ najwyzszg trafno$cig. Analiz¢ wieloczynnikowg przeprowadzono
stosujac regresje logistyczng zgodnie z procedurg krokowa wsteczng. Dopasowanie
modeli do  danych  zweryfikowano z  zastosowaniem  wspolczynnika
pseudo - R? Nagelkerkego oraz testu dopasowania chi-kwadrat Hosmera-Lemeshowa
(H- L ) [156].
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5 WYNIKI

5.1 Ewaluacja testu QuantiFeron-TB Gold Plus stosowanego w diagnostyce
latentnego zakazenia pratkiem gruzlicy

5.1.1 Kiryteria kwalifikacji pacjentow do analizy testu QuantiFeron-TB Gold Plus
Analizie poddano 5443 wyniki testow IGRA: QFT-Plus i Liaison QFT-Plus. Badania
wykonano w ciggu 7 lat w Zaktadzie Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy i Choréb Phuc
w Warszawie w celu identyfikacji pacjentoéw z LTBI. Z analizy wylgczono wyniki
otrzymane za pomocg krotko stosowanej, automatycznej wersji Liaison QFT-Plus.
Wytaczono réwniez pacjentéw, u ktorych wykonano kilkukrotnie test IGRA, a takze
pacjentow z wynikiem nieokreslonym. Nastepnie pacjentow podzielono na dwie grupy
ze wzgledu na uzyskane wyniki testu QFT-Plus: na 333 z dodatnimi i 3293 z ujemnymi
wynikami. W pazdzierniku 2023 roku wszystkich pacjentow z dodatnimi wynikami testu
QFT-Plus i okoto 10% losowo wybranych pacjentow z wynikami ujemnym sprawdzono
czy zostali zgloszeni do Krajowego Rejestru Zachorowan na Gruzlice (KRQG). Z analizy
wylaczono nastgpnie chorych, u ktorych zarejestrowano aktywna gruzlice przed
wykonaniem testu IGRA. Ostatecznie do dalszej analizy zakwalifikowano
712 pacjentow, ktorzy byli diagnozowani w kierunku LTBI testem QFT-Plus w okresie
od stycznia 2017 roku do maja 2022 roku (Ryc.13).
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Rycina 13. Metodyka wyboru grupy badanej liczacej 712 pacjentow

5.1.1.1 Charakterystyka epidemiologiczna 712 pacjentow, z podziatami na wiek
i plec
Badana grupa obejmowata 712 pacjentow w wieku od 1 miesigca do 87 lat z mediang
réwng 39 lat (IQR: 13 - 59 lat). Dzieci stanowity 34,3% (244) badanych, a dorosli 65,7%
(468). Rozklad ptci w badanej grupie wynosit 52,9% mezczyzn (377) 1 47,1% kobiet
(335) oraz nie wykazywal istotnych statystycznie roznic migdzy grupa dzieci
(chtopcy: 257 / 468; 58%), a dorostych (mezczyzni: 119 / 24; 48,8%), (p = 0,112).
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5.1.2 Analiza wynikow testu QuantiFeron-TB Gold Plus

5.1.2.1 Wyniki testu QuantiFeron-TB Gold Plus w zaleznosci od plci i wieku
pacjentow

Dodatnie wyniki testu QFT-Plus uzyskano istotnie czeSciej u kobiet niz u mezczyzn
(p = 0,004), a takze istotnie czesciej u dzieci niz u dorostych (p = 0,001) (Tab.12).

Tabela 12. Rozklad plci i wieku pacjentow w zalezno$ci od wyniku testu
QuantiFeron- TB Gold Plus

Charakterystyka populacji Wynik dodatni QFT-Plus (n=333)
n/N % (95% PU) Warto$¢ p
Pleé¢ 0,004
meska (N=377) 1571377 41,6% (36,8% - 46,7%)
zenska (N=335) 176 /335 52,5% (47,2% - 57,8%)
Wiek 0,001
dorosli (N=468) 198/ 468 42,3% (37,9% - 46,8%)
dzieci (N=244) 135/244 55,3% (49,1% - 61,4%)

Dalsza analiza rozkladu wynikow dodatnich testu IGRA w czterech podgrupach
wiekowo-piciowych wykazata, Ze istotnie rzadziej wystgpowaly one u dorostych
mezczyzn w poréwnaniu do pozostatych trzech grup (p < 0,001). Miedzy trzema
pozostatymi grupami (doroste kobiety, chtopcy, dziewczynki) nie stwierdzono istotnych
statystycznie réznic (Ryc.14).

68%
66% | ® Prewalencja —_
4% | L 95%PU

62% —
60%
559% & 57:6%
56% ==
54%
52%
50%
48%
46%
44% —_
42%
40%
38%
36%
34%
32%
30%
28%

® 52.9%

49.5%
®

Pacjenci z wynikiem (+) QFT-Plus

36.4%

Mezezyini (n=258) Kobiety (n=210) Chlopey (n=119) Dziewczynki(n=125)

Rycina 14. Czgstos¢ wyniku dodatniego testu QuantiFeron-TB Gold Plus w podziale na cztery

grupy wiekowo-ptciowe

51



Wyniki

Podsumowanie: Wyniki dodatnie testu QFT-Plus uzyskano istotnie cz¢séciej u kobiet
(52,5%) niz u mezczyzn (41,6%) oraz u dzieci (55,3%) niz u dorostych (42,3%).
Wigkszos¢ dzieci z analizowanej populacji pochodzita z domowego kontaktu z chorymi
na gruzlice.
5.1.2.2 Zaleznos¢ miedzy wynikiem testu QuantiFeron-TB Gold Plus,
a zgloszeniem gruzlicy do Krajowego Rejestru Zachorowan na Gruzlice
W diagnostyce LTBI nie dysponujemy ztotym standardem diagnostycznym co utrudnia
ocen¢ skutecznosci dostepnych metod. W analizach poréwnawczych jako surogat
przyjmuje si¢ aktywna posta¢ gruzlicy potwierdzong metodami mikrobiologicznymi,
przede wszystkim hodowlg Mycobacterium tuberculosis [114]. W ramach oceny testu
QFT-Plus monitorowano losy pacjentéw diagnozowanych w kierunku LTBI, ktérzy
uzyskali zar6wno wynik dodatni jak i ujemny testu IGRA. Sprawdzono czy pacjenci,
ktéorym wykonano test w ciggu ostatnich 7 lat, zostali zarejestrowani w KRG. Zgodnie
z Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 10 grudnia 2019 roku (Dz.U. 2019
poz. 2430) kazdy rozpoznany przypadek aktywnej gruzlicy musi zosta¢ zgloszony
do wtasciwego Panstwowego Powiatowego Inspektora Sanitarnego [173]. W Polsce dane
o przypadkach gruzlicy gromadzone s3 w Krajowym Rejestrze Zachorowan na Gruzlicg.
Rejestr powstat w 1957 roku i od tego czasu jest w sposob ciggly prowadzony przez
Instytut Gruzlicy i Choréb Pluc w Warszawie. Placowka, na mocy decyzji Glownego
Inspektora Sanitarnego, jest krajowa specjalistyczng jednostka wiasciwa w zakresie

gruzlicy [17].

Trafno$¢ diagnostyczna testu QFT-Plus zostala oceniona pod katem Skuteczno$ci
w wykrywaniu LTBI oraz w przewidywaniu progresji tego zakazenia do aktywnej
gruzlicy zarowno u dzieci jak i dorostych pacjentow. Z analizy wykluczono przypadki,

w ktorych pacjenci zostali zgtoszeni do KRG.

Analizowang populacje 712 pacjentow podzielono na dwie grupy w zaleznos$ci od wyniku
testu QFT-Plus. W grupie pacjentow z dodatnim wynikiem testu IGRA znalazly si¢
333 (46,8%) osoby sposrod ktorych 108 zgtoszono do KRG, co stanowi 32,4% tej grupy.
Pozostatych 225 pacjentow (67,8%) nie odnaleziono w rejestrze. W grupie 379 (53,2%)
pacjentow z ujemnym wynikiem testu QFT-Plus, do KRG zgloszono jedynie
17 przypadkéw gruzlicy, czyli 4,5%. Zdecydowana wiekszo$¢ pacjentéw z tej grupy czyli
362 (95,5%) nie zostata zarejestrowana w KRG (Ryc.15).
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Pacjenci z pojedynczym wynikiem

+ /- QFT-Plus

sprawdzeni w KRG, z wykluczong TB

przed wykonaniem testu

N=108 (32,4%)

N=225 (67,6%)

N=17 (4,5%)

N=712
I
I 1
+ QFT-Plus - QFT-Plus
N= 333 (46,8%) N=379 (53,2%)
ZgloszgggTB W l Nie zgloszono Zglosf(cg%TB W l Nie zgloszono

N=362 (95,5%)

Rycina 15. Analiza wynikow testu QuantiFeron-TB Gold Plus w zalezno$ci od zgloszenia

gruzlicy do Krajowego Rejestru Zachorowan na Gruzlicg

Dodatkowo rozktad wynikoéw testu QFT-Plus zobrazowano na rycinie 16 uwzgledniajgc
wartosci poziomow IFN-y [IU/ml]. Wartos¢ graniczna testu QFT-Plus zostata zaznaczona

jako czerwona, przerywana linia i wynosita 0,35 IU/ml (Ryc.16).

= Medana
Igr *. .

* Pacjenci e
p<0,001 .-

225
+ QFT-Plus _

. . 108
| _+QFT-Pius

lmynal g1

o &2 17

- QFT-Plus

362

- QFT-Pluz

=387 nie zgloszenido KRG n=123 zgtoszenido KR Gjako TB

Pacjencizprawdzem wKRG

Wartosci przedstawiono jako mediane, IQR i pomiary u poszczegodlnych pacjentow. Czerwona, przerywana linia
wskazuje warto$¢ graniczna testu QFT-Plus (0,35 TU/ml). Powyzej linii warto$ci dodatnie (+), ponizej ujemne (-).

Rycina 16. Rozklad wartosci liczbowych [IU/ml] testu QuantiFeron-TB Gold Plus

W analizowanej grupie 712 pacjentow

5.1.2.3 Ryzyko zachorowania na gruzlice w zaleznosci od wyniku testu
QuantiFeron- TB Gold Plus

Analiza statystyczna wykazata, ze w populacji 712 pacjentow diagnozowanych testem

QFT-Plus szansa na rozwdj gruzlicy u pacjentow z wynikiem dodatnim byta
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dziesieciokrotnie wigksza niz u 0sob z wynikiem ujemnym (iloraz szans OR = 10,2).
Z kolei ryzyko wzgledne (ang. Relative Risk, RR) zachorowania na gruzlicg¢ wynosito 7,2.
Warto$¢ p < 0,001 potwierdzita wysoki poziom istotnosci statystycznej naszych
wynikow. Zaobserwowana réznica pomigdzy wartosciami OR, a RR wynikata z dos¢
wysokiej czestosci wystgpowania gruzlicy (17,6%, 95% PU: 14,9% - 20,5%)
w analizowanej populacji. Z tego powodu nastapito przeszacowanie ryzyka przez szans¢
i dlatego z klinicznego punktu widzenia ryzyko wzgledne wynoszace 7,2 lepiej oddaje
rzeczywistg zalezno$¢ miedzy wynikiem dodatnim testu IGRA, a zachorowaniem

na gruzlice zgloszong do KRG (Tab.13).

Tabela 13. Tloraz szans i ryzyko wzgledne zachorowania na gruzlice w zalezno$ci od wyniku testu

QuantiFeron-TB Gold Plus

Gruilica % (95% PU) lloraz szans Ryzyko Warto$é
zgloszona do OR wzgledne RR p
KRG (95% PU) (95% PU)
(N=125)
+ QFT-Plus 108 /333 32,4% 10,2 7,2 < 0,001
(27,6% - 37,6%) (6,0-17,5) (4,4-118)
- QFT-Plus 17/379 4,5%
(2,8% - 7,1%)

Podsumowanie: Dodatni wynik testu QFT-Plus odnotowano w 86,4% przypadkoéw
zgtoszonych do KRG, co oznaczato ponad 7 krotnie wyzsze ryzyko rozwoju gruzlicy
(RR =17,2) w tej grupie pacjentow.

5.1.2.4 Charakterystyka 125 chorych zarejestrowanych w Krajowym Rejestrze
Zachorowan na GruZlice, u ktorych wykonano test QuantiFeron-TB

Gold Plus
W analizowanej grupie 712 pacjentdéw, aktywnag gruzlice zgtoszono do KRG u 125
(17,6%) osob. Gruzlica ptuc stanowita zdecydowang wigkszo$¢ wszystkich zgloszonych
przypadkow (105 / 125 pacjentow; 84,0%), natomiast gruzlica pozaptucna stanowita 19
| 125 przypadkow (15,2%), w jednym przypadku nie podano lokalizacji gruzlicy.
Potwierdzenie mikrobiologiczne gruzlicy (ang. Bacillus Koch, BK+) ptuc uzyskano w
32,4% (34 / 105), a postaci pozaptucnej w 21,1% (4 / 19) (Ryc.17).
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125TB
[ | I 1
105TB 19TB 1 TB brak podanej
ptuc pozaptucna lokalizacji
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34BK + 71BK - 4 BK + 15BK - 1BK+
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+ QFT-Plus - QFT-Plus| | + QFT-Plus| | - QFT-Plus| |+ QFT-Plus| |+ QFT-Plus| | - QFT-Plus | |- QFT-Plus

Rycina 17. Wystgpowanie roéznych typoéw gruzlicy w grupie 125 chorych zarejestrowanych
w Krajowym Rejestrze Zachorowan na Gruzlice, u ktorych wczesniej wykonano test
QuantiFeron TB-Gold Plus

Pacjenci zarejestrowani w KRG z rozpoznaniem gruzlicy ptuc 92 / 105 (87,6%) uzyskali
wyniki dodatnie testu QFT-Plus (przed zgloszeniem gruzlicy) rownie czesto jak chorzy
z rozpoznaniem postaci pozaptucnej 16 / 19 (84,2%) (p = 0,711). Chorzy bez
potwierdzenia mikrobiologicznego gruzlicy (mozliwy przypadek TB) 78 / 86 (90,7%)
byli pacjentami, u ktorych statystycznie czesciej wyniki testu QFT-Plus byty dodatnie
(przed zgtoszeniem gruzlicy do KRG) niz u pacjentéw z pewnym rozpoznaniem gruzlicy
30/ 39 (76,9%) (p = 0,037) (Ryc.17 i Tab.14). W analizowanej grupie chorych byto
74 (59,2%) dzieci i 51 (40,8%) dorostych (p = 0,049). Potwierdzenie mikrobiologiczne
gruzlicy uzyskano istotnie statystycznie czesciej u dorostych 52,9% (27 / 51) niz u dzieci

16, 2% (12 / 74) (roznica odsetkow = 36,7%; 95% PU: 20% - 51,4%; p < 0,001) (Tab.14).

Tabela 14. Analiza dodatnich wynikow testu QuantiFeron-TB Gold Plus u chorych
zarejestrowanych w Krajowym Rejestrze Zachorowan na Gruzlice w zaleznos$ci od zgloszone;j

postaci gruzlicy, potwierdzenia mikrobiologicznego oraz wieku chorego.

+ QFT-Plus (108)

Chorzy na TB zarejestrowani w KRG (125) n/N % (95% PU) Wartosé
p

Postaé (124)*
Plucna (N=105) 92 /105 87,6% (80% — 92,6%) 0,711
Pozaplucna (N=19) 16/19 84,2% (62,4% — 94,5%)
Potwierdzenie mikrobiologiczne (125)
BK+ (N=39) 30/39 76,9% (61,7% — 87,4%) 0,037
BK- (N=86) 78 /86 90,7% (82,7% — 95,2%)
Wiek (125)
Dzieci (N=74) 12/74 16,2% (9,5% - 26,2%) <0,001
Doro$li (N=51) 27151 52,9% (39,5% - 65,9%)

*W przypadku postaci gruzlicy sumujemy pacjentow do 124 poniewaz u 1 nie podano postaci gruzlicy
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Podsumowanie: W analizowanej grupie 125 pacjentéw dominowata gruzlica ptuc
(84%), a mikrobiologiczne potwierdzenie choroby uzyskano u 31,2% osob, czesciej
u dorostych (52,9%) niz u dzieci (16,2%). Dodatni wynik testu QFT-Plus przed
zgloszeniem gruzlicy do KRG czg¢sciej obserwowano u pacjentow bez potwierdzenia
mikrobiologicznego choroby (90,7%) niz u pacjentow z pewnym rozpoznaniem gruzlicy
(76,9%).

5.1.2.5 Analiza wartosci IFN-y w probowkach antygenowych TBI i TB2 testu

QuantiFeron-TB Gold Plus u dzieci i dorostych

W badanej grupie 712 pacjentow wartosci IFN-y zmierzone w probowkach
antygenowych TB1 oraz TB2 testu QFT-Plus nie wykazaly roznic statystycznie
istotnych. W zwigzku z tym do dalszych analiz przyj¢to warto$¢ TBmax definiowang jako
wyzszy z dwoch pomiarow poziom IFN-y (TBI1 lub TB2). Wérod 74 dzieci, ktore
zgloszono do KRG wartoSci TBmax byly istotnie wyzsze (mediana 2,7 IU/ml)
w porownaniu z 51 dorostymi chorymi na gruzlicg (mediana 0,85 IU/ml). Natomiast
wsrod pacjentow bez rozpoznania gruzlicy nie obserwowano istotnych réznic warto$ci

TBumax (Tab.15).

Tabela 15. Tlosciowe wyniki testu QuantiFeron-TB Gold Plus w probowkach antygenowych TB1
i TB2 u dzieci oraz dorostych w zaleznosci od zgtoszenia przypadku gruzlicy do Krajowego

Rejestru Zachorowan na Gruzlice

Chorzy na gruzlice zgloszeni do KRG Pacjenci nie zgloszeni do KRG
Populacja | n TB1 TB2 TB1vs TBmax n TB1 TB2 TB1vs TBmax
TB2 TB2
warto$¢ warto$¢
p p

Ogétem 12 1,45 1,42 0,764 1,79 587 0,03 0,03 0,078 0,05
(n=712) 5 0,5-3,67 | 0,5-3,37 0,59-3,84 0-0,88 | 0-0,91 0-1,08

(0-10) (0-10) (0-10) (0-10) | (0-10) (0-10)
Dzieci 74 2,42 2,28 0,95 2,7 170 0,03 0,02 0,255 0,05
(n=244) 0,85-4,62 | 0,7-4,47 1,01-5,04 0-16 | 0-1,49 0-1,85

(0-10) (0-10) (0,01-10) (0-10) | (0-10) (0-10)
Dorosli 51 0,66 0,73 0,697 0,85 417 0,02 0,04 0,169 0,07
(n=468) 0,19-1,74 | 0,2-1,94 0,38-2,18 0-0,74 | 0-0,83 0-0,94

(0-10) (0-10) (0-10) (0-10) | (0-10) (0-10)
Dzieci vs <0,001 <0,001 <0,001 0,753 | 0,796 0,892
Dorosli
warto$¢é p
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Podsumowanie: Odpowiedz komoérkowa limfocytow T CD4+ i CD8+ na zakazenie
pratkiem gruzlicy mierzona jako poziomy IFN-y w probowkach antygenowych TB1
I TB2 testu QFT-Plus nie roznita si¢ istotnie w analizowanych grupach pacjentow. Dzieci
zgtoszone do KRG mialy istotnie wyzsze wartosci IFN-y w probdéwkach antygenowych

testu QFT-Plus niz dorosli (p < 0,001).

5.1.2.6 Trafnos¢ diagnostyczna testu QuantiFeron-TB Gold Plus

5.1.2.6.1 Analiza oparta o krzywg ROC w celu okreslenia optymalnej wartosci
granicznej testu QuantiFeron-TB Gold Plus

Trafnos$¢ diagnostyczng testu QFT-Plus oceniono na podstawie warto$ci TBmax, ale
w celu pelnej analizy danych uwzgledniono réwniez interpretacje wynikow oparte
osobno na probowkach TB1 i TB2 (Tab. 16). Wszystkie trzy podejscia interpretacyjne:
TBmax, TB1, TB2 wykazaty porownywalna, akceptowalng skuteczno$¢ w rozpoznawaniu
LTBI, z wartoscig pola pod krzywa ROC (ang. Receiver Operating Characteristic)
(AUROC ang. Area Under the ROC) wynoszaca okoto 76% (p < 0,001) oraz
wspotczynnikiem Youdena ma poziomie 47 — 48,5% (Tab.16).

Tabela 16. Analiza AUROC dla pomiaréw IFN-y w probowkach TB1 i TB2 testu
QuantiFeron- TB Gold Plus w badanej populacji 712 pacjentow

Warianty AUROC Wartos¢ Optymalna wartos¢ Wspélezynnik
interpretacji (95% PU) p graniczna Youdena
testu [1U/ml] (95% PU)
QFT-Plus
TBmax 76,5% <0,001 0,38 48,4%
(72,7% - 80,4%) (44,7% - 52,1%)
Probowka TB1 76,8% <0,001 0,17 47%
(72,9% - 80,7%) (43,4% - 50,6%)
Probéwka TB2 76,3% <0,001 0,29 48,5%
(72,4% - 80,2%) (44,7% - 52,3%)

Optymalna warto$§¢ graniczna testu QFT-Plus zalezata od przyjetego wariantu
interpretacji 1 zostala wyznaczona na podstawie maksymalizacji wspotczynnika
Youdena. Najnizsza warto$¢ graniczng ustalono dla probowki TB1 (0,17 1U/ml), wyzsza
dla TB2 (0,29 1U/ml), a najwyzsza dla TBmax (0,38 1U/ml) (Tab.16 i Ryc.18).
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*Pomaranczowy krzyzyk wskazuje optymalng warto$¢ graniczng w oparciu o maksymalny wskaznik Youdena dla
kazdego wariantu interpretacji testu QFT-TB Gold Plus.

Rycina 18. Trzy krzywe ROC testu QuantiFeron-TB Gold Plus w oparciu o wartosci IFN-y
zmierzone tylko w probéwce TBI1, tylko w TB2 lub policzone jako TBmax

Najistotniejsza cechg testow IGRA jest czuto$¢ diagnostyczna (ang. Sensitivity, Se)
ze wzgledu na ich przesiewowe zastosowanie (ang. Screening). W naszej analizie
najwyzszg czuto$¢ uzyskano przy interpretacji wynikoéw testu QFT-Plus wylacznie na
podstawie wartosci IFN-y z probéwki TB1 - wynosita ona 87,2% przy jednoczes$nie
najnizszej swoistosci diagnostycznej (ang. Specificity, Sp) na poziomie 59,8%. Czutos¢
nieznacznie obnizata si¢ do 86,4% przy zastosowaniu modelu opartego na TBmax zaréwno
przy optymalnej wartosci granicznej 0,38 IU/ml jak i przy wartosci zalecanej przez
producenta testu 0,35 IU/ml. Najnizszg czuto$¢ testu odnotowano przy interpretacji
opartej wytacznie na wynikach z probowki antygenowej TB2 (Tab.17). Diagnostyczne
ilorazy szans (DOR) dla wszystkich analizowanych modeli wynosity okoto 10,
co potwierdza dobra skuteczno$¢ diagnostyczng ocenianego testu IGRA. Wskazniki
wiarygodno$ci wyniku ujemnego (LR-) byly zblizone do 0, a wyniku dodatniego (LR+)
przekraczaty warto$¢ 1 osiagajac w naszej analizie warto$¢ okoto 2, co wskazuje na

umiarkowang zdolno$¢ testu do potwierdzania obecnosci zakazenia.
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Tabela 17. Trafnos¢ diagnostyczna testu QuantiFeron-TB Gold Plus w réznych modelach

interpretacji testu przy warto$ciach granicznych z tabeli 16

Probéwki | Optymalna Se Sp LR+ LR- DOR
QFT-Plus warto$§é (95% PU) (95% PU) (95% PU) | (95% PU) (95% PU)
graniczna
[tu/ml]
TB1 0,17 87,2% 59,8% 2,2 0,21 10,1
(80,2% - 92%) (55,8%-63,7%) (1,9-24) | (0,14-0,34) | (59-17,6)
TB2 0,29 84,8% 63,7% 2,3 0,24 9,8
(77,5% - 90%) (59,7% - 67,5%) (2,1-2,7) | (0,26-0,36) | (5,9-16,4)
TBmax 0,38 86,4% 62% 2,3 0,22 10,4
(79,3% - 91,3%) (58% - 65,8%) (2-26) (0,14 -0,34) | (6,1-17,8)
aTBmax 0,352 86,4% 61,7% 2,3 0,22 10,2
(79,3% - 91,3%) (57,7% - 65,5%) (2-2,6) (0,14 -0,35) (6-175)

@ wartos$¢ graniczna producenta

W naszej analizie za optymalng wartos¢ graniczng testu QFT-Plus przyjeto 0,38 TU/ml
co zostalo zobrazowane za pomoca krzywej ROC, narzedzia statystycznego
wykorzystywanego do oceny trafnosci diagnostycznej testu (Ryc.18). Przy tej wartosci
uzyskano najwyzsza czuto$¢ 86,4% przy mozliwie wysokiej swoisto§ci wynoszacej 62%
(Tab.17). Oznacza to, ze test przy tej warto$ci granicznej skutecznie identyfikuje
wiekszos¢ 0sob zakazonych pratkiem gruzlicy, a jednocze$nie ogranicza liczb¢ wynikow

falszywie dodatnich u 0s6b niezakazonych.

5.1.2.6.2 Zastosowanie testu QuantiFeron-TB Gold Plus jako badania przesiewowego
W kierunku latentnego zakazenia prqtkiem gruzlicy

Aby test QFT-Plus mogt by¢ uznany za skuteczne narzedzie przesiewowe W Kierunku
LTBI powinien charakteryzowa¢ si¢ wartoscig predykcyjng wyniku ujemnego
(ang. Negative Predictive Value, NPV) na poziomie co najmniej 90%. Wartos¢ ta
oznacza, ze ujemny wynik testu z duzym prawdopodobienstwem wyklucza zakazenie.
NPV zalezy nie tylko od parametrow testu, takich jak czutosci i swoistosci, ale takze od
czestosci wystepowania LTBI w populacji (prewalencji). Jak przedstawiono na rycinie
19, jesli prewalencja LTBI nie przekracza 30% warto$¢ NPV testu QFT-Plus utrzymuje
si¢ na poziomie > 90% (zaznaczone niebieska strzaltkg). Oznacza to, ze przy takiej
czestosci wystgpowania ponad 90% osob z wynikiem ujemnym rzeczywiscie nie jest
zakazonych. Natomiast gdy prewalencja przekracza 30%, NPV ulega pogorszeniu co
oznacza, ze wynik ujemny staje si¢ mniej wiarygodny — ro$nie ryzyko wynikow fatszywie
ujemnych (ilustruje to niebieska krzywa na rycinie 19). Z kolei warto$¢ predykcyjna
wyniku dodatniego (ang. Positive Predictive Value, PPV) pozostaje stosunkowo niska

wynoszac 50% lub mniej (zaznaczone czerwong strzatka). Oznacza to, ze nawet u potowy

59



Wyniki

0sOb z dodatnim wynikiem testu nie dochodzi w rzeczywistosci do zakazenia pratkiem
gruzlicy — wynik jest fatszywie dodatni (czerwona krzywa na rycinie 19) (Ryc.19).
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Rycina 19. Zalezno$¢ wartosci predykcyjnych wyniku testu QuantiFeron-TB Gold Plus
od czestosci wystepowania latentnego zakazenia pratkiem gruzlicy w populacji, z ktorej pochodzi

badany pacjent

Podsumowanie: Trafno$¢ diagnostyczna testu QFT-Plus wynosila 76,5%,
przy optymalnej wartosci granicznej testu rownej 0,38 IU/ml. Test charakteryzowat si¢
czutodcig 1 swoisto$cig diagnostyczng na poziomie 86,4% i 62% oraz dobrymi
wskaznikami wiarygodnosci uzyskanego wyniku. Wysoka warto$¢ predykcyjna wyniku
ujemnego testu QFT-Plus potwierdzita jego uzyteczno$¢ jako narzgdzia przesiewowego

do wykrywania LTBI.

5.1.2.6.3 Analiza oparta o krzywg ROC w celu ustalenia optymalnej wartosci granicznej
testu QuantiFeron-7B Gold Plus u dzieci i dorostych

Ze wzgledu na wysoki odsetek dzieci (34,3%) w analizowanej przez nas populacji
pacjentow diagnozowanych testem QFT-Plus i istotnosci uzyskanego wyniku, od ktorego
czegsto zalezy dalsza diagnostyka 1 rozpoczecie chemioprofilaktyki, zajeliSmy sie

poréwnaniem trafnosci diagnostycznej w/w testu u dzieci 1 dorostych.

Trafno$¢ diagnostyczng testu QFT-Plus obliczono tak samo jak w przypadku populacji

ogolnej 1 podobnie nie roznila si¢ istotnie w 3 wariantach interpretacji testu. Wyniki byly
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dostatecznie doktadne w diagnozowaniu LTBI i pola powierzchni pod krzywymi ROC

wynosity okoto 78% u dzieci i okoto 70% u dorostych (p < 0,001), a wspotczynnik

Youdena odpowiednio okoto 54% i 38%. Optymalna warto$¢ graniczna testu QFT-Plus

u dzieci w oparciu 0 TBmax wynosita 0,3 IU/ml, a u dorostych 0,38 TU/ml, tak samo jak

w populacji ogélnej (Tab.18 i Ryc.20).

Tabela 18. Analiza AUROC dla pozioméw IFN-y w probowkach TB1 i TB2 testu
QuantiFeron- TB Gold Plus u dzieci i dorostych

QFT- Dzieci (N=244; w tym 74 TB) Dorosli (N=468; w tym 51 TB)
Plus AUROC | Warto$¢ | Optymalna Wsp. AUROC | Warto$¢ | Optymalna Wsp.
(95% PU) p warto$¢ Youdena | (95% PU) p warto$¢ Youdena
graniczna (95% PU) graniczna (95% PU)
[1U/mI] [1U/mI]
TBmax 78,8% <0,001 0,30 54,6% 69,9% <0,001 0,38 38,8%
(73,3%- (50%- (63,7%- (32,4%-
84,3%) 59,2%) 76,1%) 45,2%)
TB1 78,9% <0,001 0,22 53,8% 70,4% <0,001 0,02 38,4%
(73,3%- (49,1%- (64,2%- (34%-
84,5%) 58,6%) 76,6%) 42,9%)
TB2 78% <0,001 0,26 55,8% 70,1% <0,001 0,34 38,7%
(72,3%- (51,2%- (63,8%- (32,1%-
83,6%) 60,3%) 76,4%) 45,4%)
100% | = - - '
p=10,033 0.3 IU/ml
= 90% |
=
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Rycina 20. Krzywe ROC testu QuantiFeron-TB Gold Plus w oparciu 0 TBmaxu dzieci i dorostych
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W naszej analizie test QFT-Plus wykazal wysokg czuto$¢ diagnostyczng u dzieci
wynoszaca okoto 94% i dobra swoisto$¢ na poziomie 61%. Trafno$¢ diagnostyczna testu
przy wartos$ci granicznej producenta 0,35 IU/ml byla nieznacznie nizsza niz przy
optymalnej wartosci granicznej 0,3 IU/ml (Tab.19). DOR dla modelu interpretacji
opartym na TBmax Oraz optymalnej wartosci granicznej wynosit 26,3 co potwierdza
wysoka skuteczno$¢ diagnostyczng ocenianego przez nas testu IGRA w populacji
pediatrycznej. Rowniez wskazniki wiarygodnosci byty korzystne - LR- wyniost 0,09,
a LR+ 2,4 (Tab.19).

Tabela 19. Trafno$¢ diagnostyczna testu QuantiFeron-TB Gold Plus w réznych modelach

interpretacji testu przy wartosciach granicznych z tabeli 18 u dzieci

Optymalna Se Sp LR+ LR- DOR
warto$§¢ (95% PU) (95% PU) (95% PU) (95% PU) (95% PU)
graniczna
[1U/mI]
TB1 0,22 93,2% 60,6% 2,4 0,11 21,2
(85,1%-97,1%) | (53,1%67,6%) (1,9-2,9) (0,05-0,26) (8,1-55,3)
TB2 0,26 94,6% 61,2% 2,4 0,09 27,6
(86,9%-97,9%) | (53,7%-68,2%) (2,0-3,0) (0,03-0,23) (9,6-79,1)
TBmax 0,3 94,6% 60,0% 2,4 0,09 26,3
(86,9%-97,9%) | (52,5%-67,1%) (2,0-2,9) (0,03-0,24) (9,2-75,3)
TBmaxa 0,35° 93,2% 61,2% 2,4 0,11 21,8
(85,1%-97,1%) | (53,7%-68,2%) (2,0-2,9) (0,05-0,26) (8,3-56,7)

@ warto$¢ graniczna producenta

W grupie dorostych test QFT-Plus charakteryzowal si¢ nizsza czulo$cia (76,5%)
W porownaniu z wynikami uzyskanymi u dzieci przy zachowaniu podobnej swoistosci
diagnostycznej (okoto 62%). Trafnos¢ diagnostyczna testu przy warto$ci granicznej
producenta testu 0,35 IU/ml lub optymalnej warto$ci granicznej 0,38 IU/ml byta bardzo
podobna. Diagnostyczny iloraz szans DOR dla w/w modeli interpretacji wynosit okoto 5,
co $wiadczy o umiarkowanej skutecznosci diagnostycznej testu IGRA w tej populacji.

Wskazniki wiarygodnosci rowniez byly porownywalne LR - 0,38 i LR + 2 (Tab.20).
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Tabela 20. Trafnos¢ diagnostyczna testu QuantiFeron-TB Gold Plus w réznych modelach

interpretacji testu przy warto$ciach granicznych z tabeli 18 u dorostych

Optymalna Se Sp LR+ LR- DOR
warto$§é (95% PU) (95% PU) (95% PU) (95% PU) (95% PU)
graniczna
[tu/ml]
TB1 0,02 92,2% 46,3% 1,7 0,17 10,1
(81,2%-96,9%) 41,6%-51,1%) (1,5-1,9) (0,07-0,44) (3,6-28,6)
TB2 0,34 72,5% 66,2% 2,1 0,42 5,2
(59,1%-82,9%) (61,5%-70,6%) 1,7-2,7) (0,26-0,65) (2,7-9,9)
TBmax 0,38 76,5% 62,4% 2,0 0,38 5,4
(63,2%-86%) (57,6%-66,9%) (1,7-2,5) (0,23-0,62) (2,7-10,6)
TBmaxa 0,352 76,5% 61,9% 2,0 0,38 53
(63,2%-86%) (57,1%-66,4%) (1,6-2,4) (0,23-0,63) (2,7-10,4)

awarto$¢ graniczna producenta

Podsumowanie: Test QFT-Plus charakteryzowat si¢ wyzsza czuloécig diagnostyczng
(94,6%) u dzieci niz u dorostych (76,5%) przy zblizonej swoistosci (ok. 60%). Optymalne
wartos$ci graniczne testu u dzieci i dorostych byty zblizone do wartos$ci rekomendowane;j
przez producenta testu 0,35 IU/ml, co potwierdzito zasadnos$¢ jej stosowania w populacji
ogolnej. Trafno$¢ diagnostyczna testu byla wyzsza u dzieci niz u dorostych

(DOR 26,3 vs. 5,4).

5.2 Poréwnanie testow QuantiFeron-TB Gold Plus i Liaison QuantiFeron-TB
Gold Plus

5.2.1 Czestos¢ wystgpowania wynikow dodatnich uzyskanych dwoma testami
QuantiFeron w grupie 269 pacjentow

W badanej grupie 269 pacjentow uzyskano 58 wynikow dodatnich i 211 ujemnych przy
zastosowaniu testu QFT-Plus oraz 70 wynikow dodatnich i 199 ujemnych testem
Liaison QFT- Plus. Zaden test nie dal wyniku nieokre$lonego. Do interpretacji
zastosowano wyznaczong przez producentéw warto$¢ graniczng réwng 0,35 IU/ml.
Wyniki dodatnie testu Liaison QFT-Plus (26%) uzyskano istotnie czgéciej niz testu
QFT- Plus (21,6%), (p = 0,01) (Tab.21).

Tabela 21. Czestos¢ wystepowania wynikoéw dodatnich dwéch testow QuantiFeron

QFT-Plus Liaison QFT-Plus Réznica w Wartosé p
proporcjach
(95% PU)
Liczba (+) % (95% PU) Liczba % (95% PU)
wynikow ) ) ()
wynikow wynikow wynikow

Populacja 58 21,6% 70 26% -4,5% 0,01
badana (17,1% - 26,9%) (21,1% - 31,6%) | (-7,7% - 1,3%)
(N=269)
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5.2.2 Zgodnosé pomiedzy wynikami dwoch testow QuantiFeron

Analizujac wyniki testow QFT-Plus i Liaison QFT-Plus uzyskano 55 zgodnych dodatnich
wynikow 1 196 zgodnych ujemnych (Tab.22). Zgodnos¢ obserwowana pomigdzy
wynikami testow wynosita 93,3%. W celu wyeliminowania zgodnosci przypadkowe;j
zastosowano dwa wspolczynniki zgodno$ci nieprzypadkowej kappa (k) Cohena
I AC1 Gweta, ktore modyfikujg zgodno$¢ obserwowang o przewidywang zgodnos$c
przypadkowa. Rzeczywista zgodnos¢ wynikow dwoch testow oparto na wspotczynniku
ACI, ktory wyniost 89,5% (Tab.22 i Tab.23).

Tabela 22. Wartos$ci zastosowane w obliczeniach zgodnosci wynikéw pomiedzy dwoma testami

QuantiFeron interpretowanymi na podstawie wartosci granicznej producentow 0,35 TU/ml

Liaison QFT-Plus Razem
>0,35 <0,35
QFT-Plus >0,35 55 3 58
<0,35 15 196 211
Razem 70 199 269

Tabela 23. Zgodno$¢ obserwowana i zgodno$¢ nieprzypadkowa wynikow dwoch testow

QuantiFeron interpretowanych wedtug warto$ci granicznej producentéw 0,35 1U/ml

Wspoéltezynnik zgodnosci Wartosé (95% PU)
Zgodno$¢ obserwowana 251/269

93,3% (89,7% - 95,7%)
Wspoltcezynniki zgodnosci
nieprzypadkowej:
k Cohena 81,6% (73,4% - 89,8%)
AC1 Gweta 89,5% (84,8% - 94,2%)

Podsumowanie: Rzeczywista zgodnos¢ wynikéw miedzy dwoma testami QuantiFeron
byta bardzo wysoka 1 wynosita 89,5%. Oznacza to, ze w wigkszosci przypadkéw mozna

oczekiwac takiego samego wyniku u pacjenta niezaleznie od zastosowanej metody.

5.2.3 Analiza poziomoéw IFN-y jako wartosci TBmax W testach QuantiFeron

Wartos$ci TBmax uzyskane w tescie QFT-Plus byly umiarkowanie dodatnio skorelowane
z warto$ciami TBmax Uzyskanymi w Liaison QFT-Plus (rs = 0,68). Warto$ci TBmax
uzyskane w Liaison QFT-Plus byly istotnie wyzsze niz w QFT-Plus (p < 0,001).
Tendencje t¢ zaobserwowano zaréwno u pacjentdow z dodatnimi jak 1 ujemnymi
wynikami. TBmax uzyskane w obu testach byly bardzo silnie dodatnio skorelowane
U pacjentoéw z dodatnimi wynikami (rs = 0,93) i stabo korelowaty u pacjentéw z ujemnymi
wynikami IGRA (rs = 0,26) (Tab.24).
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Tabela 24. Porownanie testow QuantFeron-TB Gold Plus i Liaison QuantFeron-TB Gold Plus

na podstawie warto$ci TBmax

QFT-Plus TBmax | Liaison QFT-Plus Test rs Warto$¢ p
Mediana, TBmax Wilcoxona (95% PU) diars
IQR (zakres) Mediana,
IQR (zakres)
Calo$é¢ (n=269) 0,01 0,03 <0,001 0,681 <0,001
0,00 -0,25 0,01-0,39 (0,611 - 0,740)
(0,00 - 10,0) (0,00 -9,47)
+ QFT-Plus 1,19 2,27 <0,001 0,928 <0,001
(n=73) 0,39-3,75 0,70 -5,00 (0,888 - 0,954)
(0,00 - 10,0) (0,00 -9,47)
- QFT-Plus 0,00 0,02 <0,001 0,258 <0,001
(n=196) 0,00 -0,02 0,00 -0,05 (0,123 - 0,385)
(0,00 -0,34) (0,00 -0,32)

Test Wilcoxona nieparametryczny odpowiednik testu t Studenta dla prob zaleznych, s to wspdtczynnik korelacji rang
Spermana.

Podsumowanie: Poziomy IFN-y (TBmax) W Liaison QFT-Plus byly istotnie wyzsze niz
w QFT-Plus (p < 0,001), niezaleznie czy wynik byt dodatni czy ujemny. Oba testy
wykazaty umiarkowang korelacje (rs = 0,681).

5.2.4 Wyznaczenie nowej wartosci granicznej dla testu Liaison QuantiFeron-TB
Gold Plus

W celu poprawy zgodnosci wynikow testow QuantiFeron przeprowadzono analizg
wplywu zmiany wartos$ci granicznej w tescie Liaison QFT-Plus. W poréwnaniu z testem
QFT-Plus, test Liaison QFT-Plus generuje istotnie wyzsze warto$ci IFN-y, co skutkuje
ryzykiem nadrozpoznawalnos$ci LTBI przy zastosowaniu tej samej wartosci granicznej
(0,35 1U/ml) w obu testach. W takiej sytuacji cze$¢ pacjentow moze uzyska¢ wynik
dodatni w tescie Liaison QFT-Plus, przy jednoczesnie ujemnym wyniku testu QFT-Plus.
Najwyzszy poziom zgodnosci z testem QFT-Plus uzyskano przy podniesieniu wartosci
granicznej do 0,63 IU/ml. Na rycinie 21 wskazano dwie warto$ci graniczne testu:
niebieska strzatka odnosi si¢ do zgodnos¢ uzyskanej przy aktualnie stosowanej wartosci
granicznej 0,35 IU/ml (AC1 89,5%; 95% PU: 84,8% - 94,2%). Zielona strzatka wskazuje
na najwyzsza mozliwg do osiagniecia zgodnos$¢ przy zastosowaniu wartos¢ 0,63 1U/ml
(AC1 96,7%; 95% PU: 94,0% - 99,3%) (Ryc.21). Szczegdétowe dane liczbowe
przedstawiono w tabelach 25 - 26.
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Rycina 21. Wptyw wartosci granicznych testu Liaison QuantiFeron-TB Gold Plus na zgodnos¢
nieprzypadkowa z testem QuantiFeron-TB Gold Plus

Tabela 25. Warto$ci zastosowane w obliczeniach zgodnosci wynikéw pomiedzy dwoma testami
QuantiFeron interpretowanymi na podstawie wartosci granicznej 0,35 IU/ml dla testu
QuantiFeron-TB Gold Plus i 0,63 1U/ml dla testu Liaison QuantiFeron-TB Gold Plus

Liaison QFT-Plus Razem
>0,63 <0,63
QFT-Plus >0,35 54 2 56
<0,35 4 209 213
Razem 56 211 269

Tabela 26. Zgodno$¢ obserwowana i zgodno$¢ nieprzypadkowa wynikow dwoch testow
QuantiFeron interpretowanych wedtug wartosci granicznej 0,35 IU/ml dla testu QuantiFeron-TB
Gold Plus i 0,63 1U/ml dla testu Liaison QuantiFeron-TB Gold Plus

Wspoéltezynnik zgodnos$ci Warto$¢ (95% PU)
Zgodnos¢ obserwowana 263 /269
97,8% (95,2% - 99,0%)

Wspotezynniki zgodnosci

nieprzypadkowej:
k Cohena 93,3% (88,0% - 98,6%)
AC1 Gweta 96,7% (94,0% - 99,3%)

Zgodnos¢ testu Liaison QFT-Plus z testem referencyjnym QFT-Plus istotnie wzrasta po
zastosowaniu  wyzszej warto$ci  granicznej (0,63 IU/ml). Roznica miedzy
wspoétczynnikami AC1 obu testow QuantiFeron byta statystycznie istotna (7,2%;
95% PU: 1,8% - 12,5%; p = 0,012), co przedstawiono w tabeli 27.
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Tabela 27. Zgodnos$¢ nieprzypadkowa wynikéw testu Liaison QuantiFeron-TB Gold Plus

W zaleznosci od przyjetej wartosci granicznej

Warto$¢ graniczna dla testu Réznica miedzy Warto$é p
Liaison QFT-Plus wspolczynnikami AC1
Nowa Stara
(0,63 1U/ml) (0,35 1U/ml)
Wspétezynnik 96,7% 89,5% 7,2% 0,012
AC1 (94,0% - 99,3%) (84,8% - 94,2%) (1,8% - 12,5%)
(95% PU)

Podsumowanie: Najwyzsza zgodnos$¢ (96,7%) pomigdzy wynikami dwoch testow
QuantiFeron uzyskano, przy wartosci granicznej testu Liaison QuantiFeron-TB Gold Plus
na 0,63 IU/ml. Nalezy jednak podkresli¢, ze wyzsza zgodno$¢ niekoniecznie oznacza
wyzszg trafno$¢ diagnostyczng. W praktyce klinicznej decyzja o zmianie warto$ci
granicznej powinna zosta¢ poprzedzona analizag wptywu tej zmiany na czutos¢ oraz

swoistos¢ testu w odniesieniu do rzeczywistego statusu LTBI.

5.3 Poszukiwanie biomarkeréw roéznicujacych latentne zakazenie pratkiem
gruzlicy od aktywnej choroby

5.3.1 Charakterystyka kliniczna 145 pacjentow objetych analizq profili cytokinowych
Grupe badang stanowito 145 pacjentow, u ktorych w okresie od maja 2022 do maja
2024 roku w Zaktadzie Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy i Choréb Pluc w Warszawie,
oznaczono stezenia 20 cytokin: G-MCSF, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,
IL- 8/CXCL8, IL-10, IL-13, IL-15, IL-17A, IL-18, IP-10/CXCL10, MCP-1/CCL2,
MIG/CXCL9, MIP-1a/CCL3, MIP-1B/CCL4, RANTES/CCLS, TNF-o w dwoch
probowkach antygenowych TB1 i TB2 po uprzednim wykonaniu testu QFT-Plus.
Pacjentow podzielono na trzy subpopulacje na podstawie diagnozy opartej na wynikach
badan mikrobiologicznych w kierunku gruzlicy, objawach klinicznych i wyniku testu
IGRA.

Byto to 37 pacjentow z aktywna gruzlica (TB), ktorzy mieli kliniczne objawy choroby,
dodatnie wyniki badan mikrobiologicznych i uzyskali dodatni (27 / 37) lub ujemny
(10/ 37) wynik testu QFT-Plus. Druga grupa to 57 pacjentow z LTBI, ktorzy uzyskali
dodatni wynik testu QFT-Plus, przy jednoczesnym wykluczeniu gruzlicy (brak objawow
klinicznych choroby i brak dodatnich wynikow badan mikrobiologicznych w Kierunku
gruzlicy). Trzecig grupge stanowito 51 zdrowych pacjentow, u ktorych wykluczono
aktywna gruzlice 1 LTBI (brak objawow klinicznych choroby, brak dodatnich wynikéw
badan mikrobiologicznych w kierunku gruzlicy, ujemny wynik testu QFT-Plus) (Tab.28).
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Tabela 28. Charakterystyka 145 pacjentéw u ktorych oznaczono stezenia 20 cytokin

Charakterystyka B LTBI Zdrowi Wartosé
+/- QFT-Plus + QFT-Plus - QFT-Plus p
(n=37) (n=57) (n=51)
Ple¢ — mezezyzni 32/ 37 (86,5%) 33 /57 (57,9%) 23 /51 (45,1%) <0,001
Wiek 50; 31 - 64 42;12-66 40; 29 - 56 0,280
(8-73) (1-89) (3-83)
Dzieci 3/37(8,1%) 24157 (42,1%) 9/51 (17,7%) 0,003
TB1[IU/mI] 1,10; 0,17 - 3,54 0,79;0,43-29 0,03;0-0,23
(0,00-9,7) (0,00-9,91) (0,00 -0,34)
TB2 [1U/ml] 1,53; 0,24 - 3,62 0,8;0,43-3,43 0,03;0-0,21
(0,00 - 9,86) (0,02-9,91) (0-0,34)
TBmax [1U/mI] 1,53;0,31-3,82 0,87;0,5-3,43 0,06; 0,01 - 0,27
(0,00 - 9,86) (0,35-9,91) (0,00 - 0,34)
+ QFT-Plus 27137 (73%) 100% 0%

5.3.2 Analiza stezenn 20 cytokin w probowkach TB1 i TB2 po wykonaniu testu
QuantiFeron-TB Gold Plus

Przeanalizowano st¢zenia 20 cytokin w probowkach TB1 i TB2 testu QFT-Plus. Wyniki
przedstawiono w tabeli 29 jako mediany, IQR, pelne zakresy oraz liczby wynikow
ponizej i powyzej granic oznaczalno$ci (ang. Lower Limit of Quantification, LLOQ
I Upper Limit of Quantification, ULOQ). W celu oceny réznic migdzy stgzeniami cytokin
w probéwkach TB1 i TB2 zastosowano test Wilcoxona oraz wspotczynnik korelacji rang
Spearmana (rs). Dla wickszosci cytokin (16 / 20) stezenia byly zblizone w obu
probowkach od tego samego pacjenta. Statystycznie istotne roznice Stwierdzono jedynie
dla IL-10, MCP-1/CCL2, MIG/CXCL9 i RANTES/CCLS5, jednak po korekcie Holma-
Bonferroniego roznice te utracity istotnos¢. Wysokie wartosci s wskazywaly na duza
zgodnos¢ pomiarow, dlatego do dalszych analizach zastosowano warto$¢ maksymalng
(TBmax) z dwoch proboéwek. W przypadku cytokin IL-8 i IL-13 obserwowano wartosci
poza zakresem: IL-8 > ULOQ u 29% (TB1) i 25% (TB2) pacjentow, 1L-13 < LLOQ
odpowiednio u 27% (TB1) i 28% (TB2). Wartosci < LLOQ i > ULOQ oszacowano na
podstawie 5-parametrowej krzywej logistycznej (Tab.29).
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Tabela 29. Stezenia 20 cytokin przedstawionych jako mediana, IQR i zakres, w probkach TB1

i TB2 z analiza wynikoéw ponizej i powyzej granic oznaczalnosci

Cytokiny T LLO ULO < > TBITU/mI] TB2 [TU/mI] Test re
[pg/mi] [pg/m [pg/mi]2 | LLOQ ULOQ Mediana, Mediana, Wilcoxona
IQR (Zakres) | IQR (Zakres) | wartosé p®
GM-CSF 0,48 7846 - - 19,2; 18,2; 0,792 0,934
11,2-36,2 11,9-36,9
(2,42 - 58) (3,74-73,1)
ITFN-y 1,57 25665 - - 297, 273; 0,647 0,929
158 — 416 169 — 391
(28,3 —1141) (35 — 1359)
IL-2 1,29 21178 - - 123; 125; 0,786 0,936
73,8 — 206 71,7201
(20,7 — 1387) (20,3 - 1328)
IL-4 0,19 3064 - - 26,3; 25,1, 0,344 0,947
9,7-55,6 19,6 — 58,5
(2,19 -177) (7,01 -177)
IL-5 3,63 59499 - - 370; 343; 0,878 0,915
186 — 637 186 — 601
(19,1 - 1367) (28,6 — 1228)
IL-6 0,38 6244 - TBI1 1223, 1043, 0,065 0,861
TB2:0 3672171 370 — 2009
(7,37 -25000) | (7,37 —12155)
-7 1,92 31475 - - 36,4; 36,4; 0,955 0,789
13,8 -63,5 16,8 - 63,5
(5,86 — 208) (1,45 — 203)
1L-8/ 0,85 13992 - TBI1:42 26335; 27805; 0,777 0,711
CXCLS8 TB2:36 12491 — 56000 13434 — 56000
(2271 — 56000) (2460 — 56000)
IL-10 1,06 17427 - - 17,9, 17,7; 0,0037 0,871
11,3-29,9 9,83-249
(2,75 -89,4) (2,51 - 101)
IL-13 0,31 5157 TBI1:39 - 1,92; 1,92; 0,368 0,872
LOD TB2:40 1,1-351 1,1-351
,22) (0,089 — 97,6) (0-717)
IL-15 12,42 203426 - - 639; 653; 0,551 0,929
507 — 1329 497 — 1292
(224 — 2887) (213 — 2899)
IL-17 2,44 39972 TBI:1 - 113; 115; 0,632 0,934
TB2:0 80,2 - 319 82,5-310
(8,65 — 707) (37,9 - 760)
IL-18 0,66 10892 - - 83,7, 79,4, 0,865 0,923
52,4-113 54,2 -110
(11,1 — 450) (16,3 — 353)
1P-10/ 341 34953 - TBI1:2 5691; 6436, 0,169 0,962
CXCL10 TB2:2 2581 — 12079 2674 — 12388
(201 — 140000) | (394 — 140000)
MCP-17 0,53 8755 - - 2893; 2618; 0,008° 0,876
CCL2 1527 — 4489 1438 — 4283
(74 — 22106) (67,2 — 20179)
MIG/ 3,16 32365 - TBI1:2 5664; 5397; 0,029° 0,963
CXCL9 TB2:2 2314 — 13046 2398 — 14923
(336 —130000) | (412 —130000)
MIP-To/ 0,12 1218 - TBI1:2 666; 614; 0,118 0,863
CCL3 TB2:1 301 - 1244 290 — 1089
(9,53 — 4900) (7,79 — 4900)
MIP-1p/ 141 1439 - TBI5S 1921; 1786; 0,056 0,874
CCL4 TB2:5 1103 - 2750 1195 — 2595
(462 — 5800) (411 — 5800)
RANTES 16,72 26467 - TBI1:2 9792; 8723; 0,0087 0,919
/CCL5 TB2:9 5969 — 16673 5043 — 15642
(391-106000) | (322 —106000)
TNF-a 3,33 54566 - - 1318; 1364; 0,238 0,910
739 — 2401 714 — 2220
(76,8—11748) | (129 - 15263)

arozcienczenie 4-krotne

bwarto$¢ p interpretowana zgodnie z poziomem istotnosci skorygowanym metoda Holma-Bonferroniego
twszystkie korelacje byty istotne
distotne, gdy a=0,05, ale nieistotne, gdy zastosowano poprawke Holma-Bonferroniego
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5.3.3 Zaleinos¢ pomiedzy steZeniami cytokin, a chorymi na gruZlice i latentnie
zakazZonymi prgtkiem gruZlicy z dodatnimi wynikami testu QuantiFeron-TB
Gold Plus

Przeanalizowano st¢zenia 20 cytokin u 27 chorych na gruzlicg i 57 pacjentow z LTBI
z dodatnimi wynikami testu QFT-Plus. Dla kazdej z cytokin obliczono mediane, IQR,
zakres. Przy zastosowaniu testu Manna-Whitney’a oceniono istotno$¢ rdznic
w stezeniach pomiedzy badanymi grupami pacjentow. Wartosci p skorygowano za
pomoca poprawki Holma-Bonferroniego (tak jak w tabeli 29). Zaobserwowano, ze
stezenia 13 cytokin (65%) statystycznie istotnie roznity si¢ w grupie chorych na gruzlice
od pacjentéw z LTBI. Stwierdzono, ze IFN-y, IL-2, IL-4, IL-7, IL-10, IL-13, IL-15,
IL- 17, MCP-1/CCL2, MIP-1a/CCL3, MIP-1B/CCL4, RANTES/CCL5 mialy wyzsze
stezenia w grupie LTBI, a jedynie stezenie MIG/CXCL9 bylo istotnie wyzsze u chorych
z TB. Cytokiny GM-CSF, IL-5, IL-6, IL-8, IL-18, IP-10/CXCL10, TNF-a nie roznity si¢
istotnie stezeniami migdzy badanymi grupami (Tab.30).

Tabela 30. Porownanie st¢zen 20 cytokin migdzy pacjentami z aktywng gruzlicg, a latentnym

zakazeniem pratkiem gruzlicy z dodatnimi wynikami testu QuantiFeron-TB Gold Plus

Cytokiny [pg/ml] TB LTBI Test Mann-
+ QFT-Plus + QFT-Plus Whitney
(n=27) (n=57) Wartos$¢é p°
GM-CSF 18,3;16-21,3 34,8,11,2 452 0,037°
(7,79 — 40,4) (5,74 - 73,1)
IFN-y 171; 120 - 217 414; 301 — 587 <0,001
(36,5 —558) (120 — 1359)
1L-2 124;92,4 — 148 202; 126 — 359 0,002
(33,7 -541) (34,1 -1387)
IL-4 20,2;175-225 49,7;21,7-613 <0,001
(9,73 -30,0) (13,4 -177)
IL-5 499; 291 — 565 557; 208 — 820 0,604
(151 — 929) (108 — 1228)
IL-6 1870; 495 — 2383 1717; 893 — 2807 0,268
(66,3 — 12155) (42,0 — 25000)
IL-7 13,8, 10,8 - 16,8 45,6; 36,4 -72,8 <0,001
(7,74 — 48,6) (9,58 — 208)
IL-8/CXCL8 56000; 17239 — 56000 44175; 26327 — 56000 0,423
(3952 — 56000) (4738 — 56000)
IL-10 12,3;7,94-19,4 24,2;16,5-32 <0,001
(2,75 -101) (9,23 -89,4)
1L-13 2,15;1,43-3,21 3,51;1,92-9,35 0,002
(0,683 -67,1) (1,10 - 97,6)
IL-15 507; 476 — 538 1229; 597 — 1434 <0,001
(314-678) (355 — 2899)
1L-17 105; 91,4 - 110 291;82,7-372 0,002
(43.5-156) (49,8 — 760)
1L-18 96.2; 65,1 — 144 96,8; 60 — 120 0,286
(43,9 — 450) (20,4 — 340)
IP-10/CXCL10 11299; 5382 — 17528 9568; 4434 — 23526 0,716
(1300 — 140000) (998 — 140000)
MCP-1/CCL2 2510; 1614 — 3534 4402; 2901 — 6083 <0,001
(296 — 8104) (657 — 22106)
MIG/CXCL9 15496; 7882 — 23236 6749; 2913 — 17200 0,002
(3511 — 130000) (1244 —111833)
MIP-10/CCL3 674; 422 — 1009 1224; 580 — 2391 <0,001
(114 — 1244) (116 — 4900)
MIP-18/CCL4 1947; 1436 — 2588 2648; 2054 — 3308 0,002
(550 — 5800) (850 — 5800)
RANTES/CCL5 6301; 3344 — 16685 11796; 8274 — 23443 0,003
(391 — 106000) (1846 — 106000)
TNF-a 1287; 509 — 2030 1743; 975 — 2480 0,043°
(173 - 6402) (205 — 15263)

dwarto$¢ p interpretowana zgodnie z poziomem istotnosci skorigowanym metoda Holma-Bonferroniego
b istotne, gdy o = 0,05, ale nieistotne, gdy zastosowano poprawke Holma-Bonferroniego
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Podsumowanie: Do dalszej analizy wybrano 13 cytokin IFN-y, IL-2, IL-4, IL-7, IL-10,
IL-13, IL-15, IL-17, MCP-1/CCL2, MIG/CXCL9, MIP-10/CCL3, MIP-1B/CCLA4,
RANTES/CCLS, ktérych stezenia réznity sie istotnie pomiedzy chorymi na gruzlice
I pacjentami z LTBI.

5.3.3.1 Potencjat dyskryminacyjny wybranych cytokin, w réznicowaniu gruzlicy
od latentnego zakazenia prqtkiem gruzlicy

W tabeli 31 przedstawiono ocen¢ trafnosci diagnostycznej trzynastu cytokin
w roznicowaniu chorych na gruzlice i pacjentow z LTBI. Wykazano, ze IL-7
charakteryzowata si¢ najwyzsza zdolnoscig dyskryminacyjng dla ktérej AUROC
wynosito 95,9% przy czutosci 94,6% i swoistosci 91,2%. IFN-y, osiagnat AUROC na
poziomie 91%, czutos¢ 86,5% oraz swoistos¢ 87,7%. Dobra doktadnos¢ diagnostyczng
(AUROC 80 - 90%) wykazaty IL-15 i IL-4. Umiarkowang trafnos¢ (AUROC 70% - 80%)
stwierdzono w przypadku 1L-10, MCP-1/CCL2 oraz MIP-10/CCL3. Pozostate cytokiny

wykazywaty niski potencjat dyskryminacyjny (AUROC < 70%) (Tab.31).

Tabela 31. Trafnos¢ diagnostyczna wybranych cytokin, w réznicowaniu gruzlicy i latentnego

zakazenia pratkiem gruzlicy

Cytokiny AUROC Warto$é Warto$é Se Sp LR+ LR-
[pg/mi] (95% PU) p graniczna | (95% PU) (95% PU) (95% PU) (95% PU)
[%] [pg/mi] (%] (%]
IL-7 95,9 <0,001 <25,7 94,6 91,2 10,8 0,06
(91,5 — 100) (82,3-985) | (81,1-962) (4,65 — 25) (0,02 - 0,23)
IFN-y 91 <0,001 <250 86,5 87,7 7,04 0,15
(84,6 — 97,4) (72-941) | (768-939) | (348-143) | (0,07-0,35)
IL-15 87,6 <0,001 <616 91,9 71,9 327 0,11
(80,7 — 94,5) (787-972) | (592-819) | (214-501) | (0,04-0,34)
1L-4 82,6 <0,001 <30,0 100 59,6 2,48 -o0?
(74,5 90,8) (90,6 —100) | 46,7 -71,4) (1,81 -3,4)
1L-10 76,3 <0,001 <19,4 78,4 64,9 2,23 0,33
(65,8 — 86,9) (62,8-886) | (51,9-760) (1,51 -33) (0,18 - 0,63)
MCP-1/ 74,8 <0,001 <2579 56,8 82,5 3,24 0,52
ccL2 (64,8 — 84,7) (409-713) | (706-902) | (1,72-6,07) | (0,36-0,77)
MIP-1a/ 71,7 <0,001 <1244 100 49,1 1,97 -o0?
ccL3 (61,6 - 81,9) (90,6 -100) | (36,6-617) | (152-2,54)
1L-13 69 0,001 <22 64,9 71,9 2,31 0,49
(58,2 - 79,9) (488-782) | (592-819) | (1.43-373) | (0,31-078)
IL-17 68,9 0,001 <156 100 57,9 2,38 -o0?
(57,9 - 80) (90,6 -100) | (45-69,8) (1,75 - 3,22)
MIG/ 68,9 0,001 >14160 67,6 70,2 2,27 0,46
CXCL9 (58,3 - 79,5) (51,5-804) | (57,3-805) | (1,44-358) | (0,28-0,76)
MIP-18/ 68,9 0,001 <2121 62,2 73,7 2,36 0,51
ccLa (57,8 -80,1) (46,1-759) | (61,0-834) (1,43-3,9) (0,33-0,8)
IL-2 68,7 0,001 <148 75,7 70,2 2,54 0,35
(57,7-179,6) (59,9 - 86,6) (57,3-80,5) (1,64 -3,93) (0,19-0,63)
RANTES 68 0,004 <6504 59,5 84,2 3,77 0,48
/CCL5 (55,9 - 80,1) (435-737) | (726-915) | (1.95-7.26) | (0,32-072)

8.0 0znacza, ze iloraz prawdopodobienstw wyniku ujemnego jest bardzo niski ale nie da si¢ go policzy¢, poniewaz Se,
ktora jest w mianowniku wzoru na ten iloraz jest rowna 0.
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5.3.3.2 Stworzenie modelu diagnostycznego do odrézniania gruZlicy od
latentnego zakazenia prqtkiem gruzlicy

W kolejnym etapie analizy zbudowano model diagnostyczny, ktory pozwala odroznic
aktywna gruzlice od LTBI. Wykorzystano w tym celu analize wielokrotnej regresji
logistycznej przeprowadzonej wedlug procedury krokowej wstecznej. Sposrod
13 analizowanych cytokin wybrano dwie: IL-7 i IFN-y, ktore najlepiej réznicowaty te
dwie grupy pacjentow (AUROC > 90%). Obie cytokiny byly istotnie i niezaleznie
zwigzane Z mniejszym ryzykiem aktywnej gruzlicy, co 0znaczato ze ich wyzsze stezenia
czesciej wystepowaty u pacjentow z LTBI. W przypadku IL-7 wzrost st¢zenia o 1 pg/ml
zmniejszal szans¢ na rozpoznanie gruzlicy o 18% (OR = 0,82), natomiast w przypadku
IFN-y 0 1% (OR = 0,99). Wyniki te byly statystycznie istotne, szczeg6lnie dla I1L-7
(p <0,001). Skuteczno$¢ modelu potwierdzit test dopasowania Hosmera-Lemeshowa
(H- L: y? = 14,25; p = 0,075), a wysokie dopasowanie do danych pokazat wspotczynnik
pseudo-R? Nagelkerkego, ktory wyniost 0,853 (Tab.32).

Tabela 32. Model diagnostyczny klasyfikujacy chorych na gruzlice i pacjentéw z latentnym

zakazeniem pratkiem gruzlicy

Zmienne [pg/ml] Wspéltczynnik regresji Statystyka | Warto$é p | lloraz szans
(blad standardowy) Walda (OR)
(95% PU)
Stala (poziom bazowy modelu) 7 (1,56) - - -
IL-7 -0,21 (0,05) 15,08 <0,001 0,82
(0,74-0,9)
IFN-y -0,01 (0) 427 0,039 0,99
(0,99 -1)
Test H-L: % = 14,25; p = 0,075; pseudo-R? Nagelkerkego = 0,853

Podsumowanie: Wyzsze stezenia IL-7 i IFN-y byly charakterystyczne dla pacjentéw
z LTBI, co sugeruje mozliwos¢ zastosowania tych cytokin jako biomarkeréw
réznicujacych chorych na gruzlice i latentnie zakazonych pratkiem gruzlicy. Wysokie
wartoéci  wspotczynnika pseudo-R? Nagelkerkego i dobre dopasowanie danych

potwierdzity potencjalng przydatnos$¢ diagnostyczng stworzonego modelu.

5.3.3.2.1 Poréwnanie trafnosci diagnostycznej stworzonego modelu z pojedynczymi
cytokinami IL-7 lub IFN-y

W kolejnym kroku poréwnano trafno$¢ diagnostyczng modelu opartego jednoczasnie na
IL-7 i IFN-y z wynikami uzyskanymi przy uzyciu kazdej z tych cytokin osobno. Do oceny
przydatnosci klinicznej wykorzystano wskazniki LR+ i LR-. Dobry test diagnostyczny

powinien charakteryzowa¢ si¢ LR+ wiekszym niz 10 i LR- mniejszym niz 0,1. Kryteria
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te spenit zar6wno model oparty na dwoch cytokinach (LR+ =271 LR-=0,06), jak i sama
IL-7 (LR+=10,81 LR- =0,06). Najwyzsza trafno$¢ diagnostyczng uzyskano dla modelu
IL-7 i IFN-y, w ktérym pole pod krzywg ROC wynosito 98,1% (p < 0,001), co oznacza
bardzo wysokg skuteczno$¢ w odroznianiu gruzlicy od LTBI. Model ten osiggnat rowniez
(94,6%) 1 (96,5%)
w porownaniu do pojedynczych biomarkerow (Tab.33 i Ryc.22).

najwyzsze wskazniki czutosci swoisto$ci  diagnostycznej

Tabela 33. Trafno$¢ diagnostyczna modelu opartego na IL-7 i IFN-y oraz na pojedynczych
cytokinach

Cytokiny AUROC Warto$é Warto$é Se Sp LR+ LR-
[pg/mi] (95% PU) p graniczna (95% PU) (95% PU) (95% PU) (95% PU)
[%] [pg/mi] [%6] [%6]

IL-7 98,1 <0,001 >0,525 94,6 96,5 27 0,06

i IFN-y (95,2 - 100) (82,3-98,5) (88,1 -99) (6,89 - 105) (0,01-0,22)

IL-7 95,9 <0,001 <25,7 94,6 91,2 10,8 0,06
(91,5-100) (82,3-98,5) | (81,1-96,2) (4,65 - 25) (0,02 - 0,23)

IFN-y 91 <0,001 <250 86,5 87,7 7,04 0,15
(84,6 —97,4) (72-94,1) (76,8-93,9) | (3,48-14,3) | (0,07-0,35)

100% |

/7

80% | |

60% |

40%

Wsp. wynikow prawdziwie dodatnich
(czulosc)

20% |
—IFN-y
—1IL-7
= Model IFN-y i IL-7
= Linia dyskryminacji

0% 4 .
0% 20%

40% 60% 80% 100%

Wsp. wynikow fatszywie dodatnich
(100%-specyficznosc)

Rycina 22. Analiza AUROC dla modelu diagnostycznego opartego na IL-7 i IFN-y oraz na
pojedynczych cytokinach

73



Wyniki

Podsumowanie: Wykazano, ze model diagnostyczny oparty na IL-7 i IFN-y
charakteryzowatl si¢ wysoka trafno$cia w rdéznicowaniu pacjentow z latentnym
zakazeniem pratkiem gruzlicy i chorych na gruzlice. Analiza statystyczna potwierdzita
doskonaty potencjat dyskryminacyjny modelu IL-7 i IFN-y (AUROC 98,1%; Se 94,6%;
Sp 96,5%; LR+ 27 i LR- 0,06; p<0,001).

5.3.4 Zaleinosé pomiedzy steieniami cytokin, a statusem pacjenta — pordwnanie

chorych na gruzlice i zdrowych oséb z ujemnym testem QuantiFeron-TB Gold
Plus

W celu uzupehienia wezes$niejszych analiz porownujacych pacjentéw z aktywna gruzlicg
1 LTBI, przeprowadzono dodatkowa ocen¢ réznic w stezeniach cytokin mi¢dzy chorymi
na gruzlicg (n = 10), a zdrowymi osobami z wykluczonym LTBI i TB (n = 51), ktore
miaty ujemne wyniki QFT-Plus. Dla wszystkich 20 cytokin obliczono mediang, IQR,
a istotno$¢ roznic miedzy grupami oceniono testem Manna - Whitney’a. W celu kontroli
bledu wielokrotnego poréwnywania zastosowano poprawke Holma - Bonferroniego
(analogicznie jak w tabeli 30). Wyniki wykazaly, ze jedynie cytokina MIG/CXCL10
miala istotnie wyzsze stgzenia U pacjentow z gruzlicg z ujemnymi wynikami QFT-Plus

w poréwnaniu do zdrowych osob z wykluczonym LTBI (Tab.34).
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Tabela 34. Poréwnanie st¢zen 20 cytokin u chorych na gruzlice i zdrowych pacjentow z ujemnymi

wynikami testu QuantiFeron-TB Gold Plus

Cytokiny [pg/ml] Chorzy z TB Zdrowi bez LTBI i TB Test Mann-
QFT-Plus (-) QFT-Plus (-) Whitney
(n=10) (n=51) Wartosé p 2
TB1 0,04;0-0,12 0,03;0-0,23 0,453
(0-0,31) (0-0,30)
TB2 0,09;0-0,11 0,03;0-0,21 0,805
(0-0,24) (0-0,30)
TBmax 0,09;0-0,19 0,06; 0,01 - 0,27 0,799
(0-0,31) (0-0,30)
GM-CSF 14,2;9,74-18,1 22,0; 12,4 - 36,7 0,055
(7,79 — 27,6) (5,31 -53,6)
IFN-y 111; 72,3 - 147 303; 171 - 411 <0,001
(36,5 —187) (50,9 — 784)
IL-2 64,0;48,2-77,5 110; 71,7 - 147 0,014°
(33,7-123) (27,4 — 262)
IL-4 15,6; 12,0 - 20,9 53,1; 22,8 - 89,7 <0,001
(9,73 - 22,6) (8,90 — 177)
IL-5 262; 218 — 438 317; 176 — 575 0,661
(151 — 568) (28,6 — 1367)
IL-6 297; 207 — 1829 901; 331 — 2491 0,112
(69,2 — 2444) (7,37 —9003)
IL-7 11,6; 10,8 - 13,8 72,8;415-118 <0,001
(7,74 - 25,7) (10,9 -172)
IL-8/CXCL8 15702; 7048 — 56000 24446; 9960 — 52606 0,806
(5524 — 56000) (2460 — 56000)
IL-10 8,27, 7,94 - 13,9 18,5; 12,7-34,3 0,003
(4,67 —43,6) (5,46 — 78,8)
IL-13 1,24;0,683-1,79 1,52;1,10-2,32 0,279
(0,683 — 2,15) (0,089 — 7,50)
IL-15 415; 360 — 498 1115; 597 — 1721 <0,001
(314 —515) (452 — 2774)
IL-17 82,2; 55,1 - 107 253; 103 -338 0,001
(43,5-110) (38,0 — 660)
IL-18 78,9; 61,1 - 100 74,1;47,3-105 0,442
(45,4 — 203) (16,3 — 217)
IP-10/CXCL10 4317; 2293 - 6589 2477; 1216 — 6760 0,263
(1300 — 12821) (394 — 46334)
MCP-1/CCL2 1565; 734 — 1799 2758; 888 — 4374 0,189
(370 —3534) (74 —10780)
MIG/CXCL9 9586; 6452 — 14160 2453; 1218 — 4870 <0,001
(4545 — 17898) (412 — 17180)
MIP-1a/CCL3 339; 219 - 667 440; 241 - 1165 0,365
(114 - 1177) (9,53 — 4900)
MIP-18/CCL4 731; 686 — 1444 1417; 989 — 2532 0,017°
(550 — 2588) (521 — 5800)
RANTES/CCL5 5444; 1423 — 6362 10430; 6354 — 16673 0,002
(1011 — 22264) (2099 — 106000)
TNF-a 496; 466 — 1297 1684; 864 — 2999 0,003
(173 —3511) (300 — 7455)

awarto$¢ p interpretowana zgodnie z poziomem istotno$ci skorygowanym metodg Holma-Bonferroniego
bistotne, gdy a = 0,05, ale nieistotne, gdy zastosowano poprawke Holma-Bonferroniego

Podsumowanie: Jedynie cytokina MIG/CXCL9 wykazata istotnie wyzsze stezenia
w grupie chorych na gruzlice z ujemnym wynikiem QFT-Plus, co sugeruje jej potencjalng

przydatnos¢ w trudnych diagnostycznie przypadkach.
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6 DYSKUSIA

6.1 Ocena testu QuantiFeron-TB Gold Plus w diagnostyce latentnego zakazenia
pratkiem gruzlicy

Wiarygodnos$¢ badan przesiewowych w kierunku LTBI jest kluczowa w postepowaniu
z pacjentami z grup ryzyka rozwoju aktywnej postaci gruzlicy. Oszacowano, ze okoto
25% populacji $wiata jest zakazona Mycobacterium tuberculosis [86], z czego 5 — 10%
zachoruje na gruzlice w ciggu swojego zycia [92, 174]. Ryzyko zachorowania jest
znacznie wyzsze u osob z bliskiego kontaktu z chorym z gruzlica ptuc potwierdzong
mikrobiologicznie, u o0s6b o niskim statusie spoteczno-ekonomicznym czgsto
niedozywionych, przebywajacych w przeludnionych 1 slabo wentylowanych
pomieszczeniach. Kolejng grupa ryzyka sa mate dzieci ponizej 5 roku zycia i osoby
Z obnizong odpornoscig do ktorych nalezy zaliczy¢ zakazonych wirusem HIV i chorych
leczonych immunosupresyjne [88, 89, 92, 175, 176, 177, 178]. Diagnostyka LTBI za
pomoca testow uwalniania interferonu gamma (IGRA) ma szczegdlne znaczenie
w populacjach szczepionych BCG i zakazonych pratkami NTM [114, 179]. Dzigki
zastosowaniu w testach IGRA antygenow ESAT-6 i CFP 10 kodowanych w regionie RD1
genomu Mycobacterium tuberculosis, nie wystepuje reaktywnos¢ krzyzowa.
Zastosowanie testow IGRA umozliwia zatem odroznienie zakazenia pratkiem gruzlicy
od odpowiedzi wywotanej przez szczepienie BCG lub ekspozycje na pratki NTM [104,
105, 106, 180, 181, 182, 183, 184].

Miedzynarodowa Unia Walki z Gruzlicg i Chorobami Ptuc (ang. The International Union
Against Tuberculosis and Lung Disease) opracowata wytyczne dotyczace zaprzestania
powszechnych szczepien BCG [185, 186]. Kraj moze rozwazy¢ rezygnacj¢ ze szczepien
jesli spelni co najmniej jedno z trzech kryteriow. Zapadalnos¢ na gruzlicge ptuc
z dodatnimi wynikami bakterioskopii plwociny musi spa$¢ ponizej 5 na 100 000 oséb
przez kolejne trzy lata. Liczba przypadkéw gruzliczego zapalenia opon
mozgowo — rdzeniowych (GZOMR) u dzieci do lat 5 musi wynosi¢ mniej niz jeden
przypadek na 10 milionéw 0sob z populacji ogdlnej w pieciu poprzedzajacych latach.
| przecietne roczne ryzyko zakazenia pratkiem gruzlicy powinno wynosi¢ < 0,1% [185,
186, 187]. Niestety w Polsce w 2023 roku wspoétczynnik zapadalno$ci na gruzlice pluc
Z dodatnimi wynikami bakterioskopii plwociny wynosit 5,9 na 100 000 oséb 1 wykazywat
zroznicowanie terytorialne. Najwigkszy wspotczynnik odnotowano w wojewodztwie

swietokrzyskim (8,6) 1 $laskim (7,9), a najnizszy w lubuskim (2,9). Nie zanotowano
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natomiast GZOMR w grupie wiekowej 0 — 14 lat [17]. Roczne ryzyko zakazenia
obliczone metodg Karola Styblo wynosito 0,12% [17, 188]. Obecnie w Regionie
Europejskim od powszechnych szczepien odstgpity takie kraje jak: Dania, Austria,
Niemcy, Stowenia 1 Irlandia, a w pozostatych szczepienia sg powszechne dla catej
populacji lub stosuje si¢ je selektywnie w grupach ryzyka [189, 190]. Taka grupe¢
stanowig imigranci z krajow o duzej zapadalno$ci na gruzlicg i dzieci z rodzin, w ktorych
wystapity przypadki choroby [187, 190]. Wyniki wielu badan dowiodty, ze szczepienie
BCG zmniejsza ryzyko zakazenia pratkiem gruzlicy oraz chroni nie tylko przed aktywng
postacig choroby, ale takze przed LTBI. Wykazano, ze dzieci zaszczepione BCG rzadziej
chorowaly na gruzlice, co wigcej rzadziej uzyskiwaty dodatni wynik testu IGRA [191,
192, 193, 194]. Niedawna metaanaliza wykazata, ze szczepienie noworodkow jest
skuteczne w zapobieganiu LTBI u matych dzieci, ale roéwniez U nastolatkow [194].
W przegladzie systematycznym obejmujacym 3855 uczestnikoéw oszacowano ryzyko
LTBI u zaszczepionych dzieci na 0,81 co wskazuje na 19% skuteczno$é ochrony przed

LTBI w poréwnaniu z dzie¢mi niezaszczepionymi [191, 195].

Zastosowanie testow IGRA w diagnostyce LTBI powinno wesprze¢ strategi¢ eliminacji
gruzlicy poprzez skuteczng identyfikacje pacjenta z zakazeniem pratkiem gruzlicy oraz
zastosowang chemioprofilaktyke [196]. W najnowszych wytycznych WHO wskazato na
QuantiFeron-TB Gold Plus jako jeden z kilku testow rekomendowanych do

diagnozowania LTBI [89].

W prezentowanej pracy podjeto probe ewaluacji testu QFT-Plus na podstawie wynikow
uzyskanych od 712 pacjentow diagnozowanych w kierunku LTBI, u ktérych nie

potwierdzono aktywnej postaci gruzlicy w momencie wykonania testu IGRA.

W pracy, analizie poddano korelacje pomigdzy wynikiem testu IGRA, a wiekiem i plcig
pacjentow. Poniewaz jak wynika z danych epidemiologicznych na $wiecie, w tym
réwniez w Polsce, mezczyzni czgsciej chorujg na gruzlice niz kobiety, postanowiono
przesledzi¢ czy te same proporcje dotyczag LTBI w badanej populacji [12]. W badaniach
Barry 1 Teklu dotyczacych populacji afrykanskiej nie stwierdzono rdznic istotnych
statystycznie w czestos$ci wystepowania LTBI w podziale na pte¢ (p = 0,41) [197, 198].
Podobnie wsrdd studentow college'éw w Chinach zwigkszone ryzyko LTBI nie bylo
zwigzane z ptcig [178]. Natomiast w USA i Kanadzie wérdd osob z bliskiego kontaktu

z osobami chorymi na gruzlice LTBI wykrywano czgéciej u mezczyzn (ok. 60%) [199,
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200]. Podobnie Sabri i wsp. zaobserwowali zwigkszong czgsto$¢ wystgpowania LTBI
wsrod mezczyzn pracujacych w ochronie zdrowia (ang. Healthcare Workers, HCW)
[201]. W pracy dotyczacej transmisji szczepdw Bejiging stwierdzono zwigkszone ryzyko
LTBI zwigzane z plcig meska, ale do czynnikéw ryzyka zaliczono rowniez starszy
wiekiem i dlugotrwata ekspozycje na pratki [202]. W wieloosrodkowym badaniu
przeprowadzonym w Brazylii oceniano czy istnieja roznice piciowe w nabywaniu LTBI
wsrdd osob z bliskiego kontaktu z chorymi na gruzlice ptuc. Stwierdzono, ze kobiety
(46%) czesSciej uzyskiwaty wynik dodatni testu IGRA niz m¢zczyzni (40%) [203]. Nasza
analiza réwniez wykazata, ze dodatni wynik testu QFT-Plus stwierdzono istotnie
statystycznie cz¢sciej u kobiet 52,5% w pordwnaniu z mezczyznami 41,6% (p = 0,004).
Wyniki przedstawione w rozprawie pozostajg w zgodzie z wynikami badan Wada i wsp.
[203]. Jak wynika z najnowszych danych Raportu SDG po$wigconemu monitorowaniu
postepow w realizacji zagadnien ujetych w Agendzie na rzecz zrownowazonego rozwoju
2030 (ang. The Sustainable Development Goals Report, SDG) opracowanego przez
Glowny Urzad Statystyczny kobiety w Polsce cz¢sciej wykonuja badania profilaktyczne
stosujac zasade, ze lepiej zapobiega¢ chorobom, niz je leczy¢. Ponadto rdznice czgstosci
wystepowania LTBI moga by¢ spowodowane strukturg demograficzng, higieng zycia
I czynnikami spoteczno - ekonomicznymi [204]. Dane wskazujace na wyzszy odsetek
LTBI u kobiet, moga wynika¢ z charakterystyki badanej populacji, odmiennej od ogolnej
populacji Polski, poniewaz byli to zardbwno pacjenci z kontaktu, chorzy na choroby ptuc,

czesto przed leczeniem biologicznym.

Przedstawione w rozprawie dane wskazuja na wystgpowanie istotnych statystycznie
réznic w czestosci wystepowania LTBI w analizowanej grupie w zaleznosci od wieku
pacjentow. Istotnie czesciej u dzieci 55,3% niz u dorostych 42,3% (p = 0,001) uzyskano
dodatni wynik testu QFT-Plus. Dzieci stanowity 34,3% (244 / 712) wszystkich badanych,
a wiekszos$¢ u ktorych zdiagnozowano LTBI pochodzita z domowego kontaktu z osobg
chorg na gruzlice. Dodatkowo wigksze ryzyko reaktywacji i rozwoju gruzlicy w tej grupie
wiekowe] wymagato szybkiej diagnostyki, ktora czesto rozpoczynata si¢ od wykonania
testu IGRA. Dorosli natomiast diagnozowani sg pdzniej, zwykle dopiero po wystapieniu
objawow klinicznych gruzlicy, co moze skutkowa¢ mniejszym odsetkiem wykrytych
przypadkéw latentnego zakazenia pratkiem gruzlicy. Poza tym LTBI moze czgsciej
dotyczy¢ kobiet i dzieci z powodu bliskiego kontaktu w rodzinie, ktéry wynika z opieki

kobiet nad osobami starszymi z gruzlica i jednoczesnie nad dzie¢mi. Roéznice
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behawioralne zostaly uznane za czynniki mogace wplywa¢ zaréwno na LTBI jak i na
rozwdj aktywnej gruzlicy [205, 206, 207, 208]. Tymczasem, gruzlica w najmtodszych
grupach wiekowych swiadczy o transmisji, gdzie gldwnym zrodiem zakazenia sg dorosli
[209]. Te ustalenia podkres$lajg znaczenie badan przesiewowych w kierunku LTBI, ktore

umozliwiajg przerwanie tancucha transmisji i szybkie wiaczenie leczenia TPT [199].

W pracy przeprowadzono analize porownawczg wynikow testu QFT-Plus, z przypadkami
gruzlicy zgloszonymi do KRG. Badania te mialy na celu oszacowanie
prawdopodobienstwa rozwoju gruzlicy u pacjentow z dodatnimi wynikami testu IGRA,
a tym samym okreslenie progresji LTBI do aktywnej choroby. Wyniki wykazaty,
ze W grupie pacjentow z dodatnimi wynikami testu QFT-Plus do KRG zgloszono 32,4%
pacjentow (108 / 333), u ktorych prawdopodobnie rozwingta si¢ gruzlica w wyniku
reaktywacji LTBI. Pozostali pacjenci 67,6% (225 / 333) z dodatnimi wynikami testu do
momentu zakonczenia badan nie zostali zarejestrowani w KRG czyli prawdopodobnie
nie doszto do reaktywacji. U pacjentow z dodatnimi wynikami testu QFT-Plus szansa na
rozwoj gruzlicy byta dziesigciokrotnie wyzsza niz u osob z wynikami ujemnymi
(OR =10,2), co przektadato si¢ na okoto siedmiokrotnie wyzsze ryzyko choroby (RR =
7,2). Pomimo, ze iloraz szans jest czesto preferowany w analizach retrospektywnych ze
wzgledu na swoje wiasciwosci matematyczne oraz lepiej sprawdza si¢ w modelowaniu
statystycznym, to jednak w naszej analizie przeszacowal on rzeczywiste ryzyko, co
mogloby prowadzi¢ do zawyzonej interpretacji wynikow. Z perspektywy klinicznej
ryzyko wzgledne jest bardziej intuicyjne oraz praktyczne poniewaz bezposrednio odnosi
si¢ do prawdopodobienstwa wystapienia gruzlicy w przysztosci po dodatnim wyniku
testu IGRA, co ufatwia podejmowanie decyzji medycznych oraz komunikacje
z pacjentem [210]. W Stanach Zjednoczonych zapadalnos¢ na gruzlice utrzymuje si¢ od
lat na niskim poziomie i w 2023 roku wynosita 2,9 na 100 000 osob [211]. Szacuje sig,
ze ponad 80% zachorowan na gruzlice byta wynikiem reaktywacji LTBI. Na podstawie
danych z Krajowego Systemu Nadzoru nad Gruzlica (ang.National TB Surveillance
System), czestos¢ rozwoju gruzlicy u osob z dodatnim wynikiem testu IGRA, oszacowano
na 0,072 na 1000 osobo/lat. Ryzyko to malato z wiekiem, a istotnie wzrastato w obecnosci
chorob wspotistniejacych takich jak: zakazenie wirusem HIV (RR = 12), choroby nerek
(RR =9,8) oraz cukrzyca (RR = 1,6) [212]. Campbell i wsp. wykazali natomiast, ze wsrod
0sob z kontaktu z dodatnim wynikiem testu IGRA czgsto$¢ rozwoju gruzlicy wynosita

17 na 1000 osobo/lat, a ryzyko zachorowania siegatlo 10,8 w poréwnaniu do osob
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z wynikami ujemnymi. Najwyzsze ryzyko reaktywacji odnotowano u pacjentoOw
leczonych biologicznie (RR = 48), zakazonych HIV (RR = 1), dializowanych (RR =7)
oraz biorcow przeszczepdéw (RR = 2,5) [213]. Zarowno dane wiasne jak i wyniki innych
autorow Wskazujg na konieczno$¢ testowania w kierunku LTBI oraz leczenia TPT u 0séb

z czynnikami ryzyka istotnie zwigkszajacymi prawdopodobienstwo rozwoju gruzlicy.

W analizowanej grupie pacjentow aktywna gruzlice zgltoszono do KRG w 125 / 712
(17,6%) przypadkach. Dzieci stanowily wigkszy odsetek chorych na gruzlice niz dorosli
59,2% vs 40,8% (p = 0,049). Jest to nietypowe zjawisko, niezgodne z wieloletnimi
trendami epidemiologicznymi w Polsce, gdzie na gruzlice czgsciej choruja dorosli,
audzial dzieci w ogolnej liczbie zachorowan jest niewielki. W 2023 roku mezczyzni
stanowili 74% wszystkich przypadkéw gruzlicy, natomiast dzieci jedynie 1,1%.
Co wigcej wspotczynnik zapadalnosci na gruzlice wzrastal wraz z wiekiem wynoszac od
0,9 na 100 000 wsrod dzieci do 14 roku zycia oraz 19,1 na 100 000 w grupie 45 — 64 lat
[17]. Nalezy podkresli¢, ze nasze dane dotycza wytacznie pacjentow diagnozowanych
w Kierunku LTBI co moze tlumaczy¢ wigkszy udziat dzieci w badanej grupie.
Diagnostyka LTBI jest czgséciej prowadzona u dzieci ze wzglgdu na ich wigksze ryzyko
progresji do aktywnej gruzlicy po kontakcie z osobg z dodatnimi wynikami
bakterioskopii. W populacji ogdlnej LTBI ma charakter bezobjawowy i rozpoznawane
jest gtownie w grupach ryzyka, co ogranicza mozliwos$¢ bezposredniego poréwnania

z danymi dotyczacymi aktywnej gruzlicy w catym kraju [183].

Gruzlica u dzieci jest wskaznikiem niepowodzenia nadzoru nad chorobg i nadal stanowi
istotny problemem zdrowotny w wielu krajach. Wiek osob chorujacych obniza si¢ wraz
ze wzrostem ogolnej zapadalnosci na gruzlice w danym regionie [105, 209, 214].
Domowy kontakt z gruzlica jest jednym 2z najistotniejszych czynnikow ryzyka
zachorowania u dzieci. W jednym z badan wykazano, ze do zakazenia dzieci dochodzito
glownie w rodzinach, w ktorych chorowali najblizsi: najczesciej matki 25% przypadkow,
ojcowie 15 - 25%, ciotki i wujkowie 24 - 30% oraz dziadkowie 7 - 22%. Szacowane
ryzyko zakazenia dzieci w kontaktach domowych wynosito od 15% do nawet 90%.
Wysoka transmisja w tych srodowiskach czesto wynika z opdznionego rozpoznania
choroby u dorostych oraz braku skutecznego nadzoru nad kontaktami [209]. Autorzy
zgodnie podkre$laja, ze duza cze$¢ dzieci zakazonych lub chorujacych na gruzlice nie
zostaje wykryta z powodu licznych zaniedban, w tym rowniez braku badan srodowiska

rodzinnego i kontaktow domowych [209]. Dodatkowym wyzwaniem diagnostycznym
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jest trudno$¢ w mikrobiologicznym potwierdzeniu gruzlicy u dzieci. Ze wzgledu na
skapopratkowy charakter materiatu klinicznego standardowe metody diagnostyczne maja
ograniczong czutos¢ [105, 209, 214]. Dzieci ponizej pigtego roku zycia rzadko sg w stanie
samodzielnie wykrztusi¢ plwocineg, a nawet jesli uda si¢ ja uzyskaé, wyniki badan
mikroskopowego i posiewu cz¢sto sg ujemne. Popluczyny zotagdkowe, materiat zalecany
do diagnostyki mikrobiologicznej gruzlicy w tej grupie wiekowej, daja dodatni wynik
W badaniu bezposrednim jedynie u okoto 20% dzieci, a hodowle pratkow uzyskuje si¢
w okoto 50% przypadkéw. Z tego powodu gruzlica u dzieci czgsto pozostaje
nierozpoznana i niezgtoszona do krajowych rejestrow, co prowadzi do dalszego szerzenia
si¢ choroby oraz niedoszacowania rzeczywistej skali problemu [209]. Nasza analiza
wykazata, ze gruzlice dziecigcg potwierdzono mikrobiologicznie u 16,2% vs 52,9%
u dorostych p < 0,001. Te dane réwniez, byly zgodne z danymi ogoélnopolskimi, gdzie
w 2023 roku potwierdzono mikrobiologicznie 21,6% zachorowan pediatrycznych [17].
Najczestsza postacig gruzlicy w analizowanej przez nas grupie byta gruzlica ptuc, ktéra
stanowita 84% wszystkich zachorowan 1 byta zblizona do odsetka w ogdlnopolskim

raporcie (96,1%) [17].

Kolejnym etapem analizy byla ocena pozioméw IFN-y w probowkach antygenowych
testu QFT-Plus. Zarowno probowka TBI1, jak i TB2 zawieraja antygeny ESAT-6
i CFP 10, ktore majg na celu wywotanie odpowiedzi komoérkowej pomocniczych
limfocytow T CD4+. Dodatkowo probéwka TB2 zawiera zestaw szeSciu peptydow [215],
ktore sg ukierunkowane na wywotywanie odpowiedzi komorkowej cytotoksycznych
limfocytow T CD8+. Przedstawione w rozprawie dane wykazaly brak réznic istotnych
statystycznie pomigdzy wartosciami INF-y w probowkach TB1 i TB2 co sugeruje,
ze W badanej populacji zarowno limfocyty T CD4+, jak 1 CD8+ odgrywaty
poréwnywalng role w odpowiedzi immunologicznej. Z tego wzgledu do uproszczenia
dalszych analiz wykorzystano warto§¢ TBmax okres$lajaca najwyzsza wartos¢ IFN-y

W jednej z dwoch probowek antygenowych.

Warto podkresli¢, ze wérdd osob zarejestrowanych w KRG poziomy IFN-y byty istotnie
wyzsze u dzieci niz u dorostych i ich mediany wynosity odpowiednio 2,7 1U/ml
vs 0,85 IU/ml. Mtody wiek pacjentow byt zwigzany z wyzszymi poziomami IFN-y co
moze wynika¢ z faktu, ze zakazenie pratkiem gruzlicy zostato nabyte u dzieci stosunkowo
niedawno [216]. Zatem wzgledna niedojrzatos¢ immunologiczna dzieci, a zarazem ich

wieksza sktonnosci do progresji LTBIl w kierunku aktywnej gruzlicy, moze wywotaé
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intensywna odpowiedz limfocytow T i wysoka produkcje IFN-y [217, 218]. Potwierdzaja
to wyniki badania z Ugandy, w ktorym u dzieci z kontaktu domowego z dorostymi
chorujgcymi na gruzlice wykazano silng odpowiedz komérkowa i produkcje IFN-y [216,
219].

W badaniach wtasnych nie stwierdzono natomiast istotnej rdéznicy w wartosciach
cytokiny pomig¢dzy dzie¢mi i dorostymi, ktorzy nie zachorowali na gruzlice i tym samym
nie zostali zgtoszeni do KRG. R6znicy w poziomach IFN-y nie zaobserwowano roéwniez
w pracy Tsuyuzaki i wsp., gdzie produkcja cytokiny w obu probéwkach byta dobrze
skorelowana (r = 0,934, p < 0,001). Cho¢ zaktadano, ze dodatkowa stymulacja
limfocytow T CD8+ potencjalnie zwigkszy produkcje IFN-y w tescie QFT-Plus, wpltyw
tego mechanizmu na poprawe wykrywalnosci LTBI ws$réd osob majacych kontakt
z chorymi na gruzlice okazal si¢ ograniczony [220]. Podobne wnioski sformutowali
Gupta i wsp. podkreslajac, ze zastosowanie proboéwki TB2 nie zwicksza znaczaco
czuto$ci testu w diagnostyce LTBI [221]. W kilku badaniach natomiast, zaobserwowano
wyzsze poziomy IFN-y w probdéwce TB2 niz TB1 co wzbudzito dyskusje na temat
potencjalnego znaczenia tego zjawiska. Rozwazano czy wyzszy poziom IFN-y
w probowce TB2 predysponuje do rozwoju gruzlicy w przysztosci lub czy réznice
w poziomach IFN-y moga pomdc w odréznieniu latentnego zakazenia od aktywnej
choroby. Jednak wyniki badan byty niejednoznaczne i zalezaty od badanej populacji
pacjentow [215, 220, 222]. Darmawan i wsp. zaobserwowali wyzszy poziom produkcji
IFN-y w probowce TB2 niz w TBIl, glownie u os6b 2z koinfekcja
Mycobacterium tuberculosis/HIV oraz u pacjentow z niedoborem odpornosci CD4+
[215, 223]. Rola limfocytow T CD8+ w odpowiedzi immunologicznej na zakazenie
pratkiem gruzlicy pozostaje jednak nie do konca wyjasniona, poniewaz u ludzi rzadko
obserwuje si¢ niedobory tych komorek. Niemniej jednak, wykazano ze limfocyty T CD8+
moga petni¢ istotng funkcje cytotoksyczng produkujac rézne cytokiny, w tym IFN-y [224,
225, 226, 227].

Nalezy pamigtaé, ze testy IGRA nie pozwalaja na odréznienie LTBI od aktywnej
gruzlicy. Niskie poziomy IFN-y w probkach krwi pacjentéw chorych na gruzlice moga
wynika¢ z faktu dynamicznych procesOw immunologicznych. W przebiegu zakazenia
komorki uktadu odpornosciowego migruja do ognisk zapalnych, gdzie uczestnicza
w eliminacji patogenu, niszczeniu zakazonych komorek lub podlegaja apoptozie.

Limfocyty, ktore rozpoznaja antygeny Mycobacterium tuberculosis proliferuja
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I rt6znicuja si¢ w komorki pamieci, ktore najczesciej migruja do ptuc [228]. W zaleznosci
od stadium zaawansowania zakazenia wigksze ilosci limfocytow T oraz wydzielanego
przez nie IFN-y moga by¢ wykrywane w ptynach ustrojowych bezposrednio zwigzanych
Z miejscem toczacego si¢ procesu chorobowego, a nie w krwi obwodowej z ktorej
wykonuje si¢ standardowe testy IGRA. Zjawisko to zostalo potwierdzone w badaniach
nad zastosowaniem testu T-SPOT.TB w diagnostyce gruzliczego zapalenia ptuc
i optucnej, gdzie wykazano wyzszg czulo$¢ testu w probkach poptuczyn
pecherzykowo — oskrzelikowych (ang. Bronchoalveolar Lavage Fluid, BALf) i w ptynie
optucnowym niz w krwi [229, 230, 231]. Podobne wnioski ptyng z badania Sahiratmadja
1 wsp. w ktérym stwierdzono, ze obnizona produkcja IFN-y u oséb z aktywna gruzlica

koreluje z cigzkoscig choroby [232].

W prezentowanej pracy dokonano oceny trafnosci diagnostycznej testu QFT-Plus.
Analiza wartosci pola pod krzywa ROC (AUROC) wykazata, ze zdolnos$¢ diagnostyczna
probéwki TB1 (AUCROC 76,8%) w wykrywaniu LTBI byta porownywalna z probowka
TB2 (AUCROC 76,3%), co rowniez potwierdzito, ze dodatkowa odpowiedz limfocytow
T CD8+ w probéwce TB2 nie miata istotnego wplywu na popraweg skutecznosci
wykrywania LTBI w badanej populacji. Doktadno$¢ diagnostyczna testu QFT-Plus
oceniana na podstawie warto$¢ TBmax wynosita 76,5% (p < 0,001), a wspotczynnik
Youdena osiggnat warto$¢ 48,4%. Wskazuje to na zadowalajacg zdolnos¢ testu do

rozrdzniania 0sob zakazonych od niezakazonych pratkiem gruzlicy.

Dodatkowo okre$lono optymalng warto$¢ graniczng testu QFT-Plus na poziomie
0,38 IU/ml, co byto nieznacznie wyzsze od warto$ci rekomendowanej przez producenta
(0,35 IU/ml). Podobne wnioski zaprezentowali Gupta i wsp. stwierdzajac, ze doktadnosé
diagnostyczna testu QFT-Plus oparta na odpowiedzi w probowkach TBI1, TB2 oraz
warto$ci TBmax byla bardzo zblizona (AUCROC 80 — 82%). Co istotne, rdznica
w odpowiedzi migdzy TB1 i TB2, ktora teoretycznie mogtaby stanowi¢ surogat progresji
LTBI do aktywnej gruzlicy, nie pozwalata na skuteczne odrdznienie os6b z najwyzszym
ryzykiem zachorowania od pozostatych osob. Analiza wykazata, ze wartos¢ AUCROC

dla tej roznicy wynosita jedynie 44% i prezentowata losowy charakter tej zmienne;j.

Najistotniejszg cechg testow IGRA jest ich czulo$¢ poniewaz sg stosowane rutynowo jako
badania przesiewowe 0s0b z kontaktu z gruzlica, szczegdlnie w srodowiskach o niskiej

zapadalnos$ci na t¢ chorobe [233]. Wysoka czulos¢ testu jest kluczowa dla skutecznej
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identyfikacji LTBI i zmniejszenia liczby wynikéw fatszywie ujemnych, ktore moglyby
prowadzi¢ do przeoczenia 0os6b wymagajacych chemioprofilaktyki. Czutos¢ QFT-Plus
oceniano u chorych na gruzlice potwierdzong mikrobiologicznie, poniewaz takie
potwierdzenie stanowi jednoznaczny dowdd zakazenia Mycobacterium tuberculosis
[234]. W wigkszosci publikacji swoisto§¢ wyznaczono na podstawie wynikow testow
IGRA U 0s6b z niskim ryzykiem zakazenia pratkiem gruzlicy, bez znanego kontaktu
z chorym na gruzlice. Nalezy podkresli¢, ze obecnie nie dysponujemy bezposrednig
metoda umozliwiajacg potwierdzenie obecnosci pratkow gruzlicy w stanie latencji
w organizmie gospodarza. W zwiagzku z tym swoistosci testow IGRA moze by¢ jedynie
szacowana na podstawie danych epidemiologicznych [234]. Konsekwencja tego
ograniczenia jest brak mozliwosci okreslenia czy u osoéb z dodatnimi wynikami testu
wystepuj¢ zakazenie pratkami wrazliwymi czy lekoopornymi, co moze znaczaco
wplywac na skutecznos¢ stosowanego leczenia TPT [235]. W badaniu przeprowadzonym
w Wielkiej Brytanii wsérod 0s6b z kontaktu z chorymi na gruzlice wykazano, ze czutos¢
testu wynosita 80%, a swoistos¢ 73% [233]. Z kolei w metaanalizie opublikowanej
w 2024 roku dotyczacej HCW, czutos¢ testu QFT-Plus oszacowano na 85% (79 - 91%),
a swoisto$¢ na 73% (36 - 94%). Tak szerokie zakresy wynikajg z uwzglednienia badan
przeprowadzonych w zréznicowanych warunkach epidemiologicznych, zaréwno
w krajach o wysokiej zapadalnosci na gruzlice na przyktad w Tajlandii
(1437100 000 osob) [236, 237] jak i w krajach o0 niskiej czgsto$ci zachorowan, jak
Japonia (9 /100 000 oso6b) [14, 238]. W polskim badaniu z 2021 roku, przeprowadzonym
wsrdd dzieci diagnozowanych w kierunku LTBI, swoistos¢ testu QFT-Plus wynosita
100%. Czutos¢ testu wykazywata istotne zrdéznicowanie W zaleznosci od wieku
badanych. U najmtodszych dzieci (1 — 4 lata) wynosita 75%, natomiast u starszych dzieci
spadta do 64% [214]. W krajach o wysokiej zapadalnosci na gruzlicg obserwowano
nizszg czuto$¢ testow IGRA oraz zwigkszony odsetek wynikow nieokreslonych [239,
240, 241]. Zjawisko to moze by¢ zwigzane z wieloma czynnikami, w tym intensywnoscia
ekspozycji na pratki gruzlicy, odmienng dynamika transmisji patogenu, a takze
wspotwystepowaniem niedozywienia, przewlektych infekcji pasozytniczych oraz

zakazenia wirusem HIV [241].

W prezentowanej pracy test QFT-Plus charakteryzowat si¢ dobrymi wskaznikami
wiarygodno$ci diagnostycznej wyniku, z czulo$cig oraz swoisto$cig oceniong na

poziomie 86% 1 62% zarO6wno przy optymalnej wartos¢ granicznej 0,38 IU/ml jak
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I wartosci zalecanej przez producenta testu 0,35 IU/ml. Diagnostyczne ilorazy szans
(DOR) dla poszczeg6lnych modeli interpretacji byly zblizone do 10, co potwierdza
skuteczno$¢ diagnostyczng ocenianego przez nas testu IGRA. W badaniu Aishwarya
I wsp. czutos¢ QFT-Plus wynosita 85%, a swoisto$¢ 74%. Wartos¢ predykeyjna wyniku
dodatniego (PPV) wynosita 59,2%, natomiast warto$¢ predykcyjna wyniku ujemnego
(NPV) 95%, przy RR 125,39 i AUCROC 89% [242]. Skutecznos$¢ diagnostyczna testow
IGRA jest szczegOlnie wazna dla pacjentow planujacych rozpoczecie terapii
immunosupresyjnej, poniewaz fatszywie ujemnr wyniki mogg prowadzi¢ do reaktywacji
LTBI, a niepotrzebna chemioprofilaktyka u osob niezakazonych moze powodowaé

dziatania niepozadane i op6znienie leczenia immunosupresyjnego [126].

Ze wzgledu na wysoki odsetek dzieci w analizowanej przez nas populacji oraz istotnosci
uzyskanych wynikéw, ktore czesto determinujg dalszg diagnostyke i1 decyzje
0 rozpoczeciu chemioprofilaktyki, porownano skutecznos$¢ testu QFT-Plus u dzieci oraz
dorostych. Podobnie jak w populacji ogolnej, trafnos¢ diagnostyczna testu QFT-Plus nie
roznita si¢ istotnie migdzy trzema wariantami interpretacji. Wykazano jednak wyzsza
skuteczno$¢ testu w diagnozowaniu LTBI u dzieci, co potwierdzilty warto$ci pola
powierzchni pod krzywymi ROC (AUROC), wynoszace 78% dla dzieci i 70% dla
dorostych (p <0,001). Optymalna warto$¢ graniczna testu u dzieci oparta o warto$¢ TBmax
wynosit 0,3 IU/ml, a u dorostych 0,38 IU/ml, co bylo zgodne z wynikami uzyskanymi dla
populacji ogblnej. Znacznie wyzsza doktadnos$¢ diagnostyczng testu uzyskano w grupie
dzieci co potwierdzity wartosci DOR wynoszace 26,3 dla dzieci i 5,4 dla dorostych.
Oznacza to, ze test QFT-Plus wykazywal wigksza skutecznos¢ w identyfikacji LTBI
u dzieci, co rowniez potwierdzity wskazniki wiarygodnosci wyniku ujemnego
(LR- =0,09 vs 0,38) oraz wyniku dodatniego (LR+ =2,4 vs 2).

6.2 Poréwnanie dwéch testow IGRA QuantiFeron-TB Gold Plus i Liaison

QuantiFeron-TB Gold Plus

Test QFT-Plus jest obecnie najczesSciej stosowanym testem uwalniania IFN-y
w diagnostyce LTBI [117]. Nalezy do IV generacji testow QuantiFeron i w poréwnaniu
do swojego poprzednika QFT-GIT, umozliwia wykrycie IFN-y produkowanego zar6wno
przez limfocyty T CD4+ jak i CD8+ [114, 119, 121, 243, 244]. W 2021 roku, sze$¢ lat
po wprowadzeniu na rynek diagnostyczny testu, udost¢pniono jego zautomatyzowang
wersje, czyli test Liaison QFT-Plus oparty na metodzie chemiluminescencyjnej CLIA.

Dzigki zastosowaniu analizatorow Liaison XL lub XS nowy test jest w pelni
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zautomatyzowanym oznaczaniem IFN-y w probkach krwi, co zwigksza powtarzalno$é

wynikéw i eliminuje ryzyko btedow laboratoryjnych [119, 121, 245].

Druga cze¢$¢ analizy miata na celu oszacowanie zgodno$ci wynikow dwoch
komercyjnych testow IGRA: QFT-Plus oraz Liaison QFT-Plus. W grupie 269 pacjentow
test Liaison QFT-Plus wykazat wyzszy odsetek wynikéw dodatnich w poroéwnaniu do
testu QFT-Plus (26% vs 21,6%; p = 0,01). Réznica ta moze prowadzi¢ do
nadrozpoznawalnosci LTBI 1 wplywa¢ na decyzje kliniczne dotyczace kwalifikacji do
leczenia biologicznego. Odnotowano 18 wynikoéw niezgodnych, z czego 15 miato profil:
ujemny QFT-Plus / dodatni Liaison QFT-Plus. Cho¢ liczba takich rozbieznosci byta

niewielka to mogg one mie¢ potencjalne konsekwencje kliniczne.

Zgodnos¢ obserwowana miedzy wynikami obu testow wyniosta 93,3% 1 obejmowata
55 zgodnych wynikéw dodatnich, 196 zgodnych wynikoéw ujemnych. Nie zarejestrowano
przypadkdw wynikdw nieokreslonych. Szczegétowa analiza z wykorzystaniem
wspotczynnikéw zgodnos$ci nieprzypadkowej wykazata, ze rzeczywista zgodno$¢ byta
nieco nizsza i wynosita 89,5%. W pracy ze wzgledu na przewage wynikéw ujemnych
zastosowano wspotczynnik AC1 Gweta, poniewaz lepiej uwzglednia asymetryczny
rozktad danych niz tradycyjny wspétczynnik k Cohena. Wybor AC1 byt w naszej ocenie
uzasadniony i1 umozliwil bardziej wiarygodng ocene stopnia zgodnos$ci pomig¢dzy
wynikami testow QFT-Plus oraz Liaison QFT-Plus. Nasze wyniki potwierdzaja,
ze pomimo wystepujacych niezgodnosci testy QFT-Plus oraz Liaison QFT-Plus moga
by¢ stosowane zamiennie w diagnostyce LTBI. Podobne wyniki przedstawiono
w amerykanskim badaniu przeprowadzonym na 329 probkach krwi, gdzie zgodnos$ci
metod przekroczyta 92%, a rzeczywista zgodnos$¢ obliczona wspotczynnikiem k Cohena
wynosita 88% [108]. Rowniez w badaniu Fernandez-Huerta i wsp. uzyskano wysoka
zgodno$¢ pomiedzy testami, wynoszaca 87% [118]. Dotychczasowe badania
porownawcze czesto obejmowaty mate populacje. Przyktadowo De Maertelaere i wsp.
przeanalizowali 92 probki krwi pochodzace z populacji o niskiej prewalencji LTBI
wykazujac zgodno$¢ na poziomie 95%. Wykazali wyzsze wartosci IFN-y w probéwkach
w tescie Liaison QFT-Plus, co thtumaczono réznicami w warunkach przedanalitycznych.
Wykonywanie testow w réznych laboratoriach oraz w roznym czasie mogto doprowadzi¢
do degradacji IFN-y w probowkach, przez co czgs¢ wynikow byla niezgodna [245].
W badaniu Villalta i wsp, w ktorym testy QFT-Plus i Liaison QFT-Plus wykonano

réwnolegle w tym samym laboratorium, uzyskano wysokg zgodnos$¢ (k Cohena 95%).
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Sposrod 153 zgodnych wynikow: 83 byty dodatnie, 58 ujemne, a 12 byto nieokreslonych.
Nie potwierdzono wyzszych poziomow w IFN-y w te$cie Liaison QFT-Plus co
skonfrontowano, z wnioskami De Maertelaere i wsp. [119, 245]. Villalta i wsp.
sugerowali, ze testy QFT-Plus i Liaison QFT-Plus mogg by¢ stosowane wymiennie przy
zachowaniu dotychczasowej warto$ci granicznej [119]. Kadkhoda i wsp. odnotowali
98,4% zgodno$¢ [246], a Brantestig i wsp. 96,8% przy 8% wynikéw nieokreslonych
w metodzie QFT-Plus [247]. W badaniu Bisognin i wsp. przeprowadzonym na
najwiekszej, dotychczas grupie 419 0sob, zgodnos¢ miedzy wynikami testow IGRA
wynosita 75,4% co bylo nizszym wynikiem niz w innych doniesieniach. Wigkszo$§¢
niezgodnosci wynikata z wynikéw nieokreslonych w tescie QFT-Plus, ktore w tescie

automatycznym uzyskaty okreslong warto$¢ [117].

Dodatkowa obserwacja bylo stwierdzenie istotnie wyzszych poziomoéw IFN-y w tescie
Liaison QFT-Plus w porownaniu do testu QFT-Plus zar6wno u pacjentow z dodatnimi
jak 1 ujemnymi wynikami (p < 0,001). Wysoka korelacja wartosci TBmax W obu testach
QuantiFeron w grupie dodatnich wynikow wskazuje na ich poréwnywalnos¢ (rs = 0,93).
Natomiast niska korelacja w grupie ujemnych wynikéw (rs = 0,26) moze $wiadczy¢
0 wickszej zmiennosci pomiaru przy wartosciach bliskich zeru i r6znej charakterystyce

tta (ang. Background Noise) obu metod analitycznych (ELISA vs CLIA).

Zaproponowana przez nas wyzsza wartosci graniczna testu Liaison QFT-Plus (0,63 1U/ml
zamiast 0,35 IU/ml) przyniosta zauwazalne zmiany w zakresie zgodnos$ci wynikow
z testem QFT-Plus. Wspotczynnik AC1 wzrost z 89,5% do 96,7%, co stanowito istotng
roéznice statystyczng 7,2%; p = 0,012. Warto, zauwazy¢, ze dzieki temu zmnieszono
liczbe wynikow niezgodnych do 6 przypadkow. Bisogini i wsp. rOwniez zaproponowali
nowa warto$¢ graniczng dla testu Liaison QFT-Plus wynoszaca 0,46 IU/ml [117].
Niemniej jednak nalezy podkresli¢, ze wyzsza zgodnos$¢ nie jest jednoznaczna z wyzsza
trafno$cig diagnostyczna. Ostateczna warto$¢ diagnostyczna testu powinna by¢ oceniana
w odniesieiu do ,,zlotego standardu” w rozpoznaniu LTBI, ktorego brak ogranicza
mozliwos$¢ bezposredniego oszacowania czutosci i swoistosci diagnostycznej testu [242,
248], a co probowalismy zrobi¢ dla testu QFT-Plus porownujac go ze zgloszeniami
gruzlicy do KRG. Dlatego dalsze badania powinny uwzgledni¢ analiz¢ wpltywu zmiany
warto$ci granicznej na parametry testu diagnostycznego w grupach ryzyka przy
zastosowaniu  modeli predykcyjnych uwzgledniajacych dane kliniczne oraz

epidemiologiczne.
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By¢ moze zasadna bylaby nie tyle bezposrednia zmiana warto$ci granicznej testu
Liaison QFT-Plus, ile wprowadzenie tak zwanego zakresu granicznego (0,2 - 0,7 1U/ml),
ktory mogtby poprawi¢ interpretacje wynikoéw testow QuantiFeron, co postulowano
w wielu publikacjach [116, 117, 118, 249, 250, 251, 252, 253]. W Szwecji zastosowanie
zakresu granicznego 0,2 - 0,99 IU/ml obnizyto zgodnosé wynikow do 88%, zwickszajac
prawdopodobnie wiarygodno$¢ testu poprzez ograniczenie liczby falszywie dodatnich
i nieokreslonych wynikéw. Wprowadzenie zakresu granicznego moze poprawic
interpretacje wynikOw u pacjentow z niskim ryzykiem LTBI zmniejszajac ryzyko

nadrozpoznawalnosci [247, 251, 254].

Automatyzacja testow IGRA wymaga wigc nie tylko walidacji technicznej, ale rowniez
krytycznego podejscia do interpretacji wynikdw. Zastosowanie analizatorow moze takze
zwigkszy¢ powtarzalnos¢ wynikow oraz usprawni¢ diagnostyke szczegdlnie

w laboratoriach wykonujacych duza liczbe oznaczen [118, 119, 245].

6.3 Nowe biomarkery réznicujace latentne zakazenie pratkiem gruzlicy od
aktywnej choroby

Aby zmniejszy¢ zachorowalno$¢ na gruzlice na swiecie, konieczne sg dwa elementy:
zapobieganie nowym zakazeniom i zapobieganie progresji LTBI do aktywnej choroby
[255]. Globalna czestos¢ wystepowania LTBI wynosi odpowiednio 24,8% lub 21,2% na
podstawie wynikoéw testow IGRA lub proby tuberkulinowej [87]. Gtowne ograniczenia
obecnych testow immunodiagnostycznych (TST, IGRA, TBST) wynikaja z ich
niezdolno$¢ do rozrdéznienia LTBI od aktywnej gruzlicy oraz przewidywania ryzyka
progresji zakazenia [151, 256, 257, 258, 259]. Pomimo licznych publikacji opisujacych
markery immunologiczne zwigzane z LTBI i gruzlica, wystgpuje znaczna
heterogeniczno$s¢ w badaniach, doborze uczestnikow, przygotowaniu probek (w tym
protokotach stymulacji), pomiarze markeréow oraz ich analizie, co utrudnia
porownywanie otrzymanych wynikoéw [132, 151]. Chociaz testy IGRA moga odr6zni¢
zdrowa populacje od osob zakazonych pratkiem gruzlicy, pilnie potrzebne sa nowe
biomarkery umozliwiajace rozroéznienie LTBI i aktywnej gruzlicy. Wiadomo, ze LTBI
nie jest stanem  stabilnym i  powtarzajace  si¢  epizody  replikacji
Mycobacterium tuberculosis moga doprowadzi¢ do poczatkowej gruzlicy, gruzlicy

subklinicznej, a nastgpnie do jej ostatecznie aktywnej postaci [72, 73, 74, 137].

W przedstawionej pracy badano profile cytokinowe poprzez pomiar stezen 20 cytokin:
G-MCSF, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8/CXCLS8, IL-10, IL-13, IL-15, IL-17A,
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IL-18, IP-10/ CXCL10, MCP-1/CCL2, MIG/CXCL9, MIP-10/CCL3), MIP-1p/CCL4
RANTES/CCL5, TNF-o w o0soczu resztkowym, po wykonaniu testu QFT-Plus.
W odpowiedzi na zakazenie pratkiem gruzlicy, szereg prozapalnych cytokin jest
regulowany poprzez szlaki sygnalizacji immunologicznej [259]. Poniewaz cytokiny sa
syntetyzowane i transportowane w krwi obwodowej, a ich stezenia mozna stosunkowo
tatwo oznaczy¢ [136] postawiono hipoteze, ze analiza ich pozioméw moze umozliwié
rozroznienie LTBI od aktywnej postaci choroby. W celu weryfikacji tego zalozenia
przeprowadzono badanie w grupie 145 oséb, poszukujac zaleznosci pomiedzy
odpowiedzig immunologiczng gospodarza na antygeny specyficzne dla pratkéw gruzlicy
za pomoca testu QFT-Plus oraz wydzielaniem cytokin. Uczestnikow badania podzielono
na pacjentow z aktywng gruzlica, z latentnym zakazeniem i osoby zdrowe, u ktorych

zaréwno LTBI jak i TB zostaty wykluczone.

W analizie zaobserwowano wysoka zgodnos¢ stezen cytokin w probéwkach TB1 i TB2,
dlatego w dalszych badaniach, zgodnie z danymi literaturowymi [126] oraz naszymi
wczesniejszymi obserwacjami, zastosowano warto§¢ TBmax. Jednocze$nie stwierdzono

istotne réznice w stezeniach cytokin miedzy poszczegdlnymi grupami osob.

W pierwszej kolejnosci przeanalizowano korelacje migedzy stezeniami cytokin, a gruzlica
oraz LTBI w grupie oséb z dodatnimi wynikami testu QFT-Plus. Zaobserwowano,
ze stezenia cytokin rdéznity si¢ istotnie statystycznie migdzy obiema grupami.
Stwierdzono, ze cytokiny: IFN-y, IL-2, IL-4, IL-7, IL-10, IL-13, IL-15, IL-17, MCP-
1/CCL2, MIP- 1o/CCL3, MIP-1B/CCL4, RANTES/CCLS5 osiagnety wyzsze stezenia
upacjentow z LTBI niz w grupie chorych na gruzlicg. Jedynie MIG/CXCL9
charakteryzowat si¢ istotnie wyzszymi stezeniami u chorych na gruzlicg. Wérdd trzynastu
wybranych cytokin znalazt si¢ IFN-y, kluczowa cytokina prozapalna, stanowigca
podstawe komercyjnych testow IGRA i odgrywajgca niezbedng role w odpowiedzi
immunologicznej na zakazenie pratkiem gruzlicy [151]. IFN-y wplywa zaréwno na
zdolno$¢ migracyjna, jak i funkcjonalng makrofagow, komorek NK oraz limfocytow T.

Jego produkcja jest regulowana przez inne cytokiny, miedzy innymi IL-12 i IL-18 [152].

W naszej pracy zaobserwowano rowniez wzrost stezen kilku interleukin, co mozna

wyttumaczy¢ ich rolg immunologiczna.

IL-2 jest odpowiedzialna za zwigkszenie pozakomorkowego zabijania pratkéw oraz

tworzenie ziarniniakow gruzliczych [151]. W przebiegu zakazenia pratkiem gruzlicy
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poziomy IL-4 sg do§¢ wysokie, a limfocyty T CD4+ produkujace te¢ cytoking mozna
wyizolowa¢ zaréwno od pacjentéw z LTBI, jak i z aktywng gruzlica. Jednakze
w przypadku aktywnej choroby potwierdzonej dodatnimi wynikami hodowli
Mycobacterium tuberculosis komorki jednojadrzaste krwi obwodowej wykazuja

zmniejszong ekspresje¢ 1L-4 [152].

IL-7 natomiast produkowana jest przez komorki podscieliska szpiku oraz grasicy ale
takze przez keratynocyty, komorki dendrytyczne, neurony i komorki $rodblonka.
Cytokina ta nie jest wytwarzana przez limfocyty T, lecz stymuluje ich proliferacje¢ i bierze
udziat w roznicowaniu limfocytow cytotoksycznych [260, 261]. IL-7 jest wigc niezbgdna
dla rozwoju, przezycia i homeostazy dojrzatych limfocytow T [144, 262]. Udowodniono,
ze IL-7 w polaczeniu z IL-15 wzmacniajg pamig¢ immunologiczng indukowang przez

szczepionke BCG przeciwko Mycobacterium tuberculosis [262].

IL-10 to cytokina przeciwzapalna, ktéra moze mie¢ negatywny wpltyw na odpowiedz
gospodarza na zakazenie pratkiem gruzlicy. Sprzyja reaktywacji LTBI i1 przej$ciu do
aktywnej postaci gruzlicy, co moze thumaczy¢ jej wyzsze stezenie w grupie pacjentow
z LTBI [151].

IL-13 stanowi czg¢$¢ alternatywnego szlaku aktywacji makrofagéw, ktory odgrywa
kluczowg role w powstawaniu ziarniniaka gruzliczego, niszy zyciowej dla pratkow

podczas fazy latencji [151].

IL-15 jest natomiast uznawana za podstawowy czynnik w procesach dojrzewania
i aktywacji komorek NK. Wzmaga ich cytotoksycznos¢ i wydzielanie IFN-y. Dodatkowo

wydhluza czas przezycia limfocytow T CD8+ i zwieksza ich funkcje efektorowe [261,
263].

IL-17 jest cytoking prozapalna, ktorej gtdwnym Zrodtem po zakazeniu pratkami gruzlicy
sg limfocyty T obecne w ptucach. Odpowiada prawdopodobnie za wczesng rekrutacje

neutrofili do miejsca infekcji [152].

W naszej analizie stwierdzono wyzsze stezenia chemokin: MCP-1/CCL2, MIP-1a/CCL3,
MIP-1B/CCL4, RANTES/CCLS w grupie pacjentow z LTBI w poréwnaniu z osobami
chorymi na gruzlice. Prawdopodobnie wynika to z ich funkcji, jako cytokin
chemotaktycznych, ktore stymulujg migracje komorek uktadu odpornosciowego oraz

kontrolujg ich przemieszczanie si¢ z krwi do tkanek. Ta wlasciwos$¢ szczegdlnie
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W odniesieniu do komorek uczestniczagcych w procesach zapalnych podkresla
ich kluczowa role w formowaniu wczesnego ogniska zapalnego [263]. MCP-1/CCL2 jest
chemoatraktantem monocytow, bazofili, ale nie neutrofili i eozynofilii. MIP-1a/CCL3
roéznicuje limfocyty CD4+, a MIP-1B/CCL4 jest chemoatraktantem dla komorek NK
I monocytow, ktore odgrywaja znaczaca role w odpowiedzi immunologicznej na
zakazenie  Mycobacterium  tuberculosis  [151, 263]. RANTES/CCL5 jest
chemoatraktantem dla monocytéw, komorek pamieci, limfocytow T pomocniczych
I eozynofilii [263].

Oprécz wyzej wymienionych chemokin liczne badania wykazaly podwyzszone poziomy
innych cytokin u pacjentéw z LTBI w poroéwnaniu z chorymi na gruzlice. Warto
wspomnie¢ o IL-8/CXCL8 pomimo, ze w naszej analizie ta interleukina nie byla istotna
statystycznie. Pelni rol¢ chemoatraktanta neutrofili i bierze udziat w odpowiedzi
immunologicznej na zakazenie pratkiem gruzlicy. Wykazano, Ze jest absolutnie
niezb¢dna do tworzenia ziarniniaka gruzliczego. Glownymi producentami IL-8/CXCL8
podczas rozwoju gruzlicy moga by¢ monocyty i makrofagi zakazone pratkami, jednak
zdolno$¢ do jej wydzielania maja rowniez neutrofile oraz komorki nabtonka
oddechowego. Co wiegcej, IL-8/CXCL8 prawdopodobnie odpowiada za rekrutacje
neutrofili do miejsc zakazenia u pacjentow z gruzlica. W  plynie
oskrzelowo - pecherzykowym tych chorych obserwuje si¢ znaczny wzrost liczby

neutrofili, ktory koreluje z podwyzszonymi stg¢zeniami IL-8/CXCL8 [264].

Warto rowniez wspomnie¢ o chemokinie indukowanej przez interferon gamma
(IP- 10/CXCL10), ktéra odgrywa istotng role w odpowiedzi immunologicznej poprzez
rekrutacje limfocytow T, komorek NK do miejsc zapalenia, zwigkszajac ich dzialanie
cytotoksyczne. Ekspresja tej chemokiny zwigzana jest nie tylko z chorobami zakaznymi,
ale takze z dysfunkcjg uktadu odpornosciowego oraz rozwojem nowotworow [151, 265].
Wykazano, ze IP-10/CXCL10 odgrywa istotng rolg W inicjacji i progresji zakazen, a na
podstawie stezenia tego biatka mozna przewidywac cigzkos¢ przebiegu choroby zakaznej
[266]. Chociaz w naszej analizie IP-10/CXCL10 nie osiggneta istotno$ci statystycznej,
w literaturze wykazano jej przydatnos¢ diagnostyczng, szczegdlnie w roznicowaniu
LTBI od gruzlicy [141, 145, 266, 267, 268, 269, 270]. Obecnos¢ IP-10/CXCL10 w moczu
sugeruje mozliwo$¢ wykorzystania jej jako alternatywnego biomarkera dla IFN-y
réwniez W testach IGRA [123, 145, 271, 272, 273]. Co wigcej jest ona mniej zalezna od
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Immunosupresji i wieku, co czyni ja uzytecznym biomarkerem zaréwno u dorostych, jak
I U dzieci [124, 263, 151, 274].

W naszej analizie jedyng cytoking, ktora miata nizsze st¢zenia w grupie pacjentow
z LTBI, a wyzsze u chorych na gruzlice byt MIG/CXCL9. Jest to monokina indukowana
przez IFN-y wykazujaca dziatanie chemotaktycznie wobec limfocytow T, monocytow,
neutrofili oraz komoérek NK. Wraz z IP-10/CXCL10 bardzo silnie hamuje angiogenez¢
I wykazuje zdolno$¢ odrozniania osob zdrowych, latentnie zakazonych i chorych na

gruzlice [137, 275].

Na koniec warto wspomnie¢ o TNF-ca, ktory w naszej analizie nie osiggnat istotnosci
statystycznej, ale odgrywa kluczowa role w przebiegu zakazenia pratkiem gruzlicy.
Wytwarzany jest gtownie przez makrofagi, ale takze przez limfocyty T CD4+ 1 CD8+,
komorki tuczne, komodrki $rodbtonka oraz  fibroblasty [152]. Poczatkowo
zidentyfikowany jako czynnik indukujgcy martwice nowotwordéw [276], a nastepnie jako
gtowny mediator prozapalny [139]. Pdozniejsze badania wykazaty, ze TNF-a odgrywa
istotng rol¢ w proliferacji 1 roznicowaniu komoérek odpornosciowych, w tym migracje
i apoptoz¢ komorek zakazonych pratkami gruzlicy [152]. W miar¢ rozwoju zakazenia
Mycobacterium tuberculosis TNF-o koordynuje odpowiedz chemokin w ptucach
I wspomaga rozw0j ziarniniaka gruzliczego[139]. Zastosowanie terapii przeciwciatami
monoklonalnymi anty-TNF-a  w leczeniu chorob reumatologicznych
I autoimmunologicznych wiaze si¢ z reaktywacjag LTBI [151]. TNF-a jest niezbedny do
kontroli zakazenia przez aktywacje¢ fagocytow i organizowanie ziarniniaka, jednak jego
nadmiar moze prowadzi¢ do uszkodzenia tkanek sprzyjajac transmisji pratkow gruzlicy

[152].

W przeprowadzonej analizie oceniono trafno$¢ diagnostyczng wybranych cytokin
w réznicowaniu LTBI i1 gruzlicy. Sposrod nich wybrano dwie cytokiny o najwyzszym
potencjale dyskryminacyjnym IL-7 i IFN-y. Stwierdzono, ze IL-7 wykazuje najwyzszg
zdolno$¢ do roznicowania badanych grup pacjentéw, gdzie pole powierzchni pod krzywa
ROC wynosito 95,9%, czuto$¢ 94,6%, a swoistos¢ 91,2%. Podobnie wysoka warto$¢
diagnostyczng osiagnat IFN-y, dla ktorego AUROC wynosito 91%, czuto$¢ 86,5%,
a swoistos¢ 87,7%. Na podstawie tych dwoch markerow opracowano prosty model
diagnostyczny, ktory wykazat bardzo dobre dopasowanie do danych co potwierdzono

testem Hosmera-Lemeshowa (x* = 14,25; p = 0,075) oraz wysoka zdolno$¢ wyjasniajaca
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zaleznosci  danych (wspétczynnik pseudo-R?> Nagelkerkego = 0,853). Analiza
statystyczna potwierdzila doskonaty potencjal dyskryminacyjny modelu IL-7 i IFN-y
(AUROC 98,1%); Se 94,6%; Sp 96,5%; LR+ =27 i LR- =0,06; p < 0,001) w wykrywaniu
pacjentow z LTBI.

Badania potwierdzity, ze niska skuteczno$¢ testow IGRA opartych wylacznie na
produkcji IFN-y w réznicowaniu przypadkéw LTBI od przypadkoéw aktywnej gruzlicy
zmniejsza ich warto$¢ kliniczng [110]. Dodatkowy biomarker moglby poprawié
réznicowanie tych dwoch etapow zakazenia pratkiem gruzlicy. Chegou i wsp. wykazali,
ze poziomy MIP-1B/CCL4 i IP-10/CXCL10 moga pozwoli¢ na odréznienie LTBI od
gruzlicy z doktadnoscia 86% [271, 272]. Niemniej jednak w naszej populacji
MIP- 1B/CCL4 miat staby potencjal dyskryminacyjny (AUROC 68,9%; czuto$¢ 62,6%;
specyficznos¢ 73,7%), a roznice w stezeniach IP-10/CXCL10 nie byly istotne
statystycznie (p = 0,716). Moze to wynika¢ z indukcji IP-10/CXCL10 przez IFN-y oraz
nadmiernej produkcji IFN-y zarowno przez limfocyty T pacjentdéw chorych na gruzlice,
jak i przez monocyty osoéb z LTBI [137]. Inny model taczacy IFN-y i IP-10/CXCL10
osiggnat czutos¢ 89,6% i swoistos¢ 71,1%, co podkresla potencjat IP-10/CXCL10 jako
biomarkera [277].

W literaturze badano rézne zastosowania IL-7 zar6wno w diagnostyce, leczeniu oraz
W patogenezie zakazenia pratkiem gruzlicy. Hiza i wsp. wykazali, ze IL-7 istotnie
zwigksza  uwalnianie IFN-y w  odpowiedzi na  specyficzne antygeny
Mycobacterium tuberculosis, zwtaszcza u 0sob z dodatnimi wynikami IGRA. Efekt ten
wynika prawdopodobnie z roli IL-7 w rozwoju, homeostazie oraz przezywalnos¢
limfocytow T [144, 260]. Zaburzenie osi IL-7 prowadzi do cigzkiej limfopenii, a podanie
IL-7 osobom zakazonym wirusem HIV powoduje szybkie uzupeklnienie puli
limfocytow T, promujac ich ekspansje oraz normalizujac funkcje immunologiczne [93,
144]. Prowadzone sa badania nad potencjatem IL-7 jako czynnika wzmacniajacego testy
immunologiczne oparte na limfocytach T. Opracowanie gotowej do uzycia probowki
IGRA z IL-7 mogloby utatwi¢ diagnostyke LTBI poprzez wzmocnienie wydzielania
IFN- v [144]. W badaniach na myszach wykazano, ze zakazenie makrofagéw pratkami
gruzlicy indukuje wydzielanie IL-7 i IL-15. Interleukina-7 dziata na okreslone podzbiory
limfocytow T i stanowi unikalng cytokine, ktora w przeciwienstwie do IL-2, IL-4 i IL- 10,
posredniczy w procesie tworzenia limfocytow u myszy. Stwierdzono, ze IL-7 i IL-15

w mysim modelu zakazenia pratkiem gruzlicy sg w stanie zwiekszy¢ przezywalno$¢
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zakazonych zwierzat co moze by¢ wynikiem aktywacji limfocytow T, monocytow,
makrofagéw, modulacji $rodowiska cytokinowego lub wzmocnienie odpowiedzi
immunologicznej swoistej dla antygenow Mycobacterium tuberculosis [278]. Ponadto
udowodniono, ze IL-7 wzmacnia pami¢¢ immunologiczng indukowang przez
szczepionki, w tym réwniez BCG [236, 279]. Acheampong i wsp. wykazali, ze u chorych
na gruzlice czesto$¢ wystgpowania antygenowo swoistych limfocytow T pamigci jest
nizsza w poréwnaniu do zdrowych osob i z LTBI. Sugeruje to, ze immunopatologia
aktywnej gruzlicy jest zwigzana z zaburzeniami w liczbie limfocytow T pamigci, ktorych
przezycie jest powigzane z sygnalizacja IL-7 i receptorem IL-7R. Z racji kluczowej roli
w homeostazie limfocytow T st¢zenia tej cytokiny ulegaja zmianie w przebiegu zakazenia
pratkiem gruzlicy [280]. Wcze$niejsze badania wykazaly, ze obnizona ekspresja IL-7
oraz receptora IL-7R sa zwigzane z uposledzona wrazliwoscia limfocytow T

specyficznych dla Mycobacterium tuberculosis na te cytokine [280, 281].

Sposrod 20 analizowanych cytokin, jedynie stezenia monokiny indukowanej przez
interferon-gamma (MIG/CXCL9) byly istotnie statystycznie wyzsze u chorych na
gruzlice niz u zdrowych osoéb, co podkresla jego potencjalng rolg jako biomarkera

aktywnej gruzlicy.

Obserwowane roznice w ekspresji IL-7 oraz MIG/CXCL9 sugeruja, ze moga mie¢ one
potencjal jako nowoczesne biomarkery zar6wno dla LTBI jak i dla gruzlicy. Te wyniki
stanowig istotny krok w strong¢ rozwoju nowych narzedzi diagnostycznych. Mozliwo$é
opracowania testu IGRA opartego nie tylko na IFN-y, ale takze IL-7 oraz MIG/CXCL9
moze znaczaco zwigkszy¢ czuto$¢ 1 specyficzno$¢ diagnozy, a takze poprawic
skuteczno$¢ diagnostyki w przypadkach, ktore dotychczas byty trudne do rozréznienia.
Takie podej$cie mogltoby stanowi¢ przysztosciowe rozwigzanie w diagnostyce gruzlicy
i LTBI, umozliwiajagc bardziej precyzyjne monitorowanie stanu pacjentow oraz

skutecznos$¢ terapii.
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7 WNIOSKI

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Dodatnie wyniki testu QFT-Plus wyst¢gpowaly istotnie czg¢sciej u kobiet niz
U mezczyzn, a takze u dzieci w poréwnaniu z dorostymi, co wskazuje na mozliwe
réznice w odpowiedzi immunologicznej zalezne od ptci | wieku badanych.
Pacjenci z dodatnim wynikiem testu QFT-Plus wykazywali ponad siedmiokrotnie
wyzsze ryzyko rozwoju gruzlicy co podkresla znaczenie tego testu w identyfikacji
0s0b z latentnym zakazeniem pratkiem gruzlicy o wysokim ryzyku progresji.
Brak réznic istotnych statystycznie pomi¢dzy poziomami INF-y w probéwkach
TB1 i TB2 testu QFT-Plus sugeruje, ze zaréwno limfocyty T CD4+ jak i CD8+
odgrywaja poréwnywalng role w odpowiedzi immunologicznej na zakazenie
Mycobacterium tuberculosis.

Test QFT-Plus wykazywal wyzsza trafno$¢ diagnostyczng u dzieci niz
u dorostych, przy czym optymalne wartosci graniczne dla obu grup byly zblizone
do rekomendowanej warto$ci 0,35 IU/ml, co potwierdza zasadnos¢ jej stosowania
W populacji og6lne;j.

Pomimo wyzszych pozioméw IFN-y w tescie Liaison QFT-Plus w poréwnaniu
z QFT-Plus zgodno$¢ wynikow migdzy obiema metodami byla wysoka.
W zdecydowanej wigkszosci przypadkow mozna oczekiwaé takiego samego
wyniku U pacjenta niezaleznie od zastosowanej metody diagnostyczne;j.

Model diagnostyczny oparty na analizie stezen IL-7 i IFN-y okazat si¢ skuteczny
W roznicowaniu 0sob z latentnym zakazeniem od chorych z aktywng gruzlica,
wykazujac wysokg traftnos$¢ diagnostyczna.

Stezenie cytokiny MIG/CXCL9 byto istotnie wyzsze u chorych na gruzlicg niz
U 0sob zdrowych i zakazonych latentnie, CO moze wskazywac na jej potencjalne

zastosowanie jako biomarkera aktywnego procesu chorobowego.

95



Publikacje autorki, prezentacje wynikow zwigzanych z pracg

8 PUBLIKACJE AUTORKI, PREZENTACJE WYNIKOW ZWIAZANYCH
Z PRACA

Publikacje:

1.

Brzezinska S, Zabost A, Borkowska-Tatar D, Klatt M, Gozdzik J, Dluzniewska
A, Blasinska K, Augustynowicz-Kope¢ E. Molecular Identification of
Extrapulmonary Vaccine Adverse Events after BCG in Paraffin-Embedded
Specimens. Pathogens. 2023; 21: 12(12):1374. doi: 10.3390/pathogens12121374.
IF 3,7 MNiSzW 100

Borkowska-Tatar D, Zabost A, Kozinska M, Augustynowicz-Kope¢ E.
Tuberculosis in Poland: Epidemiological and Molecular Analysis during the
COVID-19 Pandemic.  Diagnostics  (Basel). 2022;  3:12(8):1883.
doi: 10.3390/diagnostics12081883. IF 3,992 MNiSzW 70

Borkowska-Tatar D, Krasinska M, Augustynowicz-Kope¢ E. QuantiFERON-TB
Gold Plus Test in Diagnostics of Latent Tuberculosis Infection in Children Aged
1-14 in a Country with a Low Tuberculosis Incidence. Pol J Microbiol. 2021;
70(4):461-468. doi: 10.33073/pjm-2021-042. IF 1,28 MNiSzW 40
Borkowska-Tatar D, Brzezinska S, Krasinska M, Btasinska K, Augustynowicz-
Kope¢ E. The application of molecular genetic tests using paraffin-embedded
biopsy specimens in the diagnosis of bone and joint tuberculosis. Pol Arch Intern
Med. 2021; 30:131(11):16104. doi: 10.20452/pamw.16104. IF 3,277 MNiSzW
100

Sokotowska A, Swierzko AS, Szala-Pozdziej A, Augustynowicz-Kopeé¢ E,
Kozinska M, Niemiec T, Btachnio M, Borkowska-Tatar D, Jensenius JC, Thiel S,
Dziadek J, Cedzynski M. Selected factors of the innate immunity in Polish
patients suffering from pulmonary tuberculosis. Immunobiology. 2020;
225(3):151905. doi: 10.1016/j.imbio.2020.151905. IF 2,798 MNiSzW 100
Borkowska DI, Napiérkowska AM, Brzezinska SA, Kozinska M, Zabost AT,
Augustynowicz-Kope¢ EM. From Latent Tuberculosis Infection to Tuberculosis.
News in Diagnostics (QuantiFERON-Plus). Pol J Microbiol. 2017; 30:66(1):5-8.
doi: 10.5604/17331331.1234987. IF 0,993 MNiSzW 15

Kozinska M, Napiorkowska A, Brzezinska S, Zabost A, Borkowska D, Zwolska

Z, Augustynowicz-Kope¢ E. Transmission of Drug-Resistant Tuberculosis

96



Publikacje autorki, prezentacje wynikow zwigzanych z pracg

10.

11.

12.

13.

14.

15.

between Household Contacts. JSM Bioequiv Bioavailab. 2017; 1:1:1004.
MNiSzW 0

Napiorkowska A, Kozinska M, Brzezinska S, Borkowska D, Zabost A, Zwolska
Z, Augustynowicz-Kope¢ E. Detection of Drug-Resistant
Mycobacterium tuberculosis strains by GenoType MTBDRplus Assay. JSM
Bioequiv Bioavailab. 2017; 1:1:1003. MNiSzW 0

Zabost A, Brzezinska S, Napiorkowska A, Kozinska M, Borkowska D, Klatt M,
Zwolska Z, Augustynowicz-Kope¢ E. Multidrug-Resistant Tuberculosis
In Poland: Results of a Nationwide Survey, 1997 to 2012. JSM Bioequiv
Bioavailab. 2017; 1:1:1002. MNISZW 0

Zabost A, Borkowska D, Brzezinska S, Zwolska Z, Augustynowicz-Kope¢ E.
Korelacja pomigdzy typem acetylacji INH a hepatoksycznos$cig leku u chorych
na gruzlicg. Zakazenia. 2015; 4:60-66. MNiSzW 3

Borkowska D, Augustynowicz-Kope¢ E. Can Interferon-Gamma Release Assays
be helpful for the diagnosis of pulmonary and extrapulmonary tuberculosis?
Post. Nauk Med. 2015; 4:289-293. MNiSzW 6

Kempisty A, Bialas-Chromiec B, Borkowska D, Ku$ J. Interferon gamma release
assays based on M. tuberculosis-specific antigens in sarcoidosis patients.
Pneumonol Alergol Pol. 2015; 83(2):126-34. doi: 10.5603/PiAP.2015.0020.
MNiSzW 7

Borkowska D, Ziotkowski J, Augustynowicz-Kope¢ E. Gruzlica i latentne
zakazenie pratkami gruzlicy u dzieci. Zastosowanie testow uwalniania
interferonu-gamma w identyfikacji latentnego zakazenia pratkami gruzlicy
u dzieci. Pediatria Polska 2014; 89:1-7. MNiSzW 6

Borkowska D, Radzikowska E, Zatgska J, Ziotkowski J, Klatt M, Zwolska Z,
Augustynowicz-Kope¢ E, Roszkowski-Sliz K. Interferon-Gamma Release Assays
in the diagnosis of latent tuberculosis infection in clinical situations. Pneumonol
Alergol Pol. 2014; 82(1):39-45. Polish. doi: 10.5603/PiAP.2014.0007. MNiSzW
;

Borkowska D, Zwolska Z, Broniarek-Samson B, Michatowska-Mitczuk D,
Kempisty A, Radwan-Rohrenschef P, Augustynowicz-Kope¢ E. Poréwnanie
testow IGRA 1 proby tuberkulinowej w rozpoznaniu utajonego zakazenia

pratkiem gruzlicy. Post. Nauk Med. 2011; 10:836-841. MNiSzW 6

97



Publikacje autorki, prezentacje wynikow zwigzanych z pracg

16. Borkowska D, Zwolska Z, Michatowska-Mitczuk D, Korzeniewska-Koseta M,

Zabost A, Napiorkowska A, Kozinska M, Brzezinska S, Augustynowicz-Kope¢
E. Interferon-gamma assays T-SPOT.TB for the diagnosis of latent tuberculosis
infection. Pneumonol Alergol Pol. 2011; 79(4):264-71. Polish. MNiSzW 6

17. Zabost A, Klatt M, Napiorkowska A, Brzezinska S, Kozinska M, Borkowska D,

Zwolska Z, Augustynowicz-Kope¢ E. Drug resistant tuberculosis in Poland
in 2008. Comparison with results from studies in WHO programs from
1997- 2004. Post. Nauk Med. 2011; 10:804-810. MNiSzW 6

Doniesienia zwiazane z praca:

1.

Borkowska-Tatar D. Diagnostyka utajonego zakazenia pratkiem gruzlicy.
Swiatowy Dzien Gruzlicy. Warszawa 25 111 2025, Warszawa

Borkowska-Tatar D. Czopowicz M, Augustynowicz-Kope¢ E. Porownanie testu
QuantiFeron-TB Gold metoda ELISA i CLIA w diagnostyce latentnego zakazenia
pratkiem gruzlicy. XXXVIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Chorob Pluc.
9- 12 V 2024, Bydgoszcz.

Borkowska-Tatar D, Czopowicz M, Augustynowicz-Kope¢ E. Ocena testu
QuantiFeron-TB Gold Plus metoda ELISA w diagnostyce latentnego zakazenia
pratkiem gruzlicy. XXXVIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Chorob Pluc.
9- 12 V 2024, Bydgoszcz.

Borkowska-Tatar D. Latentne zakazenie pratkiem gruzlicy. Gruzlica - aktualne
wyzwania 1 nowoczesne metody w diagnostyce i leczeniu gruzlicy
I mykobakterioz u dzieci i dorostych. Centrum Kompetencji. 28 XI 2024,
Warszawa.

Borkowska-Tatar D. Rola testow IGRA w diagnostyce laboratoryjnej. Latentne
zakazenie pratkiem gruzlicy. Posiedzenie naukowo-szkoleniowe Oddzialu
Rzeszowskiego Polskiego Towarzystwa Diagnostyki Laboratoryjnej. 17 X 2024,
Rzeszow.

Borkowska-Tatar D. Czy potrzebujemy nowych markeréw w testach IGRA
identyfikujacych ATB 1 LTBI? Krajowa Konferencja Pulmonologow
I Mikrobiologow. 3-4 X 2024, Warszawa.

Borkowska-Tatar D. Zakazenie, a zachorowanie. XVI Konferencja on line.
Ogolnopolskie Spotkania Mikrobiologéw 1 Epidemiologow, 09 IX 2024,

Warszawa.

98



Publikacje autorki, prezentacje wynikow zwigzanych z pracg

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Borkowska-Tatar D. Latentne zakazenie pratkiem gruzlicy jako globalne
wyzwanie zdrowotne. XX Elckiego Forum Medycyny Zakazen — od teorii do
praktyki. 19-21 VI 2024, Eik.

Borkowska-Tatar D. Diagnostyka utajonego zakazenia M. tuberculosis nowe
zalecenia i testy. Swiatowy Dzien Gruzlicy. Konferencja hybrydowa. 24 II1 2023,
Warszawa.

Borkowska-Tatar D. Ocena testu QuantiFeron-TB Gold Plus w analizatorze
Liaison XS. XXIX Ogolnopolski Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow.
15-17 X 2022, Warszawa.

Borkowska-Tatar D. Gruzlica latentna. Przeglad metod diagnostycznych.
26 X 2022, Warszawa.

Borkowska-Tatar D. Diagnostyka LTBI u dzieci do 14 roku zycia. Krajowa
Konferencja Pulmonologoéw i Mikrobiologéw 14 X 2021, Warszawa.
Borkowska-Tatar D. Testy IGRA - diagnostyka latentnego zakazenia
Mycobacterium tuberculosis. XVII Regionalne Forum Zakazen Szpitalnych,
Pro- Medica Sp. z 0.0, Zycie ze spadkiem po koronawirusie wojna za wojna.
06- 08 X 2021, Etk.

Borkowska-Tatar D. Metody diagnostyki zakazenia Mycobacterium tuberculosis
dawniej 1 dzi$. V Konferencja ONLINE Ogolnopolskie Spotkania Mikrobiologow
i Epidemiologéw Sans-Souci 4 X 2021, Warszawa.

Borkowska-Tatar D, M. Krasinska, E. Augustynowicz-Kope¢ Test QuantiFeron-
TB Gold Plus w diagnostyce zakazenia Mycobacterium tuberculosis u dzieci
w wieku 1-14 lat. PTCHP 29 V 2021, Warszawa.

D.Borkowska-Tatar, Augustynowicz-Kope¢ E. Testy IGRA w diagnostyce LTBI
u pacjentow zakazonych wirusem HIV i chorych na AIDS. PTCHP 29 V 2021,
Warszawa.

Borkowska-Tatar D. Gruzlica-zakazenie a zachorowanie II Konferencja ONLINE
Ogolnopolskie Spotkania Mikrobiologow i Epidemiologow Sans-Souci
30 X1 2020, Warszawa.

Borkowska-Tatar D. Mozliwosci diagnostyczne testow IGRA. TB-Day.
24 111 2017, Warszawa.

Borkowska D, Klatt M, Filipczak D, Kempisty A, Skorupa W, Szturmowicz M,

Korzybski D, Puscinska E, Augustynowicz-Kope¢ E. Nontuberculous

99



Publikacje autorki, prezentacje wynikow zwigzanych z pracg

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

mycobacterial (NTM) infections and the performance of interferon gamma release
assay (IGRA). Mikrobiot 19-21 1X 2017, £.6dz.

Borkowska D, Radwan-Rohrenschef P, Kempisty A, Lewandowska K,
Augustynowicz-Kope¢ E. Testy wydzielania interferonu gamma w diagnostyce
aktywnej postaci gruzlicy. PTM 22-23 IX 2017, Krakow.

Borkowska D, Klatt M, Zabost A, Kempisty A, Skorupa W, Korzybski D,
Puscinska E, Szturmowicz M, Augustynowicz-Kope¢ E. Diagnostyka
mykobakterioz, a testy wydzielania interferonu gamma. PTM 22- 23 IX 2017,
Krakow.

Borkowska D, Klatt M, Zabost A, Lewandowska K, Kempisty A, Skorupa W,
Szturmowicz M, Korzybski D, Puscinska E, Wiatr E, Augustynowicz-Kope¢ E.
Zakazenie pratkami atypowymi, a wyniki testow IGRA. XX Sympozjum
Naukowe "Postepy w Medycynie Zakazen" 2-3 X1l 2016, Warszawa.
D.Borkowska, Radwan-Rohrenschef P, Kempisty A, Lewandowska K,
Augustynowicz-Kope¢ E. Znaczenie testow IGRA wykonywanych z poptuczyn
oskrzelowo-pecherzykowych i ptynu z optucnej w diagnostyce aktywnej postaci
gruzlicy, XXVIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw: ,,Mikrobiologia
—nowe wyzwania, nowe mozliwosci”, 25-27 1X 2016, Bydgoszcz.

Borkowska D, Augustynowicz-Kope¢ E. Latentne zakazenia pratkami gruzlicy;
testy IGRA versus TST, XXVIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow :
»Mikrobiologia — nowe wyzwania, nowe mozliwosci”, 25-27 IX 2016,
Bydgoszcz.

Borkowska D, Klatt M, Zabost A, Kempisty A, Skorupa W, Korzybski D,
Puscinska E, Szturmowicz M, Augustynowicz-Kope¢ E. Warunki wplywajace na
wiarygodno$¢ testow IGRA. Testy IGRA u osob chorych na mykobakteriozy,
Krajowa Konferencja Pulmonologéow 1 Mikrobiologéw, 15-17 VI 2016,
Zakopane.

Borkowska D, Klatt M, Zabost A, Kempisty A, Skorupa W, Korzybski D,
Puscinska E, Szturmowicz M, Augustynowicz-Kope¢ E. Zastosowanie testow
IGRA w populacji chorych na mykobakteriozy, XXXIV Zjazd PTCHP
7- 10V 2016, Wista.

Borkowska D, Augustynowicz-Kope¢ E. Latentne zakazenie pratkami gruzlicy.
Warunki wptywajace na wiarygodnos¢ testow IGRA, interpretacja wyniku.
XXXIV Zjazd PTCHP 7-10 V 2016, Wista.

100



Publikacje autorki, prezentacje wynikow zwigzanych z pracg

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

D.Borkowska, Radwan-Roéhrenschef P, Kempisty A, Augustynowicz-Kope¢ E.
Interferon-y release assay in BALS for a diagnosis of tuberculosis XV Konferencja
Naukowa ,Biologia Molekularna w Diagnostyce Chorob Zakaznych
i Biotechnologii”. DIAGMOL, 29 X1 2014, Warszawa.

Borkowska D, Lewandowska K, Augustynowicz-Kope¢ E. Zastosowanie testow
IGRA w diagnostyce gruzlicy pozaptucnej Krajowa Konferencja Pulmonologow
i Mikrobiologéw, 11-13 VI 2014, Zakopane.

D.Borkowska, Radwan-Rohrenschef P, Kempisty A, Lewandowska K,
Augustynowicz-Kope¢ E. Warto$¢ diagnostyczna testu T-SPOT.TB XXXIII
Zjazd PTCHP 10-13 V 2014, Jachranka.

D.Borkowska, Radwan-Rohrenschef P, Kempisty A, Lewandowska K,
Augustynowicz-Kope¢  E.  Zastosowanie  aplikacyjne  testow  IGRA
(Interferon- Gamma Release Assay). XXIV konferencja Polskiej Grupy ERS
9- 11 12014, Ryn.

Kempisty A, Bialas-Chromiec B, Borkowska D, Ku$ J. What is the best test to
detect latent tuberculosis infection in sarcoidosis patients? —comparison between
two commercially available interferon gamma release assays. ERS Annual
Congress. 7-11 1X 2013, Barcelona.

Borkowska D, Zwolska Z, Augustynowicz-Kope¢ E. The use of T-SPOT.TB for
detecting latent tuberculosis infection and active tuberculosis. Blood, bronchial
alveolar lavage, pleural fluid. 18-19 XI 2013 Oxford Immunotec, Abingdon,
Oxfordshire.

D.Borkowska, Radwan-Rohrenschef P, Kempisty A, Lewandowska K,
Augustynowicz-Kope¢ E. Szansa na nowy test diagnostyczny w gruzlicy.
Wykorzystanie testu T-SPOT.TB z ptynow ustrojowych do szybkiej diagnostyki
gruzlicy. XVII Sympozjum Naukowe ,Postepy w Medycynie Zakazen”.
6- 7 X1l 2013, Warszawa.

Borkowska D, Zabost A, Augustynowicz-Kope¢ E. Warto$¢ diagnostyczna
testow IGRA w identyfikacji utajonego zakazenia pratkami gruzlicy-opis
przypadku. XVI Sympozjum Naukowe ,Postepy w Medycynie Zakazen”.
30 XI- 1 X11 2012, Warszawa.

Borkowska D, Zwolska Z, Augustynowicz-Kope¢ E. Interferon-gamma assays

and tuberculin skin test for the diagnosis of latent tuberculosis infection. XIII

101



Publikacje autorki, prezentacje wynikow zwigzanych z pracg

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Konferencja Naukowa ,,Biologia Molekularna w Diagnostyce Choréb Zakaznych
1 Biotechnologii”. DIAGMOL 2012, 24 X1 2012, Warszawa.

Borkowska D, Zwolska Z, Augustynowicz-Kope¢ E. Testy IGRA i proba
tuberkulinowa narzgdziami do wykrywania latentnego zakazenia pratkiem
gruzlicy. XXVII Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologdéw ,,Drobnoustroje
bez granic” 5-8 1X 2012, Lublin.

Kempisty A, Radwan-Rohrenschef P, Borkowska D, Augustynowicz-Kope¢ E,
Kus$ J. Is T-SPOT.TB performance in bronchoalveolar lavage usuful in differential
diagnosis between sarcoidosis and tuberculosis? — Pilot study. ERS 1-5 IX 2012,
Wieden.

Borkowska D, Zwolska Z, Augustynowicz-Kope¢ E. Zastosowanie testow IGRA
w diagnostyce zakazenia pratkiem gruzlicy. Krajowa Konferencja Pulmonologéw
i Mikrobiologéw, 13-15 V1 2012, Zakopane.

D Borkowska D, Zwolska Z, Augustynowicz-Kope¢ E. Diagnostyka utajonego
zakazenia pratkiem gruzlicy. XV Sympozjum Naukowe ,,Postepy w Medycynie
Zakazen”. 9-10 XI11 2011, Warszawa.

Kempisty A, Biatas-Chromiec B, Borkowska D, Kus J. Interferon vy release assay
are useful to exclude M. tuberculosis infection in sarcoidosis patients with positive
tuberculin skin test. WASOG and BAL 15-18 VI 2011, Maastricht.

Borkowska D, Zwolska Z, Augustynowicz-Kope¢ E. Antygeny ESAT-6 i CFP 10
w rozpoznaniu zakazenia Mycobacterium tuberculosis. Mikrobiologia w
medycynie, przemysle 1 ochronie srodowiska. 22-23 X 2011, Lo6dz.

Borkowska D, Zwolska Z, Zabost A, Napiorkowska A, Kozinska M, Brzezinska
S, Augustynowicz-Kope¢ E. Nowy test IGRA T-SPOT.TB w diagnostyce
zakazenia pratkiem gruzlicy. XXI Spotkanie Polskiej Grupy ERS 3-6 111 2011,
Szczyrk.

Borkowska D, Zwolska Z, Augustynowicz-Kope¢ E. Zasady wykonywania testu
T-SPOT.TB. Diagnostyka gruzlicy utajonej-sesja naukowa, Warszawski
Uniwersytet Medyczny; 30 X1 2010, Warszawa.

Borkowska D, Zwolska Z, Augustynowicz-Kope¢ E. Interferon-gamma Assays
T-SPOT. TB for the diagnosis of latent tuberculosis infection. Molecular biology
in diagnostics of infectious diseases and biotechnology. Diagmo - X1 Konferencja
Naukowa ,Biologia Molekularna w Diagnostyce Choréb ZakaZznych
i Biotechnologii”. DIAGMOL 2010, 27 X1 2010, Warszawa.

102



Publikacje autorki, prezentacje wynikow zwigzanych z pracg

46.

47.

Borkowska D, Augustynowicz-Kope¢ E, Zabost A, Napiorkowska A, Kozinska
M, Brzezinska S, Zwolska Z. Interferonowy test T-SPOT.TB w diagnostyce
latentnego zakazenia pratkami gruzlicy. Pneumonologia i Alergologia Polska
XXXI Zjazd Polskiego Towarzystwa Choréb Phuc, 1-4 IX 2010, Mikotajki.

Borkowska D, Augustynowicz-Kope¢ E., Kozinska M, Brzezinska S, Zabost A,
Napiorkowska A, Zwolska Z. T-SPOT.TB nowy test do wykrywania latentnego
zakazenia pratkiem gruzlicy. Krajowa Konferencja  Pulmonologow

i Mikrobiologow, 9-11 VI 2010, Zakopane.

103



Streszczenie

9 STRESZCZENIE

Latentne zakazenie pratkiem gruzlicy (LTBI) pozostaje jednym z kluczowych wyzwan
w globalnej walce z gruzlica. Mimo znaczacego postepu w diagnostyce i leczeniu
gruzlicy, LTBI nadal dotyczy okoto jednej czwartej §wiatowej populacji. Cho¢ obserwuje
si¢ powolny spadek liczby zakazonych, tempo to jest zdecydowanie niewystarczajace
do realizacji strategii eliminacji gruzlicy wyznaczonej przez Swiatowa Organizacje
Zdrowia (WHO). Szacuje sig, ze 5-10% o0sob z LTBI jest narazonych na progresje do
aktywnej choroby, szczegolnie w obecnosci czynnikéw ryzyka, takich jak
immunosupresja, choroby przewlekte czy niedozywienie. Dlatego skuteczna
identyfikacja os6b z LTBI stanowi jeden z filaréw wspotczesnych programow zwalczania

gruzlicy.

W diagnostyce LTBI wykorzystuje si¢ testy o charakterze posrednim, wymagajace
sprawnego uktadu immunologicznego. S3a to proba tuberkulinowa (TST), testy
interferonowe (IGRA) oraz nowe testy skorne (TBST). Mimo szerokiego zastosowania,
obecnie dostgpne testy nie pozwalajg na roznicowanie Stanu latencji od aktywnej
gruzlicy, ani na okre$lenie ryzyka reaktywacji zakazenia. Niemniej jednak osoby
latentnie zakazone Mycobacterium tuberculosis stanowig rezerwuar nowych przypadkow
gruzlicy co uzasadnia poszukiwanie biomarkerow i narzedzi diagnostycznych

pozwalajacych na bardziej precyzyjna oceng stanu klinicznego pacjenta.

W pracy skoncentrowano si¢ na ocenie przydatnosci testow IGRA, klasycznego
QuantiFeron-TB Gold Plus (QFT-Plus) oraz jego zautomatyzowanej wersji
Liaison QFT- Plus oraz na poszukiwaniu biomarkeréw zdolnych do rozréznienia LTBI

od aktywnej postaci gruzlicy.

Analizie poddano 5443 wynikow testow IGRA wykonanych w latach 2017-2024
w Zaktadzie Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy 1 Choréob Pluc w Warszawie.
Uwzgledniono trzy glowne grupy pacjentéw: osoby z pojedynczymi wynikami QFT-Plus
(n=712), pacjentow u ktorych porownano wyniki QFT-Plus i Liaison QFT- Plus (n=269)
oraz osoby, u ktorych wykonano oznaczenia 20 cytokin w osoczu po wykonaniu testu

QFT-Plus (n=145).

Wykazano, ze dodatni wynik testu QFT-Plus istotnie czesciej wystgpowal u kobiet

I dzieci co moze wskazywacé na r6znice w odpowiedzi immunologicznej zwigzane z plcig
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I wiekiem. Co istotne osoby z dodatnim wynikiem testu mialy ponad siedmiokrotnie
wyzsze ryzyko rozwoju aktywnej gruzlicy (RR = 7,2) co potwierdza uzytecznos¢
QFT- Plus jako narzedzia identyfikujacego osoby z LTBI o wysokim ryzyku progresji.
Poziomy INF-y w probowkach TB1 i TB2 testu QFT-Plus byly poréwnywalne,
co $wiadczy o rownowaznym zaangazowaniu limfocytéw T CD4+ i CD8+ w odpowiedz
immunologiczng podczas zakazenia pratkiem gruzlicy. Trafno$¢ diagnostyczna testu
QFT-Plus byta wyzsza u dzieci, a optymalne wartosci graniczne poziomu INF-y byty

zblizone do rekomendowanej wartosci 0,35 IU/ml.

Porownanie wynikow QFT-Plus i Liaison QFT-Plus wykazato ponad 89,5% zgodnos¢
obu metod. Najlepsza zgodno$¢ wynikéw uzyskano przy wartosci granicznej 0,63 IU/ml
dlatestu Liaison QFT-Plus. Test ten moze zatem stanowi¢ wartoSciowg alternatywe
diagnostyczng dla klasycznego QFT-Plus, zwtaszcza w laboratoriach o duzym obcigzeniu

badaniami.

Najbardziej innowacyjnym elementem pracy byla analiza profili cytokinowych.
Wykazano, ze potaczenie oznaczen stgzen IL-7 i IFN-y umozliwia bardzo skuteczne
réznicowanie LTBI od aktywnej gruzlicy. Opracowany model diagnostyczny osiagnat
AUROC 98,1%, czuto$¢ 94,6% 1 swoistos¢ 96,5%. Ponadto stwierdzono, ze stezenia
MIG/CXCL9 bytly istotnie wyzsze u chorych na gruzlicg niz u os6b z LTBI i1 zdrowych,

co czyni t¢ cytoking obiecujacym biomarkerem aktywnej fazy zakazenia.

Z perspektywy zdrowia publicznego uzyskane wyniki moga przyczyni¢ si¢ do skuteczne;j
identyfikacji pacjentéw wymagajacych profilaktycznego leczenia, zoptymalizowania
decyzji terapeutycznych oraz ograniczenia rozprzestrzeniania si¢ gruzlicy. Zastosowanie
nowych biomarkeréw w rutynowej diagnostyce moze znaczaco wesprze¢ dzialania
w zakresie eliminacji gruzlicy i umozliwi¢ szybsze osiagniecie celow globalnej strategii

WHO na rok 2035.
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10 ABSTRACT

Latent tuberculosis infection (LTBI) remains one of the major challenges in the global
fight against tuberculosis (TB). Despite significant advancements in the diagnosis and
treatment of active TB, LTBI continues to affect approximately one-quarter of the world’s
population. Although a gradual decline in prevalence has been observed in recent years,
the rate of decline remains insufficient to meet the World Health Organization’s (WHO)
End TB Strategy targets. An estimated 5-10% of individuals with LTBI is at risk of
progression to active disease, especially in the presence of risk factors such as
immunosuppression, chronic illnesses, or malnutrition. Therefore, effective identification
of individuals with LTBI is one of the foundations of contemporary programmes of fight

against TB.

Current diagnostic tools for LTBI including the tuberculin skin test (TST),
interferon- gamma release assays (IGRAs), and emerging skin tests are indirect and rely
on an intact immune response. None of these methods can differentiate latent from active
TB infection or predict disease reactivation. Nonetheless, individuals with LTBI represent
a substantial reservoir of future TB cases, justifying the urgent need for novel biomarkers
and diagnostic tools allowing for more accurate evaluation of a patient’ s clinical

condition.

This study aimed to evaluate the diagnostic performance of the IGRA,
QuantiFERON- TB Gold Plus (QFT-Plus) and its automated version, Liaison QFT-Plus,

and to identify biomarkers capable of distinguishing LTBI from active TB.

A total of 5,443 IGRA results collected between 2017 and 2024 at the Department
of Microbiology, National Institute of Tuberculosis and Lung Diseases in Warsaw,
was analyzed. The study population was divided into three cohorts: individuals with
single QFT-Plus test result (n = 712), individuals tested with both QFT-Plus and Liaison
QFT-Plus (n = 269) and individuals whose plasma samples were analyzed for
20 cytokines after QFT-Plus testing (n = 145).

Positive QFT-Plus results were significantly more frequent in females and children,
which suggests age- and sex-related differences in immune response. Moreover,
individuals with a positive QFT-Plus result had seven-fold increased risk of developing
active TB (RR = 7.2), reinforcing QFT-Plus value in identifying LTBI cases with
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high- risk of progression. IFN-y levels in TB1 and TB2 tubes of QFT-Plus were
comparable, which indicates similar contributions of CD4+ and CD8+ T cells in
Mycobacterium tuberculosis-specific immune responses. The diagnostic accuracy of
QFT-Plus was higher in children, and optimal IFN-y cut-off values closely approximated
the recommended threshold of 0.35 IU/ml.

Comparison between QFT-Plus and Liaison QFT-Plus showed over 89.5% agreement,
with the best concordance achieved at a 0.63 IU/ml threshold Liaison QFT-Plus.
These findings support the use of Liaison QFT-Plus as a reliable alternative, particularly
in highthroughput diagnostic laboratories.

The most innovative aspect of this study was the in-depth analysis of cytokine profiles.
It was demonstrated that the combination of IL-7 and IFN-y plasma concentrations makes
it possible to effectively differentiate LTBI from active TB. The developed diagnostic
model reached AUROC 98.1%, sensitivity 94.6%, specificity 96.5%. Furthermore, levels
of MIG/CXCL9 were significantly higher in active TB compared to LTBI and healthy
controls, supporting its role as a promising biomarker of active stage of infection.

From a public health perspective, the obtained results may contribute to effective
identification of patients requiring preventive therapy, optimalisation of therapeutic
decisions, as well as limiting TB transmission. The incorporation of novel biomarkers
into routine diagnostics may significantly suport TB elimination and make it possible to
meet the targets of global WHO strategy for 2035.
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14.1 Dane dotyczace 712 pacjentéw u ktérych wykonano test QuantiFeron-TB
Gold Plus
= g3 s g 8 5 g8 s 5 =5 30
= N [ 44 "4

1 1139 M 33 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2019
2 1938 K 12 dziecko ujemny 0 0,01 0,01 brak 2019
3 4730 M 53 dorosty ujemny 0,01 0 0,01 brak 2020
4 1178 M 13 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2020
5 3451 K 67 dorosty dodatni 0,57 0,37 0,57 brak 2019
6 1015 K 8 dziecko dodatni 0 0,46 0,46 brak 2022
7 5070 M 2 dziecko ujemny 0,03 0 0,03 brak 2017
8 4092 M 43 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2017
9 4810 K 66 dorosty dodatni 1,71 0,95 1,71 brak 2017
10 1760 K 36 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2017
11 3401 M 56 dorosty ujemny 0,01 0,15 0,15 brak 2021
12 924 K 60 dorosty dodatni 0,47 2,88 2,88 brak 2017
13 3919 K 64 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2020
14 5806 K 0,083 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2019
15 2668 K 42 dorosty ujemny 0,01 0,01 0,01 brak 2021

16 1800 M 15 dziecko ujemny 0,01 0 0,01 Zg“irsé"“" pozapluicna | BK- 2020 2021
17 5180 M 65 dorosty dodatni 0,01 0,87 0,87 brak 2021
18 2700 K 39 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2020
19 2111 M 46 dorosty ujemny 0,01 0,01 0,01 brak 2019
20 3923 K 61 dorosty ujemny 0 0,02 0,02 brak 2020
21 2700 K 44 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2019
22 6509 M 66 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2017
23 8045 K 6 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2018
24 5282 M 63 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2017
25 3519 K 59 dorosty dodatni 3,02 4,65 4,65 brak 2017
26 997 M 14 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2020
27 8910 M 81 dorosty dodatni 0,36 0,39 0,39 brak 2017
28 3203 M 50 dorosty ujemny 0 0,03 0,03 brak 2019
29 4099 K 2 dziecko ujemny 0,01 0,01 0,01 brak 2018
30 4092 M 6 dziecko ujemny 0,01 0,03 0,03 brak 2018
31 4095 M 8 dziecko ujemny 0 0,01 0,01 brak 2018
32 636 M 0,166 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2020
33 637 K 1,583 dziecko ujemny 0,28 0,26 0,28 brak 2020
34 3767 K 12 dziecko ujemny 0,05 0,03 0,05 brak 2019
35 3747 M 8 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2020
36 2764 K 76 dorosty ujemny 0,01 0,04 0,04 brak 2017
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37 2568 M 27 dorosty ujemny 0,01 0 0,01 brak 2018

38 4493 K 14 dziecko dodatni 8,28 6,55 8,28 brak 2018

39 1815 K 40 dorosty dodatni 5,68 7,58 7,58 brak 2018

40 3799 M 26 dorosty ujemny 0,11 0 0,11 brak 2017

a1 2426 M 57 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2017

42 6518 K 32 dorosty ujemny 0,12 0,16 0,16 brak 2021

43 4629 M 4 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2021

44 5768 M 5 dziecko ujemny 0,04 0,01 0,04 brak 2020

45 2704 K 53 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2020

46 2353 M 47 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2021

47 4212 K 62 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2019

48 4245 K 72 dorosty ujemny 0,01 0 0,01 brak 2020

49 5485 M 36 dorosty ujemny 0,01 0 0,01 brak 2020

50 8967 M 34 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2017

51 9135 K 55 dorosty dodatni 1,9 2,17 2,17 brak 2021

52 5198 K 8 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2019

53 1270 M 10 dziecko ujemny 0,12 0,24 0,24 brak 2021

54 3233 K 47 dorosty ujemny 0 0,08 0,08 brak 2019

55 7352 K 0,75 dziecko ujemny 0,01 0 0,01 brak 2019

56 6645 M 9 dziecko ujemny 0,03 0 0,03 brak 2017

57 3179 M 31 dorosty ujemny 0,02 0,01 0,02 ngfrsé"“" plucna BK+ 2020 2020

58 3918 K 20 dorosty ujemny 0,01 0,04 0,04 brak 2019

59 1893 M 26 dorosty ujemny 0,01 0,02 0,02 brak 2021

60 4237 M 18 dorosty dodatni 2,03 1,96 2,03 brak 2018

61 7463 M 49 dorosty ujemny 0,01 0,01 0,01 brak 2017

62 3626 M 46 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2020

63 4518 K 8 dziecko ujemny 0 0,01 0,01 brak 2021

64 4517 M 13 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2021

65 6158 K 0,333 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2019

66 2528 M 50 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2021

67 105 M 0,75 dziecko ujemny 0 0,01 0,01 brak 2020

68 2672 M 10 dziecko ujemny 0,07 0,07 0,07 brak 2020

69 2682 K 20 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2019

70 218 K 65 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2018

71 4185 M 45 dorosty ujemny 0,01 0,03 0,03 brak 2021

72 184 M 29 dorosty dodatni 2,13 1,79 2,13 brak 2020

73 1837 K 29 dorosly dodatni 1,42 1,23 1,42 Zg")Tsé"“" plucna BK+ 2021 2021

74 3760 K 3 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2020

75 3229 M 14 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2021

76 1306 M 27 dorosty ujemny 0 0,11 0,11 brak 2021

7 958 M 47 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2021
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78 9431 M 13 dziecko ujemny 0 0,01 0,01 brak 2021

79 3648 K 64 dorosty dodatni 132 0 1,32 brak 2020

80 6811 M 45 dorosty ujemny 0,21 0,26 0,26 brak 2019

81 2273 M 48 dorosty ujemny 0,02 0,03 0,03 brak 2021

82 9018 K 05 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2018

83 7939 M 45 dorosty ujemny 0,01 0,01 0,01 brak 2019

84 5759 M 50 dorosty ujemny 0,01 0,01 0,01 brak 2020

85 4064 M 15 dziecko dodatni 0,54 0,06 0,54 brak 2017

86 1896 M 48 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2019

87 19 K 31 dorosty dodatni 2,02 1,99 2,02 brak 2019

88 5565 K 44 dorosty ujemny 0,01 0,01 0,01 brak 2018

89 10050 K 2 dziecko ujemny 0,01 0 0,01 brak 2021

90 1272 K 16 dziecko ujemny 0 0,01 0,01 brak 2021

91 10048 M 12 dziecko ujemny 0 0,02 0,02 brak 2021

92 5140 M 46 dorosty dodatni 0,95 0,81 0,95 brak 2019

93 1547 K 19 dorosty ujemny 0 0,01 0,01 brak 2018

94 1999 M 3 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2018

95 2000 K 2 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2018

96 4096 M 15 dziecko dodatni 3,86 4,22 4,22 brak 2018

97 4262 K 69 dorosty ujemny 0,13 0,08 0,13 brak 2018

%8 5711 K 69 dorosty ujemny 0,15 0,2 0,2 brak 2017

99 8283 M 8 dziecko dodatni 0 0,65 0,65 ng’Tsé"“" plucna BK+ 2018 2019

100 4062 K 46 dorosty ujemny 0 0,01 0,01 brak 2020

101 3212 K 9 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2021

102 3618 K 16 dziecko ujemny 0,01 0,19 0,19 brak 2020

103 2520 K 11 dziecko ujemny 0,06 0 0,06 brak 2020

104 2637 M 43 dorosty ujemny 0,02 0 0,02 brak 2019

105 38 K 63 dorosty dodatni 0,76 0,47 0,76 brak 2017

106 109 M 58 dorosty dodatni 0 1,03 1,03 brak 2017

107 226 M 53 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2017

108 538 K 16 dziecko dodatni 1,85 1,44 1,85 brak 2017

109 632 M 10 dziecko dodatni 2,62 3,47 3,47 brak 2017

110 633 K 8 dziecko dodatni 1,6 1,49 1,6 brak 2017

111 805 M 8 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2017

112 877 M 80 dorosty dodatni 2,98 4,88 4,88 brak 2017

113 939 K 31 dorosty dodatni 3,06 0 3,06 brak 2017

114 1110 M 44 dorosty ujemny 0 0,01 0,01 brak 2017

115 1210 K 13 dziecko dodatni 0,52 033 0,52 Zg“’TSé"“" phucna BK- 2017 2017

116 1324 K 45 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2017

117 1330 K 26 dorosty dodatni 0,08 0,45 0,45 brak 2017

118 1331 K 56 dorosty ujemny 03 0,33 0,33 brak 2017
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119 1355 K 43 dorosly dodatni 0,58 017 0,58 brak 2017
120 1401 M 3 dziecko dodatni 10 10 10 brak 2017
121 1449 K 56 dorosty dodatni 6,86 10 10 Zg“’Tsé"“" pozaplicna | BK- 2017 2017
122 1581 M 33 dorosly dodatni 2,95 313 313 brak 2017
123 1715 M 63 dorosly dodatni 1,23 0,99 1,23 brak 2017
124 1748 M 46 dorosly dodatni 474 2,97 474 brak 2017
125 1923 K 86 dorosly dodatni 1,15 0,46 1,15 brak 2017
126 1930 K 61 dorosly dodatni 1,66 1,34 1,66 brak 2017
127 1966 K 54 dorosly dodatni 10 8,55 10 brak 2017
128 1992 M 46 dorosly dodatni 10 10 10 brak 2017
129 2144 M 61 dorosly dodatni 0,46 0,64 0,64 brak 2017
130 2162 K 67 dorosly dodatni 875 10 10 brak 2017
131 2249 M 45 dorosly dodatni 10 10 10 brak 2017
132 2267 K 5 dziecko dodatni 2,73 515 515 brak 2017
133 2412 K 47 dorosly dodatni 1,15 0,61 1,15 brak 2017
134 2455 M 60 dorosly dodatni 0,67 085 0,85 brak 2017
135 2470 K 17 dziecko dodatni 2 3,51 3,51 brak 2017
136 2614 M 36 dorosly ujemny 0,05 0 0,05 brak 2017
137 2813 K 52 dorosly dodatni 32 321 321 brak 2017
138 2835 K 41 dorosly dodatni 10 10 10 brak 2017
139 2856 K 54 dorosly dodatni 0,06 6.1 6,1 brak 2017
140 2875 K 53 dorosly dodatni 0,21 0,39 0,39 ng’Tsé"“" plucna BK- 2017 2017
141 2877 M 29 dorosly dodatni 1,88 1,35 1,88 brak 2017
142 2958 K 65 dorosly ujemny 0,01 0 0,01 brak 2017
143 2973 M 51 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2017
144 3071 K 68 dorosly ujemny 021 0,18 0,21 brak 2017
145 3122 K 59 dorosly dodatni 218 1,42 2,18 brak 2017
146 3157 M a4 dorosly dodatni 0,39 0,08 0,39 Zg'?l?é""" pozapluicna | BK- 2017 2017
147 3475 M 28 dorosly dodatni 0,66 0,22 0,66 brak 2017
148 3490 K 34 dorosly ujemny 0,19 0,2 0,2 Zg'?l?é""" plucna BK- 2017 2017
149 3942 K 74 dorosly dodatni 0,16 054 0,54 brak 2017
150 3945 M 61 dorosly ujemny 0,19 0,27 0,27 brak 2017
151 3952 M 4 dziecko dodatni 0,95 1,86 1,86 Zg“frsé"“" phucna BK- 2017 2017
152 3998 K 28 dorosly dodatni 0,56 0 0,56 brak 2017
153 4018 K 64 dorosly dodatni 2,79 3,37 3,37 brak 2017
154 4069 K 40 dorosly ujemny 0,01 0,02 0,02 brak 2017
155 4147 K 0,5 dziecko dodatni 2,32 3,72 3,72 brak 2017
156 4148 M 4 dziecko dodatni 243 213 2,43 Zg“’TSé"“" phucna BK- 2017 2017
157 4366 K 58 dorosly dodatni 2,96 2,48 2,96 brak 2017
158 4390 M 53 dorosly dodatni 0,41 0,38 0,41 Zg")Tsé"“" plucna BK- 2017 2019
159 4408 M 53 dorosly dodatni 10 10 10 Zg“’Tsé"“" pozaplucna i BK- 2017 2017
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160 4486 K 68 dorosty dodatni 2,44 1,89 2,44 brak 2017
161 4513 K 58 dorosty ujemny 033 0,26 033 brak 2017
162 2662 M 34 dorosty ujemny 0,02 0 0,02 brak 2017
163 4772 M 58 dorosty dodatni 0,34 0,39 0,39 brak 2017
164 4807 K 60 dorosty dodatni 1,37 0,03 1,37 brak 2017
165 4809 K 69 dorosty dodatni 0,08 1,86 1,86 brak 2017
166 4811 M 30 dorosty ujemny 021 0,18 0,21 brak 2017
167 4912 K 21 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2017
168 4918 K 52 dorosly ujemny 0 0 0 Zg*"Tsé"“" bd BK+ 2017 2018
169 4996 M 42 dorosty ujemny 0,01 0,09 0,09 brak 2017
170 5049 M 37 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2017
171 5068 K 7 dziecko dodatni 0,21 0,56 0,56 brak 2017
172 5072 M 0,833 dziecko ujemny 0,19 0,24 0,24 brak 2017
173 5105 M 62 dorosly dodatni 0,87 1,19 1,19 brak 2017
174 5251 K 56 dorosty ujemny 0,22 0,24 0,24 brak 2017
175 5304 M 58 dorosly dodatni 0,47 053 053 brak 2017
176 5403 K 63 dorosty ujemny 0,02 0,02 0,02 brak 2017
177 5416 M 56 dorosty dodatni 1,39 1,23 1,39 brak 2017
178 5417 K 70 dorosly dodatni 9,46 10 10 brak 2017
179 5443 M 1,166 dziecko dodatni 1,23 1,04 1,23 brak 2017
180 5444 M 3 dziecko dodatni 10 10 10 brak 2017
181 5445 K 5 dziecko dodatni 534 4,07 534 ng’Tsé"“" plucna BK- 2017 2017
182 5519 M 41 dorosly dodatni 0,06 052 052 brak 2017
183 5650 M 50 dorosly ujemny 0,07 025 025 brak 2017
184 5705 M 69 dorosty dodatni 8,37 7,95 8,37 brak 2017
185 5708 K 61 dorosly dodatni 0,19 0,47 0,47 brak 2017
186 5789 M 67 dorosty dodatni 1,14 1,45 1,45 brak 2017
187 5816 M | 0,1666 dziecko dodatni 10 10 10 brak 2017
188 5817 K 3 dziecko dodatni 10 10 10 brak 2017
189 6081 K 60 dorosty ujemny 031 0,19 0,31 brak 2017
190 6151 K 0,666 dziecko dodatni 10 10 10 brak 2017
191 6190 M 69 dorosty dodatni 1,16 1,02 1,16 brak 2017
192 6545 M 2 dorosty dodatni 2,02 18 2,02 Zg“frsé"“" plucna BK+ 2017 2017
193 6634 M 49 dorosty dodatni 3,52 3,68 3,68 brak 2017
194 6792 M 54 dorosly dodatni 3,96 551 551 brak 2017
195 6837 K 5 dziecko dodatni 0,57 05 0,57 Zg“’Tsé"“" phucna BK- 2017 2017
196 6838 K 0,25 dziecko dodatni 5,04 3,37 5,04 Zg")Tsé"“" plucna BK- 2017 2017
197 7138 K 56 dorosty dodatni 2,09 4,09 4,09 brak 2017
198 7377 K 5 dziecko dodatni 0,68 0,59 0,68 Zg")Tsé"“" plucna BK- 2017 2018
199 7761 K 29 dorosty dodatni 0,4 0,62 0,62 brak 2017
200 7767 K 1,083 dziecko dodatni 3,47 10 10 Zg“’Tsé"“" pozaplicna | BK- 2017 2017
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201 8073 K 59 dorosty ujemny 0 0,01 0,01 brak 2017
202 8380 M 33 dorosty dodatni 3,51 4,39 4,39 brak 2017
203 8626 M 49 dorosty ujemny 0,02 0 0,02 brak 2017
204 8758 M 52 dorosty dodatni 0,62 0,2 0,62 brak 2017
205 8759 K 55 dorosly dodatni 0,85 0,82 0,85 Zg*"Tsé"“" plucna BK+ 2017 2018
206 8868 K 3 dziecko dodatni 111 123 1,23 brak 2017
207 8917 K 23 dorosty ujemny 0,01 0,01 0,01 brak 2017
208 9176 K 22 dorosty dodatni 0,58 0,59 0,59 Zg“’Tsé"“" plucna BK+ 2017 2017
209 9218 M 57 dorosty dodatni 0,34 0,39 0,39 Zg*"Tsé"“" pozaplicna | BK- 2017 2018
210 9295 M 22 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2017
211 9298 M 52 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2017
212 35 M 30 dorosty dodatni 0,98 0,66 0,98 ng’Tsé"“" plucna BK- 2018 2018
213 105 M 58 dorosty dodatni 417 3,85 417 brak 2018
214 173 M 53 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2018
215 191 M 67 dorosty dodatni 08 0,59 08 brak 2018
216 199 M 16 dziecko dodatni 0,04 0,64 0,64 brak 2018
217 398 M 43 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2018
218 435 K 56 dorosty ujemny 0 0,02 0,02 brak 2018
219 672 M 21 dorosly dodatni 4,98 6.9 6,9 brak 2018
220 674 M 72 dorosly ujemny 0,03 0,04 0,04 Zg"’Tsé""" plucna BK+ 2018 2020
221 689 K 66 dorosly dodatni 0,44 0,19 0,44 brak 2018
222 788 K 55 dorosly dodatni 174 2,82 2,82 ng’Tsé"“" plucna BK- 2018 2018
223 888 M 68 dorosly ujemny 021 0,27 0,27 brak 2018
224 912 K 85 dorosty ujemny 0,21 0,29 0,29 brak 2018
225 1039 M 38 dorosty dodatni 0,44 0,98 0,98 brak 2018
226 1075 K 74 dorosly dodatni 31 311 3,11 brak 2018
227 1104 M 84 dorosly dodatni 3,68 4,82 482 Zg"’Tsé""" plucna BK+ 2018 2018
228 1138 M 77 dorosty ujemny 0,34 0,27 0,34 brak 2018
229 1229 K 2 dziecko dodatni 3,29 4,28 428 Zg“’Tsé"“" plucna BK- 2018 2018
230 1277 M 64 dorosty dodatni 0,88 0,88 0,88 brak 2018
231 1833 K 51 dorosly ujemny 0,02 0,04 0,04 brak 2018
232 1906 M 82 dorosty dodatni 1,55 1,46 1,55 brak 2018
233 1991 M 44 dorosly dodatni 1,33 1,15 1,33 brak 2018
234 2034 K 39 dorosty dodatni 3,79 3,66 379 brak 2018
235 2293 M 62 dorosly ujemny 0,26 018 0,26 brak 2018
236 2295 M 4 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2018
237 2373 K 2 dziecko dodatni 0,55 0,75 0,75 brak 2018
238 2374 K 7 dziecko dodatni 2,59 3,03 3,03 brak 2018
239 2404 K 49 dorosty dodatni 531 6,1 6,1 brak 2018
240 2684 K 73 dorosly dodatni 0,5 0,76 0,76 Zg")Tsé"“" plucna BK- 2018 2018
241 2726 M 61 dorosty ujemny 0,24 0,2 0,24 brak 2018
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242 2904 K 48 dorosty dodatni 1,32 1,93 1,93 brak 2018
243 2940 M 68 dorosly ujemny 031 018 031 brak 2018
244 3012 M 44 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2018
245 3030 K 74 dorosly dodatni 09 0,94 0,94 brak 2018
246 3212 K 2 dziecko ujemny 03 0,15 0,3 brak 2018
247 3387 K 63 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2018
248 3401 K 55 dorosly dodatni 0,36 038 0,38 brak 2018
249 3551 M 63 dorosly ujemny 0,02 0 0,02 brak 2018
250 3557 M 46 dorosty dodatni 0,21 0,38 0,38 Zg*"Tsé"“" plucna BK- 2018 2018
251 3626 K 65 dorosly dodatni 048 0,52 0,52 brak 2018
252 3742 K 74 dorosty dodatni 0,56 0,34 0,56 Zg‘?rsé"“" plucna BK- 2018 2018
253 3770 M 9 dziecko dodatni 1,99 2,59 2,59 ng’Tsé"“" plucna BK- 2018 2018
254 3810 K 55 dorosly dodatni 6.6 6,78 6,78 brak 2018
255 3811 M 39 dorosly ujemny i 001 0 0,01 brak 2018
256 4098 M 11 dziecko dodatni 0,63 0,87 0,87 Zg"’Tsé""" plucna BK- 2018 2018
257 4107 M 26 dorosly ujemny i 0,03 0,07 0,07 brak 2018
258 4128 K 53 dorosly dodatni 2,28 2,51 2551 brak 2018
259 4309 K 56 dorosly dodatni 7,09 6,76 7,09 brak 2018
260 4462 K 81 dorosly dodatni 10 10 10 brak 2018
261 4526 M 1,25 dziecko dodatni 6,96 10 10 Zg"’Tsé""" plucna BK- 2018 2018
262 4529 K 2 dziecko dodatni 10 10 10 ngfrsé"“" plucna BK+ 2018 2018
263 4549 K 61 dorosly dodatni 0,46 036 0,46 brak 2018
264 4588 K 27 dorosly dodatni 1,82 22 22 brak 2018
265 4705 M 51 dorosly dodatni 8,02 6.3 8,02 brak 2018
266 4767 K 70 dorosly dodatni 0,82 0,63 0,82 brak 2018
267 4899 K 54 dorosty dodatni 1,07 0,85 1,07 Zg“frsé"“" plucna BK- 2018 2018
268 4955 M 2 dziecko dodatni 10 10 10 brak 2018
269 4976 M 69 dorosly ujemny 0,26 024 0,26 brak 2018
270 4990 K 53 dorosly dodatni 1,44 1,32 1,44 Zg“’Tsé"“" plucna BK- 2018 2018
27 5029 M 63 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2018
272 5180 M 6 dziecko dodatni 432 1,58 432 Zg“’TS;"“" pozaplicna | BK+ 2018 2018
273 5181 M 10 dziecko dodatni 1,54 3,04 3,04 brak 2018
274 5221 K 65 dorosly dodatni 032 0,62 0,62 brak 2018
275 5273 K 86 dorosly dodatni 2,01 1,46 2,01 Zg“’Tsé"“" plucna BK+ 2018 2018
276 5388 M 39 dorosly dodatni 0,94 0,92 0,94 brak 2018
277 5600 M 3 dziecko dodatni 2,31 183 2,31 brak 2018
278 5602 K 33 dorosly ujemny 0,07 0,01 0,07 brak 2018
279 5693 M 17 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2018
280 5725 M 14 dziecko ujemny 0,01 0,01 0,01 brak 2018
281 5756 M 15 dziecko ujemny 0,05 0 0,05 brak 2018
282 5763 K 2 dziecko ujemny 0 0,07 0,07 brak 2018
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283 5764 M 87 dorosly dodatni 0,98 1,03 1,03 brak 2018
284 5812 K 4 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2018
285 5817 K 42 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2018
286 5825 M 34 dorosly ujemny 0 0,01 0,01 brak 2018
287 5969 M 18 dorosly dodatni 1,46 2,18 2,18 Zg*"Tsé"“" plucna BK+ 2018 2018
288 5970 M 15 dziecko dodatni 6,15 504 6,15 brak 2018
289 5971 K 4 dziecko dodatni 2,94 2,96 2,96 brak 2018
290 5979 M 66 dorosly ujemny 0,03 0,01 0,03 brak 2018
201 6183 K 59 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2018
292 6248 K 14 dziecko dodatni 0,93 1,08 1,08 Zg*"Tsé"“" pozapluicna | BK+ 2018 2018
293 6370 K 57 dorosty dodatni 2,76 3,84 3,84 Zg‘?rsé"“" plucna BK+ 2018 2018
294 6426 K 4 dziecko dodatni 8,59 9,42 9,42 ng’Tsé"“" plucna BK- 2018 2018
295 6562 K 61 dorosly dodatni 271 1,01 27 Zg'?rsém plucna BK- 2018 2018
296 6604 K 72 dorosly ujemny i 0,03 0 0,03 brak 2018
297 6628 M 77 dorosly dodatni 0,37 0,27 0,37 brak 2018
298 6636 K 65 dorosly dodatni 2,04 1,39 2,04 brak 2018
299 6638 M 72 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2018
300 6793 M 3 dziecko ujemny 0,04 0,03 0,04 brak 2018
301 6974 K 42 dorosly dodatni 041 0,28 041 brak 2018
302 7111 K 1,416 dziecko dodatni 03 053 053 brak 2018
303 7384 K 30 dorosly dodatni 05 058 0,58 brak 2018
304 7463 K 2 dziecko dodatni 24 2.9 2,9 ng’Tsé"“" plucna BK- 2018 2018
305 7487 K 69 dorosly dodatni 0,41 0,42 0,42 brak 2018
306 7494 M 53 dorosly ujemny 012 0,03 0,12 brak 2018
307 7496 K 15 dziecko dodatni 1,27 074 1,27 brak 2018
308 7497 K 5 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2018
309 7758 K 73 dorosly dodatni 0,49 0,29 0,49 brak 2018
310 7759 K 63 dorosly ujemny 0,06 0,09 0,09 brak 2018
311 7775 M 36 dorosly ujemny 0,01 0,01 0,01 brak 2018
312 7979 K 36 dorosly ujemny 015 0,07 0,15 brak 2018
313 7984 M 51 dorosly ujemny 0,28 03 03 brak 2018
314 8044 K 14 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2018
315 8058 M 85 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2018
316 8120 K 63 dorosly dodatni 245 2,44 2,45 brak 2018
317 8135 M 77 dorosly dodatni 052 031 0,52 brak 2018
318 8150 M 12 dziecko dodatni 0,92 0,39 0,92 brak 2018
319 8151 M 13 dziecko dodatni 5,94 4,09 594 Zg")Tsé"“" plucna BK- 2018 2018
320 8154 K 8 dziecko ujemny 0,22 0,19 0,22 Zg“’TSé"“" phucna BK- 2018 2018
321 8300 M 42 dorosly dodatni 0,77 033 077 brak 2018
322 8402 M 69 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2018
323 8444 M 42 dorosly dodatni 2,47 3,58 3,58 brak 2018
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324 8701 K 33 dorosty dodatni 4,08 4,75 4,75 brak 2018
325 8748 K 22 dorosty ujemny 0,01 0,01 0,01 brak 2018
326 8775 M 42 dorosty dodatni 6,22 4,99 6,22 brak 2018
327 8938 K 63 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2018
328 9189 M 64 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2018
329 9223 K 2 dziecko dodatni 2,28 6,31 6,31 brak 2018
330 9248 M 0,333 dziecko dodatni 6,54 9,34 9,34 Zg*"Tsé"“" plucna BK+ 2018 2018
331 18 K 61 dorosty ujemny 0,12 0,16 0,16 brak 2019
332 189 M 12 dziecko dodatni 243 2,42 243 brak 2019
333 192 K 11 dziecko dodatni 3,79 2,74 3,79 Zg*"Tsé"“" plucna BK- 2019 2019
334 193 K 16 dziecko dodatni 6,23 5,58 6,23 brak 2019
335 210 K 12 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2011
336 225 M 52 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2019
337 312 K 71 dorosty dodatni 0,66 0,49 0,66 ngfrsé"“" plucna BK- 2019 2019
338 355 M 5 dziecko dodatni 0,85 0,92 0,92 Zg"’Tsé""" plucna BK- 2019 2019
339 356 M 8 dziecko dodatni 2,57 5,22 522 brak 2019
340 381 M 48 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2019
341 409 K 33 dorosty ujemny 0,01 0 0,01 brak 2019
342 419 M 16 dziecko ujemny 0,01 0 0,01 brak 2019
343 434 K 50 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2019
344 619 K 72 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2019
345 700 M 75 dorosty ujemny 0,03 0,04 0,04 brak 2019
346 1008 K 25 dorosly dodatni 0,82 0,94 0,94 brak 2019
347 1150 K 19 dorosly dodatni 1,49 1,61 1,61 brak 2019
348 1396 K 17 dziecko dodatni 38 3,03 38 Zg'?l?é""" plucna BK+ 2019 2019
349 1397 M 1 dziecko dodatni 1,44 1,11 1,44 Zg"fl_sé"“" pozaplicna | BK- 2019 2019
350 1621 K 69 dorosty dodatni 0,78 0,78 0,78 brak 2019
351 1629 K 16 dziecko dodatni 6,75 75 75 brak 2019
352 1630 M 8 dziecko dodatni 3,38 2,66 3,38 brak 2019
353 1631 M 7 dziecko dodatni 2,48 1,89 2,48 Zg'?l?é""" pozaplicna | BK- 2019 2019
354 1678 K 67 dorosly dodatni 1,03 1,08 1,08 brak 2019
355 1823 M 35 dorosty ujemny 0,02 0,02 0,02 brak 2019
356 1848 M 61 dorosty ujemny 0,02 0,02 0,02 Zg“frsé"“" plucna BK+ 2019 2019
357 2005 K 66 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2019
358 2066 K 56 dorosly dodatni 0,21 0,54 0,54 Zg"’Tsé""" phicna BK- 2019 2019
359 2153 M 43 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2019
360 2233 M 65 dorosty ujemny 0 0,01 0,01 brak 2019
361 2621 K 9 dziecko dodatni 0,63 0,66 0,66 brak 2019
362 2638 K 75 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2019
363 2649 M 51 dorosty dodatni 1,8 2,18 2,18 brak 2019
364 2650 M 2 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2019
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365 2689 K 54 dorosty dodatni 0,55 0,91 0,91 brak 2019
366 2691 M 38 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2019
367 2979 M 33 dorosty ujemny 0,01 0 0,01 brak 2019
368 3029 K 74 dorosty dodatni 587 3,14 5,87 brak 2019
369 3044 K 55 dorosty dodatni 0,99 1,49 1,49 brak 2019
370 3171 K 5 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2019
371 3172 M 21 dorosty dodatni 1,09 1,06 1,09 Zg*"Tsé"“" plucna BK- 2019 2019
372 3221 K 74 dorosty ujemny 0,02 0 0,02 brak 2019
373 3373 M 3 dziecko dodatni 2,08 1,27 2,08 brak 2019
374 3457 K 65 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2019
375 3614 K 69 dorosly ujemny 0 0,01 0,01 brak 2019
376 3615 M 58 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2019
377 3640 M 21 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2019
378 3654 M 63 dorosly ujemny 0 0,04 0,04 brak 2019
379 3769 K bd dziecko dodatni 0,28 0,43 0,43 Zg"’Tsé""" plucna BK+ 2019 2019
380 3917 M 55 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2019
381 3923 M 59 dorosty ujemny 0,03 0,03 0,03 brak 2019
382 3937 M 22 dorosty dodatni 0,23 0,38 0,38 brak 2019
383 3954 M 44 dorosly dodatni 10 10 10 brak 2019
384 3959 K 65 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2019
385 4065 M 37 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2019
386 4092 K 69 dorosty ujemny 0,25 0,15 0,25 brak 2019
387 4140 K 1,75 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2019
388 4141 M 12 dziecko ujemny 0,22 03 03 Zg“’TS;"“" pozaphicna | BK- 2019 2019
389 2171 K 61 dorosty ujemny 0,04 0,01 0,04 brak 2019
390 4256 K 46 dorosly ujemny 0 0,05 0,05 brak 2019
391 4258 K 58 dorosty ujemny 0,01 0,01 0,01 brak 2019
392 4290 bd dorosly dodatni 1,33 1,25 1,33 brak 2019
393 4314 M 1,25 dziecko dodatni 3,26 4,47 447 Zg“’Tsé"“" plucna BK- 2019 2019
394 4316 K 2 dziecko dodatni 0,55 0,29 0,55 Zg'?l?é""" plucna BK- 2019 2019
395 4317 M 3 dziecko dodatni 2,26 2,48 2,48 Zg“’Tsé"“" phucna BK- 2019 2019
396 4318 K 0,666 dziecko dodatni 8,29 7,67 8,29 Zg"’Tsé""" plucna BK- 2019 2019
397 4426 K 60 dorosly ujemny 0,01 0,01 0,01 brak 2019
398 2661 M 74 dorosty dodatni 3,15 2,18 3,15 brak 2019
399 4691 K 27 dorosly ujemny 0 0 0 Zg"’Tsé""" phucna BK- 2019 2019
400 4784 M 40 dorosty dodatni 6,32 4,89 6,32 brak 2019
401 4870 K 75 dorosty dodatni 0,79 0,68 0,79 brak 2019
402 4928 M 32 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2019
403 5003 K 12 dziecko ujemny 0,25 0,15 0,25 brak 2019
404 5004 M 6 dziecko dodatni 0,97 0,7 0,97 brak 2019
405 5079 K 71 dorosty ujemny 0 0,01 0,01 brak 2019
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406 5167 M 70 dorosty ujemny 0 0 brak 2019

407 5201 M 8 dziecko dodatni 1,12 1,08 1,12 Zg*"Tsé"“" plucna BK- 2019 2019

408 5221 K 84 dorosty dodatni 0,64 0,9 09 brak 2019

409 5240 M 37 dorosty ujemny 0,01 0 0,01 brak 2019

410 4211 K 34 dorosty dodatni 0,04 042 0,42 brak 2019

411 5355 M 11 dziecko dodatni 4,01 414 414 Zg“’Tsé"“" pozapluicna | BK- 2019 2019

412 5357 M 12 dziecko dodatni 2,24 0,82 2,24 brak 2019

413 5358 K 9 dziecko dodatni 0,44 0,66 0,66 Zg“’Tsé"“" phucna BK- 2019 2019

414 5359 M 8 dziecko dodatni 0,86 06 0,86 brak 2019

415 5386 K 39 dorosty ujemny 0,01 0,04 0,04 brak 2019

416 5548 M 35 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2019

417 5549 K 63 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2019

418 5680 K 5 dziecko dodatni 2,3 1,93 2,3 brak 2019

419 5764 M 19 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2019

420 5774 M 26 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2019

421 5804 K 10 dziecko dodatni 4,81 7,44 7,44 brak 2019

422 5965 K 16 dziecko dodatni 33 2,66 33 ng’Tsé"“" pozaplicna | BK- 2019 2019

423 5993 K 73 dorosty dodatni 3,33 3,69 3,69 brak 2019

424 6072 M 39 dorosty ujemny 0,1 0,1 0,1 brak 2019

425 6248 K 54 dorosty ujemny 0 0,01 0,01 brak 2019

426 6302 M 41 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2019

427 6353 K 8 dziecko ujemny 0,04 0,02 0,04 brak 2019

428 6357 K 2 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2019

429 6638 K 70 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2019

430 6661 K 8 dziecko dodatni 1 0,11 1 brak 2019

431 6665 M 2 dziecko dodatni 2,02 2,16 2,16 brak 2019

432 6700 M 32 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2019

433 6744 K 64 dorosly dodatni 10 10 10 brak 2019

434 6839 M 12 dziecko dodatni 1,44 1,32 1,44 brak 2019

435 6974 M 62 dorosty ujemny 0,09 0,12 0,12 brak 2019

436 7147 K 48 dorosly ujemny 0 0,03 0,03 brak 2019

437 7166 K a4 dorosty ujemny 0,04 0,04 0,04 brak 2019

438 7182 M 54 dorosly dodatni 075 1,96 1,96 brak 2019

439 7572 M 40 dorosty ujemny 0,01 0 0,01 brak 2019

440 7612 M 68 dorosly dodatni 054 018 054 brak 2019

441 7639 M 25 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2019

442 7864 M 4 dziecko dodatni 9,77 10 10 Zg")Tsé"“" plucna BK+ 2019 2019

443 7871 M 67 dorosty ujemny 0,08 0 0,08 brak 2019

444 7959 M 24 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2019

445 8031 M 47 dorosty dodatni 1,96 072 1,96 brak 2019

446 8050 K 5 dziecko dodatni 4,1 6,67 6,67 brak 2019
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447 8173 M 45 dorosty dodatni 0,36 0,55 0,55 brak 2019

448 8386 K 47 dorosly dodatni 34 3,41 341 brak 2019

449 8413 K 8 dziecko dodatni 1,86 2,71 2,71 brak 2019

450 8422 M 26 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2019

451 8593 K 7 dziecko dodatni 2,09 2,69 2,69 brak 2019

452 8903 K 64 dorosty dodatni 1,94 1,49 1,94 brak 2019

453 272 K 13 dziecko dodatni 0,75 0,89 0,89 brak 2020

454 616 K 54 dorosty ujemny 0,04 0,02 0,04 Zg“’Tsé"“" pozaplicna | BK- 2020 2020

455 666 M 38 dorosly ujemny 0,01 0,01 0,01 brak 2020

456 740 M 23 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2020

457 807 K 86 dorosty dodatni 3,56 1,15 3,56 brak 2020

458 820 K 49 dorosty dodatni 0,73 0,86 0,86 brak 2020

459 935 M 57 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2020

460 996 K 2 dziecko dodatni 3,82 471 471 Zg*"Tsé"“" plucna BK- 2020 2020

461 1139 K 79 dorosty ujemny 0 0,02 0,02 brak 2020

462 1162 K 65 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2020

463 1174 K 70 dorosty ujemny 0 0,02 0,02 brak 2020

464 1318 M 32 dorosty ujemny 0,01 0 0,01 brak 2020

465 1364 M 25 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2020

466 1390 M 74 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2020

467 1467 K 73 dorosty ujemny 0 0,1 0,1 brak 2020

468 1522 K 66 dorosly dodatni 4,96 3,51 4,96 brak 2020

469 1531 M 9 dziecko dodatni 053 0,61 0,61 Zg"’.rsé‘m plucna BK- 2020 2020

470 1553 K 34 dorosty dodatni 0,37 0,35 0,37 brak 2020

471 1617 K 67 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2020

472 1649 M 21 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2020

473 1727 K 59 dorosty dodatni 0,74 0,15 0,74 brak 2020

474 1751 K 32 dorosty dodatni 0,56 0,71 0,71 brak 2020

475 2280 K 5 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2020

476 2286 M 15 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2020

477 2351 M 62 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2020

478 2381 M 32 dorosly dodatni 1,86 3,21 321 Zg"’Tsé""" plucna BK+ 2020 2020

479 2515 K 24 dorosty ujemny 0,02 0 0,02 brak 2020

480 2519 K 6 dziecko dodatni 3,35 5,74 5,74 brak 2020

481 2535 M 87 dorosty ujemny 0,01 0,01 0,01 brak 2020

482 2544 K 51 dorosty ujemny 0,12 0,12 0,12 brak 2020

483 2592 K 5 dziecko dodatni 1,47 1,71 1,71 brak 2020

484 2602 M 28 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2020

485 2649 M 25 dorosty ujemny 0,06 0,02 0,06 brak 2020

486 2673 M 0,333 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2020

487 2741 M 66 dorosty dodatni 1,07 0,83 1,07 brak 2020
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488 2746 K 38 dorosty dodatni 0,45 0,26 0,45 Zg“’Tsé"“" phucna BK+ 2020 2020
489 2829 K 27 dorosly ujemny 0,04 0,04 0,04 Zg*"Tsé"“" phicna BK+ 2020 2022
490 2845 M 17 dziecko ujemny 0 0,11 0,11 brak 2020
491 2857 K 34 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2020
492 2970 K 57 dorosly ujemny 0 0,02 0,02 brak 2020
493 3086 K 2 dziecko dodatni 10 10 10 Zg“’Tsé"“" phucna BK- 2020 2020
494 3087 K 10 dziecko dodatni 1,13 0,83 1,13 Zg*"Tsé"“" plucna BK- 2020 2020
495 3088 M 10 dziecko dodatni 462 07 462 Zg“’Tsé"“" phucna BK- 2020 2020
496 3089 M 4 dziecko dodatni 10 10 10 brak 2020
497 3262 K 66 dorosly dodatni 3,92 3,92 3,92 brak 2020
498 3475 M 30 dorosty dodatni 6,34 6,34 6,34 Zg‘?rsé"“" pozapluicna | BK- 2020 2020
499 3645 K 51 dorosly dodatni 0 1,53 1,553 brak 2020
500 3657 M 33 dorosly ujemny 0 0,01 0,01 brak 2020
501 3759 M 7 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2020
502 3784 M 58 dorosly dodatni 05 079 079 brak 2020
503 3802 M 19 dorosly dodatni 2,47 251 251 Zg'?rsé""" plucna BK- 2020 2020
504 3844 M 40 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2020
505 3858 K 13 dziecko dodatni 1,45 0,9 1,45 Zg'?rsé""" plucna BK- 2020 2020
506 3859 M 17 dziecko dodatni 0,69 1,79 1,79 ng’Tsé"“" phucna BK- 2020 2020
507 3860 M 10 dziecko dodatni 0,39 0,64 0,64 Zg"’Tsé""" plucna BK- 2020 2020
508 3992 K 2 dziecko dodatni 28 2,67 28 ngfrsé"“" plucna BK- 2020 2020
509 3996 M 48 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2020
510 4206 M 73 dorosly dodatni 0 0,68 0,68 brak 2020
511 4278 K 16 dziecko dodatni 0,48 0,61 0,61 brak 2020
512 4306 K 44 dorosly dodatni 6.8 8.1 8.1 brak 2020
513 4373 K 76 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2020
514 4410 M 4 dziecko ujemny 0,01 0,02 0,02 brak 2020
515 4525 M 32 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2020
516 4841 M 9 dziecko ujemny 0,06 0,1 01 Zg“’Tsé"“" plucna BK- 2020 2020
517 4842 M 8 dziecko dodatni 3,38 3,15 3,38 Zg'?l?é""" plucna BK- 2020 2020
518 4879 K 35 dorosly ujemny 0 0 0 brak 2020
519 4928 M 44 dorosly dodatni 10 10 10 brak 2020
520 4945 M 25 dorosly ujemny 0,01 0,01 0,01 brak 2020
521 5003 M 3 dziecko dodatni 3,67 3,18 3,67 Zg“’Tsé"“" plucna BK- 2020 2020
522 5016 K 13 dziecko ujemny 0,02 0,01 0,02 brak 2020
523 5117 M 50 dorosly dodatni 10 10 10 brak 2020
524 5141 K 45 dorosly ujemny 0,02 0,01 0,02 brak 2020
525 5169 M 16 dziecko dodatni 2,03 3,27 3,27 brak 2020
526 5178 M 70 dorosly ujemny 015 015 015 brak 2020
527 5240 M 39 dorosly ujemny 0,01 0,01 0,01 brak 2020
528 5253 M 61 dorosly ujemny 0 0,01 0,01 brak 2020
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529 5292 K 10 dziecko ujemny 0,01 0,01 0,01 Zg“’Tsé"“" plucna BK- 2020 2021
530 5369 M 33 dorosty dodatni 414 377 4,14 brak 2020
531 5434 K 52 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2020
532 5589 M 5 dziecko dodatni 0,64 1,62 1,62 brak 2020
533 5622 M 72 dorosty dodatni 1,27 22 22 brak 2020
534 5624 M 29 dorosty dodatni 012 2,6 26 Zg“’Tsé"“" pozaplicna | BK+ 2020 2021
535 5760 M 62 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2020
536 5766 K 4 dziecko dodatni | 2,25 347 347 Zg“’Tsé°”° phicna BK+ 2020 2020
537 5767 M 13 dziecko dodatni 7,89 7,94 7,94 Zg*"Tsé"“" plucna BK- 2020 2020
538 5769 K 175 dziecko dodatni 2,05 1,83 2,05 Zg*"Tsé"“" pozaplicna | BK- 2020 2021
539 5770 M 14 dziecko dodatni 2,1 2,17 2,17 Zg‘?rsé"“" phucna BK- 2020 2020
540 5773 M 14 dziecko ujemny 0,21 0,21 0,21 brak 2020
541 5864 M 15 dziecko dodatni 1,62 2,39 2,39 Zg'?rsé""" plucna BK- 2020 2020
542 6041 K 68 dorosly dodatni 4,52 5,26 5,26 brak 2020
543 6069 M 49 dorosty dodatni 042 05 05 brak 2020
544 216 M 75 dorosly dodatni 0,6 1,64 1,64 Zg'?rsé""" plucna BK+ 2021 2021
545 425 K 10 dziecko dodatni 9,42 7,96 9,42 ng’Tsé"“" plucna BK- 2021 2021
546 430 K 11 dziecko dodatni 9,28 9,16 9,28 brak 2021
547 456 M 74 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2021
548 462 M 12 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2021
549 628 M 68 dorosty dodatni 0,11 0,46 0,46 ngfrsé"“" plucna BK+ 2021 2021
550 674 M 13 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2021
551 910 M 41 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2021
552 1050 M 3 dziecko dodatni 7,44 7,46 7,46 Zg“’Tsé"“" phucna BK- 2021 2021
553 1051 M 6 dziecko dodatni 122 0,62 1,22 brak 2021
554 1053 K 1 dziecko dodatni 2,06 1,79 2,06 brak 2021
555 1066 K 74 dorosty ujemny 0,24 0,27 0,27 brak 2021
556 1136 K 69 dorosly ujemny 0,01 0,03 0,03 brak 2021
557 1191 M 48 dorosly ujemny 0 0,06 0,06 Zg“’Tsé"“" plucna BK+ 2021 2021
558 1205 M 72 dorosly ujemny 0,02 0 0,02 Zg'?l?é""" plucna BK+ 2021 2021
559 1257 M 0333 dziecko dodatni 718 8,43 8,43 brak 2021
560 1258 K 3 dziecko ujemny 0,22 0,34 0,34 brak 2021
561 1274 K 68 dorosly ujemny 0,01 0 0,01 brak 2021
562 1338 M 59 dorosty ujemny 0,05 0,04 0,05 brak 2021
563 1428 M 59 dorosly ujemny 0,03 0,04 0,04 brak 2021
564 1444 M 59 dorosty ujemny 0,01 0 0,01 brak 2021
565 1453 M 15 dziecko dodatni 3,54 3,26 3,54 Zg")Tsé"“" plucna BK- 2021 2021
566 1455 M 3 dziecko dodatni 3,03 3,78 3,78 brak 2021
567 1645 K 14 dziecko ujemny 0,1 0,01 0,1 brak 2021
568 1658 K 6 dziecko dodatni 10 10 10 Zg")Tsé"“" plucna BK- 2021 2021
569 1659 M 14 dziecko dodatni 1,78 0,85 1,78 Zg“’Tsé"“" plucna BK- 2021 2021

158




Aneksy

s - " ry ny = @ 2 , £, =1

« 1 % 3 % 88 s 5 5 2 oz _ 5 gz 3%
=z = = 2 < = - g er

570 1660 M 7 dziecko dodatni 0,66 0,61 0,66 brak 2021

571 1662 M 2 dziecko dodatni 4,21 4,21 4,21 brak 2021

572 1784 M 20 dorosty ujemny 0,01 0 0,01 brak 2021

573 1820 M 66 dorosty ujemny 0,04 0,02 0,04 brak 2021

574 1847 K 1,666 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2021

575 1907 K 47 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2021

576 1951 M 52 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2021

577 1971 K 60 dorosty ujemny 0,01 0,01 0,01 brak 2021

578 1991 M 14 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2021

579 2104 M 73 dorosty ujemny 0,01 0,01 0,01 brak 2021

580 2262 M 11 dziecko ujemny 0,01 0,01 0,01 brak 2021

581 2309 K 4 dziecko dodatni 1,83 1,42 1,83 ng’Tsé"“" phucna BK- 2021 2022

582 2313 K 41 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2021

583 2425 M 56 dorosty ujemny 0,24 0,26 0,26 brak 2021

584 2459 M 36 dorosty ujemny 0,01 0 0,01 brak 2021

585 2551 M 33 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2021

586 2614 M 3 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2021

587 2796 K 73 dorosty dodatni 0,42 0,44 0,44 brak 2021

588 2844 K 60 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2021

589 2901 K 36 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2021

590 3024 K 10 dziecko dodatni 10 10 10 brak 2021

591 3044 M 37 dorosty dodatni 1,02 2,74 2,74 brak 2021

592 3045 M 30 dorosty dodatni 0 2,6 2,6 brak 2021

593 3079 M 55 dorosty dodatni 0,04 2,78 2,78 brak 2021

594 3275 K 7 dorosty ujemny 0 0,01 0,01 brak 2021

595 3276 M 28 dorosty ujemny 0 0,01 0,01 brak 2021

596 3304 K 48 dorosty dodatni 10 10 10 brak 2021

597 3325 K 12 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2021

598 3679 M 15 dziecko ujemny 0 0,01 0,01 brak 2021

599 3720 M 44 dorosty dodatni 0,02 1,06 1,06 brak 2021

600 3820 K 15 dziecko ujemny 0 0,01 0,01 brak 2021

601 3915 K 32 dorosly dodatni 3,14 2,44 3,14 Zg"’Tsé""" plucna BK- 2021 2021

602 3960 M 72 dorosty dodatni 1,86 2,4 2,4 brak 2021

603 3976 M 51 dorosty dodatni 0 2,75 2,75 brak 2021

604 4030 M 54 dorosty ujemny 0 0,01 0,01 brak 2021

605 4098 M 69 dorosty ujemny 0 0,02 0,02 brak 2021

606 4242 M 16 dorosty ujemny 0,01 0,01 0,01 brak 2021

607 4250 K 14 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2021

608 4258 M a4 dorosty ujemny 0 0,01 0,01 brak 2021

609 4326 K 16 dziecko dodatni 3,81 4,88 4,88 Zg")Tsé"“" phucna BK- 2021 2021

610 4337 M 12 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2021
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611 4374 K 40 dorosty ujemny 0,01 0 0,01 brak 2021

612 4376 M 1 dziecko ujemny 0,02 0,01 0,02 brak 2021

613 4519 M 17 dziecko dodatni 074 0,63 0,74 Zg“’Tsé"“" plucna BK- 2021 2021
614 4520 K 14 dziecko dodatni 6,22 6,22 6,22 Zg“’Tsé"“" plucna BK- 2021 2021
615 4537 M a4 dorosty dodatni 051 0,25 0,51 brak 2021

616 4614 M 70 dorosty ujemny 0,09 0,09 0,09 brak 2021

617 4673 M 9 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2021

618 4729 M 7 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2021

619 4756 K 11 dziecko dodatni 1,06 1,78 1,78 Zg*"Tsé"“" plucna BK+ 2021 2021
620 4759 K 13 dziecko dodatni 8,96 8,85 8,96 Zg*"Tsé"“" plucna BK- 2021 2021
621 4856 M 60 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2021

622 5007 M 17 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2021

623 5040 M 68 dorosty ujemny 0,13 0,11 0,13 brak 2021

624 5194 K 15 dziecko dodatni 10 9,3 10 brak 2021

625 5406 M 38 dorosty dodatni 514 10 10 brak 2021

626 5746 M 52 dorosty ujemny 0,01 0 0,01 brak 2021

627 5770 M 22 dorosty ujemny 0 0,02 0,02 brak 2021

628 5967 M 27 dorosly dodatni 8,28 7,52 8,28 Zg'?rsé""" pozapluicna | BK+ 2021 2021
629 6142 M 63 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2021

630 6313 M 5 dziecko dodatni 0,94 1,07 1,07 brak 2021

631 6339 M 44 dorosty ujemny 0,02 0,01 0,02 brak 2021

632 6654 M 36 dorosly dodatni 1,31 1,29 1,31 ng’Tsé"“" plucna BK+ 2021 2021
633 6667 K 49 dorosty ujemny 0,01 0,01 0,01 brak 2021

634 6711 M 59 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2021

635 6712 M 26 dorosty ujemny 0 0,07 0,07 brak 2021

636 6818 K 1 dziecko dodatni 10 10 10 Zg“’Tsé"“" phucna BK- 2021 2021
637 7739 M 17 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2021

638 7760 K 72 dorosly dodatni 1,66 0,53 1,66 Zg'?l?é""" phucna BK- 2021 2022
639 7785 K 3 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2021

640 7931 M 42 dorosty ujemny 0 0,01 0,01 brak 2021

641 8278 K 16 dziecko dodatni 2,72 2,62 2,72 brak 2021

642 8458 K 74 dorosly dodatni 0,85 0,76 0,85 Zg"’Tsé""" plucna BK+ 2021 2021
643 8496 M 40 dorosty ujemny 0,02 0 0,02 brak 2021

644 8497 M 51 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2021

645 5117 M 51 dorosly dodatni 8,24 972 9,72 brak 2021

646 8586 K 33 dorosty dodatni 1,14 0,91 1,14 brak 2021

647 8649 M 28 dorosty ujemny 0,03 0,07 0,07 brak 2021

648 8686 K 14 dziecko ujemny 0,01 0,02 0,02 brak 2021

649 8884 M 17 dziecko dodatni 10 10 10 Zg")Tsé"“" plucna BK- 2021 2021
650 8902 M 62 dorosty ujemny 0,01 021 0,21 brak 2021

651 8982 K 72 dorosty ujemny 0,02 0,07 0,07 brak 2021
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652 9004 K 7 dziecko ujemny 0,01 0 0,01 brak 2021
653 9005 K 14 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2021
654 9006 K 5 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2021
655 9191 M 31 dorosty ujemny 0,14 0 0,14 brak 2021
656 9207 K 13 dziecko ujemny 0,11 0,12 0,12 brak 2021
657 9373 M 57 dorosty ujemny 0,08 0,02 0,08 brak 2021
658 9406 K 17 dziecko dodatni 017 0,48 0,48 Zg*"Tsé"“" plucna BK+ 2021 2021
659 9434 M 34 dorosty ujemny 0,25 0,04 0,25 Zg“’Tsé"“" phucna BK+ 2021 2021
660 9471 K 67 dorosty ujemny 0,02 0,03 0,03 brak 2021
661 9694 M 15 dziecko ujemny 0 0,01 0,01 brak 2021
662 9713 K 22 dorosty ujemny 0,01 0,03 0,03 Zg‘?rsé"“" plucna BK+ 2021 2021
663 9750 M 41 dorosty ujemny 0 0,03 0,03 brak 2021
664 9764 K 13 dziecko ujemny 0,01 0 0,01 brak 2021
665 9794 K 11 dziecko ujemny 0 0,02 0,02 brak 2021
666 9887 M 55 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2021
667 9896 M 16 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2021
668 9945 K 7 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2021
669 10007 K 25 dorosty ujemny 0,07 0,04 0,07 brak 2021
670 10161 M 65 dorosty dodatni 0,54 0,3 0,54 brak 2021
671 10340 K 71 dorosty ujemny 0,05 0,01 0,05 brak 2021
672 10422 K 56 dorosty ujemny 0,23 0,2 0,23 brak 2021
673 10829 M 3 dziecko ujemny 0,06 0 0,06 brak 2021
674 10896 M 16 dziecko dodatni 38 0,52 38 Zg'?rsé""" pozaplicna | BK- 2021 2022
675 10901 M 13 dziecko ujemny 0 0,02 0,02 brak 2021
676 11244 K 5 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2021
677 11462 M 15 dziecko ujemny 0,05 0,01 0,05 brak 2021
678 42 K 59 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2022
679 415 M 17 dziecko ujemny 0,2 0,24 0,24 brak 2022
680 441 K 71 dorosty dodatni 0,77 0,81 0,81 brak 2022
681 597 M 53 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2022
682 761 M 13 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2022
683 1344 K 16 dziecko ujemny 0 0,01 0,01 brak 2022
684 1378 M 58 dorosty dodatni 0,68 0,61 0,68 brak 2022
685 1422 K 17 dziecko dodatni 0,96 1,01 1,01 Zg“’Tsé"“" plucna BK- 2022 2022
686 1423 M 66 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2022
687 1511 K 3 dziecko ujemny 0,02 0,01 0,02 brak 2022
688 1518 M 57 dorosty dodatni 0,71 0 0,71 brak 2022
689 1676 K 17 dziecko dodatni 3,39 3,81 3,81 Zg“’TSé"“" phucna BK+ 2022 2022
690 1679 K 14 dziecko dodatni 1,01 0,26 1,01 Zg")Tsé"”" plucna BK- 2022 2022
691 1696 M 78 dorosty dodatni 10 10 10 brak 2022
692 2145 M 15 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2022
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693 2204 K 32 dorosty dodatni 1,53 3,35 3,35 brak 2022

694 2216 M 63 dorosty dodatni 0,67 073 0,73 Zg“’Tsé"“" plucna BK+ 2022 2022

695 2294 M 13 dziecko ujemny 0,01 0 0,01 brak 2022

696 2331 M 67 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2022

697 2496 M 5 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2022

698 2530 M 29 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2022

699 2817 M 65 dorosty ujemny 0 0,02 0,02 brak 2022

700 2877 M 48 dorosty ujemny 0 0,01 0,01 brak 2022

701 2910 K 16 dziecko ujemny 0 0,01 0,01 brak 2022

702 2924 M 56 dorosty ujemny 0 0,01 0,01 brak 2022

703 2935 K 53 dorosty dodatni 1,45 1,94 1,94 Zg‘?rsé"“" plucna BK+ 2022 2022

704 3070 M 70 dorosty ujemny 0,01 0 0,01 brak 2022

705 3143 K 40 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2022

706 3227 K 50 dorosty ujemny 0 0 0 brak 2022

707 3228 K 69 dorosty ujemny 0,03 0,05 0,05 brak 2022

708 3240 K 44 dorosty ujemny 0,03 0,01 0,03 brak 2022

709 3353 K 10 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2022

710 3398 M 9 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2022

711 3431 M 67 dorosty dodatni 0,85 0,83 0,85 brak 2022

712 3666 M 5 dziecko ujemny 0 0 0 brak 2022
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1 12.01.22 209 M 71 + 1,25 1,65 + 2,87 0,35
2 12.01.22 210 M 51 + 2,77 1,53 + 5,86 3,29
3 07.02.22 922 K 42 + 0,5 0,61 + 0,94 1,29
4 23.02.22 1422 K 17 + 0,96 1,01 + 1,24 2,54
5 24.02.22 1518 M 57 + 0,71 0 - 0 0
6 02.03.22 1676 K 17 + 3,39 3,81 + 3,73 4,32
7 02.03.22 1679 K 14 + 1,01 0,26 + 2,6 0,69
8 02.03.22 1696 M 78 + >10 >10 + 9,05 9,05
9 14.03.22 2128 K 51 - 0,12 0,29 + 0,33 0,89
10 16.03.22 1T M 66 + 0,38 0,54 + 0,59 0,7
11 16.03.22 2T M 62 + 3,31 3,35 + 6,67 6,54
12 16.03.22 4T K 67 + 5,17 4,26 + 4.6 5,37
13 16.03.22 2204 K 32 + 1,53 3,35 + 4,24 8,79
14 16.03.22 2216 M 63 + 0,67 0,73 + 1,24 1
15 16.03.22 2P K 53 - 0 0 - 0,03 0,03
16 16.03.22 3P K 24 - 0,01 0 - 0,02 0,04
17 16.03.22 4P K 51 - 0 0 - 0,02 0,03
18 16.03.22 5P K 44 - 0,03 0,01 - 0,21 0,17
19 16.03.22 6P K 43 - 0 0 - 0 0
20 16.03.22 P K 33 - 0 0 - 0,06 0,09
21 16.03.22 8P K 37 - 0,06 0 - 0,31 0,09
22 16.03.22 99P K 39 - 0 0 - 0,01 0,03
23 16.03.22 10P K 40 - 0 0 - 0,02 0,01
24 16.03.22 11P K 41 - 0 0 - 0,03 0,02
25 16.03.22 12pP K 45 - 0 0 - 0 0
26 16.03.22 13p K 40 - 0,14 0,08 + 0,44 0,36
27 16.03.22 14P K 44 - 0 0 - 0,16 0,1
28 16.03.22 15P K 56 + 0,7 1,2 + 1,89 2,59
29 16.03.22 16P K 33 - 0 0 - 0 0
30 16.03.22 17pP K 45 - 0,03 0,14 + 0,11 0,53
31 16.03.22 U K 37 - 0 0,06 + 0,07 0,39
32 18.03.22 2U M 13 - 0,01 0,01 - 0 0
33 18.03.22 3U K 47 - 0 0 - 0,01 0,03
34 18.03.22 4U K 13 - 0,01 0 - 0 0
35 18.03.22 5U K 40 - 0 0 - 0,01 0,03
36 18.03.22 6U M 8 - 0 0 - 0 0
37 18.03.22 (s K 40 + 0,44 0,61 + 0,95 1,28
38 18.03.22 8u K 6 - 0 0 - 0 0
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39 18.03.22 U K 25 - 0 - 0 0
40 18.03.22 10U M 2 - 0 - 0 0
41 18.03.22 11U K 24 - 0 0 - 0 0,02
42 18.03.22 12U M 7 - 0 0 - 0 0
43 18.03.22 13U K 36 - 0 0,27 - 0,01 0
44 18.03.22 14U M 6 - 0 0 - 0 0
45 18.03.22 15U K 35 - 0,01 0,02 - 0 0,02
46 18.03.22 16U M 2 - 0 0,01 - 0,01 0
47 18.03.22 17U K 25 - 0 0 - 0,03 0,03
48 18.03.22 18U M 0,666 - 0 0 - 0,01 0
49 18.03.22 19U K 37 - 0 0,02 - 0 0
50 18.03.22 20U K 9 - 0 0 - 0,02 0,07
51 18.03.22 21U K 36 - 0 0 - 0,03 0
52 23.03.22 8T M 49 + 0,43 0,38 + 1,32 1,34
53 24.03.22 22U K 9 - 0 0 - 0,01 0,03
54 24.03.22 23U K 36 - 0 0,07 - 0,1 0,32
55 24.03.22 24U M 2 - 0 0 - 0 0
56 24.03.22 25U K 40 - 0 0 - 0,03 0,03
57 24.03.22 27U K 38 - 0 0 - 0 0
58 24.03.22 28U K 14 - 0 0 - 0 0
59 24.03.22 29U K 38 - 0 0 - 0,09 0,07
60 24.03.22 30U M 2 - 0 0 - 0,02 0,02
61 28.03.22 31U K 0,333 - 0 0 - 0 0
62 28.03.22 32U K 28 - 0 0,01 - 0,03 0,02
63 29.03.22 33U K 6 - 0 0 - 0,06 0,07
64 29.03.22 34U K 34 - 0 0 - 0 0,01
65 29.03.22 35U K 0,208 - 0 0,01 - 0 0
66 29.03.22 36U K 39 - 0,02 0,07 - 0 0,08
67 30.03.22 37U K 14 - 0 0 - 0,22 0,08
68 30.03.22 38U K 35 - 0,01 0,1 - 0,11 0,13
69 31.03.22 39U K 4 - 0 0,07 - 0 0,01
70 04.04.22 41U K 47 - 0 0 - 0,03 0
71 04.04.22 42U K 17 - 0,12 0,09 - 0,01 0,06
72 05.04.22 43U K 4 - 0 0 - 0,01 0,01
73 05.04.22 44U K 39 - 0 0,28 - 0 0,01
74 05.04.22 45U M 15 - 0,04 0,02 - 0 0
75 05.04.22 46U K 50 - 0 0,07 - 0 0,04
76 05.04.22 47U M 3 - 0 0 - 0 0
77 05.04.22 48U K 31 - 0 0 - 0 0
78 07.04.22 49U M 12 - 0 0,02 - 0,05 0,05
79 07.04.22 50U K 40 - 0 0 - 0 0
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80 08.04.22 51U M 6 - 0 0 - 0
81 08.04.22 52U K 28 - 0 0 - 0,06 0,01
82 08.04.22 54U K 38 - 0 0 - 0 0
83 08.04.22 56U K 33 - 0 0 - 0,02 0,01
84 11.04.22 57U K 0,333 - 0,01 0 - 0,02 0
85 11.04.22 58U K 28 - 0 0 - 0,03 0
86 11.04.22 59U K 13 - 0 0 - 0 0
87 11.04.22 60U K 36 - 0,01 0,01 - 0 0
88 11.04.22 61U M 13 - 0,01 0 - 0 0
89 13.04.22 62U M 11 - 0 0 - 0 0
90 13.04.22 63U K 38 - 0,01 0,01 - 0 0
91 14.04.22 64U K 13 - 0,01 0 - 0,01 0
92 14.04.22 65U K 40 - 0 0 - 0,01 0
93 14.04.22 66U M 12 - 0,01 0,01 - 0 0
94 19.04.22 67U M 11 - 0,01 0,09 - 0,02 0
95 19.04.22 68U K 37 - 0,02 0,01 - 0,03 0,02
96 19.04.22 69U M 18 - 0 0 - 0 0,02
97 19.04.22 70U K 39 - 0,01 0,01 - 0,02 0
98 21.04.22 71U K 2 - 0 0 - 0 0
99 21.04.22 72U K 27 - 0,01 0,01 - 0 0
100 21.04.22 73U M 14 - 0,09 0,08 + 0,44 0,39
101 21.04.22 74U K 40 - 0 0 - 0 0
102 21.04.22 75U K 4 - 0 0 - 0 0
103 21.04.22 76U K 29 - 0 0 - 0 0,01
104 21.04.22 78U K 32 - 0 0,01 - 0,01 0,03
105 21.04.22 79U K 4 - 0,01 0 - 0 0
106 22.04.22 80U M 11 - 0 0 - 0 0,26
107 22.04.22 81U K 43 - 0,02 0 - 0,05 0,04
108 25.04.22 82U M 4 - 0 0 - 0,01 0
109 25.04.22 83U K 43 - 0,01 0 - 0 0
110 26.04.22 84U K 17 - 0 0 - 0,01 0
111 26.04.22 85U K 1 - 0 0 - 0,01 0
112 26.04.22 86U K 5 - 0 0 - 0 0
113 26.04.22 87U M 14 . 0,03 0,02 - 0,14 0,29
114 26.04.22 88U M 40 - 0,08 0,04 + 0,48 0,22
115 26.04.22 89U M 6 - 0 0 - 0,01 0,01
116 26.04.22 90U K 32 - 0 0 - 0,08 0,14
117 27.04.22 91U K 12 - 0 0 - 0,02 0,01
118 27.04.22 92U K 7 - 0 0 - 0 0
119 27.04.22 93U K 33 - 0 0 - 0,02 0,05
120 27.04.22 13T M 69 + 1,03 14 + 2,15 2,64
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121 27.04.22 14T M 25 - 0,16 0,29 + 0,3 0,4
122 27.04.22 15T M a7 + 0,43 0,46 + 0,76 0,74
123 29.04.22 94U M 6 - 0 0 - 0,01 0,02
124 02.05.22 96U K 15 - 0 0,01 - 0,07 0,05
125 02.05.22 97U K 36 - 0,06 0 - 0,21 0,08
126 02.05.22 16T K 38 + 8,94 8,94 + 6,2 6,2
127 02.05.22 17T K 50 + 0,4 0,6 + 1,6 1,8
128 02.05.22 18T M 48 - 0,02 0,05 - 0,1 0,2
129 02.05.22 19T M 46 - 0,08 0,03 + 0,6 0,3
130 02.05.22 20T M 48 + 2,31 1,95 + 77 71
131 04.05.22 98U K 14 - 0 0 - 0,03 0,03
132 04.05.22 99U M 42 - 0 0 - 0,04 0,06
133 05.05.22 100U K 3 - 0 0 - 0,01 0
134 05.05.22 101U K 29 - 0,03 0,02 - 0,12 0,19
135 05.05.22 102U K 12 - 0 0 - 0,02 0
136 05.05.22 103U K 39 - 0 0,01 - 0 0,02
137 05.05.22 104U K 30 - 0 0 - 0 0
138 09.05.22 105U M 11 - 0 0 - 0,02 0,05
139 09.05.22 106U K 43 - 0 0 - 0,07 0,04
140 09.05.22 107U M 11 - 0 0 - 0,05 0,08
141 09.05.22 108U K 39 - 0 0 - 0,04 0,02
142 10.05.22 109U K 14 - 0 0 - 0,03 0,04
143 10.05.22 110U K 40 - 0,01 0,16 - 0,02 0,04
144 11.05.22 111U K 15 - 0,08 0,05 - 0,25 0,19
145 11.05.22 112U K 67 - 0 0,03 - 0,02 01
146 11.05.22 113U M 16 - 0 0 - 0,01 0,01
147 12.05.22 114U M 6 - 0 0 - 0 0
148 12.05.22 115U K 34 - 0 0,09 - 0,04 0,11
149 16.05.22 116U M 7 - 0 0,07 - 0,03 0,04
150 16.05.22 117U K 45 - 0,01 0,02 - 0 0,01
151 16.05.22 118U K 30 - 0 0 - 0 0,01
152 18.05.22 120U K 26 - 0,01 0,01 - 0,02 0,02
153 19.05.22 121U M 16 - 0,01 0,03 - 0,01 0,01
154 19.05.22 122U K 8 - 0,01 0 - 0,03 0,01
155 20.05.22 123U K 6 - 0 0,22 - 0,01 0
156 20.05.22 124U K 41 - 0,01 0 - 0 0,02
157 23.05.22 125U K 16 - 0 0,01 - 0 0
158 24.05.22 126U M 14 + 4,86 513 + 8,7 8,7
159 24.05.22 127U K 35 + >10 >10 + 8,08 8,08
160 25.05.22 128U M 2 - 0,01 0,02 - 0 0
161 25.05.22 129U K 29 - 0,13 0,1 + 0,38 0,25
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162 26.05.22 130U M 4 - 0 0 - 0,07
163 26.05.22 131U K 30 - 0,23 0,28 + 0,66 0,7
164 31.05.22 132U K 3 - 0,01 0 - 0 0
165 31.05.22 133U K 42 - 0 0 + 0,02 0,39
166 31.05.22 134U K 15 - 0 0 - 0 0
167 31.05.22 135U K 6 - 0,01 0,01 - 0,04 0,03
168 31.05.22 136U M 7 - 0 0 - 0,03 0,03
169 31.05.22 137U K 32 - 0 0,02 - 0,04 0,06
170 31.05.22 138U K 14 + 0,14 0,45 - 0 0
171 01.06.22 21T M 56 + 0,56 0,66 + 0,95 1,1
172 01.06.22 22T M 49 + 1,39 0,69 + 2,27 1,22
173 01.06.22 23T M 50 + 0,47 0,45 + 1,15 1,16
174 01.06.22 24T M 20 - 0,22 0,22 + 0,44 0,38
175 07.06.22 139U M 17 - 0 0 - 0,08 0,07
176 07.06.22 140U K 40 - 0,01 0 - 0,03 0,04
177 07.06.22 141U M 4 - 0 0 - 0,02 0,03
178 07.06.22 142U K 36 - 0,02 0 - 0,05 0,03
179 07.06.22 4389 M 15 + 1,45 2,88 + 3,18 6,26
180 15.06.22 4594 M 42 + 0,35 0,29 + 1,03 1,09
181 17.06.22 143U M 10 - 0 0 - 0,01 0,01
182 17.06.22 144U K 41 - 0 0 - 0 0
183 22.06.22 145U M 6 - 0 0,01 - 0,02 0,06
184 22.06.22 146U K 37 - 0 0,01 - 0,07 0,09
185 22.06.22 147U K 16 - 0 0 - 0,06 0,07
186 22.06.22 148U K 40 - 0 0 - 0,03 0,06
187 27.06.22 149U K 13 - 0 0 - 0,01 0,05
188 27.06.22 150U K 40 - 0 0,22 - 0 0,02
189 29.06.22 151U M 12 - 0,23 0,24 - 0,01 0,08
190 30.06.22 152U M 5 - 0,28 0,28 - 0,01 0,02
191 01.07.22 153U M 15 - 0 0 - 0,01 0
192 01.07.22 154U K 56 - 0 0,11 - 0,02 0,1
193 04.07.22 155U K 4 - 0 0 - 0 0
194 05.07.22 157U K 44 - 0 0 - 0 0
195 07.07.22 158U M 15 - 0 0 - 0,01 0
196 08.07.22 159U M 0,125 - 0,01 0 - 0,01 0,01
197 08.07.22 160U K 26 - 0,01 0 - 0,02 0
198 11.07.22 161U K 17 - 0 0 - 0 0
199 11.07.22 162U M 54 - 0,01 0,05 - 0,03 0,19
200 12.07.22 163U K 7 - 0 0 - 0 0
201 12.07.22 164U M 34 - 0 0 - 0,01 0
202 13.07.22 165U K 2 - 0 0 - 0,02 0,01
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203 13.07.22 166U K 35 - 0,02 0,01 - 0,02 0,03
204 13.07.22 167U K 0,666 - 0 - 0,01 0
205 13.07.22 168U K 23 - 0,01 0,01 - 0 0,01
206 19.07.22 169U K 11 - 0,03 0 - 0 0,01
207 19.07.22 170U M 36 - 0,15 0,08 - 0,26 0,23
208 26.07.22 171U K 17 - 0 0 - 0,05 0,06
209 28.07.22 172U K 13 - 0 0 - 0,01 0
210 28.07.22 173U M 10 - 0,01 0,01 - 0 0
211 28.07.22 174U K 39 - 0 0 - 0 0
212 28.07.22 175U M 3 - 0 0,03 - 0,02 0,06
213 28.07.22 176U K 44 - 0,01 0,03 - 0,04 0,08
214 28.07.22 177U M 16 - 0,02 0,03 - 0,09 0,13
215 05.08.22 178U K 9 - 0 0,22 + 0,33 0,57
216 05.08.22 179U K 47 - 0 0 - 0,03 0,04
217 05.08.22 180U K 42 - 0,03 0,03 - 0,09 0,05
218 08.08.22 6601 M 71 + 2,13 0,48 + 3,26 0,92
219 11.08.22 182U K 36 - 0 0 - 0 0
220 16.08.22 183U K 8 - 0 0 - 0,03 0,03
221 16.08.22 184U K 39 - 0,3 0,23 - 0 0
222 18.08.22 185U M 3 - 0 0 - 0 0
223 18.08.22 6120 K 5 + 5,69 5,13 + 5,46 53
224 24.08.22 186U K 8 - 0,04 0,02 - 0,01 0,02
225 25.08.22 187U K 49 - 0 0 - 0,03 0,06
226 30.08.22 188U M 12 - 0,02 0,06 - 0,01 0
227 30.08.22 189U K 46 + 0,04 0,36 - 0,03 0
228 02.09.22 190U K 13 - 0,01 0,02 - 0,01 0
229 02.09.22 191U K 44 - 0 0,25 + 0 0,35
230 05.09.22 192U K 15 - 0 0 - 0,08 0
231 05.09.22 193U K 32 - 0 0,23 - 0,01 0,08
232 06.09.22 194U M 16 - 0 0,34 - 0 0
233 06.09.22 195U M 15 - 0 0,23 - 0,04 0,03
234 06.09.22 196U K 39 - 0,04 0,02 - 0,03 0,05
235 06.09.22 197U K 10 - 0 0,16 - 0 0
236 06.09.22 198U K 40 - 0,04 0,01 - 0,12 0
237 12.09.22 200U K 7 - 0 0,01 - 0 0
238 12.09.22 201U K 43 - 0,02 0,07 - 0 0
239 12.09.22 202U M 0,166 - 0 0 - 0 0
240 12.09.22 203U K 23 - 0 0,16 - 0 0,02
241 14.09.22 204U K 29 - 0 0 - 0 0
242 14.09.22 205U K 7 - 0,05 0 - 0,07 0,04
243 07.09.22 6547 M 5 + 0,41 0,38 + 0,76 0,68
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244 21.09.22 6893 K 64 + 2,17 0,89 + 2,75 1,71
245 12.10.22 7336 K 13 + 0,99 0,48 + 0,9 0,5
246 12.10.22 7345 M 71 + 3,38 3,13 + 4,96 43
247 23.11.22 8352 M 4 + 4,56 5,13 + 5,69 6,9
248 23.11.22 8353 M 1,833 + 1,19 0,86 + 2,3 1,78
249 25.11.22 8425 K 38 + >10 >10 + 8,83 8,83
250 07.12.22 8684 M 52 - 0,3 0,16 + 0,5 0,59
251 08.12.22 8719 K 57 + 1,78 0,38 + 1,55 0,84
252 16.12.22 8932 M 28 + >10 >10 + 6,36 6,36
253 18.01.23 417 K 4 + 1,8 2,27 + 2,59 29

254 18.01.23 419 M 1,416 + 0,36 0 + 0,55 0
255 18.01.23 420 M 8 + 3,2 3,75 + 3,54 3,62
256 19.01.23 448 K 32 + >10 >10 + 9,47 9,47
257 01.02.23 790 K 8 + 4,75 4,89 + 3,77 4,07
258 07.02.23 902 M 35 + 31 5,53 + 2,87 513
259 08.02.23 921 K 14 + 1,2 1,63 + 1,44 1,53
260 27.02.23 1346 M 64 + 0,77 0,95 + 0,9 1,13
261 01.03.23 1405 M 7 + 0,76 0,87 + 1,44 1,69
262 02.03.23 1447 K 57 + 3,85 2,21 + 5 2,9
263 28.03.23 2094 K 31 + 2,13 3,85 + 3,35 3,63
264 30.03.23 2165 M 61 + 1,76 3,73 + 2,77 4,43
265 03.04.23 2266 K 17 + >10 >10 + 8,37 8,37
266 21.04.23 2739 M 87 + 0,25 0,39 + 0,36 0,63
267 29.05.23 3713 M 88 + 5,18 35 + 5,02 4,34
268 31.05.23 3745 M 42 + 1,43 1,04 + 2,31 1,78
269 31.05.23 5267 M 12 + 4,94 3,9 + 4,46 3,84
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