Tidsskriftet 9 &,

Immunologi og tuberkulosekontroll

KRONIKK

Email: morten.harboe@labmed.uio.no
Immunologisk institutt

Rikshospitalet

0027 Oslo

Artikkelen er basert pa 25th Kellersberger memorial lecture The contribution of
immunology to tuberculosis control, Addis Abeba, Etiopia, 26.5. 2000

Tuberkulose er et av verdens storste helseproblemer, og det er et akutt behov
for nye metoder for tuberkulosekontroll i u-land. BCG-vaksinasjon beskytter
mot sykdom etter primarinfeksjon, noe som forst ble vist hos voksne av
Heimbeck i klassiske studier ved Ulleval sykehus. Tidlig BCG-vaksinasjon
beskytter imidlertid ikke mot reaktivering og utvikling av lungetuberkulose,
som er det viktigste infeksjonsreservoaret. Latens er av fundamental betydning
etter infeksjon med Mycobacterium tuberculosis. Ved latens har vi nylig pavist
M tuberculosis-DNA i forskjellige celler i lungevev uten andre histologiske tegn
til tuberkules infeksjon med in situ-polymerasekjedereaksjon (PCR).
Immunologien kan bidra til bedre tuberkulosekontroll ved utvikling av nye
tuberkuliner og prosedyrer som tillater prediksjon av forlagpet etter infeksjon,
utvikling av strimmelprgver for & pavise antistoffer karakteristiske for
tuberkulose, og pavisning av metabolske produkter fra M tuberculosis i urin
med teknikker som kan brukes under feltforhold. Potensial og vanskeligheter
ved utvikling av nye vaksiner mot tuberkulose blir diskutert. Utvikling av
egnede eksperimentelle modeller er ngdvendig for a vise at de nye vaksinene
kan hindre etablering av latens eller reaktivering etter etablert latens.

I Norge er tuberkulosen under god kontroll. For at det skal forbli slik, mé vi
fortsatt vaere arvakne og drive aktivt forebyggende arbeid (1, 2). Globalt sett er
denne sykdommen et uhyggelig problem, og vi regner med at Mycobacterium
tuberculosis i dag dreper flere voksne enn noen andre humane patogener (3).
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Omtrent en tredel av verdens befolkning er smittet med M tuberculosis (4). 16
millioner mennesker har aktiv tuberkulose, og det er atte millioner nye tilfeller
og to millioner dedsfall av tuberkulose hvert ar (5). De aller fleste dedsfall skjer
i utviklingsland, hvor kombinert infeksjon med HIV og M tuberculosis er blitt
serlig alvorlig i de senere ar (1, 6). Effekten av "Directly Observed Therapy,
Short course” (DOTS), som WHO har satset stort pa (7), er ofte meget god. Men
under de radende gkonomiske og samfunnsmessige betingelser, med gkende
prevalens av medikamentresistent tuberkulose (8 — 10) og manglende utvikling
av nye medikamenter de siste 30 ar, har ogsd WHO erkjent at dette ikke kan
lose tuberkuloseproblemet i u-land pa lengre sikt (5).

Det er derfor et akutt behov for nye metoder i tuberkulosekontrollen.

BCG-vaksinen

Selv om BCG er den vaksinen som er mest brukt i verden, er den kontroversiell
(11). Det sies ofte at den er lite effektiv, men det er riktigere & si at den virker
godt mot noe, ikke mot noe annet, og at virkningen varierer fra land til land.

BCG-vaksinasjon beskytter mot utvikling av alvorlig sykdom etter
primarinfeksjon med M tuberculosis.

I Frankrike ble dette opprinnelig vist av Calmette hos barn, mens Johannes
Heimbeck (1892 — 1976) var den forste som viste det i store undersgkelser hos
voksne (12).

Etter & ha blitt ”satt pa” til det av overlege Olaf Scheel (1875 — 1942), klarla
Heimbeck forst ved omfattende tuberkulinundersgkelser ved Ulleval sykehus at
halvparten av elevene var pirquetnegative nar de begynte pa sykepleierskolen.
Mange av dem var kommet inn til Oslo fra landet, og den gang, i 1920-arene,
var dette et helt uventet funn. Alle var blitt pirquetpositive, som tegn pa at de
var smittet, nar de gikk ut av sykepeleierskolen tre ar senere. Det var nesten
bare blant de opprinnelig pirquetnegative at noen ble syke, ca. 30 % nar man
regnet med knuterosen, hilusadenitt, lungeinfiltrater, plevritt og alvorlig
lungetuberkulose. Det var altsd meget farlig for tuberkulinnegative, tidligere
usmittede unge kvinner & arbeide pa tuberkulosepostene ved sykehuset. De
tuberkulinpositive som hadde vaert smittet tidligere uten & bli syke, ble heller
ikke syke na, men hadde en relativimmunitet (12).

Pa grunnlag av disse observasjonene startet Heimbeck sa & BCG-vaksinere de
tuberkulinnegative sykepleierelevene for de begynte a arbeide pa
tuberkulosepostene. Tallene hans (13, 14) viser at BCG-vaksinasjonen gav over
80 % beskyttelse mot utvikling av tuberkulgs sykdom etter infeksjon under
disse betingelsene. Funnene ble ogsa publisert internasjonalt (15), men er lite
kjent ute i verden og er ikke sitert i store metaundersgkelser om effekten av
BCG-vaksinasjon (16, 17). Heimbeks studier er senere kritisert fra et
epidemiologisk synspunkt (18), men god beskyttelse etter BCG-vaksinasjon er
ogsa bekreftet i senere norske undersgkelser (19, 20).
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I samfunn med mye tuberkulose er beskyttelse mot sykdom etter
primerinfeksjon serlig aktuelt hos barn. Flere studier har vist at BCG-
vaksinasjon beskytter godt mot tuberkulgs meningitt og miliartuberkulose (21),
og dette ble bekreftet ved en stor metaanalyse av proteksjon etter BCG-
vaksinasjon hos nyfadte og barn (22). Det er usikkert hvor lenge beskyttelsen
varer etter tidlig vaksinasjon (19, 23), og tidlig BCG-vaksinasjon beskytter ikke
mot reaktivering etter infeksjon, med utvikling av kaverngs lungetuberkulose
hos voksne (24), som er det viktigste infeksjonsreservoaret pa befolkningsniva.
Dessuten varierer effekten av BCG-vaksinasjon meget i forskjellige land (24),
stort sett er effekten minst i tropiske u-land, der den trengs mest.

Sartrekk ved tuberkulose

Immunologisk sett viser tuberkulosen flere spesielle trekk: M tuberculosis er
for det meste en intracelluler parasitt, og T-cellemedierte cellulaere
immunreaksjoner er derfor helt avgjerende for utvikling av protektiv
immunitet (25). Antistoffer kan imidlertid ogsa beskytte mot flere
intracelluleere patogener (26), og det er etter hvert blitt helt klart at antistoffer
ogsa kan pavirke forlapet etter infeksjon med M tuberculosis (27 — 29).

Mekanismene for hvordan T-cellereaksjoner hemmer veksten av
tuberkelbasillene, eller dreper dem, er bare delvis kjent (30). Det er klart at T-
cellereaksjoner ogsé er ansvarlige for utvikling av vevsskade og kaverner i
lungene. Robert Koch (1843 — 1910) fant at subkutan injeksjon av

M tuberculosis, eller lgselige antigener fra basillene, pa tuberkulgse marsvin
forte til nekrose bade lokalt i huden og i den opprinnelige tuberkulgse lesjonen.
Dette Koch-fenomenet er det klassiske eksemplet pa hvordan forsinket
hypersensitivitet fremkaller vevsskade etter infeksjon og illustrerer denne
fundamentale dikotomien (31).

Det kliniske forlapet etter infeksjon og pavirkningen pa verten bestemmes for
en stor del av de biologiske egenskapene og sertrekkene ved M tuberculosis.
Kort etter primerinfeksjonen utvikler noen personer klinisk sykdom, men hos
de fleste ser infeksjonen ut til & hele. Hos mange av dem er "latens” et
karakteristisk trekk. I mange &r, og sannsynligvis hele livet, kan basillene leve i
vevene, hvor de deler seg langsomt eller ikke i det hele tatt. Denne tilstanden
med latent infeksjon (32, 33) er meget viktig, fordi de fleste tilfellene av
kaverngs lungetuberkulose i land med lav frekvens av infeksjon skyldes
reaktivering av en slik latent infeksjon (34 — 36). Denne prosessen er derfor av
fundamental betydning for a forsta forlapet etter infeksjon med M tuberculosis
og patogenesen av klinisk sykdom, men den er darlig kjent.

Under latens er infeksjonen sannsynligvis kontrollert av immunsystemet, siden
immunsvikt som er fremkalt av HIV-infeksjon eller hoy alder, kan fore til
reaktivering av infeksjonen. I de fleste tilfellene er arsaken til reaktivering av
infeksjonen ukjent (37), og immunsvikt er sannsynligvis ikke arsaken, siden
reaktivering ofte forer til &pen lungetuberkulose med kaverner. Disse
pasientene har samtidig kraftig forsinket hypersensitivitet overfor antigener fra
M tuberculosis (38).
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Lokalisasjonen av M tuberculosis under latens har vaert péfallende lite kjent
(33). Opie & Aronson (39) og Griffith (40) overforte homogenater av lungevev
fra personer som dede uten kliniske tegn pa tuberkulose til marsvin og viste
oppvekst av tuberkelbasiller fra makroskopisk normalt lungevevi 25 — 30 % av
homogenatene, men disse observasjonene ser stort sett ut til & ha blitt helt
glemt. Vi har nylig pavist M tuberculosis-DNA ved in situ-
polymerasekjedereaksjon (PCR) i lungevev hos over 30 % av friske etiopere
som dade plutselig og meksikanere som dede av andre grunner enn
tuberkulose, som bevis for latens i disse befolkningene, der det er hoy prevalens
av tuberkulgs infeksjon (41). Funnene viser at M tuberculosis har trengt inn i
og persistert intracellulert i makrofager og i andre ikke-profesjonelle fagocytter
ilungevev uten at det er andre histologiske tegn til tuberkulgs sykdom.
Observasjonene tyder videre pa at bade makrofager, pneumocytter av type 11,
endotelceller og fibroblaster kan vaere tilholdssted for M tuberculosis. Opphold
i forskjellige celletyper taler for at latensen er en langt mer dynamisk prosess
enn tidligere antatt.

Immunologiens videre bidrag til dette feltet gjelder szerlig bedring av
diagnostikk og utvikling av nye vaksiner mot tuberkulose.

Diagnostikk

Diagnose av infeksjon med M tuberculosis er ofte basert pa tuberkulintesting
med omslag fra negativ til positiv reaksjon, men tolkingen av reaksjonene er
vanskeligere etter BCG-vaksinasjon, som fremkaller en svakere positiv
reaksjon. I Norge far vi fortsatt viktig informasjon med signifikante forskjeller
mellom effekt av BCG-vaksinasjon og infeksjon. I Afrika er forskjellene i
reaksjonsstyrke mindre pa befolkningsniva, med nedsatt diagnostisk
informasjon (42). @kt forekomst av andre mykobakterier i miljoet er sannsynlig
arsak til dette.

Videre utvikling her vil omfatte fremstilling av "nye tuberkuliner” basert pa
bruk av en definert blanding av rensede, utvalgte proteiner fra M tuberculosis.
Valget blir gjort ut fra identifikasjon av individuelle T-celleimmunogene
proteiner som finnes i "M tuberculosis-komplekset” og mangler i andre
mykobakterier (43). Proteiner som ESAT-6-antigenet (44 — 46) og MPT64 (47)
er primare kandidater for dette formalet.

Prediksjon av forlgp etter infeksjon ville ogsa vaere viktig. Studier av
familiekontakter til pasienter med smitteferende lungetuberkulose ved
Armauer Hansen-instituttet i Etiopia er av spesiell interesse her. Produksjon og
frigjoring av interferon-gamma (INF- y ) fra mononukleare celler fra perifert
blod (PBMC) etter stimulering med renset ESAT-6-antigen fra M tuberculosis
var signifikant hgyere hos kontakter som utviklet klinisk tuberkulose under en
observasjonsperiode pa seks méneder enn hos dem som fortsatt var friske
(Mark Doherty, Abebech Demissie, personlig meddelelse). Dette indikerer en
prediktiv verdi av slike undersgkelser.
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A kunne skille mellom infeksjon og sykdom og effekter av vaksinasjon er
sentralt. For & pavise sykdom er standarden kliniske funn, pavisning av
syrefaste staver i spytt ved direkte mikroskopi eller kultur og
rontgenundersokelse. Det er vanskeligere ved immunologisk teknikk, men her
kan vi regne med en videre teknisk utvikling.

Sykdom er kjennetegnet ved gkt antall basiller i vevene, det vil si gkt mengde
mykobakterieantigener. En ventet konsekvens er stimulering av
immunsystemet, med produksjon av tilsvarende antistoffer.

Pavisning av antistoffer er av sentral betydning for diagnostikk av en rekke
infeksjonssykdommer, men ved tuberkulose har forsegk pa dette ofte gitt darlige
resultater, med for lav spesifisitet pga. omfattende kryssreaksjoner (48).
Fremstilling av M tuberculosis-antigener ved rekombinant DNA-teknologi gir
na helt nye muligheter, og karakterisering av spesifisiteten av de antistoffene
som forekommer oftest ved tuberkulose er igjen et aktivt forskningsfelt (49,
50). Etterfolgende utvikling av strimmelprever (dip stick assays) for hurtig og
enkel pavisning av slike antistoffer under feltbetingelser vil sannsynligvis
komme.

Ved lepra er dette allerede en realitet. Antistoffer mot fenoglykolipid 1 (PGL-1)
fra Mycobacterium leprae kan pavises i fullblod ved en enkel strimmelpreve, og
slike antistoffer viser hoy spesifisitet for infeksjon med M leprae (51).

En annen mulighet er pavisning av metabolske produkter av M tuberculosis. Vi
har arbeidet med pavisning av lipoarabinomannan (LAM) (52) i urinen ved
hurtige immunologiske teknikker basert pa reaksjon med antistoffer.
Prinsippene for hvordan dette skal gjores er klare, og hos 81 % av etiopere med
sputumpositiv lungetuberkulose er LAM pavist i urinen ved slik teknikk (B.
Bjorvatn, T. Tadesse, G.A. Bjune, S. Svensson, upubliserte data). Problemet er &
oppna tilstrekkelig sensitivitet ved sputumnegativ tuberkulose og & forenkle
teknikken sa den kan brukes under feltforhold. Tester av denne typen skulle
ogsa vere velegnet for rask pavisning av ekstrapulmonal tuberkulose under
kombinert infeksjon med HIV.

Vaksineutvikling

Omfattende bruk av effektiv vaksine er det mest kostnadseffektive prinsipp for
kontroll av smittsomme sykdommer. Vi har mange eksempler, og det mest
dramatiske er kopper. Denne meget alvorlige og hyppige sykdommen ble
eliminert fra verden ved effektive vaksinasjonskampanjer, og det siste tilfellet
ble sett 1 Somalia i 1977.

Utvikling av en effektiv vaksine mot tuberkulose er en stor utfordring for
immunologien, og studeres na aktivt i en rekke laboratorier.

Det er et realistisk mal, men det blir vanskelig pa grunn av dikotomien som er
beskrevet ovenfor. Vi ma med tilstrekkelig sikkerhet stimulere beskyttende
cellemedierte immunreaksjoner samtidig som det er liten risko for vevsskade.

I utgangspunktet er det fire hovedprinsipper man har sgkt  utnytte: attenuert
M tuberculosis, endret BCG, subenhetsvaksiner og DNA-vaksinasjon (25).
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”Attenuert M tuberculosis” er genetisk endrede basiller som inneholder
antigener av sarlig betydning for utvikling av protektivimmunitet, mens man
har fjernet komponenter av betydning for virulens. Teknikker for dette er
etablert, men vi vet enna for lite om hvilke komponenter som er av serlig
betydning for proteksjon og for virulens.

“Endret BCG” innebarer bruk av basiller som produserer gkt mengde av
proteiner som er av sarlig betydning for proteksjon eller cytokiner som
fremmer slike reaksjoner, f.eks. interleukin 12. Det samme prinsippet kan ogsa
brukes med andre mikrober som bzrere.

En ”subenhetsvaksine” vil inneholde en blanding av utvalgte
proteinkomponenter fra M tuberculosis med et egnet adjuvans som stimulerer
protektivimmunitet. Dette prinsippet virker meget godt i eksperimentelle
modeller hos mus (53).

Muligheten for "DNA-vaksinasjon” er sarlig interessant i dagens
vaksineutvikling. Det kom som en stor overraskelse at intramuskulaer injeksjon
av nakent DNA i form av rensede plasmider med nye gener som koder for
protektive antigener, gav beskyttelse i forskjellige eksperimentelle modeller for
infeksjon. Det er for eksempel vist at DNA-vaksinasjon med forskjellige gener
fra M tuberculosis gir like god eller bedre beskyttelse mot utvikling av
tuberkulose hos mus enn BCG-vaksinasjon (54). Som modellsystem valgte de
antigener i 85-komplekset, som blir aktivt utskilt fra M tuberculosis bade ved
dyrking in vitro (55) og in vivo (56).

Hvilket prinsipp man ma satse pa, er fortsatt apent, men de to forste
mulighetene er blitt mindre aktuelle pga. gkt forekomst av kombinert infeksjon
med HIV og M tuberculosis. Dette gjor at man vil unnga bruk av levende
vaksine.

Mulighetene for & bruke en subenhetsvaksine avhenger helt av at man kan
velge riktige komponenter. Dessuten forutsetter det utvikling av adjuvans som
stimulerer protektive reaksjoner med liten risiko for vevsskade og tilstrekkelig
langvarig effekt.

DNA-vaksinasjon beskytter godt mot mange eksperimentelle infeksjoner hos
mus, mens responsen er mye svakere hos sterre dyr og primater. Her trengs det
ny teknologi. Elektrisk stimulering av tverrstripet muskulatur i tilslutning til
injeksjonen av DNA er en interessant mulighet. Det gir bedre elektroporering
med gkt opptak av DNA (57, 58) og klart gkt respons etter immunisering med
mykobakterieantigener (S. Tollefsen, J. Schneider, M. Harboe, I. Mathiesen,
upubliserte observasjoner). Mye arbeid gjenstar ogsa for & klarlegge risikoen
for komplikasjoner ved DNA vaksinasjon.

Etter erkjennelsen av at latens er sa viktig etter infeksjon med M tuberculosis,
blir det ogsa et helt sentralt mal & utnytte og utvikle egnede eksperimentelle
modeller for latens (59, 60) videre. Vi ma kunne vise at vaksinasjonen enten
forhindrer etablering av latens eller reaktivering etter etablering av latens.
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Konklusjon

Etter et livs arbeid med tuberkulose holdt Alexander Tuxen (1897 — 1980) et
foredrag: Tuberkulose og tuberkulosebehandling i min tid (12). Tuberkulosen
hadde gatt dramatisk tilbake i Norge, som i andre industriland, og de fleste
mente at problement naermest var lgst, men han sa:

”Jeg vil si det sa sterkt som jeg kan: Tuberkelbasillen er ikke ded. Den er
mangesteds paa fremmarsj. () En vakker dag kommer folkemassene,
folkehavene i bevegelse, og de har tuberkulosen med seg. En vakker dag, pa en
eller annen mate kommer tuberkelbasillen igjen hvis vi ikke passer pa den.

« Natura furcham pellas ex.

« Hun kommer dog igjen den hex.”

I dag vet vi at han hadde rett.

WHO har né intensivert arbeidet pa dette feltet under mottoet "STOP TB”. For
at man skal lykkes, mé det satses pa flere fronter: Bruk av DOTS er viktig, men
det er et stort behov for a utvikle nye medikamenter. Dessuten mangler vi mye
pa virkelig a forsta utviklingen av alvorlig sykdom etter infeksjon med

M tuberculosis, og vi trenger ny kunnskap i basal immunologi for & kunne
hindre dette ved effektiv vaksinasjon.

Takk til Sissel for all statte til arbeidet med lepra og tuberkulose i over 30 ér.
Den har vert en forutsetning for det hele. I Norge stod professor Kristen
Arnesen, stadsfysikus Fredrik Mellbye (1917 — 99) og professor Erik Waaler
(1903 — 97) for tankene som forte til at Redd Barna og Ridda Barnen sammen
opprettet Armauer Hansen Research Institute (AHRI) i Addis Abeba, Etiopia.
Instituttet har veert i drift siden 1970. NORAD og Sida/SAREC har stétt for
kjernefinansieringen hele tiden, men utsiktene for videre kjernefinansiering er
usikre ni. Instituttet gir gode muligheter for interessant arbeid og har vart
utgangspunktet for disse studiene. Tallrike medarbeidere har bidratt til det
eksperimentelle arbeidet og utviklingen av basale konsepter i artikkelen.
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