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SAZETAK

U prospektivhom istraZivanju obuhvaceno je 110 bolesnika leCenih od aktivne plucne tuberkuloze i 60
zdravih osoba, dobrovoljnih davalaca krvi. Tehnikom indirektne imunofluorescencije, uz koriscenje
kriostatskih iseCaka pacovske jetre i kulture Celija HEp-2 ispitivano je prisustvo antinukleusnih antitela
(ANA) u serumima ispitanika tokom leCenja bolesti i posle 5 godina od zavrsenog lecenja. Utvrdeno je da
se u serumima dela bolesnika leCenih od aktivne plucne tuberkuloze mogu detektovati ANA u niskom titru,
uz prisustvo tackastog i homogenog tipa jedarne fluorescence, s tim da je dominirao tackasti tip. Nije
utvrdena statisticki znacajna razlika u prisustvu ANA medu polovima. Prisustvo ANA u serumima ispitani-
ka nije bilo praceno klinickim znacima autoimunskih bolesti. Ne moZe se iskljuciti mogucnost da je pris-
ustvo ANA, bar delimicno (pored mogucih mehanizama molekulske mimikrije i poliklonske aktivacije lim-
focita), posledica primene izonijazida.

Kljucne reéi: autoimunost, tuberkuloza, antinukleusna antitela, izonijazid
SUMMARY:

This prospective study included 110 patients treated for active pulmonary tuberculosis and the control
group of 60 healthy subjects, volontary blood donors. The prescence of antinuclear antibodies (ANA) in
the patients? serum was examined in the course of the treatment and five years later, applying the method
of indirect immunofluorescence and using cryostat sections of the rat liver and Hep-2 cell cultures.

A number of examined patients were presented with the serum ANA of a low titar and the nuclear fluores-
cence of the dotted and homogenous pattern, the former one predominating. No statistically significant
difference in the presence of ANA was registered between the sexes. The patients presented with the serum
ANA did not develop the clinical symptoms of an autoimmune disease. The presence of ANA in the patients?
serum might, at least partially, be due to the applied isoniazide treatment (besides possibly included mech-
anisms of molecular mimicry and polyclonal lymphocyte activation).
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| UVOD |

Hroni¢ne bakterijske infekcije mogu da dovedu
do poremecaja imunoloske tolerancije na vise
nacina: promenom sopstvenih antigena (antigen-
skih determinanti) domacina i formiranjem novih
(kako zbog destrukcije sopstvenih tkiva, tako i zbog
uticaja lekova koji se koriste u terapiji), molekul-
skom mimikrijom izmedu domacinovih i mikrobnih
antigena, poliklonalnom aktivacijom limfocita, po-
javom autoreaktivnih klonova na odeljene antigene,
poremecajima u sekreciji citokina ili disbalansom u
antiidiotipskoj mrezi (1-5). Najcesce je za nastanak
autoimunosti odgovorno istovremeno dejstvo vise
mehanizama. Svi ovi fenomeni mogu postojati kod
tuberkuloznih bolesnika, ali su relativno neispitani
parametri. Zbog toga smo se zainteresovali za ispi-
tivanje prisustva ANA u serumima nasih bolesnika
lecenih od aktivne pluéne tuberkuloze.

Cilj naSeg istrazivanja je bio da utvrdimo da li
se u serumima obolelih i lecenih od aktivne, novo-
otkrivene, pluéne tuberkuloze mogu detektovati
antinukleusna antitela (ANA), kakva je ucestalost
njihove pojave, njihov titar i tip jedarne fluorescen-
cije. Interesovalo nas je da li postoji medusobna
povezanost pojave ANA u serumima obolelih sa
primenjenom terapijom i polom ispitanika.

‘ BOLESNICI, MATERIJAL I METODE ‘

U prospektivnoj klini¢koj studiji ispitano je
110 bolesnika lec¢enih od aktivne pluéne tuberku-
loze (18). Bolesnici su podeljeni u dve grupe (grupa
AiB).

U grupi A je odabrano 70 bolesnika koji su prvi
put hospitalizovani u Institutu za pluéne bolesti u
Sremskoj Kamenici, zbog aktivne, novootkivene,
BK pozitivne pluéne tuberkuloze.

U grupi B je odabrano 40 ispitanika koji su pre
5 godina prvi put leceni od aktivne, BK pozitivne
pluéne tuberkuloze u Institutu za pluéne bolesti u
Sremskoj Kamenici. Posle postizanja negativizacije
sputuma, dalje leCenje se sprovodilo u regionalnim
dispanzerima za pluéne bolesti, gde su obavljane
redovne kontrole obolelih do zavrSetka leCenja i
povremene kontrole nakon tog perioda. Posle preki-
da uzimanja antituberkuloznih lekova (ATL), ispi-
tanici ove grupe nisu imali recidive bolesti, a pri
naSem pregledu su bili dobrog opSteg stanja, bez
klini¢kih, radioloSkih i bakterioloSkih znakova
aktivnog oboljenja. Ova grupa je formirana sa cil-
jem da se ispita prisustvo antinukleusnih antitela u
serumima bolesnika, posle viSegodi$njeg prekida
primene ATL.

Zasejavanjem sputuma na Ldwenstain-Jense-
nove podloge, pri prijemu na bolni¢ko lecenje, kod
svih ispitanika je izolovan Mycobacterium tubercu-
losis kao uzro¢nik bolesti.

Svi ispitanici su leceni kombinovanom trojnom
antituberkulotskom terapijom (H -izonijazid 5
mg/kg/dan, R-rifampicin 10 mg/kg/dan i Z-pirazi-
namid 15-30 mg/kg/dan), po Sestomesecnom terapi-
jskom rezimu (2 HRZ + 4 HR). Tokom lecenja
bolesti osim ATL, bolesnici nisu uzimali druge
lekove. Kod svih je lecenje bolesti bilo uspesno
(poboljsanje opsteg stanja obolelog, postizanje neg-
ativizacije sputuma, tj. odsustva M. tuberculosis iz
sputuma, regresija promena uocenih na radiolo$-
kom snimku grudnog ko$a) i zavrSeno nakon 6
meseci. Na primenjenu terapiju nije doslo do pojave
neZeljenih efekata (poremeéaji funkcije jetre, krvne
slike, alergija).

Od svakog ispitanika u grupi A, uzimano je tri
puta (kod ispitanika grupe B i kontrolne grupe, samo
jedan put) po 5 ml krvi, za imunolo8ke analize i to:
u nultom momentu-tj. pre zapo€injanja lecenja
dokazane aktivne pluc¢ne tuberkuloze, posle meseca
dana od zapoc¢injanja terapije, kao i na kraju sprove-
denog lecenja (posle 6 meseci). Primenom tehnike
indirektne imunofluorescencije (TIIF), ispitivano je
prisustvo ANA u serumima bolesnika (6,7,8). Kao
antigena podloga za dokazivanje ANA su 4u debeli
kriostatski ise¢ci pacovske jetre. Ispitivani serumi su
najpre testirani u pocetnom razblaZenju 1:32.
Serumi bolesnika koji su bili ANA pozitivni u titru
1:32, ispitivani su dalje do razblaZenja 1:128. Za
ispitivanje prisustva ANA u serumima bolesnika
pored tkivnog koriScen je i Celijski supstrat, tj. kul-
ture HEp-2 éelija (humane epitelne Celije karcinoma
larinksa) na komercijalnom kitu Quantafluor, firme
Kallested iz Pariza. Koriséenjem HEp-2 ¢elija mogu
se detektovati i antitela protiv onih antigena kojih
ina¢e nema na tkivnim supstratima, a koji se mogu
zapaziti samo u toku deobe Celije. U bolesnika koji
su imali pozitivan titar ANA vrSeno je odredivanje i
tipa jedarne fluorescencije (slika 1.).

Kontrolnu grupu je sa¢injavalo 60 zdravih oso-
ba (30 muskaraca i 30 Zena), dobrovoljnih davalaca
krvi u Zavodu za transfuziju krvi u Novom Sadu.

Ispitanici su podeljeni na podgrupe sacinjene
od muskaraca ili Zena da bi se ispitalo da li postoji
uticaj pola na rezultate ispitivanih parametara.

Svi ispitanici grupe A i B, kao i ispitanici kon-
trolne grupe su negirali postojanje neke od autoimu-
nih ili atopijskih bolesti (kako kod njih, tako i kod
¢lanova svoje familije), nisu koristili imunosupre-
sivne i dr. lekove, niti primali vakcine i serume u
poslednjih godinu dana.
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Slika 1. Tipovi jedarne fluorescencije

STATISTICKE METODE

Za obradu podataka Kkoristili smo t-test.
Koristili smo se komercijalnim softverskim pake-
tom EXCEL 5.0 u okviru programa WINDOWS
95. Dobijeni rezultati prikazani su tabelarno.

REZULTATI

U prospektivnom ispitivanju obuhvaéeno je
110 bolesnika lecenih od aktivne pluéne tuberku-
loze koji su podeljeni u dve grupe: A i B. Kontrolnu
grupu je sacinjavalo 60 zdravih osoba.

Na Tabeli 1. je prikazana zastupljenost ispitani-
ka po polu i njihova prosecna starost po ispitivanim
grupama.

Tabela 1. Opste karakteristike bolesnika i njihova
prosecna starost po ispitivanim grupama

Grupa Muski Prosecna | Zenski | Proseéna | Ukupno
starost starost | ispitanika
(god) (god)
A 49 46,3 21 34,6 70
Ji] 28 44.1 12 36,8 40
Kontrolna 30 447 30 35,1 60

Na Tabeli 2. su prikazani rezultati nalaza anti-
nukleusnih antitela u serumima ispitanika.

Tabela 2. Ucestalost pojavljivanja ANA u

serumima ispitanika

Primenom tehnike indirektne imunofluores-
cencije (TIIF) na tkivnom supstratu, utvrdeno je da
tokom lecenja antituberkuloticima dolazi do poras-
ta broja bolesnika sa prisutnim ANA u serumu. Nije
utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu proce-
nata pozitivnosti ovih autoantitela odredivanih
tokom lecenja bolesti.

U serumima ispitanika grupe B, kao i u serumi-
ma zdravih osoba kontrolne grupe nije utvrdeno
prisustvo ANA.

NaSim ispitivanjem nije utvrdena statisticki
znacajna razlika u prisustvu ANA medu polovima.

Svi serumi su primenom tehnike indirektne
imunofluorescencije (TIIF) za odredivanje ANA,
testirani na tkivnim krioise¢cima, u razblaZenjima
do 1:128. Od ukupno 15 pozitivnih seruma 2 su bila
pozitivna do titra od 1:128, a 10 ih je bilo pozitivno
do titra 1:64. Tokom leCenja titar antitela se nije
menjao, sem kod dva bolesnika na kraju lecenja.
Kulturom éelija HEp-2 potvrdeno je prisustvo ANA
u serumima bolesnika kod kojih smo i prethodno na
tkivnim krioisecima uocili njihovo prisustvo.
Koriste¢i kulture éelija HEp-2 prisustvo ANA je
odredivano samo u razblaZenjima seruma od 1:32,
odnosno nisu radena testiranja seruma u veéim
razblaZenjima (iz finansijskih razloga).

Odredivanjem tipova jedarne fluorescencije
utvrdeno je da je kod 9 bolesnika postojao tackasti
tip, a kod 6 bolesnika homogeni tip. Ovakav nalaz
jedarne fluorescencije je potvrden i koriSéenjem
kulture éelija HEp2.

| DISKUSUA

Infektivni agensi su neki od najvaznijih faktora
sredine koji mogu biti povezani sa autoimuno$c¢u.
Mikroorganizmi kao $to su virusi, bakterije i paraz-
iti mogu biti pokretaci poremecaja tolerancije i raz-
voja autoimunske bolesti (1,9). Nizak nivo autoan-
titela nastaje i kod zdravih osoba tokom imunskog
odgovora na strane antigene (10,11). Detekcijom
takvih "prirodnih" antitela potvrduje se ideja da i
normalno postoji potencijal za autoreaktivnost.
Hroni¢ne infekcije mogu biti povezane sa pojavom
razlicitih autoantitela (2). Kod veéine osoba, tokom
infekcije, prisustvo autoan-
titela je asimptomatsko. Po
izle€enju infektivne bolesti,

Ispitanici grupe A Grupa B autoantitela se brzo gube. U
Pri prijemu posle 1 mesec | posle 6 meseci | posle 5 godina nekim slucajevima su
Auto-Af Broj o, broj % Broj % broj % zabeleZene autoimunske
ANA 3 13 3 73 = 23 0 0 reakcije od klinickog zna-
Br. ispitanika | 70 68 49 40 ¢aja (10,12).
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Glavni problem kod obolelih od pluéne tuber-
kuloze je u nemoguénosti imunskog odgovora da
ispolji baktericidnu funkciju (13). Stoga je steril-
izacija lezija zavisna od hemioterapije koja se mora
sprovoditi najmanje 6 meseci. Oboleli od pluéne
tuberkuloze se le¢e kombinovanom hemioterapi-
jom, koja u veéini slu€ajeva podrazumeva obavez-
nu primenu izonijazida kao moénog baktericidnog
sredstva (13,14). Poznato je da izonijazid moZe da
indukuje stvaranje ANA kod dela bolesnika koji su
ga uzimali tokom lecenja bolesti (15-20). Svi
bolesnici obuhvaéeni nasim istraZivanjem su tokom
le€enja pluéne tuberkuloze, u sklopu kombinovane
terapije leCeni izonijazidom tako da se ne moZe
iskljuciti moguénost da je prisustvo ANA, bar deli-
mi¢no (pored moguéih mehanizama molekulske
mimikrije i poliklonske aktivacije limfocita), posle-
dica medikacije.

Pojava ANA u serumu bolesnika izazvanih
izonijazidom su dokazana, mada u razli¢itim izves-
tajima sa razli¢itom ucestalos¢u: 4% (21), 10% (22),
11 % (15), 15% (23) 17% (24), 19% (19), 47% (2) i
59% (25). Moguée je da su ove razlike uslovljene
razlikama u kriterijumima kori§éenim za determin-
isanje pozitivnosti (15). IstraZivanja su pokazala da je
incidenca antitela vi§a medu sporim akceleratorima
izonijazida, nego medu brzim akceleratorima (8,24).

IstraZivanjima Cannat-a i Seligmann-a (19) je
zaklju€eno da se ANA pojavljuju kod nekih boles-
nika nakon 5 meseci od zapolinjanja lecenja i
i8¢ezavaju 6 meseci po prekidu uzimanja lekova.
Ovi rezultati se ne slaZu sa naSim rezultatitma, jer
smo ranije utvrdili pojavu ANA u serumima boles-
nika. Mirceti¢ (8) smatra da ANA izazvana lekovi-
ma nestaju iz seruma vrlo brzo nakon prekida uzi-
manja leka koji je indukovao njihovu pojavu u seru-
mu. S obzirom da u grupi bolesnika koji su pre 5
godina leceni od pluéne tuberkuloze (grupa B)
nismo utvrdili postojanje ANA u serumima ispitani-
ka, moZemo pretpostaviti da su ANA (ukoliko su i
postojala kod njih) i8¢ezla, §to moZe biti u saglas-
nosti sa nalazima spomenutih autora.

NaSim ispitivanjem nije utvrdena statisticki
znacajna razlika u prisustvu ANA medu polovima.
Ovo je u saglasnosti sa rezultatima pojedinih autora
(15), a u suprotnosti sa rezultatima drugih (25) koji
nalaze vecu prevalencu ANA u Zena.

Svi serumi bolesnika su ispitivani na prisustvo
ANA u razblaZenjima do 1:128. Od ukupno 15 poz-
itivnih seruma, 2 su bila pozitivna do titra od 1:128,
a 10 ih je bilo pozitivno do titra 1:64. Znaci, nije
dolazilo do porasta titra antitela tokom lecenja
bolesti, sem kod dva bolesnika na kraju lecenja.
Nasi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima

Vasquez-del Mercado (15) koja detektuje ANA u
titrovima 1:50 i 1:100 i istraZivanjima Cannat i
Seligmann (19) koji detektuju ANA u serumima
bolesnika u titrovima 1:10, 1:50 1 1:100. I u ovim
istrazivanjima su kod nekih bolesnika titrovi ostali
isti, dok je kod drugih doSlo do porasta titra.
Dlugovitzky i saradnici (21) u svojim istraZivanjima
detektuju ANA u znatno veéim titrovima (1:20 do
1:320), §to je u suprotnosti sa naSim rezultatima.

U naSem radu je utvrdeno prisustvo tackastog i
homogenog tipa jedarne fluorescence, s tim da je
dominirao tackasti tip (u odnosu 9:6). Ovakav nalaz
jedarne fluorescence je potvrden i koris¢enjem kul-
ture Celija Hep-2, Sto je u saglasnosti sa nalazom
Rothfield i ostalih (18), a u suprotnosti sa nalazima
Dlugovitzky i saradnika (21) i Vasquez-del Merca-
do (15) kod kojih je dominirao homogeni tip
jedarne fluorescence, nad tackastim tipom.

[ ZAKLIJUCAK

U serumima dela bolesnika le¢enih od aktivne
pluéne tuberkuloze mogu se detektovati ANA u
niskom titru. Titar ANA nije rastao tokom lecenja
bolesti, sem kod dva bolesnika kod kojih je doslo
do porasta titra na kraju lecenja bolesti. Utvrdeno je
da tokom lecenja aktivne pluéne tuberkuloze dolazi
do porasta broja bolesnika sa prisutnim ANA u
serumu, ali nije utvrdena statisticki znacajna razlika
izmedu procenata pozitivnosti ovih autoantitela
tokom leCenja bolesti. Ispitivanjem ANA u serumi-
ma ispitanika utvrdeno je prisustvo tackastog i
homogenog tipa jedarne fluorescence, s tim da je
dominirao tackasti tip. Nije utvrdena statisticki
znacCajna razlika u prisustvu ANA medu polovima.
Nijedan od naSih ispitanika sa prisutnim ANA u
serumu nije ispoljio klini¢ke simptome i znake
karakteristicne za neku od sistemskih bolesti
vezivnog tkiva, niti za bolest sli¢nu lupusu (lupus
like disease). Ne moZe se iskljuciti mogucnost da je
prisustvo ANA, bar delimino (pored mogucih
mehanizama molekulske mimikrije i poliklonske
aktivacije limfocita), posledica primene izonijazida.
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