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OZET

Bu calismanin amaci, otoantikor testleri konusunda elde edilen tecriibeleri, bu alanda calisan arastirmacilara aktarmaktir. Bu
amag i¢in, yaklagik iki yillik otoantikor test sonuclari retrospektif olarak degerlendirilmistir. Laboratuvarimizda bu siire zarfinda,
2869 serumda ANA testi calisilmigti. Serumlarin 810 tanesinde ANA pozitif (%28,2) bulunmustur. ANA pozitif 208 serumda anti-
ENA testi ¢aligiimistir, bunlardan 126 (%60,5) tanesinde antijen tipi belirlenebilmigtir. ANA negatif bulunan 313 olgunun ise yan-
lizca 4 (%1,3) tanesinde anti-ENA pozitif bulunmustur. Otoantikor test sonug¢larina zaman zaman giivensizlik olmakla birlikte, kli-
nik ve laboratuvar arasindaki iletigsim ve testi degerlendiren hekimin deneyiminin bu giivensizlige ¢coziim getirebilecegi diisiiniil-
mektedir.

Anahtar Kelimeler: Antiniikleer antikor
SUMMARY
Investigation of Antinuclear Antibodies ( ANA) and Techniques for Detection

To report our experiences to the investigators in the field of testing autoantibodies is the aim of this study. Therefore, laboratory
data collected durig two years has been evaluated retrospectively. In this period of time, 2869 sera have been tested for ANA exis-
tence. Of these 810 (28.2%) sera were found to be ANA positive. Anti-ENA test was performed to 208 ANA positive sera, of those
126 (60.5%) were found to be positive. Anti-ENA test was also performed to 313 ANA negative sera, of those only 4 (1.3%) were
found to be positive. Although, sometimes the results of ANA test were evaluated as distrustful, it is thought that the experiences
of the physician interpreting the results could solve the inconvenicence situation.
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GIRIS testlerinin yapilabilmesi i¢in gerekli tiim malzeme-
Yaklagsik 50 yildir, otoimmun hastaliklarmn teshisin- leri igermektedir ve uygulanmasi bu nedenle kolay-
de ve tedavisinin takibinde otoantikor testleri kulla- lagtinlmustir. Ancak, ticari Kitlerin sagladig1 kolay-
nilmaktadir (4). Ik yillarda otoantikor testlerinde liklarin yaminda, dogru sonucun verilebilmesi igin
kullanilan malzemelerin bir ¢ogu elde hazirlanir- kullanilan teknoloji hakkinda tecriibe sahibi olmak
ken, son yillarda ticari firmalarin bu alandaki girigi- gerekmektedir (1).

miyle kitler geligtirilmistir (6;12). Gtinimiizde tica- Ticari otoantikor test Kitleri, indirekt immunoflore-

ri kitler, elde hazirlanandan daha ekonomik, daha san (IIF), immunodiffiizyon, immunoblotting, enz-

kolay kullanima sahip ve daha standardize test im- yme-linked immunoassay (ELISA) ve son zaman-

kanlart sunmaktadir (4). Kitler genellikle otoantikor larda gelistirilen lazer antijen dlciim gibi teknoloji-
leri sunmaktadir (2;10). ELISA, otoantikor testleri

arasinda en fazla tercih edilenlerden bir tanesidir,
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¢linkii duyarli, ekonomik ve az ekipman gerektiren
bir test sekli sunmaktadir (1). Ancak ELISA testle-
rinin standardizasyonu i¢in giiniimiize kadar ¢ok az
calisma yapilmistir, bu nedenle kalite kontrolii gibi
islemlerin tamamu iiretici firmaya birakilmisgtir.
Farkl1 firmalara ait ELISA kitleri kullanilarak elde
edilen sonugclarin, IIF kitleri kullanilarak elde edilen
sonuclardan farkli ¢ciktigini gosteren calismalar bu-
lunmaktadir (4). IIF teknolojisi, ELISA’dan daha
cok tecriibe gerektirmektedir. IIF’da testin duyarli-
1181, degerlendiren kisinin tecriibesiyle dogru oran-
tili olarak artmaktadir. ELISA’dan farkli olarak IIF
standardizasyonu i¢in bir cok degerli ¢alisma yapil-
mustir. Immunoblotting ve laser teknolojisi, antije-
nin belirlenmesine yonelik kullanilmaktadir (9). Bir
cok arastirmaci tarafindan onerilen yontem, IIF tek-
nolojisi kullanilarak otoantikor varliginin belirlen-
mesi ve antijen tipinin ortaya c¢ikartilmasi igin im-
munblotting yonteminin kullanilmasi seklinde ol-
mustur (1). Laser teknolojisi, gelistirilme asamasin-
da oldugu i¢in heniiz yaygin olarak tercih edilme-
mektedir.

Bu konuda giicliik yasanan diger bir 6zellik de sag-
likl1 bireylerde otoantikor test sonuclar1 pozitif ¢i1-
kabilmesidir (1). Otoantikor pozitiflik orani, bolge-
ler, iilkeler, 1rklar, cinsiyetler arasinda faklilik gos-
terebilmektedir (12). Bu nedenle, demografik kri-
terlerin goz Oniine alindig1 otoantikor prevelansinin
belirlenmesine yonelik ¢alismalar 6nem tagimakta-
dir. Ancak iilkemizde bu yonde yapilmis genis kap-
saml1 bir ¢aligma, yapti§imiz literatiir taramasinda
bulunamamustir. Saglikli kisilerin %30’unda (1/40
diliisyon) ANA testinin hi¢bir otoimmiin hastaliga
bagli olmadan pozitif olabilecegi yurtdis1 dergilerde
yaymlanmustir (2), bu oranin %40 civarina ¢iktigini
gosteren yayinlar da bulunmaktadir (11).

Bir kisinin kaninda belirli diizeylerde otoantikor bu-
lunmast, o kiside otoimmiin bir hastaligin olabilece-
gini diistindiirmektedir veya otoimmiin bir hastalig1
olan kiside hastaligin siddeti ve hastaliga kars1 geli-
sen immiin yanitin siddeti hakkinda bilgi vermekte-
dir (5). Bu nedenle, otoanikor testleri 6nem kazan-
mugtir. Her laboratuvarin, otoanikor belirlemede
kullandig: teknikleri, bu tekniklerin avantajlarini ve

dezavantajlarini, sinirlamalarint iyi arastirmasi ve
klinikle birlikte en uygun yontemi kendi bolgesi
icin secmesi gerekmektedir (12). Gelistirilen ve uy-
gulana yontemlerin detaylarinin yayinlanmasi, elde
edilen tecriibenin pekistirilmesi a¢isindan 6nem ta-
simaktadir (4). Bu calismanin amaci, otoantikor
testleri konusunda elde edilen tecriibelerin, bu alan-
da calisan arastirmacilara aktarmaktir. Bu amag
icin, yaklasik iki y1llik otoantikor test sonuglari ret-
rospektif olarak degerlendirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Merkez laboratuvari, Ekim 2002-Haziran
2004 kayitlar1 otoantikor test sonuglart agisindan
degerlendirilmistir. Kayitlardan, ANA test sonucu,
pozitif sonuclarin diliisyonu, anti-ENA sonucu, tes-
tin istenildigi boliim ve testin ¢alisilmasinda kulla-
nilan ticari kit bilgileri alinmugtir.

IIF Testi

Kayitlarin degerlendirildigi periyotta, Euroimmune
(Almanya), Binding Site (Ingiltere), Zeus (ABD)
firmalarimna ait IIF kitleri kullanilmigtir. Ekim 2002
— Haziran 2003 tarihleri arasinda Euroimmune, Ha-
ziran 2003 — Subat 2004 tarihleri arasinda Binding
Site, Subat — Haziran 2004 tarihleri arasinda Zeus
firmasina ait kit kullanilarak ANA caligilmistir.
Tiim ticari kitlerde hasta serumlart 1/100 oraninda
diliie edilerek calisilmistir. 1/100 diliisyonda ANA
pozitif ¢cikan serumlar igin 1/500 ve 1/1000 diliis-
yonda test tekrarlanmistir. Tiim ticari kitlerin ¢alig-
ma sekilleri birbirine benzer 6zellik tasimaktadir ve
kisaca Kkitler su sekilde calisilmistir: Serum 6rnekle-
ri fosfat tamponlu izotonik soliisyon (PBS) ile
1/100 oraninda diliie edilmistir. Slayt iizerindeki her
bir kuyucuga 70 ml diliie edilmis serum damlatil-
mugtir. Otuz dakika oda 1sisinda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda slaytlar 5 dakika araliklarla iki
defa PBS ile yikanmustir. Floresan isaretli anti-hu-
man immiinoglobulin (konjugat) ile kuyucuklar tek-
rar doldurulmus ve 30 dakika oda 1sisinda inkiibe
edilmistir. PBS ile tekrar yikanmistir. Kuyucuklara
mounting medium doldurularak lamel ile kapatil-
mugtir. Hazirlanan slaytlar 400x biiyiitmede floresan
mikroskobunda incelenmistir. Ekim 2002 — Kasim
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2003 tarihleri arasinda calisilan testler Leica DML
marka, Kasim 2003 — Haziran 2004 tarihleri arasin-
da calisilan testler ise Olympus marka fléresan mik-
roskop kullanilarak degerlendirilmigtir.

Anti-ENA testi

Anti-ENA testi Euroimmune firmasina ait Euroli-
ne® kiti kullanilarak yapilmistir, bagka yontem veya
ticari kit caligmada kullamlmamigtir. Bu kit Im-
munblotting prensibine gore iiretilmektedir. Testte
kullanilan her bir strip, nRNP/Sm (U1-nRNP), Sm,
SS-A, Recombinant Ro-52 (Ro-52, 52kDa), SS-B,
DNA-Topoisomerase I (Scl-70), PM-Scl, Histidyl-
tRNA Synthetase (Jo-1), Centromer protein B
(CENP B), Double-stranded DNA (dsDNA), Nuc-
leosomes, Histones, Pyrutate-dehydrogenase comp-
lex (AMA-2) antijenlerini icermektedir. Test lize-
rindeki antijenler, insanda IgG smifinda bulunan
otoantikorlarinin kalitatif degerlendirmesini yapabi-
lecek nitelikte bulunmustur. ilk reaksiyon basama-
ginda 1/100 oraninda diliie edilmis hasta serumlar1
immiinblot striplerle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
icin firma tarafindan saglanan kuvetler kullanilmig-
tir. Test iizerindeki herhangi bir antijene karg1 var-
sa antikor (pozitiflik), spesifik Ig G antikorlart (Ig A
ve Ig M dahil) karsilig1 olan antijenik bolgeye bag-
lanmaktadir. Bagh antikoru saptamak i¢in renk re-
aksiyonu olusturma kapasitesi olan insan IgG (en-
zim konjugat) isaretli enzim ile ikinci bir inkiibas-
yon yiiriitiilmektedir. Sonuglar ciplak gozle deger-
lendirilmistir.

BULGULAR
Ekim 2002-Haziran 2004 tarihleri arasinda 2869 se-

rumda ANA testi IIF yontemi kullanilarak calisil-
mugtir. Testlerin 1879 (%65,4) tanesi Euroimmune,

Tablo 1. ANA pozitif sonuclarinin diliisyon ve boliimlere gore dagilimi.
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Sekil 1. ANA test sonuglarinin kullanilan ticari kitlere gore oranlari.

820 (%28,6) tanesi Binding Site, 170 (%6) tanesi
ise Zeus ticari firmalarima ait kitler kullanilarak ¢a-
lisilmigtir. Degerlendirme, 2241 (%78,1) testte Lei-
ca DML, 628 (%21,9) testte is Olympus marka fl6-
resan mikroskop kullanilarak yapilmistir. Serumla-
rin, 810 (%?28,2) tanesinde ANA test sonucu pozitif
bulunmustur. Kullanilan ticari kitlere gore pozitiflik
orani Sekil 1’de gosterilmistir.

Tablo 1’de serumlarin gonderildigi boliimler goste-
rilmektedir. En fazla serum dermatoloji ve dahiliye
boliimlerinden gonderilmistir. Serum, baslangigta
1/100 oraninda diliie edilerek ¢aligilmistir. Bu diliis-
yonda pozitif bulunan serum daha sonra 1/500 ve
1/1000 oraninda diliie edilerek tekrar caligilmistir.
1/100 diliisyonda pozitif ¢ikan 540 sonug bir iist di-
liisyonda negatif cikmistir. Diliisyonlarla birlikte
2869 serum i¢in, toplam 3628 otoantikor testi har-
canmistir (Tablo 1). Anti-ENA testi, ANA pozitif
bulunan 208, negatif bulunan 313 toplam 521 se-
rumda calisgilmistir (Tablo 2). Bu calismada 208
ANA pozitif bulunan serumda anti-ENA caligilmig
ve 126 (%60,5) tanesinde pozitif sonu¢ bulunmus-
tur, buna ragmen 313 negatif ANA sonucu i¢in an-
ti-ENA istenilmis ve sadece 4 (%1,3) tanesinde po-

DILUSYON BOLUMLER
1/100 1/500 1/1000 Dermatoloji | Pediatri Dahiliye Diger*
ANA (n: 2599) (n: 759) (n: 270) (n: 1670) (n: 214) | (n: 1570) (n: 174)
f % f % f % 7 % f % f Y% 5t %
Pozitif 540 20.77 | 219 289 | 51 189 360 21.56 | 66 30.8 | 345 21.97 | 39 224
Negatif 2059 79.33 | 540 71.1 | 219 81.1 1310 78.44 (148 69.2 1225 78.03 | 135 77.6

*Genel Cerrahi, Noroloji, infeksiyon Hastaliklari, KBB Boliimleri
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Tablo 2. Anti-ENA pozitif sonug¢larinin diliisyon ve boliimlere gore dagilimi.

DILUSYON BOLUMLER
Anti-ENA**
1/100 1/500 1/1000 Dermatoloji Pediatri Dabhiliye Diger*

anti-nRNP/Sm

(U1-nRNP) 13 2 7 11 2 9 0
anti-SS-A 17 7 9 15 5 11

anti-SS-B 4 1 3 3 1 3 1
anti-Scl-70 0 0 3 1 0 1 1
anti-CENP-B 4 3 0 4 0 4 0
anti-dsDNA 7 3 4 8 1 4 1
anti-nucleozom 6 3 2 4 0 5 2
anti-Histon 13 0 8 8 1 10 2
anti-AMA-M2 3 2 2 3 0 4 0

*Genel Cerrahi, Noroloji, 1nfeksiyon Hastaliklari, KBB Boliimleri

**Anti-ENA, Euroline profilinde 13 antjien bulunmaktadir, Sm, Ro-52, PM-Scl, Jo-1antijenlerine kars1 hi¢bir serumda antikor bulunmamigtir.

zitif sonu¢ bulunmustur.
TARTISMA

Otoimmiin hastaliklar, erken teshis edilmedigi za-
man Oliime ve kalici sekellere neden olabilmektedir
(5). Otoimmiin hastaliklarin teshisinde, otoantikor
testleri genellikle tercih edilmektedir (3). Giivenilir
otoantikor test sonucglar1 hastanin sagligina 6nemli
katkida bulunmaktadir (12). Caligilan testin giiveni-
lir sonuglar verebilmesi icin laboratuvarda kullani-
lan yontem konusunda bilgi ve tecriibe sahibi olun-
masl, testin istendigi kliniklerle iletisim kurulmasz,
hasta ve hastalia ait bilginin edinilmesi gerekmek-
tedir (1).

Pozitif sonucun her zaman bir hastalig1 yansitmadi-
81, yiiksek diliisyonlarda elde edilen pozitif sonucun
otoimmiin hastaliklar acisindan daha anlaml1 olabi-
lecegi bilinmektedir (7). Buna ragmen, sonuglarin
degerlendirilmesi asamasinda klinisyen ANA pozi-
tif sonucu herhangi bir otoimmiin hastalikla iliski-
lendiremedigi durumda testin yanlis calisildigini
diisiinmektedir (12). Ulkemizde, toplumda pozitif
ANA prevelansini gosteren bir ¢aligma arastirmala-
rimiz sonucu bulunamamistir. Baz1 yurtdigt yayimn-
larda bu oranin %30-40 civarinda olabilecegi gos-
terilmistir (2;11). Hastanemiz kliniklerinden labora-
tuvarimiza gelen elestirilerin basinda, pozitif ANA
sonuglarinin yiiksek oranda ¢iktig1 seklinde olmak-
tadir. Bu calismada pozitif ANA orani 1/100 serum

diliisyonu kriter alindiginda, calisilan 2869 testte
%?28,2 olarak bulunmustur. Bu deger, hastanemiz
kliniklerine tedavi amaciyla bagvuran hasta serum-
larindan elde edilmistir ve normal toplumu yansit-
mamaktadir. Normal popiilasyonda, 1/40-1/80 se-
rum diliisyonu kriter alinarak yapilan yurtdis1 kay-
nakli calismalarda, ANA pozitifligi %30-40 oranin-
da bulunmugtur. Otoantikor testlerinde genel olarak
serumlarin baslangic diliisyonu 1/80 olarak oneril-
mektedir. Klinikten gelen elestiriler dikkate alina-
rak, bizim laboratuvarimizda bu oran 1/100 olarak
belirlenmistir.

Otoantikor testlerinin en sik dermatoloji ve dahiliye
boliimlerinden istendigi bildirilmistir (12), bu aras-
tirmada da en sik dermatoloji ve dahiliye boliimle-
rinden otoantikor testleri istenmistir. Klinik uygula-
mada, ANA testi pozitif bulunduktan sonra anti-
ENA testi istenmektedir. Ancak bazen, anti-ENA
ANA ile birlikte istenmistir, bu sekilde testin giive-
nilirliginin arttirilmast amaclanmistir. IIF teknigin-
de ANA varlig1 Hep-2 hiicreleri kullanilarak aragti-
rilmaktadir. Bu teknoloji araciligiyla bilinen ve bi-
linmeyen tiim antijenlere karsi var olan otoantikor-
lar degerlendirilebil-mektedir. Anti-ENA testi ise
sadece bilinen bir antijenin kullanildig1 bir yontem-
dir. Bu nedenle, anti-ENA’nin ANA testinden daha
duyarli olabilecegi diisiiniilmemelidir (8;12). Diger
yandan, anti-ENA testleri pahalidir ve calisilmast
zaman almaktadir.
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Bir laboratuvar sonucunun bagka bir laboratuvarda
tekrarlanmasi, klinisyenlerin nadiren de olsa bagvu-
rabilecegi giiven arttirma yontemleri arasinda bu-
lunmaktadir (1). Farkli firmalara ait ELISA Kkitleri
kullanilarak elde edilen sonuglarin, IIF kitleri kulla-
nilarak elde edilen sonuglardan farkli ¢iktigint gos-
teren ¢alismalar bulunmaktadir (4). Otoantikor test-
leri acisindan, bir sonucun laboratuvarlar arasinda
farkli ¢ikabilecegi unutulmamalidir.

Euroimmune kitlerine ait slaytlarin her bir kuyucu-
gunda 4 doku (Hep-2 hiicresi, primat karacigeri, s1-
can bobrek ve mide dokusu) bulunmaktadir. Bin-
ding Site ve Zeus kitlerine ait slaytlarin her bir ku-
yucugunda Hep-2 dokusu bulunmaktadir ve calis-
mada bu kitler kullanilarak ANA testi caligilmistir.
Bu calismada, yansitilan tecriibenin 6nemli boliimii
Euroimmiin kiti calisilarak elde edilmistir. Test ku-
yucugunda bulunan 4 doku sonuca biitiinliik kat-
maktadir. Ayni serum ve testte ANA ve ASMA so-
nucu birlikte caligilabilmektedir. Binding Site kitin-
de kuyucuklarda sadece Hep-2 dokusu bulunmakta-
dir ve dokunun daha biiyiik olmasi degerlendirme-
sinde giiven vermektedir.

Otoantikor testleri, IIF ticari kitlerin icinden ¢ikan
kilavuz aracilifiyla kolaylikla calisilabilmektedir.
Ancak elde edilen sonucun giivenilir olabilmesi i¢in
tecriibe ve klinikle koordinasyon gerekmektedir (1).
Bu ¢alismada, laboratuvarimizda elde edilen tecrii-
be yansitilmistir. Bolgemizde ve iilkemizde otoanti-
kor testlerine daha fazla 6nem verilmesi gerektigi
diisiiniilmektedir. Ulkemizde, normal toplumda
ANA prevelansini ortaya koyacak calismalarin ya-
pilmas: gerekmektedir.
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