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Otoimmiin hastaliklarin tanisi, prognozu, aktivi-
tesi ve tedavinin takibinde otoantikorlarin saptanmasi
hekime 6nemli bir yol gostericidir. Otoimmiin hasta-

Amag: Bu calismada antiniikleer antikor (ANA) arastirilmasi i¢in tibbi mikrobiyoloji laboratuvarina
gonderilen ornekler ile yapilan indirekt floresan antikor (IFA) sonuglar1 degerlendirildi.

Hastalar ve yontemler: Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina Mayis 2012 - Subat 2013 tarihleri arasinda otoimmiin hastalik suiphesi ile otoanti-
kor aranmasi istenen 2268 hastanin sonucu retrospektif olarak degerlendirildi. Insan epitel kanser
(HEp) 2010 hiicreleri ile uretici firma talimatlar1 dogrultusunda hazirlanan preparatlar indirekt
floresan mikroskobunda degerlendirildi.

Bulgular: Orneklerde degisik titre ve motiflerde %33.3 (n=755) ANA pozitifligi saptandi.
Antintukleer antikor pozitifligi en sik (%41.1; n=310) oran1 ile Romatoloji kliniginde ve (%15.0;
n=113) oran1 ile Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon kliniginde saptandi. Antiniikleer antikor pozitif olarak
bildirilen hastalarin en sik goriilen floresan motifleri niikleer grantler (%30.1) ve niikleolar motif idi
(%16.2).

Sonu¢: Bu calismada ANA pozitifligi oranlar1, yayimlanmis caligmalara kiyasla yuksekti. Literatur
verileri icin standardizasyona ihtiya¢ olup, niikleer, niikleolar, mitotik ve sitoplazmik motif baglikla-
riin kullanilmast ortak dil agisindan faydali olabilir. Ozellikle dusuk titre pozitifliklerinin gozden
gecirilmesi, sonuglarin optimizasyonu, testin pozitif ve negatif kestirim degerlerinin istenilen duzeyde
tutulmast i¢in ilgili kliniklerle igbirligi planlanmaktadir.

Anahtar sozciikler: Antinukleer antikor; otoimmiunite; indirekt floresan mikroskop.

Objectives: This study aims to evaluate the results of indirect fluorescent assay (IFA) using the
specimens sent to the medical microbiology laboratory for antinuclear antibody (ANA) screening.

Patients and methods: Between May 2012 and February 2013, results of a total of 2,268 patients with
suspected autoimmune disease were retrospectively analyzed for the presence of autoantibodies by
the Medical Microbiology Laboratories of Sakarya University Education and Research Hospital. The
preparations which were prepared by the instructions of the manufacturer with human epithelial cancer
(HEp) 2010 cells were assessed under indirect fluorescence microscopy.

Results: Antinuclear antibody positivity was detected in 33.3% (n=755) of specimens at various titers and
patterns. Antinuclear antibody positivity was highest in Rheumatology clinic (41.1%; n=310), followed
by Physical Medicine and Rehabilitation clinic (15.0%; n=113). Among ANA-positive patients, the most
common fluorescence patterns were nuclear granular (30.1%) and nucleoli patterns (16.2%).
Conclusion: Antinuclear antibody-positivity rates were higher in our study than other published studies.
Standardization is necessary for literature data and titles of nuclear, nucleoli, mitotic, and cytoplasmic
pattern can be useful for common terminology. Collaboration with relevant clinics has been made to
review low-titer positive patients, particularly, to optimize the results, and to establish positive and
negative cut-off values of the test at expected levels.

Key words: Antinuclear antibody; autoimmunity; indirect fluorescence microscopy.

liklarin tanisinda ve tedavisinin takibinde 50 yili agkin
bir siiredir otoantikor testleri kullanilmaktadir.!! Belirli
diizeylerde otoantikor bulunmasi, otoimmiin hastaligin



varligini diislindiirmekte veya otoimmiin bir hastaligi
olan kiside hastaligin siddeti ve hastaliga kars: gelisen
immiin yanitin siddeti hakkinda bilgi vermektedir.”’ Her
laboratuvarin, otoantikor belirlemede kullandig: tek-
nikleri, bu tekniklerin avantajlarin1 ve dezavantajlarini,
sinirlamalarini iyi arastirmasi ve klinikle birlikte kendi
bolgesi i¢in en uygun yontemi se¢mesi gerekmektedir.”
Gelistirilen uygulama ve yontemlerin detaylarinin yayin-
lanmasi, elde edilen deneyimin pekistirilmesi a¢isindan
onem tagimaktadir.!

Antiniikleer antikor (ANA); sistemik lupus eritema-
tozus (SLE), Sjogren sendromu, sistemik skleroz, enf-
lamatuvar miyozitis, miks bag doku hastaligi (MBDH)
ve romatoid artrit (RA) gibi sistemik otoimmiin hasta-
liklarda saptanabilen otoantikor grubudur.” 1950’lerin
sonunda ANA i¢in indirekt immiinofloresans teknigi
gelistirilmesi otoimmiin fenomenin daha duyarli olarak
degerlendirilmesini saglamistir.”! Sonraki bir calismada
SLE hastalarinda Smith antijeni ve MBDH’de niikleer
riboniikleoprotein (RNP) antikorlar1 gosterilmistir.
Giiniimiizde otoimmiin hastaliklarin patogenezini agik-
layabilecek¢ok sayida antikor tanimlanmigtir.®

Bu ¢alismada cesitli kliniklerden ANA arastirilmasi
i¢in tibbi mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen hasta
ornekleri ile yapilan indirekt floresan antikor (IFA)
sonuglarin geriye doniik olarak degerlendirilmesi amag-
land1.

HASTALAR VE YONTEMLER

Calisma kapsaminda Saglik Bakanligi Sakarya
Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji laboratuvarina Mayis 2012-Subat 2013
tarihleri arasinda otoimmiin hastalik siiphesi ile ANA
aranmas! istenen 2268 hasta degerlendirmeye alindi.
Caligmada insan epitel kanser (HEp) 2010 (Euroimmun
AG, Liibeck, Germany) hiicreleri ile hazirlanan preparat-
lar kullanildi. Hasta serum ornekleri tiretici firma 6ne-
rileri dogrultusunda fosfat tamponlu izotonik soliisyon
(PBS) ile 1/100 oraninda diliie edildi. Slayt tizerindeki
her bir kuyucuga 30 pl dilile edilmis serum ilave edildi
ve otuz dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda slaytlar bes dakika araliklarla iki defa fosfat
tamponlu tuzlu su (PBS) ile yikandi. Floresan isaretli
25 pl anti-human immiinoglobulin (konjugat) ile kuyu-
cuklar tekrar dolduruldu ve 30 dakika oda 1s1sinda inkii-
be edildi. Ikinci inkiibasyonun ardindan kuyucuklar PBS
ile tekrar yikandi. Kuyucuklara 30 pl kapatma soliisyonu
doldurularak lamel ile kapatildi.

Hazirlanan preperatlar 200x ve 400x biyitmede
EurostarlIl (Euroimmun AG, Liibeck, Germany) floresan
mikroskobunda degerlendirildi. Hasta érnekleri ile yap-
lan ¢alismalarda 1/100 diliisyonda ANA pozitif bulunan
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ornekler sinir pozitiflik degerlerinin tespiti i¢in hasta
ornekleri 1/320, 1/1000 ve 1/10000 oraninda diliie edilip
test tekrarlandi. Pozitifliklerin degerlendirilmesi 1/100,
1/320, 1/1000 ve 1/10000 i¢in sirasi ile 1 pozitif, 2 pozitif,
3 pozitif ve 4 pozitif olarak yapildu.

Calismada elde edilen verilerin analizleri Windows
i¢in 17 versiyon SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yazi-
lim programi kullanilarak yapildi, degiskenler arasindaki
iliskinin yonii ve siddeti Pearson’s korelasyon testi ile
irdelendi. Istatistiksel degerlendirmede p degeri <0.05 ise
anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya Romatoloji (%36.29), Fiziksel Tip ve
Rehabilitasyon (%14.81), Dahiliye (%12.7), Dermatoloji
(%11.3) ve Noroloji (%7.0) klinikleri bagta olmak {izere
10 farkl: klinikte takip edilen toplam 2268 hasta 6rnegi
ile IFA yontemi ile yapilan ¢alismalarin sonuglari dahil
edildi. Incelenen hasta 6rneklerinde degisik titre ve
motiflerde %33.3 (n=755) oraninda pozitiflik saptandi.
Kliniklerin pozitiflik oranlar1 arasinda istatistiksel ola-
rak anlamli fark bulunmada. Zira kliniklerden gonderilen
ornek sayilar1 ve pozitiflik oranlar1 arasinda anlaml
diizeyde pozitif iliski (r=0.994, p=0.000) gozlendi. Diger
veriler Tablo 1’de verilmistir.

Calismamizda niikleer, niikleolar, mitotik ve sitop-
lazmik motifler icin antikor pozitifliklerinin dagilimi
sirast ile %56.2, %16.2, %14.0 ve %13.6 olarak hesaplandi
(Tablo 2) (Sekil 1). Niikleer motif pozitifligi saptanan 425
ornegin ince graniiler, kaba graniiler, homojen ve niikleer
membran motifleri i¢cin dagilimi sirasi ile %69.4, %14.1,
%15.1 ve %1.4 oldugu gozlendi.

Antiniikleer antikor pozitif bulunan 755 6rnegin anti-
kor titreleri 1 pozitif, 2 pozitif, 3 pozitif ve 4 pozitif i¢in
sirasi ile; %73.8, %13.8, %8.3, ve %4.1 olarak hesaplandi.
Antikor titresi agisindan 1 pozitif olarak raporlanan
557 hasta drneginin 198’inde (%35.6) niikleer ince granii-
ler motif pozitifligi saptandi.

TARTISMA

Otoimmiin hastaliklarin erken tanisi hastalik, 6lim
ve kalici sekellerin 6nlenmesi a¢isindan 6nemli olup,
tantya yardimci otoantikor testleri klinisyenlerin karar
stirecine katki saglamaktadir.” Hiicre ¢ekirdeginde bulu-
nan, otoantikorlarin hedefi olabilen ve serum fizyolojik
ile ekstrakte edilebilen proteinler, ekstrakte edilebilir
niikleer antijenler (ENA) adini almaktadir. Ekstrakte
edilebilir niikleer antijenlerin ileri analizi, otoimmiin bag
dokusu hastaliklarinin farkl tiplerinin ayirici tanisinda
kullanilmaktadir.” Ticari otoantikor test kitleri, IFA,
immiinodifiizyon, immiinoblotting, enzim bagh immii-
nosorbent assay (ELISA) ve son zamanlarda gelistirilen
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TABLO 1

Kliniklere gore 6rneklerin ve pozitifliklerin dagilimi

Klinikler Ornek dagilimi Pozitifliklerin dagilimi
Sayr* Yiizde Sayr* Yiizde

Romatoloji 823  36.3 310 377
Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon 336 14.8 113 33.6
Dabhiliye 289 127 88 30.4
Dermatoloji 255 11.2 69 27.1
Noroloji 161 7.1 41 25.5
Gastroenteroloji 159 7.0 61 38.4
Genel Cerrahi 114 5.0 41 36.0
Diger 131 5.8 32 244
Toplam 2268 100 755

* Pearson korelasyon analizi sonucunda toplam 6rnek sayis1 ve pozitif 6rnek sayis1 arasinda istatistiksel olarak yiiksek

diizeyde anlamli iligki saptandi (r=0.994).

lazer antijen 6l¢iim gibi yontemleri icermektedir."! Ancak
IFA testleri ANA saptanmasinda kullanilan yontemler-
den en sik bagvurulan giivenilir ve duyarlilig: yiiksek
olan testlerdir. Indirekt floresan antikor tekniginde ANA
varlig1 HEp hiicreleri kullanilarak arastirilmaktadir. Bu
teknoloji araciligi ile bilinen ve bilinmeyen tiim antijenle-
re karsi var olan otoantikorlar degerlendirilebilmektedir.
Klinik uygulamada, ANA testi pozitif bulunduktan sonra
anti-ENA testi istenmektedir. Ancak bazen, anti-ENA,
ANA ile birlikte istenmektedir, bu sekilde testin giiveni-
lirliginin artirilmas: ya da ANA negatif alt grup pozitif-
likleri olan olgular: yakalamak amag¢lanmaktadir.”®

Ulkemizde yapilan calismalarda otoimmiin hasta-
lik stiphesi ile IFA testi uygulanan hasta orneklerinde
ANA pozitiflikleri %8.7-34.4 olarak bildirilmigtir.*'
Caligmamizda benzer hastalar i¢in ANA pozitiflik orani
ise %33.3 olarak bulundu. Bu oran iilkemiz verileri ile
uyumlu olmakla beraber 1 pozitif olarak bildirilen 1/100
titre pozitifliklerinin (%73.8) yiiksek orani dikkat ¢ekici-
dir. Disiik titre pozitiflikler %30 oraninda normal birey-
lerde genellikle yash ve kadinlarda goriilebilmektedir.!'!

Mikroskopik motiflerin bildirimi bakimindan ilke-
mizde yapilan yayinlar irdelendiginde verilerin bildiri-
mi acisindan bir standardizasyon s6z konusu degildir.
Bildirilen motifler niikleer, niikleolar, mitotik ve sitoplaz-
mik bagliklari1 kapsaminda degerlendirilecek olursa toplam
ANA i¢inde niikleer motif pozitifliginin yurt i¢i yayinlar-
da %30.0-62.1 oldugu gozlenmektedir.*!”! Bizim ¢aligma-
mizda niikleer motif pozitifligi %56.3 olarak hesaplandi.
Niikleolar pozitiflik i¢in sinirli bildirim yapilmis olup;
Yanik ve ark.'? %2.0 niikleolar motif pozitifligi buldukla-
rin1 bildirmislerdir. Bizim ¢aligmamizda niikleolar motif
pozitifligi %16.2 olarak hesaplandi. Ulagilabilen bagka
bir kaynakta mitotik ve sitoplazmik motif pozitiflikleri
icin de siras1 ile %3.7 ve %16.0 oranlar1 bildirilmigtir.'”
Calismamizda hesaplanan pozitiflik oranlar1 mitotik ve
sitoplazmik motif i¢in sirasi ile %14.0 ve %13.5 seklinde idi.

Sonug olarak, ANA verileri i¢in literatiirde yer alan
bildirimlerde standardizasyona ihtiya¢ olup, niikleer,
niikleolar, mitotik ve sitoplazmik motif bagsliklarinin
kullanilmas: ortak dil agisindan faydali olabilir. Ayrica
¢alismamizda elde edilen pozitiflik oranlar: literatiire

TABLO 2
Indirekt floresan antikor yéntemi ile tespit edilen antiniikleer antikor bulunan olgularin oranlarinin kliniklere gére dagilimi
Motifler
Klinikler Niikleer Niikleolar Mitotik Sitoplazmik Toplam
Say1 Yiizde Say1 Yiizde Say1 Yiizde Say1  Yizde Say1 Yiizde
Romatoloji 185 435 43 35.2 38 35.8 44 43.1 310 411
Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon 64 15.1 21 17.2 16 15.1 12 11.8 113 150
Dahiliye 52 12.2 14 11.5 12 11.3 10 9.8 88 11.7
Dermatoloji 32 7.5 13 10.7 15 14.2 9 8.8 69 9.1
Noéroloji 19 4.5 11 9.0 8 7.5 3 29 41 5.4
Gastroenteroloji 30 7.1 7 5.7 8 7.5 16 15.7 61 8.1
Genel Cerrahi 25 5.9 8 6.6 5 4.7 3 2.9 41 5.4
Diger 18 4.2 5 4.1 4 3.8 5 49 32 4.2
Toplam 425  56.3 122 16.2 106 14 102 13.5 755 100
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Sekil 1. indirekt floresan antikor yéntemi ile tespit edilen ANA motifleri (a) niikleer, (b) niikleolar, (c) mitotik ve (d)
sitoplazmik.

oranla yiiksektir. Ozellikle diisiik titre pozitifliklerinin
gozden gecirilmesi, sonuglarin optimizasyonu, testin
pozitif ve negatif kestirim degerlerinin istenilen diizeyde
tutulmast i¢in ilgili klinikler ile igbirligi planlandu.
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