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Girig: Bu calismada otoimmiin hastaliklarin tanusi iin laboratuvarimiza gelen érnekler ile yapilan Indireke Floresan
Antikor (IFA) sonuglari degerlendirilmistir.

Geregler ve Yontemler: Mikrobiyoloji laboratuvarimiza 10.03.2014-21.07.2015 tarihleri arasinda otoimmiin
hastalik 6n tanist gelen 10.659 serum &rnekleri IFA yontemi ile retrospektif olarak degerlendirilmistir. Uretici
firmanin (Euroimmun AG, Liibeck, Germany) énerisi dogrultusunda IFA teknigiyle serumlar anti-niikleer antikor
(ANA), anti-mitokondrial antikor (AMA) ve anti-diiz kas mitokondrisi antikoru mitokondrial antikor (ASMA) igin
1/100 oraninda, anti-gift zincirli DNA’ya karsi antikor (anti-ds DNA), periniikleer anti-nétrofil sitoplazmik antikor
(p-ANCA), sitoplazmik anti-nétrofil sitoplazmik antikor (c-ANCA), anti-glomeruler bazal membran (anti GBM),
anti-gliadin antikorlart ve anti-endomisyum antikorlari igin 1/10 oraninda sulandirilarak caligilmustir.

Bulgular: Orneklerde %20 (n=4363) ANA, %1,3 (n=450) AMA, %0,8 (n=368) ASMA, %1,2 (n=1566) anti-ds
DNA, %2,5 (n=888) p-ANCA, %1,1 (n=888) c-ANCA, %4,3 (n=2739) anti-endomisyum IgA, %2,9 (n=2739) anti-
gliadin IgA, %3,1 (n=2739) anti-endomisyum IgG, %5,8 (»=2739) anti-gliadin IgG pozitif bulunmustur. Anti-GBM
testinde (n=27) pozitiflik saptanmadi. ANA pozitif testlerden, en sik paternlerin niikleer graniiler %39,8, niikleolar
9%20,9, homojen %19,9 olarak degerlendirilmistir.

Sonuglar: ANA IFA testinde en yiiksek oranin graniiler (%39,8), niikleolar (%20,9) ve homojen (%19,9) oldugu, en
diisiik oranin niikleer dot (%1,3) ve niikleer membran (%0,8) paternleri olarak degerlendirilmistir. Calisilan testlerde
pozitif olgularin ¢ogunlugunu kadinlarin olusturdugu gériilmiistiir. En yiiksek pozitiflik oraninin ANA testinde %20,
en disiik pozitiflik oraninin ASMA testinde %0,81 oldugu tespit edilmistir. ANA pozitif olgularda kliniklerle isbirligi
yapilarak titrasyon calistlmast planlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Indirekt floresan antikor teknigi, otoantikor

Introduction: The present study evaluated the results of indirect fluorescent antibody (IFA) method performed in the
specimens sent to our laboratory to be diagnosed in terms of autoimmune diseases.

Materials and Methods: A total of 10.659 serum specimens, which had been sent to our Microbiology Laboratory
between 10.03.2014 and 21.07.2015, were retrospectively evaluated by IFA method. The serums were analyzed
by IFA technique (Euroimmun AG, Liibeck, Germany) after diluting by 1/100 for Antinuclear antibody (ANA),
Antimitochondrial antibody (AMA) and Antismoothmuscle antibody (ASMA), by 1/10 for Anti Double Strain DNA
(Anti-ds DNA), Perinuclear Anti-Neutrophil Cytoplasmic Antibodies (p-ANCA), Cytoplasmic Anti-Neutrophil
Cytoplasmic Antibodies (c-ANCA), Anti Glomerular Basal Membrane Antibody (Anti GBM), antigliadin antibodies,
andantiendomisium antibodies as instructed by the manufacturer.

Results: The serums were positive by 20% (n=4363) for ANA, 1.3% (n=450) for AMA, 0.8% (n=368) for ASMA,
1.2% (n=1566) for anti-ds DNA, 2.5% (n=888) for p-ANCA, 1.1% (n=888) for c-ANCA, 4.3% (n=2739) for
antiendomisium IgA, 2.9% (n=2739) for antigliadin IgA, 3.1% (n=2739) for antiendomisium IgG, and 5.8%
(n=2739) for antigliadin IgG. No positivity was determined for anti GBM test (n=27). Nuclear granular (39.8%),
nucleolar (20.9%), and homogenous (19.9%) patterns were the most common patterns observed in ANA (+) serums.

Conclusion: It was determined that granular (39.8%), nucleolar (20.9%), and homogeneous (19.9%) patterns are the
most prevalent and nuclear dot (1.3%) and nuclear membrane (0.8%) patterns were the least prevalent in the ANA
IFA tests. Female cases accounted for the majority of the positive results in the tests. Highest ratio of positivity was
determined to be 20% in ANA test, while the lowest positivity was determined in the ASMA test by 0.81%. Based on
these results, a titration study is planned in ANA (+) cases in collaboration with other clinics.
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Giris

Immiin sistemin temel gorevi, organizmayi zararl
dis etkenlerden korumak ve organizmanin islevlerini
normal olarak siirdiirebilmesini saglamakur. Ancak, bazt
durumlarda immiin mekanizmalarin canlinin kendi
doku ve organlarina karsi reaksiyonlar gelistirdigi ve
doku zedelenmesine yol agtigr goriiliir. Organizmanin
bu sekilde kendi antijenlerine karst immiin reaksiyonlar
gelistirmesi olayina otoimmiinite ve sonugta ortaya ¢tkan
hastaliklara da otoimmiin hastaliklar adi verilir. Bircok

doku

veya hiicre elemanlarina karsi antikorlar saptanmaktadir.

otoimmiin hastalikta, hastalarin serumlarinda

Bunlara otoantikor adi verilir.["!

Ciddi gidisli otoimmiin hastaliklarin toplumdaki siklig
%5-7 kadar olup, bunlar kronik hastaliklarin baglica
nedenlerinden  birini  olusturur. ~ Otoimmiinitenin
patogenezi tam olarak bilinmemektedir. Cok muhtemeldir
ki, otoimmiinite, self toleransin kaybolmasina yol acan
hazirlayict genetik zeminde, birden fazla mekanizmanin
karmagik isbirligi ile olusmaktadir. Eger immiin tolerans
herhangi bir nedenle zayiflarsa, konak, kendi 6z
antijenlerine karst olusan antikorlar, otoantikorlar ve/veya
oz antijenlerine karst duyarlanmig sitotoksik lenfositleri
araciligy ile, kendi hiicre ve dokularina yénelik litik bir
reaksiyon gostermeye baslayabilir. Béyle bir durum,
doku ve organlarda hasarlanmaya veya belirgin fonksiyon
bozulmasina yol acarsa, sistemik lupus eritematosus
(SLE), romatoid artrit (RA), insiiliine bagli Diabetes
mellitus (IDDM), multipl skleroz (MS), skleroderma,
otoimmiin infertilite gibi bir takim otoimmiin hastaliklar

Seks

arasinda bir iligkinin varligi 6teden beri bilinmektedir.

ortaya cikabilir. hormonlari ile otoimmiinite
Seks hormonlart otoimmiiniteye egilim yaratabilir veya

otoimmiin hastaligin gidisini etkileyebilir.””

ANA saptanmasinda kabul edilen altin standart, Hep-
2000 hiicresinin substrat olarak kullanildigr indireke
immunofloresan (IIF) yoéntemidir. Bu yontemle elde
hastalik  tanist

ANA hiicre
cekirdeginde bulunan farkli antijenleri hedefleyen ok

edilen sonuglarin giivenilir olmast,

agisindan  biiyiik 6nem tagir. Bunlar,
genis bir otoantikor grubunu icermektedir. Hargrave,
Richmond ve Morton tarafindan ilk kez 1948'de sistemik
lupus eritematozus hastalarinda lupus eritematozus (LE)
1950’lerden
sonra anti-niikleer antikor arastirmalari hiz kazanmis ve
1954de “ANA” terimi kullanidmaya baslanmisur. ANA
tanusinda IIF yontemi 1957°de kullanima girmis ve SLE

hiicreleri tanimlanmistir.  Bunu takiben,
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tanisinda (LE) hiicre testine gore duyarliligi daha yiiksek
bulunmugtur.™

Otoimmiin romatizmal hastaliklarin taranmasina en
onemli parametre olan ANA grubunun belirlenebilmesi
icin IIF y6ntemi altun standart olarak kabul edilmektedir.
Bununla birlikte, anti-mitokondrial antikor (AMA),
antikoru (ASMA),
niikleer sitoplazmik antikor (ANCA), anti-cift zincirli
DNA’ya karsi antikor (anti-ds-DNA) gibi otoantikorlarin

varliginin belirlenmesinde de IIF yénteminin kullanilmasi

anti-diiz kas mitokondrisi anti-

Snerilmektedir.

Calismamizda da, cesitli kliniklerden laboratuvarimiza
gelen ve IFA yontemi ile galisilan otoimmiin testlerin
retrospektif  olarak geriye doniik degerlendirilmesi

amaclanmustir.

Gerec¢ ve Yontemler

Bu calismada, 10.03.2014-21.07.2015 tarihleri arasinda
otoimmiin hastalik siiphesi ile Saglik Bilimleri Universitesi
Diyarbakir Gazi Yasargil Egitim ve Arastirma Hastanesi
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar’na gelen 10.659 serum
ornegi IFA yontemi ile degerlendirilmeye alinmugtir.
Calismada, dretici firmanin onerileri dogrultusunda;
ANA igin anti-IgG konjugatt kullanilarak yapilan her
bir alan Hep-2 ve karaciger dokusu ile kapli olan kesitler,
ds DNA icin anti-IgG konjugau kullanilarak yapilan
Crithidia luciliae flagellau ile kapli olan slaytlar, AMA
icin rat bobrek kesitleri ile kapli slaytlar, ANCA i¢in her
test alaninda ethanol fikse graniilositler, formalin fikse
graniilositler, Hep-2 hiicreleri+ nétrofiller, ASMA icin
sican midesi ile kaplt olan slaytlar, anti-gliadin antikorlar:
ve anti-endomisyum antikorlar1 IgA/IgG i¢in her bir alan
karaciger dokusu ve saflagtirilmig peptid yapidaki Gliadin
ile kapli olan slaytlar, anti GBM i¢in maymun bdbregi
dokusu ile kapli olan slaytlar kullanilmistir. Uretici
firmanin 6nerisi dogrultusunda, serumlar; ANA, AMA
ve ASMA icin 1/100 oraninda, anti-ds DNA, ANCA,
anti GBM, antigliadin antikorlar1 ve antiendomisyum
antikorlari icin 1/10 oraninda sulandirilarak calisilmistir.

Hasta serum 6rnekleri fosfat tamponlu izotonik soliisyon
(PBS) Slayt
tizerindeki her bir kuyucuga 30 pl seyreltilmis serum

ile belirlenen oranlarda seyreltilmistir.

ilave edilmis ve 30 dakika oda isisinda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda, slaytlar bes dakika araliklarla iki
defa PBS ile yikanmustir. Floresan isaretli 25 pl anti-
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human immiinoglobulin (konjugat) ile kuyucuklar tekrar
doldurulmus ve 30 dakika oda sisinda inkiibe edilmistir.
Ikinci inkiibasyonun ardindan, kuyucuklar bes dakika
araliklarla iki defa PBS ile yikanmis ve kuyucuklara 30 pl
kapatma soliisyonu doldurularak lamel ile kapatulmistir.
Hazirlanan preparatlar 400x biiytitmede EurostarIIl
plus (Euroimmun AG, Liibeck, Germany) floresan
mikroskobunda degerlendirilmistir. Sonuglar slaytlarda
izlenen floresan siddetine gore kalitatif olarak (+, ++, +++,

++++) raporlanmistr.

Bulgular

Calisilan serum 6rneklerinden 4363 ANA testinin 873’
(%20), 450 AMA testinin 6’s1 (%1,3), 368 ASMA testinin
3’ (%0,8), 1566 anti-ds DNA testinin 19’u (%1,2),
888 ANCA testinin 23’ (%2,5) p-ANCA, 10’u (%1,1)
c-ANCA, 2739 anti-gliadin ve anti-endomisyum testinin,
120’si (%4,3) anti-endomisyum IgA, 81’1 (%2,9) anti-
gliadinIgA, 87’1 (%3,1) anti-endomisyum IgG, 161 (%5,8)
anti-gliadin IgG pozitif bulunmustur. Yirmi yedi anti
GBM testinde pozitiflik saptanmamugtir. Sekiz yiiz yetmis
tic pozitif ANA testinin 348’i (%39,8) graniiler, 183’ii
(%20,9) niikleolar, 174t (%19,9) homojen, 67’si (%7,6)
homojen+graniiler, 40’1 (%4,5) graniiler+niikleolar, 27’
(%3) sentromer, 15’i (%1,7) homojen+niikleolar, 12’
(%1,3) niikleer dot, 7’i (%0,8) niikleer membrane olarak
degerlendirilmistir.  Yirmi ¢ p-ANCA pozitif olarak
bildirilen olgularin tiimiini, 10 c-ANCA pozitif olgularin
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timiind, 19 anti-ds DNA pozitif olgularin 17%sini, 161
antigliadin IgG pozitif olgularin 135’ini, 6 AMA pozitif
olgularin 5’ini, 873 ANA pozitif olgularin 657’sini, 87
anti-endomisyum IgG pozitif olgularin 60’in1, 120 anti-
endomisyum IgA pozitif olgularin 80’ini, 81 anti-gliadin
IgA pozitif olgularin 50%ini kadinlarin olusturdugu
goriilmisgtir (Sekil 1).

ANA pozitif olarak bildirilen hastalardan en sik goriilen
floresan motifleri; niikleer graniiler %39,8, niikleolar
%20,9, homojen %19,9 olarak degerlendirilmistir. Pozitif
olgulardan en az goriilen floresan paternleri; %1,3 niikleer
dot, %0,8 niikleer membran olarak degerlendirilmistir

(Sekil 2).

Tartisma

IIF yontemi, kau faz olarak hiicre veya doku kesitlerinin
kullanildigi ve hasta serumunda ozgiil antikorlarin
arasurildigt bir in-vitro tan1 yontemidir. Hasta serumunda
bulunan antikorun antijene baglanmasi ve floresanla
isaretlenmis olan anti-insan antikorunun bu komplekse
baglanmasi esasina dayanir. Bu yontemde kati faz olarak
slayt (lam) kullanidmakea olup, bu slaytlara ¢esitli hiicre
veya dokular fikse edilmistir.”!

Indireke floresan yontemde, arastirilan antijene zgiil

birincil antikor ve birincil antikora baglanabilen

antiserum fluorescein isothiocyanate (FITC) ile isaretli

HANA EAMA HASMA

Antiend.IlgA ™ Antigli.IgA Antiend.lgG ™ Antigli.IgG

1,2% 0,8% 1,3%

B Anti-ds DNA B p-ANCA

M c-ANCA

Anti GBM

ANA: AntinUkleer antikor

AMA: Antimitokondrial antikor

ASMA: Antismooth mitokondrial antikor
Anti-dsDNA: Anti ¢ift zincirli-DNA
p-ANCA: Peri-anti-notrofil sitoplazmik
antikor

c-ANCA: Sitoplazmik anti-notrofil
sitoplazmik antikor

anti-GBM: Anti Glomeruler Bazal Membran
Anti-gli: Antigliadin antikor

Sekil 1. Otoantikor testlerinde pozitiflik orani ve kadin erkek sayisi

Anti-end: Antiendomisyum antikoru
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B Granller

Homojen+nikleolar

3% 1,7%
4,5

7,6%

H Nikleolar
B Homojen+graniler ®Graniler+nukleolar ™ Sentromer

Nikleer dot

1,3% ,0,8%
\ B/

¥ Homojen

Nikleer membran

Sekil 2. indirekt floresan antikor ydntemi ile tespit edilen antiniikleer antikor paternlerinin dagilimi

ikincil antikor kullanilmakeadir. Indirekt floresan antikor
testi ile serum 6rneklerinde antijene 6zgiil antikor varligs
da arastirilabilmektedir.™

IFA testleri, genelde gorece olarak kolay uygulanabilir
ve pahali olmayan yararli ydéntemlerdir. Bu yontemin
dezavantajlar1 arasinda; gorece daha uzun zaman alic
olmasi, pahali floresan mikroskopuna ve degerlendirme
icin egitimli ve deneyimli personele gereksinim gostermesi
sayilabilir.”!

ANA-IIF yonteminde kullanilmasi 6nerilen standart
substrat Hep-2 hiicreleri olup, bu hiicreler insan epitelyum
karsinom hiicreleridir. Hep-2 hiicre uygulamasi ile ANA-
IIF testlerinde standardizasyon saglanmasi kolaylagmugtir.
Hep-2 hiicreleri kullanilarak gerceklestirilen IIF yéntemi,
ANA saptanmasinda kullanilan en duyarli ve altin standart
olarak kabul edilen yéntemdir. ANA tanisinda dikkat
edilmesi gereken nokrea, floresan boyanma paternidir.
Homojen, benekli (graniiler, speckled), niikleolar, niikleer
membran, sentromer, sitoplazmik gibi farkli boyanma
paternleri rapor edilmelidir.”!

Yapilan caligmalar incelendiginde, Yilmaz ve ark.’nin'®!
2005 yilinda IFA yéntemiyle yapmus olduklart galismada,
ANA pozitif olgularda en sik saptanan paterni homojen
olarak degerlendirilmistir. Barut ve ark.’nin”’ 2002-
2011 yillart arasinda IFA yontemiyle yapmis olduklart
calismada, ANA pozitifliklerini en fazla kadinlarda tespit
edilmigtir. ANA pozitifliklerinden en sik goriilen floresan
paternleri, sirastyla, graniiler %39,8, homojen %23,9,

niikleolar %18,8, olarak bulunmustur. Karakece ve
ark.’nin®® 2009-2011 yilinda yapmis olduklari ¢alismada,
ANA ve anti-dsDNA antikorlarinin pozitiflik oraninin
kadinlarda daha fazla oldugu bulunmus, ¢alismamizda da
benzer durum gorilmusgtir.

Celikbilek ve ark.’nin® 2009-2011 yilinda yapmus
olduklar: ¢alismada, ANA pozitifliklerden en sik goriilen
floresan paternleri, sirasiyla, homojen %23, graniiler
%22, homojen+graniiler %15,5, niikleolar %13,5, olarak
bulunmugtur. Calismamizda ise en sik goriilen patern,
graniiler patern olarak degerlendirilmistir.

Olgun ve ark.’nin"® 2011-2012 yillar1 arasinda yapuiklar:
calismada, en stk goriilen ANA paternleri %33,9 homojen,
%30,6 graniiler olarak degerlendirilmistir.

Karakege ve ark.’nin!""2012-2013 yilinda IFA yontemiyle
yapmis olduklari ¢alismada, ANA pozitiflik oran1 %33,3
olarak degerlendirilmis olup, yazarlar bu pozitifliklerde

en sik goriilen floresan paternini niikleer graniiler olarak
bildirmislerdir.

Berkem ve ark’nin'? 2012-2013 yillari arasinda
[FA yontemiyle yapmis olduklari calismada, ANA
pozitiflik orani %12,6 olarak degerlendirilmis olup,
calismamizdan daha diisitk bulunmustur. En sik boyanma
paternleri; %28,3 niikleer homojen ve graniiler, %23,4
graniiler, %12,2 homojen, %11,5 niikleolar olarak

degerlendirilmistir.
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Evrensel ve ark.’nin™® 2012-2013 yillart arasinda
IFA yéntemiyle yapmis olduklart ¢aligmada, ANA
pozitiflik orani %34 olarak goriilmiis ve en stk boyanma
paternleri %41 graniiler, %14 homojen+graniiler olarak
degerlendirilmistir.

Mengeloglu ve ark." 2014 yilinda yapmis olduklari
calismada, ANA pozitifliklerini en fazla kadinlarda
tespit etmislerdir. ANA pozitifliklerinden en sik goriilen
floresan paternlerini, sirasiyla, kaba graniiler %31,2,
niikleolar %18, ince graniiler %11,5, olarak bulmugslardir.
Galismamizda da en sik paternler, sirasiyla, graniiler ve
niikleolar olarak bulunmustur.

Uyar ve ark’nin®! 20022014 yillart arasinda IFA
yontemiyle yapmis olduklart calismada, ANA pozitifligi
%13,2 olarak calismamizdan daha diisitk saptanmistir.

Tiryaki ve ark’nin® IFA yontemiyle 2015 yilinda
yapmus olduklari calismada, ANA pozitifligi %12 olarak
calismamizdan daha disiik bulunmustur. En sik paternler;
homojen %52, kaba graniiller %14, ince graniiler %9
olarak bulunmustur. 2002-2015 yillar1 arasinda IFA
ANA
pozitiflik oraninin %12 ile %34 arasinda oldugu tespit

yontemiyle yapilan calismalar incelendiginde,
edilmis olup, ¢alismamizda da %20 olarak bulunmustur. Bu
calismalardaki ANA pozitifliklerinden floresan paternlerinin
oranlart incelendiginde, homojen paternlerin %12,2 ile %52
arasinda oldugu, bizim c¢alismamizda ise %19,9 oldugu;
niikleolar paternlerin %11,5 ile %18,8 arasinda oldugu,

bizim ¢alismamizda ise %20,9 oldugu bulunmustur.

Sonug olarak, yapilan calismalar incelendiginde ve bizim
calismamizda ANA porzitif olgularda en sik goriilen
paternlerin  graniiler, niikleolar ve homojen oldugu
ve kadinlarda pozitifligin daha ¢ok gorildigi tespit
edilmistir. Ozellikle ANA pozitif olgularda, kliniklerle
isbirligi yapilarak titrasyon ¢aligilmasi planlanmisur.
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