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Anti-dsDNA antikorlarinin saptanmasinda iic ELISA yonteminin
CLIF testiyle karsilastirilmasi
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OZET ABSTRACT
Amag: Sistemik  lupus eritematozus (SLE) Objective: Systemic lupus erythematosus (SLE) is an
hiicre cekirdegindeki antijenlere karsi antikorlarin autoimmune disease caused by antibodies which produced
olusturdugu otoimmiin  bir hastalikti.  Amerikan against antigens commonly on cell nuclei. According
Romatoloji Dernegi (ACR) kriterlerine gore SLE to the criteria of American College of Rheumatology

tamisinda kullanilan immiinolojik parametreler anti
niikleer antikor (ANA) ve anti-dsDNA otoantikorlardir.
Bu calismada anti-dsDNA antikorlarin saptanmasinda,
CLIF yontemi referans yontem kabul edilerek, ¢ farkli
ELISA kitinin 6zgilliigliniin arastinlmasi amaglanmistir.

Yontemler: Calismaya 1 Mayis - 31 Temmuz
2013 tarihleri arasinda hastanemiz mikrobiyoloji
laboratuvarina gonderilen klinik olarak SLE tanis1 almis
olan 81 hastanin serum ornekleri dahil edilmistir. Bu
serumlarda ANA varligi 6ncelikle immiinfloresan antikor
(IFA) yontemiyle arastinlmistir. Pozitif serum ornekleri
-80 °C’de prospektif analiz icin saklanmis ve ayni giin
dort farkli anti-dsDNA testi ile calisilmistir. Bu testler;
Uc adet anti-dsDNA ELISA kiti; CHORUS dsDNA-G
(DIESSE Diagnostica Senese, italya), Anti-dsDNA-Ncx
ELISA IgG (EUROIMMUN, Almanya), QUANTA Lite dsDNA
SC ELISA (INOVA Diagnostics, Kaliforniya) ve CLIF testi
(Crithidia luciliae anti-dsDNA, EUROIMMUN, Almanya)
idi.

Bulgular: Hastalarin IFA yontemi ile ANA paternleri;
%35,8 homojen patern, %22,2 homojen+diger patern,
%24,7 graniiler patern, %8,7 graniler + diger paternler,
%7,4 nukleolar patern ve %1,2 sentromer patern olarak
belirlenmistir. Bu sonuclara gore SLE hastalarinda en

(ACR), the immunological parameters which are used for
diagnosis of SLE, are anti- nuclear antibodies (ANA) and
anti- dsDNA autoantibodies. In this study it is aimed to
investigate the specifity of three different ELISA tests by
comparing with CLIF test, as a reference method, for the
determination of anti-dsDNA antibodies.

Methods: Sera of 81 patients who were diagnosed
as SLE and sent to the Microbiology Department of our
hospital between 1 May - 31 July 2013, were included
in the study. In these sera, ANA positivity was firstly
investigated by immunofluorescence antibody test
(IFA). Positive sera were stored at -80 °C for prospective
analysis and processed with four different anti-dsDNA
assays at the same day. These assays were three anti-
dsDNA ELISA kits including; CHORUS dsDNA-G (DIESSE
Diagnostica Senese, Italy), anti-dsDNA-Ncx ELISA I1gG
(EUROIMMUN, Germany, California), QUANTA Lite dsDNA
SC ELISA (INOVA Diagnostics) and CLIF test (Crithidia
luciliae anti-dsDNA, EUROIMMUN, Germany).

Results: ANA patterns of patients defined by IFA
were determined as; 35.8% homogeneous pattern,
22.2% homogeneous and other patterns, 24.7%
granular pattern, 8.7% granular and other patterns,
7.4% nucleolar pattern and 1.2% centromere pattern.
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sik rastlanan ANA paterni homojen patern olmustur.
Calisilan 81 serum orneginin anti-dsDNA pozitiflikleri;
CLIF yontemiile 22 (%27), INOVAile 46 (%56), EUROIMMUN
ile 34 (%41), CHORUS ile 50 (%61) saptanmistir.
CLIF referans yontem kabul edildiginde ELISA kitlerinin
ozgiilliikleri ve pozitif prediktif degerleri (PPD) sirasiyla;
CHORUS ile %50, %42; INOVA ile %54, %41; EUROIMMUN
ile %71, %50°dir.

Sonug: ANA pozitif olgularda incelenen yontemler
icinde Anti-dsDNA-Ncx ELISA IgG yontemi diger
yontemlere gore daha yuksek ozgulliik ve PPD’e sahiptir.
Bu calismanin CLIF yontemi kullanilmadiginda secilecek
ELISA yontemi acisindan laboratuvarlara yol gosterici
olacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sistemik lupus eritematozus,
SLE, anti-dsDNA, CLIF, ELISA

According to these results, most common ANA pattern
in SLE patients was found as homogeneous pattern. Anti-
dsDNA positiveness of 81 sera samples were 22 (27%) with
CLIF test, 46 (56%) with INOVA, 34 (41%) with EUROIMMUN
and 50 (61%) with CHORUS. When CLIF test was
considered as reference method, specificity, and positive
predictive value (PPV) of ELISA kits were respectively;
50%, 42% for CHORUS; 54%, 41%for INOVA and 71%, 50%
for EUROIMMUN.

Conclusion: Anti-ds DNA-NcX IgG ELISA method had
higher specifity and PPV than other tested methods in
ANA positive cases. It is thought that this study may guide
the laboratories to choose ELISA method in lack of CLIF
method.

Key Words: Systemic lupus eriythematozus, SLE,
anti-dsDNA, CLIF, ELISA

GiRiS
Sistemik lupus eritematozus (SLE) siklikla
hiicre cekirdegindeki antijenlere karsi antikorlarin
olusturdugu otoimmiin bir hastatiktir (1). SLE
tanisinda kullanilan Amerikan Romatoloji Dernegi
(ACR) kriterlerinde anti-dsDNA, anti-Sm, anti nukleer
antikor (ANA) pozitifligi gibi cesitli otoantikorlar yer
alir (2, 3).

Hicre cekirdegine karsi gelisen her antikora
anti nikleer antikor (ANA) denir (1). Anti nikleer
antikor (ANA) pozitif olan her hasta SLE degilken,
SLE tanili hastalarin cogunda (%95) ANA pozitifligi
vardir (1, 4). Anti niikleer antikor (ANA) tespitinde
yaygin olarak kullanlan test kemirgen karacigeri
veya insan epitelyal hiicrelerinin (HEP2) kullanildigi
immunfloresan antikor testi (IFA) iken Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay (ELISA) testleri de kullanilan
testler arasindadir. Anti nukleer antikor (ANA), SLE
icin oldukca duyarli olmasina ragmen yasl bireylerde
de ANA pozitifligi gorilebili. Bu nedenle ANA’min
ozellikle secilmemis bir poplilasyonda veya dusuk
titrelerdeki pozitifliklerde SLE icin pozitif prediktif
degeri (PPD) diisliktiir ve tam koydurucu degildir
(5-7).

SLE tanmisinda kullanmlan baska bir parametre de
anti-dsDNA antikorudur. SLE tamli hastalarda anti-
dsDNA pozitifligi %30 - %70 arasinda degiskenlik
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gostermektedir (1). Anti-dsDNA antikorlar SLE tanisi
icin en sik kullanilan otoantikordur (8). Sistemik lupus
eritematozus (SLE) tamisi ve hastaligin aktivasyonunu
belirlemede kullamlan onemli serolojik belirtec
olarak degerlendirilir (9, 10). Epstein-Barr viris,
hepatit B virus enfeksiyonu, ila¢ kullanim (hidralazin,
TNF inhibitorleri, interferonlar, siilfasalazin) gibi
durumlarda anti-dsDNA titreleri yukselebilir (11). Bu
nedenle SLE tanist konulurken bu etkenler goz oniinde
bulundurulmalidir.

Bu antikor ELISA, Farr radioimmunoassay (Farr
RIA), Crithidia luciliae immiinfloresan (CLIF) testi gibi
uc farkli sistemden biri kullanilarak tespit edilir (10).
Bu testler arasinda duyarliik ve ozgillik acisindan
buylk farklar mevcuttur ve ozellikle de anti-
dsDNA ELISA’min farkl ticari kitleri arasinda bu fark
belirgindir (11). ELISA testi ile calisilan anti-dsDNA
sonuclar IgG spesifik CLIF veya Farr RIA yontemleri ile
dogrulanmalidir (12, 13).

Bu calismada ACR kriterlerine gore klinik olarak
SLE tamsi almis hastalarda anti-dsDNA antikorlarinin
varligr lic farkl ticari ELISA kiti ve iki IFA yontemi ile
arastinlmistir. Crithidia luciliae immunfloresan (CLIF)
testi referans yontem kabul edilerek ELISA kitlerinin
ozgiilliigliniin saptanmasi amaclanmistir.



GEREC ve YONTEM

Calismaya 1 Mayis - 31 Temmuz 2013 tarihleri
arasinda hastanemiz mikrobiyoloji seroloji
laboratuvarina gonderilen ACR kriterlerine gore SLE
tamsialmisolan76’s1kadin, 5’i erkek toplam 81 hastanin
serum ornekleri dahil edilmistir. Amerikan Romatoloji
Dernegi (ACR) kriterleri ilk kez 1982’de tanimlanmis
olup 1997’de giincellenmistir. Bu kriterler; malar
rash, diskoid rash, fotosensitivite, oral Ulser, artrit,
serozit, renal hastalik, norolojik hastalik, hematolojik
hastalik, immiinolojik hastalik (anti-DNA, anti-Sm)
ve ANA pozitifligi olarak belirlenmistir. Buna goére bir
hastanin SLE tanis1 almast icin 11 ACR kriterinden en az
4’U acisindan pozitif olmas1 gerekmektedir. Calismaya
dahil edilen olgularin serum ornekleri tim olgular
tedavi altinda iken toplanmustir.

Sistemik lupus eritematozus tamsi almis hastalarda
IFA testi ile ANA varligimin arastirilmas icin standart
IFA testi kullamlmistir (IFFT Mosaic: Hep-20-10/Liver
Monkey, EUROIMMUN, Almanya). Kemirgen karacigeri
ve HEP2 hiicreleri ile kapli 6zel lam alanlan lzerine
serumlarin 1/100 dilusyonlari eklenerek uretici firmanin
onerileri dogrultusunda calisilmistir. Sonugclar floresan
mikroskobunda x20 ve x40 objektiflerle ve oncelikle
arastirmanin IFA sertifikali sorumlu asistan hekimi
tarafindan  degerlendirilmistir. ~ Degerlendirmeler
sonucunda bir farkliik gozlenmemistir. Anti nikleer
antikor (ANA) varlig1 tespit edilen serum ornekleri i
ELISA yontemi ve CLIF yontemi calisilmak uzere -80
°C’de saklanmistir. Depolanan serumlar oda sicakligina
geldikten sonra prospektif analiz icin dort farkli anti-
dsDNA test kiti ile calisilmistir. ELISA testleri icin ticari
olarak elde edilen anti-dsDNA ELISA kitleri; ELISA testi
1 (ET1) (CHORUS dsDNA-G, DIESSE Diagnostica Senese,
italya), ELISA testi 2 (ET2) (Anti-dsDNA-Ncx ELISA IgG,
EUROIMMUN, Almanya), ELISA testi 3 (ET3) (QUANTA
Lite dsDNA SC ELISA, INOVA diagnostics, Kaliforniya);
IFA testi icin yine ticari olarak elde edilen CLIF
(Crithidia luciliae anti-dsDNA, EUROIMMUN, Almanya)
kullamlmistir.

immunfloresan antikor testi (IFA) ile anti-

dsDNA arastinlmasinda antijenik substrat olarak
Crithidia luciliae iceren lamlara serum orneklerinin

1/10 dilusyonlart eklenmis ve test Uretici firmamn
onerileri dogrultusunda calisitmistir. Sonuglar floresan
mikroskobunda x20 ve x40 objektiflerle ve oncelikle
arastirmanin IFA sertifikali sorumlu asistan hekimi
tarafindan degerlendirilmis, daha sonra arastirmanin
IFA sertifikali yuriticisi uzman hekim ve sorumlu
ogretim lyesine damsilmistir.  Degerlendiriciler
arasinda sonuclar acisindan farklilik gozlenmemistir.

Calisilan Uc ELISA yontemi; ET1, ET2 ve ET3,
dsDNA'ya karst olusan antikorlardan IgG simifina
ait antikorlan saptams ve kalitatif degerlendirme
yapilmistir. ET1 ile calisilan serumlar diliie edilmezken,
ET2 ile calisilan serumlar buffer soliisyon ile 1/200
oraninda, ET3 ile calisilan serumlar diliisyon solusyonu
ile 1/100 oraninda diluisyon yapilarak uretici firmalarin
talimatlar dogrultusunda calisilmistir.

BULGULAR

Sistemik lupus eritematozus (SLE) tamis1 almis
olan 76’s1 kadin, 5’i erkek toplam 81 hastanin serum
ornegi calisilrmstir. Calismaya alinan hastalarin yas
ortalamasi 39,6 + 11,6 bulunmustur.

Calismaya dahil edilen 81 hastanin IFA yontemi
ile ANA paternleri degerlendirilmistir.
immunfloresan antikor yontemi ile ANA paternleri;
%35,8 homojen patern, %22,2 homojen+diger
patern, %24,7 graniler patern , %8,7 graniiler + diger
paternler, %7,4 niikleolar patern ve %1,2 sentromer

Hastalarin

patern olarak bulunmustur (Tablo 1). Bu hastalarin
ANA paternlerine bakildiginda homojen patern en sik
rastlanan patern olmustur. Ayn1 zamanda CLIF yontemi
ile pozitif olan hastalarda da en sik homojen patern
gorulmustir (Tablo 2).

Calisilan 81 serum  oOrneginin  anti-dsDNA
pozitiflikleri; CLIF yontemi ile 22 (%27), ET3 ile 46
(%56), ET2 ile 34 (%41), ET1 ile 50 (%61) saptanmistir.
CLIF yontemi ile pozitif bulunan 22 serum Grneginin
21’i ET1, 19’u ET3, 17’si ET2 ile pozitif bulunmustur
(Tablo 3). CLIF yontemi ile pozitif olan hastalarin 13’u
her ¢ ELISAkiti, ticu ET3 ve ET1 ile biri de sadece ET1
ile pozitif tespit edilmistir.

CLIF yontemi referans yontem kabul edildiginde
ELISA kitlerinin ozgullukleri; ET1 %50, ET2 %71, ET3
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%54; pozitif prediktif degerleri (PPD); ET1 %42, ET2
%50, ET3 %41 olarak bulunmustur (Tablo 3).

Tablo 1. SLE hastalarinin IFA ANA patern dagilimi

ANA paterni I;:;:: (%)
Homojen 29 35,8
Homojen + Graniiler 12 14,8
Homojen + Nukleolar 5 6,2
Homojen+ Sentromer 1 1,2
Granuler 20 24,7
Granuler + Graniiler kromozom bantlanmasi 2 2,5
Granuler + Nukleolar 4 5,0
Granuler +Nukleer dots 1 1,2
Niikleolar 6 7,4
Sentromer 1 1,2
Toplam 81 100

Tablo 2. CLIF yontemi ile pozitif hastalarin ANA paternleri

Hasta

ANA paterni Sy (%)
Homojen 12 54,69
Homojen + Granuler 2 9,1
Homojen + Nukleolar 2 9,1
Graniiler 3 13,6
Graniiler + Niikleolar 2 9,1
Niikleolar 1 4,5
Toplam 22 100

Tablo 3. CLIF yonteminin Ug farkli ELISA kiti ile karsilastinlmas

CLIF

POZITiF NEGATIF
CHORUS POZITIF 21 29
(2 NEGATIF 1 30
EUROIMMUN POZITIF 17 17
(ET2) NEGATIF 5 o
INOVA POZITIF 19 27
(ET3) NEGATIF 3 32
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TARTISMA

Anti nukleer antikor (ANA) tespiti icin hala altin
standart yontem olarak kullamlan imminfloresan
mikroskobunun kullanimi 1950’lilerde Holman, Kunkel
ve Friou tarafindan baslatilmistir (14 - 17). Farkli ANA
paternlerinin bulunmasi farkli niikleer antijenlere karsi
antikor olusmasina baglidir ve bu farkli paternler tan
koymada yardimci olabilir (18, 19).

Daha once yapilan bazi calismalarda tani aninda
immiunfloresan yontemiyle ANA pozitif olan hastalarn
zamanla ANA pozitifliklerini  buylk oranda (%24)
kaybettikleri gorulmustur (20). Frodlund ve ark.’lan
imminfloresan yontemiyle ANA pozitifliginin devam
ettigi SLE tamli hastalar arasinda yaptiklan calismada
ANA paternlerini %62 oraninda homojen =+ diger
patern, %10’unda sadece granuler patern olarak rapor
etmislerdir (21). Bizim calismamizda immunfloresan
yontemiyle ANA paterni degerlendirilen SLE tanmili
hastalarin %35,8’i homojen patern, %22,2’si homojen
patern + diger paternler, %24,7’si graniiler patern,
%8,7’si  graniiler + diger paternler, %7,4’U sadece
nikleolar patern ve %1,2’si sadece sentromer patern
olarak bulunmustur. Ulkemizde SLE tanmili hastalarda
ANA paterni dagiimi ile ilgili fazla calismaya
rastlanmamistir.

Amerikan Romatoloji Dernegi (ACR)’ ne gore SLE
tam kriterlerinden biri de anti-dsDNA antikorunun
varligidir. Klinik laboratuvarlarda anti-dsDNA antikoru
saptamak icin rutin uygulamalarda ELISA, Farr RIA ve
CLIF yontemlerinden biri kullamlmaktadir (22). Farr RIA
ve CLIF, SLE tamsinda kullanilan en yararli yontemlerdir
(23). Yiiksek duyarliigina ragmen diisiik ozgiilliiglinden
dolay1 ELISA yontemleri ile tespit edilen anti-dsDNA 1gG
antikorlarinin, 6zgilligli daha yiiksek olan testlerle
dogrulanmasi onerilmektedir (24). Bu nedenle anti-
dsDNA 1gG ELISA testi ile pozitif sonu¢ alinan ornekler
genellikle Farr RIA veya CLIF testi ile dogrulanmaktadir
(24). Farr RIA testinin anti-dsDNA’nin sadece IgG simifi
degil tim immiinglobiilin simflarim saptayabilmesi
avantaj olsa da testte radyoaktif madde kullanilmasi
ve otomatize edilememesi kullamimim azaltmaktadir
(27). CLIF testi orta ve yiksek aviditeli izotipe ozgu
anti-dsDNA antikorlarini tespit edebildigi icin yliksek
ozgiillige (%98-100) ve diisiik duyarliliga sahiptir



(%47-55) (25, 26). Ayrica CLIF testi kullamiminda Farr
RIA" da soz konusu olan yiksek radyasyon maruziyeti
riski yoktur. Bu nedenle arastirmamizda CLIF testi,
ozgillliglinin hayli yilksek olmasi da goz oOniinde
bulundurularak referans yontem olarak secilmistir.
Kullamlan CLIF testi kitinin SLE tamsi icin ozgiilliigl
uUretici firma tarafindan kit prospektisinde >%99 olarak
verilmistir.

Calismamizda dikkat ceken bir bulgu IFA ile ANA
pozitifligi saptanan 47 hastanin sadece 22 (%46,8)’sinde
CLIF testi ile anti-dsDNA pozitifligi saptanmis olmasidir.
ANA pozitif SLE hastalarinda CLIF testinin pozitif olma
oraninin ne oldugu acisindan literatiir incelendiginde
testin disiik duyarliiginin ve yiiksek ozgiilligtiniin
on plana ciktigi goriilmiistir (24, 28). CLIF testinin
PPD’sinin arastinldigi ¢ok merkezli bir kohort
calismasinda yontemin disiik duyarliigi (%28-32) ve
disiik pozitif prediktif (%46-61) degerine karsin oldukca
yiiksek ozgiilliige (%96-97) sahip oldugu vurgulanmistir
(28). Chiaro ve ark.’min 300 olgu iizerinde yurittigi
baska bir kohort calismasinda CLIF testi diger ELISA
yontemleriyle karsilastinlms, ANA pozitif hastalarin
ancak %68’ inde CLIF testi pozitif bulunmustur (24). Bu
veriler 1518Inda, arastirmamizda belirlenen ANA pozitif
SLE’ li olgularda %46,8’lik CLIF testi pozitifligi, testin
yiksek 6zglllugu ile iliskilendirilmistir.

ELISA testi ile calisilan anti-dsDNA sonuclan IgG
spesifik CLIF veya Farr RIAyontemleri ile dogrulanmalidir
(12, 13). Bu calismada CLIF yontemi referans yontem
kabul edilerek Uc farkli ELISA kitinin ozguillik ve pozitif
prediktif degerleri (PPD) karsilastinlmistir. CCLIF testi
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