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ÖZET

Otoimmun ba¤ dokusu hastal›klar›n›n tan›s›nda indirekt immun floresan (IIF) tekni¤i ile otoantikorlar›n tespiti en çok tercih
edilen yöntemdir. Otoimmun hastal›klarda otoantikorlar›n ay›r›m›n› yapmak do¤ru tan› için temel oluflturur. Ekstrakte edilen
nükleer antijenlerin kullan›lmas›yla gelifltirilen testler, otoantikorlar›n ay›r›m›n› daha net olarak yapm›flt›r. 

Çal›flmam›zda   bir y›ll›k süreçte IIF testi ile anti nükleer antikoru (ANA) pozitif saptanan hastalarda immunoblotting (IB) tes-
ti ile yap›lan çal›flma sonuçlar› retrospektif olarak de¤erlendirilmifltir. Toplam 2587 hastada IIF ile ANA araflt›rmas› yap›l-
m›flt›r. IIF ile 215 hastada +2< ANA pozitifli¤i saptanarak immunoblotting çal›fl›lm›flt›r. IB testi ile 171 (%79.5) hastada en
az bir antikor tespit edilmifltir, 44 ( %20.4 ) hastada IIF testinde antikor saptan›rken IB testinde hiçbir antikor tespit edile-
memifltir. En fazla SS-A/Ro-52 antijenine karfl› antikor saptanm›flt›r.

Anahtar kelimeler: Anti nükleer antikor, indirekt immun floresan, immunoblotting

SUMMARY

Determination of autoantibodies by the indirect immunofluorescent (IIF) techniqe is the most preferred  method for the diag-
nosis of connective tissue disorders. Differentiation of autoantibodies is the basis of correct diagnosis in otoimmun diseases.
This method allows the extracted antigens (ENA) to be used for the differentiation of autoantibodies clearly. 

In our study, we evaluated the results of Immunoblotting (IB) test in patients with positive anti-nuclear-antibody (ANA) which
was determined by the IIF technique during one year period retrospectively. A total of 2587 patients were evaluated for ANA
positivity by the IIF technique. Of the 2587 patients, 215 were found to be positive for +2<ANA by the IIF method, and they
were studied by the IB test. Of the 215 patients with ANA positivity, 171 (79.5%) were found to have at least one autoanti-
body, whereas 44 (20.4%) were found to have no autoantibody by the IB test. The autoantibody against SS-A/Ro-52 antigen
was the most frequent autoantibody determined by the IB test.

Key words: Anti-nuclear-antibody, indirect immunofluorescent, immunoblotting

(*) Çal›flma XXXII. Türk Mikrobiyoloji Kongresi’nde (12-16 Eylül 2006 Antalya) sunulmufltur.

Anti nükleer antikorlar›n pozitif saptand›¤› hastalarda 
immunoblotting test sonuçlar›n›n de¤erlendirilmesi (*)

Evaluation of immunoblotting test results in patients with positive
antinuclear antibody
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G‹R‹fi

Serumda otoantikor aranmas› son 50 y›ld›r otoim-
mun hastal›klar›n tan› ve sa¤alt›m takibinde önem
kazanm›flt›r. Araflt›rmac›lar›n istekleri do¤rultusun-
da üretici firmalar genifl bir ürün yelpazesinde
kullan›m›, de¤erlendirmesi kolay ve maliyeti dü-
flük testler üretmifllerdir. Ticari otoantikor test kit-
leri de¤iflik teknikler ile gelifltirilmifltir. ‹ndirekt
immunfloresan (IIF), immunodifüzyon (ID), im-
munoblotting (IB), ELISA ve son zamanlarda ge-
lifltirilen lazer antijen ölçüm teknikleri bu teknik-
leri kapsar (1). 

Tan› kitleri içinde IIF testi tarama testi olarak
kullan›lmakta, antijen tipinin ortaya ç›kar›lmas› ve
IIF testinin do¤rulanmas› amac›yla di¤er testler
önerilmektedir (2). IIF testi anti nükleer antikor
(ANA) varl›¤›n› ortaya koyar buna karfl›n baz›
durumlarda antikorlar›n hangi antijene karfl› olufl-
tu¤u tam olarak ay›r›lamayabilir. Bu durumda di-
¤er yöntemlerle antijen tiplendirmesi yap›l›r. An-
tijen tiplendirilmesi klinik aç›s›ndan önemlidir.
Çünkü ANA'ya spesifik antijen, ilgili hastal›¤›n
tan›s›nda özgüldür. Örne¤in anti-dsDNA ve anti-
Sm antikorlar› sistemik lupus eritamatozus
(SLE)'a spesifik görünürken, anti-Scl70 ve anti
sentromer antikorlar› sistemik skleroz, anti-jo1 po-
limiyozit, anti-SSA ve anti-SSB Sjögren sendro-
mu, SLE, skleroderma ve romatoid artrit 'inde
içinde bulundu¤u romatizmal ba¤ dokusu hasta-
l›klar›nda saptanabilir (3).

Otoantikorlar genellikle poliklonald›r ve s›kl›kla
antijenin bir çok hedefine karfl› oluflur. Kullan›lan
testler antikorlar›n farkl› özel bölgelerini saptar.
SLE'de anti-dsDNA 'n›n %30-%70 gibi genifl bir
aral›kta saptanabilmesi kullan›lan testlerin farkl›l›-
¤›na ba¤lanabilir. ID yüksek afiniteli antikorlar›,
IIF ›l›ml› ve yüksek afiniteli antikorlar›, ELISA
düflük ve yüksek affiniteli antikorlar› saptayabilir.
Pürifiye antijenler kontaminant olabilir ya da do-
¤al proteinin tüm komponenetlerini kapsamayabi-
lir. ‹deal testi tan›mlarken bu etkenleri göz önün-
de bulundurmal›y›z(4). 

ANA saptanan bir çok hasta SLE tan›s› almaz-
ken SLE tan›s› alan bir çok hastada ANA sap-
tanm›flt›r. Sa¤l›kl› toplumun 1/3'ünde 1/40 ve 1/20
dilüsyonlarda ANA pozitifli¤ine rastlanabilir (5).
Sa¤l›kl› bireylerde düflük oranlarda ANA pozitif-
li¤ine rastlanmas› klinik olarak de¤erlendirme
güçlü¤ünü ortaya ç›karm›flt›r. Bölgeler, ülkeler,
›rklar, cinsiyet farkl›l›klar›n›n ortaya ç›kar›lmas›
amac›yla prevalansa yönelik çal›flmalar yap›larak
demografik özellikler ortaya konmal›d›r (2). 

Bu çal›flman›n amac›  bir y›ll›k süreçte IIF testi
ile ANA'u pozitif saptanan hastalarda IB testi ile
yap›lan do¤rulama  ve spesifik antijen sonuçlar›-
n›n retrospektif olarak de¤erlendirilmesidir.

GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çal›flmada, Atatürk E¤itim ve Araflt›rma Hasta-
nesi (‹ZM‹R) Mikrobiyoloji laboratuvar›nda Haziran
2005- Haziran 2006 tarihleri aras›nda  IIF tekni¤i
ile çal›fl›lan test sonuçlar› ve pozitif saptanan se-
rumlar›n IB test sonuçlar› de¤erlendirilmifltir.

IIF testinde (ANA profile 3, EUROIMMUN)
1/100 oran›nda dilüe edilerek çal›fl›lm›flt›r. Üreti-
ci firma önerileri do¤rultusunda haz›rlanan prepa-
ratlar floresan mikroskobunda (ZEISS) X40 ob-
jektifde de¤erlendirilmifltir. Floresan keskinli¤i ne-
gatif kontrol (0) ve pozitif kontrol (+4) baz al›-
narak +1 den +5 aral›¤›nda  semikantitatif olarak
de¤erlendirilmifltir (3) IIF ile +2< pozitif olan se-
rumlar IB testine al›nm›flt›r.

IB testi ( ANA profile 3 EUROLINE, EUROIM-
MUN) kiti kullan›larak 1/100 dilüsyonda üretici
firma önerileri do¤rultusunda çal›fl›lm›flt›r. IB tes-
ti sonucu IB striplerinde saptanan antikorlar bil-
gisayarda EUROLINE SCAN program› kullan›la-
rak ( +,+ +,+++ ) kantitatif de¤erlendirilmesi ya-
p›lm›flt›r. 

BULGULAR

Toplam 2587 hastada IIF ile ANA araflt›rmas› ya-
p›lm›flt›r. IIF ile 215 hastada +2< ANA pozitifli-
¤i saptanarak immunoblotting çal›fl›lm›flt›r. De¤er-
lendirme sonuçlar› Tablo 1’de görülmektedir.
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Toplam 171 (%79.5) hastada IB testinde en az
bir antikor tespit edilmifltir. 15 ayr› antijen tipi
bulunan IB testinde toplam 402 antikor saptan-
m›flt›r. En fazla SS-A/Ro-52 antijenine karfl› an-
tikor saptanm›flt›r. Hastalar›m›z›n bir ço¤unda SS-
A/Ro-52 ve SS-B beraberli¤i vard›r.

Çal›flmam›zda 44 (%20.4) hastada IIF testinde
antikor saptan›rken IB testinde hiçbir antikor tes-
pit edilememifltir. 

TARTIfiMA

Kullan›m› kolay ve ekonomik olmas› nedeniyle
ANA tespitinde yayg›n kullan›lan yöntem IIF
yöntemidir. Buna karfl›n sonuçlar›n de¤erlendiren
bireye göre de¤iflebilmesi, subjektif olabilmesi ve
zaman almas›ndan dolay› dezavantaja sahiptir.
Çal›flan›n bilgi ve deneyimi öne ç›kmaktad›r.
Nükleer antijenlerin tiplendirmesinin bazen yap›-
lamamas› di¤er bir dezavantaj›d›r. IB yöntemin-
de tek bir test stripi ile birden fazla antijenin
saptanabilmesi, striplerin saklan›p tekrar de¤erlen-
dirilebilmesi avantaj olufltururken, ekonomik ola-
rak pahal› olmas› ve s›n›rl› say›da antijeni tespit
edebilmesi dezavantaj oluflturmaktad›r (6).

Çal›flmam›zda 215 hastan›n 171 'inde ( %79.5 )
en az bir antijen tespit edildi. Yumuk ve ark.(2)
yapt›¤› çal›flmada 208 hastan›n 126's›nda
(%60.5) antijen tipi belirlenebilmifltir. Berkem ve
ark (6) 88 IIF pozitif örne¤in 29'unda (%32.9)
antijen tespit etmifller. ‹lk çal›flma 1/100 dilüsyo-
nu pozitif al›rken ikinci çal›flma 1/40'› pozitif ka-
bul etmifl. Çal›flmam›zda 1/100 bafllang›c dilüsyo-
nu al›narak +2< keskinli¤i IB testine al›nd›. Böy-
lece 1/100'ün üstü hastalar› IB testine alm›fl ol-

duk. Bu sebepden dolay› çal›flmam›zda di¤erleri-
ne göre daha fazla antijen saptanm›fl olabilir. Ba-
z› toplumlarda %40'a kadar düflük ANA pozitif-
li¤i olabilece¤i bildirilmifltir (7). Bu yüzden üre-
tici firma önerileri de göz önünde tutularak 1/100
dilüsyon üstü pozitiflikleri IB testine ald›k. Çün-
kü IB testi IIF testi gibi tarama amaçl› kullan›l-
d›¤›nda ya da 1/20-1/40 gibi düflük pozitiflikler-
de kullan›ld›¤›nda klinisyene önemli bir katk›da
bulunmayaca¤› gibi maddi yük oluflturaca¤› dü-
flüncesindeyiz. ANA tespitinde IIF etkili bir tara-
ma testidir. Yalanc› pozitiflikler fazlad›r ve kli-
nik önemi titre ve patern ile aç›klanamaz. Buna
karfl›n 1/160 titre ve üzeri önemlidir. Hep-2 hüc-
releri ANA tespitinde çok duyarl› bir substrat ol-
mas›na karfl›n düflük pozitifliklere karfl› iyi kalib-
re edilmelidir (4). IIF testinde  Kang ve ark. (8)
1/160 titrenin alt›ndaki ANA pozitifliklerini IB
testine almaya gerek olmad›¤›n› homojen paterne
sahip her hangi bir titredeki ANA pozitifli¤inde
Anti-dsDNA araflt›rmas› gerekti¤ini belirtmifllerdir.

IB testi ile en fazla Ro-52 antijenini ve beraber
olarak da SS-A (60kDa), SS-B antijenini tespit
ettik. SS-A/Ro antijeni küçük nükleostoplazmik
RNA protein kompleksidir. 52kDa ve 60kDa
a¤›rl›¤›nda iki proteini kapsar. SS-A veya SS-B
antikorlar›n›n saptanmas› Avrupa birli¤i çal›flma
grubu taraf›ndan Sjögren sendromunun tan› kri-
terleri aras›nda kabul edilmifltir (9). Peene ve ark.
(3) yapt›¤› çal›flmada SS-A (%10.5) ve SS-B
(%6.7) oran›nda tespit edilirken Faria ve ark.
(10) SLE' li hastalarda Ro/SS-A 'ya antijenine
karfl› %47 oran›nda antikor saptam›fllard›r.. Tu-
nusda yap›lan di¤er bir çal›flmada SLE'li hasta-

AMA
M2

RIB. P
PROT

HISTON NUKLEOSOM dsDNA PCNA SENTROMER-B JO-1 PM-Scl Scl-70 SS-B RO-52 SS-A Sm RNP/Sm

+ 7 8 7 36 14 15 4 7 10 5 15 24 15 7 13

++ 11 2 6 7 4 1 3 2 1 1 4 5 6 3

+++ 10 4 1 5 3 1 13 2 13 16 43 35 13 22

TOPLAM 28 14 14 48 21 17 20 9 13 19 35 72 56 20 38

Tablo 1. ‹mmunoblotting ile saptanan otoantikor tipleri.

Anti nükleer antikorlar›n pozitif saptand›¤› hastalarda immunoblotting test sonuçlar›n›n de¤erlendirilmesi
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larda en fazla SS-A anti-extractible nuclear anti-
gens (ENA) karfl› (%54.8)  antikor tespit etmifl-
lerdir (11). Hastalar›m›z›n bir ço¤u romatoloji
klini¤i ve poliklini¤i hastas›d›r. Bu yüzden s›k
görülen hastal›kla beraber ilgili antijen saptana-
cakt›r. SS-A ve SS-B SLE ve sjögren sendro-
munda görülebilir SLE için spesifik olmasa da
Antids-DNA 'n›n saptanamad›¤› durumlarda kli-
nik önemi vard›r (4). Çal›flmam›z›n sonuçlar›n›
de¤erlendirirken SLE ve sjögren sendromlu has-
talar›n daha fazla olabilece¤ini  göz önünde bu-
lundurmal›y›z. Peene ve ark. (3)  IIF ile pozitif
saptanan hastalarda ENA tespiti için  ek testlere
gereksinim oldu¤unu ve düflük titrelerdeki pozi-
tifliklerde (SS-A antijeni kapsasa bile) gerek ol-
mad›¤›n› ve ayr›ca yukar›da belirti¤imiz gibi güç-
lü SLE flüphesi olmasa bile homojen paterne sa-
hip ANA pozitifli¤inde Anti-dsDNA araflt›r›lmas›
gerekti¤ini savunmaktad›rlar.IB testinin güvenirli-
¤i kullan›lan antijenin kalitesine , gel elektrofo-
rezin ay›rt etme gücüne ve nitroselüloz membra-
na antijen transfer yetene¤i gibi üretim tekni¤ine
dayal› özelliklere ba¤l›d›r. Ayr›ca çal›flma hatala-
r› her zaman göz önünde bulundurulmal›d›r (6).
Çal›flmam›zda IIF tekni¤i ile pozitif olan 44 has-
tada IB ile herhangi bir antijene karfl› antikor tes-
pit edilmemifltir. Test striplerimizde tüm pozitif
kontroller çal›flm›flt› ve bu yüzden çal›flma hata-
s› ekarte edilebilir. Sonuç olarak strip üzerindeki
15 antijen d›fl›ndaki antijen tipine karfl› antikor
pozitif olabilir. Böylece IIF testinde saptanan an-
tijen IB testinde saptanmayabilir. Bu durum her za-
man ak›lda tutulmal›d›r. 

ENA profil teknikleri ELISA, immunoblotting, li-
ne-blot assays, ve flow cytometric bead-based
multiplex assays testlerini kapsamaktad›r (12). Bu
testleri kullan›rken üzerinde önemle durulmas›
gereken durumlar afla¤›dad›r.

(a) IIF ile pozitif ANA testi patern ve titreye
ba¤l› olarak ENA (IB olabilir) testi ile çal›fl›lma-
l›d›r. (b)Yeni ENA antijen saptama testleri genifl
çok merkezli çal›flmalarla klinik de¤erlendirilme-
si yap›lmal›d›r. (c) Klinisyene tam ve do¤ru yo-

rumla ENA testinin çal›fl›ld›¤› bildirilmelidir (13).

Sonuç olarak, IIF testi ANA için tarama testi

olarak kullan›l›rken, IB testini tan›mlama ve do¤-

rulama amac›yla kullanmal›y›z. Patern farkl›l›kla-

r›na ba¤l› olarak IB testinin negatif olabilece¤ini

unutmamal›y›z.
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