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Antiniikleer antikor-hep-2 (ANA) testinin tarama titresi icin pozitiflik
degerinin belirlenmesi

Neval YURTTUTAN-UYAR', Ozge GUNGOR?, Mustafa SERTESER?, Isin AKYAR*

OZET

Amac: ANA saglikli kisilerde pozitif gozlenebilmekte
ve diliisyon titresi arttikca saglikli kisilerde goriilme
siklig1 azalmaktadir. Son yillarda, diinyada 1:160 tarama
titresinin kullanimi yayginlasmaktadir. Ozellikle CDC
(ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi) ve WHO
(Diinya Saglik Orgiitii)’nun 1:160 titresini 5nermesinden
sonra kullanimi artrmistir. Ulkemizde ise 1:100 tarama
kullanilmaktadir.
1:160

uygunlugunu arastirmaktir.

titresi Bu calismada amacimiz;

lilkemizde tarama titresinin  kullaniminin

Yontem: Calismamiza; Acibadem hastanelerine
Subat 2015

arasinda basvuran ve hazirlanan

kan bagis1 yapmak amaciyla Ocak
tarihleri “Onam
Formunu” onaylayan 200 saglikli kan donori ile
birlikte aym tarihlerde Acibadem hastanelerinde oto
immiin hastalik tanis1 yeni almis veya takipte olan ve
soz konusu Formu onaylayan 200 hasta olmak Uzere
toplam 400 hasta katilmistir. Dondr ve hastalardan
alinan serum numunelerinden ANA testi 1:100 ve 1:160
dilusyonlarinda calisilmisti.  Donor ve hastalardan
yapilan ANA Hep-2 testi sonucunda testin duyarlilik
ve ozglinligli hesaplanmistir. Testin optimum cut-off

degeri, ROC curve analizi ile belirlenmistir.

ABSTRACT

Objective: It is important to choose the correct
screening titer in immunoflourescent assay for ANA.
Recently, the use of 1:160 titer became widespread
in the world, particularly after the suggestion of CDC
(Centers for Disease Control and Prevention) and
WHO (World Health Organisation). In our country,
1:100 is the mostly used titer for screening as a cut
off point. In this study, our aim was to investigate
the convenience of suggested 1:160 screening titer

for our country.

Methods: In order to donate blood 200 out of 400
patients who are healthy blood donors confirmed
consent form and applied to between January and
February 2015. The rest of the patients has been
diagnosed or followed autoimmune rheumatic
diseases for the first time and approvaled the form.
ANA test which is taken from the serum samples of
the donors and patients worked by 1:100 and 1:160.
It was figured out the sensitivity and specificity of
the ANA as as result of ANA Hep-2 test taken from
by donors and patients. Besides cut-off values of the

test was determined with ROC curve analyse.
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Bulgular: Antiniikleer antikor Hep-2 pozitiflik
sikigr saglikli grupta %8 iken, hasta grupta %96 olarak
bulunmustur. Sagliki grupta ANA titre pozitifliginin
dagiimm; 1:100 titrede %44, 1:160’da %37, 1:320’de %13,
1:640’da %6 tespit edilmistir. Saglikli grupta 1:160 titrede
ANA patern dagilimi ise yogun ince benek (DFS70 benzeri)
%56, benekli %25,
olarak belirlenmistir. Hasta grupta ANA titre pozitifliginin
dagilim ise 1:100 titrede %0,5, 1:160 titrede %3 , 1:320’de
%26, 1:640’da %25,1:1280’de %34,5, 1:2560’da %8,
1:5120’de %3 olmustur. Hasta grupta 1:160 titrede ANA

patern dagiiminda; benekli %55, homojen %24, niikleolar

niikleolar %12,5, sentromer %6,5

%11, sentromer %5, nilkleer nokta %3, niikleer membran
%2 olarak tespit edilmisti. Calismammz sonucunda,
saglikli grupta en fazla DFS70 paterni tespit edilmis ve
DFS70 paterni bir hastalikla iliskilendirilmemistir. 1:100
tarama titresinde duyarlik % 87,2 ve ozgulluk % 67,7
tespit edilmisken; 1:160 tarama titresinde duyarlilik %
74 ve ozgullik % 85,8 olarak belirlenmistir. 1:160 titrede
ozgiilliik artarken, duyarliigin azaldigi bulunmustur. ROC
curve analizi sonucunda onerilen optimum cut-off degeri

1:160 olarak tespit edilmistir.
Sonug: Bu calismada; ANA testi ROC curve analizi
sonucuna gore 1:160 tespit edilmistir. ICAP’ in Onerdigi

tarama titresi ile uyumludur. Ancak daha genis bir

populasyonu iceren bir grup ile calisma onerilir.

Anahtar Kelimeler: ANA, 1:160, titre, IFA, IIF
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Results: IIn healthy group the frequency of
positivity is 8%, whereas in patients group it is 96%.
In healthy group distribution of ANA titer positivity
is: in 1:100 titer 44 %, in 1:160 37%, in 1:320 13% and
in 1:640 6%. In healthy group in 1:160 distribution of
ANA patern is: dense fine speck (dfs 70) 56%, speckled
25%, nucleolar 12,5%, centromere 6.5%. In patients’
group distribution of ANA titer positivity is: in 1:100
0,5%, in 1:160 3%, in 1:320 26%, in 1:640 25%, in 1:280
34,5%, in 1:2560 8% and in 1:5120 3%. In patients
group in 1:160 distribution of ANA patern is: speckled
55%, homogeneous 24%, nucleolar 11%, centromere
5%, nuclear dots 3% and nuclear membrane 2%. As a
result of this study in healthy group, the most common
patern is dense fine speck (dfs 70) and In patients’
group is homogenous and speckled as expected. At
1:100 titer screening, sensitivity is 87,2 and specifity
is 67,7 and At 1:160 titer screening, sensitivity is 74
and specifity is 85,8. According to ROC curve analysis
1:160 titer is detected.

Conclusion: In this study, the
of 1:160 for ANA test was confirmed by ROC Curve

analyse. The screening titer of1:160, as proposed

screening titer

by ICAP. It has been proposed to study a large group

including more population.

Key Words: ANA, 1:160, titre, IFA, IIF



GIiRiS

Sistemik otoimmiin hastaliklarin taranmasi amaciyla
en sk kullamlan parametre anti-nukleer antikor
(ANA) testidir (1, 2). Anti-nikleer antikorlar, hiicre
cekirdeginde bulunan farkli antijenleri hedefleyen
cok genis bir oto antikor grubunu icermektedir.
insan epidermoid larinks karsinom (HEp-2) hiicreleri
kullamlarak gerceklestirilen indirekt imminflorasan
(IIF) yontemi ANA saptanmasinda kullamlan en duyarl
ve altin standart olarak kabul edilen bir yontemdir (3,
4). Bu yontemle elde edilen sonuclann giivenilir olmasi
hastalik tams1 acisindan buyuk onem tasgimaktadir (1).
ANA varlig1 yaninda sitoplazmada/mitotik hiicrelerde
bulunan yapilara karsit olusabilen oto antikorlarin
varlig1 da belirlenebilmektedir. HEp-2 hiicre serisinde
nikleer antijenlerin anlamli ol¢cide bulunmasi tam
duyarliigim artirmaktadir. Ancak bu duyarlilik artisi
ozgullikte bir azalmay1 da beraberinde getirmistir. Cok
sayida saglikli kisi ve diger hastalik tanisi olan kisilerde
de ANA pozitifligi saptanmasi Uizerine ANA pozitifligi
icin daha yiiksek bir sinir deger kullanimi glindeme
gelmistir.  Guncel kilavuzlar otoimmin sistemik
hastalik tanisi icin ANA simir degeri olarak >1/160
titreyi ongormektedir (5, 6). Aym zamanda HEp-2
hiicreleri, her seride benzer 6zellikte oldugundan ANA
saptanmasinda diger dokulara gore daha standart bir
ortam saglamaktadir. HEp-2 hiicre serilerinde anti-
ribosomal P protein antikorlarnn (anti-Rib-P), anti-
SS-A/Ro antikorlan ve anti-Jo-1 antikorlar genellikle
diisiik diizeyde eksprese oldugundan “yalanci negatif”

sonuclarla karsilasilabilmektedir (3, 5).

Pozitif ANA sonucunun tam1 koydurucu rolu
hastaliklara gore degismektedir (4). Anti
antikor, sistemik lupus eritematozus (SLE) tanisinda

yaklasik %93 duyarlilik ve %57 ozgullik gostermektedir.

nikleer

Negatif ANA sonucu SLE’yi dislamada cok degerlidir.
Ancak ANA pozitifligi saglikli popiilasyonda ve baska
klinikk durumlarda da goriilebildiginden pozitif
sonuclarin mutlaka klinikle birlikte yorumlanmasi

gerekmektedir. Saglikli kontrollerde diisiik titre (1/40-

1/80) ANA pozitifligi genel olarak %13-15 oraninda
goriilmekle birlikte %40-45 oranlarinin  saptandig
uluslararast  raporlarda bulunmaktadi.  Ozellikle
kadinlarda yasla birlikte ANA pozitifligi artmaktadir (2,
4).

Antinuikleer antikor IIF calismasim etkileyen onemli
parametrelerden biri de tarama dilusyonudur. Her
laboratuvarin %95 persentile dayali kendi sinir degerini
Ancak bu
her laboratuvar icin gecerli olamayabileceginden,

belirlemesi  onerilmektedir. uygulama
eriskinde onerilen tarama diliisyonunun 1:160 olmasidir
(5, 6). Bu konuda ulusal verimiz cok az bulundugu

gozlenmektedir (7).

Antiniikleer antikor tarama diluisyonu ile ilgili olarak
1:160 onerilmekle birlikte
ulkemizde yaygin olan uygulama 1:100 dilusyonla

uluslararasi literatirde;

tarama yapilmaktadir. Ulusal verilerimizin toplanmasi
sonucunda 1/160 dilisyonla ANA taramasi yapilmasi
konusunda kesin bir karara varlmasi beklenmektedir
(5, 6, 8,9,10).

Tarama dillisyonunun 1:100 ile

taramaya gore dusuk pozitif ANA sonuclarinin

1:160 olmasi,

azalmasini saglayacak ve dolayisiyla gereksiz refleks
(monospesifik) test istemleri bir dlciide onlenecektir.
Disuk pozitif (1:100) ANA pozitiflikleri, ANA pozitif
sonuclarin yaklasik %70-75’ini olusturmaktadir. Bu
sonuclar baz1 klinisyenler tarafindan gereksiz olarak
“ANA pozitif” olarak degerlendirilmekte, refleks test
istenmekte ve hasta maliyetini yikseltmektedir (5,
6). Ote yandan bazi paternlerin yakalanmasi diliisyon
katsayisina bagli olarak degisebilmektedir (5).

Bu calismanin amaci; ANA testinin populasyonumuz
icin hem ekonomik hem de tibbi olarak en uygun tarama
titresi olup olmadigini arastirmak ve rutin ANA tarama
testi degerlendirilmesi icin lilkemizde sik kullamlmakta
olan 1:100 titresine yada glincel kilavuzlarda onerilen
1:160 titresinin tercih edilmesine karar vermektir.
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GEREC ve YONTEM

Calismamiza; Acibadem hastanelerine kan bagisi
yapmak amaciyla Ocak - Subat 2015 tarihleri arasinda
basvuran ve hazirlanan “Onam Formunu” onaylayan
200 saglikli kan dondrii dahil edilmistir. Ayn1 zamanda
aynm tarihler arasinda Acibadem hastanelerinde
otoimmun hastalik tamist yeni almis veya takipte
olan ve hazirlanan “Onam Formunu” onaylayan 200
hasta daha katilmistir. Tum katiimcilar 18-35 yaslar

arasindadir. Her iki grupta da kadin erkek orani 5:1°dir.

Toplam 400 hastadan serum numunesi alinmis
ve ANA testi calisilmistir. Antinikleer antikor testi
calismasinda Aesku (Almanya) ve Euroimmun (Almanya)
iki farkl ticari kit kullamlmistir. Bu iki kit ile calismadan
once verifikasyonlan tamamlanmistir. Verifikasyon
calismalan i¢/dis akreditasyon denetimlerinde kontrol
edilmistir. Ayrica calismada kalibre edilmis pipetler

kullamlmustir.

Mikroskopik LED
mikroskobu kullamlarak farkli iki kisi tarafindan
gerceklestirilmistir. Anti nikleer antikor IIF slaytlarinda
paternler; nikleer, sitoplazmik ve mitotik paternler
ayn
Sitoplazmik veya mitotik reaktivite olmasi durumunda
ANA IIF test sonucu “pozitif” olarak bildirilmistir. Aym

degerlendirme  ise  ayn

olarak ayn incelenmis ve rapor edilmistir.

zamanda DFS (Dense Fine Speckled) paterni daha cok
LEDGF/p75 (lens epithelium-derived growth factor
p75) olarak da bilinen DFS70 antijenine karsi olusan
antikorlarda supheli
Suipheli pozitif DFS’likleri monospesifik dogrulama Kkiti
ile dogrulanmamustir.

pozitif olarak belirlenmistir.

Ornekler, 72 saaten daha uzun siire bekleyecegi
icin -20 C’de muhafaza edilmis ve tekrar dondurulup
¢coziulme islemi yapilmamistir.

Her iki kit ile once ANA testi 1:100 tarama
titresinde calisilmis ve pozitif tespit edilen ornekleri
ileri seri dilusyonlar (1:160, 1:320, 1:640, 1:1280,
1:2560 ve 1:5120) ile tekrar calisitmistir. Calismanin
sonunda yine her iki kit ile once ANA testi 1:160 tarama
titresinde calisilmis ve pozitif tespit edilen orneklerde
ileri seri dillsyonlar (1:320, 1:640, 1:1280, 1:2560

16
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ve 1:5120) yapilmistir. Her calismaya kitlerin icinde
cikan pozitif ve negatif kontroller de dahil edilmistir.
Tarama calismalarindan sonra yapilan seri diliisyon
calismalarninda, kit kontrollere ek olarak sonucu
sertifikalandinlmis bir dis kalite kontrol numunesi de
seri dilusyonlu calisma gerceklestirilmistir.

Calismadan elde edilen sonuclardan testi duyarliik
ve ozgunlukleri hesaplanmistir. Testin optimum cut-off
degeri, ROC analizi ile hesaplanmistir.

BULGULAR

Antiniikleer antikor Hep-2 pozitiflik siklig1 saglikli
grupta %8 iken, hasta grupta %96 olarak bulunmustur.
Saglikli grupta ANA titre pozitifliginin dagilimi; 1:100
titrede %44, 1:160’da %37, 1:320°de %13, 1:640’da %6
tespit edilmistir.

Saglikli grupta 1:160 titrede ANA patern dagilimi
ise yogun ince benek (DFS70 benzeri) %56, benekli %25,
nikleolar %12,5, sentromer %6,5 olarak belirlenmistir.

Hasta grupta ANA titre pozitifliginin dagilim
ise 1:100 titrede %0,5, 1:160 titrede %3 , 1:320’de
%26, 1:640’da %25,1:1280’de %34,5, 1:2560’da %8,
1:5120’de %3 olmustur.

Hasta grupta 1:160 titrede ANA patern dagiliminda;
benekli %55, homojen %24, nukleolar %11, se ntromer
%5, nukleer nokta %3, nukleer membran %2 olarak
tespit edilmistir.

Saglikli grupta en fazla ANA pozitifligi, en diisiik
tarama titresinde gozlenmis ve titre artikca goriilme
yuzdesi azalmakta, 1:1280 ve ustu titrelerde hic
pozitiflik tespit edilmemistir (Tablo 1). Hasta grupta
ise bunun tam tersi bir dagiim belirlenmistir. ANA
pozitifligi en fazla 1:320, 1:640 ve 1:1280 titrelerinde
gozlenirken; en az 1:100 ve 1:160 titrelerinde
bulunmustur.

Calismamiz sonucunda, saglikli grupta en fazla
DFS70 paterni tespit edilmis ve DFS70 paterni bir
hastalikla iliskilendirilmemistir (Tablo 2). Hasta grupta
ise romatizmal hastaliklarla iliskilendirilen homojen ve
benekli patern sik gorulmustur.



Tablo 1. Saglikli ve hasta gruplarda ANA pozitif sonuglarin titrelere gére dagilim

ANA Titresi

Saghkli Grupta ANA
Pozitiflik Yiizdesi

Hasta Grupta ANA
Pozitiflik Yiizdesi

1:100

1:160

1:320

1:640

1:1280

1:2560

1:5120

44

31

26

25

34

Tablo 2. Saglikli ve hasta gruplarda ANA pozitif sonuglarin paternlere gére dagilim

Paternler

Saglikli Grupta ANA

Patern Dagilim Yiizdesi

Hasta Grupta ANA

Patern Dagilim Yiizdesi

Yogun ince benek (DFS70)

Benekli

Homojen

Niikleolar

Sentromer

Niikleer noktalar

Niikleer membran

56

25

12,5

6,5

33

24

11
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1:100 tarama titresinde duyarlilk %87,2 ve
ozgulluk %67,7 tespit edilmisken; 1:160 tarama

titresinde duyarlilk %74 ve ozgulluk %85,8 olarak

belirlenmistir (Tablo 3). 1:160 titrede ozgullik

artarken, duyarliligin azaldigi bulunmustur. ROC

curve analizi sonucunda onerilen optimum cut-off
degeri 1:160 olarak tespit edilmistir (Sekil 1).

Tablo 3. 1:100 ve 1:160 titrelerin duyarliik ve ozgiilliik karsilastirmasi

1:160

1:100
Tarama Titresi Tarama Titresi

Duyarlilik (%) 87,2 74
Ozgiillik (%) 67,7 85,8
ROC curve = e 5|
ana_titre
10 F =
so} 7 __—
: /" Sensitvity 74| __oe==""""
[ ¢ Crnerion” > 160 |
e =
- 60 i .
=
7] HP
= L !
o 4ol
20 H{
O = PR B PR P P PR |
(0] 20 40 60 80 100
100-Specificity
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Sekil 1. ANA tarama testinin optimum tarama titresinin cut-off degeri




Mikroskop  degerlendirmesi
arasindaki fark; sadece iki hastada belirlenmistir.
biri

titresinde negatif olarak degerlendirirken digeri

yapan ki  Kisi

Degerlendirme yapanlardan 1:100 tarama
pozitif olarak degerlendirmistir. Biri homojen olarak
degerlendirirken, digeri ise DFS70 patern olarak
raporlamistir. Mikroskop degerlendirmesi yapan iki
kisinin sonuclart uyumlu bulunmustur (%99,5). Bu
laboratuvar sonuclarimizin devamliligi icin anlamli
bir veri olmustur.

Saglikli grupta yapilan calismada kullanilan iki
ticari kite ait sonuclar arasinda fark gozlenmezken,
hasta grupta yapilan calismada ise iki hastada patern
farkliign  bulunmustur. Bir tane homojen benekli
farkliigi ve bir tane benekli-niikleer membran
farkliigi tespit edilmistir.

TARTISMA

HEp-2 hiicreleri kullanilarak gerceklestirilen IIF
yonteminin ANA saptanmasinda kullanilan en duyarl
ve altin standart olarak kabul edilen bir yontem
oldugu goriilmektedir. HEp-2 hiicre serisinde niikleer
antijenlerin anlamli olcide eksprese olmasi tam
duyarliigini arttirmaktadir. Ancak bu duyarlilik artisi,
ozgillikte bir azalmay1 da beraberinde getirmektedir.
Cok sayida saglikli kisi ve diger hastalik tanisi olan
kisilerde de ANA pozitifligi saptanmasi iizerine ANA
pozitifligi icin daha yiiksek bir simir deger kullanimin
glindeme getirmektedir (5, 6,9,10).

Calismamizda; ulkemizde ANA test icin en uygun
tarama titresi arastirilmis ve ROC Curve analizi ile
1:160 tarama titresinin uygun oldugu tespit edilmistir.
Boylece fazla refleks (monospesifik) test istemleri bir
olciide onlenmis olacaktir.

Hasta grupta %96 ANA pozitifligin %0,5’i sadece
1:100 titrede bulunurken, 1:160 %3 gozlenmistir.
Algoritmalara; son yillarda hastamin klinik sikayeti
durumda ANA testi
testlerinin istenmesi eklenmistir. Bunun nedeni olarak

olmasi negatif iken refleks
HEp-2 hiicre serilerinde; anti-Rib-P, anti-SS-A ve anti-
Jo-1 genellikle disiik diizeyde eksprese oldugundan
“yalanci negatif” sonuclarla karsilasilabilmektedir (3,
5,9,10).

Calismamizda; saglikli grupta yliksek sentromer
patern pozitifligi gozlenmistir (%6,5). Calismamiz
sirasinda bu grubun hic bir klinik sikayeti olmamakla
beraber, calisma sonrasi romatolojik takibe alinmistir.

DFS70 paterni hasta grupta hic gozlenmemisken,
saglikli grupta en sik gozlenen patern olmustur.

Sonuc olarak calismamizda; ROC Curve analizi ile
1:160 tarama titresinin uygun oldugu tespit edilmistir.
ICAP’1n  Onerdigi tarama titresi lilkemiz icinde
uygundur ve laboratuvarlanimizda uygulanabilirdir.
Ancak otoimmtun romatizmal hastalik stipheli bir kisi
degerlendirilirken; hangi tarama titresi kullanirsa
kullanilsin ANA antikorunun negatif olmasina ragmen

kisinin hasta olabilecegi dikkate alinmalidir.
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