
Αυτοαντισώματα στη Ρευματολογία 
Από το μικροσκόπιο και την ELISA, 

στο τελικό αποτέλεσμα του 
ανοσολογικού εργαστηρίου 

Χρήστος Λιάσκος 

Βιολόγος - Παθολόγος, Aκαδημαϊκός Υπότροφος, 

Υπεύθυνος Εργαστηρίου Ρευματολογίας και Κλινικής 

Ανοσολογίας, Λάρισα 



Σύγκρουση 

Συμφερόντων 

 

ΚΑΜΙΑ 

    



Εισαγωγή 
 ● Η ανίχνευση των αυτοαντισωμάτων έχει κυρίως διαγνωστική αξία 

στα αυτοάνοσα ρευματικά νοσήματα 
 
● Κανένα από αυτά τα αυτοαντισώματα δεν έχει 100% ειδικότητα ή 

100% ευαισθησία 
 

● Ένα από τα κυριότερα προβλήματα στον έλεγχο των 
αυτοαντισωμάτων (πχ των ΑΝΑ) είναι τα «ψευδώς» θετικά ή τα 
«ψευδώς» αρνητικά.  
 

● Η αξιοπιστία του εργαστηρίου είναι ο κυριότερος λόγος για να 
αποφεύγονται διαγνωστικά λάθη στην ανίχνευσή τους. 



Εισαγωγή ΙΙ 
 ● Δεν θεραπεύουμε τα αυτοαντισώματα αλλά τον ασθενή 

 
● Στην συντριπτική τους πλειοψηφία δεν τα ελέγχουμε παρά μόνο 

στη διάγνωση (1 τέστ ανά ασθενή εφόρου ζωής) 
 

● Δεν μας ενδιαφέρει ο πολύ υψηλός ή ο υψηλός ή ο μέτριος 
τίτλος/συγκέντρωση τους (όλοι οι «αξιόπιστοι» θετικοί τίτλοι έχουν 
την ίδια διαγνωστική αξία 
 

● Μόνο αν ΔΕΝ μας «κολλάει» κάτι με τη διαφορική διάγνωση τα 
επανελέγχουμε (ψευδώς θετικό ή ψευδώς αρνητικό) 



 Οι δυο κλασικές μέθοδοι που παραδοσιακά χρησιμοποιούνται για τον 

προσδιορισμό των αυτοαντισωμάτων αυτών είναι: 

 

● ο έμμεσος ανοσοφθορισμός (IIF) και 

● η τεχνική της ενζυμο-συζευγμένης ανοσοαπορρόφησης (ELISA)  

 



Ανοσοϊστοχημική τεχνική, όπου ένα σύμπλεγμα Αg-Ab γίνεται ορατό με την βοήθεια άλλου Ab 

σημασμένου με φθοριόχρωμα και παρατήρηση με μικροσκόπιο φθορισμού 

ΒΑΣΙΚΗ ΑΡΧΗ IIF 



Φθοριοχρώματα ή 
φθορίζουσες χρωστικές  

Φθορισμός: εκπομπή φωτός 

μεγαλύτερου μήκους κύματος από μια 

ουσία όταν αυτή ακτινοβοληθεί από 

φως μικρότερου μήκους κύματος 



Φθοριοχρώματα ή φθορίζουσες χρωστικές 

Απορρόφηση: 495 nm 

(μπλε) 

Εκπομπή: 528 nm 

(πράσινο) 

FITC (ισοθυοκυανική 

φλουορεσκείνη) 



Έλεγχος- Έμμεσος 
Ανοσοφθορισμός 

Αρνητικό Τεστ 
 



Έλεγχος- Έμμεσος Ανοσοφθορισμός- 
 Θετικό Τεστ 

 



Έλεγχος- Έμμεσος 
Ανοσοφθορισμός 

Αρνητικό Τεστ 
 



OΛΑ ΤΑ ΘΕΤΙΚΑ ΗΕ-p2  ΑΝΑ  ΤΕΣΤ ΔΕΝ ΕΙΝΑΙ ANA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ΠΟΙΟ ΑΠΟ ΑΥΤΑ ΤΟ ΑΝΑ ΕIΝΑΙ ΘΕΤΙΚΟ ΓΙΑ ΑΝΑ; 



Αραίωση  

1/80 

1ος ασθενής 

2ος ασθενής 
Αραίωση  

1/80 

ΑΝΑ 
 



Αραίωση 1/640 1/1280 1/320 1/160 1/80 



ΑΝΤΙΠΥΡΗΝΙΚΑ (ΑΝΑ) 

ΑΥΤΗ Η ΜΕΘΟΔΟΣ 

ΔΕΝ ΕIΝΑΙ ΙΙF 



νεφρός 

ήπαρ 

Crithidia luciliae   

ANA με IIF 



slides HEp2 
κυττάρων 
εμπορίου 
 

 

 
IIF σε ΗΕp2 



 

 
IIF σε ΗΕp2 

Επώαση με ορό 

πλακιδίων 

επιστρωμένων με HEp2 

Επώαση με το 

δευτερογενές 

συζευγμένο αντίσωμα 

Παρατήρηση στο 

μικροσκόπιο 

ανοσοφθορισμού 

 



Αλγόριθμος 
μικροσκόπησης 
ΑΝΑ σε πλακίδια 
ανοσοφθορισμού 

Ερώτηση 1η: Θετικό ή αρνητικό 

(υπάρχει φθορισμός;) 

Ερώτηση 2η: Ο φθορισμός εντοπίζεται 

στον πυρήνα, στο κυτταρόπλασμα ή 

περιφερικά του πυρήνα; 

Ερώτηση 3η: Εάν είναι πυρηνικός, τι 

είδους φθορισμό έχει ο πυρήνας; 

Ερώτηση 4η: Ποιος είναι ο τίτλος- 

αραίωση? 



Αλγόριθμος μικροσκόπησης ΑΝΑ  

σε πλακίδια ανοσοφθορισμού 

Ερώτηση 1η: Θετικό ή αρνητικό 

(υπάρχει φθορισμός;) 

Ερώτηση 2η: Ο φθορισμός 

εντοπίζεται στον πυρήνα, στο 

κυτταρόπλασμα ή περιφερικά του 

πυρήνα; 

Ναι Όχι 

Πυρήνα 

Κυτταροπλασματικός 

Περιφερικό 

Όχι 



ΠΥΡΗΝΙΚΟΣ 

ΦΘΟΡΙΣΜΟΣ 

ΚΥΤΤΑΡΟΠΛΑΣΜΑΤΙΚΟΣ 

ΦΘΟΡΙΣΜΟΣ  



Αλγόριθμος μικροσκόπησης ΑΝΑ  

σε πλακίδια ανοσοφθορισμού 

Ερώτηση 1η: Θετικό ή αρνητικό 

(υπάρχει φθορισμός;) 

Ερώτηση 2η: Ο φθορισμός 

εντοπίζεται στον πυρήνα, στο 

κυτταρόπλασμα ή περιφερικά του 

πυρήνα; 

Ερώτηση 3η: Εάν είναι πυρηνικός, 

τι είδους φθορισμό έχει ο πυρήνας; 



Ομοιογενής  



ΑΥΤΟΑΝΟΣΟΣ 

ΥΠΟΘΥΡΕΟΕΙΔΙΣΜΟΣ 

ΑΥΤΟΑΝΟΣΗ 

ΗΠΑΤΙΤΙΔΑ  

ΣΕΛ 



ΛΕΠΤΟΣ ΣΤΙΚΤΟΣ  

ΚΕΝΤΡΟΜΕΡΙΔΙΑΚΟΣ  

ΠΥΡΗΝΙΣΚΙΚΟΣ 

ΠΥΡΗΝΙΚΗΣ ΜΕΜΒΡΑΝΗΣ 

ΠΥΡΗΝΙΚΑ ΠΡΟΤΥΠΑ 



Anti-AMA  

Anti-Jo1  

Anti-RR 

Anti-Golgi 

ΚΥΤΤΑΡΟΠΛΑΣΜΑΤΙΚΑ ΠΡΟΤΥΠΑ 

Anti-cytokeratin 



Αλγόριθμος 
μικροσκόπησης 
ΑΝΑ σε πλακίδια 
ανοσοφθορισμού 

Ερώτηση 1η: Θετικό ή αρνητικό 

(υπάρχει φθορισμός;) 

Ερώτηση 2η: Ο φθορισμός εντοπίζεται 

στον πυρήνα, στο κυτταρόπλασμα ή 

περιφερικά του πυρήνα; 

Ερώτηση 3η: Εάν είναι πυρηνικός, τι 

είδους φθορισμό έχει ο πυρήνας; 

Ερώτηση 3α: Εάν έχει ένα πυρηνικό 

πρότυπο, τι επιμέρους χαρακτηριστικά 

φέρει αυτό; 



Ομοιογενής πυρηνισκικός 

clumpy πυρηνισκικός 

punctate πυρηνισκικός 

PM/Scl-75, PM/Scl-100, 

Th/To, B23/nucleophosmin, 

nucleolin, No55/SC65  

U3-snoRNP/fibrillarin  

RNA polymerase I, 

hUBF/NOR-90  

Ερώτηση 3α: Εάν έχει ένα πυρηνικό πρότυπο τι επιμέρους 

χαρακτηριστικά έχει- το παράδειγμα των αντιπυρηνισκικών; 



Αλγόριθμος 
μικροσκόπησης 
ΑΝΑ σε πλακίδια 
ανοσοφθορισμού 

Ερώτηση 1η: Θετικό ή 

αρνητικό (υπάρχει 

φθορισμός;) 

Ερώτηση 2η: Ο φθορισμός 

εντοπίζεται στον πυρήνα, 

στο κυτταρόπλασμα ή 

περιφερικά του πυρήνα; 

Ερώτηση 3η: Εάν είναι 

πυρηνικός, τι είδους 

φθορισμό έχει ο πυρήνας; 

Ερώτηση 4η: Ποιος είναι ο 

τίτλος- αραίωση? 

1/40 

1/80 

1/160 

1/320 

1/1280 

1/640 

1/2560 



ELISA 
● Mέθοδος επιβεβαίωσης της αρχικής υποψίας ύπαρξης αυοταντισώματος, αλλά και 

της ταυτοποίησης και ποσοτικοποίησης του τίτλου για το αυτοαντίσωμα αυτό. 

 

●  Αυτό είναι ιδιαίτερα χρήσιμο αλλά και απαραίτητο όταν ο τίτλος του 

αυτοαντισώματος έχει κλινική σημασία βαρύτητας νόσου ή αν χρησιμοποιείται ως 

δείκτης ανταπόκρισης στην θεραπεία. 

 



Indirect ELISA 

ΑΝΤΙΓΟΝΟ-

ΣΤΟΧΟΣ 

ΑΥΤΟΑΝΤΙΣΩΜΑ 

ΟΡΟΥ 

ΕΝΖΥΜΟ  

ΔΕΥΤΕΡΟΓΕΝΕΣ 

ΣΥΖΕΥΜΕΝΟ 

ΑΝΤΙΣΩΜΑ 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ  + 



Cut-off ELISA 
● Τα αποτελέσματα αρχικά εκφράζονται σε απορροφήσεις σε συγκεκριμένο μήκος 

κύματος 

● Το cut off της μεθόδου ορίζεται από τον κατασκευαστή 

● Standard control η απορρόφηση του οποίου αποτελεί το cut of της θετικότητας 

● Τα αποτελέσματα δίνονται σε RU/ml 

● Kάθε εμπορικά διαθέσιμη ELISA μπορεί να έχει διαφορετικά cut off για το ίδιο 

αυτοαντιγόνο 

 

 



Line Blot 
● Όταν υπάρχει μεγάλη κλινική υποψία για κάποιο νόσημα, και συμβατή εικόνα IIF 

● Αντί για ELISA 

● Δυνατότητα ημιποσοτικής ανίχνευσης πολλών αυτοαντιγόνων σε μικρό χρονικό 

διάστημα 

● Δεν απαιτούν ιδιαίτερο εργαστηριακό εξοπλισμό,  

● Υπάρχει και τρόπος ποσοτικοποίησης των αποτελεσμάτων.  

 

 



Αρχή μεθόδου Line Blot 
● Παρόμοια με ELISA 

 

● Εδώ το υπόστρωμα είναι ταινία με μικρά τεμάχια από νιτροκυτταρίνη πάνω σε 

κάθε ένα από τα οποία έχουμε κολλήσει συγκεκριμένο αντιγόνο. 

 

 

 



Panel αυτοαντισωμάτων για Μυοσίτιδα 
Panel αυτοαντισωμάτων για 

Συστηματική Σκλήρυνση 
Panel αυτοαντισωμάτων για αυτοάνοσο 

νόσημα ήπατος 



Rο-52 

SS-A 

control 

Representative case 1: Aσθενής με ξηροστομία και 

ξηροφθαλμία, με θετική βιοψία χείλους έδωσε  
nuclear fine speckled pattern in IIF και 

αντιδραστικότητα έναντι SS-A and Ro-52 antigen in 
line assay  



Representative case 2: Aσθενής με κεντρομυελική 

αδυναμία, αυξημένη CPK και θετική βιοψία μυός 

έδωσε κοκκιώδη κυτταροπλασματικό φθορισμό 
σε in IIF και αντιδραστικότητα έναντι Jo-1 KAI Ro-

52 antigen in line assay  



Παραδείγματα αποτελεσμάτων line 

blot σε ασθενείς με Μυοσίτιδα 



Ο ανοσολογικός έλεγχος πάντοτε στέλνεται για 
επιβεβαίωση και υποστήριξη της κλινικής 
υποψίας 
 
Η αποστολή ανοσολογικού ελέγχου δεν 
αποτελεί ποτέ μέθοδο προληπτικών εξετάσεων  
 
Ποτέ δεν στέλνουμε ανοσολογικό έλεγχο αν δεν 
μπορούμε να αξιολογήσουμε το αποτέλεσμα 
που λαμβάνουμε 



 



ΣΑΣ 
ΕΥΧΑΡΙΣΤΩ! 


