infeksiyon Dergisi (Turkish Journal of Infection) 2003; 17 (1): 81-84

ANTISPERM ANTIKOR SAPTANMASINDA ELISA VE iNDIREKT IMMUNOFLORESANS
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OZET

Antisperm antikorlar (ASA) kadin ve erkek infertilitesinde rol oynayan immunojenik faktdrlerdendir. Bu c¢alismanin
amaci, ASA saptanmasinda iki ydntemin karsilastirimasidir. Calismada 1997-1999 yillari arasinda Gaziantep
Universitesi Tip Fakiiltesinin Uroloji ve Kadin Hastaliklar-Dogum servislerine ve ézel muayenehanelere basvuran 2¢
kadin, 46 erkek toplam 71 infertil hastada Enzym-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ve indirekt immunofloresans
(IFA) yéntemleriyle ASA arastirmasi yapildi. Kontrol grubu olarak son bir yil icerisinde ¢ocuk sahibi olmus 19 erkek ve
sekiz kadinda ayni yéntemlerle ASA arastirildi. infertil grupta ELISA ve IFA yéntemleriyle sirasiyla % 23.9 ve % 28.
oraninda antisperm antikor saptanirken kontrol grubunda bu oran sirasiyla % 11 ve % 7.4 olarak bulundu. Kontro,
gruplarindaki kadinlarda ASA pozitifligi saptanmad). Her iki yéntemle de kontrol gruplarina kiyasla daha yliksek oranda
ASA saptandi. ELISA ve IFA testleri arasinda duyarlilik yéniinden anlamii bir fark bulunmadi (p>0.05).

SUMMARY

Antisperm antibodies (ASA) are immunogenic factors that play a role in male and female infertility. The purpose oi
this study was to compare two methods used to determine ASA. Fourty-six men and 25 women, totally 71 patients,
sent from Urology and Gynecology Services of Gaziantep University Medical Faculty and private offices were
screened for ASA with Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) and indirect immunoflourescence test (IFA).
The control group consisted of 19 men and eight women who had babies in the previous one year. In the infertile
group with ELISA and IFA ASA rates were 23.9 % and 28.2 % and in the control group 11% and 7.4%, respectively.
There was no seropositive woman in the control group. In both tests ASA were detected in high rates in infertile
groups compared to the control group. There was no difference between the sensitivies of ELISA and IFA (p>0.05).

GIRIS sik % 15°tir (2). Bu nedenle her bes ciftten biri infertilite

Dogurganlik déneminde olup ciftlerin istedikleri halde iki
yil icerisinde bebek sahibi olamamasi infertilite olarak
adlandiriimaktadir (1). Cocuksuz evliliklerde yasanan
psikolojik ve sosyolojik baskilar gdézéniine alindiginda,
infertilite halen ¢6zim bekleyen bir sorun olarak kargimi-
za ¢cikmaktadir. GUinimuzde infertil ciftlerin orani yakla-

arastirmalarina gerek duymaktadir. Ancak bu sorunu
¢6zmek herzaman kolay olmamaktadir. Cogu zaman
uzun slren ayrintili calismalar gerekmektedir. Sorunun
kaynag her iki cinsiyette de irdelenmelidir. infertilitede
sorunun % 40’1 erkege,% 40’ kadina % 20’si ise her iki
cinse birden dayanmaktadir (1). Tip bilimi bu konuya her
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gegcen giin daha fazla egilmekte, fertilizasyon olayini
engelleyen tim faktorleri ortaya ¢ikarip ¢6zim yollari
aramaktadir. Ancak kadin ve erkek tek tek ele alinma-
sina karsin aydinlatilamayan olgular olmaktadir. Nedeni
belirlenemeyen infertilite olgularinda immunojenik faktor-
lerin 6n plana c¢iktigi belirtimektedir (1). imminojenik
faktorler icerisinde sperm hicrelerine karsi gelisen anti-
korlarin da (ASA) roll vardir. Hem erkekte hem de kadinda
ASA tek basina infertiliteden sorumlu olabilir (1, 2). Bu
nedenle ASA degerlendirmesi yapilmayan infertilite
arastirmalarinin eksik kaldigi bildiriimektedir. Antisperm
antikorlar, serum, semen, folikiiler sivi, vaginal ve servikal
sekresyonlarda saptanabilir ve IgA, 1gG ve IgM yapisin-
da olabilirler (3).

Testisler, viicutta ¢ok iyi korunmus organlardir. Sperma-
tozoal antijenlerin disar ¢ikmasina ya da dolagimdaki
immunglobulinlerin  veya immunolojik aktif hicrelerin
iceri girmelerini énleyecek bir yapiya sahiptirler. Bu yapi,
testiste bazal membrana oturmus olan Sertoli hiicreleri-
nin hem kendi aralarinda hem de komsu germ hicre-
leriyle yapmis oldugu kan-testis bariyeridir (4). Ayrica
matlr spermatozoa ilk defa pubertede ortaya ¢iktidi igin
0 zamana kadar immun sistem tarafindan taninamaz (4, 5).
Yapilan ¢alismalar, spermin viicuda verilmesiyle erkekte
siddetli bir imm{n yanitin ortaya ¢iktigini, bu yanitin da
Ureme fonksiyonlarini olumsuz etkiledigini gdstermistir
(6). Bu nedenle erkegin Greme fonksiyonlarinin dizenli
isleyebilmesi, bu zararli immiin cevabin énlenmesine
baglidir. Kan-testis bariyerinin bozulmasina neden olan
bir olay (vazektomi, genital sistemdeki obstriktif olaylar,
inmemis testis, varikosel, testis biyopsisi, travma, torsiyon,
kanser, escinsellik, genetik yatkinlik) ASA olusumuna
neden olabilir (7-9). Antisperm antikorlar; kadinda perito-
neal kavite, gastro-intestinal kanal ve genital kanalda
epitelial bariyerin yikilmasiyla (pelvik inflamatuvar hastalik,
cinsel yolla gecen klamidya ve kandidalarin yol actig
infeksiyonlar gibi nedenlerle) gelisebilir ve sperm anti-
jenleri genital kanal sekresyonlarinda spesifik sekratuvar
IgA’nin Uretimine neden olabilirler. Bdylece serumda
(daha cok IgG) ve genital kanal sekresyonlarinda (daha
¢ok IgA) ASA bulunabilir (6, 10). Bunlar, sperm transpor-
tunun inhibisyonunda ve fertilizasyon yeteneginin azal-
masinda rol oynarlar. Antikor ile kapli spermin servikal
mukusta penetrasyon yapamadigi disiiniimektedir (11).
Ayrica, bu antikorlar, embriyo implantasyonunun engel-
lenmesine, implante olmus embriyonun mortalitesine ve
spontan abortuslara neden olabilirler (12). Antisperm
antikorlar erkekte spermatogonia evresinden itibaren
spermatogenezise etki edebilir ve aspermatogenezis veya
oligospermatogenezise yol acabilirler (11).
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Antisperm antikor tanisinda bugine kadar birgok test
kullaniimigtir. Ancak giinimuize kadar uluslararasi kabul
g6rmiis standart bir test olusturulamamistir. Bugln hala
kullanilan testler, serumda, semende, vajinal-servikal
sekresyonlarda ASA saptayan ELISA, immiinobead test
(IBT), mikst antiglobulin testi (MAR), tray aglitinasyon
testi (TAT), sperm immobilizasyon testi (SIT), sperm agli-
tinasyon testi (SAT), pasif hemaglitinasyon testi (PHT),
immunofloresan (IFA) testleridir (3,13-15).

Bu calismada Eylul 1997-Kasim 1999 tarihleri arasinda
infertil olgulardan serum toplanarak, mikrobiyoloji labora-
tuvarinda IFA ve ELISA ydéntemleriyle ASA arastiriimis,
iki ydntem arasindaki duyarlilik kargilastiriimigtir.

GEREC VE YONTEM

1997-1999 yillan arasinda Gaziantep Universitesi Tip
Fakiiltesi Uroloji, Kadin Hastaliklari ve Dogum servisle-
rine bagvuran ve 6zel muayenehanelerde izlenen 46’si
erkek ve 25'i kadin toplam 71 nedeni bilinmeyen infertil
hastadan calisma grubu olusturuldu. Galismaya alinan
hastalarin yaglari 24-38 arasinda olup, erkeklerin yas
ortalamasi 27.5 kadinlarinki ise 24 olarak bulundu.
Ciftler en az iki yildir cocuk sahibi olmay! beklemekte ve
evlilik slreleri 2-14 yil arasinda degismekteydi. Hastala-
rin, yaslari, evlilik streleri, ka¢ yildir cocuk istedikleri sorul-
du. Erkeklerde varikosel, inmemis testis, travma, testis
torsiyonu ve gegirilmis operasyonlar arastirildi. Galisma
grubuna alinan kadinlar normal ovulatuvar sikluslari olan,
infertilite icin belirli bir neden saptanamamis olgulardi.
Galisma grubundaki erkeklerin sperm sayilari ve sperm
motilite indeksleri normal sinirlar igerisindeydi. Calismaya,
son bir yil icerisinde ¢ocuk sahibi olmus 19'u erkek ve
sekizi kadin toplam 27 kisi kontrol grubu olarak alindi.
Hasta ve kontrol gruplarindan alinan kan &rnekleri
santrifuj edilerek calisilincaya kadar —20 °C’de sakland..
Alinan tim serum 6rnekleri Uretici firmanin énerisi dogrul-
tusunda 1/50 sulandirilarak ELISA (SEROTEC, Almanya)
ve 1/16 sulandirilarak IFA (SCIMEDX, Kanada) yéntem-
leriyle ASA ydéninden arastirildi (13-15). ELISA yéntemiyle
yapilan c¢alismada cut-offun Uzeri, IFA'da floresans
saptanmasi pozitif olarak degerlendirildi.

BULGULAR

Hastalardan alinan serum o&rnekleriyle yapilan ELISA
testinde, 14U erkek (% 30,4), Uc¢u kadin (% 12) toplam 17
kiside (% 23.9) ASA pozitifligi saptandi. Kontrol grubunda
ise sadece U¢ erkekte (% 15.7) antisperm antikor goste-
rildi (Tablo 1). Kontrol grubundaki kadinlarda antisperm
antikor saptanmad..

infeksiyon Deraqisi (Turkish Journal of Infection)



Immunofloresans testi ile yapilan galismada infertil grupta
10°'u erkek (% 21.7), U¢lU kadin (% 12) toplam 13 kiside
(% 28.2) antisperm antikor saptandi. Kontrol grubunda
ise sadece iki erkekte (%10.5) antisperm antikor saptandi
(Tablo 2). ELISA testinde oldugu gibi kontrol grubundaki
kadinlarda yine antisperm antikor saptanamadi.

Kan-testis bariyerinin bozulmasinin ASA’nin olusumunda
6nemli bir etken olmasi nedeniyle hastalar bu agidan da
degerlendirildi. Kirkalti erkek hastanin, sekizinde variko-
sel, ikisinde testis torsiyonu, birinde inmemis testis, birinde
travma olmak Uzere toplam 12 kiside kan-testis bariyeri-
nin bozulmasina neden olabilecek durumlar vardi (Tablo
3). Bu hastalarin besinde (% 41.6) ASA pozitif bulundu.
Bdylece kan-testis bariyerini bozan durumlarda ASA
daha ylksek olarak saptandi.

Galismada ASA saptanmasinda ELISA ve IFA testleri
karsilagtirildi. infertil olan 46 erkek ve 25 kadin toplam
71 kigilik calisma grubunda ELISA yéntemiyle 17, IFA
yontemi ile de 13 kiside ASA saptandi. On hastada ELISA
ve IFA testleri birlikte pozitif bulunurken yedi hasta sadece
ELISA ile, iic hasta da sadece IFA ile pozitif bulundu. ilk
bakista istastiksel olarak ELISA testinde pozitiflik daha
fazla gorinmekte ise de bagimli gruplarda chi-kare testi
kullanilarak yapilan degerlendirmede ELISA ve IFA test-
leri arasinda duyarlilik agisindan anlamli bir fark saptan-
madi (p>0.05).

TARTISMA

Antisperm antikor konusunda farkli gérigler bulunmaktadir.
Duzey zaptamasi, farkl dokularda farkli antikorlarin (IgG,
IgM, IgA) saptanmasi, caligilan populasyonlarin sinirli sayida
kalmasi ASA tanisinda asiimasi gereken engeller olarak
goérinmektedir. Nedeni belirlenememis infertil olgularda ASA
pozitifligi degerli bulunsa da hala altin standart bir test olus-
turulamamistir. Ancak infertilitede baska bir neden buluna-
madigi siirece ASA varligini arastirmak énemlidir (16, 17).
Cesitli aragtirmalar, korunmayan ciftlerin % 80'inin bir yil
icerisinde gebe kaldigini gésterdiginden (18), iki yil ve daha
fazla siredir korunmayan ciftler infertil olarak kabul edilerek
calismaya alindi. Bu ciftlerin evlilik streleri 2-14 yil arasinda
degismekteydi. Yine yas faktoriinun fertilite Gzerinde olumsuz
etkilerini gésteren calismalar bulundugundan hastalar geng
yas gruplarindan secildi (7).

Turkiye'de ASA sikhigini arastiran birgok ¢alisma bulunmak-
tadir. Glngér ve ark. (1), 1985 yilinda Giilhane Askeri Tip
Akademisi'nde yaptiklar 2000 olguluk bir calismada IFA testi
ile infertil erkeklerde %59.1, kadinlarda ise %35.4 oraninda
ASA pozitifligi saptamiglardir. Yergok ve ark. (2), 1990 yilinda
Haydarpasa Egitim Hastanesinde IFA ydntemi ile infertil
erkeklerin %31.4'Uinde, kadinlarin ise %27.5'inde ASA pozitif-
ligini gostermiglerdir. Kerse ve ark. (10), 1991°de infertil
ciftlerde IFA yéntemi ile yaptiklar ¢alismada, erkelerde %30,
kadinlarda %44.4 ASA saptamiglardir (10). Yurt disinda

Tablo 1. ELISA ile incelenen grubun antisperm antikor (ASA) sonugclari

ASA pozitifligi ASA negatiflig Toplam Genel
Erkek Kadin Erkek Kadin E K toplam
Gruplar n % n % n % n % n N n
infertil 14 304 3 12 32 69.6 22 88 46 25 71
Kontrol 3 15.7 0 0 16 84.3 8 100 19 8 27
Tablo 2. IFA ile incelenen grubun antisperm antikor (ASA) sonuglari
ASA pozitifligi ASA negatifligi Toplam Genel
Erkek Kadin Erkek Kadin E K toplam
Gruplar n Y% n % n % n % n N n
infertil 10 217 3 12 36 783 22 88 46 25 71
Kontrol 2 10.5 0 0 17 895 8 100 19 8 27
Tablo 3. Kan-testis bariyeri bozulmus olgularin antisperm antikor (ASA) dagilimi
Testis inmemis Toplam
ASA Varikosel torsiyonu testis Travma N Y%
Pozitif 3 1 1 - 5 41.6
Negatif 1 7 58.4
Toplam 8 2 1 1 12 100
Cilt 17, Sayi 1, Ocak 2003 83



yapilan ¢alismalarda ise; 1999 yilinda Yeni Delhi'de Kapoor
ve ark. (19), infertil ciftlerde ELISA yéntemi ile kadinlarin
%58.4'Uinde, erkeklerin %33'Uinde ASA saptamiglardir. Witkin
ve ark. (9) infertil erkeklerde ELISA yéntemi ile ASA oranini
%15 olarak bulmuslardir. Mandelbaum ve ark. (20) yine
ELISA yontemini kullanarak infertil erkeklerde %10, infertil
kadinlarda da %15 oraninda ASA saptamiglardir. Haas ve
ark. (21) ise IFA teknigini kullanarak infertil erkeklerde %7,
infertil kadinlarda ise %13 oraninda ASA pozitifigi saptamig-
lardir. Gorlldigu gibi, farkh bolge ve farkli ydntemlerle yurt ici
ve yurt disinda ASA pozitifligi kontrol gruplarina gére anlami
olarak ylksek bulunmustur. Bu oranlar bu ¢alismaninkiler ile
uyumludur.

Galismada 46 erkek hastanin 12'sinde kan-testis bariyerinin
bozulmasina neden olabilecek durum saptandi. Bu erkek-
lerin besinde ASA pozitif bulundu (% 41.6). Bu oran, diger
calismalarla uyum géstermektedir. 1992 yilinda Bronson ve
ark. (15)'nin yaptigi ¢alismada vazektomi gegiren kisilerin
serumlarinda ASA pozitifiik oranlarinin %70’e varabildigi
belirtiimektedir. Witkin ve Toth (9) varikoseli olan ve olmayan
iki grupta ELISA ydntemiyle ASA saptamasi yapmis, variko-
seli olmayan grupta ELISA yontemiyle %15inde ASA saptar-
ken bu oran varikoselli grupta %32 olarak bulmustur.
Amerika Birlesik Devletlerinde Gubin ve ark. (22) tarafindan
1998 yilinda yapilan ¢alismada; varikosel, epididimit, orsit
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gibi nedenlerle operasyon gegcirenlerde kontrol grubuna gére
%60’'In Uizerinde ASA pozitifligi saptanmigstir (22).

Kontrol gruplarinda erkeklerde IFA ile %10.5, ELISA ile %15.7
ASA pozitifligi saptanmistir. Yapilan cesitli ¢alismalarda
saglikh fertil kisilerde ASA pozitifligine rastlamanin mimkin
oldugu belirtiimektedir (21). Bu durumda infertilite aragtirma-
larinda saptanan ASA pozitifliginin ancak tek bulgu oldu-
gunda daha degerli oldugu kabul edilmelidir.

Yapilan galismalarda goéruldigu gibi, ASA infertil olgularda
6nemini yillardir kaybetmemistir. Cocuk sahibi olmak isteyen
ciftler genis kapsamli bir aragtirmaya alindiklarinda antisperm
antikor yéniinden de sorgulanmalari gerekir. Sadece erkekte
degil kadinlarda da antisperm antikor varligi tek basina
infertilite nedeni olabilmektedir. infertil olgularin icte birinde
ASA pozitifligi saptanmasi nedeniyle, yapilan arastirmalarda
ASA Uzerinde durulmalidir. Antisperm antikor incelemesi
yapiimadan infertilite arastirmalari tamamlanmis sayiimama:
hdir.

Calismada ELISA ve IFA testleri arasinda duyarlilk yénin-
den anlamli bir fark bulunmamasina kargin, IFA yéntemi icin
6zel laboratuvar kosullari ve floresan mikroskoba ihtiyag
olmasi, bu testin uygulanmasinda zorluklar yaratabilmek-
tedir. ELISA’nin uygulama kolayligi, ucuzlugu ve kantitati
sonug vermeye olanakli bir test olmasi, bu tir arastirmalarda
tercih nedeni olarak gériiimelidir.
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