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Ozet

Bu cgalismada bir Gglinci basamak egitim ve arastirma hastanesinin tibbi immiinoloji laboratuvarinda
calisilan testlerin dagiimini ve pozitiflik oranlarini incelemek ve is yikinin 6nemli bir bolimint olusturan
antinikleer antikor (ANA) testi istemlerinin hastalik tani/6n tanilarina ve klinik birimlere gére dagilimini
belirlemek, hatali-uygunsuz test istemlerinin olasi nedenlerini ve maliyetini incelemek ve etkin ve uygulanabilir
¢6zUm Onerilerini ele almak amaglanmistir. Calismada, Eylal 2016 tarihinden itibaren yaklasik Ug yillik bir
dénemde cgalisilan tim immiunoseroloji testlerine (n=94.954 ayri parametre) ait verilerin retrospektif bir
incelemesi sunulmustur. Testler ic ana gruba ayrilarak ele alindiginda; tim test parametreleri arasinda
%20.3'10k (n=19.248) bir oran ile ilk sirada ANA testleri yer almaktadir. Calismamizda indirekt immdunfloresan
antikor (IFA) yontemi ile dederlendirilen ANA testlerinin pozitiflik orani %23.1 (n=4446) olarak bulundu. Cok
sayida farkli testi igceren (IFA, ELISA ve immunoblot temelli) spesifik otoantikor testlerinin raporlanan
parametre sayisi ise 67.976 olup ikinci grupta yer alan bu testlerin genel pozitiflik orani %2.96 idi ve antikor
tipine gére %0.8 ve %12.7 arasinda dedismekte idi. Uglincii grupta yer alan ELISA temelli brusella ve antiviral
(herpes simplex virus 1 ve 2, varicella virus, measles virus, mumps virus, parvovirus B19) IgM ve IgG antikor
testlerinde ise istenilen test sayisina gore en ylksek pozitiflik orani (%30.1, 2324/7730) g6zlemlendi. ANA
pozitif hastalarda ANA ile iliskili otoantikorlardan en sik saptananlar anti-dsDNA (%9.2) ve anti-SS-A (%8.2)
olarak bulundu. Es zamanl test istemi yapilan ANA iliskili otoantikorlar igin, ANA negatif hastalarda anti-dsDNA
pozitifligi %3.3 olarak bulunurken, ANA iliskili diger spesifik otoantikorlar igin pozitiflik oranlari %0.0-0.31
araliginda dedismekte idi. ANA testleri icin en ¢ok istem yapilan (%34.2) ve en yliksek ANA pozitiflik oraninin
(%28) goruldigl birim romatoloji idi. Gereksiz test istemi nedenleri arasinda en dikkat gekeni, ayni hasta igin
farkh hekimlerin yaptiklar test istemleri idi. ANA testlerinin 1:100 dilisyonda calisiimasinin disik pozitif
sonuglar nedeni ile gereksiz ikinci basamak test (spesifik otoantikor) calisiimasina neden olabilecedini ve dar
kapsamli ikinci basamak otoantikor test panellerinin laboratuvar verimliligi tizerine olumsuz etkileri olacagini
dederlendirmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Antinlikleer antikor, ANA, immiinoloji, Maliyet etkinlik.
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Abstract

In this study, it was aimed to examine the distribution and positivity rates of the tests reported in the
medical immunology laboratory of a tertiary education and research hospital, and to determine the distribution
of antinuclear antibody (ANA) test requests, which constitute a significant part of the workload, according to
disease diagnosis/preliminary diagnoses and clinical departments, and to examine the possible causes and
costs of incorrect-inappropriate test orders, and to consider effective and applicable solution suggestions. In
the study, a retrospective review of data on all immunoserology tests (n=94,954 individual parameters)
reported approximately over a three-year period starting from September 2016 was presented. When the
tests are divided into three main groups; among all test parameters, ANA tests ranked first with a rate of
20.3% (n=19,248). In our study, the positivity rate of ANA tests evaluated by the indirect immunofluorescence
antibody (IFA) method was found as 23.1% (n=4,446). The number of reported parameters of specific
autoantibody tests (second group), which include many different tests (IFA, ELISA, and immunoblot based),
was 67,976, and the overall positivity was 2.96%, varies between 0.8% and 12.7%, depending on the antibody
type. In the ELISA-based brucella and antiviral (herpes simplex virus 1 and 2, varicella virus, measles virus,
mumps virus, parvovirus B19) IgM and IgG antibody tests in the third group, the highest positivity rate was
observed according to the number of tests requested (30.1%, 2,324/7,730). In ANA-positive patients, the
most frequently detected ANA-related autoantibodies were anti-dsDNA (9.2%) and anti-SS-A (8.2%). In ANA-
negative patients, in simultaneously ordered tests, anti-dsDNA positivity was found to be 3.3%, while positivity
rates for other ANA-related specific autoantibodies were in the range of 0.0-0.31%. ANA tests were most
frequently ordered from the rheumatology department (34.2%), and also the highest ANA positivity rate
(28%) was observed in this unit. The most notable reason for unnecessary test ordering was the test requests
by different physicians for the same patient. We consider that evaluation of ANA tests at a dilution of 1:100
may lead to unnecessary second-step testing (specific autoantibodies) due to the low positive results, and
that narrow-scope second-step autoantibody test panels will have negative effects on laboratory efficiency.

Keywords: Antinuclear antibody, ANA, Immunology, Cost effectiveness.

Giris

Antinlkleer antikorlar ilk olarak 1957 yilinda
sistemik lupus eritematozus (SLE) hastalarinin
serumlarinda indirekt immiunfloresan ydntemi
kullanilarak tanimlanmis ve hiicre gekirdegindeki
antijenlerle reaksiyona giren immdunglobulinler
olarak tanimlanmiglardir [1,2]. Ginimuizde bu
antikorlarin insan hdcrelerinin gekirdeklerinde
bulunan cift sarmalli DNA, Smith, SS-A ve SS-B
antijenleri de dahil olmak Uzere birgok antijenik
yapl ile reaksiyona girdigi bilinmektedir [3-5]. Bu
antikorlar ilk olarak SLE hastalarinda kesfedilmis
olsa da, sonraki yillarda antintkleer antikor (ANA)
pozitifliginin sistemik skleroz (skleroderma),
Sjégren sendromu, romatoid artrit, inflamatuar
miyozitler ve gesitli bag dokusu hastaliklarini da
kapsayan bir dizi otoimmuin romatolojik hastalikla
da iligkili oldugu gosterilmistir [6]. ANA iliskili
romatolojik hastaliklar olarak adlandirilan bu
hastalik grubu disinda, otoimmin hepatitler,
otoimmun tiroiditler, multipl skleroz ve idiyopatik
trombositopenik  purpura gibi ¢gesitli non-
romatolojik otoimmuin hastaliklarda da ANA

pozitifligi gorilebilmektedir [7-9]. Tum bunlarin
disinda, genellikle distk pozitiflik dizeylerinde
olmak tizere saghkh kisilerin %7-50'sinde de ANA
pozitifligi gorilebildigi bildirilmistir [9-11].
Indirekt immiinfloresan antikor (IFA) teknigi
ANA varhidgini saptamada kullanilan en yaygin
yontemdir [6,7]. IFA yontemi ile ANA taramasi
yapilmasi ve test sonucu pozitif bulundugunda
sonraki asamada ekstrakte edilebilir nUkleer
antijenlere (ENA) yo6nelik spesifik otoantikorlarin
arastirildigr  subserolojik testlere basvurulmasi
seklindeki iki basamakli tani yaklasimi SLE ve
diger otoimmin hastaliklar igin kullanilan altin
standart tani algoritmasidir [8]. Nadiren de olsa
ANA-IFA test sonucu negatif olan hastalarda da
ENA pozitifligi gorilebilmektedir [12,13], Bununla
beraber, ANA test sonucu negatif olan hastalarda
sadece ciddi klinik stphe varliginda ENA test
istemi yapilmasi énerilmektedir [14]. Immiinoloji
laboratuvarlarinda c¢alisilan en o&nemli test
parametrelerinden biri olan ANA testleri ile ilgili
bazi sorunlar ise halen gincelligini korumakta ve
gbziimlerine yonelik arayislar devam etmektedir.
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Bu sorunlar arasinda uygun olmayan test istemleri
ile iliskili ek maliyetler ve is glcu kaybi, pozitif bir
ANA test sonucunun prediktif dederinin ve klinik
anlamlihdinin dislik olmasi, testlerin disik tanisal
duyarliigi ve standardizasyon eksikligi nedeniyle
test sonuglarinda yanhslhklar (yanhs pozitif ve
negatif sonuglar dahil olmak (zere) ve baslica
subjektif dederlendirmeler ile ilgili olarak testlerin
dislk tekrarlanabilirlik ve karsilastirilabilirligi gibi
bazi olumsuz durumlar yer alir [3,8,15]. ANA
testlerini tekrarlamanin hastalik aktivitesinin
izlenmesinde veya olasi bir atak durumunun
ongodrilmesinde birkag olasi istisna disinda ¢ok az
klinik dedere sahip oldugu bildirilmistir [8].
Amerikan Romatoloji Akademisi (American
College of Rheumatology, ACR) ANA test
istemlerinde akilci test secimi (choosing wisely)
icin bazi éneriler yayimlamistir [7,8,16]. ACR'nin
akilc test secimi icin yaptigi bes temel 6neriden
biri “otoimmiin hastalik siphesi veya ANA
pozitifligi  yoksa subserolojik ANA
istenmemelidir” seklindedir [16]. Ayni 6neri Turk
Ic Hastaliklari Uzmanlik Dernedi tarafindan 2017
yilinda yayimlanan “i¢ Hastaliklari Uzmanlan igin
Akilli Secimler” 6nerileri icerisinde “ANA pozitifli§i
saptanmadan veya immin kékenli hastalik
stiphesi olmadan ANA alt gruplari ¢calisiimamalidir”
seklinde yer almistir [7]. ANA iliskili romatolojik
hastaliklarin yénetiminde ANA ve subserolojik
testlerin maliyet-etkin bir sekilde kullanimi ve test
sonuglarinin  yorumlanmasinda dederlendiriciler
arasi farkhliklarin azaltilmasi (standardizasyon)
hedefiyle Klinik Mikrobiyoloji Uzmanlik Dernedi
(KLIMUD) tarafindan “Otoantikorlarin Laboratuvar
Tanisi Rehberi” baghkli bir rehber hazirlanmis ve
2020 yilinda 3. baskisi yayimlanmistir [17].

testleri

ANA test istemleri de dahil olmak Uzere
immiunoseroloji laboratuvarinda calisilan testler
ve sonuglarinin analizi Gzerine llkemizde yapilan
kapsamli arastirmalardan biri olan bu calismada
ANA testi istemlerinde akilc test
kriterlerine uygun olan ve olmayan durumlarin
olasi nedenlerinin ortaya konulmasi ve gincel
literatiirde yer alan ¢dzim Onerilerine dikkat
cekilmesi amacglanmistir.

segimi

Gereg ve Yontem

Calisma igin Saglik Bilimleri Universitesi
Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulundan

onay alindi (Karar sayisi: 2019/13 (19/292). Bu
retrospektif kesitsel galisma, 1 Eylil 2016 ve 31
Temmuz 2019 tarihleri arasindaki yaklasik Gg¢ yillik
bir dénemde immunoseroloji laboratuvarimizda
calisilan ve raporlanan tim test sonuglarina ait
verilerin analizini icermektedir.

Calismada ANA-IFA test
pozitiflik oranlarinin; klinik birimlere ve hastalarin
demografik o6zelliklerine (yas ve cinsiyet) goére
dagihmlar hastane elektronik kayit sistemindeki
veriler Uzerinden incelendi. ANA test istemlerinin
ve pozitiflik oranlarinin test isteminde tani/6n tani
olarak belirtilen ICD (Uluslararasi Istatistiksel
Hastalik Siniflandirmasi ve Ilgili Saglik Sorunlari)
tani kodlarina gére dagihmi ayrica incelendi. ANA
disindaki diger testlerin ise sadece kliniklere gére
dagihmi ve pozitiflik oranlari incelendi.

istemlerinin ve

ANA testleri ve alt-grup testler

ANA testleri hasta serum 6rneklerinde HEp-2
(human epithelial type 2) hiicreleri ve maymun
karaciger dokusu ile hazirlanan preparatlarda IFA
yontemi ile (Euroimmun AG, Libeck, Germany)
calisildi. Standart 1:100'lik serum diltisyonlari ile
hazirlanan preparatlar 200x ve 400x buyltmede
EUROStar I (Euroimmun AG, Libeck, Germany)
floresan mikroskobunda incelendi. Calismada ANA
testleri de dahil olmak Uzere tim immunoseroloji
testlerinin genel bir dederlendirmesini yapmak
hedeflendiginden, ANA sonuclari pozitiflik derecesi
(+, ++, +++, ++++) dikkate alinmaksizin pozitif
veya negatif olarak ele alindi.

ANA disindaki diger otoimmiin antikorlarin
tespiti icin klinik 6érnekler IFA (Euroimmun AG,
Libeck, Germany), immunoblot (Euroimmun AG,
Libeck, Almanya) veya ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) temelli antikor testleri
(Alegria, Organtec, Almanya) ile Uretici dnerileri
dogrultusunda test edildi. Brusella ve antiviral
(herpes simplex virus 1 ve 2, varicella virus,
measles virus, mumps virus, parvovirus B19) IgM
ve IgG antikor testleri ise ELISA temelli testler ile
(VIRCELL, Santa Fe, Granada, Ispanya) uretici
onerileri dogrultusunda cahsildi.

Istatistiksel analizler

Gruplar icin frekans (ylzdesel), ortalama ve
standart sapma dederleri gibi temel istatistiksel
Olgutler hesaplandi. Gruplar arasindaki kategorik
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ozelliklerdeki farkhliklari incelemek igin ki-kare
testi ve Fisher's Exact test kullanildi. Sonuglar
%95 glven aralidi (confidence interval, CI) ile
p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi. Veriler SPSS versiyon 22.0 (IBM
Corp, Armonk, NY) yazilim programi kullanilarak
analiz edildi.

Bulgular

Imminoseroloji laboratuvarimizda calisilan
toplam 94.954 test parametresi genel olarak (¢
ana grupta toplanmakta idi. ANA-IFA testleri
(19.248 test; %°20.3). IFA, immunoblot veya
ELISA temelli spesifik otoantikor testleri (67.976
farkli parametre; %?71.6). Enfeksiyon etkenlerin
tanisinda kullanilan ELISA temelli immunglobulin
testleri (7730 test; %8.1). Bu Ug¢ grupta pozitiflik
oranlari sirasiyla %23.1 (n=4446), ©%2.96
(n=2014) ve %30.1 (n=2324) olarak bulundu.

ANA-IFA testlerinde, ayni hasta icin tekrar
eden testler cikarildiginda toplam 16.187 farkli
hasta icin ANA test istemi yapildigi belirlendi, bu
hastalarin 5127'si  (%31.7) erkek, 11.060"
(%68.3) kadin hastalardi. ANA test sonucu pozitif
3857 hastanin 829'u (%21.5) erkek, 3028'i kadin
(%78.5) hastalar olup, ANA pozitif tim hastalarin
yas ortalamasi 46.9+17.7 (yas arahdi 1-93) ve
ortanca yasli 48 idi. ANA test sonucu negatif
12.330 hastanin 4298'u (%34.9) erkek, 8032’
kadin (%65.1) hastalar olup, ANA negatif tim
hastalarin yas ortalamasi 44.2+17.4 (yas aralidi

Test sayisi (pozitif ve negatif olarak raporlanan tiim testler)
v
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ANA test istemi yapilan birimler ve raporlanan test sayilari

Dermatoloji

% 34.2
% 19.7
I Alerji ve imminoloji

1-96) ve ortanca yasi 44 idi. Erkeklerde ANA
pozitiflik orani %16.2 (829/5127), kadinlarda
ise %?27.4 (3028/11.060) olup, ANA pozitiflik
orani kadinlarda anlamli derecede daha yulksekti
(p<0.001). Tum ANA test istemleri (19.248 test)
dahil edilerek yas gruplarina gére ANA pozitiflik
oranlari incelendiginde; ANA pozitiflik oranlari
<15 yas grubunda %?23.7 (151/637) olarak, 16-
40 yas grubunda %19.6 (1400/7151) olarak, 41-
65 yas grubunda %?24.5 (2198/8966) ve >65 yas
grubunda %27.9 (697/2494) olarak bulundu.

ANA test istemi yapan uzman hekim sayisi
350'den fazla olup, test istemlerinin klinik
birimlere gore dadilimina bakildiginda en gok ANA
test istemi yapan brang 6.585 (%34.2) test istemi
ile romatoloji birimi idi. Test istem sayisi en
yuksek olan 6 klinik brans arasinda istenilen test
sayisina gore ANA pozitiflik orani (ylzdesi) en
ylksek olan brans yine romatoloji idi (Sekil 1).
Romatoloji biriminden istenilen testlerdeki ANA
pozitiflik orani (%28, 1841/6585), ANA test istemi
yapan diger birimlerin tuma ile karsilastirildiginda
(%20.6, 2605/12663) anlamli derecede daha
yuksekti (p<0.001). ANA test istemi sayisi
bakimindan romatoloji birimini sirasiyla %19.7

ve % 14.1'lik oranlar ile i¢c hastaliklan ve
gastroenteroloji birimleri takip ediyordu.
Romatoloji birimini ANA test istemlerindeki

pozitiflik oranlari bakimindan ise gocuk hastaliklari
birimi (%24) ve alerji ve immunoloji hastaliklari
(%23.9) birimleri takip etmekteydi (Sekil 1).

. . Negatif / Pozitif
Pozitif (%); herbir klinik igin v
%100

Negatif (%)
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%30
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% 23.9

%0
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® Tim birimler igin ortalama ANA pozitiflik sinin (%23.1)

Sekil 1. ANA test istemlerinin (raporfanan) kliniklere gére dagihmi ve pozitiflik oranlari.
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ANA test istemlerinin otoimmun hastaliklar
icin ICD tani kodlarina goére dagilimi (tani ve 6n
tanilar icermek (zere) incelendiginde en yiksek
pozitiflik oranlari sistemik skleroz (%82.1), SLE
(%74.3), primer biliyer siroz (%61.9), otoimmin

hepatit (%53.5) ve Sjogren sendromu (%50.5)
olan hastalarda gbézlemlendi. Buna karsin, kanser
ve paraneoplastik sendromlar ile cesitli enfeksiyon
hastaliklarinda ise ANA pozitiflik oranlari en disik
dizeylere bulundu (sirasiyla %20.8 ve %19.1).

Tablo 1. Cesitli hastalik tani ve 6n tanilarina gére ANA pozitiflik oranlari.

Otoimmun hastaliklar

(ICD tani kodlarina gére tani ve 6n tanilar) %
1 | Sistemik skleroz (skleroderma) 82.1
2 | Sistemik lupus eritematozus 74.3
3 | Primer biliyer siroz 61.9
4  Otoimmiin hepatit 53.5
5 | Sjogren sendromu 50.5
6 | Polimiyozit / dermatomiyozit 50
7 | ilaca bagh lupus 50
8 Miks bag dokusu hastalidi 43.8
9 | Juvenil kronik artrit 41.7
10 Diskoid lupus eritematozus 37.3
11 Idiyopatik trombositopenik purpura 36.8
12 Raynaud fenomeni 34.3
13 ' Romatoid artrit 33.9
14  Fibromiyalji 27.4
15 Otoimmun tiroid hastaliklar 22.1
16 Multipl skleroz 21.7
17 Kanser ve paraneoplastik sendromlar 20.8
18 Enfeksiyon hastaliklari 19.1

ANA pozitif hastalar

ANA test istemi yapilan tim hastalar

n erkek kadin toplam ortalama yas
23 4 24 28 51.4+15.4
136 26 157 183 42.3+13.6
13 17 4 21 54.3+£8.7
23 8 35 43 38+19
111 33 187 220 51.2+14.8
6 9 3 12 46+15.6
3 2 4 6 31.8+7.4
39 11 78 89 47.3+13.6
5 6 6 12 18.3+9.7
19 10 41 51 42.3£13.5
21 25 32 57 37.4+£17.4
23 26 41 67 28.3t14
148 79 358 437 53.7+14.1
79 10 278 288 46.9+11.5
61 32 244 276 46.7+13.4
26 36 84 120 37.8+£11.5
20 39 57 96 52+14.2
58 153 150 303 44.9420.5

*Bag dokusunun diger sistemik tutulumu dahil. ANA; antintikleer antikor.

Immiuinoseroloji laboratuvarimizda ANA-disi
otoantikorlardan en ¢ok c¢alisilan testin anti-
dsDNA oldudgu bulundu (n=6855), bu testi anti-
sentromer (5904 test) ve anti-ribozomal P (5888
test) testleri izlemekte idi. Pozitiflik oranlarina
bakildiginda ise anti-CCP (%12.7), anti-dsDNA
(%8.1) ve anti-SS-A (%5.1) testleri en ylksek
pozitiflik orani saptanan testler idi (Tablo 2).

ANA pozitifligi olan hastalarda en sik
saptanan ikinci basamak otoantikor testleri anti-
dsDNA (%9.2) ve anti-SS-A (%8.2) olarak
bulundu. ANA negatif hastalarda ise (tekrar
testleri haric olmak Uzere), ANA testleri ile es
zamanl istem yapilan ikinci basamak
otoantikorlardan anti-dsDNA igin %3.3 pozitiflik
orani bulunurken, ANA iligkili diger spesifik
otoantikorlar igin pozitiflik oranlari %0.0 ile %0.31
araliginda degismekte idi.

Spesifik otoantikor testlerinin istem yapilan
kliniklere gore dagilimlarina bakildiginda; cocuk
hastaliklari birimi tarafindan ylksek oranda istem
yapilan doku transglutaminaz IgA testi harig
olmak Uzere, diger tim ikinci basamak otoantikor
testleri icin en ylksek sayida istem yapilan brang
romatoloji idi. I¢ hastaliklari ve gastroenteroloji
ise diger sik istem yapan branglardi (Sekil 2).

Bu calismada baslica otoantikor testlerine
odaklanildidi icin enfeksiyon hastaliklar ile ilgili
testler detaylari ile incelenmedi. Genel olarak ele
alindidinda ise ELISA temelli brusella ve antiviral
(herpes simplex virus 1 ve 2, varicella virus,
measles virus, mumps virus, parvovirus B19) IgM
ve IgG antikor testlerinde pozitiflik orani %30.1
(2324/7730) olarak bulundu. Bu grup testler igin
laboratuvarimiza en sik istem yapilan birimler
enfeksiyon hastaliklari, hematoloji ve néroloji idi.
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Tablo 2. Immiinoseroloji laboratuvarinda calisilan ANA disi otoantikor testleri (67.976 parametre) ve pozitiflik oranlari.

Tum test istemleri

Testler negatif (n) pozitif (n) toplam (n) pozitif % ANA (-) hastalarda ANA (+) hastalarda
Anti-dsDNA 6302 553 6855 8.1 3.3 9.2
Anti-sentromer 5742 162 5904 2.7 0.08 4.4
Anti-ribozomal P 5836 52 5888 0.9 0.08 1.4
Anti-SS-A 5510 298 5808 5.1 0.24 8.2
Anti-SS-B 5696 112 5808 1.9 0.12 3.1
Anti-histon 5724 84 5808 1.4 0.04 2.2
Anti-ntkleozom 5734 74 5808 1.3 0.04 1.9
Anti-Scl 5761 47 5808 0.8 0.0 1.3
Anti-Sm/RNP 5719 89 5808 1.5 0.12 2.4
Anti-Sm D1 3311 28 3339 0.8 0.0 1.1
Doku transglutaminaz IgA 2635 59 2694 2.2 0.67 2.4
Anti-Jo-1 2277 24 2301 1.04 0.31 1.2
Anti-CCP 1764 256 2020 12.7 9.5 16.7
PR3 ANCA / MPO ANCA 1903 67 1970 3.4 1.17 9.1
Diger otoantikor testleri* 2048 109 2157 5.1 2.49 8.4

Tekrar testleri gikarildiginda (%)

*Anti-gliadin IgA ve IgG, anti-kardiyolipin IgA ve 1gG, anti-LKM (anti-liver-kidney microsomal antibody), AMA-M2 (anti

mitokondriyal antikor m-2).

Test sayisi (pozitif ve negatif olarak raporlanan tim testler)
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Sekil 2. immiinoseroloji laboratuvarinda calisilan ANA disindaki diger otoantikor testleri ve pozitiflik oranlar
(%). Sutunlarin koyu renkli bélimleri pozitif, acik renkli bélimleri ise negatif test sayilarini temsil etmektedir.
Dairesel sekiller lzerinde bulunduklari situnda yer alan testlerin en cok istem yapildigi birimleri temsil
etmektedir. Dairesel grafik 6geleri ilgili birim tarafindan istenilen test sayisinin blyikligind temsil edecek

sekilde olusturulmustur.

ANA test istemleri incelendiginde 3061 ANA
testinin hastalar icin istem vyapilan miukerrer
testler oldugu belirlendi. Bu testlerin 1000’den
fazlasi ayni hasta igin yapilan iki test istemi
seklinde idi. Hastalarin besi icin farkli zamanlarda

5 kez ANA test istemi yapildidi, 20 hasta igin ise
calisma doénemi igerisinde 4 defa tekrar testi
istenildigi belirlendi. Tekrar testi istemlerinin olasi
nedenleri anlamak ve sonuglarini incelemek adina
bu hastalarin detay bilgilerine bakildiginda bu 25
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hastanin sadece 2’sinde (%8) sonucun dedistigi
diger hastalarda sonucun degismedigi belirlendi.
Bu hastalar icin 12 ayri birimden istek yapildigi ve
en sik tekrar istemi yapan birimlerin romatoloji, i
hastaliklari ve gastroenteroloji oldugu belirlendi.
Nefroloji birimi tarafindan takip edilen ve 5 ANA

istemi bulunan bir hastaya istemlerin 4’Gnun ikiser
glin ara ile yapildigi ve sonucun degdismedigi
bulundu. Genel olarak bakildiginda ayni hasta igin
farkh kliniklerde yapilan muayenelerde 6nceki test
sonuglar dikkate alinmadan yeniden test istemi
yapildigi gozlemlendi.

Tablo 3. immiinoseroloji laboratuvarinda calisilan ANA test tekrarlari.

No Cinsiyet negatif = pozitif istem yapan birim
1 Kadin 5 Romatoloji
2 Kadin 5 Nefroloji
3  Erkek 5 Dermatoloji, Hematoloji
4 Kadin 5% Nefroloji
Enfeksiyon H, i¢
hastaliklari,
> |Erkek > Gastroenteroloji, Alerji ve
Immiinoloji
6  Kadin 4 Aile hekimligi, I_Q.omatoloji,
Uroloji
Kadin 4 Gastroenteroloji
Kadin 4 Noroloji
9  Kadin 4 Romatoloji, Gogls
hastaliklar
10 Kadin 4 Ic hastaliklari
11 Kadin 4 Gastroentero_l_oy,
Romatoloji
12 Kadin Alerji ve immiinoloji
13 Kadin Romatoloji
14 Kadin 4 Romatoloji, i¢ hastaliklari
15  Erkek 4 Gastroenteroloji
16 Kadin 4 Romatoloji
17 | Kadin 2 2%% Ic hastaliklari
18 Erkek 4 Romatoloji
19 Kadin 2 2¥*X Gastroenteroloji
20  Kadin 4 Alerji ve Immunol_gjl,
Gastroenteroloji
21  Erkek 4 Gastroenteroloji
22 Kadin 4 ic hastaliklari
23 | Erkek 4 Ic hastaliklari
24 Kadin 4 Ig hastallklarl,__
Gastroenteroloji
25 Kadin 4 Gogus hastaliklari,

Romatoloji I¢ hastaliklari

tani / 6n tani hekim sayisi yas
Eklem adrisi 3 hekim 24 yas
SLE 2 hekim 33 yas
Behget hastalidi 3 hekim 72 yas
Tanimlanmamis agri 1 hekim 18 yas
Ates, immin yetmezlik, LDH ve .
transaminaz ylksekligi > hekim 19 yas
Boyun adrisi, SLE 3 hekim 39 yas
Otoimmiin hepatit 3 hekim 17 yas
Multiple skleroz 1 hekim 29 yas
Tiroid bozuklugu, akciger .
hastaligi, eklem agrisi 2 hekim 63 yas
Vaskdlit, anemi, Sjogren .
sendromu, tiroidit 3 hekim 41 yas
SLE 3 hekim 27 yas
Primer biliyer siroz, diger 1 hekim 58 yas
SLE 1 hekim 40 yas
Eklem agrisi, Hipotiroidi 4 hekim 67 yas
Demir ek_sikligi _anemisi, 3 hekim 46 yas
dispepsi
SLE 2 hekim 31 yas
Romatoid artrit 1 hekim 56 yas
SLE 2 hekim 30 yas
Dispepsi 2 hekim 50 yas
Pruritus, Safra yolu hastaligi, .
transaminaz ve LDH yiksekligi 4 hekim 58 yas
Dispepsi, triansam.ivn.az ve LDH 3 hekim 25 yas
yUksekligi
Deri malign neoplazmi,
hipertansiyon, Diyabetes 4 hekim 59 yas
mellitus
Artrit, Diyabetes mellitus 2 hekim 57 yas
Fibromiyalji, hipertansiyon 3 hekim 42 yas
Plevral efflizyon, bas agrisi 4 hekim 20 yas

*Istemlerin 4’ 2'ser giin ara ile yapilmis. **Dillisyon orani 1/100 zayif graniiler patern. ***Pozitif > Negatifx2 > Pozitif.
LDH; laktik asit dehidrogenaz. SLE; sistemik lupus eritematozus.

Tartisma
Otoimmin hastaliklar dinya nlfusunun
yaklasik %5'ini etkilemektedir [18]. Avrupa ve

Kuzey Amerika gibi endlstrilesmis bolgelerde ise

nifusun yaklasik %5-10'unun etkilendigi tahmin
edilmektedir [19]. Otoimmin hastaliklarin klinik
6nemi daha iyi anlasildik¢a, erken tani ve hizli
tedavi icin glivenilir laboratuvar testlerine olan
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gereksinim ayrica 6nem kazanmistir [15]. Mevcut
yontemlerin artan parametre sayisi ve cesitliligi
laboratuvarlar arasindaki degiskenlie neden
olurken, tanisal testlerin standardizasyonu ve
tekrarlanabilirligi kritik bir sorun haline gelmistir
[15,20]. Bir diger 6nemli konu ise tekrarlanan
testlerin ve gereksiz ileri tetkiklerin is yUkinin
artmasina ve ek maliyetlere neden olmasidir [15].
Son yillarda dinya genelinde (zerinde 6nemle
durulan ve tim tetkik ve tedavi segeneklerinin
gereksiz-uygunsuz kullanimini maliyet ve diger
olumsuz sonuglariyla beraber en aza indirgemeye
odaklanan akilci test segimi (choosing wisely)
uygulamalarina yo6nelik uluslararasi cabalar
Ulkemizde de vyakindan takip edilmektedir
[7,8,16]. Kirktan fazla arastirmanin dahil edildigi
bir meta-analiz galismasinda genel olarak tim
testlerinin  %20.6'sinin  uygun
olmayan-gereksiz istemler (overutilization) oldugu
ve bu oranin baslangi¢ istemlerinde daha ylksek
(%43.9) duzeyde gerceklestigi bildirilmistir [21].
Otoimmun romatolojik hastaliklarin  tani ve
taramasinda kullanilan ANA-IFA testleri bu grupta
ele alinacak testlerin en dnemlilerinden biridir.
Asemptomatik kisilerde ANA testleri ile erken
taninin otoimmin hastaliklari énceden tahmin
etmede faydali olabilecedi dederlendiriimekle
beraber [20], mevcut rehberlerde otoantikorlari
tespit etmeye yonelik tarama testlerinin yalnizca
otoimmiin romatizmal hastalda iliskin tutarli bir
klinik siphe oldugunda yapilmasi 6nerilmektedir
[14,17]. Romatizmal bir hastaliga sahip olmayan
bircok hastada ve hatta "saglikli" kontrol
deneklerinde bile zayif ANA reaktivitesi mevcut
oldugundan ANA testlerinin, spesifik semptomlari
olmayan kisilerin taranmasi igin kullanilmamasi
gerektigi vurgulanmaktadir [14].

laboratuvar

Tarkiye'nin farkh bdlgelerinde ylritilen ve
3000 ile 11.407 arasinda ANA test isteminin dahil
edildigi calismalarda pozitiflik oranlari Van’'da
(2020) [22] %15.4, Diyarbakir'da (2017) [23]
%20, Samsun’da (2021) [24] %21.3, Eskisehir'de
(2019) [7] %20.4 olarak bildirilmistir. Ankara’da
yuritilen ve 19.248 ANA-IFA test isteminin dahil
edildigi calismamizda ANA pozitiflik orani %23.1
olarak diger calismalara gore daha ylksek oranda
bulundu. ilgili calismalarda ve laboratuvarimizda
serum ornekleri 1:100 dilisyonda calisiimistir.
Diger calismalara yakin, ancak daha vyiksek

oranda buldugumuz pozitiflik ytzdesi; calisma
grubumuzun ozelliklerine badl olabilecegi gibi,
test istemi yapan hekimlerin tutumlar veya
mikroskobik inceleme ve dederlendirmeyi yapan
uzmanlarin yorumlari ile ilgili olabilir.

Otoimmin hastaliklar kadinlari daha g¢ok
etkilemekte ve ANA pozitifligi kadinlarda daha sik
gorilmektedir [25,26]. Hedef organ fonksiyon
bozukluguna yol acan sistemik inflamasyonla
karakterize olan SLE, romatoid artrit (RA) ve
sistemik skleroz (skleroderma) gibi otoimmin
hastaliklar yetiskin dénemdeki kadinlar lzerinde
ciddi bir hastalik yUku olusturur [27]. Bu veriler ile
uyumlu olarak calismamizda ANA test istemi
yapilan hastalarin biyik codunlugu (%68.3)
kadin hastalardi ve kadin hastalarda ANA pozitiflik
orani (%?27.4) erkek hastalara gore (%16.2)
yuksekti (p<0.001).
Calismamizda ayrica, ANA pozitif hastalarin yas
ortalamasl 46.9+17.7 (yas araligi 1-93) olarak
bulunurken, tim ANA test istemleri (19.248 test)
dahil edilerek yas gruplarina gore pozitiflik
oranlari incelendiginde; 41-65 yas ve >65 yas
gruplarinda ylksek pozitiflik oranlari bulundu.
Turkiye'de ydratulen bir calismada da benzer

anlamli derecede daha

sekilde en vylksek pozitifik orani 61-70 vyas
araliginda bildirilmistir [22]. Bununla beraber,
yiuksek pozitiflik saptanan yas gruplarinin farkl
calismalarda dedisebilecedi akilda tutulmaldir.
ANA testi gunumulzde bazi non-romatolojik
otoimmun hastaliklarin tanisi igin de kullanilmakta
ve klinik pratikte hemen hemen her klinik birim
ANA testi istemi yapmaktadir [7]. Tlrkiye'de
yapilan galismalar incelendiginde cogu calismada
ANA test istemi yapilan kliniklerin 6n sirasinda
romatolojinin yer aldigi gérilmektedir [24,26,28].
Bununla beraber néroloji [7], i¢c hastaliklar [22],
gibi farkli branslarin 6n siralarda oldugu calismalar
da bulunmaktadir. Calismamizda, en cok ANA test
istemi yapan (%?34.2) ve ANA testlerinde en
yuksek (%28) pozitiflik orani gézlenen klinik
brans romatoloji birimi idi. Romatoloji birimindeki
pozitiflik orani diger bolimlerin timi (%20.6) ile
karsilastirildiginda anlamli derecede daha yliksekti
(p<0.001). Bu verinin, bir ¢éziim &nerisi olarak
sunulan “ANA test istemlerinin, yiiksek pozitiflik
oranlarina sahip klinik branslarla sinirlandirilacak
sekilde yeniden dizenlenmesi veya test istem
endikasyonlarinin daraltiimasi ile gereksiz saglk
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harcamalarinin énlenebilecegi” [22] duslincesini
destekledigini ve her bir hastanenin buna benzer
bir karari alirken kendi glncel verilerini dizenli
olarak izlemesi gerektigini dederlendirmekteyiz.

Calismamizda spesifik otoantikor testlerinin
istem yapilan kliniklere goére dagilimlarina
bakildidinda, basta ctlyak hastalii olmak Ulzere
cesitli otoimmuUn hastaliklarin tanisi icin kullanilan
[29] doku transglutaminaz IgA testinin en gok
cocuk hastaliklari ve gastroenteroloji birimleri
tarafindan istenildigi belirlendi. Dider spesifik
otoantikor testlerine bakildiginda ise tim igin ilk
sirada yine romatoloji birimi yer almakta idi (Sekil
2). Laboratuvarimizda ANA-IFA pozitif hastalarda
ikinci basamak otoantikor testlerinin calisiimasi
seklindeki standart [14,20] tani algoritmasinin bir
sonucu olarak “en yuksek ANA pozitiflik oranina
sahip olan romatoloji birimi” yine en gok ikinci
basamak test sonucu raporlanan brans olmustur.
Bununla beraber, calisma verilerimiz es zamanlh
ikinci basamak test istemlerinin bu altin standart
tani algoritmasinin uygulanmasini bozdugunu ve
ANA negatif hastalardaki distk ENA pozitiflik
oranlari bu yaklasimin is glicd kaybi ve maliyet
artisina yol actigini goéstermektedir [14,30]. ENA
profilinin ANA negatif hastalar igin sadece ciddi
klinik stphe varliginda calisiimasi gerektigi
onerisinin, kurum ici periyodik egitim faaliyetleri
ile klinisyenlere hatirlatilabilecegini distuniyoruz
[14,17].

SLE hastalarinin %98'inde ANA testi pozitif
oldugundan ANA, hastalidin tanisini dogrulamak
icin en duyarh tani testidir [31]. Bununla beraber
pozitif bir ANA test sonucunun prediktif degeri ve
klinik anlamlihdi otoimmin hastalik tipine ve
populasyonun 6zelliklerine gére 6nemli odlgide
degiskenlik gdstermektedir. Ornedin, bir kohort
calismasinda pozitif bir ANA test sonucunun pozitif
prediktif dederi SLE igin %?2.1 ve diger otoimmin
romatolojik hastaliklar igin ise %39.1 olarak
bulunmustur [3]. Bahsedilen galismada bulunan
bu zayif 6ngori dederi, blylk olcide, ANA ile
iliskili romatizmal hastaliklar igin test Oncesi
olasiligi distk olan hastalarda yapilan gereksiz
testlere atfedilmistir. ANA testi igin pozitif sonucun
gesitli hastaliklarda tani koydurucu etkisi ve
pozitiflik oranlarinin bir tablo igerisinde 6zetlendigi
KLIMUD rehberinde [17] sunulan veriler ile bizim
calismamizda test istemi yapilirken belirtilen tani-

on tani bilgilerine genel olarak baktigimizda (Tablo
1), spesifik hastaliklar igin buldugumuz pozitiflik
oranlarinin rehberde sunulanlara benzer, ancak
birkaci disinda daha dislk oranlarda oldugunu
gbrmekteyiz. Bu veri hastane genelinde tim ANA
testleri icin yapilan istemlerin bir tarama testi
olarak belirli bir esik standardi sagladigini, ancak
bazi hastaliklar icin %20’lere varan (6rnedin SLE
igin 6ngdrilen %90-95 pozitiflik oraninin %74.3
bulunmasi gibi) dlslik pozitiflik oranlarinin
galisma verilerimizin 6n tanilari da icermesi ile
iliskili oldugunu dederlendirmekteyiz.

Rehberlerde tekrarlayan ANA test isteminin
tani veya hastalik acisindan bir roll
olmadigr ve ANA titresinin hastalik izleminde ve
tedavi takibinde kullanilmamasi gerektigi 6zellikle
belirtiimektedir [14,17]. Calismamizda farkl
zamanlarda doért ve bes ANA test istemi olan
hastalar detayh olarak incelendiginde; ardisik ve
anlamsiz test istemi tekrarlarinin yapildidi, ayrica
farkh kliniklerde gérev yapan veya ayni klinikte
gorevli hekimlerin 6nceki test sonuclarini dikkate
almaksizin yeniden test istemi yaptiklar belirlendi
(Tablo 3). Benzer sorunlarin saptanabilmesi ve
¢6zUmuU icin laboratuvarlarin kliniklerden gelen
istemler ve test sonuglarini dizenli araliklarla
izlemesi ve analiz etmesi 6nem arz etmektedir.

izlemi

ENA testleri ve diger spesifik otoantikor
testleri otoimmiin hastaliklarin tanisinda yaygin
kullanilan diger 6nemli tanisal araglardir [32].
Avustralya’da vyuritidlen bir calismada 19.603
hastaya ait toplam 23.438 ENA testi incelenmis ve
2305 (%9.8) pozitif test arasinda tespit edilen en
yaygin spesifik ENA antikorunun anti-Ro52 (SS-A)
oldugu bulunmustur (1185, %51.4). Calisma
stresince 19.603 hastanin 2636'sina (%13.4)
birden fazla ENA testi yapildidi
cogunda (2523, %95.7) test sonucunun ilk test ile
karsilastirildiginda dedismedidi go6zlemlenmistir.
Sadece 53 hastada (%2.2) negatiften pozitife
dedisen bir ENA sonucu bulunmustur [33].
Arastirmacilar bu verilere dayanarak tekrarlanan
ENA testi sonuglarinin genellikle dedismedigini ve
nadiren yeni bir otoimmin hastalik tanisiyla
sonuglandigini, bu nedenle; test tekrarlarinin
yalnizca klinik belirtilerde bir dedisiklik olmasi
durumunda yapilmasi gerektigini vurgulamiglardir
[33]. Calismamizda ANA pozitifligi saptanan
hastalarda ANA ile iligkili otoantikorlardan en sik

ve bunlarin
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saptananlar anti-dsDNA (%9.2) ve anti-SS-A
(%8.2) olarak bulundu. Aydin‘da yurutllen bir
calismada (2017) ANA pozitif hastalarda (n=215)
en sik saptanan spesifik otoantikorlar anti-Ro-52
(%28.8), anti-SS-A (%24.1) ve anti-dsDNA
(%19) olarak bildirilmistir [34]. Turkiye'de
yuratilen baska bir calismada ise ENA profilinde
yer alan antikorlardan en sik anti-SS-A (%34.4)
saptanirken, diger otoantikorlarin pozitiflik orani
%0.8-%16.8 arasinda dedismekte idi [26]. Ayni
calismada ANA pozitif 759 hastada ELISA ile anti-
dsDNA testi calisilmis ve hastalarin %8.7’si pozitif
olarak bulunmustur, bu oran hem ELISA hem de
immidnoblot test sonuglarini  iceren
calismamizda %9.2 gibi yakin bir oranda bulundu.
Bununla beraber bizim verilerimizde pozitiflik
oranlari diger calismalar ile kiyaslandiginda genel
olarak daha diasik olarak bulundu. Spesifik
otoantikorlar icin calismamizda saptanan dlsltk
pozitiflik oranlari, mikroskobik dederlendirmeleri
yapan diasik pozitif
ornekleri ikinci basamak testlere yliksek oranda
yonlendirmesi ile ilgili olabilecegi gibi, farkl
dénemlerde laboratuvarimizda calisilan ikinci
basamak test panellerinde yer alan otoantikor
cesitliliginin yetersiz kalmasi ile de iliskili olabilir.

bizim

laboratuvar uzmaninin

Ulkemizde ANA tarama testleri genel olarak
1:100 serum dilisyonu ile yapilmaktadir [35],
disik  titrelerde  ANA
pozitifliginin yaygin gérilen bir durum olmasi ve
dasuk pozitif testlerin gereksiz refleks testlerin
yapilmasini artirmasinin éniine gegmek adina ANA
testlerinin 1:160 dilisyonda calisilmasi
Onerilmektedir [14,35]. GCalismamizda, ANA
testleri ile es zamanl istem yapilan ve ANA test
sonucu negatif bulunan hastalarda, anti-dsDNA
pozitifligi %3.3 olarak bulundu. ANA negatif
hastalarda, ANA iliskili diger otoantikorlar igin ise
pozitiflik oranlari %0.0-0.31 araliginda idi.
Literatirde ANA negatif hastalarda anti-dsDNA
pozitifligi bildirilen cok sayida olgu sunumu ve
arastirma makalesi bulunmaktadir. Bununla
beraber, bu durumun nadir goéraldaga, her zaman
klinik hastalikla iliskili olmayabilecegi [36], bu
nedenle es zamanl test isteminin sadece spesifik
hastaliklar igin glgld bir klinik siphe olmasi
yapllmasi  gerektigi [14] ve
tekrarlayan ANA ve ENA test istemlerinde sonucun
genel olarak dedismeyecedinin dikkate alinmasi

bununla beraber

durumunda

gerekmektedir. Hastalik spesifik tanisal yaklasima
“anti-dsDNA testinin sadece SLE siuphesi olan
hastalarda arastiriimasi  gerektigi ve SLE
hastalarinda anti-dsDNA titresinin hasta izleminde
kullanilabilecegi” durumu 6rnek verilebilir [14].

Klasik olarak, HEp-2 hticreleri lizerinde IFA ile
mikroskobik dederlendirme ANA taramasi igin
altin standart yéntem olarak kabul gérmustir
[20]. IFA testi cok sayida nikleer ve sitoplazmik
antijenin saptanmasina izin verir, ancak indirekt
immin floresan testinin bazi dezavantajlari vardir
[20]. Cok sayida seri seyreltme yapilmasi ve
boyama paternlerinin gorsel olarak belirlenmesi
nedeniyle zahmetli ve zaman alicidir, test agirhkh
olarak yoruma dayandigindan dederlendirme
sonuglari temelde subjektiftir ve mikroskoplardaki
heterojenlik, 1sik glcl, mercek blyltme ozelligi
ve testte kullanilan HEp-2 hiicreleri yéntemin
dediskenligine o6nemli Olglide katkida bulunur
[20]. Otoantikor varligini saptamada IFA temelli
tekniklere gbére daha duyarli yontemler de
gelistirilmistir [20]. Laboratuvar uygulamalarina
son on yilda, ¢ok sayida numunenin islenmesini
kolaylastiran ve ayni anda c¢ok sayida antikorun
varligini  saptayabilen yeni yontemler dahil
edilmistir [5,20]. Ozellikle ANA tespitine yonelik
yeni metodolojiler, daha blylUk hacimlerdeki klinik
orneklerin geleneksel yéntemlere gére daha hizl
ve daha az maliyetle taranmasi ve islenmesi
amaciyla otoantikor tespitine uyarlanmistir [15].
Bu hizli dedisim, talepte bulunan klinisyenlerin
laboratuvar testlerinin performans 6zelliklerinden
habersiz olmasi nedeniyle ortaya ¢ikan sorunlari
daha da artirmistir [5]. Bu nedenle bu eski testler
igin yeni dneriler ve glincellemelerin takip edilmesi
ayrica onemlidir.

Bu galismanin en dnemli kisitlihklarindan biri
ANA ve spesifik otoantikorlar igin, tanisal degere
sahip ikincil parametreler olan pozitiflik titresi ve
boyanma paternlerini [37] iceren karsilastirmali
analizlerin yapilmamis olmasidir. Bu calismada
temelde laboratuvarimizdaki duruma genel bir
bakis elde edilmesi hedeflenmis olup, ANA
pozitiflik titreleri ve ANA paternleri ile ilgili ileri
analizlere on veriler saglanmistir.

Sonug

Calisma sonuglarimiz genel bir perspektif ile
incelendiginde ANA-IFA testleri basta olmak lizere
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otoantikor testleri icin gereksiz test istemleri ve
test tekrarlarinin varligi ve 6zellikle ikinci basamak
testlerde elde edilen dilstk pozitiflik oranlar
dikkat c¢ekmektedir. Bu nedenle, hastanemiz
O0zelinde, gereksiz test istemlerini ve iliskili ek
maliyetleri azaltmak adina spesifik antikorlar icin
test istemlerin segilmis klinikler veya belirli
hastaliklar igin kisitlanmasina yénelik alinabilecek
tedbirler icin detayli degerlendirmeler yapma
karari aldik. Bu galismada ANA test istemi yapan
uzman hekim sayisinin 350’den fazla oldugu ve
surece asistan hekimlerin de dahil olmasiyla bu

sayinin daha da ylkselecegi disunildiginde ve
bu hekimlerin dinamik bir déngl sirecinde sirekli
olarak degistigi de dikkate alinarak, otoimmuin
hastaliklarin tani strecinde ANA ve subserolojik
test sonuglarinin tani koydurucu etkisi, otoantikor
testlerinin endike oldugu ve istenmesinin anlamsiz
oldugu durumlar, es zamanl veya tekrar test
istemlerinin hangi durumlarda yapilmasi gerektigi
gibi konu basliklarinda 6zellikle istem hatalarinin
yodun oldugu birimlere yo6nelik periyodik kurum
ici egitim faaliyetleri ile bu konuda farkindalik
olusturulmasi gerektigini degerlendirmekteyiz.

Cikar beyani: Yazarlar cikar catismasi bildirmemislerdir. Makalenin iceriginden ve yazilmasindan tek basina
yazarlar sorumludur. Finansal destek: Bu calismaya finansal destek verilmemistir.
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