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Use of Reference Change Value for
Dyslipidemia Follow up

Dislipidemi Takibinde Referans Degisim
Degerinin Kullanin

Okan Dikker’ Mustafa Sahin ~

Department of Medical Biochemistry, University of Health Sciences, Okmeydani Education and
Research Hospital, Istanbul, Turkey

Department of Medical Biochemistry, Hitit University, Erol Olcok Education and Research Hospital,
Corum, Turkey
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Basvuru Tarihi: 19 Mart 2019 Kabul Tarihi: 17 Mayis 2019

Short title: Dislipidemide Referans degisim degeri

Abbreviations: ANOVA: Analysis of variance, CV: Coefficient of variation, CVA: Analytic coefficient of
variation, CVI: Intra-individual coefficient of variation, CVG: Inter-individual coefficient of variation, II:
Index of individuality, HDL-cholesterol: High-density lipoprotein-cholesterol, CVD: Cardiovascular
diseases, LDL-cholesterol: Low-density lipoprotein-cholesterol, RCV: Reference change value, SD:
Standard deviation

ABSTRACT

Aim: Lipid profile is used to determine the risk of cardiovascular diseases (CVD) and to monitor
treatment. Reference change value (RCV) represents the clinical significance of the variation between the
results of two consecutive tests and laboratory test results exceeding this value are associated with the
individual’s disease status. In our study, we aimed to calculate the RCV for lipid profile tests such as
total cholesterol, triglyceride, HDL-cholesterol and LDL-cholesterol, additionally, to assess the clinical
use of the RCV in order to determine to the risk of CVD and monitoring their treatment.

Materials and Methods: The analytic coefficient of variation (CVA) was calculated from internal quality
control results. The intra-individual coefficient of variation (CVI) and inter-individual coefficient of
variation (CVQ) were obtained from Westgard's website. For each test, the index of individuality (II) was
calculated with the CVI/CVG ratio. To assess tests with index of individuality below 1, percentage of the
RCV (RCV%) was used. The RCV% is calculated with the formula z.21/2.[CVA2+CVI2] 1/2.

Results: The RCV% results were calculated as 15% for total cholesterol, 47% for triglyceride, and 19%
for HDL-cholesterol and LDL-cholesterol. The Il was calculated as 0.388 for total cholesterol, 0.608 for
triglyceride, 0.344 for HDL-cholesterol and 0.382 for LDL-cholesterol.

Conclusion: The results for RCV% values identified for lipid profile in the literature are similar to the
results obtained in our study. In clinical practice, when the difference between two consecutive lipid
profile tests exceed the RCV%, it should be interpreted as a significant change. The RCV% may be used
to assess the CVD risk and the efficacy of dyslipidemia treatment.

Key words: Reference change value; lipid profile; dyslipidemia
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OZET

Amac: Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) icin risk belirlemede ve tedavi takibinde lipit profilinden
yararlanilir. Referans degisim degeri (RCV), ardisik iki test sonucu arasindaki degisikligin klinik 6nemini
ifade eder ve bu degeri asan laboratuvar test sonuclari bireyin hastallk durumu ile iliskilidir.
Calismamizda total kolesterol, trigliserit, HDL-kolesterol ve LDL-kolesterol gibi lipit profili testlerine ait
referans degisim dederini (RCV) hesaplamayi ve kardiyovaskiiler hastaliklar icin risk belirleme ve tedavi
takibinde RCV'nin klinik kullanimini degerlendirmeyi amacladik.

Gerec ve Yéontem: ic¢ kalite kontrol sonuglarindan analitik varyasyon katsayisi (CVA) hesaplandi. Birey
ici varyasyon katsayisi (CVI) ve bireyler arasi varyasyon Kkatsayisi (CVG) degerleri Westgard'in web
sitesinden elde edildi. Herbir test icin bireysellik indeksi (BI), CVI/CVG orani ile hesaplandi. BI degeri
T'in altinda olan testlerin degderlendiriimesinde %RCV esas alindi. Elde edilen verilerle
%RCV=(z.21/2.[CVA2+CVI2] 1/2) formiilu ile hesaplandi.

Bulgular: %RCV sonuclari; total kolesterol icin %15, trigliserit icin %47, HDL-kolesterol ve LDL-
kolesterol icin %19 olarak hesaplandi. BI; kolesterol icin 0,388, trigliserit icin 0,608, HDL-kolesterol icin
0,344 ve LDL-kolesterol icin 0,382 olarak hesaplandi.

Sonuc: Literaturde lipid profili icin belirtilen % RCV degerleri, calismamizda elde edilen sonuglara
benzerdir. Klinik pratikte, iki lipit profili test sonucu arasindaki fark %RCV’yi astigi zaman anlamli bir
degisiklik olarak yorumlanmalidir. KVH riski ve dislipidemi tedavisi etkinligini degerlendirmede %RCV
Kullanish olabilir.

Anahtar kelimeler: Referans degisim degeri; lipid profili; dislipidemi

ABSTRACT

Purpose: A parameter associated with the result of a measurement that characterises the dispersion of
the values that could reasonably be attributed to the measurand is defined as measurement uncertainty
(U). Measurement uncertainty is very important for the clinician to provide medical judgement,
diagnosis and treatment. The aim of this study was to determine the measurement uncertainty of T4,
fT3 and TSH parameters in our laboratory.

Material and Methods: In this study, measurement uncertainty calculation was done using Nordtest
dguide model. Standard, combined and expanded uncertainty values were calculated with this model.

Results: Expanded uncertainty was calculated 17.93% for TSH. We found measurement uncertainty of
fT4 and fT3 were % 8.83 and %9.13, respectively. Expanded uncertainty of fT4 was found to be higher
when compared to %TEa values of Westgard.

Conclusion: All changes may affect the uncertainty in the laboratory. Therefore, it must be constantly
monitored and uncertainty estimates should be improved by adding more data.

Key Words: Thyroid stimulating hormone, free thyroxine, free triiodothyronine, uncertainty.

INTRODUCTION and CV, respectively (2). Additionally,
changes during analysis of the test in
laboratories are called analytic variation (CV,)
and may affect the laboratory test results. In
short, just as differences in serial
measurements of a test for individuals may
be due to progression of disease,

amelioration of disease or treatment efficacy,

The variation in laboratory test results may
be due to many things such as hormonal
changes, sunlight (e.g. vitamin D), circadian
rhythm, sleep, posture, physical activity,
nutrition, stress, etc. (1). The laboratory tests
for every individual can be seen to fluctuate

randomly around a certain value. This the av also be due to biolodical and

situation is called the intra-individual y m Y . “ tolodl n
s . analytic variations.

variation. Random fluctuations between

individuals are called the inter-individual The numerical value representing the clinical

variation. Mathematically these fluctuations
are represented by the “coefficient of
variation (CV)” and the intra-individual and
inter-individual variations are shown by CV,

significance of the variation between the
results of two consecutive tests is the
reference change value (RCV) (3). This value
is beneficial to identify clinically significant

Turk Klinik Biyokimya Derg 2019;17(2)



differences between serial measurements
when given along with patient results (4).
Laboratory test results exceeding the RCV are
associated with the individual's disease
status.

Cardiovascular diseases (CVD) are the most
important cause of mortality in developed
countries. In America nearly 34% of all
deaths under the age of 75 years are linked

to CVD (5). Total cholesterol, triglyceride,
high-density lipoprotein-cholesterol (HDL-
cholesterol) and low-density lipoprotein-

cholesterol (LDL-cholesterol) levels are used
routinely for risk determination in CVD. Total
cholesterol and LDL-cholesterol levels,
especially, are primarily recommended for
assessment of CVD risk and treatment
response. Additionally, it has been shown in
many studies that reducing total cholesterol
and LDL-cholesterol reduces mortality (6).

In our study, we aimed to calculate the RCV
for lipid profile tests such as total
cholesterol, triglyceride, HDL-cholesterol and
LDL-cholesterol, additionally, to assess the
clinical use of the RCV in order to determine
to the risk of CYD and monitoring their
treatment.

MATERIALS AND METHODS

In our study, the internal quality control
results for total cholesterol, triglyceride,
HDL-cholesterol and LDL-cholesterol tests
studied in 2018 using a Beckman Coulter

RESULTS

Use of Reference Change Value for Dyslipidemia Follow up

AU5800 model autoanalyzer in the
biochemistry laboratory of Istanbul
OKmeydani Training and Research Hospital
were obtained from the Ilaboratory
information system. For each test, two-level
internal quality control studies were
performed with Beckman Coulter (Ireland,
INV) brand control material and the
acceptance or rejection criteria for internal
quality control results used the Westgard
rules (7). Standard deviation and means was
calculated for the two-level controls. Later
using the formula (Standard Deviation
(SD)/Mean*100) formula, the CV values for
the two-level control of each test was
calculated. The mean CV for both levels of
each test were used to calculate the
CV,value.

Tests related to the CV, and CV, values were
obtained from the current database on the
Westgard website (8). For each test the index
of individuality (II) was calculated using the
CV/CV, formula (9). The RCV was taken as
the basis for assessment of lipid profile tests
with II value below 1.

The percentage of the RCV (RCV%) values
was  calculated using the  formula
z.2"2.[CV,>*+CV2]"2. The z constant in this
formula was determined as 1.65 for the 95%
confidence interval (p<0.05) (10).

Lipid profile was studied with colorimetric
methods using a Beckman Coulter brand
AU5800 model autoanalyzer.

Table 1. Biological variation coefficients and individuality index values for tests
Tablo 1. Testler icin biyolojik varyasyon katsayilar ve bireysellik indeksi degerleri

Lipid profile Biological variation

v, CV, 11
Total cholesterol 5.95 15.3 0.388
Triglyceride 19.9 32.7 0.608
HDL-cholesterol 7.5 21.2 0.344
LDL-cholesterol 7.8 20.4 0.382

CV, = Intra-individual coefficient of variation
CV,; = Inter-individual coefficient of variation
I = Index of individuality

Table 1 shows the CV, and CV, values obtained from the Westgard website (8) and the

calculated II value for each analyte.

Turk Klinik Biyokimya Derg 2019; 17(2)




Dikker O. and Sahin M.

Table 2. Number, mean, SD, CV and CVa of internal quality control data for the tests
Tablo 2. Testler icin i¢ kalite kontrol verilerinin sayisi, ortalamalari, SD, CV ve CVa dederleri

Control
Internal Quality number
Controls (n) Mean SD Cv Mean CV,
Total cholesterol
Control-1 423 150 4.67 3.11 5.10
Total cholesterol '
Control-2 465 284 8.79 3.09
Triglyceride Control-1 408 147 6.98 4.74 404
Triglyceride Control-2 449 305 15.71 5.15
HDL-cholesterol
Control-1 522 36 1.45 4.02
4.14
HDL-cholesterol
Control-2 521 68 2.91 4.27
LDL-cholesterol
Control-1 460 84 3.03 3.60 3.45
LDL-cholesterol
Control-2 461 171 5.66 3.30

Table 2 shows the control number, mean, SD, CV and mean CV svalue created from internal quality control

data for each analyte.

Table 3. Calculated RCV% for lipid prolife tests
Tablo 3. Lipid prolife testleri icin hesaplanan% RCV degerleri

RCY%
Total cholesterol 15%
Triglyceride 47%
HDL-cholesterol 19%
LDL-cholesterol 19%

The RCV% value was calculated by inserting data from
z.2"2.[CV,2+CV,?] * formula.

tables 1 and 2

into the

Table 4. Assessment of virtual patient receiving dyslipidemia treatment with RCV% of consecutive test results
Tablo 4. Dislipidemi tedavisi alan hastanin ardisik test sonuglarinin % RCV'si ile degerlendirilmesi

Values of the virtual Total cholesterol LDL-cholesterol | HDL-cholesterol Triglyceride
patient

First visit-basal values 280 205 48 120
(mg/d)

Values after 2 months 180 130 55 100
treatment (mgy/dl)

Difference 100 75 7 20
(mgydl)

% change in test 35% 36% 14% 16%
results

RCV% 15% 19% 19% 47%
Interpretation Significant Significant Insignificant Insignificant
RCV% exceeded Present (35>15) Present (36>19) Absent (14<19) Absent (16<47)

*RCV% data are specific to our laboratory and are not appropriate for use to assess results from other laboratories

Turk Klinik Biyokimya Derg 2019;17(2)



Table 4 shows the consecutive test results for
a virtual patient receiving dyslipidemia
treatment and assessment according to the
calculated RCV%. In the table, when the %
change exceeded the RCV% value, the test
results for the patient were assessed as
changing significantly. In opposite situations,
the variation in both test results was
insignificant; in other words, due to variation.

DISCUSSION

Factors such as dyslipidemia (high total
cholesterol, LDL-cholesterol and triglyceride
levels and low HDL-cholesterol levels),
smoking, sedentary lifestyle, obesity, family
history, high blood pressure and glucose
levels lead to increases in the risk of CVD
(11). According to World Health Organization
data, in European countries high lipid levels
are the main factors in 8.7% of heart and
vascular diseases (12). High blood pressure
and high cholesterol levels are correctable
risk factors and are observed in 80% of CVD
(13). Additionally, the treatment that those
with CVD should start is linked to many
factors. These include factors like the
patient’s present lipid levels, medication use
linked to comorbid diseases and side effects
of medications (14).

Decision limits and population-based
reference intervals are used to interpret lipid
profile tests in CVD, as for other tests.
However, using the RCV% to interpret the
results of two consecutive tests can identify
significant differences. As a result, in our
study we calculated the RCV% for lipid profile
tests. The RCV% we obtained indicates that
differences larger than 15% for total
cholesterol, 47% for triglyceride, and 19% for
HDL-cholesterol and LDL-cholesterol in
serial measurements from our laboratory
may show a significant change for these
tests.

When the literature is investigated, some
studies calculated the RCV% values for tests
belonging to the lipid profile. A study
researching the effects of intake of 300 ml
water 1 hour before the phlebotomy

Turk Klinik Biyokimya Derg 2019; 17(2)
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procedure calculated RCV% as 17.2% for
total cholesterol, 56% for triglyceride, 22.1%
for LDL-cholesterol and 21.7% for HDL-
cholesterol (15). A study investigating the
effects of long-term fasting and mild physical
activity on laboratory tests identified 44.6%
as RCV% for triglyceride (16). A study
calculating RCV% for biochemical tests of
subjects with regular aerobic training in the
19-22 year age group found it was 27% for
total cholesterol and 66.4% for triglyceride
(17). The results for RCV% values identified
for lipid profile in the literature are similar to
the results obtained in our study. The RCV%
for the triglyceride test in our study was
identified to have high values, similar to the
literature. The high RCV% values for
triglyceride may be due to larger effect of
daily diet compared to other lipid tests and
showing exogenous lipid intake due to high
biological variability.

In our study we used the biological variation

values calculated by Westgard. For
calculation of intra-individual and inter-
individual biological variation, a certain

number of biological samples could also be
taken from a certain number of people (18).
In some studies, researchers have used their
own serial measurements in biological
variation calculations. A study measuring
prostate specific antigen levels took four
samples from each individual at fourteen-day
intervals from 26 healthy males and found
the reference change value was 49.4%.
Additionally, when assessing the increase in
patient’'s test results, they stated it was
necessary to examine whether the RCV%
value was exceeded or not and
interpretations should be made accordingly
(19). Garner et al. in blood samples taken
periodically form 22 healthy women
monitored for breast cancer found the
RCVs% were 32% and 72%  for
carcinoembryonic  antigen and tissue
polypeptide antigen tests, respectively (20).

In our study the II for the lipid profile tests
were <1. For individuals with II index below
1, two consecutive results may exceed the
RCV% but be within the population-based
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reference interval. However, analytes with II
value above 1 should be compared with the
population-based reference interval (18). Il is
showed to be low in most routine
biochemical tests. As a result, differences in
repeated measurements of people may
remain within the population reference
interval and thus rather than comparing the
analyte results with the reference interval it
appears more appropriate to assess the
difference in consecutive measurements; in
other words, to use the RCV% value (21).
Low II value for lipid profile tests shows that
RCV% use may be beneficial for CVD risk and
dyslipidemia treatment monitoring.

Comparison of an individual's test results
with previous values may provide more
valuable information than comparison with a
classic population-based reference interval.
As a results, reporting of the RCV% along
with the population-based reference interval
will contribute to interpretation of patient
test results. Additionally, the RCV% for each
test should be calculated and reported in
laboratories. Knowing and reporting the
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OZET

Amac: Kayseri bolgesi icin, ilk trimester tarama testinde kullanilan hormon parametrelerinin giincel
medyan dederlerini hesaplamak, bu medyanlan tarama testi raporlarinda kullanilan yazilim
programinda kullanilan medyanlar ve benzer calismalarla bulunan diger boélgelerin medyanlar ile
karsilastirmak amaclanmistir.

Gerec¢ ve Yontem: 2018 yilinda basvuran 1108 gebenin prenatal ikili tarama testi 6l¢timleri kullanildi.
Gebelerin demografik verileri ile birlikte sp-hCG (serbest beta-human koryonik gonadotropin) ve PAPP-A
(gebelikle iligkili plazma protein A) diizeyleri kaydedildi. Rapor vermede kullanilan programa girilmis
olan haftallk medyan degderlerine goére hesaplanan medyanlarin katlari (MoM) ile yeni hesaplanan
medyanlara gore bulunan MoM degerleri karsilastirildi.

Bulgular: Tarama testlerinde kullanilan free f-HCG'nin 12. gebelik haftasi ile PAPP-A'nin 11 ve 12.hafta
medyan degerleri, giincel medyanlardan anlamli olarak farkh ve diisik olarak bulundu (sirasiyla
p<0.001 ve p<0.001). Giincel medyanlara gére hesaplanan MoM dederleri ise her iki parametre ve tiim
haftalar i¢in anlamli olarak farkl ve ytiksekti (p<0.001). Daha Once riskli olarak raporlanan toplam gebe
sayisi 5 iken, yeni free BHCG medyan dederlerine gore daha Once risksiz olarak tesbit edilen 11.hafta
gebelerinden 2, 12. hafta gebelerinden 5 ve 13. hafta gebelerinden 1 tanesi (toplam 8) gebe daha Down
Sendromu igin artan riskli gebelik olarak degerlendirildi. Programa gore PAPP-A degeri <0.5 MoM
olarak raporlanan 159 gebe sayisi ise giincel medyanlardan sonra 128 olarak bulundu.

Elazig bolgesi, parametrelerin medyanlart bakimindan tiim haftalarda Kayseri ile farksiz iken en yiiksek
% biaslar PAPP-A bakimindan Mersin, freef-hCG bakimindan ise sirasiyla Van, Eskisehir, Mersin ve
istanbul bélgeleriyle farkli ve diisiik oldugu gériildii (p<0,001).

Sonuc: Bolgelere ait giincel medyan degderlerinin kullaniimasi prenatal tarama testlerinin performansini
artiracaktir.

Anahtar sozciikler: ikili tarama testi; bolgesel medyan; prenatal tani; serbest b-hCG; PAPP-A.
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ABSTRACT

Aim: To determine the current median values for hormone parameters used in first trimester screening
test for Kayseri province and to compare the median values with those in the software used for
reporting of screening test and those detected for other regions found with similar studies.

Material and Methods: The data from first trimester screening tests of 1108 pregnant women
admitted in 2018 were used in the study. Free f-hCG (free, beta human chorionic gonadotropin) and
PAPP-A (Pregnancy-associated plasma protein A) levels were recorded together with demographic
characteristics for pregnant women. We compared MoM values calculated based on weekly median
values in the software and newly calculated MoM values.

Results: Median values for 3-hCG on week 12 and for PAPP-A on week 11 or 12 in the screening tests
were significantly lower than current median values (p<0.001 and p<0.001, respectively). MOM values
calculated according current median values were significantly higher in both parameters at all time
points (p<0.001). The number of pregnant women reported to be at risk was 5 previously while of the
pregnant women who were reported to have no risk, additional 8 pregnant women were considered as
at risk for Down syndrome according to new median values for free $3-hCG including 2 pregnant women
from week 11, 5 pregnant from week 12 and 1 pregnant women from week 13. The number of
pregnant women reported to have PAPP-A value <0.5 MoM was 159 according to median values used in
the software but it was decreased to 128 according to current median values. Elazig province did not
differ from Kayseri province regarding median values at all values while highest percent bias were found
in Mersin regarding PAPP-A. For free 3-hCG, median values for Kayseri were found to be significantly
lower from Van, Eskisehir, Mersin and istanbul provinces at all weeks (p<0.001).

Conclusion: The use of current median values will improve performance of prenatal screening tests.
Key Words: first trimester screening test; regional median; prenatal diagnosis; freef-hCG; PAPP-A.
GIRIS kesin tamya gétiiren ileri invaziv tanisal

. . . . testlere yonlendirmeyi saglar (4).
IIk trimester tarama testi olarak da bilinen

ikili test, Down sendromu ve Trizomi 18 adi
verilen Kkalitsal hastaliklara sahip fetiisleri
saptamak amaciyla gebeligin 11-13. hafta-
sinda yapilan bir tarama testidir.

Amniosentez, koryon villus biyopsisi ve
kordosentez yiizde yiliz dogrulukta fetal
kromozomal anéplodiyi belirler. Ancak,
amniyosenteze bagli gebelik kayiplarinin
1/100 ile 1/500 arasinda oldugu bildirilmistir.
Amniyosentez ve koryon villus biopsisi iliskili
komplikasyonlar arasinda amniyotik sivi
sizintisi, anneden bebege enfeksiyon gegisi,
Rh sensitizasyonu, diisiik ayak, kalca cikiqi
ve akcider problemleri rapor edilmistir (5).

En yaygin kromozom bozuklugu olan Down
sendromunun prevalansi populasyonlara
gore degisiklik gostermektedir. Bu oran her
10.000 dogum icin Amerika'da 14.47,
Irlanda’da 13.1, Hollanda'da 7.7, ingilterede
6.1 ve Turkiye'de ise 9.07 olarak bildirilmistir
(1-3). ilk trimester biyokimyasal belirteclerinin
kromozomal anomali taramasina ek olarak
gebelik komplikasyonlarini da ©Ongodrebile-
cedi ile ilgili calismalar yapilmistir (6, 7).

ikili test, trofoblastlarca sentezlenen PAPP-A
ve sinsityotrofoblastlar tarafindan sentez-
lenen free B-hCQG diizeyleri, anne yasi ve fetal

NT'nin bir prenatal risk hesaplama sistemi
aracilid@i ile kombine edilerek o gebelige
o0zgii risk oranmm verilmesi prensibine
dayanir. Testte yuksek riskli sonuclarin
cikmasi fetal anomalinin kaniti dedildir.
Riskin diisiik c¢ikmasi da fetal anomali
olmadigini garanti etmez. Tami koydurucu
olmayan bu test, yiiksek fiziksel veya zeka
engelli bebek dogurma riskini belirleyerek
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Diisiik PAPP-A diizeylerinin erken dogqum ve
preeklamsi gelisimi ile iliskili oldugu
gosterilmistir (8, 9).

Merkezler arasinda maternal serum test
parametrelerinin Olgiim degerlerinde goriilen
farkliliklar nedeniyle sonuclar medyanlarin
katlar1 (multiples of median, MoM) seklinde
raporlandirilir. Free B-hCG ve PAPP-A 6lcim
degerleri, 6lciim metodlari, toplumsal gene-
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tik farkliliklarlar ve gestasyonel yas ile birlikte
degisebilir (10). Medyan degerlerinin farkl
bdlge populasyonlarinda birbirinden farkli
olabilmektedir. Ayni zamanda hesaplanan
bdlge medyanlarinin firma tarafindan once-
den belirlenen medyan degerlerinden farkl
olabildiginin godsterildigi calismalar bulun-
maktadir (11).

Dodum oncesi tarama laboratuvarinin temel
dglrevlerinden biri, baska bir kaynaktan elde
edilen medyan degerlerin toplum medyanlari
ile uyumlu oldugunu ortaya koymaktir. Hatali
medyan degerleri laboratuvar performansini
etkiler. Raporlamada Kkullanilan yazilm prog-
raminda laboratuvarin hizmet verdigi bol-
geye spesifik ve giincel medyan degerlerin
kullanilmasi gerekmektedir.

Tarama yontemlerinde Kkullanilan topluma
spesifik medyanlarinin guncel ve giivenilir
olmasi, dgebelik komplikasyonlarina erken
yaklasim ve girisimsel degerlendirmelerle
iliskili normal fetlis Kkaybinin azalmasi
bakimindan da énemlidir.

Bu calismada amacimiz, gebelikte ilk tri-
mester tarama parametrelerinin bdlgemiz
populasyonu i¢in medyan degderlerini belirle-
yerek, bulunan medyanlarin Prisca medyan-
lart ile uyumlu olup olmadigina karar ver-
mektir. Ayrica Prisca medyanlarina gore riskli
gebelikleri yeni bolgesel medyan degerleri
yoluyla yeniden degerlendirerek Kkarsilastir-
maktir.

GEREC VE YONTEM

Bu retrospektif calismada 2018 yili boyunca
Kayseri Egitim ve Arastirma Hastanesi
Dogumevi Klinigine basvuran 11 -13 gebelik
haftalarindaki (11 hafta+ O giin ve 13
hafta+6 giin) gebelerin prenatal ikili serum
tarama testi Olcumleri kaydedildi. Ultraso-
nografik fetal Crown Rump Length (CRL)
Olciimleri gebelik haftalarimin belirlenme
kriteri olarak belirlendi. Priska programinda
artan riskli olarak raporlanmis gebeler ile
hormon duzeyleri acisindan riskli c¢ikan
gebeler (B-hCG dizeyi 2.5 MoM ve iizeri
PAPP-A, uE3 ve AFP 0.5 MoM ve alty)
calismadan dislandi. ikiz gebeler, gestasyo-
nel diabet tesbit edilmis ve daha o6nceden

diabet tanisi almis olan gebeler, in vitro
fertilizasyon yontemi kullanilan gebeler ve
sigara icen gebeler de calismadan dislandi.
ikili tarama testinde artan riski olan vakalarin
degderlendirilmesi Down Sendromu icin 1/250
olarak belirlendi.

Immulite 2000 XPi Immunoassay System
(Siemens, Los Angeles, ABD) Kkullanilarak
solid faz, kemiluminesans immunometrik
sandvi¢ yontemi ile serum free B-hCG ve
PAPP-A olciimleri gerceklestirildi.

Gebelerin yasi, kilosu, gebelik haftasi, diyabet,
sigara icme durumu, fetal ense saydamlig:
(NT), CRL degerleri, ikili tarama serum
parametreleri olan free B-HCG ve PAPP-A
olcim degerleri ile birlikte PRISCA 5.0 (Pre-
natal Risk Hesaplama, TYPOLOG Software/
GmBH, Hamburg, Almanya) paket program-
da degerlendirildi. Gebelerin free B-HCG ve
PAPP-A duzeyleri ile ayni gebelik haftasi icin
Priska programi tarafindan Turkiyedeki bes
ayrt merkezin verilerinin birlestirilmesi ile
olusturulmus normal popu-lasyon medyan
havuzu degerleri kullanilarak verilen MoM
degerleri kaydedildi. Daha sonra gebelerin
medyan degerleri bulunarak yeni MoM
degerleri hesaplandi. Priska progra-minda
verilen medyan ve hastalara ait MoM deder-
leri, bulunan guncel medyan ve MoM deger-
leri ile karsilastirilarak yilizde biaslar hesap-
landi. Yeni hesaplanan bodlgesel medyan
degerleri ve Immulite 2000 analizorii ile
parametreleri calisilan ve ayni programi
kullanan Eskisehir, Mersin, Elazig, Van, Bursa
ve Istanbul bélgelerinin medyan degderlerinin
arastirildidr calismalarin medyanlar Kkarsilas-
tirildi.

Degiskenlerin normallik varsayimlari Kolmo-
gorov-Smirnov testi ve Q-Q Plot grafikleri ile
test edildi. Verilere ait mean, medyan,
minimum-maksimum ve ceyrek acikhdi (IQR)
degerleri tanimlayici istatistikler kullanilarak
hesaplandi. Her bir gebelik haftasi icin
hesaplanan medyan dedgerleri ile bilgisayar
programindan elde edilen medyan degerleri
arasindaki fark One-Sample Wilcoxon Signed
Rank test ile degerlendirildi. Elde edilen
guncel medyanlar ve Priska programinda
verilen medyanlar arasindaki ylizde bias,
Microsoft Office 2010, Microsoft, Redmond,
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WA, USA kullanilarak asagidaki formiile gore
hesaplandi:

medyanlar arasi % bias=((Priska medyan-
Giuincel medyan)*100)/(Priska medyan)

Giincel medyanlar ile diger bolgelerin benzer
calismalar1 arasindaki medyanlarin bias
ylizdesi asadidaki formiil ile hesaplandi:

bolgeler arasi % bias=((Kayseri medyan-
diger bolge medyan)*100)/(Kayseri medyan)

Sonuglar ortalama =+ standart sapma,
medyan, minimum-maksimum olarak ifade
edildi. istatistiksel analizlerde SPSS 21 (SPSS
Inc Chicago, IL) paket programi kullanildi.
Bolgeler arast medyanlarin karsilastirilmasin-
da, Analyse-it Version 2.20 paket programi
ile non-parametrik Sign test Kkullanilarak
veriler arasindaki fark degderlendirildi. p
<0,05 anlaml fark olarak kabul edildi.

Calismadan o6nce, gebelerin klinik kayitlarini
gozden gecirmek icin Erciyes Univesitesi
Bilimsel Arastirma Etik Komitesi'nin onayi
alindi.

BULGULAR

Birinci trimester tarama testi sonuclar1 artan
risk olarak raporlanmamis olan toplam 1108
gebe calismaya dahil edildi. Calismaya dahil
edilen hastalarin gebelik haftalarma gore
demodgrafik verileri Tablo 1°'de gosterilmistir.

Haftalara gore free PBHCG icin hesaplanan
bolge medyan degerleri Prisca programi
tarafindan saglanan medyan degderleri ile
karsilastirildidinda 11 ve 13. Hafta icin an-
lamh fark yoktu. 12. hafta icin ise free HCG
medyan degerleri anlamh olarak farkl
(p<0,001) ve Priska programi medyan degde-
rinin giincel medyan degerine gore yiiksek
(free BHCG icin % bias= 20,1) bulundu.
PAPP-A bakimindan haftalara gore Priska
programinda kullanilan medyan, yeni hesap-
lanan bolge medyanlart karsilastinldiginda
ise 11 ve 12. haftalar icin anlamh olarak
farkl ve yuksek idi (11. Hafta PAPP-A icin %
bias=19,2 ve 12.hafta icin % bias= 16)
(Tablo 2).
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Hesaplanan yeni medyanlar Kullanilarak haf-
talara gore yeni MoM degerleri karsilastir-
masi Tablo 3'te gosterilmistir. Buna gore free
BHCG ve PAPP-A icin gebelerin Priska progra-
minda verilen haftallk MoM ortalamalari,
guncel MoM ortalamalarina gore tum haftalar
icin anlamh farkh ve diisuk olarak bulundu
(p<0,001). MoMlar bakimindan yiiksek
yluizde bias farki free BHCG icin 12. Hafta
gebelerinde go6zlenirken, bu fark PAPP-A icin
en yuksek olarak 13 gebelik haftasinda
bulundu.

Yeni free pHCG MoM degerlerine gore gebe
verileri Priska programina girerek incelendi-
dinde daha 6nce risksiz olarak tesbit edilen
11. hafta gebelerinden 2, 12. Hafta gebele-
rinden 5 ve 13. hafta gebelerinden 1 tanesi
olacak sekilde toplam 8 gebe Down Sendro-
mu icin artan riskli gebelik olarak degderlen-
dirildi.

Kayseri bolgesine ait medyan degderleri
Eskisehir, Mersin, Elazig, Van, Bursa ve
istanbul merkezli yapilan benzer calismalarda
bulunan medyan degerleri ile karsilastirildi-
dinda, tim haftalar icin PAPP-A medyan
degerleri Eskisehir ve Elazig medyan deger-
lerinden farksiz iken, Mersin ve Bursa
bdlgeleri ile tim haftalarda farkli olarak
bulunmustur. istanbul boélgesindeki PAPP-A
icin anlamh farklilik 11. gebelik haftasinda
iken, Van bodlgesinde 12. ve 13. haftalarda
gdzlenmistir (Tablo 4).

Free B-hCG icin 11,12 ve 13. haftalardaki
medyan degderleri Elazig ve Bursa bdlgele-
rinden farksiz iken, Eskisehir, Van ve istanbul
bolgelerinde 12. hafta medyan degerleri
anlaml olarak farkl idi (Tablo 5).

incelenen benzer calismalar icerisinde Elaziq
bolgesi, hem PAPP-A hem de free B-hCG
medyanlari bakimindan tiim haftalarda Kayseri
ile farksiz olan tek bolge olarak tespit edildi.
Kayseri bolgesi medyan degerleri bakimindan
en yuksek % biaslar PAPP-a bakimindan
Mersin, free B-hCG bakimindan ise sirasiyla
Van, Eskisehir, Mersin ve Istanbul bolgeleri
medyanlar1 ve dusiik olarak bulunmustur
(p<0,001) (12-17).
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Tablo 1. ikili tarama testi icin calismaya dahil edilen gebelerin demografik verileri

Table 1. Demographic data of pregnants included in the study for the double screening test

Median = SE IQR Minimum-Maksimum
Yas (yil) 26,10 = 0,51 9,8 16,4-42,7
Agirlik (kg) 64,00 = 1,28 20 43-111
NT (MoM) 0,88 = 0,08 0,24 0,41-2,86
11. hafta CRL (mm) 51,29 + 0,04 6,8 40,5-55,1
(n=245) PAPP-A (ng/mL) 1,60 = 0,21 1,08 0,327-8,470
PAPP-A (MoM) 1,03 0,07 0,59 0,22-4,35
Free -hCG (ng/mL) 39,7+ 0,3 34,4 9,79-177
Free p-hCG (MoM) 1,16 = 0,68 0,73 0,21-4,39
Yas (yil) 27,32 £ 0,6 9.4 15,9-45
Agirlik (kg) 64,00 = 1,28 9,2 45-120
NT (MoM) 0,83 0,18 0,24 0,40-1,72
12. hafta CRL (mm) 62,21 = 0,03 5,3 55,2-69,7
(n=546) PAPP-A (ng/mL) 2,52 0,28 1,86 0,523-9,340
PAPP-A (MoM) 0,96 = 0,04 0,7 0,24-3,63
Free -hCG (ng/mL) 30,3 £0,2 27,3 2,10-163
Free p-hCG (MoM) 1,24 +0,03 0,69 0,21-4,19
Yas (yil) 26,1 £ 0,5 6,7 16-42
Agirlik (kg) 679 +0,2 18,1 41-108
NT (MoM) 0,77 £ 0,19 0,31 0,46-1,34
13. hafta CRL (mm) 74,68 = 0,04 4,9 68,8-82
(n=317) PAPP-A (ng/mL) 3,81 £ 0,31 3,74 0,451-15,800
PAPP-A (MoM) 1,00 = 0,02 0,64 0,150-3,190
Free -hCG (ng/mL) 28,3 = 0,28 23,6 7,40-157
Free p-hCG (MoM) 1,26 = 0,08 0,68 0,15-5,98
SE: Standart hata, IQR: Interquartile range, Free p-hCG: Serbest Human Koryonik Gonadotropin, PAPP-A:
Pregnancy Associated Plasma Protein-A, CRL: Crown rump length, NT: Ense kalinhgi MoM: Multiples of medians

Tablo 2. ikili test hormonlarinin yeni hesaplanan ve Prisca programinda verilen medyanlarinin karsilastiriimasi
Table 2. Comparison of the median of the double test hormones given in the newly calculated and Prisca program

Free $-hCG (ng/mL)

Gebelik haftasi n Giincel median Priska median P % bias
11 245 39,7 43,5 0,317 8.3
12 546 30,3 37.9 <0,001 20,1
13 317 28,3 32 0,191 11,6

PAPP-A (ng/mL)

Gebelik haftasi n Giincel median Priska median P % bias
11 245 1,60 1,98 <0,001 19,2
12 546 2,52 3 <0,001 16,0
13 317 3,81 4,23 0,75 9,9

Free B-hCG; Serbest Human Koryonik Gonadotropin PAPP-A; Pregnancy Associated Plasma Protein-A

Tablo 3. ikili test hormonlarinin yeni hesaplanan ve Prisca programindan verilen MoM degerlerinin karsilagtiriimasi
Table 3. Comparison of MoM values obtained from Prisca program and newly calculated from double test hormones

Free p-hCG (ng/mL)
Gebelik haftasi n Giincel MoOM (mean) Priska MoM (mean) p % bias
11 245 1,16 0,98 <0,001 -18,4
12 546 1,24 1,01 <0,001 -22,8
13 317 1,26 1,12 <0,001 -12,5
PAPP-A (ng/mL)
Gebelik haftasi n % bias
Giincel MoM (mean) Priska MoOM (mean) P
11 245 1,19 1,03 <0,001 -15,5
12 546 1,15 0,96 <0,001 -19,8
13 317 1,23 1,00 <0,001 -23,0

MoM; multiples of median, Free B-hCG; Serbest Human Koryonik Gonadotropin, PAPP-A; Pregnancy Associated
Plasma Protein-A.
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TARTISMA

ilk trimester taramasinin ana amaci, hasta-
lara fetal Down Sendromu icin risk deger-
lendirmesini  saglamaktir. Kromozomal
hastaliklar icin artan risk olarak raporlanan
sonuglar kesin tanisi icin ileri girisimsel
testlere yonlendirmesi bakimindan 6nemlidir.
Bunun yani sira anormal ikili tarama serum
belirtecleri hamileligin olumsuz sonuglar ile
iliskilidir ve bu anormalliklerin bilgisi hasta
danismanhdi ve yOnetimi  Kkonusunda
degerlidir.

ilk trimestrde yapilan ultrasonografik 6lgiim-
ler ileri dbnemlere gore daha dogru ve avan-
tajli bilgiler verir. Calismalarda prenatal tara-
ma testlerinden ikili testin anoploidi tespit
orani, ikinci ti¢ ayda yapilan uclu test tarama
testine gore yiiksek olarak verilmektedir.
(%72-8ya %56-77)(18). ikili test degerlen-
dirilme programinda kullanilan ve yiiksekligi
Down sendromu igin artan riskin belirlenme-
sinde belirleyici olan ense saydamhdi risk
belirlemesini etkileyen olciimsel bir faktor-
diir. Ayrica ense kalinhdi olciimlerinin artisi
ile gebeligin diger olumsuz sonuclari, dogus-
tan kalp defektleri ve Kistik higroma ile iligki
oldugu bilinmektedir. Programa girilen
onceki Down sendromlu bebek dogumu ve
nazal kemik yoklugu risk iizerinde yiiksek
etkiye sahiptir (10). Benzer sekilde, ikili test
parametrelerinden olan PAPP-A'nin dusuk
seviyelerinin kromozom olarak normal
bebeklerde 6lii dogum, bebek 6liimii, intrau-
terine biiyime geriligi, erken dogum, pre-
eklemasi gibi gebelik iligkili durumlar ile
baglantis1 gosterilmistir (19, 20).

Medyan degderlerinin risk hesaplama tizerine
onemli bir etkisi vardir. Calisma yapilan
toplumun gincel medyanindan yuksek
medyanlarin kullanilmasi hatali disiik MoM
degerleri raporlanmasina neden olur. Nitekim,
bu calismada oldugu gibi giincel medyanlar
uzerinden degderlendirilen yeni MoM degerleri
tim hafta gruplar ve her iki parametre icin
yuiksek olarak bulunmustur (p<0,001). Priska
medyanlar kullanildiginda tesbit edilen artan
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riskli gebe sayisi 5 iken, her iki parameter
icin glincel medyanlar kullanilarak yeniden
raporlanan ve artan risk (cutt-off>1/250)
olarak degerlendirilen gebe sayisi toplam 13
olmustur.

PAPP-A icin <0,5 MoM dizeyleri gebelik
bagdlantili komplikasyonlar ile iliskilidir. Bizim
arastirmamizda oldugu gibi Priska programi
medyanlarina bagh olarak diisik olarak
raporlanmasi gebelik kaynakli komplikasyon-
lar ile hatal olarak risk yonetimi yapilmasina
sebep olabilecektir. Bu calismada <0,5 MoM
PAPP-MoM duzeyine sahip gebe sayisi Priska
medyanlar ile verildiginde 159 gebe iken,
giincel medyanlar ile hesaplandiginda bu
say1 128 olarak bulunmustur.

Prenatal iKili testlerin medyanlarinin arastiril-
did1 bolgesel calismalar ililkemizde yapilmak-
tadur.

Kayseri bolgesi medyanlarinin hesaplanmasi
ve benzer calismalarin yapildidi didger bol-
geler arasi medyan dederlerinin karsilastiril-
mast bu calisma ile Kayseri bolgesi icin ilk
defa raporlanmistir. Ayni cihazlar ve ayni
prenatal risk tanimlama yazilim programui ile
dederlendirilmelerine ragmen farklh gebe
medyan dederleri gostermeleri, her bolgenin
gebe hormon varyasyonlarina sahip olabile-
cedi ve bu yitizden her laboratuvarin kendi
guncel medyan degerlerini belirlemesinin
Onemini gostermektedir. Nitekim risk deger-
lendirilmesinde kullanilan B-hCG hormonu-
nun etnik ve bolgesel farkliliklar gosterdigi
daha 6nceki calismalarda gosterilmistir (21).

Bolgesel medyan degderlerinin belirlenmesi
prenatal tarama testlerinin performansini
artiracaktir.
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ABSTRACT

Aim: Six sigma is a quality management tool used to evaluate analytical process performance. We
evaluated the performance of biochemical and immunological tests on a Roche Cobas 8000 device in
our laboratory using sigma metrics.

Materials and Methods: Six-month (September 2018 to February 2019) data on internal quality
control (IQC) and external quality control (EQC) were extracted for each assay. The precision and bias
were calculated for IQC and EQC, respectively. The sigma values for each assay were calculated using
precision, bias, and total allowable error (TEa) ratios of CLIA 2019.

Results: Sigma values of ALB, GLU, Ca, CI, CREA, Na, K, TP, urea, and complement C3 were below 3.
ALT, AST, Amylase, P, GGT, HDL-C, CHOL, LDH, LDL-C, T-BIL, UIBC, UA, CRP, complement C4, IgA, and
IgM were between 3 and 6 sigma. Sigma values of CK, D-BIL, lipase, and IgG were greater than 6.

Conclusion: Because most sigma values were above 3, the analytical performances of assays in our
laboratory were acceptable. However, parameters with sigma values less than 3 should be strictly monitored.
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OZET

Amac: Alt1 sigma, analitik sure¢ performansini degerlendirmek icin kullanilan bir kalite yonetim aracidir.
Bu calismada, sigma Olcumlerini kullanarak laboratuarimizdaki Roche Cobas 8000 cihazinda
biyokimyasal ve immiinolojik testlerin performansini degerlendirdik.

Gerec ve Yontem: Biyokimyasal ve immiinolojik testlerinin alt1 aylik (Eyliil 2018 - Subat 2019), i¢ kalite
kontrol (iKK) ve dis Kkalite kontrol (DKK) verileri cikarildi. Sigma degderleri, iKK verilerinden elde edilen
varyasyon katsayisi (CV), DKK verilerinden elde edilen bias ve CLIA 2019’un toplam izin verilebilir hata
(TEa) oranlari kullanilarak hesaplandi.

Bulgular: ALB, GLU, Ca, CI, CREA, Na, K, TP, iire ve kompleman C3'lin sigma dederleri 3'iin altindaydi. ALT,
AST, Amilaz, P, GGT, HDL-C, CHOL, LDH, LDL-C, T-BiL, UIBC, UA, CRP, kompleman C4, IgA ve IgM testlerinin
sigma degerleri 3-6 aralidinda bulundu. CK, D-BIL, lipaz ve IgG'nin sigma degerleri 6'dan byt idi.

Sonuc: Sigma degderlerinin coqu 3'iin {izerinde oldugu icin, laboratuarimizda biyokimyasal ve
immiinolojik testlerin genel olarak analitik performansi kabul edilebilir. Bununla birlikte, sigma degeri

3'ten kiiclik olan testler siki kalite kontrol kurallariyla izlenmelidir.

Anahtar Kelimeler: Alti sigma; analitik islem performansi; kalite degerlendirme; CLIA 2019.

INTRODUCTION

Information provided by clinical laboratories
has a major impact on patient management
and safety, and thus it is important to provide
reliable laboratory results to physicians (1).
The testing process consists of three main
stages: preanalytical, analytical, and
postanalytic. Errors in these stages may
adversely affect test results. Therefore, strict
quality control (QC) practices in the clinical
laboratory are essential for the safety and care
of patients (2).

QC includes internal quality control (IQC) and
external quality control (EQC). IQC is
performed daily and provides continuous
monitoring of the analytical system. EQC is
run once per month and provides an
objective evaluation of laboratory performance
using an external agency. However, the exact
number of defects or errors in the laboratory
cannot be evaluated by running EQC and
IQC. This problem can be solved by
employing sigma metrics calculated from
total error (TE), precision (CV), and bias (3).

Sigma metric levels represent a specific
value of defects (or errors) per million (dpm)
opportunities. For example, six sigma
focuses on regulating a process to six
standard deviations, corresponding to 3.4
dpm. Lower sigma levels represent more
errors and less confidence in test results (4).
Sigma metrics provide a scientific basis for

selection of test-specific QC procedures in
clinical laboratories and creates a more
quantitative study framework. Thus, false
rejection and control costs in the laboratory
can be reduced (5). This study investigated
the analytical performance of biochemical
and immunological tests using six sigma
metrics and to establish the correct QC
strategy for each test.

MATERIALS AND METHODS
Study design

This study was performed in the clinical
biochemistry laboratory of Sanliurfa Mehmet
AKkif Inan Training and Research Hospital,
Sanliurfa, Turkey, which has a 500-bed
capacity. Approval for this study was
obtained from Harran University Ethics
Committee.

The EQC and IQC data from 34 routine
biochemical and immunological analytes were
extracted for a period of 6 months from
September 2018 to February 2019. A COBAS
8000 device (Roche Diagnostics) was used to
test biochemical and immunological assays:
albumin (ALB), alkaline phosphatase (ALP),
alanine aminotransferase (ALT), amylase,
aspartate aminotransferase (AST), calcium
(Ca), cholesterol (CHOL), creatine kinase (CK),
Chloride (CI), creatinine (CREA), direct bilirubin
(D-BIL), y -glutamyl transferase (GGT), glucose
(GLU), high density lipoprotein cholesterol
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(HDL-C), iron, lactate dehydrogenase (LDH),
low density lipoprotein cholesterol (LDL-C),
lipase, magnesium (Mg), sodium (Na),
phosphorus (P), potassium (K), total bilirubin
(T-BIL), total protein (TP), triglyceride (TQ),
unsaturated iron-binding capacity (UIBC), urea,
uric acid (UA), C-reactive protein (CRP),
immunoglobulins (IgqG, IgA, IgM), complement
C3 and C4.

Sigma calculation

Two-level IQC materials (PreciControl
ClinChem Multi 1 and 2, Roche Diagnostics)
provided by the manufacturer of the device
were assayed daily prior to analyses of blood
samples. The coefficients of variation (CV %)
of all assays were calculated from the 6-
month IQC data as follows: CV%=(standard
deviationx 100)/mean (6).

Trueness (bias %) for each assay was
calculated for each month separately from
the EQC data with the following formula: Bias
% = (our lab mean-mean of peer group) X
100 /mean of peer group (7). The arithmetic
average of bias% was used to calculate
sigma values.

The total errors (TEs) of parameters were
selected from the Clinical Laboratories
Improvement Act of 2019 (CLIA 2019)
gquidelines (8). There were no TE targets for
the Ca, lipase, D-BIL, and K parameters in
the CLIA guidelines, so TE values of the
Ricos biological variation database (9) were
obtained.

The sigma metrics for above-mentioned
assays were determined as follows: Sigma
metric= (TE%— |Bias%|)/CV% (10). Sigma
value was determined for both the level 1
and 2 of IQC. Sigma values are generally
categorized into unacceptable (<3 sigma),
good (3=sigma <6), and world class (=6
sigma) (11,12).

RESULTS

Bias%, CV%, and sigma values of clinical
chemistry and immunological tests are
shown in Table 1. A sigma value > 6 was
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found for CK, D-BIL, lipase, and IgG for both
levels of IQC. Iron and Mg showed a sigma
value of >6 for IQC-1 and 5.83 and 5.80 for
IQC-2, respectively. ALP and TG showed a
sigma value of >6 for IQC-2 and 5.03 and
5.62 for IQC-1, respectively. Sigma values of
ALT, AST, Amylase, P, GGT, HDL-C, CHOL,
LDH, LDL-C, T-BiL, UIBC, UA, CRP, C4, IgA
and IgM for both levels of IQC were in the
range of 3 to 6. Sigma values of ALB, Ca, CI,
CREA, GLU, Na, K, TP, urea and C3 for both
levels of 1QC were lower than 3. The QC
strategy for future studies according to
sigma values are provided in Table 2 (5,13).

DISCUSSION

In laboratories, sigma metrics can be used to
assess the performance of tests or analyzers
and to establish optimal QC rules and
practices (14). Laboratories can determine
which assays are world-class (>6 sigma)
quality and which assays are unacceptable
(<3 sigma). Assays with low sigma values
should be improved with a strict QC strategy.
This provides an improvement over the
classic rule (control = 2 SD), which is
considered of equal quality for all analytes
(15).

In the present study, sigma metrics were
calculated to evaluate the  quality
performance of 34 assays on the Roche
Cobas 8000 device. CLIA 2019 TE targets,
bias, and precision were used to calculate
the sigma values of the assays. We observed
sigma values < 3 for ALB, Ca, CI, CREA, GLU,
Na, K, TP, urea, and C3 at both QC levels. In
Singh et al. (16), who used the Olympus
AU400 instrument, a sigma value lower than
3 was observed for urea, Na, and K using the
TE values of CLIA 1988. Bozkaya et al. (17)
calculated sigma metrics for 13 assays on
the Olympus AU680 analyzer using CLIA
1988 TE targets and showed that sigma
levels for urea, Na, K, and CI tests were lower
than 3. Another study showed that sigma
values for urea, Na, K, and ClI were below 3
using the TE values of CLIA 1988 in the
Beckman-Coulter AU 5800 autoanalyzer (5).
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Table 1. Bias%, TEa %, CV% and sigma values of the tests
Tablo 1. Testlerin % Bias, % TEa, % CV ve sigma degerleri

Parameter TE (%) Average Bias (%) IQC-I, IQC-Z,
CV (%) Sigma CV (%) Sigma
ALB (g/L) 8 2.17 3.31 1.76 2.73 2.14
ALP (U/L) 20 2.49 3.48 5.03 2.89 6.06
ALT (U/L) 15 2.10 3.44 3.75 2.73 4.73
Amylase (U/L) 10 1.18 2.24 3.94 2.29 3.85
AST (U/L) 15 1.79 3.36 3.93 2.44 5.41
Ca (mg/dL) 2.55% 1.53 2.48 0.41 2.42 0.42
CHOL (mg/dL) 10 1.36 2.73 3.16 2.30 3.76
CK (U/L) 20 1.71 2.83 6.46 2.74 6.68
CI (mmol/L) 5 1.51 2.18 1.60 1.91 1.83
CREA (mg/dL) 10 3.47 3.62 1.80 3.50 1.87
D-BIL (mg/dL) 44.5° 1.17 4.42 9.80 3.42 12.67
GGT (U/L) 15 1.87 3.12 4.21 2.67 4.92
GLU (mg/dL) 8 2.34 2.12 2.67 2.24 2.53
HDL-C (mg/dL) 20 5.60 2.68 5.37 4.22 3.41
Iron (ug/dL) 15 2.81 1.96 6.22 2.09 5.83
LDH (U/L) 15 1.43 2.46 5.52 2.46 5.52
LDL-C (mg/dL) 20 1.76 4.51 4.04 4.73 3.86
Lipase (U/L) 57.88° 3.79 2.72 12.53 2.72 12.53
Mg (mg/dL) 15 2.29 2.02 6.29 2.19 5.80
Na (mmol/L) 5 0.95 1.61 2.52 1.63 2.48
P (mg/dL) 10 2.62 2.42 3.05 2.36 3.13
K (mmol/L) 5.61° 0.96 1.69 2.75 1.66 2.80
T-BIL (mg/dL) 20 1.91 5.00 3.62 3.82 4,74
TP (g/L) 8 1.56 2.56 2.52 2.40 2.68
TG (mg/dL) 15 0.78 2.53 5.62 2.12 6.71
UIBC (ug/dL) 20 3.99 5.01 3.20 4.97 3.22
Urea (mg/dL) 9 2.75 3.36 1.86 3.05 2.05
UA (mg/dL) 10 1.49 1.98 4.30 1.98 4.30
CRP (mg/L) 30 3.22 4.53 591 4.62 5.80
Complement C3 (g/L) 15 1.85 5.75 2.29 6.44 2.04
Complement C4 (g/L) 20 4.67 4.28 3.58 3.92 3.91
IgA (g/L) 15 3.21 3.49 3.38 2.57 4.59
IgG (g/L) 20 1.93 2.65 6.82 2.93 6.17
IgM (g/L) 20 2.17 5.17 3.45 4.55 3.92

a= Ricos desirable TE

Table 2. Internal quality control strategy for future works based on sigma values (5,13).
Tablo 2. Sigma degerlerine dayali sonraki ¢calismalar icin i¢ kalite kontrol stratejisi (5,13).

Sigma value Assay performances Number of controls Measurements | Recommended rule
>6 World class 2 1 155
4-6 Suited for purpose 2 1 1,55
3-4 Marginal 2 2 1ss / 225 / Rus / A1s
<3 Unacceptable 3 2 155/ 255 / Rus / 415

Compared to the above studies, the number
of tests with sigma values below 3 were
higher in our study. This can be explained by
the fact that CLIA 2019 standards are more
stringent than CLIA 1988 standards. Using
ALT as an example, the TEa targets for CLIA

1988 and CLIA 2019 were 20% and 15%,
respectively. Hens et al. (15) stressed that
the use of different TE standards leads to
variable sigma values that make it difficult to
interpret clinical chemistry assays. In
addition, differences in QC data collection
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(e.g., time interval), differences in choosing
the source of bias, selected IQC criteria, the
concentrations of the controls, as well as
different manufacturers, analyzers, methods,
and reagents may explain the different sigma
values across studies (10,12,15,18). The
performance of the method should be
improved primarily for tests with sigma
values < 3. For these tests, three levels of
quality control with the 1s5/2,4/R,y/4,5 rule
should be performed twice a day. In addition,
we should periodically calculate sigma values
to observe changes in test quality by
applying these stringent QC procedures.
Besides, sigma levels of assays may increase
the use of different analyzers and methods
(12).

In our study, amylase, CHOL, P, UIBC,
complement C4, IgM (both controls); ALT,
AST, T-BIL, and IgA (IQC-1); and HDL-C and
LDL-C (IQC-2) were between 3 and 4 sigma.
For these tests, the 154/2,5/R,s/4,5 rule should
be used to ensure accurate test results.

For assays such as GGT, LDH, UA, and CRP
(both controls); ALP, HDL-C, LDL-C, and TG
(IQC-1); and ALT, AST, iron, Mg, T-BIL, and
IgA (IQC-2) between 4 and 6 sigma, QC
monitoring should be performed using the
1, 55 rule.
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OZET

Amac: D vitamini eksikligi, tilkemizde yaygin goriilen bir halk saglidi sorunudur. Eksiklik prevelansini
belirlemeye dair yapilan calismalarda %90’lara ulasan verilere rastlamak mumkiindiir. Son yillarda bu
eksikligin basin yayin yoluyla da sikca glindeme getirilmesi, halkimizi kan dizeyinin takibi ile ilgili bir
arayisa yOnlendirmistir. Bu sebeplerle laboratuvarlarda D vitamini test sayilarinda ciddi artislar
yasanmaktadir. Hasta basi test maliyetlerinin yiiksek olmasi nedeniyle de laboratuvar harcamalari
icerisinde On siralarda yer almaktadir. Laboratuvar maliyetlerinin dusiirtilmesi, 25(OH)D, ve D;
formlarimin ayr ayr1 belirlenebilmesi icin 6n hazirlik asamasi Kolay, hizli ve hassas ‘in-house’ bir analiz
yontemi gelistirilmesi amaclanmistir.

Gerec ve Yontem: Yontem gelistirilmesinde Ultimate 3000 HPLC-UV (Dionex, Germany) cihazi, ydontem
karsilastirma calismasi amaciyla da Architect 25(OH)D Kiti (Abbott Diagnostic, USA) kullanilmistir.
Validasyon calismalart CLSI kilavuzlart kullanilarak yapilmistir (EP5-A2,EP6-A,EP9-A2). Dogdruluk,
Sertifikali Referans Malzeme (UME CRM 1308) araciliiyla dederlendirilmistir. Kromatografik ayrim icin
ters faz 150mmX4.6mm, (3.0pm) ODS-1(Thermo Scientific, USA) analitik kolon tercih edilmistir.

Bulgular: Calisma ici, calismalar arasi ve giinler arasi %CV degerleri 18.9ng/mL 25(OH)Dj5 icin sirasiyla
%2.6, %2.7 ve %6.3 olarak, 57.4ng/mL icin ise %1.8, %1.8 ve %4.8 olarak belirlendi. 25(OH)D5 testi icin
LOD degeri 0.7ng/mL, LOQ degeri ise 2.1ng/mL olarak tespit edildi. HPLC-UV ve Abbott Architect
sistemleri arasindaki uyum Passing Bablok regresyon analizi ile degerlendirildi (y=0,89x+1,81).

Sonucg: HPLC-UV ve Abbott Architect arasindaki uyum her iki yonteminde tercih edilebilecegini
disiindiirmektedir. Ancak her laboratuvar 25(OH)D tayini amaciyla yontem seciminde icerisinde
bulundugu sartlara goére Kkarar vermelidir. Cinki test performanlarinin birbirlerine oldukca benzer
oldugu bu gibi durumlarda yontem seciminde hasta sayisi, tecriibeli personel varlidi ve maliyet
belirleyici parametreler olarak daha 6n planda yer alacaktir.
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ABSTRACT

Aim: Vitamin D deficiency is a common public health problem in our country. It is possible to find data
reaching 90% in studies about determining deficiency prevalence. In recent years, this deficiency has
been attracted the attention of the press and has directed people to a search for blood level monitoring.
For these reasons, there are also serious increases in the number of vitamin D levels analyses in
laboratories. Due to the high measurement costs per patient, it is also one of the most important
laboratory expenses. It is aimed to develop an simple, sensitive and rapid ‘in-house’ analysis method in
order to reduce laboratory costs and to determine 25(OH)D, and D5 forms separately.

Material and Methods: Ultimate 3000HPLC-UV (Dionex, Germany) was used in the development of the
method. Architect 25(OH)D kit (Abbott Diagnostic, USA) were used for method comparison study.
Validation studies were performed using CLSI guidelines(EP5-A2,EP6-A,EP9-A2). Accuracy was evaluated
using Certified Reference Material (LME CRM 1308). For chromatographic separation, reverse phase
150mmX4.6mm, (3.0 pm) ODS-1 (Thermo Scientific,USA) analytical column was used.

Results: Within run, between run and between day precisions (%CV) for 18.9ng/mL 25(OH)D; were
2.6%, 2.7%, 6.3% and for 57.4ng/mL were 1.8%, 1.8% and 4.8% respectively. For 25(OH)D;, the LOD
was 0.7ng/mL and the LOQ was 2.1ng/mL. Correlation between HPLC-UV and Abbott Architect systems
was evaluated by Passing Bablok regression analysis (y=0,89x+1,81).

Conclusion: The compatibility between HPLC-UV and Abbott Architect suggests that both methods can
be preferred. However,each laboratory should decide according to the their conditions in which the
method is selected for the determination of 25(OH)D. Because in such cases where test performances
are very similar. The number of patients, experienced staff presence and cost-determining parameters
will be more prominent in the selection of methods,

Keywords: Methods; Chromatography; Vitamin D

GIRiS vitamini eksiklidinin bu iilkelerde daha az
gOzleniyor olmasi; gidalara yapillan D

D vitamini eksiKligi tilkemizde yaygin goriilen vitamini desteginin etkisi sonucu olabilecegi

onemli bir halk saghdi sorunudur. Her ne

kadar gunesten zengin bir tilkede yasiyor
olsak da giines 1sidindan dik geldigi saatler-
de yararlanilmamasi, giines koruyucu krem
kullanimi, giyinme ve beslenme aliskanliklari
bu sorunun nedenleri arasinda sayilabilir.
Literatiire baktigimizda D vitamini eksikligi
prevelansi ile cok sayida arastirmaya rastla-
mak muimkiindiur. Gunes acisindan zengin
bir bélge olan Ege bolgesinde yapilan bir
calismada halkin %75 inde D vitamini
eksikligi gozlendigi bildirilmistir(1). Guney-
dogu bdlgesinde yapilan bir diger calismada
ise eksiklik oranlarinin %94’lere ulastidi
raporlanmistir(2). Istanbul'da 688 kisi ile
yapillan arastirmada ise Kkatiimcilarin
%72'sinde D vitamini eksikligi bildirilmistir
(3). Baykan ve arkadaslar1 da arastirmalarin-
da D vitamini eksikliginden etkilenenlerin
oranint  %83,7 olarak belirtmislerdir(4).
Gelismis tulkelerde de D vitamini eksikligi
olduguna dair literatiirde verilere rastlan-
makla birlikte prevelans: ile ilgili %24 ile
%50 araliginda verilere rastlanmistir(5,7). D

diusunulmaustur.

Eksikliginin bircok hastalidin etiyolojisinde
rol alabilecegine dair son yillarda yapilan
calismalar tiim diinyada D vitaminine olan
ilgiyi artirmustir. ilgi sadece akademik arastir-
malarla sinirlh kalmayip, 6zellikle basinin da
bu vitamine ilgisi tilkemizde de bir duyarllik
artisina neden olmustur. Ozellikle son
yillarda bircok birey hastanelere D vitamini
diizeyini Olgtirmek icin basvurmakta ve
Klinisyenden bunu direk talep etmektedir.
Artan bu talep laboratuvarlarda D vitamini
test sayisinin artisi ile sonuclanmistir. Test
sayisindaki bu artisa sadece tilkemizde degil
bircok gelismis iilkede rastlamak mumkiin-
diir. Ornegin Avustralya'da, 2000 yilinda
yapilan D vitamini testi 37/100.000 Kkisi iken
2011'de 3468/100.000 kisiye ulasmistir. Bu
sirede D vitamini analiz sayisinda 94 Kkat
artis yasanirken aclhik kan sekeri Olciimi
sayisindaki artis sadece 2,5 kat kadar
olmustur(8). Bir bagka arastirmada Fransa'da
2008-2013 yillan arasinda D vitamini analiz
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sayisindaki artism 7,5 kat oldugu bildiril-
mistir(9). Sonucg olarak artan talep bircok Kit
ureticisinin de ilgisini cekmis ve D vitamini
olcim yoOntemlerinin ¢esitlenmesini berabe-
rinde getirmistir.

Gecmisten glinumuze kadar 25-hidroksivita-
min D (25(OH)D) vitamini 6lgiimi amaciyla
cesitli yontemler gelistirilmistir. Her bir
yontem ve cihazin avantajlar ve dezavantaj-
larn yeni teknolojik gelismelerle surekli
degismektedir. Laboratuvarlar yontem seci-
minde Kolaylik, maliyet, kisa surede sonug
verme, Ozgiillik ve dogruluk arasinda bir
denge bulmak icin caba sarf etmektedir.
Bircok iiretici tarafindan iretilen Kkitlerin
pazara sunulmasi, farkli cihaz ve yontemler
kullanilmasi gibi nedenlerle standardizas-
yonu icin yodun c¢aba harcanmaktadir.
Guiniimiizde olcim yontemlerinin standardi-
zasyonu icin yapilan en kapsaml calisma D
vitamini kalite dederlendirme programi olan
Vitamin D External Quality Assessment
Scheme (DEQAS) aracihdiyla yapilmaktadir.
Fakat DEQAS'In tiim ugraslarina ragmen tam
bir standardizasyon sadlamak halen mim-
kiin gorilmemektedir(10). Uretici firmalarda
bu amagla yontemlerini gelistirerek yada
degistirerek yeni versiyon Kkitlerini pazara
sunmaktadirlar. DEQAS uyesi laboratuarla-rin
olciim yontemlerindeki dagilima bakildiginda
ise yaklasik %20’sinin kromatografik temelli
yontemleri kullandigi (HPLC-UV ya da HPLC-
MS/MS), geri kalan diger laboratuvarlarin
buylik kismmm immiunolojik temelli ticari
kitler kullanarak analizlerini gerceklestirdigi
gozlenmistir. Kromatografik temelli yontem-
lerde tecriibeli laboratuvar personeli gerek-
sinimi, manuel o6rnek hazirhgmin ve ‘in-
house’ yontem gelistirilmenin zorlugu gibi
nedenler tercih edilmelerini giiclestirirken,
25(OH)D, ve D; formlarini ayr1 ayr1 belirleye-
bilmesi, yiliksek dogruluk ve hassasiyetle
olciim yapabilmesi, interferanslarin daha az
gozlenmesi ustiinliikleri arasinda sayilabilir.
immun kokenli 6lgiim yontemleri ise hizh
analiz suresi, diusuk ornek hacmi ve tam
otomatik cihazlar ile kullanilmasi gibi avan-
tajlara sahiptir. Kromatografi temelli yontem-
leri maliyet agisindan Karsilastiracak olursak,
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LC-MS/MS'in  kurulum maliyeti HPLC-UV
sistemlerden yaklasik 4-5 kat daha fazladir.
ilk kurulum maliyetlerinin yiiksek olmasin-
dan dolay1 yontem gelistirilmesi icin HPLC-UV
sistemleri tercih edilebilir.

Balikesir Atatiirk Devlet Hastanesi Laboratu-
varinda HPLC-UV sistemi tercih edilerek
25(0OH)D analizi yapilmaktadir. Bu makale ile
yontemin gelistirilmesi siirecinde elde edilen
validasyon verileri ile hasta &rneklerinin
Karsilastirilmasi sayesinde elde edilen verile-
rin literature kazandirlmasi ve ‘in-house’
yontem gelistirecek laboratuvarlarin fayda-
lanmasi amaclanmistir. Bu nedenle HPLC-UV
araciligiyla gelistirilen yontemin validasyonu
ve yeni versiyon Architect 25(OH)D Kiti ile
karsilastirma calismasi yapilmistir.

GEREC VE YONTEM

25(OH)D vitamini testi icin yontem gelistiril-
mesi ve validasyonu amaciyla Ultimate 3000
HPLC-UV (Dionex, Germany) cihazi, yontem
Karsilastirma calismasi amaciyla da Abbott
Architect i2000 cihazi ve Architect 25(OH)D
(LN 5P02) kiti (Abbott Diagnostic, USA)
kullanilmustir. Etik onay Balikesir Universitesi
Tip Fakiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulundan alinmistir. Validasyon calismalari
CLSI (The Clinical & Laboratory Standards
Institute) kilavuzlar kullanilarak yapilmistir.

Kesinlik CLSI EP5-A2 rehber Kkilavuzu
Kullanilarak belirlenmistir. 2 diizey kontrol ve
2 duizey hasta serum havuzu 20 gun siireyle
ginde 2 kez 2 tekrar halinde calisimistir.
Linearite grafigi CLSI EP-6A kilavuzuna gore
9 nokta belirlenerek olusturulmustur. Sinyal/
Giirtiltdh oranlarinin >10 olma smirt LOQ
(Kantitasyon limiti) olarak kabul edilmistir.
Bu sinirlarda her bir drnek 20 kez tekrar
edilmis, tekrarlanabilirlik degerleri <%20
olarak tespit edilmistir. Sinyal/Giirultii oran-
larinin>3 oldugu deger LOD (Deteksiyon
limiti) olarak belirlenmistir. Geri kazanim
degerleri ekstraksiyon Oncesi ve sonrasi
25(0OH)D, ve D; standart solusyonlarinin
eklenmesi yOntemi ile hesaplanmistir.
Dogruluk TUBITAK Ulusal Metroloji Enstitiisii
tarafindan uretilen Sertifikali Referans
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Malzeme (UME CRM 1308) kullanilarak sag-
lanmistir. Yontem karsilastirma calismalarin-
da EP-9A2 kilavuzu Kullaniimigtir. Verilerin
analizi MedCalc 13.1 ve Analyze-it program-
lar1 araciligiyla yapilmustir.

Serum Orneklerinden 25(OH)D'nin ekstraksi-
yonunda proteinlerin ¢okturiilmesi amaciyla
tuz olarak Amonyum siilfat (Sigma Aldrich,
USA) ve likid-likid ekstraksiyon amaciyla
Asetonitril (Sigma Aldrich, USA) kullaniimis-
tir(11). Amonyum sulfat oda 1sisinda su
icerisinde coOzdiirulerek (%40 w/v) hazirlan-
mustir. 300 uL hasta serumu, kontrol (Recipe,
Germany) ve kalibrator (Recipe, Germany)
uzerine 400ul amonyum silfat cOzeltisi ve
300uL asetonitril ve i¢ standart Kkarisimi
konularak 10 saniye vortekslenmistir. ic
standart olarak Dodecanophenone (Sigma
Aldrich, USA) 800 ppb konsantrasyonda
olacak sekilde asetonitril icerisinde 6nceden
coziinduriilmiis ve asetonitril ile birlikte
serum, kontrol ve kalibratdére eklenmistir.
Vortekslenen oOrnekler 13500Xg de 10 dk

santrifij edilmistir. Sonrasinda ust fazdan
150 uL almarak analiz icin HPLC sistemine
aktarilmistir.

Kromatografik ayrim icin ters faz
150mmX4.6mm (3.0 um) ODS-1 (Thermo
Scientific, USA) analitik kolon Kkullanildi.
Analiz icin optimum numune hacmi 20uL,
kolon 1sis1 40°C, UV dedektor dalga boyu 265
nm olarak belirlendi. Hareketli faz igin
Asetonitril, Su (Sigma Aldrich, USA) ve iso-
propil alkol (Sigma Aldrich, USA) 77,5:20:2,5
oraninda kullanildi. Tampon olarak mobil faz
icerisine su ile birlikte 10 mM Kkonsantras-
yonda amonyum format ve %0.1Formik asit
eklendi. Akis hizi 1.5 mL/dk ve analiz siiresi
9.3 dk olarak belirlendi (Sekil 1).

Analiz sonrasi kromatogramda her bir pikin
edri altindaki alanlarn Chromeleon 7.2
(Thermo Fisher Scientific Inc, USA) progra-mi
aracihglyla hesaplandi. Kalibrasyon edrisi
olusturulduktan sonra altta verilen formiil
programa girilerek Orneklerin konsantras-
yonu belirlendi.

[1-D3 [ 2-D2 ]

—1-D3- 3,965
-2-D2-4,553

1,504

1,68-

>_ 4-15-8337

min

070 1,00 200 3,00 4,00

5,00 6,00 7,00 5,00 8,00 530

Sekil 1. 25(0OH)D; ve D, kromatogram 6rnegi (D3,D, ve IS i¢in retansiyon zamanlari; 3.96,4.55 ve 8.33 dakika)
Figure 1. 25 (OH) D3 and D2 chromatogram samples (retention times for D3, D2 and IS; 3.96,4.55 and 8.33

minutes)
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Numune konsantrasyonu=

BULGULAR
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(Numune pik alani / Numune i¢ std pik alani)x Kalibratér konsantrasyonu

(Kalibratoriin pik alani / Kalibratoriin i¢ std pik alani)

Hasta ve kontrol numunelerinden olusturulan havuz araciliiyla belirlenen tekrarlanabilirlik

verileri Tablo 1 ve 2'de gdsterilmistir.

Tablo 1. 25(OH)D3 testine ait tekrarlanabilirlik verileri
Table 1. 25 (OH) D3 test reproducibility data

jumune | Monsamtrasvon | Calemalel | Gmier arasssocy | Calsmalar aras
Kontrol serumu 1 24.4 ng/mL %2.17 %4.22 %3.52
Kontrol serumu 2 88.2 ng/mL %1.50 %3.18 %3.49
Hasta serumu 1 18.9 ng/mL %2.62 %6.26 %2.73
Hasta serumu 2 57.4 ng/mL %1.81 %4.78 %1.82

Tablo 2. 25(OH)D, testine ait tekrarlanabilirlik verileri
Table 2. 25 (OH) D2 test reproducibility data

Kontrol serumu 1 21.7 ng/mL %3.28 %4 .63 %?2.86
Kontrol serumu 2 89.3 ng/mL %1.66 %3.76 %3.32
Hasta serumu 1 28.6 ng/mL %3.01 %5.62 %4 .54
Hasta serumu 2 144.8 ng/mL %1.73 %4.21 %1.76

Testlerin linearite grafikleri Sekil 2 ve Sekil 3'de gdsterilmis olup, her iki 25(OH)D vitamini
formunun da 180ng/mL diizeyine kadar lineer oldugu gozlenmistir.
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Sekil 2. 25(0OH)D; icin linearite grafigi
Figure 2. Linearity graph for 25 (OH) D5
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Sekil 3. 25(0OH)D, icin linearite grafigi
Figure 3. Linearity graph for 25 (OH) D,
Numunelerin alt tespit (LOD) ve kantite edilebilen en kiiciik degerleri (LOQ) Tablo 3'de
gosterilmistir.
Tablo 3. Numunelerin LOD ve LOQ degerleri.
Table 3. LOD and LOQ values of samples.

Numune LOD LOQ
25-hidroksivitamin D5 0.7 ng/mL 2.1 ng/mL
25-hidroksivitamin D, 0.6 ng/mL 2.4 ng/mL

Geri kazanim degderlerinin belirlenmesi icin Her iki y6ntem arasindaki uyumun

kontrol ve hasta havuzlarindan olusan 4 ayri
diizeyde numune kullanilmistir. Geri kazanim
degerlerinin 25-OH-D; icin %97 - %112
aralidinda 25-OH-D, icin ise 9%99-%108
araliginda degistigi belirlenmistir.

Bias degerlerinin belirlenmesinde UME CRM
1308 (Ulusal Metroloji Enstitiisii, TUBITAK)
hedef degerleri kullanildi. 25(OH)D, icin
bildirilen hedef deger 50,09 iken Olgiilen
deger 51,5 ng/mL olarak belirlenmis olup
25(0OH)D, icin %Bias degeri %2,8 olarak
hesaplandi. 25(OH)D; icin bildirilen deger
48,85 olup Olgiillen deger 49,5 olarak
belirlenmistir. Bu verilere gére 25(OH)D; icin
hesaplanan %Bias dederi ise %1,3 olarak
tespit edildi.

degerlendirilebilmesi amaciyla Bland-Altman
agrafigi (Sekil 4) ve Passing ve Bablok
regresyon analizi (Tablo 1V) yapilmistir. Her
iki yontem ortalamasi ile HPLC ve Abbott
arasindaki farkin Kkarsilastirlmasi amaciyla
cizilen Bland Altman grafigi incelendiginde
ortalama Bias degeri 0,4ng/mL olarak
gozlenmistir. Bu deder her iki yontem
arasindaki ortalama farkin oldukca disiik
oldugunu gostermektedir.

HPLC ve Abbott ile olgiilen 25(OH)D olciim-
leri arasindaki iliskinin degerlendirilmesinde
Passing ve Bablok regresyon analizi yapilarak
regresyon dogrusu cizilmistir (Sekil 5).
Regresyon dogrusunun lineariteden sapma-
diq1 belirlenmistir (P=0.37)
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HPLC ve Abbott ortalamasi

Sekil 4. HPLC ve Abbott 25(OH)D o6l¢iimlerinin Blant Altman grafigi ile karsilastirilmasi. (X ekseni her iki yontemle
oOlgiilen 25(OH)D sonuglarinin aritmetik ortalamasi iken Y ekseni HPLC ile Olgiilen sonuglarin Abbott ile
oOlciilen sonuclardan farkini ifade etmektedir. Her 2 eksende de birimler ng/mL olarak verilmistir)

Figure 4.Comparison of HPLC and Abbott 25 (OH) D measurements with Blant Altman graph. (The X-axis is the
arithmetic mean of 25 (OH) D results measured by both methods, whereas the Y-axis represents the
difference from the Abbott results measured by HPLC. Units are given in ng / mL on both axes.)

Tablo 4. iki yontem arasindaki iliskinin Passing ve Bablok regresyon analizi verileri ile degerlendirilmesi.

Table 4. Evaluating the relationship between two methods with Passing and Bablok regression analysis data.

Turk Klinik Biyokimya Derg 2019; 17(2)

50

40 -

30

Abbott (ng/mL)

20

10 |

Ornek Sayist Ortalama (ng/mL) Standart Sapma (ng/mL)
HPLC 147 19.95 10.43
Abbott 147 19.58 9.92
(y=0,89x+1,81)
0F
[ o
60 |

20 30 40
HPLC (ng/mL)

50 60 70

Sekil 5. HPLC ve Abbott 6lgiim yontemleri ile 6l¢tilen 25(OH)D sonuclariin dagilima.
Figiire 5. Distribution of 25 (OH) D results measured by HPLC and Abbott measurement methods.
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TARTISMA

D vitamini eksikligi prevelasinda go6zlenen
yiikselme ve bu duruma karsi gerek halki-
mizda gerekse hekimlerde duyarlihgin art-
masi, laboratuvarlarda analiz sayisinin art-
masi ile sonuclanmistir. Test basi maliyetleri-
nin de yiiksek olmasi toplam laboratuvar
harcamalarinda o©6nemli bir pay almasina
neden olmaktadir. Bunun sonucu olarak
maliyet etkin yOntemlerin tercih edilmesi
gundeme delmektedir. DEQAS verilerine
glre rutin laboratuvarlarin %80’den fazlasi
otomatize sistemleri ve Ozellikle immiin
temelli 6lciim yontemlerini tercih etmektedir.
Bu yontemler hizli, disuk  hacimle
calisabilmeleri ve tecriibeli eleman ihtiyaci
gereksiniminin daha az olmasi nedeniyle
daha sik tercih edilmektedir. Ancak capraz
reaksiyonlara acik olmalari, D, ve Dj
formlarint ayiramamalart ve kit maliyetleri
acisindan halen ‘in-house’ yontemlerin cok
uzerinde olmalar1 gibi nedenlerde belirgin
dezavantajlaridir. Laboratuvarlarin yaklasik
geri kalan %20 Kkadari da kromatografik
temelli yontemleri tercih etmektedir. Ancak
kromatografik yontemler kullananlarin hangi
oranlarda ticari kit ya da ‘in-house’ yontem
kullandigina dair bir veriye rastlanmamustir.
Kromatografik yontemler ile analizlerde ise
son yillarda LC-MS/MS kullanimi %80’lerin
uzerine cikmaya baslamistir. Altin standart
yontem olmasi, analiz suresinin HPLC'ye
gore daha kisa olmasi gibi nedenler avantaj-
lar1 arasinda sayilabilir. Ancak ilk Kurulum
maliyetlerinin HPLC'ye goére yaklasik 4-5 kat
daha yiiksek olmasi ise 6nemli bir sorun
olarak karsimizda durmaktadir. Bu sebepler-
den oturii analiz sayisi gunliik 100-150
numunenin altinda olan laboratuvarlarda
HPLC sistemleri kurulmasi1 LC-MS/MS’e gdre
maliyet-etkin oldugu dusinilmektedir. Ayrica
‘in-house’ ybntem kullanilmasi maliyetleri
ciddi oranda dusiirmektedir. Bu calisma
sonucu ortaya cikarilan yontem ile otomatize
sistemlere gore yaklasik 4 katin tizerinde bir
tasarruf saglanabildigi g6zlenmistir.

Arastirmada rutin laboratuvarlarda yaygin
Kullanilmakta olan immiin 6lcim temelli kit
yerine HPLC-UV sistemlerde gelistirilen

yontem araciligiyla 6lgim yapmanin etkisini
degerlendirilmistir. Gelistirilen yontemde 6n
hazirlik siiresi diger manuel yontemlere gore
daha kisa tutulmustur. isgiicii ve zaman
Kaybmin azaltilmasi agisindan bu durum son
derece Onemlidir. Literatiirde azot altinda
ucurma yapilarak gelistirilen yontemlere sik
rastlanmakla birlikte 100tiin tizerinde Ornek
gelen laboratuvarlarda bu yontemlerin uygu-
lanmasi da zaman ve isguicii kaybina neden
olacaktir. Calismada oOn hazirhk amaciyla
Kullanilan yontemde hasta plazmasmma 2
farkli ¢Oziicunin eklenmesi sonrast 10 sn
vorteks ve 10 dk santrifiij islemi sonrasi tist
fazin direk cihaza verilmesi en Onemli
avantajlar arasindadir.

Tekrarlanabilirlik acisindan degderlendirildi-
dinde hem calisma ici hem calismalar arasi
hem de giinler arasi verilerin ortalamasi
%5'in altinda gozlenmis olup, kabul edilebilir
sinirlar icerisinde dederlendirilmistir. Stan-
dart referans materyal kullanilarak yapilan
calismada %Bias dederleri 25(OH)D; icin
%1,3 iken, 25(OH)D, icin ise %?2,8 olarak
bulunmus olup testin performansinin yeterli
oldugu degerlendirilmistir. Abbott Architect
cihazi1 Kkullanilarak yapilan Karsilastirmada
her 2 testin performansi birbiri ile uyumlu
bulunmustur. Her 2 yontemin Karsilastiriimasi
amaciyla cizilen Bland Altman grafiginde
aralarindaki ortalama Bias degeri 0.4 ng/mL
gibi oldukc¢a dusiik bulunmustur. Passing ve
Bablok regresyon analizi yapilarak cizilen
regresyon dogrusunun lineariteden sapma-
digi  belirlenmistir (P=0.37). Literatirde
Architect (5P02) 25(OH)D Kiti, Elecsys Total D
vitamini Kiti (Roche diagnostics, Germany),
Advia Centaur Total D vitamini Kiti (Siemens,
NY) ve ID-LC-MS/MS referans metodu
kullanilarak yapilan bir ¢alismada Architect
kitinin performansi yeterli gorilmiisken,
otomatize Total 25(OH)D testlerinin halen
standardizasyona ihtiya¢ duyduklar1 bildiril-
mistir(12). Architect 25(OH)D Kitinin guncel
olan 5P02 versiyonunun performansi ile ilgili
literatiirde rastlanan olumlu veriler yaninda
bir 6nceki versiyon olan 3L52 ile ilgili bias
hedeflerini karsilamadigina dair veride rapor
edilmistir(13). Bu durum immin temelli
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olciim yontemlerinin performansinin surekli
gelistirildigini bize gostermektedir.

D vitaminin kemik iskelet patolojileri disinda
literatiirde Kkanserler basta olmak {lizere
depresyon ve hatta tiiberkiiloz ile iliskisini
irdeleyen calismalara rastlamak mumkundiir
(4,14,15). Bu durum bilim insanlarinin bu
vitamine ilgisinin artmasma neden olurken,
halkimizda da duyarlihdin artisina ve sonucta
bircok hastane laboratuvarinda analizinin
yapilmasina neden olmaktadir. Ancak hasta
basi test maliyetleri halen oldukca yiliksek
seyretmektedir. Bu nedenle bazi laboratuvar-
lar maliyetleri diisirmeye yonelik arayislara
girmek durumunda kalmislardir. Bu nedenle
yontem seciminde her laboratuvar icin farklh
dinamiklerin varhdi g6z oniinde tutulmaldir.
Calismada da gozlendigi tizere iki farkl
yontemle yapilan analizler arasindaki uyumun
yeterli olmasi aslinda dogruluk, tekrarlana-
bilirlik gibi verilerin yerini maliyet gibi baska
dinamiklerin almasina neden olmustur.HPLC
Kurulum maliyetlerinin LC-MS/MS’e gore
disuk olmasi, laboratuvarda yeterince dene-
yimli personel varhdi, gelistirilen yontemin
on hazirh@inin ve analiz siiresinin Kisa olmasi
gibi nedenlerin yaninda maliyet-etkin olmasi
bizim HPLC tercihimizde belirleyici olmustur.

KAYNAKLAR

1. Hekimsoy Z, Ding G, Kafesciler S, Onur E, Giiveng
Y, Pala T. Vitamin D status among adults in the
Aegean region of Turkey. BMC Public Health
2010;10(782):1-7.

2. Taskiran B, Cansu GB. Giineydogu Bolgesinde
Eriskinlerde D Vitamini Eksikligi. Osmangazi
Journal of Medicine, 2016;38:1-8

3.  Senyigit A, Orhanoglu T, ince B, Yaprak B. Vitamin
D Levels in Routine Medical Examination. J Ist
Faculty Med. 2018;81(4):115-118.

4. Baykan O, Akgul M, Uren N, Yaman A, Tinay I, Ergiil
E et al. The Relationship between Urothelial Type
Bladder Cancer, Plasma 25-Hydroxyvitamin D
Levels, and Vitamin D Receptor Apal, Bsml, FokKI,
and Taql Polymorphisms. Clin Lab.2019;65:445-
452.

5. Gordon CM, DePeter KC, Feldman HA, Grace E,
Emans SJ. Arch Pediatr Adolesc Med. 2004%;
158:531-537

Hizli, Hassas ve Kolay 25(OH)D Yontemi

SONUC
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OZET

Amagc: Tiroid hormon testleri sirkadiyen ritim gostermektedir. Bu calismada goriiniirde saghkl ve tiroid
hormon replasmani alan hipotiroidi tanili hastalarda ayni giin icerisinde sabah, 6gle ve 6dleden sonra
alinan 6rneklerde calisilan Tiroid Stimulan Hormon (TSH) ve serbest T4 (fT4) test sonuclarinin degisimi
arastirilmistir.

Gerec¢ ve Yontem: Calismaya goriinurde saghikli goniilliler (n=10) ve hipotiroidi tanisi ile replasman
tedavisi alan (n=10) hastalar dahil edilmis ve her Kisiden ayni giin icinde ticer defa kan alinmistir.
Ornekler, flebotomi zamani esas alinarak sabah 8.00-9.00 arasinda toplananlar “Grup A”, édlen 11.00-
12.00 arasinda toplananlar “Grup B” ve 6gdleden sonra 15.00-16.00 saatleri arasinda toplananlar “Grup
C” olarak adlandinlmistir. Serum TSH ve fT4 diizeyleri, Roche Hitachi €170 cihazinda immunoassay
yontem ile calisilmistir.

Bulgular: Goriiniirde saglikli kisilerde TSH testinin Grup A ile Grup B degisimi %29,9, Grup A ile Grup
C degisimi %32,2 ve Grup B ile Grup C degdisimi %10,6 bulundu. Goriiniirde saglikh Kisilerde T4
testinin degisimi tiim gruplarda %10’un altinda bulundu. Replasman tedavisi alan Kisilerde TSH testinin
Grup A ile Grup B degisimi %27,4, Grup A ile Grup C degisimi %30,2 ve Grup B ile Grup C degisimi
%10,1; replasman tedavili kisilerde fT4 testinin degisimi ise sadece Grup A ile B arasinda %10’un
tizerinde %13 bulundu.

Sonuc: Tiroid hastaliklarinin tani ve tedavisinde en sik kullanilan test olan TSH, giin igerisinde
sirkadiyen ritim gostermekte ve hastadan 6rnegin alindidi saat 6nem arz etmektedir. TSH testinin sabah
saat 8.00-9.00’'da alinan Orneklerin sonucunun daha yiiksek oldugu ancak fT4 sonugclarinin saatler
arasinda Klinik olarak 6nemli oranda degdismedigi goriilmustiir.

Anahtar Kelimeler: fT4; preanalitik evre; sirkadiyen ritim; TSH
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ABSTRACT

Aim: Thyroid hormone tests show circadian rhythm. In this study we investigated the changes of
Thyroid Stimulating Hormone (TSH) and free Thyroxine (fT4) test results in apparently healthy
individuals and thyroid hormone replacement patients at different times of the day.

Material and Methods: The study included apparently healthy volunteers (n=10) and patients who
received replacement therapy (n=10) with the diagnosis of hypothyroidism. Blood samples were taken
from each patient three times in the same day. Samples are named based on phlebotomy time, Group
A samples were collected between 8.00-9.00 am, Group B samples were collected between 11.00-12.00
am and Group C samples were collected between 15.00-16.00 pm. Serum TSH and fT4 levels were
measured by immunoassay method in the Roche Hitachi €170.

Results: The change of TSH test results were found 29,9% between Group A-B, 32,2% between Group
A-C and 10,6% between Group B-C in apparently healthy volunteers. The change of fT4 test results were
found below 10% in all groups in apparently healthy volunteers. The change of TSH test results were
found 27,4% between Group A-B, 30,2% between Group A-C, 10,1% between Group B-C in thyroid
hormone replacement patients. The change of fT4 was %13 between Group A-B and below 10% in
other groups in thyroid hormone replacement patients.

Conclusion: TSH which is the most commonly used test for the diagnosis and treatment of thyroid
diseases, shows circadian rhythm during the day. Thus, the phlebotomy time of the sample is very
important. In our study the results of the TSH test were higher in 8.00-9.00 am whereas fT4 results did
not change clinically significant between the hours.

Keywords: circadian rhythm; fT4; preanalytical phase; TSH

GIRIS

Unlii miizisyen Miles Davis, “Zaman en
onemli degil, tek dnemli seydir” derken nasll,
nerede, ne, neden ve kim sorularina cevap
arayan kaos toplumunun, O&ncelikle ne
zaman sorusuna yonelmesi gerektigini vur-
gulamaktayd: (1). Kiiltiirel, sosyal ve ekono-
mik olarak modern toplum yasamma yon
veren zaman kavraminin, Kkronobiyolojik
calismalarla desteklenmis somut bilimsel
verilere dayanan sonuglar agida cikardidi ve
her gecen giin bilim insanlarmin merakini
cezbettigi bilinmektedir. Rutin klinik biyokimya
pratiginde de zaman kavraminin laboratuvar
sonuclarinda nasil etkiler yarattuig ve
bunlarin hasta tani, takip ve prognozunda ne
derecede etkin olduguna yonelik ¢ok sayida
calisma mevcuttur. Tibbi laboratuvar hizme-
tinde karsilasilan en ciddi sorunlar, hastala-
rin veya saglik profesyonellerinin flebotomi
oncesi preanalitik donemde hasta hazirhi@in-
da sergiledigi ya da bizzat hasta kokenli
dediskenlerden dolayr olusmaktadir (2).
Mevcut calismada amacg, preanalitik varyas-
yonlardan en 6nemlilerinden biri olan 6rnek
alma “zaman”1t ve tiroid fonksiyon testleri

sonuclar1 arasinda bir iliski kurmak ve bu
iliski hakkinda bilgi sunmaktir.

Saglik hizmetine ulasma siiresinin giderek
kisaldi@i ve rutin laboratuvar hizmetlerinin
giderek yayginlastigi giniimiiz modern top-
lumlarinda, Klinik veya subklinik tiroid hor-
mon bozukluklarina oldukga sik rastlanmak-
tadir. Yorgunluk, tisiime, sa¢ dokilmesi, kilo
alma veya verme, kabizlik veya ishal, adet
diizensizlikleri, carpinti gibi nonspesifik
sikayetlerle poliklinik basvurusu oldugunda,
tiroid hastaliklar siklikla akla gelmekte ve bu
yonde tiroid fonksiyonunu gosteren testler
istenmektedir. Tiroid Stimulan Hormon (TSH)
ve serbest T4 (fT4) tiroid fonksiyonunu
gosteren, hipotiroidi ve hipertirodi tanisinda
ve tedavi izleminde Kkullanillan en sensitif
testlerdir. TSH sekresyonunun sirkadiyen
ritiminin oldugu ve fT4 sekresyonunu da
etkiledidi ¢ok sayida calismada gosterilmistir
(3). Gun ici zaman dilimlerinde TSH duzeyleri
2.00-4.00 arasinda en yiiksek, 16.00-20.00
arasinda ise en dusiik seviyelere ulasmakta-
dir (4). Ancak zamanlamadan bagimsiz, tiroid
fonksiyon testleri Klinisyenler tarafindan
guniun her saatinde istenmekte ve gin
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icerisinde TSH ve fT4 degerlerinin sirkadiyen
ritime bagl olarak degisiklik gosterebildigi
gercedi gorece g6z ardi edilebilmektedir. Bu
sorunla ilgili uluslararasi ¢alismalar incelen-
diginde, Sviridonova ve arkadaslarinin sun-
dugu verilerde subklinik hipotiroidide 6rnek-
lerin o6gleden sonra alinmasi sonucunda
yanlis disik sonug ile TSH diizeylerinin
referans aralik (0,4-4,1 mU/L) icerisine gir-
digi go6zlenmistir (5). Bu calismada amaci-
miz, goriuniirde saghkh ve tiroid hormon
replasmani alan hipotiroidi tanili hastalarda
ayni gun icerisinde sabah (saat 8.00-9.00),
ogle (saat 11.00-12.00) ve oOgleden sonra
(saat 15.00-16.00) alinan orneklerde calisilan
TSH ve fT4 test sonucglarinin degdisimini
arastirmaktir.

GEREC VE YONTEM

Mevcut calisma Maltepe Universitesi Tip Fa-
kiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir
(say1 no: 2018/900/67). Hastalardan ve has-
tane personeli olarak gorev yapan goriinurde
sadglikl goniillilerden 6rnek alimi Maltepe
Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi
Merkez Laboratuvarinda yapilmistir. Tum
katilmcilara  flebotomi  o6ncesi  ayrintili
aciklama yapilmistir ve tim katilimcilardan
yazil bilgilendirilmis onam alinmistir. Calis-
maya goriiniirde saglikli (n=10) ve hipotiro-
idi tanisi ile replasman tedavisi alan (n=10)
hastalar dahil edilmis ve her hastadan ayni
gun icinde 3’er defa kan alinmistir. GoOrii-
nirde saglikh grup icin, 18-65 yas arasinda
olma, kronik bir hastaligi bulunmama ve
herhangi bir ila¢ tedavisi almama calismaya
dahil olma Kkriterleri olarak Kkullanilmstir.
Tiroid hormon replasman tedavisi alan grup
ise, hipotiroidi tanisi ile levotiroksin tedavisi
alan, 18-65 yas arasinda baska bir kronik
hastali@i ve/veya ilag¢ kullanim Oykiisii
olmayan hastalardan olusturulmustur.

Ornekler, flebotomi zamani esas alinarak
sabah 8.00-9.00 arasinda toplananlar “Grup
A”, 6dlen 11.00-12.00 arasinda toplananlar
“Grup B” ve Odgleden sonra 15.00-16.00
saatleri arasinda toplananlar “"Grup C” olarak
adlandirilmistir. Serum TSH ve fT4 diizeyleri,
flebotomi sonrasi santrifiij islemi ardindan
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kisa sure iginde, Roche Hitachi €170 ciha-
zinda immunassay yontem ile calisilmistir.
TSH testi icin giin ici CV degerleri 0,58 ve 2,4
iken gulnler arasi CV degerleri 1,3 ve 1,33;
fT4 icin giin ici CV degerleri 1,22 ve 0,82
iken giinler arasi CV degerleri 2,82 ve 2,58
olarak olciilmuistiir.

Istatistiksel Analiz

Tum veri analizleri SPSS ver. 21.0 programi
ile yapilmistir (SPSS Inc. Chicago, IL, USA).
TSH ve fT4 degerlerindeki bireysel degisim-
ler ylizde olarak hesaplanmistir.  Yuzde
degdisim hesaplamasi yapilirken [100-(ikinci
sonu¢ X 100/birinci sonug] formula Kullanil-
mistir. Grup Karsilastirmalarinda ortalama
ylizde degisim %10 uzerinde ise anlamh
kabul edilmistir. Gruplar ayrica kendi
aralarinda ikiserli Pearson korelasyonu ile
degerlendirilmistir. Her hastadan elde edilen
bireysel tekrarli olciimlerin karsilastirmalari
icin, ortalama degerlerine karsi farklarin
sacilim degerlendirmesi Bland Altman
grafikleri ile yapilmistir (6).

BULGULAK

Goriniirde saglikh Kisilerin  8i kadin, 2si
erkek; replasman tedavisi alan Kkisilerin ise
10'u kadindi. Gorintirde saglikh bireylerde
TSH testinin Grup A ile Grup B degisimi
%29,9, Grup A ile Grup C degisimi %32,2 ve
Grup B ile Grup C degisimi %10,6 idi (Tablo
1 ve Sekil 1). Goriinturde sadhkl kisilerde fT4
testinin degisimi tim gruplarda %10'un
altinda bulundu. Replasman tedavisi alan
kisilerde TSH testinin Grup A ile Grup B
degisimi %27,4, Grup A ile Grup C degisimi
%30,2 ve Grup B ile Grup C degisimi %10,1
idi. Replasman tedavili Kisilerde fT4 testinin
degdisimi ise sadece Grup A ile B arasinda
%10’un uzerinde %13 bulundu (Tablo I ve
Sekil 1). Pearson Korelasyon analizinde,
goruiniirde saglkli ve tiroid hormonu
replasman tedavisi alan kisilerde Grup A-B,
Grup A-C ve Grup B-C arasinda kuvvetli iliski
(korelasyon) saptandi (tum  gruplarda
r>0,70) (Sekil 2). Bland Altman yontemi ile
ayni hastadan farkli zamanlarda elde edilen
test sonuclarinin arasindaki farklarin ortala-
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malarina Kkarsi cizilen sacilim grafikleri bir dagilim gostermekte oldugu godzlenmistir
olusturuldu. Sonuglarda farklarm O'n etra- (Sekil 3).
finda sistematik rastgele (% 95'ten yiiksek)

Tablo 1. TSH ve fT4 testlerinin, goriiniirde saglikli ve hormon replasman tedavisi altindaki kisilerde gruplar arasi
degisimleri

Table 1. Changes in TSH and fT4 tests between groups in apparently healthy individuals under hormone
replacement therapy

Test Grup Ave B Grup Ave C Grup Bve C
% Degisim % Degisim % Degisim
. . e TSH 29,9 32,2 10,6
Goriiniirde saghkli goniilliiler
T4 3.4 1,6 3.0
TSH 274 30,2 10,1
Replasman tedavili kisiler
T4 13 7.3 6.5
Gorundrde Saghkh Grup TSH Degerleri Garindrde Safhkh Grup fT4 Degerleri
Bl Grap &
| 149 =

Replasman Tedavili Grup TSH Degerleri Replasman Tedavili Grup fT4 Degerleri

Sekil 1. TSH ve fT4 testlerinin, , goriiniirde saglikli ve hormon replasman tedavisi altindaki Kisilerde gruplar arasi
degisimleri

Figure 1. Changes in TSH and fT4 tests between groups in apparently healthy individuals under hormone
replacement therapy
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Sekil 2. Goriiniirde saglikli ve replasman tedavisi alanlarda TSH ve fT4 dizeylerinin gruplar arasindaki
Korelasyonlari ve r degerleri
Figure 2. Correlations and r values of TSH and fT4 levels between groups in apparently healthy and replacement
therapies
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Sekil 3. Goriiniirde Sagliklilarda ve tiroid hormon replasman tedavisi alanlarda TSH ve fT4 sonuglarinin Bland

Altman grafikleri ile degerlendirilmesi

Figure 3. Evaluation of TSH and fT4 results in apparently healthy subjects and thyroid hormone replacement

therapy by Bland Altman graphs

TARTISMA

Hipotiroidi ve hipertiroidi toplumda sik
gorulen hormonal bozukluklardir. NHANES III
calismasinda Amerikan toplumunda hipoti-
roidi sikiigi %4.6 (klinik hipotiroidi %0.3,
subkKlinik hipotiroidi %#4.3), hipertiroidi sikhdi
ise %1.3 (Klinik hipertiroidi %0.5, subklinik
hipertiroidi %0.7) olarak bulunmustur (7).

TSH ve fT4 testinin, yas, cinsiyet, irk, hor-
monal durum, hamilelik gibi degisen fizyo-

lojik durumlara gore referans araliklarinin
belirlenmesi Klinik olarak tani koyma ve
tedavi izleminde cok biiyliik bir 6nem tasir.
Ehrenkranz ve ark. TSH ve fT4 icin referans
aralik calismasi yapmislar ve yas, cinsiyet,
ornedin alindiqi zaman, etnik koken farklilik-
larina bagl degisiklige ugradiginit bulmus-
lardir (8).

Yaptidimiz calismada goriniirde saglikl
eriskin ve tiroid hormon replasman tedavisi
alan hipotiroidi tanili Kisilerde TSH testinin
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sabah saat 8.00-9.00 sonuclarinin saat
11.00-12.00 ve 15.00-16.00 sonuclarina
gore anlamh yuksek oldugu bulunmustur.
Sviridonova ve ark. primer hipotiroidi tanisi
olup L-tiroksin tedavisi alan ve otoimmun
tiroidit nedenli subklinik hipotiroidi (SH)
tanili hastalarda serum TSH ve subklinik
hipotiroidili hastalarda ayrica fT4 ve serbest
T3 (fT3) duzeylerine saat 8.00-9.00 ve 14.00-
16.00 arasinda ol¢muslerdir. SH grubunda
TSH diizeylerini sabah ve 6dlen alinan grupta
istatistiksel olarak anlaml farkli bulmuslar,
fT4 sonuclarinda ise anlaml farklilik bulama-
muglardir. L-tiroksin tedavisi alan grupta ise
TSH duzeyleri sabah ve 6dlen alinan grupta
istatistiksel olarak anlaml farkli bulunmustur
(5).

Liyanage ve ark. 20-50 yas arasindaki 36
sadlikli hastada saat 8.00-9.00 ile 15.00-
16.00 arasinda TSH ve fT4 diizeylerine bak-
muslar her iki testte de ditirnal varyasyon bul-
muslardir (3). Lucke ve ark. sirkadiyen var-
yasyonlarin TSH ve tiroid hormonlar tizerine
etkisini arastirmak icin 5 saghkli erkekten
ornek almiglar ve hormon seviyelerindeki
gunliik degisimlerin kiiciik oldugunu, normal
aralidi gecmedigini ve bu dedisikliklerin
hormonlarin  rutin  testlerinde  dnemli
olmadigini belirtmislerdir (9).

Russell ve ark. ise 33 goriinirde saglikl
eriskinde TSH, fT3 ve fT4 testlerini 24 saat
boyunca her 20 dakikada bir olcmiislerdir.
TSH dederlerinin sirkadiyen ritiminin bulun-
dugunu ve saat 02.00 ile 04.00 arasinda en
yliksek dederlere ulastidini, fT3’lin ise deger-
lerinin TSH ile korele oldugunu ancak zirve
degerinin TSH artisindan 90 dakika sonra
goruldiigina bulmuslardir. fT4 degerlerinin
ise TSH ile korele olmadigmi ve zayif bir
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sirkadiyen ritminin oldugunu gostermislerdir
(10). Weeke ve ark. 5 saglikl gencg erkekte
her 30 dakikada bir TSH, fT3 ve fT4 dizey-
lerini 6lgmusler; fT3 ve TSH icin senkronize
diurnal ritim bulmuslar ancak ayni senkro-
nizasyonu fT4 icin elde edememislerdir (11).

Bizim calismamizda ise fT4 dizeyi saglikli
grupta degisiklik gostermezken, replasman
tedavisi alan grupta muhtemel sabahki
flebotomi sonrasi hastalar levotiron tedavisi
aldidi icin sadece A ile B 6rnekleri arasinda
%13l1UK bir artis gozlenmistir.

Mevcut calismamizdaki kisitlayict  yonler,
hasta sayisinin gorece az olmasi, kan alma
zamaninin gin icinde 3 defa yapilabilmesi,
farkli marka cihaz veya kitlerle korelasyonun
degerlendirilememesi, hamileler, cocuklar ve
65 yas ustu geriatrik popuilasyon gibi dzellikli
gruplarin dahil edilememesi olarak siralana-
bilir. Ancak sonuclar preanalitik flebotomi
zamanlamasinin 6nemini objektif olarak
goOstermesi ve daha genis capl calismalara
Kilavuzluk etmesi acisindan buyilik Onem
tasimaktadir.

SONUC

Tiroid hastaliklarinin tani ve tedavisinde en
sik kullanilan test olan TSH, giin icerisinde
sirkadiyen ritim gostermekte ve hastadan
ornedin alindii saat 6nem arz etmektedir.
Bu calismada TSH sonuncunun sabah saat
8.00-9.00'da alman Orneklerin sonucunun
daha yiiksek oldugu ancak fT4 sonuclarinin
saatler arasinda klinik olarak dnemli oranda
degismedigi gorulmiistiir. Tiroid hormonla-
rinin sirkadiyen ritiminin oldugu her hastaya
aciklanmali ve tiroid fonksiyon testleri icin
flebotomi zamaninin 6nemi tim saghk
profosyonellerine vurgulanmalidir.
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OZET

Amac: Soguk aglitinin hastahdi, disuk isilarda eritrosit lizerindeki polisakkarit tipi antijenlere karsi
olusan IgM tipi antikorlarin (nadiren IgA veya IgG) sebep oldugu nadir bir otoimmiin hemolitik anemidir.
Sogukta aktiflesen antikorlarin eritrositlerin zarinda dejenerasyon ve otoagliitinasyon olusturmasi
sonucu eritrosit sayisi diisiik, hemoglobin degeri ise eritrosit sayisi ile bagdasmayacak derecede ytiksek
bulunabilir.

Olgu sunumu: Dahiliye Hematoloji poliklinidine basvuran 81 yasinda erkek hastadan istenen
hemogram analizinden Olgiilebilir deger alinamamasi lizerine numune tipi incelendiginde, cidarinda
gozle goriilebilir agliitinasyon varhidr tespit edildi. Soguk aglitinin hastalidi 6én tamisi diisiintilerek,
numune 37°C benmaride 15 dakika bekletildi. Tiip icindeki aglitininlerin kaybolmasiyla tekrar cihaza
verilen numunede eritrosit sayisinin okunabilir diizeye gelmesi ve hemoglobin/hematokrit oraninin
uygun olmasi iizerine yapilan 6lciim dogru kabul edilerek onaylandi. immiinfiksasyon elektroforez
analizi sonucunda IgG kappa ve IgM lambda biklonal gammopati saptandi. Hastanin kan grubu analizi
hem oda 1sisindaki hem de benmari ile 1sitilmis tiipte O Rh (+) bulundu.

Sonuc¢: Hemogram analizi sonuclarinda parametreler birbiri ile uyumsuz ise ve oda isisindaki tiipte
agliitinasyon gozlenidiginde soguk agliitinin hastahd@ akla gelmeli, numune benmaride 37 °C'de
bekletilmeli, zaman kaybetmeden otomatize hemogram cihazinda calisiimaldir.

Anahtar sozciikler: soduk agliitinin hastalidi; otoimmiin hemolitik anemi; protein elektroforezi
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ABSTRACT

Background: Cold agglutinin disease; is a rare autoimmune hemolytic anemia caused by IgM
antibodies (rarely IgA or IgQ) against polysaccharide antigens on erythrocytes at low temperatures. As
the cold activated antibodies cause degeneration and autoagglutination in the erythrocytes membrane,
the erythrocyte count may be low and the hemoglobin value may be too high to be incompatible with
the erythrocyte count.

Case report: A 81-year-old male patient was admitted to the Internal Medicine Hematology Clinic.
Patient requested hemogram test can not be worked on otomatize hemogram analyzer. Agglutinated
erythrocytes were observed when the hemogram tube was examined. Considering the prediagnosis of
cold agglutinin disease, the sample was kept at 37°C for 15 minutes. Upon the observation that the
adgglutinins were lost in the tube, the measurement on the count of erythrocyte and the
hemoglobin/hematocrit ratio were considered to be correct and confirmed. 1IgG kappa and IgM lambda
biclonal gammopathy was detected in the immunofixation electrophoresis study. In addition, the
patient's blood group analysis was performed tube at room temperature and tube bathed at 37°C for 15
minutes. O Rh (+) results were obtained in both studies.

Results: When the discordance of the parameters is noticed and the agglutination is observed in the
tube at room temperature, cold agglutinin disease should be considered and the sample should be kept

at 37 °C in the benmari. Then the sample should be worked on the hemogram analyzer immediately.

Keywords: Cold agglutinin disease, Autoimmune hemolytic anemia and protein electrophoresis

GIRIS

Otoimmiun hemolitik anemiler arasinda yer
alan soguk agliitinin hastalidi (SAH); eritrosit
uzerindeki polisakkarit tipi antijenlere karsi
olusan IgM tipi antikorlar (nadiren IgA veya
IgG) sebebi ile gelisir. Primer (idiyopatik)
olabilecegi gibi viral enfeksiyonlara
(Mycoplasma pneumoniae, EBV) ya da
immiun sisteme ait tek bir klonun neoplastik
buylimesine ikincil ortaya ¢ikabilir (1).

Klinikte genellikle hafif-orta derecede anemi
bulgularina eslik eden soguga maruziyetle
akrosiyanoz, deri ulserleri gibi periferik
damar tikanikliklart ve soguk gida alimini
takiben agr gibi belirtiler goriilebilir (2).

immun hemolitik anemilerde %95 oraninda
direk Coombs pozitiflidi yanisira numunenin
oda 1sisinda yapilan periferik yaymasinda
eritrositlerin agliitine oldugu goriulmektedir
(3). Tanida yiiksek titrede soguk agliitininle-
rin varlidinin gosterilmesi énemlidir. Antikor-
larin aktif olmaya devam ettigi en yiksek
sicaklik yani termal amplitiid, hastaligin
laboratuvar bulgularinin ortaya ¢ikmasi ile
yakindan iliskilidir. Genelde 25 °C'nin altinda
olan bu deger arttikca hastalidin siddeti de
artmaktadir. Bu hastalarda operasyon oncesi
plazmaferez  uygulanabilir. Ameliyathane
1sisinin  ayarlanmasi ve operasyon sonrasl
hastaya uygulanacak soguk uygulamalar da

siddetli hemolize neden olabilecedginden
dikkatli olunmaldir. Ayrica intravendz
swvilarin ve kanin hastaya isitilarak verilmesi
onerilmektedir (4).

Sogukta aktiflesen antikorlarin eritrositlerin
zarinda dejenerasyon olusturmasi ve otoag-
liitinasyona ugramasi sonucu olusan eritrosit
kiimeleri (200 fLden biiyilik) otomatize he-
mogram cihazinda eritrosit olarak algilana-
maz. Bu nedenle, eritrosit sayisi diisuk cikar.
Farkli bir kanalda eritrositler lizise ugratilarak
olciilen hemoglobin dederi eritrosit sayisi ile
bagdasmayacak derecede yiiksek bulunur.
Hematokrit degeri ise eritrosit sayisinin MCV
ile carpimi sonucu hesaplandigindan dusiik
bulunur. Eritrosit kiimeleri genellikle 16kosit
olarak sayilir. Bu hastalarda hemolize bagh
olarak kan grubu yanlis saptanabilir, sonug
AB Rh (+) cikabilir. Ya da transfiizyondan
once saglikh bir capraz karsilastirma yapila-
maz (4).

Tedavide hafif semptomlu olgularda soguda
maruziyetten kaginma, sicak ortamda bulun-
ma gibi Onlemler ve destek tedavileri 6n
plandadir. Bulgu ve belirtiler siddetli ise veya
cerrahi bir girisim planlaniyorsa plazmaferez
islemi uygulanabilmektedir. Bu hastalarda
kan sayimi yapilirken de benmari ile tiipiin
isiillmasi, transferi ve hizli bir sekilde
olciimun yapilmasi uygun bir yontem olarak
Kullanilmaktadir (5).
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OLGU SUNUMU

Anemi nedeniyle Manisa Sehir Hastanesi
hematoloji poliklinigine basvuran 81 yasinda
erkek hastadan K3-EDTA'lI tipe alinan
numune, hemogram tetkiki i¢in merkez
laboratuvarindaki SYSMEX N-1000 cihazinda
calisildi. Hemogram parametrelerinin tama-
mimin okunamamasi Ulzerine numune calis-
masi tekrarlandiginda parametrelerin birbiri
ile uyumsuz oldugu gézlendi. Numune tiipu
incelendidinde cidarinda aglitinasyonlarin
varhdl tespit edildi.

Numuneden yapilan periferik yaymada eritro-
sitlerde kiimelesme ve anizositoz varldi
yanisira tup cidarinda goriilen agliitinasyon-
lardan dolay1 sogquk aglitinin  hastahdi
diisiiniilerek, numune 37°C benmaride 15
dakika bekletildi. Tup cidarindaki agliitinin-
lerin kayboldugunun gdézlenmesi {izerine
numune vakit kaybetmeden analizore verildi.

Oda sisindaki K3-EDTA'Ll tiipte eritrosit
sayist 0.18 10° /uL, hematokrit % 1.8, MCH
511 pg ve MCHC 511g/dL, hemoglobin 9.2
g/dl, benmari usalii 37°C'de 1sitilan K3-
EDTA'lI tiipte eritrosit sayisi 3.12 10° /uL,
hematokrit %28.4, MCH ve MCHC ise 29.8 pg
ve 32.7 g/dl, hemoglobin 9.3 g/dl olarak
olciilda. Bu veriler olgumuzun soguk aglii-
tinin hastahdi 6n tanisini desteklemektedir.

Eritrosit sayisindaki diizelme ve hemoglobin/
hematokrit oraninin uygun olmasi uzerine
yapilan ikinci Olcim dogdru kabul edildi.
Ayrica isitilan tlipten yapilan periferik yay-
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mada eritrosit kiimelesmesinin kayboldugu
ve eritrositlerin secilebildigi go6zlemlendi.
iigili hekim aranarak konu hakkinda bilgi
verildi. Hastanin yapilan protein elektrofore-
zinde (PE) monoklonal gammopati,
immiinfiksasyon elektroforezinde (IF) ise IgG
kappa ve IgM lambda biklonal gammopati
saptandi. Hastanin oda isisindaki ve benmari
de 37° C'de 15 dakika bekletilmis numune-
sinden yapilan kan grubu tetkikinde her iki
tiipte de O Rh(+) sonucu elde edildi.

Hasta ile yapilan goriismede, 3 yil 6ncesine
kadar herhangi bir sikayeti olmadiqi, ancak
son 3 yildir siurekli bas ve gogiis agrisi gibi
sebepler ile hastaneye geldigi, 3 yil icinde 3
kez koroner anjiografi yapildigi fakat stent
takilmadigi, periferik damar tikaniklidi sebebi
ile de kalp damar cerrahisi polikliniginde
takip edildigi 6grenildi.

Tablo 1. Hemogram parametrelerinde oda 1sisi ve 37 °C

Benmari de 15 dakika bekletme sonrasi
Table 1. Hemogram parameters at room temperature

and tube bathed at 37°C for 15 minutes

Benmari
Test Ad1 Oda 1s1s1 (37°C) sonrasi
NEU (10%/uL) 4L 2.72
RBC (10°/uL) 0.18 3.12
HGB g/dL 9.2 9.3
HCT (%) 1.8 28.4
MCV (fL) 100 91
MCH (pg) 511 29.8
MCHC (g/dL) 511 32.7
PLT (103/uL) 459 172
RDW-CV (%) 0 17.4
RDW-SD (fL) 0 46.5
&
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Resim 2. Protein elektroforezi
Picture 2. Protein electrophoresis
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Resim 1. Tipiin oda 1sisindaki goriiniimu
Picture 1. View of tube at room temperature
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Resim 3. immiinfiksasyon elektroforezi
Picture 3. Immunfixation electrophoresis

TARTISMA

SAH, eritrosit zarindaki ‘I’ antijenine Karsi,
cogunlukla IgM yapisindaki nadiren de IgQ,
IgA veya «, A hafif zincir yapisindaki antikor-
lara bagh olarak gelisir. Saglikli bireylerde de
bu antikorlar dusuk titrede bulunabilir. Anti-
korlar eritrosit zarindaki reseptorune tutu-
narak C3b uzerinden kompleman sistemini
aktive eder. C3b kapli hiicreler agirlikli olarak
karacigerde makrofajlar tarafindan alnir ve
hemolize neden olur. 2006 yilinda bir klinik
calismada primer kronik soguk agliitinin
hastalidi olan 86 hastadan yapilan IF ana-
lizinde, %90 IgM, %3.5 IgG, %3 IgA sinifi
monoklonal gammopati izlenmisken, sadece
%2 biklonal IgM ve IgG tespit edilmistir. Ayni
calismada %94 kappa, %2.5 lambda hafif
zinciri goézlenmistir (6). Bizim olgumuzun IF
analizinde nadir goriilen IgG kappa ve IgM
lambda biklonal gammopati tespit edildi.

Hastaligin bulgularinin siddetini ve hemolitik
aneminin derecesini, serumdaki antikor
konsantrasyonu ve daha da o6nemli olarak

termal amplitiid yani antikorlarin aktif olma-
ya devam ettigi en yuksek sicaklik belirle-
mektedir (3).

Hastalidin tanisi; hemolitik anemi, retikiilo-
sitoz, hiperbilirubinemi, LDH yuksekligi ve
Coombs testi (+)ligiyle konur. Antikor titresi
ve termal amplitiid seviyesi 6nemlidir (4).

Bu hastalarda Ozellikle kan bankalarinda kan
grubunun yanlis saptanmasi, kanin isitilma-
dan verilmesi, ya da ameliyat sirasinda ortam
1sisinin diistiklugiine bagh olarak intravaskii-
ler hemoliz gibi sikintilar yasanabilmektedir.
2010 yiinda Lodi ve arkadaslarinin vaka
sunumunda 48 yasindaki erkek hastada,
soguk agliitinin hastaligi nedeniyle yanlis kan
grubu tayini sonucu yanls kan transfiizyo-
nuna bagli komplikasyonlar bildirilmistir (7).
Olgumuzda kan grubu calismasi hem oda
1sisindaki tupte hem de i1sitilan tipte O Rh(+)
bulunmustur.

Tedavide esas olan, ataklarin 6niine ge¢cmek-
tir. Bu hastalara soguk yiyeceklerden kaginil-
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masi, sicak tutacak giysiler kullanimi ve sicak
bdlgelerde yasanmasi Onerilir (8). SAH'da
hemoliz dalak disinda gerceklestidinden,
tedavide splenektomi faydali degildir (9).

SAH'da eritrosit ve hematokrit sayisi hemo-
lize bagh olarak diismektedir. Sogukta aktif-
lesen antikorlarin eritrositlerin zarinda deje-
nerasyona neden olmasi ve eritrositlerin
otoagliitinasyonuna bagl olarak da MCV,
ozellikle de MCH ve MCHC normal degderlerin
uzerinde Olculmektedir (1,2). Olgumuzda
eritrosit ve hematokrit sayisi oda 1sisinda
yapilan olciimde oldukca diisiik bulunmus-
tur.

Otomatize hemogram cihazlari, eritrosit
zarindaki hasara bagl olarak biiyiiyen, 200
fl’den biiytik eritrosit Kkiimelerini eritrosit
olarak algilayamamakta, noétrofiller ile karisti-
rabilmektedir (1,2). Olgumuzda oda 1sisin-
daki tiipte saptanan noétrofil sayisi, benmari
ile 1sitilan tupteki numuneye goére daha yuk-
sek saptanmistir. Yine hematokrit degerini
otomatize cihazlarm MCV ve eritrosit sayi-
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mindan faydalanarak hesaplamasi nedeniyle
beklenenden daha dusiik ciktidl bilinmek-
tedir (1,2).

Olgumuzda hemoglobin degeri diisiik eritro-
sit sayisi ile bagdasmayacak derecede yiik-
sek bulunmustur (9.2 g/dl). Cliinkiu otomatize
hemogram cihazlar1 hemoglobini eritrositleri
lizise ugratarak farkl bir kanalda 6lcmektedir
(1). Oda 1sisindaki tup (9.2 g/dl) ve 37°C'deki
tip (9.3 g/dl) arasinda hemoglobin
diizeylerinde fark bulunmadi.

Sonug olarak, hemogram analizinde para-
metrelerin  birbiri ile uyumsuzlugu fark
edildiginde O6ncelikle hemogram tupiinde
aglitinasyon varhdi kontrol edilmelidir. Bu
durumda soduk agliitinin hastaligi akla
gelmeli, tiip benmari'de 37°C'de bekletildik-
ten sonra zaman kaybetmeden otomatize
hemogram cihazinda tekrar calisiimaldir.
Boylece yeni numuneye gerek duyulmadan
hastanin vakit kaybetmeden dogru tan
almasi sadlanarak yanlis tedavilerin Oniine
dgecilmesi miimkiin olacaktir.

6. Berentsen S, Ulvestad E, Langholm R Primary
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7. Lodi G, Resca D, Reverberi R. Fatal cold
adglutinininduced haemolytic anaemia: a case
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4:252.
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Editore Mektup

Hatali Trigliserid Yuksekligine
Neden Olan Gliserol Kontaminasyonu

Falsely Elevated Triglyceride Levels due to
Glycerol Contamination

Serif Ercan

Liilleburgaz Devlet Hastanesi, Tibbi Biyokimya, Kirklareli, Ttirkiye

Sayimn Editor,

Giinliik laboratuvar isleyisi sirasinda karsilas-
tigmiz ve sistematik trigliserit yiiksekligine
neden olan bir hatanin lokal bir tecriibe
olarak kalmamasi icin bu mektupta tartisil-
masi amaclanmistir.

Bu hatanin gergeklestigi giinun baslangi-
cinda, trigliserit dahil Klinik kimya analizo-
rinde calisilan tiim testlerin normal ve pato-
lojik diizey i¢ Kalite kontrol (iKK) sonuclari 2
standart sapmadan (SD) kucuk bulunarak
hasta numuneleri ¢alisiimaya baslandi; ancak
odleden sonra belli bir hasta numunesinden
sonraki tium hasta numunelerinde yuiksek
trigliserit sonuclarinin (>400 mg/dl) elde
edildigi bir durumla Kkarsilasildi. Diger
yandan trigliserit haricinde test istemi yapilan
hicbir test sonucunda sistematik olarak bir
dusiikliik ya da ytikseklik yoktu.

ilk olarak, belli bir hasta numunesinden
sonra trigliserit reaktifinin kontamine oldugu
diisiiniilerek IKK calisiimasi tekrarlandi ve
kontrol sonuclar1 her iki diizey icin de 10

SD’den biiyiik bulundu. Kontaminasyon sup-
hesini kuvvetlendiren bu sonucun ardindan
Klinik Kimya analizorine (Roche Cobas 6000
c501) yeni trigliserit reaktifi yiiklendi ve IKK
calisildi. Ancak; benzer sekilde her iki diizey
icin de IKK sonuglar yine 10 SD’den bilyiik
bulundu. Bunun ardindan, yeni yiklenen
trigliserit reaktifine kalibrasyon yapildi; ancak
kalibrasyon hatasi1 alindi. Kalibrator ve Kkor
numunesinin (reaktif derecesinde su) absor-
banslar1 incelendiginde, koér numunesinin
absorbansinin kalibratér absorbansina yakin
oldugu ve her iki absorbans degerinin de
onceki absorbans dederlerinden oldukca
farkli oldugu goriildii. Oyle ki, kér numune-
sinin absorbansinin daha onceki gecerli olan
kalibrasyonlardaki absorbans degerlerinden
yaklasik 10 kat, kalibrator absorbansinin ise
yaklasik 5 kat daha yiiksek oldugu belirlendi.

Bu bulgulara istinaden, trigliserit Ol¢iim
yontemi ile iliskili reaktiften bagimsiz bir
Kontaminasyon ihtimali ve en muhtemel
neden olarak ta su aritma sistemi diisunuldii.
Gercekten de, sistematik trigliserit yuksekli-
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: https:/ /orcid.org/0000-0001-9034-1404
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dinin godzlendigi zamandan yaklasik bir saat
once su artima sistemi bakimi yapimisti.
Bakim formu incelendiginde periyodik ba-
Kimlardan farkl olarak yilda bir ya da iki kez
degistirilen ters osmoz membran dedisi-
minin yapildidi gorildii.

Bu membran, bir poliamid ince film kom-
pozit membrandir ve etkinliginin artirilmasi
icin gliserol iceren solusyonlarla islatiimak-
tadir (1). Gliserol, trigliserit 6lcim yontemle-
rinde kritik ®neme sahiptir. Oyle ki, trigliserit
Olciim yontemlerinin tiimu, lipoprotein lipaz
enzim aktivitesi ile trigliseritin gliserole
hidrolizi ile baslamaktadir (2).

Laboratuvarimizda kullanilan trigliserit 6l¢ciim
yonteminde de, trigliserit Once dliserole
hidroliz olur ve olusan gliserol ardisik iki
enzimatik reaksiyon sonrasinda dihidroksi-
aseton fosfat ve hidrojen perokside oksitlenir
(3). Olusan hidrojen peroksit, peroksidaz
katalizoriliiginde 4 aminofenazon ve 4
Klorofenol ile reaksiyona girerek Kkirmizi
renkli bir bilesik olusturur. Olusan renkli
bilesigin absorbansi trigliserit konsantras-
yonu ile dogru orantihdir. Bu nedenle,
reaksiyon ortamimin dliserolle kontamine
olmasi durumunda trigliserit mevcudiyetin-
den badimsiz renkli bilesik olusumu kaginil-
mazdir.

Bundan yola cikarak, ters osmoz membra-
ninin degdisimi sonrasinda gliserol ile konta-
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TSH, FT4 ve FT3 Testlerinin Olgiimii

mine olmus sekilde iretilen reaktif derece-
sindeki suyun yeterli miktarda atik drenaiji
yapilmadan analizOre verilmesi neticesinde
reaksiyon hucresinin gliserolle kontamine
oldugu ve bu suretle hatal trigliserit yliksek-
liginin meydana geldigi dusiinulda. Nitekim
su artima sisteminde uretilen reaktif derece-
sindeki suyun belli bir sure (yaklasik bir saat)
analizOre verilmeden atik drenaji yapildiktan
sonra hatali yiksek trigliserit dilizeylerine
sahip hasta numuneleri (n=43) tekrar calisil-
diginda 575-866 mg/dl araliginda olan
trigliserit degerlerinin 50-256 mg/dl araligina
dustiigii tespit edildi.

Sonug olarak, su aritma sistemi bakimi ve
ozellikle ters osmoz membran degisimi son-
rasinda hatal trigliserit sonuclarinm engel-
lenmesi icin uretilen suyun yeterli miktarda
atik drenaji saglandiktan sonra analizore
verilmesi gerekli goriilmektedir. Ayrica, su
aritma sistemi bakimindan sonra mutlaka i¢
Kalite Kkontrol calismasi ile analitik sureg
izlenmelidir.

Son olarak, giinluk laboratuvar isleyisi sira-
sinda Kkarsilasilan preanalitik, analitik veya
postanalitik hatalar ile getirilen ¢oziimlerin
sadece sOz konusu tibbi laboratuvarin edin-
digi bir tecriibe olarak kalmamasi icin Tiirk
Klinik Biyokimya Dergisinde paylasimina
imkan saglayacak vaka takdimine benzer
ilave bir makale turiine ihtiyag oldugu
kanaatindeyim.
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YAZARLARA BILGI

Tirk Klinik Biyokimya Dergisi, Tirk Klinik
Biyokimya Dernegdi'nin siireli yayin organidir ve
yilda u¢ sayr olarak yaymlanir. Dergi, Kklinik
biyokimya alaninda yapilmis arastirma,
derleme yazilar, olgu sunumlar ve editore
mektuplar1 yayinlamay1 amaclar.

Derginin yayin dili Turkge ve ingilizcedir. Turk
Klinik Biyokimya Dergisi International Committee
of Medical Journal Editors tarafindan yayimla-
nan “Biyomedikal Dergilere Gonderilen Makale-
lerde Bulunmasi Gerekli Standartlara” uymak-
tadir (http:/www.icmje.org). Gonderilen maka-
leler belirtilen standartlar karsilamahdir.

Dergide yaymlanmak tizere gdnderilen yazilarin
baska yerde yaymlanmamis ve yaymlanmak
uzere dgonderilmemis olmasi gerekir. Daha
once kongrede teblig edilmis calismalar, bu
durum belirtilmek kosulu ile kabul edilir. Yaymn
icin gonderilmis yazilarii, gecikme veya baska
bir nedenle dergiden cekmek isteyenlerin bir
yazi ile basvurmalar gerekir. Dergiye gonde-
rilen yazilara telif hakki 6denmez ve yazarlar
yazimm tim yayin haklarinin Turk Klinik Biyo-
kimya Dernegi'ne ait oldugunu kabul eder. Turk
Klinik Biyokimya Dergisi makale basvurusu ve
degerlendirilmesi icin yazarlardan herhangi bir
ucret talep etmez.

Yayin Kurulu yayin kosullarina uymayan yazilari
yaymlamamak, diizeltmek tlizere yazarina geri
vermek, bicimce dizenlemek yetkisine sahiptir.
Yayinlanmak {izere gonderilen yazilar en az iki
danisman tarafindan degderlendirildikten sonra
yayinlanmasi uygun goriiltirse dergide basilir.
ETIK

Makale gondermeden oOnce, www.ease.ord.uk/
publications/author-guidelines adresinde farkl
dillerde serbest ulasilabilen EASE kilavuzlan
incelenmelidir. Turk Klinik Biyokimya Dergi-
sinde basilan makaleler etik kurallar cerceve-
sinde hazwlanmaldir. Klinik arastirmalarda
calisma protokolii Helsinki Deklarasyonu
Kuralarima uygun olarak hazirlanmalidir
(http://www.wma.net/en/30publications/10polici
es/b3/). Blittin calismalar icin etik komite onayt
alinmaldur.

Yazim Kurallar

Gonderilen yazilarin isleme Kkonulabilmesi icin
on-line gonderilmesi gerekmektedir. Elektronik
posta ile gonderilen yazilar isleme alinmayacaktir.
On-line makale gonderimi icin www.tkbd.org
adresinden dergi bashgna giris yapilarak
talimatlar izlenmelidir.

A. Arastirma yazilan sira ile su bolimlerden
olusmalidir: Baslik sayfasi, Ozet ve anahtar
kelimeler, metin, tesekkir, kaynaklar, tablolar
(her biri ayn sayfada), sekiller icin aciklamalar.
Her DbOlim yeni bir sayfada baslamali ve
sayfalar, baslik sayfasindan baslayarak ard arda
numaralandirilmahdir.

1. Baslik sayfasi: Yazinin Tiirkce ve ingilizce
bashdi (harfler ve bosluklar dahil 90 karakter-
den fazla olmamak kosulu ile), yazarlarin soyad,
adi ve bagh bulunduklar1 kurum ve boéliim, tiim
yazarlarin ORCID bilgisi (https://orcid.org/
adresinden alinmalidir) yazismalardan sorumlu
yazarin adi, soyadi ve tam iletisim adresi (is
adresi, telefon, GSM ve e-posta adresi) makale-
nin diger sayfalarda da yer alacak olan Kkisa
bashdi (harfler ve bosluklar dahil 40 karakter-
den fazla olmamak kosulu ile) ve eder varsa
arastirmayi destekleyen kurum ya da Kurulusun
ad1 yer almaldir. Yazi, kongrelerde sunulmus
ise bu sayfada belirtilmelidir.

2. Ozet: Ozet, arastrma yazilar icin 250
kelimeyi asmayacak sekilde Tiirkce ve ingilizce
olarak yazilmahdir. Ozet; Amac, Gere¢ ve Yon-
tem, Bulgular ve Sonug seklindeki alt bolimleri
icerecek sekilde diizenlenmelidir. Ozette, calig-
manin amaci, temel gereg¢ ve yontemler (olgu-
larin veya laboratuvar hayvanlarmm secimi,
gozlemsel veya analitik yontemler), ana bulgu-
lar (0zguin veriler ve mumkinse istatistiksel
anlamllik) ve bashca sonuclar belirtilmeli; calis-
manin yenilik ve 6nem tasiyan yonleri vurgu-
lanmahdir. Ozette herhangi bir kisaltma kulla-
nilmamalidir. Anahtar kelimeler en az 2 adet
olacak sekilde, Tiirkce ve Ingilizce yazilmalidir.
Kelimeler birbirlerinden noktali virgul (;) ile
ayrilmahdir. ingilizce anahtar kelimeler "Medical
Subject Headings (MESH)"e uygun olarak veril-
melidir (http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.
html). Turkce anahtar kelimeler Turkiye Bilim
Terimleri (TBT)'ne uygun olarak verilmelidir
(http://www.bilimterimleri.com).

3. Metin: Giris, gerec ve yontem, bulgular ve
tartisma boliimleri ardarda yazilabilir.

Giris; calismanin amaci belirtilmelidir.

Gerec ve Yontemler; gozlemsel veya deneysel
olgularin secim (hastalar veya laboratuvar hay-
vanlar) Kkriterleri aciklanmali, yas, cinsiyet
belirtilmelidir. Yontemler, kullanilan madde ve
cihazlar (parentez icinde uretici adi ve adresi,
sehir ve lilke adi olarak belirtilerek) ve yapilan
islemler didger calismacilarin tekrarlayabilme-



sine olanak sagdlayacak sekilde aciklikla anlatil-
malidir. Kulanilan tiim kimyasallar ve ilaclar,
jenerik isimleri, dozlarn ve verilis yolu dahil,
tanimlanmalidir. Klinik ve deneysel calismalar
icin etik kurul goriisleri de bu bolimde belir-
tilmelidir. istatistiksel yontemler, gerektidinde
orijinal verilere ulasan bir okuyucunun
tekrarlayabilmesini saglayacak sekilde ayrintili
olarak tanimlanmaldir. Bir genel bilgisayar
programi kullanildi ise belirtilmelidir.

Bulgular; metinde, grafiklerde ve tablolarda
mantikl bir sira ile sunulmahdir. Grafiklerde ve
tablolarda yer alan tiim bulgular metinde tek-
rarlanmamali, sadece 6nemli bulgular vurgu-
lanmali ve 6zetlenmelidir.

Tartisma; calismanin yeni ve 6nemli yonleri ve
cikarilan sonuclar vurgulanmalidir.

4. Tesekkiir: Tesekkiir boliimii, metnin sonu-
na eklenmeli ve bir paragrafi gegmemelidir.

5. Kaynaklar: Kaynaklar, metin icinde ilk kez
belirtildikleri yere gore siralanmalidir. Kaynak-
lar, Arap rakamlan (1, 2, 3,..) ile parantez
icinde belirtilmelidir. Dergilerin isimlerinin
kisaltilmasi, Index Medicus'ta belirtildigi sekilde
yapilmahdir. Yurt icinde yaymlanan Tirkce ve
ingilizce dergilerin isimleri eder varsa dergide
belirtildigi sekilde kisaltiimali veya tam olarak
yazilmalidir. Makalede bulunan yazar sayisi 6
veya daha az ise tiim yazarlar belirtilmeli, 7
veya daha fazla ise ilk 6 isim yazilip "et al"
eklenmelidir. Kongre bildirileri, kisisel dene-
yimler, basilmamis yayinlar, tezler ve internet
adresleri kaynak olarak gosterilmemelidir. DOI
tek kabul edilebilir on-line referans olmaldir.

Kaynaklarin yazimi igin Ornekler (Noktalama
isaretlerine dikkat edilmesi 6nemlidir):

Makale icin; Yazar(lar)in soyad(lar)1 ve isim(ler)
inin basharf(ler)i, makale ismi, dergi ismi, yil,
cilt, say1, sayfa no'su belirtilmelidir.

Ornek: Stephane A. Management of Congenital
Cholesteatoma with Otoendoscopic Surgery:
Case Report. Turkiye Klinikleri J Med Sci
2010;30(2):803-7.

Kitap icin; Yazar(lar)in soyad(lar)i ve isim(ler)
inin basharf(ler)i, bolim bashgi, editoriin(lerin)
ismi, Kitap ismi, kaginc baski oldugu, sehir,
yayinevi, y1l ve sayfalar belirtilmelidir.

Ornek: Yabanci dilde yayinlanan kitaplar igin;
Underwood LE, Van Wyk JJ. Normal and
aberrant growth. In: Wilson JD, Foster DW, eds.
Wiliams' Textbook of Endocrinology. 1 st ed.
Philadelphia: WB Saunders; 1992. p.1079-138.

Tiirkge Kitaplar icin; Tur A. Acil Hava Yolu
Kontrolu ve Endotrakeal Entlibasyon.
Sahinoglu AH, editér. Yogun Bakim Sorunlari
ve Tedavileri. 2. Baski. Ankara: Turkiye
Klinikleri;2003. p.9-16.

Yazar ve editoérin aym oldugu Kkitaplar icin;
Yazar(lar)in/editoriin soyad(lar)1 ve isim(ler)inin
basharf(ler)i, boliim bashdi, kitap ismi, kacinci
baski oldugu, sehir, yaymevi, yil ve sayfalar
belirtilmelidir.

Ornek: Yabanca dilde yayinlanan kitaplar igin;
Solcia E, Capella C, Kloppel G. Tumors of the
exocrine pancreas. Tumors of the Pancreas. 2
nd ed. Washington: Armed Forces Institute of
Pathology; 1997. p.145-210.

Turkce Kkitaplar icin; Eken A. Kozmesdtikler:
Kozmetiklerle ilaclar Arasi Uriinler. Eken A,
editor. KozmesoOtik Etken Maddeler. 1. Baski.
Ankara: Turkiye Klinikleri; 2006. p.1-7.

6. Tablolar: Her tablo ayr1 bir sayfaya cift
aralikl olarak yazilmali ve metinde gectigi
siraya gore Romen rakamlan (I, 11, III, 1V,....) ile
isaretlenmeli ve tablo kapsammn Kkisa tanimi
baslik olarak konmalidir. Aciklamalar baslikta
dedil dip notta yer almalidir. Baska kaynaklar-
dan veri alinmis ise izin alinmal, kaynak dip
not olarak belirtilmelidir. Tablo bashd Tirkce
ve Ingilizce olmalidir.

7. Sekil ve resimler: Sekiller ve resimler
konuyla dogdrudan iliskili olmali ve metinde
gectigi siraya gore Arap rakamlar ile numara-
landirilmalidir. Daha 6nceden basilmis materyal
veya olgu olarak alinan Kisileri tanimlayan
sekiller kullanilacaksa izin belgesi eklenmelidir.
Sekil bashid Tiirkge ve ingilizce olmahdir.

B. Derleme: Dogrudan veya davetli yazarlar
tarafindan hazirlanabilir. Toplam sayfa sayisi
15'i asmamalidir. Tiirkce ve Ingilizce baslik,
Tiirkce ve ingilizce 6zet (en fazla 100 kelime)
yanisira  verilerin  saptanmasi, secilmesi,
ayrilmasi ve sentez edilmesi icin Kkullanilan
yontemleri tanimlayan bir boliim yer almalidir.

C. Olgu sunumu: Toplam sayfa sayisi Ugu
gecmemeli, Tiirkce ve Ingilizce baslik, Tiirkce
ve ingilizce 6zet (en fazla 100 kelime) giris,
olgu sunumu, tartisma bolumlerini icermelidir.

D. Editore Mektup: Daha 6nce yayinlanmis
yazilara elestiri ve katki sadglamak amaci ile
yazildigindan, Ozet icermemeli, kaynaklar si-
nirh olmal, kKisa ve 6z olarak bicimlendiril-
melidir.
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The journal welcomes original research articles,
reviews, case reports and letters to the editor
which are written in the field of clinical
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Official languages of the journal are Turkish and
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Manuscripts that are already have been published or
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submitted. If the works has been presented in
previous congresses it should be mentioned. In
order to withdraw a submitted manuscript the
authors must apply with a written requisition.
There is no payment for copyright and if the
manuscript is accepted to be published by signing
the Copyright Transfer Agreement authors agree
to transfer all the copyright of the manuscript to
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levy any charge to the authors at any stage of the
publication process.

Manuscripts that are already have been published or
under consideration for publication should not be
submitted. If the works has been presented in
previous congresses it should be mentioned. In
order to withdraw a submitted manuscript the
authors must apply with a written requisition. There
is no payment for copyright and if the manuscript is
accepted to be published by signing the Copyright
Transfer Agreement authors agree to transfer all the
copyright of the manuscript to the Turkish Society of
Clinical Biochemistry. Journal of Turkish Clinical
Biochemistry does not levy any charge to the
authors at any stage of the publication process.

Editorial board may reject or make a change in
style or send the manuscript to be revised.
Submitted manuscripts are sent to at least two
reviewers for evaluation. Depending on reviewers’
comments manuscripts are accepted to be
published.

ETHICS

Before submission, the EASE Guidelines for
Authors and Translators, freely available in many
languages at “www.ease.org.uk/ publications/
author-guidelines” must be followed. Articles
published in the Turkish Journal of Clinical
Biochemistry should be prepared according to
ethical rules. The protocols of clinical studies
must be in accordance with the principles of
“Helsinki Declaration” (http://www.wma.net/en/
30publications/10policies/b3/). For all the studies
ethical committee approval should be taken.

MANUSCRIPT PREPARATION

All manuscripts should be submitted online at
Turkish Society of Clinical Biochemistry web page
(www.tkbd.org ). No other form of submission is
accepted.

A. Research articles: Must include title page,
abstract, key words, main text, acknowledgement,
references, tables and figures. Pages should be
numbered starting with the title page.

1. Title Page: It should include the following
information:

a. full title of submission (both in Turkish and
English), which should include only generic,
not trade, names when describing a test,
assay, etc.;

b. running head of fewer than 65 characters
(including spaces)

c. list of all authors (first name, middle name and
last name, in that order);

d. names of each author’s institution, an indication
of each author’s affiliation and ORCID number of
each author (https://orcid.org/);

e. name, address, telephone and e-mail address
of the corresponding author;

]

keywords (both in Turkish and English);

any previous presentation of the manuscript;

s @

list of abbreviations, in order cited; and

i. Research funding, financial support, or other
disclosure/conflict of interest information

2. Abstract: Structured abstracts both in Turkish
and English should be formatted to include
separate headings of: Aim, Materials and Methods,
Results, and Conclusions. Structured abstracts are
subject to a limit of 250 words. The purpose of
the study, materials and methods (design of the
study, subjects/patients, analytical methods), main
findings (statistical methods, if possible), and
significance of the findings should be given. New
and important observations or aspects of the
study should be emphasized. No abbreviations
should be used in this section.

Minimum 2 maximum 6 keywords should be
provided both in Turkish and English. Keywords
must be separated by a semi colon (;). For English
keywords authors have to use terms from the
Medical Subjects Headings list from Index Medicus
http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html. For
Turkish keywords, authors have to use terms from
Tiirkiye Bilim Terimleri www.bilimterimleri.com



3. Main text: The body of the paper should
include; Introduction, Materials and Methods,
Results and Discussion.

Introduction; The nature and purpose of the work
must be stated clearly.

Materials and Methods; Clinical (patients/subjects),
technical or experimental (animals etc.) procedures
and sampling should be concisely explained. Age,
gender and inclusion criteria should be included.
For method descriptions full corporate names of
manufacturers of materials should be utilized.

Ethical approval of the study should be mentioned
here. Description of the statistical methods must
enable a knowledgeable reader with access to the
original data to verify the reported results.

Results; Findings should be presented in a certain
flow in the main text, tables and figures. Repeat of
table/figure data should be avoided in the text.

Discussion; New and important observations or
aspects of the study should be emphasized.

4. Acknowledgement: Acknowledgments are
limited to one separate paragraph heading
labeled “Acknowledgments” and should follow the
main text of the manuscript.

5. References: Citations in the text should be
identified by numbers in parenthesis with Arabic
numerals (1,2.3...). The list of the references at
the end of the paper should be given according to
their first appearance in the text, listing all authors
and using journal abbreviations as listed in Index
Medicus. For articles with equal to or more than
seven authors, list the first six authors followed by
"et al." For fewer, list all authors.

Citations of abstract books, personal
communications, unpublished manuscripts in
preparation or under review and web pages
should not appear in the reference list. For
articles from electronic publications DOI number
is accepted.

All the references should be written
according to the below examples:
(Punctuation is important):

Articles from Journals:

Stephane A. Management of Congenital
Cholesteatoma with Otoendoscopic Surgery: Case

Report. Turkiye Klinikleri J Med Sci 2010;
30(2):803-7.
Books:

Underwood LE, Van Wyk JJ. Normal and aberrant
growth. In: Wilson JD, Foster DW, eds. Wiliams'
Textbook of Endocrinology. 1 st ed. Philadelphia:
WB Saunders; 1992. p.1079-138.

Tur A. Acil Hava Yolu Kontrolii ve Endotrakeal
Entiibasyon. Sahinoglu AH, editdér. Yoqun Bakim
Sorunlar1 ve Tedavileri. 2. Baski. Ankara: Tiirkiye
Klinikleri;2003. p.9-16.

Books which the author and editor is the same
person;

Solcia E, Capella C, Kloppel G. Tumors of the
exocrine pancreas. Tumors of the Pancreas. 2 nd
ed. Washington: Armed Forces Institute of
Pathology; 1997. p.145-210.

Eken A. Kozmesotikler: Kozmetiklerle ilaclar Arasi
Uriinler. Eken A, editér. Kozmesotik Etken Maddeler.
1. Baski. Ankara: Tirkiye Klinikleri; 2006. p.1-7.

6. Tables: Tables should be numbered according
to their first appearance in the text with Roman
numerals (I, II, III, 1V,....). Each table should
appear on an individual page. Table headings
should uniquely display the data and not
repetition of information available either in the
text and must be both in Turkish and English.
Place explanatory matters (including permissions
for use of others’ data) in footnotes.

7. Figures and illustrations: They should be
those which display the data and not repetition of
information available either in the text or as a
table. They should be numbered according to
their first appearance in the text with Arabic
numerals. If there is use of previously published
material or cases describing patients, a copy of
signed "Informed consent form" should be
included during the submission. Figure headings
should be both in Turkish and English.

B. Reviews: The journal is open to direct reviews
from authors and 'invited reviews". The total
number should not exceed 15 pages. The title
and abstract (maximum 100 words) should be
both in Turkish and English. Reviews are intended
to provide comprehensive coverage of a topic,
including background clinical or analytical
information, the relevance and importance of the
subject matter, and potential future directions.

C. Case reports: The total number should not
exceed 3pages. The title and abstract (maximum
100 words) should be both in Turkish and English.
They should be structured as introduction,
presentation of the case and discussion.

D. Letter to the Editor: Letters are submitted
directly from authors in response or contribution
to published articles only. It should not include
an abstract. It should be concise and should have
a limited number of references.

8. The declaration of the conflict of interest
should mention at the end of manuscript.
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