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1. OZET

TURBIDIMETRIK METOT KULLANARAK YAPILAN C-
REAKTIF PROTEIN OLCUMUNDE FARKLI CiHAZLARIN
ANALITIK PERFORMANSININ KARSILASTIRILMASI

Turbidimetrik kantitatif analiz metodu C-reactive protein’in(CRP) en ¢ok kullanilan
6lcim metotlarindan biridir. Bu c¢alismada, klinik laboratuarlarda hasta serumu
Uzerine turbidimetrik Ol¢lim yapan {i¢ ayr1 CRP  kitinin karsilagtirilmasi
amaglanmaistir.

Ayni giin aliman 100 adet hasta serumu Siemens reaktifi kullanilarak, Siemens Advia
1800 (Siemens Healthcare Diagnostics Inc. Newark, DE 19714, U.S.A.) cihazinda ve
Sentinel ve Archem firmalar1 tarafindan ftretilen reaktifler kullanilarak Abbott
Architect C 8000 (Abbott, USA) cihazinda analiz edildi. Bu ug¢ reaktif ile LoQ
(Limit of Quantification), giin-igi, gunler-arasi, tekrarlanabilirlilik ¢alisildi. Ug
reaktif arasindaki karsilastirma, Regresyon analizi ve Bland Altman metodu ile
yapildi.

Immunotirbidimetrik method calisan bu iig kit ile yapilan LoQ degerleri sirasiyla su
sekilde bulundu; ARCHEM (0,5 mg/L), SENTINEL (0,23 mg/L) ve SIEMENS
ADVIA (0,12 mg/L). Gun-ici kesinlik ¢alismasinda (n=20) Kontrol diizey 1 CV
(Yliizde Dagilim Katsayisi) degerleri sirasiylaz  ARCHEM  (CV=2,23),
SENTINEL(CV=1,3) ve SIEMENS ADVIA (CV=1,62), kontrol dizey 2 CV
degerleri sirasiyla ARCHEM (CV=1,02), SENTINEL (CVv=0,9), SIEMENS ADVIA
(CVv=1,14) olarak %5 degerinin altinda bulunmustur. Giinler-aras1 sonug
ortlamalarinin  dizey 1 CV degerleri sirasiyla, ARCHEM (CV=3,32),
SENTINEL(CV=2,53) ve SIEMENS ADVIA (CV=2,34), diizey 2 CV sirastyla;
ARCHEM(CV=2,51), SENTINEL (CV=1,98), SIEMENS ADVIA (CV=2,32)
olarak %5 degerinin altinda bulunmustur. Degerleri 0,8 mg/L ile 159,8 mg/L
arasinda olan 100 adet hasta serumu yapilan dogruluk caligmasinda, regresyon
katsay1 degerleri , ARCHEM-SENTINEL arasinda ? = 0,9987, ARCHEM -
SIEMENS arasinda r? = 0,9986 ve SENTINEL — SIEMENS arasinda r’= 0,9984
olarak bulundu. Regresyon esitlikleri sirayla ARCHEM-SENTINEL arasinda y=-



0,1359+1.0035x, ARCHEM - SIEMENS arasinda y= -0,02646+1,002x ve
SENTINEL - SIEMENS arasinda y=0,1326+0,9978x olarak bulundu.
Aragtirma sonucu ii¢ reaktif ile elde edilen sonuglarin birbiriyle uyumlu oldugu,
saptanmistir.

Anahtar Kelimeler : Archem CRP , EP09, Iimmunoturbidimetri, metot
karsilastirma, Sentinel CRP, Siemens CRP



2. ABSTRACT

THE COMPARISON BETWEEN THE RESULTS OF
TURBIDIMETRIC METHOD C-REACTIVE PROTEIN
MEASUREMENT USING DIFFERENT INSTRUMENTS

Turbidimetric quantitative analysis method of C-reactive protein(CRP) is one of the
most common method of measurement CRP. Goal of this study is to compare three
quantitative imminnoturbidimetric methods results to measure CRP quantities in
patient serum samples in a clinical laboratory.
Freshly collected n=100 patient serums were analyzed with SIEMENS REAGENT
together SIEMENS ADVIA 1800 instruemnt (Siemens Healthcare Diagnostics Inc.
Newark, DE 19714, U.S.A)) and ABBOTT ARCHITECT C 8000 instrument
(Abbott, USA) along with SENTINEL REAGENT and ARCHEM REAGENT. LoQ,
Inter-assay, Intra-assay precision studies have been done with these three methods.
The relationship between these three methods was studied with regression analysis
and Bland Altman method.

The LoQ values has found ARCHEM (0,5 mg/L), SENTINEL (0,23 mg/L) and
SIEMENS ADVIA (0,12 mg/L) with these three immunoturbidimetric methods.
Intra-assay study (n=20) control level 1 CV values (coefficient of variation) were
ARCHEM (CV=2,23), SENTINEL(CV=1,3) and SIEMENS ADVIA (CV=1,62),
control level 2 CV values ARCHEM(CV=1,02), SENTINEL (CV=0,9), SIEMENS
ADVIA (CV=1,14) were found below %5. Inter-Assay study (n=10) control level 1
CV values ARCHEM (CV=3,32), SENTINEL(CV=2,53) and SIEMENS ADVIA
(CVv=2,34), Level 2 CV values; ARCHEM(CV=2,51), SENTINEL (CV=1,98),
SIEMENS ADVIA (CV=2,32) were found below %5. Regression coefficiencies
between these three methods were found: ARCHEM-SENTINEL r?> = 0,9987,
ARCHEM - SIEMENS r? = 0,9986 and SENTINEL — SIEMENS r?= 0,9984. This
study been carried out on 100 patient serums which have values between 0,8 mg/L
ile 159,8 mg/L. Regression equations between ARCHEM-SENTINEL y=-
0,1359+1.0035x, between ARCHEM - SIEMENS y=-0,02646+1,002x and between
SENTINEL - SIEMENS y=0,1326+0,9978x were found.



Our results indicated that these three imminuturbidimetric methods were compatible.
Key words: ARCHEM CRP, EPQ09, Immunoturbidimetry, method comparison,
SENTINEL CRP, SIEMENS CRP



3. GIRIS VE AMAC

C-reaktif protein (CRP), enfeksiyon ve enflamasyon durumunda kanda miktar1 artan,
akut faz proteini olarak bilinir(1). Akut faz proteinleri; akut veya kronik inflamatuvar
olay sonucunda artmis olan sitokinlerin, baglica interlokin (IL)-6’nin etkisi ile en ¢ok
karacigerden salgilanan cesitli proteinleri kapsar. Akut-faz cevabi, endotermik
hayvanlarin spesifik olmayan fizyolojik ve biyokimyasal tepkileri, cogu doku hasari,
enfeksiyon, enflemanyon ve habis neoplazi formlarimi igerir. CRP, inflamatuvar
durumlarda kandaki degeri 10.000 kattan daha fazla artis gosterebilir. Ozellikle
otoanalizorlerin yayginlagmasiyla beraber 1990’11 yillarda ve sonralarinda CRP
duzeyinin daha hassas Olculebilmesi ile birlikte klinik 6nemi ve kullanimi biiyik
oranda artmustir. CRP Olcimu 6zgul olmayan, enflamasyonu gdsteren bir test
olmasina karsin, bazi hastaliklarin tanisinda, riskinin belirlenmesinde ve izleminde
cok onemli bir parametre olarak bilinmektedir. CRP seviyelerini belirlemek icin
bircok ydntem mevcuttur. CRP kantitatif analizinde turbidimetrik ve nefelometrik
yontemler en sik tercih edilen yontemlerdir. Bunlarin yani sira komplex latex
teknolojisi, ELISA, PETIA, PENIA vb. yontemlerle de CRP analizi yapmak
mimkiindiir. Nefelometri, teorik olarak diisiik konsantrasyondaki antijen antikor
reaksiyonlarmin duyarli 6l¢iimiinde bir avantaj saglasa da giiniimiizde kararli ve
yuksek cozlnarlikteki fotometrik sistemler, serum proteinlerinin immunolojik
Olcimlerinde hemen hemen nefelometrik yontemler kadar duyarli hale
gelmistir(59.60).

Bu tez kapsaminda, partikil(Latex) bazli tiirbidimetrik immiinolojik test teknolojisi

/metodu (PETIA) kullanilan CRP kitlerinin karsilastirilmasi amaglanmustir.

Klinik laboratuvarlarda method performansinin degerlendirilmesi icin Klinik ve
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLCI)( Clinical Laboratory Standards Institute)
tarafindan EP09-A3 standardi gelistirilmistir ve bu tezde yapilan caligmalar bu

standart kapsaminda degerlendirilmistir(2).

Tiirkiye’de, ayni laboratuvarda ayni analit farkli cihaz ve kitler kullanilarak
Olciilebilmektedir. Bu durum kalite kontrolii ve izlenebilirlik agisindan zaman zaman

bliylik sikintilara neden olur. Farkli cihazlarin esdeger sonucglar saglayip



saglamadigin1 belirlemek i¢in, bu calismada yaygin olarak kullanilan 2 cihazda,
PETIA methodu ile 6l¢cim yapan 3 farkl kitin (ARCHEM CRP, SENTINEL CRP,
SIEMENS ADVIA CRP) sonuglarinin birbiri ile uyumu ve korelasyonunun

degerlendirilmesi amaglanmuistir.



4. GENEL BILGILER
4.1 CRP (C-REAKTIF PROTEIN)

C-reaktif protein (CRP), sentezi karaciger ve yag hiicrelerinde gergeklesen, her biri
206 aminoasit iceren 5 alt Uniteden meydana gelen bir pentraksin proteinidir,
molekdl kutlesi yaklagik 106 kilodalton (Kd) dur(3).

CRP, enfeksiyon ve enflamasyon durumunda kanda miktar: artan, akut faz proteini
olarak bilinir(1). Akut faz proteinleri, akut veya kronik inflamatuvar olay sonucunda
artmis olan sitokinlerin, baslica interlokin (IL)-6’nin etkisi ile en ¢ok karacigerden
salgilanan gesitli proteinleri kapsar. Akut-faz cevabi, endotermik hayvanlarin
spesifik olmayan fizyolojik ve biyokimyasal tepkileri, ¢ogu doku hasari, enfeksiyon,
enflemansyon ve habis neoplazi formlarini igerir. CRP, inflamatuvar durumlarda
10.000 kattan daha fazla artis gosterebilir. CRP’nin kronik olarak hafif de olsa
yuksek duzeyleri, koroner arter hastaligi (KAH) i¢in LDL (Diisiik Yogunluklu
Lipoproteinler) yiiksekliginden daha 6nemli risk faktorlidiir ve CRP degeri kronik
olarak yiiksek olanlarda yasam siireSinin kisalacagi diigiiniilmektedir(4). CRP ayrica

doku hasarinin sistemik belirtecidir(5).

CRP’nin isimlendirilmesi, pndmokok bakterileri tlrlerini genetik olarak birbirine
doniistiiren kimyasal madde oldugunu laboratuvarinda gosteren Oswald T. Avery
(1877-1955) tarafindan yapilmistir. CRP, pnomokoklarin kapsiil antijenine
baglandigi i¢in bu ismi almistir(6).

CRP, protein elektroforezinde beta ile gama bdlgeleri arasinda yer alan, molekil
agirh@r yaklagik 115.000 dalton olan proteindir. Plazma yari omrii yaklasik 19
saattir(7).

4.2 CRP’nin Yapis1
CRP, bes 6zdes alt birim (A-E) iceren pentraxin ailesinin bir iyesidir (Sekil 4.2.1).
Alt birimler, bir dekamerik ¢ift olusturacak sekilde kristallesen bir siklik pentamer
icine kovalent olmayan sekilde baglanir. Kristal yapida pentamerler ve her bir alt
Unite bes katli eksenine dogru 20 derece dondiiriiliir. Rotasyon, her alt Unitenin
kalsiyum baglama yerlerini dis yiize yerlestirir(8). Her alt initede, 206 amino asit
kalintisi, 2 B yaprak halinde diizenlenmis 14 anti-paralel B iplik¢ik olusturur(9).
Amino asit Kalintilar 168-176, B yapraklardan birine karsi katlanan uzun bir a-



sarmal olusturur. Amino Asit(AA) Kalintilar 43-48 ve 186-188, 310 sarmal doniisler
olusturur. Rastgele bobinler ikincil yapinin kalanini olusturur. Her bir alt birim ii¢ tuz
koprusi icerir: Asp 155: Arg-118, Glu-101: Lys-201 ve Lys-123: Glu-197. Arg-47,
her bir alt birime ek stabilizasyon saglayan Ser-149 ve Ser-151 ile bir hidrojen bagi
olusturur(10). Asagida CRP’nin Pentraksin yapisi (Sekil 4.2.1) ve CRP’nin molekil
yapist gosterilmistir(11).
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Sekil 4.2.1 CRP’nin Kalsiyum ve Fosfokolin baglanmis pentamer model yapis1

CRP, ligand baglanmasi i¢in kalsiyuma ihtiya¢ duyar. Her pentamerdeki bes alt
birimden dordi iki kalsiyum iyonunu baglar. Kalsiyum, ayni zamanda yiksek
sicakliklara veya yiiksek tire konsantrasyonlarina bagli olarak CRP' nin
denatlirasyonunu Onler. Kalsiyum bulunmadiginda, CRP iki noktada boliinebilir:
Asn-145: Phe-146 ve Phe 146: Glu-147. 138-150. kalintilar, kalsiyumun baglanmasi
izerine biiyiik bir yapisal degisime ugrayan bir kalsiyum baglama dongiisii olusturur.
Kalsiyumu biten CRP molekiliinde, 138-150 dongiisti hareketlidir. Kalsiyum bagh
oldugunda ise, bu dongii katlanir. Bu yapisal degisim Asn-145: Glu-147'yi korur
(proteolitik bozulma yeri). 143. ve 144. pozisyonlarindaki glisin kalintilarda ise,
baglanma i¢in gereken esnekligi saglanir. Katlanmis halka Glu-147'yi kalsiyum
iyonlarinin koordinasyonuna izin veren bir konuma yerlestirmektedir. Kalsiyum

baglanma yerinde, birinci kalsiyum iyonu Asp 60, Asn-61, Glu-138, Asp-140 ve



GIn-139 tarafindan koordine edilirken, diger kalsiyum iyonuda Glu-138, Asp 140,
GlIn- 150 ve Glu-147 ile koordine edilir.

Diger bir ifadeyle kalsiyum bulunmadiginda CRP' de, yapisal degisiklikler meydana
gelip, Bir alt tinitenin 138-150. dongiisii, diger pentamerin bir alt biriminde kalsiyum
baglanma bolgesine temas eder. Arg 47: Ser-149 ve Arg-47: Ser-151 hidrojen
baglarinin yoklugu da, 43-48, 68-72 ve 85-91. dongdlerinin hareket etmesine yol

acmaktadir. Sonug olarak, her bir pentamerin bir alt birimi kalsiyumu baglayamaz.

Hastalarin erken akut fazi sirasinda bu hastalardan elde edilen serumlarin, pndmokok
hiicre duvarindan tiiretilen "C" polisakkariti c¢okeltecek bir protein icerdigi
bulunmustur ve bu proteine Fosfokolin adi verilmistir. Volanakis ve Kaplan ,
pnomokokal C duvarindaki CRP i¢in spesifik ligandi, pndmokokal hiicre duvarinin
teikoik asidinin bir parcasi olan fosfokolin olarak tanimlamislardir. Fosfokolin, CRP
icin tanimlanan ilk ligand olmasina ragmen, bir dizi baska otolog ve dis kaynakli
ligandlar da tamimlanmistir. Otolog ligandlar arasinda plazma lipoproteinleri,
parcalanmis hiicre membranlari, riboniikleoprotein partikiilleri, ¢esitli fosfolipidler
ve apoptotik hiicreler sayilabilir. D1s kaynakli ligandlar, ¢esitli glikan ve fosfolipidler

ile mikroorganizmalarin ve bitkilerin muhtelif yapilaridir(12).

Fosfokolin bir¢ok prokaryotun bir bilesenidir ve dkaryotlarda neredeyse evrensel
olarak bulunur. Bu bilesen spesifik olarak taninan fosfokolindeki CRP'ye benzeyen
germline kodlu, ylksek oranda korunmus dogal antikorlarin énemli bir kismidir(13).
Bu artiklar1 baglama kapasitesi nekrotik ve apoptotik hiicreler dahil olmak {izere hem
konak savunmasi hem de otolog bilesenlerin kullanimi i¢in Onemli olabilir.
Kompleman insan CRP'si tarafindan aktiflestirildikten sonra bu cesitli ligandlarin
fagositozunu opsonize edip arttirabilir, ancak bununla beraber proinflamatuvar

patofizyolojik etkilere de aracilik edebilir(5).

4.3 CRP Sentezi
CRP’nin sentezi esas olarak karacigerde Tumor nekroz faktér (TNF-o) ve IL-6
kontrollii olarak gerceklesir ve normalde kanda/serumda c¢ok diisiik seviyelerde

bulunur, Bu durum inflamasyonda degisir(Sekil 4.3.1).
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Sekil 4.3.1 Inflamasyon sirasinda akut faz proteinlerinin sentezlenmesi

CRP, karaciger disinda aterosklerotik plaklar, ndronlar, monositler ve lenfositler
tarafindan da sentezlenmektedir(3). Bu sentezin kontroliiniin ne sekilde oldugu
bilinmemekte olup ve bu sentez miktari/seviyesi CRP duizeyini etkileyecek miktarda

olabilmektedir.

CRP enfeksiyon ile karsilagtiktan yaklasik 6 saat sonra sentezlenmeye baslar. Bu
nedenle, daha diisiik diizeylerde CRP’nin saptanmasi bile, CRP enfeksiyonun daha

erken tanimlanmasini saglayabilmektedir (14).

CRP’ nin plazma yar1 6mrii yaklasik 19 saattir, yarilanma omrii hastalik ve saglik
durumunda degismedigi i¢in dolasimdaki CRP diizeyinin tek belirleyicisi
sentezlenme hizidir. Sentez hizi da, CRP dretimini uyaran patolojik durumlarin

siddetini gdstermektedir.

4.4 CRP’nin Klinik Onemi ve Fonksiyonlari
1990’11 yillarda ve sonralarinda CRP’nin daha hassas Ol¢tlebilmesi ile birlikte klinik
O6nemi ve kullanimi biiyilkk oranda artmistir. CRP Ol¢limii 6zgiil olmayan,
inflamasyonu gosteren bir test olmasina karsin, bazi hastaliklarin tanisinda, riskinin

belirlenmesinde ve izleminde ¢cok 6nemli bir parametredir.



Cesitli ligandlarla etkilesime ek olarak CRP, kompleman sistemini aktive edebilir,
fagositozu uyarir ve immiinoglobulin reseptorlerine (FcyR) baglanabilir. Fosfokolin

ve kalsiyum icin CRP ye baglanma yerleri Sekil 4.4.1 de gosterilmistir (15).

Kalsiyum
baglanma®
yerleri o @

Fosfokolin -
baglanma yeri

Sekil 4.4.1 Kalsiyum ve fosfokolin baglanma yerleri

CRP, bakteri ve diger mikroplarin patojenlerin ve hiicre zarlarinin polisakkaritlerinde
ve ayni zamanda monofosfat esterlerinde fosfokoline (PCh) baglanir; Her bir
durumda baglanma kalsiyuma baghdir. Bir kompleman sistem proteini olan Clq,
CRP-ligand etkilesimini tanir ve kompleman sisteminin klasik yolunu aktive eder.
Kompleman sistemi proteinleri C3 ve C4'lin aktivasyonu, hasarli hiicreleri veya
bakterileri isaretleyerek fagositozu arttirir. CRP ayrica 16kositler tarafindan
fagositozu dogrudan arttiran, IgG Fc-reseptorlerine baglanir. Fagositoz, 6li
hiicrelerin temizlenmesini saglayarak normal yapi ve fonksiyonun geri doniislinii

saglamaktadir.

Kompleman sistem C3a ve C5a's1, inflamasyona neden olan mast hiicrelerini uyarir.
Tamamlayic1 sistemin bir regiilatorii olan faktér H, CRP'ye baglanir, CS5'in
boliinmesini bloke eder ve iltihap tepkisini azaltir. CRP ayrica, inflamasyona ilk

mudahaleyi yapan notrofillerin hareketlerini de inhibe eder.

CRP hem inflamatuvar hem de antiinflamatuvar etki gosterir(16). Hangi etkinin daha
baskin oldugu ise bilinmemektedir. Inflamatuvar etkileri arasinda makrofajlardan

inflamatuvar sitokinlerin, 1L-6 reseptorunin ve doku faktdriiniin salgilanmasini
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arttirmasi sayilabilir(17). Bu etkileri ile CRP doku hasarini da arttirabilir. Hayvanlara
CRP verildiginde deneysel olarak olusturulan miyokard infarktiisii (Mi)’nde nekroze
alan %40 artmaktadir(18). CRP'nin antiinflamatuvar etkisi de vardir(17). Tavsan
CRP geni verilmis ve fazla miktarda CRP salgilayan farelerde antiinflamatuvar
etkinin belirgin olarak ortaya ¢iktig1 belirtilmistir(19). CRP antiinflamatuvar etkisini
esas olarak notrofillerin damar duvarina adezyonunu azaltip inflamasyon bdlgesine
gecisini azaltarak yapar. CRP ayni zamanda hiicrelerin apopitozunda da rol oynayip,
antiinflamatuvar etki gosterir(20). CRP eksikliginde apopitozda bozukluk olup bunun

otoimmiin hastaliklarin patogenezinde rol oynayabilecegi de ileri siiriilmiistiir(21).

CRP, kompleman sistemi, hasarli hiicrelerin ve mikroplarin lizisini(par¢alanmasini)
veya apoptozisini indikleyerek enfeksiyonla mucadele eden bir grup proteini aktive

ederek dogustan gelen bagisiklikta rol oynar.

Yukarida da belirtildigi gibi dokulardaki yaralanma, karacigerde CRP iiretimini
baslatan ve kan dolasimina salinan bir sitokin olan interlokin-6 iiretimini uyarir.
Interlokin-1B ve TNF-a, her iki sitokin de CRP (iretimine yol agmaktadir. Kandaki

CRP seviyeleri enfeksiyon ve inflamasyonun bir gostergesi olarak islev gorebilir.

4.4.1 Koroner kalp hastaliklar1 ve Serebrovaskiiler hastaliklarda CRP’nin
onemi

Glintimiizde, aterosklerozun damarsal bir inflamasyon oldugu goriisii, yaygin olarak
kabul gdérmektedir(20). CRP’nin kardiyometabolik hastaliklarin patogenezinde
onemli rol oynadigini gosteren kanitlar artmaktadir(22). Aterosklerotik damarlarda
bulunmasi, normal damarlarda bulunmamasi, CRP’nin yalnizca basit bir inflamasyon
belirteci degil; ayn1 zamanda plak olusumu, plak olgunlagmasi ve yirtilmasimi da
iceren  aterosklerozun tiim  basamaklarinda aktif bir rol istlendigini
gostermektedir(23.22). Amerika ve Avrupa’da yapilan birgok prospektif ¢alismada;
dolasimdaki yiiksek hassaslikta ki CRP’nin (hs-CRP) saglikli kisilerde ileri
donemdeki KKH(24.23), hipertansiyon(26.27), ani kardiyak o6lim(28) ve
serebrovaskiiler hastaliklarin(25.29.30) onemli bir habercisi oldugu gosterilmistir.
Hatta baz1 yayinlarda CRP’nin KKH risk belirteci olarak geleneksel belirteclerden
daha etkin oldugu ileri siiriilmektedir(25.31). Amerika’daki Hastalik Kontrol ve
Onlem Merkezi (Center for Disease Control and Prevention, CDC) ve Amerikan
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Kalp Birligi (American Heart Association, AHA), CRP’yi kardiyovaskular risk
saptanmasinda 6l¢cimuni/takibini 6nermektedir. <1 mg/L Diisiik, 1-3 mg/L Orta, >3
mg/L CRP duzeyleri yuksek risk gruplarin1 géstermektedir(32.33). CDC/AHA,
gelecekteki KKH riskinin saptanmasinda, iki hafta arayla iki 6l¢tim yapilip bunlarin
ortalamasimin kullanilmasini 6nermektedir. CRP >10 mg/L oldugu durumlarda,
asemptomatik inflamatuvar cevap veya subklinik enfeksiyon nedeniyle hatali risk
gruplamasina neden olmamasi i¢in iki hafta sonra testin tekrar1 onerilmektedir(34).
Hormon replasman tedavisinin (tek basina Ostrojen veya progestin ile beraber) hs-
CRP konsantrasyonlarini arttirdigi bildirilmektedir(35.36). CRP; diyabet, metabolik
sendrom ve obezite: hs-CRP; diyabet(37.38) ve metabolik sendromda(39) klinik
olarak prognostik bilgiler verdigi bildirilmistir. Obezite de ise, hs-CRP’ nin artisina
adipoz dokudan salgilanan interlokin-6’nin  (IL-6) neden oldugu ileri
strilmektedir(40.41). Bunun ile beraber, kilo verilmesiyle inflamatuvar yanitin
azaltilmasinin, KKH riskini azaltacagi diistiniilmektedir. Glomeruloskleroz,
aterosklerozun bobrekte goriilen bir 6zdesi gibi diistiniilmektedir. Bu sebeplerle, CRP
ile bobrek islevlerinde azalma ve erken donem bobrek hastaligi arasinda iliski

oldugunu gosteren ¢aligmalar(42) artmakla beraber, kanitlar heniiz yeterli degildir.

CRP yiiksekligi ve kalp hastalig iliskisi 2003 yilinin en 6nemli tibbi gelismelerinden
birisi olarak gosterilmektedir(43). CRP degeri, koroner arter hastaligi riskini LDL
kolesterolden daha iyi goOstermektedir(Sekil 4.5.1.)(4). Ridker ve arkadaslar
tarafindan yaklasik 28.000 kadin {zerinde ortalama sekiz yillik takip ile
gergeklestirilen bir aragtirmada, CRP diizeyi, koroner arter hastaligi riskinin tahmini
icin LDL diizeyinden daha etkili bulunmustur. Bu aragtirmaya gore, normal LDL,
yiiksek CRP seviyesi olan kadinlarda, ylksek LDL, normal CRP seviyesi bulunan

kadinlara oranla, koroner arter hastaligi daha fazla goriilmektedir(44).
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Sekil 4.4.1.1 Koroner arter hastaligi igin risk faktorlerinin karsilastirilmasi

4.5 Serum CRP Duzeyini Etkileyen Durumlar

Saglikli gen¢ bireylerde serum CRP dizeyi ortalama degeri 1 mg/L’dir(45).
Yaglanma ile CRP’nin normal Kkisilerdeki ortalama degeri 2.0 mg/L’ye ¢ikar(46).
CRP kadinlarda erkeklerdekinden biraz daha yiiksektir(47). Bazi merkezlerde,
laboratuvarlarda sonu¢ birimi mg/dL olarak verildiginden, CRP degerleri mg/L’nin
1/10’udur. Saglikli bireylerin %90’inda CRP <3.0 mg/L olarak saptanir. Normal
bireylerde CRP <50 pg/L olabildigi gibi, inflamasyon sirasinda CRP > 500 mg/L’ye
cikabilir. Yani inflamasyona cevap olarak CRP 10.000 kattan fazla artabilir (48)

CRP, yas ile birlikte bir miktar yiikselmektedir(46). Ancak akut inflamatuvar
hastaliklara bagli olarak ortaya c¢ikan yiikselmeler hari¢ tutulacak olursa, CRP
diizeyleri genel olarak stabildir. Yani saglikli bir kiside CRP 2 mg/L ise, daha sonra
yapilan kontrol dl¢limlerinde de CRP bu diizeylerde saptanir. CRP’de mevsimsel
degisiklik, ditirnal varyasyon olmaz. CRP’nin ag¢lik veya toklukla dlzeyi
degismez(49). Ancak karacigerden sentezlendiginden, karaciger yetmezligi olanlarda
beklenenden daha az yiikselebilir. Es yumurta ikizlerinde benzer CRP diizeyleri
saptanmaktadir(50). Bu nedenle saglikli bireyler arasindaki CRP diizeylerinde
gortilen farklarin genetik yap ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Saglikli kisilerde

ve sistemik lupus eritematozus (SLE) hastalarindaki CRP diizeylerindeki farklarin,
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CRP genindeki polimorfik GT tekrarlart ve IL-1ve IL-6 genindeki polimorfizm ile
iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir. inflamatuvar bir hastalik olan SLE bulunan

hastalarin 6nemli bir kisminda CRP’nin neden yiikselmedigi bilinmemektedir(51).

Kronik durumlar ve infeksiyonlar CRP diizeyini artirmaktadir.(Tablo 4.5.1) Alkol
alimi, Egzersiz ve statin kullanimi ise CRP diizeyini azaltmaktadir(Tablo 4.5.1)
(52.53).
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Tablo 4.5.1. CRP dizeyini etkileyen durumlar

CRP diizeyini belirgin arttiran durumlar

Infeksiyonlar Bakteriyel infeksiyonlar

Sistemik mantar infeksiyonlar1

Sistemik viral infeksiyonlari

Infeksiyonlarin Alerjik | Eritema nodozum

Reaksiyonlar Akut romatizmal ates

Inflamatuvar Romatizmal | Romatoid Artrit

Hastaliklar Javenil kronik artrit

Spondiloartopatiler

Sistemik vaskdlitler

Polimiyalijiya romatika

Ailevi Akdeniz atesi

Crohn hastalig1

Nekrozun oldugu durumlar | Miyokard infarktusi

Tumor nekrozu

Akut pankreatit

Travma Cerrahi

Yanik

Kirik

Malign Hastalhk Lenfoma

Karsinom

Sarkom

CRP duzeyini azaltan kronik durumlar

Alkol alimi

Egzersiz

Statinle
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4.6 CRP Tayinine Yonelik Bashica Yontemler

4.6.1 Spektrofotometrik Imminoturbidimetrik Metot
Turbidimetrik ol¢iimler fotometre ve/veya spektrofotometrede  kolaylikla
gerceklestirilebilinen metottur. Spektrofotometrik yontemlerden olan turbidimetri,
genellikle numunedeki protein yapisindaki maddelerin Slgiimiinde kullanilir. Metot,
151k kaynagindan gelen 15181 turbidite (bulaniklik) alandan gegerken gelen 151k
demetinin diismesi prensibi temeline dayanir. Isigin sogrulmasinin neden olan, gelen
151k siddetindeki bu diislis turbidimetrik yontemin temelidir. Baska degisik
yontemlerde proteinler denatiire edilerek ¢oziiniirliikleri ortadan kaldirilir; bulaniklik
olusturulur ve bulaniklik 6l¢iiliir. Antikorlarin kullanilmast ile yiiriitiilen yontemlere
ise immdanoturbidimetri denir. Antikorlar monoklonal ve poliklonal antikorlar olmak
tizere ikiye ayrilir. Bakteri, viriis, hormon ve viicutta bulunan bazi proteinlerin ortak
bir epitopa sahip olmasindan dolayi; laboratuvar testlerinde poliklonal antikorlarin

kullanilmasi, kuskulu sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olur(54).

Immunoturbidimetrik metot, serum ve plazmada CRP seviyelerini dogru ve tekrar

edilebilir olarak 6lgebilmek i¢in gelistirilmis bir yontemdir.

Bu metodu PETIA metodundan ayiran en onemli 0zellik, Reaktif icerisinde Lateks

partikiil olmayisidir.

4.6.2 Partikiil Bazh Tiirbidimetrik Immiinolojik Test Teknolojisi (PETIA)
CRP testinin gelistirilmis tayini i¢in, partikiil bazl tiirbidimetrik immiinolojik test
teknolojisi (PETIA) kullanir. Keg¢i, Koyun, Tavsan vb. anti-CRP poliklonal
antikorlarinin kovalent olarak baglandig lateks partikiilleri, CRP varliginda toplanir.
Parcacik agregasyonunun neden oldugu bulaniklifin artma miktari/hizi, bikromatik
(340 ve 700 nm'de), 405/510 nm veya monokromatik (570 nm'de) olarak 6lctlir.
Pargacik reaktifinde kullanilan antikor, Kec¢i vb. den elde edilen poliklonal anti-
insan-CRP antikorunun iyon degisimi ile saflastirilmis IgG fraksiyonudur. Antikor,
48 nm/ 80 nm/ 130 nm vb. klorometilstiren ve polivinilnaftalen parcaciklarina
kovalent olarak birlestirilir. Antikor, % 0.45 kat1 igeren 15 mM'lik bir sodyum fosfat
birlestirme sivisi igeren ve PH 1 yaklasik 7.5 olan 2 + 2.2 mg / ml partikil ¢ozeltisine
yiklenmigtir. Buffer ise 245 mM potasyum fosfat ve % 1.88 polietilen glikol
icerir(55).
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Bir bagka deyim ile numunedeki CRP ve lateks partikiillerine adsorbe edilmis anti-
CRP antikoru arasinda bir antijen-antikor reaksiyonu olustugunda, agliitinasyon ile
sonuglanir (Sekil 4.6.2.1). Bu agliitinasyon, degisiklik oraninin numunedeki CRP

sayisina orantili olarak bir absorbans degisikligi olarak tespit edilir(56).

02 + YY
Latex Pargac1klar1

/ ~ Antikor

iy~

Antijen

Antikor kaph
Latex Parcaciklari

Agliutinasyon

Sekil 4.6.2.1 Turbidimetrik metotta agliitinasyon olusumu

Soliisyonda olusan bagisiklik kompleksleri 1siklarini biiyiikliiklerine, sekillerine ve
konsantrasyonlarina gore orantili olarak sacar. Tiirbidimetreler yansima, absorpsiyon
veya sa¢ilma nedeniyle insidans 1s1giin azalmasini olger. Bu prosediirde, ¢ozelti
icinde siispanse edilmis partikiiller yoluyla iletilen 151k yogunlugundaki diisiis
oraninin (absorbanstaki artig) 6l¢iimi, hasta serumu CRP'si ve latex parcaciklari
tizerinde kaplanmis tavsan anti-CRP antikorlar1 arasinda immiinolojik reaksiyon

sirasinda olusan komplekslerin sonucudur(57).

PETIA metodunda zaman bagli absorbans, grafigi c¢izilerek konstrasyonlar ,

kalibrasyon egrisine bagli olarak tespit edilir ( Sekil 4.6.2.2).
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Sekil 4.6.2.2 CRP‘de zamana bagli absorbans degisimi

Numunedeki analit konsantrasyonu, denklemden elde edilen kalibrasyon katsayilari
kullanilarak hesaplanir ( Sekil 4.6.2.3).
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Sekil 4.6.2.3 Ornek bir CRP kalibrasyon egrisi
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4.6.3 Immunoflorometrik Metot
Immunoflorometrik metot, kisa siirede sonug¢ veren, genelde masa uUstl veya
tasinabilir ve kicuk yer kaplayan cihazlarda kullanilmaktadir. Cihazda 1s1k kaynagi
olarak lazer (2.5 mV,637 nm) kullanilmaktadir. Calisma islemi su sekildedir: Once
10 ml serum 500 ml floresanla isaretlenmis monoklonal anti-CRP ve anti-rabbit 1gG
iceren tampon ¢ozeltisi ile karistirilir ve daha sonra bu ¢Ozelti test kartusuna
yuklenir. Bu kartusa yiklenen c¢ozelti/karisim nitroseliiloz matrikste kapiller etki ile
hareket ederken burada immiin kompleksler olustururlar. Biriken immiin kompleks
miktar1  numunedeki CRP  miktarnn  ile  orantihidir.  5/10  dakika
beklendikten/inkibasyondan sonra test kartusu ile cihazda floresans okuyucuda
floresans siddeti Olgiilerek CRP miktar1 tayin edilir. Numunedeki CRP miktar1
test/kontrol alanlarinin cihazda kayitli olan kalibrasyon grafigi ile karsilastirilmasi ile

otomatik olarak hesaplanir(58).

4.6.4 ELISA Metodu
Insan CRP kati fazli, sandwich ELISA (enzime bagli immiinosorbent testi),
eslesen/buna 0zgii olan bir antikor ¢ifti arasinda baglanan hedef miktarin1 6l¢mek
i¢in tasarlanmigtir. Yani hedefe (CRP) Ozgu bir antikor, satin alinan mikroplakanin
oyuklarmda daha &nceden kaplanmistir. Ornekler, standartlar ve kontroller daha
sonra bu oyuklara ilave edilir ve hareketsizlestirilmis sabit antikora baglanir.
Sandvig, ikinci (detektor) antikorun bu ortama eklenmesiyle olusturulur, son olarak
Olculebilir bir sinyal Uretmek icin enzim-antikor-hedef kompleksiyle reaksiyona
girecek olan bir substrat ¢o6zeltisi ilave edilir. Bu sinyalin yogunlugu/siddeti, orijinal

ornekte mevcut olan hedef miktarla dogrudan orantilidir(59).

4.6.5 Nefelometrik Metot ( PENIA METOT)
Bu yontem lateks ile giliclendirilmis nefelometri ile C-reaktif protein miktarini
belirler. Esas olarak pargacik bazli testler, ¢Oziinlir bir analit ile polistiren
pargaciklarina baglanan ilgili antijen veya antikor arasindaki reaksiyona dayanir.
CRP olgumiinde, anti-CRP antikorlarini kovalent olarak baglamak i¢in bir polistiren
cekirdegi(Latex) ve hidrofilik kabuktan olusan pargaciklar kullanilir. Seyreltilmis bir
test 6rnegi numunesi, fare vb. monoklonal anti-CRP antikorlariyla kaplanmis lateks
partikiilleri ile karigtirilir. Test numunesinde mevcut olan CRP, lateks parcaciklari

yardimiyla ile bir antijen-antikor kompleksi olusturacaktir(60).
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Yaklasik olarak 6 dakika sonra nefelometrik bir prosediirle Slgiilen 151k sagilimu,
numunede bulunan analit miktartyla orantilidir. Otomatik bir kor/blank absorbans
cikarma islemi gergeklestirilir. Daha sonra elde edilen bu deger, bir kalibrasyon
egrisi kullanilarak hesaplanir. Sinyal datalarinin bunda azaltilmasi, kalibrasyon egrisi

icin saklanabilir bir logit-log fonksiyonu kullanilarak yapilir.

4.7 Spektrofotometre
Spektrometre, elektromanyetik spektrumun belirli bir bolimii {izerinde 15181n
Ozelliklerini olcerek spektroskopik analiz yontemiyle materyalleri belirlemek icin
kullanilan bir cihazdir. Spektrofotometreler, madde renginin yogunlugunun

Olcililmesi ile madde miktarinin yani konsantrasyonunun bulunmasini saglar.

Insan gozii, yaklasik olarak 380-750 nm arasinda dalga boylarina sahip olan 151k
enerjilerine cevap verebilmektedir.

e <380 nm dalga boyundaki 151k Ultraviyole (Mor-6tesi, U.V.)

e 380-440 nm dalga boyundaki 151k Menekse

e 440-500 nm dalga boyundaki 151k Mavi

e 500-580 nm dalga boyundaki 151k Yesil

e 580-600 nm dalga boyundaki 151k Sar1

e 600-620 nm dalga boyundaki 151k Turuncu

e 620-750 nm dalga boyundaki 151k Kirmizi

e >750 nm dalga boyundaki 151k Infraruj (Kirmizi-6tesi, IR) olarak tanimlanir.

Radyo Dalgalart Mikrodalgalar K'?igf}"(*ef*'-i Gioriiniir

Istk X-iginlar Gama Isinlkar

MorGtesi Isik

J a2 >
iiE;“'h'”l””|”'”'”'“i‘l..l"“'“|iiiliiiii=ii=iiii=i!iiiil

103 1 i o 10°° 107 10" 1.6 T

Sekil 4.7.1 Isik spektrumu
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4.6.6 Spektrofotometrenin Calisma Prensibi ve Cihazin Yapisi
Spektrometre ile 6rnege bu aralikta monokromatik -belirli bir dalga boyuna ait bir
1sin - gonderilir.  Spektrofotometreler gonderdigi 1s18in dalga boyuna goére cok
cesitlidir. Gonderilen 151k, kiivetin icindeki 6rnekten gectikten sonra fotometreye(1sik
Olclicu) ulasir. Spektrometre’den(lambadan) gonderilen 151k ile fotometreye ulasan

151k arasindaki fark bize absorblanma miktarini verir.

Isimanin sogurulma miktar1 sogurucunun konsantrasyonuyla dogru orantiliyken,
isimanin  siddetinden bagimsizdir. Sogurucu ortamin ¢ozelti olmast durumunda
sogurma miktar1 1s1ma yoluna ve ¢ozelti derisimine baglidir. Maddenin 1181 sogurma
(absorplama) derecesini 6lgmek ve bundan yararlanarak derisimi hesaplamak icin,
sogurma ile derisim arasindaki iliski bilinmelidir. Monokromatik ve Io siddetindeki
bir 151k demeti, kalinlig1 1 cm olan bir tlpte bulunan ¢ozeltideki herhangi bir molekiil
tarafindan absorplandiginda siddeti azalir ve tiipii I siddetinde terk eder (Sekil
4.7.1.1). Burada molekiillerin segilen dalga boyundaki 1simay1 absorplamasi sonucu
ortaya ¢ikan azalma Lambert-Beer esitligi ile verilir: Bu kanun: Bir ¢ozeltiden gegen
151tk miktart, 151810 ¢Ozelti icinde kat ettigi yol ve ¢oOzelti konsantrasyonu ile

logaritmik olarak ters orantili, emilen 151k miktar1 ise dogru orantilidir seklinde

aciklanabilir.
-
..—T-* o, " I
il
I
Sekil 4.7.1.1 Kiivete giren (lo) ve ¢ikan 1s1n (I)
log lo/IT=c¢lc=A

lo: Ornek kabina giren 151k siddeti,

I: Ornek kabin1 terk eden 151k siddeti

€: Molar absorpsiyon katsayist — molar soguruculuk (L / mol.cm)
1: Ornek kabinin kalinlig1 — 1s131n ¢dzelti icinde kat ettigi yol (cm)

c¢: Cozeltinin molar derisimi (mol / L),
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A: Absorbans-sogurganlik

Ornek kabini terk eden ve kaba giren 151k siddetleri arasindaki orana gecirgenlik (T)
denir.

I/lo=T=10-¢lc

Absorbans ile gegirgenlik arasinda,

A =-logT =2 -1og% T iliskisi vardir ve %T, ylizde gecirgenlik adin1 alir.

4.8 Otoanalizorler

Otoanalizorler; kan, serum, plazma, idrar gibi biyolojik maddelerin iginde bulunan
organik ve anorganik maddeleri gesitli parametreler kullanarak otomatik olarak hizli
analiz eden cihazlardir. Otoanaliz6rler, her numuneden istenilen/pogramlanan
testlerin analizini yapar. Analizleri yaparken mikroislemciler kullanilarak
hesaplamalar yapilmaktadir. Reaktiflerin katkist ile meydana getirilen biyokimyasal
olaylar kuvet (reaksiyon cell) adi verilen 6zel havuzlarda meydana gelmekte ve
burada Olcimler yapilmaktadir. Tim kivetler (reaksiyon cell), reaksiyon
tepsisi(disk) tizerinde toplanmistir. Bu reaksiyon tepsisi (disk) ise 1s1s1 normal viicut
1s1s1na esit olan bir su havuzu, jel havuzu veya hava havuzu i¢ine yerlestirilmistir.
Boylece reaksiyonlar gergcek ortama (viicut isisina en yakin deger) en yakin
kosullarda meydana getirilebilmektedir. Gerekli siirelerde optik okumalar1 yapip
sonunda ilgili test sonucunu hesaplanmis olarak kullanici ekranina sunar.
Otoanalizoriin genel yapist; Sistem kontrol merkezi /Bilgisayar, islem moduli (kasa)
ve numune yukleme sistemi/bolimi olmak (zere temel 3 boliimden olusmaktadir
(Sekil 4.7.3.1.).
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Sekil 4.8.1 Otoanalizor genel yapisi

4.9 EP09-A3 Standardi
Klinik laboratuvarlarda method performansinin degerlendirilmesi icin Klinik ve
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisi (CLCI) tarafindan EPO9-A3 standardi(2)
gelistirilmistir. CLSI, saglik sektoriinde kar amaci giitmeyen goniillii olarak uzlagma
standartlar1, kilavuzlarin gelistirilmesi ve kullanilmasin1 destekleyen, uluslararasi ve
farkli bilim dallariyla ilgili egitsel bir organizasyondur. Hastalara uygulanan testler
ve ilgili saglik konularinda standart ve kilavuz gelistirmede kendine 6zgii uzlagsma
stirecini uygulamasiyla tiim diinya tarafindan taninmistir. EP09-A3 standardinda, her
biri kendi deneysel gereklilikleri olan 6lgiim prosediirlerinin karsilastirildigr cesitli
durumlar anlatilmistir. Bu gereklilikler deneysel tasarima dahil edilecek faktor sayisi,

ornek sayis1 ve her ornek i¢in tekrar sayis1 arasindaki farkliliklar: belirler.
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5. MATERYAL ve METOT
Tezin deneysel ARCHEM firmast1 QC ve Analiz

laboratuvarinda 01.07.2019 — 31.07.2019 tarihleri arasinda gercgeklestirildi. Calisma,
19.12.2018 tarihli 773 sayili Istanbul Medipol Universitesi Girisimsel Olmayan
Klinik

laboratuvar caligmalari

Arastirmalar Etik Kurulu 1zni ile gerceklestirilmistir.

[statistiksel analizler; MedCalc (Mariakerke, Belgium) programiyla yapildi.

5.1. Kullanilan Cihazlar ve Ekipmanlar

Calismada kullanilan cihaz ve ekipman listesi su sekildedir.

Tablo 5.1.1 Kullanilan Cihazlar ve Ekipmanlar

Ekipman Cihaz Seri
Cihaz Ad1 Marka Model
Tard No.
ARCHITECT Biyokimya
; ABBOTT C8000 C800081
C 8000 Otoanalizor
ARCHITECT Biyokimya
) ABBOTT C8000 C1600074
C 16000 Otoanalizor
Santrifij Santrifij elektro-mag | M 4812M 08100703
Biyokimya
ADVICA 1800 ) SIEMENS 1800 -
Otoanalizor
Buzdolab1 Buzdolabi ARCELIK - -
_ _ Mikro pipet
Mikro pipet Socorex - -
10-100 pl
_ _ Mikro pipet
Mikro pipet Socorex - -
100-1000 pl

5.2. Numunelerin Toplanmasi
Karsilastirma Calismasi igin; Medipol Universitesi Mega Medipol Hastanesi
Biyokimya Laboratuvari’na kan vermeye gelen hastalarin (istenilen testleri
calisildiktan sonra atilacak olan) serum ornekleri kullanildi. Ornekler oturur
pozisyonda, antekubital venden, piht1 aktivatdr igeren, antikoagulan igermeyen jelli
tiplerle (Beckton Dickonson, New Jersey, USA) alindi. Kanlar alindiktan sonra 30
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dakika icerisinde her 6rnek 2000xg’de 15 dakika sire ile santrifiij edildi. Serumlar

ayrildiktan sonra tek tek ayri olarak etiketlendi.

5.3. Kullamilan Kalibratorler ve Kit Yontemleri

ARCHEM ve SENTINEL kitlerinin ¢alismalari ABBOTT ARCHITECT C 8000
cihazinda cihaz igi kitler arasi carryover etkisi inhibe etmek amagli farkli zamanlarda
yapildi. Daha sonra numuneler Siemens kiti i¢cin SIEMENS ADVIA 1800 cihazinda
calisild.

Olgiimler yapilmadan 6nce biitiin cihazlara kalibrasyon yapildi, grafik ve QC
degerleri kontrol edildi. (Kontrol SD degerlerini +1 araligi igerisinde olmasi
saglandi). Biitiin 6l¢iim metotlar i¢in caligmaya baglamadan 6nce uygun kosullar

saglandi. Eger uygun degil ise ¢alismaya baslanmadi.

Kalibrasyon islemi ;
SENTINEL Kiti icin; CRP kalibrator set 5 noktal1 kalibrator( kullanildi (Ref No:
6K26-10).

Kisa Adi  Kapak Rengi lrigzil |$:;’;‘E|
CRPO5 beyaz 0.50 50 1x2mL
CRP10 acik sari 1.00 100 1x2mL
CRP20 acik yesil 2.00 20.0 1x2mL
CAL CRP40 acik mavi 4.00 40.0 1x2mL
CAL CRP80 pembe 8.00 80.0 1x2mL
CRP160 magenta 16.00 160.0 1x2mL
CRP320 kahverengi  32.00 320.0 1x2mL

Sekil.5.4.1.Sentinel kiti i¢in kullanilan kalibratorler

Deiyonize Su (D1): Iletkenlik degeri < 0,1 uS/cm olan deiyonize su kullanilds.

ARCHEM kit icin; CRP WR CALIBRATOR 5 noktali kalibrasyona sahip
kalibrator kullanildi (Ref No: TA101S-4)
Deiyonize Su (DI): Iletkenlik degeri < 0,1 pS/cm olan deiyonize su kullanilda.
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SIEMENS kiti icin: CRP CALIBRATOR, 5 noktali kalibratorii kullanildi (Ref No:
00337402; B03-4815-01)

Deiyonize su: Iletkenlik degeri < 0,1 uS/cm olan deiyonize su kullanilds.

Internal Kontrol (QC) ;

Biitiin kitler igin ortak kontrol materyali kullanildi. ARCHEM Specific Protein
Control Level | REF: 04R42-01 ve Specific Protein Control Level Il REF: 04R43-01
iki seviye seklinde kullanildi.

5.3.1. SENTINEL CRP (ABBOTT C 8000 Cihaz1 Ustiinde) Yontemi
Turbidimetrik/Immunoturbidimetrik method ile &l¢iim yapan MULTIGENT CRP
Vario, serum ve plazmada kan CRP seviyelerini Olgebilmek icin gelistirilmis bir
lateks immuno tetkikidir. Numunedeki CRP ve lateks partikullerine adsorbe edilmis
anti-CRP antikoru arasinda bir antijen-antikor reaksiyonu olugmasina bagli,
aglutinasyon ile sonuglanir. Bu aglutinasyon, degisiklik oraninin numunedeki CRP
sayisina orantili olarak bir absorbans degisikligi (572 nm’de) olarak tespit edilir.
Genis analitik olgum araligini kapsamak icin U¢ ayr1 yontem ile test Olgim

yapmaktadir.

5.3.2. ARCHEM CRP (ABBOTT C 8000 Cihaz1 Ustiinde) Yontemi
ARCHEM CRP reaktifi; Turbidimetrik/Immunoturbidimetrik method ile &l¢iim
yapan, serum ve plazmada kan CRP seviyelerini 6lgebilmek icin gelistirilmis bir
lateks immunotetkikidir. Numunedeki CRP ve lateks partikullerine adsorbe edilmis
spesifik anti-CRP antikoru arasinda bir antijen-antikor reaksiyonu olugsmasina bagli,
aglutinasyon ile sonucglanir. Bu aglutinasyon, degisiklik oraninin numunedeki CRP

sayisina orantili olarak bir absorbans degisikligi (572 nm’de) olarak tespit edilir.

5.3.3. SIEMENS CRP (SIEMENS ADVIA 1800 Cihaz1 Ustiinde) Yontemi
Turbidimetrik/Immunoturbidimetrik method ile 6l¢iim yapan ADVIA Chemistry
wrCRP, serum ve plazmada kan CRP seviyelerini 0lgebilmek icin gelistirilmis bir
lateks immunotetkikidir. Numunedeki CRP ve lateks partikullerine adsorbe edilmis
anti-CRP antikoru arasinda bir antijen-antikor reaksiyonu olusmasina bagli,
aglutinasyon ile sonuclanir. Bu aglutinasyon, degisiklik oraninin numunedeki CRP

sayisina orantili olarak bir absorbans degisikligi (571 nm’de) olarak tespit edilir.
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Olgumler tek okuma olarak calisildi. Tim numuneler random olarak cihazlarda

calisild.

5.4. Yontem Performanslarinin Karsilastirilmasi
Klinik laboratuvarda kullanima uygunlugun degerlendirilmesi i¢in yontemlerden su
parametreler incelendi; Kesinlik ve dogruluk, Tespit kabiliyeti (analitik sensitivite, ,

Limit of quantification-LoQ) ve Metot karsilastirma (61).

5.4.1. Kesinlik ve dogruluk

Kesinlik ve hata hesaplamalar1 tek bir ¢alisma ile elde edilen veriler kullanilarak
yapildi. Bu iki ¢alism i¢in de CRP konsantrasyonlari bilinen kalite kontrol materyali,
ARCHEM SPESIFIC PROTEIN CONTROL DUZEY 1 VE DUZEY 2 kullanildi.
GUn-i¢i kontrol ¢aligsmasi i¢in, iki seviye kontrol serumlar1 20 tekrarli olacak sekilde
ayni giin i¢inde tek seferde calisildi. Gilinler-arasi tekrarlanabilirlik i¢in -20 C de
saklanan ayni diizeydeki kontrollerin ardigik on giin boyunca, her giin tek seferde 5
defa tekrarli 6l¢iim yapilarak CRP degerleri ¢alisildi. Elde edilen veriler kesinlik ve
dogruluk degerlendirmesi i¢in kullanildi(62).

Kesinlik ve dogruluk degerlendirmesi i¢in elde edilen verilerle aritmetik ortalama
(AO), standart sapma (SD) , tekrarlanabilirlik (6l¢iim i¢i ve Olglimler arasi yuzde

varyasyon katsayis/degisim katsayisi- %CV) degerleri hesaplandi.

5.4.2. Analitik Sensitivite(Tespit kabiliyeti)
Analitik sensitivite terimi diisiik analit konsantrasyonunda Ol¢lim yOnteminin
kesinlik perfromansint degerlendirmek icin kullanilan testleri tanimlar. Testler
“Limit of the Blank” (LoB), “Limit of Detection” (LoD), “Limit of Quantitation”
(LoQ) olarak siralanir. Bu calismada tez kapsamina yakin olan LoQ ¢aligmasi
yapildi, LoQ, kabul edilebilir kesinlik ve dogrulukla olgiilebilen en diisiik analit
konsantrasyonu olarak tanimlanir. “Fonksiyonel sensitivite” CV=%20 elde edilebilen

analit konsantrasyonudur.

5.4.3. Karsilastirma Analizleri (Regresyon Analizi, Bland Altman)
Calismamizda 100 serum 6rnegi kullanilarak ii¢ farkli cihaz ile dl¢im yapildi. Elde
edilen verilerin dagiliminin incelenmesi igin dagilim grafikleri ve fark grafikleri
(Bland-Altman) kullanildi (Bland Altman) gerceklestirildi(63.64). Ydntemlerin

karsilastirilmasi i¢in Pearson korelasyon ve regresyon analizleri yapildi.
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Bland-Altman metodu; ayni 6rnekler iizerinden iki metot ile elde edilen Olgiim
degerleri arasindaki farklarin, ortalamalarina kars1 gosterildigi sagilim grafigidir. Bu
grafige bazi yerlerde “Bland — Altman Uyum Sinirlar1 Grafigi” de denir.

Bland — Altman grafiginde x eksenini, gergek degerin bilinmemesinden dolayi,
gercek degerin en iyi tahmin edicisi olan, ayn1 O6rnek {izerinden iki metot ile elde
edilen sonuglarin ortalama degerleri olusturur. Y eksenini ise, iki metot ile aym
ornek iizerinden elde edilen dlgiimler arasindaki fark degerleri olusturmaktadir.

Bu yontem su sekilde de agiklanabilir; Bland — Altman grafigi yanliligin (farklarin
sistematik olarak sifirdan farkli olup olmadiginin) ve rastgele hatanin (farklarin ne
kadar yaygin oldugunun) degerlendirilmesine imkan taniyan metottur. Sacilim
grafiginde noktalarin, x eksenine yatay uzanan uyum sinirlar1 (Up = 1,96Sp) ‘uyum
sinirlar’ arasinda olmasi beklenir. Metotlar arasindaki varsa olan uyumsuzluk ise,
isaretlenen noktalarin yatay olarak ¢izilen sifir ekseninden sapmalariyla dl¢iilebilir.
Yontem karsilastirmast Klinik Laboratuvar Standartlart i¢in Ulusal Komitesinin
(National Committee for Clinical Laboratory Standards; NCCLS) EP-09A3
kriterlerine uygun olarak yapildi. Calismalar EP09-A3 1si@inda, asagidaki
prosediirler kapsaminda yapildi. Istatistiksel analizler; MedCalc (Mariakerke,
Belgium) programiyla yapildi.

Toplanan numunelerdeki hastaliklar (6rn: hemoliz, ikterik ve lipemi) not edildi.
Numune se¢imi sirasinda kitin ¢alisma/dl¢iim degerleri araliginda numune segimleri
gerceklestirildi. (0,5 mg /L < Numune degeri < 160,0 mg /L)

LOQ degeri altindaki degerlerdeki serumlar ¢calismaya dahil edilmemistir.

Calisma siiresinde kullanilan numuneler i¢in tasima ve muhafaza etme siiresince
stabil ve uygun kosullar saglandi.

Karsilastirma caligsmasi i¢in alinan numuneler stabil ve uygun sartlar altinda tutularak
bekletilmeden ¢aligmalar ayn1 giin icerisinde yapilip bitirildi.

Karsilastirilan {i¢ metot ic¢in; numuneler mimkun oldukga enterferanstan uzak
numunelerden secildi.

Kit numunelerinin sonuglart aymi birimde segilmis, hepsi mg/L olarak
degerlendirdi/hesaplandi.

Sadece Klinik karar noktalar1 ve referans araliklar1 i¢gindeki numune sonuglari yerine

tum Ol¢lim araligin1 kapsayan numuneler secilmistir. Fakat genel olarak numunelerin
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referans aralikta olmasina dikkat edildi. Bu baglamda diisiik veya yiiksek degerde
olan CRP numuneleri de galismaya dahil edildi.

Olgiim sonuglarinda kalibrasyona, lotlara ve cihaza bagli bias sapmalar
gbzlenebileceginden dolay1, Ideal IVD (In Vitro Diagnostic) &lgiim prosediirii

kalibrasyon prosediiriinii kullanarak sapmalar1 elimine edildi.

5.4.4. Dagihim grafikleri

Dagilim grafikleri 6l¢iim metotlarini karsilastirmalari igin ¢izildiginde; X eksenine
aday/referans o6lgim prosedirl, y eksenine ise aday/referans o6lgclim proseduri
yerlestirilerek yapildi.

Metot karsilagtirilan dagilim grafiklerinde Bland Altman ve Passing Bablok metotlari
grafikleri kullanildi.

Kesisim giiven araligi, egim giiven araligi, bagil standart sapma aralifi grafik
yardimiyla bulunmaktadir. Okunan sonuclara goére Bias hesaplamalari yapildi ve

Passing Bablok Regresyon grafikleri ¢izildi.

5.4.5. Fark grafikleri
Metot karsilastirilan yontemlerde fark grafigi ¢izerken Bland-Altman grafigi uygun

goralda.

5.6. Tanimlar

Varyasyon Katsayis1 (Coefficient of Variation): Standart sapmanin ortalamaya
gore % degisimi olarak tanimlanir.
Korelasyon Kkatsayis1 (r) determinasyon katsayis1 (r2): Iki rastgele degisken

arasindaki dogrusal iliskinin dl¢usiidiir.

Olgiim prosediirii karsilastirma calismalarinin belirtildigi birkag¢ farkli senaryo
bulunmaktadir. Hem iiretici hem de klinik laboratuvarlar i¢in en ideal senaryo aday
Olcim prosediriinin genel kabul goérmiis bir standart veya referans Olgiim
prosediiriiyle karsilastirilmasidir. Uretici agisindan bu durum, bias i¢in performans
taleplerinin tesis edilmesi ve belki de dogrulanmasini igerirken, klinik laboratuvarlar
i¢cin s6z konusu lretici taleplerinin (sartnamelerin) dogrulanmasi dahil olmak iizere
laboratuvara bir 6lcim proseduru getirilmesini icerir.

Bu standardin amaci karsilagtirmali  bir ydnteme gbore hasta numunesi
popiilasyonundaki 06lgiim araligt boyunca ortalama bias Olgmede daha iyi

uygulamalar olusturmaktir. Fark grafikleri, iliskinin sabit bir farkla tutarli olup
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olmadigin1 veya Ol¢iim araligi boyunca sabit bir ylizde farki (sabit CV) ile tutarh
olup olmadigin1 degerlendirmek i¢in o6l¢iim prosediirleri arasindaki iliskiyi gorsel

olarak gostermek icin kullanilir.
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6. BULGULAR

Yapailan Calismalarda elde edilen bulgular su sekildedir.

6.1. Kalibrasyon ve Kontrol Bilgileri
ARCHEM CRP, ABBOTT(SENTINEL) CRP Kkitlerine ait kalibrasyon grafigi
asagidaki sekiller ve tablolarda gosterilmistir (Sekil 6.1, Sekil 6.2)
Kalibrasyon grafikleri beklenen deger araliklarinda ¢ikmis olup ¢alismaya baslangic
icin uygun bulundu(Bu grafiklerde, Abs=Absorbans, Concentration=Konsantrasyonu
ifade etmektedir).

el lﬂ A

e \ww'f “*i.\mufimuusmuumﬁl\ bl
L mmurum \\M\\\\Lﬁu Iy uu I i
BEEEIR%

4‘ % 1 il hﬂ 2

\ |
HM@W\ HHHHMHHH I ."HW il m’ N’a |'|,
| HHM.J!H”‘ s

0% |" A
MM“ | W wy

,H il Wml"
M h | |||'¢§\ |
Sekil 6.1.1. ARCHEM CRP kalibrasyon grafigi

__.4—-

|ﬂ||

|j=

I’

02003
0.232°
D74 T T
01163+ | |
D-{)oo:fll T lll T T l ‘ : i l | III:;II :I L “|.|ll J|I':
000 " '533 7106, 60, {12137 Haen! T TR0 1§
i Conwﬂtm“ﬂn RN R

Abs

Curve explraimn dateltlme S A
Sekil 6.1.2. SENTINEL CRP Kalibrasyon grafigi

31



Kalibrasyon sonuglar1 sonrasi cihazlara verilen rutin Internal QC (internal Kalite

Kontrol) sonuglar1 asagidaki tablolardaki gibi bulunmustur(Tablo 6.1, Tablo 6.2

Tablo 6.3). Bu tablolarda SD=Standart Sapma ifade etmektedir.

Tablo 6.1 ARCHEM CRP Kontrol Sonucu

QC ( Kalite Kontrol) MEAN +1 SD CIKAN SONUC
(ORTALAMA)

Specific Protein Control Level | | 14,0 1,4 14,2

Specific Protein Control Level | 68,2 6,82 68,0

1

Tablo 6.2 ABBOTT(SENTINEL) CRP Kontrol Sonucu

QC (Kalinte Kontrol ) MEAN 1SD CIKAN SONUC
(ORTLAMA)

Specific Protein Control Level I | 14,0 1,4 13,8

Specific Protein Control Level I | 68,2 6,82 68,9

Tablo 6.3 SIEMENS ADVIA 1800 CRP Kontrol Sonucu

QC ( Kalite Kontrol) MEAN 1SD CIKAN SONUC
(ORTLAMA)

Specific Protein Control Level I | 14,0 1,4 14,2

Specific Protein Control Level 1l | 68,2 6,82 67,7

6.2. Kesinlik ve Dogruluk ¢alismasi

ARCHEM test metodu, Giin i¢i ve giinler aras1 sonuglar1 su sekilde bulundu (Tablo
6.2.1, Tablo 6.2.1 ve Sekil 6.2.1, Sekil 6.2.2)
Bu tablolarda SD: Standart Sapmay1 gostermektedir. CV=Yiizde Dagilim katsayisi

(Standart sapmanin ortalamaya gore % degisimi [CV= 100¢(s/x)]) N= Numune sayis1
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Tablo 6.2.1 ARCHEM reaktifi ile CRP Kontrol drneklerinin ginler-arasi sonuglarinin,

ortalama deger, standart sapma ve %CV sonuglari.

1L 2. (3[4 5 T6_ 7. [8_ [9. |10
GUN |GUN |GUN GUN |GUN |GUN |GUN |GUN |GUN |GUN
Spesific 144 142 |138 143 13,8 147 142 138 |140 |155
Protein 143 (143 [142 141 141 146 |141 135 |13,5 |153
Control 140 141 140 142 141 145 154 (130 (141 147
Level | 14,2 139 141 13,9 |140 |144 |142 135 |13,8 158
141 142 138 139 139 148 140 138 134 148
ORTALAMA | 14,20 | 14,14 13,98 (14,08 | 13,98 14,6 14,38 13,52 |13,76 | 1522
SD 0,16 |0,15 10,18 |08 013 |0,16 058 |0,33 |0,30 0,47
cV 1,11 (1,07 |1,28 127 093 11,08 401 242 (222 [3,06
N 5 |5 5 5 5 5 5 5 5 5
TOTAL
ORTALAMA | 14,19
TOTAL SD | 0,47
TOTAL CV 3,32
1. 2. 3 |4 |5 6 7. [8_ |9 |10
GUN |GUN |GUN GUN |GUN |GUN |GUN |GUN |GUN |GUN
Spesific 67,8 1699 685 67,8 |705 (700 |685 (70,4 |743 |72.4
Protein 67,5 69,1 687 658 |708 /685 679 698 |725 687
Control 68,5 68,1 (705 664 |695 (689 (698 679 |731 |704
Level Il 695 1683 682 |684 679 67,9 (702 (707 |748 |713
69,2 1687 (679 679 |694 (689 |686 694 |745 694
ORTALAMA | 68,50 | 68,82 68,76 | 67,26 | 69,62 | 68,84 |69,00 69,64 73,84 70,44
SD 0,86 0,72 1,02 1,10 1,14 (077 0,96 |1,10 |0,99 1,47
cV 126 (1,04 |148 164 1,64 111 |1,39 |157 [1,34 |2,09
N 5 |5 5 5 5 5 5 5 5 5
TOTAL
ORTALAMA | 69,47
TOTALSD |1,75
TOTAL CV |2,51
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Tablo 6.2.2 ARCHEM CRP Kontrol 6rneklerinin giin-i¢i sonuglarinin, ortalama deger,

standart sapma ve %CV sonuglart.

GUN-ICI TEKRARLANABILIRLILIK
(RPEATABILITY)
LEVEL | LEVEL
1 2

1.| 14,20 | 68,70
2.| 14,40 | 67,90
3.| 13,80 | 67,50
4.| 14,10 | 69,40
5.| 13,70 | 67,90
6.| 14,50 | 68,70
7.1 13,50 | 67,90
8.| 13,90 | 69,50
9.| 13,90 | 67,80
10.| 14,50 | 68,30
11.| 14,20 | 69,40
12.| 14,50 | 69,00
13.| 14,30 | 69,70
14.| 13,90 | 68,70
15.| 14,30 | 67,80
16.| 14,10 | 68,80
17.| 14,30 | 69,40
18.| 14,50 | 68,70
19.| 14,60 | 68,40
20.| 13,80 | 67,60
ORTLAMA| 14,15 | 68,56
SD| 0,32 0,70
CVv| 2,23 1,02
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SENTINEL test metodu, Giin i¢i ve giinler arasi sonuglar1 su sekilde bulundu
(Tablo 6.2.3, Tablo 6.2.4 ve Sekil 6.2.3, Sekil 6.2.4)
Bu tablolarda SD: Standart Sapmay1 gostermektedir. CV=Yiizde Dagilim katsayisi

(Standart sapmanin ortalamaya gore % degisimi [CV= 100¢+(s/x)]) N= Numune say1s1

Tablo 6.2.3 SENTINEL test metodu CRP Kontrol drneklerinin glinler-arasi sonuglarinin,

ortalama deger, standart sapma ve %CV sonuglari.

L |2 [3_ 4 |5 6 [7. [8_ Jo._ 10
GUN |GUN |GUN |GUN |GUN |GUN |GUN |GUN |GUN |GUN
Spesific 139 142 142 139 143 138 142 135 132 149
Protein 141 141 140 142 138 149 141 145 131 148
Control 138 143 142 140 140 143 138 141 130 145
Level | 142 139 139 142 140 138 142 135 138 145
141 140 141 139 141 139 140 145 129 147
ORTALA
MA 14,02 14,10 14,08 14,04 14,04 1414 1406 14,02 1320 14,68
sD 016 016 013 015 018 047 017 050 035 0,18
cVv 117 112 093 108 129 334 119 358 268 122
N 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
TOTAL
ORTALA
MA 14,04
TOTAL SD | 0,35
TOTAL
cV 2,53
o2 3 |4 5 @ 6 7 | 8 | 9 | 10
GUN | GUN | GUN | GUN | GUN | GUN | GUN | GUN | GUN | GUN
Spesific 688 679 688 714 685 694 685 698 725 710
Protein 702 685 695 71,2 684 681 679 684 705 689
Control 69,2 683 679 732 668 661 698 705 723 705
Level Il 69,1 689 685 705 671 658 702 684 698 69,0
683 697 702 707 651 678 686 694 71,3 683
ORTALA
MA 69,12 68,66 6898 71,40 67,18 67,44 69,00 69,30 71,28 69,54
SD 0,70 068 089 1,07 139 149 09 091 1,15 1,15
cV 1,01 1,00 1,29 150 207 221 139 131 1,62 165
N 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
TOTAL
ORTALA
MA 69,19
TOTAL SD | 1,37
TOTAL
cV 1,08
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Tablo 6.2.4 SENTINEL CRP Kontrol drneklerinin giin-igi sonuglarinin, ortalama deger,

standart sapma ve %CV sonuglart.

GONICI
TEKRARLANABILIRLILIiK
(RPEATABILITY)

LEVEL | LEVEL
1 2

1.| 13,90 | 68,40
2.| 14,50 | 68,70
3.| 14,40 | 67,90
4.] 14,20 | 68,90
5. 14,40 | 69,20
6.| 13,90 | 68,70
7.| 14,30 | 67,90
8.| 14,10 | 68,70
9.| 14,30 | 68,70
10.| 13,90 | 68,30
11.| 14,10 | 68,40
12.| 14,30 | 69,00
13.| 14,20 | 69,40
14.| 14,10 | 67,90
15.| 14,30 | 68,90
16.| 14,10 | 70,50
17.| 14,50 | 69,40
18.| 14,40 | 68,70
19.| 14,30 | 68,70
20.| 14,20 | 69,40
ORTLAMA| 1422 | 68,79
sD| 019 | 0,62
cv| 1,30 | 090
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SIEMENS ADVIA test metodu, Giin i¢i ve giinler arasi sonuglart su sekilde
bulundu (Tablo 6.2.5, Tablo 6.2.6 ve Sekil 6.2.5, Sekil 6.2.6)
Bu tablolarda SD: Standart Sapmay1 gostermektedir. CV=Yiizde Dagilim katsayisi

(Standart sapmanin ortalamaya gore % degisimi [CV= 100+(s/x)]) N= Numune sayis1

Tablo 6.2.5 SIEMENS ADVIA 1800 CRP Kontrol érneklerinin guinler-aras: sonuglarinin,

ortalama deger, standart sapma ve %CV sonuglari.

1. 2 [ a4 5 [6. [7. [8 o 1o
GUN GUN |GUN GUN GUN |GUN GUN GUN |GUN |GUN
Spesific 143 |14,1 142 139 14,0 |138 142 (142 |147 151
Protein 142 13,9 143 (138 14,0 |139 141 (154 |144 147
Control 14,3 |14,6 145 (13,7 13,7 |13,7 138 (138 |151 148
Level | 14,1 145 (142 |140 |144 [13,7 (142 |141 143 |149
139 14,2 144 (141 143 134 140 (144 |13,7 151
ORTALAMA |14,16 | 14,26 114,32 |13,90 |14,08 | 13,7 14,06 14,38 | 14,44 | 14,92
SD 0,17 10,29 0,13 |0,16 10,28 (0,28 0,17 |061 0,52 |0,18
cVv 1,18 2,02 1091 (1,14 1,97 1,37 1,19 [424 |359 1,20
N 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
TOTAL
ORTALAMA | 14,22
TOTALSD (0,33
TOTALCV |[2,34
1. 2 3 a4 5 6 [7. [8 9. 10
GUN GUN |GUN GUN GUN |GUN GUN GUN |GUN |GUN
Spesific 67,2 670 |704 (695 71,1 |664 685 (687 705 725
Protein 69,2 695 (694 715 |71,8 673 |679 715 |73,1 709
Control 68,1 1685 (682 72,1 |70,8 1657 (69,8 725 |725 734
Level Il 702 71,3 |711 (72,2 |696 674 |702 699 |70,8 725
69,5 70,6 |686 (70,6 |68,3 664 |686 715 |71,4 715
ORTALAMA | 68,84 (69,38 169,54 |71,18 |70,32 |66,64 169,00 70,82 |71,66 | 72,16
SD 1,19 |1,70 1,21 (1,13 138 |0,71 10,9 (1,51 |1,11 0,97
cVv 1,73 |246 1,74 159 196 |106 1,39 (2,13 |155 1,35
N 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
TOTAL
ORTALAMA | 69,95
TOTALSD |[1,63
TOTALCV [2,32
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Tablo 6.2.6 SIEMENS ADVIA 1800 CRP Kontrol &rneklerinin gin-i¢i sonuglarinin,

ortalama deger, standart sapma ve %CV sonuglart.

GUN-ICI TEKRARLANABILIRLILIK
(RPEATABILITY)
LEVEL | LEVEL
1 2

1.| 1450 | 68,40

2.| 14,30 | 68,70

3.| 14,40 | 68,10

4.| 14,20 | 67,90

5.| 14,30 | 67,90

6.| 14,20 | 68,10

7.| 14,10 | 68,20

8.| 13,90 | 68,90

9.| 14,50 | 69,40

10.| 14,80 | 67,50

11.| 14,40 | 68,90

12.| 14,30 | 68,40

13.| 14,70 | 68,70

14.| 14,10 | 68,40

15.| 14,20 | 68,30

16.| 14,14 | 67,80

17.| 14,60 | 69,40

18.| 14,20 | 68,20

19.| 14,70 | 70,10

20.| 14,30 | 70,60
ORTLAMA| 1434 | 68,60
SD| 0,23 0,78

CV| 162 1,14

41



6.3 Analitik sensitivite(Tespit kabiliyeti)
LoQ, CV'nin %20 oldugu analit konsantrasyonu hesaplanarak asagidaki tabloda
gosterildigi sekilde bulundu (Tablo 6.3.1).

Tablo 6.3.1 LoQ karsilagtirma tablosu

Kit Markasi Bulunen Deger ( LoQ )
Limit of Quantification

ARCHEM CRP 0,5 mg/L

ABBOTT( SENTINEL) CRP 0,23 mg/L

SIEMENS CRP 0,12 mg/L

6.4. Karsilastirma Analizi (Regresyon Analizi, Bland Altman)

6.4.1. ARCHEM - SENTINEL Karsilastirilmasi
Numune olarak alinan hastalarin yas araligi 5-56 yil ve yas ortalamalar1 24,5 yil idi.
Hastalarin 48’si kadin, 52 erkekti.
ARCHEM -SENTINEL kitlerine ait regresyon analizinde hasta drneklerinin CRP
konsantrasyonlart 0,8 mg/L — 159,8 mg/L arasindaydi. Karsilastirma g¢alismalari
sonucu elde edilen grafik ve veriler tablolarda gosterilmistir(Tablo 6.4.1.1). ki
yontem arasinda korelasyon (r?=0,9987 p<0.001) ve regresyon denklemi (y= -
0,1359+1.0035 x) hesaplandi. Korelasyon katsayis1 r=0,9987 (ideal +1 veya -1).
Regresyon denkleminde hesaplanan kesim -0,1359 (ideal 0) ve egim 1.0035 (ideal 1)
degerleri iki yontem arasindaki dogrusal iliski ve uyumu gosterdi (Sekil 6.4.1.1).
Bias degeri, CRP i¢in tibben 6nemli karar dizeyindeki (<5 mg/L) x degerine gore
cok diisiik olup, etkilemeyecek diizeydedir, regresyon denkleminden -0,1359 olarak
hesaplandi. Yontemler arasinda lineer bir iligki oldugu, sabit veya oransal bir hata
olmadigi tespit edildi. Metod karsilastirma amaciyla ayrica Bland—Altman plots
uygulandi. Bu yontemde, (pp £ 1,96Sp) “uyum sinirlari”olarak adlandirilir ve iki
metot ile elde edilen Slgiim degerleri arasindaki farklarin %95’inin uyum sinirlar
arasinda olmasi beklenir. Bland-Altman y6ntemine gore farklarin ortalamasinin sifir
etrafinda yayilmasi, ve sonuglarin uyum simirlari igerisinde olmasi nedeniyle bu iki

yontem arasinda bir uyum oldugu ve birbirinin alternatifi olabilecegi sonucuna
varildi (Sekil 6.4.1.2).

42



Bu tablolarda SD: Standart Sapmay1 gostermektedir. CV = Yiizde Dagilim katsayisi

(Standart sapmanin ortalamaya gore % degisimi [CV= 100¢(s/x)]) N= Numune

sayisidir.

Tablo 6.4.1.1 ARCHEM- SENTINEL Regresyon Tablosu
Dependent(Bagimh) Y ARCHEM
Independent(Bagimsiz) X SENTINEL

Least squares regression (En kuguk kareler regresyonu)
Sample size (Numune Sayisi)

Coefficient of determination R?

(Belirleme Katsayist)

Residual standard deviation

(Residual Standart Sapma)

Regression Equation (Regresyon Esitligi)

y =-0,1359 + 1,0035 x

Parameter Coefficient | Std. Error 95% ClI
(Katsaty1) =~ Std. Hata

Intercept -0,1359 0,1921 -0,5171to 0,2453

(Sabit)

Slope Egim) 1,0035  0,003640  0,9963 to 1,0107

Analysis of Variance (Varyans Analizi)

Source (Koken) DF Sum of Squares
(Kareler Toplami)

Regression 1 174646,74024

(Regresyon)

Residual (Atik, Kalan) 98 225,17816

F-ratio (F-orani)
Significance level
(Anlamlilik)
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0,9987
1,5158

-0,7074  0,4810

275,6958 <0,0001

Mean Square
(Ortlama Kare)

174646,74024

2,29774

76008,17135
P<0,0001



ARCHEM

ARCHEM - SENTINEL

180

160

140

120

100

80

60

40

20

y=-0,136 + 1,004 x

n=100
;{% r=1,00; P < 0,001
I
0 50 100 150 200
SENTINEL
Sekil 6.4.1.1 ARCHEM - SENTINEL Regresyon dagilim grafigi
i o
__ o +1.96 SD
o 29
= o o o SIS
| (@) o (@] o0 o
&o o o o Mean
] O 00
i QQé) é)o 0 ~qO © o '
B o ° -1.96 SD
B -3,0
B @)
| I I I I
0 50 100 150 200

Mean of ARCHEM and SENTINEL

Sekil 6.4.1.2 ARCHEM — SENTINEL Bland-Altman grafigi

44



6.4.2. ARCHEM - SIEMENS Karsilastirilmasi
Caligmaya dahil edilen hastalarin yas aralig1 5-56 yil ve yas ortalamalar1 24,5 yil idi.
Hastalarin 48°si kadin, 52 erkekti.
ARCHEM -SIEMENS Kkitlerine ait regresyon analizinde hasta érneklerinin CRP
konsantrasyonlart 0,8 mg/L. — 159,8 mg/L arasindaydi. Karsilagtirma caligmalar
sonucu elde edilen grafik ve veriler tablolarda gosterilmistir (Tablo 6.4.2.1). Iki
yontem arasinda korelasyon (r?=0,9986 p<0.001) ve regresyon denklemi (y= -
0,2646+1.0035 x) hesapland1. Korelasyon katsayis1 1°=0,9986 (ideal +1 veya -1).
Regresyon denkleminde hesaplanan kesim -0,2646 (ideal 0) ve egim 1.002 (ideal 1)
degerleri iki yontem arasindaki dogrusal iliski ve uyumu gosterdi (Sekil 6.4.2.1).
Bias degeri, CRP i¢in tibben 6nemli karar diizeyindeki (<5 mg/L) x degerine gore
cok diisiik olup, etkilemeyecek diizeydedir, regresyon denkleminden -0,2646 olarak
hesaplandi. Yontemler arasinda lineer bir iliski oldugu, sabit veya oransal bir hata
olmadigi tespit edildi. Metod karsilastirma amaciyla ayrica Bland—Altman plots
uygulandi. Bu yontemde, (Up £ 1,96Sp) “uyum sinirlari”olarak adlandirilir ve iki
metot ile elde edilen 6lglim degerleri arasindaki farklarin %95’inin uyum sinirlar
arasinda olmasi beklenir. Bland-Altman yontemine gore farklarin ortalamasinin sifir
etrafinda yayilmasi, ve sonuc¢larin uyum sinirlari igerisinde olmasi nedeniyle bu iki
yontem arasinda bir uyum oldugu ve birbirinin alternatifi olabilecegi sonucuna
varildi (Sekil 6.4.2.2).
Bu tablolarda SD: Standart Sapmay1 gostermektedir. CV = Yiizde Dagilim katsayisi
(Standart sapmanin ortalamaya goére % degisimi [CV= 100¢(s/x)]) N= Numune

sayisidir.
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Tablo 6.4.2.1 ARCHEM- SIEMENS Regresyon Tablosu

Dependent (Bagimh) Y ARCHEM

Independent(Bagimsiz) X SIEMENS

Least squares regression (En kuguk kareler regresyonu)

Sample size (Numune Sayisi) 100

Coefficient of determination R?
(Belirleme Katsayisi) 0,9986

Residual standard deviation 1,5901
(Residual Standart Sapma)

Regression Equation (Regresyon Esitligi)
y =-0,02646 + 1,0020 x

Parameter Coefficient Std. Error 95% CI t P
(Katsatyn) Std. Hata
Intercept -0,02646 0,2013 -0,4258 to -0,1314  0,8957
(Sabit) 0,3729
Slope (Egim) 1,0020 0,003813 0,9944to  262,8011 <0,0001
1,0096

Analysis of Variance (Varyans Analizi)

Source(Koken) DF Sum of Squares Mean Square

(Kareler Toplami) (Ortlama Kare)

Regression(Regresyon) 1 174624,13293 174624,13293
Residual( Atik, Kalan) 98 247,78547 2,52842
F-ratio F-orani) 69064,44055
Significance level P<0,0001
(Anlamlilik)
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6.4.3. SENTINEL — SIEMENS Karsilastirilmasi

Hastalarin yas aralig1 5-56 yil ve yas ortalamalari 24,5 yi1l idi. Hastalarin 48’si kadin,
52 erkekti.

SENTINEL -SIEMENS Kitlerine ait regresyon analizinde hasta 6rneklerinin CRP
konsantrasyonlar1 0,8 mg/L. — 159,8 mg/L arasindaydi. Karsilagtirma caligmalar
sonucu elde edilen grafik ve veriler tablolarda gosterilmistir (Tablo 6.4.3.1). Iki
yontem arasinda korelasyon (r?=0,9984 p<0.001) ve regresyon denklemi
(y=0,1326+0,9978x) hesaplandi. Korelasyon katsayis1 12=0,9984 (ideal +1 veya -1).
Regresyon denkleminde hesaplanan kesim 0,1326 (ideal 0) ve egim 1.002 (ideal 1)
degerleri iki yontem arasindaki dogrusal iliski ve uyumu gosterdi (Sekil 6.4.3.1).
Bias degeri, CRP i¢in tibben 6nemli karar diizeyindeki (<5 mg/L) x degerine gore
cok diistik olup, etkilemeyecek diizeydedir, regresyon denkleminden 0,1326 olarak
hesaplandi. Yontemler arasinda lineer bir iliski oldugu, sabit veya oransal bir hata
olmadigi tespit edildi. Metod karsilastirma amaciyla ayrica Bland—Altman plots
uygulandi. Bu yontemde, (Up £ 1,96Sp) “uyum sinirlari”olarak adlandirilir ve iki
metot ile elde edilen 6lglim degerleri arasindaki farklarin %95’inin uyum sinirlar
arasinda olmasi beklenir. Bland-Altman yontemine gore farklarin ortalamasinin sifir
etrafinda yayilmasi, ve sonucglarin uyum sinirlari igerisinde olmasi nedeniyle bu iki
yontem arasinda bir uyum oldugu ve birbirinin alternatifi olabilecegi sonucuna

varildi(Sekil 6.4.3.2).

Bu tablolarda SD: Standart Sapmay1 gdstermektedir. CV = Yiizde Dagilim katsayisi
(Standart sapmanin ortalamaya goére % degisimi [CV= 100¢(s/x)]) N= Numune

sayisidir.
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Tablo 6.4.3.1 SENTINEL- SIEMENS Regresyon Tablosu

Dependent (Bagimh) Y SENTINEL
Independent (Bagimsiz) X = SIEMENS

Least squares regression (En kuguk kareler regresyonu)

Sample size (Numune Sayisi) 100
Coefficient of determination R?
(Belirleme Katsayisi) 0,9984
Residual standard deviation 1,6748
(Residual Standart Sapma)
Regression Equation (Regresyon Esitligi)
y =0,1326 + 0,9978 x
Parameter Coefficient(Katsaty1) | Std. Error | 95% CI t P
Intercept(Sabit) 0,1326 0,2120  -0,2881 0,6254  0,5332
to
0,5532
Slope(Egim) 0,9978 0,004016  0,9898 248,4602 <0,0001
to
1,0057
Analysis of Variance (Varyans Analizi)
Source(Koken) DF Sum of Squares Mean Square

(Kareler Toplami) (Ortlama Kare)

Regression(Regresyon) 1

Residual (Atik, Kalan) 98

F-ratio (F-orani)

Significance level
(Anlamlilik)
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7. TARTISMA VE SONUC

C-reaktif protein (CRP), sentezi karaciger ve yag hiicrelerinde gergeklesen, her biri
206 aminoasit iceren 5 alt Uiniteden meydana gelen, molekil kitlesi 106 kilodalton
(Kd) olan, pentraksin proteinidir (3).

1990’1 yillarda CRP’nin daha hassas Olciilebilmesi ile birlikte klinik 6nemi ve
kullanimi biiylik oranda artmistir. CRP 06l¢iimii 6zgiil olmayan, inflamasyonu
gosteren bir test olmasma karsin, bazi hastaliklarin tanisinda, riskinin
belirlenmesinde ve izleminde ¢ok énemli bir parametredir

CRP seviyelerini belirlemek igin birgok yontem mevcuttur. CRP kantitatif analizinde
turbidimetrik ve nefelometrik yontemler en sik tercih edilen yontemlerdir. Bunlarin
yan1 sira kompex latex, elisa, petia gibi yontemlerle de CRP analizi yapmak
mumkindlr. Nefelometri, teorik olarak diisiik konsantrasyondaki antijen antikor
reaksiyonlarinin duyarli dl¢limiinde bir avantaj saglasa da glinimiizde kararli ve
yuksek cozunarlikteki fotometrik sistemler, serum proteinlerinin immunolojik
Ol¢timlerinde nefelometrik yontemler kadar duyarli hale gelmistir(65).

Klinik laboratuvarlarin temel amaci analitik hatalar1 mimimuma indirerek, hastalara
her seferinde en kisa siirede dogru ve giivenilir sonug verebilmektir. Gliniimiizde
yapilan yontem karsilastirmalarinin olumlu sonuglar1 nedeniyle, daha hizli kolay ve
ucuz bir metot olan turbidimetrik yontemle, serum protein 6lcim analizlerinin
yapilmasi agirlik kazanmistir(66).

Tiirkiye’de ayni laboratuvarda ayni analit farkli cihaz ve kitler kullanilarak
Olgiilebilmektedir. Bu durum izlenebilirlik a¢isindan zaman zaman ciddi problemlere
neden olmaktadir. Siklikla yapilan cihaz degisimleri sonuglarin birbiri ile uyumu ve
korelasyonunu degerlendirilmesini gerekli hale getirmektedir.

Bu caligmada; CRP testinin, klinik tayininde en c¢ok kullanilan cihazlar olan
SIEMENS ADVIA 1800 (Siemens Medical Solutions USA, Malvern, PA, USA) ile
ARCHITECT C8000 (Abbott Laboratories 100 Abb ott Park Road Abbott Park,
Illinois 60064-3500, USA) cihazlan {izerinde SIEMENS CRP kiti, ARCHEM CRP
kiti ve SENTINEL CRP kit sonuglarinin karsilastirilmasi amaglanmistir.
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IN(Immiinonefelometrik) yontemi referans kabul edilerek, IT(Imminoturbidimetrik)
ve IL(Immiinluminometri) yontemleri ile yapilmis karsilastirma ¢alismalar
mevcuttur. Shiesh SC ve arkadaslarmin yaptigi, IL yodntemle IN yontemini
karsilagtiran ¢alismada, CRP ortalama konsantrasyonlar1 0.02 ve 1.44 olan serum
havuzlarinin(pool) %CV’leri %5’in Uzerinde iken, degerler kontrol materyalinde
11.04 mg/L’nin iizerinde ¢iktiginda CV %4.2 olarak bulunmustur. Giinler-arasi ise
%CV’ler ise 0.02 mg/L’de %9.2, 1.44 mg/L’de %7, 11.04mg/L‘de ise %6 olarak
saptanmistir(67).

Shiesh SC ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismalarda diistik diizeylere(<5,0 mg/L) ait iki
adet CRP numunesi CV degerleri %5 degernini lstiinde bulunmustur. Yiiksek
degerlerde (11.04 mg/L) olan numunede CV degeri % 4,2 ¢cikmistir. Bu tezde yapilan
Gun-igi CV calismasinda ise, kontrol diizey 1 CRP degerleri 14,0 mg/L olan
numunede; CV degeri olarak sirasiyla ARCHEM, SENTINEL, SIEMENS
2,23/1,3/1,62 bulunmustur. Kontrol diizey 1 CRP degerleri 68,2 mg/L olan
numunede CV degeri olarak sirasiyla ARCHEM, SENTINEL, SIEMENS
1,02/0,9/1,14 olarak bulunmustur. Glnler-aras1 ise sirayla Diizey 1 i¢in CV
degerleri; ARCHEM, SENTINEL, SIEMENS 3,32/2,53/2,34 Dizey 2 igin CV
degerleri: ARCHEM, SENTINEL, SIEMENS 2,51/1,98/2,32 bulunmustur. Shiesh
SC ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismaya gore CV degerlernini daha diisiik ¢ikmasi
CRP konsantrasyonunun daha yiiksek degerlerde olmasindan dolay1 kaynaklandig
diistiniilmektedir. Bu tez calismasinda iki seviye kontroller ile yapilan giinler arasi
calisgmada %CV’lerin %5'in altinda kaldig1 ve kesinlik agisindan bu diizeylerde g
metod arasinda uyum oldugu saptanmistir. Bu {i¢ degerin birbirlerine olan
ustinlikleri Intra-Assay ve Inter-Assay c¢alismalart agisindan incelendiginde
aralarinda anlamli bir fark olmadig1 gozlemlenmistir.

Wei ve ark. yayinladiklar1 ¢alismada, immunoturbidimetrik yéntem olan Dade-
Behring RCRP yontemi ile Behring nefelometre (BN) yontemi karsilastirilmastir.
Dade-Behring RCRP ile Behring Nefelometrik (BN) metod arasindaki korelasyonun
RCRP=(0.984 + BNx0.033 (mg/L) oldugunu bulmuslardir(68). Bu ¢alismalarda IN

metod ile IT metot karsilastirilmistir.
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Bu tez kapsaminda yapilan karsilastirma regresyon denklemi ise su sekilde ¢ikmustir.
Sirastyla  ARCHEM-SENTINEL arasinda y=-0,1359+1.0035x, ARCHEM -
SIEMENS arasinda y= -0,02646+1,002x ve SENTINEL — SIEMENS arasinda
y=0,1326+0,9978x olarak bulunmustur. iki calisma karsilastirildiginda; Her iki
calismada da Bias degerleri ¢ok diisiik c¢ikmisir. Iki calismanin egim katsayi
degerleride 1,0 degerine olduk¢a yakin ¢ikmis IT yontemlerin gilivenirliligini ortaya

cikarmistir.

Maggiore ve arkadaslarinin yaptigi, IT (AU 2700 Olympus), IN (Behring) ve IN
(Beckman) yontemi ile yapilan karsilastirma ¢alismasinda CRP duzeyleri 2.6 ile 180
mg/ L arasinda olan hastalar alinmistir. Ayrica 0, 1, 2, 3, 5, 10, 20, 50, 100, 150, 180
mg/L olarak 11 farkli diizeyde tekrarlanabilirlik (n=10) ¢alismiglardir. Giinler-arasi
icin 5 ardistk Ol¢iim yapmuslardir. Calismada, tekrarlanabilirlikte en yuksekten
diistige dogru sirasiyla Beckman, Olympus, Behring olarak degerlendirmislerdir.
Toplam 345 ¢ikan sonug karsilastirildiginda Behring-Olympus K-degeri(K degeri
nedir?) %87.3 ile birbirine en yakin ¢ikmiglardir. Beckman-Olympus ve Behring-
Beckman karsilastirmasinda ise  K-degerleri  %50.1 ve %49.6 olarak
bulunmustur(69). Bu ¢alismada IT, metodu olan AU 2700 Olympus ile IN (Behring)

ve IN (Beckman) cihazlar1 metotlar1 karsilagtirilmistir.

Bugdayc1 ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise; Siemens Dade Behring BN
ProSpec sisteminde immiinonefelometrik (Katalog No: G21 E0542) olarak calisilan
ornek aymi giin iki saat i¢inde Abbott Archiect C8000 (Katalog No: 8G65-20)
otoanalizoriinde immunoturbidimetrik yontemle calisilmig, Bulunan sonuglar, IN
yontemi referans olmak Uzere regresyon analizi yapilarak dogruluk
degerlendirmesinde kullanilmistir(70). CRP degerleri 3.02-170.00 mg/L arasinda
bulunan taze serum 6rneklerinde dogruluk g¢alismasi yapilip, Regresyon Kkatsayisi
r2=0.997, y=1.171x- 1.084 olarak belirlenmistir.

Bu tez ¢aligmasinda kullanilan metotdlardan bazilarinin her ne kadar ultra senstive
(hs-CRP) olarak ta galisilabilecgi aplikasyonu olmak ile beraber, Ultra senstive
yontem olmadan genis aralik metotlar1 baz alinarak yapilan bu ¢alismada 0,8 mg/L
ile 159,8 mg/L deger araliginda ii¢ yoOntemle Olgiilen hasta sonuglar

karsilastirildiginda yontemler arasinda lineer bir korelasyon oldugu, sabit veya

53



oransal anlamli bir hata olmadig tespit edilmistir. U¢ yontem arasinda korelasyon
(r=1,00, p<0.001) ve regresyon denklemi sirasiyla ARCHEM-SENTINEL arasinda
y=-0,1359+1.0035x, ARCHEM - SIEMENS arasinda y=-0,02646+1,002x ve
SENTINEL - SIEMENS arasinda y=0,1326+0,9978x olarak bulundu. Regresyon
katsay1 degerleri , ARCHEM-SENTINEL arasinda ?=0,9987, ARCHEM -
SIEMENS arasinda r=0,9986 ve SENTINEL — SIEMENS arasinda 1?=0,9984
olarak bulundu. Bu degerler ideal olan 1,00 degerine ¢ok yakin degerler ¢ikmustir.
Bias degerleri, CRP igin tibben 6nemli karar diizeyindeki (<5 mg/L) x degerine gore,
sirastyla. ARCHEM-SENTINEL /  ARCHEM - SIEMENS, / SENTINEL -
SIEMENS arasinda olduk¢a diisiik olan -0,1359 / -0,02646 ve 0,1326 degerleri
olarak olarak hesaplanmitir. Bu ¢ikan degerlerin hepsi karar diizeyi degerine gore
cok diisiik bir degerdir. Iki calisma sonuglar1 karsilastirildiginda 2005,2007 yillari ile
2019 wyillar1 arasinda ticari firmalarin CRP testi tayini i¢in iiretmis oldugu
Immunoturbidimetrik metotlarin yeni jenerasyon ve giincellemeler ile ¢ok daha
hassas 6l¢lim basarisina eristigi diistiniilmektedir.

Yine metod karsilastirma amaciyla ayrica Bland—Altman plots uygulandiginda; (Bu
yontemde, (Upx 1,96Sp) “uyum sinirlari”olarak adlandirilir) (i¢ metot ile elde edilen
Ol¢iim degerleri arasindaki farklarin %95’inin uyum sinirlart arasinda oldugu
bulunmustur. Bland-Altman yontemine gore farklarin ortalamasinin sifir etrafinda
yayilmasi, ve sonuclarin uyum simirlar igerisinde olmasi nedeniyle bu ii¢ yontem

arasinda bir uyum oldugu ve birbirinin alternatifi olabilecegi sonucuna varilmistir.

Bu u¢ farkli (ARCHEM, SENTINEL, SIEMENS) IT metodunun karsilastiriimasi

literatiirde ilk ¢alismadir.

Sonu¢ olarak; Bu metotlara ait biitiin bu caligmalarda IT yonteminden c¢ikan
sonuglarin giivenilirliligi bu tez caligmasi ile paralel bir sekilde ¢ikmistir.
Bu tez calismasinda da elde edilen sonuglarda {i¢ IT metodunun (SENTINEL,
ARCHEM, SIEMENS) da uyumlu oldugu saptanmuistir.
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