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OZET

Amac¢: Bu calismada, Akut Miyokard Infarktiisii tanisinda laboratuvar
belirteglerinden birisi olan CK-MB parametresinin Ol¢imii  i¢in  kullanilan
immiinoinhibisyon (CK-MB aktivite) yontemi ile immiinoassay (CK-MB kiitle)
yonteminin analitik performanslar1 ve tanisal yeterlilikleri degerlendirildi. Olgiim
yontemlerinin  giivenilirliligi degerlendirilerek, ekonomik ac¢idan uygun olan
yontemin referans yontem ile kiyaslanmasi amaglandi. Ayrica biyokimya tiipii ve
antikoagiilanl tiipler kullanilarak, serum ve plazma 6rneklerinde CK-MB sonuglar1
arasinda fark olup olmadigi incelendi.

Yéntem: immiinoinhibisyon ydntemiyle ¢alisan Architect ¢ 8000 cihazi ve
Kemiliiminesans immiinoassay yontemiyle ¢alisan Architect I 1000 SR cihazlarmin
analitik performanslarin belirlenmesi i¢in geri kazanim, interferans, yontem
karsilastirma ve tekrarlanabilirlik ¢caligmalar1 yapildi. Cihazlara ait tanisal yeterliligin
degerlendirilmesi i¢in ROC analizi yapildi. Ayrica biyokimya tlipli ve antikoagiilanlt
tiipler kullanilarak, serum ve plazma 6rnekleri karsilastirildi.

Bulgular: Architect | 1000 SR cihazina ait deney-i¢i ve deneyler-arasi
tekrarlanabilirlik sonuglari, CK-MB kiitle 6l¢iimii i¢in arzu edilen %belirsizlik
(%9.2) degerinden daha kiiclik bulundu. Architect ¢ 8000 cihazina ait deney-ici ve
deneyler-aras1 tekrarlanabilirlik sonuglari, CK-MB aktivite Ol¢limii i¢in normal
diizeyde arzu edilen %pbelirsizlik (%9.9) degerinden daha yiiksek ancak patolojik
diizeyde daha diisiik bulundu. Architect I 1000 SR cihazinda ortalama %92.5 geri
kazanim, Architect ¢ 8000 cihazinda ortalama %92.9 geri kazanim tespit edildi.
Yontem karsilastirma deneyinde, iki cihaz arasinda korelasyon katsayisi (r) 0.976
olarak bulundu. ROC analizinde, 6-8 saat araliginda kan alinan sonuglarina gore her
iki cthazin duyarlilik ve 6zgiilliiklerinin yeterli oldugu tespit edildi.

Sonu¢: CK-MB 6l¢giimiine ait iki farkli yontemin analitik performanslar1 ve
tanisal yeterlilikleri degerlendirildiginde, iki cihazin sonuglari birbiri ile uyumlu
bulundu.

Anahtar Kelimeler: CK-MB, iImmiinoinhibisyon, Kemiliiminesans
Immiinoassay
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ABSTRACT

Backgraund and Aim: In this study, the analytical performance and
diagnostic  qualification of immunoassay (CK-MB mass) method and
immunoinhibition (CK-MB activity) method which are used for measurement of CK-
MB parameter in the diagnosis of acute myocardial infarction were evaluated. The
economically viable method was compared with the referance method by evaluating
the reliability of measurement methods. Also serum and plasma samples were
examined if there is difference between the results of CK-MB by using
anticoagulated tubes and biochemistry tubes.

Methods: Recovery, interference, method comparison and precision
experiments were carried out for the determination of analytical performance for
Architect ¢ 8000 device which uses immunoinhibition method and Architect 1 1000
SR device which uses Chemiluminescence Immunoassay method. ROC analysis was
performed to evaluate the diagnostic qualification of the devices. Also serum and
plasma samples were compared using biochemistry tubes and anticoagulated tubes.

Results: Within-run and between-run precision results of Architect 1 1000 SR
device were found lower than the desirable % imprecision values (% 9.2) for the
measurement of CK-MB mass. Within-run and between-run precision results of
Architect ¢ 8000 device were found higher than the desirable % imprecision values
(% 9.9) for the measurement of CK-MB activity for normal levels of serum, but
lower than the desirable % imprecision values (% 9.9) for pathologic levels of serum.
Recovery was detected on average of 92.5% in Architect | 1000 SR, while that was
on average of 92.9 % in Architect ¢ 8000 device. In the method comparison study,
correlation coefficient(r) between these two devices was found to be 0.976.
According to the results of blood taken from the range of 6-8 hours, the sensitivity
and specificity of the two devices were found to be adequate on ROC analysis.

Conclusion: When the analytical performance and diagnostic qualification of
two different methods of CK-MB measurement were evaluated, the results of two
devices were compatible with each other.

Keywords: CK-MB, Immunoinhibition, Chemiluminescence Immunoassay.
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1. GIRIS VE AMAC

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde Koroner Arter Hastaligi ve sonrasinda
gelisen Akut Miyokard Infarktiisii (AMI) 6nemli bir saglik sorunudur. Akut
Miyokard Infarktiisii tanis;; Klinik, laboratuvar ve elektrokardiyogram (EKG)
degisiklikleri tespit edilerek konmaktadir (1). Ateroskleroz sonucu daralmis bir
koroner arterin trombiis nedeniyle tikanmasini izleyerek koroner kan akiminda ani
azalma sonrasi infarktiis ortaya ¢ikar (2). Hastaligin teshisinin erken donemde
konulmas1 ve trombolitik tedavinin zamaninda yapilmasiyla morbidite ve mortalite
olumlu etkilenecek ve hastaligin takibi esnasinda ¢ikabilecek komplikasyonlarin
daha kolay kontrol altina alinmasi saglanacaktir (3). Taninin erken konulmasinda
gogiis agrisini takiben ortaya ¢ikan enzim degisikliklerinin EKG degisikliklerinden
daha 6nemli oldugu vurgulanmaktadir. Giiniimiizde rutin olarak incelenen enzimler
aspartat aminotransferaz (AST), laktat dehidrogenaz (LDH), kreatin kinaz (CK) ve
onun Kkardiyak izoenzimi kreatin kinaz MB (CK-MB) ve son zamanlarda
kullanilmaya baslanan Troponin T (TnT) ve Troponin | (Tnl) ile myoglobin (Myo)’
dir. Gogiis agris1 ortaya ¢iktiktan sonra CK’ nin yiikselmeye baglamasi 12 saati ve
pik deger olusturmasi 36-48 saati bulur (4, 5). AST ve LDH’ m yiikselmeye
baslamasi ve pik olusturmalari ise daha da uzun siirer. Bu ylizden erken tanida
degerleri yoktur (6). CK-MB ise 3-6 saat i¢inde yiikselmeye baslamakta ve 12-24
saat i¢inde pik yapmaktadir (4, 5). Benzer sekilde serum Troponin-T diizeyi de erken
donemde yiikselmeye baslamaktadir (7, 8). Plazma CK aktivitesi kas
yaralanmalarinda, akut miyokart enfarktiisii sonrasinda ve proteinlerin enerji
metabolizmasi olarak kullanildiginda artmaktadir (9). CK-MB akut kalp dokusu
hasarmin tespiti ve miyokart enfarktiisiiniin tanimlanmasinda ilk ve Onemli bir

gostergedir (10, 11). Kreatin kinaz (CK) izoenzimlerinin tayininde elektroforez,
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Iyon-degistirici kromatografi ve ¢esitli immiinolojik yOntemler olmak {izere
genellikle li¢ yontem, ayirim ve miktar 6l¢iimii i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir
(12). CK-MB’ nin katalitik aktivitesinin, immiinoinhibisyon yontemi ile l¢iilmesine
karsilik, son yillarda immiinokimyasal yontemler kullanilarak CK-MB kiitle
konsantrasyonu 0lciilebilmektedir. Kiitle 6l¢iim yontemleri, aktiviteye dayali 6l¢iim

yontemlerine gore daha hassastir (13).

Bu ¢alismada; AMI tanisinda, laboratuvar belirteclerinden birisi olan CK-MB
parametresinin 6l¢iimii i¢in kullanilan immiinoinhibisyon (CK-MB enzim aktivite)
yontemi ile immiinoassay (CK-MB kiitle) yonteminin analitik performanslari ve
tamisal  yeterlilikleri ~ degerlendirildi.  Olgiim  ydntemlerinin  giivenilirliligi
degerlendirilerek, ekonomik agidan uygun olan yoOntemin referans yoOntem ile
kiyaslanmast amaglandi. Ayrica antikoagiilanli ve antikoagiilansiz tiipler
kullanilarak, serum ve plazma orneklerinde CK-MB sonuglar1 arasinda fark olup

olmadigi incelendi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Akut Koroner Sendromlarm Tanim

Kardiyovaskiiler hastaliklar bir¢ok iilkede tim etnik gruplardaki erkek ve
kadinlarda 6liim nedeni olarak ilk sirada yer almakta ve ayni1 derecede dnemli olarak
yasami kisitlamaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 2020 yil1 igin hazirladig
yagami kisitlayan hastaliklar listesine gore; tiim diinyada, koroner kalp hastaliginin
(KKH) birinci, inmenin ise dordiincii olacagi belirtilmistir (14). Koroner kalp
hastaliginin yillik maliyeti, bircok hastalik ile kiyaslandiginda en st sirada
almaktadir (15). Kardiyovaskiiler hastaliklar, tiim diinyada oldugu gibi tilkemizde de
basta gelen 6liim nedenlerindendir. Akut koroner sendrom (AKS), stabil olmayan
gogiis agrisindan (USAP), akut miyokard infarktiisiine (AMI) kadar degisebilen
farkli klinik tablolarla karsimiza ¢ikar (16). Akut koroner sendrom (AKS); koroner
arter plaginin yirtilmasi sonucu, tromboz veya miyokard perfiizyonunun farklh
derecelerde bozulmasina neden olan acil klinik sendromlar olarak tanimlanmaktadir
(17). Gogiis agrist akut koroner sendromun (AKS)’ un baslangicindaki ilk ve tek
sikdyet olabilir. Akut koroner sendromun tanisi, risk faktorlerinin degerlendirilmesi,
dikkatli ve hizli EKG degerlendirilmesi ve kardiyak enzimlerin o6l¢iilmesi
temelindedir. Plazmaya, hasarlanmis kardiyak dokudan kardiyak proteinlerin
salinmasi, akut myokard infarktiisiiniin (AMI) varlig1 veya yoklugu i¢in 6nemli bir

tanisal parametredir (18).



2.2 Akut Koroner Sendromun Siniflandirilmasi

Akut miyokard iskemisine bagli gelisen klinik tablolarin timii AKS olarak
tanimlanir. Bu klinik tablo, kararsiz angina, ST-segment yiikselmesi olan ve olmayan

miyokard infartiisiinii i¢erir (Sekil-1) (17).

Akut Koroner Sendrom

ST segment yiikselmesi yok ST segment yiikselmesi var

ST yitkselmesiz MI
Kararsiz angina

Q dalgasiz MI Q dalgah Mi

Sekil 1: Akut koroner sendromlarin basvuru EKG’sine gore siniflandirilmasi

2.3. Miyokardiyal Hasarin Biyokimyasal Belirtecleri

Miyokard infarktiisii tanisi, Avrupa Kardiyoloji Dernegi (ESC) ve Amerikan
Kardiyoloji Koleji’nin (ACC) son ortak raporuna gore, biyokimyasal belirteclerden
CK-MB ve/veya Troponin T veya I yiiksekligine ilaveten miyokardiyal iskemi ile
uyumlu belirtilerin varlig1 (6zellikle angina pektoris) ile konabilir (17). Miyokard
infarktlisii uzamig iskemi sonucu meydana gelen irreversibl kalp kasi nekrozudur.
Miyokard infarktiisiiniin siddeti, miyokard hiicresinin oksijen ihtiyaci ile koroner kan
akim arasindaki dengesizligin derecesi ve siiresi ile yakindan iliskilidir. infarktiisiin
ileri donem bulgulari, nekroze olmus miyokard dokusunun yayginligina baglidir.
Semptom ve bulgular, uzamis iskemi esnasinda gelisen fizyolojik, hiicresel ve
biyokimyasal degisikliklerin gostergesidir (19). Miyokardiyal hiicreler nekroza
ugradiklarinda membran biitiinliigii kaybolur ve hiicre i¢i makromolekiiller kardiyak

interstisyuma diffiize olurlar. Infarktiis bolgesinden de mikrovaskiiler yap1 ve
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lenfatikler ile dolasima gecerler (20). Bunlara “serum kardiyak belirtecleri” denir.
Hasarli miyositlerden dolasima salinan baglica proteinler miyoglobin, CK ve CK-
MB, troponinler (I ve T), aspartat aminotransferaz ve laktat dehidrogenazdir.
Kardiyak spesifik troponin T ve I, akut MI’ da yeni markerler olarak kullanima

girmistir (21).

Optimal bir o6zgiinlik icin; biyokimyasal belirteclerin miyokardda yiiksek
oranda bulunmasi, buna karsilik baska dokuda ve serumda hi¢ bulunmamas1 gerekir.
Optimal duyarlilik i¢in ise miyokard hasarini takiben siiratle seruma ¢ikmasi ve
serumdaki miktar1 ile hasarin derecesi arasinda uyum olmasi gereklidir. Ayrica
6lciim metodunun kolay ve ucuz olmasi ve tantya olanak saglayacak kadar yeterli
stirede serumda yiiksek diizeyde kalmasi gerekmektedir (22). Miyokard hasarinin
tanimlanmasinda siklikla kreatin kinaz-miyokardiyal band (CK-MB), Myoglobin,
Troponin T ve I kullanilmaktadir. LDH ve AST, duyarlilik ve 6zgiilliiklerinin diistik
olmasi nedeniyle fazla tercih edilmemektedir (23). AMI sonras1 kanda saptanan

serum enzimlerinin giinlere gore yiikselme egrileri Sekil-2’ de gosterilmistir (24).
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Sekil 2: AMI sonrasinda saptanan serum enzim diizeyleri



2.3.1. Aspartat Transaminaz (AST)

Serum glutamik oksaloasetik asit transferaz (SGOT) olarak bilinen bu enzim
uzun yilardan beri akut miyokard infarktiisii tanisinda kullanilmaktadir. Miyokard
infarktiisiniin 8-12. saatlerinde yiikselmeye baslar, 24-72 saatte pik yapar ve 2-5
giin yiiksek olarak devam eder. Serum seviyeleri konjestif kalp yetmezliginde,
karaciger hastalii durumunda, iskelet kasi hasarinda, miyokarditte, paroksismal
tasikardi ataklarinda, dissekan anevrizmada ve pankreatitte de yiikseldigi i¢cin ¢ok
spesifik degildir (25). Aspartat transaminaz Olglimleri (AST) bugiin artik tani
koymada ¢ok fazla kullanilmamaktadir (26).

2.3.2. Laktat Dehidrogenaz (LDH)

Laktat dehidrogenaz, kreatin kinaz enzimi gibi kalp disinda bobrekler,
eritrositler, beyin, mide ve iskelet kasinda da yaygindir. LDH’ 1n 5 izoenzimi vardir,
bunlardan LDH-1 ve LDH-2 izoenzimleri miyokard iskemisi tanisinda kullanilir.
LDH-1 enzimi miyokard infarktiisiinde ve 16semi gibi durumlarda ytikselir. LDH-2
iskelet kas1 hari¢ viicudun diger biitiin dokularindan ama en belirgin olarak kalpten
salinir (27). Serum total LDH aktivitesi gogiis agris1 basladiktan 8-12 saat sonra
yiikselir, 24-48 saat sonra tepe degerine ulasir, yedi glin veya daha uzun siire yiiksek
kalir. Aktivitedeki artis genellikle referans degerinin {ist sinirinin 3-4 kati olmakla
birlikte 10 kati kadar da olabilir. LDH-1 izoenzimi kalp kasma daha spesifik
oldugundan tan1 koymada daha yararlidir (26). LDH-1/LDH-2 orani 1’den biiyiikse
miyokard nekrozunu gosterir (25). Normalde serumda LDH-2, LDH-1" den daha
fazla miktarda bulunur. Miyokard infarktiisii durumunda ise LDH-1, LDH-2" den
daha fazla yiikselir. Bu durum 7-10 giin iginde normale doéner (28). LDH’ i
glinimiizde tek kullanim alani; ge¢ déonemde bagvuran, troponinleri pozitif, CK ve
CK-MB diizeyleri normale donmiis olan hastalarda akut-subakut MI ayrimim

yapmaktir (29).
2.3.3. Kreatin Kinaz (CK)

Kreatin kinaz, (adenozin trifosfat: kreatin N-fosfotransferaz; CK) 82 kDa
agirliginda dimerik bir enzim olup ATP tarafindan kreatinin tersinir fosforilasyonunu
katalize eder (Sekil-3).



Kreatin kingz

Kreatin+ ATP  ¢——"  Kreatinfosfat + ADP

Sekil 3: Kreatin kinaz enziminin islevi

Fizyolojik olarak, kas kasilmasi sirasinda ATP, ADP’ ye doniisiir. CK, kreatin
fosfat1 fosforilasyon kaynagi olarak kullanip ADP’ yi tekrar ATP’ ye fosforile eder.
fleri yonlii reaksiyonun optimal pH degeri 9.0 iken, geri tepkimenin optimal pH
degeri 6.7°dir. Bu yiizden fizyolojik pH’ da reaksiyon sola dogru olup, ATP olusumu
yoniindedir. Tim kinazlarda oldugu gibi magnezyum (Mg) zorunlu aktivator
iyondur. Enzim, mangan (Mn), kalsiyum (Ca), ¢inko (Zn), ve bakir (Cu) gibi metal
iyonlar1 tarafindan inhibe edilir. Ayrica iodoasetat, siilfidril baglayan bilesikler,
yilksek ADP konsantrasyonu, sitrat, nitrat, bromiir, malonat, {irat ve sistin serumda
bulunan enzimin gii¢lii inhibitoriidiirler. Serumda bulunan kreatin kinaz enzimi
goreceli olarak kararsizdir ve enzimin aktif bolgelerinde bulunan siilfidril gruplarinin
oksidasyonu ile aktivitesi kaybolur. Enzim aktivitesi enzimin siilfidril bilesikleri (N-
asetilsistein, monotiyogliserol, ditiyoeritritol, glutatyon) ile inkiibe edilmesi ile

kismen geri kazanilabilir (13).

Kreatin kinaz aktivitesi en yiiksek olarak sirasiyla ¢izgili kas ve kalp kasinda
bulunur. Beyin, gastrointestinal sistem ve mesanede daha az oranda bulunurken,
eritrositte bulunmaz. Serum CK aktivitesi, cinsiyet, yas, kas kiitlesi, fiziksel aktivite

ve 1rk gibi bir¢ok fizyolojik faktorden etkilenir (30).

Plazma CK aktivitesi kas yaralanmalarinda, akut miyokart enfarktiisii

sonrasinda ve proteinlerin enerji metabolizmasi olarak kullanildiginda artar (9).
- Kreatin Kinaz (CK) izoenzimleri

CK dominant bir enzimdir. Cizgili kas, kalp kasi ve beyinde bulunur (31).
Kreatin kinaz B ve M olmak iizere iki alt birimden olusan bir dimerdir. Enzimin aktif
formu dimer oldugundan ¢ tip dimer mevcuttur. Bunlar BB (CK-1), MB (CK-2),
MM (CK-3) seklinde gosterilir.



Kalp dokusunda CK aktivitesinin %70-85” ini CK-MM olusturur. Geriye kalan
kism1 da CK-MB olusturur (32). iskelet kasindaki CK aktivitesinin %99’ unu CK-
MM izoenzimi olusturur (33). CK-MB’ nin nerdeyse tamami miyokartta tretilir.
Bununla birlikte ¢ok diisiik miktarlarda ince bagirsakta, dilde, diyafragmada, uterus
ve prostatta bulunur (34). CK-MB, miyokardiyuma 6zel bir enzim yapisi olmasina
ragmen miyokardin toplam CK aktivitesinin % 15- 30’ unu olusturur (35). Dokulara

gore CK izoenzimlerinin dagilimi Tablo-1°¢ de gosterilmistir (36).

Tablo 1: Dokularda CK izoenzimlerinin % Aktivite Olarak Dagilim1

DOKU CK-MM % CK-MB % CK-BB %
Cizgili Kas 99 1 0
Miyokardium 77 22 1
Beyin 4 0 96

CK-MB, akut kalp dokusu hasarinin tesbiti ve miyokart enfarktiisiiniin
tanimlanmasinda ilk ve Onemli bir gostergedir (10, 11). Akut miyokard
infarktiisiiniin tanimlanmasinda kullanilan CK-MB, yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige

sahip bir enzimdir (37).

Bir¢ok calismada CK-MM ve CK-MB elektroforez ile daha ileri diizeyde
ayrigtirtlmistir. En az 3 adet CK-MM izoformu ve en az 4 adet CK-MB izoformunun
varligr gosterilmistir (38). CK-MM’ in doku izoformu CK-MtMt (MMjs) olarak
tanimlanir. Bu enzim dolasima ¢iktiginda C-terminal lizin residiileri,
karboksipeptidaz ile hidroliz olur ve sonugta CK-MtMs (MM;) ile CK-MsMs (MM)
olusur. Ayni sekilde CK-MB doku izoformu dolasima salindiginda ayni enzim
tarafindan CK-MB; ve CK-MB; olusturulur (39).

CK-MB miktarimin, serumdaki total CK’ nin %5’ ini asmasi, miyokardiyal
hasar olarak degerlendirilir. Bununla beraber bir kez ol¢iilen CK-MB ile AMI i¢in
tanisal deger yaklasik %60 civarindadir. Seri CK-MB 6l¢giimleri ile tanisal deger %
80-96’ ya kadar yiikselmektedir. CKMB’ nin o&zgilligini arttirmak igin bu

miyokardiyal bandin alt formlar1 miyozin zincirinin bulundugu yere gore tanida
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kullanilabilir. CK-MB,/CK-MB; oraninda artis ilk 72 dakikada erken tanida %95.7
dogruluk saglamaktadir (23). Akut miyokard infarktiisii basladiktan 4-6 saat sonra
CK-MB diizeyinde artis meydana gelir. Bu diizeydeki artis yaklagik 24 saat sonra
maksimum diizeye ulasir ve 36-72 saat sonra baslangi¢ diizeyine doéner. CK-MB
izoenzimi sadece kalp dokusuna 6zgii olmadigi i¢in, tek bir CK-MB 6l¢timii ile elde
edilen sonuglar miyokardiyal enfarktiis (MI) gostergesi sayillamaz. Genel olarak MI
teshisi, 6-9 saatlik bir siire i¢in 3 saatlik araliklarla veya 24 saatlik bir siire i¢in 6-9

saatlik araliklarla yapilan CK-MB 6l¢iimleri sonucuna gore degerlendirilir (26).

CK-BB beyin dokusuna 6zgii CK izoenzimidir. Ancak; az da olsa iskelet ve
kalp kasindaki toplam CK aktivitesine, 6zellikle diger CK formlarinin eksikliginde
etkisi vardir. CK-BB’ nin yiiksekligi beyin dokusundaki hasari tanimlar (40). Ilk
olarak Radyoimmiinoassay (RIA) metodu ile serumda ve beyin-omurilik sivisinda,
akut beyin hasarinda CK-BB diizeylerinin yiikseldigi tespit edilmistir (41). O
zamandan beri CK-BB, merkezi sinir sisteminde kafa travmasina bagli sinir
hasarinda prognostik faktor olarak kullanilmaktadir (42, 43). Ayrica bazi kanser
tirlerinde CK-BB izoenziminin serumda arttig1 tespit edilmistir. Adenokanserlerde

ve anaplastik karsinomali plevral sivili olgularda, CK-BB izoenziminin arttig

bildirilmektedir (44).

Immiinolojik ve elektroforetik hareketliligi nedeni ile digerlerinden ayrilan
dordiincii bir CK izoformu daha mevcuttur. Bu izoenzim mitokondri i¢ ve dis
membrani arasinda bulunan mitokondriyal kreatin kinazdir (CK-Mt). Mitokondriyal
kreatin kinazin iki izoformu vardir ve her izoform da dimerik yapidan olusmustur.

Ozellikle kalpte, total CK aktivitesinin % 15’ ini CK-Mt olusturur (45).

CK aktivitesi, ayrica makromolekiiler form olarak da bulunabilir (makro-CK).
Iki tiir Makro CK tarif edilmistir. Makro CK Tip-1; antijen-antikor reaksiyonu ile
olusan bir izoenzim-Iimmiinoglobiilin kompleksidir. Tip 1 Makro CK’ nin en yaygin
bi¢imi CKBB-IgG kompleksidir. Makro CK Tip-2’ nin ise sitoplazmik olmasindan
ziyade mitokondriyal kokenli oldugu disiiniilmektedir (46). Makro CK Tip-2
elektroforetik olarak CK-MM’ nin katoda yakin boliimiinde saptanir ve yiiksek
enerjik aktiviteye sahiptir (47). Hastanede yatmakta olan hastalarda gegici olarak
%6’ ya kadar Makro-CK varligi bulunabilir. Ancak bunlarin ¢ok azinda yiiksek
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serum CK aktivitesi mevcuttur. Makro-CK, CK-MB’ nin immiinoinhibisyon

metoduna dayali 6l¢timlerini interfere edebilir (48).
2.3.4. Myoglobin

Miyokard hasarinda en erken yiikselen biomarkerlardan birisi de
miyoglobindir. Ilk 3 saatte yiikselmesine karsin hem kasta hem de kalpte bulunmasi
ozgiilligiinii  azaltmaktadir. Ozgiilliiglinii artirmak igin yapilan arastirmalarda
Miyoglobin/Carbonik Anhidraz Il orani kullanilir. Bu oranin 1 olmasi durumunda
miyoglobindeki yilikselmenin kardiyak kokenli oldugu sdylenmektedir (49).
Miyoglobin ayni zamanda reperfiizyonun da erken ve iyi bir gostergesidir.
Noromiiskiiler hastaliklar, bobrek yetmezligi, intramiiskiiler enjeksiyon, asir1
egzersiz, cesitli ilaclar ve toksinler miyoglobin diizeyinin yiikselmesine neden

olabilir (50).
2.3.5. Troponin

Kardiyak troponinler (cTn), kalp kasindaki yapisal ve diizenleyici proteinler
arasinda yer alir. Yiksek klinik duyarlilik ve ozgiillikklerinin olmasi, troponinleri
akut koroner sedromlarda tani, risk belirleme ve tedavi yaklasiminda tercih edilen
markerlar haline getirmektedir (51). Troponin ¢izgili kasin miyofibril seklindeki
proteinidir. Troponin kompleksi Troponin I, Troponin C, ve Troponin T’ den olusur.
Troponin-C (Tn-C) kalsiyumu baglar, Troponin I (Tn-I) aktine baglanir ve aktin
miyozin etkilesimini Onler, Troponin T (Tn-T) ise tropomiyozine baglanir ve
troponin kompleksinin ince flamana baglanmasimi saglar. Aktin ve miyozininin
kalsiyum bagimli etkilesimini saglarlar. Troponin kompleksinin % 6’ s1 sitoplazmada
¢Ozlinmis halde bulunur. Miyokardda Tn-T’ nin ise % 5’ 1 sitoplazmada ¢oziinmiis
halde bulunurken % 95’ 1 miyofibrillere bagl olarak bulunmaktadir. Tn-T’ nin yari
omrii 120 dakika olmakla beraber serumda uzun siire bulunmasi harabiyete ugramis
miyofilamanlardan siirekli salinmasinin sonucudur (52). Tn-I’ nin sadece kalpte
bulunmasi nedeniyle 6zgiilligli %100’ diir. Tn-I ilk 6 saatte yiikselir ve 7 giin kadar

serumda bulunur (53).

Akut miyokard infarktiisiinden sonra Tn-T ve I konsantrasyonlar1 serumda
artmaya baglar. Bu artis CK-MB’ ye benzer ancak normale doniigleri daha uzun
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zaman alir. Yiksek kardiyak Ozelliklerinden dolayr troponinin alt {initeleri
miyokardiyal hasar ve kas hasarmin teshisleri igin olduk¢a uygundurlar (54). Ayrica
kardiyak hastaligi olmayanlarda serum troponin seviyesi c¢ok diisik miktarda
oldugundan, kardiyak hasarin tespitinde CK-MB’ ye gore daha diisiik ayirt edici
konsantrasyonlarin kullanimina izin vermektedir (55). Troponinlerin kardiyak
ozgulligi yiiksek oldugundan, serumda referans limitlerin {izerinde artmis troponin
seviyelerinin varlig1 kardiyak hasar icin iyi bir gostergedir. Boylelikle iskelet kasi
yaralanmalarina bagli CK-MB yiiksekliklerinin, kardiyak hasara bagli olan
yiiksekliklerden ayirt edilmesine imkan saglarlar. cTnl, CK-MB’ den farkli olarak
maraton kosucularinda, akut veya kronik kas hastaliklar1 olanlarda veya bdbrek
hastaliklarinda akut kardiyak hasar olmadik¢a yiikselmez (27, 56). Glniimiizdeki
kardiyak troponin Kkitlerinin 6nemli bir dezavantaji, AMI’ 1 ilk saatlerinde
dolagimda yeterince troponin bulunmadigindan duyarliliklarinin diisiik olmasidir. Bu

testlerin periferik kanda 6lgiilebilmesi igin 3-4 saatin gecmesi gerekir (57).

2.4. Kreatin Kinaz (CK) Aktivitesinin Tayini I¢in Kullanilan
Biyokimyasal Analizler

CK aktivitesinin Ol¢limiinde ¢ok sayida fotometrik, florometrik ve eslenmis
enzim yontemi gelistirilmistir. Hem Cr (Kreatin) > CrP (Kreatin Fosfat) yoniinde
ileri reaksiyon, hem de CrP > Cr yoniinde ters reaksiyonlar kullanilir (Sekil-4).
Glniimiizde, Total CK O0lglimiinde kullanilan tiim ticari kitler ters reaksiyon
prensibine gore hazirlanmistir. Ters reaksiyon, ileri reaksiyona gore 6 kat daha

hizlidir.

Kreatin kinaz
PHE.7
Kreatinfosfat (CrP) + ADP ——* Kureatin (Cr) + ATP

Hekzokinaz (HK)

ATP + glukoz —  glukoz-6-fosfat (G6P) + ADP

GoPdehidrogenaz (G6PD)

Glukoz-6-fosfat + NADP® ———» 6-fosfoglukonat + NADPH + H™

Sekil 4: Kreatin kinaz enzim tayininde gergeklesen enzimatik reaksiyonlar
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CK, CrP’ in Cr’ ne doniisiimiinii katalize eder. Es zamanli olarak Adenozin Difosfat
(ADP)’ 1n Adenozin Trifosfat (ATP)’ a fosforilasyonu gerceklesir. Uretilen ATP
sonugta Hekzokinaz/Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz (HK/G6PD) enzim sistemi ile
Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat (NADP)’ in NADPH’ a doniisiimiinde
kullanilir. Bu doniisiim de 340 nanometrede spektrofotmetrik olarak izlenir. Szasz ve
arkadaslar1 CK aktivasyonu icin N-asetilsistein ekleyerek, Ca** iyonunu baglamak ve
reaksiyon karigimiin dayanikliligmi artirmak igin etilendiamintetraasetik asit
(EDTA) ekleyerek, ayrica Adenilat kinaz (AK) inhibisyonunda kullanilmak {izere
adenozin pentafosfat (Ap5A) ve Adenozin monofosfat (AMP) ekleyerek, yontemi
optimize etmislerdir (58). Daha o6nce yapilan ¢alismalara dayanarak, IFCC
(International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine) tarafindan

37 °C’ de CK 6lgiimii i¢in referans metod gelistirilmistir (59).

CK olgiimii i¢in serum ve heparinli plazma Ornekleri tercih edilir. Heparin
disindaki diger antikoagiilanlar, CK aktivitesini olumsuz yonde etkiledigi i¢in tercih
edilmemelidirler. Serumdaki CK aktivitesi, goreceli olarak kararsizdir ve saklanma
sirasinda hizla kaybolur. Ortalama stabilitesi oda sicakliginda 8 saatten az olup +4
derecede 48 saat, -20 derecede ise 1 aydir. Ornekler icin hafif derecede hemoliz
tolere edilebilir, ¢iinkii eritrositler CK aktivitesi igermezler. Ancak orta ve siddetli
hemoliz igeren Orneklerde eritrosit icerisinden salman AK, ATP ve G6P’ a bagh

olarak CK o6l¢limii interfere olmaktadir (13).

CK aktivitesi, zencilerde beyazlara gore ve erkeklerde bayanlara gore daha
yiiksek diizeylerde bulunmaktadir. IFCC’ nin referans prosediiriine gore CK i¢in

normal degerler, erkekler igin 46-171 IU/L ve bayanlar i¢in 34-145 IU/L’ dir (60).

2.5. Kreatin Kinaz (CK) izoenzimlerinin Tayini I¢in Kullamlan

Biyokimyasal Analizler

Kreatin kinaz (CK) izoenzimlerinin tayininde elektroforez, iyon-degistirici
kromatografi ve gesitli immiinolojik yontemler olmak iizere genellikle {i¢ yontem,

ayirim ve miktar 6l¢limii i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (12).
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2.5.1. Elektroforez

Elektroforetik yontemler; agaroz jel ve seliiloz asetattir. Izoenzim bandlari ters
reaksiyona gore diizenlenmis CK reaktifi karisimi ile inkiibe edildikten sonra
gorliniir hale getirilir. Bu reaksiyonda olusan NADPH uzun ultraviyole dalga
boyunda (360 nm) ile eksitasyon sonrasinda gbzlenen mavi-beyaz floresan ile
floresan dansitometrede tespit edilir. CK izoenzimlerinin pH: 8,6 civarinda
elektroforetik hareketliligi katottan (-), anoda (+) dogru CK-1 (BB), CK-2 (MB),
CK-3 (MM) seklindedir. CK-3 (MM) izoenzimi aplikasyonun uygulandigi katot

bolgesinde bulunur.

Elektroforezin dezavantajlari; uygulumanin nispeten uzun siirmesi, yogun
emek gerekliligi, klinik kimya analizorlerine uyarlanabilir olmamasi ve sonuglarin
yorumlanmasi i¢in tecriibe gerekliligidir (13). CK izoformlarinin tamamini gosteren
tek metod elektroforez olmasina ragmen, immiinolojik yontemlere gore daha az
duyarlidir (61). Sekil-5’ te kreatin kinazin tipik ve atipik izoenzimleri ile

izoformlarinin elektroforetik gogii gosterilmistir.

Cathode Anode
- +
Typical CK
isopezymes and
isoforms
MM MMo MM, MB, MB,y
MM MB BB
Atypical CK
and CK-like
forms
Macro .
Macro Macro Albumin
type 2 AK type 1 type 1 artifact
(BB-igG) (BB-igA)
Mito CK

Sekil 5: Kreatin kinazin tipik ve atipik izoenzimleri ile izoformlarinin elektroforetik gogii
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2.5.2. Iyon-degistirici Kromatografi

Iyon-degistirme teknigi ile CK izoenzimlerinin ayiriminda adsorpsiyon veya

kolon (veya minikolon) kromatografisi kullanilir (12).
2.5.3. Immiinolojik Yéntemler

CK izoenzimlerinin immiinolojik yontemlerle 6l¢iimii i¢cin, CK enziminin M ve
B alt birimlerine 6zgiin anti serumlar gerekir. Bu anti seralar spesifik izoenzimlerin
coktiirilmesi (immiinopresipitasyon) veya spesifik izoenzime yarismali olarak
baglanmasi i¢in kullanilir. Keg¢i anti serumlari, alt birim aktivitesini
(immiinoinhibisyon) daha etkili sekilde inhibe etmesine karsin, kegi anti serumlari ile
onceden inhibe edilen CK molekiillerinin ¢oktiiriilmesinde esek anti kegi IgG’ si ile
birlikte kullanilabilir. immiinopresipitasyona dayali yontemde, serumda bulunan tiim
CK-1 (BB) ve CK-2 (MB) izoenzimlerin ¢oktiiriilmesinde (santrifiij sonrasinda) anti
CK-B serumlar1 kullanilmis ve sadece ¢ok az CK-3 (MM) aktivitesi saptanmuistir.
Benzer sekilde, CK-M serumlari ile tim CK-3 ve CK-2 ¢oktiiriildiikten sonra CK-1
(eger varsa) Olciilebilir. Daha sonra serum CK igerigi, toplanan CK-1 ve CK-3
aktivitelerinin toplam CK aktivitesinden c¢ikarilmasi ile CK-2 aktivitesi hesaplanir

(62, 63).

Immiinopresipitasyondan daha basit ve daha hizli olan immiinoinhibisyon
teknigi yaygin olarak kullanilir. Anti CK-M serumlar1 inhibisyonu ile CK-3
yapisindaki M alt birimlerinin ikisi ve CK-2 yapisindaki tek M alt birimi inhibe
oldugu i¢in CK-2 B alt birimi, CK-1 B alt birimleri ile herhangi makro veya
mitokondriyal CK molekiillerine iliskin ve AK enzim aktiviteleri belirlenir. CK-2
aktivitesinin etkin bicimde belirlenebilmesi i¢in, bu yontemde analizi yapilan
serumda CK-1 aktivitesinin bulunmadigi varsayilir. Bu durum her zaman
gerceklesmez. CK-1 bulunan Ornegin aktivitesi, immiinoinhibisyon tekniginin
saptama limitinden diisiik olan 5 U/L degerinden daha azdir. Bu nedenle, CK-1
girisimi genellikle, goz ard1 edilmektedir (12).

Immiinoinhibisyon teknigi ile olgiim, yerini biiyiikk oranda CK-MB Kkiitle
Olctimiine  birakmistir. CK-MB izoenziminin katalitik aktivitesine dayali
immiinoinhibisyon teknigine karsilik, “immiinoassay” ler CK-MB’ nin kiitle
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konsantrasyonlarin1 6lgerler. Spesifik CK-MB o6lgiimlerinde “sandvi¢” teknigi
kullanilir. Bu yontemlerde CK-MB dimerinin farkli kisimlaria afinite gosteren 2
antikor kullanilir. Bu antikorlardan biri B alt birimine, digeri M alt birimine
yoneliktir. Baz1 yontemlerde de sadece MB dimerine ydnelik antikorlar kullanilir. i1k
antikor genellikle monoklonal olup bir matriks {izerinde sabit hale getirilir. Ikinci
antikor ise enzim ya da “marker” molekil ile etiketlenir. “Sandvi¢” yontemlerde
sadece CK-MB tespit edilir. Ciinkii ne CK-MM ne de CK-BB her iki antikorla
reaksiyon verir. Kiitle oOl¢limleri, aktiviteye dayali Olgiimlere goére c¢ok daha
duyarlidir ve CK-MB yiiksekliklerini daha erken tespit ederler. Degisik
isaretleyicilerin kullanildig1 birgok kiitle 6l¢iim yontemi bugiin ticari olarak mevcut
olup acil ve rutin CK-MB 6l¢iimiinde kullanilmaktadir. Kiitle 6l¢iim yontemlerinin
diger avantajlari; stabil olmasi, hemoliz, antikoagiilan ajanlar ve katalitik aktiviteyi
etkileyen diger inhibitorlere bagl interferanstan etkilenmemesi, ayrica tam otomatize
sitemler ile sonuglarin erken zamanda alinmasi olarak gosterilebilir. Bu sistemlerin
tespit smir1 1 pg/L den azdir. Erkekler icin referans iist sinir1 5.0 pg/L’ dir.
Kadinlarda bu simir daha diisiik olmasina ragmen birgok laboratuvar tek bir referans

deger olarak, erkeklere ait olan referans degeri kullanmaktadir (13, 64).

2.6. Laboratuvarda Kullamlan Ol¢iim Yéntemlerinin Se¢imi Ve

Analitik Performanslarimin Degerlendirilmesi

Son yillarda laboratuvarlarda kullanilan teknolojiler bas dondiiriicii bir hizla
degismektedir. Bu sayede laboratuvar daha giivenilir ve daha standardize bir hale
gelmektedir. Giliniimiizde klinik laboratuvar sorumlular1 yOntemleri bizzat
gelistirmek yerine, yeni ticari kitleri denemek ve se¢cmek icin daha ¢ok zaman
ayirmaktadir. Laboratuvarin veya hastanenin toplam kalitesinin arttirilmasi felsefesi
icinde analiz edilecek Ornegin tiirli, hacmi, analiz siiresi, testin geri doniis zamani
gibi ¢ok sayida etken yontem se¢imi konusunda laboratuvar sorumlularini siirekli
arayisa itmektedir. Bir klinik laboratuvar i¢in rutinde kullanilmak iizere yontem
secimi ve bu yontemin performansinin degerlendirilmesi kalite planlama iginin bir
parcast olarak ¢cok onemlidir. Tibbi yarar saglamak, teshiste hassasiyet, dogruluk ve

spesifikligi arttirmak, maliyeti azaltmak gibi cesitli sebeplerden dolayr eski bir
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yontemin yerine ge¢cmek iizere yeni bir yontem arayisina girilebilir. En iyi yontem

kendisinden beklenen ihtiyag¢larin tiimiinii karsilayandir (65).
2.6.1. Metod Validasyonu (Yontem Gegerliligi) Nedir? Neden Gereklidir?

Laboratuvar sonuglarini etkileyen cok sayida faktér bulunmaktadir. Ana
faktorlerden biri analizlerde kullanilan yontemlerdir. Klinik  biyokimya
laboratuvarlarinda, c¢ogunlukla  viicut sivilarindaki  analitlerin =~ miktarlar
Olctilmektedir. Kiitle, konsantrasyon, aktivite, hacim gibi ¢esitli 6l¢tim sonuglar1 elde
edildigi icin, bu analiz yontemleri 6l¢lim yontemleri olarak adlandirilabilir. Hazir
kitler (reaktifler) satin alinacagi zaman, On arastirmalara goére karar verilebilir
diisiincesi yaygindir. Ciinkii tiretici firmalar gerekli 6n kontrolleri yaparak olgiilebilir
karakteristiklerin degerlerini hesaplamaktadirlar. Fakat O©nemli olan, o6l¢iim
yonteminin laboratuvar kosullarinda istenilen verimle calistirilabilmesidir (66). Iyi
bir tibbi yaklagim igin, laboratuvar ¢aligmalarinin olabildigince dogru ve duyarli bir
sekilde yapilmasi gerekir. Diger taraftan her laboratuvar, kendi analiz sonuglarinin
tutarli olmasina 6zen gostermelidir. Bunun igin her laboratuvar yoneticisi, kendi
laboratuvarina en uygun yontemi se¢cmek i¢in kullanilan yontemlerin 6zelliklerini
bilmek durumundadir (67). Ornegin; goriintilleme cihazi veya kiti belirlerken,

yontem degerlendirilmesinde kullanilan 6zellikler hakkinda bilgi sahibi olmalidir
(68).

Ozellikle Amerika Birlesik Devletleri (ABD) olmak iizere, birgok iilkede
yapilan arastirmalar, gilivenilir verilerin elde edilebilmesi i¢in 6l¢iim yontemlerinin
laboratuvar kosullarinda denenerek, performans kriterlerine gore degerlendirilmesi
gerektigini vurgulamaktadir. Hatta bu deneyler yasalarla zorunlu hale getirilmektedir
(66). ABD’ de “Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA) Final Rule”
a gore “Her laboratuvar, basit serbest testler (waived test) disinda kalan herhangi
bir yeni yontem icin validasyon (dogrulama) c¢alismast yapmaldir” seklinde
belirtilmistir. 2003 yilindan beri bu yasaya gore tiim orta ve yiiksek karmasikliktaki
test yontemlerinin (basit testler disindaki tiim testler) performans: laboratuvarlarda
valide edilmelidir. Ayn1 sekilde Avrupa iilkelerinde de benzer bir durum soz
konusudur. Tibbi laboratuvarlar icin gelistirilen ISO (International Organization for
Standardization) 15189 standardinda su ifade yer almaktadir: “Laboratuvar,
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inceleme prosediirlerinin amaglanan kullanima uygunlugunun dogrulanmasinda
sadece gegerliligi  kamitlanmis  prosediirleri  kullanacaktir.  Gecgerliligin
kanitlanmasi, uygulamanmin veya uygulama alanimin gerektirdigi boyutlarda
olacaktir. Laboratuvar, gecerlilik kanitlanmast icin kullanilan prosediirii ve
prosediir sonuglarint kaydedecektir’. Sonug olarak metod validasyonu tek bir

tilkede degil, tiim diinyada standart bir laboratuvar uygulamasidir (69).

Validasyon; Bir metod veya 6l¢iim prosediiriiniin belirlenen amaglara uygunlugunun

objektif olarak test edilip belgelendirilmesidir.
Laboratuvarda kullanilacak bir yontem ne zaman valide edilmelidir?

- Yeni gelistirildigi zaman

- Laboratuvarda ilk defa uygulanacagi zaman

- Kullanilmakta olan yontemde degisiklik yapildigi zaman
- Iki yontem karsilastirildigi zaman

- Uzun siire kullanilmayan bir yontem yeniden kullanilacagi zaman

Validasyon 3 sekilde yapilabilir:
a- Tam validasyon b- Kismi validasyon c- Konfirmasyon

a- Tam validasyon: Yontemin analitik performansini  degerlendiren tiim
parametreleri kapsar.
Bunlar; - Dogruluk
- Tekrarlanabilirlik
- Analitik Ozgiilliik
- Analitik Duyarlilik
- Interfere edici maddeler
- Dogrusallik (Linearite)
- Olgiim aralig
- Gozlenebilirlik sinir1 (Limit of Detection- LOD)
- Belirlenebilirlik sinir1 (Limit of Quantitation- LOQ)
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b- Kismi Validasyon: Performans parametrelerinin bir kisminin incelendigi

validasyondur.

c- Konfirmasyon: Dogrulugu kanitlanmis metotlar igin kullanilir. Tekrar
validasyona gerek yoktur. Laboratuvar ortaminda sadece dogruluk ve

tekrarlanabilirlik test edilir (70).

Laboratuvarda kullanima girecek yeni bir yontem belirlendikten sonra bu yontemin

oOl¢iilebilir 6zellikleri deneylerle belirlenir.

- Yontem karar kriterlerine (kalite standartlarina, kalite kriterlerine,
performans standartlarina-cogunlukla tibben miisaade edilen toplam hata
degeridir) gore degerlendirilir.

- Referans yontemle (altin standart) veya giivenilirligi kanitlanmis bir
yontemle karsilastirilir.

Yeni yontemin uygulanip uygulanmayacagina karar verilir (68).

2.6.2. Analitik Performans Parametreleri

- Dogruluk: Olgiilen sonug ile referans kabul edilen deger arasindaki uyumun
birbirine olan yakmhgidir. Olgiim aygitimin dogrulugu ise; olgiim aygiti ile elde
edilen sonuglarin, ger¢ek degere yakin 6lgebilme kabiliyetidir (71). Olgiimlerin
dogrulugu; genis bir Ol¢lim serisinden elde edilen ortalamanin, gercek degere
yakinlig1 olarak tanimlanmaktadir (72). Ortalama deger ile ger¢ek deger arasindaki
fark “Bias” olarak isimlendirilir ve rakamsal olarak ifade edilir. Gergek deger ile

ortalama deger arasindaki fark, yani bias arttik¢a, dogruluktan uzaklasilir (73).

Dogruluk; hem biastan, hem de kesinlikten etkilenir ve toplam hatay1 yansitir.
Toplam hata; sistematik hata ve rastgele hatanin toplamidir. Toplam hata, sistematik

hata ve rastgele hata Sekil-6 ‘da grafiksel olarak gosterilmistir.
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Sekil 6: Toplam hata, rastgele hata ve sistematik hatay1 gosteren grafik

Sistematik hata; olgiilen deger ile gercek deger arasindaki uyumun gostergesidir.

Klinik 6rneklerin hem aday yontem, hem de daha once kullanilmis ve dogrulugu
kanitlanmig yontemle analiz edilen yontem, yontem karsilastirma deneyleri ile

hesaplanabilmektedir (74).

Sistematik hatalar iki tiptedir: Sabit hata ve oransal hata. Sabit sistematik hata; analit
konsantrasyonunun degismesinden etkilenmez. Hep ayni miktardadir. Buna zit
olarak, oransal sistematik hata analit konsantrasyonu degistikce degisir ve analit
konsantrasyonunun yiizdesi olarak degisim gosterir. Sabit ve oransal hatalar, yontem
karsilastirma deney sonuclarinin y ekseninde aday yontem verileri, x ekseninde
referans yontem ve/veya gercek degerleri belirtilmek tizere cizilen grafiklerden
kolaylikla saptanabilir. Sekil 7’ de sabit hata en uygun cizgiyi belirli miktarda
kaydirmistir, bu kaydirma derecesi y - kesisim ile belirlenir. Oransal hata en uygun
cizgiyi 45-derecelik ideal ¢izgiden oransal olarak gozlenen egim degisikligi ile
uzaklastirmaktadir. Anlasilabilecegi gibi, bu grafiklerin gorsel olarak incelenmesi

analitik hatanin bilesenleri hakkinda yararli bilgi saglamaktadir.
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Sekil 7: Sabit ve oransal sistematik hatanin grafiksel gosterimi

Toplam Hata; Bir yonteme karar verirken tiim hatalar1 iginde toplayan toplam
hatanin bilinmesi gerekmektedir. Toplam hata analitik kalitenin kabul edilebilirligini
belirleyen ve sonug olarak yontemin hedeflenen klinik kullanima uygunlugu kararini
aldiran bir degerdir (75). Toplam Hata degerlendirilmesi, klinik kimyada yeni bir
kavram degildir. Toplam analitik hata, sistematik analitik hata ve rastgele analitik
hatanin toplami olarak tanimlanmistir. Belirli konsantrasyonlarda uygulanan

regresyon yontemleri ile toplam analitik hata belirlenebilmektedir (76).

- Kesinlik (Tekrarlanabilirlik): Bir analitik yontemin, ayni 6rnegin ard arda analiz
sonuglarini ayni olarak elde edilme 6zelligi yontemin kesinligi veya rastgele analitik
hata olarak adlandirilir.

Rastgele hata: Kesinligin hesaplanmasi igin ayni drnek ard arda en az 20 kez analiz
edilir ve standart sapma (SD) hesaplanir. Calisma grubu-i¢i kesinlik degeri
hesaplamak i¢in ayni1 6rnek tek bir calisma grubu icinde tekrar tekrar analiz edilir
veya klinik orneklerle birlikte ayn1 materyal ¢ift ¢alisilir. Cift calisma sonuglarindan
SD hesaplanir. Calisma grubu-i¢i kesinlik ¢ogunlukla toplam kesinlikten kiigiiktiir.
Ciinkii ard arda ¢alisma veya cift calismalarda degisiklik olma sansi ¢ok azdir. Giin-
ici veya calisma gruplari-aras1 kesinlik degeri i¢in ayn1 6rnek giin boyunca farklh

calisma gruplarinda analiz edilir. Bu degiskenlik ¢alisma grubu-i¢i degiskenlikten
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daha biiyiiktiir. Gilinlere gore veya giinler arasi kesinlik de ayni Ornegin farkli
giinlerdeki ol¢iimlerinden hesaplanir. Bu son hesaplama ger¢ek hayata en fazla uyan
degerdir. Ciinkii farkli operatorlere goére yontem performansinin degisiminden,
cihazdaki giinden giine degisikliklerden, farkli pipetlerden, sicakliktaki
farkliliklardan veya diger laboratuvar degisimlerinden en fazla etkilenen kesinlik
degeridir (75). Dogruluk ve kesinlik kavramlari arasindaki iliski Sekil-8° de

gosterilmistir.

Diisiik dogruluk , Diisiik kesinlik Diisitk dogruluk ., Yiiksek kesinlik

©

Yiiksek dogruluk , Diisiik kesmlik Yitksek dogruluk . Yiiksek kesinlik

Sekil 8: Dogruluk ve Kesinligin grafiksel olarak gosterimi

Standart sapma; Bir ¢alisma grubundaki her bir verinin ortalamaya gore ne kadar
uzaklikta oldugunu, bir diger deyisle dagilimin ne yayginlikta oldugunu gosteren bir
ol¢iidiir. Baska bir sekilde tanimlanacak olursa, belirli bir popiilasyonda incelenen
ozelligin (veya 6zellikle ilgili degerlerin ya da 6l¢limlerin) ne genislikteki bir aralikta
(dar veya genis) dagildiginin gostergesi varyans ve onun bir tiirevi olan standart
sapmadir. Varyansin karekokii standart sapmay1 verir, standart sapma biiyiidiik¢e

dagilim yayglasir (77).

Varyasyon (degiskenlik) katsayis1 (Coefficient of Variation); Standart sapmanin

ortalamaya gore yiizde kaghk degisim gosterdigini belirtir ve degiskenligi

standardize ettigi igin tekrarlanabilirligin degerlendirilmesinde kullanilir. % CV
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olarak terimlendirilir. Varyasyon katsayisi ile ortalama degerlerden bagimsiz olarak,
farkli test sonuglarinin tekrarlanabilirligi karsilastirilabilir.

% CV = % Relative Standard Deviation = [(Standart Sapma/Ortalama)*100] formiili
ile hesaplanan % CV rastgele hatay1 degerlendirir (78).

Standart Sapma(SD)
Varyasyon katsayisi = % 100

Aritmetik ortalama( ¥ )

- Analitik Ozgiilliik: Y6ntemin dogruluguyla dogrudan iliskili olup, analitik yontem
tarafindan tespit edilen analitin, diger maddeler ile reaksiyona girmediginin

gostergesidir (79).

- Analitik Duyarhhk: Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
(International Union of Pure and Applied Chemistry - IUPAC) tarafindan
kalibrasyon egrisinin egimi ve bir analitik prosediiriin analitteki belirli miktardaki
degisim sinyallerine karsi gosterdigi de8isim yamiti  kapasitesi olarak
tanimlanmaktadir. Temel olarak bu tanim bir analitin miktari, konsantrasyonu veya
Ozelliginin degismesiyle goreceli olarak sinyaldeki degisim miktarini agiklamaktadir.
Analitik duyarlilik ve saptama sinir1 yaygin olarak karistirllmakta ve yanls
kullanilmaktadir. Terimler birbirleriyle iligkili olduklarindan karistirilmaktadir ve her
ikisi de “duyarl’” yontem kararini etkilemektedir. Pratikte ideal yontemin analitik

duyarliligr yiiksek, saptama siirinin diisiik olmasi gerekir (75).

- Girisim (Interferans): Ornekte bulunan bir maddenin, bir analit i¢in genellikle

konsantrasyon veya aktivite olarak ifade edilen sonucunun gergek degerini degistiren
etkidir (80).

- Geri Kazanim (Recovery): Geri kazanim bir analitik yOntemin
konsantrasyonu/igerigi bilinen 6rneklere bilinen miktarlarda eklenen analiti dogru
olarak 6l¢gme kapasitesidir. Geri kazanim 6l¢iimleri bir yontemin dogrulugu hakkinda
en gercekei bilgiyi saglar. Ciinkii igerigi bilinen Ornegin matriksinde/dogasinda
bulunan tiim diger bilesiklerin varliginda, analiti ne derece ol¢tiigli bilgisi elde edilir

(75).
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- Olgiim arahgi: Analitik aralik; Slciilmesi istenilen analit icin numune iizerinde
hicbir uygulama yapmadan O6l¢iim yoOnteminin, analiti 6lgebildigi konsantrasyon

araligidir. Linearite deneyi ile test edilir (79).

- Dogrusallik (Linearite): Bir analitik yontemin dogrusalligi test sonuglarindan
dogrudan elde edilerek ya da c¢ok iyi tanimlanmis matematiksel derisimleri belli,
belirli bir sirada verilen Ornekler icinde analitin degisik konsantrasyondaki

orneklerinden elde edilir (81).

- Gozlenebilirlik smir1 (Limit of Detection-LOD): Analitle iligkili sinyalin geri
plan karigtirici etkenlerden (back ground noise) ayrilabildigi en diigiik analit
miktardir (70).

Xbl = 'blank' 6l¢iimlerinin ortalamasi

Sbl = 'blank’ dl¢timlerinin standart sapmasi

LOD= Xbl + 3 Shl

- Belirlenebilirlik simir1 (Limit of Quantitation-LOQ): Analitin giivenilir, dogru
Olglimiiniin yapilabildigi en diisiik miktardir (70).

Xbl = 'blank' 6l¢timlerinin ortalamasi

Sbl = 'blank’' 6l¢timlerinin standart sapmasi

LOQ= Xbl + 10 Shl
2.6.3. Analitik Hedefler

Aday yontemin objektif/yansiz se¢imi ve degerlendirilmesi i¢in analitik
deneyler baglamadan Once performans standartlarinin belirlenmesi kosuldur.
Yontemin gegerliligi, uygunlugu ancak performans standartlarina goére yapilir.
Baslangicta performans standartlarimi belirlenmeden degerlendirme deneylerinin
yapilmasi, hatalarin saptanmasi ve yontemin kabul edilebilirligi kararinin verilmesi,
calismanin gegerliligini ve kabul edilebilirligini zedeler. Titiz ve zeki laboratuvar
calisanlar1 bu sonuglarin gegerliliginin nasil kanitlandigin1 sormalidirlar. Boyle
siiphelerle karsilasilmamasi i¢in deneyler yapilmadan ve degerlendirme verileri
toplanmadan oOnce performans hedefleri belirlenmelidir. Elde edilen gergek
performans bilgileri, hedeflerle karsilastirilarak kabul edilebilirlik karart verilmelidir.

Performans hedefleri, analitin belirli konsantrasyonda/konsantrasyonlardaki veya
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aktivitedeki izin verilebilir total analitik hata (TEA) diizeylerini tanimlamahdir. izin
verilebilir total hata sinirlarinin belirlenmesi i¢in, bilgiler ¢esitli kaynaklardan elde
edilebilmektedir. Bu kaynaklar laboratuvar test sonuglarinin tibbi kullanimindan elde
edilen profesyonel kararlar, klinisyenlere uygulanan anketler, analitin birey i¢i
biyolojik degiskenlik/varyasyon diizeyleri, en ideal performansta c¢alistiklarini
kanitlayanlarin bilgileri ve analitin referans aralik degerlerinin fraksiyonlar1 temel

alinarak hazirlanan yayinlardir (75).

Tibbi laboratuvarlarda kalite ozellikleri i¢in ¢ok sayida gereksinim daha
onceden ayrintili olarak ele alinmistir (82). Bireysel kan parametresi degerleri ile
fiziksel olarak aktif popililasyondan elde edilen referans araliklarinin
karsilastirilmasinda bazi sinirlamalar vardir. Bunlardan birisi, laboratuvar test
sonuglarinin, belirli bir analit i¢in dogal dalgalanmalardan etkilenebilmesidir. Bu
fenomene “Biyolojik Varyasyon” denir (83). Bu varyasyon, ayni deneklerin uzun
siireli seri kan analizi ile yapilan ¢aligmalarda degerlendirilmelidir. Ornegin, bir
kisideki belirli bir analit konsantrasyonu zamanla degisebilmektedir. Bu durum
kararli durum kosullar1 sirasinda analitin hemostazinda rastgele zamansal degisimin
olabilecegini yansitmaktadir (84). Biyolojik hemostaz noktasi (aritmetik ortalama
“w” olarak degerlendirilir) her birey i¢in faklidir ve belli bir siire (6rn; ay, yil)
boyunca sabit oldugu kabul edilir. Biyolojik birey-i¢i varyasyon, standart sapma (o)
ile tanimlanir ve ortalama deger etrafindaki degerlerden elde edilir. Bireyler ile
analitler arasindaki mukayeseyi kolaylastiran birey-i¢i varyasyon katsayisi (% CV))

asagidaki esitlik ile hesaplanir (85).
CV,=o/un* 100

Biyolojik varyasyonun diger bir bileseni olan bireyler-arasi varyasyon katsayisi
(% CVg) ise farkli bireyler arasindaki aritmetik ortalama (n) ve standart sapma (o)
ile elde edilir. Ornegin, antrenmandan bir ay 6nce, 10 futbolcudan alinan serum
orneklerinden CK (Kreatin kinaz) degeri 390 U/L ile standart sapma 266 U/L
goriiliirse CVg degeri bu oyuncular igin % 68 olarak hesaplanir (86). Hem CV, hem
de CVg; yas, cinsiyet, kilo, diyet, sirkadiyen ritim, patolojik durumlar ve fiziksel
aktivitelerden etkilenir. Bir¢ok analitin biyolojik varyasyonlarini, literatiirde mevcut
olan veri bankalarn ile saglikli ve saglikli olmayan kisilerde tahmin etmek
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mimkiindiir (84). Ayrica, biyolojik varyasyona ek olarak preanalitik ve analitik
varyasyonlar laboratuvar test sonuglarini etkileyebilmektedir. Preanalitik varyasyon,
numune toplama, tasima ve nakil Oncesi hastalar i¢in standart talimatlarin
uygulanmasi ile minimize edilebilir (87). Tim analitik 6l¢iim teknikleri (manuel
veya otomatik) degiskenligin bazi ig¢sel kaynaklarma sahiptir. Bu degiskenlik
tamamen ortadan kaldirilamaz. Ancak kaliteli laboratuvar uygulamalari, uygun
reaktif ve metodolojilerin se¢imi ile minimize edilebilir. Genellikle iki tip analitik
varyasyon tespit edebiliriz. Bunlardan birisi; rastgele (kesinlik) ve digeri sistematik
(bias)’ tir. Bir metod veya ekipmanin kesinligi, ayn1 numunenin tekrarli analizleri ile
Olgiilir. Kesinlik analitik kosullardan etkilenebilir. Eger ayni ekipman, aym
teknisyen, ayni reaktif ve kalibratér kullanarak uzun siire boyunca tekrarlayan
sonuclar alinirsa daha kiigiik varyasyonlar elde edebilir. Kesinlik, gauss dagilimina
sahiptir. Analitik varyasyon katsayisi (% CVa), kontrol 6rnegi tekrarlarinin ortalama
ve standart sapmasindan hesaplanabilir. Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii (ISO),
bias1 “Ol¢iimiin gercek degeri ile beklenen Slciim sonuglart arasindaki fark” olarak
tanimlamaktadir. Pratikte bias, elde edilen 6l¢iim sonuglart ile tahmin edilen gergcek
deger arasindaki farktir (88). Analitik varyasyon, i¢ kalite kontrol programi ile
belirlenebilir. I¢ kalite kontrolii i¢in kullanilan kontrol 6rnekleri, gercek insan serum
orneklerine benzer matrise sahip olmalidir. Her analitin kalite kontroliinde, Levey-
Jennings kontrol grafikleri kullanilarak, Westgard kontrol kurallar1 dogru bir sekilde
uygulanmalidir (89). Ayrica performans seviyesi belirlenmelidir. En yaygin
kullanilan terim kalite 6zellikleridir (quality specifications). Kullanilan diger terimler
ise; kalite hedefleri, kalite standartlari, arzu edilen standartlar, analitik hedefler ve
analitik performans hedefleridir (88). Tim analitlerin biyolojik varyasyonlardan
etkilendigi goz Onilinde bulundurulursa, biyolojik olarak tek bir kalite 6zelliginin
kullanilmast yararli olacaktir. Bu modele gore tekrarlanabilirlik, kalite 6zellikleri

bakimindan 3 farkli seviyede sorgulanmaktadir (90).
Arzu edilen kesinlik; CVa < 0.5 x CV,
Optimum kesinlik; CVa <0.25 x CV,

Minimum kesinlik; CVa <0.75 x CV,
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Ayni sekilde bias, yani dogruluk icin kalite 6zellikleri bakimindan 3 farkli seviyede
sorgulama yapilmalidir (91).

H e -~
Arzu edilen dogruluk: Bias % < u.zsﬂl CVi“ + CVy©

- ¥ 3
Optimum dogruluk: Bias % < {].1251‘I|£'L*}‘ + V™

.
Minimum dogruluk: Bias % < ID.S?‘S*J CV "+ Wy ”

Istatiksel Kalite Kontroliiniin (IKK) hedefi; total analitik hatanin (TE), izin verilebilir
total analitik hatadan (TEA) diisiik oldugunu tespit etmektir. izin verilebilir total
analitik hata, analit veya analitik metodun bazi 6zelliklerine (6rn: tekrarlanabilirlik,
bias, biyolojik varyasyon) bagimlidir. Bu 6zelliklere gore bazi analitler daha fazla
veya daha az olmak kaydiyla titiz IKK kurallarma ihtiyac duymaktadir.
Laboratuvarcilar, analit ve analitik metodun bu &zelliklerine gére IKK ydntemlerini

(istatistik hesaplamalar, grafikler ve kurallar) segcmektedirler.

Bunun i¢in iki ortak uygulama vardir:

e TEA, analit veya analitik metodun bazi1 6zelliklerine (6rn: tekrarlanabilirlik,
% bias) bagimlidir. Bu uygulama yaygin olarak Amerika Birlesik Devletleri’
nde kullanilmaktadir. ABD' de laboratuvarlar, CLIA (Klinik Laboratuvar
Degisiklik Yasasi) kisitlamalarin1  takip etmek zorundadirlar. CLIA
krireterlerine uymakla yiikiimlii laboratuvarlarda, her analit i¢in total hatanin

(TE), CLIA tarafindan 6nerilen TEA’ dan daha diisiik olmas1 gerekmektedir.

® TEA, analitin biyolojik varyasyonuna (Birey-igi varyasyon ve Bireyler-arasi
varyasyon) bagimlidir. Avrupa’ daki laboratuvarlarda ¢cogunlukla kullanilan
bu uygulamaya gore, her laboratuvar goniilliiliik esasina gore kendi istatiksel
kalite kontrol metodunu secer ve TE’ nin, TEA’ dan daha diisiik olmasi
gerekmektedir. TEA biyolojik varyasyonlardan olustugu zaman, TE%y, olarak

sembolize edilir (92).

Avrupa’ daki birgok laboratuvar, analitik yontemlerin performansi i¢in bazi kriterleri

kabul etmistir. Bu kriterler, “Kabul Edilebilir Performans Kriterleri” olarak

adlandirilir ve insanlardaki biyolojik degiskenlige gore diizenlenmistirler (93). 2012
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yilinda Dr. Carmen Ricos ve meslektaglar1 tarafindan giincellenen, biyolojik
varyasyonlara ait kapsamli bir veri tabaninin 7. baskisi yayimlanmistir. Giincellenmis
bu veri tabanina Westgard® 1n internet sitesinden ulagsmak miimkiindiir

(http://www.westgard.com/biodatabasel.htm). Birey-i¢i ve bireyler-arasi

varyasyonlardan olusan bu veri taban1 sayesinde; arzu edilen dogruluk, arzu edilen

kesinlik ve izin verilebilen total hata hesaplanabilir (94).
Iki cesit biyolojik varyasyon vardur:

e Birey-i¢i Biyolojik Varyasyon (CV)).
e Bireyler-arasi Biyolojik Varyasyon (CVw)

Ayrica, analitik varyasyon ise iki ¢esit alt gruba ayrilmaktadir:

e Giin-i¢i Analitik Varyasyon (CV.day)
e Giinler-aras1 Analitik Varyasyon (CVp-gay)

Total analitik hata (CVan-total) asagidaki formiil ile hesaplanmaktadir:
CVza\n-total = Cvzw-day"' CVZb-day

Birinci kabul edilebilir performans kriteri: Cotlove ve arkadaslari izin verilebilir

maksimum impresizyon (Belirsizlik) i¢in; total analitik hatanm, birey-ici
varyasyonun yarisindan daha kii¢iik veya esit olmasi gerektigini 6nermislerdir (95).
Boylelikle her analit i¢in izin verilen maksimum kesinlik smir1 birey-ici

varyasyonlardan hesaplanabilir.
CVan—total <0.5 CV|

Ikinci kabul edilebilir performans kriteri: Giin-i¢i analitik varyasyon, izin verilebilir

total analitik hatanin % iinden daha kii¢iik veya esit olmalidir.

Uciincii kabul edilebilir performans kriteri: Total analitik hata, izin verilebilir total

analitik hatanin 1/3 linden daha kiigiik veya esit olmalidir.

CVan-tota < 0.33 TE%y,
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Dérdiincii_kabul edilebilir performans kriteri: Impresizyona ek olarak, bias icin

belirlenmesi gereken hedefler de dikkate alinmalidir. Gowans ve arkadaglari; analitik
olarak % Bias i¢in, birey-i¢i varyasyon ve bireyler arasi varyasyonun Kareleri
toplamimin karekokii alinarak elde edilen degerin "4 linden daha kii¢iik olmasi
gerektigini onermisleridir (96).

b b
Bias % < 025 |CV;” + CVy®

Besinci kabul edilebilir performans kriteri: Analitik metod icin, Izin verilebilir total

analitik hata asagidaki denklemdeki gibi olmalidir:

¥ 7
TE%y = k0.5CTVw+ {].ESJJCI{_;‘ + OV~

TE% < 1.65 ARE + ASE
(k=1.65 gauss egrisi i¢in tek tarafli olarak, popiilasyonun %95’ ini temsil

etmektedir)

2.7. Laboratuvarda Kullanilan Ol¢iim Yéntemlerinin Analitik

Performanslarinin Degerlendirilmesinde Uygulanan Protokoller

Laboratuvarda kullanilabilecek 6l¢lim yontemi veya yontemleri belirledikten
sonra bu yontemlerin Olglilebilir karakteristikleri deneylerle belirlenir. Karar
kriterlerine (performans standartlarina) gore degerlendirilir. Ayrica referans
yontemle veya gilivenilirliligi kanitlanmis bir yontemle karsilastirilir. Biitiin bu
islemler, yontem degerlendirme deneylerini olusturur. Analitik hatalarin
degerlendirilmesi i¢in yapilmasi gereken deneyler ve bu deneyleri temsil eden

analitik hata tipleri Tablo-2’ de gosterilmistir (66).
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Tablo 2: Yontem Degerlendirme Deneyleri

DEGERLENDIRME DENEYLERI

ANALITIK HATA On Degerlendirme Son Degerlendirme
TiPLERI _ Deneyleri
Deneyleri
Coklu-analizler Coklu-analizler
RASTGELE HATA (Random Grup i¢i Tekrarlanabilirlik Gruplar arasi1 Tekrarlanabilirlik
Error) o  Saf materyaller ile e  Gergek ornekler ile

e  Gergek ornekler ile

SISTEMATIK HATA
(Systematic Error) . }

Interferans Caligsmasi Yontem Karsilastirma Calismast
Sabit Hata (Constant Error) Geri elde (Recovery) (Giivenilirliligi bilinen bir
Oransal Hata (Proportional Error) | Calismas yontem ile)

Diger Sistematik Hata Dogrusallik (Linearite)

Caligmast

2.7.1. Tekrarlanabilirlik Calismasi [EP (Evaluation Protocol)-5A
Protokolii]

Olgiim yontemlerinin tekrarlanabilirligini degerlendirmek i¢in CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute) tarafindan “Klinik Biyokimya Cihazlarmin
Tekrarlanabilirlik Performansinin  Degerlendirilmesi (Evaluation of Precision
Performance of Clinical Chemistry Devices; Approved Guideline. CLSI Document
EP5-A)” adi altinda protokol olusturulmustur. Bu rehber; in vitro diagnostik
cithazlarin tekrarlanabilirliliginin degerlendirilmesinin yaninda, iiretici firmalar i¢in
kendi {irettikleri metodlarin performanslarinin degerlendirilmesinde tavsiyelerde

bulunmaktadir.
Tekrarlanabilirlik calismasi; Presizyon bilesenleri

Reaktif ve kalibrasyon materyalleri
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Test materyalleri

Calisma giin ve sayilar
Verilerin toplanmast
Kalite kontrol prosediirleri
Dislananlarin tespiti

Tekrarlanabilirliligin istatiksel olarak hesaplanmasi

seklindedir.

Presizyon bilesenleri: Tekrarlanabilirlik ¢alismasinin amaci, laboratuvar cihazlarinin
total olarak kesinligini belirlemektir. Total kesinlik; laboratuvarda uzun siire

kullanilan cihaz iizerindeki degiskenligin ifadesidir. Presizyonun zaman iliskili

bilesenleri:
v’ Within-run (Calisma-igi) presizyon
v Between-run (Calismalar-arasi) presizyon
v’ Within-day (Giin-i¢i) presizyon
v’ Between-day (Giinler-arasi) presizyon
v Within-Laboratory (Laboratuvar i¢i, Total) presizyon seklindedir.

Bunlar arasinda en fazla ilgi ¢ekenleri Within-run presizyon ve Total presizyondur.

EP-5A protokolii bu iki terim tizerine yonelik hazirlanmigtir.

Reaktif Ve Kontrol Materyalleri: Protokoliin uygulanma asamasinda ayni lot

numarali kalibrator ve reaktifler kullanilabilir. Fakat farkli lot numarali kalibrator ve
reaktiflerin kullanim1 ¢alismadaki degiskenligi etkileyerek, cihazin gercek presizyon

performansinin daha 1yi degerlendirilmesine katki saglayabilir.

Test Materyalleri: Stabil, donmus Ornek havuzlart veya ticari, protein bazl

materyaller kullamilabilir. Iki veya daha fazla, farkli konsantrasyona sahip test
havuzlar1 6nerilmektedir. Konsantrasyonlar cihazin analitik rapor araliginin iginde
olmalhdir. Ikiden fazla konsantrasyon kullanilacak ise “tibbi  karar

konsantrasyonuna” yakin degerler secilebilir. Elde edilecek presizyon sonugclari;
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yayimmlanmis performans caligsmalariyla karsilastirilip degerlendirileceginden dolayi,
test materyallerinin konsantrasyonlari, yayimmlanmis performans c¢alismalardaki

konsantrasyon diizeyleri ile uyumlu olmalidir.

Calisma Ve Giin Sayilari: Tekrarlanabilirlik ¢alismasinda, cihazin gergek kesinligini

belirlemek icin yeterli miktarda veriye ihtiya¢ vardir. En az 20 ginliik yapilan
calisma kesinligin degerlendirmek i¢in yeterlidir. Calismanin ilk 5 giinii, kullanicinin
protokole aligsma siiresidir. Bir giin i¢inde iki kez calisma yapilabilir. Her ¢alisma en
az iki kez tekrarlanmalidir ve giin i¢inde yapilacak olan iki ¢alismanin arasinda en az

2 saat kadar siire farki olmalidir.

Kalite Kontrol Prosediirleri: Presizyon degerlendirme ¢aligmalart siiresince normal

kalite kontrol prosediirleri uygulanmalidir. Her ¢alismada en az bir diizeyde uygun
kalite kontrol ornegi ¢alisilmalidir. Eger iki veya daha fazla konsantrasyonda kalite
kontrol materyali kullaniliyorsa, bu ¢alisma stiresince kullanilmalidir. Kalite kontrol
sonuclart  degerlendirilirken; kontrol degerlerinin disinda kalan sonuglar
degerlendirilmeli, nedenleri arastirilmali ve kalite kontrolii yeniden calisilmalidir.
Kalite kontrol sonuglar1 + 3 SD (standart sapma) arasinda degerlendirilir. Bu degerler

disinda kalan degerler reddedilir.

Duslananlarin Tespiti: Elde edilen verilerin degerlendirilmesi i¢in diglama kriterleri

belirlenmelidir. Cift calismalar arasindaki deger, 6n presizyon calismasindan elde
edilen SD degerinin 5.5 katindan fazla ise, ¢ift degerler dislanir. Bu gibi durumlarda
sorunun nereden kaynaklandigi tespit edilmeli ve calisma tekrarlanmalidir. Eger
calismanin %5’ inden fazlasi diglanirsa ve herhangi bir neden bulunamaz ise

arastirmaci cihazin yeterince stabil olmadigini diisiinmelidir (97).
2.7.2. Linearite Calismasi [EP6-A Protokolii]

EP6-A protokolii; kantitatif bir 6l¢iim metodunun, lineer Ol¢lim araligini
gostermek ve dogrulamak i¢in olusturulmustur. Bu protokol ile Dogrusallik
(Linearite), Dogruluk (accuracy), Rapor araligit ve kalibrasyon dogrulamasi
degerlendirilebilir. Bu ¢alisma, dogrusalliktan sapmanin nedenini tespit etmez. Ornek

sayisiin arttirilmasi ile dogrusallik net bir sekilde tespit edilir. Bu nedenle yapilan

31



bir ¢alismanin basarisiz olmasi halinde yeniden tekrarlanmasi gerekmektedir. Bu

daha fazla tekrar ile veya daha dar bir 6l¢iim araligin1 kapsayacak sekilde yapilabilir.

Ornek_gereklilikleri: Bu calismanin yapilmasi icin yeterli sayida ornek olmasi

gerekmektedir. Lineer araligin dogrulmasi i¢in 5-7, yeni bir testin lineer araligini
belirlemek i¢in 7-11 adet 6rnek kullanilmalidir. Tahmin edilen 6lgiim araliginin
%20-30’ undan daha genis olacak sekilde 6rnek seti olusturulmalidir. Her 6rnek 2-4
kez olacak sekilde tekrarlanmalidir. Bu c¢alismada, serum havuzlar1 veya ticari

urunler kullanilabilir.

Kullanilabilecek Ornekler: Hasta 6rnek havuzlar, ticari kontrol ve kalibratorler

kullanilabilir.

Orneklerin _hazirlanmas: _ve _degerlerin _belirlenmesi: Uygun matriksli diisiik

konsantrasyonlu ve yiiksek konsantrasyonlu iki adet havuz vyeterli miktarda

hazirlanir.

v En diisiik konsantrasyona sahip havuz; Havuz 1 olarak isaretlenir.

<

En yiiksek konsantrasyona sahip havuz; Havuz 5 olarak isaretlenir.

v' Ara konsantrasyon degerleri, bu iki havuzun belirli oranlarda
karistirilmasi ile elde edilir.

v' Her bir havuzdaki konsantrasyon degeri; (C1.V1+C2.V2/V1+V2)

formiilii ile hesaplanir.

Klinik olarak onemli  konsantrasyvonlarin  degerlendirilmesi: Lineer aralik

belirlenirken, yapilan ¢alismada kullanilacak olan materyaller; minimum analitik
konsantrasyonu (lineer aralifin en alt sinir1), tibbi karar konsantrasyonunu ve

maksimum analitik konsantrasyonu (lineer araligin en iist sinir1) kapsamalidir.

Verilerin degerlendirilmesi: Lineer araligin gecerliliginin kanitlanmasi i¢in 5-7 6rnek

ve her diizeyde en az 2 tekrar calisilmasi onerilmektedir. Her diizeydeki tekrarlarin
standart sapmas1 (SD) ve varyasyon katsayist (%CV) ile tim diizeylerin SD ve
%CV”’ si hesaplanir. Verilerin regresyon ¢izgisi ¢izilir. Regresyonun x degerleri, her
bir diizey i¢in beklenen degerlerdir. Regresyonun y degerleri ise her bir diizey i¢in
Olciilen degerlerdir. Elde edilen degerler polinomiyal ¢izgi lizerinde belirlenir. En iyi
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polinomiyal ¢izgi gercekte lineer (dogrusal) bir ¢izgi veya bir egri olabilir.
Polinomiyal c¢izgi ile ¢izgi ilizerindeki degerlere bakarak, dogrusalliktan sapma
(deviation from linearity) hesaplanir. Eger herhangi bir deger i¢in dogrusalliktan

sapma, izin verilebilir hatayr asar ise o diizeyden itibaren dogrusallik agilmistir

denilebilir (98).
2.7.3. Interferans Cahismasi [EP7-A Protokolii]

Olgiilen analit konsantrasyonunda, baska bir bilesigin etkisi veya ornegin
ozelligi nedeniyle klinik olarak anlamli bir biasin meydana gelmesi “Interferans”
olarak nitelendirilir. Interferan maddeler laboratuvar olgiimlerinde dnemli bir hata

kaynag@1 olusturabilmekte ve bu hata kolay bir sekilde saptanamamaktadir.
Potansiyel interfere edici maddeler;
v' Ornek anormallikleri (Hemoliz, Ikter, Lipemi)
v’ Yaygn kullanilan ilaglar
V' Belirli hastaliklarda beklenen anormal biyokimyasal metabolitler
V' Benzer reaksiyon gostererek olgiime girebilen interfere edici maddeler
v’ Ornek katki maddeleri, koruyucular, antikoagiilanlar
v' Ornek toplama ve hazirlama esnasinda temas eden maddeler
V' Diyette kullanilan maddeler seklinde simiflandirilabilir.

Karar Kriterleri: Interferans olusturan bir analitik etkinin derecesine gore klinik

acidan olusan anlamlilik belirlenmelidir. Interferansin neden oldugu bu miisaade
edilen hatanin biiyiikligi, test sonucunun klinik kullanimina baghdir. Dogrulugun
tespiti; bazi analitler i¢in izin verilebilir total analitik hata (TEA) olarak
degerlendirilirken, bazi analitler i¢in ise TEA’ nin komponentleri olan bias,

imprecision (kesinlik) tizerinden degerlendirilir.
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Analit Konsantrasyonu: Interferans calismasi, analitin iki farkli tibbi karar

seviyesinde degerlendirilmelidir. Kontrol ve test yapilacak 6rnek havuzlarinin

igerdikleri analit miktarlar1 bu seviyelere uygun olmalidir.

Interferan Maddenin Konsantrasyonu: Kapsamli olarak yapilan bir interferans

calismasinda interferans olusturan madde, bir laboratuvarin hasta orneklerinde

karsilasilabilecek en yiiksek konsantrasyonda olmalidir.

Interferans __ Etkisinin ___Degerlendirilmesi:  Interferans  etkisi, interferan

konsantrasyonuna bagli olarak bir doz-cevap egrisi ile grafiklendirilerek
gosterilebilir (99).

2.7.4. Hasta Orneklerini Kullanarak Yontem Karsilastirma Ve Bias

Hesaplama [EP9-A Protokolii]

Giincel literatiirde, kullanici ve iireticilerin iiriin degerlendirmesi ile ilgili, ayni
analiti Olgen iki yontemin kiyaslanmasi i¢in kullanilan bir¢ok farkli deneysel ve
istatistiksel prosediir 6rnegi bulunmaktadir. Bu c¢esitlilik, baz1 karisikliklara yol
acmistir. Ayrica, diagnostik cihaz {ireten firmalarin kullandigi degerlendirme
prosediirlerinin, laboratuvar kullanicilari i¢in her zaman uygun olmadiginin farkina
varilmistir. Uretici firmalar bias icin gecerli ve ulasilabilir performans iddialari
kurulmasinda, genellikle kabul gormiis veya referans metod ile karsilastirma
yaparlar. Ancak laboratuvar kullanicilari, aday yontem ile farkli bir yontemi
karsilastirmak istediginde, iireticilerin belirledigi bias prosediirlerini kullanmaktadir.
Bu iki amag¢ i¢in yapilan ¢alisma prosediirleri, siklikla birbirinden farkli

olabilmektedir.

Bu nedenle; bu protokoliin hazirlanmasinda {iretici firma temsilcileri,
istatistik¢iler, tibbi personel ve laboratuvar c¢alisanlarinin deneyimi ortaya
koyulmustur. Bir¢ok farkli in vitro tan1 yontemi ve kit oldugundan tek bir deneysel
tasarimin, kullanici ve {reticilerin kullandigi metod karsilagtirma tiplerine uygun
olmadigi anlagilmistir. Bu ylizden, bu kilavuzun Oncelikli hedefi, iki yOntemi
karsilastirmak i¢in yapilacak olan deney taslaginin nasil olacagin1 anlatmaktir. EP9-

A protokoliinde, hasta ornekleri ve veri analizi kullanilarak iki klinik yontem
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arasindaki bias ve yontem karsilastirma deney taslaginin belirlenmesi i¢in gerekli

prosediirler belirtilmektedir.

Ornek_gerekliligi: Ornek kabul kriterlerine ve {ireticilerin &nerilerine gore drnek

se¢imi yapilmalidir.

Ornek saklama: Depolama, 6lgiilecek analitin depolama sartlarina gore yapilir.

Dislanan érnekler: Omek dislanacak ise drnegin dislanma nedenleri de agiklanarak

kaydedilmelidir.

Karsilastirllan yontem: Aday yoOntemin (yeni yontem) karsilastirilacagi yontem;

laboratuvardaki mevcut yontem, lireticinin 6nerdigi yontem veya referans yontem
olabilir. Aday yontem ile karsilastirilacak yontem, referans yontem ise Olgiilen iki
yontem arasindaki fark, yeni yontemin dogrulugudur ve bias olarak nitelendirilir.
Eger karsilastirma amacl kullanilacak yontem, referans yontem degil ise yeni
yontemin dogrulugu tespit edilemez. Bu durumda olgiilen farklilik bias degil, basit
bir sekilde iki yontem arasindaki farktir. Yontem karsilastirmada tercih edilen,
karsilastirma amagli referans yontemin kullanilmasi oldugu i¢in bu protokolde bias
terimi kullanilmistir. Bu protokol, belirlenen konsantrasyonlarda her iki yontem
arasmdaki bias’ 1 ve bias’ 1n giiven araligin1 verir. Iki yontem arasindaki fark, yeni

yontemdeki hata olarak ifade edilebilir.
Karsilastirma metodu asagidaki 6zelliklere sahip olmalidir;

v’ Karsilastirilan yontem, yeni yontemden daha iyi tekrarlanabilirlige sahip

olmalidir.

v Karsilastirtlan ~ yontem — miimkiin  ise  bilinen  interferanslardan

etkilenmemelidir.
v’ Yeni yontemle karsilastirilan yontemin birimleri ayni olmalidur.

v Miimkiinse karsilastirma yontemi referans yontemle izlenebilir bir yontem

olmalidr.
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Olciim __araligi:  Yontemler, klinik oneme sahip referans degerlerinde

degerlendirilmelidir. Bu aralik genellikle her bir labaoratuvar testi i¢in normal
referans araliginin alt sinirindan daha kiigiik degerlerden baslayarak, normal referans
araligmmin  ist smirindan daha yiksek degerlere kadar wuzanir. Analit

konsantrasyonlari miimkiin oldugunca analitik 6l¢lim aralig1 boyunca dagitilmalidir.

Analitik 6l¢ciim araligi: Calismanin aralii, her iki yontemin analitik 6l¢iim araligiyla

siirlandirilmalidir. Analitik 6l¢iim araligindaki bias’ 1 saptanabilmesi i¢in yeni
yontemin analitik 6l¢lim arali§i en az karsilastirilan yontem kadar genis bir araliga

sahip olmalidir.

Ornek sayisi: En az 40 adet 6rnek ikiser kez ¢alisilmalidir. Daha fazla 6rnek secimi,

giivenilirliligi ve istenmeyen hatalarin ortadan kaldirilma sansini arttirir.

Ornek havuzu: Eger tek bir hastadan alinan 6rnek miktar1 yeterli olmaz ise, ayni

hastaliga sahip iki hastanin (ikiden fazla olmamak sartiyla) 6rnek havuzlari esit
miktarda alinarak mini 6rnek havuzlari olusturulabilir. Bu mini 6rnek havuzlari gift

calismalarda kullanilir.

Zaman ve siire: Analitlerin stabilitesi agisindan, yeni yontem ve karsilastirma
yonteminin ¢alisilmasi belirli bir zaman araliginda gerceklestirilir. Tiim analitler i¢in
bu zaman araligi, her bir yontemle caligmada iki saati gegmemelidir. Miimkiinse
ornekler alindig1 giin calisiilmalhidir. Eger depolanan Ornekler kullanilacak ise
Olciilecek analit i¢in depolama kosullarinin uygunlugundan ve prosediirlerin diizgiin
uygulanildigindan  emin  olunmalidir.  Saklama  kosullarinin  olusturacagi

varyasyondan sakinmak i¢in, tiim 6rneklere ayn1 prosediir uygulanmalidir.

Yontem karsilastirma g¢alismasi, tekrarlanabilirlik ¢alismasindan (CLSI
dokiimani EP5-A) daha sonra yapilacak ise, bir giinde 8’ den fazla 6rnek calisilabilir.
Ancak presizyon calismasi ve yontem karsilagtirma c¢alismasi es zamanli olarak
yapilacak ise bir gilinde sadece 4 Ornek calisilarak 10-15 gilinde calisma
gerceklestirilir.

Elde edilen verilerin izlenmesi: Calisma sirasinda meydana gelen analitik hatalar ve

kullanic hatalar1 belgelenmelidir.
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Kalite Kontrol Prosediirleri: Caligmasi siiresince, laboratuvarin ve/veya {iretici

firmanin 6nerdigi rutin kalite kontrol prosediirleri uygulanmalidir (100).

2.8. Yontem Karsilastirma Calismalarinda Kullamlan Tstatiksel

Tekniklerin Tanimlanmasi

ki yontemle elde edilen dlgiimlerin karsilastirilmasi, laboratuvarda siklikla
uygulanan bir islemdir. Tercihen hasta ornekleriyle bir dizi paralel Olgiimler
yapilmalidir. Matriks etkisine baglh farkliliklarin Oniine geg¢mek i¢in hasta
orneklerinin taze olmasi Onerilmektedir. Analitik 6l¢cim araligi boyunca degerlerin
hemen hemen esit dagilmasi tercih edilen bir seydir. Siradan bir laboratuvarda, iki
rutin yontemin karsilastirilmast en sik ortaya ¢ikan bir durum olacaktir. Daha az
siklikla rutin bir yontem, referans yontem ile karsilastirilmaktadir. ki rutin yontem
karsilagtirildiginda, odak noktasi gozlemlenen farkliliklar tizerinedir. Boyle bir
durumda hangi 6l¢iim serisinin dogru oldugunu saptamak miimkiin olamayacak ve
bdylece ne kadar 6l¢iim degerinin, dogru oldugu varsayilan konsantrasyondan saptigi
bilinemeyecektir. Aksine burada sorulmasi gereken soru; sonu¢ degerlerinde
sistematik bir degisiklik olmadan, mevcut olan yontemin yerini yeni yontemin alip
alamayacagidir. Bu soruyu ele almak icin, eslestirilmis Slgiimler arasinda gozlenen
farkliliklar arasindaki dagilim bazi istatiksel yontemlerle degerlendirilebilir.
Verilerin objektif olarak degerlendirilmesi i¢in grafiksel goriiniimler igeren istatiksel

bir prosediir uygulanmalidir.
Uygulanan bazi yaklasimlar sunlardir (101);

v Merkezi egilim ve dagilim 6lgiileri ile farkliliklar dagilimmin frekans grafigi
veya histogram seklinde gosterilmesi (DoD Plot; Farklarin Dagilim Grafigi)
v’ Farklilk (Bias) grafisi (Bland-Altman Grafigi); o6l¢iimlerin ortalama
konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak farkliliklar1 gosterir
v Regresyon analizleri
Yontemler karsilastirilirken kullanilan istatiksel Olgiitler Sekil-9” da gosterilmistir
(66).
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— Veri Toplama I |
Yontem A Yontem B

fstatiksel Analiz

I
[ [ | |

F - Testi Korelasyon Analizi t - Testi Lineer Regresyon

Sekil 9: Yontem karsilagtirma deneylerinde kullanilan istatiksel 6lgiitler

2.8.1. F-Testi

Iki analitik ydntemin kesinlik derecelerinin karsilastirilmasi igin ydntemlerin

standart sapmalar: F-test ile karsilastirilir. F- degeri asagidaki denklem ile hesaplanir:

~(SD1)?
~ (SD2)2

F-testin yorumlanmasinda, hesaplanan F-degeri, kritik F-degeri ile karsilastirilir.
Hesaplanan F-degeri kritik F-degerinden biiyiilk bulunursa, iki yontem arasinda
istatistik olarak anlamli farkliliktan bahsedilir ve yontemin standart sapmasinin
digerinden c¢ok yiiksek degerde oldugu anlamindadir. Hesaplanan deger kritik
degerden kiigiik bulunursa, istatistiksel olarak anlamli fark olmadigindan bahsedilir.
Bundan dolay1 ¢alisma verilerinden iki yOntemin standart sapmalar1 arasinda
gercekten fark vardir kararina varillamaz. Kritik F-degerleri birgok istatistik
kitaplarinda bulunmaktadir. Bu tablolarda hesaplanan F-degerinin kritik degerini

asmasina sadece %S5 sans (p = 0.05) taninir.
2.8.2. Korelasyon Katsayisi

Gerekli bir hesaplama olmasa da, korelasyon katsayisi (r) yontem karsilagtirma

caligmalarinda hesaplanmaktadir. Asagidaki denklem ile hesaplanir:

nyxxy—xXx Xy
JInXx?2— (Xx)] mXy?— QCy)?
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X: Her bir 6rnegin x degeri
y: Her bir 6rnegin y degeri
n: x, y veri ¢iftlerinin sayisi

Ideal r degeri 1.00° dir. 1.00” den diisiik degerler yontem iginde veya yontemler
arasinda rastgele hata bulundugunu gosterir. Sistematik hatanin r degeri iizerine bir
etkisi yoktur. Yontem dogru degilse de r degeri 1.00 olarak bulunabilir. Bundan
dolay1 yontemin dogruluguna r degerine gore karar verilemez. Yontem karsilastirma
calismalarinda r degerinin baslica yarar1 lineer regresyon oOlgiilerinde efim ve y-
kesisim hesaplamalarinin gecerliliginin test edilmesinde kullanilmasidir. r > 0.95
oldugu zaman egim ve Yy-kesisim, karsilastirma yonteminin degiskenliginden ¢ok az

etkilenmektedir.
2.8.3. Eslesmis t-Testi

Yontem karsilagtirma ¢aligsmalarinda aday ve referans yontemlerden elde edilen
¢ift ol¢timler arasindaki farklarin ortalamasi “eslesmis t-testi” ile analiz edilir. t-Test,
ortalamalara veya farklarin ortalamasina uygulanir ve yontemin dogrulugu veya

sistematik hatas1 hakkinda bilgi saglar.

Ortalama fark veya bias agsagidaki denklem ile hesaplanir.

Blas=y — x

y: Test yontemi sonuglarinin ortalamasidir. ¥ = Referans yontemi sonuglarinin

ortalamasidir.

Sonra, asagidaki denklem ile farklarin standart sapmasi (SDd) hesaplanir.

2[(vi — xi) — bias]*

SDd =
n—1

yi ve xi: Her hasta Orneginin sirasiyla aday ve referans yontem ile oOlgiilen

degerleridir.
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Bias: Bir onceki denklemden elde edilen degerdir. n: Test edilen hasta Grnegi

sayisidir.

T degerleri asagidaki denklem ile hesaplanir:

o [bias]yn
~ SDd

t-testin yorumlanmasinda hesaplanan t-degeri istatistik kitabindan veya istatistik
tablolarindan elde edilen “kritik” t-degeri ile karsilastirilir. Kritik t-degerleri farkli
olasiliklar (F) ve serbestlik derecelerinde bulunurlar. Cogunlukla 0.05 olasilik segilir.
Bu sekilde, hesaplanmis t-degerinin kritik t degerini ge¢gme sinir1 i¢in %5’ lik bir
sans taninir. Hesaplanmig t-degeri kritik t-degerinden biiyiik ise, farkin (biasin)
istatistiksel olarak anlamliligindan bahsedilir. Bunun anlami iki yontem arasinda
gercekten bir fark bulundugudur. Hesaplanan t-degeri kritik t-degerinden kiiciik ise,
farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadigindan bahsedilir; veri iki yontem

arasinda fark oldugu hipotezini desteklemez.

Yontemin dogrulugu ve sistematik hatasinin kabul edilme kararinda t-test’ in
yorumlanmasi ¢ok zordur. Ornegin; t-degeri bias arttikga, ayn1 zamanda 6rnek sayisi
arttikca ve SDd azaldikca artis gostermektedir. Bundan dolayi, ornek sayisi ¢ok
(bliyiik n) olan bir karsilastirmada, iki yontemin kesinlik Slgiileri ¢ok iyi (kiiglik
SDd) olmasma ve bias c¢ok kiigiik degerde bulunmasina karsin, fark istatistiksel
olarak anlamli bulunabilir. Diger taraftan ¢ok az sayida 6l¢iim i¢eren karsilagtirmada,
kesinlik Ol¢iileri iyi olmayan iki yontemin, biiyiik degerde bulunan biasi istatistiksel

olarak anlamli ¢ikmayabilir (75).
2.8.4. Regresyon Analizleri

Regresyon analizi, karsilastirilan iki metod i¢in tiim analitik Ol¢lim araliginda
hedef degerler arasindaki iligkiyi incelemesinden dolayi avantajlidir. Eger hedef
degerler arasindaki farklilik (6rnegin; iki metod arasindaki bias veya sistematik hata)
analit konsantrasyonu ile baglantiliysa, farklilik grafikleri kullanildiginda bu tip bir
iliski agik¢a gosterilemeyebilir. Non-lineer (dogrusal olmayan) regresyon analizleri

kullanilabilecegi gibi, asil hedef lineer regresyon analizinin kullanilmasidir. Lineer
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regresyon analizinde hedef degerler arasindaki sistematik farklilik; sabit sistematik
fark (kesim noktasinin 0’ dan sapmasi) ile oransal sistematik farkin (egimin 1’ den
sapmasi) kombinasyonu olarak modellenmektedir ve genellikle metodlarin

kalibrasyonunu hesaba katarak ortaya konan ¢eliski ile iliskilidir (101).
- Lineer Regresyon Analizi (En Kiiciik Kareler Regresyon Analizi)

EKK (En Kiigiik Kareler) regresyon teknigi bilinen en klasik regresyon
teknigidir ve sadece bagimli degiskendeki (y) hatalar1 dikkate aldigindan, literatiirde
tip I regresyon teknigi olarak bilinmektedir (102). Metot karsilastirma verilerinin
analizinde, lineer regresyon analizi oldukg¢a sik kullanilmaktadir. Test edilecek metod
ile referans metodu arasinda dogrusal bir iligki tespit edilirse, elde edilecek dogrunun
egimi ve sabit terimi, metotlar arasindaki oransal ve sabit hatalarin agiklanmasin
saglayabilir (103, 104). Lineer regresyon; bagimli degiskenin (y), her bagimsiz
degisken (x) ile dogrusal iliskisinin incelendigi regresyon modelidir. Basit regresyon
analizinde sadece tek bagimsiz degisken bulunur. Diiz ¢izginin denklemi asagida

gbzlenmektedir:

y=a+bx

“a” (intercept, kesim): Dogrunun y-ekseninin kestigi noktadir. “b” (slope, oran):
Regresyon egrisinin egimidir. Bu oOlgiiler test yontemi sonuglarinin (y), referans

yontemi sonuglartyla (X) iliskisini gosterirler.
Egim (b) asagidaki denklem ile hesaplanir:

_nXxy— XXXy
oY xt—(x)?

b

Kesim (a) asagidaki denklem ile hesaplanir.
a=yV— bx
7 : Orneklerin test yontemi ile analiz sonuglarnin ortalamasidir.

% : Orneklerin referans yontemi ile analiz sonuglarinin ortalamasidir.
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n: x ve y veri ¢iftlerinin sayisidir.

Regresyon ¢izgisinin etrafindaki standart sapma (SDyx) asagidaki denklem ile
hesaplanir:

| %(yi— Yi)?
SDy/fx= -\Jlﬁ

yi: Bir 6rnegin test yontemi ile analizi sonucudur.
Yi: Regresyon denkleminden xi referans degeri i¢in hesaplanan degerdir.

Payda, serbestlik derecesidir. Serbestlik derecesi; egim ve y-kesisim hesaplanmis
oldugu i¢in (n-2) olarak hesaplanir. Bunun anlami iki hesaplanmis deger oldugundan

iki kisit var diyerek agiklanir (n-2 kadar sayida birbirinden bagimsiz deger vardir).

Denkleme ait ideal degerler; egim i¢in a (slope)= 1, kesisim i¢in b (intercept)= 0 ve
standart sapma i¢in SDy,= 0* dir. Cesitli analitik hatalar sonucunda bu degerlerden
kaymalar goriilebilir. Oransal hatalar egimde (a) degismeye, sabit hatalar y-
kesisimde (b) ve rastgele hatalar standart sapmada (SDyx) degismelere sebep
olmaktadir (75).

Regresyon teknikleri; sadece bagimli degiskenin Ol¢limiinde meydana
gelebilecek hatanin dikkate alinmasi ya da ele alinan tiim degiskenlerin 6lglimiinde
meydana gelebilecek hatalarin dikkate alinmas1 bakimindan incelendiginde, Tip I ve
Tip II regresyon teknikleri olarak ikiye ayrilmaktadir. Tip I regresyon tekniklerinde;
bagimsiz olan X degiskenindeki Olclimlerin hatasiz oldugu varsayilir. Bu tiir
regresyon tekniklerinde, meydana gelen hatanin bagimli olan y degiskenine ait
Olgtimlerden kaynaklandigi varsayilir. Tip II regresyon tekniklerinde ise, hem x hem
de y degiskenlerine ait gozlem degerlerinin hatali olarak 6l¢iildiigii varsayilmaktadir

(102).
- Deming Regresyon Analizi

Klinik ¢alismalarda son yillarda oldukg¢a Onerilen bir teknik olan Deming
regresyon, tip II parametrik regresyon teknigi olarak da bilinmekte ve

standartlagtirilmis temel bilesenler analizine benzemektedir. Deming, 1943 yilindaki
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calismasinda her iki degiskenin de hatali 6l¢limlere sahip olmasi durumunda gézlem
degerlerine en 1iyi uyacak dogru denklemini verecek fonksiyonun minimize
edilmesini 6nermistir (102). Deming regresyon teknigi ile hem (y) degiskenindeki,
hem de (x) degiskenindeki hatalar gbz 6niinde bulundurularak en uygun regresyon
denklemi olugturulur (104). Deming teknigi ile regresyon dogrusunu kestirmek icin

“A” degerinin bilinmesi gerekmektedir. Bu deger asagidaki denklem ile hesaplanr:

.52
Se3

S%ex: x gozlem degerlerine iligkin hatalarin varyansidir.
S%y:y gozlem degerlerine iligkin hatalarin varyansidir.

Denklemdeki gibi hesaplanan A degeri, karsilastirilmak istenen iki metoda ait
varyanslarin birbirine olan oranidir ve kareli sapma toplamlarint dogru iizerinde
minimize ederek, gozlem degerlerinin regresyon dogrusuna A agisiyla olan

uzakliginin karesi minimize edilmeye ¢alisilir (105).

Sekil-10* da simetrik olan (x1) ve (x2) verilerinin standart sapmalarinin esit ve
regresyon egrisi egiminin “1” oldugu grafik gosterilmistir. Deming regresyonunda
her bir degerin regresyon egrisine olan mesafesi ortogonal olarak (regresyon
cizgisine dik ag1 ile) hesaplanarak, mesafelerin karelerinin toplami minimize edilir.
EKK regresyon tekniginde ise degerlerin regresyon dogrusuna olan mesafeleri
vertikal diizlemde (X2-eksenine paralel olarak) hesaplanarak, uzakliklarin karelerinin

toplam1 minimize edilmektedir (101).
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X2
DEMING

OLR, EKK

(Ordinary Least Squares , En Klugik Kareler)

X1

Sekil 10: Grafiksel olarak Deming ve En Kii¢lik Kareler Regresyon Teknigi

- Passing-Bablok Regresyon Analizi

P-B (Passing-Bablok) Regresyon Analizi; Passing ve Bablok tarafindan
Onerilen, veri dagilimma iligkin hicbir 6zel varsayim igermeyen lineer regresyon
modelidir (106). Passing-Bablok tekniginde sabit terim ve egim katsayilari
parametrik olmayan temele gore tahmin edilir. Bu teknikte hata dagiliminin
Gausssan (normal dagilim) olmasi sart1 yoktur. Bu teknik de diger Tip II Regresyon
tekniklerinde oldugu gibi hem x hem de y’ deki 6l¢iim hatalarin1 dikkate alir. Bu
teknik hem sabit hem de oransal sistematik hatalarin oldugu durumlarda
uygulanabilir. Ancak bu metot diger parametrik metotlar kadar etkili degildir (107).
Bu non-parametrik teknik, gozlemleri siralama temeline dayanir ancak bu durumda
hesaplamalar uzun zaman almaktadir. Bu teknikte test metodu (y) ile referans metodu
(X) verilerinin bagimsiz oldugu varsayilir (108). Olgiilen konsantrasyon ile beraber
analitik sapmanin artmas1 s6z konusu oldugu durumlarda, Passing-Bablok tekniginin
daha uygun oldugu one siiriilmektedir (109). Regresyon denklemi olusturulduktan
sonra regresyon dogrusuna ait dogrusalligin degerlendirilmesinde, kiimiilatif toplam
(CUSUM) kullanilir. Biyokimyada da olduk¢a yaygin olarak bilinen bir teknik olan
CUSUM testi; regresyon dogrusunun verilere nasil uydugunu ya da verilerin dogru

etrafinda ne kadar yayildigini degerlendirir (106).
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Klinik ¢aligmalar i¢in yapilan yontem karsilastirmalarinin 6nemi son yillarda
giderek artmaktadir. Geleneksel karsilastirma tekniklerinin sinirhiliklarindan dolay1
klinik istatistik¢iler iki yaklasimla karsi karsiyadir. Bunlardan birisi grafiksel
yaklasim, digeri ise regresyon yaklasimidir (108). Her iki yaklasim da elde edilen
sonu¢ i¢in kullanilan metotlar arasindaki iliskinin belirlenmesini amaglar. Bununla
birlikte, klinik bir karara varilirken regresyon yaklasiminda, istatistiksel anlamliligin
testi ve iki metodun sundugu sonuglar arasindaki iliskinin modellenmesi
gergeklestirilirken, grafiksel yaklasimda mevcut ikililer arasindaki farklarla ilgilenilir

(110).
2.8.5. Bland & Altman Grafigi (Uyum Sinirlari, Limits of Agreement)

Ayni denekler ilizerinden iki metot ile elde edilen 6l¢iim degerleri arasindaki
farklarin, ortalamalarina karsi gosterildigi sacilim grafigidir. Bu grafige ayni
zamanda “Bland — Altman Uyum Smirlar1 Grafigi” de denir. Bland ve Altman
tarafindan ortaya konan bu yontem, metod karsilastirma calismalarinda genis
kullanim alan1 bulmustur (111, 112). iki 6l¢iim ydntemi arasindaki farka ait ortalama
(d) ve standart sapma (S) hesaplanarak 6lgme yontemleri arasindaki uyum sinirlar
incelenebilir. Eger farklar normal dagilim gosteriyorsa farklarin sifirin etrafinda
rastgele dagilmasi ve % 95’ inin d - 2s ile d + 2s arasinda yer almasi beklenir. Bu
siirlar igerisinde saglanan farkliliklar klinik olarak onemli olmayabilir ve bdyle bir
durumda bu iki 6lgme yontemi birbirlerinin yerine kullanilabilir. Bu yontemde d + 2s
Bland & Alman’ m uyum sinirlari olarak tanimlanmaktadir. Sekil 11’ de (y) ve (X)
gibi iki farkli 6l¢lim yontemlerinin ortalamalari X-eksenine, farklari ise y-eksenine

yazilarak olusturulan grafik gortilmektedir.
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Sekil 11: Iki farkli 8l¢iim yénteminin Bland-Altman (ortalama ve farklar) grafigi

Farkliliklar normal dagilim gosteriyorken tahmin edilen uyum smirlarinin
dogrulugunu test etmek icin giiven araliklarina bagvurulmaktadir. Uyum siirlarina

ait giiven araliklar asagidaki denklem ile hesaplanir.
(d+25)+ t=5d

Yani; uyumun alt st d - 2s icin giiven araliy; (d - 2S) + t*Sd seklinde
hesaplanirken, iist smnir1 d + 2s i¢in giiven araligi (d + 2S) £ t*Sd seklinde

hesaplanmaktadir.

Burada Sd farklara ait standart hatay1 vermektedir ve uyum sinirlarina ait standart

hata asagidaki denklem ile hesaplanir:

35°
S5d = |[—
n
Giiven araliklart formiiliinde, kiiciik 6rnekler i¢in (n-1) serbestlik dereceli t tablo
degeri, biiylik 6rnekler i¢in de tablo degeri olarak 1.96 olarak verilmektedir. Sekil-

12> de ise aym veriler i¢in olusturulan grafikte % 95 uyum smirlar1 grafige

eklenmistir (113).
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Sekil 12: Bland-Altman Grafigi ve % 95 uyum sinirlar

Bland & Altman Grafisi ortalamalar ile farklar arasindaki iliskiyi gorsellestirerek,
sistematik farklilik tespiti ve dis degerlerin gorsel agidan tanimlanmasi igin
kullanighdir. Eger farkliliklar, ortalama + 1,96 standart sapma arasinda ise anlaml
bir faklilik olmadigi ve yontemlerin birbiri yerine kullanilabilecegi sdylenebilir.
Martin ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada troponin-I konsantrasyonunu 6lgen iki
cihazin (Axsym ve Opus cihazlar1) degerleri arasinda sistematik oransal farklilik
oldugu bariz bir sekilde goriilmektedir. Ayrica, her iki cihazin farklarinin, gercek
dogru kabul edilen “Sifir Cizgisi (Zero bias)” iizerinde bulunmadigi i¢in sistematik
sabit farkliligin oldugu Sekil-13’ te gosterilmistir (114).
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Sekil 13: Bland-Altman Uyum Grafisi ile sistematik oransal farklilik ve sistematik sabit
farkliligin gosterilmesi
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2.9. Laboratuvar Yontemlerinin Tanmisal Yeterliliklerinin

Degerlendirilmesi

Tanisal Yeterlilik: Tanisal yeterlilik veya dogruluk, bir klinik testin siiflandirma

araci olarak en temel 6zelligidir. Bir testin, degisik saglik durumlarini ayirt etmede
vermis oldugu bilginin kalitesi ve ayirt etme 6zelliginin Slgiitiidiir. En basit olarak
sOyle Ozetlenebilir; iki degisik saglik durumunu birbirinden ayirabilme yetenegidir.
Ornegin; Saglik/Hastalik, Benign hastalik/Malign hastalik, Terapiye yamt/Terapiye
yanitsizlik durumlari arasinda ayirt edebilme, hastaligi dnceden tahmin edebilme
kapasitesidir.

Laboratuvarci, bir testi daha yeni bir test ile degerlendirmeyi diislinebilir.
Laboratuvar meniisiine yeni bir test koyabilir. Bazi testleri elimine edebilir. Calistigi
testin klinik degerini bilmek isteyebilir. Bu tiir gereksinimlerde, klinik performans
oOl¢iitlerinden yararlaniriz. 1991 yilinda Clinical Chemistry Dergisinin ilk 6 sayisinda
yayinlanan en az 18 makalenin “Klinik Performans” agisindan testlerin
degerlendirilmesine yonelik oldugu gozlemlenmistir. Bu calismalardan bazilari
yalnizca inceledikleri gruplarda test sonuglari ortalamalarin1 degerlendirmislerdir.
Digerleri “Sensitivite, Spesifisite, Efficiency ve Prediktif Degeri” hesaplamislardir.
Bes calismada ise, test performans: i¢in Relative Operating Characteristic (ROC)
grafikleri kullanmilmistir. Bu da, degisik calismalarda performansi degerlendirirken
kavram ve Olciitlerin olduk¢a farkli oldugunu goéstermekte, standart bir yaklasimin
bulunmadigini ortaya koymaktadir. Arastiricilar ile okuyucular ve uygulayicilar
arasindaki iletisim zorlasmaktadir. Sonucta, bir klinik testin “Tanisal Yeterliligini” ve
“Performansini” 6lgme kriterlerinin ne olacaglr ve bu kriterleri nasil sergileyecegi
konusunda “ortak nokta” bulunmasi gerekliligi ortadadir (115).

Verileri uyumluluk i¢in analiz ederken en sik rastlanan sorun, hangi yontemin
kullanilacaginin kesin olarak bilinmemesidir. Sadece uyumlulugu bir sekilde dlgmek
yeterli degildir. Uyumlulugu o6l¢mek i¢in farkli nedenler olabilmektedir. Bu
nedenlere bagli olarak hangi istatistiksel yontemin kullanilacagini belirlemek
onemlidir (116). Bir metodun digeri ile kiyaslanmasinda, laboratuvarcilar siklikla her
iki yontem sonuglarini lineer-regresyon analizi ile degerlendirmektedir. Ornek
olarak, CK-MB alinabilir. Hasta 6rnekleri, hem otomatize enzim immunoassay, hem

de elektroforez yontemi ile calisilir. Amag, kullanilan yontem ile denenen yontem
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arasindaki uyusma derecesini belirlemektir. Bu yaklagimda mevcut yontem, yeni
yontemin denendigi “standart” olarak kullanilmaktadir. Ancak, soyle bir olasilik da
mevcuttur; yeni yontem, hatali olarak daha az dogru ve tanisal yeterliligi daha zayif
olarak degerlendirilebilir. Daha gegerli bir yaklagim ise, “gold standart” olarak
bilinen bir referans yonteme karsi, eski ve yeni yontemleri denemektir. Uygulanmasi
daha zor olmakla birlikte, daha dogru ve gegerli sonug verir. Bu ¢aligma yayinlandigi

taktirde, baska laboratuvarcilar tarafindan da yararlanilabilir (115).

2.9.1. Tamssal Yeterlilik icin Kullanilan Olgiitler

Tanisal bir testinin, yeterliliginin degerlendirilmesinde kullanilan bazi terimler
bulunmaktadir. Tanisal test, gold standart yontemle karsilastirildiginda olusabilecek
0zel durumlar Tablo-3’ te gosterilmistir. Ve bu terimlerin hesaplanisi asagida

aciklanmustir (117, 118).

Tablo 3: Tan testinin degerlendirilmesinde karsilagilan durumlar

Gercek Durum (Gold Standart)
Tani Testi Hastalk Var Hastalik Yok Total
Sonucu +) A
A B
Pozitif (+) Dogru pozitif Yanlig pozitif A+B
(DP) (YP)
C D C+D
Negatif (-) Yanlig negatif Dogru negatif
(YN) (DN)
Total A+C B+D A+B+C+D

49




A: Gergekte hasta olup, tan1 testi sonucuna gore de hasta olarak belirlenen olgulardir

(Dogru pozitif, DP)

B: Gergekte saglam olduklari halde testin hatali olarak hasta dedigi olgulardir (Yanlis
pozitif, YP)

C: Gergekte hasta olup, tan1 testi sonucuna gore saglam olarak belirlenen olgulardir

(Yanlis negatif, YN)

D: Gergek tani sonucuna uygun olarak testinde saglam dedigi ger¢ek negatif

olgulardir (Dogru negatif, DN)
Duyarhhk veya Hassasiyet (Sensitivity): Testin, ger¢ek hastalar i¢cinden hastalari
ayirma yetenegidir. Hesaplanmasi asagidaki gibidir.

A _ DpP
A+C DP+YN

Ozgiilliik veya Segicilik (Specificity): Testin, gercek saglamlar icinden saglamlart

ayirma yetenegidir. Hesaplanmasi asagidaki gibidir.

D DN
B+D DN4+YP

Duyarlilik ve 6zgiilliik oranlarinin tersi olan, testin hatali yargilar1 da asagidaki gibi

hesaplanabilir.
Yanhs Pozitif Oram (1-Ozgiilliik): Gergek saglamlar iginden testin hatali olarak
hasta dedigi olgulardir. Hesaplanmas1 asagidaki gibidir.

o rp
B+D YP+DN

(1 — Ozgilliik) =

Yanhs Negatif Oram (1-Duyarhlik): Gergcek hastalar i¢inden testin hatali olarak
saglam dedigi olgulardir. Hesaplanmasi agsagidaki gibidir.

YN

(1 — Duyarhlik) = T5C-VYN<DP
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Onceden Tahmin Degeri (Prediktif deger): Laboratuvar testinin uygulandig1

toplulukta, hastaligin yayginligina gore, testin dogru tan1 koyma olasiligidir.
Pozitif Tahmin Degeri: Tani testinin sonucuna gore belirlenen pozitifler icerisindeki
dogru pozitiflerin oranidir. Hesaplanmasi asagidaki gibidir.

A _ DP
A+B DP +YP

Negatif Tahmin Degeri: Tani testinin sonucuna gore belirlenen negatifler

igerisindeki dogru negatiflerin oranidir. Hesaplanmasi asagidaki gibidir.

D DN
C+D DN+YN

2.9.2. Tamsal Yeterlilik i¢cin ROC (Aha islem Karakteristikleri, Receiver

Operating Characteristic) Analizinin Kullanilmas

Tani1 Testi performanslarinin degerlendirilmesi ve kiyaslanmasi i¢in en yaygin
kullanima sahip olan yontem ROC egrisidir. Klinik ¢aligmalarda stirekli sayilarin
kullanildigr 6l¢limlerde olgular1 ayirma (hasta/saglam), ¢oziimlemeyi karmagik hale
getirir ve hata olasiligini yiikseltir. Sonugta, klinik sartlara bagl olarak tani testinin
optimum etki noktas1 degismektedir. Bu ¢ercevede secilen farkli esik degerleri icin
bulunan farkli duyarlilik-6zgiilliik karekterlerine bagli olarak ara secenekler
belirlenerek, ROC egrileri (Receiver operating characteristic  curves)

olusturulmustur. ROC egrisi yontemi;

Testin ayirt etme giictiniin belirlenmesine

Cegsitli testlerin etkinliklerinin kiyaslanmasina
Uygun porzitiflik esiginin belirlenmesine
Laboratuvar sonuclarimin kalitesinin izlenmesine

Uygulayicimin geligiminin izlenmesine

AN N N N SR

Farkli uygulayicilarin etkinliklerinin kiyaslanmasina olanak saglar.

ROC egrisinin olusturulacagi koordinat sisteminin ordinatinda (y-ekseni) tani

testinin gercek pozitif degeri (duyarlilik), apsisinde (X-ekseni) ise yanlis pozitif
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degeri (1-6zgiilliik) yer alir. Tani testi ne kadar iyi ise egri o kadar yukartya (yiiksek
duyarlilik bolgesi) ve sola (diisiikk yanlis pozitif oran1 bolgesi) dogru kayar. Yanlig
degerlere sahip olmayan ideal bir testte ROC egrisi (0,0)-(0,1)-(1,1) noktalarini
birlestirmektedir. Buna karsin ROC ¢izimi y=X fonksiyonuna yaklastikca basarisiz
bir test ortaya c¢ikar (Sekil-14). Cinkii bu testte yanlis degerlerin orani en
yiikselmektedir. Bu fonksiyonun altindaki ROC egrisine sahip test basarisizdir (117,
118).

DUYARLILIK DUYARLILIK
—
0,0) P (Y (D

00) .~

1-02GULLUK 1-02GULLUK

Sekil 14: ideal ve Kétii performans gostergesi olan ROC egrileri

ROC Egrisi Altindaki Alanin Yorumlanmasi: ROC egrisinin altinda kalan alan (Area

Under Curve: AUC), testin hastalar ile hasta olmayan bireyleri ayirmadaki dogruluk
oranini belirler. Bu alamin biyiikligii, tlizerinde calisilan tanmi testinin ayirma
yeteneginin istatistiksel olarak 6nemini gosterir. Uzerinde calisilan tan1 testinin hig
ayirma yetenegi olmadig1 durumda ROC egrisi altindaki alanin beklenen degeri 0.50°
dir. Miikemmel bir test ise sifir yanlis pozitif ve sifir yanlis negatif ile alanin degeri

1.00 olacaktir. Test, bu iki degerin arasinda bir alana sahip olmalidir (117, 118).

Egri altindaki alanlarin yorumlanmasinda asagida verilen derecelendirmeler

kullanilabilir.

> 0.90 - 1.00 = Miikkemmel
> 0.80-0.90 =1yi
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» 0.70-0.80 = Orta
» 0.60—0.70 = Zay1f
» 0.50 - 0.60 = Basarisiz

ROC Egrilerinin Kiyvaslanmasi: iki ydntemin tamsal yeterliligini karsilastirmak icin

egri altinda kalan alanlar karsilastirilabilir. Iki ROC egrisine ait alanlarin benzer
olmasi egrilerin farkli olmadigi anlamina gelmemektedir. Bu nedenle istatistiksel

olarak bu alanlar1 karsilastirmak gerekir (119-122).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi acil laboratuvarina kabul
edilen, CK-MB o6l¢iimii yapilacak ornekler en geg iki saat iginde 10 dakika siireyle
4000 devir/dakikada santrifiij edilerek, serum &rnekleri -80°C” de saklandi. Segilen

orneklerin hemolizli, lipemik ve ikterik olmamasina dikkat edildi.
3.1.1. On Degerlendirme Deneyleri
- Deney ici (Within-run) Tekrarlanabilirlik (Presizyon ) Deneyi

10.08.2011 ile 24.12.2011 tarihleri arasinda serum CK-MB tayini istegiyle,
hastanemiz acil laboratuvarina kabul edilen, yaklagik 20 hastanin serum ornekleri,
her iki cihazin deney i¢i (within-run) presizyon (tekrarlanabilirlik) degerlendirmesi
i¢in, sirasiyla Architect ¢ 8000 biyokimya cihazi ve Architect i 1000 SR hormon
cihazt i¢in normal diizey (17.3 IU/L, 1.14 ng/ml) ve patolojik diizey (46.3 IU/L,
12.77 ng/ml) olmak iizere iki farkli CK-MB konsantrasyonlu serum havuzlari
seklinde  hazirlandi. Her iki cihazin  tekrarlanabilirlik  performanslari

degerlendirilirken CLSI EP-5A protokolii uygulandi.

Her iki seviye serum havuzundan 20’ ser kez dl¢iim yapildi, standart sapmalart
ve % CV (varyasyon katsayis1)’ leri hesaplandi. Her c¢alismada kalite-kontrolii
saglamak amaciyla, her iki cihaz i¢in giinliik ig¢-kalite kontrolii ¢alisildi. Calisma

boyunca ayni kalibrator, kontrol ve reaktif lotu kullanildi.

Sonuglar impresizyon (tutarsizlik) ol¢iitii olan varyasyon katsayis1 (CV) ve

standart sapma (SD) olarak ifade edildi.
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CK-MB iginlJizin verilen % belirsizlik; insanlardaki biyolojik degiskenlige
gore diizenlenmis ve Westgard’ 1n sitesinde gilincellenmis son hali mevcut olan

(http://www.westgard.com/biodatabasel.htm), biyolojik varyasyonlar {izerinden

hesaplanan % Belirsizlige gore, CK-MB Aktivite ve CK-MB Kiitle 6l¢iimii igin
degerlendirildi.

- Geri Kazamim (Recovery) Deneyi

Geri kazanim ¢alismasinda; CK-MB diizeyi normal (14.8 IU/L) ve CK-MB
diizeyi patolojik (110 IU/L) olan serum havuzlarina, Architect ¢ 8000 cihazi i¢in
referans numarasi: 6K25-10, lot numarasi: 10295Y600, degeri: 145 IU/L olan
kalibratdrden 0.1 ml eklendi. Aymi sekilde Architect I 1000 SR cihaz1 i¢in, CK-MB
diizeyi normal (0.8 ng/ml) ve CK-MB diizeyi patolojik (67.8 ng/ml) olan serum
havuzlarina, referans numarasi: 2K42-01, lot numarast: 981250, degeri: 60.0 ng/ml

olan kalibratorden 0.1 ml eklendi.

Her iki cihaz i¢in, serum CK-MB diizeyi normal ve patolojik olan serum
havuzlari, kalibrator eklenmeden 6nce ve kalibrator eklendikten sonra rastgele hatayi
onlemek amacgh 4’ er kez calisilarak ortalamalar1 alindi. Elde edilen ortalamalar,
kalibrator eklemeden Onceki Olgiilen degerin ortalamasindan ¢ikarilarak, geri
kazanim miktar1 % degisim (% Bias) olarak bulundu. CK-MB igin(Jizin verilen %
bias; insanlardaki biyolojik degiskenlige gore diizenlenmis ve Westgard’ in sitesinde

giincellenmis son hali mevcut olan (http://www.westgard.com/biodatabasel.htm),

biyolojik varyasyonlar {izerinden hesaplanan % Bias’ a gore, CK-MB Aktivite ve
CK-MB Kiitle 6l¢iimii i¢in degerlendirildi.

- Interferans Deneyi

Interferans calismasinda, normal diizey ve patolojik diizey serum havuzlari
hazirlandi ve hemolizat eklenerek seri diliisyonla farkli hemoglobin (Hb)
konsantrasyonlarinda ornekler elde edildi. Hemoliz diizeyi en yiiksek olan
orneklerdeki Hb konsantrasyonu Abbott Cell Dyn - 3700 SL hemogram cihazi ile
Olctildii. Seri diliisyonlar ile elde edilen serum oOrneklerindeki CK-MB
konsantrasyonlar1 her iki cihazda da Olgiilerek, % degisim miktarlar1 belirlendi.
Hemolizat eklendiginde CK-MB konsantrasyonlarinda saptanan farklarin yiizdesi
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veya % Bias, [(C1-Cp)/Cp)]x100 formiilii kullanilarak hesaplandi. Cy, hemolizat
icermeyen Orneklerdeki; C; ise tiim hemoliz diizeylerindeki analit konsantrasyonunu
gostermektedir. Cikan Slgiimlerden % interferans hatasi; CK-MB i¢in[lizin verilen
% bias olarak, insanlardaki biyolojik degiskenlige gére diizenlenmis ve Westgard’ in
sitesinde giincellenmis son hali mevcut olan
(http://www.westgard.com/biodatabasel.htm), biyolojik varyasyonlar tizerinden
hesaplanan % Bias’ a gore, CK-MB Aktivite ve CK-MB Kiitle 6l¢iimii igin

degerlendirildi. Ayrica, hem Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazi i¢in hem de
Architect i 1000 SR hormon cihazina ait CK-MB kit prospektiisiinde belirtilen

hemolize bagl interferans degerleri ile elde ettigimiz degerler karsilastirildi.

Hemolizat hazirlanmast:

Hemolizat 6rnegi taze alinmig EDTA’ 11 tam kan Orneklerinden hazirlandi. Hb
konsantrasyonu 16 g/dL’ nin iizerinde olan tam kan &rnekleri secildi. Ornekler
yavag¢a karistirildiktan sonra 2’ ser mL alindi ve 1500 x g’de 5 dakika santrifiij
edildi. Plazma uzaklastirildi ve kalan kistm 10 mL (0.15 mol/L sodyum kloriir) salin
eklenerek yavasga karistirilip tekrar 1500 x g’de 5 dakika santrifiij edilerek salin
uzaklastirildi. Bu islem 3 kez tekrarlandi. Kalan eritrosit paketi {izerine deiyonize su
ilave edilmeden -80 derecede donduruldu. Calisma zamaninda dondurucudan
cikarilan hemolizat oda sicakhiginda ¢oziildii ve 10 000 x g de 5 dakika tekrar
santrifiij edilerek hiicresel materyal ¢okertildi, siipernatan alinip Hb degeri 6lctildii ve

stok soliisyonu olarak havuzlara eklenmek iizere ayr1 olarak porsiyonlara ayrildu.

Normal diizey serum havuzunun hazirlanmast:

Hastanemize bagvuran hastalardan, kardiyak parametreleri normal diizeyde
(CK-MB aktivite i¢in < 20 IU/L, CK-MB Kkiitle igin < 3.1 ng/mL, troponin igin <
0.03 ng/mL) olan hemolizsiz serum &rnekleri toplanarak 40 mL’ lik serum havuzu

olusturuldu.

Patolojik serum havuzunun hazirlanmasi:

Hastanemiz acil servisine basvuran ve akut koroner kalp hastalig1 tanisi alan

hastalar izlenerek kardiyak belirtecleri panik degerlerin iizerinde (CK-MB aktivite
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icin >100 IU/L, CK-MB kiitle i¢in >10 ng/mL, troponin igin > 0.2 ng/mL) olanlarin

hemolizsiz serum O6rnekleri toplandi ve 40 mL’ lik serum havuzu hazirlandi.

Havuzlara hemolizat eklenmesi:

Oncelikle 40 mL’ lik normal serum havuzundan 6 mL alinip cam deney tiipiine
konuldu ve “Serum Havuzu A” olarak isaretlendi. Kalan 34 mL’ lik havuz “Serum
Havuzu B” olarak isaretlendi. Onceden hazirlanmis ve Hb degeri 21 g/dL olarak
Olclilmiis olan hemolizattan, Serum Havuzu A’ nin son Hb konsantrasyonunun 2.1
g/dL olmasi i¢in ne kadar alimmasi gerektigi C; X V; = C; X V, formiilii ile
hesaplandi. Serum Havuzu A’ dan hesaplanan hacim kadar serum pipetlenip atildi ve

yerine ayni miktarda hemolizat eklendi (0.6 mL) ve vorteks karistiricida karistirildi.

Hemolizatin Serum Havuzu A’ ya yaptig1 diliisyon etkisini esitlemek i¢in kalan
34 mL lik Serum Havuzu B’den ayni oranda (3.4 mL) serum atilip yerine esit

miktarda salin eklendi ve vorteks karistiricida karistirildi.

Hemoglobin konsantrasyonu 2.1 g/dL olan Serum Havuzu A (1. tip)’ in
yanina 10 adet bos deney tiipii dizilerek numaralandi. ikinci tiipe Serum Havuzu
A’dan 3 mL ve Serum Havuzu B’den 3 mL eklenip vorteks karistiricida homojen
olacak sekilde karistirildi. Aymi islemler 10. tiipe kadar tekrarlanarak Hb
konsantrasyonlar1 2 oraninda azalan Ornekler elde edilmis oldu. Son tiipe sadece
Serum Havuzu B’den 3 mL eklendi. 11 tiip, hemoglobin konsantrasyonlar1 en
yiiksekten diisiige dogru olacak sekilde numaralandi. 1.tlipten itibaren Hb
konsantrasyonlar1 sirasi ile 2.13, 1.12, 0.610, 0.305, 0.153, 0.076, 0.038, 0.019, 0.010
0.005, 0 g/dL olarak hesaplandi.

Patolojik serum havuzuna ayni islemler uygulanarak yine 11 adet Ornek
hazirlandi. Patolojik diizeyde Hb konsantrasyonlari sirasi ile 1.tiipten itibaren 2.01,

1.00, 0.503, 0.251, 0.125, 0.062, 0.031, 0.015, 0.007, 0.003, O g/dL olarak
hesaplandi.
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3.1.2. Son Degerlendirme Deneyleri
- Yontem Karsilastirilmasi

02.01.2012-09.01.2012 tarihleri arasinda hastanemize tani ve tedavi amaciyla
basvuran 40 hastanin, serum CK-MB diizeyleri dncelikle Abbott firmasinin Architect
¢ 8000 cihazi ile tayin edildi. Cihazlarin karsilagtirilmasinda kullanilacak serum
ornekleri -80°C’* de muhafaza edildi. CLSI EP-9A protokoliine gére numuneler hem
Architect ¢ 8000 cihazi hem de Architect i 1000 SR cihazinda cift olarak calisildi.
Kalite-kontrolii saglamak amaciyla her iki cihaz ic¢in giinliik i¢-kalite Kontrolii
calisildi. Calisma boyunca ayni kalibrator, kontrol ve reaktif lotu kullanildi. Bir giin
icinde calisilmas1 gereken serum ornekleri, protokole uygun olarak 2 saat i¢inde
calisildi. Calismada kullanilacak serum orneklerinin % 50 si, protokolde belirtildigi
gibi rapor aralig i¢indeki referans sinirlarinin disindayd: ve ¢alisma 6 giinde (giinde

6-7 ornek ¢aligilarak) tamamlandi.
- Deneyler Arasi (Between-run)Tekrarlanabilirlik Deneyi

26.12.2011 ile 28.12.2011 tarihleri arasinda serum CK-MB tayini istegiyle,
hastanemiz acil laboratuvarina kabul edilen, yaklasik 50 hastanin serumundan, her
iki cihazin deneyler arasi presizyon (tekrarlanabilirlik) degerlendirmesi igin normal
ve patolojik diizey olmak iizere iki farkli CK-MB konsantrasyonlu serum havuzu
hazirlandi. Hazirlanan normal diizey serum havuzu, 20 giin boyunca g¢alismaya
yetecek miktarda porsiyonlara boliinerek -80°C’ den daha diisiik sicaklikta muhafaza

edildi. Ayn1 islemler patolojik diizey serum havuzu igin de uygulandi.

Her iki cihazin tekrarlanabilirlik performanslari degerlendirilirken CLSI EP-5A
protokolii uygulandi. Protokole uygun olarak, normal diizey ve patolojik diizey
serum havuzlar1 20 giin boyunca, her iki cihazda sabah ve aksam olmak iizere giinde
iki kez ¢alisildi. Ayn1 giinde iki ¢alisma arasinda en az 3 saat olmasina dikkat edildi
ve her ornek, her calisma igin ¢ift ¢alisildi. Calisma i¢i ¢ift Ol¢limlerin arasindaki
fark, presizyon 6n degerlendirmesinden elde edilen standart sapmanin 5.5 katindan
fazla oldugunda o c¢alisma degerlendirme dis1 tutularak rastgele hatalardan

kaynaklanabilecek asir1 sapmalarin 6nlemesi amaglandi.
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Her bir serum havuzu (normal diizey ve patolojik diizey) igin 20 giin boyunca
yapilan Ol¢limlerin aritmetik ortalamasi, standart sapmalar1 ve % CV (varyasyon
katsayisi) hesaplandi. Sonuglar impresizyon (tutarsizlik) Olgiitii olan varyasyon

katsayis1 (CV) ve standart sapma (SD) olarak ifade edildi.

CK-MB ig¢inlJizin verilen % belirsizlik; insanlardaki biyolojik degiskenlige
gore diizenlenmis ve Westgard’ in sitesinde gilincellenmis son hali mevcut olan

(http://www.westgard.com/biodatabasel.htm), biyolojik varyasyonlar tizerinden

hesaplanan % Belirsizlige gore, CK-MB Aktivite ve kiitle CK-MB 0l¢limil igin
degerlendirildi.

3.1.3. Receiver Operator Characteristic (ROC) Analizi Egrisinin Cizilmesi

02.01.2012-09.01.2012 tarihleri arasinda hastanemize tani ve tedavi amaciyla
basvuran 40 hastanin serum 6rnegi ¢alisma i¢in kullanildi. Bu serum 6rneklerinden
20 tanesi klinik olarak AMI tanis1 alan hastalara ait olarak belirlendi. Hastalardan
kan almmma zamani, g6giis agrisinin baglangicindan yaklasik 6 saat sonra olacak
sekilde belirlendi. Kontrol ve hasta serum Orneklerine ait duyarlilik ve o6zgiilliik
degerlerinden yararlanilarak, x eksenine 1-ozgiilliik, y eksenine ise duyarlilik yer
alacak sekilde ROC egrisi olusturuldu. Her iki cihaz i¢in olusturulan grafiklere gore
“Egri altinda kalan alan” testlerin tanisal yeterliligini degerlendirmek icin birbirleri

ile karsilagtirildi.
3.1.4. Plazma Ornekleri ile Serum Orneklerinin Karsilastiriimasi

10.01.2012 ile 15.01.2012 tarihleri arasinda, CK-MB 0lgiimii {izerine
antikoagiilanlarin etkisini incelemek i¢in hastanemiz acil laboratuvarina kabul edilen
10 hastanin her birinden, referans numarasi: 455071, lot numarasi: A11100XN olan
Vacuette jelli biyokimya tiiplerine (J) ve referans numarasi: 12010, lot numarasi:
1291 olan Vacutest Kima Arzergrande lityum heparinli (Li.H) tiiplerine kan alindi.

Alian numuneler hemen santrifiij edilerek, siipernatanlar -80°C’ de bekletildi.

Ayni sekilde, AKS tanis1 almamis ve klinik agidan herhangi bir semptom ve
sikayeti olmayan, kardiyak parametreleri normal diizeyde (CK-MB aktivite i¢in < 20
IU/L, CK-MB kiitle i¢in < 3.1 ng/mL, troponin i¢in < 0.03 ng/mL) bulunan 10
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kisinin her birinden, referans numarasi: 455071, lot numarasi: A11100XN olan
Vacuette jelli biyokimya tiiplerine (J) ve referans numarasi: 12010, lot numarasi:
1291 olan Vacutest Kima Arzergrande lityum heparinli (Li.H) tiiplerine kan alindi.

Alman numuneler hemen santrifiij edilerek, siipernatanlar -80°C’ de bekletildi.

Muhafaza edilen plazma ve serum numuneleri oda sicakliginda en 30 dakika

bekletilmek kosuluyla ¢ozdiiriildiikten sonra her iki cihazda ¢aligildi.
3.2. Yontem

Serum CK-MB diizeyi tayini icin, Abbott firmasina ait Architect ¢ 8000
Biyokimya cihazinda ve Abbott firmasina ait Architect i 1000 SR Hormon cihazinda
kendilerine ait CK-MB 6l¢iim reaktifleri kullanildu.

3.2.1. Ol¢iim Yapilan Cihazlarin Olgiim Prensipleri
- Architect CK-MB Liquid (CK MB aktivite 6l¢iimii)

Kullanilan cihazin ve ticari kitin adi: Bu ¢alismada; Abbott 6K2503-3.0/F21 kodlu

orijinal ticari kit (Sentinel Diagnostics, Milano, Italy) ile seri numarasi: C801211 ve
referans numarasi: 01G06-01 olan Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazi (Abott
Labotatories Abott Park, IL 60064, USA) kullanilmistir.

Architect CK-MB Liquid icin kullanilan Reaktifler:

v' Reaktif 1: imidazol tamponu, glukoz, N-asetil sistein, magnezyum

asetat, Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADP), Etilen diamin
tetra asetikasit (EDTA), hekzokinaz (HK), monoklonal fare antikoru
(Anti-M)

v' Reaktif 2: Imidazol tamponu, kreatin fosfat, Adenozin difosfat (ADP),
Adenozin monofosfat (AMP), diadenozin pentafosfat, glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G6P-DH)

Olciim Yontemi:

Reaktif 1, serum numunesi i¢inde CK’ nin M alt birimine baglanan ve bu sayede M
alt biriminin aktivitesini inhibe eden bir antikor i¢ermektedir. Enzimin B alt birimi,
Reaktif 2’ deki substrat iizerine serbestce etki edebilmektedir. CK, kreatin fosfattan
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bir fosfat grubunun adenozin difosfata (ADP), kreatin ve adenozin trifosfat (ATP)
tirtinlerini agiga ¢ikaracak sekilde aktarilmasini tersinir sekilde katalize eder. Olusan
ATP; glukozdan, glukoz-6-fosfat ve ADP iiretmek i¢in kullanilir. Bu reaksiyon,
maksimum aktivite i¢in magnezyum iyonlarin1 gerektiren heksokinaz (HK)
tarafindan katalize edilir. Glukoz-6-fosfat, nikotinamid adenin diniikleotid fosfatin
(NADP) es zamanli olarak indirgenmesi ile birlikte meydana gelen glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz (G6P-DH) enziminin etkisi ile okside olur ve NADPH ile 6-
fosfoglukonat agiga ¢ikar. NADPH olusumuna baglh olarak 340 nm’ deki absorbans
artig hizi, numunedeki CK-MB aktivitesi ile dogru orantilidir.

CK-BB serumda diisiik miktarda bulundugundan ve CK-M aktivitesi ile CK-B
aktivitesi benzer oldugundan, CK-MB aktivitesi, olglilen CK-B aktivitesinin 2 ile

carpimi sonucu hesaplanir. Bu reaksiyonlarin olusumu Sekil-15" de gosterilmistir.

Kreatin kingz
Kreatin fosfat + ADP ——* Kreatin + ATP

Hekzokinaz

Glukoz + ATP —* Glukoz-6-fosfat + ADP

GPD-DH
Glukoz-6-fosfat + NADP* < Glukonat-6-fosfat + NADPH + H*

Sekil 15: Kreatin kinaz enzim aktivitesinin dl¢limiinde kullanilan reaksiyonlarin gésterimi

Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda CK-MB ig¢in analitik 6l¢iim araligi: 3-1000
IU/L olup bu degerin iistiindeki degerleri belirlemek ig¢in, drnekler 1:10 seklinde
diliie edilebilir.

Architect CK-MB Liquid icin kullanilan Kalibratorler:

Kreatin kinaz MB izoenziminin aktivite 6l¢limii i¢in, referans numarasi: 6K25-10,
lot numarasi: 10295Y600 ve konsantrasyonu: 145 IU/L olan, Architect ¢ 8000
biyokimya cihazi i¢in orijinal CK-MB kalibratorii kullanildi.

Architect CK-MB Liquid icin kullanilan Kontroller:

Kreatin kinaz MB izoenziminin aktivite 6l¢iimii i¢in, referans numarasi: 6K25-20,
lot numarast: 10296Y600 olan, Architect ¢ 8000 biyokimya cihaz1 i¢in orijinal CK-
MB kontrolii kullanildi.
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- Architect STAT CK-MB (CK-MB Kiitle dl¢iimii)

Kullanilan cihazin ve ticari kitin adi: Bu ¢alismada; Abbott 2K42-B2K42T kodlu
orijinal ticari kit (Fisher Scientific, Valley Pike-Middletown, Virginia, USA) ile seri
numarast: 11SR50124 ve referans numarasi: 01L86-01 olan Architect i 1000 SR
Hormon cihazi (Abott Labotatories Abott Park, IL 60064, USA) kullanild:.

Architect STAT CK-MB icin kullanilan Reaktifler:

v Mikropartikiiller: Protein (s1gir) stabilizatorii ile tris tamponu

icerisinde  Anti-CK-MB  (monoklonal fare antikoru) kapl
partikiillerdir. Koruyucu olarak antimikrobiyal maddeler icermektedir.

v" Konjugat: Protein (sigir) stabilizatorii ile MES [2-(N-Morpholino)
etan siilfonik asit] tamponu igerisinde Anti-CK-MB (monoklonal fare
antikoru) akridinyum etiketli konjugattir. Koruyucu olarak
antimikrobiyal maddeler icermektedir.

v' Diger reaktifler: Pre-Trigger (%1,32 hidrojen peroksit igerir)

sollisyonu, Trigger (0,35 Normal sodyum hidroksit igerir) soliisyonu,
Yikama (fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) tamponu ve koruyucu olarak
antimikrobiyal maddelerdir.

Olciim Yontemi:

Architect stat CK-MB tetkiki, insan serumu ve plazmasinda bulunan kreatin kinaz
(CK-MB)’ nin MB izoenziminin varliginin belirlenmesi i¢in Kemiluminesans
Mikropartikiil Enzim Immiinolojik test (CMIA) teknolojisi ile kemifleks olarak

taninan esnek tetkik protokoller kullanan iki adimli bir immiinolojik tetkiktir.

[lk adimda, 6rnek ve anti-CK-MB kapli paramanyetik mikropartikiiller
birlestirilir. Ornekteki mevcut CK-MB, anti-CK-MB kapli mikropartikiillere tutunur.
Inkiibasyon ve yikamadan sonraki ikinci adimda, anti-CK-MB akridinium etiketli
konjugati reaksiyon karigimma ilave edilir. Diger bir inkiibasyon ve yikama
doniisiimiinden sonra pre-trigger ve trigger soliisyonlar1 reaksiyon karigimina ilave
edilir. Elde edilen kemiliiminesan reaksiyon, rolatif 1sik tiniteleri (RLU) olarak
olgiiliir. Ornekteki CK-MB miktar1 ve Architect I sistem optik sistemleri ile tespit

edilen RLU' lar arasinda dogrudan bir iliski bulunmaktadir. CK-MB konsantrasyonu,
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konsantrasyonlar1 bilinen CK-MB kalibratorleri ile gergeklestirilen standart bir

egriye kars1 okunur.

Architect STAT CK-MB icin kullanilan Kalibratorler:

Kreatin kinaz MB izoenziminin kiitle 6l¢iimii i¢in, referans numarasi: 2K42-01 olan

6 adet orijinal CK-MB kalibratorii kullanildi.

Cal A: Lot numarasi: 981247, konsantrasyonu: 0,0 ng/ml
Cal B: Lot numarasi: 981248, konsantrasyonu: 3,8 ng/mi
Cal C: Lot numarasi: 981249, konsantrasyonu: 12 ng/ml
Cal D: Lot numarasi: 981250, konsantrasyonu: 60 ng/ml
Cal E: Lot numarasi: 981251, konsantrasyonu: 135 ng/ml

vV V.V V V VY

Cal F: Lot numarasi: 981252, konsantrasyonu: 300 ng/ml

Architect STAT CK-MB i¢in kullanilan Kontroller:
Kreatin kinaz MB izoenziminin kiitle 6l¢iimii i¢in, referans numarasi: 2K42-10 olan
3 adet orijinal CK-MB kontrolii kullanildu.

» CONTROL L: Lot numarasi: CKM13091

» CONTROL M: Lot numarasi: CKM13092

» CONTROL H: Lot numarasi: CKM13093

3.3. istatistiksel Analiz

Yontem  karsilastirma,  tekrarlanabilirlik, geri kazanim, interferans
deneylerinde, ROC analizinde ve plazma ile serum Orneklerinin karsilastirilmasinda
MedCalc 12.3.0.0 istatistik paket programi kullanilarak veriler analiz edildi.
Interferans calismasinda; elde edilen degerlerin, artan hemoglobin konsantrasyonu ile
ne kadar etkilendigini gozlemlemek i¢in korelasyon analizi uygulandi. Ayrica
yontem karsilastirma deneyinde, Architect ¢ 8000 ve Architect I 1000 SR
cihazlarinda olgiilen degerler arasindaki iliski yine, korelasyon analizi (p<0.05
diizeyinde) uygulanarak  degerlendirildi. Cihazlar  arasindaki uyumun
degerlendirilmesi i¢in Lineer regresyon analizi, Passing-Bablok regresyon analizi ve

Bland-Altman Grafigi kullanildi. Tanisal yeterlilik i¢in ROC analizi uyguland1 ve
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elde edilen “Egri Altinda Kalan Alanlarin” istatiksel agidan anlamlilig
degerlendirildi. Normal diizey CK-MB ve patolojik diizey CK-MB olmak iizere,
plazma ile serum ornekleri arasindaki farklarin degerlendirilmesi icin eslestirilmis t-
testinin, non-parametrik karsiligi olan Wilcoxon Rank-Sign testi kullanildi. Gruplar
arasindaki anlamli farklilik (p<0.05 diizeyinde) degerlendirildi. Ayrica; normal ve
patolojik dlizey ayrimi yapilmadan tiim plazma ve serum Orneklerinin
karsilastirilmasi i¢in Wilcoxon Rank-Sign testi kullanildi. Plazma ile serum 6rnekleri
arasindaki iliskiyi degerlendirmek icin korelasyon analizi (p<0.05 diizeyinde)

uygulandi.
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4. BULGULAR

4.1. Tekrarlanabilirlik Calismasina Ait Bulgular

Tekrarlanabilirlik (prezisyon), tekrarlanan Ol¢limlerle bulunan degerlerin
birbirine yakinligin1 ifade etmektedir. Her iki cihazin presizyon performanslarini
degerlendirirken CLSI| EP-5A protokolii uygulandi. Presizyon degerlendirmesi

amaciyla iki farkli diizeye sahip (normal-patolojik) serum havuzlari kullanildi.

1- Deney-i¢i (Within-run) tekrarlanabilirlik c¢alismasinda, normal diizey ve
patolojik diizey serum havuzlarindan 20’ ser 6lgiim yapildi. Ortalamalari, standart
sapmalar1 ve % CV (varyasyon katsayis1) hesaplandi. Boylelikle her iki cihazin,
normal ve patolojik diizeyler i¢in giin-i¢i (CVw.day) analitik varyasyonu belirlenmis

oldu.

2- Deneyler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismasi igin Onceden porsiyonlara
ayrilmis, normal ve patolojik diizey serum havuzlari, 20 giin boyunca her iki cihazda
sabah ve aksam olmak iizere giinde iki kez ¢aligildi. Ayni giinde iki ¢alisma arasinda
en az 3 saat olmasina dikkat edildi ve her drnek protokole uygun olarak ¢ift ¢alisild.
Boylelikle her iki cihazin, normal ve patolojik diizeyler i¢in giinler-arast (CVp.day)
analitik varyasyonu belirlenmis oldu.

3- Her ¢aligmada kalite-kontrolii saglamak amaciyla, her iki cihaz i¢in glinlik

i¢-kalite kontrolii ¢aligildi.

4- Calisma boyunca ayni kalibrator, kontrol ve reaktif lotu kullanildi. Sonuclar
impresizyon (tutarsizlik) 6l¢iitii olan varyasyon katsayist (% CV) ve standart sapma
(SD) olarak ifade edildi.
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5- Sonuglar degerlendirilirken; CK-MB i¢inllizin verilen % belirsizlik,
insanlardaki biyolojik degiskenlige gore diizenlenmis ve Westgard’ in sitesinde

giincellenmis son hali mevcut olan (http://www.westgard.com/biodatabasel.htm),

biyolojik varyasyonlar {izerinden hesaplanan % Belirsizlige gore, CK-MB Aktivite
ve CK-MB Kiitle 6l¢iimii i¢in degerlendirildi.

6- Giin-i¢i tekrarlanabilirlik ¢alismasi ile elde edilen giin-i¢i (CV.day) analitik
varyasyon ve giinler-arasi tekrarlanabilirlik calismasi ile elde edilen giinler-arasi
(CVp.day) analitik varyasyondan, total analitik hata (CVan.totar) asagidaki formiil ile

hesaplandi.
CVzan-total = CVZW-day + CVZb-day

7- Total analitik hata (CVan-total) Ve giin-i¢i (CVw.day) analitik varyasyonun, her
iki cihazda, hem normal diizey hem de patolojik diizey i¢in asagidaki kriterleri

saglayip saglamadigi degerlendirildi.
- CVan-total < 0.5 CVW
= CVW_day S 0.25 TE%b
CVan_tota| S 0.33 TE%b
Insanlardaki biyolojik degiskenlige gére CK-MB Aktivite ve CK-MB Kiitle igin
belirlenen, birey-i¢i biyolojik varyasyon (CVy,), bireyler-arasi biyolojik varyasyon
(CVy), belirsizlik i¢in arzu edilen yiizde (1%), dogruluk i¢in arzu edilen yiizde (%B)

ve izin verilebilir total hata i¢in arzu edilen yizde (TEA%) asagidaki tabloda
gosterilmektedir (Tablo-4).
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Tablo 4: CK-MB Aktivite ve CK-MB Kiitle i¢in birey-i¢i, bireyler-arasi biyolojik varyasyon
degerleri ile arzu edilen belirsizlik, arzu edilen dogruluk ve izin verilebilir total hata

degerleri
Biyolojik Varyasyon Arzu Edilen Ozellik
Analit cvw CVg | (%) B (%) TE (%)
CK-MB 19.7 24.3 9.9 7.8 24.1
(Aktivite)
CK-MB 18.4 61.2 9.2 16.0 31.2
(Kiitle)

Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda, deney-igi tekrarlanabilirlik ¢alismasi igin,

normal ve patolojik diizeylere ait elde edilen bulgular (Tablo-5)’ te gosterilmektedir.

Tablo 5: Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda deney-i¢i tekrarlanabilirlik ¢aligsmasi igin,
normal ve patolojik diizeylere ait elde edilen bulgular

ARCHITECT c 8000 Biyokimya Cihaz
Normal Diizey Patolojik Diizey
Ortalama (1U/L) 17.3 46.3
Standart Sapma 1.30 2.36
%CV 7.5 5.1

Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda, deney-igi tekrarlanabilirlik ¢alismasi igin,
normal ve patolojik diizeye ait degerlerin noktasal dagilimi (Sekil-16)° da

gosterilmektedir.
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Sekil 16: Architect c8000 Biyokimya cihazinda, deney-i¢i tekrarlanabilirlik ¢alismasi igin,
normal ve patolojik diizeylere ait degerlerin noktasal dagilimi

Architect i 1000 SR Hormon cihazinda deney-i¢i tekrarlanabilirlik ¢alismasi igin,

normal ve patolojik diizeylere ait elde edilen bulgular (Tablo-6) da gésterilmektedir.

Tablo 6: Architect i 1000 SR Hormon cihazinda deney-igi tekrarlanabilirlik ¢alismasi igin,
normal ve patolojik diizeylere ait elde edilen bulgular

ARCHITECT i 1000 SR Hormon Cihazi
Normal Diizey Patolojik Diizey
Ortalama (ng/ml) 1.1 12.7
Standart Sapma 0.05 0.31
%CV 4.4 2.4

Architect i 1000 SR Hormon cihazinda, deney-i¢i tekrarlanabilirlik ¢aligmasi igin,
normal ve patolojik diizeylere ait degerlerin noktasal dagilimi (Sekil-17)’ de

gosterilmektedir.
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Sekil 17: Architect i 1000 SR Hormon cihazinda, deney-i¢i tekrarlanabilirlik ¢aligmasi igin,

Normal Duzey

Patolojik Duzey

normal ve patolojik diizeylere ait degerlerin noktasal dagilimi

Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda deneyler-arasi tekrarlanabilirlik ¢alismasi

icin, normal diizeye ait elde edilen bulgular (Tablo-7)’ de gosterilmektedir.

Tablo 7: Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda deneyler-arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmasi

i¢in, normal diizeye ait elde edilen bulgular

Architect ¢8000 Biyokimya Cihazi
Sabah 1l | Sabah 2 | Aksam 1 | Aksam 2 | Normal Diizey
Tiim Gruplar
Ortalama 12.3 12.3 12.2 12.3 12.3
(1U/L)
Standart 1.08 1.26 1.20 1.26 1.18
Sapma
Standart 0.24 0.28 0.27 0.28 0.13
Hata
% CV 8.7 10.2 9.8 10.2 9.6
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Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda, deneyler-aras1 tekrarlanabilirlik

calismasi igin normal diizeye ait degerlerin noktasal dagilimi (Sekil-18) de

gosterilmektedir.
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Sekil 18: Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda, deneyler-arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmasi
icin, normal diizeye ait degerlerin noktasal dagilimi

Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda deneyler-aras1 tekrarlanabilirlik ¢aligmasi

icin, patolojik diizeye ait elde edilen bulgular (Tablo-8)’ de gosterilmektedir.

Tablo 8: Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda, deneyler-arasi tekrarlanabilirlik ¢alismasi
icin, patolojik diizeye ait degerler

Architect c 8000 Biyokimya Cihazi
Sabah1l | Sabah2 | Aksam1 | Aksam 2 | Patolojik Diizey
Tiim Gruplar

Ortalama 43.7 42.9 42.8 429 43.1

(1u/L)
Standart 3.86 3.58 3.01 3.37 3.42

Sapma
Standart 0.86 0.80 0.67 0.75 0.38

Hata
% CV 8.8 8.3 7.0 7.8 7.9
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Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda, deneyler-arasi tekrarlanabilirlik ¢aligsmasi

icin patolojik diizeye ait degerlerin noktasal dagilimi (Sekil-19)” da gosterilmektedir.
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Sekil 19: Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda, deneyler-arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmasi
i¢in, patolojik diizeye ait degerlerin noktasal dagilimi

Architect i 1000 SR Hormon cihazinda deneyler-arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmasi

icin, normal diizeye ait elde edilen bulgular (Tablo-9)’ da gosterilmektedir.

Tablo 9: Architect i 1000 SR Hormon cihazinda deneyler-arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmasi
i¢in, normal diizeye ait elde edilen bulgular

Architect i 1000 SR Hormon Cihazi
Sabah 1 | Sabah 2 | Aksam 1 | Aksam 2 Normal Diizey
Tim Gruplar
Ortalama 1.10 1.11 1.14 1.13 1.12
(ng/ml)
Standart 0.08 0.05 0.06 0.08 0.07
Sapma
Standart 0.01 0.01 0.01 0.01 0.008
Hata
% CV 7.4 5.2 5.9 7.7 6.7
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Architect i 1000 SR Hormon cihazinda, deneyler-arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmasi

icin, normal diizeye ait degerlerin noktasal dagilim1 (Sekil-20)’ de gosterilmektedir.
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Sekil 20: Architect i 1000 SR Hormon cihazinda, deneyler-arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmasi
icin, normal diizeye ait degerlerin noktasal dagilimi

Architect i 1000 SR Hormon cihazinda deneyler-arasi tekrarlanabilirlik ¢alismasi

icin, patolojik diizeye ait elde edilen bulgular (Tablo-10)’ da gosterilmektedir.

Tablo 10: Architect i 1000 SR Hormon cihazinda deneyler-arasi tekrarlanabilirlik ¢alismasi
icin, patolojik diizeye ait elde edilen bulgular

Architect i 1000 SR Hormon Cihaz1
Sabah1l | Sabah2 | Aksam 1 | Aksam 2 | Patolojik Diizey
Tiim Gruplar

Ortalama 12.9 12.9 13.0 12.9 12.9

(ng/ml)
Standart 0.62 0.58 0.69 0.76 0.65

Sapma
Standart 0.14 0.13 0.15 0.17 0.07

Hata
% CV 4.8 4.5 5.3 5.8 5.0
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Architect i 1000 SR Hormon cihazinda, deneyler-arasi tekrarlanabilirlik galigsmasi

icin, patolojik diizeye ait degerlerin noktasal dagilim1 (Sekil-21)’ de gosterilmektedir.
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Sekil 21: Architect i 1000 SR Hormon cihazinda, deneyler-aras1 tekrarlanabilirlik ¢alismasi
icin, normal diizeye ait degerlerin noktasal dagilimi

Her iki cihazda yapilan, deney-i¢i ve deneyler-arasi yapilan tekrarlanabilirlik
calismalar1 sonucu, normal diizey ve patolojik diizeyler i¢in elde edilen ortalama ve
standart sapmalara gore, gilin-i¢i analitik varyasyon (CVw-day) ile giinler-arasi
analitik varyasyonlar (CVb-day) elde edildi. Elde edilen giin-i¢i ve giinler-arasi
analitik varyasyonlardan, normal ve patolojik diizeyler i¢in total analitik varyasyon

(CVan-total) hesaplandi (Tablo-11).
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Tablo 11: Architect ¢ 8000 cihazi ve Architect i 1000 SR cihaz1 i¢in hesaplanan (CVw-day),
(CVb-day) ve (CVan-total) degerleri

Architect ¢ 8000 Architect i 1000 SR
Biyokimya Cihazi Hormon Cihaz1
(CK-MB Aktivite Olgiimii) (CK-MB Kiitle Ol¢iimii)
Normal Patolojik Normal Patolojik
Diizey Diizey Diizey Diizey
Giin-ici
Analitik
Varyasyon 7.5 51 4.4 2.4
(CVw-day)
Giinler-arasi
Analitik
Varyasyon 9.6 7.9 6.7 5.0
(CVb-day)
Total
Analitik Hata
12.1 9.4 8.0 55
(CVan—totaI)

4.2. Geri Kazamim (Recovery) Calismasina Ait Bulgular

Laboratuvarlarda kullanilan yontemlerin analitik agidan dogrulugunu etkileyen
hatalar, sistematik hatalardir. Sistematik hata; analit konsantrasyonundan bagimli
olup olmamasina gore ikiye ayrilir. Analit konsantrasyonundan bagimsiz olan hata
sabit _hatadir. Analit konsantrasyonuna bagimli olan sistematik hata ise oransal
hatadir. Geri kazamm ¢aligmasi oransal sistematik hatanin saptanmasinda yararlidir.
Her iki cihazda, oransal agidan analitik dogrulugun degerlendirilmesi igin, geri

kazanim (recovery) ¢alismas1 yapildi.

Geri kazanim bir analitik yontemin konsantrasyonu/igerigi bilinen orneklere
bilinen miktarlarda eklenen analiti dogru olarak 6lgme kapasitesidir. Geri kazanim

Olgtimleri bir yontemin dogrulugu hakkinda en gercekgi bilgiyi saglar (75). Her iki

74



cihaz i¢in, serum CK-MB diizeyi normal ve patolojik olan serum havuzlari,
kalibrator eklenmeden once ve kalibrator eklendikten sonra rastgele hatay1 dnlemek
amacgh 4 er kez c¢alisilarak ortalamalar1 alindi. Elde edilen ortalamalar, Kalibrator
eklemeden Onceki Ol¢iilen degerin ortalamasindan ¢ikarilarak, geri kazanim miktari
% degisim (% Bias) olarak bulundu. CK-MB igin[Jizin verilen % bias; insanlardaki
biyolojik degiskenlige gore diizenlenmis ve Westgard’ 1n sitesinde giincellenmis son

hali  mevcut olan (http://www.westgard.com/biodatabasel.htm),  biyolojik

varyasyonlar iizerinden hesaplanan % Bias’ a gore, CK-MB aktivite ve kiitle 6l¢iimii

icin degerlendirildi.

Eklenen Miktar: Eklenenin Konsantrasyonu * Eklenen Hacmi / Total Hacim

Geri Kazanim Konsantrasyonu: Olgiilen Konsantrasyon-Bazal Konsantrasyon
% R: Geri Kazanim/ Eklenen * 100
% BIAS: 100-%R

Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazi i¢in orneklerin hazirlanmasi:

1. Tiip: 1.0 ml normal (14.86 1U/L) konsantrasyonlu serum + 0.1 ml distile su

2. Tiip: 1.0 ml normal (14.86 1U/L) konsantrasyonlu serum + 0.1 ml degeri 145 1U/L
olan Architect CK-MB Kalibratorii

3. Tiip: 1.0 ml yiiksek (110.15 1U/L) konsantrasyonlu serum + 0.1 ml distile su

4. Tiip: 1.0 ml yiiksek (110.15 IU/L) konsantrasyonlu serum + 0.1 ml degeri 145
IU/L olan Architect CK-MB Kalibratorii

EKLENEN MIKTAR: 145*0.1/1.1=13.18 IU/L

Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazi i¢in normal ve patolojik serum diizeylerinde

yapilan geri kazanim ¢alismasina ait bulgular asagida gosterilmektedir (Tablo-12).
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Tablo 12: Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazi i¢in normal ve patolojik serum diizeylerinde
yapilan geri kazanim c¢aligmasi

Architect ¢ 8000 Biyokimya Cihaz
Olgiilen Eklenen Geri Elde Edilen Geri
Konsantrasyon | Konsantrasyon | Konsantrasyon | Kazanmim
(IU/L) (1U/L) (1U/L) (%)

1.Tiip 115 - - -
(Normal Diizey)
2.Tiip 23.7 13.1 12.2 92.9
(Normal Diizey)
3.Tiip 100.7 - - -
(Patolojik
Diizey)
4.Tiip 113 13.1 12.2 92.9
(Patolojik Diizey)

Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda normal diizey i¢in; %R (%Geri kazanim)
%92.9 ve %Bias ise 100-%R = 100-92.9 = %7.1 bulundu. Ayni sekilde patolojik
diizey i¢in; % R (% Geri kazanim) % 92.9 ve %Bias ise 100-%R = 100-92.9= %7.1
bulundu. Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazi i¢in ortalama % Geri kazanim %92.9

olarak hesapland.
Architect i 1000 SR Hormon cihazi i¢in érneklerin hazirlanmasi:

1. Tiip: 1.0 ml normal (0.81 ng/ml) konsantrasyonlu serum + 0.1 ml distile su

2. Tiip: 1.0 ml normal (0.81 ng/ml) konsantrasyonlu serum + 0.1 ml degeri 60.0
ng/ml olan Architect Stat CK-MB Kalibratorii

3. Tiip: 1.0 ml yiiksek (67.79 ng/ml) konsantrasyonlu serum + 0.1 ml distile su

4. Tip: 1.0 ml yiiksek (67.79 ng/ml) konsantrasyonlu serum + 0.1 ml degeri 60.0
ng/ml olan Architect Stat CK-MB Kalibratorii

EKLENEN MIKTAR: 60%0.1/1.1=5.45 ng/ml
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Architect i 1000 SR Hormon cihazi i¢in normal ve patolojik serum diizeylerinde

yapilan geri kazanim ¢alismasina ait bulgular asagida gosterilmektedir (Tablo-13).

Tablo 13: Architect i 1000 SR Hormon cihaz1 i¢in normal ve patolojik serum diizeylerinde
yapilan geri kazanim c¢aligmast

Architect i 1000 SR Hormon Cihazx

Olgiilen Eklenen Geri Elde Edilen Geri
Konsantrasyon | Konsantrasyon | Konsantrasyon | Kazanim
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)
1.Tiip 0.72 - - -
(Normal Diizey)
2.Tiip 5.67 5.45 4.95 90.8
(Normal Diizey)
3.Tiip 57.42 - - -
(Patolojik Diizey)
4.Tiip 62.55 5.45 5.13 9.1
(Patolojik Diizey)

Architect i 1000 SR Hormon cihazinda normal diizey i¢in; %R (%Geri kazanim)
%90.8 ve %Bias ise 100-%R = 100-90.8= %9.2 bulundu. Ayni sekilde patolojik
diizey i¢in; % R (% Geri kazanim) % 94.1 ve %Bias ise 100-%R = 100-94.1= %5.9
bulundu. Architect i 1000 SR Hormon cihazi igin ortalama % Geri kazanim %92.5

olarak hesaplandi.
4.3. interferans Calismasina Ait Bulgular

Interferans; analit konsantrasyonundan bagimsiz olarak, sistematik sabit hata
olusumuna neden olur. Interferans galismasinda, normal diizey ve patolojik diizey
serum havuzlar1 hazirlandi1 ve hemolizat eklenerek seri diliisyonla farkli hemoglobin
(Hb) konsantrasyonlarinda ornekler elde edildi. Hemoliz diizeyi en yiiksek olan

orneklerdeki Hb konsantrasyonu Abbott Cell Dyn - 3700 SL hemogram cihaz ile
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Olciildii. Seri diliisyonlar ile elde edilen serum oOrneklerindeki CK-MB

konsantrasyonlar1 her iki cihazda da 6lgiilerek, % Bias miktarlar1 belirlendi.

Normal ve patolojik havuzlara eklenecek hemolizatin konsantrasyonu 21 g/dL
olarak Ol¢iildii. Hazirlanan hemolizattan, Serum Havuzu A’ ya 0.6 ml hemolizat
eklendi. Hemoglobin konsantrasyonu 2.1 g/dL olan Serum Havuzu A’ nin yanma 10
adet bos deney tiipii dizilerek numaralandi. Serum Havuzu A (1. tiip)’ den itibaren,
10. tiipe kadar, Hb konsantrasyonlar1 2 oraninda azalan ornekler elde edildi. Son
tipe sadece Serum Havuzu B’den 3 mL eklendi. 11 tiip, hemoglobin
konsantrasyonlar1 en yiiksekten diisiige dogru olacak sekilde numaralandi. 1.tiipten
itibaren Hb konsantrasyonlar sirasi ile 2.13, 1.12, 0.610, 0.305, 0.153, 0.076, 0.038,
0.019, 0.010, 0.005, 0 g/dL olarak hesaplandi. Patolojik serum havuzuna ayni
islemler uygulanarak yine 11 adet Ornek hazirlandi. Patolojik diizeyde Hb
konsantrasyonlar1 sirasi ile 1.tiipten itibaren 2.01, 1.00, 0.503, 0.251, 0.125, 0.062,
0.031, 0.015, 0.007, 0.003, 0 g/dL olarak hesaplandi. Hemolizat eklendiginde CK-
MB konsantrasyonlarinda saptanan farklarin yiizdesi veya bias, [(C1-Co)/Cp)]*100
formiilii kullanilarak hesaplandi. Cp, hemolizat igermeyen orneklerdeki analit
konsantrasyonunu; C; ise tiim hemoliz diizeylerindeki analit konsantrasyonunu
gostermektedir.

Normal ve patolojik serum havuzlarina hemolizat eklenerek, seri diliisyonlar
ile elde edilen tiiplerdeki CK-MB konsantrasyonlari, her iki cihazda da rastgele
hatay1 6nlemek agisindan 2’ ser kez ¢alisild1 ve ortalamalar1 alindi. Normal CK-MB
diizeyinde, her iki cihaz igin 6l¢iilen Hemoglobin, CK-MB Aktive ve CK-MB Kiitle
degerleri ortalamalar1 (Tablo-14)’ te gosterilmektedir. Ayrica her iki cihazda, normal

diizey icin hesaplanan % Bias degerleri tabloda yer almaktadir.
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Tablo 14: Normal diizey serum havuzunda Hb, CK-MB Aktivite, CK-MB Kiitle ve % Bias

degerleri
Tip | Homoo | AMvieOim | | CIMB K
No Degerleri Degerleri | CK-MB Olgiim CK-MB
Ortalamalar1 | Aktivite Degerleri Kiitle
(mg/dl) _ Ortalamalan _
(1U/L) % Bias (ng/ml) % Bias
1* - 14.0 0.0 0.85 0.0
2 5 14.0 0.0 0.80 -5.8
3 10 145 35 0.80 -5.8
4 19 17.5 25 0.85 0.0
5 38 20.5 46 0.80 -5.8
6 77 28.0 100 0.85 0.0
7 153 43.0 207 0.80 -5.8
8 305 76.0 442 0.80 -5.8
9 610 147.0 950 0.80 -5.8
10 1120 299.0 2042 0.80 -5.8
11** 2130 Olgiilemedi - 0.80 5.8

* Serum havuzu B

** Serum havuzu A

Koyu renkli veriler; CK-MB Aktivite igin izin verilen %Bias (%7,8) degerini asan

degerlerdir.

Patolojik CK-MB diizeyinde, her iki cihaz igin 6l¢iilen Hemoglobin, CK-MB
Aktive ve CK-MB Kiitle degerleri (Tablo-15)" te gosterilmektedir. Ayrica her iki

cihazda, patolojik diizey i¢in hesaplanan % Bias degerleri tabloda yer almaktadir.
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Tablo 15: Patolojik diizey serum havuzunda Hb, CK-MB Aktivite, CK-MB Kiitle ve % Bias
degerleri

No Degerleri Degerleri CK-MB Olgiim CK-MB
Ortalamalar1 | Aktivite Degerleri Kiitle
(mg/dI) Ortalamalarn

(1U/L) % Bias (ng/ml) % Bias
1* - 99.5 0 61.85 0.0
2 4 100.5 0.5 61.80 -4.4
3 8 101 1 62.95 -0.9
4 16 103 3 64.90 2.2
5 32 105.5 55 64.55 -0.9
6 63 113 13 65.50 -0.3
7 126 129.5 29.5 65.05 -1.7
8 252 164.5 65 64.25 -1.2
9 504 229.5 130 65.10 -4.2
10 1000 379.5 280 62.80 -5.9
11%* 2015 Olgiilemedi - 65.70 -5.9

* Serum havuzu B ** Serum havuzu A

Koyu renkli veriler; CK-MB Aktivite icin izin verilen %Bias (%7,8) degerini asan
degerlerdir.

Her iki cihaz i¢in, normal diizey serum havuzundan hazirlanan hemolizat
orneklerinde, artan Hb konsantrasyonuna bagl goriilen % Bias, (sekil-22)’ de

gosterilmektedir.
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Sekil 22: Normal diizey i¢in, artan Hb konsantrasyonuna bagli olarak, aktivite ve kiitle
6l¢iimlerinde goriilen % Bias

Her iki cihaz i¢in, patolojik diizey serum havuzundan hazirlanan hemolizat
orneklerinde, artan Hb konsantrasyonuna bagli goriilen % Bias, (sekil-23)’ te

gosterilmektedir.
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Sekil 23: Patolojik diizey i¢in, artan Hb konsantrasyonuna bagli olarak, aktivite ve kiitle
6l¢iimlerinde goriilen % Bias
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Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda, normal ve patolojik serum havuzlarindan
hazirlanan hemolizat 6rneklerinde, CK-MB aktivite dl¢iimiinden elde edilen % Bias
degerlerinin, izin verilen % Bias’ a (%7.8) gore karsilastirilmast (sekil-24)’ te

gosterilmektedir.
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Sekil 24: CK-MB aktivite dlgiimiinden elde edilen % Bias degerlerinin, normal diizey ve
patolojik diizey serum havuzlari i¢in, izin verilen % Bias’ a gore karsilastirilmasi

Architect i 1000 SR Hormon cihazinda, normal ve patolojik serum havuzlarindan
hazirlanan hemolizat 6rneklerinde, CK-MB Kiitle 6l¢timiinden elde edilen % Bias
degerlerinin, izin verilen % Bias’ a (%16) gore karsilastirilmas: (sekil-25)° te

gosterilmektedir.
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Sekil 25: CK-MB Kkiitle 6l¢iimiinden elde edilen % Bias degerlerinin, normal diizey ve
patolojik diizey serum havuzlar i¢in, izin verilen % Bias’ a gore karsilastiriimasi

Artan Hb konsantrasyonlarinda dlciilen CK-MB degerleri ile hemolizin interferans
etkisini degerlendirmek 1i¢in her iki cihazda, normal ve patolojik serum
havuzlarindan hazirlanan 6rneklerde korelasyon analizi yapildi. CK-MB Aktivite
Olgimii yapan Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda; normal diizey serum
havuzlarindan hazirlanan hemolizat drneklerinde, dlgiilen CK-MB degerleri ile Hb
konsantrasyonlar1 arasindaki iligskide, korelasyon katsayisi (r=0.996) ve anlamlilik

diizeyi (p<0.0001) olarak bulundu (sekil-26).
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Sekil 26: CK-MB aktivite 6l¢iimiinde, normal diizey icin CK-MB degerleri ile Hb
konsantrasyonu arasindaki iligki

Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda; patolojik diizey serum havuzlarindan
hazirlanan hemolizat Orneklerinde, Olciilen CK-MB degerleri ile Hb
konsantrasyonlari arasindaki iligkide, korelasyon katsayisi (r=0.999) ve anlamlilik
diizeyi (p<0.0001) olarak bulundu (sekil-27).
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Sekil 27: CK-MB aktivite 6lgiimiinde, patolojik diizey i¢in CK-MB degerleri ile Hb
konsantrasyonu arasindaki iliski
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CK-MB Kiitle 6l¢iimii yapan Architect i 1000 SR Hormon cihazinda; normal diizey
serum havuzlarindan hazirlanan hemolizat 6rneklerinde, dl¢iilen CK-MB degerleri
ile Hb konsantrasyonlar1 arasindaki iliskide, korelasyon katsayisi (r=-0.358) ve
anlamlilik diizeyi (p=0.27) olarak bulundu (sekil-28).
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Sekil 28: CK-MB Kkiitle 6l¢iimiinde, normal diizey icin CK-MB degerleri ile Hb
konsantrasyonu arasindaki iligki

Architect i 1000 SR Hormon cihazinda; patolojik diizey serum havuzlarindan
hazirlanan  hemolizat  oOrneklerinde, 6lgiilen CK-MB degerleri ile Hb
konsantrasyonlar arasindaki iligkide, korelasyon katsayisi (r=-0.754) ve anlamlilik
diizeyi (p=0.007) olarak bulundu (sekil-29).

66,0

65,5

65,0 |'® r=-0.754
P = 0.007

645 ©
64,0 -
63,5 -
63,0 - ®
62,5 -
62,0 -
o [ J

61,5 1 1 1 1 1

] 500 1000 1500 2000 2500
Hemoglobin Konsantrasyonu (mg/dl)

Sekil 29: CK-MB Kkiitle 6l¢iimiinde, patolojik diizey i¢in CK-MB degerleri ile Hb
konsantrasyonu arasindaki iligki
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4.4. Yontem Karsilastirma Calismasina Ait Bulgular

Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda kullanilan CK-MB aktivite 6l¢iim yontemi ile
Architect i 1000 SR Hormon cihazinda kullanilan CK-MB kiitle 6l¢iim ydnteminin
karsilastirilmasi i¢in 40 kisiye ait serum Ornekleri, giinde 6-7 6rnek calisilarak, 7
giinde tamamlandi. Her 6rnek, iki cihazda da 2’ ser kez calisilarak rastgele hata

onlenmeye ¢alisildi.

Elde edilen degerlerin, cihazlar arasindaki iliskisini degerlendirmek amagh
korelasyon analizi yapildi (sekil-30). Korelasyon katsayisi (r=0.976) ve anlamlilik
diizeyi (p<0.0001) olarak bulundu.
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Sekil 30: CK-MB Kkiitle 6l¢tim yontemi ile CK-MB aktivite 6l¢lim yonteminin korelasyon
analizi

Referans yontem olan CK-MB kiitle 6l¢iim yontemine ait veriler ile CK-MB aktivite

Olclim yontemine ait verileri degerlendirmek amacl lineer regresyon analizi yapildi

(Sekil-31).
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Sekil 31: CK-MB Kkiitle 6l¢iim yontemi ile CK-MB aktivite 6l¢tim yonteminin lineer
regresyon analizi
Lineer regresyon analizine gore elde edilen denklem; y = 2.1x + 22.8 olarak bulundu.

Regresyon denklemine ait belirtme katsayisi ise R” = 0.953 olarak tespit edildi.

CK-MB kiitle (ng/ml) 6l¢iim yontemi ile CK-MB aktivite (IU/L) 6l¢iim yontemlerine
ait birimler farkli oldugu igin yoOntemler arasindaki uyum, lineer regresyon
denklemine gore degerlendirilemedi. Her iki cihazdaki 6l¢iim sonuglarina gore elde
edilen degerler, Passing-Bablok (P-B) regresyon analizi uygulanarak degerlendirildi.
Parametrik olmayan bu yontem ile ilgili hesaplamalar, 6l¢iim degerlerinin sira (rank)
numaralarina baglh olarak yapilir ve test metodu ile referans metot (X ve Y metotlari)
ile elde edilen verilerin bagimsiz oldugu varsayilir (108). P-B regresyon analizi
sonucu elde edilen denklem; y= 0.977x + 0.86 olarak tespit edildi. Regresyon
denklemine ait; egim (b; slope), % 95 giiven araliginda (0.87 — 1.13) olarak ve
kesisim (a; intercept) % 95 giiven araliginda (-3.93 — 3.29) olarak tespit edildi.
Regresyon dogrusuna ait dogrusalligin degerlendirilmesi amagli uygulanan CUSUM
testinde, dogrusalliktan sapma degerlendirildi (p=0.53). P-B regresyon analizi
(Sekil-32)’ de goriilmektedir.
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Sekil 32: CK-MB Kkiitle 6l¢iim yontemi ile CK-MB aktivite 6l¢lim yonteminin Passing-
Bablok regresyon analizi

CK-MB kiitle (ng/ml) 6l¢iim yontemi ile CK-MB aktivite (IU/L) 6l¢iim yontemlerine
ait birimler farkli oldugu i¢in verilerin standardize edilmesi amagli; lineer regresyon
denkleminden (y = 2.1x + 22.8) faydalanarak, her bir x (referans yontem; CK-MB
kiitle) degeri i¢in olmasi gereken y (test yontemi; CK-MB aktivite) degeri
hesaplandi.

Hesaplama sonucu, elde edilen sonuglar (y ) ile CK-MB aktivite yontemini kullanan
Architect ¢ 8000 biyokimya cihazinin 6l¢tiigii gergek degerler (y) arasindaki farklilik,
varyasyonlarin farklihigi acisindan F-testi uygulanarak degerlendirildi. F-testi

sonucuna gore; varyanslarin orant: 1.04 olarak bulundu (p=0.88).

Hesaplanan degerler ile Olgiilen degerler; normal dagilima uymadig: i¢in gruplarin
ortancalari, eslestirilmis t-testinin non-parametrik karsiligi olan Wilcoxon-rank-sign
testi kullanilarak karsilastirildi. Gruplar arasindaki farklilik (p=0.63) olarak bulundu.
CK-MB aktivite yontemiyle ol¢giilen degerler (y) ile lineer regresyon denkleminden

hesaplanan (y ) degerler (Sekil-33)’ te gosterilmektedir.
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Sekil 33: CK-MB aktivite yontemiyle dl¢iilen degerler (y) ile lineer regresyon denkleminden
hesaplanan (y’) degerleri

Yontemler arasindaki uyumun degerlendirilmesi igin, Bland-Altman Grafigi
kullanildi. Bland-Altman Grafigine gore; hesaplanan degerler ile olgiilen degerlere
ait farklarin ortalamasi 0.008 (-5.65 ile 5.67 arasinda) ve standart sapmasi 17.7
olarak bulundu (Sekil-34).
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Sekil 34: Hesaplanan degerler ile dlgiilen degerlere ait Bland-Altman Grafigi
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4.5. ROC Analizine Ait Bulgular

Gogiis agrist sikayeti ile hastanemiz acil servisine bagvuran 40 hastanin, 20 tanesi
klinik olarak AMI tanisi alan hastalara ait olarak belirlendi. Gogiis agrisinin
baslangicindan yaklasik 6 saat sonra hastalarin kanlar1 alindi, preanalitik prosediirler
rutin olarak gercgeklestirildikten sonra her iki cihazda hasta Ornekleri calisildi.
Yontemlerin tanisal agidan degerlendirilmesi i¢in, her iki cihazdan elde edilen 6l¢iim
sonuglarinin duyarhiliklart (sensitivite) ve ozgiilliikkleri (spesifisite) tespit edildi. Bu
degerlerden faydalanilarak, her iki cihaza ait ROC egrileri ¢izildi. Elde edilen ROC

egrileri sonucu, egri altinda kalan alanlar belirlendi.

Yapilan ROC analizi sonucu; Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazina ait Sensitivite
degeri %90 ve spesifisite degeri %90 olarak bulundu. Egri altinda kalan alan (AUC)
ise 0.939 olarak tespit edildi. Architect i 1000 SR Hormon cihazina ait Sensitivite
degeri %95 ve spesifisite degeri %95 olarak bulundu. Egri altinda kalan alan (AUC)
ise 0.980 olarak tespit edildi. Her iki cihaza ait elde edilen bulgular (Tablo-16)’ da

yer almaktadir.

Tablo 16: Her iki cihazdaki CK-MB o6l¢timlerine ait duyarlilik ve 6zgiillik degerleri

Architect ¢ 8000 Architect i 1000 SR
Biyokimya Cihazi Hormon Cihaz1
Sensitivite (%) 90 95
Spesifisite (%) 90 95
Egri altinda kalan alan
(Area Under Curve, AUC) 0.939 0.980

Her iki cihaza ait, egri altinda kalan alanlarin (AUC) karsilastirilmasinda, anlamlilik

degeri (p=0.118) olarak bulundu (Sekil-35).
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=== Architect i 1000 SR
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Sekil 35: Her iki cihaza ait ROC egrilerinin karsilastiriimast

Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda kullanilan; Architect CK-MB Liquid kitine ait
prospektiiste, CK-MB aktivite Ol¢iimii i¢in sinir degerin 24 (IU/L) oldugu
belirtilmistir. Architect i 1000 SR Hormon cihazinda kullanilan; Architect STAT
CK-MB kitine ait prospektiiste, CK-MB kiitle dl¢timii i¢in sinir degerin 5 (ng/ml)
oldugu belirtilmistir. CK-MB aktivite ve CK-MB kiitle 6l¢iimiinde belirtilen st
referans degerlere gore saglam ve hasta kisilerin dagilimi (Sekil-36)’ da

gosterilmektedir.
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Sekil 36: Hasta ve saglam kisilerin, iist referans degerlerine gore dagilim grafigi

4.6. Plazma fle Serum Orneklerinin Karsilastirilmasina Ait Bulgular

CK-MB o6l¢iimii iizerine antikoagiilanlarin etkisini incelemek i¢in hastanemiz acil
laboratuvarina kabul edilen 10 hastanin her birinden, jelli biyokimya tiiplerine (J) ve
lityum heparinli (Li.H) tiiplere kan alindi. Ayni sekilde, AKS tanis1 almamis ve
klinik agidan herhangi bir semptom ve sikayeti olmayan, kardiyak parametreleri
normal diizeyde (CK-MB aktivite i¢in < 20 U/L, CK-MB kiitle i¢in < 3.1 ng/mL,
troponin i¢in < 0.03 ng/mL)  bulunan 10 kiginin her birinden, jelli biyokimya
tiiplerine (J) ve lityum heparinli (Li.H) tiiplere kan alindi. Alinan numuneler hemen
santrifiij edilerek -80 °C’ de bekletildi. Muhafaza edilen plazma ve serum numuneleri
oda sicakliginda en 30 dakika bekletilmek kosuluyla ¢ozdiiriildiikten sonra her iki
cihazda da calisildu.

Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazi i¢in, plazma ve serum Orneklerine ait CK-MB
aktivite degerleri, Wilcoxon-rank-sign testi kullanilarak karsilastirildi ve istatiksel
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acidan anlamli farklilik, % 95 giliven araliginda P-degeri ile ifade edildi. (p<0.05).
Normal diizey i¢in ortanca degerleri, plazma ve serum igin sirastyla 14 (IU/L) ve 21
(IU/L) olarak bulundu. Patolojik diizey i¢in ortanca degerleri, plazma ve serum i¢in
sirastyla 59.5 (IU/L) ve 68 (IU/L) olarak bulundu. Plazma ile serum degerleri i¢in
istatiksel agidan farklilik; normal diizeyde (p=0.0039) ve patolojik diizeyde ise
(p=0.0977) olarak bulundu (Tablo-17).

Tablo 17: Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda, plazma ile serum 6rneklerinin
karsilastirilmasi

Architect ¢ 8000 Biyokimya Cihaz

Normal Diizey (1U/L) Patolojik Diizey (1U/L)
Plazma Serum Plazma Serum
Numune Sayisi (n) 10 10 10 10
Medyan (Ortanca) 14.0 21.0 59.5 68
Minimum Deger 7.0 12.0 22.0 28.0
Maksimum Deger 20.0 32.0 329.0 380.0
P Degeri P =0.0039 P =0.0977

* p<0.05 diizeyinde anlaml1 faklilik

Architect ¢ 8000 cihazinda, plazma ve serum Orneklerine ait CK-MB aktivite

degerleri arasindaki anlamli faklilik p<0.05 diizeyinde gosterilmektedir (Sekil-37).
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Sekil 37: Architect ¢ 8000 biyokimya cihazinda, plazma ve serum 6rneklerine ait CK-MB
aktivite 6l¢iim degerleri

Architect i 1000 SR Hormon cihazi i¢in, plazma ve serum orneklerine ait CK-MB
kiitle degerleri, Wilcoxon-rank-sign testi kullanilarak karsilastirildi ve istatiksel
agidan anlaml farklilik, %95 giiven araliginda P-degeri ile ifade edildi (p<0.05).
Normal diizey icin ortanca degerleri, plazma ve serum i¢in sirasiyla 0.95 (ng/ml) ve
0.80 (ng/ml) olarak bulundu. Patolojik diizey i¢in ortanca degerleri, plazma ve serum
icin sirastyla 14.7 (ng/ml) ve 13.0 (ng/ml) olarak bulundu. Plazma ile serum degerleri
icin istatiksel acidan farklilik; normal diizeyde (p=0.0078) ve patolojik diizeyde ise
(p=0.2324) olarak bulundu (Tablo-18).
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Tablo 18: Architect i 1000 SR Hormon cihazinda, plazma ile serum 6rneklerinin

karsilastirilmasi

Architect i 1000 SR Hormon Cihazi

Normal Diizey (ng/ml) Patolojik Diizey (ng/ml)
Plazma Serum Plazma Serum
Numune Sayisi (n) 10 10 10 10
Medyan (Ortanca) 0.95 0.80 14.7 13.0
Minimum Deger 0.6 0.6 2.9 2.6
Maksimum Deger 1.8 1.4 244.5 249.0
P Degeri P =0.0078" P =0.2324

* p<0.05 diizeyinde anlamli faklilik

Architect i 1000 SR cihazinda, plazma ve serum orneklerine ait CK-MB kiitle
degerleri arasindaki anlamli faklilik p<0.05 diizeyinde gosterilmektedir (Sekil-38).

16 [
14 |-
12 |-

10 |-

Architect i1000 SR
8 B Plazma
B Serum

*

p < 0.05

ol [

Normal Duzey Patolojik Duzey

Sekil 38: Architect i 1000 SR Hormon cihazinda, plazma ve serum 6rneklerine ait CK-MB
kiitle 6l¢tim degerleri
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Her iki cihazda o6lgiilen, plazma ve serum Orneklerine (normal diizey ve patolojik
diizey total olarak) ait ortalamalari, standart sapmalari, ortancalari, en diisiik ve en
yiiksek degerleri hesaplandi. Plazma ile serum degerleri arasindaki anlamli farklilik
Wilcoxon-rank-sign  testi kullanilarak karsilastirildi  ve p<0.05 diizeyinde
degerlendirildi (Tablo-19).

Tablo 19: Her iki cihazda 6l¢iilen, plazma ve serum 6rneklerinin ortalama, standart sapma,
ortanca, en diisiik ve en yiiksek degerleri

Architect ¢ 8000 (1U/L) Architect i 1000 SR (ng/ml)

Plazma Serum Plazma Serum
Numune Sayisi (n) 20 20 20 20
Mean (Ortalama) 59.0 68.0 27.9 27.2
Standart Sapma 84.3 92.0 61.4 61.2
Medyan (Ortanca) 21.0 30.0 2.3 2.0
Minimum Deger 7.0 12.0 0.6 0.6

Maksimum Deger 329.0 380.0 244.5 249.0

P Degeri P =0.0006 ~ P=0.0385"

* p<0.05 diizeyinde anlaml1 faklilik

Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazi ile 6l¢iilen Li-Heparinli plazma 6rneklerine ait
ortanca 21.0 (IU/L) ve ornekler 7-329 (IU/L) arasinda bulundu. Serum o6rneklerine
ait ortanca 30.0 (IU/L) ve ornekler 12-380 (IU/L) arasinda bulundu. Elde edilen
sonuglara gore plazma degerleri, serum degerlerinden %30 daha diisiik olarak

hesaplandi.

Architect 1 1000 SR Hormon cihaz ile 6l¢iilen Li-Heparinli plazma 6rneklerine ait
ortanca 2.3 (ng/ml) ve ornekler 0.6-244.5 (ng/ml) arasinda bulundu. Serum
orneklerine ait ortanca 2 (ng/ml) ve ornekler 0.6-249 ng/ml arasinda bulundu. Elde
edilen sonuclara gore plazma degerleri, serum degerlerinden %15 daha yiiksek olarak
hesaplanda.
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Her iki cihazda olgiilen, plazma ve serum Orneklerine ait CK-MB degerleri

arasindaki anlaml faklilik p<0.05 diizeyinde gosterilmektedir (Sekil-39).
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Sekil 39: Her iki cihazda 6l¢iilen, plazma ve serum Orneklerine ait CK-MB 6l¢iim degerleri

Her iki cihaz i¢in, Li-Heparinli plazma ile serum 6rnekleri arasindaki iliski spearman
korelasyon analizi ile degerlendirildi (Tablo-20). Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazi
icin korelasyon katsayisi, %95 giiven araliginda (0.810 ile 0.969 arasinda), (r=0.922)
olarak bulundu (p<0.0001). Architect i 1000 SR Hormon cihazi igin korelasyon
katsayisi, %95 giiven araliginda (0.993 ile 0.999 arasinda) ve (r=0.997) olarak
bulundu (p<0.0001).

Tablo 20: Her iki cihaz i¢in plazma ile serum 6rnekleri arasindaki iligki

Architect ¢ 8000 Biyokimya | Architect i 1000 SR Hormon
Cihaz1 (CK-MB aktivite) Cihazi (CK-MB kiitle)
Korelasyon 0.922 0.997
Katsayisi (r)
P Degeri P<0.0001" P<0.0001"

* p<0.05 diizeyinde anlamli faklilik
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5. TARTISMA

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde Koroner Arter Hastalig1 ve sonrasinda
gelisen Akut Myokard Infarktiisii (AMI) énemli bir saghk sorunudur. AMI tanisi
klinik, laboratuvar ve EKG degisiklikleri tespit edilerek konmaktadir (1). Uzun
yillardan beri; AMI tanisinin dogrulanmasinda, laboratuvar belirteglerinden biri olan
CK izoenzimleri kullanilmaktadir. Kalp kast hiicrelerindeki CK aktivitesinin yaklasik
olarak %20’ si, CK-MB izoenzimine aittir. Bu nedenle miyokard hasari sonucu, kan
dolasimina kalp dokusundan yiiksek oranda CK-MB izoenzimi salmir (123). Onceki
yillarda CK-MB izoenzimi, elektroforez veya kromotografik yontemler kullanilarak
izoenzimlerine ayrildiktan sonra katalitik aktivitesi Ol¢iilerek belirlenmistir. Daha
sonra katalitik aktivite, immiinolojik teknikler yardimiyla 6lgtilmiistiir. Ancak; makro
CK ve mitokondriyal CK gibi atipik izoenzimlerin, CK-MB immiinoinhibisyon
Ol¢iimlerinde interferansa yol agarak daha diisiik 6zgiilliiklere neden olmasindan
dolay1, bu yontemlerin kullanimi sinirlidir. Son yillardaki giincel yaklasim, MB
dimeri i¢in monoklonal antikorlar kullanarak, CK-MB protein (kiitle)
konsantrasyonunun, immiinoassay teknikler ile 6l¢timiidiir (124). Son yillarda AMI
tanisinda, kalp dokusu hasari i¢in daha spesifik olan ve enzimatik yapida olmayan

kardiyak troponinler (cTn) kullanilmaya baslanmistir (123).

Tanisal amagl hizmet veren birgok laboratuvar olmasina karsin, bunlardan ¢ok
az1 akreditasyonunu tamamlamis laboratuvarlardir. Ulusal Klinik Biyokimya
Akademisi (UKBA, National Academy of Clinical Biochemistry), Akut Koroner
Sendrom (AKS) tanisinda kullanilmasi gereken kardiyak belirtecleri belirtmislerdir.
Ancak bir¢ok laboratuvar, tavsiye edilen bu prosediirii tam olarak uygulamamaktadir.

UKBA, miyokard infarktiisiinde tanisal amagli c¢Tn ile CK-MB olglimiini
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onermektedir. ¢Tn olmadig1 durumlarda, alternatif olarak immiinoassay CK-MB
(CK-MB kiitle 6lglim) kullanilabilir. UKBA kilavuzlarina gore, cTn ile CK-MB
kiitle Ol¢imiiniin mevcut olmadigi durumlarda, total CK ve CK-MB aktivite
Olgtimleri, kalp hasarin1 degerlendirmek i¢in kullanilabilmektedir (125, 126).
Laboratuvarlarin birgogu; CK-MB kiitle 6l¢iimii  yerine, CK-MB aktivitesini
kullanmaktadir. Ancak; sonuglarini teyit etmek icin UKBA kilavuzlarinda belirtilen,

CK-MB/total CK oranini kullanmamaktadirlar (127).

Bu ¢alismada; AMI tansisinda laboratuvar belirteglerinden birisi olan CK-MB
parametresinin  Ol¢limii i¢in kullanilan, immiinoinhibisyon (CK-MB aktivite)
yontemini kullanan Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazi ile kemiluminesans yontemi
(CK-MB kiitle) kullanan Architect i 1000 SR Hormon cihazlarinda, 6n
degerlendirme deneyleri olarak within-run (giin-i¢i) tekrarlanabilirlik, geri kazanim
(recovery) deneyi, interferans g¢alismasi ve son degerlendirme deneyleri olarak
yontem karsilagtirma deneyi ve deneyler arasi tekrarlanabilirlik (giinler-arasi) deneyi
yapildi. Boylelikle; iki farkli yontem olan immiinoinhibisyon (CK-MB Enzim
aktivite) yontemi ile immiinoassay (CK-MB Kiitle 6l¢iim) yonteminin analitik
performanslar1 ve tanisal yeterlilikleri degerlendirildi. Her iki yontemi tanisal agidan
degerlendirmek icin, klinik olarak AMI tanist almis 20 hasta belirlendi. Gogiis
agrisinin baslangicindan yaklasik 6 saat sonra alinan serum 6rneklerine ait duyarlilik
ve Ozgillliikleri hesaplanarak, ROC egrileri olusturuldu ve egri altinda kalan alanlar
hesaplanarak, birbirleriyle karsilagtirildi. Ayrica antikoagiilanli ve antikoagiilansiz
tipler kullanilarak, plazma ile serum icin, CK-MB sonuglar1 arasinda fark olup

olmadig: incelendi.

Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazi ve Architect i 1000 SR cihazlarina ait
orjinal reaktifler kullanilarak yapilan deney-i¢i ve deneyler-arasi tekrarlanabilirlik
calismalar1 yapildi. De Keijzer ve arkadaslarinin, Architect i 1000 SR (Abbott Inc,
USA) Hormon cihazinin analitik performansini degerlendirmek i¢in yaptig1 ¢alisma;
ABD, Avrupa, Kanada ve Japonya olmak tizere 4 farkli iilkede ve 7 farkli
laboratuvarda gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada, CK-MB parametresi disinda
laboratuvarda kullanilan diger testlerinde performanslari degerlendirilmistir. Gilinliikk

calisma kapasitesi 250 (test sayisi/giin)’ nin altinda olan ve diisiik-orta hacimli kabul
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edilen Architect i 1000 SR Hormon cihazinin, CK-MB parametresine ait total
prezisyon (%CV) degeri %5’ in altinda bulunmus ve laboratuvarlarda elde edilen bu
degerin, kit prospektiisiinde belirtilen degerlerle uyumlu oldugu belirtilmistir (128).
Ar ve arkadaglari, 3 farkli yontem ile ¢alisan Vitros 250 (Kuru kimya), Targa 3000
(Optimize UV test), Immulite 120 (kemiliiminesan enzim immiinometrik 6l¢iim)
cihazlarin, CK ve CK-MB 6l¢iim degerleri iizerine analitik performanslarini test
ederek, CK ve CK-MB’ nin 6l¢iimiinde kullanilan farkli yontemlerin dogruluk ve
giivenilirligini degerlendirmislerdir. Total CK ve CK-MB 6l¢limleri i¢in laboratuvara
gelen hasta serumlar1 ve firmalara ait kontrol 6rneklerinden havuzlar olusturarak,
deney-i¢i ve deneyler-aras1 tekrarlanabilirlik ¢alismasi yapmuglardir. Hasta
kanlarindan hazirlanan serum havuzunda yapilan deney-i¢i ve deneyler-arasi
tekrarlanabilirlik ¢aligmasia gore % CV degerleri sirasiyla; Vitros 250 cihazi igin
%4.8 (deney-i¢i) %7.9 (deneyler-aras1), Targa 3000 cihazi (CK-MB aktivite) igin
%7.2 (deney-igi) %11.3 (deneyler-arasi) ve Immulite 120 cihaz1 (CK-MB kiitle) igin
% 6.6 (deney-i¢i) %7.8 (deneyler-arasi) olarak bulunmustur. Kontrol 6rneklerinden
yapilan deney-i¢i ve deneyler-aras1 tekrarlanabilirlik ¢aligmasina gore % CV
degerleri, diisiik seviye kontrol drneginde sirasiyla; Vitros 250 cihazi icin %4.8
(deney-igi) %7.9 (deneyler-arasi), Targa 3000 cihazi (CK-MB aktivite) i¢in %7.2
(deney-igi) %11.3 (deneyler-arasi) ve Immulite 120 cihaz1 (CK-MB kiitle) i¢in % 6.6
(deney-igi) %7.8 (deneyler-arasi) olarak bulunmustur. Patolojik seviye kontrol
orneginde sirastyla; Vitros 250 cihazi i¢in %0.34 (deney-i¢i) %2.89 (deneyler-arasi),
Targa 3000 cihaz1 (CK-MB aktivite) icin %6.87 (deney-ici) %6.95 (deneyler-arasi)
ve Immulite 120 cihaz1 (CK-MB kiitle) icin % 1.12 (deney-igi) %2.15 (deneyler-
aras1) olarak bulmuslardir (67). Delanghe ve arkadaslari, CK-MB o6l¢iimiinde
kullanilan immiinopresipitasyon (Roche Diagnostic Systems), immiinoinhibisyon
(Roche Diagnostic Systems) ve immiinoassay (Tandem-E CKMB II, Hybritech Inc.)
yontemlerini kullanan cihazlarin analitik performanslarimi karsilagtirarak, aktivite
(Roche cihazlar1) ve kiitle (Tandem-E CKMB II cihazi) dl¢limleri arasindaki iliskiyi
degerlendirmislerdir. Tekrarlanabilirlik ¢alismasinda; diisiik seviye CK-MB
degerlerine ait ortalama ve %CV degerlerini sirasiyla; immiinopresipitasyon
yontemi i¢in 18 IU/L, %3.3 olarak, immiinoinhibisyon yontemi i¢in 30 IU/L, %3

olarak ve immiinoassay yontemi i¢in 15 ng/ml, %3.7 olarak bulmuslardir. Yiiksek
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seviye CK-MB degerlerine ait ortalama ve %CV degerlerini sirasiyla;
immiinopresipitasyon yontemi i¢in 51 IU/L, %]1.1 olarak, immiinoinhibisyon
yontemi i¢in 64 IU/L, %1 olarak ve immiinOassay yontemi ic¢in 44 ng/ml, %?2.1

olarak bulmuslardir (129).

CK-MB kiitle (Architect 1 1000 SR cihazi) 6l¢limii i¢in izin verilebilir total
hata (%TE) %31.2° dir. Giin-i¢i tekrarlanabilirlik ¢aligmasi ile elde edilen analitik
varyasyon katsayisi, izin verilebilir total hata (%TE)’ nin %’ {ine esit veya daha
kii¢iik olmalidir (CVy.gay < 0.25 TE%). Buna gore; (%TE)’ nin /4’ {i, CK-MB Kiitle
icin % 7.8’ dir (92, 94). Architect i 1000 SR Hormon cihazi ile yaptigimiz deney-ici
tekrarlanabilirlik calismasinda elde edilen giin i¢i analitik varyasyon katsayisini
(CVw-day); hem normal diizey, hem de patolojik diizey i¢in %7.8” den daha diisiik
bulduk (Tablo-6). Giin-i¢i ve giinler-arasi analitik varyasyonlardan hesaplanan total
analitik hata (CVan-wotat); birey-igi biyolojik varyasyon (CV|)’ un Y4’ sine esit veya
daha kii¢iik olmalidir (CVan-tota1 < 0.5 CV)). Ayrica; total analitik hata (CVan-totar), 1ZIN
verilebilir total hata (%TE)’ nin 1/3” iine esit veya daha kiiciik olmalidir (CVg-
10ta1<0.33 TE%). Birey-i¢i biyolojik varyasyon (CV))’ un %’ si; CK-MB Kiitle i¢in
%9.2° dir. Izin verilebilir total hata (%TE)’ nin 1/3’ ii; CK-MB Kiitle icin, % 10.3
diir (92, 94). Architect i 1000 SR Hormon cihazinda, normal diizey i¢in hesaplanan
total analitik hata (CVan-total)” y1 %8 olarak bulduk (Tablo-11). Bu deger CK-MB
Kiitle 6l¢timii icin, hem birey-i¢i biyolojik varyasyon (CV))’ un yarisindan (% 9.2),
hem de izin verilebilir total hata (%TE)’ nin 1/3° iinden (%10.3) daha diisiiktiir.
Patolojik diizey i¢in hesaplanan total analitik hata (CVan-torar)” y1 % 5.5 olarak bulduk
(Tablo-11). Bu deger CK-MB Kiitle 6l¢iimii i¢in, hem birey-i¢i biyolojik varyasyon
(CV))’ un yarisindan (% 9.2), hem de izin verilebilir total hata (%TE)’ nin 1/3” tinden
(% 10.3) daha dusiiktiir.

CK-MB Aktivite (Architect ¢ 8000 cihazi) 6lgiimii igin izin verilebilir total
hata (%TE) %24.1° dir. Giin-i¢i tekrarlanabilirlik ¢alismasi ile elde edilen analitik
varyasyon katsayisi, izin verilebilir total hata (%TE)’ nin %’ iine esit veya daha
kiiciik olmalidir (CVy.gay < 0.25 TE%). Buna gore; (%TE)’ nin "4’ i, CK-MB
Aktivite i¢in % 6’ dir (92, 94). Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazi ile yaptigimiz

deney-i¢i tekrarlanabilirlik c¢alismasinda; normal diizeye ait giin igi analitik
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varyasyonu (CVuw.qay) % 7.5 olarak bulduk ve bu deger CK-MB Aktivite igin
belirlenen % 6 degerinden daha yiiksektir (Tablo-5). Patolojik diizeye ait giin ici
analitik varyasyonu (CV.day) ise % 5.1 olarak bulduk ve bu deger CK-MB Aktivite
icin belirlenen % 6 degerinden daha diisiiktiir (Tablo-5). Giin-i¢i ve glinler-arasi
analitik varyasyonlardan hesaplanan total analitik hata (CVan-wotal); birey-igi biyolojik
varyasyon (CV,)’ un %’ sine esit veya daha kiiglik olmalidir (CVan-tota1 < 0.5 CV)).
Ayrica; total analitik hata (CVan-totar), izin verilebilir total hata (%TE)’ nin 1/3” iine
esit veya daha kiiglik olmalidir (CVan-total < 0.33 TE%). Birey-i¢i biyolojik varyasyon
(CV))’ un %’ si; CK-MB Aktivite i¢in, % 9.9” dir. izin verilebilir total hata (%TE)’
nin 1/3” ii; CK-MB Aktivite i¢in, % 8’ dir (92, 94). Architect ¢ 8000 Biyokimya
cihazinda, normal diizey igin hesaplanan total analitik hata (CVantoa))” y1 % 12.1
olarak bulduk (Tablo-11). Bu deger CK-MB Aktivite dl¢iimii i¢in, hem birey-igi
biyolojik varyasyon (CV))’ un yarisindan (% 9.9), hem de izin verilebilir total hata
(%TE)’ nin 1/3” tinden (% 8) daha yiiksektir. Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda,
patolojik diizey i¢in hesaplanan total analitik hata (CVan-orat)’ y1 ise % 9.4 olarak
bulduk (Tablo-11). Bu deger CK-MB Aktivite 6l¢iimii i¢in, izin verilebilir total hata
(%TE)’ nin 1/3” iinden (% 8) daha yiiksektir. Ancak; birey-i¢i biyolojik varyasyon
(CV))’ un yarisindan (% 9.9) daha disiiktir. CK-MB 6lglimii i¢in kullanilan
Architect CK-MB Liquid (CK MB aktivite olglimii) kitine ait, iretici firmanin
yaptig1 tekrarlanabilirlik ¢alismasinda; deney-i¢i prezisyon icin 3 farkli diizeyde
kontrol 6rnekleri kullanilarak, her bir diizey 20’ ser kez c¢alisilmistir. Her 3 seviye
i¢cin ortalama ve %CV degerleri sirasiyla; diisiik diizey i¢in 7.3 (IU/L) ve %11.2,
normal diizey i¢in 30.3 (IU/L) ve %1.3 ve patolojik diizey i¢in 78.7 (IU/L) ve %0.8
olarak bulunmustur. Deneyler-aras1 prezisyon i¢in 3 farkli diizeyde kontrol 6rnekleri
kullanilarak, her bir diizey 20 giin boyunca giinde 2’ ser kez calisilmistir. Her 3
seviye icin ortalama ve %CV degerleri sirasiyla; diisiik diizey i¢in 7.3 (IU/L) ve
%8.7, normal diizey i¢in 30.1 (IU/L) ve %1.9 ve patolojik diizey i¢in 79.3 (IU/L) ve

%1.7 olarak bulunmustur.

Tiim analitlerin biyolojik  varyasyonlardan etkilendigi g6z Oniinde
bulundurulursa, biyolojik olarak tek bir kalite ozelliginin kullanilmasi yararh
olacaktir. Fraser ve arkadaslari; tekrarlanabilirlik (kesinlik) ve bias, yani dogruluk

icin kalite ozellikleri bakimindan 3 farkli seviyede sorgulama yapilmasi gerektigini
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belirtmiglerdir. Bu durum, tekrarlanabilirlik i¢in; arzu edilen kesinlik, optimum
kesinlik, minimum kesinlik seklindedir. Bias, yani dogruluk i¢in ise; arzu edilen
dogruluk, optimum dogruluk ve minimum dogruluk seklindedir (90, 91). Analitik
performans degerlendirilirken, genellikle arzu edilen kesinlik ve dogruluk kriterleri
g0z oniinde bulundurulur. Yaptigimiz tekrarlanabilirlik ¢aligmasinda kemiluminesans
yontemi (CK-MB kiitle) kullanan Architect i 1000 SR Hormon cihazinin; hem
normal hem de patolojik diizey CK-MB serum havuzlarinda, arzu edilen kesinlik
kriterlerini sagladigim tespit ettik. Immuninhibisyon (CK-MB aktivite) ydntemini
kullanan Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda ise; patolojik diizey CK-MB serum
havuzunda arzu edilen kesinlik kriterlerini saglarken, bu durumun normal diizey CK-
MB serum havuzunda goriilmedigini bulduk. Ancak; CK-MB aktivite dl¢iimii igin,
minimum Kesinlik kriterine gore (CVa< 0.75 x CV)|) %14.7° den daha disiik
oldugunu gordiik. Elde edilen bu sonuglara gore kesinlik agisindan cihazlarin
tekrarlanabilirlik performansinin yeterli oldugu ve daha once yapilan ¢aligsmalar ile
uyumlu oldugunu diisiindiik.

Sistematik hatanin bilesenlerinden birisi olan, oransal sistematik hatanin
belirlenmesi i¢in geri kazanim (recovery) deneyi yapilmalidir. Architect i 1000 SR
Hormon cihazinin kullandigi Architect STAT CK-MB (CK-MB kiitle) kiti igin
tiretici firmanin 5 farkli numunede yapmis oldugu recovery calismasinda; 128 ng/ml
icin % 93, 169 ng/ml icin % 97, 260 ng/ml i¢in %103, 273 ng/ml i¢in %111, 278
ng/ml i¢in %95°lik bir geri kazanim elde edilmistir. Architect ¢ 8000 Biyokimya
cthazinda Architect CK-MB Liquid (CK MB aktivite) kiti i¢in, {iretici firma
tarafindan yapilmis geri kazanim c¢alismasi bulunmamaktadir. Oransal sistematik
hatay1 tespit etmek i¢in yapmis oldugumuz geri kazanim c¢aligmasinda; Architect c
8000 Biyokimya cihazi i¢in elde edilen % Bias i¢in, normal diizeyde (23.7 TU/L)
%?7.1 ve patolojik diizeyde (113 TU/L) %7.1 olarak bulduk (Tablo-12). CK-MB
Aktivite 6l¢iimii igin izin verilen %Bias, %7.8” dir (94). Normal diizey ve Patolojik
diizey icin hesaplanan %Bias (%7.1) degerlerinin, izin verilen %Bias (%7.8)
degerinden daha diisiik oldugunu tespit ettik. Elde edilen bulgulara gére Architect ¢
8000 Biyokimya cihazinin, CK-MB aktivitesinin, hem normal hem de patolojik
diizeylerde dogru olarak 6l¢iildiigiinii diisiindiik. Architect i 1000 SR Hormon cihazi
i¢in elde edilen % Bias i¢in, normal diizeyde (5.67 ng/ml) %9.2 ve patolojik diizeyde
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(62.55 ng/ml) %5.9 olarak bulduk (Tablo-13). CK-MB kiitle 6l¢timii igin izin verilen
%Bias, %16’ dir (94). Normal diizey ve Patolojik diizey i¢in hesaplanan %bias
(%9.2, %5.9) degerlerinin, izin verilen %bias (%16) degerinden daha diisiik
oldugunu tespit ettik. Bu sonuglara gore; Architect i 1000 SR Hormon cihazinin, CK-
MB kiitle 6l¢iimiinde, hem normal hem de patolojik diizeylerde dogru olarak
ol¢iildiigiint disiindiik.

Sistematik hatanin diger bileseni olan, sabit sistematik hatanin belirlenmesi i¢in
interferans (girisim) deneyi yapilmalidir. Olgiilen analit konsantrasyonunda, baska
bir bilesigin etkisi veya drnegin 6zelligi nedeniyle klinik olarak anlamli bir biasin
meydana gelmesi “Interferans” olarak nitelendirilir. Interferan maddeler laboratuvar
Olciimlerinde 6nemli bir hata kaynag: olusturabilmekte ve bu hata kolay bir sekilde
saptanamamaktir. Potansiyel interfere edici maddeler; Ornek anormallikleri
(Hemoliz, Ikter, Lipemi), yaygmn kullanilan ilaglar, belirli hastaliklarda beklenen
anormal biyokimyasal metabolitler, benzer reaksiyon gostererek dl¢ctime girebilen
interfere edici maddeler, 6rnek katki maddeleri, koruyucular, antikoagiilanlar, 6rnek
toplama ve hazirlama esnasinda temas eden maddeler, diyette kullanilan maddeler
seklinde simiflandirilabilir (99). Laboratuvar analizlerinde hatalara neden olabilen
etkenlerden birisi “Hemoliz” dir. Kan 6rneklerinde bu duruma ¢ok fazla rastlanildig:
uzun zamandir bilinmektedir (130). Hemoglobin konsantrasyonu 20 mg/dl’ yi
astifinda, plazma rengi gozle goriiniir olarak kirmizi rengi almaktadir. Hemoliz,
eritrositlerin parcalandig1 yere gore viicut i¢inde (in vivo) veya kan alindiktan sonra
viicut disinda (in vitro) olusabilir. In vivo hemolize yol acan nedenler arasinda
hemolitik anemiler, uygunsuz kan transfiizyonlari, toksik maddeler ve enfeksiyonlar
yer almaktadir. Kan orneklerinde daha sik rastlanan in vitro hemoliz, kan alinmasi
veya Orneklerin islemlenmesi ve transportu sirasinda yapilan hatalardan
kaynaklanmaktadir. Hemolizin laboratuvar test sonuglarini etkilemesi ile ilgili ¢esitli
mekanizmalar ileri siiriilmiistiir. Bunlar arasinda en kesin olan, eritrositlerin
iceriginin seruma ge¢mesi sonucunda hiicre i¢indeki konsantrasyonu, serumdakinden
yiikksek olan analitlerin test sonuclarmi direkt olarak etkilemesidir. Ayrica
hemoglobin goriiniir ve ultraviyole spektruma yakin dalga boylarinda (300-500 nm)
15181 absorbe ettigi icin, hemoliz bu dalga boylariin kullanildig1 spektrofotometrik

Olciim yontemlerini interfere eder. Hemoliz sirasinda eritrositlerden salinan
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hemoglobin digindaki diger hiicre bilesenleri, test reaktifleri ile reaksiyona girerek
kimyasal interferansa neden olmaktadir (131). Ozcan ve arkadaslar1 yaptigi
calismada; CK ve CK-MB aktivitesi ile CK-MB kiitle 6l¢iimii, Troponin I ve
Myoglobin oOlglimleri {izerine hemolizin etkisini incelemisler. CK-MB aktivite
Ol¢limii i¢in kullanilan farkli iki reaktif (Olympus ve Roche orjinal kitleri), Olympus
AU640 Biyokimya cihazinda ve CK-MB kiitle 6l¢iimii i¢in kullanilan reaktif
(Liaison orjinal kiti) Liaison Hormon cihazinda c¢alisilarak, ¢ikan sonuglar
degerlendirmisler. CK-MB aktivitesi i¢in kullanilan; Olympus ve Roche kitlerinde,
normal diizey serum havuzundan hazirlanan serum 6rneklerinde interferans etkisinin
yaklasik olarak 37 mg/dl civarinda basladigini tespit etmislerdir. Patolojik diizeyde
ise Roche kiti i¢cin 70 mg/dl, Olympus kiti i¢in ise 80 mg/dl tizerinde basladigini
bulmuslardir. Yaptiklar1 ¢alismanin sonuglarina gore; CK-MB aktivitesinin
hemolizden, CK aktivitesine gore daha ¢ok etkilendigini belirtmislerdir. Ayrica, CK-
MB kiitle Ol¢imii, Troponin I ve Myoglobin &lglimlerinin  hemolizden
etkilenmedigini vurgulamiglardir (132). Yiicel ve arkadaslarinin, CK-MB aktivitesi
ile hemoliz arasindaki iliskiyi arastirmak icin yaptig1 calismada ise hafif hemolizden
siddetli hemolize kadar, degisik hemoglobin konsantrasyonlar1 ile CK-MB
aktiviteleri arasinda pozitif ve anlaml korelasyon oldugu tespit edilmistir (r=0.982,
p<0.0001). Pozitif yondeki interferansin, diisiik hemoglobin konsantrasyonlarinda
goriilmeye basladigi ve hemoglobin konsantrasyonu arttikga CK-MB aktivitesinin de
arttig1 belirtilmistir (133).

Sabit sistematik hatayr tespit etmek i¢in yapmis oldugumuz interferans
deneyinde; CK-MB Aktivite 6lglimii yapan Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinin,
normal ve patolojik diizey serum havuzlarindan hazirlanan hemolizat 6rneklerinde,
yiiksek Hb konsantrasyonlarindan etkilendigi ve Hb konsantrasyonu yaklagik 2 g/dl
olan 1. tlipe ait CK-MB aktivite degerlerinin cihaz tarafindan dl¢ililemedigini tespit
ettik (Tablo-14), (Tablo-15). Bu yiizden serum havuzu A olarak etiketlenen 1. tiipe
ait %Bias’ 1 hesaplayamadik. Hemoglobinin interferans etkisinin, CK-MB aktivite
Ol¢iimlerinde diigiik konsantrasyonlarda bagladigi ve giderek arttig1 acikca
goriilmektedir (Sekil-22), (Sekil-23). CK-MB Aktivite ol¢limii igin izin verilen
%Bias, (%7.8) dir (94). Bu smirmn, normal serum havuzundan hazirlanan serum
orneklerinde yaklasik olarak 19 mg/dl Hb konsantrasyonlarinda basladigi, patolojik
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diizey igin ise yaklasik olarak 63 mg/dl Hb konsantrasyonlarinda basladigini tespit
ettik (Sekil-24). Architect CK-MB Liquid (CK-MB aktivite Olglimii) kitine ait
prospektiiste, hemolize bagli interferans etkisinin yaklagsik olarak 50 mg/dl
civarlarinda basladigi belirtilmistir. Yaptigimiz interferans deneyinde elde edilen
bulgularin, Architect CK-MB Liquid kit prospektiisiinde belirtilen bilgilere benzer
oldugu goriilmektedir. CK-MB Kiitle 6l¢iimii yapan Architect i 1000 SR Hormon
cthazinin, normal ve patolojik diizey serum havuzlarindan hazirlanan hemolizat
orneklerinde, her iki diizeyde de hemoglobinin interferans etkisini goremedik (Sekil-
22), (Sekil-23). Normal diizey serum havuzlarindan hazirlanan hemolizat
orneklerinde goriilen en yiiksek % Bias’ 1 (%-5.8) olarak ve patolojik diizey serum
havuzlarindan hazirlanan hemolizat 6rneklerinde goriilen en yiiksek % Bias’ 1 ise (%-
5.9) olarak bulduk (Tablo-14), (Tablo-15). CK-MB Kiitle 6l¢iimii igin izin verilen
%Bias, (%16.0)’ dir (94). CK-MB Kiitle 6l¢iimlerinde, her iki diizey igin de izin
verilen % Bias degerinin asilmadigint gordiik (Sekil-25). Architect STAT CK-MB
(CK-MB kiitle 6l¢timii) kitine ait prospektiiste, hemolize bagl interferans etkisinin

yaklasik olarak 500 mg/dl civarlarinda basladig: belirtilmistir.

Artan Hb konsantrasyonlarinda o6lciilen CK-MB degerleri ile hemolizin
interferans etkisini degerlendirmek i¢in her iki cihazda, normal ve patolojik serum
havuzlarindan hazirlanan 6rnekler i¢in korelasyon analizi yaptik. CK-MB Aktivite
Olclimii yapan Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda; normal diizey serum
havuzlarindan hazirlanan hemolizat orneklerinde 6lgiilen CK-MB degerleri ile Hb
konsantrasyonlar1 arasindaki iliskide, korelasyon katsayisini (r=0.996) ve anlamlilik
diizeyini (p<0.0001) olarak bulduk (Sekil-26). Patolojik diizey serum havuzlarindan
hazirlanan hemolizat Orneklerinde, Olciilen CK-MB degerleri ile Hb
konsantrasyonlar1 arasindaki iliskide, korelasyon katsayisini (r=0.999) ve anlamlilik
diizeyini (p<0.0001) olarak bulduk (Sekil-27). CK-MB Kiitle 6l¢iimii yapan
Architect 1 1000 SR Hormon cihazinda; normal diizey serum havuzlarindan
hazirlanan hemolizat 6rneklerinde, artan Hb konsantrasyonlar: ile dl¢iillen CK-MB
degerleri arasinda anlamli bir iliski bulamadik (p=0.27), (Sekil-28). Patolojik diizey
serum havuzlarindan hazirlanan hemolizat Orneklerinde ise; artan Hb
konsantrasyonlar1 ile olclilen CK-MB degerleri arasinda negatif yonde anlamli bir
iliski bulduk (r=-0.754, p=0.007), (Sekil-29). Elde edilen bu sonuglara gore; artan
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Hb konsantrasyonlarina paralel olarak, CK-MB aktivite degerlerinin pozitif yonde
arttigin1 ve bunun hemolizin interferans etkisinden kaynaklandigimi diisiindiik. CK-
MB kiitle degerlerinin ise, artan Hb konsantrasyonlarindan etkilenmedigini gordiik.
Patolojik diizey serum havuzlarindan hazirlanan hemolizat 6rneklerinde ise; artan Hb
konsantrasyonlari ile CK-MB kiitle 6l¢iim degerleri arasinda goriilen negatif yondeki
korelasyonun, yaklasik olarak 500 mg/dl {izerindeki Hb konsantrasyonlarina ait
tiplerden kaynaklandigin1 disiindik (Sekil-29). Yapmis oldugumuz interferans
calismasindan elde ettigimiz sonuglarin, daha 6nce yapilan c¢aligmalar ve Architect

STAT CK-MB kit prospektiisiinde belirtilen bilgiler ile uyustugunu gézlemledik.

Klinik arastirmalarda kullanilan, “Metod Karsilastirma” ifadesinden
anlasilmasi1 gereken, bir klinik arastirmada ele alinan iki klinik teknigin bir birine
uyumu ve referans teknige alternatif olarak sunulabilecek olan teknigin gegerliligini
hatta istlinliiglinii arastirmaktir. Bu sayede yeni gelismelere, dolayisiyla insan
hayatinda etkili ve faydali olabilecek yeni tekniklerin ortaya ¢ikmasina olanak
saglanmas1 amaglanmaktadir. Iki klinik 6l¢iim tekniginin istatistiksel modellemesini
yapmak ve karsilastirmak i¢in mutlaka bu teknikler aracilig1 ile elde edilmis verilere
ithtiya¢ vardir. S6z konusu teknikler aracilii ile yapilan bu Olgiimlerin ne kadar
gercekei oldugu, istatistiksel ifade ile ne kadar dogru, yansiz ve gecerli oldugu, elde
edilen sonuglara o oranda yansiyacaktir (102). Klinik olarak tipta; genellikle kan
basinci, gebelik yast veya kalp atim hacmi gibi bazi nicelikleri 6lgen iki farkli metod
karsilastirilmak istenebilir. Bazen aymi sonucu veren mevcut iki metodun
karsilagtirmas1 da yapilir. Bu aslinda bir kalibrasyon sorunudur. Ancak metot
karsilagtirma calismalarinda, bazi durumlarda yeni bir metodun, mevcut metod ile
ayn1 sonuglart verdigi bilinmektedir. Ayrica yeni yontem hem zaman, hem kullanim
kolayligi, hem de ekonomik agidan iistiinliik saglayabilir. Bu amaglar dogrultusunda
metod karsilagtirma ¢alismalarinin 6nemi biiyliktiir. Medikal metod karsilastirma
caligmalarinin ¢cogunlugu, istatistiksel acidan profesyonel olmayan kisiler tarafindan
gerceklestirilmektedir. Bundan dolay:r kullanilan teknikler amaca uygun olmayabilir
ve varsayim hatalar1 goz ardi edilebilir. Istatistikgiler ile istatistik¢i olmayan ancak
konusunda uzman olan kisilerin bir araya gelmesi ve bu alanda yapilan ¢alismalarin
ayrintili olarak incelenmesi ile bu tiir problemler ¢ozliimlenebilir (134). Bazi klinik

caligmalarda, yeni bir 6l¢lim teknigi ile referans olarak kullanilan 6lgiim tekniginin
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uyum diizeyi cesitli istatistiksel yontemler kullanilarak incelenir. Genellikle 6l¢iim
teknikleri arasindaki uyum diizeyini belirlemek i¢in korelasyon ve regresyon analizi
kullanilir. Fakat korelasyon ve regresyon analizi uyumu 6l¢gmede dogru yontemler
degildir. Onceki yillarda yapilan metod karsilastirma calismalarinda, uyum
degerlendirilmesi i¢in genellikle klasik istatistik yontemlerinin kullanildig1 gortilmiis,
ancak bilinen yontemlerin uyumun degerlendirilmesinde hatali sonuglar verdigi icin
bu yontemlere alternatif yontemler Onerilmistir. Pearson korelasyon katsayisi,
regresyon analizi, bagimli gruplar i¢in eslestirilmis T-testi, yontem karsilastirma
calismalarinda kullanilan klasik istatistiksel yontemlerdir. Smif-i¢i Korelasyon
Katsayisi (SKK), Concordance Korelasyon Katsayis1 (CKK), Bland-Altman
(Ortalamalar-Farklar) grafigi, Deming regresyon ve Passing-Bablok yontemleri ise
yontem karsilastirma caligmalarinda kullanilmasi Onerilen istatistik yontemleridir

(101, 135).

CK-MB tayininde kullanilan aktivite 6l¢lim yontemi (immiinoinhbisyon) ile
CK-MB Kkiitle 6l¢iim yontemini (immiinoassay) karsilastirmak i¢in, Kiigiikercan ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada; saglikli grup olarak kabul edilen, total CK degeri
normal olup, CK-MB aktivite degeri firmanin verdigi kit referans araliginin tizerinde
olan ve kardiyak sikayeti ve Oykiisii olmayan 65 olgu ¢alismaya alinmistir. Ayrica
hasta grubu olarak kabul edilen, klinik olarak akut miyokard infarktiisii (AMI) tanisi
almis 34 hasta calismaya dahil edilmistir. Her iki gruptan alinan serum o6rnekleri;
CK-MB aktivite Ol¢limii i¢in immuninhibisyon metodu ile g¢alisan Hitachi 911
(Roche Diagnostics) biyokimya cihazinda ve CK-MB kiitle o6l¢iimii igin
elektrokemiluminesans immunoassay metodu ile ¢alisan Elecsys 2010 (Roche
Diagnostics) hormon cihazinda analiz edilmistir. Saglikli grubun CK-MB degerleri
ortalamas1 CK-MB aktivite ve kiitle dl¢timleri i¢in sirasiyla 30.75 TU/L ve 1.78
ng/ml olarak bulunmustur. AMI” 1 hastalarin degerleri ortalamas1 ise 112.18 IU/L,
72.4 ng/ml olarak bulunmustur. Saglikli grupta; CK-MB aktivite ve kiitle degerlerine
ait yapilan korelasyon analizi sonucunda korelasyon katsayis1 c¢ok diisiik
bulunmustur (r=0.076). AMI’ I1 hasta grubunda; CK-MB aktivite ve kiitle degerleri
lineer regresyon/korelasyon analizi ile degerlendirildiginde, her iki yontemin yiiksek
korelasyon gosterdigi belirtilmistir (r=0.977). Regresyon egrisine ait denklem, y =
0.91x + 46.5 olarak bulunmustur. Normal diizey CK-MB degerlerinde, yontemler
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arasinda iyi bir korelasyon bulunamayigini; immiinoinhibisyon yonteminin makro
CKj, makro CK; ve CK-BB diizeylerinden etkilenebilmesi sebebiyle olabilecegini
belirtmislerdir. AMI hasta grubunda, CK-MB aktivite ve kiitle dl¢iim yontemleri
arasindaki anlamli korelasyonu ise; serum 6rneklerinde yliksek diizeyde bulunan CK-
MB nedeniyle, makro CKj, makro CK; ve CK-BB diizeylerinin ihmal edilebilecegini
belirtmislerdir (136). Delanghe ve arkadaslari, aktivite ve kiitle 6lglim yontemleri
arasindaki iliskiyi degerlendirmek icin yaptiklar1 korelasyon/regresyon analizinde;
immiinoinhibisyon ile immiinoassay yontemlerine ait korelasyon katsayisini r=0.935
olarak, regresyon denklemini y= 1.40x - 12.39 olarak ve immiinopresipitasyon ile
immiinoassay yontemlerine ait korelasyon katsayisini r=0.943 olarak, regresyon
denklemini ise y= 1.59x - 1.69 olarak bulmuslar. Elde edilen bulgulara gore;
yontemler arasinda her ne kadar anlamli bir iliski oldugu belirtilse de,
immiininhibisyon yontemine ait CK-MB degerlerinin, diger yontemlere kiyasla daha
yiiksek oldugunu belirtmislerdir. CK-MB deger araliginin diisiik oldugu diizeylerde
goriilen yontemler arasindaki deger farkliliginin, atipik CK formlar1 ve adenilat kinaz
nedeniyle olabilecegini vurgulamiglardir (129). CK enzimine ait alt birimlerinin
elektroforetik ve kromotografik yontemler ile belirlenmesi ve tanimlanmasi igin,
Michelutti ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada; CK-MB enziminin katalitik
aktivitesi ile kiitle konsantrasyonlar1  arasindaki  ¢esitliligin  nedeninin,
karboksipeptidaz N  aktivitesine bagli enzim yapisindaki degisikliklerden
olabilecegini  belirtmislerdir (137). Panteghini ve arkadaslari tarafindan,
immiinoassay yontemi kullanarak CK-MB kiitle 6l¢iimii yapan Tandem-E CKMB 11
cthaz1 (Hybritech Inc.) ile yapilan baska bir calismada; karboksipeptidaz N
aktivitesinin, analiz i¢in kullanilan monoklonal antikorlar ile CK-MB izoenzimi
arasindaki baglanma f{izerine interferans etkisi yapmadigimi belirtmislerdir (138).
Akagac Etem ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada; AMI hastas1 olan 16 kisi, total CK
degeri yiiksek ancak saglikli olan 30 kisi ve total CK diizeyi normal ancak CK-MB
aktivitesi yliksek olan saglikli 30 kisi seklinde toplam 76 kisinin bulundugu 3 farkl
grup olusturmuslardir. Serum total CK aktivitesi 6l¢iimii enzimatik kinetik metod ile
ve CK-MB aktivitesi 6l¢timii immuninhibisyon metodu ile Abbott Architect ¢ 8000
(Abbott Inc, USA) cihazinda; CK-MB kiitle 6l¢iimleri kemiluminometrik yontem ile

Advia Centaur CP (Siemens Inc, Germany) cihazinda yapilmistir. Her {i¢ grup igin,
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CK-MB aktivite ve kiitle degerlerini, lineer regresyon/korelasyon analizi
uygulayarak yontemlerin uyumunu incelemislerdir. Total CK diizeyi yiiksek saglikli
grupta, CK-MB aktivite ve kiitle degerlerine ait yapilan korelasyon analizi sonucu
(r=-0.013, p=0.945), total CK diizeyi normal CK-MB degeri yiiksek saglikli grupta
(r=0.042, p=0.825) olarak bulunmus ve yoOntemler arasinda anlamli korelasyon
bulamadiklarini belirtmiglerdir. AMI hasta grubunda, CK-MB aktivite ve kiitle
degerlerine ait yapilan korelasyon analizi sonucu, iki yontem arasinda anlamli
korelasyon goriildiigii belirtilmistir (r=0.909, p=0.000). Retrospektif olarak yapilan
bu calisma sonuglarna gore; saglikli gruplarda CK-MB aktivite ve kiitle 6l¢iim
yontemleri arasinda anlamli korelasyon olmamasinin nedeninin, CK-MB
immuninhibisyon yonteminin makro CKj;, makro CK; ve CK-BB diizeylerinden
etkilenebilecegi veya serumun cesitli diizeylerde hemolizden etkilenebilecegi
seklinde aciklamislardir. AMI hasta grubunda, CK-MB aktivite ve kiitle Slglim
yontemleri arasinda anlamli korelasyon bulunmasini ise hastalara ait serum
orneklerinde yiiksek diizeyde bulunan CK formunun, ger¢ek CK-MB olmasi
nedeniyle, makro CKj;, makro CK, ve CK-BB aktiviteleri ve hemolizden
kaynaklanan olasi etkilerin gercekten yiiksek MB aktivitelerinin yaninda ihmal
edilebilir diizeylerde kaldigin1 diisiindiiklerini belirtmislerdir (139). Makro CK
varliginda, CK-MB’ nin immuninhibisyon metodu ile Olgiimlerinde interferans
olusturdugu ve yalanci pozitif sonuglara neden oldugu bilinmektedir (48). Serdar ve
arkadaglar tarafindan, Makro CK varliginda CK-MB aktivite degerlerinin etkilenme
diizeyi aragtirilmistir. Yaklasik olarak 269 kisinin katildig1 bu caligmada total CK ve
CK-MB aktivite degerleri 6l¢giilmiis ve CK-MB/total CK orani anormal yiiksek (%5’
in Ustli) ¢ikan 65 kisiye serum elektroforezi yapilarak, makro CK ve CK-BB
izoenzimi varligi degerlendirilmistir. 3 hastada Makro CK tip-1, 2 hastada Makro CK
tip-2 ve 2 hastada ise CK-BB varlig: tespit edilmistir (140). Ar1 ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada, rutin biyokimya laboratuvarina gelen hasta serumlarindan rastgele
20 ornek segilerek, ti¢ farkli yontemle Vitros 250 cihazi (Kuru kimya), Targa 3000
cihaz1 (Optimize UV test), Immulite 120 cihaz1 (kemiliiminesan enzim
immunometrik Ol¢iim) ile Olgiilen CK-MB sonuglar1 arasindaki korelasyon
katsayilar1 hesaplanarak, cihazlar arasindaki uyum degerlendirilmistir. Korelasyon

analizine gore elde edilen bulgular; Vitros 250 - Targa 3000 cihazlar i¢in (r=0.990,
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p<0.001), Targa 3000 - Immulite 120 cihazlari i¢in (r= 0.878, p<0.001), Vitros 250 -
Immulite 120 cihazlar i¢in (r= 0.905, p<0.001) olarak bulunmustur. Elde edilen
sonuglara gore her ii¢ yontemle bulunan degerler arasinda istatistiksel olarak c¢ok
onemli (p<0.001) korelasyon oldugu belirtilmistir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda;
kullanicinin hizli sonu¢ elde etme, maliyet ve kendi laboratuvar sartlart gibi
faktorleri de géz Onlinde bulundurarak yontem se¢imi yapmasinin uygun olacagi

vurgulanmustir (67).

Yaptigimiz yontem karsilastirma deneyinde; CK-MB aktivite 6l¢iim yontemi
ile CK-MB kiitle 6l¢iim yonteminin karsilastirilmast igin 40 kisiye ait serum
ornekleri, CLSI EP9-A protokoliine uygun olarak, giinde 6-7 ornek caligilarak, 7
giinde tamamlandi. Bu ¢alismada Abbott firmasina ait, Architect ¢ 8000 Biyokimya
cihazt ve Architect i 1000 SR Hormon cihazi kullanilarak, 6l¢iim yontemleri
arasindaki uyumu degerlendirdik. Cihazlar arasindaki iliskiyi degerlendirmek igin
yaptigimiz korelasyon analizinde, korelasyon katsayisini (r=0.976) olarak bulduk
(Sekil-30). Her iki olg¢tim yontemi arasindaki iliskinin anlamli derecede yiiksek
oldugunu tespit ettik (p<0.0001). Referans yontem olan CK-MB kiitle 6l¢iim
yontemine ait veriler ile CK-MB Aktivite Ol¢iim yontemine ait verileri
degerlendirmek amaclh yaptigimiz Lineer regresyon analizine goére elde ettigimiz
denklem; y= 2.1x + 22.8 olarak bulundu. Regresyon denklemine ait belirtme
katsayisini ise R? = 0.953 olarak bulduk (Sekil-31). CK-MB kiitle (ng/ml) 6l¢iim
yontemi ile CK-MB aktivite (IU/L) 6lgiim yontemlerine ait birimler farklidir ve bu
yizden yontemler arasindaki uyumu, lineer regresyon denklemine gore
degerlendiremedik. Her iki cihazdaki 6l¢iim sonuglarina gore elde edilen degerleri,
Passing-Bablok (P-B) regresyon analizi uygulayarak degerlendirdik. Parametrik
olmayan bu yontem ile ilgili hesaplamalar, Ol¢clim degerlerinin sira (rank)
numaralarina bagli olarak yapilir ve test metodu ile referans metot (X ve Y metotlar)
ile elde edilen verilerin bagimsiz oldugu varsayilir (108). Yaptigimiz P-B regresyon
analizi sonucu elde ettigimiz denklem; y= 0.977x + 0.86 olarak bulundu. Regresyon
denklemine ait; egim (b; slope), % 95 giiven araliginda (0.87 — 1.13) olarak ve
kesisim (a; intercept) % 95 giiven araliginda (-3,93 - 3,29) olarak tespit edildi (Sekil-
32). Regresyon dogrusuna ait dogrusalligin degerlendirilmesi amagli uygulanan
CUSUM testinde, dogrusalliktan sapma gérmedik (p=0.53). Ol¢iim ydntemlerine ait
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birimler farkli oldugu i¢in verilerin standardize edilmesi amagli; lineer regresyon
denkleminden (y = 2.1x + 22.8) faydalanarak, her bir x (referans yontem; CK-MB
kiitle) degeri icin, olmasi gereken y (test yontemi; CK-MB aktivite) degerini
hesapladik. Hesaplama sonucu elde edilen sonuglar (y) ile CK-MB aktivite
yontemini kullanan Architect ¢ 8000 biyokimya cihazinin 6lgtiigii gergek degerler (y)
arasindaki farkliligi, varyanslarin farkliligi acisindan F-testi uygulayarak
degerlendirdik. F-testi sonucuna gore; varyanslarin oranini: 1.04 olarak bulduk ve
varyanslar arasinda farklilik olmadigini tespit ettik (p=0.88). Hesaplanan degerler ile
Olgiilen degerlerin meydanlart arasinda anlamli bir farklilik bulamadik (p=0.63),
(Sekil-33). Yontemler arasindaki uyumu degerlendirmek igin yaptimiz Bland-Altman
(ortalamalar-farklar) Grafiginde ise; hesaplanan degerler ile Olgiilen degerlere ait
farklarin ortalamasini 0.008 (-5.65 ile 5.67 arasinda) olarak, standart sapmasini 17.7
olarak bulduk ve 6l¢iim yontemlerinin birbirleri ile uyumlu oldugunu disiinldiik
(Sekil-34).

Yaptigimiz ¢calismada; CK-MB aktivite 6l¢lim yontemi ile CK-MB kiitle 6l¢iim
yontemlerinin tanisal agidan degerlendirilmesi igin, her iki cihazdan elde edilen
Olglim sonuglarinin duyarliliklar1 (sensitivite) ve ozgiilliiklerini (spesifisite) tespit
ettik. Bu degerlerden faydalanilarak, her iki cihaza ait ROC egrilerini olusturduk.
Gerhardt ve arkadaslari, koroner yogun bakim finitesindeki 502 koroner kalp
hastasini; unstabil anjina pektoris, Q dalgasiz veya Q dalgali erken repiirfiizyon
hastalari, re-infarktiis hastalar1 ve subakut MI seklinde ¢esitli gruplar olusturmuslar
ve hastalarin serum Orneklerini kullanarak, ¢Tn ve CK-MB kiitle Ol¢limlerinin
duyarhilik ve 6zgiilliiklerini degerlendirmislerdir. Yaptiklar1 seri dlglimler sonucu,
c¢Tn 6l¢limiine ait duyarlik 1.00 ve 6zgiilliik 0.77 olarak, CK-MB kiitle 6l¢iimiine ait
duyarlilik 1.00 ve oOzgilligii ise 0.99 olarak bulmuslardir (141). Serdar ve
arkadaglarinin, Makro CK varliginda CK-MB aktivite degerlerinin etkilenme
diizeyini arastirdig1 calismada; ; total CK ve CK-MB aktivite degerlerine géore ROC
analizi yapilmis ve egri altinda kalan alanlar her iki parametre icin sirasiyla 0.853 ve
0.953 olarak belirtilmistir. Elde edilen bulgulara gore, 6zellikle Makro CK tip 1’ in
interferans etkeni oldugu bilinmesine ragmen Makro CK tip 2’ nin de interferans
olusturabilecegi vurgulanmistir (140). Hetland ve arkadaslari, gogiis agris1 nedeniyle

acil servise bagvuran 133 hastadan olusan bir ¢alisma grubu olusturarak, AMI’ da
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kullanilan kardiyak belirteglerden; CK, CK izoenzimleri/Total CK oraninin, CK-MB
aktivite ve kiitle konsantrasyonlarinin, myoglobin ve ¢Tn’ in tanisal yeterliligini
degerlendirmislerdir. Gogilis agrist baslangicina gore 0-3 saat arasinda yapilan
Olctimlere gore, CK izoenzimleri/Total CK oraninin en yiliksek duyarliliga sahip
oldugunu belirtmislerdir. 3-5 saat arasinda yaptiklar1 Olglimlerde ise, CK
izoenzimleri/Total CK orani, myoglobin ve CK-MB kiitle dl¢iimiiniin en yliksek egri
altinda kalan alana sahip olduklar1 ve bu parametrelerin birbirleri arasinda anlamh
farklilik olmadigin1 sdylemislerdir. GOgiis agris1 baslangicindan 6 saat sonraki
yapilan Olciimler de benzer sekilde bulunmustur ve sonu¢ olarak CK
izoenzimleri/Total CK orani, myoglobin ve CK-MB kiitle 6l¢iimiiniin, AMI tanisinin
erken teshisinde klinik performanslar1 acgisindan birbirleriyle uyumlu oldugu
belirtilmistir (142). Hawkins ve arkadaslari; CK, CK-MB (aktivite ve kiitle), Tn-1 ve
Tn-T testlerinin tanisal yararlarini karsilastirmak i¢in 59 AMI hastasina ait serum
orneklerini degerlendirmislerdir. Kardiyak enzimlerin belirlenmesi i¢in laboratuvara
gonderilen kan orneklerinden Total CK ve CK-MB aktivite ol¢ilimleri yapildiktan
sonra numuneleri -20 °C* den daha disiik sicakliklarda saklamislar ve daha sonra,
CK-MB kiitle, Tn-1 ve Tn-T ol¢timlerini gergeklestirmislerdir. Ayni zamanda,
hastalara ait CK-MB/Total CK oranlarint hesaplamiglardir. Yaptiklar1 ROC
analizlerine gore, egri altinda kalan alanlar; CK i¢in 0.56, CK-MB aktivite i¢in 0.72,
CK-MB/Total CK i¢in 0.73, CK-MB kiitle 6l¢iimii yapan cihazlar i¢in 0.76 (Axsym,
Abbott Inc, USA), 0.77 (Elecsys, Roche Diagnostics, Germany), 0.78 (ECI, Ortho
Clinical Diagnostics) olarak bulmuslardir. Troponin-T i¢in egri altinda kalan alan,
duyarhilik ve oOzgiilligi sirasiyla 0.94, %93, %92 ve Troponin-I i¢in egri altinda
kalan alan, duyarlilik ve 6zgiilliigii sirastyla 0.95, %88, %100 olarak bulmuslardir.
Elde ettikleri bulgulara gore; CK-MB kiitle olglim testlerinin ve Tn-l, Tn-T
testlerinin performanslari agisindan kendi aralarinda anlamli bir farklilik olmadigim
belirtmislerdir. AMI hastalarinin  tanimlanmasinda; troponin-T ve troponin-I
testlerinin, CK-MB (aktivite ve kiitle) Ol¢iimlerine gore daha {istiin oldugunu
belirtmisler ve seri CK-MB o0lclimleri ile beraber dogrulama amacli troponin
testlerinin kullanilmasimin maliyet agisindan daha uygun olacagii belirtmislerdir

(143).
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Yaptigimiz ¢alismada; CK-MB aktivite ve kiitle 6l¢iimii yapan her iki cihazda
elde edilen sonuglara gore, ROC egrileri olusturarak, egri altinda kalan alanlari
belirledik. Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazina ait Sensitivite degerini %90 ve
spesifisite degerini %90 olarak bulduk. Egri altinda kalan alan1 (AUC) ise 0.939
olarak tespit ettik. Architect i 1000 SR Hormon cihazina ait sensitiviteyi %95 ve
spesifisiteyi %95 olarak bulduk. Egri altinda kalan alan1 (AUC) ise 0.980 olarak
tespit ettik (Tablo-16). Her iki cihaza ait, egri altinda kalan alanlar1 (AUC)
karsilastirdigimizda, yontemler arasinda anlamli bir farklilik olmadigin tespit ettik
(p=0.118), (Sekil-35). Bu sonuglara gore her iki cihazin klinik performanslarinin
birbirine yakin oldugunu ve her iki yontemin tanisal acidan yeterli oldugunu

diistinmekteyiz.

CK o6l¢iimii i¢cin serum ve heparinli plazma ornekleri tercih edilir. Heparin
disindaki diger antikoagiilanlar, CK aktivitesini olumsuz yonde etkiledigi i¢in tercih
edilmemelidirler (13). Koroner kalp hastalari, hastaneye yatirildiklarinda genel
olarak proflaksi amacli heparin tedavisi alirlar. Bu hastalardan serum 6rnegi alindig:
zaman, antikoagiilanli ajan kullanilmadiginda piht1 olusumu yaklasik olarak 10-15
dakika veya daha fazla zaman alir. Serum Orneginde pihti olusumu, santrifiij
asamasindan sonra da devam etmektedir. Ornek icinde olusan pihtili materyal,
otoanalizordeki problar1 tikayabilir. Otomatize immiinolojik analiz cihazlarinda
plazma ornekleri kullanildigi zaman pihtilasma i¢in gereken siire elimine edilir ve
boylelikle hedeflenen preanalitik siire¢ kisalmis olur. Bu yiizden Ulusal Klinik
Biyokimya Akademisi (UKBA, National Academy of Clinical Biochemistry)
tarafindan; {iretici firmalara, kardiyak belirteglerin tayini i¢in yapilan ¢aligmalarda
serum yerine plazma Orneklerinin kullanilmasi tavsiye edilmektedir (144). Teorik
olarak, kardiyak belirteglerin tayini icin, serum yerine plazma Orneklerinin
kullanilmas: daha mantiklidir. Ciinkii antikoagiilanli plazma 6rnekleri kullanildigi
zaman, pihtilasma i¢in gerekli ekstra zaman ortadan kalkar ve bdylece preanalitik
siire kisalmis olur. Ancak, kardiyak belirteglerin tayini i¢in kullanilan farkli analiz
sistemlerinde plazma ile serum konsantrasyonlari arasinda anlaml farkliliklar ortaya
cikabilmektedir ve elde edilen sonuglart degerlendirmek igin iiretici firmalar
tarafindan saglanan teyit amagli pek fazla bilgi bulunmamaktadir. Yaygin olarak

kullanilan kardiyak belirteclerden birisi olan myoglobin, antikoagiilanlar ile 6nemli
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derecede interferans vermektedir ve bu durum antikoagiilanli 6rneklerin kullaniminm
kisitlamaktadir. Ayni sorun, bazi CK-MB o6l¢limleri i¢in de gecerlidir. Bir¢ok
troponin Ol¢clim sisteminde, serum yerine plazma ornekleri kullanilamaz. Genel
olarak cTn-T olgtimlerinde etilendiamintetraasetik asit (EDTA)’ I1 plazma kullanilir
fakat bu durum cTn-I 6l¢iimlerinde oldukga kisithidir. Cilinkii EDTA, kalsiyum
bagimli troponin komplekslerini keser ve cTn-lI konsantrasyonlarinin azalmasina
neden olur (145). Stiegler ve arkadaslari; AKS’ li 100 hastadan serum ve Li-
Heparinli plazma 6rnegi alarak, ¢Tn-l1 ve cTn-T parametrelerinde plazma ile serum
orneklerini karsilastirmiglardir. cTn-I tayini i¢in; mikropartikiil enzim immiinoassay
sistemle calisan Axsym cihazini (Abbott Inc, USA) ve akridinium ester bazli
kemiliiminesans yontemle calisgan ACS: Centaur cihazim1 (Bayer Diagnostics, USA)
kullanmiglardir. cTn-T tayini icin; tgilincli jenerasyon elektrokemiliiminesans
sistemle calisan FElecsys 1010 cihazim1  (Roche Diagnostics, Germany)
kullanmiglardir. Heparinize plazma Orneklerine ait ortalamalar (%95 giliven
araliginda), serum Ornekleri ile karsilastirildiginda; c¢Tn-I i¢in Axsym cihazinda
(%101 £ %2), ACS: Centaur cihazinda (%94 = %3) ve c¢Tn-T i¢in Elecsys 1010
cihazinda (%99 + %3) olarak bulmuslardir. Plazma ile serum oOrnekleri arasinda
goriilen % farkliliklar i¢in %20 den daha biiyiik farkliliklar; 100 6rnegin % 11° 1 i¢in
ACS: Centaur cthazinda, 100 6rnegin % 2’ si i¢in Axsym cihazinda ve cTn-T
tayininde; Elecsys 1010 cihazi i¢in, 100 6rnegin % 9’ unda tespit etmislerdir. Bu
sonuglara goére bazi durumlarda, heparinize plazma Orneklerindeki troponin
konsantrasyonlarinin, serum Orneklerindeki troponin konsantrasyonlarmma gore
belirgin olarak diisiik ¢ikabilecegini belirtmislerdir (146). Pagani ve arkadaslart;
myoglobin, CK-MB ve cTn-I kardiyak belirteclerini analiz ederek, plazma ile serum
ornekleri arasinda fark olup olmadigini incelemislerdir. AMI tanisi alan 25 hastadan
alman serum ve plazma oOrneklerini, ACS 180 immiinassay cihazinda (Bayer
Diagnostics, USA) ¢alismislardir. Plazma 6rneklerinin elde edilmesinde Li-heparinli
tipler ve EDTA’ I tiipleri kullanmiglardir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda serum
myoglobin degerleri i¢in; ortanca 79 (ug/L) ve ornekler 24-607 (ug/L) arasindadir.
Li-Heparinli plazma myoglobin degerleri igin; ortanca 76 (ug/L) ve drnekler 24-588
(ug/L) arasindadir. EDTA’ I1 plazma myoglobin degerleri i¢in; ortanca 73 (ug/L) ve
ornekler 25-601 (ug/L) arasindadir. Serum myoglobin degerleri ile Li-Heparinli
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plazma myoglobin degerleri arasinda anlamli fark bulamamislar (p=0.0799), serum
myoglobin degerleri ile EDTA’ I1 plazma myoglobin degerleri arasinda anlamli bir
fark bulmuslar (p=0.0006) ve EDTA’ 11 plazma 6rneklerinin, serum 6rneklerine gore
%-3.5 daha diisiik bulduklarin1 belirtmislerdir. Serum cTn-I degerleri icin; ortanca
11.3 (ug/L) ve oOrnekler 0.4-43.6 (ug/L) arasindadir. Li-Heparinli plazma cTn-I
degerleri icin; ortanca 11.7 (ug/L) ve ornekler 0.4-47.7 (ug/L) arasindadir. EDTA’ Ir
plazma cTn-1 degerleri igin; ortanca 14.7 (ug/L) ve oOrnekler 0.5-49.3 (ug/L)
arasindadir. Serum cTn-I degerleri ile Li-Heparinli plazma cTn-1 degerleri arasinda
anlamli fark bulamayip (p=0.704), serum cTn-I degerleri ile EDTA’ 11 plazma cTn-I
degerleri arasinda anlamli bir fark bulmuslar (p<0.0001) ve EDTA’ li plazma
orneklerini, serum orneklerinden %30 daha yiiksek bulduklarini belirtmislerdir.
Serum CK-MB degerleri i¢in; ortanca 29 (ug/L) ve ornekler 4-199 (ug/L)
arasindadir. Li-Heparinli plazma CK-MB degerleri igin; ortanca 35 (ug/L) ve
ornekler 5-252 (ug/L) arasindadir. EDTA’ I1 plazma CK-MB degerleri i¢in; ortanca
34 (ug/L) ve ornekler 5-243 (ug/L) arasindadir. Serum CK-MB degerleri ile Li-
Heparinli plazma CK-MB degerleri arasinda anlamli bir fark olup (p<0.0001), Li-
Heparinli plazma CK-MB o6rneklerini, serum orneklerinden %18.6 daha yiiksek
bulduklarini belirtmislerdir. Ayrica, serum CK-MB degerleri ile EDTA’ 11 plazma
CK-MB degerleri arasinda anlamli bir fark olup (p<0.0001), EDTA’ 11 plazma
orneklerini, serum Orneklerine gore %14.6 daha yiiksek bulduklarii belirtmislerdir.
Her {i¢ parametre i¢in, EDTA’ 11 plazma ile serum Ornekleri arasinda anlamli fark
bulunmasina ragmen, EDTA’ I1 plazma 6rnekleri ile serum arasindaki korelasyonlari
degerlendirdiklerinde, korelasyon katsayilarini yiiksek bulmuslardir (r>0.99). Buna
bagli olarak EDTA’ I plazma Orneklerinin AMI tanisin1 degerlendirmek ig¢in
kullanilabilecegini, fakat farkli tibbi karar konsantrasyonlar1 kullanilmasini
onermislerdir. Serum 1ile Li-Heparinli plazma Ornekleri arasindaki farkliligin
nedenini; farkli antikoagiilanli tiipler veya farkli tip heparin kullanimindan dolayz,
testlerin analitik varyasyonuna bagli olabilecegini diistinmiislerdir (147). Hedberg ve
arkadaslari; CK-MB ve c¢Tn-I kardiyak belirteglerini analiz ederek, plazma ile serum
ornekleri arasinda fark olup olmadigini incelemislerdir. AMI tanisi alan 55 hastadan
alinan serum ve plazma 6rnekleri ile cTn-I konsantrasyonlarini ve 79 hastadan alinan

serum ve plazma ornekleri ile CK-MB kiitle konsantrasyonlarint 6lgmiisler, analiz
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amagli Axsym cihazin1 (Abbott Inc, USA) kullanmiglardir. Yaptiklar1 ¢alismanin
sonuglara gore, serum cTn-I Orneklerini 0.8-555 (ug/L) arasinda ve Li-Heparinli
plazma cTn-I orneklerini ise 0.4-468 (ug/L) arasinda bulmuslardir. Li-Heparinli
plazma cTn-1 6rneklerini, serum cTn-I 6rneklerinden ortalama %15 daha diisiik
bulduklarini belirtmislerdir. Serum CK-MB 6rneklerini 1-495 (ug/L) arasinda ve Li-
Heparinli plazma CK-MB 6rneklerini ise 1-525 (ug/L) arasinda bulmuslardir. Li-
Heparinli plazma CK-MB o6rneklerini, serum CK-MB 6rneklerinden ortalama %17
daha yiiksek bulduklarini belirtmislerdir. Elde ettikleri sonuglarinin, daha o6nce
yapilan c¢aligmalar ile uyumlu oldugunu belirterek; plazma ile serum degerleri
arasindaki farkliligin, CK-MB konsantrasyon diizeyine bagli oldugunu ve ozellikle
diisiik konsantrasyon araliklarinda bu farkin daha da belirgin olabilecegini

vurgulamislardir (148).

Yaptigimiz c¢alismada, CK-MB 6l¢iimii iizerine antikoagiilanlarin etkisini
incelemek i¢in AKS tanist alan 10 hasta ve klinik agidan herhangi bir semptom ve
sikayeti olmayan, kardiyak parametreleri normal diizeyde bulunan 10 kisi olmak
tizere toplam 20 kisinin her birinden, jelli biyokimya tiiplerine (J) ve lityum heparinli
(Li. H) tiiplere kan 6rnegi alinarak, toplamda 20 adet plazma ve 20 adet serum 6rnegi
olusturduk. Plazma ve serum Orneklerini Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazi (CK-
MB aktivite) ve Architect 1 1000 SR Hormon cihazinda (CK-MB kiitle) calisarak, her
cihaz i¢in 6lgiilen plazma ve serum degerleri arasinda fark olup olmadigini inceledik.
Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazi ile yapilan Olglimlere gore normal diizeyde;
plazma degerlerini (ortanca; 14 IU/L, olgiilen deger araligi; 7-20 IU/L), serum
degerlerinden (ortanca; 21 IU/L, 6lciilen deger araligi; 12-32 1U/L) anlamh olarak
diisiik bulduk (p=0.0039), (Tablo-17). Patolojik diizeyde ise; plazma degerlerini
(ortanca; 59.5 IU/L, olgiilen deger araligi; 22-329 IU/L) ve serum degerlerini
(ortanca; 68 IU/L, olgiilen deger araligi; 28-380 IU/L) olarak bulduk. Patolojik
diizeyde CK-MB aktivite 6l¢iimlerinde, plazma ile serum degerleri arasinda anlamli
bir fark bulmadik (p=0.0977), (Tablo-17). Normal ve patolojik diizey olarak
gruplama yapmadan, plazma ve serum Orneklerini total olarak degerlendirdigimizde;
Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazi ile olgiilen Li-Heparinli plazma oOrneklerini
(ortanca; 21.0 IU/L, olgiilen deger arahigi; 7-329 IU/L), serum degerlerinden
(ortanca; 30 IU/L, olgiilen deger araligi; 12-380 IU/L) anlamli olarak diisiik bulduk
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(p=0.0006). Plazma degerlerini, serum degerlerinden %30 daha diisiikk tespit ettik
(Tablo-19). Ayrica; Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazi ile Slgiilen Li-Heparinli
plazma ile serum Ornekleri aralarindaki iligkiyi korelasyon analizi ile
degerlendirdigimizde, korelasyon katsayisinin yiiksek bulduk (r=0.922) ve aralarinda
anlamli bir iligki tespit ettik (p<0.0001), (Tablo-20).

Architect i 1000 SR Hormon cihazi ile yapilan dl¢limlere gore normal diizeyde;
plazma degerlerini (ortanca; 0.95 ng/ml, 6l¢iilen deger araligi; 0.6-1.8 ng/ml), serum
degerlerinden (ortanca; 0.8 ng/ml, 6l¢iilen deger araligi; 0.6-1.4 ng/ml) anlaml
olarak yiiksek bulduk (p=0.0078), (Tablo-18). Patolojik diizeyde ise; plazma
degerlerini (ortanca; 14.7 ng/ml, dlgiilen deger araligt; 2.9-244.5 ng/ml) ve serum
degerlerini (ortanca; 13 ng/ml, 6l¢iilen deger araligr; 2.6-249 ng/ml) olarak bulduk.
Patolojik diizeyde CK-MB kiitle 6l¢limlerinde, plazma ile serum arasinda anlamli bir
fark bulmadik (p=0.2324), (Tablo-18). Normal ve patolojik diizey olarak gruplama
yapmadan, plazma ve serum oOrneklerini total olarak degerlendirdigimizde; Architect
I 1000 SR Hormon cihazi ile 6lgiilen Li-Heparinli plazma 6rneklerini (ortanca; 2.3
ng/ml, Ol¢iilen deger araligi; 0.6-244.5 ng/ml), serum degerlerinden (ortanca; 2
ng/ml, Olclilen deger araligi; 0.6-249 ng/ml) anlamli olarak yiiksek bulduk
(p=0.0385). Plazma degerlerinin, serum degerlerinden %15 daha yiiksek oldugunu
tespit ettik. (Tablo-19). Ayrica; Architect i 1000 SR Hormon cihazi ile dlgiilen Li-
Heparinli plazma ile serum Ornekleri aralarindaki iligkiyi korelasyon analizi ile
degerlendirdigimizde, korelasyon katsayisinin ¢ok yiiksek oldugunu (r=0.997) ve
aralarinda anlamli bir iliski oldugunu tespit ettik (p<0.0001), (Tablo-20). Architect i
1000 SR cihazinda, CK-MB kiitle 6l¢timii igin kullanilan Architect STAT CK-MB
kit prospektiisiinde, plazma ornekleri ile serum 6rnekleri kiyaslandiginda, plazma
orneklerinin %18’ e kadar daha yiiksek ¢ikabilecegi belirtilmistir. Plazma ile serum
ornekleri kullanarak antikoagiilanlarin etkisini arastirdigimiz bu g¢alismada, elde
ettigimiz bulgularin daha 6nce yapilan ¢alismalar ve cihazlara ait kit {ireticisinin
belirtmis oldugu bilgiler ile uyustugunu gordiik. Sonug olarak; plazma ile serum
degerleri arasindaki farkliligin, onceki caligmalarda da belirtildigi gibi CK-MB
konsantrasyon diizeyine ve kullanilan heparin ile antikoagiilanl: tiiplerin ¢esitliligine

bagl olabilecegini diisiinmekteyiz.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada; AMI tanisinda kullanilan kardiyak belirteglerden birisi olan CK-
MB parametresini 6l¢en cihazlarin, analitik performanslari ve tanisal yeterlilikleri
degerlendirildi. Abbott firmasina ait cihazlardan; immiinoinhibisyon yontemini
kullanarak CK-MB aktivitesini Olgen Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazi ile
akridinium ester bazli kemiliiminesans yontemle kiitle CK-MB o6l¢iimii yapan

Architect i 1000 SR Hormon cihazi kullanildi.

1. Analitik performans degerlendirilirken, genellikle arzu edilen kesinlik ve
dogruluk kriterleri g6z Oniinde bulundurulur. Yaptigimiz tekrarlanabilirlik
calismasinda kemiluminesans yontemi (CK-MB kiitle) kullanan Architect 1 1000 SR
Hormon cihazi; hem normal hem de patolojik diizey CK-MB serum havuzlarinda,
arzu edilen kesinlik kriterlerini saglamaktadir. Immuninhibisyon (CK-MB aktivite)
yontemini kullanan Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazi ise; patolojik diizey CK-MB
serum havuzunda arzu edilen kesinlik kriterlerini saglarken, bu durum normal diizey
CK-MB serum havuzunda goriilmedi. Ancak; CK-MB aktivite Ol¢iimii igin,
minimum kesinlik kriterine gore (CVa < 0.75 x CV)) %I14.7° den daha diisiik
bulundu. Elde edilen bulgulara gore kesinlik agisindan cihazlarin tekrarlanabilirlik
performansinin yeterli oldugu ve daha once yapilan ¢aligmalar ile uyumlu oldugu

diistinildii.

2. Oransal sistematik hatayr tespit etmek icin yapmis oldugumuz geri
kazanim ¢aligmasinda; Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazi i¢in elde edilen %bias,
normal diizeyde (23.7 IU/L) %7.1 ve patolojik diizeyde (113 ITU/L) %7.1 olarak
bulundu. Normal diizey ve Patolojik diizey icin hesaplanan %Bias (%7.1)
degerlerinin, izin verilen %Bias (%7.8) degerinden daha diisiik oldugu goriildii. Elde
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edilen bulgulara gore Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinin, CK-MB aktivitesinin,
hem normal hem de patolojik diizeylerde dogru olarak ol¢iildigli diisiiniildii.
Architect 1 1000 SR Hormon cihazi i¢in elde edilen %bias, normal diizeyde (5.67
ng/ml) %9.2 ve patolojik diizeyde (62.55 ng/ml) %5.9 bulundu. Normal diizey ve
Patolojik diizey i¢in hesaplanan %bias (%9.2, %5.9) degerlerinin, izin verilen %bias
(%16) degerinden daha diisiik oldugu goriildii. Bu sonuglara gore Architect i 1000
SR Hormon cihazimnin, CK-MB kiitle 6l¢limiiniin, hem normal hem de patolojik

diizeylerde dogru olarak 6l¢iildiigii diisiiniildii.

3. Sabit sistematik hatay1 tespit etmek i¢in yapmis oldugumuz interferans
deneyinde; CK-MB Aktivite 6l¢iimii yapan Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinin,
normal ve patolojik diizey serum havuzlarindan hazirlanan hemolizat 6rneklerinde,
yiiksek Hb konsantrasyonlarindan etkilendigi ve Hb konsantrasyonu yaklasik 2 g/dl
olan 1. tiipe ait CK-MB aktivite degerlerinin cihaz tarafindan Ol¢iilemedigi tespit
edildi. Bu yilizden serum havuzu A olarak etiketlenen 1. tiipe ait %Bias
hesaplanamadi. Hemoglobinin interferans etkisinin diisiik konsantrasyonlarda
basladig1 ve giderek arttig tespit edildi. Normal serum havuzundan hazirlanan serum
orneklerinde yaklasik olarak 19 mg/dl Hb konsantrasyonlarinda, patolojik diizey icin
ise yaklasik olarak 63 mg/dl Hb konsantrasyonlarinda, izin verilen % biasin agildig
tespit edildi. CK-MB Kiitle 6l¢iimii yapan Architect i 1000 SR Hormon cihazinin,
normal ve patolojik diizey serum havuzlarindan hazirlanan hemolizat 6rneklerinde,
her iki diizeyde de interferans etkisi goriilmedi. Normal diizey serum havuzlarindan
hazirlanan hemolizat 6rneklerinde goriilen en yiiksek %bias (%-5.8) ve patolojik
diizey serum havuzlarindan hazirlanan hemolizat 6rneklerinde goriilen en yiiksek
%bias ise (%-5.9) olarak bulundu. Artan Hb konsantrasyonlarinda olgiilen CK-MB
degerleri ile hemolizin interferans etkisini degerlendirmek i¢in her iki cihazda,
normal ve patolojik serum havuzlarindan hazirlanan 6rneklerde korelasyon analizi
yapildi. CK-MB Aktivite 6l¢timii yapan Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazinda;
normal diizey serum havuzlarindan hazirlanan hemolizat 6rneklerinde, Olciilen CK-
MB degerleri ile Hb konsantrasyonlar1 arasindaki iliskide, korelasyon katsayisi
(r=0.996) ve anlamlilik diizeyi (p<0.0001) olarak bulundu. Patolojik diizey serum
havuzlarindan hazirlanan hemolizat 6rneklerinde, dlgiilen CK-MB degerleri ile Hb

konsantrasyonlar1 arasindaki iligkide, korelasyon katsayisi (r=0.999) ve anlamlilik
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diizeyi (p<0.0001) olarak bulundu. CK-MB Kiitle 6l¢timii yapan Architect i 1000 SR
Hormon cihazinda; normal diizey serum havuzlarindan hazirlanan hemolizat
orneklerinde, artan Hb konsantrasyonlar1 ile Olgiilen CK-MB degerleri arasinda
anlamli bir iliski goriilmedi (p=0.27). Patolojik diizey serum havuzlarindan
hazirlanan hemolizat 6rneklerinde ise; artan Hb konsantrasyonlar: ile Olgiilen CK-
MB degerleri arasinda negatif yonde anlamli bir iliski bulundu (r=-0.754, p=0.007).
Elde edilen bu bulgulara gore; artan Hb konsantrasyonlaria paralel olarak, CK-MB
aktivite degerlerinin pozitif yonde arttigi ve hemolizin interferans etkisinden
etkilendigi  diisiiniildi. @~ CK-MB  kiitle  degerlerinin  ise, artan Hb
konsantrasyonlarindan etkilenmedigi goriildii. Patolojik diizey serum havuzlarindan
hazirlanan hemolizat 6rneklerinde ise; artan Hb konsantrasyonlar1 ile CK-MB kiitle
Olctim degerleri arasinda goriilen negatif yondeki korelasyonun, yaklasik olarak 500
mg/dl tlizerindeki Hb konsantrasyonlarina ait tiiplerden kaynaklandigi diistiniildii.
Yapmis oldugumuz interferans ¢alismasindan elde ettigimiz sonuglarin, daha once
yapilan caligmalar ve her iki cihaza ait kit prospektiisiinde belirtilen bilgiler ile

uyustugu goriildii.

4. CK-MB aktivite ol¢iim yontemi ile CK-MB kiitle 6l¢iim ydnteminin
karsilagtirilmast ig¢in yaptigimiz yontem karsilastirma deneyinde; korelasyon
katsayisi (r=0.976) olarak bulundu. Her iki Ol¢lim yontemi arasindaki iliskinin
anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.0001). Lineer regresyon analizine
gore elde edilen denklem; y= 2.1x + 22.8 olarak bulundu. Regresyon denklemine ait
belirtme katsayis1 ise R? = 0.953 olarak tespit edildi. CK-MB kiitle (ng/ml) 8l¢iim
yontemi ile CK-MB aktivite (IU/L) 6l¢lim ydntemlerine ait birimler farkli oldugu
icin  yontemler arasindaki uyum, lineer regresyon denklemine gore
degerlendirilemedi. Her iki cihazdaki 6l¢lim sonuglarina gore elde edilen degerler,
Passing-Bablok (P-B) regresyon analizi uygulanarak degerlendirildi. P-B regresyon
analizi sonucu elde edilen denklem; y=0.977x + 0.86 olarak tespit edildi. Regresyon
denklemine ait; egim (b; slope), % 95 giiven araliginda (0.87 — 1.13) olarak ve
kesisim (a; intercept) % 95 giiven araliginda (-3,93 - 3,29) olarak tespit edildi.
Regresyon dogrusuna ait dogrusalligin degerlendirilmesi amacli uygulanan CUSUM
testinde, dogrusalliktan sapma goriilmedi (p=0.53). Olgiim ydntemlerine ait birimler

farkli oldugu icin wverilerin standardize edilmesi amagli; lineer regresyon
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denkleminden (y = 2.1x + 22.8) faydalanarak, her bir x (referans yontem; CK-MB
kiitle) degeri i¢in olmasi gereken y  (test yontemi; CK-MB aktivite) degeri
hesaplandi. Hesaplama sonucu elde edilen sonuglar (y) ile CK-MB aktivite
yontemini kullanan Architect ¢ 8000 biyokimya cihazinin 6lgtiigii gergek degerler (y)
arasindaki farklilik, varyanslarin farkliligi acisindan F-testi  uygulanarak
degerlendirildi. F-testi sonucuna gore; varyanslarin orani: 1.04 olarak bulundu ve
varyanslar arasinda farklilik olmadig tespit edildi (p=0.88). Hesaplanan degerler ile
Olgiilen degerlerin meydanlar1 arasinda anlamli bir farklilik goriilmedi (p=0.63).
Yontemler arasindaki uyumu degerlendirmek ig¢in yapilan Bland-Altman
(ortalamalar-farklar) grafigine gore; hesaplanan degerler ile Olgiilen degerlere ait
farklarin ortalamasi 0.008 (-5.65 ile 5.67 arasinda), standart sapmasi 17.7 olarak

bulundu ve 6l¢giim yontemlerinin birbirleri ile uyumlu oldugu diisiiniildi.

5. CK-MB aktivite ol¢iim yontemi ile CK-MB kiitle dl¢glim yontemlerinin
tanisal agidan degerlendirilmesi i¢in, her iki cihazdan elde edilen 6lgiim sonuglarinin
duyarliliklar1 (sensitivite) ve ozgiilliikleri (spesifisite) tespit edildi. Bu degerlerden
faydalanilarak, her iki cihaza ait ROC egrileri olusturuldu ve egri altinda kalan
alanlar belirlendi. Architect ¢ 8000 Biyokimya cihazina ait Sensitivite degeri %90 ve
spesifisite degeri %90 olarak bulundu. Egri altinda kalan alan (AUC) ise 0.939
olarak tespit edildi. Architect i 1000 SR Hormon cihazina ait Sensitivite degeri %95
ve spesifisite degeri %95 olarak bulundu. Egri altinda kalan alan (AUC) ise 0.980
olarak tespit edildi. Her iki cihaza ait, egri altinda kalan alanlar (AUC)
karsilastirildiginda, yontemler arasinda anlamli bir farklilik olmadigi gorildii
(p=0.118). Bu sonuglara gore her iki cihazin klinik performanslarinin birbirine yakin

oldugu ve tanisal acidan yeterli olduklari diisiiniildii.

6. CK-MB 6l¢iimii iizerine antikoagiilanlarin etkisini incelemek icin AKS
tanis1 alan 10 hasta ve klinik agidan herhangi bir semptom ve sikayeti olmayan,
kardiyak parametreleri normal diizeyde bulunan 10 kisi olmak iizere toplam 20
kisinin her birinden, jelli biyokimya tiiplerine (J) ve lityum heparinli (Li. H) tliplere
kan 6rnegi alinarak, 20 adet plazma ve 20 adet serum 6rnegi olusturuldu. Architect ¢
8000 Biyokimya cihazi ile yapilan 6lgiimlere gére normal diizeyde; plazma degerleri,

serum degerlerinden anlamli olarak diisiik bulundu (p=0.0039). Patolojik diizeyde

122



ise; CK-MB aktivite Olglimlerinde, plazma ile serum arasinda anlamli bir fark
olmadig1 tespit edildi (p=0.0977). Normal ve patolojik diizey olarak gruplama
yapmadan, plazma ve serum Orneklerini total olarak degerlendirdigimizde; Architect
¢ 8000 Biyokimya cihazi ile Olgiilen Li-Heparinli plazma Ornekleri, Sserum
degerlerinden anlamli olarak diisiik bulundu (p=0.0006). Plazma degerlerinin, serum
degerlerinden %30 daha disiik oldugu tespit edildi. Ayrica; Architect ¢ 8000
Biyokimya cihazi ile 6l¢iilen Li-Heparinli plazma ile serum ornekleri aralarindaki
iliskiyi korelasyon analizi ile degerlendirdigimizde, korelasyon katsayisinin yiiksek
oldugu (r=0.922) ve aralarinda anlamli bir iliski oldugu tespit edildi (p<0.0001).
Architect 1 1000 SR Hormon cihazi ile yapilan dlglimlere gére normal diizeyde;
plazma degerleri, serum degerlerinden anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.0078).
Patolojik diizeyde ise; CK-MB kiitle Ol¢limlerinde, plazma ile serum arasinda
anlaml bir fark olmadig goriildii (p=0.2324). Normal ve patolojik diizey olarak
gruplama yapmadan, plazma ve serum orneklerini total olarak degerlendirdigimizde;
Architect 1 1000 SR Hormon cihazi ile dlgiilen Li-Heparinli plazma 6rnekleri, serum
degerlerinden anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.0385). Plazma degerlerinin,
serum degerlerinden %15 daha yiiksek oldugu tespit edildi. Ayrica; Architect i 1000
SR Hormon cihaz ile 6l¢iilen Li-Heparinli plazma ile serum ornekleri aralarindaki
iligkiyi korelasyon analizi ile degerlendirdigimizde, korelasyon katsayisinin g¢ok
yiiksek oldugu (r=0.997) ve aralarinda anlamli bir iliski oldugu tespit edildi
(p<0.0001). Plazma ile serum Ornekleri kullanarak antikoagiilanlarin etkisini
arastirdigimiz bu calismada, elde ettigimiz bulgularin daha 6nce yapilan caligmalar
ve cihazlara ait kit Ureticisinin belirtmis oldugu bilgiler ile uyustugu goriildii. Sonug
olarak; plazma ile serum degerleri arasindaki farkliligin, onceki ¢aligmalarda da
belirtildigi gibi CK-MB konsantrasyon diizeyine, kullanilan heparin ve

antikoagiilanh tiiplerin ¢esitliligine bagli olabilecegi diisliniildii.

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada; akut miyokard infarktiisii tanisinda
kullanilan ve tan1 agisindan énemli bir enzim olan, CK-MB izoenziminin dl¢timiinde
kullanilan farkli yontemleri dogruluk, Kesinlik, giivenilirlik ve maliyet yoniinden
karsilagtirmay1 amagladik. Referans yontem olan immiinoassay metod (CK-MB kiitle
Olctimii, Architect 1 1000 SR cihaz) ile test edilen yontem olan immiinoinhibisyon
metodun (CK-MB aktivite Ol¢iimii, Architect ¢ 8000 cihazi) analitik ag¢idan
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performanslarini  degerlendirdigimizde, yontemlerin kesinlik ve dogruluklarinin
yeterli oldugunu diisiindiik. Ayrica her iki yontemi, kendi aralarinda analitik ve
tanisal acidan karsilastirdigimizda, cihazlardan elde edilen degerlerin birbirleri ile

uyumlu oldugunu diistindiik.

Sosyal Giivenlik Kurumu (SGK) tarafindan diizenlenen ve belirli araliklar ile
giincellenen Saglik Uygulama Tebligi (SUT)’ nde belirtilen bu iki yontemin fiyat
farklart g6z Oniinde bulunduruldugunda, ekonomik acgidan uygun olan
immiinoinhibisyon metodun, referans yontem olan immiinoassay metodun yerine
alternatif olabilecegini diisiindiik. Ancak, immiinoinhibisyon O6l¢iim yonteminin
interferan ajanlardan daha kolay etkilendigi ve akut miyokard infarktiisii tanisinin
hayati 6neme sahip oldugu goz oniinde bulundurulursa, Ulusal Klinik Biyokimya
Akademisi (UKBA, National Academy of Clinical Biochemistry) kilavuzlarinda
belirtildigi tizere, miyokard infarktiisiinde tanisal amagl gold standart olan cTn ile
birlikte CK-MB 6l¢iimii yapilmasi gerekmektedir. cTn ile CK-MB kiitle l¢timiiniin
mevcut olmadig1 durumlarda, total CK ve CK-MB aktivite olgtimleri kullanilabilir.

Fakat sonucu teyit etmek i¢in CK-MB/total CK oranini kullanmak gerekir.

Ekonomik agidan uygun olan yontem mi? Yoksa pahali ama giivenilir sonug
mu? Bu karmasik sorunun 6niine ge¢gmek i¢in bir laboratuvar uzmaninin asil hedefi;
her laboratuvarin farkli kosullara sahip oldugunu géz 6niinde bulundurarak, dogru
ve giivenilir olan, ayrica ekonomik acidan uygun yontemi segerek, olabildigince

cabuk sonug¢ vermek olmalidir.
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