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immun Analiz Parametrelerinin Referans Degisim Degerinin (RDD) Hesaplanmasi

Calculation of Reference Change Values of Immun Analysis Parameters
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OzZET

Amag: Klinik laboratuvarlarda, Referans Degisim Degerinin (RDD) kullanimi,
bireysel takip igin en uygun yontem olarak dustnilmektedir. Bu ¢alismada,
24 immun analiz parametresinde RDD hesaplanmasi amaglandi.

Yontemler: Yirmi dort serum analiti (kortizol, DHEA-S, ostradiol, folikiiler
stimtlan hormon (FSH), liteinlestirici hormon (LH), prolaktin, testosteron,
troponin |, NT-proBNP, parathormon (PTH), insilin, ferritin, folat, tiroid
stimilan hormon (TSH), serbest T3, serbest T4, tiroglobulin antikoru (anti
TG), tiroid peroksidaz antikoru (anti TPO), alfa fetoprotein (AFP), CA 15-3, CA
19-9, CA 125, karsinoembriyonik antijen (CEA) ve total PSA) Roche kitleriyle
(Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya), immun analizér Cobas ®6000
(Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) cihazinda o6lguldi. Analitik
varyasyon katsayisi (CVa) i¢ kalite kontrol verilerinden elde edilmistir. Birey
ici varyasyon katsayisi (CVw) Westgard'in 2014’te gilincellenen web
sitesinden elde edilmistir.  RDD’i 2Y2xZx(CVa2+ Cvw?)¥2 formdili ile
hesaplanmistir (Z=1.65, %95 olasilikla, tek yonli; Z=2.33, %99 olasilikla, tek
yonlu; Z=1.96, %95 olasilikla, iki yonlu; Z=2.58, %99 olasilikla, iki yonlu).
Bulgular: Hesaplanan RDD’i (Z=1.96) kortizol igin %44.30, DHEA-S igin
%31.25, dstradiol igin %64.34, FSH igin %35.14, LH icin %64.58, prolaktin igin
%65.24, total testosteron igin %27.28, troponin | igin %39.24, NT-proBNP igin
%29.00, PTH igin %71.93, insilin igin %59.22, ferritin igin %40.51, folat igin
%68.04, TSH icin %53.74, serbest T3 igin %23.07, serbest T4 igin %17.38, anti
TG igin %29.27, anti TPO igin %42.52, AFP igin %35.42, CA 15-3 icin %21.58,
CA 19-9 igin %44.99, CA 125 igin %68.92, CEA igin %36.83 ve total PSA igin
%51.00 olarak bulunmustur.

Sonug: RDD’nin, poplilasyona dayali referans aralik ile birlikte kullanimi
tarafimizdan 6nerilmektedir. RDD, 6zellikle takipli hastalarda, klinik karar igin
degerli bir arag olarak kullanilabilir.

Anahtar Sozciikler: Referans degerler, immun analiz, veri yorumlama,
istatistik
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ABSTRACT

Objective: The use of reference change values (RCV) has been advocated as a
most appropriate for monitoring individuals in clinical laboratories. The aim
of this study was to calculate of RCV of 24 analytes of immun analysis
parameters.

Methods: Twenty four serum analytes (cortisol, DHEA-S, estradiol, follicle
stimulating  hormone  (FSH), luteinizing hormone (LH), prolactin,
testosterone, troponin I, NT-proBNP, parathormone (PTH), insulin, ferritin,
folate, thyroid stimulating hormone (TSH), free T3, free T4, thyroglobulin
antibody (anti TG), thyroid peroxidase antibody (anti TPO), alpha fetoprotein
(AFP), CA 15-3, CA 19-9, CA 125, carcinoembryonic antigen (CEA) and total
PSA) were analyzed with Roche kits (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany), which were manifactured to use immun analyzer Cobas ®6000
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). We used analytic coefficient of
variation (CVa) from internal quality control programme. Intra-individual
biological variation (CVw) were obtained from Ricos current updated
published in Westgards website. This database was updated in 2014. We
calculated RCV using this formula RCV=2Y2xZx(CVa2+CVw?)¥2 (Z=1.65, 95%
probability, unidirectional; Z=2.33, 99% probability, unidirectional; Z=1.96,
95% probability, bidirectional; Z=2.58, 99% probability, bidirectional).
Results: RCVs (Z=1.96) of these analytes were calculated as 44.30% for
cortisol, 31.25% for DHEA-S, 64.34% for estradiol, 35.14% for FSH, 64.58% for
LH, 65.24% for prolactin, 27.28% for total testosterone, 39.24% for troponin
I, 29.00% for NT-proBNP, 71.93% for PTH, 59.22% for insulin, 40.51% for
ferritin, 68.04% for folate, 53.74% for TSH, 23.07% for free T3, 17.38% for
free T4, 29.27% for anti TG, 42.52% for anti TPO, 35.42% for AFP, 21.58% for
CA 15-3, 44.99% for CA 19-9, 68.92% for CA 125, 36.83% for CEA and 51.00%
for total PSA.

Conclusion: We suggest to use RCV as well as to use population-based
reference interval. RCV could be a valuable tool for clinical decision in
especially monitoring individuals.
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GiRis

Klinik laboratuvarlarda test sonuglari tarama, tani, arastirma ve hastanin
monitorize edilmesi gibi amaglar igin kullaniimaktadir (1). Test sonuglarini
yorumlama ydéntemleri arasinda populasyona dayali referans araliklari, klinik
davraniglarin belirlenmesi igin kararlastiriimis protokoller, uzman Kkisiler,
gruplar veya komiteler tarafindan 6nerilen degerler ve Ust referans limitin
katlari yer almaktadir (2,3).

Gunumizde klinik laboratuvarlar her yas grubundan ve farkli cinsiyette
en az 120 saglikli bireyin sonuglarinin dagiimindan elde edilen populasyona
dayali referans araligi bulunan sonuglari raporlamaktadir. Referans aralik, bir
bireyin daha o6nceki verilerine ulagilamadigi durumlarda test sonuglarinin
yorumlanmasinin  temelini  olusturmaktadir (4). Oysa bireyin seri
olctimlerindeki farkliliklar hastaligindaki ilerlemeden kaynaklanabilecegi gibi,
birey ici ve analitik varyasyonla da ilgili olabilmektedir.

Bu nedenle son yillarda laboratuvarlarda Referans Degisim Degeri
(RDD)’nin, referans araliginin yani sira hasta sonug raporlarina eklenmesi
tartisiimaktadir. RDD, analitik ve biyolojik varyasyon kaynaklarini hesaba
katarak seri 6lglimler arasindaki anlamli farkhhklarin degerlendirilmesi igin
kullaniimaktadir (5).

Calismamizin  amaci, 24 adet
hesaplanmasini agiklamaktir.

immun analiz testlerinin RDD’nin

GEREC VE YONTEM

Bu calisma icin, Abant izzet Baysal Universitesi, Klinik Arastirmalar Etik
Kurul onayr alindi (2014/74-165). iki seviye i¢ kalite kontrol materyali
(kortizol, DHEA-S, Ostradiol, folikiler stimilan hormon [FSH], liteinlestirici
hormon [LH], prolaktin, testosteron, tiroid stimiilan hormon [TSH], serbest T3
ve serbest T4 icin PreciControl Universal; ferritin, folat ve parathormon [PTH]
icin PreciControl Varia; alfa fetoprotein [AFP], CA 15-3, CA 19-9, CA 125,
karsinoembriyonik antijen [CEA] ve total PSA igin PreciControl Tumor
Markers; troponin | igin PreciControl Troponin; NT-proBNP igin PreciControl
Cardiac; insulin igin PreciControl Multi Marker; tiroglobulin antikoru [anti
TG] ve tiroid peroksidaz antikoru [anti TPO] igin PreciControl ThyroAB Roche
Diagnostics, Mannheim, Almanya) haftada iki defa ayni kisi tarafindan, 1-31
Agustos 2014 tarihlerinde, sabah saat 08:00'de Roche kitleri (Roche
Diagnostics, Mannheim, Almanya) ile immun analizér Cobas ®6000 (Roche
Diagnostics, Mannheim, Almanya) cihazinda gahgildi. Ayni lot numarasina
sahip kontrol kullanildi. Kortizol, DHEA-S, estradiol, testosteron, folat, serbest
T3, serbest T4, anti TG ve anti TPO testleri elektrokemilliminesans immun
assay (ECLIA) yarisma prensibi ile; AFP, CA 15-3, CA 19-9, CA 125, CEA, total
PSA, TSH, troponin I, NT-proBNP, PTH, insiilin, ferritin, FSH, LH ve prolaktin
testleri ECLIA sandvig prensibi ile orijinal Roche kitleri kullanilarak galigildi.
Kabul ve ret kriterleri igin Westgard kurallari kullanildi (6).

Microsoft Office Excel 2013 programi kullanilarak hesaplamalar yapildi.
Analitik varyasyon katsayisi (CVa) retrospektif olarak i¢ kalite kontrol
verilerinden Standart Sapma/Ortalama*100 formlu kullanilarak hesaplandi.
iki kontrol seviyesi degerleri igin varyasyon katsayisi hesaplandiktan sonra
ortalamasi alinarak CVa bulundu. Birey igi varyasyon katsayisi (CVw) ve
bireyler arasi varyasyon katsayisi (Cvg)
http://www.westgard.com/biodatabasel.htm’de yayinlanan 2014'de
guncellenen veritabani kullanilarak elde edildi (7). Bireysellik indeksi (BI),
CVw/CVg formiilii ile hesaplandi (8).

BULGULAR

Her analit igin hesaplanan CVa ve BI degerleri, Westgard'in sitesinden
alinan CVw ve CVg degerleri, Z=1,65, Z=2.33, Z=1.96, ve Z=2.58 skorlarina
gore hesaplanan RDD’leri Tablo 1’de 6zetlendi.

TARTISMA

Calismamizda, klinik laboratuvarlarda i¢ kalite kontrolden elde edilen
CVa ve veritabanindan alinan CVw degerlerini kullanarak 24 farkh immun
6l¢lim analitinin RDD’nin hesaplanmasi gosterilmistir. Tek yonla ve iki yonla
olmak Uzere toplam dort farkli RDD hesaplanmistir. RDD kullanimi, klinik
laboratuvarlarda farkli zamanlarda rapor edilen sonuglarin neden degistigine
cevap bulmak ve bu sonuglarda ki yikselme ve duslslerin anlamh olup
olmadigina karar vermek agisindan yararlidir.

Tablo 2’de RDD kullanimi, levotiroksin kullanan bir hastada TSH
sonucunun takibi 6rneginden yola gikilarak agiklanmistir. TSH sonucu 19.2
ulU/mL olan bir hastanin levotiroksin tedavisini takiben 6.ayda TSH degeri
6.5 ulU/mL olarak él¢ilmugtar.

Hastanin takip sonucu laboratuvarimizin belirlemis oldugu referans degerinin
disinda yer almasina ragmen %95 (%45,24) ve %99 (%63,89) given araligina
gore TSH degerindeki azalma (%66,15) anlamlidir.

Tablo 1. immun analiz laboratuarinda calisilan testler ve bu testlerin CVa,
CVw, CVg, Bl ve RDD degerleri

TEST CVa CcVw cvg Bl TEK YONLU iKi YONLU

RDD RDD

p<0.05 p<0.01  p<0.0  p<0.01

%95 %99 5 %99

%95

KORTizOL 4.94 15.2 38.1 0.4 37.30 52.67 4430  58.32
DHEA-S 9.32 6.35 30.7 0.21 26.31 37.15 31.25 4113
ESTRADIOL 5.7 22.5 24.4 0.92 54.16 76.48 6434  84.69
FSH 6.3 11 47.2 0.23 29.58 41.77 35.14  46.25
LH 3.72 23 27.4 0.84 54.37 76.77 64.58  85.01
PROLAKTIN 5 23 35 0.66 54.92 77.56 65.24  85.88
TESTOSTERON 3.36 9.25 22.05 0.42 22.96 32.43 27.28 3591
TROPONIN | 1.74 14.05 6375 022 33.03 46.65 39.24  51.65
NT-Pro BNP 3.08 10 16 0.63 24.42 34.48 29.00 3818
PTH 1.61 25.9 23.8 1.09 60.55 85.51 7193  94.68
INSULIN 3.36 21.1 58.3 0.36 49.86 70.40 59.22  77.96
FERRITIN 3.46 14.2 15 0.95 34.10 48.16 40.51  53.32
FOLAT 5.15 24 73 0.33 57.28 80.88 68.04  89.56
TSH 1.85 19.3 24.6 0.78 45.24 63.89 53.74  70.74
Serbest T3 2.62 7.9 17.6 0.45 19.42 27.43 23.07 3037
Serbest T4 2.61 5.7 12.1 0.47 14.63 20.66 17.38  22.87
Anti TG 6.27 8.5 82 0.1 24.64 34.80 29.27 3854
Anti TPO 10.37 113 147 0.08 35.80 50.55 42,52  55.97
AFP 3.8 12.2 45.6 0.27 29.82 4211 3542  46.63
CA 15-3 4.84 6.1 62.9 0.1 18.17 25.66 21.58 2841
CA 19-9 2.72 16 130.5 0.12 37.87 53.48 4499  59.22
CA 125 2.85 24.7 54.6 0.45 58.02 81.93 68.92  90.72
CEA 3.91 12.7 55.6 0.23 31.01 43.78 36.83  48.48
Total PSA 3.31 18.1 72.4 0.25 42.93 60.63 51.00 67.13

Tablo 2. Levotiroksin kullanan bir hastada TSH sonucunun RDD’ne gore
yorumlanmasi

ilk ikinci  Degisim  Degisim  Tekyonli  Tekyonlii  Referans
Sonug Sonug (%) RDD RDD arahgi
(6.ay) (%95) (%99)
TSH 19.2 6.5 12.7 66.15 45.24 63.89 0.27-4.2
wu/mL

Populasyona dayali referans araligi yani sira RDD kullanimi literatlrde
cesitli galismalarla 6nerilmistir. Garner ve ark.’nin galismalarinda (9), meme
kanseri takibinde 22 saglikl kadindan periyodik olarak alinan kan
orneklerinde CA 15-3, CEA, doku polipeptit antijen (TPA) testlerinin RDD’leri
sirastyla %30, %32 ve %72; Solétormos ve ark.’nin 1993’te 49 saglikli bireyde
yapmis oldugu bir baska ¢alismada (10), CA19-9, CEA ve AFP testlerinin
RDD’leri sirastyla %65, %73 ve %63 olarak bulunmustur. Bu iki calismada da Z
degeri 1,65 alinarak, tek yonli degisiklik (artis ya da azalig), p<0.05 olarak
hesaplanmistir.

Lund ve ark. (11), CVa ve CVw ile farkli Z skorlarini kullanarak, saghkli
bireylerde 20’den fazla ardisik sonucu inceleyerek 10000 veri Ustiinde bir
¢alisma yapmislardir. Klinik karar agsamasinda anlaml bir artis ya da azalig
oldugunda RDD tek yonlu olarak raporlanmistir. Yayinlarda tek yonli %95
olasilik (p<0.05) kullanildig gibi tek yonli %99 olasilik (p<0.01) da yaygin
olarak kullaniimaktadir. Bu nedenle RDD hesabinda anlamli degisiklikleri
degerlendirmek igin en uygun Z skoru 1.65 ve 2.33’tir.

Erden ve ark. (12), 49 saglkh bireyde, CA 19-9, CEA ve AFP igin RDD
hesaplamislar ve sirasiyla %65, %73 ve %63 olarak bulmuglardir. Bu
¢alismada Z degerinin 1.65 olarak ( tek yonla, p<0.05) kullanmiglardir. Biosca
ve ark. (13), g yildir stabil olan 57 hasta ve akut rejeksiyonu olan 18 hasta
olmak Uzere toplam 75 postransplant hastasinin Urat ve kreatinin
parametrelerini kullanarak yaptiklar bir ¢alismada Z degerini 1,04 olarak
almiglardir. Farkli Z degerlerinde gosterdikleri duyarlilik, pozitif ve negatif
prediktif deger olasiliklarinda %85 gliven araliginda en yararl Dbilgiyi
aldiklarini iddia etmislerdir. Fokkema ve ark. (14), 43 kronik kalp yetmezligi
olan hastada yaptiklari RDD hesaplamalarinda Z degerini 1,96 olarak
hesaplayarak, bu degerleri log-normal yaklasimla hesapladiklari alt ve st
degerlerle kiyaslamiglardir. Standart hesaplamada, giin i¢ degisimlerde, BNP
icin RDD’yi %32’lik bir artis veya azalisini anlamh bulurken, log-normal
hesaplamada BNP igin %39 artis ve %28 azalisin anlamh oldugunu
hesaplamiglardir. NT-proBNP igin ise ayni hesaplamalari giin igi degisimlerde
standart hesaplama %25 ve log-normal hesapla ise %29 artis ve %22 azaligin
hastanin 6nceki sonucuyla kiyaslandiginda, anlamli degisikligi ifade ettigini
gostermislerdir. Bu verileri glin igi, glinler arasi ve haftalar arasi sonuglarla
kiyasladiklarinda farkli sonuglara ulagmislardir. Bu sonuglara gore, sire
uzadik¢a daha yuksek degisimlerin anlaml oldugunu 6ngérmuslerdir.
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Tim bu ¢alismalarda, segilen grubun hasta ve saglikli olmasi, segilen
parametrelerin 6zelligi nedeniyle kullanilan Z degerleri ve yorumlari kendi
icinde farkliliklar arz etmektedir. Bizim ¢alismamizda ise, Tablo 1’de, hem tek
yonli hem cift yonli, p<0,01 ve p>0,05 igin farklh Z degerleri igcin RDD
hesaplanmasi gosterildi.

Bu galismada kullanilan veritabaninda 400 kadar testin birey igi ve
bireylerarasi varyasyon katsayisi bulunmaktadir. Bu listede bulunmayan bir
testin RDD’sini hesaplamak igin ek bir galismaya gereksinim olabilir, bu
durum ¢alismanin kisitliliklari iginde yer almaktadir. Bununla birlikte nadir
calisilan bir testin RDD’sini hesaplamak isteyen arastiricilar, literatiirden birey
ici ve bireyler arasi analitik varyasyon degerlerini bulabilecekleri gibi kendileri
bu verileri ek bir calisma ile elde edebilirler (7).

Bireysellik indeksi (CVw/CVg), 0.6 degerinden dustk oldugu zaman
popiilasyona dayali referans degerleri bireylerin ¢ok az bir kismini
kapsayacaktir.  Ozellikle sonuglarda  degisiklik olup  olmadiginin
degerlendirilmesinde referans araliginin gok sinirh bir kullanimi olacaktir (15).
Boyle bir durumda bir énceki sonugla karsilastirma yapilmasi daha uygun
olacaktir. Bununla birlikte, Bl 1,4’ten buylk oldugu zaman, popilasyona
dayali referans degerleri kullanimi daha uygun olmaktadir. Tablo 1'de
gosterildigi gibi immun analiz laboratuvarinda kullandigimiz analitlerin 17
tanesinin (kortizol, DHEA-S, FSH, testosteron, troponin |, insilin, folat,
serbest T3, serbest T4, anti TG, anti TPO, AFP, CA 15-3, CA19-9, CA 125, CEA
ve total PSA) Bl degeri 0,6’dan dlsuktr.

SONUC

Laboratuvarlarin gilivenilir sonug verebilmesi igin biyolojik ve analitik
varyasyon kaynaklarini g6z 6niinde bulundurmasi gerekmektedir. Bu ¢alisma
ile i¢ kalite kontrol verilerinden elde edilen CVa ve glincel veritabanlarinda
birgok analit igin hesaplanmis olan CVw degerleri ile her laboratuvar kendi
RDD’ini hesaplanmasi gosterilmistir. RDD populasyona dayali referans araligi
yaninda rapor edilmesi, objektif bir kriter olarak hasta test sonuglarinin
yorumlanmasina katkida bulunacaktir.

Cikar Catismasi
Yazarlar herhangi bir ¢ikar gatismasi bildirmemislerdir.
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