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OZET

Serumda ve idrarda magnezyum tayini i¢in kullanilan referans yontem atomik absorb-
siyon spektrofotometresidir (AAS). Ancak, klinik laboratuvarlarin ¢ogunda AAS cihazi
bulunmadigindan bu yontem yerine kompleksimetrik boya baglama yontemleri daha
siklikla kullanilmaktadir. Manuel yontemlerin otoanalizorlere uyarlanmasi, yaygin
olarak Calmagite ve Xylidyl blue boyalar ile magnezyumun kompleksler olusturulma-
sina dayanmaktadir. Bu calismanin amaci, 120 kisiden olusan saglikli kontrol grubunun
ve hemodiyalize giren 40 hastanin serum total magnezyum duzeylerini, Hitachi 911
otoanalizoriinde Calmagite ve Xylidyl blue yontemleri ile tayin ederek, yontemlerin
karsilastirilmasi, yontemlerin linearite, presizyon ve verimlilik (recovery) degerlerinin
belirlenmesidir.

Calmagite yontemi ile kontrol grubunun serum magnezyum duzeyleri, 0.89 + 0.07 mmol/
L, olarak bulundu. Xylidyl blue yontemi ile kontrol grubu serum magnezyum duzeyleri
0.90 = 0.09 mmol/L, olarak bulundu. Magnezyum sulfat ile ¢izilen kalibrasyon egrisinin,
Xylidyl blue yontemi i¢in 0.0 — 2.0 mmol/L arasinda, Calmagite yontemi i¢in 0.0 — 3.0
mmol/L arasinda lineer oldugu bulundu. Serumda magnezyumun verimlilik degerleri,
her iki yontem icinde %97.7-%104.4 arasinda bulundu. Presizyon calismasinda (n=20)
Calmagite ve Xylidyl blue yontemleri i¢in varyasyon katsayilari normal kontrol seru-
munda sirasi ile gun iginde %1.40 ve %1.37, gunler arasinda %2.82 ve %]1.64, anormal
kontrol serumunda ise giin i¢cinde %0.74 ve %0.82, ginler arasinda %2.91 ve %2.09 ola-
rak bulundu. Calmagite ve Xylidyl blue yontemleri ile yapilan calismada (n=160), serum
magnezyum degerleri arasinda oldukga iyi ve anlamli bir korelasyon oldugu bulundu
(r=0.9883, p<0.001). Her iki yontemin de “discrete” otoanalizorlerde serum magnezyum
duizeylerinin tayini i¢in linearite, presizyon ve verimlilik bakimindan kullanima uygun
oldugu, ancak reaktif stabilitesi acisindan Xylidyl blue yonteminin daha kullanigl olabi-
lecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: magnezyum, xylidyl blue, calmagite, kronik bobrek yetmezligi

ABSTRACT

The reference method for determination of magnesium in serum and urine is atomic
absorption spectrophotometry (AAS). However, since many clinical laboratories lack such
an instrumentation dye-binding compleximetric methods such as Calmagite and Xylidyl
blue are often used instead. Adaptations of manual methods to automated analyzers are
widely based on magnesium complexes with the dyes Calmagite and Xylidyl blue.

The purpose of this study was to compare the different methods and to find the linearity,
the precision and the recovery values of the methods by determining the serum total mag-
nesium levels with Calmagite and Xylidyl blue methods using Hitachi 911 autoanalyzer in
120 persons consisting the healty control group and in 40 hemodialysis patients..

Serum magnesium levels of the control group were found 0.89 = 0.07 mmol/L by using
Calmagite method. In addition, we found serum magnesium level 0.90 + 0.09 mmol/L in
control group, by using Xylidyl blue method. Calibration curves plotted with magnesium
sulfate was linear between 0.0 — 2.0 mmol/L for Xylidyl blue method and 0.0 — 3.0 mmol/
L for Calmagite method. The recoveries of magnesium for two methods in serum were
between 97.7.% - 104.4%. Imprecision (n=20) gave respective coefficients of variation
1.40% and 1.37% within day and 2.82% and 1.64% between days for the normal control
serum and 0.74% and 0.82% within day and 2.91% and 2.09% between days for the abnor-
mal control serum by Calmagite and Xylidyl blue methods, respectively. A fairly good and
significant correlation (n=160) was found between the serum magnesium levels by the
Calmagite and Xylidyl blue methods (r=0.9883, p<0.001). In conclusion, the two methods
used in discrete autoanalyzer for serum magnesium measurements were suitable from the
point of view linearity, precisyon and recovery but the Xylidyl blue method was more use-
ful regarding the reagents stability.
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GIRIS

Magnezyum insan viicudunda sodyum, potasyum ve
kalsiyumdan sonra en ¢ok bulunan dordinct katyondur.
Intraseluiler bolumde ise potasyumdan sonra en ¢ok bu-
lunan ikinci katyondur. Insan viicudunda magnezyumun
buyuk bir kismi kemikte iskelet kasinda ve yumusak
dokuda bulunurken, total viicut magnezyumunun sade-
ce yaklasik olarak %1’i ekstraseluler alanda bulunur.
Insanlarda ortalama serum magnezyum konsantrasyonu
yaklagik 0.85 mmol/L’dir (1). Magnezyum serumda pro-
teine bagli, serbest ve kompleks halde bulunur. Magnez-
yumun yaklagik olarak 1/3’1 proteinlere baghdir. Plaz-
ma magnezyumunun 2/3’1 ultrafiltre edilebilmektedir
bunun %92’si serbest halde ve %8’i ise fosfat, sitrat ve
diger anyonlar ile kompleks halde bulunur (2).

Magnezyum ATP’nin yer aldig: tum transfosforilasyon
reaksiyonlarinda kofaktor olarak rol alir, yaklasik olarak
300 farkli enzimin de aktivatorudur. Bu nedenle insan
viicudundaki enerji metabolizmasinda oldukca onemli-
dir (3). Magnezyum dengesindeki bozukluklar, santral
sinir sistemi, noromuskiller, kardiyak ve metabolik sis-
temi etkilemektedir (4).

Magnezyum eksikliginin ateroskleroz, myokard infark-
tust, hipertansiyon ve premenstruel sendromla iligkisini
gosteren caligmalar vardir (1,5). Hipermagnezeminin en
sik nedeni akut renal yetmezliktir. Kronik bobrek yet-
mezlikli hastalarda serum total magnezyum duizeylerinin
arttig1 gosterilmistir. Bu hastalarin serum magnezyum
duzeylerinin normalize edilmesinde diyalizin etkili bir
yontem oldugu bilinmektedir (6,7).

Magnezyumun klinik oneminden dolayr magnezyum
tayini i¢in kullanmilan ol¢iim yontemleri de onem ka-
zanmistir. Klinik laboratuvarlarda atomik absorbsiyon
spektrofotometresi (AAS) referans yontem olarak kabul
edilmesine ragmen, magnezyum tayini i¢in boya bagla-
ma yontemleri (Calmagite, Methylthymol blue, Xylidyl
blue, Titan yellow) daha yaygin olarak kullanilmaktadir
(1).

Bu calismanin amaci, Hitachi 911 otoanalizorunde Cal-
magite ve Xylidyl blue yontemleri ile kontrol grubunda
ve hemodiyalize giren hasta grubunda serum total mag-
nezyum duzeylerini belirlemek, her iki yontemi karsi-
lagtirarak aralarindaki iligkiyi gostermek, yontemlerin
presizyon, verimlilik (recovery) ve linearitesini belirle-
yerek, otomasyona en uygun yontemi saptamaktir.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada, bobrek, karaciger, kalp hastalig1 ve diya-
bet gibi hi¢ bir kronik hastalig1 olmayan ve rutin biyo-
kimya testleri normal olan yaslar1 25-64 (ortalama 42)
arasinda degisen, 51’1 kadin ve 69’u erkek olmak tizere
toplam 120 saglikli kigiden kan alindi. Hasta grubunu
ise Turkiye Yuksek Ihtisas Hastanesi’nde hemodiyalize
giren yaslar1 25-72 (ortalama 58) olan 22°si erkek, 18’i
kadin olmak uizere kronik bobrek yetmezlikli toplam 40
kisi olusturdu.

Serum total magnezyum ol¢iimi i¢in kullanilacak kan
ornekleri, venoz staz olmamasina dikkat edilerek 10
ml’lik “vacutainer” tuplere alindi. Hemolizli kanlar
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caligtlmadi. Kanlar 3000 g’de 10 dakika santrifij edi-
lilerek serumlar temiz tuplere alindi ve bekletilmeden
Calmagite ve Xylidyl blue yontemleri ile Hitachi 911
otoanalizoriinde caligildi.

Serum total magnezyum ol¢ciimil icin Calmagite yonte-
mi : Bu yontem magnezyumun alkali ortamda Calmagite
(3-hidroksi-4-(2-hidroksi-5-methylphenizol)-1-naftalen
sulfanic asit) ile olusturdugu kompleksin 520 nm’deki
absorbansinin dl¢imiine dayanir. Olusan kompleksin
pembe renginin giddeti, serumdaki magnezyum kon-
santrasyonu ile orantilidir (8).

Boya reaktifi : Calmagite 0.16 mmol/L, KC1 375 mmol/
L, triethanolamine HCI1 1 ml/L

Baz reaktifi : KCN 30 mmol/L, KOH 280 mmol/L,
EGTA 1.1 mmol/L

Caligma reaktifi : 10 hacim boya reaktifi, 1 hacim baz
reaktifi ile karigtirilarak hazirlandi.

Deney sartlari:. Test 37 °C’de caligildi; drnek hacmi 5
ul, reaktif hacmi 300 ul, dalga boyu 700/520 (sub/main),
reaksiyon suresi 5 dakika, reaksiyon tipi son nokta (end
point) olarak seg¢ildi.

Serum total magnezyumu 6l¢iimil i¢in Xylidyl blue yon-
temi: Xylidyl blue ve magnezyum alkali ortamda suda
¢cozunen pembe kirmizi renkli bir selat olustururlar, olu-
san rengin absorbansi 505 nm’de okunur ve serumdaki
magnezyum konsantrasyonu ile orantilidir (9).

Calisma reaktifi : Xylidyl blue 0.1 mmol/L, Brij 35 500
ul/L, Tris (hydroxymetil) aminometan 200 mmol/L,
K2C03 77 mmol/L, EGTA 0.045 mmol/L.

Deney sartlar1: Test 37 °Cde caligildi, drnek hacmi 3 pl,
reaktif hacmi 300 ul, dalga boyu 700/505 (sub/main),
reaksiyon suresi 5 dakika, reaksiyon tipi son nokta (end
point) olarak seg¢ildi.

Presizyon caligmasi: Her iki yontem icin de gun i¢i ve
gunler arasi ¢aligmalarda normal ve anormal kontrol
serumlart (Roche Diagnostics) 20 kez kullanilarak ya-
pudi.

Verimlilik (Recovery) calismasi:Her iki yontem ile nor-
mal ve anormal kontrol serumlart (Roche Diagnostics)
uzerine 0.45 ve 0.90 mmol/L magnezyum sulfat ilave
ederek yapildi.

Linearite caligmasi: Her iki yontemle linearite ¢aligmasi
icin 10 mmol/L magnezyum sulfat kullanildi. Bu ¢ozel-
tiden 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0mmol/L caligma
standartlar1 hazirlandu.

Referans aralik: 120 kisiden olugan saglikli kontrol gru-
bunda her iki yontemle magnezyum duzeyleri belirlen-
di, dagilim grafikleri ¢izildi ve referans aralik ortalama
+2 SD olarak hesaplandi.

Istatistiksel caligmalar “SPSS 9.01 for windows” istatis-
tik programi kullanilarak degerlendirildi.Saglikli kontrol
grubu ve hasta grubunda her iki yontemle elde edilen se-
rum magnezyum degerleri arasindaki iligkiyi belirlemek
icin lineer regresyon analizi uygulandi.

BULGULAR

Bu calismada, Calmagite yontemi ile kontrol grubunda
(n = 120) serum magnezyumu i¢in
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Sekil 2 Xylidyl blue yontemi ile saglikli kontrol grubunda elde edilen
magnezyum degerlerinin dagilim grafigi

Tablo 1 Calmagite yontemi ile normal ve anormal kontrol serumlarinda yapilan verimlilik (recovery) ¢aligmast.

Olciilen Deger Ilave Edilen Deger Elde Edilen Deger RECOVERY
Magnezyum Magnezyum Magnezyum (%)
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)

Normal Kontrol 1.04 0.45 1.51 104.4
Serumu
n=5 1.04 0.90 1.96 102.2
Anormal Kontrol 1.52 0.45 1.96 97.7
Serumu
n=5 1.52 0.90 241 98.8

Tablo 2 Xylidyl blue yontemi ile normal ve anormal kontrol serumlarinda yapilan verimlilik (recovery) ¢alismasi.

Olc¢ilen Deger Ilave Edilen Deger Elde Edilen Deger RECOVERY
Magnezyum Magnezyum Magnezyum (%)
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)

Normal Kontrol 0.97 0.45 1.39 97.7
Serumu
n=35 0.97 0.90 1.91 102.2
Anormal Kontrol 1.57 0.45 2.04 104.4
Serumu
n=5 1.57 0.90 241 98.8

X=SD degerleri 0.89 + 0.07 mmol/L, Xylidyl blue yon-
temi ile 0.90 +0.08 mmol/L olarak bulundu. Kontrol
grubunda her iki yontem ile elde edilen ortalama serum
magnezyum degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamsiz bulundu (p > 0.05).

Referans araligi belirlemek icin, Calmagite ve Xylidyl
blue yontemleri ile saglikli kontrol grubunda elde edilen
magnezyum degerlerinin dagilimimin (X+2SD), normal
dagilim grafigine uygun oldugu bulundu (Sekil 1 ve 2).
Magnezyum sulfat ile yapilan calismada, Xylidyl blue
yonteminin 0.0 — 2.0 mmol/L arasinda, Calmagite yonte-
minin ise 0.0 — 3.0 mmol/L arasinda lineer oldugu bulun-
du. Verimlilik ¢alismas1 (n=5), kontrol serumlarina 0.45
ve 0.9 mmol/L. magnezyum sulfat ilave edilerek yapildi.
Elde edilen degerler Tablo 1 ve 2°de gosterildi.

Gun i¢i ve ginler arasi presizyon ¢aligmasi, magnezyum
konsantrasyonlar1 1.0 ve 1.7 mmol/L olan iki farkli kont-
rol serumu (n=20) ile yapildi. Bulunan sonuglar Tablo 3
ve 4’de gosterildi. Calmagite ve Xylidyl blue yontemleri
ile saglikli kontrol grubu ve hasta grubuna ait 160 serum
orneginde elde edilen magnezyum degerleri arasinda
oldukca kuvvetli ve anlamli bir korelasyon bulundu
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Tablo 3 Calmagite ve Xylidyl blue yontemleri ile normal ve anormal
kontrol serumlarinda yapilan gin igi presizyon ¢aligmasi.

GUNICI
Magnezyum (mmol/L)
CALMAGITE XYLIDYL BLUE
YONTEMI YONTEMI
Normal Kontrol Serumu
(n=20)
Ortalama, mmol/L 0.926 0.947
SD, mmol/L 0.013 0.013
CV, % 1.40 1.37
Anormal Kontrol Serumu
(n=20)
Ortalama, mmol/L 1.735 1.702
SD, mmol/L 0.013 0.014
CV, % 0.74 0.82
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Tablo 4 Calmagite ve Xylidyl blue yontemleri ile normal ve anormal
kontrol serumlarinda yapilan guinler arasi presizyon ¢aligmast.

GUN ARASI
Magnezyum (mmol/L)
CALMAGITE XYLIDYL BLUE
YONTEMI YONTEMI

Normal Kontrol Serumu (n = 20)

Ortalama, mmol/L 1.042 1.036
SD, mmol/L 0.030 0.017
CV, % 2.82 1.64
Anormal Kontrol Serumu (n = 20)

Ortalama, mmol/L 1.717 1.715
SD, mmol/L 0.050 0.036
CV, % 291 2.09

(r=0.9883, p<0.001). Korelasyon sonuglar1 Sekil 3’de
gosterildi.

TARTISMA

Magnezyumun klinik oneminden dolayi, serum total
magnezyum tayini i¢in kullanilan yontemler tizerindeki
caligmalarda onem kazanmistir. Bu yontemler cesitli
gruplar altinda smiflandirilabilir: Alev emisyon foto-
metresi, atomik absorbsiyon spektrofotometresi (AAS),
kompleksometrik titrasyon, fluorometri, enzimatik ve
boya baglama yontemlerini iceren ¢esitli spektrofoto-
metrik teknikler (10).

Klinik laboratuvarlarda magnezyum tayini i¢in referans
yontemin AAS oldugu bilinmektedir. Bu yontemin en
onemli avantaji hassasiyeti ve dogrulugudur, ancak
teknik ozellikleri, yanict gazlarin kullanilmasi, pahali
olmasi da dezavantajlaridir. (11).

Bir cok klinik laboratuvarda magnezyum tayini igin
Methylthymol blue, Titan yellow, Calmagite ve Xylidyl
blue gibi boya baglama yontemleri yaygin olarak kulla-
nilmaktadir (8, 9).

Mark T. Martin ve arkadaglari, AAS ile kontrol grubunda
yaptiklar1 ¢aligmada ortalama serum magnezyum dege-
rini 0.9 mmol/LL olarak bulmuslardir (11). Abernethy
ve arkadaslari, Calmagite yontemi ile serum magnez-
yum degerlerinin referans araligimmi 0.6 - 1.2 mmol/L,
Diamandis ve arkadaglar1 ise 0.7 — 1.0 mmol/L olarak
bildirmislerdir (12, 13).

Biz 120 kisilik saglkli kontrol grubunda, Calmagite
yontemi ile serum magnezyum degerlerinin referans
araligini 0.74 — 1.03 mmol/L olarak belirledik.

Patricia Burcer ve arkadaglari, Xylidyl blue yontemi
ile serum magnezyum degerlerinin referans araligim
0.62 — 0.94 mmol/L olarak bildirmiglerdir (14). Bizim
calismamizda Xylidyl blue yontemi ile saglikli 120 kisi-
den olugan kontrol grubunda referans aralik 0.72 — 1.08
mmol/L olarak belirlendi. Ayrica, her iki yontemle sag-
likl1 kontrol grubunda magnezyum degerlerinin dagili-
minin normal dagilim grafigine uygun oldugu bulundu.
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Sekil 3  Calmagite ve Xylidyl blue yontemleri ile saglikli kontrol
grubu ve hasta grubunda elde edilen magnezyum degerleri arasindaki
korelasyon

Her iki yontem ile saglikli kontrol grubu (n=120) ve
hasta grubunda (n=40) serum total magnezyum deger-
leri arasinda oldukga iyi ve anlamli bir korelasyon elde
edildi (r=0.9883, p <0.001).

Abernethy ve arkadaglari, Calmagite yonteminin 0.0
— 5.0 mmol/L, Khayam Bashi ve arkadaslar1 0.0 — 2.5
mmol/L, Diamindis ve arkadaglari ise 0.0 — 2.0 mmol/L
arasinda lineer oldugunu gostermiglerdir (8, 12, 13).

Dieter Ratge ve arkadaglar1 Xylidyl blue yontemi ile, li-
nearite sinirlarmni 0.0 - 2.0 mmol/L, Barbour ve arkadas-
lar1 ise 0.0 - 2.5 mmol/L arasinda bulmuslardir (9, 15).

Biz magnezyum sulfat ile yaptigimiz caligmada, Cal-
magite yonteminin 0.0-3.0 mmol/L Xylidyl blue yon-
teminin ise 0.0 — 2.0 mmol/L arasinda lineer oldugunu
bulduk.

Verimlilik (recovery) calismasi, normal ve anormal
kontrol serumlarina son konsantrasyonu 0.45 ve 0.90
mmol/L olacak sekilde MgSO, eklenerek yapildi. Cal-
magite yontemi ile normal kontrol serumunda analitik
verimlilik sirasi ile %104.4 ve %102.2 olarak, anormal
kontrol serumunda ise %97.7 ve %98.8 olarak bulundu.
Ayni sekilde, Xylidyl blue yontemi ile normal kontrol
serumunda analitik verimlilik %97.7 - %102.2, anormal
kontrol serumunda ise %104.4 - %98.8 olarak bulundu.

Presizyon calismasinda, Calmagite ve Xylidyl blue
yontemleri i¢in varyasyon katsayilari normal kontrol
serumunda sirasi ile gun iginde %1.40, %1.37 ve gunler
arasinda %?2.82, %1.64, anormal kontrol serumunda ise
gun icinde %0.74, %0.82, gunler arasinda %2.91, %?2.09
olarak bulundu.

Elde edilen sonuglar, her iki yontemin normal degerle-
rinin normal dagilim grafigine uydugunu, presizyon ve
analitik verimliliklerinin oldukga iyi oldugunu ve her iki
yontem arasinda oldukga kuvvetli ve anlamli bir korelas-
yon bulundugunu gostermektedir.

Bu caligmada ¢aligma stiresince otomatik pipetler kulla-
nilarak reaktiflerin cam ile temasi dnlendi. Hemolizli ve
lipemik serumlar ¢alisilmadi. Reaktiflerde EGTA, trieta-
nolamin ve KCN kullanilarak kalsiyum, demir ve diger
agir metallerin deneyi etkilemesi Oonlendi.

Calmagite boya baglama yontemi hizli, guivenilir ve
otomasyona uygun bir yontemdir. Baz ve boya reak-
tifi ayr1 ayr1 saklandiginda oda sicakliginda 8-10 hafta
dayaniklidir. Calisma reaktifi (baz+boya reaktifi) ise
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ancak 4-5 saat sure ile stabildir bu nedenle her ¢alisma
oncesinde yeniden hazirlanmakta ve dolayist ile yontem
sik kalibrasyon gerektirmektedir. Gindler ve arkadaglari,
iki stabil solusyonun karigtirilmasi ile hazirlanan calig-
ma reaktifinin bir kag¢ saat sure ile stabil oldugunu ileri
surmiuglerdir (16). Calisma reaktifi havanin CO,’inden
etkilenmekte ve pH degeri digsmektedir. Buna bagli ola-
rak da absorbans degerleri zamanla azalmaktadir. Savory
ve arkadaglari, alkali ¢aligma reaktifinin havadan CO,’i
absorbe etmesi ile reaktifin pH’sinin dustugunu ve aym
zamanda olusan karbonat iyonu ile birlikte son absor-
bans okumalarini etkiledigini ileri surmuslerdir (10,17).
Bizim calismamizda pH degisimini onlemek amaci ile
hazirlanan reaktifler agz1 siki kapatilmis plastik siseler-
de, karanlikta ve oda sicakliginda muhafaza edildi.
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