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OZET

Amag: Bu calismada B12 vitamin 6lglimlerinin analitik performansini degerlen-
dirmek i¢in normallerin ortalamasi teknigi kullanilmistir. Ayrica, bu ¢alisma kit
prospektiisiindeki referans araligini dogrulamak i¢in bir 6n ¢aligma niteligindedir.

Materyal ve Metotlar: Serum B12 6l¢iimii (n=2106) Roche E 170 immiinokimya
analizorii kullanilarak yapildi. SPSS 11.5 programi kullanilarak explore analiz ya-
pild1 ve ug degerler atildi (n=1884), ortalama deger X oputation® standart sapma Spopula_
hesaplandi ve bu sonuglardan S degeri elde edildi. Minimum has-

tion population’ ~ measured

ta sayisi Npopulatlon =2 x N x (Spop/ Smm)2 formiilii ile hesaplandi. Kesme sinirlart ve
kontrol sinirlar1 mellon 28,,veX £258xS /(N ) 12 formiilleri kullani-
larak hesaplandi.

Bulgular: Ortalama deger 323 pg/mL, kesme limitleri diisiik limit olarak 56 pg/mL
ve yliksek limit olarak 628 pg/mL bulundu. Kontrol limitleri X 258 S /(N )“2
formiilii kullanilarak hesaplandi. Diisiik limit 333 pg/mL ve yuksek limit 351 pg/
mL olarak bulundu.

Sonu¢ Bu uygun maliyetli teknik, analitik stabilite gozlemlenmesi kapsaminda ka-
nimizca geleneksel kalite kontrol uygulamalarina ek olarak kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: kalite kontrol, normallerin ortalamast (AON) , vitamin B12

ABSTRACT

Objectives: In this study we used averages of normals technique to evaluate the
analytical performance of vitamin B12 measurements. Additionally, this study is a
preliminary work for verifying of reference interval given in kit insert.

Material and Methods: Serum vitamin B12 measurements (n=2106) were per-
formed using Roche E170 immunochemistry analyzer. By using explore analysis
in SPSS 11.5 program, outliers were eliminated and using this normalized data
(n=1884) mean value (Xpopulmm), standard deviation (Spopulalion) and Spopmm“ measurement
ratio were calculated. Minimum patient number was calculated with the formula of

populition =2xN_x (Sp S,.e.)- Truncation limits and control limits were calculated
using X 42 S and X, £2.58S /N (72 formulas.

Results: The mean value was 323 pg/mL; truncation limits were 56.8 pg/mL as the
lower limit and 628 pg/mL as the higher limit. Control limits calculated by using
X, 1258 Sw/(NpD]D)”2 formula were 333 pg/mL as the lower limit and 351 pg/mL as
the higher limit.

Conclusions: In our opinion, this cost-effective technique can be used as an adjunc-
tive control procedure to conventional QC applications in monitoring laboratory
performance in terms of analytic stability.
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Giris

Normal degerlerin ortalamast (Average of Normals-
AON) kavrami eski bir kavram olmasina ragmen giinii-
miizde kalite kontrol siirecinin takibinde giincellik ka-
zanmistir (1). AON, hasta test sonuglarindan elde edi-
len kesme sinirlar1 araliginin ortalamasinin, hesaplanan
kontrol sinirlar1 igerisinde olup olmadiginin degerlendi-
rilmesidir. Bagka bir deyisle AON, algoritma teknigi, sii-
reg stabilitesinin izlenmesinde, bir ortalama hesaplamak
icin, normal aralik i¢cindeki veya testin referans araligi-
na yakin olan kesme sinirlar1 igindeki hasta sonuclari-
n1 kullanmaktadir. Laboratuvarin son iiriinii olan has-
ta test sonuglarinin degerlendirilmesinde Hoffmann ve
Waid’in tanimladigi, klinik laboratuvar test sonuclari-
nin total dagilimlarina diisen normal degerlerin ortala-
mas1 (AON) yaklasimi laboratuvar siire¢ performansi-
nin ve stabilitesinin degerlendirilmesi agisindan klinik
yarar saglayabilir (2,3).

Kalite kontrol, laboratuvar test sonuglarinin giivenirli-
gini gostermede hayati bir role sahiptir. Su anda rutin
olarak tiim laboratuvarlarda kullanilmakta olan i¢ ka-
lite kontrol ve dis kalite kontrol islemleri tekrarlanabi-
lirlik (precision) ve dogrulugun (accuracy) gostergeleri
olup rastgele hata ve sistematik hatanin gosterilmesinde
onemli yol gosterici kalite kontrol islemleridir. Labora-
tuvarlarin sonuglarinin giivenirligi ayn1 zamanda degi-
sik istatistiksel islemler ile pekistirilebilir. Boylece so-
nuglarin giivenirligi arttirilabilir, hata orani diisiirtile-
bilir. Normallerin ortalamasi kavrami (AON), Bhattac-
harya metodu ve six sigma teknigi bunlara birer drnek-
tir (4,5). Normallerin ortalamasinda ortalamay1 hesapla-
mak i¢in hasta sonuclar1 kullanilir. Hasta sonuglar1 be-
lirlenen kesme sinirlar1 (truncuation limits) ile karsilas-
tirtlir. Kesme sinirlarinin diginda kalan degerler disari-
da brrakilir ve hastalarin ortalamasi elde edilir. Bulunan
ortalamanin belirlenmis olan kontrol limitlerinin i¢inde
olup olmadigina bakilir (4).

Genel bir ilke olarak her laboratuvar kendi referans ara-
ligin1 kendi belirlemelidir. B12 vitamininin referans ara-
liginin saptanmasi lilkemiz agisindan o6zellikle dnemli-
dir. Ciinkii kit prospektiislerinde verilen referans aralik-
lar1 ile bizim popiilasyonumuzun B12 vitamini referans
aralig1 arasinda biyiik farklar goriilmektedir. Calisma-
mizda normallerin ortalamasi teknigi kullanilarak B12
vitamini dl¢imlerinin kisa vadeli performansinin deger-
lendirilmesi ve referans araliginin kontrolii amaglanmis-
tir.

Gerec ve Yontem

SB istanbul Egitim ve Aragtirma Hastanesi Klinik Biyo-
kimya Laboratuvarinda 2008 Subat ayinda calisilan B12
vitamini test sonuglar1 (n=2106), internal kalite kontrol
(IKK) ve normallerin ortalamasina (AON) gore deger-
lendirildi.

Analitik Metod ve Verilerin Toplanmast
Serum BI12 vitamini dl¢limleri immiinolojik elektroke-
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miliiminesans dlgiim (ECLIA) yontemiyle ¢alisan Roc-
he Modular E170 cihazinda (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) yapildi. Aylik serum B12 vitami-
ni hasta test sonuglarinin toplanmasinda otoanalizoriin
bilgisayar yazilimindan yararlanildi. Yapilan g¢alisma
retrospektif olarak cihaz kayitlarindan aldigimiz hasta
verilerinden elde edilmistir.

Internal Kalite Kontrol (IKK)

Kontrol materyali olarak Elecsys PreciControl Anemia
(PCA2) kullanild1. Subat 2008’de ¢alisilan (Nc=20) IKK
sonuglarinin ortalama ve standart sapma (S__ ) degerle-
ri belirlendi.

mea.

Normallerin Ortalamas: Yaklasimina Gore
Hasta Verilerinin Degerlendirilmesi

Hasta test sonuglariin % 95 giiven araligindaki giinlik
dagilimlarin1 degerlendirmek igin sagilim grafigi (scat-
terplot) olusturuldu. Aylik hasta verilerinden (n=2160)
elde edilen histogram, kutu grafigi (boxplot) ve dal-
yaprak (stem and leaf plot) grafigi incelenerek, tanimla-
yict istatistiksel degerler [ortalama, standart sapma, or-
tanca (medyan), tepe degeri (mod), varyans, minimum,
maksimum, aralik (maksimum minimum farki) ¢eyrek-
ler arasi (interquartile range), carpiklik (skewness), ba-
siklik (kurtosis)] saptandi. Grup dagiliminin normalli-
g1 Kolmogorov Smirnov testi ile sinandi. Tepe degerle-
ri cevresinde saptanan asir1 u¢ degerler belirlenip, SPSS
11.5 Windows programindaki “explore” analizi ile hig
asir1 u¢ kalmayincaya dek atildi. Asir1 u¢ degerler atil-
diktan sonra hasta verilerinin (n=1884) ortalama (Xpop)
ve standart sapma S, degerleri saptanarak, standart
sapma oran1 (SDO) popiilasyonun standart sapma dege-
rinin (Spop) analitik standart sapma degerine (S__ ) orani
ile hesapland1 (Spop/Smeas). Ortalamasi alinacak minimum
hasta sayist (Npop), 2.Nc.(Spop /'S, ., formiilii ile hesap-
land1 (6). Formiildeki Nc kontrol sayisini bildirmekte-
dir. Kesme sinirlar1 X +£2 S ve kontrol sinirlari X oo
+2.588 / N, (2 formiilleri ile saptandi. Kesme sinir-
lar1 iginde kalan degerlerin ortalamasinin kontrol sinir-
lar1 i¢inde olup olmadig1 degerlendirildi.

Istatistiksel Analiz
Istatistiksel islemler ve hesaplamalar SPSS Windows
11.5 versiyonu ile yapildu.

Sonuglar

Aylik hasta verilerinde (n=2106) asir1 u¢ degerler atilma-
dan onceki tanimlayici istatistiksel 6l¢iimler Tablo 1’de,
histogram Sekil 1A’da ve boxplot ¢izimleri Sekil 2A’da
goriilmektedir. Tepe degerleri ¢evresinde saptanan asiri
ug degerler, SPSS 11.5 Windows programindaki “explo-
re” analizi ile atild1 ve agir1 u¢ deger kalmayincaya kadar
bu analiz tekrarlandi. Asir1 u¢ degerler atildiktan sonra-
ki tanimlayici istatistiksel 6l¢iimleri Tablo 1°de, histog-
ram1 Sekil 1B’de ve boxplot ¢izimleri Sekil 2B’de go-
riilmektedir. Grup dagiliminin normalliginin sinandig1
Kolmogorov Smirnov testinde asir1 u¢ degerler atilma-
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Sekil 1. Subat 2008 verilerinin histogramlari . (A) Ug degerler atilmadan 6nceki histogram. (B) Ug degerler atildiktan sonraki histogram.
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Sekil 2. Subat 2008 verilerinin boxplot ¢izimleri. (A) Ug degerler atilmadan 6nceki boxplot. (B) Ug degerler atildiktan sonraki boxplot.

Tablo 1. Asir1 ug degerler atilmadan 6nce ve atildiktan sonra hesaplanan istatistiksel 6l¢timler

Ug degerler Uc degerler
atilmadan 6nce atildiktan sonra
N 2106 1884
Ortalama (pg/mL) 421.48 342.8
SD 287.47 142.99
Medyan 341.9 320.3
Varyans 82638.92 20448.29
Aralik 1953.7 692.4
Minimum 33.3 33.3
Maksimum 1987 725.7
interkartil aralik 244725 197.1
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dan 6nceki ve sonraki varyans degerleri sirasi ile 82638
(p<0.0001) ve 20448 (p<0.0001) olarak saptandi.
SPOP/Smeas ile standart sapma orani 6.56 olarak hesaplan-
di (S = 14299, S = 21.48). Ortalamas1 alinacak mi-
mmum hasta sayis1 (N ) 2N, (Spop ..)* formiiliin-
den 1721 olarak saptandl Kesme s1n1r1ar1 XP w28,
ile degerlendirilip alt ve iist sinir sirasiyla 56.8 pg/mL Ve
628.8 pg/mL; sinirlar i¢inde kalan degerlerin ortalama-
st 323.9 pg/mL olarak saptandi. Kontrol sinirlari Xpop +
2585 /N " ile degerlendirilip alt ve tist sinirlar si-
rast ile 333 pg/mL ve 351 pg/mL olarak belirlendi.

Tartisma

James O. Westgard ve arkadaslarinin 1996 yilinda ya-
yinlanan bir makalesinde birgok biyokimyasal paramet-
re yaninda Vitamin B12 de degerlendirilmis ve total ka-
bul edilebilir hata ytizdesi (% TE,) % 24, Spop/Smcas 13.77
olarak alinmistir (7). Biz CLIA’n1in son bildirimine gore
% TE ‘ni % 30 olarak aldik ve S_ /S oranini 6.56 ola-
rak hesapladik (8). s? = 8% o iienic T S meas CSItlIGI-
ne gore bir parametrenin biyolojik degiskenligi arttik-
ca SPOP/Smcas orani artacak ve dolayisiyla AON yaklasi-
mina hassasiyet azalacaktir (7). Westgard’a gore Vita-
min B12, amilaz, total ve HDL kolesterol, kreatin kinaz
(CK), FSH, lipaz, luteinize hormon (LH), prolaktin, to-
tal protein, total T4, trigliserid, AON yaklasimina hassa-
siyeti az olan parametrelerdir. Ancak kalite kontrol siire-
cinde i¢ ve dis kalite kontrollerimizin iyi olmasina rag-
men klinisyenlerin vitamin B12 diizeylerinin diisiik de-
gerlerde oldugu seklindeki geri bildirimleri tizerine bu
caligmaya ihtiya¢ duyduk. Hasta sayisinin yiiksek olma-
st AON yaklagimina uygulanabilirliligi kolaylastird1 (7).
Bizim ¢alismamizda kesme degerlerinin (56.8-628 pg/
mL) ortalamasi olan 323 pg/mL, kontrol sinirlart (333-
351pg/mL) icerisinde olmamasina ragmen bu degerlerin
alt sinirina yakindi. Bu asamada cihaz ve hasta populas-
yonunu degerlendirerek, prospektif olarak bu g¢alisma-
nin tekrarlanmasi gerekmektedir. B12 vitamini i¢in bi-
rey ici ve bireylerarasi biyolojik varyasyonlarin biiyiik
olmasi (CVw= % 15, CVg= % 69) laboratuvarlar arasin-
da referans araliklarinin farkliligina sebep olmaktadir.
Roche tiretici firmasinin Vitamin B12 i¢in prospektiis-
te bildirdigi referans degerler Avrupa igin 191-663 pg/
mL, ABD i¢in 211-946 pg/mL’dir. Tanyal¢in ve arkadas-
larinin Denizli ilinde RIA yontemi kullanarak yaptik-
lar1 ¢aligmada serum B12 diizeyleri referans araligi er-
keklerde (n=124) 100-699.57 pg/mL, kadinlarda (n=155)
101-666.7 pg/mL olarak bulunmustur (9). Yine bagka bir
caligmada, iiretici tarafindan prospektiiste her iki cinsi-
yet i¢in referans aralig1 200-950 pg/mL olarak 6nerilme-
sine ragmen erkeklerde (n=143) 214-1544 pg/mL, kadin-
larda ise (n=184) 319-1996 pg/mL olarak bulunmustur
(10). Bu caligmalarda referans araliklarinin birbirinden
oldukga farkli olmasi ve AON yaklasiminda kendi orta-
lamamizin kontrol sinirlarinin altinda kalmasi verileri,
kendi laboratuvarimizin B12 vitamini i¢in referans ara-
lik olusturma gereksinimini ilk planda akla getirmekte-
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dir. Calismamizda kesme degerlerinin (56.8-628 pg/mL)
ortalamasi olan 323 pg/mL degeri, kontrol sinirlar1 (333-
351 pg/mL) igerisinde olmamasina ragmen bu degerlerin
alt sinirina yakindu.

Baska bir aragtirmada Lott ve arkadaglart normallerin
ortalamasini 31 parametrede 4 yillik bir siire¢ i¢in med-
yan degerle karsilastirarak uygulamislardir (11). Lott ve
arkadaslar1 hasta verilerinin kullanilmasinin uzun ve
kisa donem islem kontroliiniin degerlendirilmesinde ya-
rarlt oldugunu bildirmiglerdir. Bizim ¢alismamizda 6n-
celikle, AON uygulamasinin nasil yapilacagini gosteril-
mesi amaglanmistir. Bu amagla hastanemiz klinisyenle-
rinin B12 seviyelerinin diisiik oldugu geri bildirimlerin-
den yola ¢ikilmis ve B12 testi segilmistir.

Bu asamada cihaz ve hasta populasyonunu degerlendi-
rerek, prospektif olarak bu ¢alismanin tekrarlanmasi ge-
rektigi diigiiniilebilir. Ancak yerel farkliliklarin (toplum,
diyet) beslenme aligkanliklari, sosyo-Kkiiltiirel ve ekono-
mik temele dayanmasi nedeniyle, serum B2 vitamini
diizeylerinin tanisal degerlendirilmesi i¢in referans ara-
liginin belirlenmesinde referans bireylerin se¢imine yo-
nelik olaganiistii 6zen gosterilmesini gerektirmekte-
dir. Serum B12 vitamini eksikliginin klinige yansima-
sinin ¢ok yonlii, nonspesifik ve belirsiz olusu referans
bireylerin se¢imini zorlastiran diger dnemli bir durum-
dur; kendi referans araligini olugturmak isteyen labora-
tuvarlar, saglikli kontrol grubu bulmakta sorun yasaya-
bilmektedir. Orneklerin alindig1 kisilerin hepsi saglikli
bireyler olmayabilir. Bu amagla grup tanimlamada daha
Ozgiin kriterlere ihtiya¢ duyulmaktadir (12). AON yak-
lasiminda kendi ortalamamizin kontrol sinirlarinin ¢ok
az altinda kalmasinin, serum B12 vitamini diizeylerin-
de biyolojik varyasyonun yiiksek olusu ve laboratuvari-
miza basvuran olgulardan kaynaklanan yerel nedenlere
bagl olabilecegi duistiniilerek kit prospektiisiinde Avru-
pa icin bildirilen referans araliklarinin kullanimina de-
vam edilmesinde mahzur goriilmemistir.

AON uygulamasi birkac faktdrden etkilenmektedir: Po-
ptilasyon standart sapma degerinin analitik standart sap-
ma degerine orani (sp/sa), ortalamasi alinan hasta sayi-
s, kontrol sinirlarinin se¢imi, kesme sinirlarinin segimi,
kesme sinirlarinin arasinda kalan popiilasyonun yiizde-
si (13). sp/sa oran1 AON prosediir uygulamasinda belir-
leyicidir. AON prosediirlerinin ortaya konulmasindaki
giicliiklerden dolay1, en azindan kontrol materyallerinin
kullanildig1 durumlarda ek degerlendirme olarak segile-
bilir. Kanimizca, rutin kalite kontrol uygulamalar1 yan1
sira maliyeti olmayan AON uygulamalarinin yapilmasi
laboratuvar performans degerlendirmesinde énemli kat-
kilar saglayacaktir.

Klinik biyokimya laboratuvarlar1 biitiin bu uygulamala-
rinin yaninda kalitenin arttirilmasi dogrultusunda, ak-
reditasyonun da geregi olarak yeni metodolojilerin ara-
yist1 igindedir. Bu siire¢ i¢inde sonug giivenirliligi igin
AON uygulamasi kalite kontrol prosediirlerine ek olarak
onerilir. Ayrica bu ¢aligma herhangi bir testi irdelerken
analitik performansinin degerlendirilmesinden sonra bir
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testin referans araliginin tayinine ihtiya¢ olup olmadigi-
n1 rutin kullanima koymadan degerlendirmek igin bir 6n
caligma niteligindedir. Cilinkii hasta popiilasyonunu ir-
delemeden 6nce analitik siireci pratik olarak irdelemek
gerekir. Calismamizda kisa siireli hasta verilerinin kul-
lanilmas1 ve vitamin B12’nin yani sira B12 metaboliz-
mast ile ilgili holotranskobalamin, homosistein veya me-
tilmalonik asit gibi degerli analitlerin 6l¢iilmemis olu-
su ¢alisma sinirlamamizi olusturmaktadir. Ancak, bu 6n
caligmada amacimiz AON yaklasimina katkida bulun-
mak, uygulanabilirligini gostermek ve klinik biyokim-
ya laboratuvarlarinda kullanimi ve 6zellikle maliyetsiz
olarak kalite kontrole katkisi oldugu i¢in giincelligini ve
nasil uygulanabilecegini gostermektir. Bu konuda daha
uzun siireli, daha ¢ok hasta verisi i¢eren ¢alismalara ge-
rek duyulacagi yadsinamaz.
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