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OZET

Amac: Preanalitik dediskenler laboratuvarlar tarafindan verilen sonuclar etkileyen en Onemli
etkenlerdir. Son yillarda paratiroidektomi operasyonlar sirasinda ameliyatin etkinligini degerlendirmek
icin intraoperatif Parathormon (PTH) seviyesi kullaniimaktadir. Bu calismadaki amacimiz, serum
separator tiipleri (SST) ve trombin iceren hizli serum tiipleri (RST) ile calisilan PTH sonuclar1 arasinda
anlaml fark olup olmadigini arastirmaktir.

Gerec¢ ve Yontem: Calismaya 20 goniillii dahil edildi. Pihti olusumu icin RST 5 dakika, SST 30 dakika
bekletildi ardindan santrifiij edildi ve Siemens Immulite 2000 XPI analizoriinde PTH diizeyleri Olgtildii.

Bulgular: Katilimcilarin 7’si erkek (%35) 13t kadindi (%65). SST icin PTH ortalama dederi 58.9 *+ 35.6
pa/mL, RST icin ise 54.4 *= 33.6 pg/mL olarak bulundu. SST ve RST sonuglar arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark bulundu (p=0.009). RST ile SST arasinda istatistiksel olarak pozitif yonde gucli bir
korelasyon bulundu (p<0.001, r=0.981).

Sonuc: Son yillarda 6zellikle intraoperatif test istemleri ve acil servis gibi hizli sonug verilmesi gereken
durumlar icin RST'ler oldukga faydali olabilmektedir. Calismamizda RST ve SST ile Olgiilen PTH diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulundu ancak bu fark kabul edilebilir diizeydeydi. Daha fazla
hasta grubuyla daha detayli yapilacak bir calismanin yararl olabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Parathormon, RST, trombin

ABSTRACT

Objective: Preanalytical variables account for most of laboratory errors and there are many factors that
affect and contribute to the results from a patient. In recent years surgeons use intraoperative
parathormone (PTH) results to evaluate the efficiency of parathyroidectomy operations. In this study our
aim was to compare the PTH results measured with serum separator (SST) and rapid serum tubes (RST).
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Material and Methods: 20 subjects participated in this study. We waited 30 minutes for serum tubes
and 5 minutes for rapid tubes to ensure complete clot formations. After clot formation, all tubes were
centrifuged. Parathormone levels were quantified on Siemens Immulite 2000 XPI analyzer.

Results: The group consisted of 7 males and 13 females. The mean of parathormone levels for tubes
were; 58.9 * 35.6 pg/mL for serum tubes and 54.4 = 33.6 pg/mL for rapid tubes. There was statistically
significant difference between SST and RST results (p = 0.009). There was a positive correlation

between rapid and serum tubes (p<0.001, r=0.981).

Conclusion: In recent years studies have shown that rapid serum tubes can be useful for emergency
test results because of its shorter clotting time. In this study there were significantly different results
between tubes. We think it would be more useful with more subjects.

Keywords: Parathormone, RST, thrombin

GIRIS

Laboratuvar hizmetlerinin performansi sik-
likla miimkiin olan en kisa siirede dogru test
sonugclarini sunmasi ile degerlendirilir. Labo-
ratuvar uzmanlari Kaliteli hizmeti sunabilecek
en iyi sonug¢ verme suresi icin stirekli calis-
malar yapmaktadir. Kan alimi ile baslayan,
analiz ve sonuc¢ raporlamayla devam eden
kan numunesinin yolculugunda sonu¢ verme
suresini ve dogrulugunu etkileyen degisik
etmenler vardir. Preanalitik degiskenler labo-
ratuvarlar tarafindan verilen sonuclarn etki-
leyen en 6nemli etkenlerdir. Preanalitik stireg
ile ilgili bircok faktor test sonuclarinin dog-
rulugunu etkileyebilir (1,2,3). Uygun teknikle
kanin alinmasi, tasinmasi ve analiz 6ncesi
hazirlik asamasi 6rnegdin Kalitesini etkileyen
onemli faktorlerdir. Uygunsuz bir teknikle
kanin alinmasi hemoliz nedeniyle sonuclari
etkilerken tamamlanmamis bir pihtilasmanin
sonucu olarak ornekte fibrin bulunmasi da

Komitesi (NCCLS) serumun hiicreler ile uzun
sureli temasini dnlemek amaciyla en fazla 2
saat icinde serumun ayrilmasini 6nermek-
tedir (4). Standart serum tiiplerinde pihti-
lasma icin minimum 30 dakika (dk)lik bir
sure gerekmektedir. Klinik laboratuvarlarda
yaygin olarak serum oOrnekleri kullanilmakla
beraber, plazma 6rnedi de elde edilebilme
suresinin kisaligi nedeni ile alternatif olarak
Kullanilabilmektedir (5). Ancak plazma nu-
munesinde tupteki antikoagulan ile kanm
yetersiz karisimi veya 6rnegin daha kisa siire
stabil kalmasi gibi sikintilar yasanabil-
mektedir (6). Son yillarda Becton Dickinson
(BD) Diagnostics tarafindan gelistirilen hizli
serum tuplerinin (RST) pihtilasma igin bek-
lenen siireyi 5 dk'ya, santrifiij icin gereken
sureyi de 3 dKya kadar dusiirdiigu aciklan-
mustir. RST tiipler iceriginde bulunan sigir
trombini sayesinde pihti olusumunu hizlan-
dirmaktadir (Tablo 1). Trombin pihtilasmada

o . ) onemli rol oynayan bir serin proteaz
ciddi interferanslara neden olabilmektedir s
L enzimidir (7).
(3). Klinik Laboratuvar Standartlari Ulusal
Tablo 1. Tiiplerin 6zellikleri (10)
SST RST
Dolum hacmi 5 ml 5 ml
Ayina jel Polimer jel Polimer jel*
ic kaplama Silikon Silikon
Tiip i¢ duvar materyali Polietilen teraflat (PET) Polietilen teraflat (PET)
Piht1 aktivatora Silika Trombin
Pihtilasma zamani 30 dk 5dk
Kapak i¢ ylizey materyali Silikon Silikon

*SST'den farkli polimer jel
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intraoperatif parathormon (PTH) olciimii,
minimal invaziv paratiroidektomide Kulla-
nilan énemli bir yontemdir. Intakt PTH igin
biyolojik yarilanma 6mri yaklasik 2-5 dk'dir.
Bu nedenle paratiroid bezinin c¢ikarilmasini
takiben PTH duizeyinde gorulecek belirli
orandaki bir diisme ameliyatin basarili oldu-
dunun goOstergesi olarak kabul edilmektedir
(8). Intraoperatif PTH kullanimi, test sonucu-
nun beklenmesi sirasinda ameliyat suiresinin
uzamasina neden olmaktadir. RST, Kkisa
surede serum elde edilmesini sagladiqi icin
bu tiiplerin kullanimi sonug¢ verme suresinin
Kisalmasina neden olacaktir. Bu calisma
intraoperatif PTH Olgiimiinde kisa surede
dogru sonug elde edebilmek icin Onerilen
RST ile laboratuvarimizda kullanmakta oldu-
dumuz pihti aktivatorli jelli tiplerden (SST)
elde edilen sonuclar arasinda uyum olup
olmadigint ve RST kullanilabilirligini arastir-
mak amaciyla planlanmistir.

GEREC VE YONTEM

Ayni giin icerisinde 20 goOniilliiden tek
seferde es zamanl SST ve RST’ye alinan kan
drnekleri ile calisma gerceklestirildi. interfe-
ransa yonelik farkli tup Kiyaslamalarinin yer
aldid1 calismalarda izlenen yontemler incele-
nerek (8, 9) ureticinin 6nerdigi sekilde, SST
(5.0 ml) Becton Dickinson Vacutainer SST II
Advance (lot no: 5159077; BD Diagnostics,
Plymouth, UK) 5-6 kez alt-list edilip pihtilas-
masi icin oda sicakhidinda 30 dk bekKletilirken;
RST (5.0 ml) Becton Dickinson Vacutainer
RST (lot no: 140513; BD Diagnostics, Franklin
Lakes, USA) 5-6 kez alt-ust edildikten sonra
oda sicakliginda 5 dk bekletildi. Tiipler
sogutmali santrifiij kullanilarak 1600 x g'de
10 dk santrifuj edildi. 20 hastadan ayni
zamanda alinan, iki farkl tipten elde edilen
serum oOrnekleri Siemens Immulite 2000 XPI
(Siemens Medical Solutions Diagnostics,
Llanberis, United Kingdom) analizoriinde kati
fazli, iki bolgeli, enzim isaretli immunometrik
kemiliiminesans yontem ile analiz edildi. PTH
referans aralid@ 11-67 pg/mL’dir. Tuplerin
ozellikleri Tablo 1°de belirtilmistir.

Bu calisma icin herbir katilimcidan goniillii
onam formu doldurulmus olup, hastanemiz
etik kurulundan onay alinmuistir.

istatistiksel analizler; SPSS Statistics 20.0
(Statistical Package for Social Sciences
version 20.0, USA), Excel 2007 (Microsoft
Corp., USA) ve MedCalc (MedCalc version
8.1.0.0, Mariaekerke, Belgium) program-
lariyla yapildi. Bias(%):[(RST ortalamasi—-SST
ortalamasi/SST ortalamasi)x100] formiili ile
% bias hesaplandi. Westgard’a gore PTH igin
hedeflenen % bias ile hesaplanan % bias kar-
sillastirildi. Tupler arasindaki farkin anlam-
hhigi icin Wilcoxon Signed Ranks testi; iliski
analizi icin spearman korelasyon testi; tiipler
arasindaki uyum igin ise Bland-Altman analizi
yapildi. Bland Altman grafiklerinde "x" ekse-
nine her iki tiipiin ortalamasi, "y" eksenine
ise SST ve RST farki konuldu.

BULGULAK

Calismaya yas ortalamasi 46+14 yil olan 13
kadin, 7 erkek olmak lizere toplam 20 gonulli
dahil edildi. PTH diizeyleri ortalama=stan-
dart sapma SST'de 58.9+35.6 pg/mL, RST'de
54.4+33.6 pg/mL olarak bulundu. Kolmogo-
rov Smirnov testinde her iki tiipten elde edi-
len PTH diizeylerinin dagihmi normal olma-
diqi icin Wilcoxon Signed Ranks testi
uygulandi. SST ve RST sonuclari arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark bulundu
(p=0.009) (Tablo 2). SST ve RST sonuclari
arasinda giiclu pozitif korelasyon saptandi
(p<0.001; r=0.981).

SST ve RST ile elde edilen PTH diizeyleri
arasindaki ortalama 9%bias Tablo 2'de veril-
migstir. Ortalama %bias= [(RST Mean - SST
Mean) / SST Mean]*100 formulii kullanilarak
hesaplandi. Calismamizda elde ettigimiz
ortalama %bias (-7.6) Westgard’'dan alinan
hedef % bias’a (8.8) gore kabul edilebilir
sinirlar icerisindeydi.

PTH icin yapilan Bland-Altman ortalamalar
farklar grafiginde =1.96 SD arahidinin disinda
sadece 1 nokta oldugu, SST-RST farklar
ortalamasinin 4.6 oldugu ve farklarin -9 ile
18.2 arasinda dadildidi goriilmektedir (Sekil
1).
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Tablo 2. SST ve RST PTH sonuclarimin Karsilastiriimasi

RST SST Bias Hedef Wilcoxon Signed Spearman
(n:20) (n:20) (%) Bias (%) Ranks testi korelasyon analizi
PTH 54.4 + 33.6 58.9 = 35.6 -7.6 p < 0.001
8.8 ** p = 0.009
(pg/mL) | 47.5(15.8-166)* | 52.9(19.3-180)* r = 0.981

Ortalama + SD
* Medyan (min-max)

** Westgard QC. Desirable specifications for total error, imprecision, and bias, derived from biologic variation.
https://www.westgard.com/biodatabase1.htm. (Erisim: 2016).
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Sekil 1. SST ve RST PTH sonuclari Bland-Altman grafigi

TARTISMA

intraoperatif PTH olciimii, minimal invaziv
paratiroidektomide Kkullanilan 6nemli bir
yontemdir. intakt PTH igin biyolojik yarilanma
omru yaklasik 2-5 dK'dir. Bu nedenle parati-
roid bezinin cikarilmasini takiben PTH diize-
yinde gorilecek belirli orandaki bir diusme
ameliyatin basarili oldugunun gostergesi ola-
rak kabul edilmektedir (8). Eksizyon oncesi
PTH diizeyi ile karsilastirildiginda, eksizyon
sonrast PTH diizeyinde goriilecek %50’den
fazla diisusiin ameliyat basarisinin gostergesi
oldugu ve bu durumda ameliyatin sonlandiri-
labilecegi belirtilmektedir (9). Ameliyat siire-
sinde uzamaya neden olmamak icin PTH
diizeylerinin hizli ve giivenilir sekilde olcul-
mesi Onemlidir. Serumdan calisilan Ornek-
lerde santrifiij icin yaklasik 30 dk beklemek
gerekliligi g6z 6niine alindiginda sonug ver-
me siiresini kisaltmak icin bu tip vakalarda
RST Kullanimi daha uygun olabilir.

Farklhi tup Kkullanilarak elde edilen serum
orneklerinin PTH sonuclar1 uzerindeki etkKisi-
nin degerlendirildigi bu calismada; RST ile
Olcilen PTH diizeylerinin SST'ye gOre daha
disiik oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak
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anlamli oldugu bulundu. Bunun yani sira RST
ile elde edilen sonuclarin SSTye gore orta-
lama 4.6 daha disiik oldugu ve bunun -7.6 %
biasa Kkarsilik geldigi hesaplandi. Westgard'in
Onerdigi biasa goOre calismamizda elde
ettigimiz bias kabul edilebilir sinirlar icinde
idi.

Yan ve ark. yapmis olduklarnn calismada
Abbott Architect analizoriinde RST ve SST
tupleri ile elde edilen PTH sonuglar1 arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark bulmuslardir.
Bizim sonuglarimiza benzer sekilde PTH sevi-
yesinin RST'de SSTye goére daha diisik
oldugunu belirtmislerdir. Fakat bizim calis-
mamizdaki sonuclardan farkli olarak hesap-
lanan % bias'in (-15.3) klinik olarak da an-
lamli derecede disiik oldugunu saptamis-
lardir (11).

Ucar ve arkadaslart 2015 yilinda 97 saglikl
goniilliinin  katimi ile rutin  kimya ve
immunoassay parametrelerini incelemis ol-
duklan calismada diger calismalarin aksine
PTH diizeylerini RST'de SST'e gore anlamli
yiiksek bulmus ve iki tip arasindaki
%1.95'lik farkin kabul edilebilir aralikta oldu-
dunu soylemislerdir. Ayni calismada numune
stabilitesi incelendiginde +4°C'de PTH
stabilitesinin her iki tip icinde 4 saat oldugu
belirtilmis ve 4.saatte her iki tupte de PTH
seviyelerinde kabul edilebilir dizeyde azalma
oldugu, hatta SST'de ki azalmanin RSTye
gore daha fazla oldugu bildirilmistir (12).

Paratiroid hormon paratiroid bezlerde sentez
edilerek salgilanan 84 aminoasitten olusan
bir polipeptiddir. Paratiroid bezden salgila-
nan 1-84 aminoasitlik bu hormon ‘“intakt
parathormon” olarak da isimlendirilir. intakt
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form dolasimda siratle N-terminal ve C-
terminal peptit fragmanlarina boluntir (13).
Bu formlar, PTH immunoassay cihazlarinda
Kullanilan cesitli antikorlar tarafindan farkl
sekilde taninabilir. Bu durum PTH Olcimiuinde
varyasyonlara neden oldugundan yeni jene-
rasyon yontemlerin gelistirilmesini gerekli
Kilmistir (14). immunoassay ydntemlerde
yontem Kurulumu (antikor secimi ve
immunoassay yontemin nasil olusturuldugu)
disinda baska faktorlerinde Olguimler ara-
sinda degiskenlige neden oldugu aciklan-
mustir. Preanalitik (numune tiru, stabilitesi,
vb) faktorler de bunlardan biridir (15). Bu
nedenle yontemin kurulumu ve numune
tiruntn  seciminde Olcim farkliliklarinin
Klinik olarak ne kadar anlaml oldugu biiyiik
onem tasimaktadir.

La'ulu ve ark.'min PTH sonuclarinin RST'de
SST'den daha diisuk olmasinin nedenini
arastirdiklar1 calismada serum Ornekleri
eksojen sigir trombini, direk trombin inhibi-
torti hirudin ve ikisi ile birlikte inkube edil-
mis. RST'de goriilen PTH dusukligunin sidir
trombininden kaynaklandigi ve PTH'da parca-
lanmaya neden olarak daha diisuk diizeylere
neden oldugu bildirilmis. Ancak yine ayni
calismada SST'de de PTH seviyesinde mini-
mal azalmalar goriilmis ve bunu nedeninin
aktif pihtilasma suresindeki endojen trom-
binden kaynaklanabilecegi soylenmistir. il-
gin¢ olarak bu calismada hirudin ilavesine
ragmen PTH seviyelerinde azalma gorilmus-
tir. Bu durum PTH yikiminda trombin disi
proteolitik enzimler gibi ek mekanizmalarin
da sorumlu olabilecegini dusiindirmustir
(16).

Trombin iceridi disinda tiipler arasinda baska
farkhiliklar da g6z 6nilinde bulundurulabilir;
bunlardan biri icerdikleri jelin Kimyasal yapi-
sinin ayri olusudur. Butun bunlar PTH diizey-
lerinde gozledigimiz farklilikla iliskili olabilir
ancak bunu aciklayabilecek verimiz yeter-
sizdir.

Bu calismada Kkarsilastirma calismalarinin
istatistiksel analizinde altin standart kabul
edilen Bland-Altman analizinin yapilmis
olmasi calismanin guiclui yonudur. Bu istatis-

tiksel analiz ybntemine gore iki yonteme ait
olcim farklhiliklart objektif olarak ortaya
koyulmakta ve farkliliklarin kabul edilebilirlik
diizeyinin yorumu laboratuvar uzmaninin
gorusiine birakilmaktadir. Bu calismanin
zaylf yOnleri PTH Olciminiin Siemens
Immulite 2000 XPI analizortu kullanilarak tek
cihaz ile yapilmis olmasi, cihazin sadece
serum oOrnedinde Olciim yapmasi nedeni ile
plazma Orneklerinde PTH seviyelerinin de-
derlendirilememis olmasi ve Olgiilen PTH
seviyelerinin genellikle referans aralik icinde
olmasidir. Calismamizdaki diger bir kisithilik
ise RST Kkullanilarak belirlenmis referans
aralik degerlerinin mevcut olmamasidir.

SONUC

Calismamizda; RST kullanilarak elde ettigi-
miz serumda Olciilen PTH sonuglarinin SST'ye
gore ortalama 4.6 daha disik olculdugiinii
bulduk. Bu farklihgin karsihk geldigi %bias
Westgard - tarafindan 6ngoriilen sinirlar icin-
dedir. RST sayesinde kisa siirede sonug elde
edilebilmesi ameliyat suresi ve maliyetini
azaltmaya katkida bulunacaktir. Ancak PTH
olciimunde yasanan varyasyonlar nedeni ile
farkl cihazlar ve daha genis drneklem sayisi
ile dogrulama calismalarinin yapilmasinin
faydal olabilecegini diisiinmekteyiz.
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