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OZET

Amag: Olgiim belirsizlidi, elde edilen test sonucunun Kkalitesinin kantitatif gostergesi olup, test
sonucunun dgercek degeri ne Olciide temsil ettigini gosterir. Bu nedenle laboratuvarimizda likid
kromatografi-tandem Kkitle spektrometre ile analizi yapilan 25 hidroksivitamin D5 testi icin o6l¢ciim
belirsizligini hesaplamay1 ve hesabinin nasil yapilacagini, bulgularimizi literatiirdeki diger sonuclarla
karsilastirmayi, belirsizlik degerinin hastalarin D vitamini durumu Kkararma olasi etkilerini
degderlendirmeyi amacladik.
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Gerec ve Yontem: Likid kromatografi-tandem Kkiitle spektrometre ile analiz edilen 25-hidroksivitamin
D; icin, Nordest kilavuzu baz alinarak olusturulan 6lgiim belirsizligi hesaplama modeli dogrultusunda,
bir yillik patolojik ve normal seviyelerdeki toplam 440 adet i¢ Kkalite kontrol verileri, 4 dongii, her
dongiide 5 seviye olmak lizere 20 adet dis kalite kontrol verileri kullaniip standart belirsizlikler
hesaplanarak her birinin karesi alinip toplandi ve bu degerin karekokii alinarak birlesik belirsizlik
hesaplandi. Daha sonra da birlesik belirsizlik degeri k faktoru ile carpilararak genisletilmis Olgiim
belirsizligi elde edildi.

Bulgular: Laboratuvar ici yeniden iiretilebilirlik %7.44, laboratuvardan kaynaklanan bias %16.01,
olciim prosediiriinden kaynaklanan bias %0.82, bias komponentinin 6lciim belirsizligi %16.03, birlesik
belirsizlik %17.67 ve genisletilmis ol¢iim belirsizligi %34.64 olarak hesaplandi.

Sonuc: 25-hidroksivitamin D; igin total izin verilebilir hata +/- %25 oldugundan, calismamiz
sonucunda; 25-hidroksivitamin D5 igin genisletilmis Ol¢iim belirsizligi degerimiz yiiksek bulunmustur.
Bu dederi %25'in altina diisiirmek icin olasi hatalarn kisitlayacak hedefe yonelik ¢oziimler aranmalidir.
Hastanin sonuclarina o6lciim belirsizligi degderini eklemek, Klinik karar verme noktasinda hekimin
guctinu ve laboratuvar sonuclarina olan giiveni artiracaktir.

Anahtar Kelimeler: 25-hidroksivitamin Ds; Likit kromatografisi-tandem kiitle spektrometresi; Olciim
belirsizligi

ABSTRACT

Purpose: The measurement uncertainty is a quantitative indicator of the quality of the test result
obtained and indicates how the test results represent the actual value. For this reason, we aimed to
calculate the measurement uncertainty for the 25-hydroxyvitamin D5 assay, which was analyzed by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry in our laboratory, to compare our findings with other
results in the literature and to evaluate the possible effect of uncertainty value on patients' D vitamin
status.

Materials and Methods: For 25-hydroxyvitamine D5 analyzed by liquid chromatography-tandem mass
spectrometry, in the direction of the measurement uncertainty calculation model, which is based on the
Nordest guide, standard uncertainties arising from 20 external quality controls, including 4 cycles, 5
levels per cycle, resulting from a total of 440 internal quality controls pathological and normal levels at
one year, and the combined uncertainty was calculated by taking this value as a square root. Then the
extended uncertainty of measurement was obtained by multiplying with the combined standard
uncertainty value K factor.

Results: The intra-laboratory reproducibility was 7.44%, the bias from the laboratory was 16.01%, the
bias from the measurement procedure was 0.82%, the measurement uncertainty of the bias component
was 16.03%, the combined standard uncertainty was 17.67% The uncertainty of measurement was
calculated as 34.64%.

Conclusions: For 25-hydroxyvitamin D5 the total allowable error is +/- 25%, as a result of our study;
The expanded measurement uncertainty value for 25-hydroxyvitamin D5 was found to be high. Targeted
solutions should be sought to limit possible errors in order to reduce this value to less than 25%.
Adding measurement uncertainty to the patient's outcome will increase confidence in the physician's
strength and laboratory results at the point of clinical decision-making.

Keywords: 25-hydroxyvitamin Ds; Liquid chromatography-tandem mass spectrometry; Measurement
uncertainty

GIRIS redir’ seklinde tanimlanmaktadir. Belirsizligin
bu tanmm Olgiilen buyukliigii mantikli  bir
sekilde icerecedine inanilan tiim degerlerin
icinde bulundugu araliga vurgu yapar (1,2).
Olciim belirsizligi, elde edilen laboratuvar
sonucunun Kalitesinin kantitatif bir gosterge-
sidir. Test sonucunun gercek degeri hangi
olciide temsil ettidini gosterir. Olciim belir-
sizligi sayesinde farkli laboratuvarlarda elde

Olciim  belirsizligi, Uluslararasi Temel ve
Genel Metroloji Terimleri Soézlugii (VIM; Inter-
national Vocabulary of Basic and General
Terms in Metrology)'ne gore; ‘0lciilen biiyuk-
liide mantikh bir sekilde atfedilebilecek bii-
tin degerlerin dagilimini karakterize eden ve
olcim sonucu ile iliskili olan bir paramet-
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edilen test sonuclarinin karsilastirilabilmesi
de olanaklidir. Klinik biyokimya laboratuvar-
larinda verilen 6lcim sonucu, belirli bir mik-
tardaki nesnenin degderinin, kisaca nesnenin
olciim biiyukliguniin sadece bir tahminidir.
Buna bagl olarak olciim sonucu, ol¢iim de-
deri ile belirsizliginin toplamidir (3). Dola-
yistyla olcum belirsizligi hesaplanip, Slcimle
beraber verildiginde; olcimun hangi smirlar
icinde yer alabilecegini ve giiven dizeyini
yansitir (4). Olgiim belirsizligi; referans de-
derlerin belirsizligi ve olciim siireci ile ilgili
tim diger belirsizliklerin bilesiminden Kkay-
naklanir (5). Bunlar Ornek isleme, matriks
etkisi, interferanslar, pipetleme, kalibratorler,
referans materyaller, kullanilan teknik
donanim, cevresel etkenler, calisan kisj gibi
belirsizliklerdir (6).

ISO/IEC 17025 genel Kalite yonetim stan-
dardina gore ve Kklinik laboratuvarlarin kalite
yonetimini ifade eden ISO/IEC 15189 tibbi
laboratuvarlar Kkalite standardina gore; her
laboratuvarin élcim belirsizligi icin belirlen-
mis bir yontemi olmasini, hesaplarinin yapil-
masint ve raporlanmasa bile istenildiginde
verilmek tizere hazir bulundurulmasin iste-
mektedir (7). Olgiim belirsizligi, akredite
olmak isteyen bir laboratuvarin hesaplamasi
gereken bir veridir. Herhangi bir testin ne
zaman, nerede ve kim tarafindan yapilirsa
yapilsin ayni sonucu vermesini saglamak icin
yapilan ‘akreditasyon’ Kalitenin strekliligini
ve guvenirligini disiplin altina almak ama-
cindadir. Yapilan test baska bir laboratuvar
veya llkede yapilmis olsa dahi, belirlenmis
guvenilirlik araliklar1 icinde ayni sonucun
alinmasini saglar (8). Akreditasyon siirecinde
laboratuvar uzmanindan teknik yeterliligin
sadlanmasi beklenir. Bu siirecte, dlcim be-
lirsizligi hesaplanmasi yaninda, laboratuvar
sonugclarinin kalite ve guvenilirligi icin 6Snemli
olan diger iki asamada yerine getirilmelidir.
Bunlar da metod validasyonu ve izlenebi-
lirligin tanimlanmasidir. Ardindan Kalite
kontrol calismalari ile takip edilmelidir (8,9).

D vitamini; kemik, bagirsak, bobrek ve para-
tiroid bezi lizerine etki gOstererek Kkalsiyum
ve fosfor metabolizmasini diizenleyen, yagda
eriyen bir vitamindir (10). Yetersizligi duru-
munda cocuklarda rasitizm, yetiskinlerde
osteomalaziye yol acan kemik demineralizas-
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Olgiim Belirsizligi

yonuna neden olur (11). Vitamin D diizeyini
degerlendirmek igin 1,25-dihidroksivitamin
D5 (1,25(0H),Ds) yerine genellikle 25-hidrok-
sivitamin D; (25(OH)D;) Olciimii yapilmak-
tadir. Clinka 25(OH)D5 daha uzun yar1 dmre
sahiptir ve dolasimda yaklasik 1000 kat daha
fazla miktarda bulunmaktadir. 25(OH)Ds
olcimunde yontemler arasi farkliliklarin
olmasi ve Kkalibratorlerde standardizasyon
yoklugu tek bir kesim noktasinin belirlen-
mesinde zorluk yaratmakta ve laboratuvarlar
arasi farkliliklara yol acmaktadir. Bu yuzden
25(0OH)D; icin Olgiim sonucu verilirken Olgii-
len veya hesaplanan Ol¢iim belirsizligi de
verilmelidir (12). 25(OH)Dslin Klinik olarak
dogru Olciilmesi cok bliyuk Onem arz
etmektedir. Bunun icin bir standartlastirma
gerekmektedir ve sivi kromatografi-tandem
Kiutle spektrometresi (LC-MS/MS) ile vitamin
D olciimii Joint Comittee for Traceability in
Laboratory Medicine (JCTLM) tarafindan
“referans metod” olarak kabul edilmistir (13).

Biz bu calismamizda LC-MS/MS ile analiz
edilen 25(OH)D; icin, Nordest kilavuzunda
tanimlanan Avrupa akreditasyon kilavuz/12/,
Eurolab Teknik Rapor No: 1/3/ ve ISO/DTS
21748 Rehberi baz alinarak olusturulan
olciim belirsizligi hesaplama modeli dogrul-
tusunda, bir yillik i¢ ve dis kalite Kontrol
verilerinden faydalanarak belirsizlik hesabi-
nin nasil yapilacagmi ve hangi degerde
oldugunu bulmayi, bulgularimiz literatiirdeki
diger sonuglarla karsilastirmayr ve Ol¢iim
belirsizligi degerinin hastalarin D vitamini
durumu kararmna olasi etkilerini degerlen-
dirmeyi amacladik (14).

GEREC VE YONTEM

Calisma icin, T.C. Saghk Bakanli Istanbul
Okmeydani Egitim ve Arastirma Hastanesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurul Baskanlhigi'ndan
23.02.2016 tarih ve 423 sayili kararn ile etik
Kurul onayr alindi. Calismada, hastanemiz
Tibbi Biyokimya laboratuvarinda bulunan LC-
MS/MS ile analiz edilen 25(OH)D; icin, yuka-
ridan asadiya Olcum belirsizlidi tahmininde
rehberlik saglayan Nordest kilavuzunda
tanimlanan Avrupa akreditasyon kilavuz/12,
Eurolab Teknik Rapor No:1/3 ve ISO/DTS-
21748 Rehberi/8 baz alinarak olusturulan
olcim belirsizligi hesaplama modeli kulla-
nildr (14).
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Calisma Verilerinin Elde Edilmesi

Laboratuvarda 25(OH)D; ig¢in gunlik iki
seviye ic¢ Kalite kontrol materyali kullanilarak
ic kalite kontrol calismasi yapilmaktadir.
Calisma icin, Ocak 2016 ve Kasim 2016
tarihleri arasinda patolojik ve normal sevi-
yelerdeki kontrol materyalleri olmak uzere
calisiimis 444 adet i¢ kalite kontrol sonucu
laboratuvar bilgi sisteminden alindi.

Laboratuvarda, her 3 ayda bir dahil olunan D
vitamini dis kalite degerlendirme programi
(Vitamin D External Quality Assessment
Scheme, DEQAS) deredince, bes seviye
kontrol materyali Kkullanilarak dis Kkalite
kontrol calismasi yapilmaktadir. Calisma icin
Ekim 2015 ve Ekim 2016 tarihleri arasinda
calisimis 4 dongii, her dongiide 5 seviye
olmak tulzere 20 adet dis kalite Kkontrol
sonucu DEQAS programindan elde edildi.

D Vitamini Olciimii

Plazma Vitamin D duzeyleri; Zivak marka,
Tandem Gold 325-MS model, ZA-20001-
0000-00 seri numarali, 2014 uretim tarihli ve
Amerika Birlesik Devletleri menseili, LC-
MS/MS cihazinda likid-kromatografi-kiitle
spektrometri yontemiyle Zivak 25(OH)D,- Dy
Kiti kullanilarak olculdu.

Olciim Belirsizliginin Hesaplanmast

Laboratuvar Ici Tekrarlanabilirlikten
Gelen Belirsizligin Hesaplanmasi (uRw)

Bunun icin 11 aylik i¢ Kalite kontrol verileri
kKullanildi. Normal ve patolojik seviyedeki

kontrol materyallerininin °%CV (varyasyon
katsayisi) degerleri hesaplandi. %CV ise
(6lciimiin  standart sapmasy/6l¢ciim ortala-
masi) x 100 formiilii ile hesaplandi.

iki seviyeli kontrol, her kontrol seviyesi ve
degdisen lot numarasi igin ayr1 ayr1 ortalama,
standart sapma (SD) ve relative standart
deviasyon (RSD) hesaplandi. Farkli konsan-
trasyon seviyelerinde elde edilen sonuglarin
birbirleri ile birlestirmenin Kkolay olmasi
nedeniyle hesaplamalarda standart sapma-
nin rolatif degerleri [Rolatif standart sapma:
RSD = %CV (varyasyon Katsayisi] tercih
edildi. Standart sapma ve rolatif degerler
arasidaki iliski

Bias Komponentinin Olciim
Belirsizliginin Hesaplanmasi (ubias)

Bias icin belirsizlik bileseni standart referans
materyal (SRM), geri kazanim veya laboratu-
varlar arasi Kkarsilastirmadan hesaplanan
biastan elde edilir. Biz bunun icin dis kalite
Kontrol verilerini kullandik. Gtivenilir zaman
aralidinda en az 6 katiim oOnerilir. Dis kalite
kontrol verilerinden belirsizligin  u(bias)
komponentinin hesabinda RMS bias ve
u(Cref) degerleri kullanilir.

Laboratuvardan Kaynaklanan Bias
Hesaplanmasi (RMS,;,,)

Referans materyalden farkh olarak Olctiigi-
miiz degerden kaynaklanan belirsizliktir. Yani
laboratuvarimizda calisip gonderdigimiz dis
Kalite kontrol sonuglarimizin “bias” larindan
kaynaklanan belirsizligi verir. Bunun hesabi
her bir dis kalite kontrol dénemi icin,

mef[[nor'mal kontrol materyali %6CV)? + (patolojik kontrol materyali 2CV)?) /2

RSD =100 x (dl¢iimiin standart sapmasy/ 6lcimun Ortalamasi) seklindedir.

Bu kosullarda; uRw? =(URW*. o1 +URW Koozt ) /2 (15)

% bias = [(hedef deger - sonuc deder) /hedef deger] *100

u(bias)= +/ RMS bias * + u(Cref)?

Turk Klinik Biyokimya Derg 2018;16(1)



Hedef Deder: Dis Kkalite kontrol programina
Katilip ayni grupta yer alan laboratuvarlarin
sonuglarinin ortalamasidir (Asirt u¢ degderler
program tarafindan gruptan ¢ikarilmak-
tadir).

Sonug¢ Deger: Dis kalite kontrol 6rneginin
laboratuvarimizda Slgiilen degeridir.

RMS,,.s heaplanirken farkli % bias karelerinin
ortalamasinin karekokii alinir.

I (bias, )2
s - |20
s \. n

n = dis kalite kontrol degerlendirme sayisi

Calismada 1 y1l icinde tiim dénemlerden elde
edilen veriler (%biaslarin kareleri) toplanip,
dis kalite kontrol degerlendirme sayisina
bolunip karekokleri alinarak RMS bias
hesaplandi.

Olciim Prosediiriinden Kaynaklanan Bias
Hesaplanmasi u(Cref)

Sertifikali referans materyalden veya dis
kalite Kkontrol sonuclarindaki gercek veya
beklenen dederden hesaplanarak elde edilen
belirsizlik bileseni olarak tarif edilir. Dis kalite
kontrol verilerinden u(Cref) degerinin hesap-
lanmasinda rolatif standart sapma (%SR)
degeri kullanilabilir. %SR=(6lciimiin standart
sapmasi/Olgiim ortalamasi) x100 formiila ile
hesaplandig@i icin %SR=%CV denilebilir.
Belirsizligin u(Cref) degerinin hesabinda her
bir parametre icin dis kalite kontrol verile-
rinden elde edilen ortalama %CV dederle-
rinin ortalamasi, ayn1i method ve ayni cihazi
kullanan laboratuvar sayisinin Kkarekokiine
boéliindd.

—

u(CreN)=Grup %CVoziama/V 1

n=ayni method ve aym cihazi Kkullanan

laboratuvar sayisi

Kombine Standart Belirsizligin
Hesaplanmasi

Standart belirsizlik bilesenlerinin tamamin-
dan faydalanilarak ortak kombine standart
belirsizlik (combined standart uncertainity)
degeri hesaplandi.
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Olgiim Belirsizligi

uc=+ (uRW) * + (u(bias))’
uc=Standart 6lcim belirsizligi.

Genisletilmis Olciim Belirsizliginin
Hesaplanmasi (U)

Kombine standart belirsizlik degeri k faktoru
ile carpilarak genisletilmis belirsizlik degeri
hesaplandi. k degeri %95 given araligini
temsil eden 1.96 olarak alindi.

U=1.96 x u,

U=1.96 x v (URW) ? + (u(bias))?

BULGULAR

25(0OH)D; Olgiim belirsizligi icin ilk kompo-
nenti olan laboratuvar ic¢i yeniden uretile-
bilirlik (uRw) hesaplamasi yapildi. Bunun igin
i¢ Kalite kontrol verileri kullanilarak hem her
degisen lot numarast hem de her kontrol
seviyesi (hem normal seviye hem patoljik
seviye) icin ayr1 ayr1 hesaplanan Xort, SD ve
%RSD degderleri Tablo 1'de gosterildi. Farkl
Konsantrasyon seviyelerinde elde edilen
sonuclari birbirleri ile birlestirmenin en kolay
yolu 9%RSD oldugundan bu verilerden hem
normal seviye hem patolojik seviyelerini
birlestirebilmek adina ortak %RSD hesap-
landi. Bunun icin ortak Lot (%ESD)*= (Lot
1(%RSD)*+Lot 2 (%RSD)?)/2 formili kulla-
nildi. Normal seviye kontrol icin bu deger
%7.3 bulunurken patolojik seviye kontrol icin
%7.6 bulundu (Tablo 1).

Bulunan %7.3 ve %7.6 olan degerler, labo-
ratuvar ici yeniden uretilebilirlik (uRw) hesa-
binda kullanilan formiilde uRw?=
(URW? s iyer FURW oo 00)/2 yerine konuldugun-
da uRw?= ( 7.3%)+(7.6%/2 = %55.5 ve uRw=
%7.44 olarak hesaplandi. 25(OH)D3 ol¢cim
belirsizligi icin ikinci komponent olan bias
olcim belirsizligi u,,. uCref *+ RMS .S
formiliinden yararlanilarak hesaplandi. Bu-
nun icin dis kalite kontrol verilerinden fayda-
lanildi. Oncelikle Tablo 2'de gdsterilen bir yil
icindeki tim donemlerden elde edilen dis
kalite kontrol verilerinden %biaslarin kareleri
toplanip, dis kalite kontrol degerlendirme
sayisina (burada dederlendirme sayist 4
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dongii 5 seviyeden 20°dir.) bdluniip, kare-
kokleri alinarak RMS 16.01 olarak hesap-
land1.

bias

Belirsizligin u(C,, degerinin hesabinda her
bir parametre icin dis kalite kontrol verile-
rinden elde edilen ortalama %CV degerleri,
ayni method ve ayni cihazi kullanan labo-
ratuvar sayisinin  karekokiine  bolundu.

—

u(C,.) =%CVortalama/ /M formiiliindeki veri-
ler yerine Kkonuldugunda 0.82 olarak
hesaplandi.

Upias iGIN buldugumuz belirsizlik bilesenleri
Upps’= UC,; 2+ RMS,. formiilii ile standart
belirsizlik degerine donusturaldi.
Upias=(0.82)*+(16.01)*u;,s=16.03 degeri
tablo 3'te gosterildi. 25(0OH)D3 icin standart
belirsizlik bilesenlerinin tamamindan faydala-
narak ortak kombine standart belirsizlik
de@eri (uc) olusturuldu. uc=vV(uURW*+uy,>)
formiiliinden yararlanarak standart belirsizlik
bilesenleri yerine konuldugunda uc= V

(7.45)*> +(16.03)> =%17.67 olarak hesap-
landi (Tablo 3).

Kombine standart belirsizlik degeri k faktoru
ile carpilarak genisletilmis belirsizlik degeri
(U) hesaplandi. k degeri %95 giiven aralidini
temsil eden 1.96 olarak alindi. U= 1.96 x uc
U =1.96 x 17.67 =%34.64 degeri bulundu
(Tablo 4).

Genisletilmis  Olciim  belirsizligi  hasta

raporuna iki sekilde yazilabilir (16).

1- Test sonucu (birim) * belirsizlik degeri
(birim) / referans aralik degderleri seklinde
yazilabilir (Tablo 5). Ornegin: 25(OH)D;
sonucu 30 ng/mL olan bir hasta icin 30 +/-
(30x0.34=10.2) ng/mL seklinde sonug
verilebilir.

2- Genisletilmis Olglim belirsizlik degderine
gore testlerin sinir degerleri; (sinir deger x U)
olarak hesaplanip ve sonuglarin raporlan-
masi Tablo 6’deki gibi yapilabilir.

Tablo 1. 25(OH)D; ig Kalite Kontrol Verileri
Table 1. Internal Quality Control Data of 25 (OH) D3

Normal Seviye Patolojik Seviye Kontrol Sayis1
Lot 1 (X ogravama ) 24.9 83.5 186
Lot 1 (SD) 1.35 5.81
Lot 1 (%RSD) 5.42 6.95
Lot 2 (X ortatama) 14.9 42.3 36
Lot 2 (SD) 1.31 3.48
Lot 2 (%RSD) 8.79 8.2
Ortak Lot ( %RSD) 7.3 7.6

Tablo 2. 25(OH)D5 Dis Kalite Kontrol Verileri
Table 2. External Quality Control Data of 25 (OH) D3

1. DOngii/1.seviye 1. D6ngii /2.seviye

1. Dongii/3.seviye

1. DOngii /4.seviye 1. Dongli /5.seviye

n %bias | %CV n %bias | %CV n

%bias

%CV n %bias | %CV n %bias | %CV

154 |-6.3 9.9 154 | 129 11.7 154

-8.2

7.7 154 |-11.1 10.6 154 |-12.9 10

2.doéngii/1.seviye 2.dongii/2.seviye

2.déngii/3.seviye

2.dongii/4.seviye 2.doéngii/5.seviye

n %bias | %CV |n %bias | %CV |n

%bias

%CV | n %bias | %CV |n %bias | %CV

157 |-14.1 10.3 157

13.4 10 157 |26

9.5 157 |-3.8 10.4 157 | -38 9.5

3.dongli/1.seviye 3.dongii/2.seviye

3.dongli/3.seviye

3.dongii/4.seviye 3.dongl/5.seviye

n %bias | %CV n %bias | %CV n

Y%bias

%CV n %bias | %CV n %bias | %CV

153 | 6.3 10.6 153

14.4 9.8 153 | 4.5

12.3 153 | 5.9 10.4 153 | 7.4 11.1

4.dongli/1.seviye 4.dongu/2.seviye

4.dongli/3.seviye

4.dongu/4.seviye 4.dongli/5.seviye

n %bias | %CV |n %bias | %CV |n

%bias

%CV | n %bias | %CV |n %bias | %CV

152 |-0.2 8.9 152 | 16.3 10.6 152

15.1

9.3 152 | 22.9 8.8 152 |26.7 11.1
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Olgiim Belirsizligi

Tablo 3. 25(0OH)Dj; icin RMS, uC,;, Uyes Ve %Belirsizlik degderleri
Table 3. RMS, uCref, ubias and % Uncertainty values for 25 (OH) D3

RMSbias ucref

Ubias uc

16.01 0.82

16.03

17.67

Tablo 4. 25(OH)D; igin Genisletilmis Olciim Belirsizlidi ve Total izin Verilebilir Hata
Table 4. Extended Measurement Uncertainty for 25 (OH) D3 and Total Allowable Error

Genisletilmis Olgiim
Belirsizligi

Total izin Verilebilir
Hata

25-Hidroksivitamin D3

%34.64

%25

Tablo 5. 25(0H)Ds icin Genisletilmis Olgiim Belirsizlidi Degerinin Rapor Edilmesi
Table 5. Reporting of Extended Measurement Uncertainty Value for 25 (OH) D3

Genisletilmis ol¢iim belirsizliginin rapor edilmesi

25(0OH) DsVitamin

Test sonucu +/- (0.34 x Test sonucu)

Tablo 6. Referans Araliklarin Genisletilmis Belirsizlide Gore Gosterimi
Table 6. Demonstration of Reference Intervals by Extended Uncertainty

Referans Genisletilmis belirsizlige Referans Genisletilmis belirsizlige
araligin gore diizenlenmis araligin gore diizenlenmis
alt degeri alt deger tist degeri tist deger
| 25(0H) D5 Vitamin 20 20 +/-(6.8) 50 50 +/-(17)

TARTISMA

Belirsizlik, bir olciim ya da deney sonucu ile
birlikte verilen ve Olculen buyiikliige atfedil-
mesi mumkiin degderleri icinde bulunduran
araliktir. Olgiim belirsizligi ise, elde edilen
test sonucunun Kkalitesinin kantitatif goster-
gesidir. Baska deyisle, sonucun, gercek de-
deri ne Olctide temsil ettigini gosterir. Sonug-
la birlikte Olciim belirsizligi de verilirse, so-
nucu kullananlara olgiimiin kalitesi hakkinda
bilgi aktarilmis olur (17). Klinik laboratuvar-
larda belirsizligi gostermek icin genellikle
kesinlik kavramini kullanma aliskanli@i mev-
cuttur. Kesinlik kavrami, belirsizligi ifade etse
de Kimyasal Olcumlerde daha cok bilesen
etkisi degderlendirilerek daha kapsamli belir-
sizlik hesaplamalar1 yapilmalidir (18). Kemik,
barsak, bobrek ve paratiroid bezler gibi pek
cok organ uzerine cesitli etkileri olan D
vitamini 6lcimiinde yontemler arasi farkhlik-
larin olmasi ve kalibratorlerde standardizas-
yonun yoklugu tek bir kesim noktasinin
belirlenmesinde zorluk olusturmakta ve labo-
ratuvarlar arasi farkliliklara yol agmaktadir.
Bu ytuizden 25(OH)D; 6lciim sonucu verilirken
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olciilen veya hesaplanan 6lcuim belirsizligi de
verilmelidir (12).

Calismamizda LC-MS/MS ile analiz edilen
25(0OH)D; icin, Nordest kilavuzunda tanimla-
nan Avrupa akreditasyon kilavuz/12, Eurolab
Teknik Rapor No: 1/3/ ve ISO/DTS 21748
Rehberi/8 baz alinarak olusturulan o6l¢iim
belirsizligi hesaplama modeli dogrultusunda,
genisletilmis oOlciim belirsizligini %34.64
olarak bulduk. Toplam hata, ol¢iim prosedii-
rundeki sistematik ve rastgele hatanin topla-
mina esittir (19). Tibben miusaade edilen
toplam hata (TEa) analitik bir kalite gerek-
sinimi olup, tek bir test sonucu veya tek bir
olciime ait belirsizlik (rastgele hata) ve biasi
(sistematik hata) tolere edilebilir siirlarda
ayarlar. Clinical Laboratory Implementation
Amendments, 1988 (CLIA'88) kriterleri, Olcti-
mii yapilan maddenin yasal olarak izin
verilen maksimum hata sinirlarini belirt-
migstir. Bir analit icin toplam hata o analit icin
TEa sinirlan icerisinde ise sistemin tanisal
yeterliligi  tatminkardir  denilebilir  (20).
25(0OH)D5 icin Olciim belirsizligi sonucu,
CLIA'88 kriterlerine gdre +/- %25 olarak
belirlenmistir. Buna goére laboratuvarimizda




Basat B. ve ark.

LC-MS/MS ile analiz edilen 25(OH)D; testi icin
buldugumuz %34.64 olan genisletilmis Ol-
cum belirsizligi CLIA88 kriterlerine uygun
degildir. Yaptiqimiz literatiir incelemesinde
LC-MS/MS ile 25(0OH)D; olciim belirsizligine
ait herhangi bir calismaya rastlamadik. Ancak
25(0OH)D5s olciimuniin  farkli  yontemlerle
yapildidi Ol¢tim belirsizligi calismalarinda ise
bizim calismamizdan farklh sonuglar goz-
ledik. Demir ve ark. kemiliminesans immiun
olciim yontemi ile yaptiklann calismada,
25(0OH)D5 Olcumii icin genisletilmis olciim
belirsizligini %24 olarak bulmuslardir (21).
Cavalier ve arkadaslar1 25(OH)D5 Ol¢uim belir-
sizligi icin Roche Elecsys cihazinda dusiik,
orta ve yuksek diuzeyde serum havuzu kulla-
narak yaptiklari calismada rolatif belirsizlik
degerlerini sirasiyla %22.4, %20.9, %14.8
olarak bulmuslardir (22). Olciim belirsizlidi
degeri, olasi D vitamini eksiklik grubuna
eklendigi veya cikarildiginda elde edilen yeni
degerlere gore hastalarin tanisal yaklasimlari
siddetli eksiklikten yeterli diizeye kadar olan
araliklarda degisim gosterebilecektir. Orne-
din; sonucu 14 ug/L olan bir kisinin eksiklik
durumu bizim buldugumuz 6l¢iim belirsizligi
degerine (14+ 4,7 ug/L) gore klinik olarak
siddetli eksiklik ya da 17 ug/L sonucu olan
bir Kkisinin eksiklik durumu yine bizim
buldugumuz o6l¢iim belirsizligi degerine (17
5,7 ug/L) gore Klinik olarak yeterli yorum-
lanabilir. Ong ve arkadaslar dort farkl 6lcim
sisteminin dogdrululugunun incelendigi bir
calismada cogu yontemin izin verilebilir hata
kriterini karsilamadigini belirtmislerdir (23).
Bunun nedeni olarak da, D vitamin baglayici
protein ekstraksiyon yontemlerinin, 25(OH)D5
ve metabolitleri ile capraz reaksiyonunun ve
matriks interferansinin farkhh olmasi ve
standardizasyon yoklugu kabul edilmistir.
Diger 6nemli hususlardan biri de 25(OH)D;
"eksikligi" veya "yetersizligi" tanisini koymada
analitik varyasyonun yani sira biyolojik
varyasyon da g6z oniinde bulundurulmalidir.
Binkley ve arkadaslan yaptidi calismada,
25(0OH)Ds5 icin biyolojik varyasyon %?20, siste-
matik bias ise %17 olarak belirtilmistir (24).
Biz ise calismamizda biyolojik varyasyona
bagl belirsizligi ele almadik. Binkley ve arka-
daslar1 laboratuvarlarin Olgiim ortalamalari
arasindaki farkin %50°ye ulasabildigini, labo-
ratuvarin kullandidr yéntem ve kesim sinirina

glre bir laboratuvarda normal aralikta bulu-
nan degerin bir baska laboratuvarda yetersiz
olarak degerlendirilebildigini bildirmistir (24,
25). Hastalarda “25(OH)D5 eksiklik” tanisinin
konmasi Klinik durum kadar olciim sonucuna
bagl oldugundan yontemler arasi genis Ol-
cum farklliklart ve sonuglara olciim belir-
sizligi eklenmemesi nedeniyle, laboratuvarlar
arasi Karsilastirlabilir sonuglar glinimiuz
kosullarinda miimkiin degildir (26). Calisma-
mizda 25(OH)D; icin buldugumuz ve CLIA’88
kriterlerine gore yiiksek cikan oOlcum belir-
sizligi dederimizin, hesaplamada Kkullanilan
iki kaynak olan dis Kalite ve i¢ Kalite kontrol
sonuclarini degistirebilecek nedenlere bagl
olarak yuksek ciktigmni diisuinmekteyiz. Dis
kalite kontrole ait olanlardan; hedef degerin
izlenebilir olmayisi, hedef degerin belirsiz-
liginin ulasilabilir olmayisi, yeterli siklikta dis
kalite kontrol calisiimayisi, materyallerin kon-
santrasyon ve matriks acisindan Orneklerle
0zdes olmama ihtimali ve diger muhtemel
Kisitlamalar nedeniyle; ayrica i¢ kalite kontrol
programini etkileyebilecek analizériin bulun-
dugu odanin sicakhidi, basinci ve nemindeki
hafif degisimler, analizordeki test Olctimlerini
etkileyebilecek elektrik voltaj degisiklikleri ya
da yanhs pipetleme ve ayrica personelin
kromatogramda yaptidi herhangi manuel bir
grafik diizenlemesi gibi faktorlerden dolay:
yiiksek buldugumuzu dusiinmekteyiz. Bu
degeri %25‘in altina diistirmek icin yukari-
daki olasi hatalar Kisitlayacak hedefe yonelik
coziimler aranmahdir. Ornegin; sistematik
hatadan gelen Olgciim belirsizligini azaltmak
icin hedef degeri; katilan laboratuvarlarin
sonuglarinin ortalamasindan elde etmek yeri-
ne, bir sekonder referans materyal ile karsi-
lastirmak ve bunu izlenebilir kilmak, ayrica
rastgele hatadan gelen Olcum belirsizligini
azaltmak icin de yOntemin analitik perfor-
mans Ozelliklerini laboratuvar kosullarinda iyi
degerlendirmek, i¢ kalite kontrol verilerini iyi
yorumlamak, personele hizmet ici egitimler
vermek gerekir, boylece bu degerin hedef
degerin altina cekilebilmesi mumkiin olur.
Olgiim belirsizligini tanimlamada, uluslara-
ras1 bir fikir birligi olmayisindan dolayi, bu
hesaplamada pek c¢ok farkli hesaplama sekli
mevcuttur. VIM2, Guide to the expression of
Uncertanity in Measurement (GUM)1 , ISO/IEC
ve son olarak VIM3 belgeleriyle sunulan
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bilgiler bu hesabin nasil yapilacagi yoniinde
metrolojik olarak teknikler sunmaktadir.
Ancak hesaplamanin nasil yapilacagma dair
heniiz bir fikir birligi bulunmamaktadir (27).
Olgiim belirsizligi hesabinin zor olmasi ve bu
konuda heniiz bir fikir birlii bulunmamasi
nedeniyle cesitli kilavuzlar yayinlanmaktadir
(28, 29). Biyokimyasal metodlar icin 6lcum
belirsizligi hesaplama yaklasimlarn dis Kkalite
Kontrol, i¢ kalite kontrol ve method validas-
yon calismalarindan elde edilen verilere
odaklanmis durumdadir (30). Nordest kila-
vuzu ile tanimlanan 6lciim belirsizligi hesabi
diger olciim belirsizligi hesaplarn gibi Kkalite
kontrol ve validasyon calismalarina ait verileri
kullanmakta olup, asill amaci bu hesabin
daha Kkolay yapilabilmesi icin kullanicilara
yaygin, anlasilabilir ve pratik bir uygulama
sunmaktir (29). Krouwer'a gore ticari Kitler
GUM'un belirsizlik standartlarina uygun dedil-
dir. Ayrica Krouwer, yontemin dogrulugu
degerlendirilirken referans yontem ile ticari
olciimler Karsilastirildiginda bazi sonuglarin
dadgiimin disinda kaldigint ve bunun da
genis bir total analitik hata limiti olusturdu-
dunu sOylemektedir ve GUM'un bu ug deger-
lere miidahalesinin olasi olmadigimi belirt-
mektedir. Krouwer, GUM'un ¢ok dar bir ara-
hidr almasi sonucu elde edilen belirsizlik ile
Klinisyenlerin bircok vakayir atlayabilecedi
gorusiindedir. Krouwer'a gore, élcumiin dog-
ruluguna katkida bulunan her hata kayna-
dinm detaylarini ele alan bir matematiksel
model olusturulmaldir (31). Max Feinberg ve
arkadaslarinin calismasinda belirttikleri Tip A
ve Tip B belirsizlik degerlendirmelerine yer
veren EURACHEM rehberi, esas olarak
metodla ve cihazla ilgilenmektedir (32). Bu
rehberde Orneklemeden, personelden ve
cevresel etkilerden gelen belirsizlikler hesaba
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Olgiim Belirsizligi

katilmaz cunkii degerlendirilmelerin zorlugu
nedeniyle belirsizligi oldugundan disuk
tahmin etmektedir. Bu durumda O&lgim
yapan icin diger belirsizlik bilesenlerinin
etkisi bir soru isareti olarak kalmaktadir.
Tim bu hesaplamalara ragmen belirsizlik
kesin bir deger degil, sadece olasiliktir.
Cuinku belirsizlige yol acan tiim faktorleri goz
onunde bulundurmak ve bu faktorlerden
sayisal bir deder elde etmek oldukca guctiir.
Laboratuvardaki tum degisiklikler belirsizligi
etkileyebildigi icin de belirsizlik surekli olarak
izlenmeli ve belirsizlik tahminleri daha fazla
veri eklenerek surekli iyilestirilmelidir.

Sonug olarak, Klinik biyokimya laboratuvar-
larinda hasta sonuclarina olciim belirsizligi
degerlerinin eklenmesi klinik karar verme
noktasinda hekimin guciinii ve laboratuvar
sonuclarina duydugu giiveni artiracaktir. Bu
nedenle, oOzellikle 25(OH)D; gibi farkli
yontemlerle calisilan ve olciim belirsizliginin
tedavi kararini degistirebilecegi testler icin
belirsizlik calismalari yapilmalidir.

Calismamiz sonucunda; 25(OH)D5 icin genis-
letilmis Olgtim belirsizligi degeri CLIA’88
Kriterlerine gobre yuksek bulunmustur. Bu
yiiksek degderin, daha ¢ok dis Kkalite kontrol-
den gelen olmak uzere ve ayrica i¢ kalite
kontrol programlarini etkileyecek sebepler-
den olustugunu disiinmekteyiz. Bu dederi
%25in altina diistirmek igin olasi hatalari
kisitlayacak hedefe yodnelik ¢oziimler aran-
malidir. Laboratuvarlar olarak amacimiz he-
deflenen %TEa degerini ge¢gmeyecek bicim-
de sonuc¢ vermek ve tiim bu konularla ilgili
Klinisyenleri bilgilendirmek olmahdir. Tim
bunlarin 1sidinda yaptigimiz bu calismamizin
konu ile ilgili diger arastirmalara 1sik tutacadi
kanaatindeyiz.
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