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OZET

Amac: D vitamini eksikligi, tilkemizde yaygin goriilen bir halk saglidi sorunudur. Eksiklik prevelansini
belirlemeye dair yapilan calismalarda %90’lara ulasan verilere rastlamak mumkiindiir. Son yillarda bu
eksikligin basin yayin yoluyla da sikca glindeme getirilmesi, halkimizi kan dizeyinin takibi ile ilgili bir
arayisa yOnlendirmistir. Bu sebeplerle laboratuvarlarda D vitamini test sayilarinda ciddi artislar
yasanmaktadir. Hasta basi test maliyetlerinin yiiksek olmasi nedeniyle de laboratuvar harcamalari
icerisinde On siralarda yer almaktadir. Laboratuvar maliyetlerinin dusiirtilmesi, 25(OH)D, ve D;
formlarimin ayr ayr1 belirlenebilmesi icin 6n hazirlik asamasi Kolay, hizli ve hassas ‘in-house’ bir analiz
yontemi gelistirilmesi amaclanmistir.

Gerec ve Yontem: Yontem gelistirilmesinde Ultimate 3000 HPLC-UV (Dionex, Germany) cihazi, ydontem
karsilastirma calismasi amaciyla da Architect 25(OH)D Kiti (Abbott Diagnostic, USA) kullanilmistir.
Validasyon calismalart CLSI kilavuzlart kullanilarak yapilmistir (EP5-A2,EP6-A,EP9-A2). Dogdruluk,
Sertifikali Referans Malzeme (UME CRM 1308) araciliiyla dederlendirilmistir. Kromatografik ayrim icin
ters faz 150mmX4.6mm, (3.0pm) ODS-1(Thermo Scientific, USA) analitik kolon tercih edilmistir.

Bulgular: Calisma ici, calismalar arasi ve giinler arasi %CV degerleri 18.9ng/mL 25(OH)Dj5 icin sirasiyla
%2.6, %2.7 ve %6.3 olarak, 57.4ng/mL icin ise %1.8, %1.8 ve %4.8 olarak belirlendi. 25(OH)D5 testi icin
LOD degeri 0.7ng/mL, LOQ degeri ise 2.1ng/mL olarak tespit edildi. HPLC-UV ve Abbott Architect
sistemleri arasindaki uyum Passing Bablok regresyon analizi ile degerlendirildi (y=0,89x+1,81).

Sonucg: HPLC-UV ve Abbott Architect arasindaki uyum her iki yonteminde tercih edilebilecegini
disiindiirmektedir. Ancak her laboratuvar 25(OH)D tayini amaciyla yontem seciminde icerisinde
bulundugu sartlara goére Kkarar vermelidir. Cinki test performanlarinin birbirlerine oldukca benzer
oldugu bu gibi durumlarda yontem seciminde hasta sayisi, tecriibeli personel varlidi ve maliyet
belirleyici parametreler olarak daha 6n planda yer alacaktir.
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ABSTRACT

Aim: Vitamin D deficiency is a common public health problem in our country. It is possible to find data
reaching 90% in studies about determining deficiency prevalence. In recent years, this deficiency has
been attracted the attention of the press and has directed people to a search for blood level monitoring.
For these reasons, there are also serious increases in the number of vitamin D levels analyses in
laboratories. Due to the high measurement costs per patient, it is also one of the most important
laboratory expenses. It is aimed to develop an simple, sensitive and rapid ‘in-house’ analysis method in
order to reduce laboratory costs and to determine 25(OH)D, and D5 forms separately.

Material and Methods: Ultimate 3000HPLC-UV (Dionex, Germany) was used in the development of the
method. Architect 25(OH)D kit (Abbott Diagnostic, USA) were used for method comparison study.
Validation studies were performed using CLSI guidelines(EP5-A2,EP6-A,EP9-A2). Accuracy was evaluated
using Certified Reference Material (LME CRM 1308). For chromatographic separation, reverse phase
150mmX4.6mm, (3.0 pm) ODS-1 (Thermo Scientific,USA) analytical column was used.

Results: Within run, between run and between day precisions (%CV) for 18.9ng/mL 25(OH)D; were
2.6%, 2.7%, 6.3% and for 57.4ng/mL were 1.8%, 1.8% and 4.8% respectively. For 25(OH)D;, the LOD
was 0.7ng/mL and the LOQ was 2.1ng/mL. Correlation between HPLC-UV and Abbott Architect systems
was evaluated by Passing Bablok regression analysis (y=0,89x+1,81).

Conclusion: The compatibility between HPLC-UV and Abbott Architect suggests that both methods can
be preferred. However,each laboratory should decide according to the their conditions in which the
method is selected for the determination of 25(OH)D. Because in such cases where test performances
are very similar. The number of patients, experienced staff presence and cost-determining parameters
will be more prominent in the selection of methods,

Keywords: Methods; Chromatography; Vitamin D

GIRiS vitamini eksiklidinin bu iilkelerde daha az
gOzleniyor olmasi; gidalara yapillan D

D vitamini eksiKligi tilkemizde yaygin goriilen vitamini desteginin etkisi sonucu olabilecegi

onemli bir halk saghdi sorunudur. Her ne

kadar gunesten zengin bir tilkede yasiyor
olsak da giines 1sidindan dik geldigi saatler-
de yararlanilmamasi, giines koruyucu krem
kullanimi, giyinme ve beslenme aliskanliklari
bu sorunun nedenleri arasinda sayilabilir.
Literatiire baktigimizda D vitamini eksikligi
prevelansi ile cok sayida arastirmaya rastla-
mak muimkiindiur. Gunes acisindan zengin
bir bélge olan Ege bolgesinde yapilan bir
calismada halkin %75 inde D vitamini
eksikligi gozlendigi bildirilmistir(1). Guney-
dogu bdlgesinde yapilan bir diger calismada
ise eksiklik oranlarinin %94’lere ulastidi
raporlanmistir(2). Istanbul'da 688 kisi ile
yapillan arastirmada ise Kkatiimcilarin
%72'sinde D vitamini eksikligi bildirilmistir
(3). Baykan ve arkadaslar1 da arastirmalarin-
da D vitamini eksikliginden etkilenenlerin
oranint  %83,7 olarak belirtmislerdir(4).
Gelismis tulkelerde de D vitamini eksikligi
olduguna dair literatiirde verilere rastlan-
makla birlikte prevelans: ile ilgili %24 ile
%50 araliginda verilere rastlanmistir(5,7). D

diusunulmaustur.

Eksikliginin bircok hastalidin etiyolojisinde
rol alabilecegine dair son yillarda yapilan
calismalar tiim diinyada D vitaminine olan
ilgiyi artirmustir. ilgi sadece akademik arastir-
malarla sinirlh kalmayip, 6zellikle basinin da
bu vitamine ilgisi tilkemizde de bir duyarllik
artisina neden olmustur. Ozellikle son
yillarda bircok birey hastanelere D vitamini
diizeyini Olgtirmek icin basvurmakta ve
Klinisyenden bunu direk talep etmektedir.
Artan bu talep laboratuvarlarda D vitamini
test sayisinin artisi ile sonuclanmistir. Test
sayisindaki bu artisa sadece tilkemizde degil
bircok gelismis iilkede rastlamak mumkiin-
diir. Ornegin Avustralya'da, 2000 yilinda
yapilan D vitamini testi 37/100.000 Kkisi iken
2011'de 3468/100.000 kisiye ulasmistir. Bu
sirede D vitamini analiz sayisinda 94 Kkat
artis yasanirken aclhik kan sekeri Olciimi
sayisindaki artis sadece 2,5 kat kadar
olmustur(8). Bir bagka arastirmada Fransa'da
2008-2013 yillan arasinda D vitamini analiz
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sayisindaki artism 7,5 kat oldugu bildiril-
mistir(9). Sonucg olarak artan talep bircok Kit
ureticisinin de ilgisini cekmis ve D vitamini
olcim yoOntemlerinin ¢esitlenmesini berabe-
rinde getirmistir.

Gecmisten glinumuze kadar 25-hidroksivita-
min D (25(OH)D) vitamini 6lgiimi amaciyla
cesitli yontemler gelistirilmistir. Her bir
yontem ve cihazin avantajlar ve dezavantaj-
larn yeni teknolojik gelismelerle surekli
degismektedir. Laboratuvarlar yontem seci-
minde Kolaylik, maliyet, kisa surede sonug
verme, Ozgiillik ve dogruluk arasinda bir
denge bulmak icin caba sarf etmektedir.
Bircok iiretici tarafindan iretilen Kkitlerin
pazara sunulmasi, farkli cihaz ve yontemler
kullanilmasi gibi nedenlerle standardizas-
yonu icin yodun c¢aba harcanmaktadir.
Guiniimiizde olcim yontemlerinin standardi-
zasyonu icin yapilan en kapsaml calisma D
vitamini kalite dederlendirme programi olan
Vitamin D External Quality Assessment
Scheme (DEQAS) aracihdiyla yapilmaktadir.
Fakat DEQAS'In tiim ugraslarina ragmen tam
bir standardizasyon sadlamak halen mim-
kiin gorilmemektedir(10). Uretici firmalarda
bu amagla yontemlerini gelistirerek yada
degistirerek yeni versiyon Kkitlerini pazara
sunmaktadirlar. DEQAS uyesi laboratuarla-rin
olciim yontemlerindeki dagilima bakildiginda
ise yaklasik %20’sinin kromatografik temelli
yontemleri kullandigi (HPLC-UV ya da HPLC-
MS/MS), geri kalan diger laboratuvarlarin
buylik kismmm immiunolojik temelli ticari
kitler kullanarak analizlerini gerceklestirdigi
gozlenmistir. Kromatografik temelli yontem-
lerde tecriibeli laboratuvar personeli gerek-
sinimi, manuel o6rnek hazirhgmin ve ‘in-
house’ yontem gelistirilmenin zorlugu gibi
nedenler tercih edilmelerini giiclestirirken,
25(OH)D, ve D; formlarini ayr1 ayr1 belirleye-
bilmesi, yiliksek dogruluk ve hassasiyetle
olciim yapabilmesi, interferanslarin daha az
gozlenmesi ustiinliikleri arasinda sayilabilir.
immun kokenli 6lgiim yontemleri ise hizh
analiz suresi, diusuk ornek hacmi ve tam
otomatik cihazlar ile kullanilmasi gibi avan-
tajlara sahiptir. Kromatografi temelli yontem-
leri maliyet agisindan Karsilastiracak olursak,
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LC-MS/MS'in  kurulum maliyeti HPLC-UV
sistemlerden yaklasik 4-5 kat daha fazladir.
ilk kurulum maliyetlerinin yiiksek olmasin-
dan dolay1 yontem gelistirilmesi icin HPLC-UV
sistemleri tercih edilebilir.

Balikesir Atatiirk Devlet Hastanesi Laboratu-
varinda HPLC-UV sistemi tercih edilerek
25(0OH)D analizi yapilmaktadir. Bu makale ile
yontemin gelistirilmesi siirecinde elde edilen
validasyon verileri ile hasta &rneklerinin
Karsilastirilmasi sayesinde elde edilen verile-
rin literature kazandirlmasi ve ‘in-house’
yontem gelistirecek laboratuvarlarin fayda-
lanmasi amaclanmistir. Bu nedenle HPLC-UV
araciligiyla gelistirilen yontemin validasyonu
ve yeni versiyon Architect 25(OH)D Kiti ile
karsilastirma calismasi yapilmistir.

GEREC VE YONTEM

25(OH)D vitamini testi icin yontem gelistiril-
mesi ve validasyonu amaciyla Ultimate 3000
HPLC-UV (Dionex, Germany) cihazi, yontem
Karsilastirma calismasi amaciyla da Abbott
Architect i2000 cihazi ve Architect 25(OH)D
(LN 5P02) kiti (Abbott Diagnostic, USA)
kullanilmustir. Etik onay Balikesir Universitesi
Tip Fakiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulundan alinmistir. Validasyon calismalari
CLSI (The Clinical & Laboratory Standards
Institute) kilavuzlar kullanilarak yapilmistir.

Kesinlik CLSI EP5-A2 rehber Kkilavuzu
Kullanilarak belirlenmistir. 2 diizey kontrol ve
2 duizey hasta serum havuzu 20 gun siireyle
ginde 2 kez 2 tekrar halinde calisimistir.
Linearite grafigi CLSI EP-6A kilavuzuna gore
9 nokta belirlenerek olusturulmustur. Sinyal/
Giirtiltdh oranlarinin >10 olma smirt LOQ
(Kantitasyon limiti) olarak kabul edilmistir.
Bu sinirlarda her bir drnek 20 kez tekrar
edilmis, tekrarlanabilirlik degerleri <%20
olarak tespit edilmistir. Sinyal/Giirultii oran-
larinin>3 oldugu deger LOD (Deteksiyon
limiti) olarak belirlenmistir. Geri kazanim
degerleri ekstraksiyon Oncesi ve sonrasi
25(0OH)D, ve D; standart solusyonlarinin
eklenmesi yOntemi ile hesaplanmistir.
Dogruluk TUBITAK Ulusal Metroloji Enstitiisii
tarafindan uretilen Sertifikali Referans




Baykan O.

Malzeme (UME CRM 1308) kullanilarak sag-
lanmistir. Yontem karsilastirma calismalarin-
da EP-9A2 kilavuzu Kullaniimigtir. Verilerin
analizi MedCalc 13.1 ve Analyze-it program-
lar1 araciligiyla yapilmustir.

Serum Orneklerinden 25(OH)D'nin ekstraksi-
yonunda proteinlerin ¢okturiilmesi amaciyla
tuz olarak Amonyum siilfat (Sigma Aldrich,
USA) ve likid-likid ekstraksiyon amaciyla
Asetonitril (Sigma Aldrich, USA) kullaniimis-
tir(11). Amonyum sulfat oda 1sisinda su
icerisinde coOzdiirulerek (%40 w/v) hazirlan-
mustir. 300 uL hasta serumu, kontrol (Recipe,
Germany) ve kalibrator (Recipe, Germany)
uzerine 400ul amonyum silfat cOzeltisi ve
300uL asetonitril ve i¢ standart Kkarisimi
konularak 10 saniye vortekslenmistir. ic
standart olarak Dodecanophenone (Sigma
Aldrich, USA) 800 ppb konsantrasyonda
olacak sekilde asetonitril icerisinde 6nceden
coziinduriilmiis ve asetonitril ile birlikte
serum, kontrol ve kalibratdére eklenmistir.
Vortekslenen oOrnekler 13500Xg de 10 dk

santrifij edilmistir. Sonrasinda ust fazdan
150 uL almarak analiz icin HPLC sistemine
aktarilmistir.

Kromatografik ayrim icin ters faz
150mmX4.6mm (3.0 um) ODS-1 (Thermo
Scientific, USA) analitik kolon Kkullanildi.
Analiz icin optimum numune hacmi 20uL,
kolon 1sis1 40°C, UV dedektor dalga boyu 265
nm olarak belirlendi. Hareketli faz igin
Asetonitril, Su (Sigma Aldrich, USA) ve iso-
propil alkol (Sigma Aldrich, USA) 77,5:20:2,5
oraninda kullanildi. Tampon olarak mobil faz
icerisine su ile birlikte 10 mM Kkonsantras-
yonda amonyum format ve %0.1Formik asit
eklendi. Akis hizi 1.5 mL/dk ve analiz siiresi
9.3 dk olarak belirlendi (Sekil 1).

Analiz sonrasi kromatogramda her bir pikin
edri altindaki alanlarn Chromeleon 7.2
(Thermo Fisher Scientific Inc, USA) progra-mi
aracihglyla hesaplandi. Kalibrasyon edrisi
olusturulduktan sonra altta verilen formiil
programa girilerek Orneklerin konsantras-
yonu belirlendi.

[1-D3 [ 2-D2 ]

—1-D3- 3,965
-2-D2-4,553

1,504

1,68-

>_ 4-15-8337

min

070 1,00 200 3,00 4,00

5,00 6,00 7,00 5,00 8,00 530

Sekil 1. 25(0OH)D; ve D, kromatogram 6rnegi (D3,D, ve IS i¢in retansiyon zamanlari; 3.96,4.55 ve 8.33 dakika)
Figure 1. 25 (OH) D3 and D2 chromatogram samples (retention times for D3, D2 and IS; 3.96,4.55 and 8.33

minutes)
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Numune konsantrasyonu=

BULGULAR
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(Numune pik alani / Numune i¢ std pik alani)x Kalibratér konsantrasyonu

(Kalibratoriin pik alani / Kalibratoriin i¢ std pik alani)

Hasta ve kontrol numunelerinden olusturulan havuz araciliiyla belirlenen tekrarlanabilirlik

verileri Tablo 1 ve 2'de gdsterilmistir.

Tablo 1. 25(OH)D3 testine ait tekrarlanabilirlik verileri
Table 1. 25 (OH) D3 test reproducibility data

jumune | Monsamtrasvon | Calemalel | Gmier arasssocy | Calsmalar aras
Kontrol serumu 1 24.4 ng/mL %2.17 %4.22 %3.52
Kontrol serumu 2 88.2 ng/mL %1.50 %3.18 %3.49
Hasta serumu 1 18.9 ng/mL %2.62 %6.26 %2.73
Hasta serumu 2 57.4 ng/mL %1.81 %4.78 %1.82

Tablo 2. 25(OH)D, testine ait tekrarlanabilirlik verileri
Table 2. 25 (OH) D2 test reproducibility data

Kontrol serumu 1 21.7 ng/mL %3.28 %4 .63 %?2.86
Kontrol serumu 2 89.3 ng/mL %1.66 %3.76 %3.32
Hasta serumu 1 28.6 ng/mL %3.01 %5.62 %4 .54
Hasta serumu 2 144.8 ng/mL %1.73 %4.21 %1.76

Testlerin linearite grafikleri Sekil 2 ve Sekil 3'de gdsterilmis olup, her iki 25(OH)D vitamini
formunun da 180ng/mL diizeyine kadar lineer oldugu gozlenmistir.
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Sekil 2. 25(0OH)D; icin linearite grafigi
Figure 2. Linearity graph for 25 (OH) D5
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Sekil 3. 25(0OH)D, icin linearite grafigi
Figure 3. Linearity graph for 25 (OH) D,
Numunelerin alt tespit (LOD) ve kantite edilebilen en kiiciik degerleri (LOQ) Tablo 3'de
gosterilmistir.
Tablo 3. Numunelerin LOD ve LOQ degerleri.
Table 3. LOD and LOQ values of samples.

Numune LOD LOQ
25-hidroksivitamin D5 0.7 ng/mL 2.1 ng/mL
25-hidroksivitamin D, 0.6 ng/mL 2.4 ng/mL

Geri kazanim degderlerinin belirlenmesi icin Her iki y6ntem arasindaki uyumun

kontrol ve hasta havuzlarindan olusan 4 ayri
diizeyde numune kullanilmistir. Geri kazanim
degerlerinin 25-OH-D; icin %97 - %112
aralidinda 25-OH-D, icin ise 9%99-%108
araliginda degistigi belirlenmistir.

Bias degerlerinin belirlenmesinde UME CRM
1308 (Ulusal Metroloji Enstitiisii, TUBITAK)
hedef degerleri kullanildi. 25(OH)D, icin
bildirilen hedef deger 50,09 iken Olgiilen
deger 51,5 ng/mL olarak belirlenmis olup
25(0OH)D, icin %Bias degeri %2,8 olarak
hesaplandi. 25(OH)D; icin bildirilen deger
48,85 olup Olgiillen deger 49,5 olarak
belirlenmistir. Bu verilere gére 25(OH)D; icin
hesaplanan %Bias dederi ise %1,3 olarak
tespit edildi.

degerlendirilebilmesi amaciyla Bland-Altman
agrafigi (Sekil 4) ve Passing ve Bablok
regresyon analizi (Tablo 1V) yapilmistir. Her
iki yontem ortalamasi ile HPLC ve Abbott
arasindaki farkin Kkarsilastirlmasi amaciyla
cizilen Bland Altman grafigi incelendiginde
ortalama Bias degeri 0,4ng/mL olarak
gozlenmistir. Bu deder her iki yontem
arasindaki ortalama farkin oldukca disiik
oldugunu gostermektedir.

HPLC ve Abbott ile olgiilen 25(OH)D olciim-
leri arasindaki iliskinin degerlendirilmesinde
Passing ve Bablok regresyon analizi yapilarak
regresyon dogrusu cizilmistir (Sekil 5).
Regresyon dogrusunun lineariteden sapma-
diq1 belirlenmistir (P=0.37)
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Sekil 4. HPLC ve Abbott 25(OH)D o6l¢iimlerinin Blant Altman grafigi ile karsilastirilmasi. (X ekseni her iki yontemle
oOlgiilen 25(OH)D sonuglarinin aritmetik ortalamasi iken Y ekseni HPLC ile Olgiilen sonuglarin Abbott ile
oOlciilen sonuclardan farkini ifade etmektedir. Her 2 eksende de birimler ng/mL olarak verilmistir)

Figure 4.Comparison of HPLC and Abbott 25 (OH) D measurements with Blant Altman graph. (The X-axis is the
arithmetic mean of 25 (OH) D results measured by both methods, whereas the Y-axis represents the
difference from the Abbott results measured by HPLC. Units are given in ng / mL on both axes.)

Tablo 4. iki yontem arasindaki iliskinin Passing ve Bablok regresyon analizi verileri ile degerlendirilmesi.

Table 4. Evaluating the relationship between two methods with Passing and Bablok regression analysis data.
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Sekil 5. HPLC ve Abbott 6lgiim yontemleri ile 6l¢tilen 25(OH)D sonuclariin dagilima.
Figiire 5. Distribution of 25 (OH) D results measured by HPLC and Abbott measurement methods.
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TARTISMA

D vitamini eksikligi prevelasinda go6zlenen
yiikselme ve bu duruma karsi gerek halki-
mizda gerekse hekimlerde duyarlihgin art-
masi, laboratuvarlarda analiz sayisinin art-
masi ile sonuclanmistir. Test basi maliyetleri-
nin de yiiksek olmasi toplam laboratuvar
harcamalarinda o©6nemli bir pay almasina
neden olmaktadir. Bunun sonucu olarak
maliyet etkin yOntemlerin tercih edilmesi
gundeme delmektedir. DEQAS verilerine
glre rutin laboratuvarlarin %80’den fazlasi
otomatize sistemleri ve Ozellikle immiin
temelli 6lciim yontemlerini tercih etmektedir.
Bu yontemler hizli, disuk  hacimle
calisabilmeleri ve tecriibeli eleman ihtiyaci
gereksiniminin daha az olmasi nedeniyle
daha sik tercih edilmektedir. Ancak capraz
reaksiyonlara acik olmalari, D, ve Dj
formlarint ayiramamalart ve kit maliyetleri
acisindan halen ‘in-house’ yontemlerin cok
uzerinde olmalar1 gibi nedenlerde belirgin
dezavantajlaridir. Laboratuvarlarin yaklasik
geri kalan %20 Kkadari da kromatografik
temelli yontemleri tercih etmektedir. Ancak
kromatografik yontemler kullananlarin hangi
oranlarda ticari kit ya da ‘in-house’ yontem
kullandigina dair bir veriye rastlanmamustir.
Kromatografik yontemler ile analizlerde ise
son yillarda LC-MS/MS kullanimi %80’lerin
uzerine cikmaya baslamistir. Altin standart
yontem olmasi, analiz suresinin HPLC'ye
gore daha kisa olmasi gibi nedenler avantaj-
lar1 arasinda sayilabilir. Ancak ilk Kurulum
maliyetlerinin HPLC'ye goére yaklasik 4-5 kat
daha yiiksek olmasi ise 6nemli bir sorun
olarak karsimizda durmaktadir. Bu sebepler-
den oturii analiz sayisi gunliik 100-150
numunenin altinda olan laboratuvarlarda
HPLC sistemleri kurulmasi1 LC-MS/MS’e gdre
maliyet-etkin oldugu dusinilmektedir. Ayrica
‘in-house’ ybntem kullanilmasi maliyetleri
ciddi oranda dusiirmektedir. Bu calisma
sonucu ortaya cikarilan yontem ile otomatize
sistemlere gore yaklasik 4 katin tizerinde bir
tasarruf saglanabildigi g6zlenmistir.

Arastirmada rutin laboratuvarlarda yaygin
Kullanilmakta olan immiin 6lcim temelli kit
yerine HPLC-UV sistemlerde gelistirilen

yontem araciligiyla 6lgim yapmanin etkisini
degerlendirilmistir. Gelistirilen yontemde 6n
hazirlik siiresi diger manuel yontemlere gore
daha kisa tutulmustur. isgiicii ve zaman
Kaybmin azaltilmasi agisindan bu durum son
derece Onemlidir. Literatiirde azot altinda
ucurma yapilarak gelistirilen yontemlere sik
rastlanmakla birlikte 100tiin tizerinde Ornek
gelen laboratuvarlarda bu yontemlerin uygu-
lanmasi da zaman ve isguicii kaybina neden
olacaktir. Calismada oOn hazirhk amaciyla
Kullanilan yontemde hasta plazmasmma 2
farkli ¢Oziicunin eklenmesi sonrast 10 sn
vorteks ve 10 dk santrifiij islemi sonrasi tist
fazin direk cihaza verilmesi en Onemli
avantajlar arasindadir.

Tekrarlanabilirlik acisindan degderlendirildi-
dinde hem calisma ici hem calismalar arasi
hem de giinler arasi verilerin ortalamasi
%5'in altinda gozlenmis olup, kabul edilebilir
sinirlar icerisinde dederlendirilmistir. Stan-
dart referans materyal kullanilarak yapilan
calismada %Bias dederleri 25(OH)D; icin
%1,3 iken, 25(OH)D, icin ise %?2,8 olarak
bulunmus olup testin performansinin yeterli
oldugu degerlendirilmistir. Abbott Architect
cihazi1 Kkullanilarak yapilan Karsilastirmada
her 2 testin performansi birbiri ile uyumlu
bulunmustur. Her 2 yontemin Karsilastiriimasi
amaciyla cizilen Bland Altman grafiginde
aralarindaki ortalama Bias degeri 0.4 ng/mL
gibi oldukc¢a dusiik bulunmustur. Passing ve
Bablok regresyon analizi yapilarak cizilen
regresyon dogrusunun lineariteden sapma-
digi  belirlenmistir (P=0.37). Literatirde
Architect (5P02) 25(OH)D Kiti, Elecsys Total D
vitamini Kiti (Roche diagnostics, Germany),
Advia Centaur Total D vitamini Kiti (Siemens,
NY) ve ID-LC-MS/MS referans metodu
kullanilarak yapilan bir ¢alismada Architect
kitinin performansi yeterli gorilmiisken,
otomatize Total 25(OH)D testlerinin halen
standardizasyona ihtiya¢ duyduklar1 bildiril-
mistir(12). Architect 25(OH)D Kitinin guncel
olan 5P02 versiyonunun performansi ile ilgili
literatiirde rastlanan olumlu veriler yaninda
bir 6nceki versiyon olan 3L52 ile ilgili bias
hedeflerini karsilamadigina dair veride rapor
edilmistir(13). Bu durum immin temelli
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olciim yontemlerinin performansinin surekli
gelistirildigini bize gostermektedir.

D vitaminin kemik iskelet patolojileri disinda
literatiirde Kkanserler basta olmak {lizere
depresyon ve hatta tiiberkiiloz ile iliskisini
irdeleyen calismalara rastlamak mumkundiir
(4,14,15). Bu durum bilim insanlarinin bu
vitamine ilgisinin artmasma neden olurken,
halkimizda da duyarlihdin artisina ve sonucta
bircok hastane laboratuvarinda analizinin
yapilmasina neden olmaktadir. Ancak hasta
basi test maliyetleri halen oldukca yiliksek
seyretmektedir. Bu nedenle bazi laboratuvar-
lar maliyetleri diisirmeye yonelik arayislara
girmek durumunda kalmislardir. Bu nedenle
yontem seciminde her laboratuvar icin farklh
dinamiklerin varhdi g6z oniinde tutulmaldir.
Calismada da gozlendigi tizere iki farkl
yontemle yapilan analizler arasindaki uyumun
yeterli olmasi aslinda dogruluk, tekrarlana-
bilirlik gibi verilerin yerini maliyet gibi baska
dinamiklerin almasina neden olmustur.HPLC
Kurulum maliyetlerinin LC-MS/MS’e gore
disuk olmasi, laboratuvarda yeterince dene-
yimli personel varhdi, gelistirilen yontemin
on hazirh@inin ve analiz siiresinin Kisa olmasi
gibi nedenlerin yaninda maliyet-etkin olmasi
bizim HPLC tercihimizde belirleyici olmustur.
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