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SIMGE ve KISALTMALAR

X : Ortalama

ACT: Aktive pihtilasma zamani

ADP: Adenozin difosfat

AMP: Adenozin monofosfat

APTT: Aktive parsiyel tromboplastin zamani

AT: Antitrombin

Ca?": Kalsiyum iyonu

CLIA: Clinical Laboratory Improvement Amendments
CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute
CV: Varyasyon katsayisi

ELISA: Enzime bagli immiin sorban yontem

F: Faktor

GP: Glikoprotein

HMWK: Yiiksek molekiiler agirlikli kininojen
INR: International Normalized Ratio

NPV: Negatif tahmin degeri

PAI: Plazminojen aktivatdr inhibitorii

PT: Protrombin zamani

r : Korelasyon katsayisi

SD: Standart sapma

TAFI: Trombin ile aktiflestirilebilen fibrinoliz inhibitorii
TF: Doku faktorii

TFPI: Doku faktorii yolu inhibit6rii

tPA: Doku plazminojen aktivatorii

TT: Trombin zamant

uPA: Urokinaz plazminojen aktivatorii

VWEF: Von Willebrand Faktor

VWH: Von Willebrand Hastalig1
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SIEMENS SYSMEX CS-2500 VE ABBOTT CP-3000
CIHAZLARININ ANALITiK PERFORMANS
DEGERLENDIRMESI

OZET

Amac: Hemostaz testleri tarama, tani, ilag izlemi gibi bir¢ok amagcla klinisyenler
tarafindan istenmektedir. Otomatik koagiilasyon cihazlari son 50 yil i¢inde kullanilmaya
baslanmis ve ciddi sekilde gelistirilmistir. Kullanilan yontemlerin, kitlerin ve cihazlarin
cesitliligi, preanalitik bir¢ok faktdrden etkilenmesi bu testlerde standardizasyonu
zorlagtirmistir. Standardizasyon icin en temel yontemlerden biri metot karsilastirmadir.
Bu c¢alismada CS-2500 ve CP-3000 cihazlarinin analitik performanslarinin
degerlendirilmesi ve metot karsilastirmasi1 amaclanmistir.

Gerec¢ ve Yontem: APTT, PT ve D—dimer testleri i¢in referans aralik dogrulama
calismasi, her iki cihazda kesinlik, dogruluk degerlendirilmesi ve metot karsilastirma
calismast yapilmistir. Kesinlik degerlendirilmesi i¢in i¢ kalite kontrol materyali,
dogruluk degerlendirilmesi icin dis kalite kontrol ornekleri kullanilmistir. Referans
aralik dogrulama ve metot karsilagtirma ¢alismasi i¢in toplam 220 hastanin 6rnekleri
kullanilmistir. Kesinlik ve dogruluk degerlendirilmesinde %CV ve % bias degerleri
hesaplanmistir. Cihaz karsilastirma caligmasinda Blant — Altman, Passing — Bablok
regresyon analizi ve korelasyon katsayist kullanilmigtir. Tim c¢aligmalar CLSI
protokollerine uygun sekilde yapilmistir.

Bulgular: Her iki cihazda da APTT ve PT i¢in hesaplanan %CV degerleri CLSI
Onerisi olan %5’in altinda bulunmustur. D—dimer kitleri CLSI’'nin 6nerdigi kalite
Olctitlerini karsilamaktadir. Her iki cihazda da dogruluk kabul edilebilir sinirlardadir.

Uretici firmanin 6nerdigi referans araliklar dogrulanmistir. APTT, PT ve D—dimer i¢in
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regresyon denklemleri sirastyla y =-3,313 + 1,188, y = —-0,0399+ 1,048 x, y = 0,155 +
0,655 x seklinde ve r degerleri sirasiyla 0,904, 0,978 ve 0,974 bulunmustur.

Sonuc¢: CS-2500 ve CP-3000 cihazlar1 yeterli dogruluk ve kesinlikte 6lgiim
yapmaktadir. Metot karsilastirma ¢alismasinda cihazlar arasinda farkli kitler kullanildigi
icin Olgtim farkliliklar1 vardir ancak genel olarak kabul edilebilir diizeydedir. Her iki
cihaz da rutin koagiilasyon i¢in laboratuvarlarda kullanima uygundur. Koagiilasyon
testleri i¢cin sonuglarin standardize edilmesi 6nemlidir. CP—3000 cihazi iilkemizde yeni
kullanima girdigi i¢in karsilastirma ¢aligmalartyla desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar Kkelimeler: analitik kimya yontemleri, kan pithtilagsma testleri, D—dimer,

INR, parsiyel tromboplastin zamant1
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ANALYTICAL PERFORMANCE EVALUATION OF SIEMENS

SYSMEX CS—2500 AND ABBOTT CP-3000 DEVICES

ABSTRACT

Aim: Hemostasis tests are requested by clinicians for many purposes such as
screening, diagnosis, and drug monitoring. Automatic coagulation devices have been
used in the last 50 years and have been seriously developed. The diversity of the
methods, kits and devices used, and being influenced by many preanalytical factors
made standardization difficult in these tests. One of the most basic methods for
standardization is method comparison. In this study, it was aimed to evaluate analytical
performances of CS—2500 and CP-3000 devices and to compare methods.

Material and Method: Reference interval verification study, precision, trueness
evaluation and method comparison study were performed for APTT, PT and D—dimer
tests. IQC were used for precision assessment, EQC samples were used for trueness
assessment. Samples from 220 patients were used for reference interval validation and
method comparison study. In evaluating precision and trueness, % CV and % bias
values were calculated. In the comparison study, Blant — Altman, Passing — Bablok
regression analysis and correlation coefficient were used. All studies were carried out in
accordance with CLSI protocols.

Results: The calculated% CV values for APTT and PT in both devices were
below 5%, which is the CLSI recommendation. D—dimer reagents meet the quality
criteria recommended by CLSI. Trueness is within acceptable limits on both devices.
The reference ranges suggested by the manufacturer are verified. Regression equations
for APTT, PT and D—dimer were found as y =-3,313 + 1,188, y =-0,0399+ 1,048 x, y

=0,155+ 0,655 x, and r values were 0,904, 0,978, 0,974, respectively.
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Conclusion: CS-2500 and CP-3000 devices measure with sufficient trueness
and precision. In the method comparison study, there are measurement differences as
different reagents are used between the devices, but they are generally acceptable. Both
devices are suitable for use in laboratories for routine coagulation. It is important to
standardize the results for coagulation tests. Since the CP-3000 device has recently
been used in our country, it must be supported by comparison studies.

Keywords: Analytical Chemistry Methods, Blood Coagulation Tests, D—dimer,

INR, Partial Thromboplastin Time



1. GIRIS ve AMAC

Homeostaz, i¢ ortam bilesenlerinin belirli normal araliklarda tutulmaya
calistimasidir. I¢ ortam normal araliklarda kaldigi siirece yasam devam edebilir. Bu
nedenle viicuttaki her organ ve doku homeostazisin saglanmasi i¢in belirli gorevler
tistlenmistir (1).

Homeostazisin siirdiiriilmesi i¢in kan temel rol oynar. Kan akiginin normal bir
sekilde saglanmasi, kanama veya tromboz olmamasi i¢in koagiilasyon ve fibrinoliz
arasinda kurulmus karmasik, iyi diizenlenmis dengeye hemostaz denir (2). Hemostatik
dengenin bozulmasina ise koagiilopati denir. Koagiilopatilerin etiyolojisinde travma,
karaciger hastaliklari, sepsis, kanserler, cerrahi, ilag tedavisi, konjenital veya akkiz
faktor eksiklikleri gibi birgok neden olabilir. Koagiilopatiler hastanelerde takibi yapilan
cogu hastada sikga goriiliir ve tromboz veya kanamayla seyreden ciddi sonuglar ortaya
cikarabilir. Koagiilasyon testleri ise koagiilopatilerin taranmasinda, tanisinda, takibinde
ve ilag etkinligi degerlendirmede sik¢a kullanilmaktadir. Bu nedenle hemostatik
parametrelerin hizli, dogru, giivenilir bir sekilde dl¢iilmesi ve izlenebilir olmasi hasta
saglig1 agisindan oldukga 6nemlidir (3,4).

Olgiimler i¢in giiniimiizde birgok cihaz kullanmilmaktadir. Cihaz performanslar
kitlerle birlikte Olciim sonucglarmi etkilemektedir (5). Cihazlarin performanslarini
degerlendirmek ve metot verifikasyonu yapmak dogru sonu¢ verme agisindan
onemlidir.

Metot verifikasyonu; kullanilan metotlarin laboratuvarda rutin kullanim
sirasinda gerekli performansi saglamasimin kosullarint belirlemek, yeterli dogrulukta
sonu¢ vermesini saglamak ve belirtilen performansi kontrol altinda tutmak amaci ile
yapilan c¢aligmalar biitiiniidiir. Bakanligimiz hastane denetimlerinde kullandig1 Saglikta

Kalite Standartlarinda metot verifikasyonunu opsiyonel bir kalite gostergesi olarak



bildirmistir (6). Laboratuvara yeni gelen cihazlar da kullanima girmeden 6nce metot
dogrulama ve karsilagtirma ¢alismalar1 yapilarak kullanima alinmalidir.

Ulkemizde Abbott (Abbott Park, Illinois, U.S.A.) ve Sekisui (Sekisui Medical
Co. Ltd. 1-3., Nihonbashi 2-chome, Chuo-ku, Tokyo/103-0027, Japan) ortaklik {iriinii
olan CP-3000 otomatik koagiilasyon cihazi yeni kullanima girmistir. Literatiirde
Siemens Sysmex CS-2500 (CS-2500) (Sysmex Corporation, 1-5-1 Wakinohama-
Kaigandori, Chuo-ku, Kobe 651-0073, Japan) ve CP-3000 cihazlarinin metot
karsilagtirmalar1 hakkinda bilgi yoktur. Bu ¢alismada CS—2500 ve CP-3000 cihazlarinin
analitik performanslarinin degerlendirilmesi ve protrombin zamani (PT), aktive parsiyel
tromboplastin zaman1 (APTT) ve D-dimer test 6l¢iim sonuglarinin karsilastirilmasi

amaglanmstir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. HEMOSTAZ

Hemostaz bir damar hasar1 (kesilme veya inflamasyon) sonrasi kan kaybinin en
aza indirilmesi ve miimkiinse durdurulmasi icin viicutta gerceklesen fizyolojik siireg
olarak tanimlanir. Kanamanin durdugu nokta genellikle pihtilasma olarak adlandirilsa
da aslinda sirali adimlarla gelisen hemostatik siirecin sadece bir pargasidir (7).

Hemostaz primer, sekonder ve tersiyer olarak tige ayrilmistir ancak bu siiregler
birbirinden bagimsiz degildir. Endotel zedelenmesini takiben gerceklesen
vazokonstriiksiyon ve trombosit tikacinin olugmasi siirecine primer hemostaz,
koagiilasyon faktorlerinin etkinlesmesiyle fibrin tika¢ olusturmasina sekonder hemostaz
denir. Olusan fibrin tikacinin pargalanmasi ve kan akiginin yeniden saglanmasi slirecine
ise fibrinoliz veya tersiyer hemostaz denir (8).

Damar endotel hiicreleri, vaskiiler diiz kaslar, trombositler, koagiilan ve

antikoagiilan proteinler, fibrinolitik proteinlerin hepsi hemostaz sistemini olusturur (9).

2.1.1 Primer hemostaz

Hemostaz stirecinin ilk basamagi olan bu evrede vaskiiler diiz kaslar, damar
endoteli ve trombositler gorev alir. Endotel hiicreleri yiizeylerinde bulundurduklar
reseptorler ve salgiladiklart ¢esitli maddelerle kan akiginin diizglin bir sekilde devam
etmesini saglarlar. Saglikli endotelden salgilanan prostasiklinler ve nitrik oksit (NO)
trombositlerin agregasyonunu onler. Bu maddeler vazodilator etki yapmalarinin yaninda
trombositte adenozin monofosfat (AMP) diizeylerini artirip agregasyonu inhibe eder.
Endotel hasar1 sonrasi ise saniyeler i¢inde vaskiiler diiz kaslarda vazokonstriiksiyon

gergeklesir ve kan akigini azaltir (9).



Trombositler kemik iliginde bulunan megakaryosit hiicrelerinin ¢ekirdek
icermeyen fragmanlarindan olusmaktadir. 1860’1 yillarda hemostazdaki kritik
fonksiyonlar1 kesfedilmistir (10-13).

Trombosit sitoplazmasinda alfa graniiller, delta (yogun, dens) graniiller ve
lizozomlar bulunur. Cesitli biyolojik aktif maddeleri saklamasi ve salgilamasi ile
trombositler, diger hiicrelerin islevlerinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynarlar (14).

Trombositler, trombin tarafindan uyarildiklar1 zaman graniillerinden ve
sitoplazmalarindan 300’den fazla protein salgilayabilirler. Bu maddeler arasinda Von
Willebrand faktér (VWF), doku faktorii (TF), doku tromboplastini ve doku faktorii yolu
inhibitérii (TFPI) bulunmaktadir. VWF, trombosit yapismasi i¢in gerekli bir plazma
proteini olarak primer hemostazda gorev almasinin yam sira dolasimdaki faktor (F)
VIII' stabilize ederek pihtilagsmaya katkida bulunur ve sekonder hemostazda da gorev
almis olur. TF ve TFPI da diger hemostaz evrelerinde gorev almaktadir (8,15,16).

Endotel hasarinda trombositler glikoprotein (GP) la/Ila ve GP VI yoluyla direkt
veya VWF — GP Ib /IX reseptorii araciligiyla dolayli yoldan agiga ¢ikan subendotelyal
kollajene baglanir ve buna adezyon denir. Bu baglanma trombosit aktivasyonuna ve
sekil degisikligine neden olur. Aktivasyon sonucu trombosit alfa graniillerinden FV,
fibrinojen (FI) ve VWF gibi proteinler; delta graniillerden epinefrin, adenozin difosfat
(ADP), serotonin, inorganik polifosfat bilesikleri ve kalsiyum gibi protein olmayan
bilesenler salinir. Trombosit sitoplazmasindan ise tromboksan A2 denilen en giiglii
trombosit aktivatorii salinir ve ADP ile diger trombositleri aktive eder. Trombositlerin
tamamen aktivasyonu ile trombosit yiizeyindeki GPIIb/Illa reseptoriine plazmadaki
fibrinojen baglanir ve trombositler agregasyon igin sekil degistirir. Agregasyonda
GPIIb/IIIa proteini ana rol oynar ve sonugta gegici, yumusak bir trombosit tikact olugur

(13,14,17).



Hemostazin ilerleyen evrelerinde dolasimdaki pihtilagsma faktorleri, yaralanma
bolgesindeki primer trombosit tikaci lizerinde hizla bir fibrin 6rgiisii olusturur ve kan
pihtisini sabitler (16).

Trombositler sadece salgiladiklart  maddelerle degil ~membranlarinin
makromolekiiler enzim komplekslerinin tutunmasi i¢in bir fosfolipid yiizeyi
saglamasiyla da plazma pihtilagmasini destekler ve hemostazin diger asamalariyla iliski
saglar (18). Ayrica trombosit kontraktil proteinleri, kiiclik yaralanmalarin kenarlarini

birbirine yaklastirarak piht1 retraksiyonuna aracilik eder (19,20).

2.1.2. Sekonder hemostaz

Bu evrede plazmada ¢6ziiniir olan fibrinojen ¢éziinmeyen fibrine (Fla) cevrilir
ve buna koagiilasyon evresi denilebilir.

Hiicre temelli pihtilagma modeline gore, koagiilasyon iic ayr1 asamaya
ayrilabilir. Bu asamalar, diisiikk miktarlarda aktif pihtilagsma faktorlerinin iretildigi bir
baslatma (inisiyasyon) asamasi; aktif pihtilasma faktorlerinin miktarinin  arttigi
yiikselme (amplifikasyon) fazi ve pihtilagsma faktorlerinin, aktiflestirilmis trombositlerin
prokoagiilan membranlarina baglandigr ve fibrin pihtilarinin olustugu bir yayilma
(propagasyon) fazidir. Cesitli kaynaklarda amplifikasyon ve propagasyon fazi tek asama
olarak alinip iiclincli asama pihtinin lokalize edildigi terminasyon asamasi olarak
anlatilmistir (21).

Hiicre temelli modelle beraber kaskad/selale modelindeki intrensek ve

ekstrensek yol seklindeki klasik ayrim hala yaygin olarak kullanilmaktadir (22,23).

2.1.2.1. Kaskad/selale modeli

Bu modelde ayrim ekstrensek, intrensek ve ortak yol seklinde yapilmistir.

Ekstrensek yol (TF yolu) TF'nin serbest birakilmasiyla baslatilir. Intrensek yol (kontakt



aktivasyon yolu) plazmanin temas faktorlerinin [yiiksek molekiiler agirlikli kininojen
(HMWK), prekallikrein ve FXII] aktivasyonu ile baslatilir. Ortak yol, ekstrensek veya
intrensek yollarin sonucunda FX’un iiretilmesiyle fibrin pihtis1 olusmasi arasindaki
adimlari igerir. Bu yolaklar in vivo ve in vitro ortamda aym sekilde ilerlemez. In vitro
olarak, temas faktorleri, pihtilagsma kaskadi aktivasyonunda énemli bir rol oynar, ancak
bu faktorler in vivo olarak fizyolojik pihtilasmada normalde rol oynamaz. Yani
ekstrensek yolak normal fizyolojik hemostazda daha 6nemli yere sahiptir. Bununla
beraber in vivo hemostazda temas faktorleri gerekmemesine ragmen,
mikroorganizmalardan tiiretilen uzun zincirli polifosfatlar temas faktorlerini aktive

edebilir ve mikroorganizmalara konak tepkisinde rol oynayabilir (16).

2.1.2.1.1. Ekstrensek yolak

Diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar gibi subendotelyal hiicreler normalde kanla
temas etmezler. Vaskiiler olmayan bu hiicrelerin eksprese ettigi integral membran
proteini olan TF, plazma proteini FVII i¢in bir reseptor gorevi yapar. Ekstrensek yolak,
endotel hasarinda vaskiiler olmayan hiicre yiizeylerinde yer alan TF’nin agiga ¢ikmasi
sonucu TF ile FVIla arasinda bir kompleks olusmasiyla baslatilir (23). Fizyolojik
konsantrasyonlarda, TF ile baglanmayan FVIla, ¢ok az aktivite gosterir. Zimojen
FVII'nin FVIla'ya ilk doniisiim mekanizmasi tartigmalidir. Ancak biiyiik olasilikla TF
etkisinden degil otokatalitik aktivasyondan kaynaklanmaktadir (24,25).

TF ve FVIla kompleksine ekstrensek yolun tenaz kompleksi denir. Bu kompleks
kalsiyum (Ca*?) (biiyiik kism1 aktive trombositlerden gelir) ve negatif yiiklii fosfolipitler
(hiicre zarlarimin ana bilesenleri) varliginda, proteolitik etkiyle FX’u yine bir proteaz
olan FXa'ya doniistiiriir. Bu kompleks ayn1 zamanda FIX’u da aktive eder (26,27).

Ekstrensek yolakta gorev alan faktorler Sekil 2.1°de gosterilmistir.
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2.1.2.1.2. intrensek yolak

Hageman faktoérii (FXII) adi verilen bir plazma proteini, cam veya
aktiflestirilmis trombositin membran1 gibi negatif yiiklii bir yiizeyle temas ettiginde,
aktiflesir ve FXIla olusur. Trombosit zarina tutunabilen HMWK, FXII'nin negatif yiikli
ylizeye tutturulmasinda kofaktor gorevi goriir. Ancak, FXII'nin FXIla’ya HMWK
destekli doniistim hizi simirlidir. Az miktarda FXIla biriktikten sonra, prekallikreini
kallikreine doniistiiriir. Kallikrein, pozitif geri besleme ile FXII'nin FXlla'ya
dontlistimiinti hizlandirir. FXIIa, prekallikreinden kallikrein olusturarak kendi kendini
artirmasimin yaninda proteolitik etkiyle FXI'i FXla’ya doniistiiriir. FXIa ise FIX'u
proteolitik etkiyle aktiflestirir (28).

FIXa, FVIIla, Ca™ ve negatif yiiklii fosfolipitler ile intrensek yolun tenaz
kompleksini olusturur. FVIIIa’ nin kofaktor olarak gorev yaptigi bu reaksiyonda tenaz
kompleksi FX'u FXa'ya doniistiiriir (29).

Intrensek yolakta gorev alan faktorler Sekil 2.2°de gosterilmistir.



 Kallikrein |~ Prekallikrein |

II

Jl
= (] — (b

|
| FXI |= FXIal

ﬂ FIXa + FVilla )
| FIX | —[FiXa | —| (Tenaz
kompleksi) )

|
=/ FvIll

[Ca+2 , Fosfolipitler ]

Sekil 2. 2. intrensek yolak

2.1.2.1.3. Ortak yol

Ortak yol, intrensek yoldan veya ekstrensek yoldan veya her ikisinden FX'un
aktivasyonu ile baslar. FXa, ortak yolun ilk proteazidir. FXa, bir protrombinaz
kompleksi olusturmak i¢in kofaktor FVa ile birlesir. Protrombinaz kompleksi
protrombini (FII), Ca*? ve fosfolipitler varhginda aktif enzim olan trombine (FIla)
dondstiirtir. Trombin ise fibrin pthtisint olugturmak i¢in plazmada ¢dziinen fibrinojeni
fibrin monomerlerine doniistiiriir ve bu monomerler hizla polimerize olarak pihtiy
olusturur (26,27).

Trombin FXIII’1 de aktive eder ve FXIIla fibrin polimerleri arasinda ¢apraz bag
olusturur ve pihtiy1 kararli hale getirir (29). Trombin ayrica protrombinden yeni trombin
olusumunu katalize edebilir ve koagiilasyonun etkili bir sekilde amplifikasyonu ile
sonuglanan FVa ve FVIIla kofaktorlerinin olusumunu katalize edebilir (30).

Ortak yolakta gorev alan faktorler Sekil 2.3’te gosterilmistir.
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2.1.2.1.4. Dogal antikoagiilan sistem

Endotel hasari olan bélgede bir fibrin — trombosit pihtis1 olustugunda, ¢evredeki
hasarsiz  bolgelerde trombotik tikanmayir Onlemek i¢in  pihtilagma  siireci
sinirlandirilmalidir.  Pihtilasma kontrol edilmezse tiim wvaskiiler sistem boyunca
yayilabilir (31).

Olusan pihtinin sinirlarint - diizenleyen ¢ tiir dogal antikoagiilan vardir:
antitrombin (AT, eski ad1: antitrombin III), TFPI ve protein C sistemi (32,33).

AT, trombin iiretiminin ve fonksiyonunun en énemli inhibitorlerinden biri olarak
kabul edilir. Endotelyal hiicreler iizerinde heparin benzeri molekiillere baglanarak aktive
olan AT; trombin, FIXa, FXa, FXlIa ve FXIla gibi diger serin proteazlarin aktivitesini
inhibe eder. Heparin, antitrombinin yaptig1 bu dogal proteaz inhibisyonunu gii¢lii bir
sekilde artirir (8).

TFPI, trombositlerde ve kiiciik damarlarin endotelinde bulunan, insanda ii¢
izoformu bulunan bir proteindir. Dolasimdaki TFPI'nin yilizde sekseni lipoprotein

seklinde geri kalan %20'si ise serbest halde bulunur. TFPI, pithtilagsmay1 iki farkli
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sekilde inhibe eder. Birincisi, serbest FXanin dogrudan inhibisyonu yoludur. Diger
yolda TFPI, FXa ve TF/FVIla'ya kompleks olusturur ve gegici TF/FVIla/FXa
kompleksi ile pihtilasmay1 inhibe eder (34-36).

Protein C sistemi sunlardan olugmaktadir: trombomodulin, protein C ve protein
S. Trombomodulin, saglam endotel hiicrelerinin yiizeyinde bulunan transmembran bir
proteindir. Trombin, trombomoduline baglandigi zaman protein C aktive olur. K
vitaminine bagimli bir plazma glikoproteini olan protein C aktif hale geldiginde FVa ve
FVIIla inaktivasyonuyla antikoagiilan olarak gdrev yapar.

Protein C aktivitesi, baska bir K vitaminine bagimli inhibitdr kofaktdr protein S
tarafindan arttirilir. Protein S, FVa ve FVIlla'ya kars1 aktivitesini arttirarak protein C'ye
bir kofaktér gorevi goriir. Insan plazmasinda protein S'nin yaklasik %30'u serbest
protein olarak dolasir; geri kalan kisim tamamlayici diizenleyici protein C4b baglayict
proteine baglanir. Sadece serbest protein S formu aktiflestirilmis protein C igin bir
kofaktor olarak iglev goriir (37,38).

Caligmalar, protein S’nin sadece aktive protein C i¢in degil TFPI'ya bagh
dogrudan FXa inhibisyonu icin de Onemli bir kofaktoér olarak gdrev yaptigim
gostermistir. TFPI—protein S kompleksi plazmada bulunur ve protein S eksikligi de
diistik TFPI seviyeleri ile sonuglanir, bu da protein S'nin plazmada TFPI stabilitesini

gelistirdigini gosterir (35,39,40).

2.1.2.2. Hiicre temelli model

Kaskad/selale modeli pihtilasma anlayisinda 6nemli bir ilerlemeyi temsil
etmistir ve faydali bir model olarak uzun yillar hizmet etmistir. Ancak yakin tarihli

klinik ve deneysel calismalar, kaskad/selale hipotezinin in vivo hemostaz olaylarini
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tamamen yansitmadigini gostermektedir ve bu modelin baz1 eksiklikleri anlagilmaya
baslanmigtir (41).

Kaskad/selale modelinde FXII, prekallikrein veya HMWK eksikliklerinde in
vitro testler belirgin sekilde uzamakta iken neden klinik kanama egilimi olmadigina dair
bir aciklama yoktur. Ayrica kaskad/selale modeli, intrensek yolagin tenaz faktorleri olan
FVIII ve FIX’a ekstrensek yolakta ihtiya¢ olmamasina ragmen, bu faktorlerin
eksikliginin  klinik olarak ciddi kanama ile sonu¢lanmasinin nedenini de
aciklayamamaktadir (42).

2000’11 yillarda FVIIa/TF kompleksinin sadece FX'u degil, ayn1 zamanda FIX'u
da aktive ettigi ortaya ¢ikarilmistir. Bu veriler, ekstrensek ve intrensek yollarin farkl
islevlerini gostermis ve onceki modellerin yenilenmesi gerektigini diistindiirmiistiir.
Yapilan caligmalar hiicre temelli hemostaz modelinin altim1 ¢izerek, pihtilagsmanin
inisiyasyon ve propagasyon asamalarinin farkli hiicrelerin ylizeyinde meydana geldigini
gostermistir. Kabul edilen yeni modele gore, FVIIa/TF kompleksinin aktivitesi, in vivo

hemostazda ana baslatici olaydir (24,41).

2.1.2.2.1. Inisiyasyon faz1

Hiicre temelli modelde inisiyasyon asamasi, kaskad/selale modelinde ekstrensek
yolak ile ortiisiir. Inisiyasyon asamasinda gorev alan proteinler ve gerceklesen olaylar
ekstrensek yolakla aynidir. Bu modele gore, intrensek FXI-FXII yolu sadece ekstrensek
TF yolu tarafindan baslatilan bir amplifikasyon dongiisii gorevi goriir. Inisiyasyon
asamasinda TF tasiyan hiicrelerde az miktarda trombin iiretilir ve bu trombinin baglica
islevleri, trombositlerin aktivasyonu, aktive pihtilasma faktorleri i¢in reseptorlerin ve

baglanma alanlarinin agiga ¢ikarilmasidir (8).
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2.1.2.2.2. Amplifikasyon faz

Trombositler aktivasyon sonucu yiizeylerinde kismen aktiflestirilmis FV
formlar1 eksprese ederler. Trombin, FV’i FVa ya doniistiirir ve protrombinaz
aktivitesini artirir. Inisiyasyon asamasi sirasinda olusan trombin, yine aktiflestirilmis
trombosit yiizeyinde FVIII’i aktive eder. FVIII/VWF kompleksi ayrisir ve VWF hasarl
bolgede daha fazla trombosit adezyonu ve agregasyonu olmasina aracilik eder. Ayrica
bu az miktardaki trombin, trombosit yiizeyinde FXI'i aktive eder. FVIlla, aktif
trombositlerin yilizeyinde FIXa’yla beraber FXa olusumunu desteklemek i¢in bir
kofaktordiir. Faktorlerin birbirlerinin etkilerini artirdig: bu evreye hiicre temelli modele

gore amplifikasyon fazi denir (8,43,44).

2.1.2.2.3. Propagasyon fazi

Propagasyon fazi, aktiflestirilmis trombositlerin ylizeyi gibi prokoagiilan
fosfolipitleri iceren yiizeylerde meydana gelir. Inisiyasyon fazi sirasinda aktiflestirilen
FIXa, trombosit yiizeyinde FVIIla'ya baglanabilir. Ilave FIXa da amplifikasyon fazi
sirasinda aktiflesen trombosit baghh FXla tarafindan karsilanir. FXIa, FIX’u FIXa'ya
dondistiirlir ve daha sonra trombinle aktive edilmis FVIII ile birlestirir. Fosfatidilserine
maruz kalan trombosit hiicre zarlarinda, FIXa — FVIIIa birlesimi yani tenaz kompleksi,
FX'un FXa'ya doniistimiinii katalizler. FXa, amplifikasyon faz1 sirasinda aktiflesen
trombosite bagli FVa ile hizla birlesir. FXa — FVa birlesimi yani protrombinaz
kompleksi fibrin lifleri olusturmaya yeterli miktarda bir trombin patlamasina neden
olur. Son adim olarak, trombin ile aktive edilen FXIIIa, bitisik fibrin zincirleri arasinda
kovalent capraz baglarin olusumunu katalize ederek elastik, polimerize bir fibrin pihtisi

tretir (31,37,43,45).
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Pihtinin sinirlandig1 son evreye hiicre temelli modelde terminasyon fazi denir
(31). Bu modelde protein C sistemi ve AT trombinin propagasyon fazinin
diizenlenmesinde etkilidir, TFPI ise oncelikle FVIIa — TF kompleksini inhibe ederek

inisiyasyon fazinin diizenlenmesinde etkilidir (32,33).

2.1.3. Tersiyer hemostaz (Fibrinoliz)

Fibrinoliz, olusan fibrin tortularinin zamaninda uzaklagtirilmasini saglayan ve
boylece kan akisinin devamini saglayan, hassas sekilde diizenlenmis bir evredir (46).
Sadece pihtinin eritilmesi i¢in degil doku onarimi i¢in de gereklidir.

Normal akan kanda, fibrinoliz inhibitorlerinin olmasi nedeniyle fibrinoliz
gerceklesmez. Fibrinoliz ayrica, piht1 yokken fibrinolizi 6nlemeye yarayan optimal islev
icin kofaktor olarak fibrin gerektirir (47).

Karacigerde sentezlenen plazminojen, en dnemli fibrinolitik proteazdir. Endotel
hasar1 sonrasi salgilanan plazminojen aktivatorleri tarafindan plazmine doniistiiriiliir ve
plazminojen aktivasyonu, fibrin ile gii¢lendirilir. Plazmin polimerize fibrini parcalara
ayirir ve olusan tirlinlerin hepsi topluca fibrinojen yikim firiinleri olarak adlandirilir.
Capraz bagh fibrin molekiilleri FXIIIa tarafindan olusturulur ve D—dimer fragmani bu
molekiillerin bozulmasiyla iiretilir (46).

Doku plazminojen aktivatorii (tPA) ve tirokinaz plazminojen aktivatorii (uPA)
memelilerde plazminojenin 2 fizyolojik aktivatoriidiir. tPA, dolasimdaki ana
plazminojen aktivatordiir, uPA da ekstravaskiiler dokudaki ana aktivatordiir. tPA;
bradikinin, histamin, asetilkolin, alfa adrenerjik ajanlar ve trombosit aktive edici faktor
dahil cesitli tetikleyicilere yanit olarak endotelyal hiicreler tarafindan salgilanir. tPA’nin

enzimatik aktivitesi fibrin yoklugunda c¢ok zayiftir. uPA; fibroblast benzeri hiicreler,
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epitel hiicreleri, monositler ve endotel hiicreleri tarafindan sentezlenir. tPA'nin aksine
uPA, fibrin yoklugunda plazminojeni aktive edebilir (48,49).

Trombin ile aktiflestirilebilen fibrinoliz inhibitorii (TAFI), Plazmin inhibitori
(eski adi antiplazmin) ve plazminojen aktivator inhibitorleri (PAI — 1 ve PAI — 2)
fibrinolitik sistemi diizenleyen major inhibitdrlerdir (50). Trombin ile aktive edildiginde
TAFI, plazmin olusumunu azaltir, fibrin pihtisin1 stabilize eder ve pihtilasma ile

fibrinoliz arasinda diizenleyici bir baglant1 kurar (46).

2.2.HEMOSTAZ iLE iLGIiLi TESTLER

Anormal hemostaz siireci klinik agidan ciddi sonuglart olan bir¢ok hastalikla
iligkili olabilir. Bu hastaliklarin en Onemlileri hemofili, von Willebrand hastalig
(VWH), arteriyel veya vendz tromboza neden olan ¢esitli trombofilik bozukluklardir.
Bu hemostaz bozukluklar1 kalitsal veya edinsel olabilir.

Stipheli veya klinik olarak ortaya ¢ikan hemostaz bozukluklarina yaklasimda
pthtilasma testleri su dort ana nedenle kullanilir: yiiksek riskli cerrahi gecirecek
hastalarin ameliyat oncesi taramasi, artmig kanama egilimini diisiindiiren klinik dykiisii
olan hastalarin tani i¢in arastirilmasi, bilinen hemostatik anormallikleri olan hastalarin
izlemi, cesitli nedenlerle hemostaz iizerine etkili tedavi alan kisilerin tedavilerinin
takibi. Bu amaglarla modern hemostaz laboratuvari, dogru ve eksiksiz degerlendirmeler
icin yeterli testleri ¢calisabilmelidir (33).

Hemostaz isleyisi degerlendirilirken evre evre ele alinmakta, primer, sekonder
ve tersiyer hemostaz degerlendirmesi i¢in farkli testler bulunmaktadir. Baz1 testler rutin
laboratuvarlarda uygulanabilirken bazilar1 6zellesmis hemostaz laboratuvarlarinda
yapilmaktadir. Bu nedenle rutin hemostaz testleri ve 6zel hemostaz testleri olarak da

ayrim yapilmistir (51).
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2.2.1. Primer hemostaz testleri

Primer hemostaz degerlendirilirken bu asamada gorevli olan trombositler,
endotel hiicreleri ve VWF gibi proteinler miktar ve aktivite yonleriyle degerlendirilir.
Bu amagcla kanama zamani, Von Willebrand panel testleri, trombosit sayis1 ve fonksiyon
testleri kullanilabilir.

Kanama zamani 1910 yilinda Duke tarafindan kesfedilmistir ve ilk in vivo
trombosit fonksiyon testidir. Ivy yontemi ile gelistirilmistir ancak buna ragmen
duyarlilik ve 6zgulligi diistiktiir. Ayrica girisimsel ve zaman alici bir testtir. Trombosit
sayist <75 bin/mm3 ise yapilmaz. Ozel laboratuvar ve ekipman gerektirmemesi
nedeniyle tarama testi olarak kullanilmistir. Ancak dezavantajlarina da bakildiginda
artik tarama testi olarak kullanilmasi onerilmemektedir (52,53).

Trombosit sayis1 ve boyutu periferik yaymanin mikroskopta incelenmesiyle veya
otomatize tam kan sayimi cihazlariyla 6l¢iiliir. Bu testlerle trombosit sayis1 diistikliigii,
yiiksekligi, boyutunun artmasi, azalmasi belirlenir.

Trombosit fonksiyonlarini degerlendirmek igin ristosetin, ADP, epinefrin,
aragidonik asit, kollajen gibi agonistlerin eklenmesinin ardindan adezyon, agregasyon
ve sekresyon fonksiyonlarin gerceklesip gerceklesmedigi gézlemlenir. Agregometri,
luminoagregometri, tromboelastografi, akan hiicre dl¢timii (flow sitometri) testleri bu
amagcla yapilan testler arasindadir. Tromboelastografi ayrica hemostazin tiim evrelerinde
viskozite degisikliklerini analiz eder ve grafiksel olarak gosterir. Trombosit fonksiyon
analizi (PFA — 100) testi VWH i¢in tarama testi olarak kullanilmaktadir.

Trombosit fonksiyon testlerinin ¢ofu egitimli personel gerektiren, zahmetli
dolayisiyla pahali testlerdir ayrica trombosit sayisindan etkilendigi unutulmamalidir

(52,54,55).
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2.2.2. Sekonder hemostaz testleri

Bu evrede pihtilagsma faktorleri gorev aldigi icin degerlendirme asamasinda
faktor diizeyleri ve faktorler enzim oldugu igin aktiviteleri Olgiilebilir. Aktivite
kavraminda zaman oldugundan faktor aktivitelerini zaman iizerinden Olgmek igin
fibrinojenin fibrine doniisiim siiresi Olgtiliir. Her bir faktoriin ayr1 ayri aktivitesini
0lcmek yerine de klasik koagiilasyon selale modeline gore intrensek, ekstrensek ve
ortak yol seklinde ayrilan yolaklarda gorev alan faktorlerin aktiviteleri toplu olarak
Olctliir (56).

In vivo meydana gelen olaylarin, bu yollar1 'taklit eden' in vitro testlerden farkl:
oldugunu bilmek 6nemlidir. Laboratuvarda, plazmaya bir doku tromboplastini (TF +
fosfolipid kaynagi) ve kalsiyum kloriir eklenmesiyle baslatilan ekstrensek yolak, PT
testi ile Ol¢iiliir. Plazmaya temas faktorlerini aktive eden bir yabanci madde kaynagi,
fosfolipid kaynagi ve kalsiyum kloriir eklenmesiyle baslatilan intrensek yolak APTT
testi ile Olgtiliir. APTT o6l¢iimii i¢in kullanilan reaktiflerde bir aktivator madde (elajik
asit, silika, kaolin gibi) vardir ve tromboplastin degil doku faktorii igermeyen sadece
fosfolipid kaynagi kullanilir yani parsiyel tromboplastin eklenmis olur (33).

Laboratuvarlarda kullanilan reaktifler, icerdigi fosfolipit ve tromboplastin
kaynag1 ile aktivatorlerin farkliligi nedeniyle ¢ok cesitlidir. Hemostatik eksikligin
siddeti ile pihtilagma testi sonucunun uzama derecesi arasinda bir iligki vardir ancak
kullanilan reaktif ¢esitliligi nedeniyle reaktiflerin farkli pthtilasma faktorii eksikliklerine
analitik duyarlilig1 ve yanit verebilirligi olduk¢a genistir. Tiim reaktifler siddetli veya
orta derecede faktor eksikliklerini gilivenilir sekilde gosterir ancak hafif eksikliklerde
yani faktor eksikligi/aktivite azligi %30’un iistiine ¢ikmadik¢a bu testlerde uzama
olmaz. Testlerin birinde bariz sekilde uzama varsa o yolaktaki faktoérlerden en az birinin

ya miktar1 ya da aktivitesi azalmig (inhibitor etkisiyle) demektir (57).
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Karigim testleri uzama sebebi faktdr miktarinin azalmasina mi inhibitor varligina
m1 bagh ayirt etmek igin kullanilir. Karigim testlerinde bir uygunsuzluk goriiliirse
uzama hangi yolaktaysa o yolaktaki faktorlerin miktar veya aktivite 6l¢iimleri yapilarak
taniya gidilir.

Trombin zamami (TT) ortak yolun degerlendirilmesi ic¢in kullanilmaktadir.
Plazmaya trombin eklenmesiyle fibrinojenin fibrine déniis siiresi olgiiliir. Ozellikle
fibrinojenden fibrin olusum zamanini gosterdigi icin dnemlidir. Reptilaz zamani yine
fibrinojen bozukluklarini 6lgmede kullanilan TT ile aym1 yontemle yapilan bir testtir.
Reptilaz da trombin gibi fibrinojeni fibrine g¢eviren, yilandan elde edilen bir zehirdir.
Trombin heparinden etkilenir ancak reptilaz etkilenmez. Bu nedenle pratikte TT’de
uzama yapan en dnemli neden olan 6rnege heparin bulasi olup olmadigin1 anlamak i¢in
kullanilabilir (58).

Aktive pihtilasma zamani (ACT) testi ameliyatlar sirasinda veya ozellikle
kardiyolojik islem uygulanmis hastalarda, sistemik heparin tedavisini izlemek igin
kullanilan bir testtir. APTT kardiyopulmoner baypas sirasinda kullanilan yiiksek
heparin konsantrasyonlarinda kullanilamadigr i¢in ACT kullanilmistir. Ancak
giiniimiizde diisiik molekiil agirlikli heparinler kullanildigt ve heparin izlemi
yapilmasina gerek kalmadigi i¢in bu testin kullanimi azalmistir (50).

Dogal antikoagiilan sistemde gorev alan AT, protein C ve S aktivite dl¢limleri de

yapilmaktadir (59,60).

2.2.3. Tersiyer hemostaz testleri

Tersiyer hemostazi yani fibrinolizi degerlendirmek i¢in son iiriin olan fibrin
yikim triinleri (FDP) ve D—dimer 6l¢limii yapilir. Fibrinojen yikim iiriinlerinin varligi,

fibrinojen, fibrin monomerleri veya g¢apraz baglh fibrinin parcalanmasindan
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kaynaklanabilir. D-dimer ise c¢apraz bagli fibrin pihtisinin parcalandiginin  bir
gostergesidir. D—dimer negatifse ve fibrin yikim iirlinleri varsa pihtilagma sistemi aktive
olmamis, direkt fibrinojen yikimi gergeklesmis demektir. D—dimer Ol¢iimii klinikler
tarafindan oOzellikle pulmoner tromboemboli tanisin1  diglamak ig¢in siklikla
istenmektedir.

Bu evrede gorev alan proteinlerden plazminojen ve PAI miktarlar1 da
Ol¢iilmektedir. Plazminojen eksikliginde tromboza, PAI eksikliginde ise kanamaya

yatkinlik goriilmektedir (46).

2.3. APTT, PT VE D-DIMER OLCUM YONTEMLERI

Hemostaz degerlendirilmesinde kullanilan ¢ok sayida test igin gelistirilmis

bir¢ok dl¢lim yontemi bulunmaktadir.

2.3.1. APTT ve PT ol¢iim yontemleri

APTT ve PT olciimii yapilirken fibrin pihtisinin olusma zamani 6lgiiliir. PT
sonuclar1 saniye, protrombinin normale gore % aktivitesi seklinde veya Uluslararasi
Normalize Edilmis Oran (INR) seklinde verilir.

Piht1 olugsma zamaninin tespit edilebilmesi icin cesitli yontemler vardir. En sik
foto — optik yontem, mekanik yontem ve visko — elastik yontem kullanilir.

Foto — optik yontemde pihti olustugu zaman Ornekteki bulaniklik, optik
yogunluk degismekte ve optik kaynak cesitli dalga boylarinda yaptigi dlglimlerde bu
degisikligi tespit etmektedir. Pithtinin olusum siiresi sonug¢ olarak verilir, bazi
analizorlerde piht1 olusum egrisi de verilebilir. Temel olarak hepsinde bir hareket
dedektorii olan farkli mekanik yontemler gelistirilmistir. Bazi sistemlerde kiivetin
dibinde metal bilye miknatisla hareket ettirilir. Fibrin pihtis1 bilyenin hareketini

durdurunca 6l¢im sonlanir. Bagka bir teknik ise sabit duran bilyenin donen kiivetin
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icinde olmasidir. Fibrin pihtis1 olusunca bilyeyi yerinden oynatir ve dl¢iim sonlanir.
Visko — elastik yontemde hasta 6rnegini igeren bir kiivete bir prob sokulur. Daha sonra
prob kiivet icinde dondiiriiliir veya kiivet sabit bir prob etrafinda dondiiriiliir. Kiivetin
proba gore hareketindeki degisiklikler, bu kinetiklere iligskin olgiimler ve elde edilen
fibrin pithtisinin kuvveti ile fibrin olusumu ve fibrinolizin kinetiklerini yansitan bir egri

olarak sonug verilir (61).

2.3.2. D-dimer ol¢iim yontemleri

D—dimer 6l¢iimii kalitatif veya kantitatif sekilde yapilabilir. Kalitatif 6l¢iim igin
genellikle lateks agliitinasyon yontemi kullanilir. Bu yontemde reaktif ve plazma kitten
cikan lamda karistiric1 yardimiyla 3 dakika karistirilir. Giiglii 151k altinda siyah zeminde
beyaz ¢cokelme olup olmadigina bakilir. Bu yontem daha ¢ok hasta basi cihazlarda tercih
edilmektedir. Eger pozitif gelirse kantitatif test yapilabilir. Kantitatif sonug i¢in ise
enzim bagimli immiin sorban yontem (ELISA), immiinfloresan, lateks destekli
immiintlirbidimetri veya kemiliiminesans yontemlerle dl¢iim yapilir. ELISA yontemi
disindakiler otomatik cihazlara adapte edilmis ve giiniimiizde daha cok tercih
edilmektedir (62).

Koagiilasyon testleri bir¢cok preanalitik faktorden etkilenmektedir. Hemostaz
testlerinde preanalitik etkiyi azaltma amaciyla 6rnek alimi, saklamasi, tasinmasi ve
reddinin standardize edilmesi i¢in Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii [Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI)] H21-AS5 protokoliinii yayinlamistir. Bu
protokolde koagiilasyon testleri i¢in %3,2 oraninda trisodyum sitrat igeren tiipler
kullanilmas1 ve antikoagiilan — plazma oraninin 1/9 olmasi 6nerilmektedir. Hematokrit
degeri %20 — 55 arasinda olmayan 6rneklerde antikoagiilan — plazma orani1 bozulacag:

icin tiipteki antikoagiilan oraninda diizeltme yapilmasi onerilmektedir. PT ve D—dimer
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testleri i¢in alman Orneklerde oda sicakliginda 24 saate kadar ol¢im yapilabilirken
APTT i¢in 4 saat iginde Olclimlerin yapilmasi Onerilmektedir. Pihtili, yanlis
antikoagiilanl1 tiipe alinan, tiipteki seviyenin %10 {stiinde veya altinda alinip
antikoagiilan oranini bozan 6rneklerin reddedilmesi onerilmektedir. Ayrica genel olarak
ciddi hemoliz, lipemi ve ikter de bu testlerde interferansa neden olacagi igin

reddedilmelidir (63).

2.4. YONTEM DEGERLENDIRILMESI

Cogunlukla ticari firmalar tarafindan daha nadiren de klinik laboratuvarlar
tarafindan bir¢ok Ol¢lim yontemi gelistirilmekte ve kullanima sunulmaktadir. Yeni
gelistirilen  testler ve yontemler performanslart  degerlendirilmeden  rutin
laboratuvarlarda  kullanilamazlar. Bu nedenle rutinde kullanilmadan &nce
performanslarinin degerlendirilip onaylanmasi gerekmektedir (64).

Ticari firmalarin ve laboratuvarlarin kullanima sundugu bu {iriinlerin
farkliliklarinin standardize edilmesi icin kullanilan temel yontemler kalibrasyon ile
standardizasyon, yontem karsilagtirma ile standardizasyon ve referans sistem ile
standardizasyondur (65).

CLSI diinya capinda standardizasyonu saglamak i¢in yapilmasi gerekenleri
iceren c¢esitli protokoller yayinlamistir. Bu protokollerde gecerli kilma (validasyon) ve
dogrulama (verifikasyon) uygulamalari 6nerilmektedir (66).

Validasyon; yeni gelistirilen yontemin, testin veya cihazin amaclanan kullanimi
icin kabul edilebilir, uygun ve giivenilir oldugunu yapilan bir¢ok deneyle gostermektir
(67). Verifikasyon, onceki deneylerde validasyon uygulamasi yapilmig {riinlerin
tireticilerinin yani ticari firmalarin veya klinik laboratuvarin, sagladigi verilerin

dogrulugunu gosterme caligmasidir (68).
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Cihazlarin ¢ogunu ticari firmalar iiretmekte olup validasyonunu yapmaktadirlar.
Bu validasyon verileri kullanicilara saglanmaktadir. Laboratuvarlar kullanici
durumunda olduklar1 bu cihazlar1 ve yontemleri validasyona gerek duymadan sadece
verileri dogrulamak i¢in verifikasyon calismasi yaparak kullanima baslayabilirler.
Yontem degerlendirme ¢alismalarinda kesinlik (presizyon), dogruluk (trueness), analitik
duyarhilik (sensitivite) ve Ozgiillikk (spesifite), rapor edilebilir aralik, referans aralik,
girisim yapan maddeler (interferans), ornek stabilitesi, tasinma (carry — over) gibi
parametreler kullanilir. Validasyon calismalarinda genis bir degerlendirme yapilmasi
gerekirken verifikasyon ¢aligmalarinda bu parametrelerin hepsi kullanilmayabilir, hangi
parametrelerle degerlendirme yapilacagi yontemin veya cihazin tilirline gore

degismektedir. (69).

2.4.1. Kesinlik

Kesinlik, belli kosullar altinda ayni veya benzer maddelerin tekrarlanan
Ol¢iimlerinden elde edilen degerlerin yakinlig1 olarak tanimlanmistir. Kantitatif olarak
genellikle standart sapma (SD), varyans veya varyasyon katsayist (CV) oSlgiimleriyle
ifade edilir. Kosullarin degismesine gore kesinlik 3 bilesene ayrilmistir. Bunlar
tekrarlanabilirlik (¢alisma igi), tekrar iiretilebilirlik ve ara kesinliktir. Ara kesinlik,
toplam kesinlik olarak da adlandirilmistir. Ara kesinlik kendi i¢inde ¢aligma arasi, giin
ici, gilinler aras1 ve laboratuvar i¢i (cihazlar arasi) seklinde ayrilmistir. CLSI EP05-A3
protokolii kesinlik degerlendirilmesi i¢in O6rnegin en az 20 giin boyunca, giinde iki

calisma yapilarak her calismada iki kere dl¢lilmesini 6nermistir (69).

2.4.2. Dogruluk

Dogruluk, genis bir 6l¢iim sonuglart serisinden elde edilen ortalama deger ile

gercek deger arasindaki fark olarak tanimlanir. Ortalama deger ile gergek deger



22

arasindaki fark bias olarak ifade edilir. Ornegin en az iki dl¢iim sonucu ortalamasi ve
referans yontemle Ol¢iim sonucunun farkinin alinmasiyla hesaplanabilir. Birgok analit
icin referans materyal ve 6l¢lim yontemi tanimlanmamistir. Referans materyali olmayan
analitler i¢in insan plazma havuzundan, i¢ kalite kontrol drneklerinden veya dis kalite
ornekleri Ol¢iimiiyle de hesaplanabilir. Referans yontem yoklugunda ise yaygin olarak
kullanilan, dogrulugu kanitlanmis bir yontemle karsilagtirilarak hesaplama yapilir

(66,70).

2.4.3. Referans aralik dogrulama

Ozellikleri iyi tanimlanmus referans bireylerden olusan bir grupta (6rnek olarak
18 ve 65 yaslari arasindaki goriiniiste saglikli erkek ve kadinlar gibi) sonuglarin
ortalamasi alinip ortalamanin 2 SD istii ve alti tanimlanir. Bu degerlere o grup i¢in
referans degerler denir. Referans aralik, alt referans sinirindan {ist referans sinirina
kadar olan degerlerin aralig1 olarak tanimlanir. Bazi durumlarda yalnizca bir referans
siirt Onemlidir. Genellikle iist referans sinir1 tanimlanir ve 0’dan {ist referans sinirina
kadar olan araliga referans aralik denilebilir. Referans aralik ¢aligmalar1 gorece fazla
kisi sayist igerir bu nedenle yapilmalar1 zordur. Birgok laboratuvar iiretici firmalarin
verdigi referans araliklarim1 kullanmaktadir. Ancak her popiilasyonun referans araligi
farkli olacagi i¢in bu verilerin dogrulanmasi gerekmektedir. Referans araligin
dogrulanmasi, az sayida referans birey kullanarak, {iretici firmanin bildirdigi, baska bir
laboratuvarda kullanilan veya baska bir ¢alismadan alinan bir referans araliginin
laboratuvarda kullanilabilmesini saglamaktadir. CLSI EP28-A3 protokolii, referans

aralik dogrulama caligmasinin en az 20 kisiyle yapilmasini 6nermistir (71).
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2.4.4. Metot karsilastirma

Ol¢iim y6ntemlerinin karsilastirilmasi, yontemlerin biasini tahmin etmek igin
hem {ireticiler hem de klinik laboratuvarlar tarafindan kullanilan en yaygin tekniklerden
biridir. Cogu analit i¢in referans yontem olmadigindan iireticiler genelde mevcut en iyi
cihazlarla, laboratuvarlar ise kullandiklar1 cihaz ve aday cihaz arasinda karsilastirma
yapmaktadir. Bu calisma i¢in CLSI EP09—A3 protokolii klinik laboratuvarlarda en az

kirk 6rnegin her iki cihazda da 6l¢ililmesini dnermektedir (70).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismanin etik agidan uygun olduguna dair Bolu Abant Izzet Baysal
Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 07.03.2019 tarih ve
2018/212 karar numarali onay alinmistir.

Calisma, Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Laboratuvar1 ve Diizce Atatiirk Devlet Hastanesi Biyokimya Laboratuvarinda prospektif

olarak yiiriitilmiistiir.
3.1. KESINLIK DEGERLENDIRMESI

CLSI EP05—A3 protokolii 6nerilerine gore yapilan kesinlik degerlendirilmesinde
yirmi giin slireyle giinde iki ¢caligma ve her ¢aligmada iki 6l¢tim yapilmistir. Her test igin
iki seviye kalite kontrol malzemesi kullanilmigtir. Toplamda bir test i¢in bir cihazda 160
Olctim yapilmistir. Bu dl¢iimlerden ¢alisma i¢i (repeatability), ¢aligma arasi (between-
run), giin i¢i (within-day), giinler arasi (between-day) ve toplam kesinlik (within-
laboratory) degerleri hesaplanmistir ve %CV seklinde ifade edilmistir. (69).

CLSI H47-A2 protokoliit APTT ve PT i¢in %CV degerinin < % 5 olmasini

onermistir (72).
3.2. DOGRULUK DEGERLENDIRMESI

Her iki cihazda da dogruluk degerlendirmesi i¢in Klinik Biyokimya Uzmanlari
Dernegi Eksternal Kalite Kontrol (KBUDEK) 2020 Koagiilasyon Aylik programi 1.
Doénem Subat, Mart ve Nisan aylar1 6rnekleri kullanilmigtir. Her aym % bias degerleri
hesaplanmis ve ortalamasi alinmistir. % bias degeri icin [(Ol¢iilen deger — ortalama

deger) / ortalama deger] x 100 formiilii kullanilmistir (73,74).
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CLSI EP15-A3 protokoliine uygun sekilde dogruluk degerlendirilmesi
yapilmustir (66).
Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA), APTT ve PT testleri

icin % bias degerinin < %15 olmasini1 onermektedir (75).

3.3. REFERANS ARALIK DOGRULAMA CALISMASI

Referans araligin dogrulanmasi i¢in goriiniirde saglikli (normal tam kan sayimi,
normal kan biyokimyasi, normal tam idrar tahlili) 10 kadin 10 erkek toplam 20 kisiden
alman, ug¢ degerler igermeyen Ornekler kullanilmistir. Calisma CLSI EP28-A3c
oOnerileri dogrultusunda gerceklestirilmistir (71).

CS—-2500 cihazi i¢in referans araliklar1 APTT ve PT-INR i¢in sirastyla 21,8 — 32
sn ve 0,8 — 1,3 olarak, D—dimer i¢in karar sinir1 ise 0,55 mg/L FEU olarak bildirilmistir.
CP-3000 cihaz1 i¢in referans araliklart APTT ve PT-INR i¢in sirasiyla 24,3 — 34,3 sn

ve 0,93 — 1,1 olarak, D—dimer i¢in karar sinir1 ise 0,5 pg/mL FEU olarak bildirilmistir.

3.4. CIHAZ KARSILASTIRMA CALISMASI

Calismada Bolu Abant izzet Baysal Universitesi Egitim Arastirma Hastanesi
polikliniklerine 2020 Mayis — Haziran aylarinda bagvuran, 18 yas iistii toplam 220
hastanin Ornekleri kullanilmistir. Hastalara caligma hakkinda bilgi verilip onamlari

alimmustir.

Hastalardan sabah 08.00 — 10.00 arasinda 0,109 mol/L (%3,2) trisodyum sitrat
iceren 2,7 mL BD Vacutainer Plus Blood Collection Tubes (BD, Belliver Industrial
Estate, Plymouth, PL6 7BP, UK) markal1 tiiplere ve es zamanli tam kan 6l¢iimii i¢in de
3 mL BD Vacutainer Blood Collection KsEDTA (BD, Belliver Industrial Estate,

Plymouth, PL6 7BP, UK) tiiplere 6rnek almmustir. Ornekler laboratuvara geldikten
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sonra K3EDTA’11 tiiplerden Abbott Cell-Dyn 3700 cihazi (Abbott Laboratories, Abbott
Park, IL, ABD) kullanilarak tam kan sayim1 yapilmigtir. Sitrath tiipler ise 1500 g de 15
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi plazmalar vakit kaybetmeden sekonder
tiiplere ayrilmigtir. Ornekler 6nce CS-2500 cihazinda daha sonra CP-3000 cihazinda

calisilmigtir. Kan alimindan dlgiimlere kadar olan siire 4 saati gegmemistir.

Ornekler gorsel olarak degerlendirilerek hemolizli, lipemik, ikterik ve pihtili
ornekler interferansa neden olacagi i¢in calismaya dahil edilmemistir. Kateterden
alimma ihtimali oldugu ve heparin bulasina neden olacagi i¢in yatan hasta ornekleri
dahil edilmemistir. Tiipte isaretli seviyeden %10 az veya fazla alinan 6rnekler sitrat —
plazma oranini bozacagi icin calisma disi birakilmigtir. Es zamanli tam kan
numunelerinde hematokrit degeri %20 — 55 olan 6rnekler ¢alismaya kabul edilmis,
digerleri sitrat — plazma oranini1 bozacagi icin dahil edilmemistir.

Omnek alimi, taginmasi, saklanmasi ve dislama kriterleri CLSI H2-AS
protokoliine uygun olarak yapilmistir (63).

Cihaz karsilastirma ¢aligmast CLSI EP09-A3 protokoliine uygun olarak

yapilmustir (70).

3.5. KULLANILAN CiHAZLAR VE MALZEMELER

CS-2500 cihazinda yapilan 6l¢iimlerde APTT igin Dade Actin FS Activated
PTT Reagent (lot no: 538566), PT i¢in Thromborel S (lot no: 565670) ve D—dimer i¢in
Innovance D-dimer (lot no: 49796) kitleri kullanilmistir. Dade, Thromborel ve
Innovance Siemens Healthcare Diagnostics (Siemens Healthcare Diagnostics Products
GmbH, Marburg/Germany) firmasinin ticari markalaridir.

Dade Actin FS Activated PTT kitinde soya kaynakli fosfolipitler, aktivator

olarak elajik asit kullanilmigtir. Thromborel S PT kitinde liyofilize insan plasental
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tromboplastini kullanilmigtir. Innovance D—dimer kitinde fare kaynakli anti — D—dimer
immiinglobuliniyle kaplanmis polistren partikiiller ve insan serum albiimini
kullanilmistir (76-78).

CS—-2500 cihazinda yapilan kesinlik ¢aligmalarinda APTT ve PT 1. seviye i¢in
Control Plasma N (lot no: 507772B), D—dimer 1. seviye i¢in Innovance D—dimer
Control 1 (lot no: 562250) kullanilmistir. APTT 2. seviye i¢in Ci—Trol 2 (lot no:
548291A), PT 2. seviye icin Control Plasma P (lot no: 556716A), D—dimer 2. seviye
icin Innovance D—dimer Control 2 (lot no: 562150) kullanilmistir. CS—2500 cihazinda
kullanilan tiim kontroller Siemens Healthcare Diagnostics firmasinin ticari markalaridir.

CP-3000 cihazinda yapilan dlgtimlerde APTT i¢in Coagpia APTT-FS Reagent
(Iot no: 621590), PT i¢in Coagpia PT-N Reagent (lot no: 814RGQ) ve D—dimer icin
Nanopia D—dimer Reagent (lot no:808RAQ) kitleri kullanilmigtir. Coagpia ve Nanopia
Sekisui Medical Co. Ltd. (Sekisui Medical Co. Ltd., Tokyo, Japan) sirketine ait ticari
markalaridir.

Coagpia APTT-FS kitinde soya kaynakli fosfolipitler, aktivatdr olarak silikat
kullanilmistir. Coagpia PT-N kitinde tavsan beyni kaynakli tromboplastin
kullanilmistir. Nanopia D-dimer kitinde fare kaynakli anti — insan D-dimer
immiinglobuliniyle kaplanmig lateks partikiiller ve sigir serum albiimini kullanilmistir.

CP-3000 cihazinda yapilan kesinlik ¢alismalarinda APTT ve PT 1. ve 2. seviye
icin CoagP—N 1 (lot no: 807RFQ), D—dimer 1. ve 2. seviye i¢in Nanopia D—dimer
Control Set (lot no: 809RBR) kullanilmistir. CP-3000 cihazinda kullanilan tiim

kontroller Sekisui Medical Co., Ltd. firmasinin ticari markalaridir.
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3.5.1. Sysmex CS-2500 cihaz1 teknik ozellikleri

Kromojenik, immiindl¢giim ve agregasyon yontemleri ile ¢alisan tam otomatik
koagiilasyon cihazidir. Bes farkli dalga boyunda (340, 405, 575, 660 ve 800 nm) 6l¢iim
yapabilmektedir. Ptht1 — dalga formu (clot — wave form) analizi 6zelligi ve otomatik
dilisyon prosediirii vardir. CS-2500 cihazi pihti olusumunu foto—optik yontemle, D—
dimeri immiintiirbidimetrik yontemle tespit etmektedir. 50 drnek kapasitesi ve yaklagik
180 test/saat es zamanli PT / APTT ve 95 test/saat eszamanlt PT / APTT / AT / D—
dimer (normal modda) test kapasitesi vardir. Kapali tiipten drnekleme ve acil numune
girisi yapilabilmektedir. Ana iinitesinin yaklasik boyutlart 775 (genislik) x 895

(derinlik) x 685 (yiikseklik) mm’dir (79).

3.5.2. Abbott CP-3000 cihaz teknik ozellikleri

Pihtilagma deneyleri i¢in 151k sacan fotometri yontemi ile; kromojenik ve
immiintiirbidimetrik deneyler i¢in absorbans fotometri yontemi ile calisan otomatik
koagiilasyon cihazidir. LED (660 nm) ve halojen lamba (405/570/730 nm) olmak tizere
4 farkli dalga boyunda 6l¢tim yapabilmektedir. CP-3000 cihazi pithti olusumunu foto—
optik yontemle, D—dimeri immiintlirbidimetrik yontemle tespit etmektedir. 50 6rnek
kapasitesi ve 400 test/saat (PT), 200 test/saat (kromojenik ve immiintiirbidimetrik testler
dahil) test kapasitesi vardir. Ayn1 anda 20 numune 6l¢limii yapabilmektedir. Ayrica acil
numune girisi yapilabilmektedir. Kapali tiipten ¢aligma iinitesi vardir. Dahili barkod
okuyucusu vardir. Kapali tiip ornekleme {initesi olmadan yaklasik boyutlart 590
(genislik) x 740 (derinlik) x 1190 (yiikseklik) mm’dir ve yaklasik agirhigi 185kg’dur.

(80).
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3.6 ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin normal dagilima uyup uymadiklar1 Shapiro — Wilk testi ile
incelenmistir. Iki ortalama arasindaki farkin anlamliligmin degerlendirilmesinde normal
dagilima uyan parametreler i¢in Paired Sample t test ve normal dagilima uymayan
parametreler i¢in Wilcoxon sirali diziler testi kullanilmistir. Ug¢ degerlerin
dislanmasinda Tukey testi kullanilmistir. Caligmada elde edilen verilerin analizi ve
grafik c¢izimleri Microsoft Office Excel 2013 (Microsoft, USA), MedCalc Statistical
Software  versiyon 19.0.7 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium;
https://www.medcalc.org; 2019), IBM SPSS Statistics for Windows, Versiyon 21.0
(IBM Corporation, NY, USA, 2012) kullanilarak yapilmistir.

Kesinlik degerlendirilmesinde elde edilen veriler ortalama (x), SD ve % CV
seklinde verilmigtir. Dogruluk degerlendirilmesinde elde edilen % bias mutlak
degerlerinin ortalamasi alinmigtir. Cihaz karsilastirma calismasinda Passing — Bablok
regresyon analizi ve Bland — Altman fark grafikleri kullanilmis, Spearman’in
Korelasyon testi ile korelasyon katsayisi (r) hesaplanmistir. Korelasyon katsayisinin
>0,90 olmasi iyi uyum, >0,95 olmasi ¢ok iyi uyum olarak kabul edilmistir. Normal
dagilima uyan veriler x + SD seklinde uymayan veriler ortanca (minimum — maksimum)
seklinde ifade edilmistir.

p <0,05 i¢in sonugclar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. KESINLiK DEGERLENDIRMESi SONUCLARI

Her test i¢in 2 seviye kalite kontrolden hesaplanan kesinlik verileri APTT, PT ve

D—dimer testleri i¢in sirasiyla Tablo 4.1, 4.2 ve 4.3’te gosterilmistir.

Tablo 4. 1. APTT kesinlik degerlendirmesi sonuglari

APTT (sn) CS-2500 CP-3000
Kesinlik 1. Seviye 2. Seviye 1. Seviye 2. Seviye
Calisma ici X 24,5 48,2 26,5 56,7
SD 0,27 0,53 0,45 1,19
(Tekrarlanabilirlik) o, oy 11 11 1,7 2.1
X 24,0 50,0 30,0 60,0
Caligsma arast SD 0,24 0,15 0,06 0,48
%CV 1,0 0,3 0,2 0,8
X 25,7 50,0 27,1 58,2
Giin i¢i SD 0,36 0,55 0,46 1,28
% CV 1,4 1,1 1,7 2,2
X 25,4 48,8 26,7 58,3
Giinler arasi SD 0,71 2,0 0,64 2,39
% CV 2,8 4,1 2,4 4,1
Toplam X 24,7 49,3 27,2 57,7
SD 0,79 2,07 0,79 2,71

(Laboratuvar igi) % CV 3,2 42 2,9 4.7




Tablo 4. 2. PT kesinlik degerlendirmesi sonuglari
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PT (sn —INR) CS-2500 CP-3000
Kesinlik 1. Seviye 2. Seviye 1. Seviye 2. Seviye
sn  INR sn  INR sn  INR sn  INR
X 12,0 1,0 20,0 1,67 124 Lo 21,5 1,75
Calisma ici
SD 0,12 0,012 0,34 0,03 0,099 0,10 0474 0,042
(Tekrarlanabilirlik)
% CV 1,0 1,2 1,7 1,8 0,8 1,0 2,2 2,4
X 12,1 1,0 20,0 1,71 12,4 1,0 21,8 1,76
Caligma arasi SD 0,17 0,016 0,56 0,036 0,161 0,10 0,523 0,044
% CV 1,4 1,6 2,8 2,1 1,3 1,0 2,4 2,5
X 124 1,05 19,7 1,74 12,6 1,0 22,1 1,79
Giin igi SD 0,21 0,020 0,65 0,047 0,189 0,014 0,706 0,061
% CV 1,7 1,9 3,3 2,7 1,5 1,4 3,2 3,4
X 11,9 1,04 20,0 1,70 12,7 1,0 21,8 1,74
Giinler aras1 SD 0,32 0,027 0,68 0,063 0,165 0,015 0,589 0,054
% CV 2,7 2,6 3,4 3,7 1,3 1,5 2,7 3,1
X 11,9 1,0 200 1,72 12,6 1,0 21,9 1,76
Toplam
SD 0,38 0,033 094 0,079 0,251 0,02 0919 0,081
(Laboratuvar igi)
% CV 3,2 3,3 4,7 4,6 2,0 2,0 4,2 4,6
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Tablo 4. 3. D—dimer kesinlik degerlendirmesi sonuglari

D—dimer CS-2500 (mg/L FEU) CP-3000 (ng/mL FEU)
Kesinlik 1. Seviye 2. Seviye 1. Seviye 2. Seviye
Calisma ici X 0,288 2,43 0,400 3,51
SD 0,015 0,097 0,012 0,151
(Tekrarlanabilirlik) o, oy 52 4,0 3 43
X 0,292 2,50 0,411 3,57
Calisma arast SD 0,007 0,030 0,023 0,107
% CV 2.4 1,2 5,6 3
X 0,293 2,41 0,406 3,47
Giin i¢i SD 0,017 0,101 0,026 0,184
% CV 5,8 4,2 6,4 5,3
X 0,28 2,41 0,412 3,48
Gilnler arasi SD 0,007 0,135 0,014 0,146
% CV 2,5 5,6 3,4 4,2
Toplam X 0,286 2,40 0,403 3,51
SD 0,018 0,168 0,029 0,235
(LaboratuVar 1@1) % CV 6,3 7’0 7’2 6,7

4.2. DOGRULUK DEGERLENDIRMESi SONUCLARI

Dis kalite kontrol orneklerinden hesaplanan 3 aylik ortalama % bias sonuglari

Tablo 4.4’te gbsterilmistir.
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Tablo 4. 4. Dogruluk degerlendirmesi sonuglari

Dogruluk APTT PT-INR D—dimer
CS-2500 % bias 5,3 1,9 0,1
CP-3000 % bias 14,5 13,7 30

4.3. REFERANS ARALIK DOGRULAMA CALISMASI SONUCLARI

Referans aralik dogrulama ¢alismasinda CS—2500 cihazinda APTT, PT-INR ve
D—dimer o6lgiimleri yapilmis, u¢ degerler dislandiktan sonra goriiniirde saglikli 20
referans birey secilmistir. Segilen 20 referans bireyin yaslar1 18 — 79 araligindadir.
Kadinlarin yas ortalamalar1 43,7, erkeklerin yas ortalamalar1 41,5 bulunmustur. CS—
2500 cihazinda APTT sonuglar1 25,5 = 1,76 sn, PT-INR sonuglar1 0,91 (0,82 — 1,26)
araliginda, D—dimer sonuglar1 0,35 + 0,04 mg/L FEU olarak bulunmustur. CP-3000
cihazindaki sonuglar APTT i¢in 26,2 £ 1,79 sn, PT-INR icin 0,94 (0,79 — 1,36), D—
dimer igin ise 0,38 + 0,05 pg/mL FEU olarak bulunmustur. Olgiimler arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0,05).

4.4. CTHAZ KARSILASTIRMA CALISMASI SONUCLARI

Karsilastirma ¢alismasinda 204 hastanin APTT’si Ol¢lilmiistir.  Hastalarin
ortanca (minimum — maksimum) degerleri CS—-2500 cihazinda 26,6 sn (19,7 — 57,8),
CP-3000 cihazinda ise 28,5 sn (20,5 — 59,6) idi ve aralarinda anlamli fark
bulunmaktaydi (p<0,01). Passing — Bablok regresyon analizine gore regresyon denklemi
y = -3,313 + 1,188 x seklinde ve r = 0,904 bulunmustur. Cusum testine gore

dogrusalliktan anlamli bir sapma yoktur (P= 0,21). Bland — Altman analizine gore iki
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cihaz arasinda bias —2,2 bulunmustur. Passing — Bablok regresyon grafigi ve Bland —

Altman grafikleri sirastyla Sekil 4.1 ve 4.2°de gosterilmistir.

CP-3000 APTT

CS-2500 APTT - CP-3000 APTT

65
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55
50
45
40
35
30
25
20
15

y=-3,313 + 1,188x
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Sekil 4. 1. APTT testi Passing — Bablok regresyon analizi
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Sekil 4. 2. APTT testi Bland — Altman grafigi
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CS-2500 cihazinda PT-INR o6l¢iimleri yapilan 130 hastanin INR’leri 84 hastada
<2, 41 ornekte 2 — 4,5 arasinda, 5 Ornekte ise >4,5 olarak dagilmaktaydi. Sonuglarin
ortanca (minimum — maksimum) degerleri CS-2500 cihazinda 1,35 (0,81 — 5,31), CP—
3000 cihazinda ise 1,37 (0,79 — 5,04) seklindeydi ve aralarinda istatistiksel anlamli fark
bulunmaktaydi (p=0,011). Passing — Bablok regresyon analizine gore regresyon
denklemi y = —0,0399+ 1,048 x seklindedir ve r = 0,978 bulunmustur. Cusum testine
gore iki cihaz arasindaki iliskide dogrusalliktan anlamli bir sapma goriilmemistir
(P=0,41). Bland — Altman analizine gore iki cihaz arasinda bias —0,05 seklindedir.
Passing — Bablok regresyon grafigi ve Bland — Altman grafikleri sirasiyla Sekil 4.3 ve

4.4’te gosterilmistir.

55+

45

351

2,5

CP-3000 PT-INR

151

' =-0,0399 + 1,048 x
0‘5 _| L 1 L 1 L | L | L |

0,5 1,5 25 3,5 45 55
CS-2500 PT-INR

Sekil 4. 3. PT-INR testi Passing — Bablok regresyon analizi
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Sekil 4. 4. PT-INR testi Bland — Altman grafigi
CLSI 6nerisi olan 0,5 fark yatay kesikli yesil ¢izgi ile gosterilmistir.
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D—dimer Ol¢limleri yapilan 103 hasta karsilastirma calismasina dahil edilmistir.

Sonuglarin ortanca (minimum — maksimum) degerleri CS-2500 cihazinda 0,7 mg/L

FEU (0,19 —

seklindeydi ve aralarinda anlamli fark bulunmaktaydi (p<0,01).

10,83), CP-3000 cihazinda 0,58 pg/mL FEU (0,2320 — 9,9560)

Passing — Bablok

regresyon analizine gore regresyon denklemi y = 0,155 + 0,655 x seklinde ve r = 0,974

bulunmustur. Cusum testine gore dogrusalliktan sapma mevcuttur (P=0,04). Bland —

Altman analizine gore iki cihaz arasinda bias 0,29°dur. D—dimer testi i¢in ayrica

yontemler arasinda % farklar da hesaplanmis ve bias %9,9 bulunmustur. Passing —

Bablok regresyon grafigi ve Bland — Altman grafikleri sirasiyla Sekil 4.5 ve 4.6’da

gosterilmistir.
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Sekil 4. 5. D—dimer testi Passing — Bablok regresyon analizi
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Sekil 4. 6. D—dimer testi Bland — Altman grafigi

Passing — Bablok grafiginde D—dimer 2,5’in {izerine ¢iktig1 zaman dogrusalligin
bozuldugu goriilmektedir. 2,5 degerinden yiiksek sonuglar ayr1 olarak degerlendirilip

iki grup olusturuldugunda hem <2,5 grubunda hem de >2,5 grubunda dogrusalliktan
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sapma goriilmemistir (P=0,76 ve P=0,36). Diisiik degerlerden olusan 82 hastalik grupta
r=0,951 ve regresyon denklemi y = 0,1826 + 0,5684 x seklindedir. Yiiksek degerlerden
olusan 21 hastalik yeni grupta ise r = 0,997 y = —1,2851 + 1,0767 x seklinde

bulunmustur.
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5. TARTISMA

Koagiilasyon dlgiimii 1970’lerden bugiine ciddi sekilde gelisme gostermistir ve
piht1 olusumunu tespit edebilen cihazlar gelistirilmistir (81). Testlerin otomatik cihazlar
tarafindan yapilmasi standardizasyonu artirsa da daha iyi bir dogruluk ve kesinlik
saglandigi anlamma gelmemektedir. Bu nedenle kalite degerlendirme c¢alismalar
laboratuvarlar i¢in Onemini siirdiirmektedir ve diinya genelinde bircok analitik
performans degerlendirme calismasi yapilmaktadir (82). Bu c¢alismada da
standardizasyon ve dogrulama amaciyla iilkemizde yeni kullanima giren CP-3000
cihazinin analitik performansi degerlendirilmis, foto—optik yontemle piht1 olusum
stiresini 6l¢gen ve immiintiirbidimetrik yontemle D—dimer miktarini tespit eden CS-2500
cihazi ile karsilastirma ¢aligmasi yapilmustir.

Gilinimiizde kullanilan birinci basamak veya rutin pihtilasma analizleri
geleneksel olarak APTT, PT-INR, fibrinojen, trombosit sayis1 ve trombosit fonksiyon
testleridir. APTT, PT-INR, fibrinojen ve D—dimer, pihtilagma kaskadinin kalitatif veya
kantitatif eksikliklerini taramak i¢in en sik talep edilen testlerdir (33). 2012 yilinda
Kuzey Amerika’da yapilan, Kuzey Amerika Ozel Pihtilasma Laboratuvari Dernegi
(NASCOLA) iiyesi 81 laboratuvardan 31’inin katildigr bir g¢aligmaya gore bu
laboratuvarlarin %97’sinde kanama bozukluklarini arastirmak, tan1 koymak ve izlem
yapmak icin hemostaz testleri c¢alisilmaktadir. Caligmaya katilan laboratuvarlarin
timiinde rutin testlerden olan APTT ve PT-INR testi c¢alisilmakta, D—dimer ise %
84’iinde ¢alisiimaktadir (83). APTT, PT-INR, D—dimer ve fibrinojen test sonuglarinin
birlikte kullanimi, pihtilagma sisteminin genel isleyisiyle ilgili kapsamli bir 6n bilgi
verir. Bu sekilde kanama bozukluklarinin taranmasina ve klinisyenin 6n tanilarini

dogrulamak icin yonlendirilmesine olanak tanimaktadir (84).
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APTT olgiimlerinde tiretici firmanin bildirdigi %CV verileri CS—2500 cihazi igin
%4’tlir. CP-3000 cihazinda firmanin bildirdigi %CV degerleri ¢alisma i¢i kesinlikte
normal ve yiikksek seviye icin sirasiyla %0,38 ve %1, toplam kesinlikte normal ve
yiiksek seviye i¢in sirastyla %1,1 ve %1,6’dir. Yapilan kesinlik ¢aligmasinda, CS—2500
cihazinda APTT testi i¢in 2. seviyede giinler arasi (%4,1) ve toplam kesinlik (%4,2)
hari¢ tiim degerler %4 beklentisini karsilamaktadir. CP-3000 cihazinda ise firma
verilerinden yiiksek %CV degerleri bulunmustur.

CS-2500 cihazinda PT-INR testi i¢in ¢alisma i¢i kesinligin %0,7 — 1,2 arasinda
testler arasi kesinligin ise %]1,5 — 2,2 arasinda degistigi bildirilmistir. CP-3000 ig¢in
insan plazmasi ile yapilan ¢alismalardan elde edilen firma verileri ¢alisma ici kesinlikte
normal ve yiiksek seviye igin sirastyla %0,5 ve %1,2, toplam kesinlikte ise normal ve
yiiksek seviye i¢in sirastyla %0,9 ve %1,5°tir. Bu ¢alismada, PT-INR i¢in CS-2500
cihazinda 1. seviyede calisma i¢i kesinlikte %1,2 beklentisi karsilanmig ancak bunun
disindaki degerler firma verilerinden yiiksek bulunmustur. CP—3000 cihazinda da %CV
degerleri firma beklentilerinden yiiksektir.

D—dimer ol¢iimii i¢gin CS-2500 cihazinda firma tekrarlanabilirlik %CV
beklentisini diisiik seviye kontrol ¢aligsmalari i¢in %4,1, yiiksek seviye kontrolde %1,4,
normal plazma havuzundan yapilan ¢aligmalar i¢cin %7,8, yliksek seviyede plazma
havuzu ¢alismalari i¢in ise %1,5 olarak bildirilmistir. Laboratuvar i¢i %CV beklentileri
ise diisiik seviye kontrol ¢aligsmalari icin %4,3, yiiksek seviye kontrolde %2,2, normal
plazma havuzundan yapilan ¢aligmalar icin %7,9, yiiksek seviyede plazma havuzu
calismalari i¢in ise %2,6’dir. CP-3000 cihazinda iiretici firma plazma havuzundan
yapilan testlerde %CV degerlerini ¢alisma i¢i kesinlikte diisiik seviyede %11,1, yiiksek

seviyede %1,3 olarak, toplam kesinlikte diisiik seviyede %11.,4, yiiksek seviyede ise
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%2,0 olarak bulduklarinmi bildirmistir. Bu ¢alismada D—dimer i¢in elde edilen %CV
degerleri her iki cihazda da firma beklentilerinden yiiksek bulunmustur.

CLSI H47-A2 protokolii (72) APTT ve PT testlerinde %CV degerinin %5’
gecmemesini  Onermistir.  Laboratuvarlarda  Olgiillen %CV ~ degerleri  firma
beklentilerinden yiiksek bulunmasina ragmen her iki cihazda da APTT ve PT testlerinde
Onerilen sinir olan %5’in altindadir.

D—dimer testi i¢in resmi kaynaklarda kabul edilebilir %CV onerisi yoktur. 2014
yilinda Italya’da, D—dimer igin karar siirina yakin bdlgede %CV’si < 10 olan kitlerin
tercih edilmesi Onerilmistir (85). CLSI H59 protokoliinde de birgok laboratuvarin D—
dimer i¢in %CV degerlerini < 7,5 olarak bildirdigi belirtilmistir. Bu ¢alismada da D—
dimer testi i¢in her iki cihazda elde edilen %CV degerleri <7,5tir.

CLSI H59 protokoliinde (86) D—dimer testi eger vendz tromboemboliyi diglama
amaciyla kullanilacaksa yiiksek bir negatif tahmin degeri (NPV) ve yiiksek hassasiyeti
olan bir kit kullanilmasi onerilmistir. Buna gore NPV > %98 (tek tarafli %95 giiven
araligi: > %95) ve hassasiyet > %97 (tek tarafli %95 giiven araligi: > %90) olmalidir.
CS-2500 cihazinda firetici firmanin bildirdigi NPV ve giiven aralig1 sirastyla %99,5 ve
%98,7’dir. Hassasiyet ve giliven aralig1 ise sirasiyla %99,4 ve %98,0’dir. Bu degerler
onerilen kriterleri karsilamaktadir. CP—3000 cihazinda kullanilan kitin tanitim kagidinda
ise NPV ve hassasiyet verileri yer almamaktadir.

Dogruluk c¢alismasinda CP—3000 cihazinin sonuglar1 CS-2500 cihazina gore
yiiksek ¢ikmistir. Bunun en 6nemli nedeninin cihazin su an karsilastirilabilecegi bir
grup olmamasi oldugu diisliniilmiistiir. Cogu dis kalite kontrol programi hedef degeri
programa katilan laboratuvarlarin 6l¢iim sonuglarina gore belirlemektedir. Ciinkii birgok
test i¢in referans materyal ve referans yontem bulunmamaktadir. Bu nedenle eger bir

cihaz gercekten cok tutarlt ve dogru bir 6l¢lim yapiyor olsa bile bu sekilde belirlenen
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hedef degerin disinda kalabilir. Ulkemizde CS-2500 yaygin kullanilan bir cihazdur.
Katilimer laboratuvarlarin kullandigi cihazlar i¢inde 6nemli bir paya sahip oldugu i¢in
grup ortalamasina CP-3000 cihazindan daha yakin sonug¢ vermesi kaginilmazdir. CP—
3000 cihazinin ortalamas1 CS-2500 cihaz ortalamasindan bu nedenlerle yiiksek olsa bile
her iki cihazin da % bias sonuglart APTT ve PT testleri i¢in CLIA nin onerdigi %15
sinirinin altindadir (75).

CP-3000 cihazinda D-dimer % bias sonuglarinin yiiksek olmasinin
nedenlerinden bir digerinin ise yontem kaynakli oldugu diisiiniilmiistiir. Immiindl¢iimler
antijene yani analite 0zgiin antikor ile antijenin reaksiyonuna dayali analizlerdir.
Analitlerin diisiik konsantrasyonda olmasi ve antijen — antikor etkilesiminin
karmasikligi nedeniyle immiinyontemler girisimlere (interferansa) duyarhidir. Bu
yontemlerde kullanilan antikorlarin sadece Olglilmek istenen analite baglandigi
varsayilsa da pratikte bagka maddelere de baglanabilmekte veya da baska maddelerin
etkisiyle Olclilmek istenen analite baglanamamakta ve bu da Ol¢limiin dogrulugunu
etkilemektedir. Immiinélciimlerde kullamlan kitlerde analitin farkli bolgelerine karsi
farkli antikorlar kullanildig1 igin tespit ettikleri analit miktar1 Onemli Olgiide
degismektedir. Bu nedenlerle immiinyontemlerde testler arasi varyasyon fazladir ve bu
da standardizasyonu zorlastirmaktadir. Farklt D-dimer kitlerinin hem klinik
calismalarda hem de dis kalite degerlendirme programi sonuglarinda farkli sonuglar
verdigi daha Once yapilan c¢aligmalarla da ortaya konmustur (87-89). 2013 yilinda
yayilanan, 3800 laboratuvar1 kapsayan bir arastirmada, Amerikan Patologlar Koleji'nin
(CAP) Pihtilagma Kaynak Komitesi, yontemler arast %CV’nin % 42 kadar yiiksek
oldugunu bulmustur (89). Raporlama birimine gore sirasiyla (FEU olmayan ve FEU
olan) 736 ve 752 laboratuvar1 kapsayan baska bir ¢alismada, bir dis kalite programinin

Nisan 2017, Temmuz 2017, Eylil 2017 ve Ocak 2018 doénem sonuclari géz Oniine
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alindiginda aykirt degerler dislandiktan sonra yontemler arast % CV degerleri % 33,4,
% 38,2, % 41,8, % 30,9 (FEU olmayan) ve % 18, % 19,3, % 17,7, % 19 (FEU olan)
olarak bildirilmistir (88). CP—3000 cihazinin dis kalite sonuglarinin da bu calismayla
benzerlik gosterdigini sdyleyebiliriz.

Sysmex serisi ile yapilan birgok c¢alismada kesinlik ve dogruluk
degerlendirmeleri sonucu APTT ve PT testlerinde yaklasik olarak benzer % bias ve %
CV degerleri bulunmustur (5,90-92). 2020 yilinda CS-2500 cihaz ile yapilan bir
calismada APTT igin %CV degerlerinin %0,30 — 2,95 arasinda, PT-INR i¢in % 0,74 —
4,1 arasinda degistigi bulunmustur (90). Bu ¢alismada da %CV degerleri APTT testi
icin %0,3 — 4,2, PT-INR testi icin %1 — 4,7 arasinda degismektedir.

Literatiirde yapilan tarama sonucu (PubMed, Scopus, Cochrane ve Google
Scholar veri tabanlar1) CP-3000 cihaziyla yapilmis APTT, PT ve D—dimer testlerini
karsilagtiran, kesinlik, dogruluk verileri igeren bir yayin bulunmamaktadir. Bu nedenle
CP-3000 cihazi verilerini karsilastirilacak bir %CV, bias degeri yoktur. Bu ¢alismanin
cihazi kullanmaya baglayacak laboratuvarlar i¢in kaynak olabilecegi diistinilmiistiir.

CS-2500 cihazinda yapilan referans aralik dogrulama caligmasinda APTT ve
PT-INR i¢in 20 referans bireyin tamaminin sonucu iretici firmanin sagladig: sirasiyla
21,8 — 32 sn, ve 0,8 — 1,3 araliginda ¢ikmistir. D—dimer testi i¢in de tiim bireylerin
sonuclar1 <0,55 mg/L. FEU ¢ikmistir. CP-3000 cihazinda sonuglar APTT i¢in 2 hasta
disinda (22,7 ve 23,9 sn) iiretici firmanin sagladigi 24,3 — 34,3 araligindadir. PT-INR
testi i¢in 2 birey (0,79 ve 1,36) disinda iiretici firmanin sagladigi 0,93 — 1,10 araliklari
icindedir. D—dimer testi i¢in tiim referans bireylerin sonucu <0,50 pg/mL bulunmustur.
CP-3000 cihazinda PT-INR testi i¢in 2 bireyin {iiretici firmanin belirttigi referans
araliklart disinda kalmasinin bu cihazda alt ve iist limitlerinin CS-2500 cihazina gore

daha dar olmasindan kaynaklandigi diistiniilmiistiir. Yine APTT testi icin de 2 birey
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CS-2500 cihazina gore normal araliktayken CP-3000 cihazinda referans aralik alt limiti
daha yiiksek oldugu i¢in diisiik aralikta kalmistir. CLSI EP28—A3c¢ protokolii, referans
aralik dogrulama ¢alismasinda en az 20 referans bireyin 6l¢limiiniin yapilmasini 6lgiilen
degerlerden ug degerler varsa atilmasini ve yerine yeni bireyler alinmasini dnermistir.
Ug degerlerden armdirilmig 20 bireyin sonucunun %90’ 1nin iiretici firmanin sagladigi
aralik icerisinde olmasinin kabul edilebilir oldugunu, %10 bireyin sonucunun firma
tarafindan belirtilen araligin disinda ¢ikabilecegini belirtmistir (71). Bu calismada 20
birey kullanildig1 i¢in en fazla 2 sonucun iiretici firmanin belirttigi aralifin disinda
kalmast kabul edilebilirdir. Buna gére CS-2500 ve CP-3000 cihazlar1 i¢in {iretici
firmalar tarafindan saglanan referans araliklar1 dogrulanmistir.

Cihaz karsilastirma ¢alismasinda APTT testi igin CS—2500 ve CP—3000 cihazlari
arasinda yapilan r degeri> 0,9’dur. Bu deger iki cihaz arasinda iyi dogrusal uyum
oldugunu gostermektedir. Regresyon analizinde elde edilen egim (1,188) degeri
Olcimlerin uygunlugunu gostermektedir. Kesim degerinin (-3,313) yiiksek olmasi
sistematik hata olabilecegini diisiindiirmektedir. Yakin zamanda CS-2500 ve Stago
STA Compact arasinda yapilan metot karsilastirma calismasinda APTT testi i¢in y =
5,498 + 0,86 x seklinde regresyon denklemi elde edilmistir (90). Bu ¢alismada bulunan
kesim ve egim degerleri de daha 6nce yapilan ¢aligmalarla benzerdir.

Bland — Altman grafiginde normal aralikta fark kabul edilebilirdir. Yiiksek
degerlerde ise iki cihazda Olciilen degerlerin farkliligi goriilmektedir. 2015 yilinda
Sysmex CS-5100 ve Stago STA-R cihazlar arasinda yapilan bir ¢calismada cihazlar
arasinda 12,8 bias bulunmustur ve yapilan Bland — Altman grafigine bakildiginda
yiiksek degerlerdeki sapmalar goriilmektedir (5).

PT-INR testi i¢in cihazlar arasinda r = 0,978 ve regresyon analizinde egim ve

kesim degerleri sirastyla 1,048 ve —0,0399 bulunmustur. Kesim degerinin sifira yakin
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olmasi, egim degerinin bire yakin olmasi ve r degerinin >0,95 olmasi sabit veya oransal
bir hata olmadigini1 ve cihazlar arasinda c¢ok iyi lineer uyum oldugunu gostermektedir.
Thromborel S kitiyle yapilan bir karsilastirmada iiretici firma verisine gore 0,979’luk
bir r degeri elde edilmistir (77). 2015 yilinda Sysmex CS-5100 cihazinin
degerlendirildigi bir ¢alismada mekanik yontemle piht1 olusumunu tespit eden STA-R
cihazi ile metot karsilastirma ¢aligmasi yapilmis. 193 hastanin INR’leri degerlendirilmis
ve cihazlar arasinda y = —0,0702 + 1,0528 x seklinde regresyon denklemi elde edilmistir
(93). Literatiirde Sysmex cihazlariyla yapilan calismalarda da benzer regresyon
denklemleri elde edilmistir.

CLSI-H57A protokolii, terapotik araliktaki numunelerin (INR 2,0 — 4,0) en az
%385’inin Olglim sonuglar1 arasindaki farkin < + 0,5 INR birimi olmasmi kabul
edilebilirlik kriteri olarak Onermistir (73). Bland — Altman grafigine bakildiginda
Olciimii yapilan numunelerden 5 tanesinde cihazlar arasi1 farkin 0,5’1 gectigi
goriilmektedir. Iki cihazin PT-INR odl¢iimleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
cikmasina ragmen INR 2,0 — 4,0 araliginda test edilen 38 6rnegin %85 inin fark <+ 0,5
sartin1 sagladig1 gdsterilmistir.

APTT ve PT Kkitleri ¢ok gesitli tromboplastin kaynaklari i¢erebilmektedir. Dade
Actin FS Activated PTT kitinde soya kaynakli fosfolipitler, aktivator olarak elajik asit,
Coagpia APTT-FS kitinde ise soya kaynakli fosfolipitler, aktivatdr olarak silikat
kullanilmistir. Coagpia PT—N kitinde tavsan beyni kaynakli tromboplastin kullanilirken
Thromborel S kitinde insan plasental tromboplastini kullanilmaktadir. Cihazlarda
kullanilan kitlerde tromboplastin kaynaklarinin ve aktivatorlerin cesitliligi sonuglar
arasinda farkliliklara neden olabildigi diislinlilmiistiir. Ancak yapilan bir c¢aligmada
tavsan tromboplastini ile rekombinant tromboplastin karsilastirilmis ve arada

istatistiksel anlamli bir fark bulunamamustir (94).
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D—dimer i¢in iki cihaz arasinda r = 0,974 regresyon denklemi ise y = 0,1555 +
0,6555 x seklinde bulunmustur. CS-2500 cihazinda iiretici firma yaptig1 karsilagtirma
calismalarinda y = 1,036 x + 0,023 ve y = 1,312 x + 0,172 seklinde regresyon
denklemleri elde etmis, sirasiyla r = 0,978 ve r = 0,961 seklinde korelasyon katsayilari
bulmustur (78). Passing — Bablok grafigine bakildiginda dogrusalligin 2,5 degerinden
sonra bozuldugu goriilmektedir. Gruplar ayrildiginda ise iist grubun denkleminde egim
degeri 1’e yaklagsmaktadir (1,0767). Bland — Altman grafigine bakildiginda yontemler
arasinda 0,29’luk bir bias goriilmektedir. 2013 ve 2018 yillarinda yapilan ¢aligmalarda
yontemler arasi % farklarin ¢ok oldugu gozlenmistir (88,89). Bu c¢alismada da
yontemler arasindaki % fark hesaplanmis ve %9 bulunmustur. Bu deger daha once
yapilan calismalardan diistiktiir. CS—-2500 yaygin kullanilan bir cihazdir ve CP-3000
cihazinin CS-2500 cihaziyla kiyaslandiginda kabul edilebilir bir analitik performans
gosterdigi sdylenebilir.

Koagiilasyon cihazlarinda APTT, PT, D-dimer testlerinin yani sira fibrinojen
diizeyleri, faktor diizeyleri, inhibitdr diizeyleri gibi bir¢ok test ¢alisiimaktadir. Bu
calismada ise performans degerlendirmesi yapilirken imkanlar dahilinde APTT, PT ve
D-dimer testleriyle c¢alisma yapilmistir. Ayrica yontem degerlendirme caligsmalarinda
bir¢cok parametre degerlendirilebilmektedir. Bu ¢alismanin kisitliliklarindan biri de bu
calismada sadece kesinlik, dogruluk, referans aralik dogrulama ve metot karsilastirma
caligmas1 yapilmasidir. Bunlara ek olarak rapor edilebilir aralik dogrulama, hemoliz,
lipemi, ikter gibi girisim yapan maddelerin arastirilmasi, 6rnek stabilitesi ¢aligmasi ve
taginma hatast ¢alismasi yapilabilir. Bu ¢aligmalar yapilirsa cihazlar rutin kullanimda
iken ne gibi sorunlarla karsilasilabilecegi ve bu sorunlarin nasil ¢oziilecegi daha iyi

anlasilmis olur.
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6. SONUC ve ONERILER

Cihazlarin kabul edilebilir analitik performans gosterdikleri dogrulanmalidir.
Laboratuvar uzmanlarimin kullandiklar1 cihazin analitik performansi hakkinda bilgi
sahibi olmasi gereklidir. Bu nedenle Saghik Bakanligi i¢ ve dis kalite
degerlendirmelerini biyokimya laboratuvarlari i¢in zorunlu tutmaktadir. Standart ve
valide metotlar (CE veya FDA onayli gibi) kullaniliyorsa laboratuvarin yeterliligine
yonelik verifikasyon c¢aligsmast yapilmasini onermektedir. CLSI bir¢cok protokolle
verifikasyon calismalarinda yapilmasi gerekenleri ve kabul kriterlerini laboratuvarlara
bildirmistir.

Analitik performansi degerlendirmek i¢in yapilan kesinlik, dogruluk ve referans
aralik dogrulama c¢aligmalar1 sonucu iki cihazin da yeterli analitik performans gosterdigi
goriilmiistiir. Cihaz karsilastirma c¢alismasinda heniiz iilkemizde rutin kullanimda
olmayan CP-3000 cihazinin, yaygin sekilde kullanilan CS-2500 cihaziyla uyumlu
Olciim yaptig1 gosterilmistir. Elde edilen bu verilerle CP-3000 cihazinin biyokimya
laboratuvarlarinda rutin hemostaz testleri olan APTT, PT ve D—dimer oOlgiimlerinde
kullanilmasinin uygun oldugu sonucuna varilmistir. CP-3000 cihazi ile daha cok

calisma yapilarak cihaz hakkinda yeni veriler elde edilmesi 6nemlidir.



10.

11.

12.

48

7. KAYNAKLAR

Billman GE. Homeostasis: The Underappreciated and Far Too Often Ignored
Central Organizing Principle of Physiology. Front Physiol [Internet]. 2020 Mar
10 [cited 2020 May 20];11:200. Available from:
https://www frontiersin.org/article/10.3389/fphys.2020.00200/full

Bonar RA, Lippi G, Favaloro EJ. Overview of Hemostasis and Thrombosis and
Contribution of Laboratory Testing to Diagnosis and Management of Hemostasis
and Thrombosis Disorders. In: Methods in Molecular Biology [Internet]. 2017. p.
3-27. Available from: http://link.springer.com/10.1007/978-1-4939-7196-1 1

Kitchen S, Geisen U, Kappelmayer J, Quehenberger P, DrieB3 J, Lowe A, et al.
Evaluating the analytical performance of five new coagulation assays for the
measurement of prothrombin time and activated thromboplastin time. Int J Lab
Hematol. 2018;40(6):645-54.

Kitchen S, Geisen U, Kappelmayer J, Quehenberger P, Lowe A, Jones R, et al.
Evaluating the analytical performance of four new coagulation assays for the
measurement of fibrinogen, D-dimer and thrombin time. Int J Lab Hematol.
2018;40(6):637-44.

Geens T, Vertessen F, Malfait R, Deiteren K, Maes MB. Validation of the
Sysmex CS5100 coagulation analyzer and comparison to the Stago STA-R
analyzer for routine coagulation parameters. Int J Lab Hematol. 2015;37(3):372—
81.

Saglik Hizmetleri Genel Miidiirliigii Saglikta Kalite ve Akreditasyon Daire
Bagkanligi. Saglikta Kalite Standartlar1 Hastane (Versiyon-5; Revizyon-01)
[Internet]. Ankara; 2016. Available from:
https://dosyamerkez.saglik.gov.tr/Eklenti/3460,skshastanesetiv5r1pdf.pdf?0

Lippi G, Favaloro EJ, Franchini M, Guidi GC. Milestones and perspectives in
coagulation and hemostasis. Semin Thromb Hemost. 2009;35(1):9-22.

Versteeg HH, Heemskerk JWM, Levi M, Reitsma PH. New Fundamentals in
hemostasis. Physiol Rev. 2013;93(1):327-58.

Atamer T. Hemostaz mekanizmasi. Temel hemostaz Tromboz kursu. 2007;2:1-6.

Bizzozero G. Su di un nuovo elemento morfologico del sangue dei mammiferi e
della sua importanza nella trombosi e nella coagulazione. L’Osservatore.
1881;17:785-7.

Quinn M. Platelet Physiology. In: Platelet Function [Internet]. Totowa, NIJ:
Humana Press; 2005. p. 3-20. Available from:
http://link.springer.com/10.1007/978-1-59259-917-2 1

Coppinger JA, Cagney G, Toomey S, Kislinger T, Belton O, McRedmond JP, et
al. Characterization of the proteins released from activated platelets leads to



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

49

localization of novel platelet proteins in human atherosclerotic lesions. Blood.
2004;103(6):2096—104.

Rumbaut RE, Thiagarajan P. Platelet-Vessel Wall Interactions in Hemostasis and
Thrombosis. Vol. 2, Colloquium Series on Integrated Systems Physiology: From
Molecule to Function. 2010. 1-75 p.

Smyth SS, Mcever RP, Weyrich AS, Morrell CN, Hoffman MR, Arepally GM, et
al. Platelet functions beyond hemostasis. J Thromb Haemost. 2009;7(11):1759—
66.

Weyrich AS, Schwertz H, Kraiss LW, Zimmerman GA. Protein synthesis by
platelets: Historical and new perspectives. J] Thromb Haemost. 2009;7(2):241-6.

Russell A. Higgins, Steve Kitchen and DC. Tietz textbook of clinical chemistry
and molecular diagnostics / [edited by] Nader Rifai; senior editors, Andrea R.
Horvath, Carl T. Wittwer. In: 6th ed. Elsevier; 2018. p. 1732 el-e56.

Walsh PN. Platelet coagulation-protein interactions. Seminars in Thrombosis and
Hemostasis. 2004.

Da Prada M, Pletscher A, Tranzer JP. Lipid composition of membranes of amine-
storage organelles. Biochem J. 1972;

Funatsu T, Higuchi H, Ishiwata S. Elastic filaments in skeletal muscle revealed
by selective removal of thin filaments with plasma gelsolin. J Cell Biol. 1990;

Stark F, Golla R, Nachmias VT. Formation and contraction of a
microfilamentous shell in saponin-permeabilized platelets. J Cell Biol. 1991;

Panteleev MA, Dashkevich NM, Ataullakhanov FI. Hemostasis and thrombosis
beyond biochemistry: Roles of geometry, flow and diffusion. Thromb Res
[Internet]. 2015;136(4):699-711. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.thromres.2015.07.025

MacKman N. The role of tissue factor and factor VIla in hemostasis. Anesthesia
and Analgesia. 2009.

Monroe DM, Hoffman M. What does it take to make the perfect clot?
Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology. 2006.

Hoffman MM, Monroe DM. Rethinking the coagulation cascade. Curr Hematol
Rep. 2005 Sep;4(5):391-6.

Petrovan RJ, Ruf W. Residue Met156 Contributes to the Labile Enzyme
Conformation of Coagulation Factor VIla. J Biol Chem. 2001;

Jesty J. The inhibition of activated bovine coagulation factors X and VII by
antithrombin III. Arch Biochem Biophys. 1978;

Broze GJ, Warren LA, Novotny WF, Higuchi DA, Girard JJ, Miletich JP. The
lipoprotein-associated coagulation inhibitor that inhibits the factor VIl-tissue



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

50

factor complex also inhibits factor Xa: Insight into its possible mechanism of
action. Blood. 1988;

Riddel JP, Aouizerat BE, Miaskowski C, Lillicrap DP. Theories of blood
coagulation. J Pediatr Oncol Nurs. 2007;24(3):123-31.

Boron WF, Boulpaep EL. Medical Physiology, 2e Updated Edition E-Book.
Elsevier health sciences; 2012.

M. Harmening D. Clinical Hematology and Fundamentals of Hemostasis Sth
Edition. F.A. Davis Company. Philadelphia; 2009.

Hoffman M. Remodeling the Blood Coagulation Cascade. J Thromb
Thrombolysis  [Internet]. 2003  Aug;16(1/2):17-20.  Available from:
http://link.springer.com/10.1023/B: THR0O.0000014588.95061.28

Hemker HC. The initiation phase - A review of old (clotting-) times. Thrombosis
and Haemostasis. 2007.

Lippi G, Franchini M, Guidi GC. Diagnostic approach to inherited bleeding
disorders. Clinical Chemistry and Laboratory Medicine. 2007.

Girard TJ, Warren LA, Novotny WF, Likert KM, Brown SG, Miletich JP, et al.
Functional significance of the Kunitz-type inhibitory domains of lipoprotein-
associated coagulation inhibitor. Nature. 1989;

Ndonwi M, Broze G. Protein S enhances the tissue factor pathway inhibitor
inhibition of factor Xa but not its inhibition of factor VIla—tissue factor. J
Thromb Haemost [Internet]. 2008 Jun;6(6):1044—6. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1538-7836.2008.02980.x

Hansen JB, Huseby NE, Sandset PM, Svensson B, Lyngmo V, Nordey A.
Tissue-factor pathway inhibitor and lipoproteins: Evidence for association with
and regulation by 1dl in human plasma. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 1994;

Dahlbiack B. Blood coagulation and its regulation by anticoagulant pathways:
Genetic pathogenesis of bleeding and thrombotic diseases. Journal of Internal
Medicine. 2005.

Hoppe C, Matsunaga A. Pediatric thrombosis. Pediatric Clinics of North
America. 2002.

Castoldi E, Simioni P, Tormene D, Rosing J, Hackeng TM. Hereditary and
acquired protein S deficiencies are associated with low TFPI levels in plasma. J
Thromb Haemost [Internet]. 2010 Feb;8(2):294-300. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1538-7836.2009.03712.x

Hackeng TM, Seré KM, Tans G, Rosing J. Protein S stimulates inhibition of the
tissue factor pathway by tissue factor pathway inhibitor. Proc Natl Acad Sci U S
A. 2006;

Hoffman M, Monroe DM 3rd. A cell-based model of hemostasis. Thromb



42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

51

Haemost. 2001 Jun;85(6):958—65.

Kemball-Cook G, Tuddenham EGD, Mcvey JH. Normal Haemostasis. In:
Hoffbrand, V. A., Catovsky, D., & Tuddenham E, editor. Postgraduate
Haematology [Internet]. 5th ed. 2005. p. 783-807. (Wiley Online Books).
Available from: https://doi.org/10.1002/9780470987056.ch47

Loscalzo JSAI. Thrombosis and hemorrhage. In: Lippincott Williams & Wilkins.
Philadelphia; 2003.

Oliver JA, Monroe DM, Roberts HR, Hoffman M. Thrombin activates factor XI
on activated platelets in the absence of factor XII. Arterioscler Thromb Vasc
Biol. 1999;

Ariéns RAS, Lai TS, Weisel JW, Greenberg CS, Grant PJ. Role of factor XIII in
fibrin clot formation and effects of genetic polymorphisms. Blood. 2002.

Cesarman-Maus G, Hajjar KA. Molecular mechanisms of fibrinolysis. British
Journal of Haematology. 2005.

Chapin JC, Hajjar KA. Fibrinolysis and the control of blood coagulation. Blood
Rev [Internet]. 2015 Jan;29(1):17-24. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0268960X 14000721

Booth N BF. Plasminogen-plasmin system. In: Coleman RW MV, Clowes AW,
George JN GS, editors. Hemostasis and Thrombosis: Basic Principles and
Clinical Practice. Philadelphia: Lippincott Williams Wilkins; 2006. p. 335-65.

McMichael M. New Models of Hemostasis. Top Companion Anim Med
[Internet]. 2012;27(2):40-5. Available from:
http://dx.doi.org/10.1053/j.tcam.2012.07.005

Hartmann M, Sucker C, Boechm O, Koch A, Loer S, Zacharowski K. Effects of
Cardiac Surgery on Hemostasis. Transfus Med Rev. 2006;20(3):230—41.

Bonar R, Favaloro EJ, Adcock DM. Special issue: Quality in laboratory
diagnostics : from theory to practice Quality in coagulation and haemostasis
testing. Biochem Medica [Internet]. 2010;184-99. Available from:
https://www.biochemia-
medica.com/en/journal/20/2/10.11613/BM.2010.023/full Article

Harrison P, Lordkipanidzé M. Testing platelet function. Hematology/Oncology
Clinics of North America. 2013.

Harrison P, Mackie I, Mumford A, Briggs C, Liesner R, Winter M, et al.
Guidelines for the laboratory investigation of heritable disorders of platelet
function. Br J Haematol. 2011;

Harrison P. Assessment of platelet function in the laboratory. Hamostaseologie.
2009.

Whiting D, Dinardo JA. TEG and ROTEM: Technology and clinical



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

52

applications. Am J Hematol. 2014;

Gormiis U. Hematolojik Analizler. In: Gérmiis U, editor. Laboratuvar Diinyasi.
Istanbul: Nobel Tip Kitabevleri Tic. Ltd. Sti.; 2015. p. 145-65.

Barna L, Triplett DA. Use of the activated partial thromboplastin time for the
diagnosis of congenital coagulation disorders: Problems and possible solutions.
Ric Clin Lab. 1989;

Demir AM. Geleneksel Pihtilagma Testleri ve Klinik Uygulamalardaki Yeri. In:
Emekli N, Yigitbast T, editors. Klinik Biyokimya. Istanbul: Nobel Tip
Kitabevleri Tic. Ltd. Sti.; 2015. p. 323-31.

Demers C, Ginsberg JS, Hirsh J, Henderson P, Blajchman MA. Thrombosis in
antithrombin-III-deficient persons. Report of a large kindred and literature
review. Ann Intern Med. 1992;

Luxembourg B, Delev D, Geisen C, Spannagl M, Krause M, Miesbach W, et al.
Molecular basis of antithrombin deficiency. Thromb Haemost. 2011;

Cornell University College of Veterinary Medicine. Methods of clot detection |
eClinpath [Internet]. 2015 [cited 2020 Jun 18]. Available from:
http://www.eclinpath.com/hemostasis/tests/screening-coagulation-assays/clot-
detection-method/

Riley RS, Gilbert AR, Dalton JB, Pai S, McPherson RA. Widely Used Types and
Clinical Applications of D-Dimer Assay. Lab Med [Internet]. 2016
May;47(2):90-102. Available from: https://academic.oup.com/labmed/article-
lookup/doi/10.1093/labmed/Imw001

CLSI. Collection, Transport, and Processing of Blood Specimens for Testing
Plasma-Based Coagulation Assays and Molecular Hemostasis Assays; Approved
Guideline—Fifth Edition. CLSI Doc H21-AS. 5th ed. 2008;28(5).

Huber L. Validation and Qualification in Analytical Laboratories. 2nd ed.
Informa Healthcare; 2007.

Aslan D, Yilmaztirk GC, Akalin N, Biiyiikbese MA, Sermez Y, Fenkg¢i S. Klinik
Laboratuvar test Sonuglarinin Uluslararast ve Ulusal Harmonizasyonu,
Standardizasyonu ve HbAlc Ornegi. Turkish J Biochem. 2011;36(July):374-83.

CLSI. User Verification of Precision and Estimation of Bias; Approved
Guideline—Third Edition. CLSI Doc EP15-A3. 2014;34(12).

Allinson JL. Clinical biomarker validation. Bioanalysis. 2018.

Nichols JH. Verification of method performance for clinical laboratories. Adv
Clin Chem. 2009;47:121-37.

CLSI. Evaluation of Precision of Quantitative Measurement Procedures ;
Approved Guideline — Third Edition. CLSI Doc EP05-A3. 3rd ed. 2014;34(13).



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

53

CLSI. Measurement Procedure Comparison and Bias Estimation Using Patient
Samples; Approved Guideline. CLSI Doc EP09-A3. 3rd ed. 2013;33(11):98.

CLSI. Defining, Establishing, and Verifying Reference Intervals in the Clinical
Laboratory; Approved Guideline—Third Edition. In: CLSI document EP28-A3c.
Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute; 2008.

CLSI. One-Stage Prothrombin Time (PT) Test and Activated Partial
Thromboplastin Time (APTT) Test; Approved Guideline—Second Edition. CLSI
Doc H47-A2. 2nd ed. 2008;28(20).

CLSI. Protocol for the Evaluation, Validation, and Implementation of
Coagulometers; Approved Guideline. CLSI Doc H57-A. 2008;28(4).

Madenci O, Or¢un A, Yildiz Z, Sirmali R, Tuncbilek N, Yiicel N, et al.
Evaluation of new beckman coulter 25(OH) vitamin D assay and potential
improvement of clinical interpretation. Biochem Medica. 2017;

CMS, CDC H. Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988 (CLIA)
Proficiency Testing Regulations Related to Analytes and Acceptable
Performance. Fed Regist [Internet]. 2019;84(23):1536—67. Available from:
https://www.federalregister.gov/documents/2019/02/04/2018-28363/clinical-
laboratory-improvement-amendments-of-1988-clia-proficiency-testing-
regulations-related-to

Dade Actin FS Activated PTT Reagent [Internet]. 2018 [cited 2020 Jul 26].
Available from: https://doclib.siemens-healthineers.com/rest/v1/view?document-
1d=544577

Thromborel S [Internet]. 2018 [cited 2020 Jul 26]. Available from:
https://doclib.siemens-healthineers.com/rest/v1/view?document-id=542042

INNOVANCE D-Dimer [Internet]. 2018 [cited 2020 Jul 26]. Available from:
https://doclib.siemens-healthineers.com/rest/v1/view?document-id=556541

Sysmex CS-2500 System: Mid-volume automated coagulation analyzer -
Siemens Healthineers Tiirkiye [Internet]. 2020 [cited 2020 Jun 19]. Available
from: https://www.siemens-healthineers.com/tr/hemostasis/systems/sysmex-cs-
2500-system

CP3000 automated coagulation system [Internet]. 2020 [cited 2020 Jun 18].
Available from:
https://www.corelaboratory.abbott/int/en/offerings/category/coagulation/coagulat
ion-cat

Huber AR, Méndez A, Brunner-Agten S. Automation in haemostasis.
Hamostaseologie. 2013.

Jennings I, Kitchen D, Woods T, Kitchen S, Walker I. Emerging Technologies
and Quality Assurance: The United Kingdom National External Quality
Assessment Scheme Perspective. Semin Thromb Hemost [Internet]. 2007
Apr;33(3):243-9. Available from: http://www.thieme-



83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

54

connect.de/DOI/DOI?10.1055/s-2007-971810

Hayward CPM, Moffat KA, Plumhoff E, Van Cott EM. Approaches to
investigating common bleeding disorders: An evaluation of North American
coagulation laboratory practices. Am J Hematol. 2012;

Givens TB, Braun PJ. Classification of factor deficiencies from coagulation
assays using neural networks. Int J Med Inform. 1997;

Lippi G, Cervellin G, Casagranda I, Morelli B, Testa S, Tripodi A. D-dimer
testing for suspected venous thromboembolism in the emergency department.
Consensus document of AcEMC, CISMEL, SIBioC, and SIMeL. Clin Chem Lab
Med. 2014;

CLSI. Quantitative D-dimer for the Exclusion of Venous Thromboembolic
Disease; Approved Guideline. CLSI Doc H59-A. 2011;31(6).

De Maat MPM, Meijer P, Nieuwenhuizen W, Haverkate F, Kluft C. Performance
of semiquantitative and quantitative D-dimer assays in the ECAT external quality
assessment program. Seminars in Thrombosis and Hemostasis. 2000.

Favresse J, Lippi G, Roy P-M, Chatelain B, Jacqmin H, ten Cate H, et al. D-
dimer: Preanalytical, analytical, postanalytical variables, and clinical
applications. Crit Rev Clin Lab Sci [Internet]. 2018 Nov 17;55(8):548-77.
Available from:
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/10408363.2018.1529734

Olson JD, Cunningham MT, Higgins RA, Eby CS, Brandt JT. D-dimer: Simple
test, tough problems. Arch Pathol Lab Med. 2013;

Yis OM, Bugdayci G, Pehlivan MB, Yildiz RN, Alisik M. Analytical
performance evaluation of Sysmex CS-2500 and Stago STA Compact. Blood
Coagul Fibrinolysis [Internet]. 2020 May 7;Publish Ah. Available from:
https://journals.lww.com/10.1097/MBC.0000000000000920

Meijer P, Kynde K, Van Den Besselaar AMHP, Van Blerk M, Woods TAL.
International normalized ratio (INR) testing in Europe: Between-laboratory
comparability of test results obtained by Quick and Owren reagents: A
collaborative study from the FEuropean Committee for External Quality
Assurance Programmes in Laboratory Medici. Clin Chem Lab Med.
2018;56(10):1698-702.

Fischer F, Appert-Flory A, Jambou D, Toulon P. Evaluation of the automated
coagulation analyzer Sysmex® CA-7000. Thromb Res [Internet]. 2006
Jan;117(6):721-9. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0049384805002628

Martin-Toutain I, Jobic L, Mancic T, Brissard A, Ankri A. Evaluation of the
automated coagulation analyser Sysmex® CS-5100 (Siemens). Ann Biol Clin
(Paris) [Internet]. 2015 Jul;73(4):413-9. Available from: http://www.john-libbey-
eurotext.fr/medline.md?doi=10.1684/abc.2015.1054



94.

55

Barcellona D, Biondi G, Vannini ML, Marongiu F. Comparison between
Recombinant and Rabbit Thromboplastin in the Management of Patients on Oral
Anticoagulant Therapy. Thromb Haemost [Internet]. 1996 Jul 26;75(03):488-90.
Available  from:  http:/www.thieme-connect.de/DOI/DOI1?710.1055/s-0038-
1650302



	ETİK KURUL ONAY BELGESİ
	ETİK UYGUNLUK BEYANI
	TEZ ONAY SAYFASI
	TEŞEKKÜR
	İÇİNDEKİLER
	TABLO LİSTESİ
	ŞEKİL LİSTESİ
	SİMGE ve KISALTMALAR
	ÖZET
	ABSTRACT
	1. GİRİŞ ve AMAÇ
	2. GENEL BİLGİLER
	2.1. HEMOSTAZ
	2.1.1 Primer hemostaz
	2.1.2. Sekonder hemostaz
	2.1.2.1. Kaskad/şelale modeli
	2.1.2.1.1. Ekstrensek yolak
	2.1.2.1.2. İntrensek yolak
	2.1.2.1.3. Ortak yol
	2.1.2.1.4. Doğal antikoagülan sistem

	2.1.2.2. Hücre temelli model
	2.1.2.2.1. İnisiyasyon fazı
	2.1.2.2.2. Amplifikasyon fazı
	2.1.2.2.3. Propagasyon fazı


	2.1.3. Tersiyer hemostaz (Fibrinoliz)

	2.2.HEMOSTAZ İLE İLGİLİ TESTLER
	2.2.1. Primer hemostaz testleri
	2.2.2. Sekonder hemostaz testleri
	2.2.3. Tersiyer hemostaz testleri

	2.3. APTT, PT VE D–DİMER ÖLÇÜM YÖNTEMLERİ
	2.3.1. APTT ve PT ölçüm yöntemleri
	2.3.2. D–dimer ölçüm yöntemleri

	2.4. YÖNTEM DEĞERLENDİRİLMESİ
	2.4.1. Kesinlik
	2.4.2. Doğruluk
	2.4.3. Referans aralık doğrulama
	2.4.4. Metot karşılaştırma


	3. GEREÇ VE YÖNTEM
	3.1. KESİNLİK DEĞERLENDİRMESİ
	3.2. DOĞRULUK DEĞERLENDİRMESİ
	3.3. REFERANS ARALIK DOĞRULAMA ÇALIŞMASI
	3.4. CİHAZ KARŞILAŞTIRMA ÇALIŞMASI
	3.5. KULLANILAN CİHAZLAR VE MALZEMELER
	3.5.1. Sysmex CS–2500 cihazı teknik özellikleri
	3.5.2. Abbott CP–3000 cihazı teknik özellikleri

	3.6 İSTATİSTİKSEL ANALİZ

	4. BULGULAR
	4.1. KESİNLİK DEĞERLENDİRMESİ SONUÇLARI
	4.2. DOĞRULUK DEĞERLENDİRMESİ SONUÇLARI
	4.3. REFERANS ARALIK DOĞRULAMA ÇALIŞMASI SONUÇLARI
	4.4. CİHAZ KARŞILAŞTIRMA ÇALIŞMASI SONUÇLARI

	5. TARTIŞMA
	6. SONUÇ ve ÖNERİLER
	7. KAYNAKLAR

