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Fibrinojen Tayin Yontemlerinin Karsilastirilmasi: Tarihsel Pencereden
Bakis (Modifiye Stirland, Clauss Kronometrik ve Sodyum Siilfit ile
Fraksiyonizasyon Yontemlerinin Karsilastirilmasi)

Comparison of Fibrinogen Determination Methods Looking from the Historical Window
(Comparison of Modified Stirland, Clauss Chronometric and Sodium Sulfite Fractionation

Methods)
Pmar EKER

0oz

Giintimiizde otoanalizorlerde kullanilan Clauss kronometrik
yonteminin manuel versiyonu, daha eski bir metotla, Modifiye
Stirland yontemi ile karsilastirilmistir. Fibrinojenin sodyum siilfit
ile presipitasyonu ve ardindan fraksiyone edilen fibrinojenin
Biiiret yontemi ile protein olarak Olgiilmesi referans yontem
olarak kullanilmistir. Caligma ayni zamanda otoanalizorler ile
rutin laboratuvar ¢aligmalarina dahil olan uzman ve 6grencilerin
fibrinojen testlerinin tarihsel evrimi hakkinda fikir olusturmasina
yardimc1 olacaktir.

Biiiret yontemine dayali referans ve Modifiye Stirland yontemi
karsilastirildiginda, arasinda anlamli fark bulunmustur (t=—6,075;
p<0.05). Referans ve Clauss kronometrik yontemi arasindaki fark
istatistiksel yonden anlamli bulunmamistir (t=-1.833; p= 0.076).
Modifiye Stirland ve referans yontemi arasindaki korelasyon
yiiksek diizeyde anlamli (r= 0.898; p<0.001); referans ve Clauss
kronometrik yontemi arasindaki korelasyon da yiiksek diizeyde
anlamli bulunmustur. (= 0.845; p<0.001). Her yontemin deney
ici tekrarlanabilirligi i¢in averaj varyasyonlar hesaplanmistir.
Bu degerler Biiiret yontemine dayali referans, modifiye Stirland
ve Clauss kronometrik yontemi icin sirasiyla % 5.77; %6.78
ve %2.56 dir. Fibrinojen diizeylerinin &l¢iimiinde manuel
versiyonu kullanilmis olan Clauss kronometrik yontemi, Modifiye
Stirland yOntemine oranla daha basarili bulunmustur. Manuel
olarak uygulanan Clauss kronometrik yontemi giiniimiizde
otoanalizorlerde ¢alisilan bir metod seklinde giinliik biyokimya
laboratuvar tibbinda yerini korumaktadir.
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ABSTRACT

The manual version of the Clauss chronometric method which
is used in autoanalysers today, was compared with the Modified
Stirland method, which was older than Clauss chronometric
method. Fractionation of fibrinogen which was precipitated with
sodium sulfite followed determination as a protein by Biuret
method was used as the reference method. The study will also
help experts and students involved in routine laboratory work with
autoanalysers to provide insight into the historical evolution of
fibrinogen testing.

Significant difference was found between the reference
method which was based on determination of fibrinogen by Biuret
reagent and the Modified Stirland method (t= — 6,075; p<0.05).
The difference between the Reference and Clauss chronometric
method was not statistically significant (t=-1.833; p=0.076).
The correlation between the modified Stirland and the reference
method is highly significant (r= 0.898; p<0.001); Correlation
between reference and Clauss chronometric method was also
found highly significant. (r = 0.845; p <0.001). Average variations
were calculated for each method. These values are 5.77%. 6.78%
and 2.56%, respectively, for reference, Modified Stirland and
Clauss chronometric method; The Clauss chronometric method,
which was used in the manual version for measuring fibrinogen
levels, was found to be more successful than the Modified
Stirland method. Clauss chronometric method, which was applied
manually, still maintains its place in daily biochemistry laboratory
medicine as in fully automated auto analyzers.

Keywords: Fibrinogen, Method Comparison,
Chemistry, Analysis

Clinical

GIRIS

Calismada rutin laboratuvar fibrinojen tayininde uzun
yillar kullanilmis olan Modifiye Stirland yontemi (1) ile
Clauss tarafindan tanimlanmis olan hiz dl¢imiine dayali
kronometrik yontemin (2) manuel versiyonu karsilastirilmis
ve referans yontem olarak da fibrinojenin sodyum siilfit
presipitasyonu ile fraksiyonizasyonu sonrasi Bitiret teknigi
ile protein olarak &l¢iimiine dayali yontem kullanilmistir
(3). Giintimiizde tip teknolojisi hizla gelismekte, tibbi
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laboratuvar teknikleri agisindan ileri yontemlerle ¢aligan
teknik cihazlar her gegen gilin laboratuvar pratigimize
dahil olmaktadir. Teknolojinin otomasyon ydniinde hizli
gelisimi zaman kazanmak ve standardizasyon ydniinden
tibbi laboratuvar uzmanina katkilarmin ¢ok¢a olmasinin
yaninda, temel prensiplerin anlagilmasi ve cihaz gelisim
teknolojilerinin arka planda hangi yollardan gecerek
giinlimiize ulastig1 bilgisinin uzmanlik egitim siirecinde
eksik kalmasmma neden olmaktadir. Calismada manuel
versiyonu kullanilmig olan Clauss tarafindan tanimlanan
yontem  giiniimiizde otoanalizorlerinde
yaygin olarak kullanilmaya devam etmektedir (4, 5).
Modifiye Stirland yontemi de kullanim kolayligi ve ucuz
olmast gibi oOzellikleriyle uzun yillar rutin biyokimya
laboratuvarlarinda kullanilmistir (1). Caligmanin temel

koagiilasyon

amac1 gorece eski bir yontem olan Modifiye Stirland
ve yaygm kullanimda olan Clauss metodunun referans
yontem kullanilarak performanslarinin degerlendirilmesi
seklindedir. Ayni zamanda, alan profesyonelleri fibrinojen
acisindan ilerlenen bilimsel tarihsel yolculuk konusunda
fikir gelistirebileceklerdir.

GEREC VE YONTEM

Caligmada laboratuvarimiza basvuran fibrinojen testi
istenmis olan hastalar arasindan rastgele, ¢alisma sonrasi
arta kalan toplam 34 plazma numunesinde ii¢ farkl
yontemle fibrinojen tayini gerceklestirildi. Hemolizli,
lipemik ve bilirubinli &rnekler ¢alisma disi tutuldu. Her
bir 6rnek es zamanli ve bekletilmeksizin her ii¢ yontemle;
kronometrik fibrinojen tayin yontemi (Clauss kronometrik),
fibrinojenin 1s1 ile koagiilasyonu esasina dayali yontem
(Modifiye Stirland) ve sodyum siilfit fraksiyonizasyonu
kullanilarak fibrinojenin Biiiret metodu ile dl¢iimii seklinde
calisildi. Ornekler alinirken antikoagiilan olarak “Wintrob”
karigtmi (7) kullanildi. Bu karisim, kuru ¢ift okzalat
karisimi olarak da adlandirilir. 1,2 g amonyum okzalat,
0.8 g potasyum okzalat ile 100 ml distile suda ¢oziiliir. Her
ml kan ig¢in, 0,1 ml tiipe konur ve ince bir film tabakasi
seklinde tiip duvarlarina dagilincaya kadar dondiiriiliir, 1s1
dekompozisyona neden olacagindan, hava akimi karsisinda
kurutulur (8, 9). Hazirlanan tiiplere 7ml kan igin 0.7ml
“Wintrob” karigimi ilave edildi ve yukaridaki iglemler
tekrarlandi. Kan ilavesinden sonra ince beyaz bir tabaka
seklinde kuruyan okzalat karigiminin iyice karismasini
saglamak amaciyla en az 10 kez yavas bir sekilde tiipler alt
st edildi. Gerek soliisyonlarin hazirlanmasinda, gerekse
liyofilize reaktiflerin ¢oziilmesi islemlerinde distile su

kullanildi. Deiyonize su koagiilasyon testlerinde distile su
kadar uygun degildir ¢iinkii, deiyonize suyun igerdigi enzim
ya da kontamine edici diger maddeler bazi tekniklerde sorun
yaratmistir (10). Bu yiizden cam distile su koagiilasyon
testlerinde tercih edildi. Ayrica testler sirasinda, Boehringer-
Mannheim 4010 fotometre, kronometre, su banyosu, ¢esitli
boylarda cam test tiipleri, reaktif ¢ozmek icin degisik
hacimlerde balon jojeler ve saklama amaciyla koyu renk
cam siseler, otomatik mikropipetler, cam pipetler ve
santrifiij cihazi kullanilmustir.

Kronometrik Metot Prensibi

Diliie edilmis plazma, yogun miktarda trombin ile
karsilastirilinca, pihtilagma zamanmin logaritmik karsiligi,
fibrinojen konsantrasyonunun logaritmast ile lineer bir
iliski gosterir (2). Kronometrik fibrinojen kiti olarak
“fibrinogeéne-kit” (bio Merieux) kullanildi. Test manuel
metot kullanilarak gerceklestirildi. Bunun i¢in 37°C’de bir
su banyosu, ¢esitli kapasitelerde cam ve otomatik pipetler,
bir kronometre kullanildi. Kalibrasyon i¢in referans plazma
olarak “Caliplasma” (citrate) (bio Mérieux) kullanildi.

Test Prosediirii

100 NIH U/ml trombin igeren R: sisesi, 3ml distile su
ile sulandirildi. 20-25°C’de 8 saat, 2-8°C’de 48 saat ve —
20°C’de 1 ay dayanikli olan bu reaktif, her defasinda 1 sise
bitecek sekilde saklanmadan kullanildi. Testten 6nce reaktif
20-25°C sicakliga getirildi, ancak inkiibe edilmedi. Plazma
ornekleri test sirasinda pH 7.35 seklinde Veronal tampon
iceren Ro reaktifi ile 1/10 diliie edildi. 0.2ml diliie plazma
37°C’de 2dk. inkiibe edildi ve inkiibe edilmemis reaktif
1 ilave edilerek (0.2ml) kronometre ¢aligtirildi. Siyah bir
zemin Oniinde (duvarlar1 seffaf su banyosunun arka yiizii
siyah bir kagit ile kapland1) pihtilasma ani tespit edildi. Ucu
cengel seklinde bir tel ile olusan fibrinin ardisik hareketlerle
yakalanmast ve ilk takilma aninda kronometrenin de
durdurulmasi ile saptandi. Her test ¢ift kez ¢aligildi. Kontrol
olarak “Coag Control-N” (Diagnostica Stago) kullanildi.

Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi i¢in fibrinojen kiti
icinde bulunan R: (diluent) kullanilarak (veronal tampon)
fibrinojen igerigi 2.5gr/1t olan “Caliplazma”dan diliisyonlar
hazirlandi. Her diliisyon igin test prosediirii ¢ift uygulandi.
Sonuglar her iki ekseni de logaritmik grafik kagidi
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tizerinde isaretlendi. Elde edilen noktalardan gecen grafik,
testler sirasinda bulunan saniye degerlerine karsilik gelen
fibrinojen miktarinin saptanmasinda kullanildi. Bulunan
saniye degerine karsilik gelen nokta (k faktorii) grafik
yardimtyla bulundu ve su formiilde yerine kondu: %mg.
Fibrinojen = k. diliisyon sayis1

Omnegin; diliisyon 1/10 oldugunda: %mg. Fibrinojen
= k.10 olarak hesaplandi. Daha net ve dogru doniistimler
yapabilmek icin yukaridaki diliisyonlara karsilik gelen
saniye degerlerinin ortalamalart ve % mg fibrinojen
degerlerini kullanarak regresyon analizi yapip, regresyon
esitligi elde edildi. Bu esitlik kullanilarak yontemlerde elde
edilen degerlerden “k” faktorii hesaplandi. Daha sonra k
diliisyon sayist formiiliinden %mg fibrinojen degerlerine
ulasild: (Tablo 1).

Tablo 1. Clauss Kronometrik yontemi i¢in kalibrasyon diliisyon
degerleri ve karsilik gelen saniye cinsinden &l¢iim degerleri ve
kalibrasyon i¢in regresyon denklemi

Diliisyonlar 1/5 1/10 1/15 1/20
Plazma (ml) 0.1 0.1 0.1 0.1
Reaktif 2 (ml) 0.4 0.9 1.4 1.9
Fibrinojen diizeyi 50 25 16.7 12.5
(mg/dl)

Saniye degerleri 5.25 11.18 16.05 21.47
K. faktorii 50 25 16.7 12.5
Regresyon esitligi: | y=—27.29 Ln(x)+93.694  R*=0.9786

Fibrinojenin Is1 ile Koagiilasyonu Esasina Dayah
Yontem (Modifiye Striland)

Notral soliisyonlarda fibrinojenin koagiilasyon sicakligi
olan 55°C’de 1sitilmasi ile olusan turbiditenin, fibrinojenin
konsantrasyonu ile dogru orantilt olmasi ve bu bulanikligin
24 saate kadar dayanikli olmasi prensibine dayalidir (1).
Test prosediirii uyarinca Wintrob karigimi kullanilarak
elde edilen plazma kullanildi. Sitratlhi plazma bu yontem
i¢in uygun degildir (1). Iki deney tiipii test ve kor olarak
isaretlendi. Bunlarin her birine 0,3 ml plazma ve 3 ml %
0,85°1ik sodyum kloriir soliisyonu konularak, karistirildi (alt
iist edilerek) ve test tiipii 56°C’de su banyosunda 15 dakika
bekletildi. Test tiipli su banyosundan ¢ikarilarak oda 1sisina
kadar sogutuldu. Spektrofotometre kor deneyi ile sifira
ayarlandi ve 620 nm’de testin bulanikligi okundu. Elde
edilen optik dansite hazirlanmig olan kalibrasyon egrisinde
okundu ve % mg fibrinojen bulundu (1, 11). Caligmada her
test ¢ift olarak calisildi.

Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

20 timol bulaniklik dnitesi (kunkel gama globiilin
iinitesi) testte %590 mg fibrinojen igeren bir plazmada
olusan bulanikliga es deger bulaniklik verir. Bu iligki %600
mg fibrinojen diizeylerine kadar lineerdir (11). 20 timol
bulaniklik iinitesine karsilik gelen soliisyon su sekilde
hazirlandi (12); 1.173 g saf baryum kloriir (BaCl,.2H,0)
100 m!’lik bir balonjojeye konularak, bir miktar distile su
ile eritildi ve 100 ml’ye tamamlandi. Bu soliisyondan 3ml
almarak bir balona konarak ve 0.2 N-H,SO, ile 100ml’ye
tamamlanarak, karistirildi. Bu standart soliisyon 20
timol bulaniklik tinitesine esittir. Daha sonra 5 tiip alindi,
bunlara 20 {initelik standart soliisyondan sirasi ile 0, 2.5,
5, 7.5 ve 10ml kondu. Distile su ile 10 ml’ye tamamlandi,
karigtirildi. Bu standartlar 0, 5, 10, 15, ve 20 {initeye esit
olarak belirlendi. Kor ile (distile su) fotometrede okundu
ve normal grafik kagidinda x eksenine optik dansiteler, y
eksenine de bulaniklik iiniteleri isaretlendi. Dogru ¢izildi.
Testlerin sonuglandirilmasinda bu grafik iizerinde her optik
dansiteye karsilik gelen %mg. fibrinojen degeri bulundu.
Clauss Kronometrik yonteminde oldugu gibi, kalibrasyon
icin caligilan absorsans ve %mg. fibrinojen degerleri
kullanilarak regresyon esitligi Modifiye Stirland yontemi
icin olusturuldu. Bu esitlikten yararlanilarak absorbans test
degerleri %mg fibrinojen degerlerine doniistiiriildii (Tablo
2).

Tablo 2. Modifiye Stirland yontemi kalibrasyon egrisinin
olusturulmasina temel teskil eden degerler.

Absorbans (x) %mg Fibrinojen (Y) | Bulamkhk iinitesi
0,156 147.5 5
0,304 295 10
0,439 442.5 15
0,551 590 20
Regresyon esitligi: | y=1.1132x-34.792
R?=0.9962

Sodyum Siilfit Fraksiyonizasyonu Kullanilarak
Fibrinojen Ol¢iimii

Fibrinojenin tuz karigimlarindaki diisiik ¢oziinebilirlik
karakteristigine dayali bir testtir (3). %13’liik sodyum stilfit
soliisyonu secici olarak fibrinojen presipitasyonuna neden
olur. Diger serum proteinleri presipite olmaz. %13’lik
sodyum siilfit (Na,SO,) ile presipite ettirilen fibrinojenin,
Biiiret reaksiyonu kullanilarak, protein olarak ol¢tilmesi
esasma dayali bu test, calismada referans yontem olarak
kullanilmistir (13,14).
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Reaktifler

%13’liik Na.SOs Soliisyonu, %5’lik Trisodyum Fosfat
Soliisyonu (Na,PO ,-12H,0), %4’lik Bakir Stilfat Soltisyonu
(CuSO,.5H,0), Stok Standart Protein Soliisyonu (%5’lik
alblimin standardinin diliisyonu yoluyla )1 g/100 ml olacak
sekilde hazirlanir. Diliie standart protein soliisyonlari stok
standart protein soliisyonundan 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0,
7.0, 8.0 ve 9.0 ml test tiiplerine pipetlenerek ve her biri %
0,85’lik sodyum kloriir soliisyonu ile 10 ml’ye tamamlanarak
hazirlandi. 0,7 ml Wintrob reaktifi iizerine alinan 7 ml kanin
iyice karigmasi saglanarak tiipler bekletilmeden santrifiij
edildi. Plazma hemen ayrilarak kullanildi.

Test Yontemi

10 ml su ile isaretlenmis test tiipleri kullanildi. Kuru
test tliplerine 1ml plazma konuldu, 9.0 ml sodyum siilfit
sollisyonu eklendi ve karistirildi. 37°C’de 10 dk. siireyle
inkiibe edildi. Bol miktarda beyaz bulutlanma seklinde
presipitat kolayca gozlendi. Tiipler 1500 g devirde 5-10 dk
siireyle santrifiij edildi. Presipitat tiipiin dibinde sert bir kitle
olarak toplandi ve Ustte berrak slipernatan izlendi. Bu kisim
dokiilerek tiiplerin 1dk. boyunca siiziilmesi saglandi. Emici
bir kagitla tiiplin agzinda biriken son damlalar kurulandi. 5
ml sodyum siilfit soliisyonu fiskirtir sekilde piiskiirtiilerek
(enjektorden yararlanildi) presipitatin dagilmasi saglandi.
Tipler lastik kapaklarla kapatildi ve presipitat siispansiyon
haline gelinceye kadar kuvvetli sekilde ¢alkalandi. Kapaklar
acilarak tiiplin duvarlarini yikayacak sekilde 3 ml sodyum
siilfit soliisyonu ilave edildi. Tekrar santrifiij edildi, tstte
kalan kisim dokiildii ve tiipler siiziildii. Islem sirasinda s1vi
ylizeyinde ince bir film tabakasi olustugu ve bu tabakanin
tip duvarma tutunarak kaldigr gozlendi. 10 ml %5’lik
trisodyum fosfat solisyonu her bir tiipe ilave edildi. Tiipler
kaynamakta olan su banyosuna yerlestirildi ve protein
presipitat ¢coziiliinceye kadar kaynatildi. Bu islem 15-20 dk
icinde gerceklesti. Tiipler soguk su banyosunda sogutuldu.
Bu sirada buharlasan sivi kisim, isaretli yere kadar trisodyum
fosfat soliisyonu ile tamamlandi. 0.2ml de %4’likk bakir
siilfat soliisyonu ilave edilerek agizlar1 kapatildi, kuvvetli
bir sekilde 2-3 dk. ¢alkalanarak, kapaklar agildi ve 1500 g
de 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatan 546 nm
dalga boyunda spektrofotometrede okundu. Bir kor deney
de 6rnek yerine su kullanilarak test boyunca galisildi ve
sifirlama bu kore karst yapildi. Her test ¢ift olmak tizere
yukaridaki prosediire gore ¢alisildi.

Standart Protein Soliisyonlarimin Calisilma Prosediirii

Diliie protein soliisyonlarindan 1’er ml 0.1, 0.2, 0.3,
0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 g/dl konsantrasyonlarinda olacak
sekilde tiiplere pipetlendi. Bu tiiplere 9ml %5’lik fosfat
soliisyonundan ilave edildi ve fibrinojen olgiimiindeki
sonraki basamaklar izlendi. Normal grafik kagidina
%mg protein degerleri y ekseni, absorbans degerleri de x
eksenine gelecek sekilde isaretlendi ve dogru ¢izildi. Diger
iki yontemde de oldugu gibi bu yontem icin de regresyon
analizinden yararlanilarak
degerleri icin bir regresyon esitligi elde edildi. %mg
fibrinojen doniisiimleri bu esitlikten yararlanilarak yapildi
(Tablo 3).

standart protein soliisyon

Tablo 3. Referans metot kalibrasyon egrisine temel teskil eden

degerler

Absorbans (x) %mg. Fibrinojen (y)
0,087 100

0,117 200

0,138 300

0,165 400

0,188 500

0,206 600

0,227 700

0,244 800

0,285 900

Regresyon esitligi: y=4.5485x-327.32 R?=0.9946
BULGULAR

Her ii¢ yontemde kalibrasyon i¢in ¢alisilan absorbans,
saniye ve %mg fibrinojen degerleri kullanilarak regresyon
analizi yapilip regresyon esitlikleri elde edildi. Bu esitlikler
kullanilarak yontemlerde elde edilen test sonuglart %mg
fibrinojen degerlerine doniistiiriildi (Tablo 4).

Tablo 4. %mg fibrinojen degerleri

MODIFiYE STIRLAND CLAUSS REFERANS
YONTEMIi KRONOMETRIK YONTEMi
YONTEMI
No | 1. Sonug | 2. Sonug | 1. Sonug | 2. Sonug | 1. Sonug | 2. Sonug

394.9 380.4 3343 351.3 3809 |385.5
221.2 230.2 337.3 321.1 285.6  [276.5
3159 329.2 360.7 369.4 285.6  [303.7
432.8 510.7 442.1 440.7 5353 |539.8
441.7 490.6 410.2 405.9 4853 [489.9
546.3 528.5 426.1 405.9 4672  |491.4
321.4 325.9 351.3 354.5 331.0 |355.0
333.7 336.0 346.5 345.9 4853 |500.5

X (AN | N ||| —
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9 3482 289.1 341.9 3373 376.4 3855

10 | 151.1 194.5 318.0 337.3 449.0 4445

11 1229.0 221.2 329.0 333.1 1948 | 2185

12 12212 239.0 320.0 325.7 3264 |355.0

13 1490.6 525.1 407.0 420.7 626.0 |603.4

14 |313.6 272.5 316.0 320.2 2992 |318.6

15 [395.0 391.6 432.0 448.0 503.5 521.7

16 |372.6 390.5 417.8 429.9 562.5 |580.7

17 13893 420.5 403.5 426.1 5353  |5824

18 |599.8 604.2 492.8 492.3 598.8  |603.4

19 |256.9 231.2 344.7 328.3 376.4 14004

20 |236.8 2413 297.6 295.5 303.7 3231

21 2457 226.8 376.7 359.4 344.6 3673

22 1270.2 229.0 352.9 351.0 376.4 13945

23 |98.8 110.0 198.2 197.5 122.1 150.3

24 | 115.5 138.9 258.8 2433 153.9 172.0

25 |234.6 224.6 2952 289.6 2629  299.2

26 |141.1 150.0 300.5 295.2 2175 2447

27 | 1718 172.3 305.8 290.1 176.6  |204.9

28 3225 312.5 362.7 369.4 4672|4853

29 1207.9 193.4 304.5 303.7 2175 2458

30 2324 254.6 308.5 305.8 353.7  1390.0

31 |254.6 275.8 305.8 303.1 376.4  1400.4

32 1203.4 205.7 259.9 281.3 2356 [262.9

33 |171.2 180.1 280.0 275.2 1902 |208.4

34 3159 322.5 352.9 349.7 3673|3913

Veriler Excel ortamindan “IBM SPSS Statistics 22”
programina aktarilarak analizler tamamlandi. Degerlerin
normalligi “Kolmogorov Smirnov” normallik testi ile
kontrol edildi ve normallik saglandig1 goriilerek, yontemler
arasindaki karsilastirmalarda parametrik test olan bagimh
orneklem T testi kullanildi. Yontemler arasinda nedensel
olmayan iliski derecesinin belirlenmesi i¢in “Pearson”
korelasyon katsayisi kullanilmistir. Her bir yontemin 1. ve
2. sonuglar1 arasindaki uyum diizeyleri smif i¢i korelasyon
katsayis1 (ICC) ile degerlendirildi (Tablo 5).

Tablo 5. Yontemlere ait tanimlayici istatistikler ve tekrarlar arast
uyum degerleri

Yontemlere Ait Tanimlayic Istatistikler
Yoéntem
Ortalama %mg
Fibrinojen Degerleri Mf)diﬁye Kronometrik | Referans
Stirland
n (Olgu Sayist) 34 34 34
Ortalama 296,35 344,04 370,1
Medyan 2574 338,05 375,58
Standart Sapma 120,836 61,14 130,973
Varyans 14601,43 3738,06 17154,01
Range 497,6 294,7 478.,5

Minimum 104,4 197,85 136,2
Maksimum 602 492,55 614,7
%95 Giiven Araligi (GA) ggg’;? a ;éi’;; - 31?517‘7‘8 -

Yontemlere ait 1. ve 2. Sonuglarin Arasindaki Uyum

Modlﬁye Kronometrik | Referans
Stirland
Uyum Katsayist; [CC*  |0,976 0,983 0,995
Anlamhlik; p 0,000 0,000™ 0,000™
Uyum Diizeyi Cok lIyi Cok Iyi Cok Iyi
Ortalarpa degisim degeri 9% 678 %256 0577
(Averaj Varyasyon)

*ICC: Intraclass
Correlation Coefficient
(Sumfigi Korelasyon
Katsayisi) ;**: p<0,001

Tekrarlanabilirlik agisindan her bir yontemdeki 1.
ve 2. sonuglar arasindaki uyum ¢ok iyi olarak bulundu
(p<0,05). Modifiye Stirland ve Clauss kronometrik yontemi
ile referans yontem arasindaki iliskiyi belirlemek igin
korelasyon analizi uyguland1 (Tablo 6). Korelasyon analizi
sonucunda modifiye Stirland yontem degerleri ile referans
yontem degerleri arasinda yiliksek diizeyde pozitif yonde
anlamli dogrusal bir iliski oldugu (r=0,898; p<0,001),
kronometrik yontem degerleri ile referans yontem degerleri
arasinda da yiiksek diizeyde pozitif yonde anlamli dogrusal
bir iligki oldugu (r=0,845; p<0,001) tespit edildi. Yontemler
arasinda farklilik olup olmadig ise bagimli 6rneklem t testi
ile incelendi. Uygulanan bagimli 6rneklem t testi sonucunda
Clauss kronometrik yontem ile referans yontem degerlerinin
ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmemisken (p>0,05) modifiye Stirland yontemi ile
referans yontem degerlerinin ortalamalari arasinda ise
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu goriildii
(p<0,05).

Tablo 6. Modifiye Stirland ve Clauss kronometrik yontem
degerleri ile referans yontem degerleri arasindaki farklilik analiz

sonuglart

Referans Yontemi | Referans Yontemi ile

Yontem Test ile Korelasyon Karsilastirma
Sayist

r P t p
Modifiye 34 | 0898 |0,000™ | -6,075 | 0,000
Stirland
Clauss
Kronometrik 34 0,845 | 0,000 -1,833 0,076

#5%. n<(),001, r=Pearson Korelasyon Katsayisi, t=Bagimli Orneklem T
Testi p=Anlamlilik Diizeyi
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Grafik 1-A / 1-B Sodyum siilfit ile fraksiyonizasyonu takiben fibrinojenin
Biiiret metodu ile 6l¢iildiigli referans metod ile karsilastirilma i¢in Bland
Altman uygulamasma gore Clauss (1-A) ve Modifiye Stirland yontemleri-
nin (1-B) grafiksel degerlendirilmesi (15,16).

Caligmada deney ici tekrarlanabilirlik arastirmasi
acisindan, duplike calismalardan hesaplanmast miimkiin
olan bir tekrarlanabilirlik parametresi olarak ortalama
degisim (averaj varyasyon) Olciitii kullanildi. Ortalama
degisim degerleri referans yonteminde %5.77, Modifiye
Stirland yonteminde %06.78 ve Clauss
yonteminde de %?2.56 olarak hesapland (Tablo 5).

kronometrik

Calismamizda ozellikle referans metot i¢in ¢ok fazla
miktarda plazma kullanilmas1 gerektiginden plazma
havuzu hazirlanarak giinler arasi presizyon degerlendirmesi
miimkiin olamamustir. Ticari olarak hazirlanmis fibrinojen
kontrol materyallerinin var olmasina karsin, eldeleri icin
antikoagiilan olarak sitrat kullanilmis olmasi modifiye
Stirland yontemi i¢in engelleyici olmustur. Ortalama degisim
parametresini kullanmanin bir avantaji da bizzat korelasyon

analizine temel teskil eden degerlerin tekrarlanabilirligini

6lgmesi olarak degerlendirilebilir (17).

TARTISMA

Fibrinojen 6l¢limii igin bugiine degin ¢ok sayida yontem
gelistirilmistir. Trombin ile pihtilasabilen proteinin kimyasal
olarak olg¢iilmesi, tuz ve 1s1 presipitasyon teknikleri,
turbidimetrik yontemler, elektroforez ve immunokimyasal
yontemler olarak kabaca Ozetlenebilir. Yo6ntemlerin
cesitli caligmalarda farkli yonleriyle (dogruluk, basitlik,
giivenilirlik ve maliyet gibi) birbirleriyle gosterdikleri uyum
incelenmistir (13, 14, 17-20). Calismalarda referans yontem
olarak da cok sayida yontem kullanilmistir. Kan kimya
analiz kitlerinin standardizasyonu konusunda karsilasilan
zorluklar, fibrinojen tayin yontemi Orneginde bir arada
toplanmis gibidir; nedeni basit, hizli bir referans metodun
eksikligidir. Genel olarak pihtilagabilen proteinin 6l¢iildigii
yontemlerin en dogru ve tekrarlanabilirligi yiiksek sonuglar
verdigi konusunda fikir birligi s6z konusudur (21, 22). Buna
karsm bu tekniklerin klinik laboratuarlarda yaygin olarak
kullanimini engelleyen ¢esitli problemleri s6z konusudur.
Bunlar kompleks, ¢cok basamakli ve dolayistyla biiyiik
hata potansiyelinde olan prosediirlerdir (20, 3). Ayrica bu
yontemler uygulama konusunda deneyim ve ¢ok biiyiik
titizlik gerektirmektedir. Modifiye Stirland ydntemi uzun
yillar laboratuvarimizda rutinde kullanilan bir ydntem
olmustur. Caligmamiza dahil olmasindaki amag, kolay
uygulanabilen ve maliyeti ¢ok diisiik olan bu testin referans
yontemle nasil bir uyum gosterdiginin aragtirilmasidir.
Karsilastirma konusu olan diger metot ise giliniimiizde
yaygin bicimde kullanilan, rolatif olarak maliyeti yiiksek
bir yontemdir.

Bu calismada, yillarca kullanilan ve maliyeti ¢ok diisiik
olan Modifiye Stirland yontemi ile glniimiizde yaygin
kullanimda olan Clauss tarafindan ortaya atilan metodu
esas alan bir ticari kitin hastanemiz laboratuvar kosullarinda
dogruluk ve sadece ¢alisma ic¢i tekrarlanabilirligi arastirildi.
Referans yontem olarak sodyum siilfit ile fraksiyonizasyonu
takiben, Biiiret ile protein 6lglimii esasina dayali teknigi
kullanild1. %13’liikk sodyum siilfit soliisyonu segici olarak
fibrinojen presipitasyonuna neden olmaktadir (3). Ay
prosediir ¢esitli c¢aligmalarda referans yontem olarak
kullanilmistir  (13,14). Trombin zamani esasina dayali
test, ilk kez Clauss tarafindan kullanilmistir (2). Pihtt
formasyon hizina dayali bir testtir. Rutinde kullanilmak
iizere College of American Pathologists (CAP) programi
tarafindan bu yontem tiim diger yontemlere tercih edilebilir
olarak degerlendirilmistir (22). Giiniimiizde rutinde Clauss
tarafindan tanimlanan orijinal ydntem temel alinarak
hazirlanmis ve kullanima sunulmus “kit” formlar1 yaygin
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olarak kullanilmaktadir (18). Stirland tarafindan onerilen
yontem bu ii¢ metot i¢inde en eskisidir. Plazmanin salin
sollisyonlarmin 56 °C derecede 1sitilmasi ile olusan
turbiditenin fibrinojen konsantrasyonu ile dogru orantilt
oldugu esasina dayanir (1).

Clauss kronometrik yontem ile referans yontem
degerlerinin ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik gériilmemis (p>0,05) iken modifiye Stirland
yontemi ile referans ydntem degerlerinin ortalamalar
arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu
tespit edilmistir (p<0,05).

Aynt sonucun tekrarlarda elde edilebilme yetenegi
acisindan kronometrik testin (Ortalama degisim: %2,56)
modifiye Stirland yontemine (Ortalama degisim: %6.78)
istiin oldugu bulunmustur. Degerlendirmeler géz oniine
alimdiginda sadece referans olarak alinan yontemle iliskisi
ve test i¢i tekrarlanabilirlik Olgiitleri agisindan Clauss
kronometrik yontemi
daha basarilidir. Istatistiki basarmin disinda, kronometrik
yontemin modifiye Stirland yontemine oranla birkag

fibrinojen diizey dlglimlerinde

konuda daha istinliigii s6z konusudur. Clauss’a ait
kronometrik yontemin yayginlagmasi, beraberinde materyal
cesitliligini getirmistir. Kit, kalibrator, kontrol 6rnekleri
ve otomasyonda kullanilabilecek cihazlarin varligi, kalite
kontrol yo6ntemlerinin bu ydnteme uyarlanabilirligini
saglamaktadir. Otomasyonla kolayca uygulanabilirligi,
manuel asamalarin ekarte edilebilmesini saglayarak, ¢abuk,
dogru, tekrarlanabilir sonuglar elde edilmesine imkan
vermektedir. Her iki yontem i¢in alinacak numune 6zellikleri
acisindan yapildiginda;

yontem igin sitrat ile alinacak diigiikk miktardaki (2ml) kan

degerlendirme Kronometrik
hacminden elde edilecek plazma ile hemostaz testlerinde
birlikte istenme olasilig1 yiiksek olan aPTT ve PT gibi testler
de caligilabilecektir. Oysa modifiye Stirland yonteminde
sitratli plazma kullanilamiyor olmasi ayni durum agisindan
imkansizdir. Ayrica modifiye Stirland yontemi igin gerekli
olan plazma hacminin sadece 1/6’s1 Clauss kronometrik
yontemi i¢in yeterli olabilmektedir.

SONUC

Calismada biyokimyasal bir tarihsel siire¢ igerisinde
fibrinojen Ol¢iimiiniin evrimsel gelisimine de ornek teskil
eden farkli yontemler karsilagtirilmistir. Bu ydntemlerden
manuel versiyonu detayli olarak anlatilmis olan Clauss

kronometrik  fibrinojen tayin ydntemi otoanalizor

sistemlerinde glinlimiiz teknolojisinde halen yaygin

olarak kullanilmaktadir. Mali yonden modifiye Stirland
yonteminin Ustiinliigii tartisilamaz olmasina karsin, Clauss
kronometrik yonteminin dogruluk, test i¢i tekrarlanabilirlik,
basitlik, rutine uygun olus ve kalite kontrol agisindan uygun
materyal saglanabilirligi gibi Gstiin 6zellikleri, rolatif olarak
pahal1 olmasinin 6nemsenmemesine degecek niteliktedir.
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