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0OZGUN ARASTIRMA

Plazma 25-OH Vitamin D Ol¢giimunde HPLC,
CMIA ve ECLIA Yéntemlerinin Karsilastirimasi’

Yunus Emre USTAALIOGLU, Melahat DIRICAN

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Bursa.

OZET

Bu ¢aligmanin amact; plazma 25-OH vitamin D 6l¢timiinde kullanilan HPLC yontemi ile kemiliiminesans yontemler olan elektrokemilumi-
nesans immunoassay (ECLIA) ve kemiluminesans mikropartikiil immunoassay (CMIA) yontemlerinin karsilastirilmasidir. Y éntem karsilas-
tirmasi igin, 121 hastadan kan 6rnekleri alindi ve 25-OH vitamin D diizeyleri 3 yontemle 6lgiilerek degerlendirildi. HPLC ile elde edilen
degerlerin diger iki yonteme gore daha yiiksek oldugu goriildii ancak istatistiksel olarak yalmzca ECLIA ile anlaml1 farklilik oldugu saptandi
(p=0.011). Lineer regresyon analizi ile {i¢ yontem karsilagtirildiginda en yiiksek korelasyon HPLC ile ECLIA metotlar: arasinda (r = 0.869)
saptandi. CMIA ve ECLIA metotlar1 arasinda korelasyon orta diizeyde (r = 0.818) ve HPLC ve CMIA metotlar: arasinda ise daha diisiik (r =
0.779) olarak bulundu. Sonug olarak HPLC metodunda &lgiilen degerlerin daha yiiksek olmasina ragmen, (¢ yontemin de birbiriyle yiiksek
korelasyon ve iyi bir uyum gdstermesi nedeniyle, otomatize sistemlerde kullanilabilen kemiluminesans yontemlerin tercih edilmesi avantajli
goriinmektedir.

Anahtar Kelimeler: 25-OH vitamin D. HPLC. CMIA. ECLIA.
Comparison of HPLC, CMIA and ECLIA Methods for Measurement of Plasma 25-OH Vitamin D

ABSTRACT

The aim of the study is to compare two automated chemiluminescent immunassays [Chemiluminesence immunoassay (CMIA) and electro-
chemiluminescent immunoassay (ECLIA)] with the high performance liquid chromatography (HPLC) for quantification of plasma 25-OH
vitamin D. Blood samples from 121 consecutive patients were collected and analyzed for the method comparison. Mean 25-OH vitamin D
levels obtained by the HPLC method were found to be higher than the other two methods. However, statistically significant difference was
found only with ECLIA (p=0.011). The three methods were compared by linear regression and the highest correlation was found for HPLC
and ECLIA (r = 0.869), intermediate for CMIA-ECLIA (r = 0.818) and lowest for HPLC-CMIA (r = 0.779). As a result, the higher 25-OH
vitamin D values were obtained with HPLC method, but the three methods showed good correlation and agreed well with each other. So that
preferring the chemiluminescence methods which can be used in automated systems, seems to be advantageous.

Key Words: 25-OH vitamin D. HPLC. CMIA. ECLIA.

D vitamini dort halkadan olusan bir sterol tiirevi olup,
kemik-mineral metabolizmasinda rol alan hormon
ozellikli yagda ¢Oziinen bir vitamindir. Iki &nemli
formda bulunmaktadir. Diyet ile alinan bitkisel kdken-
li ergosterolden tireyen ergokalsiferol (D2 vitamini,
25-OH D2) olup, diger form ise hayvansal kokenli
olan ve 7-dehidrokolesterolden tireyen kolekalsiferol-
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diir (D3 vitamini, 25-OH D3). insan viicudunda sade-
ce D3 vitamini sentezlenmektedir. Kolekalsiferol 290-
310 nm dalga boyundaki ultraviole 1sinlarinin etkisiyle
deride 7- dehidrokolesterolden sentezlenir ve bu endo-
jen diretim D vitamininin temel kaynagidir.?

Deride sentezlenen D3 vitamini ve diyetle alinan D2
ve D3 vitaminleri, D vitamini baglayic1 proteine bag-
lanarak karacigere tagmir. Karacigere geldikten sonra
D2 ve D3 vitaminlerinin metabolizmalar1 aynidir. 25-
hidroksilaz enzimi ile 25-OH D2 veya 25-OH D3’e
doniisiirler. Karacigerde olusan D vitamini, D vitamini
baglayic1 proteine baglanarak bdbrege gelir ve 1-a
hidroksilaz enzimi ile ikinci kez hidroksilasyona ugra-
yarak 1,25-(OH), vitamin D (kalsitriol)’ye doniisiir.?
Serum/plazma 25-OH vitamin D diizeyi, vicudun D
vitamini havuzu hakkinda en iyi bilgi veren paramet-
redir. Normal serum konsantrasyonu 8-80 pg/L (20-
200 nmol/L) arasinda degisir. Serumdaki yar1 dmrii 2-
3 haftadir. *
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D vitamininin biyolojik olarak en aktif formu kalsitri-
oldir. Ancak vitamin D dizeyinin 6lgimi icin ideal
bir parametre degildir. Bunun birka¢ nedeni vardir:
1,25-(OH); vitamin D’nin yar1 6mrii sadece 4-6 saattir
ve plazmadaki diizeyi 40-60 pg/ml (16-65 pmol/L)
olup 25-OH vitamin D’den yaklagik olarak 1000 kat
daha diisiiktiir. Ayrica diisiik D vitamini durumlarinda
bile parathormon etkisiyle kisa zaman iginde kalsiti-
riol diizeyleri artarak normal seviyelere ulasir ve
plazmada diisiik olarak saptanmamus olur.®

Son yillarda D vitamini ile ilgili yapilan c¢aligmalar
hizli bir sekilde artmaktadir. Ozellikle D vitamini
diizeyindeki azalma, giderek artan sayida hastalikla
iliskilendirilmektedir.®

Ciddi D vitamini eksikliginin uzun yillardir ¢ocuklar-
da rikets ve erigkinlerde osteomalazi ile iligkili oldugu
bilinmektedir.”® 25-OH vitamin D plazma konsantras-
yonlarinin 15-20 pg/L’den diisiik olmasi sekonder
hiperparatiroidizme yol agarak, uzun vadede kemik
kiitlesinde azalmaya yol acar.” Serum 25-OH vitamin
D konsantrasyonu 30 pg/L’den diisiik olmasi intestinal
kalsiyum emilimini azaltmaktadir.’® D vitamini eksik-
ligi ozellikle bozulmus hiicre i¢i kalsiyum metaboliz-
masi olusturarak kas giigsiizliigiine neden olur.™"*
Diisiik plazma 25-OH vitamin D konsantrasyonlari,
konjestif kalp yetmezligi ciddiyetinin bir belirteci olan
NT-proANP’nin yuksek serum konsantrasyonlariyla
iliskili bulunmustur.”® Bunlara ek olarak, D vitamini
diisiikliigiiniin prostat, meme ve kolon kanseri gibi
malignitelerle iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir."**®

D vitamini durumunun en iyi gostergesi olan plaz-
ma/serum 25-OH vitamin D 6l¢timii, bir¢ok hastaligin
tan1 ve tedavisinde 6nemli hale gelmistir. Bu nedenle
plazma 25-OH vitamin D’nin dogru olarak 6l¢ilmesi
oldukca dnemlidir.*’

Tandem kutle spektrofotometri (LC-MS/MS), yiksek
verimli sivi kromatografisi (HPLC), radyoimmunoas-
say (RIA) ve kemiluminesans yontemler gibi gesitli
yontemler D vitamini Ol¢limiinde kullanilmaktadir.
Serum D vitamini dizeyinin 6l¢liminde LC-MS/MS

yonltsemi altin standart yontem olarak kabul edilmekte-
dir.

Serum D vitamini 6l¢giimiinde, 1980’lerden itibaren
kullanilmaya baslanan HPLC yontemi laboratuvarlar-
da halen siklikla tercih edilen yontemlerden biridir. Bu
yoéntemde interferans veren metabolitler (26,23-lakton,
24,25(0H), D3, 25,26(0H), D3, 10,25(0OH), D; gibi)
uzaklastirilip, UV absorbsiyon yolu ile dlgiim yapil-
maktadir. Ancak cihazin komplike olmasi ve kullani-

mi igin deneyim gerektirmesi 6nemli dezavantajlari-
19
dir.

Ayrica son yillarda kemiluminesans yontemler de D
vitamini dl¢limiinde kullanilmaya baglanmigtir. Kemi-
luminesans yontemlerin en 6nemli avantaji otomatize
sistemlerde kullanilabilmeleridir.?
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Bu ¢aligmada plazma 25-OH vitamin D 6lguiminde
kullanilan HPLC yontemi ile kemiliiminesans yontem-
ler olan elektrokemiluminesans  immunoassay
(ECLIA) ve kemiluminesans mikropartikil immuno-
assay (CMIA) yontemlerinin karsilastirilmasi amag-
lanmustir.

Gereg ve Yontem

Olgular

Olgular Uludag Universitesi Saglik Kuruluslar1 polik-
liniklerine bagvuran ve laboratuvardan 25-OH vitamin
D istemi olan hastalardan segildi. Calismaya 92 kadin
29 erkek olmak iizere toplam 121 kisi dahil edildi.
Calismaya katilanlarin yaslar1 3 - 88 arasindaydi.
Kadin géniilliilerin yag ortalamast 50 + 19.9 yil, erkek
gonallilerin ise 49 + 15.7 yil olarak bulundu.

Calisma icin Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Arasgtirmalar Etik Kurulu’nun onay1 alindi. Ayrica tiim
goniillillere onam formu imzalatildi.

Biyokimyasal Analiz

Biyokimya Merkez Laboratuvari’na Mayis 2011 tari-
hinde 25-OH vitamin D o&l¢iimii i¢in bagvuran hasta-
lardan, 10-12 saatlik aglik sonrasinda sabah 08.30 —
09.00 aras1 oturur pozisyonda antekiibital venden
EDTA igeren tlplere (BD Vacutainer, Plymo-
uth/ABD) kan 6rnekleri alindi. Numuneler aluminyum
folyo ile sarilarak 1siktan korundu. Kan 6rnekleri 1500
g’de 5 dk. santrifij edildi ve plazmalar1 ayrildi. Santri-
fiij sonrasi bekletilmeden HPLC yontemiyle ¢alisilan
numuneler, bir giin +4 °C’de bekletilerek ECLIA ve
CMIA yontemleri ile ¢aligildi.

HPLC ile Analiz

25-OH vitamin D3 o&l¢timiy, Vitamin D3 ClinRep
HPLC Kkiti (Recipe Chemicals Instruments, M-
nih/Almanya) kullanilarak, HPLC cihazinda (Thermo-
Finnigan, ABD) gerceklestirildi. Analiz i¢in gereken
plazma miktar1 50 pl’dir. Mobil faz akis hiz1 1.0-1.2
ml/dk, ¢alisma siiresi 11 dk, kolon sicakligi 35°C, uv
dedektdrle (264 nm) internal kalibrasyon kullanilarak
calisildi. Alikonma siireleri (retention times) 25-OH
vitamin D3 i¢in 6.26 dk, 25-OH vitamin D2 igin 7.11
dk, internal standart icin 8.11 dk’dur.

CMIA ile Analiz

25-OH vitamin D testi, Architect 25-OH vitamin D
kiti ile Architect i2000 cihazinda (Abbott Diagnostics,
[llinois/ABD) CMIA yoéntemi ile calisildi. Bu yon-
temde 6n hazirlik reaktifi (trietanolamin metanol ve 8-
anilin-1 naftalen stilfonik asit) ile plazma érnekleri (10
ul) inkiibe edilir. On islem uygulanmis 6rnek, para-
manyetik antivitamin D kapli mikropartikiille reaksi-
yona sokulur. Ornekte mevcut vitamin D, antivitamin
D kapli mikropartikiillere tutunur. Inkiibasyondan
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sonra reaksiyon ortamina biyotinlenmis vitamin D ve
anti-biyotin akridinyum igaretli konjugat bileseni
eklenir ve bunlar antivitamin D kapl mikropartikiille-
rin bos baglanma bolgelerine tutunur. Yikama isle-
minden sonra pretrigger (%1.32 hidrojen peroksit) ve
trigger (0.35 N NaOH) ¢ozeltileri reaksiyon karigimi-
na ilave edilirek kemiluminesans olcilir. Toplam
deney stiresi 28 dk’dur.

ECLIA ile Analiz

25-OH vitamin D 6l¢iimi, Cobas Vitamin D total kKiti
ile Cobas e 411 cihazinda (Roche Diagnostics, Mann-
heim/Almanya) ECLIA yontemi kullanilarak gergek-
lestirildi. Bu yontemde numunedeki (15 pl) D vitami-
ninin baglayic1 proteinden ayrilmasi ig¢in 6n hazirhk
reaktifi (dithiothreitol 1 g/L ve sodyum hidroksit 55
g/L) ile 6n islem uygulanir. ikinci asamada 6n islem
uygulanan numune, rutenyum isaretli vitamin D bag-
layic1 protein ile kompleks olusturur. Ugiincii inki-
basyonda ortama streptavidin kapli mikropartikuller
ve biyotin ile isaretli D vitamini eklenir. ilk asamada
baglanmamis olarak kalan rutenyum isaretli vitamin D
baglayict protein ile biyotin isaretli D vitamini komp-
leks olugturur ve bu kompleks biyotin-streptavidin
etkilesimi ile mikropartikiile baglanir. Daha sonra
mikropartikiiller manyetik alanda yakalanirlar. Boyle-
ce baglanmayan kisim uzaklastirilmis olur. Kemilu-
minesan emisyon olusturmak icin elektroda voltaj
uygulanir ve olusan emisyon Olgiiliir. Deney siiresi
toplam 27 dk’dr.

istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi SPSS 20.0 istatistik paket
programi kullanilarak yapildi. Verilerin normal dagi-
lima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile ince-
lendi. 3 grup arasinda plazma 25-OH vitamin D de-
giskeni acgisindan istatistiksel olarak Karsilastirma,
normal dagilim gostermeyen veriler igin 2’den fazla
grup oldugunda Kruskal Wallis, 2 grup icin Mann-
Whitney U; normal dagilim gosteren veriler igin tek
yonli varyans analizi ve anlamli bulunan degiskenler
igin ¢oklu karsilastirma testlerinden Bonferroni testi
kullanilarak yapilmistir. Tanimlayici istatistikler or-
tanca (minimum; maksimum) ve ortalama * standart
sapma olarak verildi. Degiskenler arasmndaki iligkiler
Pearson korelasyon katsayisi ile incelendi. Anlamlilik
diizeyi 0=0.05 olarak belirlendi. Farkli yontemlerle
yapilan D vitamini 6l¢timleri arasindaki farkin analizi
icin Bland-Altman grafikleri gizildi.

Bulgular

Plazma D vitamini oOlglimiinde kullanilan HPLC,
CMIA ve ECLIA yontemlerinin karsilastirilmasi Tab-
lo I’de verildi. 3 yontem arasinda ortanca 25-OH D
vitamini sonuglarina goére farklilik oldugu saptandi.
Yapilan ikili karsilastirmalarda HPLC ve ECLIA

sonuglar1 arasinda istatistiksel farklilik bulunurken;
HPLC ile CMIA ve CMIA ile ECLIA arasinda istatis-
tiksel olarak anlaml farklilik olmadigi goriildii.

Tablo I. 3 farkli yontemle Olgiilen plazma 25-OH
vitamin D (pg/L) diizeylerinin kargilagtiril-

masi
n=121 | HPLC | CMIA | ECLIA |pdegeri| il
arsilastirmalar
Ortanca 18.8 14.8 14.4 HPLC-CMIA p=0.077
(min-maks) (3.7- | (08- | (3.0~ |p=0.031|HPLC-ECLIA p=0.011
56.8) | 80.2) | 53.6) CMIA-ECLIA p=0.347

HPLC metodu ile elde edilen D vitamini sonuglari
kullanilarak olgular 3 alt gruba ayrildi (<10 pg/L
n=31,10-30 pg/L n=67, >30 ug/L n=23). <10 pg/L
olan grupta 3 yontem arasinda ortalama 25-OH D
vitamini diizeylerine goére farklilik oldugu bulundu.
Yapilan ikili karsilastirmalarda, HPLC ile CMIA
arasinda istatistiksel fark bulunurken; HPLC ile
ECLIA arasinda ve CMIA ile ECLIA arasinda farkli-
lik olmadig: saptandi (Tablo I1).

Tablo Il1. Alt gruplarda plazma 25-OH vitamin D
ol¢timlerinin karsilastirilmast

HPLC CMIA ECLIA 0 il
(Ortalama +|(Ortalama *+|(Ortalama + degeri kargilagtirmalar
) ) )

HPLC-CMIA p=0.008
<10 HPLC-ECLIA
pglL | 66+17 | 88+3.4 | 6.8+3.4 |p=0.004 p=1.0

n=31 CMIA-ECLIA
p=0.150
HPLC-CMIA
1030 p=0.070
gL | 19.6+55 | 171+ 7.3 | 159+ 6.5 | p=0.003 HPpL:CO'EgSL A
n=67 CMIA-ECLIA
p=0.839
HPLC-CMIA
>30 HPFIJ_CO-.géZLIA
gL | 38.7 7.9 285+ 16.2{29.7 + 10.4 | p=0.007 ~
ke p=0.031
CMIA-ECLIA
p=1.0

SS: Standart sapma

10-30 pg/L olan grupta, 3 yontem arasinda ortalama
25-OH D vitamini duzeylerine gore farklilik oldugu
saptandi. Yapilan ikili karsilastirmalarda, HPLC ile
ECLIA arasinda fark bulunurken; HPLC ile CMIA
arasinda ve CMIA ile ECLIA arasinda istatistiksel
fark olmadig1 gorildu (Tablo 11).

>30 pg/L olan grupta da, 3 yontem arasinda ortalama
25-OH D vitamini dizeylerine gore farklilik oldugu
bulundu. Yapilan ikili kargilastirmalarda, HPLC ile
CMIA arasinda ve HPLC ile ECLIA arasinda istatis-
tiksel olarak fark bulunurken; CMIA ve ECLIA ara-
sinda anlamh farklilik olmadig: goriildii (Tablo 11).

55



Yapilan korelasyon incelemesinde her ii¢ yontemin
birbiriyle anlamli pozitif korelasyon gosterdigi bulun-
du. HPLC ve CMIA metotlar1 arasinda r= 0.779 ve
p<0.001, HPLC ile ECLIA metotlar1 arasinda r= 0.869
ve p<0.001, CMIA ve ECLIA metotlar1 arasinda r=
0.818 ve p<0.001 olarak bulundu (Sekil 1,2 ve 3).

R Linear = 0,807
100,00

80,00 o

60,00

CMIA

Sekil 1:
HPLC ve CMIA yontemlerinin iligkisi.

F? Linear = 0,755

60,00+

ECLIA

Sekil 2:

¥ Linear = 0,669
50,00~

50,00

40,00

30,00

ECLIA

20,00

10,00

T
100,00
CMIA

Sekil 3:
CMIA ve ECLIA yontemlerinin iliskisi.
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Bland-Altman grafigi ile verilerin uyumuna bakildi-
ginda her ii¢ grafikteki sonuglarm homojen dagildig:
saptandi. HPLC ile CMIA metotlar1 uyumunda 8 so-
nucun, HPLC ile ECLIA’ da 11 sonucun, CMIA ile
ECLIA® da ise 7 sonucun giiven smirlar1 diginda kal-
dig1 bulundu (Sekil 4, 5 ve 6).
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HPLC ile CMIA ortalamasi
Sekil 4.

HPLC ve CMIA yéntemlerinin Bland-Altman
grafikleriyle gosterilmesi.
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HPLC ile ECLIA ortalamasi
Sekil 5:

HPLC ve ECLIA yontemlerinin Bland-Altman
grafikleriyle gosterilmesi.
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CMIA ile ECLIA ortalamasi
Sekil 6:

CMIA ve ECLIA yontemlerinin Bland-Altman
grafikleriyle gdsterilmesi.

Yapilan deney-igi tekrarlanabilirlik ¢aligmalarinda
normal serum havuzunda (25 pg/L) HPLC, CMIA ve
ECLIA metotlarmin % CV degerleri siras1 ile %
2.12, % 3.40, % 2.38 idi. Diigiik serum havuzunda (8
pg/L) ise % CV degerleri % 5.38, % 9.10 ve % 8.01
olarak saptandi.
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Tartisma

Klinik laboratuvarlarda g¢esitli nedenlerle ayni test
farkli yontem ve/veya analizorlerle calisilabilir. Bu
nedenle, laboratuvarda kullanilmasi diisiiniilen yeni
bir yontemin uygulamaya konulmadan once degerlen-
dirilmesi gereken asamalar bulunmaktadir. Laboratu-
var kosullarma en uygun olan yontemin segilmesinde
kalite, zaman ve maliyet faktorlerinin yani sira analitik
performans parametreleri de degerlendirilmelidir.

25-OH vitamin D dl¢iimiinde kullanilan mevcut yon-
temlerde 6nemli smirlamalar vardir. Sorunlarn ¢ogu
aragtirmacilar tarafindan fark edilmekle birlikte, ilk
olarak Binkley ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada yon-
temler ve laboratuvarlar arasinda sonuglarda biiyiik
farglhhklarm bulunmasi konunun 6nemini arttirmis-
tir.

Diisiik D vitamininin osteoporoz, rasitizm, osteomala-
zi, kalp yetmezligi, multipl skleroz ve bazi kanserler
gibi bir¢ok hastalikla iliski gosterdiginin saptanmasi
nedeniyle, D vitamininin dogru olarak &lgiilmesi son
yillarda ¢ok 6nemli hale gelmistir.®

25-OH vitamin D, hidrofobik yapist ve D vitamini
baglayan proteine yiiksek afinite ile baglanmasi nede-
niyle 6lgiimii kolay bir analit degildir.”* 25-OH vita-
min D testinin farkli ¢alisma yontemlerinde standardi-
zasyonunun olmamasi hekimin test sonuglarini deger-
lendirmesini zorlastirmaktadir. Son yillarda teste olan
ilgi arttigindan klinik laboratuvarlar, is yiikiinii azalt-
mak amaciyla otomatize Olglim sistemlerini tercih
etmeye baslamiglardir. CMIA metodu 2011 yilinda,
ECLIA metodu 2012 yilinda 25-OH vitamin D 6l¢i-
mii i¢cin FDA onay1 almugtir. 2

Calismamizda total grup ele alindiginda HPLC meto-
duyla saptanan ortanca D vitamini degerinin ECLIA
metodundan anlaml olarak daha yiiksek oldugu gé-
rildu. Hastalar HPLC olgiimlerine gore gruplara ay-
rildiginda ise 10-30 pg/L ve >30 pg/L olan gruplarda
HPLC sonuglarmin daha ytiksek, <10 pg/L olan grup-
ta ise daha diisiik oldugu saptandi. Lensmeyer ve ark.
25-OH vitamin D 6lgimiinde LC-MS/MS ile HPLC
ve kemiliminesans metotlarin1 karsilastirdiklarinda,
HPLC ve LC-MS/MS metotlar ile elde edilen deger-
lerin farkli olmadigmi, ancak bu iki yontemde ke-
miliiminesans yontemden anlamli olarak daha yiiksek
sonuglar elde edildigini saptamuslardir.”® Sahillioglu
ve ark. 2011 yilinda yaptiklart ¢aligmada LC-MS/MS
ile HPLC ve kemiliiminesans metotlarin1 karsilastir-
muslardir. Altin standart yéntem olan LC-MS/MS ile
en iyl uyumu HPLC ydnteminin gosterdigini bulmus-
lardir. Kemiluminesans yéntem ile LC-MS/MS sonug-
larinin ise istatistiksel olarak anlamli olarak farkl
oldugunu bulmuslardir.*® Snellman ve ark. 2010 yilin-
da HPLC ve kemilliminesans yontemleriyle 25-OH
vitamin D’yi 6l¢tlklerinde; HPLC yontemi ile dlclilen

sonuglarin yiiksek oldugunu ve iki yontemin istatistik-
sel olarak birbirinden farkli oldugunu saptamislardir.”®
Nyugen ve ark. 25-OH vitamin D 6l¢imiinde LC-
MS/MS yontemi ile CMIA yontemini karsilastirmislar
ve CMIA’daki sonuglarin daha diisiik oldugunu sap-
tamislardir.?’

HPLC ve LC-MS/MS metotlar1 25-OH vitamin D2 ve
D3’ ayr1 ayri saptarken, CMIA ve ECLIA yontemle-
rinde ise 25-OH vitamin D total olarak olgiilmektedir.
Calismamizda ve diger arastiricilarin HPLC yonte-
miyle saptadiklart daha yiiksek 25-OH vitamin D
gegerlerine, bu Slgiim farklilig: yol agmis olabilir.*®%

Yontemler arasi korelasyonlar ve Bland-Altman gra-
fikleri incelendiginde her ii¢ (HPLC, CMIA ve
ECLIA) yontemin de birbirleriyle yiiksek korelasyon
ve iyi bir uyum gosterdigi goriildi. Leino ve ark. 25-
OH vitamin D ol¢liminde LC-MS/MS ve ECLIA
arasinda anlamli bir korelasyon ve uyum saptamislar-
dir.”® Bauesela ve ark. 150 kiside LC-MS/MS sonugla-
r1 ile CMIA ve ECLIA sonuglarini karsilagtirmiglardir.
Her iki yontemin de korelasyon ve uyum katsayisi
acisindan LC-MS/MS yontemi ile kabul edilir duzey-
de saptanmasi, D vitamini Ol¢iimiinde CMIA ve
ECLIA yontemlerinin de kullanilabilecegini diisiin-
diirmiistiir.2® Vogrinc ve ark. D vitamini 6élgliminde
HPLC ve ECLIA yontemlerini karsilagtirmiglar ve
ECLIA yonteminin HPLC yéntemi ile iyi bir korelas-
yon ve uyum gosterdigini bulmuslardir.®* 25-OH vi-
tamin D 6l¢limiinde otomatize sistemlerde kullanilabi-
len CMIA ve ECLIA sonuglarinin karsilastirildigi bir
baska c¢alismada da bu iki ydntem arasinda giiglii kore-
lasyon ve uyum oldugu saptanmugtir.**

Calismalarda LC-MS/MS ile yapilan ol¢iimlerde de-
ney igi % CV degerleri % 3.5 ile % 12 arasinda degis-
tigi bildirilmistir."®*?3* Farrell ve ark.’nin ¢alismasin-
da (CMIA) ise deney igi % CV degerleri dlsiik serum
havuzunda % 4.2, yiiksek serum havuzunda % 1.9
olarak saptanmlstlr.35 Caligmamizda deney igi tekrar-
lanabilirlik ac¢isindan hem diisiik serum havuzunda (8
pg/L, % 5.38 - 9.1) hem de normal serum havuzunda
(25 pg/L, % 2.12 - 3.4) % CV degerlerinin, diger
arastiricilarin bildirdikleri degerlerle benzerlik goster-
digi goriildii.®3%

Sonug olarak 25-OH vitamin D dl¢liminde kemiliimi-
nesans yontemler HPLC yontemine gore daha az nu-
mune hacmi ve daha az deneyim gerektirmektedir.
Ayrica bu yontemler 6n iglem gerektirmemekte ve bu
yontemlerde daha az emek ile daha ¢ok numune cali-
stlmas1 miimkiin olmaktadir. Ozellikle &rnek sayilari
¢ok olan laboratuvarlarin 25-OH vitamin D 6lgiimle-
rinde kemiliiminesans metotlar1 tercih etmeleri hiz ve
kolaylik ac¢isindan onemli avantajlar saglayacaktir.
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