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1. GIRIS VE AMAC

Analitik stiregleri etkileyebilecek faktorlerin dnceden bilinmesi ve miimkiin oldugu
kadar giderilmesi, sonug¢larin dogrulugunu saptamak agisindan olduk¢a Onemlidir (1).
Laboratuvar test sonuglari, klinik muhakeme, karar verme ve tedavi izlemine énemli bir
katki saglamaktadir. Uluslararasi Standardizasyon Orgiitii (ISO) tarafindan yayinlanan en
giivenilir tanimlamaya gore, laboratuvar hatasi1 “testleri raporlanmis sonuglar seklinde
diizenlemeyi ve uygun sekilde yorumlamayi engelleyen herhangi bir defekt” olarak kabul
edilmistir. Klinik laboratuvar hatalari, analiz 6ncesi (preanalitik), analiz siras1 (analitik) ve
analiz sonrasi (postanalitik) olmak iizere ii¢ ana grupta toplanmistir. Preanalitik hatalar
biitlin laboratuvar hatalarinin yaklasik % 70’ini olusturur (2).

Interferans, bir madde veya siirecin bir tahlilin sonucunu yanlis olarak
degistirdiginde meydana gelir. Bu daha fazla uygunsuz test yapilmasina, yanlis tanilara ve
hasta i¢in istenmeyen sonuglari dogurma potansiyeli olan tedavilere yol agabilir (3).

Preanalitik faktorlerin sebep oldugu analitik interferans, Klinik laboratuvar
Ol¢iimlerinde belirgin bir hata kaynagidir. Laboratuvar testlerinde hemoliz, bilirubin ve
lipidlerin sebep oldugu analitik interferans, laboratuvar tibbinin en yaygin sorunlarinin
basinda gelir (4).

Hemoliz ise bu ii¢ faktor arasinda en sik goriilenidir. Hemoliz toplam laboratuvar
numunelerinin yaklasik % 3.3’tinde goriilmekte olup reddedilen numunelerinde yaklagik
% 60’11 olusturmaktadir (5).

Hemoliz, eritrositlerin hiicre membranindaki hasar sonucu basta hemoglobin olmak
tizere eritrositlerin icerdigi tim materyalin i¢inde bulundugu serum veya plazmaya
gecmesidir. Serbest hemoglobin plazmadaki st referans diizeyi 2 mg/dL iken, bu deger
serumda 5 mg/dL’dir. Hemoliz, gorsel olarak serbest hemoglobin konsantrasyonunun
> 30 mg/dL (118 pmol/L) olmasi seklinde tanimlanir ki; bu da serum veya plazmaya
pembe kirmizi bir renk verir. Hemoliz, % 0.5 oraninda lizise ugramis eritrosit barimndiran

orneklerde bariz goriniir hale gelir (6).



Hemolizin interferans etkisinin baslica nedenleri;

a.

Eritrositlerdeki hemoglobin ve diger intraselliiler komponentlerin serum veya
plazmaya c¢ikmasi ile bazi analitlerin diizeyinde hatali yiikselmelere ya da
diltisyonel etkilere sebep olan biyolojik interferans.

Metodla ve analiz edilecek materyalle ilgili spektrofotometrik interferans.
Eritrositlerden aciga c¢ikan kan hiicre bilesenlerinin, analitik reaksiyonun

kimyasallar ile etkilesimi sonucu olusan kimyasal interferanstir (7).

Ikterik interferans: ikter, serum ve plazmada farkli bilirubin tiirlerinin (konjuge

ve konjuge olmayan) seviyesinin artmasidir (8).

Ikterik interferans iki sekilde meydana gelir;

a.

Bilirubin, reaktiflerle kimyasal olarak reaksiyona girmesinden dolayr klinik
kimya analizlerini interfere edebilir.
Bilirubin, 400 ile 500 nm arasindaki verdigi giiglii absorbansa bagli spektral

ozelliklerinden dolay1 etkilesime neden olabilir (9).

Lipemik interferans: Lipemi, serum ve plazmada ¢iplak gozle goriilebilen

bulaniklik olarak tanimlanir. Lipeminin en sik goézlenen nedeni serum ve plazmada

trigliserit konsantrasyonunda artistir. Genellikle trigliserit konsantrasyonu 300 mg/dL ve

uzeridir.

Dolasan lipid partikiillerinin (VLDL ve silomikron) 151k sagilmasina ve voliim yer

degistirmesi bagli olarak gergeklesir (9).

Bu ¢alismanin interferanslara yol agan Serum indekslerinden en yaygin ve énemli

olan Hemoliz Indeksi iizerinde yapilmasi planlanmistir. Bu ¢alismada;

1. Laboratuvarimizda kalitatif yontemlerle (gozleme ile) hemolizin belirlenmesi

yerine kantitatif olarak otomatize yontemlerde hemoliz indeksinin belirlenmesi.
Hemolizin etki edecegi muhtemel testlerin hangi seviyede hemolizden ne kadar
etkilendiginin tespiti.

Hemolizden etkilenen bu testlerin uygun hata pay1 dikkate alinarak diizeltilmis
degerler olarak verilip verilemeyeceginin ortaya konulmasi,

Poliklinik ve servislerdeki preanalitik hata faktorlerinin (kan aliminda
kullanilan yontemlerin, numune transport islemlerinin) tespit edilmesi ve
hizmet i¢i egitimlerle bu faktorlerin azaltilmasi ve sonu¢ olarak numune

kalitesini arttirmak amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Laboratuvar Hata Kaynaklari

Tibbi laboratuvar disiplininin amacit hekimlere ve hastalara dogru, kaliteli ve hizli
hizmet sunmaktir. Hatalarin azaltilmasindaki temel esas kullanilan sistemlerin ve yapilan
islemlerin kalitesini devamli suretle arttirmaktir.

Total test siireci, preanalitik, analitik ve postanalitik olmak iizere ii¢ faza
ayrilmaktadir. Preanalitik faz iki alt evreye ayrilir.

1. Pre-preanalitik evre, laboratuvarin disinda gergeklesen ve uygun test se¢imi,
istem yapilmasi, Orneklerin alinmasi, tasinmasi ve laboratuvara kabuli
siireclerini igerir.

2. Konvansiyonel preanalitik evre, orneklerin analize hazir hale gelmesi:
santrafiijleme, serumun/plazmanin ayrilmasi, dilie edilmesi ve Orneklerin
uygun kisimlara gonderilmesi gibi islemler yapilir. Bu kisim laboratuvarin
kontrolii altinda gergeklesir (10).

Analitik evre: 6rneklerin analizinin yapildigi safhadir.

Postanalitik evre: analiz sonrasi sonuglarin hekime bildirilmesine kadar ki siirectir

(112).

Bu asamalarin bazilari, laboratuvarin degerlendirmesinden bagimsiz olmaya
egilimli ise de, laboratuvar performansinin etkinligine ve kalitesine katkida bulunmaktadir
(6). Teknolojideki biiyiik ¢capli gelismeler (analitik teknikler, otomasyon, bilgisayar bilimi)
test siirecindeki analitik safthadaki hata oranini azaltmistir.

Preanalitik faktorler, klinik kimya testlerinin sonuglarindaki varyasyonlarin ana
kaynaklaridir ve hemoliz de bu preanalitik varyasyon sebepleri arasinda sonuglarin
giivenirligini etkileyen en onemli etkilerden biridir (12). Preanalitik hata kaynaklarinin
coguda testin tanimlanmasinda hata, yetersiz miktarda ornek ya da aliman Ornegin

yapisindaki degisikliklerden (in vitro hemoliz, lipemi, ikter ya da pihtilasma) ileri
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gelmektedir (13). Preanalitik aktivitelerin biiyilk bir kismi halen manuel olarak
yiriitiilmektedir. Bu nedenle, yogun is yiikii ve sistemdeki bozukluklara bagli insan
kaynakli hatalar olduk¢a yaygindir (14).

Preanalitik evre, kalitenin yiikseltilmesi i¢in esas ele alinmasi gereken evre
olmaktadir. Preanalitik evredeki basamaklarin iyi bilinmesi, siirekli kalite gelisiminin,
hatalarin daha da aza indirilmesinin ve hasta giivenliginin 6n kosulu haline gelmektedir.

Tibbi laboratuvar disiplini iginde yapilan hatalar ‘optimum hasta bakimin
saglamak i¢in gereken sonug kalitesini engelleyecek, test seciminden sonug¢ verilmesine
kadar olan siirecteki herhangi bir hata’dir. Laboratuvar test islemleri siirecindeki hata

tirleri Tablo 1°de verilmistir (11).

Tablo 1. Laboratuvar test islemleri siirecindeki hatalarin tiirleri ve oranlar1 (11).

Evre Hatanin tiirii Oran

Uygunsuz test istemi
Laboratuvar istek girisinin hatali olmasi
Hastaya ait bilgilerin yanlis girilmesi
Yanlis tiipe kan alimi
Yetersiz 0rnek hacmi

Pre-analitik faz Yanlis etiketlenmis tiip % 46 — 68.2
Ornegin alim1 ve tasinmasinda yetersizlik
Infiizyon yolundan alinan érnek
Yetersiz 6rnek/antikoagiilan miktar orani
Uygunsuz santrufiij
Tasima hatalalari

Cihazlarin yanlis ¢alismasi
.. Ornek karisimy/ Interferans
Analitik faz . ) ) o %7-13
Kalite kontrolde belirlenmemis eksiklik

Takip edilmeyen prosediirler

Sonug bildiriminde eksiklik

Post-analitik faz Analitik verilerin hatal1 bicimde onaylanmasi % 18.5 - 47

Uygunsuz veri girisleri

Asirt “turn-around” dondiirme siiresi

2.2. interferans

Interferans (etkilesim), bir drnekte dlgiilmek istenen bir maddenin ger¢ek sonucunu
degistiren yine Ornekte bulunan bir maddenin etkisidir. Etkilenen maddenin kaynagina

bagli olarak eksojen ve endojen olarak siniflandirilir.
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A. Eksojen interferan maddeler: Hastaya ait 6rnege karisan maddelerden koken alir.
Bunlar ilaglar, katki maddeleri ve matrix etkisidir.
B. Endojen interferan maddeler: Hastaya ait 6rnekte yer alan maddelerdir. Bunlar

hemoliz, lipemi ve bilirubinemidir (3).

2.2.1. Eksojen Interferan Maddeler

Eksojen interferan maddeler; sonuglarda pozitif veya negatif bir sapmaya yol
acabilir. Pozitif bir interferans, analit konsantrasyonunu daha yiiksek bir seviyede gosterir,

negatif interferans ise tersi bir durumdur (3).

2.2.1.1. Mlaclar

Pek ¢ok ilag, analitin tayini ile etkilesime girer. Bir hastaya herhangi bir yolla
(6rnegin intravendz, oral, subcutan) verilen herhangi bir ilag, analitik yontemlerle interfere
olur. Cogu ilaglar, nonpolardan iyonik olanlara dek degisen spektrumlardaki fonksiyonel
gruplar1 olan diisiik molekiil agirlikli organik bilesiklerdir. Biyolojik olarak aktif olarak
tasarlanan ve yiiksek farmakolojik dozlarda verilen ilaglarin analitlerle veya reaktiflerle
etkilesime girme ihtimali yiiksektir. Ilaglarin metabolitleri interferanslara neden olabilir ve
asil ilag kadar dikkate alinmalar1 gerekir (15). Fenitoin ve major metaboliti 5-(p
hidroksifenil)-5-fenilhidantoin; barbitiirat tayini i¢in kullanilan bir metotta yanlis pozitif
sonuglara yol ag¢maktadir. Furosemidin kendisi kreatinin tayininde kullanilan Jaffe
metoduyla interfere olmamaktadir ancak yiiksek dozlarda verilen furosemid negatif
interferansa yol agan bir metabolit seklinde davranmaktadir (12). Askorbik asit glukoz
Ol¢timii i¢in kullanilan glukoz oksidaz yonteminde negatif bir interferansa neden olur (9).

[lag metabolitlerinin yol agtif1 interferanslari tespit etmek, esas bilesiklerinkini
belirlemeden daha zor olabilmektedir, ¢iinkii metabolitlerin konsantrasyonu pek tahmin

edilemez ve dahasi metabolitler siklikla bilinemeyebilir (12).

2.2.1.2. Katki maddeleri

Antikoagiilasyon i¢in yaygin olarak kullanilan maddelerin (heparin, EDTA, sitrat,

oksalat) birgok analit i¢in kullanilan yontemlerle interfere oldugu bildirilmistir (12).



2.2.1.3. Matrix etkileri

Omek islem siirecindeki degisiklerin, sonuclarda spesifik biyokimyasal bilesene
atfedilmeyen bir nedene baglanmasidir. Bu nedenle matrix etkisi, analizde elde edilen
degerleri degistiren c¢oOzeltideki degisimleri lireten maddenin hazirlanma siirecindeki
herhangi bir seydir. Bu sorun, drnek 6zel siirece tabi tutuldugunda meydana gelir. Analitin
degerindeki degisim, Ornekteki bilinmeyen veya zayif karakterli etmenlere baglidir. Bu
faktorler; ¢6zeltinin kaynagina (6rnegin at, sigir, insan), koruyucu maddelere, stabilizorlere
(dithiothreitol veya asetil sistein) veya fiziksel degisimlere (liyofilizasyon, donma gibi)
atfedilmektedir (12).

2.2.2. Endojen interferan Maddeler

2.2.2.1. Lipemi

Lipemi, serum ve plazmada ¢iplak gozle goriilebilen bulaniklik olarak tanimlanir.
Lipeminin en sik gozlenen nedeni serum ve plazmada trigliserit konsantrasyonu > 300
mg/dL olmasidir (9).

Lipemi biyokimyasal sonuglar {izerindeki etkisini Ol¢lim ydntemine gore bazi
analitler igin 1s1k sagilimini arttirarak, bazi analitler i¢in ise analitlerin polar (sulu) ve
nonpolar (lipit) fazlarda dagilimini degistirerek gosterir (16). Lipeminin 151k sagilmasina
neden olmasindaki temel mekanizma silomikronlar ve VLDL serumda siit benzeri bir
bulaniklik yapmasina baghdir. Ciinkii laboratuvarlarda kullanilan 6l¢iim yontemlerinin
cogu belirli reaksiyon kosullarinda, 6l¢iilen 6rnekten yansiyan, gegen ya da absorbe edilen
151k enerjisinin 6lglimiine dayanan fotometrik 6l¢tim yontemleridir (17). Ayni sekilde 151k
sagtlmasinin nefelometri gibi 151k sagilmasina dayanan yontemler tlizerine de etkileri vardir
(18).

Silomikron etkisini azaltmak i¢in kan 6rneklerinin bir gecelik aglik sonra alinmasi
kismen etkinlik saglayabilirken, lipit metabolizma bozuklugu olan bireylerde veya acil
laboratuvar analizi yapilmasi gerekli olan hastalarin kan 6rneklerindeki lipemi, laboratuvar
sonuglarini etkileyerek degerlendirmelerde yanilmalara neden olabilir (19). Interferans
etkisini azaltmak i¢cin numunenin yliksek hizda santrufujii ve diliisyonu en sik kullanilan

yontemlerdir.



2.2.2.2. Hiperbilirubinemi (ikter)

Yiikselmis bilirubin konsantrasyonlari endojen interferans kaynagidir (12). Bu tiir
yiikselmeler, akut ve kronik karaciger hastaligi, biliyer siroz, alkolizmi de igeren cesitli
durumlarda ve bir ¢ok ilaca verilen fizyolojik yanit seklinde goriilebilir (20). interferansin
bir kismu1 bilirubinin spektral 6zelliklerinden, diger bir kismi da reaktiflerle kimyasal olarak
reaksiyona girme Ozelliklerinden ileri gelmektedir. Spektral interferansi, 400 ile 500

nm’deki giiglii bilirubin absorbansina baghdir (12).
2.3. Hemoliz

Latincedeki hemo (kan) ve lizis (par¢alanma) anlamina gelen hemoliz; eritrositlerin
hiicre membran hasarini takiben basta hemoglobin olmak iizere icerdigi tiim materyalin

serum veya plazmaya gegmesi olarak tanimlanmaktadir (6).
2.3.1. Eritrositler ve Genel Ozellikleri

Eritrositler (Red Blood Cell= RBC) dokulara oksijen tasiyan 6zellesmis hiicrelerdir.
Kan dokusunda hiicresel kismin en biiylik oranini teskil ederler. Eritrositler ¢ekirdeksiz ve
bikonkav disk seklindedir. Bu sekli kilcal damarlardan gecerken mekanik zarar gérmesini
onler. Caplar1 7.5 - 8.7 um kalinliklart merkezde 0.6 um ve kenarlarda 2.8 um dir (21).

Kemik iliginde oncii hiicrelerden gelisip olgunlastiktan sonra, dolasima salinan
eritrositlerin yasam stireleri yaklagik 120 giindiir. Hemoglobinin % 34’iinii kapladig:
stoplazmalarinda nukleus, mitokondri, lizozomlar, ribozomlar, endoplazmik retikulum ve
golgi kompleksi gibi organeller bulunmaz (22). RBC’lerdeki hemoglobin ana yap1 tasini
olusturur. Hemoglobin kan hiicrelerinin kirmizi rengini verir (23).

Eritrositlerin voliimii 90 fL.’dir ve ylizey alan1 136 umz’dir. Eritrosit sayis1 ortalama
olarak erkeklerde 4.2 - 6.2 x10** /L ve kadinlarda 3.8 - 5.5 x 10'?/L kadardir (23).

Eritrositlerin yapim siireci eritropoez olarak adlandirilir ve yaklasik bir hafta siirer.

Eritropoez, dolasimdaki eritrosit sayisini belli bir aralikta tutacak sekilde diizenlenir (22).
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Eritrositler yasam siirelerini doldurdugunda RES hiicreleri tarafindan dolasimdan
uzaklastirilir ve hemoglobinleriyle beraber yikilir. Globulin, yeniden protein sentezinde
kullanilmak iizere amino asitlerine hidroliz edilir. Hem demiri kemik iligine tasinarak
yeniden hem sentezinde kullanilir. Geriye kalan porfirin iskeleti ise RES ve karacigerde
yikilarak, acgiga ¢ikan pigmentler safra yolu ile atilir. Bu islemlerden veya eritrosit yagsam
fazlarindan birinin diizensizliginde ciddi hastaliklar ortaya ¢ikar. Sonucta eritrosit yapim
ve yikim hizinda degisiklige yol agarak eritrosit dmriinii kisaltir.

Eritrositlerin yapisinin % 49’unu protein, % 44’{ini lipit , % 7’sini karbohidratlar
olusturur. Baglica katyonu olan K*dur. Anyonlar1 kloriir, HCO3™ ve PO4” olup, baslica
fosfat bilesigi 2,3-bisfosfogliserattir. Eritrositlerde karbonik anhidraz, katalaz, peptidaz,
anerobik glikoliz yolu ve pentoz fosfat yolu enzimleri bulunur.

Eritrositlerin i¢indeki osmotik basing, plazmadaki gibi % 0.9°luk NaCl ¢ozeltisinin
osmotik basincina esittir ve bu durum izotonik olarak ifade edilir (10). Bir osmometre gibi
davranan eritrositler ortamin osmotik basincindaki azalma veya artmaya gore siser veya
biiziiliir. Hipotonik bir soliisyonda eritrositler 6nce siser, daha sonra patlar ve hemoliz olur.
Ayrica sabunlar, deterjanlar, kloroform gibi ¢esitli yiizey aktif ajanlar da izotonik ortamda
hemolize yol acabilirler. Kompakt bir eritrosit s1vi ortamda hemoliz oldugunda, tiim igerigi

ortama gecer, geriye ¢oziinmez hale membran proteiniyle hiicre membrani (ghost) kalir

(22).

2.3.2. Hemolize Orneklerin Siiflandirilmasi

Tam kan santrifiij edildiginde serum veya plazmada tipik olarak gozle goriilebilir
bir kirmizilik olusur. Hemoliz terimi olaym klinik mi yoksa edinsel nedenlerden mi
kaynaklandigi ayirt etmez. Ilk durumda hemoliz, in vivo hemoliz ya da hemolitik anemi
olarak bilinen ¢ok cesitli medikal durumlar tarafindan tetiklenir. ikincil durumda, in vitro
ya da sahte hemoliz olarak nitelendirilen Grnegin toplanmasindan analizine kadar olan
siiregteki problemlerden kaynaklanir. Tim sebeplere ragmen laboratuvar pratiginde
hemolize 6rnekler Tablo 2’de gosterildigi gibi serum veya plazmada serbest hemoglobin
konsantrasyonuna gore siniflandirilabilir (24). Sekil 1°de artan hemoliz derecelerine gore

renk degisimi gosterilmistir.



Tablo 2. Hemolize 6rneklerin siniflandirmasi (24).

Simflandirma Serum veya plazma(_jaki serbest Spesmenin tahmin edilen renk
hemoglobin durumu
Non-hemolize 6rnek <5 mg/dL Sar1
Belli-belirsiz hemolize 6rnek > 5-30 mg/dL Saridan agik pembeye dogru
Hafif hemolize 6rnek > 30-60 mg/dL Pembeden ag¢ik kirmiziya dogru
Orta derecede hemolize 6rnek > 60-200 mg/dL Agik kirmizi
Agir hemolize 6rnek >200 mg/dL Kirmizidan kahverengiye
Diliisyon seviyesi Tiip# n "!!.'!...!
Indeks H 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Sekil 1. Artan hemoliz derecelerine gore renk degisimi

Hemoliz santrifiij edilmis 6rnekteki serbest hemoglobin konsantrasyonu 30 mg/dL
astiginda dikkatli bir inceleme ile gorsel olarak tespit edilebilir (24). Bu da seruma
pembeden ag¢ik kirmiziya yakin bir renk verip, 6rnekteki eritrositlerin % 0.5 nin yikildigini
yansitir (6, 24).

Hemoliz, klinik laboratuvar 6lgiimlerinde en yaygin preanalitik hatalardan biridir
(25). Laboratuvar testlerinin dogrulugunu ve giivenilirligini etkiler (6). Hemoliz,

laboratuvara génderilmis uygun olmayan 6rneklerin % 40-70’inin reddine sebep olur (25).

2.3.3. Klinik Laboratuvarlarda Hemolize Orneklerin Sikhig:

Bilgisayar bilimi ve teknolojisindeki gelismelere bagli olarak analitik safhadaki
hatalarin azalmasina ragmen, preanalitik fazin yogun manuel aktivitesinin ¢ogundaki
standardizasyon eksikligi ve belirsizlik hala ciddi hata riski olusturmaktadir. Preanalitik
hatalar tiim test boyunca ortaya ¢ikan hatalarin % 70’ini olusturur. Tiim bu hatalarin iginde
hem acil hem rutin testlerde ve hem yatan hem de ayaktan hasta 6rneklerinde in vitro

hemolizin yaygin oldugu tespit edilmistir. Prevalansi klinik laboratuvara yonlendirilen
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orneklerin % 3.3’inii olusturur (6, 13, 24). Uygunsuz olarak nitelendirilen drneklerde bu
oran % 70’e ¢ikmaktadir (7).

IFCC ve GPSC’nin WG-LEPS’i kapsaminda yapilan diinya ¢apindaki 391 klinik
laboratuvari igeren uluslararasi bir ¢alismada, klinik laboratuvarlarin biiyiik ¢cogunlugunda
hemolizli 6rnek oraninin % 1-5 arasinda oldugu ve en biiyiik oranin acil departmanindan
(% 35) geldigi, onu pediatri iinitesi (% 16) ve yogun bakim initesininin (% 7) izledigi
bildirilmistir (24, 26, 27).

Acil linitesinden gonderilen hemolize 6rneklerin sikliginin siirekli olarak % 3-12.4
arasinda oldugu ve bu oranin yatakl iinitelere gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu
durum acil tinitelerinde 6rnek toplama ve dagitim protokollerine daha az uyumun olmasi,
ornek toplama sorumlulugunun direkt laboratuvar desteginin ve kontroliiniin disinda
olmasindan kaynaklanmaktadir. Hemolize oOrneklerin ¢ogu (% 95) hafif hemolize
karakterdedir (serbest hemoglobin <30 mg/dL) ancak sadece % 5’i klinik olarak fark
edilebilen esik degeri (serbest hemoglobin > 30 mg/dL) asar (28). Hemoliz in vivo ve in

vitro hemoliz olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.

2.4. In vivo Hemoliz

In vivo hemoliz dolasimdaki eritrositlerin prematiir yikinudir. Kemik iligi
aktivitesinin RBC miktarin1 kompanse edemedigi hemolitik anemiye kadar ilerleyebilir.

In vivo hemoliz ekstravaskiiler ve intravaskiiler hemoliz olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir (24). Eritrositler, ozellikle karaciger ve dalaktaki makrofajlar tarafindan
ortadan kaldirilabilir (ekstravaskiiler hemoliz) ya da daha nadir olarak dolasimdayken
membranlari hasarlanarak yikilabilirler (intravaskiiler hemoliz) (23).

Ekstravaskiiler hemoliz, otoimmun hemolitik anemi ve herediter sferositozda
oldugu gibi RBC’lerin dalak ve diger retikiiloendotelial organlarda yikimi ile
karakterizedir

Intravaskiiler hemoliz, prostetik kalp kapaklari, herediter RBC bozukluklari (glukoz
6-fosfat dehidrogenaz eksikligi, herediter sferositoz, orak hiicreli anemi, TTP, DIC, PNH)
gibi patolojilerle birliktedir (24).

In vivo hemolize bagl ortaya ¢ikan anemilere hemolitik anemi ad1 verilmektedir ve

tim anemilerin % 5’ini olusturmaktadir. Hemolitik anemilerin bir¢ok nedeni vardir ve
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zaman zaman sessiz, zaman zaman da hayati tehdit eden durumlara sebep olabilmektedir.
Hemolitik anemilerin nedenleri kalitsal ve kazanilmig olarak siniflandirilir (29-30).
Antikorlarla, tedavi igin verilen kimyasallarla, toksik maddelerle, herediter
faktorlerlerle (hemoglobinopatiler), enzim defektleri ya da enfeksiyonlarla (sitma) ile
iliskilidir (31). Hemolizli 6rneklerin % 2-3” nin in vivo hemolize ugradig tespit edilmistir
(28).
In vivo hemoliz saglik personelinin kullandig1 teknige bagli olmayip hemen hemen

kaginilmaz 6zelliktedir (6). /n vivo hemolize yol acan nedenler Tablo 3’de verilmistir (24).

Tablo 3. In vivo hemolize yol agan nedenler (24).

Kalitsal hemolitik anemiler
1. Hemoglobin iiretim defektleri
a. Talasemiler
b. Orak hiicreli anemi
2. Eritrosit membran {iretim defektleri
a. Herediter sferositoz
b. Herediter eliptositoz
c. Paroksizmal noktiirnal hemoglobiniiri (PNH)
3. Eritrosit metabolizma defektleri
Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz eksikligi
5. Piriivat kinaz eksikligi

»>

Kazanilmis hemolitik anemiler

1. Immiin kaynakli nedenler

a. Mycoplasma pneumoniae enfeksiyonu (Soguk agliitinin hastaligr)

b. Otoimmiin hemolitik anemi

€. Otoimmiin hastaliklar (sistemik lupus eritematozus ve kronik lenfositik 16semi)
2. Hipersplenizm

3. Yaniklar
4. Enfeksiyonlar
a. Malarya

b. Babesiozis

c. Klostridiyum
5. Dolasimda mekanik hasarlar

a. Dissemine intravaskiiler koagiilasyon (DIC)

b. Hemolitik iiremik sendrom (HUS)

c. Trombotoik trombositopenik purpura (TTP)

d. Prostetik kalp kapaklari

e. HELLP (hemoliz, yiikselmis karaciger enzimleri, diisiik trombosit) sendromu
6. Farkli kan grubundaki bir vericiden kan transfiizyonu
7. llaglar, toksinler ve diger cesitli nedenler
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2.4.1. In vivo Hemolizin Laboratuvar Bulgular

Hemolitik aneminin teshisi klinik bulgularin ve laboratuvar verilerinin dikkatli
yorumlanmasini gerektirir (24).

Hemoliz esnasinda eritrosit i¢indeki bir takim maddeler ortama salinir. Bu
maddeler iginde basta hemoglobin olmak {izere, laktat dehidrogenaz (LDH), aspartat
aminotransferaz  (AST) ve potasyum bulunmaktadir. Hemolizin biyokimyasal ve

hematolojik sonuglar1 Sekil 2°de verilmistir (23).

Plazma veya serumun kirmizi renk almasi

Artan hemoliz indeksleri

-Laktat dehidrogenaz (LDH)
-Aspartat aminotransferaz (AST) |
-Indirek bilirubin

-Hemoglobiniiri

Azalan haptoglobin

Normal
eritrosit

- Retikiilositoz @
Hasarh

eritrosit

—= Sistozitler

Sekil 2. Hemolizin biyokimyasal ve hematolojik sonuglart (23).

Hemolitik anemilerde 6nemli bir belirte¢ de immatiir eritrositlerdeki (> % 10)
artigtir (retikiilosit). Bu artis genellikle 24-48 saatlik bir gecikmeden sonra ortaya ¢ikar.
Indirekt bilirubin ve iirobilinojendeki artis da plazmaya hemoglobin c¢ikisinin bir
gostergesidir. Hemoglobinin yikim iiriinii olan bilirubin kanda birikebilir, sarilia neden
olabilir, idrara ¢ikabilir ve idrar rengini koyulastirir. Mekanik nedenlerden dolay1 bir

hemolitik anemi tablosu var ise periferik yaymada eritrosit fragmanlari (sistositler) gortiliir
(23).
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In vivo hemolizde haptoglobin seviyesinde azalma, LDH, indirekt bilirubin ve
retikiilosit indeksinde artis gozlenir. Bu artigin miktart hemolizin derecesine baglidir (31).
LDH artis1 6zellikle LDH elektroforezinde LDH1 ve LDH2 ’ de bir kaymaya neden olur.

Indirekt bilirubin ve iirobilinojendeki artis serbest hemoglobinin katabolizmasina
baghdir (24).

Kliniklerde haptoglobulin testi sayesinde intravaskiiler hemoliz monitorizasyonu
yapilabilir. Eritrosit yikimini takiben ortaya c¢ikan serbest hemoglobin haptoglobuline
baglanarak (23) RES tarafindan pargalanir (5).

Ekstravaskiiler hemolizde ise retikiiloendotelyal sistem, eritrositleri direkt olarak
fagosite etmektedir ve haptoglobulin diizeyleri normaldir. Bu nedenle serum haptoglobulin
diizeylerinin normal olmasi orta-ciddi intravaskiiler hemoliz tablolarinin tanisinda basit bir
kriter olarak kullanilmaktadir (23). Bununla birlikte haptoglobulin akut faz reaktani
oldugundan eslik eden enfeksiyon varliginda ya da kronik hemolizde bu proteinin

sentezinin artmasindan dolayi teshisin kesinlesmesini karistirabilir (24).

2.5. In Vitro Hemoliz

In vitro hemoliz, hem ayaktan hem de yatarak tedavi gdrmekte olan hastalarda
uygunsuz orneklerin en 6nde gelen sebebidir (6).

In vitro hemoliz, kan 6rneklerinin almmast, laboratuvara ulastirilmasi, islenmesi ve
depolanmasi esnasinda meydana gelebilecek hatalardan dolayr meydana gelebilmektedir
(8). In vitro hemoliz, hastanmn yatagindan baslaylp kanm analizine kadar olan siirecin
herhangi bir basamagindan kaynaklanabilir (6, 24). Onemli bir interferans faktoriidiir (32).
Hemolizi belirleyen faktorler ise su sekilde siniflandirilmaktadir: hastaya ait 6zellikler
(frajil venler), numuneyi alan kisinin beceresi, transport sartlari, isleme kosullari ve

saklama kosullaridir. Hemolitik 6rneklerin ana nedenleri Tablo 4’de verilmistir (6).
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2.5.1. Ornek Alim Sirasindaki 7n vitro hemoliz Nedenleri

1. Kan alinacak alanin temizlenmesi esnasinda: Kan alinacak alan hazir paketli
alkollii mendil veya % 70’lik izopropil emdirilmis gazli bezle silinir. Dairesel hareketlerle
icten disa dogru temizlenir. Cildin kurumasi beklenir. Alkol damlalar1 hemolize neden olur
(33).

2. Uzun siireli turnike uygulamasi: Cilt temizligi bitince hedeflenen ponksiyon
alaniin 10-15 cm {istiinden turnike uygulanir. Turnike siiresi 1 dakikanin altinda olmalidir
(33). Ozellikle turnike kullanimmin asir1 uzadigi durumlarda (3-5 dakikanim {izerinde)
ortaya c¢ikan vendz staz neticesinde damar disina su, iyon ve kiiclik molekiil agirlikli
maddeler ¢ikmaktadir; bu nedenle bazi maddelerin konsantrasyonlar1 ponksiyon
bolgesinde ylikselmekte ve testlerin gilivenirligini bozmaktadir (18, 34). Kolesterol,
trigliseritler, albiimin ve hemoglobin gibi biiyiik molekiiller kapiller duvardan gecemezler
(35). Uzamis vendz stazda hemolizin neden ortaya ¢iktigi tam olarak bilinmemektedir.
Muhtemel mekanizmalar arasinda hemokonsantrasyon ve hiicre icindeki sivi
kompozisyonundaki degismelerin eritrositleri ve plateletleri pargalamasi sayilabilir.
Turnike ¢ok uzun tutuldugunda hematom da meydana gelmektedir. Turnike uygulamasi ile
ya da turnike olmaksizin yapilan yumruk sik-a¢ hareketi de eritrositleri hasarlandirip
hemolizli 6rneklere neden olabilmektedir (23).

3. Damara giris: Ponksiyon esnasinda ven travmatize olur ise alinan ilk tiipte
hemoliz mevcut olabilirken diger tiiplerde hemoliz olmayacaktir. Asirt aspirasyon
neticesinde RBC ’ler siringa ignesi boyunca maruz kalacaklari tiirbiilans ve fiziksel
kuvvetler nedeniyle ezileceklerdir (18). Venoz kan alma isleminde antecubital fossadaki
antecubital ven tercih edilmelidir (33). Median cubital ven, daha stabil, yiizeye yakin ve
daha az hassastir. El sirtindaki venler kolayca kipirdayip yer degistirebilir, vene
girildiginde agrili ve daha fragildir ve de kolaylikla travmatize olabilirler, bu nedenle bu
bolgelerden kan alimi sonucunda yalanci hemolizle karsilasmak muhtemel olacaktir (35).
Igne damara paralel olmalidir. Damara 15°’lik a1 ile enjektdr cilde girmelidir. Vene
girilince enjektor hafif ¢ekilerek kanla doldurulur (33).

4. Cesitli gerec ve ignelerle kan alimi: Vakumlu kan alim sistemlerinde iki uglu
igneler, plastik bir holder ve plastik kapakli vakumlu tiipler bulunmaktadir.

Bu sistemlerin kullanimi laboratuvar testleri i¢in hem en uygun numunelerin

alinmasim1 saglamakta, hem de kan alan personel icin yiiksek oranda giivenlik
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saglamaktadir, ¢iinkii kan disariyla temas etmeden direkt olarak tiipiin icerisine akmakta ve
ek siringalara gereksinim olmamaktadir. Birden fazla tlipe kan alinirken de tiip degisimi
esnasinda her hangi bir kan sizintist meydana gelmemektedir (23). Vakumlu kan alma

sistemi Sekil 3’de verilmistir (23).

Sekil 3. Vakumlu kan alma sistemi (23).

5. Enjektorle kan alinmasi: Ozellikle yiizeyel venlerden kan alimi esnasinda
yapilan kuvvetli aspirasyon hemolize neden olur (31). Kan aliminda siringa kullaniminin
en avantajli oldugu nokta, operatoriin ven igerindeyken uygulayacagi emme kuvvetini ya
da basinci rahatlikla kontrol edebiliyor olmasidir. Bununla birlikte bazi iktisadi
(siringalarin ek maliyetleri) ve giivenlik (siringadan tiipe kanin nakli esnasinda igne
batmasi ve buna bagli enfeksiyon riskinin yiiksek olmasi) sebepleri dolayisiyla vakum
sistemi yerine siringalarin kullanilmasi tavsiye edilmemektedir. Beckton Dickinson
Diagnostics firmasi tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada siringayla alinan Orneklerde
hemolize rastlanma orant % 19 olurken bu oran vakumlu tiip sistemlerinde sadece % 3
diizeyinde olmustur (36). Enjektor ignesi ¢ikarilmadan kanin tiipe aktarilmasi hemolize
neden olur (31).

Kanin siringadan  primer tlipe transferi esnasinda eritrositler hasarlanip
parcalanabilmektedir. Kan alimi esnasinda pistona uygulanan asir1 kuvvet buna neden
olmaktadir. Ayrica biiylik voliime sahip bir siringaya alinan kan, aspirasyon esnasinda
pihtilagabilir ve hemolize sebep olabilir. Siringadaki kanin tiip igerisine asirt kuvvet
uygulanarak transferi esnasinda eritrosit membranlari par¢alanmaktadir (37).

6. Intravenoz kataterden kan ahmmasi: Bazi hastalarda kalic1 subkutan vendz
kateterizasyon yapilmaktadir (invaziv tedavi alan ya da bazi diagnostik girisimlere maruz

kalan hastalar). Bu vendz kantiller hastalarda birka¢ dakika, birkag¢ saat (genel anestezi alan
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hastalar, cerrahi 6ncesi sedasyon alanlar, baz1 diger klinik uygulamalar, bazi radyolojik
arastirmalar), birka¢ gilin ve hatta birka¢ hafta (diyaliz hastalari, uzun dénem kemoterapi
alan hastalar, yogun bakim hastalari) kalabilmektedir. Bu kaniillerden kan iiriinleri, sivilar,
elektrolitler, antibiyotikler, uzun siireli agr1 kesici infiizyonlari, kemoterapi ilaglari vs etkin
bir sekilde uygulanabilir. Bu hastalarin katater acikliklarim1 saglamak Onemlidir.
Laboratuvar testleri i¢in ikincil bir ponksiyon yapmak teorik olarak uygunsuz ve gereksiz
goriilebilir. Ciinkii vendz yol teoride kullanilabilir. Bu yaklagim ayni zamanda daha
ucuzdur, ¢iinkii kan alimi i¢in ek malzeme kullanmaya gerek olmayacaktir. Yine bu
yaklasimi hem hasta hem de kan alan kisi i¢in daha giivenli oldugu da sdylenebilir. Bu
nedenle hemgireler zaman zaman kan almi icin IV kataterleri kullanmay1
secebilmektedirler. Bu sayede ikincil bir ponksiyon yiiziinden hem hasta konforu
bozulmamis olur, hem de prosediirler azaltilmis olur.

Ancak IV katater uygulanan yoldan kan 6rnekleri alinmasi 6nerilmez. Periferik 1V
kataterlerden alman Orneklerin ¢ogunlukla eksik hacimli ya da hemolizli olduklar
bilinmektedir. Kan alma sistemlerinde hapsolmus olan yiiksek voliimdeki hava nedeniyle
ilk alman tiipte kan miktar1 istenenden diisiik olmaktadir. Dahasi, kan alimi sirasinda
kateter bazen yerinden oynamakta ve hatta tekrar takilmasi gerekmektedir. Tim bu
olumsuz durumlar nedeniyle birden fazla igne uygulamasi olabilmekte, tedavi
gecikebilmekte, hastalarin tatmin diizeyi diigmekte ve bakim maliyetleri ylikselmektedir.
Bu gereclerle alinan kanlarda eritrositlerin pargalanmasinin en O6nemli mekanizmasi
biaksiyel gerilim nedeniyle ortaya ¢ikan makaslama kuvvetidir. Belirli bir esigin iizerine
ciktiginda bu gerilim, hiicre zar1 iizerindeki porlardan disartya madde ¢ikisina ya da
membranlarin parcalanmasina neden olmaktadir. Yiiksek strese kisa siire maruz kalmanin
ardindan bu porlar, hiicre igeriginin disar1 sizmasindan once ya da sonra tekrar kapanabilir
(23).

Kanin bir ¢ok farkli i¢ ¢apa sahip baglantidan (katater ve baglantilarindan) gecmesi
sonucu olusan tiirbiilans, hiicrelerin parcalanmasina sebep olur (33). Venoz veya arterial
kataterin parsiyel obstriiksiyonu durumunda eger enjektor kullaniliyorsa daha basingli bir
aspirasyon gerekeceginden hemoliz ortaya ¢ikar (31).

7. Kelebek setlerle kan alimi: Kelebek setler plastik kanatlara tutturulmus ve
arkasinda esnek bir tubingi olan bir igneden olusmus gereglerdir. Bu tek kullanimlik
gerecler bazi secilmis hastalarda klasik diiz ignelere uygun bir alternatif olabilir ¢iinkii

adaptor (ve vakum setinin holderi) kelebek sete kolaylikla aplike edilebilir. Bu nedenle
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kelebek set kullanarak kan almak 6zellikle ¢ocuklarda, yenidoganlarda ve kiigiik-zor-atipik
ven yapisina sahip erigkin hastalarda daha kolay ve daha az agrilidir. Kelebek setlerin
kullanim1 ayrica sinirli ve anksiydz hastalarda, 6zellikle ¢ok sayida tiipe kan alinacagi
durumlarda onerilmektedir. Bu girisim daha basit olmaktadir ve tecriibesiz flebotomistler
i¢cin daha kolay olacaktir. Kelebek set ignesinin boyu kisa oldugundan vene girildigi zaman
lizerine devaml elle basilip sabitlenmesi gerekmemektedir (23). intravendz Kateter ve
kelebek set Sekil 4’de verilmistir (23).

(a) | (b)

Sekil 4. Intravenoz katater ve kelebek set, (a) intravenoz katater (b) Kelebek
set (23).

8. Dar a@zh ignelerle kan alim: Flebotomide kullanilacak ignelerin bazi
ozellikleri vardir. Igneler genellile gauge (G) odlgiisiine gére kalibre edilir. Gauge,
milimetre cinsinden ¢ap1 ifade eder. G olglisii biiylidiik¢e ignenin agzinin ¢api
kiiglilmektedir (23). Kan alinacak damarin biiyiikliigiine, yerine ve hastanin durumuna en
uygun igne Olgilisii se¢ilmelidir. Genelde kan alinirken igneler 19-22 G olmaktadir.
Erigkinlerde normal venlerde 20 G, kolay kollabe olan venlerde 21 G tercih edilir (33).
Biiyiik ¢apli (kiigiik G) ignelerde, kan akim hiz1 ve tiirbiilans fazladir ve daha sik hemolize
sebep olmaktadir (17, 31, 33).

9. Manuel lanset kullanimi: Cilt ponksiyonu ya da kapiller kan alimi islemi
esnasinda cildin dermis tabakasina ponksiyon yapilmakta ve subkutan katmandaki kapiller
yataklara ulagilmaktadir. Bu sekilde alinan kan i¢inde belirsiz oranlarda arteriol kani, ventil
kani, intertisyel sivi ve intraselliiler sivi mevcuttur. Yine de 6rnekte arterial kan, venoz
kandan daha yiiksek oranda bulunmaktadir ¢ilinkii kapillerin arteriol ucundaki basing veniil

ucundaki basingtan ytiksektir.
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Manuel lansetlerle kan alimi minimal invaziv ve kolay uygulanabilen bir
yontemdir. Bu yontem ¢ok kiiciik yastaki hastalardan, 6zellikle de yenidoganlardan
yapilmasi planlanan birgok laboratuvar testi i¢in kan aliminda kullanilmaktadir. Klinik
Laboratuvar Standart Enstitiisii (CLSI), 1 yas alti ¢ocuklardan topuk kapiller kani
alinmasin1 6nerirken, 1 yas tstii ¢ocuklardan parmak ucu kani almayi tavsiye etmektedir
(38).

Kapiller kan alimi esnasinda olan hemolizin farkli sebepleri olabilmektedir.
Bunlardan birisi dokuyu asir1 miktarda sikip sivazlamaktir. Bu sikistirma sirasinda kapiller
i¢ci hidrolik basinci artacaktir. Bir diger neden de manuel lanset kullanmaktir. Manuel
lanset kullaniminda insizyon derinligini kontrol etmek kolay olmaz. Bunun yaninda
yenidoganlarin hiicreleri de frajildir (39).

10. Katki maddeleri ile kam karistirmak icin tiipii calkalama sikhgi: Tipi
yavasca 180 ters-diiz edin (40). Tiipi ¢ok sertge sallamak ve karigtirmak hemolize sebep
olur (31).

11. Tiipii doldurma miktari: Katki maddelerinin fazla konsantrasyonda
bulunmasi eritrositlerin hiicre zarlarinda pargalanmaya sebep olabilir. Yetersiz miktarda
kan alma buna neden olabilir. Ayrica, oksalat plazmaya su c¢ekerek eritrositlerin
biiziilmesine neden olur. Dogru kan: katki maddesi oranin1 saglamak i¢in kani ya vakum

bitene kadar veya tiip lizerindeki seviye ¢izgisine kadar doldurmak gerekir (33).

2.5.2. Ornek Alimindan Sonraki in vitro Hemoliz Nedenleri:

1. Tiip i¢i koagiilasyon tamamlanmadan once santrifiij etmek (31).

2. Ornek tiipiindeki jel bariyerin tam olusmamasi. Eritrositler bu durumda serum ya
da plazmayla kontakt halinde kalacaktir ve hemolize olarak serum ya da plazma igine
karisacaktir (41).

3. Kan1 hipotonik soliisyonlarla diliie etmek (31).

4. Orneklerin gec santrifiijii.

5. Jelli ayristirict mevceut tiiplerin re-santrifiijasyonudur.

6. Uygunsuz pnomatik tiip transfer sistemi. Tipler tamamen doldurulmadiginda
veya Ornek tastyicisinin i¢inde kan tiiplerinin hareketi korunmadiginda hemoliz meydana

gelebilir. Pnomotik tiip tasima sistemleri keskin virajli olmayacak ve ornek tasiyicisinin
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aniden durmasina kars1 koyacak sekilde olmalidir. Basing, vibrasyon ve keskin doniis
sonucu tiiplerin diismesi hemolize neden olur (33).
7. Yiiksek hizda, ¢cok uzun siire ve uygunsuz sicaklikta santrafiij (17-27). Bu esnada

meydana gelen mekanik kuvvetler iyi bilinen bir hemoliz nedenidir (42).

2.6. In vivo ve In vitro Hemoliz Ayrim

Hemolitik orneklerle karsi karsiya kalan laboratuvarlarin en kritik sorunlarindan
biri, in vitro hemolizi in vivo hemolizden ayirmaktir ve analitik diizenlemeden ¢ok klinik
durumun goz Oniine alinacag bir strateji izlenmelidir. Hemolizin klinik siirveyansi oldukga
yaygin olmasina ragmen ikisinin arasindaki farkin nasil ayirt edilecegi konusunda tam bir
fikir birligi mevcut degildir (43, 44).

In vivo hemolizi iceren durum, hemen harekete gecmeyi gerektiren klinik olarak
hayat1 tehdit edici patolojilerle iligkilidir. Bu yiizden in vivo hemolizden siiphelenildiginde
laboratuvar personeli ile klinisyenler arasindaki iyi bir irtibat, altta yatan potansiyel bir
patolojinin hizla bildirimi i¢in olduk¢a 6nemlidir (45, 46).

Plazma haptoglobinin azalmasi, eritrositin in vivo artmis yikimimin hizli bir
bi¢gimde tayininde giivenilir bir belirteg¢ olarak kullanilmaktadir. Diger belirteglerin aksine
haptoglobulin in vitro hemolizden etkilenmemektedir; ¢iinkii dolasimdaki eritrositlerin
deforme olmasiyla sekillenen hemoglobin-haptoglobulin kompleksleri, CD163 reseptorleri
yoluyla doku makrofajlart ve monositle tarafindan hizli bir sekilde temizlenir. Bu
parametre bir¢ok klinik kimya cihazlariyla 6l¢iilebilmekte ve boylelikle in vivo hemoliz, in
vitro hemolizden ayirt edebilmektedir. Ancak haptoglobulin bir akut faz reaktan
oldugundan eslik eden enfeksiyonlarin varligi, kronik hemoliz ayirt edilmelidir (18, 36).

In vivo hemolizde retikiilosit sayis1 artmustir. Retikiilosit sayis1, agir hemolizin
oldugu kemik iligi deplesyonlu hastalarda normale yakin olabilmektedir. Hemolize
serumda LDH artis1 da siktir, ancak tanisal ozgilligi distiktiir; ¢linkii bu enzim viicudun
her bolgesinde mevcuttur ve viicudun herhangi bir yerindeki neoplastik veya iskemik
hiicrelerden agiga cikabilmektedir. LDH1 ve LDH2 izoenzimleri eritrosit yikimini
gostermede daha spesifiktir, fakat myokard hasarinda da ortaya gikabilirler. indirekt
bilirubin konsantrasyonu artigi, in vivo hemolizi olan hastalarda izlenebilmektedir. Kan

dolasiminda serbest hemoglobin diizeyi haptoglobulin konsantrasyonunu gectiginde
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meydana gelen intravaskiiler hemoliz, idrarda serbest hemoglobin varligini gosteren
hemoglobiniiriye neden olur (47).

In vivo hemolizden siiphelenildiginde hastanin Sykiisii, fizik muayenesi ve
laboratuvar arastirmalarinin  kombinasyonuna ek olarak bazi testlerin Onceden
tanimlanmasi ayirici tani ig¢in gereklidir. Periferik yayma ve morfolojik inceleme; (eritrosit

immatiiritesini yansitan) polikromaziyi, retikiilositozu ortaya ¢ikarabilir (23, 48).

2.7. In vitro Hemoliz interferans:

Uluslararas1 Klinik Biyokimya ve Tibbi Laboratuvarlar Fedarasyonu (IFCC) su
tanimlamay1 yapmaktadir. “Analitik interferans ornek bilesenlerin sebep oldugu, 6lgiim
sisteminde kendiliginden bir sinyal liretmeyen sistematik bir 6l¢iim hatasidir ” (43).

Diger bir tanimlamaya gore “Bir analit i¢in genellikle konsantrasyon veya
aktivitesini belirten sonucun ger¢ek degerini degistiren O6rnekte mevcut bir maddenin
etkisi” seklindedir (12).

In vitro hemoliz kan hiicrelerinin (eritrosit, 16kosit, trombositler) hasarmdan dolay:
cok cesitli bilesenler ¢evre serum ve plazmaya salinir ve interferans cesitliligine sebep
olur. Hemoliz, kan orneginin tamami santrifiij edilip serum ya da plazmanin tetkiki
yapilmadan belli olmayacagindan sikintt meydana getiren bir durumdur (6).

Hemoliz nedeniyle gelisen interferans, serbest hemoglobinin &rnekteki final
konsantrasyonuna direkt baglidir (49). Yiksek serum hemoglobin diizeylerinde bu
interferanslar; siklikla dnceden tahmin edilemeyen sonuglara yol agmaktadir (23). /n vitro

hemoliz interferansi ti¢ sekilde olmaktadir.

2.7.1. Biyolojik Interferans

Intraselliiler alanda ekstraselliiler alana gore daha yiiksek olan eritrositlerin hiicresel
kompenentleri, hemoliz sirasinda plazma/serumda artis gosterir. Ornegin laktat
dehidrogenaz (LDH), aspartat aminotransferaz (AST), potasyum, magnezyum, fosfatin
plazma aktivitesi veya konsantrasyonlari artar (6, 8, 9, 31, 33). LDH’nin hiicre i¢i miktari
plazmadan 160 kat, potasyumun 22 kat ve magnezyum ise 3 kat daha yiiksek olmasindan

dolay1 hemolizde siirekli hatali yiiksek degerlerle sonuglanir (9, 12).
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Eritrositler yiiksek konsantrasyonlarda organik fosfat esterleri igerirler ve bu
esterler serum fosfatazlariyla hidrolize oldugundan hemolize 6rneklerde inorganik fosfat
konsantrasyonu artmistir (49). AST aktivitesi litredeki her 100 mg hemoglobine bagl
olarak % 2 artar. Litrede 100 mg hemoglobin serum LDH aktivitesini % 10, serum
potasyum konsantrasyonunu % 0.6 artirir (33). Serum protein elektroforezinde serbest
hemoglobin beta-globulin fraksiyonunda band olusabilir (31). Ayrica kan hiicrelerinin
lizisi nedeniyle plazma ve serum arasindaki farkliliklar (esasen trombositler tarafindan);
noron spesifik enolaz, potasyum ve asit fosfataz serumda artar (8).

Ekstraselliiler konsantrasyonu intraselliiler konsantrasyona gore yiiksek olan
molekiillerde diliisyonel etki ile yalanci azalmalar gézlenir. Ornegin; alkalen fosfotaz
(ALP), gama glutamil transferaz (GGT), glukoz, sodyum degerleri diliisyonel etkileri
nedeniyle belirgin olarak azalir (5, 6, 31).

Primer ve sekonder hemostazin aktivasyonunu tetikleyen ve RBC membranindan
salgilanan tromboplastik-like maddesinin salgilamasina bagli fizyolojik hemostaz
karmasasina neden olur (31).

Demir testinde hemolizin interferans1 farklidir. Ipmol hemoglobin monomeri,
lumol demir igerir. Ornekte 386 mg/dL’lik serbest hemoglobin varhigi demir test
sonuglarinda dramatik bir artisa yol agar; ancak, bilinmeyen nedenlerden dolay1, belirli
demir tahlilleri, negatif hata gosteren durumlarda bile, hataya digerlerinden daha az
duyarhdir. Grafmeyer, bunun reaksiyon ortaminin pH’sina, kullanilan deterjanlara ve
spektral interferansa bagl olabilecegini &nermistir. Ozellikle, demir hemoglobin
molekiillerinden ayrilmadigindan interferans muhtemelen yapisal olarak optiktir ve bir bos
ornek kullanilarak elimine edilebilir. Buna karsilik, demir hemoglobin molekiillerden
ayrildiginda mevcut bir interferans yaygindir (45).

Hemoglobin bir protein oldugu i¢in, hemolize Orneklerdeki serbest formunun
varligi, total protein test sonuglarini artirabilmektedir. Masif hemolizin varliginda bile
(vani Ornekteki serbest hemoglobin’in >386 mg/dL nin tizerinde olmasi) a¢iga ¢ikan
intraselliiler proteinlerin goreceli miktar1 ilimli olacaktir, bu miktar goéreceli olarak bazi

donemlerde anlamlidir. Ilave olarak spektral interferansin varligindan dolayr hata biiyiik
olacaktir (23).
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2.7.2. Spektral Interferans

Bu, eklenen absorbanslar yasasina dayanir. Test i¢in kullanilan dalga boylarinda
absorbe olan biitiin maddeler 6l¢iilen konsantrasyonda agik bir artisa neden olacaktir (45).
Hemoglobin 340 nm civarinda absorbe olmaya baslar ve boylece NADH ve NADPH’1n
absorbans o6zelliklerine dayanan yontemleri etkiler (12, 32). Hemoglobin karakteristik
dalga boyu olan 415 nm 15181 ¢ok kuvvetli absorbe eder (Soret piki). 530 ve 600 nm’ler
arasinda daha disiik, 540 ve 570 nm de iki pik daha yapar. Bu yilizden bu dalga
boylarindaki Ol¢iimler biiylik ¢apta etkilesime girerler. Spektral interferantlar, analitik
reaksiyon sirasinda kimyasal degisime ugramaksizin yapilan fotometrik Ol¢timlerde
(6zellikle 415, 540, 570 nm de) analitinkine benzer cevap olustururlar. Kor degerinde
artmis absorbansa veya degisime neden olurlar. Ornegin, alanin aminotransferaz (ALT),
kreatinin, kreatin kinaz (CK), demir, lipaz, tire (5, 6, 31, 32, 45, 49).

Hemoglobinin yapisi, bulundugu ortama gore degiskenlik gosterir; asidik ortamda
presipite olur, bazik ortamda hematine doniisiir, rediikte olabilir, methemoglobine,
karboksi- hatta siilfohemoglobine doniigebilir; bunlarin hepsi ayr1 ayri farkli interferans
paterni ve spektrumlari belirtir (45). Bununla beraber spektral interferans lineer seyreder ve
AST, ALT, CK ve LDH gibi bazi enzimlerin tahmin edilenden yliksek ¢ikmasina dogru
kalict bir meyil meydana getiren serum veya plazmadaki serbest hemoglobinin son
konsantrasyonuna baglidir. Bilirubin, demir, lipaz ve GGT O0lglimleri iizerine boyle
interferanslarin etkisi siklikla serbest hemoglobin ve reaktifler arasindaki bir kimyasal
reaksiyonda spektral st iiste binme olabilir. ALP’ nin alkali bir ortamdaki reaksiyon

boyunca hemoglobinin denatiirasyonuna neden oldugu diisiiniiliir (50).

2.7.3. Kimyasal interferans:

Kan hiicre bilesenleri, analitik reaksiyonun kimyasallar1 ile reaksiyona girerek
analitin  Ol¢imiinde dogrudan veya dolayli interferansa neden olurlar. Reaktif
sollisyonlarindaki ¢esitli anormal maddelerin varligi, {irlinlerin bazisim1 tiiketerek
reaksiyonu farkli derecelerinde interferans meydana getirebilir. Eritrositler, hemoglobinin
yani sira ¢esitli yapisal proteinleri, enzimleri, lipitleri, karbonhidratlar1 igerirler ve bunlarin

cogu tahlil reaktifleriyle yarismaya veya etkilesime girerler (32). Oksihemoglobinin
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absorbe oldugu dalga boylarinin birinin yerini tutan 540 nm de azobilirubin 6l¢iildiigii igin
bilirubin tayini lizerine hemoglobinin etkisi paradigmatik bir Srnektir.

Hemolize orneklerde meydana gelen artmis CK konsantrasyonlari, reaksiyon
sartlar1 altinda tamamen inhibe olmayan intraselliiler adenilat kinazin aciga ¢ikmasini
stirdiirerek i1yi bilinen kimyasal bir interferans olarak agiklanabilir.

Hemolize orneklerde meydana gelen artmis bilirubin konsantrasyonlar1 reaksiyon
stirecinde pH degistiginde hemoglobin hematine veya methemoglobine doniisebilmektedir
ve Olciilmekte olan bilirubinde, hemoglobin peroksidaz tarafindan yikilmaktadir. Bu
yiizden, Jendrassik-Grof yonteminin kullanimi tipik olarak bilirubin konsantrasyonlarini
hatali olarak diisliik gosterecektir; ¢iinkii hemoglobinin peroksidaz aktivitesi azo boyasi
formasyonunu inhibe etmektedir (inhibisyon tipik olarak plazma veya serumdaki serbest
hemoglobin’in 80 mg/dL kadar ¢iktiginda gozlenir) (51).

Yalnizca yiiksek serbest hemoglobin konsantrasyonlar1 daha diislik serum iirik asit
degerlerine neden olur ancak iireaz-katalaz yontemi (kageyama reaksiyonu) interferansa,
tireaz-peroksidaz yonteminden daha duyarhdir (32).

Ormegin hiicreden acgiga c¢ikan hemoglobinin pseudoperoksidaz aktivitesi,
diazonium renk olusumunu engellemesinden dolay: bilirubin Gl¢timiinii bozabilir(8, 24,
31). Ornek iizerinde klinik agidan anlamli bir sapmaya neden olan serbest hemoglobin esik
degerleri Tablo 5’de verilmistir (24). Parametrelerin hemolizden etkilenme sekilleri Tablo
6’da verilmistir (31).

Tablo 5. Ornekte klinik agidan anlamli bir sapmaya neden olan serbest hemoglobin esik

degerleri (24).

Potasyum

Amino transferazlar

Laktat dehidrogenaz

Kardiyak belirtegler

B-human koryonik gonadotropin (B-hCG)
Glukoz

Kreatin kinaz

Protrombin zamani (PT)

Aktive parsiyel tromboplastin zamani (aPTT)
ALP

ALT

CK

GGT

Demir

Magnezyum

PO4

Hafif hemoliz (30 — 60 mg/dL)

Orta derecede hemoliz (60-200 mg/dL)

fleri derecede hemoliz (>200 mg/dL)
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Tablo 6. Parametrelerin hemolizden etkilenme sekli (31).

PARAMETRE YORUM

Eritrositlerdeki AST aktivitesi plazmadakinden 40 kat daha yiiksektir.
Normal referans araliklarinda AST aktivitesine sahip hastalarda drnekte 150
mg/dL diizeyinde bir hemoliz oldugunda AST aktivitesi yiiksek ¢ikar.

Aspartat
aminotransferaz (AST)

Jendrassik-Grof yontemi kullanilirsa yalanci diisiik degerler elde edilir, ¢iinkii
hemoglobinin preudoperoksidaz aktivitesi, azo boyasinin olusumunu inhibe
eder. Bu inhibisyon, serum serbest hemoglobin konsantrasyonu 80 mg/dL’nin
iistiindeyse meydana gelir.

Biliriibin

Eritrositteki adenilat kinazin agiga ¢ikmasi, enzimatik olarak 6l¢iilen CK ve
CK-MB diizeylerini arttirmaktadir. Kimyasal tepkime karisimina eklenen
adenilat kinaz, AMP ve diadenozinpentafosfat ile inhibe olmamaktadir.
Burada sonug olarak 6l¢iim sinyalinde bir artis meydana gelmektedir.

Kreatin kinaz (CK)

Hemoglobin biiyiik bir demir kaynagidir. Bununla birlikte ortama katilan
demirin etkinligi anlamli olmamaktadir. Ciinkii demir-porfirin baglanmasi,

Demir demir-transferrin baglanmasindan daha kuvvetlidir ve demir 6l¢iimil igin
kullanilan yontemler sadece transferrinden serbestlesen demiri 6lgmektedir.
Total protein Hemoglobinin total protein dl¢iimiine etkisi kiigiik, ama anlamlidir.

Sadece yiiksek hemoglobin konsantrasyonlarinda diisiik ¢ikar. Urikaz-katalaz
Urik asit yontemi  (Kageyama  reaksiyonu), interferansa, irikaz-peroksidaz
yonteminden daha duyarlhidir.

Kirmizi hiicrelerdeki potasyum konsantrasyonu, plazmadan yaklagik 25 kat
Potasyum daha fazladir. In vitro hemoliz gozlemlenebilir olmasa da potasyum
miktarinda artis ortaya ¢ikar.

Kan hiicrelerinde yiiksek oranda fosfat bulunur, ama biiyiik kismi organik
bilesiklere baglidir. Seruma organik fosfat esterlerinin eklenmesi sonucunda

Inorganik fosfat inorganik fosfat salinimi meydana gelebilir ve boylece yalanct yiiksek fosfat
diizeyleri olgiilebilir. Bu nedenle serum, hiicrelerden 2 saat iginde
ayrilmalidir.

Hemoglobin-haptoglobin kompleksleri alfa2 ve beta globin bantlar1 arasinda
bant vermektedir. Serbest hemoglobin ise beta-globin fraksiyonunda diffiiz
kirmizi bir bant olarak goriiliir.

Serum protein
elektroforezi

Immiinoassayler, kit iireticileri  tarafindan interferans  agisindan
degerlendirilmektedir. Ureticiler bu degerlendirmelerde drneklere ¢ogunlukla
sadece hemoglobin (¢cogunlukla insan methemoglobini) eklemektedir. Fakat
kan hiicreleri hemoglobinin yaninda immiinoassayleri bozacak daha bagka
maddeler de igermektedir. Bu nedenle iireticilere tam bir hemoliz testi yapilip
yapilmadigt sorulmalidir.

immiinoassayler

2.8. Klinik Laboratuvarlarda Hemolize Orneklerin Tespiti

Hemoliz (in vivo veya in vitro) santrafiij ile kan sekilli elemanlarindan (eritrosit,
16kosit, trombosit) ayrildiktan sonra gorsel inceleme ile tespit edilebilir (6). Hemoliz
ikterik olmayan Orneklerde serum veya plazmanin kirmizi renkli olmasiyla anlasilir. Eger

serbest hemoglobin konsantrasyonu 30 mg/dL’nin iizerindeyse hemoliz go6zle
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farkedilebilir. Bu konsantrasyonun altindaki serbest hemoglobin tespiti ise immun-
nefelometri (46) ya da spektrometri ile miimkiin olmaktadir (31). Gozle degerlendirme
zaman alic1, yliksek oranda siibjektif ve standartlastirmaya elverissizdir (52). Hemolize
olmus serum Orneklerinin gercek prevelansiin diisiik veya yiiksek gosterilmesinden dolay1
yeterince giivenilir degildir. Egitimli gdzlemcilerin bile serumdaki yanlis 6l¢limiin
derecesini tespit edememektedirler. Yiiksek bilirubin konsantrasyonu, gorsel olarak
hemolizi tespit etme yetenegini daha da azaltmakta ve bu yiizden yiiksek bilirubin
konsantrasyonunun yaygin oldugu yerlerde, yenidoganlardan alinan o6rneklerde hemoliz
olasigiin ciddi 6l¢iide hafife alinmasina neden olmaktadir.

Ana Maria Simundic ve ark. tarafindan yapilan calismada lipemik, ikterik ve
hemolizli 6rneklerin tespitinde gorsel inceleme ve otomatize spektrofotometri kullaniminin
uyumu degerlendirilmistir. Sonugta lipemi, ikter ve hemoliz gibi interferans kaynaklarinin
tespitinde gorsel degerlendirmenin otomatize degerlendirmelere gore daha fazla hataya
neden oldugunu gozlemislerdir. Gozlemciler arasindaki degerlendirme uyumunun diisiik
olmasi, standart operasyon prosediirleri ve renkli skalalar kullanilsa bile insan goziiniin
orneklerin rengi ve tiirbiditesi hakkinda dogru ve tekrar edilebilir degerlendirmeler
yapamadigl tespit edilmistir (52). Laboratuvar teknigindeki yeni gelismeler, cesitli
preanalitik siireglerin uzun asamalardan, otomasyona dogru artan bir egilimi
gostermektedir. Yeni otomatize tahlil cihazlari ile birlikte bazi gelismelerde, serum
igerigini otomatik olarak sunmaktadir (53). Modern biyokimya otoanalizorlerinde
hemolizli 6rnekleri tespit edebilecek donanimlar bulunmaktadir (24, 52). Serum indeksleri
(hemoliz indeksi) igeren degerlendirmeler daha yeni yaklagimlardir (24).

Baz1 otomatize cihazlar, otomatik olarak HI (hemoliz indeksi) tespit eden sistemler
icermektedirler.

Bu sistemler interferansla alakali kabul edilebilir tablolar baz alinarak serum veya
plazmadaki serbest hemoglobin hizli bir sekilde spektrofotometrik dl¢limiinii igerir. Son
cikt1 Ornekteki serbest hemoglobin konsantrasyonunun kantitatif (konsantrasyon) veya
semikantitatif (deger) olgiistidiir. Bu da diisiik kalitedeki ornekten etkilenmesi muhtemel
sonuglart laboratuvar profesyonelligi ile tanimlanmasina olanak saglamasi ile analitik
spesifik esik degerleri tanimlayabilir (6).

Bu yaklagim gorsel incelemenin 6tesinde bazi avantajlar tasir, standardize olduktan

sonra c¢ok hafif ve hafif hemolizli 6rneklerin tespit kalitesi arttirir ve test sonuglarinin
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givenirligi arttiir (14,53). Hemoliz indeksi preanalitik kalitenin bir ol¢iisii olarak
kullanilabilir (24).

Farkli iiretici firmalar arasinda yontem agisindan degisiklikler bulunabilir, ancak
genel olarak tiimii mg/dL birimine karsilik gelen hemoliz iinitesindeki hemoglobin

konsantrasyonu seklinde bildirilen hemoliz indeksine dayanmaktadir (6).

1 mg/dL =1 HI =0.621 pumol/L

Bu iliskinin 1000 mg/dL’ye kadar lincer oldugu belirtilmistir (54). Serum
indeksinin tespitindeki test prensibi; serum ve plazma numunelerinde bulunan hemoliz,
lipemi ve ikter seviyelerinin yari-kantitatif bir gosterimini saglamak icin seyreltilmis
numunelerin  farkli  bikromatik  dalgaboyu c¢iftlerinde absorbans  6l¢limlerinin
hesaplanmasina dayanir (55). Pek ¢ok vakada serum endikatorlerinin sinirlart firma
tarafindan tanimlanmaktadir. Ancak bu durum oOrnekte bakilabilecek her bir testin
sonuglarinin belirli bir interferans diizeyinden nasil etkilenebilecegi laboratuvarlar
tarafindan da modifiye edilebilir (14).

Serum indekslerinin tayin edilmesinden sonra otoanalizor her bir test
uygulanmasinda verilen H, I ve L sinirlar1 ile karsilagtirir. Bu sinirlarin altindaki degerlerde
olan olasi bir interferansin klinik olarak 6nemi yoktur.

Olgiilen degerler her bir test i¢in belirtilen smirlardan daha yiiksekse, analizor
Ol¢iilen sonuglar i¢in alarm verir: Bir indeks degeri hangi parametrenin sinirindan ytliksek
ise ilgili parametrenin yanina yiiksek indeks uyaris alinir.

Bunun kullanict igin faydasi: parametre interferanstan etkilenmisse indeks
seviyesinin prospektiisten manuel olarak kontrol edilmesi gerekli olmayacak ve numunenin
kalitesi, numune c¢alisirken aynmi anda degerlendirilmis olacaktir (20). Her rapor

numunenin goriinlimiinii belirten not igermelidir.

2.9. Hemolize Orneklerin Yonetimi

In vitro hemoliz, gogunlukla uygunsuz érnek alimi, tagmimi ve islenmesi sebebiyle
gelistiginden pek ¢ok durumda Onlenebilir ozelliktedir. Ancak hemolitik 6rneklerin
insidansinda, flebotomi uygulamasinin laboratuvar dis1 personelini tarafindan uygulanmasi

sebebiyle artis goriilmektedir. Bu sebeble oOrnek alinmasi ve gonderilen orneklerin
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degerlendirilmesine yonelik rehberler ve oneriler sarttir. Flebotomistlerin uygun sekilde
egitimi ile birlikte, laboratuvar testlerinde hemoliz tarafindan olusturulan interferans tiirii
hususunda da bilgilendirmek gereklidir (6).

Ikinci adimda laboratuvardaki spesifik hemolizli numunelerin tanimlanmas1 ve
Ozellikle test sonuglarini etkilemesi muhtemel olan hemoliz diizeyini belirlenmesidir. Bu
teknolojinin uygulanmasi pek ¢ok sebepten otiiri onerilir; bu sayede hemoliz diizeyinin
gorsel olarak degerlendirilmesinin getirdigi kisitlamalar1 bertaraf etmeye yarar saglamakta,
hafif diizeyde hemolitik O6rneklerin (serum hemoglobini 60 mg/dL) tanimmmasii
kolaylastirmakta ve ayni laboratuvar ve farkli bolimlerdeki operatorlerin davranislarini
standartize etmektedir.

Hemolizli 6rneklerin idaresi laboratuvar calisanlarinin zamanini alir ve en aza
indirilmesi miimkiin olmayan potansiyel bir sorundur (28).

Hemolize Orneklerin eskiden yonetimine iliskin 6rnek bir strateji Sekil 5’de
verilmistir (24). Hemolize 6rneklerin Hemoliz indeksi ile yonetimine iligkin 6rnek bir

strateji Sekil 6°da verilmistir (23).

= Hamoliz indsk=ini belirlsms

»  Elinisvens acil bildirim

Klinik olarak Hemaolitik ansmi
hemeolitik anemi siiphesivok
sitphest mevcut -
et e I . Tkincibir Hemolizin tiiri ve
Haptoglobin dlciimii brmek derecesine gire
| toplanmasi analizlerin
1 ! durdurulmas:
Dritsiik Mormal
Yikzek
Hemolitik
aneni

Sekil 5. Hemolize drneklerin yonetimi (24).
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Sekil 6. Hemolize 6rneklerin HI ile yonetimi (23).

Hemolitik 6rnegin tanimlanmasindan sonra {i¢ potansiyel yaklagim onerilmektedir.

1. Test sonuglarmin hemoliz sebebiyle gelisen potansiyel interferans endikasyonu
ile rapor edilmesi

2. Hemolizin derecesine gore veri diizeltilmesi

3. Hekimi uyarma ve yeniden 6rnek talebi (6).

1. Test sonuglarmin hemoliz sebebiyle gelisen potansiyel interferans
endikasyonu ile rapor edilmesi

Hemolizin derecesine gore (HI ile hesaplanan) tahmin edilen analit
konsantrasyonunun verilmesi ya da hemolize bir 6rnekten elde edilen sonucun basitge
belirtilmesi ve buna bagli olarak analitik ve biyolojik interferansin belirli bir derecesine ait
hatanin olabilecegini agiklayarak laboratuvar sonucuna eslik eden bir yorumla verileri
bildirmektir. Sonraki agamada sonuglara bazi uyar1 veya alarm isareti eslik edebilir.

Hemolitik 6rneklerin % 97-98 kadari in vitro hemoliz kaynaklidir, bu drneklerden

elde edilen laboratuvar verileri hatali olabilmektedir. Uygunsuz orneklerden elde edilen
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laboratuvar verilerinin bildirilmedigi Diinya Saglik Orgiitii ve Italyan Laboratuvar Tip
SIBioC ve SIMeL Birliklerinin yaymnladiklari Onerilerde bulunmaktadir. Laboratuvar
bildirimlerinde agiklayict bir yorumun, 6zellikle acil ve yogun bakimda siklikla goz ardi
edilebilmektedir. Direkt bildirim hastanin sorumlulugundaki saglik c¢alisanlarini uyarmada
oldukca etkilidir. Sonug olarak, laboratuvar bildirimleri de dahil uygunsuz 6rneklerden
elde edilen laboratuvar verileri, kalict olarak Laboratuvar Bilgi Sistemi (LIS) veritabaninda
depolanmakta ve hasta verilerinin dikey olarak karsilastirilmasinda yaniltict ve giivenilir
bilgilerin gézden gegirilmesine neden olmaktadir (23).

2. Hemolizin derecesine gore veri diizeltilmesi

Hemoliz interferansiyla basa ¢ikmanin ilk yolu hemolizden daha az etkilenen analiz
yonteminin tercih edilmesidir. Ardindan, analitik interferansin baskilanmasi tahlil oncesi
hazirlik bos ornek Olgiimii ve ¢oklu dalga boyu analizi ile spektral interferanslarin
diizenlenmesi miimkiindiir. Analitik interferansin belirli bir derecesi heniiz elimine
edilmistir, bu yaklagim son konsantrasyonun hiicre i¢i kagak veya diliisyonel etkilerle
etkilendigi analitlerin sonuglarini bildirmede uygulanamaz (23). Uygunsuz orneklerden
klinik olarak kullanish bilgiyi saglamak amaciyla etkilenen sonuglar diizeltilebilir. Ornegin
yalanci hiperkaleminin hemoliz diizeltilmesi agisindan kurallar ve diizeltme katsayilari
tanimlanmistir. Bu diizeltme hesabi yapilirken Oncelikle her analit icin serbest serum
hemoglobin konsantrasyonu ve gozlenen sonug¢ sapmasi arasinda lineer regresyon analizi
yapilir ve ortaya c¢ikan regresyon c¢izgisinin egimi ile Ornekteki serbest serum
hemoglobinin miktar1 ¢arpilarak diizeltme katsayis1 hesaplanir. Hipotetik olarak,
diizeltilmis hesaba gdre alinan serum potasyum diizeyi referans sinirlar i¢indeyse yeni bir
ornek almak gerekli degildir. Hatta bazi sistemler hemolitik drnekleri bastan test edip bu
hesaplamalar1 yaparak diizeltilmis sonuclar1 otomatik olarak verebilmektedir (5).

3. Hekimi uyarma ve yeniden o6rnek talebi

Hemolizin, bilirubin ve lipid gibi diger interferan maddelerin artmasiyla
maskelenmedigi o6rneklerde gorsel tespitle hemoliz derecesi yanlis yorumlanabileceginden
hemolizin niceligi (tercihen HI’nin otomatik tahminini kullanilarak) tespit edilmelidir (23).

Diger bir yaklagimda hafif hemolizin bir ¢ok test degeri {izerine ihmal edilebilir
(klinik) etkileri oldugu ana fikrine baglidir. Bu ylizden hemolizin derecesi biyolojik veya
analitik interferansin esik degerini oldukca asiyorsa, uygunsuz ornekler sistematik bir

bicimde kayit altina alinmalidir.
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Sonraki adimda, ozellikle hemolitik anemiden biiyiik 6l¢iide siiphelenildiginde
laboratuvar personeli ve klinisyenler arasinda iyi bir irtibatin saglanmis olmasidir. Bu
husus, altta yatan nedenin c¢ogunlukla yagsami tehdit eden bir hastaligin giivenilir bir
bi¢imde tanimlanmasini1 ve hizli bildirimi i¢in son derece 6nemlidir. Es zamanli olarak
hemolizin varhi§ina ve/veya kapsamina gore etkilenen biitiin testler baskilanmali /
durdurulmalili (cihaz veya yonetimin lokal tedbirlerine gore) ve laboratuar personeli yeni
bir &rnek istemelidir. ikinci &rnegin hemolitik olup olmadigma bagli olarak hastanin
intravaskiiler hemolizden yakindigi hipotezinin reddi veya dogrulanmasina izin verdigi ve

karsirabilir HI (hemoliz indeksi) sundugu i¢in, yeni bir 6rnek istem uygulamasi daha

faydalidir (23).



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Biyokimya Otoanalizér (ROCHE COBAS 8000)
Otomatik Kan Sayim Cihaz1 (Beckmann Coulter LH 750)
Santrifiij (EPPENDORF 5810)

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Analizler ve Metodlar:

ALP Kiti, PNP AMP buffer

ALT Kiti, UV without P5P

AST Kiti, UV without P5P

D.BIL Kiti, Diazo yontemi

T.BIL Kiti, Diazonyum iyon y6ntemi
CK Kiti, UV NAC activated

CK-MB Kiti, Immunolojik yéntem
GGT Kiti, &-glutamil-3karboksil-4nitroanilide
DEMIR Kiti, Ferrozine yontemi
LDH Kiti, Piruvat ——» Laktat
Inorganik fosfat Kiti, Molibdat UV
ISE Kiti, ISE Indirekt yéntem
Serum Indeks Kiti
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3. 2. Metod

3.2.1. Deneyin Planlanmasi ve Calisilmasi

Bu ¢alismaya Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi, klinik
biyokimya laboratuvarinda 2012-80 nolu etik kurul onayi ile gerceklestirildi. Bu ¢alisma
retrospektif ve prospektif kisimlari olan bir arastirmadir.

Retrospektif asamasinda hastanemiz Klinik Biyokimya Laboratuvarindan
31.01.2011-31.12.2011 tarihleri arasinda poliklinik ve servis bazinda laboratuvarimiza
gelen numunelerin H.I (Hemoliz indeks) degerlerine Laboratuvar Isletim Sisteminin (LIS)
istatistik programindan ulasilmig ve buna gore servis ve polikliniklere ait hemoliz indeks

dagilimi1 belirlenmistir.

3.2.1.1. Preanalitik Yaklasim

Alman verilere gére Hemoliz indeks dagilimi yiiksek olan {i¢ servis pilot bolge
olarak belirlenmistir. Bunlar; Acil servis, Goglis hastaliklar1 servisi ve Dermatoloji
servisidir. Ilgili servislerde kan alan personele, genel bilgiler kismindaki Tablo 4’de
belirtilen kurallar ¢ercevesinde hemolizi etkileyen ve Onleyen faktorleri iceren egitim
verilip diizeltici 6nlemler alinmistir. Egitim sonrasi doneme ait 16.04.2012- 30.08.2012
tarihleri arasinda ilgili servislerden laboratuvarimiza gelen numunelerin HI degerlerine

Laboratuvar Isletim Sistemi (LIS) istatistik programindan ulagilmustir.

3.2.1.2. Analitik Yaklasim

CLSI, EP7A, IFCC ve C56-A protokolleri gercevesinde yapilmistir. Calismamizin
ikinci kismi1 olan in vitro hemoliz ¢alismasi ile hemolizin etkiledigi bazi testler i¢in sinir
esik degerlerin belirlenmesi, belirgin etkilesimlerin tespiti hemoliz indeks kullanilarak
belirlenmistir. Rutin klinik kimya laboratuvarina gelen kan oOrnekleri bu amagcla

degerlendirilmistir.
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3.2.2. Hemolizat Hazirlanmasi

Lippi ve ark. uyguladiklar1 yontem modifiye edilerek hemolizat hazirlandi (56).
Toplam 6 ml EDTA’ I tiipe alinan kan 6rne8i 3000 g’de 10 dakika santrifiijlenerek
plazmasi ayrilarak atildi. Dipte kalan hiicre paketi 8 ml serum fizyolojik ile 3 kez yikandi
ve her yikama iglemi sonras1 3000 g’de 10 dakika santrifiij edilerek iist kisim atildi. Son
yikamay1 takiben santriflij edilip yikama soliisyonu ortamdan uzaklastirildiktan sonra
yikanmuis eritrosit paketi tizerine esit hacimde distile su ilave edildi. Distile su ilave edilen
hiicre paketi -20°C’de 30 dakika bekletilerek eritrositlerin patlamasi ve hemoliz olmalar
saglandi. Ornekler 3000g’de 10 dakika santrafiij edilip iistte kalan hemolizat ayrild1 (5).

Elde edilen hemolizatin hemoliz indeks degeri tespit edildi.

3.2.3. Biyokimyasal Parametreler

Laboratuvarda kullanim dis1 kalmis kan numunelerinden biyokimyasal olarak
normal sinirlardaki, saglikli gériinen 6rneklerden toplam 25 ml serum havuzu elde edildi.
Hazirlanmis olan hemolizattan her bir serum havuzuna HI’i 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 olacak sekilde hesaplanarak eklendi.
Asagidaki serum parametreleri ayni giin ardisik ticer kez calisildi.

Serum alkalen fosfotaz (ALP), alanin aminotransferaz (ALT), aspartat
aminotransferaz (AST), direkt bilirubin (D.BIL) ,total bilirubin (T.BIL), kreatin kinaz
(CK), CK-MB, gama glutamil transferaz (GGT), demir (IRON) , laktat dehidrogenaz
(LDH), inorganik fosfat (PO47) , potasyum (K™) , serum indeksi (SI) tayinleri Roche Cobas
8000 otoanalizoriinde kendi orijinal reaktifleri ile yapildi.

Hemoglobin analizi i¢gin Beckman Coulter LH 750 tam kan sayim analizorii
kullanildi.

Otoanalizorlerde tayin edilen tim parametreler giinlilk kalite kontrol
uygulamalarinin ardindan gergeklestirildi.

Hemolizin parametrelere etkisi Fraser’a gore hata olgiileri (57) ve CLIA 88 (58)
kriterleri kullanilarak degerlendirildi.

Serum indeks tayin prensibi: Analizorler, hemoliz i¢in 570 nm (birincil dalga
boyu) ve 600 nm (ikincil dalga boyu), lipemi igin 660 nm (birincil dalga boyu) ve 700 nm
(ikincil dalga boyu), ikter i¢cin 480 nm (birincil dalga boyu) ve 505 nm (ikincil dalga boyu)
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absorbanslar1 6lgcmek tlizere hasta orneklerinden bir kisim alir ve salin (% 0.9 sodyum
Kloriir) iginde seyreltilir. Hesaplama formiilleri spektral c¢akismanin telafi edilmesine
yonelik diizeltmeleri igerir. Bu absorbans degerlerinden biyokimya otoanalizoriiyle
asagidaki faktorler kullanilarak serum indeks degerleri hesaplanir:

A= 25 (geleneksel birimler) veya 40 (uluslararasi birimler)

B= 122000 (geleneksel veya uluslararasi birimler)

C=9 (geleneksel veya uluslararas1 birimler)

D= 1400 (geleneksel birimler) veya 82 (uluslararasi birimler)

E= 19000 (geleneksel veya uluslararasi birimler)

F= 180000 (geleneksel veya uluslararasi birimler)

C, A ve D, yari-kantitatif etkilesim seviyelerini saglamak {izere numune diliisyonu
bagli ve birime bagh 6l¢eklendirme faktoriidiir. B, E ve F ortiisen etkilesim spektrasini
dogru sekle getiren diizeltme faktorleridir. Absorbans oranlarina bagli olduklari igin
numune diliisyonundan bagimsizdirlar. Serum indeksleri geleneksel veya uluslararasi
birimden birinde proglamlanabilir (55). Serum indeks Gen 2 absorbans ve dalga boyu
grafigi Sekil 7°de verilmistir (55).

1
L=z (Abs)
1
H= K - (AbSZ —B- AbSl)

1
I=B(Ab53—EAbSZ_FAb51)

L, H, I Lipemi, hemoliz ve ikter i¢in serum indeksleri

C, A, D Serum indeklerinin absorbans degerlerine (><104) dontistiirme katsayisi
Abs; Lipemi i¢in 660 ve 700 nm’de bikromatik absorbans okumalari

Abs,  Hemoliz i¢in 570 ve 600 nm’de bikromatik absorbans okumalari

Abs;  TIkter i¢in 480 ve 505 nm’de bikromatik absorbans okumalar1

B Hemoglobin tayininde lipemi i¢in Abs, diizeltme katsayisi

E,F Bilirubin tayininde hemoliz ve lipemi i¢in Abs; diizeltme katsayisi



36

Lipemi

ﬁ Hemoliz ﬂ

Absorbans

340 480 505 546 570 600 660 700 (nm)
1.6lgtim 2.0lglim 3.0l¢lim
araligt araligi araligi
Dalga boyu

Sekil 7. Serum Indeks Gen 2 absorbans ve dalga boyu grafigi (55).

1. 1.ikter (I), 505/480 nm’de &lgiiliir ve lipemi ile hemolizden dolay1 absorpsiyon
icin diizeltme yapilir.

2. Hemoliz (H), 600/570 nm’de olgiiliir ve lipemiden dolay1 absorpsiyon igin
diizeltme yapilir.

3. Lipemi (L), 700/660 nm dalga boylar1 kullanilir, ¢iinkii bu aralik hemoliz ve
ikterden etkilenmez (55).

3.2.4. istatistiksel Analiz

Calismamizda elde edilen veriler aritmetik ortalama (X), standart sapma (SD) ve
minimum ve maksimum degerler seklinde ifade edildi. Egitim oncesi ve sonrast Hemoliz
Indeks verilerinin normal dagilima uygunluguna Kolmogorov-Smirnov testi ile bakildi.
Normal dagilima uymadiklar1 i¢in Mann-Whitney U testi ile anlamliliklarina bakildi.
p<0.001 anlamli olarak kabul edildi. Servislere gore egitim Oncesi ve egitim sonrasi
Hemoliz Indeks yiizde degisimlerini belirmek igin ki-kare testi ile anlamliliklarina bakildi.
p<0.001 anlaml olarak kabul edildi.

Metodun analitik hassasiyeti varyasyon katsayisi (% CV) hesaplanarak ifade edildi.

% CV = (SD/X) x 100



4. BULGULAR

4.1. Servislerdeki Preanalitik Siirecin Degerlendirilmesi (Preanalitik Veriler)

Flebotomi, yatan hastalar igin servislerdeki asistanlar, intornler, hemsireler
tarafindan diizenlenmektedir. Ayrica laboratuvarimiz, ayaktan takip edilen hastalar igin
hemsireler tarafindan flebotominin uygulandigi kan alma birimine sahiptir. Ayaktan takip
edilen pediatrik hastalar i¢in pediatri hemsireleri tarafindan kan alinan ayr1 bir birim daha
vardir.

Ornekler, servislerden laboratuvara hem pndmotik sistemle hem de dagitim
personeli (posta) ile ulastirilmaktadir.

Calismamiz kapsaminda, Go6giis hastaliklart servisi, Dermatoloji servisi ve Acil
Servislerdeki flebotomi uygulamalarini belirlemek i¢in kan alan personelle tek tek

goristldi.

4.2. Servislerin Verileri

Poliklinikler i¢in ortalama HI’i 8 (0-543) idi. Servisler i¢in bu degerler 39 (0-996)

dir. Poliklinik ve servis bazinda hemoliz indeks dagilim1 Tablo 7°de verilmistir.
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Tablo 7. Poliklinik ve servis bazinda hemoliz indeks dagilim1

n Median + standart sapma Mean Min-max
Poliklinikler 86271 7+£25 11 0-952
Eriskin poliklinik 72488 6+13 8 0- 543
Pediatri poliklinik 13783 16 £51 29 0-952
Servisler 74288 16+ 79 39 0-996
Cerrahi servisler 13267 14 £ 48 26 0-951
Dahili servisler 29110 12 £53 26 0-974
Pediatrik servisler 4510 15+79 38 0-870
Erigkin yogun bakim 4009 22 +69 44 0-802
Pediatrik yogun 3716 47 £162 118 0-996
bakim
Acil servis 12983 21 +69 43 0-938
Pediatrik Acil servis 5706 19 +49 31 0-715
Yenidogan servis 984 175 +247 245 0-996

Poliklinik hastalarinda gerceklestirilen flebotomi ve diger islemler optimuma en
yakin sartlar olarak degerlendirildigi i¢in poliklinik HI diizeyleri normal ortalama deger
olarak alind1 ve servis degerleri buna gore belirlendi. Acil servis, Gogiis Hastaliklar1 ve
Dermatoloji servisine gidilerek kan alan personel belirlenerek herbiriyle tek tek goriisiiliip
preanalitik hata kaynaklar1 degerlendilirdi.

Ilgili servislerden Dermatoloji ve Gogiis Hastaliklar1 Servisinde, servis sorumlusu
asistanlar tarafindan 6rnekler toplanmaktadir.

Acil serviste intornler tarafindan 6rnek alimi yapilmaktadir. Acil serviste 2 ayhk
donemler ile intdrn rotasyonu olmaktadir. 20-25 kisilik gruplar yilda 6 kez degismektedir.
Egitime baslanilacak donemde intérn grubu acil servis rotasyonuna baslayali bir ay
olmustu. Ikincil intdrn grubuna 2 aylik rotasyonlari siiresinde egitim verilebildi.

Hemolitik 6rneklerin sebepleri incelendiginde, servislerden kalitesiz 6rnege sebep
olan en yaygin hatanin, 6rnek aliminda enjektore cekilen kanin tiiplere dagitimi esnasinda
igne ucu ¢ikartmadan kanin basingla tiip duvarina carptirilmasina bagl olarak érneklerin
hemolize ugramasi olarak tespit edildi.

Yapilan inceleme sonucunda Dermatoloji ve Gogiis Hastaliklar1 servisinde 6rnek

toplanmasinda enjektor kullaniliyordu ve igne ucu ¢ikarilmadan tiiplere kanin aktarilmasi
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yapiliyordu. Enjektor yerine vakumlu set veya vakumlu kelebek set kullanilmasi tavsiye
edildi. Tlgili servisler enjektor yerine iki uglu vakumlu kelebek set kullanmaya basladilar.

Acil serviste intornler kan alirken vakumsuz kelebek set kullanip kelebegin ug
kismini enjektore baglayip kan alimini gergeklestiriyorlardi. Alinan kanin ucuna kelebek
seti bagl olarak enjektorden tiipe bosaltiyorlardi.

Sonugta, servislere ““ hemolizi etkileyen ve onleyen faktorleri” igeren interaktif bir
egitim verildi. Egitim sonrast donem acil servis i¢in 16.04.2012- 15.07.2012 dir.

Gogiis  hastaliklar1  ve  Dermatoloji  i¢in  egitim  dénemi  16.04.2012-
28.08.2012°dir.Veriler Tablo 8’de verilmistir.

HI>100 ve HI>200 numuneler orta ve siddetli hemolize olan numunelerdir.
HI>200" de ¢ogu parametre etkilenmekte ve ornek reddini gerektirmektedir. HI>100 ve
HI>200 olan numunelerin egitim 6ncesi ve egitim sonrast doneme ait yiizdeleri Tablo 9°da

verilmistir.

Tablo 8. Egitim 6ncesi ve sonrasi veriler

Egitim Oncesi Egitim sonrasi
Median+standart sapma Median+standart sapma P
. Mean Mean
Servis . .
(min-max) (min-max)
n n
18 +99 14 £ 50
- . 56 29
Gogiis hastaliklari servisi P<0.001
(0-919) (0-633)
n=1521 n=1152
22 + 54 15+20
Dermatoloji Servisi 38 21 P<0.001
J (0-470) (0-168) '
n=425 n=228
21 + 68 17 + 66
43 36
Acil Servis P<0.001
(0-938) (0-900)

n=12983 n=6344
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Tablo 9. HI> 100 ve HI>200 kan numunelerin egitim Oncesi ve egitim sonrasi yilizde

degisimleri
Egitim Egitim Egitim Egitim
Servisler oncesi sonrasi p oncesi sonrast P
HI>100 HI>100 HI>200  HI>200
Gogiis hastaliklari Servisi %15.5 %5.3 P<0.001 %7.4 %2.3 P<0.001
Dermatoloji Servisi %8 %1.3 P<0.001 %2.1 %.00 P<0.001
Acil Servis %10 %7.5 P<0.001 %3.3 %2.6 P<0.001
Toplam %10.5 %7 P<0.001 %3.7 %2.5 P<0.001

Yiizdeler arasindaki farki degerlendirmek igin ki-kare testi yapilmigtir. Egitim
oncesi ve egitim sonrast HI>100 ve HI>200 olan kan 6rnek sayist agisindan istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.001). Yiizde degisimleri Sekil 8-11’de verilmistir.

H1>100 kan 6rnegi yiizdesi HI1>200 kan 6rnegi yiizdesi
12 4
P<0.001T P<0.001
3,5
10 -
3
8 -
2,5
6 - 2
GRS = HI>200 kan
ornegl ornegi yuzdesi
4 - ylzdesi LS
1
2 -
0,5
0 n 0 T
Egitim  Egitim Egitim Egitim
oncesi sonrasl oncesi sonrasi

Sekil 8. Toplam {i¢ servisteki HI>100 ve HI>200 kan 6rnegi yiizde degisimleri
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18

16

HI>100 kan ornegi yiizdesi

|_ P<0.0017

H HI>100 kan
ornegi
ylizdesi

Egitim
sonrasi

Egitim
oncesi

HI>200 kan ornegi yiizdesi

—P<0.001 T

W HI>200 kan
ornegi ylzdesi

Egitim Oncesi Egitim sonrasi

Sekil 9. Gogiis hastaliklar servisi HI>100 ve HI>200 kan 6rnegi ylizde degisimleri

S P N W B U1 O N 00 ©

HI1>100 kan 6rnegi yiizdesi

— P<0.001—

m HI>100 kan
ornegi
ylzdesi

Egitim
oncesi

Egitim
sonrasl

2,5

1,5

0,5

HI1>200 kan 6rnegi yiizdesi

P<0.001
H HI>200 kan
ornegi yuzdesi
Egitim Egitim
oncesi sonrasi

Sekil 10. Dermatoloji servisi HI>100 ve HI>200 kan 6rnegi yiizde degisimleri
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H HI>100 kan
ornegi
ylizdesi

HI>100 kan ornegi yiizdesi

12
P<0.001" |

10 -
8 .
6 -
4 -
2 -
O .

Egitim Egitim

oncesi sonrasi

3,5

2,5

1,5

0,5

HI1>200 kan 6rnegi yiizdesi

P<0.001" |
H HI>200 kan
ornegi yuzdesi
Egitim Egitim
oncesi sonrasl

Sekil 11. Acil servis HI>100 ve HI>200 kan érnegi yiizde degisimleri

4.3. Calisma Yonteminin Performans Verileri (Analitik Veriler)

Serum Indeks &l¢iimiinii yaptigimiz ydntemin analitik hassasiyet ve dogrululuk

degerlendirilmesini 3 seviyede serum havuzu numuneleri ile yaptik. Seviye 1= normal (5),

Seviye 2=yliksek (46), Seviye 3=daha yiiksek (155). Veriler Tablo 10’da verilmistir.

Tablo 10. Hemoliz Indeksi performans verileri

n mean SD %CV
CALISMA ICi
1.Seviye 10 4.8 0.4 8.78
2.seviye 10 455 0.52 15
3.seviye 10 155 2.83 1.8
GUNIcI
1.seviye 5 5.14 0.37 7.3
2.seviye 5 46.4 0.53 1.1
3.seviye 5 151 3.13 1.9
GUNLER ARASI
1.seviye 5 4.8 0.44 9.3
2.seviye 5 448 1.09 24
3.seviye 5 155 0.54 0.3

SD=standart deviation, CV=coefficient of variation, n=0l¢tim sayis1
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4.4. Hemoliz indeks Degerlendirilmesi Sonuclari

Parametrelerin interferans etkisini degerlendirmek igin farkli zamanlarda 3 ¢alisma
yapildi. Segilen 12 parametrenin hemolizden etkilenim seviyesi belirlendi. Calismamiz
CLSI T1ibbi Laboratuvarlarda EP7-A interferans ¢calismalarina gore planlandi.

Bu ¢alismada birinci basamagindaki ilk ¢alismada HI: 3-98; ikinci ¢alismada HI:5-
113; gciincii calismada HI: 6-101 arasinda AST, D.BIL, T.BIL, CK-MB, K* , LDH
parametreleri ¢alisildi.

Ikinci basamagindaki ilk ¢alisma igin HI:102-985; ikinci ¢alismada HI: 113-1009;
liclincli ¢aligmada HI: 101-1037 arasinda ALP, ALT, CK, GGT, demir, inorganik fosfat,
K" parametreleri Roche Diagnostik Cobas 8000 otoanalizoriinde kendi orijinal kitleri ile
gerceklestirildi.

Hemoliz dolayisiyla meydana gelen interferans, ortalama absolii sapma ve relatif
sapma ylizdeleri seklinde ifade edildi. Elde edilen sonuglarin kabul edilebilir sapma
miktarmi Fraser (57) ve CLIA 88 kriterlerine (58) gore belirlendi. Alinan sonuglar kabul
edilebilir sapma miktarindan daha fazla sapma gosterdiginde klinik olarak anlamlilik
gosteren degisimlerden bahsedilmektedir.

Calismamizda interferans miktari, 6rnekteki kan hiicre lizatinin son konsantrasyonu
ile dogru orantili gibi goriinmektedir. Bekledigimiz gibi olusturulan kan hiicre lizatinin
orneklere eklenmesi, AST, LDH, K*, CK-MB, CK, Demir, inorganik fosfat 6l¢iimlerinde
doz bagimli bir sekilde ylikselmeye neden olmustur, bununla birlikte ALP, ALT, GGT,
D.BIL, T.BIL degerlerini lizat bulunmayan diizeyleri ile karsilastirildiginda daha diisiik
bulunmustur.

Hafif ve gozle degerlendirilmeyecek diizeyde hemolizi olan 6rneklerdeki (<60
mg/dL) Fraser’e gére AST, LDH, K', CK-MB seviyelerinde klinik olarak anlaml
degisimler gozlemlendi.

Kreatinin, BUN ve magnezyum parametrelerindeki etkilenim HI 1000 distiinde
oldugundan ¢alismaya dahil edilmemistir.

Serumdaki serbest hemoglobin konsantrasyonu ile sonuclar arasindaki degisimler
genellikle lineer ve 6ngoriilebilir seklinde meydana gelmistir.

Hemoliz Indeks arttikga hemolizden kaynakli interferansin etkisinin arttig1
gozlendi. Hb (mg/dL) ile HI arasinda 1610 mg/dL Hb diizeyine kadar lineer bir iliski tespit
edildi (r =0,999). Hemoglobin ile hemoliz indeks sonuglar1 korelasyon grafigi Sekil 12°de
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verilmistir. Ug¢ invitro hemoliz c¢alisma sonuclart Tablo 11-13’de verilmistir. Hemoliz

indekse gore parametre degisimleri Sekil 13-14’de verilmistir.

zooo=
1500
wl
2
[y
=
E 1000
L
=
-
s00=
B Sq Linear = 1
0
| I | 1 |
0 500 looo 1500 zooo
HI

Sekil 12. Hemoglobin ile hemoliz indeks sonuglarinin kolerasyon grafigi
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Ortalama + Standart sapma
(% hata)
caser| CLIA | oo Hemolitik indeks (HI
Analitler F;?el 88 v ( )
Yo £% "0 o um
havuzu
3 16 28 37 48 57 67 78 89 98
AST, - 20 g | 234108 | 20206 24206 | 2420.6 25+1.0 2541.0 26+0.6 | 27+0.6 | 27+0.6 2740.6
U/L o - i (+4.3) (+4.3) (+4.3) (+8.7)& (+8.7) (+13.0) | (+17.3) | (+17.3) (+17.3)
D.BIL, 142 ) 31 | 02200 | 0:190.01 [0.17£0.01 |0.15£0.01| 0.13=0.01 |0.12:0.01 | 0.11:0.01 |0.100.01 | 0.08=0.00 | 0.07:0.01
mg/dL ? - (-5) -15)& (-25) (-35) (-40) (-45) (-50) (-60) (-65)
11;/:1111 10.0 20 12 lossso.01| 0-5750.01 [0.5620.01 |0.5620.02| 0.55+0.01 | 0.55+0.01 | 0.54=0.01 |0.520.01| 0.510.01 | 0.5:0.01
mg : < i R (-1.7) (-3.4) (-3.4) (-5.2) (-5.2) (-6.9) | (10.3)& | (-12.1) (-13.8)
CK-MB,| o 26n | 10 | 1garz | 194204 | 213405 | 22.340.3 [ 24.840.3 | 25.940.7 | 27.940.4 | 30.240.3 | 31.6+0.7 | 33.8+0.6
U/L : ? : SERe (+7.2) | (H117. D& | (+23.2) (+37) (+43.1) | (+54.1) | (+66.9) | (+74.6) (+86.7)
K, . 05 | 0| 45000 | 4-66%0.05 | 4.740.10 | 4.740.00 [ 4.7-0.00 | 4.8+0.00 | 4.8+0.10 | 4.8+0.10 | 4.8+0.00 | 4.86+0.05
mmol/L . mmol/L . T (+3.5)& (+4.4) (+4.4) (+4.4) (+6.6) (+6.6) (+6.6) (+6.6) +8)
LDH, 13 20 1o | 340035 | 365417 | 394432 | 40745 421+6.2 | 446+4.9 | 459+4.6 | 482+7.6 | 503+6.1 | 523+5.8
U/L : 0 ¢r& | (+15.9) | (+19.7) | (2387 | (+31.1) (+35) (+41.8) | (+47.9) (+53.8)
Ortalama + Standart sapma
(% hata)
Fraser | CLIA | o ser T
Analitler| 9% = Hemolitik Indeks (HI)
+% [0=10| Serum
havuzu
3 102 205 305 410 519 622 714 822 916 985
ALP, 6.4 10 13 | 85210 3£1.2 | 78+1.2& | 72+0.6 66+1.2 61+0.0 57+0.6 53+0.6 49+0.6 44+0.0 | 44+1.6
UL : ? TLIET cm | 82 | @152) | (223) | (282) | (329 | (37.6) | (42.8) | (48.2) | (482)
ALT, 12 20 17 24200 24+0.6 2406 23£2.5 23£2.6 21+3.8& | 18+2.6 17+3.0 16+0.7 15£7.6 | 14x1.5
UL B A (0.0) (0.0) (-4.2) (42) | (12.5) |(25.00*| (27.9) | (33.3) | (37.5) | (41.6)
CK, 115 30 16 | 205=1.0 208+1.5 | 213£3.1 217£0.0 218+0.6 22843 |229+0.6&| 231+1.5 240+4 241+5 252+2
UL : - (+1.5) | (3.9 | (5.8) (+6.3 (+112) | (1L | @127 | (17 | (+17.6) | (+22.9)
GGT, 108 30 )7 73410 21£1.2 [ 20+1.0& | 16+1.5 14+1.2 12+1.0 10+1.7 9+1.5 6£2.5 6+1.5 2+1.6
UL | et - 8.7 | (13.0) | (30.00** | (39.1) | (47.8) | (56.5) | (60.8) | (73.9) | (73.9) | (91.3)
Demir, 38 30 17 8540.0 87+0.6 90+1.6 | 93:0.0& 95+0.5 97+1.7 102+2 104+1.5 106+3.5 | 112+2.9 | 113+1.5
mg/dL : 7 A M (+2.40) | (+5.88) | (+9.40) | (+11.76) | (+14.11) | (+20.00) | (+22.30) | (+24.70) | (+31.76) | (+32.90)
K, 18 m(;lllaol 0.9 4.540.0 4.9+0.05 | 5.1+0.05 | 5.3+0.10 | 5.5+0.05 | 5.8+0.05 | 6.1+0.05 | 6.3+0.15 | 6.5+0.05 | 6.7+0.10 | 6.9+0.05
mmolL | Ll TE (#8.8)& [(+13.3)*%| (+17.8) | (#22.2) | (+28.8) | (+35.5) | (+40.0) | (+44.4) | (+48.8) | (+53.3)
PO4, 25 10 0.9 13.5320.03 3.59+0.01(3.6120.02| 3.63£0.01 | 3.64=0.01 [3.66+0.03|3.68+0.03| 3.73+0.04 | 3.73+0.01 |3.76+0.03 | 3.8+0.05
mgdL | 7 AT (r70) | (+230) | (+283) | (+3.11) | (+3.68)& | (+4.20) | (+5.60) | (+5.66) | (+6.51) | (+7.64)

# Sonuglar dlgiilen degerlerin ortalamasi olarak verilmistir.

& Fraser’a gore izin verilebilir hata oraninin {izerindeki sonuglar koyu olarak gdsterilmistir.

** CLIA kriterlerine gore izin verilebilir hata oraninin {izerindeki sonuglar renkli olarak gosterilmistir.
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Tablo 12. 2. In vitro hemoliz ¢aligma sonuglari
Ortalama + Standart sapma
(%o hata )
Fraser |lorxatsall| - cv Hemolitik indeks (FII)
Analitler % + % =10
Serum
havuzu
5 27 38 48 58 68 80 20 101 113
AST,
UL 54 20 23 |25:0.57 25x0.57 | 25£0.00 | 26=1.15 27+1.52 27+0.57 | 27+1.00 | 27+0.57 28+1.00 29+0.57
(0.0) (0.0) +4) +8)& +8) +8) (+8) (+12) (+16)
D.BIL, 142 } 18 | 018200 | ©16+0.0 | 0.15£0.0 | 0.14:0.0 [ 0.10+0.0 | 0.10+0.0 [ 0.08+0.0 | 0.08+0.0 | 0.07+0.0 | 0.06:0.0
mg/dL - o (-11.1) | (-16.6)& | (-22.2) (-44.4) (-44.4) (-55.5) | (-55.5) (-61.1) (-66.6)
T.BIL, 10.0 20 51 0472001 | 0-46%0.03[0.4650.02| 0.4450.02| 0.44%0.02 | 0.44:0.02 [0.44:0.02 |0.410.02| 0.4+0.03 (0.39+0.02
mg/dL ’ - - . (-2.10) (-2.10) (-6.38) (-6.38) (-6.38) (-6.38) |(-12.70)&| (-14.80) | (-17.00)
CK-MB, | 18D - 1720 36 |19:8+0.25/21.841.02|22.620.34| 24.5+1.20 | 26.2+0.05 [27.8+1.50| 30+0.79 | 30.9+2.10 |33.7£0.97
U/L ’ - T [ (H16.4)& | (+28.2) | (+32.9) (+44.1) (+54.1) | (+63.5) | (+76.4) (+81.7) (+98.2)
K, 18 0.5 12 | 452005 | #320-06 | 4.5£0.06 | 4.5£0.06 [ 4.520.06 | 4.6+0.00 | 4.6£0.00 | 4.7+0.06 [ 4.7+0.06 | 4.740.06
mmol/L ’ mmol/L - T (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (+2.2)& (+2.2) (+4.4) (+4.4) (+4.4)
{'g_‘H* 13 20 10 | 42024 36 | 476+3-06 | 49520.03 | 51443.79 [ 533+9.50 | 550+1.73 [ 575+1.53 | 588+3.06 | 616+3.06 | 635+4.90
' ' T (10.9)& | (+15.3) | (+19.8) | (+24.2)** | (+28.2) (+34) +37) (+43.5) (+48)
Ortalama + Standart sapma
(% hata)
CLIA| o Hemolitik indeks (HI
Analitler Huasey 88 cv (HI)
+% _
+% | =10 | Serum
havuzu
5 113 210 320 431 543 645 737 852 956 1009
ALP, 6.4 30 |25 | 79000 78=1.15 | 73£1.00 | 66+0.57 | 60+2.08 | 55+2.80 | 53+0.57 | 48+0.57 | 44+0.00 | 40+0.57 | 38+0.57
U/L ’ ? o T (12 (-7.6)& | (-16.4) (24.0) [ (-30.3)**| (-32.9) (-39.2) (-44.3) (-49.3) | (-51.8)
ALT, 1 20 1| 262057 26=0.00 | 26+1.00 | 24+0.57 2320.57 | 23=2.30 | 22+0.57 | 22+3.05 | 18+0.57 | 18+0.57
U/L - - - R (0.0) (0.0) (-7.6) (-11.5) (-11.5) | (15.4)& (-15.4) |[(-30.8)**| (30.8)
S < N N cs | 126£1.52 [ 131£0.57 | 140+1.73 | 14242.08 | 149+2.08 | 152+2.00 | 161+3.78 | 167+2.51 [171+3.05 |174+2.64
CK,UL| 113 30 | 1.3 |121£1.52 ..
(+4.1) (+8.2) |(#15.7)& | (+17.3) | (+23.1) | (+25.6) | (+33.0)** | (+38.0) | (+41.3) | (+43.8)
GGT, 108 30 | 10| 26200 26£1.00 | 22+1.73 | 1942.08 | 18+4.35 | 16+2.08 | 14+4.00 | 14+2.65 | 14+3.61 | 8+4.36 | 6+6.11
U/L ' B (0.0) (-15.3)& | (-26.9) (-30.7) |[(-38.4)**| (-46.1) (-46.1) (-46.1) (-69.2) | (-76.9)
Demir, 33 30 | 06 | 93038 94£0.58 | 95£1.15 | 97£0.58 | 98=2.60 | 99=1.15 | 101£0.58 | 102+2.31 | 105+2.08 |108+2.52 [106+1.15
mg/dL ’ ' o (+1.1) (+2.1) (+4.3) (+5.4) (+6.4) (+8.6) +9.N& (+12.9) | (+16.1) | (+13.9)
K, 13 05 |55 | 4420.10 4.7+0.05 | 4.9+0.05 [ 5+0.05 | 5.3+0.10 | 5.4+0.11 | 5.7+0.05 | 5.8+0.10 | 6.0+=0.05 | 6.1+0.11 |6.4+0.15
mmol/L ’ mmolL [ =% | T (+4.5)& |(+11.3)**| (+13.6) | (+20.4) | (+22.7) | (+29.5) | (+31.8) (+36.3) | (+38.6) | (+45.4)
PO4, 14 10 |11 550005 5.50+0.05(5.44+0.06|5.39+0.01 | 5.23+0.03 |5.14+0.06| 5+0.03 | 4.99+0.05 | 4.89+0.02 |4.79+0.01|4.79+0.09
mg/dL > T (0.0)& (-1.1) (-2) (-4.9) (-6.5) (-9.1) (-9.2) (-11.1) (-12.9) | (-12.9)

# Sonuglar dlgiilen degerlerin ortalamasi olarak verilmistir.
& Fraser’a gore izin verilebilir hata oraninin {izerindeki sonuglar koyu olarak gdsterilmistir.
**CLIA kriterlerine gore izin verilebilir hata oraninin {izerindeki sonuglar renkli olarak gosterilmistir.
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Ortalama + Standart sapma
(%o hata)
aser| CLIA . Hemolitik Indeks(HI
Analitler | FT25€r| “gg C:;::cls (H)
=0 Serum
havuzu
6 32 37 44 54 63 77 84 92 101

AST, 20 . 2140.00 # 23+0.00 | 23+0.60 23+0.60 | 24+0.57 | 24+0.57 | 24+0.57 | 25+0.57 26+0.00 26+0.57
U/L - S e T (res& (+9.5) (+9.5) (+14.2) | (+14.2) | (+14.2) | (+19.0) | (+23.8)** | (+23.8)
D.BIL, R 27 0.20.02 0.18+0.00 [0.17+0.00( 0.15+0.00 (0.14+0.00]0.14+0.00|0.11+0.01| 0.1+0.01 0.1+0.00 |0.09+0.00
mg/dL = - (-10.0) | -15.0)& | (-25.0) (-30.0) | (-30.0) | (-45.0) (-45.0) (-50.0) (-55.0)
T.BIL, 10.0 20 24 0.6240.01 0.58+0.01 | 0.58+0.01 | 0.57£0.01 |0.57£0.00 [ 0.57=0.00 | 0.56=0.00 | 0.56x0.00 | 0.55=0.00 | 0.55+0.00
mg/dL ' - - me (-6.40) (-6.40) (-8.00) (-8.00) (-8.00) (-9.70) (-9.70) | (-11.29)& | (-11.29)
CK-MB, 38D 15 | 15772005 | 18-940.17 [19.940.10 | 21.240.62 |22.20.20| 23.5+0.70 | 26.5+0.40 | 26.7:£0.75 | 28.7+0.68 | 29.9+0.05
U/L b TOETE L r1e.8)& | (126.1) | (134.4) | (+40.7) | (+49.0) | (+68.0) | (+69.3) (+81.9) | (+89.6)
K, 0.5 13 4.440.06 4.5+0.00 | 4.5+0.00 [ 4.5+0.00 | 4.5+0.00 | 4.5+0.05 | 4.5+0.05 | 4.6+0.05 | 4.6+0.05 | 4.6+0.00
mmol/L mmol/L o T (+2.3)& (+2.3) (+2.3) (+2.3) (+2.3) (+2.3) (+4.5) (+4.5) (+4.5)
Ifg“Hs 20 1o 3534210 | 405+1.20 | 41142.10 | 42744.70 | 443+1.00 [ 468-:4.60  4889.50 | 50142.50 [ 518-£9.10 | 539+1.20

: Joss (F14.7)& | (+16.4) | (+20.9)** | (+25.4) | (+32.6) | (+38.2) | (+41.9) (+46.7) | (+52.7)

Ortalama % Standart sapma
(% hata)
CLIA | o [T
Analifler % | o Hemolitik Indeks (HI)
+% (=19 Serum
havuzu
6 101 185 288 396 490 583 719 797 890 1037
ALP, 30 |07 802050 2 7920.57 | 74£0.00 | 69+1.15 | 64+0.57 | 59+1.52 | 55+1.00 50+0.57 | 46+0.57 | 43+0.57 | 36+1.00
UL ? T (-125) |(-7.50) & | (-13.75) (-20.00) | (-26.25) | (-31.30)** | (-37.50) | (-42.50) | (-46.25) | (-55.00)
ALT, 20 07| 202000 20=0.57 | 22%0.57 1920.57 1920.57 | 19£0.00 1922.51 192.08 19£0.57 | 17+1.52 | 17+3.00
U/L - o (0.00) (0.00) -5.00) (-5.00) (-5.00) (-5.00) (-5.00) (-5.00) |(-15.00)& | (-15.00)
CK, w0 [l 136150 140£1.52 | 145£1.52 | 149£2.00 | 153+3.60 (161+2.00| 162+0.02 | 170+3.60 | 173+2.51 | 176+3.00 | 187+2.00
UL ? T (+2.90) | (+6.60) (+9.50)  |(+12.50) & | (+18.30) | (+19.10) | (+25.00) | (+27.20) | (+29.40) | (+37.50)**
GGT, 30 211 272050 26£1.73 | 262037 | 23£1.52 22+1.15 | 2243.05 | 18+1.50 17£3.78 | 16+5.85 | 16+1.52 | 12+1.50
U/L ? - o (-3.70) (-3.70) | (-14.80)& | (-18.50) | (-18.50) | (-33.30)** | (-37.00) | (-40.70) | (-40.70) | (-55.50)
Demir, 30 112l esz000 68=0.00 | 680.00 | 72=1.20 72£1.20 | 74£1.20 | 77+0.60 79+0.00 | 80+1.50 | 87+1.50 | 89+2.30
mg/dL ? - _' (0.00) (0.00) (+5.80) (+5.80) |(+8.82)& | (+13.20) | (+16.17) | (+17.60) | (+27.90) | (+30.80)
K, 0.5 3| 442006 4.6+0.11 | 4.7+0.00 | 4.9+0.06 5+£0.06 |5.17+0.06| 5.3+0.00 | 5.5+0.00 | 5.63+0.06 | 5.9+0.06 | 6+0.06
mmol/L mmot [ 1| (+4.50) & | (+6.80) | (+11.30)** [ (+13.60) | (+15.90) | (+20.40) | (+25.00) | (+27.90) | (+34.00) [ (+36.30)
P04, . . L |3.66=0.02 {3.65£0.02| 3.63£0.02 | 3.63£0.05 | 3.6=0.05 3.49+0.06 | 3.35+0.10
3.2 10 [0.9] 3.62=0.03 - - cc

mg/dL (+1.10) | (+0.82) (+0.27) (+0.27) (-0.55) (-3.59)& | (-7.45)

# Sonugclar dlgiilen degerlerin ortalamasi olarak verilmistir.
& Fraser’a gore izin verilebilir hata oraninin lizerindeki sonuclar koyu olarak gdsterilmistir

**CLIA kriterlerine gore izin verilebilir hata oraninin {izerindeki sonuglar renkli olarak gdsterilmistir
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Birinci ¢alismamizdaki inorganik fosfat degerleri literatiir verileri ile uyumlu olarak
hemoliz derecesi arttik¢a hemolizden kaynaklanan interferans etkisinin arttig1 gozlenmistir.
Ancak ikinci ve tiglincii ¢alismamizda inorganik fosfat degerleri hemoliz derecesi arttik¢a
interferans etkisinin azaldigi tespit edilmistir.

Ug calismadaki sonuglarm hemolizden net etkilenim seviyelerini hesaplanmistir.
Sonuglar Fraser ve CLIA 88 klinik kabul edilebilirlik sinirlarindaki HI degerleri ile rolatif
sapma yiizdelerine oranlanarak hesaplanmistir. Ug calisma sonuglarinin  aritmetik
ortalamasi alinmustir. Fraser ve CLIA 88 goére parametrelerin alt smir esik Seviyesi

belirlenmis ve Tablo 14’de verilmistir.

Tablo 14. Fraser ve CLIA 88 kriterlerindeki yiizde degisimlere gore tespit edilen sinir esik

degerleri
parametreler Fraser % + Fraser HI CLIA 88 %=+ CLIAHI ROCHE HI
ALP, U/L 6.4 178# 30 522# 200
ALT, U/L 12 677 20 732 200
AST, U/L 54 38 20 118 40
D.BIL, mg/dL 14.2 32 - - 25
T.BIL, mg/dL 10.0 83 20 166 50
CK, U/L 11.5 309 30 835 200
CK-MB, U/L 7.8 16 3sD - 10
GGT, U/L 10.8 195 30 443 200
DEMIR, mg/dL 8.8 480 30 944 200
LDH, U/L 4.3 13 20 43 15
PO4, mg/dL 3.2 427 10 1350 300
K,mmol/L 1.8 16 0.5 234 100

# Sonuglar dl¢iilen degerlerin ortalamasi alinarak bulunmustur.



5. TARTISMA

Uygunsuz oOrnekler birgok biyokimyasal ve hematolojik testin dogrululugunu
anlamli derecede etkileyebilmektedir. Boyle Orneklerin basarili bir sekilde tespiti ve
yonetimi hem tibbi laboratuvarlarin biiyiik sorumluluklarindan birisidir, hem de ISO 15189
standartlarina gore akredite olmus her laboratuvar i¢in bir zorunluluktur (52).

Laboratuvar test siireglerinin analiz-dis1 evreleri, son on yildir laboratuvar
hatalarinin major kaynagi olarak kabul edilmektedir. Biitiin laboratuvar dl¢timlerin de
hatalarin biiyiik cogunlugu preanalitik safthada yapilmaktadir (59). Preanalitik fazda birgok
hata kaynag1 mevcuttur (5). Preanalitik problemlerin ¢cogu; kan alma, ulastirma, isleme ve
depolamada hatali prosediir veya materyallerden kaynaklanmaktadir, bunun yaninda
ulastirma, isleme ve depolama sorunlarin az bir kismin1 olusturmaktadir (24). Hemoliz,
Klinik laboratuvar 6l¢iimlerinde en yaygin preanalitik hatalardan biridir ve etkilesimlerin
(interferanslarin) en sik sebebidir (53). Hemolize 6rnekler, klinik laboratuvarlarda ¢ok sik
olarak gozlenmekte ve biitiin uygunsuz orneklerin cogunlugunu (% 40-70) olusturmaktadir
(58). Hemoliz numune redlerinin en sik sebebidir (5). Kan 6rneginin alinmasi, dagitimi,
ulastirilmasi, islenmesi ve depolanmasi ile ilgili ¢ok c¢esitli faktorler hemolizli 6rnege
sebep olur.

Kan alma personelleri muhakkak bu hata ve interferans kaynaklarindan haberdar
olmali, dogru ve standartlastirilmis bir kan alma teknigi uygulamalidir (5). Flebotomi,
ornegin kalitesi i¢in ¢ok onemlidir ve en kritik preanalitik adim olarak kabul edilir (59).
Billic Zulle ve ark. , Hirvat laboratuvarlarinda ekstra-analitik uygulamalarin kalitesini
arastirmak icin ulusal capta enine kesitsel bir silirvelans c¢alismasinda laboratuvar
stireclerinin sikligimi tanimlayici ciimleler halinde sorular hazirlamis ve sorulari li¢ gruba
ayrilmislardir: 1.6rnegin kabulii i¢cin gerekli kriterler diisiiniilerek hazirlanan sorular 2.
Flebotomi diisiiniilerek hazirlanan sorular ve 3.sonuclarin bildirimi {izerine hazirlanan
sorular. Bu ¢aligmada laboratuvar personelinin bildirdigine gore en diisiik kalite, personel

tarafindan gerceklestirilen flebotomiye bagli prosediirlerle ilgiliydi. Bu veriler, test
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siirecindeki ekstra-analitik islemlerin gelismesi ve Ornegin toplanmasi igin gerekli tiim
ekibin (hekimler, hemsireler ve laboratuvar calisanlari) siirekli egitim faaliyetlerine tabi
tutulmas1 gerektigini daha ¢ok desteklemektedir. Biyolojik 6rneklerin toplanmasina bagh
uygulamalara ve stratejilere 6zel bir onem verilmelidir (59). Hemolizli 6rneklerin
prevelansi, preanalitik kalite i¢cin uygun bir gdstergedir (52).

Calismamizda servislerdeki preanalitik yonetim (kan aliminda kullanilan
yontemleri, numune transport islemleri) degerlendirildi. Calismamizin baslangicinda
hastanemizdeki servislerden laboratuvarimiza ulasan tim serum Orneklerinin hemoliz
diizeyi belirlendi. Hemoliz indeks tespitini laboratuvarimizda kullandigimiz Cobas 8000 ve
Cobas 6000 otoanalizdrlerinde serum indeks reaktifi kullanarak gerceklestirdik. Bu sistem
laboratuvarimiza gelen her numunenin klinik olarak interferansla alakali kabul edilebilir
tablolar baz alinarak, serumdaki serbest hemoglobinin hizli bir sekilde spektrofotometrik
Olctimiinli icermektedir. Kan Orneginin analit bazli hemolizden etkilenip etkilenmedigini
gostermektedir. Hemoliz indeksi, 6rnek toplanilan merkezlerin ve servislerin 6rneklerinin
kalitesinde anlaml1 bilgiler saglamasiyla birlikte, hemolize drneklerin standardize tespiti ve
yOnetimi i¢in otomatik cihazlarda en uygun ¢éziimdiir (53). Hemoliz indeksi hastane i¢i ve
servislerde kalite kontrol indikatorii olarak kullanilabilir. Kan almada kullanilan
yontemlerden en iyi preanalitik yontemi degerlendirmek ve gelistirmek i¢in kullanighdir
(7).

Calismamizda poliklinikler i¢in ortalama HI’i 8 bulundu. Servislerdeki genel
ortalama HI’1 39°diir. Servislerdeki hemoliz indeks diizeyi baz alinarak {i¢ servise egitim
verilmesi planlandi. Bu servisler ve ortalama HI’leri; Gogilis hastaliklar1 servisi 56,
Dermatoloji servisi 38 ve Acil servisinde 43 olarak bulundu. Poliklinik hastalarinda
gerceklestirilen flebotomi ve diger islemler optimuma en yakin sartlar olarak
degerlendirildigi icin poliklinik HI diizeyleri normal ortalama deger olarak alind1 ve servis
degerleri buna gore belirlendi. Segilen ii¢ servis ortalama degerleri poliklinik HI
degerlerinin en az li¢ katindan fazla idi.

Hemolize neden olabilecek muhtemel faktorler kisaca sdyle 6zetlenebilir;

1. Anatomik ve fizyolojik faktorler: Antekubital venler haricindeki diger alternatif

bolgeler (6rnegin kiiclik distal venler), altta yatan hastaliklar

2. Ekipman faktorleri: Plastik, kiiciik, IV kataterler
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3. Teknik faktorler: Zor katater yerlestirme, kan toplama zorlugu, ¢ok sayida ve
basarisiz IV katater yerlestirme girisimleri, enjektdre kan alirken ve tiipii
doldururken asir1 gii¢c kullanilmasi olarak siniflandirilabilir (23).

Bu faktorler dikkate aliman servis ve birim bazinda hemoliz etkileri

degerlendirildiginde su tespitler yapilmistir.

Gogtis hastaliklar1 servisi ve Dermatoloji servisinde, asistanlar enjektorle kan alma
isleminin gergeklestirdigi gozlendi. Enjektorden tiiplere kan aktariminin uygun olmadigi
belirlendi. Acil serviste iki sekilde kan alma islemi yapiliyordu; birincisi hemsireler
tarafindan agilan damar yolundan IV kateterden kan alimi, ikincisi intérnler tarafindan
enjektore bagh kelebek setle kanin alinmasiydi. Yapilan gézlem sonucunda enjektdrden
kanin tiiplere aktarilmasi esnasinda, igne ucu ¢ikarilmadan kanin basingla tiip duvarina
carptirilmasina bagli olarak kanin hemolize ugramasinin en sik yapilan hata oldugu
saptandi.

Carroro ve ark.’nin yaptiklart ¢alismalarda hemoliz nedenlerini sdyle bulmuslardir:
olgularin % 30.7’sinde kanin igneden siringaya hizla alinmasi; % 20’sinde kelebekten
siringaya hizla alinmasi % 16.5’inde IV kataterden siringaya hizli alinmasi, % 1.5’inde
inflizyon yolundan siringaya hizla alinmasidir (30). Grant’in yaptig1 ¢aligmada da kanin
siringayla alinmasinin vakumlu tiip sistemiyle alinmasina nazaran daha fazla hemolize
neden oldugu (% 9) gosterilmistir (60).

Lippi ve ark.’nin yaptiklar1 bir calismada kelebek setlerle alinan kanlarda hemoliz
derecesinin diiz igne setleriyle alinanlardan farkli olmadigimi gozlemlemislerdir. Bu
sonuglar Sonntag’in (49) yaptigi calismanin sonuglari ile uyum arzetmektedir. Bu
sonuglara gore anlasilmaktadir ki uygun sekilde kullanildigi zaman kelebek setler diiz
ignelere iy1 bir alternatiftir (23). Bu bilgiler 15181 altinda iki uclu kelebek set uygulamasinin
servis ve polikliniklerimizde damar yapist daha frajil olan kisilerde kullanilmas1 yoniinde
egitimler verilmistir. Tek igneli kelebek setleri ile miimkiin oldugunca kan alma
islemlerinde kullanilmamasi, hatta idarece fazla satin alinmasi onerileri yapilmastir.

Calismamizda verdigimiz egitimde " hemolizi etkileyen ve Onleyen faktorleri”
iceren interaktif seri egitimler yapilmistir. Egitimle birlikte kan aliminda kullanilan
materyal degisimine gidildi. Enjektdr yerine iki u¢ igneli kelebek setleri kullanilmasi
tavsiye edildi. Servisler 6rnek aliminda uygun olmayan damar yapili hastalarda kelebek set

kullanmaya baglad.
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Servis egitimi sonras1 Gogilis Hastaliklart HI ortalamasi 56’dan 29’a, Dermatoloji
servisi HI ortalamasi 38’dan 21°e, Acil servis HI ortalamas1 43’den 36’a inmistir (Tablo
8).

Egitim sonrast HI degerlerinde gozlenen diislislerin anlamli oldugu saptandi
(p<0.001). Boylece servislerdeki preanalitik yontemin incelenmesi ve eksikliklerin verilen
egitimle giderilmesi ile servislerden gelen hemolizli numune orani azaltarak laboratuvar
kalite performasini artmistir. Hastanemizdeki egitimlerde saglik calisanlart iki ayda bir
rotasyona tabi tutulduklarindan verecegimiz egitimin siirekli olmas1 gerekmektedir.

Acil servislerde, yogun hasta sirkiilasyonu, kanamali hastalarda damar yolu
bulunmasinin giigliigii, hastanin ilk laboratuvar bilgilerine erken ulasma istegi gibi
faktorler egitimde 6gretilen yontemlerin uygulanmasinda giigliiklere sebep olmaktadir.

Calismamizin verileri gdstermistir ki flebotomistlerin uygun egitimleri ile birlikte
hemolize Ornekleri etkileyebilen analitik ve biyolojik interferanslarin tiplerinin ayrintili
bilgisinin verilmesi preanalitik fazdaki herhangi bir adimdaki hata olusma ihtimalini
minimalize etmek igin gereklidir (23).

Laboratuvar hatalarinin genis bir cogunlugu egitim ve standardizasyon eksikligine
ve organizasyon bozukluguna baghdir, bu yiizden uygunsuz orneklerin tespiti ve yonetimi
icin konsensiis Onerileri veya rehberlerin uygulanmasi, hem ayni laboratuvarda hem de
farkli laboratuvarlar arasinda teknisyenin davranisini standartlagtirmayr saglamaya
yardime1 oldugundan faydali olmaktadir. Boliimler arasi isbirliginin olusturdugu iletisimin
gelismesi Orneklerin kalitesinin artmasinda ve en iyi uygulamalarin yayginlagmasinda
gereklidir. Ancak bu siireg periferiyal flebotomi yerlerinde ve kliniklerinde kesintisiz bir
denetim gerektirir. Aslinda 6rnek toplayan kisiler ayrintili bir bigimde neyi ni¢in yapmasi
gerektiklerini anladiklarinda 6rnek toplama sekillerine ve prosediire daha iyi uyum
saglayacaktir (23).

Hasta bakiminda laboratuvar testlerinin etkisi; medikal, biyokimyasal ve teknolojik
gelismeleri igeren cesitli sebeplerden dolayr gecmis yillara kiyasla artmistir. Su anda
laboratuvar test sonuglari, klinik karar vermenin % 70-80’inden daha fazla katki
saglamaktadir (61).

Klinik laboratuvarlarin ve teknolojinin gelismesi sonucu analitik fazda hata yapma
orani azalmistir. Laboratuvarlarda gozlenen analitik hata oran1 % 7 iken preanalitik hata
oraninin % 46 oldugu bilinmektedir. Bu da preanalitik fazda hata oraninin azalmasina

yonelik ¢aligmalarin artmasima neden olmustur. Hemoliz, preanalitik fazda gozlenen ve
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sonucun giivenirligini etkileyen en 6nemli varyasyon kaynagidir (62). Hemoliz biyolojik
ve analitik sebeplerden dolay: sonuglar iizerine etkili olmaktadir. Interferans diizeyi lizisin
derecesine ve kullanilan analiz yonteminin ne olduguna gore degisiklik gostermektedir (5).

Laboratuvarimiza gelen numunelerin kalitesinin degerlendirilmesinde hemoliz
indeksi kullanilabilir. Calismamiz hemoliz indeksinin hemoliz riskini minimalize etmede
ve saglik bakim kalitesini arttirmada yardimci oldugunu gostermektedir.

Bununla birlikte preanalitik interferans kaynaklarinin tespitinde ve yonetiminde
otomatize sistemler kullanmayan laboratuvarlarda uygunsuz numuneler laboratuvar
personeli tarafindan goézle tespit edilmektedir. Gozle degerlendirme hem zaman alic1 bir
islemdir hem de yiiksek oranda siibjektif ve standartlasmaya elverissizdir. Bu nedenle
gozle yapilan degerlendirme potansiyel bir hata kaynagi olabilmektedir (52). Giiniimiizde
hemolizden kaynakli interferansin degerlendirmenin otomatik sistemler ile yapilmasinin ve
serum indeksinin rapor edilmesinin gerekliligi vurgulanmistir (62). Ana-Maria Simundic
ve ark. yaptiklar calismada hemolizli 6rneklerin tespitinde gézle degerlendirmenin ytiksek
oranda giivenilmezlik arzettigini ve bu degerlendirme i¢in serum indekslerini raporlayan
otomatize sistemler kullanilmasi gerektigini tespit etmislerdir (52). Serum indeksleri rutin
laboratuvar pratiginde kullanim siirecinin standart hale getirilmesine katkida bulunan
kolay, hizl1 ve ucuz bir uygulamadir. Farkli iireticiler arasinda bazi farkliliklar olsa da bu
sistemler serum ve plazmanin farkli dalga boylarindaki absorbanslarin dl¢iimiine dayanir
(geleneksel olarak 340-410-470-600 ve 670 nm) (62). S6denberg ve ark. (25) dan sonra
hemolitik indeks ile ilgili ikinci ¢ok merkezli ¢alismanin sahibi olan Lippi ve ark. (7) da
cihazlarin ¢ogu i¢in HI konusunda karsilastirilabilir sonuglarin elde edildigini
gostermislerdir. Ancak {reticiler tarafindan belirlenen spesifik esik degerleri belirgin
olarak farklidir. Bu smirlar laboratuvar tarafindan interferansin testleri etkileme derecesine
gore degistirilebilir (62).

Birgok laboratuvar hemolizli numuneyi direkt olarak reddeder. Oysa yaygin olarak
kullanilan biyokimyasal testlerin cogu belli hemoliz derecesine kadar kullanilan metoda
bagli hemolizden etkilenmez (62).

Hemolizli 6rneklerdeki sonuglarin bir takim tibbi hatalara ve hasta sagligina zarar
veren durumlara yol agabilecegi diisiiniilerek serum indeksi ile uygunsuz érneklerin uygun
yonetimi ve dikkatli moniterizasyonu hayati derecede dnemlidir (59).

EPSC-IFCC WG-LEPS siirveyans arastirmasinda, katilimcilara hemolize 6rneklerle

nasil basa c¢iktiklar1 sorulmustur. Yanit verenlerin %44°(i ‘biitiin istenen tahlilleri
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gergeklestirildigini, ancak hemolizden oldukc¢a etkilenen sonuglarin bildirilmedigini’, %
56’s1 ornegin reddedildigini beyan etmislerdir. Boylece surasi aciktir ki, farkli klinik
laboratuvarlar bu problemle basa ¢ikmada ayni uygulama yaklagimina sahip degillerdir
(23).

Testlerin kabul edilebilirlik limitlerinin belirlemesi ve biitlin testler ilizerinde
hemolizin etkisinin degerlendirmesi gereklidir. Bu yiizden biyolojik oOrnekler icin
maksimal tolere edilebilen sistematik hata ve yanligliklar tespit edilmeli ve onaylanmis
yontem veya bir referans kullanilarak gozlenen materyallerle karsilastirilmalidir (63).

Literatiirde hemolizin testlere etkisi konusundaki bulgular benzer olmakla birlikte
analitlerin  hemoglobin konsantrasyonlarindan etkilenme derecesi konusunda farkli
degerlendirmeler bulunmaktadir (64). Hangi derecedeki hemolizin hangi parametreyi nasil
etkiledigi konusunda net kurallar mevcut olmadig1 gibi, hemolizli 6rneklerde yapilacak
biyokimyasal testlerin nasil yonetilmesi ve raporlanmasi gerektigi konusunda net rehberler
yoktur (5).

HI otomatik analiz cihazlarinda hemoliz tespiti i¢in etkin bir yontemdir. Uzun
yillardir laboratuvarlar HI’ini analitik interferans1 engellemek ve hemolize ornekleri
otomatik olarak red edilmesi i¢in kullanmiglardir (14). Bu teknolojinin kullanimi;
hemolizin gorsel olarak degerlendirilmesinin dogal kisitlamalarin {istesinden gelmek,
gercekte gorsel degerlendirme ile tespit edilemeyen ancak bazi Olgiimlerde uygunsuz
oldugu fark edilebilen hafif derecedeki hemolizin taninmasini gelistirmek (50-60 mg/dL
altindaki serbest hemoglobin diizeylerinde) gibi nedenlerden dolay: kullanighdir (23).

Bizim ¢aligmamizda Hb (mg/dL) ile HI arasinda, 1610 mg/dL Hb diizeylerine kadar
lineer bir iligki tespit edildi (r =0.999).(Sekil 9)

Hemoliz faktoriiniin klinik kimyasal analizlere interferansiyla ilgili bir ¢cok ¢alisma
vardir. Cobas 8000 otoanalizorii i¢in HI sinirii belirlemek amaciyla yaptigimiz ¢caligmada;
hemoliz derecesi arttik¢a hemolizden kaynaklanan interferansin etkisinin arttig1 gézlendi.
Hemolizin etki edecegi muhtemel testlerin hangi seviye hemolizden ne kadar etkilendigi
tespit edildi. Artan hemoliz derecelerine gore parametrelerdeki degisim tespit edilip
sonuglar CLIA 88 ve Fraser gore klinik kabul edilebilirlik limitleri i¢cinde degerlendirildi.

Bizim galismamizda literatiir verileriyle uyumlu olarak (5, 65) interferans diizeyi
artttkca AST, K*, LDH, demir, inorganik fosfat, CK, CK-MB o6l¢iimlerinde daha yiiksek
degerler; T.BIL, D.BIL, ALP, GGT olgiimlerinde daha disiik degerler tespit edildi.
Koseoglu ve ark. yaptiklart c¢alismada LDH, AST, potasyum diizeylerinin serbest
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hemoglobin konsantrasyonu arttikga yiikselecegini, TBIL konsantrasyonunun da
azalacagini tespit etmislerdir (66).

Hemoliz, biyolojik ve analitik sebeplerden dolay1 test sonuglari iizerine etkili
olmaktadir (3).

In vitro hemolizin laboratuvar test sonuglarina etkisi asagidaki sebeplerle ortaya
cikmaktadir.

1. Hemoglobin ve diger hiicre ici bilesenlerin serum veya plazmaya ¢ikmasindan
dolay1 bazi analitlerin diizeyinde hatali yiikselmelere ya da diliisyonel etkilere
sebep olmasi

2. Serbest hemoglobinin analitik progesteki kimyasal reaksiyonlara interferans
gostermesi

3. Yontem ve analit konsantrasyonuna bagli spektrofotometrik interferans
(hemoglobinin yiiksek absorbans verdigi 415, 540 ve 570 nm’de optik
absorbansin ya da blank 6l¢iimiin artig1 nedeniyle)

Yiiksek hemoglobin konsantrasyonu olan numunede bu mekanizmalarin birkag
tanesi birarada gozlenebilmekte ve bu nedenle interferans etkisinin anlasilmasini
zorlagtirmaktadir. Ayrica bunlara lipemi ve ikterik indeks ve etki mekanizmalari da ilave
edildiginde c¢ok daha kompleks etkilesimler ortaya c¢ikmaktadir. Bu nedenledir ki
uluslararasi literatiirler hemoliz, lipemi ve iktere bagli hatalarin serum indekslerle diizeltici
faktorleri kullanarak diizeltilmemesi gerektigi vurgulanmaktadir.

AST, LDH, K*, inorganik fosfat, ALT gibi analitlerin intraselliiler ve ekstraselliiler
diizeyleri arasinda biiyiik farklarin olmasi interferansa sebep olmaktadir (3). Hemolizden
en fazla etkilenen enzim eritrosit i¢i konsantrasyonu plazmadakinden 160 kat fazla olan
LDH’dir. Dolayisiyla hemolizde bu enzimde artis gérmek dogaldir. Potasyumun eritrosit
icindeki konsantrasyonu plazmadakinden 22 kat fazladir. Calismamizdaki potasyum
diizeyi Fraser klinik kabul edilebilirlik smirlarina gore hafif hemoliz seviyesinde
etkilenmistir (65).

CK analizlerinde artisin sebebi, hemolizle disar1 ¢ikan intraselliiler adenilat kinazin
analiz esnasinda tam olarak inhibe edilemiyor olusuna baglidir.(3)

Inorganik fosfatta goriilen artigin nedeni eritrosit icindeki organik fosfat esterlerinin

fosfatazlarla pargalanmasidir (65).
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Demir Ol¢timlerindeki artis spektral ¢akismayla agiklanmaktadir (66). Bizim
calismalarimizda da CK, inorganik fosfat, demir diizeylerinde pozitif interferans
bulunmustur.

Serbest hemoglobinin pseudoperoksidaz aktivitesi bilirubin olglimiinde kullanilan
azo boyasinin olusumunu inhibe etmesiyle meydana gelir (66). Literatiir verileriyle
uyumlu olarak bizim ¢alismamizda da bilirubin konsantrasyonu diisitk bulunmustur.

Lippi ve ark’larinin yaptiklar1 ¢aligmada lizis miktar1 arttikca ALT, AST, CK,
demir, LDH, magnezyum, fosfat ve potasyum degerlerinde artis meydana gelmistir; ALP,
GGT degerlerinde ise azalma gozlemlemislerdir. Bizim caligma verilerimiz Lippi ve
ark’larinin yaptigi calisma (5) ile uyumludur ancak ALT diizeyinde farklilik tespit
edilmistir. Bunun nedeni olarak yiiksek serum hemoglobin konsantrasyonu olan
numunelerde interferans mekanizmalarinin birkag tanesi iistiiste gelebilmekte ve bazen biri
bir yone digeri ters tarafa etki gdsterebilmekte ve bu da durumu kolay anlasilmaz hale
getirmektedir.

Uretici firma otoanalizdrlerine ait reaktif bilgilerinde serum ve plazma igin serum
indeks temelli interferans listesinde belirtildigi izere ALT i¢in hemoliz interferansinin her
iki yonde degisiklik (artis veya azalis) olabilecegi belirtilmistir. Bu bilgi temelinde Lippi
ve ark.’larma (5) gore lizisin artistyla ALT diizeyi artarken bizim ¢alismamizda lizisin
artistyla ALT diizeyinde azalma tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizin eksik yonii yliksek
diizeylerdeki analitte hemolizin etkilerinin belirlenmemis olmasidir. Burada belki de
ALT’de normal seviyede degerlendirildi. Patolojik ALT diizeylerinde ne oldugu sorunu
cok acik degildir.

Hemolizli numunelerin otomatik saptanmasi ve bununla ilgili alimacak 6nlemlere
ait kural bazli algoritmalar (63) hayati tehdit edebilecek in vivo hemoliz gibi klinik
bozukluklarin hizli ve etkili bir sekilde belirlenmesini saglar (64). Bu nedenle her bir analit
sonuclari ile birlikte serum indekslerinin rutin bildirimi hususuna dikkat edilmelidir. Klinik
laboratuvarlarin  kalite sistemlerini degerlendirmek, izlemek ve giivenilir Kkalite
gostergelerini olusturmak i¢in devam eden siirecte serum indeksleri numune biitiinliiglintin
saptanmast ve kalite yonetimi i¢in 6nemli faydalar saglar (14). Hemoliz indeksi sadece
ornek kalitesini kontrol etmekle kalmayip, preanalitik kalitenin 6ngdriilmesi ve takibini de
kolaylastirmaktadir (14).

Tiim diinyada maliyet etkin politikalara uyumluluk, laboratuvar ¢alismalarini yap1

ve aktivite yoniinden yeniden organizasyona gitmeye itmistir. Bununla birlikte bazi
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teknolojik gelismeler laboratuvar testlerinin giivenirligini ve tutarliligini arttirmada,
kaliteyi yiikseltmede ve preanalitik sathanin tiim agilarinin gézlenmesinde kolaylastirici
ozellikler saglamaktadir. Hemoliz indeksinin uygulanmasi ve gelistirilmesi, in vitro
diagnostik endiistrinin tutarliligini ve hasta giivenligini yiikseltmektedir (14).

Hemolize 6rnek prevalansi preanalitik kalite i¢in uygun bir 6l¢ek olmaktadir (67).
Numune alimi esnasindaki islemlerin standart bir kalite seviyesinde tutulmasi, hem
laboratuvar kaynaklarinin daha dogru ve etkin kullanimini, hem de hasta bakimi ile ilgili
daha iyi bir diizeye kavusmamizi saglayacaktir. Bu ise laboratuvar testlerinin nasil
etkilediginin iyi bilinmesi ve personele iyi anlatilmasi ile miimkiindiir. /n vitro hemoliz ve
beraberinde gelen analitik interferans sorunu, standart kan alma prosediirlerinin
uygulamaya sokulmasi ile bir ¢6ziime kavusturulabilir. Ote yandan klinik olarak anlamli
hemolize sahip 6rnekleri tanimak i¢in neler yapilmasi gerektigi (otoanalizorlerde hemoliz
indeks tespiti) ve orneklere nasil yaklasilmasi gerektigi ile ilgili rehberlerin olusturulmasi
gerekmektedir (5).

Sonug olarak bireye dayali hemolizin belirlenmesi is giicli ve zaman kaybini onler.
Yanlis hemoliz tespitlerine bagl test tekrarlarin1 ve laboratuvar maliyetlerini azaltabilir.
Numune hacminin az oldugu ve tekrar numune aliminin zor oldugu pediatrik numuneler ve
diger degerli numunelerin kullanimi arttirilabilir. Hemolize bagl gelisen hatali sonuglarin

birgogu elimine edilebilir.



6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonuclar

1. Hemoliz indeks uygulamasina baslandi.

2. Ortalama hemoliz indeks degerleri poliklinikler i¢in 8, servisler i¢in ise 39
olarak belirlendi.

3. Hemoliz indeksi yiiksek olan servisler arasindan 3 servis pilot birim olarak
se¢ildi. Bu servislerdeki yiiksek hemolizin muhtemel nedenleri tespit edilerek
diizeltici faaliyetletler uygulandi. Egitim 6ncesi ve sonrasi Gogiis hastaliklari
servisinde ortalama HI’i 56’dan 29’ a, Dermatoloji servisinde HI 38’den 21°e,
Acil servisde 43°den 36’a anlamli derecede diistiigii tespit edildi (p<0.001). Her
ii¢ servis bazinda hemoliz indeksi 100 {izerinde olanlarda % 3.5 ve 200 {izerinde
olanlarda ise % 1.2 anlamli azalmalar tespit edildi.

4. Analitik ¢aligmalarimizda, degerlendirilen her bir test i¢in Fraser ve CLIA 88
denk gelen alt sinir esik degerleri belirlendi.

6.2. Oneriler

1. lleri diizey egitim ve arastirma laboratuvarlarinda kullanilan klinik kimya
analizorleri preanalitik safhanin degerlendirmesi i¢in mutlaka hemoliz
indekslerini 6l¢ebilecek alt yapida olmali.

2. Hemoliz indekse bagli numune redleri belirlenen kantitatif degerler lizerinden
yapilmali.

3. Hemoliz indeks degerlerinin izlenerek birim bazinda hatalar tespit edilmeli ve
diizeltici faaliyetler gergeklestirilmeli. Bu islem laboratuvar kalite yonetiminin
bir pargasi olarak dinamik bir siire¢ halinde yiirtitiilmeli.

4. Analitik olarak, laboratuvarlar 6ncelikle ilgili cihaz firmasinin sundugu alt esik
degerleri kullanmali. Eger imkan varsa bu degerler kendi laboratuvar sartlarinda

tesbit edilmeli.
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Postanalitik siliregte; hemoliz indeksinden alt sinir degere bagli olarak
etkilenmemis olan testler rapor edilmeli, bu degerin iizerinde etkilenen testler
yonii ve derecesi belirtilmek iizere rapora yansitilmals, ileri diizeyde hemolizden
etkilenen testler ise rapor edilmeden yeni numune talebi gerceklestirilmeli.
Hemolize bagli olusan interferanslarda numune reddinden ziyade etkilenmis
ilgili testin raporlanmamasi daha dogrudur.

Hemoliz etkilenimine bagl ilgili test iizerinde diizeltmelerin yapilmasi
giinlimiiz literatiir bilgilerine gére dnerilmemektedir.

. In vivo hemoliz diisiindiiren durumlarda Kklinisyenler miimkiin olan en kisa

stirede uyarilmali ve durumun tespiti yapilmalidir.



7. OZET

Klinik Biyokimya Otoanalizérlerinde Hemoliz indeks Kullanimi

Preanalitik hatalar, laboratuvar hatalarinin % 50-60’1n1 olusturur. Hemoliz, lipemi ve
ikterden olusan serum indeksleri en yaygin preanalitik hatalardir. Giiniimiizde ulasilmasi
istenen temel hedeflerden biri de, ileri otomatize sistemleri kullanarak klinik kimya
laboratuvarlarindaki bu hatalar1 azaltmaktir. Serum indeksinin gorsel degerlendirilmesi ile
orneklerin reddi, en sik kullanilan yontemdir. Bu ¢alismanin amaci: 1.Hemoliz indeksinin
belirlemek, 2.Klinik ve polikliniklerden gelis durumlarina goére hemoliz indeks dagiliminin
gostermek, 3.secilmis pilot kliniklerde dnleyici ve diizeltici faaliyetler yoluyla bu hemoliz
indeks degerlerini diigiirmek, 4.Son olarak mevcut literatiiriin 15181 altinda hemolizden
etkilenmis numuneler i¢in test rapor format1 onermektir.

Ortalama hemoliz indeksleri poliklinikler igin 8, yatakli servisler icin ise 39
bulunmustur. G6giis hastaliklari, cildiye ve acil servisler pilot birimler olarak secilmistir. Bu
servislerde preanalitik hata faktorleri tespit edildikten sonra diizeltici ve Onleyici eylemler ve
egitim c¢alismalart verilmistir. Calismanin baslama noktasinda hemoliz indeks degerleri
Gogiis Hastaliklart klinigi 56, dermatoloji servisi 38 ve acil servis i¢in 43 bulunmustur.
Diizeltici ¢alisma periyodundan sonra hemoliz indeks degerleri sirasiyla 29, 21 ve 36 olarak
anlaml derecede azalmis bulunmustur (p<0.001).

Hemoliz interferansi, drnekteki serbest hemoglobinin son konsantrasyonuyla direkt
olarak iliskilidir. Bu ¢alismada Hb (mg/dL) ve hemoliz indeksi 1610 mg/dL. Hb diizeyinin
altinda iyi bir korelasyon géstermistir (r=0.999). Hemoliz, AST, K", LDH, demir, inorganik
fosfat, CK ve CK-MB &lglimlerinde pozitif bir interferans gostermistir. ALP, ALT, D.BIL,
GGT ve T.BIL o6l¢iimlerinde negatif interferans gézlenmistir.

Hemoliz, preanalitik hatalarin ve numune redlerinin en sik nedenidir.Hemoliz indeks
Olcen klinik kimya otoanalizorleri, modern klinik kimya laboratuvarlarinda hemolizli
orneklerin belirlenmesi i¢in kullanilmalidir. Hemolizli 6rneklerin yonetiminde kullanilacak
standart protokoller olusturulmali ve uygulanmalidir. Preanalitik safhadaki hemolizin ana
nedenleri devamli olarak takip edilmelidir. Hemoliz igin Onleyici ve diizeltici aktiviteler

laboratuvar kalite yonetim sisteminin bir par¢asi olmalidir.



SUMMARY

Usage Of Hemolysis Index In Autoanalyzers At Clinical Biochemustry Laboratory

Preanalytical errors consist of % 50-60 laboratory errors. The serum indexes including
hemolysis, lipemia and icterus are the most common pre-analytical errors. Nowadays one of
the main objectives is to reduce these errors in clinical chemistry laboratories by using
advanced automated systems. The most common way is to reject the samples by visual
evaluation of serum index. The aims of the study were 1.To determine the hemolysis index 2.
To show the hemolysis index distributions according to orgin of sample from clinics and
policlinics 3. To reduce the hemolysis indices by doing the preventine and correctivite
activities in pilot clinic 4. Finally to suggest the test report format for sample with affected
hemolysis in view of the current literature date.

The mean indexes of hemolysis were found to be 8 for policlinics and 39 for services.
Chest diseases, dermatology and emergency services were selected as pilot clinics. Corrective
and preventive actions and education training were applied in this clinics were identified.
Hemolysis index values were determined as 56 for Chest Diseases service, 38 for Dermatology
service, and 43 for emergency service at starting point of the study. The after improving study
period hemolysis index values were found to be significantly decreased as 29, 21 and 36,
respectively (p<0.001).

Hemolysis interference is directly associated with concentration of free hemoglobin in
the sample. In the present study, Hb (mg/dL) and hemolysis index were showed a good
correlation with under the level of 1610 mg/dL Hb (r =0.999). The assays of AST, K ", LDH,
iron, inorganic phosphate CK and CK-MB were showed positive interference with hemolysis.
In addition, ALP, ALT, D.BIL, GGT and T.BIL were showed negative interferans.

The most common cause of the pre-analytical errors and the rejections of samples is
hemolysis. Clinical chemistry otoanalyzer measuring hemolysis index should be used for the
determination of samples with hemolysis in modern clinical chemistry laboratory. Standard
protocols for management of the affected samples with hemolysis must be prepared and
followed. Main causes of hemolysis in pre-analytical phase should be monitored continuously.
Preventive and corrective activities for hemolysis should be a part of laboratory quality
management system.
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