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OZET

PREANALITIK DEGISKEN OLARAK LiTYUM, SALISILAT VE
PARASETAMOL iCERIKLIi iILAC KULLANIMININ BiYOKIMYASAL
ANALIiZ PARAMETRELERI UZERINE ETKIiSi

Giinlimiizde hekimlerin hasta degerlendirmelerinde laboratuvar testleri 6nemli bir
rol oynar. Tibbi laboratuvar test sonuglarini etkileyen hatalar incelendiginde bu
hatalarin analiz sirasinda degil daha c¢ok analiz Oncesi preanalitik degiskenlerden
kaynakli oldugu goriilmektedir. Bu hata kaynaklarina bakildiginda ila¢ kullanimi
kontrol edilebilen preanalitik degiskenlerdendir. Terapotik ilag izleminde ilag analiz
sonuglarinin dogrulugunu olumsuz etkileyen hata kaynaklari tanimlanmasina ragmen
tibbi uygulamalarda kullanilan ilaglarin laboratuvar test sonuglarina interferans (girisim)
yapici etkileri ile ilgili kisith veri vardir.

Bu ¢alismanin amaci bazi tibbi laboratuvar testlerinin serum oOlgiimlerine tibbi
uygulamalarda sik kullanilan lityum karbonat, parasetamol ve asetilsalisilik asit’ in
subterapdtik, terapdtik ve toksik konsantrasyonlardaki olasi interferans yapici etkilerinin
arastirilmasi idi. Ilaglarin interferans yapici etkilerinin arastirildigi laboratuvar testleri
Cobas® 8000 modular analizor serisi (Roche Diagnostics, USA) ile calisildi. Glukoz,
iire, kreatinin, total protein, albiimin, aspartat aminotransferaz, alanin aminotransferaz,
gama glutamil transferaz, total kolesterol, trigliserit, high density lipoprotein-kolesterol,
total bilirubin, iirik asit, alkalen fosfataz, laktat dehidrojenaz, kreatin kinaz Cobas ¢c-702
ve Cobas c-502 modiilleri ile tiroid stimiilan hormon, free triiodotironin (fT3), free
tetraiyodotironin (fT4), vitamin B12 ve folat Cobas e-602 modiilii ile ¢aligildu.

Interferans calismalarindan elde edilen sonuclarla bu calismamizda
spektrofotometrik ve immiinokimyasal analizler ile degerlendirilen parametrelerden
sadece asetilsalisilik asidin toksik konsantrasyonlarinda fT3 ve fT4 Olglimlerinde
anlamli1 bir in vitro interferans saptandi. Bu iki parametre disinda %TEa degerlerini agsan
anlaml bir interferans saptanmadi. EK olarak bu c¢alismada karbonatin olas1 karistirici
etkisinin degerlendirilmesi i¢in sodyum karbonat ile subterapdtik, terapotik ve toksik
lityum konsantrasyonlarina uygun benzer calismalar yapildi ve bu c¢alismalarin
sonuclarinin lityum karbonat ile yapilan ¢alisma sonuglari ile benzer bir profilde oldugu
belirlendi.

Anahtar Kelimeler: asetilsalisilik asit, immiinokimyasal analizler, interferans, lityum
karbonat, parasetamol, spektrofotometrik analizler

flayda TASCI, Yiiksek Lisans Tezi
Giresun Universitesi-GIRESUN, Mart 2018
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ABSTRACT

EFFECT OF DRUGS CONTAINING LITHIUM, SALICYLATE AND
PARACETAMOL AS PREANALYTICAL VARIABLES ON BIOCHEMICAL
ANALYSIS PARAMETERS

Nowadays, laboratory tests play an important role in patient evaluations of
physicians. When the errors affecting the medical laboratory test results are examined, it
is seen that these errors are not caused by the analysis but rather by the preanalytical
variables before analysis. When the sources of these errors are cheked, drug use is
controllable preanalytical variable. There are limited data on interference effects of
drugs used in medical practices on laboratory test results, despite the identification of
accuracy of drug analysis results in therapeutic drug monitoring.

The aim of this thesis study was to investigate the possible interferences of
lithium carbonate, paracetamol and acetylsalicylic acid in subtherapeutic, therapeutic
and toxic concentrations on serum measurements of some medical laboratory tests.
Laboratory tests were conducted with the Cobas® 8000 series of modular analyzers
(Roche Diagnostics, USA) to investigate the interfering effects of drugs. Cobas c-702
and Cobas ¢-502 modules were used to analyze glucose, urea, creatinine, total protein,
albumin, aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase, gamma glutamyl
transferase, total cholesterol, triglyceride, high density lipoprotein-cholesterol, total
bilirubin, uric acid, alkaline phosphatase, lactate dehydrogenase and creatine kinase.
Inaddition, Cobas e-602 module was used to analyze thyroid stimulating hormone, free
triiodothyronine (fT3), free tetraiodothyronine (fT4), vitamin B12 and folate.

When the parameters analyzed by spectrophotometric and immunochemical
methods are considered in interference studies, only significant in vitro interference was
detected in the measurements of fT3 and fT4 in the toxic concentrations of
acetylsalicylic acid. No significant interference exceeding TEa % values were found
except for these two parameters. In addition in this study, the similar applications were
conducted with sodium carbonate suitable for subtherapeutic, therapeutic and toxic
lithium concentrations to assess the potential interfering effect of carbonate, and it was
determined that the results of these applications showed similar profile with the results
of lithium carbonate.

Keywords: acetylsalicylic acid, immunochemical analyzes, interference, lithium
carbonate, paracetamol, spectrophotometric analyzes

Ilayda TASCI, Master's Thesis
Giresun University-GIRESUN, March 2018



1. GIRIS

Giiniimiizde hekimlerin hasta degerlendirmelerinde laboratuvar testleri ve analiz
yontemleri 6nemli bir rol oynar. Bircok tibbi laboratuvar testinin, belirli bir hastalik
veya fizyolojik durumunu incelemedeki yararini belirlemede kullanilan tanisal etkinlik
parametreleri (sensitivite ve spesifite gibi) ideal diizeylerde degildir. Ek olarak tibbi
laboratuvar test sonuglarini etkileyen hatalar incelendiginde bu hatalarin analiz sirasinda
degil daha ¢ok analiz oncesi donemdeki faktorlerden kaynakli oldugu goriilmektedir.
Hastanin yasi, cinsiyeti, sigara-alkol-ila¢ kullanimi gibi bir¢ok etmenin yani sira,
numunenin alinmas1 sirasinda yapilan hatalar da laboratuvar test sonuglarini
etkilemektedir. Bu durum laboratuvarin sorgulanmasi ve testlerin tekrari gibi gereksiz
zaman kayb1 ve maliyeti arttirici sonuglara neden olabilmektedir. Bu etmenlerin en aza
indirilmesi i¢in Ozellikle analiz 6ncesi doneme ait bir standardizasyon gerekmektedir.
Bu standardizasyon ile laboratuvar test sonuglarini olumsuz etkileyen bu etmenlerin en
aza indirgenmesi hedeflenmektedir (Turhan, 2010).

Tibbi laboratuvar test analiz siireci ti¢ farkli evrede incelenir. Bunlar; preanalitik,
analitik ve postanalitik evrelerdir. Preanalitik (analiz oncesi) evre; hekim tarafindan
otomasyon iizerinden gerekli testlerin istemi, barkodlama, numune kap veya tiiplerinin
etiketlenmesi, hastadan numunelerin alinmasi, numunelerin laboratuvara tasinmasi,
laboratuvar tarafindan numunelerin kabulii, numunelerin ¢alisma birimlerine gore
ayrilmasi asamalarindan olusur. Analitik (analiz) evre; cihazin analizler igin
hazirlanmasi, cihazin i¢ kalite kontroliinlin ve gerekirse kalibrasyonlarinin yapilmasi,
kontrol ve kalibrasyon sonuglarinin degerlendirilmesi, numunelerin ¢alisilmasi
asamalarindan olusur. Postanalitik (analiz sonrasi) evre; analiz sonuglarinin kontrol
edilmesi, onaylanmasi ve sonuglarin rapor edilmesi asamalarindan olusur (S6nmez ve
ark., 2013). Preanalitik evrede tibbi laboratuvar test sonuglarmni etkileyen faktorlere
preanalitik degiskenler denir. Bu ii¢ evrede tibbi laboratuvarlardaki hata kaynaklari
incelendiginde en ¢ok hatanin preanalitik doneme ait oldugu bildirilmistir (Lippi ve
ark., 2006; Lippi ve Guidi, 2007).

Preanalitik degiskenler kontrol edilemeyenler ve edilebilenler olmak tizere iki
gruba ayrilir. Yas, cinsiyet, irk gibi faktorler kontrol edilemeyen preanalitik degiskenler
olup; numune alinma zamani/yontemi/transferi, hastanin aglik/tokluk durumu, diyet,
postiir, egzersiz-fiziksel aktivite, sirkadiyen ritim, sigara-alkol kullanimu, ila¢ kullanimi

gibi faktorler kontrol edilebilen preanalitik degiskenlerdir (Young ve Bermes, 2005).
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Kontrol edilebilen preanalitik degiskenlerden ila¢ kullanim ile ilgili olarak terapdtik
ilag izleminde ilag¢ analiz sonuglarinin dogrulugunu olumsuz etkileyen hata kaynaklari
tamimlanmasina ragmen  (Datta, 2013), tibbi uygulamalarda kullanilan ilaglarin
laboratuvar test sonuglarina interferans (girisim) yapict etkileri ile ilgili kisith veri
vardir (Kazmierczak ve Catrou, 2000). Yontem se¢imi ve analitik degerlendirmede
interferans calismalari, belirli bilesiklerin laboratuvar testlerinin kesinligini etkileyip
etkilemediklerini saptamak i¢in yapilmakta olup, yontemin sabit sistematik hatasinin
belirlenmesi amaglanir. Bu ¢alismanin amaci bazi tibbi laboratuvar testlerinin serum
Olgtimlerine tibbi uygulamalarda sik kullanilan lityum karbonat (Li2COs), parasetamol
ve asetilsalisilik asidin subterapétik, terapdtik ve toksik konsantrasyonlardaki olasi

interferans yapici etkilerinin arastirilmasi idi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Laboratuvar Analizlerinde Interferanslar

Interferans, numunedeki baska bir komponentin etkisiyle, 6lciilen analit
konsantrasyonlarinda klinik olarak anlamli sistematik hatanin ger¢eklesme durumudur
(McEnroe ve ark, 2005). Bir tibbi laboratuvar, spesifik biyomolekiillerin
konsantrasyonlariin olgiimiinde bir¢ok farklt metot kullanmaktadir. Bu metotlardan
elde edilen sonucglarin yorumlanmasinda farkli kaynaklardan gelen interferanslarin
belirlenmesi, énemli analitik performans degerlendirme kriterlerinden biridir. Hemoliz,
ikter, tlirbidite (parcacikli substratlar veya lipitler) ve numune aliminda kullanilan katk:
maddeleri (antikoagiilanlar gibi) tibbi laboratuvarlarda sik karsilasilan interferans
nedenleri arasinda yer alirlar ve birgok analitin dlciimiinii etkileyebilirler. Interferans
olusturan substratlar, genellikle 15181 emerek veya sacarak test sonuglarini
etkileyebildigi gibi, analizde kullanilan reaktifler ile de etkilesebilirler (Henderson ve
ark., 2016). Spesifik bir interferans, bir metodu etkilemekle beraber diger bir metot i¢in
onemli olmayabilir. Laboratuvar analizlerinde iki temel interferans tipi bulunmaktadir:
Birincisi; dedektorlerin limitasyonlarindan kaynaklanan interferanslar olup, olglim
sisteminde kimyasal degisiklige sebebiyet vermeyen bir substratin 6l¢iim i¢in kullanilan
dalga boyunda sinyal olusumunu artirmast veya azaltmasiyla karakterizedir
(hemoglobin, bilirubin ve lipitler gibi substratlar). Ikincisi; numunedeki bir substratin
analitin konsantrasyonunun veya Katalitik aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan
analitik metodun herhangi bir asamasinda reaktif etkilesimi ile karakterizedir (Kroll ve
Elin, 1994).
2.1.1. Spektrofotometrik Yontemlerde interferanslar

Kantitatif sonu¢ veren spektrofotometrik metotlar genellikle bir dedektor kullanir.
Absorbsiyon spektrofotometrelerinde, dedektér cevabi ile numunedeki analit
konsantrasyonlar1 arasinda kompleks logaritmik bir iliski vardir. Tibbi laboratuvarlarda
cogu analitin kantitatif 6l¢iimlerinde absorbsiyon spektrofotometresi kullanildigindan,
bu oOlgiim tipi ile iliskili interferans problemlerinin belirlenmesi 6nem tasimaktadir
(Evenson ve Bermes, 2005). Spektrofotometrik analizlerde bir analitin kantitatif 6lgiim
sonucuna etkisi olabilecek ii¢ limitasyon vardir. Birincisi, ylizde transmittans ile
absorbans arasindaki matematiksel iliskiden kaynakli dedektorlere ait limitasyonlardir.
Ikincisi, analiz i¢in kullanilan biyolojik s1vinin kompleks matriksinden kaynakli in vitro

interferanslardir. Ugiinciisii; numune elde edilmesi ve hazirlanmasindaki hatalara ek
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olarak yas, cinsiyet, diyet, gebelik gibi faktorlerden kaynakli in vivo interferanslardir
(Glick ve Ryder, 1987).

Spektrofotometrik analizlerde dedektorlerden elde edilen sinyaller ile gergekte
Ol¢iilen yiizde transmittans ile absorbans degerleri arasinda logaritmik bir iligki vardir
(Evenson ve Bermes, 2005). Yiizde transmittans degerlerindeki kiigiik degisiklikler
absorbans degerlerinde biiyiik degisiklikler ile sonuclanabilir. Ornegin, yiizde
transmittansin %60’ dan %50’ ye diismesi, absorbans degerlerinde yaklasik 0,08 lik
kiiglik bir degisiklik ile sonuglanmaktadir. Ancakyiizde transmittansin %15’ den %5’ e
diismesi ise, absorbans degerlerinde 0,65 lik bir degisiklige sebebiyet vermektedir.
Yiizde transmittans ve hesaplanan absorbanslara karsilik gelen spektrofotometrik
Olgtimlerin rolatif hata degerleri Sekil 2.1’ de gosterilmistir. Bu tip hatayr minimalize
etmek icin cogu spektrofotometrik Olgiimler 0,1 ile 1,1 arasindaki absorbans

degerlerinde yapilir (Kaplan ve Pesce, 1996).
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In vitro interferanslar, biyokimyasal analizlerin biyolojik sivilarin (serum, plazma,
idrar, beyin omurilik sivis1 gibi) kompleks matrikslerinde yapilmasindan kaynakli
gerceklesmektedir. Bu sivilar yiizlerce bilesen igermekte olup; bu bilesenler Ol¢limii
yapilacak analitin fiziksel, kromatografik veya spektral Ozelliklerini de taklit
edebilecegi gibi, bu bilesenlerin kimyasal gruplar1 test reaktifleri ile reaksiyona
girebilir. Ayaktan tedavi goren ve yatan hastalardan elde edilen numunelerde en sik
karsilasilan interferanslar hemoliz, ikter ve lipemidir (Plebani ve Carraro, 1997; Plebani,
2006).
2.1.1.1. Spektral Interferanslar
2.1.1.1.1. Absorbans

Spektral interferanslar, numunedeki bir bilesenin analitik reaksiyon sirasinda
herhangi bir kimyasal degisiklige sebebiyet vermeden spektrofotometrede oOl¢iimii
yapilan analite benzer bir absorbans cevabina neden olmasindan kaynaklanir. En tipik
ornek hemoglobinin bircok analitik prosediire olan etkisidir. Oksihemoglobinin
maksimum absorbsiyonlarinin saptandigi dalga boyu araligi 500 nm ile 600 nm arasidir.
Eger kolorimetrik bir prosediiriin reaksiyon monitdrizasyonu bu spektrum araliginda
yapiliyor ise, hemoglobinin numunede bulunmasi anlamli pozitif bir interferansa neden
olacaktir. Bilirubin gibi diger molekiiller de benzer sekilde interferansa neden olurlar
(Grafmeyer ve ark., 1995).
2.1.1.1.2. Tiirbidite

Spektral interferanslarin sik karsilasilan tiplerinden olan tiirbiditeye serumda
bulunan very low density lipoprotein (VLDL) neden olmaktadir. Tiirbidite oran1 yiiksek
olan bir numunenin kolorimetrik bir reaksiyonunda, lipoproteinler analiz ortamina
gonderilen 15181n sagilimina neden olurlar. Spektrofotometrik analizlerde transmitte 151k
numuneye giren 1s18a 180 derece olacak sekilde olgiildiigiinden, tiirbiditeye baglh
sacilimin artmasi transmitte 1s18in siddetinin azalmasina, absorbansin ise artmasina
neden olur. Bu tip bir interferansta numune korii ve kinetik analizler uygulanabilmekle
beraber en iyi yontem numune diliisyonudur. Eger miimkiin ise birka¢ seri diliisyon
islemi ile elde edilen numuneler analiz edildikten sonra en uygun cevabin alindig

diliisyon orani saptanabilir (Glick ve ark., 1989).



2.1.1.1.3. Spektral interferanslara Yonelik Uygulamalar
2.1.1.1.3.1. Numune Korii

Spektral interferanslarin minimalize edilmesinin tipik bir yontemi bir numune
korline karsi absorbans Ol¢iimiidiir. Numuneye reaktif eklenmesi sonrasi reaksiyon
tamamlandiktan sonra elde edilen absorbans degerinden numune koriinden elde edilen
absorbans degeri ¢ikartilarak spektral interferansin etkisi azaltilabilir. Reaktife diliientin
eklenmesi ile elde edilen reaktif korleri benzer sekilde bir reaktifin renginden kaynakli
yiiksek absorbansin diizeltilmesinde kullanilabilmektedir (Harris, 1995).
2.1.1.1.3.2.Kinetik Okuma

Spektral interferanslarin minimalize edilmesinde kullanilabilecek diger bir
yontem end-point analizin iki-noktali kinetik analize uygun yapilmasidir (Passey ve
ark., 1975). Sekil 2.2° de gosterilen zamana bagli kolorimetrik reaksiyonunun absorbans
degisimini gosteren reaksiyon egrisi i¢in end-point absorbans okumasi reaksiyonun
tamamlandig1r bir zaman noktasinda yapilmaktadir (Sekil 2.2, ok-3). Eger spektral
interferans yok ise reaksiyon egrisi orijinden geger. Eger bir interferans var ise elde
edilen egri orijinal egriye paraleldir, ancak elde edilen egri orijinal egri ile arasindaki
farki (bias) koruyarak orijinden gegmez. Ilk absorbans okumasi absorbans okumasina
esas teskil eden renk olusumunun neredeyse hi¢c olmadigi bir zaman noktasinda yapilir
(Sekil 2.2, ok-1). Bu zaman noktasinda saptanan anlamli bir absorbans degeri primer
olarak spektral bir interferans nedenli olacaktir. Ikinci absorbans okumasi ise renk
olusumun kii¢iik bir miktar gergeklestigi bir zaman noktasinda yapilir (Sekil 2.2, ok-2)
ve zamana karsi absorbans cevabi lineardir. Bu zaman noktasinda saptanan absorbans
degeri hem spektral interferans kaynakli absorbans degerini hem de spesifik reaksiyon
sonrast elde edilen absorbans degerini icerecektir. kinci absorbans degerinden birinci
absorbans degerinin ¢ikartilmasindan elde edilen delta absorbans (AA) degeri sadece
spesifik reaksiyon sonrasi elde edilen absorbans degerine ait olacaktir (Sekil 2.2,
sagdaki). Farkli konsantrasyon degerlerine karsi AA/dakika degerlerinin girilmesi ile
elde edilen standart egrilerle diizeltilmis analit konsantrasyonlar1 elde edilebilir. Saatte
test hiz1 yiiksek olan oto-analizorlerde bu teknik yaygin olarak kullanilabilmektedir
(Kaplan ve Pesce, 1996).
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Sekil 2.2. Soldaki egri kolorimetrik reaksiyon i¢in zamana bagli absorbans degisimini
gostermektedir. Sagdaki standart egri soldaki egrideki ok 1 ve 2 arasindaki zamana
bagli absorbansin farkinin farkli konsantrasyon degerlerine karst degisimini
gostermektedir (Kaplan ve Pesce, 1996).

2.1.1.1.3.3.Bikromatik analiz

Spektral interferanslarin minimalize edilmesinde kullanilabilecek diger bir
yontem ise reaksiyon karigimmnin absorbans Ol¢limiiniin iki farkli dalga boyunda
yapilmasidir (Hahn ve ark., 1979). Bikromatik analiz olarak adlandirilan bu teknikte
kullanilan dalga boylar1 kromojenin maksimum absorbansinin elde edildigi primer dalga
boyu (A1) ve minimum absorbasinin elde edildigi sekonder dalga boyu (A2) dur. Bu
teknikteki varsayim; Al i¢in saptanan absorbans degeri analitik reaksiyon ve spektral
interferans kaynakli iken, A2 degeri sadece interferans kaynakli olacaktir. Standart egri
ya Al-A2 olarak veya A1/A2 olarak olusturulabilir. Bu teknik daha ¢ok 1s18in sa¢ilimi
veya yansimasina neden olabilecek ol¢iim yapilan hiicrelerin kirliligi ile ilgili cihaz
problemlerinin giderilmesinde kullanilmaktadir. Interfere edici substratlardan kaynakli
arka plan absorbansin giderilmesinde kullanilan bu teknik Allen diizeltmesi olarak da
bilinmektedir (Allen ve Rieman, 1953).
2.1.1.1.3.4.Diliisyon

Bir spektral interfere edici madde igeren numunenin diliisyonu bazen fayda
saglayabilir. Analizi yapilacak analitin konsantrasyonunun 6l¢iim i¢in verilen limit of

detection (LoD) degerinin altina inmesine neden olabilecek yiiksek diliisyon oranlarina



dikkat edilmelidir. Bu durumda seri diliisyonlar es zamanli 6lgiilerek en etkin diliisyon
orani tespit edilebilir (Harris, 1995).
2.1.1.2. Kimyasal interferanslar

Bircok interfere edici substrat analitik reaksiyonun kimyasallar1 ile reaksiyona
girerek analizi yapilacak analit konsantrasyonlarmi etkileyebilirler (Caraway ve
Kammeyer, 1972). Bu interferanslarin reaksiyon iriinleri ¢ogu zaman pozitif
interferanslara neden olabilecegi gibi bazi durumlarda negatif interferansla da
sonuglanabilir. Bu tip interferanslara bazi drnekler Tablo 2.1 de gosterilmistir. Birgok
nonspesifik kimyasal interfere edici substratlarin eliminasyonunda bir veya daha fazla
teknik kullanilabilir. Bu teknikler; dillisyon, reaksiyon spesifitesinin artirilmasi,
interfere edici substratin uzaklastirilmasi, kinetik okuma ve/veya bikromatik okuma ile

6l¢iimiin monitorizasyonudur (Kaplan ve Pesce, 1996).

Tablo 2.1. Bazi parametreler icin kimyasal interferans ornekleri (Kaplan ve
Pesce, 1996)

Analit Metot Interferanslar
Glukoz Glukoz oksidaz-horseradish Urik asit (+), askorbik asit (-),
peroksidaz bilirubin (-)
Glukoz oksidaz-O tiikketimi Hemoglobin (-), askorbik asit (+)
Hekzokinaz Fruktoz
Kreatinin Alkali pikrat Askorbik asit (+), glukoz (+), protein
(+), keton (+)
Vanilmandelik asit Pisano Aspirin (+), baz1 yiyecekler (vanilya
gibi)
HPLC Baz ilaglar ve metabolitleri (+)

*(+), pozitif interferans; (-), negatif interferans

2.1.2. Immiinokimyasal Metotlarda interferanslar

Immiinokimyasal metotlar klinik laboratuvarlarda hormonlar, plazma proteinleri,
kardiyovaskiiler belirtegler, enfeksiydz ya da alerjen ajanlara kars1 olusan antikorlar gibi
cesitli analitlerin analizleri ile terapotik ilag izlemi ve koétiye kullanilan ilaglarin
saptanmasinda kullanilmaktadir. Immiinokimyasal metotlar yiiksek sensitivite ve genis
bir saptama araligina sahip olmalarina ragmen yeterli 6zgiilliik ve dogruluga sahip

olmayabilirler. Bir immiinokimyasal metodun spesifitesi sadece antikorun baglanma



ozelligine bagli degildir, ayn1 zamanda antijenin ve matriksinin bilesimi 6nemlidir.
Numunedeki analitin dl¢iilebilir konsantrasyonunu veya antikor baglanmasini degistiren
maddeler potansiyel olarak analizlerde interferans ortaya ¢ikarabilirler (Tate ve Ward,
2004).

Interferans analite bagimli veya analitten bagimsiz olabilir ve dlgiilen sonucu
arttirabilir (pozitif interferans) veya azaltabilir (negatif interferans). Hemoliz, ikter,
lipemi, antikoagiilan etkisi ve numune saklamanin ortak interferansi analit
konsantrasyonundan bagimsizdir. Immiinokimyasal &lgiimlerdeki analite bagl
interferanslar, numunedeki bilesenler ile bir veya daha fazla reaktif antikoru arasindaki
etkilesimden kaynaklanir. Numunelerdeki bu bilesenler heterofilik antikorlari, insan
anti-hayvan antikorlari, oto-analit antikorlar1, romatoid faktor ve diger proteinleri igerir
(Selby, 1999; Tate ve Ward, 2004).

(Capraz reaksiyonlar immiinokimyasal 6l¢iimlerde en yaygin interferanstir, ancak
cogunlukla kompetitif analizlerde meydana gelir. Capraz reaksiyon, bir numunedeki
yapisal olarak analiti andiran (analit ile benzer veya ayni epitoplar1 tasiyan) ve antikor
tizerindeki baglanma bdlgesi i¢in yarigsan, analit konsantrasyonunun asiri veya az
tahminine neden olan maddelerin spesifik olmayan bir etkisidir (Kroll ve Elin, 1994).
En yaygin 6rnekler hormon konsantrasyonlarinin, ilaglarin ve alerjen-spesifik IgE’ nin
belirlenmesi sirasinda gortilebilir (Thomas ve Segers, 1985; Berthod ve Rey, 1988; Lai
ve ark., 2010). Suistimal edilen ilaglar ve bagimlilik yapan maddelerin kompetitif
immiinokimyasal analizlerinde saptanan pozitif interferanslar benzer yapilara sahip
ilaglardan veya metabolitlerinden kaynaklanabilir (Lewis ve ark., 1998; Steimer, 1999;
Valdes ve Jortani, 2002).
2.1.2.1. Numunede Ol¢iim Konsantrasyonunu Etkileyen Faktorler
2.1.2.1.1. Numune Toplama ve Numune Tipi

Kan alma tiipleri inert kaplar degildir fakat potansiyel olarak immiinokimyasal
analizler ile interferans gosterebilen kauguk tipa, tiip duvari malzemesi, yiizey aktif
maddeler, antikoagiilanlar, ayirict jeller ve piht1 aktivatorlerini iceren cesitli unsurlara
sahiptir (Weber ve ark., 1990). Birgok laboratuvar kolaylik saglamasi i¢in toplama
tiiplerini camdan plastige doniistiirmiistiir. Plastik kan alma tiiplerinin rutin klinik kimya
analitleri, hormon analizi ve terapdtik ilag izlemi i¢in uygun oldugu gosterilmistir
(Wilde, 2005). Fakat plastik tiipler tarafindan salinan bazi diisiik molekiil agirlikli

organik maddeler bazi testleri etkileyebilir. Bazi kan alma tiiplerinde bulunan lipitler ve



silikon yaglar ile antikorun fiziksel olarak maskelenmesi, antijen-antikor baglanmasini
fiziksel olarak interfere edebilir (Wickus ve ark., 1992; Chang ve ark., 2003).

Bir¢ok immiinokimyasal analiz i¢in kullanilan numune tiirii serum olmasina
ragmen plazma numunesi eldesi pihtilagma i¢in gereken ek siirenin olmamasi ve
boylece preanalitik zamani azaltmasi nedeniyle ¢ok yararli bir alternatif olabilir (Selby,
1999). Antikoagiilan igeren tiipler belirtilen isaretlere kadar doldurulmalidir, aksi
takdirde antikoagiilanlarin konsantrasyonunun g¢ok yiiksek olmasi analizlerde antijen-
antikor baglanma 6zgiinliigiinii etkileyebilir. Farkli katki maddeli tlipler arasinda ¢apraz
kontaminasyonu onlemek amaciyla bir kisiden kan alimi sirasinda Onerilen tiip sirasi
diiz tiipler, sitrat igeren tiipler, lityum heparinli tiipler, EDTA’ 11 tiipler ve son olarak
sodyum florid/potasyum okzalat igeren tiipler olmalidir (Wilde, 2005). Farkli
antikoagiilan madde igeren tiiplerden elde edilen numuneler i¢in kardiyak troponinler ve
hormonlar gibi bazi analitlerin konsantrasyon analizlerinde anlamli farkli sonuglar rapor
edilmistir (Evans ve ark., 2001). Eger immiinokimyasal analiz i¢in plazma kullanilacak
ise, bu analize en uygun antikoagiilanin se¢ilmesi gerekmektedir.
2.1.2.1.2. Hemoliz, Lipemi ve ikter

Immiinokimyasal analizler spektral veya kimyasal yollarla &lgiilen diger
analitlerin aksine ¢ogunlukla hemoliz ve ikterden etkilenmezler (Tate ve Ward, 2004).
Fakat eritrositlerden agiga ¢ikan proteolitik enzimlerin insiilin, glukagon, kalsitonin,
paratiroid hormonu, adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve gastrin gibi nispeten labil
analitleri degrade etmesinden dolayr hemoliz interferansa neden olabilir. Lipemi,
ozellikle nefolometrik ve tiirbidimetrik Olclimlere dayanan bazi immiinokimyasal
analizlerde interferans gosterebilir (Wilde, 2005).
2.1.2.1.3. Carryover

Immiinokimyasal analiz cihazlar1 gibi bir¢ok bileseni bir araya getiren entegre
sistemlerde numuneden numuneye bulagma bir risktir ve analizlerde yanliglikla yiiksek
test sonuglarina neden olabilir (Armbruster ve Alexander, 2006). Yetersiz yikamaya
bagli pipetleme yapan proplarin kontaminasyonu analiz sonuglarinin beklenenden
yiiksek veya diisik c¢ikmasi ile sonuglanabilir. Analizi yapilacak bir numunenin
oncesinde ¢ok yliksek bir analit konsantrasyonuna (6rnegin; hCG ve tiimor belirtecleri
gibi) sahip bir numune verilir ise numune probunda ilk numuneden kalan analitlerin bir

kismu1 ikinci numunede analit konsantrasyonunu 6nemli 6l¢iide artirabilir.
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2.1.2.2. Antikor Baglanmasinda Meydana Gelen Degisiklikler
2.1.2.2.1. Heterofilik Antikorlar

Heterofilik antikorlar iyi tanimlanmamis erken immiin cevabin multi-spesifik
antikorlaridir. Yapisal olarak poliklonal olup heterojendirler. Ozellikle non-kompetitif
analiz yontemlerinde antikorlar ile non-spesifik ve diisiik aviditede -etkileserek
interferanslara neden olurlar (Levinson ve Miller, 2002). Bu antikorlar ¢ogu antijen ve
diger antikorlarin (anti-idiotipik antikorlar) degisken bolgeleriyle reaksiyona girerler.
Yontemlerdeki antikorlarin Fc boélgeleri ile etkilesime giren IgM tipi antikorlar
romatizmal hasta serumlarinda ortaya ¢ikan interferanslarda 6nemli rol oynarlar (Ismail
ve ark., 2002). Ornegin immiinokimyasal analizlerde romatoid faktdr (RF)’ {in antijen
antikor komplekslerinin Fc sabit alanina baglanmasiyla yanlis yiiksek sonuglar ortaya
¢ikar. Serumdaki RF’ iin varligi troponin analizlerinde (Fitzmaurice ve ark., 1998),
tiroid fonksiyon testlerinde (Martel ve ark., 2000), tiimor belirteglerinin analizlerinde
(Berth ve ark., 2006) yanlis yiiksek sonuglara neden olurken HCV-spesific IgM
analizlerinde ise yanlis negatif sonuglara neden oldugu rapor edilmistir (Stevenson ve
ark., 1996).

Immiinokimyasal analizlerde interferan antikorlarla ydntemdeki antikorlar
arasindaki etkilesimin diisiik aviditeli ve non-spesifik oldugu dikkate alindiginda analiz
denge kosullarimi  gerektirdigi  durumlarda interferans saptanmaz. Ancak
immiinokimyasal analizlerin yapildig1 daha hizli laboratuvar sonuglar1 vermeye odakli
oto-analizorlerde dengeye ulasmayan immiin yontemler kullanildigindan (inkiibasyon
sliresinin kisa tutulmasi gibi) interferan antikorlarin etkinligi belirginlesir (Datta, 2013).
2.1.2.2.2. insan Anti-Hayvan Antikorlar

Insan anti-hayvan antikorlar1 (human anti-animal antibodies-HAAA) hayvansal
immiinoglobulin ile temastan sonra {retilen yiiksek afiniteli spesifik poliklonal
antikorlardir. HAAA’ lar 1gG, IgA, IgM veya nadiren de IgE smifindan olusabilir
(Kricka, 1999). HAAA’ nin anti-idiyotip veya anti-izotipik spesifikligi bulunur. En
yaygin HAAA’ lar insan anti-fare antikorlaridir (human anti-mouse antibodies-HAMA).
Olgularin ¢ogunda HAMA olusumu ozellikle tedavi veya goriintilleme igin fare
monoklonal antikoru uygulamalarindan kaynaklanir. Ancak farkli amaglar igin

kullanilan sican, tavsan, keci, koyun, inek, domuz antikorlarmma karsi da antikorlar

olusabilir (Selby, 1999).
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Kardiyak belirte¢ler (White ve Tideman, 2002), tiroid fonksiyon testleri (Frost ve
ark., 1998), ilaglar ve tiimor belirtegleri (Boerman ve ark., 1990) gibi bir¢ok analitin
immiinokimyasal analizlerinde HAMA interferans1 rapor edilmistir. Non-kompetitif
immiinokimyasal analizler serumdaki hayvan IgG’ sine kars1 agia ¢ikan antikorlardan
interferansa daha fazla egilimdedirler (Kricka, 1999).
2.1.2.2.3. Oto-analit Antikorlar

Otoantikorlar analitle veya yontemde kullanilan reaktiflerdeki maddelerden biri
ile etkilesime girebilen endojen hasta antikorlaridir. Otoantikorlarin 6zellikle tiroit
hormonlar1 (Symons, 1989), tiroglobulin (Spencer ve ark., 1998), insiilin (Sapin, 1997),
prolaktin (Fahie-Wilson ve Soule, 1997) ve testosteron (Kuwahara ve ark., 1998) gibi
bir takim analitler i¢in interferansa neden olabilecekleri rapor edilmistir.
Otoantikorlardan gelen interferans kompetitif ve non-kompetitif her ki
immiinokimyasal analiz tipinde de meydana gelebilir (Tate ve Ward, 2004).
2.1.2.2.4. Yiiksek Doz Hook Etkisi

Hook etkisi antijen ile antikorun satiirasyon egrisine dayanmaktadir. Yiiksek doz
hook etkisi genellikle non-kompetitif immiinokimyasal analizlerde ortaya g¢ikar. Cok
yiiksek antijen seviyeleri ¢ogunlukla sinyal olusturan “sandwich” (antikor 1-antijen-
antikor 2) kompleksleri yerine tekli antijen-antikor kompleksleri olusturarak sinyalde
bir diisiise ve yalanci negatif sonuglara neden olur (Fernando ve Wilson, 1992). Cok
genis analit konsantrasyon aralikli immiinokimyasal analizlerde (ferritin, biiyiime
hormonu, hCG, PRL, Tg ve timor markerlar1 PSA, CA19.9, CA125) antijen-antikor
reaksiyonlar1 antijen fazlaligina gidebilir ve hatali diisiik sonuclar ve muhtemel yanlis
taniyla sonuglanabilir. Yiiksek doz hook etkisi reaktif antikorlarin miktarini arttirarak,
analiz i¢in gereken numune miktarin1 azaltarak veya numuneyi seyrelterek onlenebilir
(Cole ve ark., 2001).
2.1.2.2.5. Diger Proteinler

Plazma proteinlerinden albiimin, komplemanlar, lizozim, fibrinojen ve
paraproteinlerin antikor baglanmasini etkileyerek immiinokimyasal analizlerde
interferansa neden olabilecekleri rapor edilmistir (Weber ve ark., 1990; Selby, 1999;
Luzzi ve ark., 2003; Tate ve Ward, 2004).
2.1.2.3. immunoassaydeki Antikor interferanslarim Azaltmak i¢in Teknikler

Immiinokimyasal analizlerde uygunsuz bir sonucun heterofilik ve anti-hayvan

antikorlar1 gibi endojen antikorlardan kaynaklandig1 disiiniildiigiinde, interferansi
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dogrulamak i¢in kullanilan yontemler interfere antikoru giderme veya engelleme
yollarini igerir (Kricka, 1999; Selby, 1999; Tate ve Ward, 2004). Jel kromotografisi,
interferanslar1 gidermek icin etkili bir yontem olabilir. Anti-hayvan antikorlarinin
interferans1 polietilen glikol (PEG) ile ¢oktiiriilerek giderilebilir (Ismail, 2005).
Numunelerin 1s1 ile inkiibasyonu (70-90 °C) siirhidir, ¢iinkii az sayida analit bu
antikorlar1 denatiire edici 1s1 kosullarina dayaniklidir.

Heterofilik ve anti-hayvan antikorlarinin interferanslar1 gesitli blokerler ile
Onlenebilir. Bloke edici ajan reaktif diliientine dahil edilebilir veya numune deneyden
once isleme tabi tutulabilir. Reaktif antikorlarini yilikseltmek i¢in kullanilan ayn tiirden
non-immiin hayvan serumu, poliklonal 1gG, polimerize 1gG, non-immiin fare
monoklonal veya IgG fragmanlar1 (Fc, Fab, F(ab’)2) genellikle bloke edici ajanlar
olarak kullanilir (Kricka, 1999; Selby, 1999; Tate ve Ward, 2004). Birka¢ bloke edici
reaktif ticari olarak bulunabilir: Heterofil blokan reaktifi (HBR; Scantibodies),
immiinoglobulin inhibitér reaktif (IIR; Bioreclametion), heteroblok (Omega
Biologicals), MAB33 (monoclonal Mouse 1gG1) ve Poly MAB33 (monoclonal Mouse
IgG1/Fab) (Roche Diagnostics).

Interferansdan siiphelenilen numunelerin immiinokimyasal analiz sonuglar1 farkli
prosediirlerle kontrol edilebilir. Bu prosediirler sunlardir; (1) miimkiinse numunenin
farkl1 antikor/reaktif kullanan bir immiinokimyasal analiz yontemi ile analizi, (2)
numunenin diliisyonu ile linearite ¢alismalari, (3) hasta dykiisiiniin incelenmesi (Ismail,
2007; Hoofnagle ve Wener, 2009; Ismail, 2009).

2.2. Terapétik ilac izleminde Interferanslar

Terapdtik ilag izleme tipta her hasta i¢in en uygun ilag tedavisinin belirlenmesi
icin kullanilir. Terapétik ilag izleme ayni zamanda hasta i¢in uygun dozu ayarlamak,
doz asimmini engellemek, ilag-ilag etkilesimlerini tanimlamak i¢in de kullanilir.
Terapotik ilag izlemedeki hatalar, ilaglarin gereksiz ve uygun olmayan dozlarda
ayarlanmasina neden olarak hastanin tedavisini etkileyebilir. Bu hatalar genellikle hasta
ve hastadan alinan numune ile ilgili preanalitik hatalar veya analitik yontemin se¢imi ve
yontemin performans &zelliklerinden kaynaklanan hatalar olabilir. Iyi laboratuvar
uygulamalar1 kullanilarak bu hatalar en aza indirilebilmektedir (McMillin ve Johnson-
Davis, 2013).
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2.2.1. Lityum Karbonat

Bipolar bozukluk manik ve depresyon ataklari ile giden bir psikiyatrik bozukluk
olarak tanimlanmaktadir. Bipolar bozuklugun kesin bir tedavisi yoktur, ancak
uygulanan tedavi ile morbidite (hasta olma hali) ve mortalite (6lim riski)
azaltilabilmektedir. Giiniimiizde ila¢ tedavisi bipolar bozukluk belirtilerinin
kaybolmasinda etkili bir yontem olarak kullanilmaktadir. Ila¢ tedavisinde de biiyiik
oranda lityum igerikli ilag¢larin kullanildiklar1 da bilinmektedir (Acar ve Buldukoglu,
2014).

Lityum (Eskalith, Lithonate, Lithotabs, Cibalith-S) bipolar bozuklugun kisa
donem ve profilaktik (hastalig1 6nleyici) tedavisinde en sik kullanilan duygu durumu
diizenleyici tek degerlikli katyondur. Lityumun ila¢ olarak karbonat tuzu seklinde hizl,
etkili ve yavas salinimli agizdan verilebilen preparatlari vardir. Terapdtik ilag izlemede
lityum diizeyinin takip edilmesi terapdtik araliginin (0,6-1,2 mmol/L) dar olmasi
nedeniyle tavsiye edilmektedir. 1,5 mmol/L’ den daha yiiksek diizeylerde lityum
alinmasi, letarji, kas zayifligi, konusma zorluklar1 ve tremor gibi durumlara neden
olabilir. 2,5 mmol/L’ den daha yiiksek diizeyler ise kas rijiditesi, nobetler, koma, mental
konflizyon ve 6liime neden olabilir (McMillin ve Johnson-Davis, 2013).

2.2.2. Parasetamol

Parasetamol (asetaminofen), agr1 kesici ve ates diisiiriicii etkiye sahip bir ilag
etken maddesidir. Parasetamol agizdan alindiginda gastrointestinal sistemde hizla
emilir. flag alindiktan 30-60 dakika sonra maksimum plazma konsantrasyonlarina ulasir.
Parasetamol biitiin dokulara hizla dagilir. Plazma proteinlerine baglanmasi zayiftir.
Plazma yar1 dmrii 1-4 saattir. Idrarla, parasetamol’ {in %1-3’ ii degismemis olarak atilir.
%80’ 1 ise biyolojik olarak glukuronid veya siilfat bilesikleri olarak atilir. Analjezik
etkisi yeni nesil analjeziklere gore hafif kalmis olsa da gastrointestinal sistemde yan
etkisinin hemen hemen olmamasi, giivenilirligi ve de gebelerde kullanilabilmesi
parasetamol’ iin her zaman 6n planda kalmasini ve klasik bir analjezik olmasini saglar.
Bas agrisi, migren, dis agrisi, soguk algmligi ve gribal enfeksiyonlara bagli agri,
nevralji, nevrit, siyatik, lumbago, kas ve eklem agrilari, orta kulak agrilari, siniizit ve
cerrahi operasyonlara veya yaralanmalara bagl agrilarda endikedir. Asetilsalisilik aside

duyarliligi olan hastalarda alternatif ilag olarak kullanilir (Prescott, 1996).
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2.2.3. Asetilsalisilik Asit

Salisilik Asit; agr1 kesici, ates diistiriicii, iltihap giderici, antiromatizmal ve idrar
iginde trik asit atilmasini1 saglayan bir etkiye sahiptir. Salisilik asidin kimyasal yonden
i degisik bicimi olan sodyum salisilat, salisilamin, asetilsalisilik asit yani “Aspirin”
diinyada en c¢ok kullanilan ilag grubunu olusturur. Salisilat grubu ilaglar, hemen hemen
timiiyle gilivenilir ilaglardir. Ancak yiiksek doza bagli olarak zehirlenme belirtilerine
yol agabilecekleri gibi ¢ok ender durumlarda da alerjik tepkilere neden olabilirler. Kas,
eklem ve bas agrilarina kars: salisilatlar agr1 dindirici etki gosterirler. Salisilatlarin bir
baska etkisi de ates disiirmeleridir. Salisilat grubu ilaglarin bir bagska énemli etkisi de
romatizmal eklem hastaliklarinda eklemde gelisen agriy1 dindirmeleri, ylikselen atesi ve
kanin ¢6kme hizin1 normale dondiirmeleridir. Burada belirttigimiz antiromatizmal
etkiler, salisilat grubu ilaglarin sahip olduklar1 iltithap giderici etkilerinden
kaynaklanmaktadir. Salisilatlar, idrar ig¢inde iirik asit atilmasin1 da saglarlar. Salisilat
icerikli ilaglardan bazi kalp ve damar sistemi hastaliklarinda, kanin pihtilagsmasinin
gliclestirilmesinde ve olasi bazi1 damar tikaniklarinin 6niine gegilmesinde yararlanilir.
Salisilatlarin ~ solunumu  hizlandirma, tiroksin hormonunun kan proteinlerine
baglanmasini etkileme ve seker hastalarinin yiiksek olan kan sekerini diisiirme etkileri
de vardir (Schror, 2016).

Asprin’ in prostaglandinlerin yapimini engelledigi 1971 yilinda Ingiliz
Farmakolog Prof. John Vane tarafindan bulunmustur (Vane, 1971). Prostaglandinlerin
inflamatuar, piretik, abortus yapici, diiz kaslar iizerine, agr1 olusumu iizerine, bobrekler
lizerine, trombosit agregasyonu iizerine etkileri vardir.

Nonsteroid antiinflamatuar ilaglarin hepsi siklooksijenaz enzimi inhibitorleridir.
Aragidonik asitten prostaglandinlerin yapimini saglayan iki ayr tip siklooksijenaz
enzimi vardir: COX1 ve COX2 (Vane ve Botting, 1997).

Trombosit membranindaki fosfolipaz A2 enziminin aktivasyonu sonrasi,
arasidonik asit (AA) salmimi artar. COX1 ve COX2 izoenzimleri AA’ i PG H2’ ye
doniistiirtirler. PG H2 bir ara {irlin olup, PG D2, E2 Faq, |2 Ve TX A2’nin Onciistidiir.
Aspirinin temel etki mekanizmasi, COX1 ve COX2 (prostaglandin-PG- H sentaz-1 ve 2
olarak da adlandirilir) enzim aktivitelerini geri doniisiimsiiz olarak inhibe etmesidir. Bu
inhibisyon COX1 enziminin 529. noktasindaki serinin (ser529), COX2’ de ise 516.
noktasindaki serinin (ser516) asetillenmesi ile olmaktadir. Asetillenen enzimin aktivitesi

geri doniligiimsiiz olarak baskilanmaktadir. Aspirin COX1’ i COX2’ ye gore daha fazla
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inhibe eder. COX1 trombositlerde, COX2 ise inflamatuar yanit gdsterebilen hiicrelerde
daha fazla oranda bulunmaktadir. COX izoenzimlerin inhibisyonu aspirin dozu ile
iliskilidir. Diisiik doz aspirin COX1’ 1 inhibe edebilirken, COX2’ nin inhibisyonu i¢in
ise, yiiksek dozlar gerekmektedir. Aspirinin antiagregan ve antiinflamatuar dozunun
farkli olmasi bundan kaynaklanmaktadir (Clappers ve ark., 2007).

2.3. Analitik Interferanslarin Degerlendirilmesi

Analitik yontemlerde interferans olusturan tiim etkenlerin belirlenmesinin ¢ok zor
olmasi ve her analiz i¢in bazi interferanslarin potansiyel varligindan dolayi, bu
interferanslarin  hangi diizeye kadar kabul edilebilir oldugunun saptanmasi
gerekmektedir. Bu giigliiklerin asilabilmesi igin Clinical and Laboratory Standard
Institue (CLSI) interferans olusturan etkenlerin saptanmasia kilavuzluk edecek
dokiimanlar yaymlamislardir (McEnroe ve ark., 2005).

Interferans calismalari, belirli substratlarmn analiz icin kullanilan metodun
dogrulugunu (accuracy) etkileyip etkilemedigini saptamak icin yapilir ve metodun sabit
sistematik hatasiin (constant error-CE) saptanmasi amagclanir. Interferans deneyleri
tipik olarak hasta numunelerine potansiyel interferans etkisi olan substrat eklenerek
yapilir (McEnroe ve ark., 2005). Eger interferans saptanir ise, substrat konsantrasyonu
kademeli olarak azaltilarak test sonucunu klinik olarak anlamli etkilemeyecegi
konsantrasyon degeri saptanir. Istatistiksel olarak anlamli bulunan bir interferans klinik
olarak anlamli olmayabilir. Bu durum igin tibbi karar limitlerinin kullanilmasi
onerilmektedir. Bir metodun toplam hatasi (Total Error-TE); metodun impresizyonunun
(standart sapmanin-SD iki kat1 olarak), analitik biasinin (Eg) ve interferanstan kaynakli
hatanin (Er) toplamina esittir:

TE =2SD + Es + E;

CLIA’88 (Clinical Laboratory Improvement Amendment of 1988), klinik
laboratuvarlarda rutin olarak kullanilmakta olan analitler i¢in klinik karar diizeyindeki
(medical decision level-Xc) tibben kabul edilen toplam hata degerlerini (total allowable
error-TEa) bildirmistir (CLIA, 1992; Westgard, 2017). Bir interferans deneyi ile elde
edilmesi amaglanan bir tibbi karar diizeyindeki sabit sistematik hatanin bu karar
diizeyinde bildirilen TEa degerinin altinda olmasi beklenir. Bazi durumlarda ise test
metodu izotop diliisyon kiitle ve atomik absorbsiyon spektroskopisi gibi interferanstan
etkilenmeyen bir referans metot ile karsilastirilabilir (Kaplan ve Pesce, 1996; Henderson
ve ark., 2016).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Serum Materyali’ nin Hazirlanmasi

Bu c¢alismaya sigara/alkol kullanmayan, son iki ayda vitamin ilaglar1 dahil
herhangi bir ila¢ kullanmayan, kronik veya akut herhangi bir hastalig1 olmayan 3 kadin
ve 3 erkek saglikli goniillii dahil edildi. Goniillilerden kanlar 10-12 saatlik gece agligi
sonrast sar1 kapakli jelli biyokimya tiiplerine alindi. Alman kanlar yarim saatlik
pihtilagma siiresi ardindan santrifiij cihazinda 4000 rpm de 10 dakika santrifiij edilerek
serumlart ayrildi. Ayrilan serumlar birlestirilerek yaklasik 60 mL’ lik serum havuzu
olusturuldu.

Olusturulan serum havuzunun 12 mL’ si bazal serum havuzu i¢in ayrildi. Serum
havuzundan geri kalan kisim 4 ilag/kimyasal grubunun subterapdtik, terapotik ve toksik
diizeylerinin her biri i¢in 2800 uL olacak sekilde 12 porsiyona ayrildi. Bazal serum
havuzu i¢in ayrilan miktarin 7 mL’ lik kismi ile Tablo 3.2° de gosterilen 21
parametrenin  her biri ayn1 Ol¢iim serisi icinde 20 kez calisilarak gilin ici
tekrarlanabilirlik ¢alismast yapildi. Yine bazal serum havuzunun 5 mL’ lik kismi 4
porsiyona ayrild1 ve diger 4 giin Tablo 3.2’ de gosterilen 21 parametrenin her biri glinde
4 kez calisilarak giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismasi yapildi.

3.2. Kullanilan ilaglar ve Kimyasallar

Bu c¢alismada Tablo 3.2° de gosterilen 21 parametrenin serum O&lglimlerine
subterapotik, terapotik ve toksik konsantrasyonlardaki olasi interferans yapici etkilerinin
arastirildigr ilaglar lityum karbonat-Li2COs (Sigma-Aldrich, product number: 752843),
parasetamol (Bayer HealthCare, malzeme parti no: 637515K201) ve asetilsalisilik asit
(Bayer HealthCare, malzeme parti no: FXNO6NZ) olarak belirlendi. ila¢ olarak
kullanilan Li2CO3’ 1n sulu ¢ozeltilerdeki karbonat grubunun interfere edici etkisinin
degerlendirilmesinde bu ilacin subterapotik, terapotik ve toksik konsantrasyonlarina
uygun Na2COs (Sigma-Aldrich, product number: S7795) kullanildi.

3.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Her bir ila¢ ve sodyum karbonat icin subterapdtik, terapotik ve toksik dozlar
yapilan literatiir arastirmalar sonucunda belirlendi (McEnroe ve ark., 2005). Ilaglarin
maksimum ¢o6ziiniirlikkleri yapilan arastirmalar ve laboratuvarda yapilan uygulamalar
dogrultusunda belirlendi (Li2CO3 igin 50 mg/5 mL su, parasetamol i¢in 80 mg/5 mL su,
asetilsalisilik asit igin 15 mg/5 mL su). 4 ilag/kimyasal grubunun belirlenen maksimum

coziintirliikleri dikkate alindiginda subterapoétik, terapdtik ve toksik diizeylerinin her biri
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icin standart olarak 250 mL olacak sekilde c¢ozeltiler hazirlandi. Hesaplamalar

sonucunda 250 mL ¢ozelti hazirlamak i¢in kullanilan miktarlar Tablo 3.1 de verildi.

Tablo 3.1. Lityum karbonat, parasetamol, asetilsalisilik asit ve sodyum
karbonat icin belirlenen subterapotik, terapotik ve toksik dozlar ve bu dozlara

uygun hazirlanan ¢ozeltiler

Ila¢/Kimyasal Doz Konsantrasyon 250 mL' lik Cozelti
) 0,3 250 mL su + 0,0138 g
Subterapdtik 0,15x5 = 0,75 mmol/L
mmol/L (0,75 mmol/L)
Li.COs 08 250 mL su + 0,0369 g
Terapotik 0,4x5 = 2 mmol/L
MW: 73,86 g/mol mmol/L (2 mmol/L)
. 3,5 250 mL su + 0,1616 g
Toksik 1,75x5 = 8,75 mmol/L
mmol/L (8,75 mmol/L)
250 mL su + 0,0076 g
Subterapdtik 40 40x5 =200 umol/L
pmol/L (200 pumol/L)
Parasetamol 160 250 mL su + 0,0302 g
Terapotik 160x5 = 800 pmol/L
MW: 151,17 g/mol umol/L (800 umol/L)
. 2100 250 mL su + 0,3968 g
Toksik 2100x5 = 10500 pmol/L
pumol/L (10500 pwmol/L)
0,35 250 mL su +0,0788 g
Subterapotik 0,35x5 = 1,75 mmol/L
L mmol/L (1,75 mmol/L)
Asetilsalisilik
asit 1,0 250 mL su + 0,2252 g
Terapotik 1x5 =5 mmol/L
mmol/L (5 mmol/L)
MW: 180,16 g/mol
. 3,3 250 mL su +0,7432 g
Toksik 3,3x5 = 16,5 mmol/L
mmol/L (16,5 mmol/L)
) 0,3 250 mL su +0,0199 g
Seviye 1 0,15x5 = 0,75 mmol/L
mmol/L (0,75 mmol/L)
Na,COs _ 0,8 250 mL su + 0,0530 g
Seviye 2 0,4x5 = 2 mmol/L
MW: 105,99 g/m0| mmol/L (2 mmoI/L)
] 3,5 250 mL su + 0,2319 g
Seviye 3 1,75x5 = 8,75 mmol/L
mmol/L (8,75 mmol/L)

4 ilag/kimyasal grubunun subterapétik, terapotik ve toksik diizeylerinin her biri
icin hazirlanan 250 mL’ lik ¢ozeltilerden 700 uL’ lik miktarlar serum havuzundan
alman 2800 pL’ lik serumlara ilave edilerek (12 diizeyin her biri i¢in toplam hacim
3500 pL ve diliisyon orani 1/5), bu ilag/kimyasal grubunun istenen subterapotik,

terapotik ve toksik dozlarinda numuneler elde edildi. Bu ilag/kimyasal gruplart igin
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kullanilan diliisyon orani (1/5) reaktif derecesinde su kullanilarak 12 mL’ lik bazal
serum havuzu i¢inde uygulanmis olup, bu oran gerek bazal 6l¢iimlerde gerekse giin igi
ve giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda korundu. Hazirlanan bazal serum ve 4
ilag/kimyasal grubunun subterapotik, terapotik ve toksik diizeyleri i¢in hazirlanan
numunelerin her birinde 21 laboratuvar parametresinin tiimii 8 kez ¢aligildi.
3.4. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Ilaglarin interferans yapici etkilerinin arastirildigi laboratuvar testleri cobas®
8000 modular analizdér serisi (Roche Diagnostics, USA) ile c¢alisildi. Glukoz, fire,
kreatinin, total protein, albiimin, aspartat aminotransferaz (AST), alanin
aminotransferaz (ALT), gama glutamil transferaz (GGT), total kolesterol, trigliserit,
high density lipoprotein (HDL)-kolesterol, total bilirubin, tirik asit, alkalen fosfataz
(ALP), laktat dehidrojenaz (LDH), kreatin kinaz (CK) cobas c-702 ve cobas c-502
modiilleri ile tiroid stimiilan hormon (TSH), fT3, fT4, vitamin B12 ve folat cobas e-602
modiilii ile ¢alisildi.
3.5. Testler ve Metotlar

Bu c¢aligmada degerlendirilen laboratuvar parametreleri ve bu parametrelere ait

6l¢tim prensipleri Tablo 3.2° de verildi.

Tablo 3.2. Degerlendirilen 21 laboratuvar parametresi ve 6l¢iim prensipleri

Parametreler Ol¢iim Prensibi
Glukoz (mg/dL) Hekzokinaz (Kinetik metot)
Ure (mg/dL) Ureaz ve Glutamat dehidrojenaz ile (Kinetik metot)
Kreatinin (mg/dL) Jaffe (Kinetik kolorimetrik metot)
Total Protein (g/dL) Biiiret (Kolorimetrik metot-End point)
Bromokrezol yesili-boya baglama (Kolorimetrik
Albiimin (g/dL) ]
metot-End point)
AST (U/L) [FCC’ ye gore temellendirilmis kinetik UV metot
ALT (U/L) IFCC’ ye gore temellendirilmis kinetik UV metot
IFCC’ ye gore temellendirilmis kinetik kolorimetrik
GGT (U/L)

metot

Kolesterol oksidaz (Enzimatik kolorimetrik metot-End
Total Kolesterol (mg/dL)

point)
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Tablo 3.2. (devam)

o Gliserol-3-fosfat oksidaz (Enzimatik kolorimetrik
Trigliserit (mg/dL) )
metot-End point)

NIH/NCEP’ e gore temellendirilmis PEG baglanmis
HDL-Kolesterol (mg/dL) | kolesterol esteraz ve kolesterol oksidaz (Enzimatik

kolorimetrik-End point)

Total Bilirubin (mg/dL) | Malloy-Evelyn metodu (Kolorimetrik metot-End point)

Urik Asit (mg/dL) Urikaz ile (Enzimatik kolorimetrik metot-End point)
ALP (U/L) p-nitrofenil fosfat ile (Kinetik kolorimetrik metot)
LDH (U/L) NAD* —-NADH déniistimii (kinetik UV metot)

CK (U/L) IFCC’ ye gore temellendirilmis kinetik UV metot

Biotinlenmis monoklonal TSH’ ye 6zgii antikor ve
TSH (nIU/mL) rutenyum kompleksi ile isaretlenmis monoklonal TSH’
ye 6zgii antikor kullanimi (ECLIA-Sandwich metot)

Biotinlenmis T3 ve rutenyum kompleksi ile
fT3 (pg/mL) isaretlenmis anti-T3” e 6zgii antikor kullanimi
(ECLIA-Yarigsmali metot)

Biotinlenmis T4 ve rutenyum kompleksi ile
fT4 (ng/dL) isaretlenmis anti-T4’ e 6zgii antikor kullanimi
(ECLIA-Yarigsmali metot)

] . Biotin ile isaretli B12 vitamini ve rutenyum ile isaretli
Vitamin B12 (pg/mL)
intrinsik faktor kullanimi1 (ECLIA-Y arismali metot)

Biotin ile isaretli folat ve rutenyum ile isaretli folata

Folik Asit (ng/mL) 0zgii dogal folat baglayici protein kullanimi (ECLIA-

Yarigmali metot)

3.6.  Interferans’ i istatistiksel Degerlendirmesi

Analitik interferanslarin degerlendirilmesinde Clinical and Laboratory Standard
Institue (CLSI)’ nin EP7 A2 kilavuzundan yararlanildi.

Yiizde interferans;

% Interferans = (KonsantrasyonTest - Konsantrasyongazal) / Konsantrasyonsaza X

100 formiilu ile belirlendi.
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Elde edilen % interferans degerleri daha dnce bildirilen tibben kabul edilen %
toplam hata degerleri (% total allowable error-%TEa) ile karsilastirildi (Wadsworth,
2017; Westgard, 2017). Farkli ilag diizeylerinde saptanan % Interferans degerlerinin
bildirilen %TEa degerlerinin altinda olmasi1 beklendi.

Herhangi bir ilag diizeyinde % Interferans degerinin bildirilen %TEa degerinden
biiyilk olmasi durumunda interferansin %99 giiven araliklar1 belirlenerek tekrar
incelendi.

Interferans;

Interferans = KonsantrasyonTest - Konsantrasyongaza formiilii ile belirlendi. Bazal
serum numunesi i¢in belirlenen ortalama deger lizerinden total kabul edilebilir hata
(TEa) limitleri belirlendi. Bazal serum numunesi (N=8) ve ila¢ diizeyi (N=8) i¢in elde
edilen standart sapmalarin ortalamasi (SDortalama) alindi. Interferasin alt (GAa) ve iist
(GAW) araliklart;

GAa = Interferans — 2,81XSDortalama/ N®° formiilii ile belirlendi.

GAl = Interferans + 2,81XSDortalama/ N formiilii ile belirlendi.

Eger GAiU<TEa ise interferansin anlamli olmadigi sonucuna varildi. Eger
GAa<TEa<GAi veya TEa<GAa olmasi durumunda ise interferansin anlamli oldugu
degerlendirildi.

Testlere ait % Toplam hata (% TErest) degerleri;

%TETest = %Bias + 1,65 x %CV olarak hesaplandi.

Referans degisim degeri (reference change value-RCV) asagidaki formiil
kullanilarak hesaplandi (Fraser, 2001);

RCV =22 x Z x (CVa? + CV/?)1?

Z = 196 degeri %95 olasilik ile (p<0,05) anlamli bir degisiklik i¢in
kullanilmaktadir.

3.7. Proje Destegi ve Etik Kurul

Bu calisma Giresun Universitesi BAP Koordinasyon Birimi tarafindan SAG-
BAP-C-200515-01 numarali proje olarak desteklendi.

Bu calisma Ordu Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu® nun 21.04.2015
tarihli Etik Kurul Karar1 (2015/16) uyarinca ytrtitiildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada degerlendirilen spektrofotometrik metotlarla 6lciilen on altt
biyokimya parametresi ve immunoassay metotlarla dlgiilen diger bes parametre igin
yapilan giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar
Tablo 4.1’ de gosterilmistir. Li2COs, parasetamol ve asetilsalisilik asidin bu ¢alismada
degerlendirilen yirmi bir parametre Ol¢limiine olan interferanslarin degerlendirildigi
calisma sonuglar1 sirasiyla Tablo 4.2, Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’ te gosterilmistir. Ek
olarak Li2CO3z’in sulu ¢ozeltilerdeki karbonat grubunun interfere edici etkisinin
degerlendirilmesinde bu ilacin subterapotik, terapotik ve toksik konsantrasyonlarina
uygun Na2COs i¢in elde edilen sonuglar ise Tablo 4.5’ te gosterilmistir.

% Interferanslarin degerlendirilmesinde kullanilan %TEa degerleri icin Westgard
ile Ricos ve arkadaslarinin ¢alismalar1 esas alinmistir (Ricos ve ark., 1999; Westgard,
2017). Ancak, serum vitamin B12 i¢in bu iki kaynakta %TEa degerleri bildirilmedigi
icin Wadsworth Center of the New York State Department of Health tarafindan
bildirilen degerler kullanilmistir (Wadsworth, 2017).

Interferans calismalarindan elde edilen sonuclarla 3 ilag icin de sadece
asetilsalisilik asidin toksik diizeylerinin fT3 ve fT4 olglimleri iizerine pozitif in vitro
interferanslart saptanmistir (Tablo 4.4). Bu ilacin bu dozunda fT3 ve fT4 i¢in elde
edilen % Interferans degerleri sirasiyla %12,27 (%TEa: %11,3) ve %12,40 (%TEa: %8)
idi. Asetilsalisilik asidin toksik dozu igin elde edilen interferans degerleri CLSI’ nin
EP7 A2 kilavuzunda bildirilen %95 giiven araliklari ile degerlendirilmistir. fT3 ve fT4
icin hesaplanan interferanslarin GAa degerlerinin (sirastyla +0,372 pg/mL ve +0,143
ng/dL) bu iki parametre i¢in belirlenen kabul edilebilir araliklarinin iist degerlerinin
(sirastyla +0,368 pg/mL ve +0,103 ng/dL) iizerinde oldugu saptanmistir (Tablo 4.6,
Sekil 4.1).
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Tablo 4.1. Spektrofotometrik metotlarla o6lgiilen on alti biyokimya parametresi ve
immunoassay metotlarla dlgiillen diger bes parametre icin yapilan giin i¢i ve giinler arasi
tekrarlanabilirlik caliymalarindan elde edilen sonuclar

€

Giin Ici Tekrarlanabilirlik Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik
Calismasi (N=20) Calismasi (N=20)
X1 SD; %CV, X2 SD, %CV,
Glukoz (mg/dL) 77,80 0,77 0,99 74,35 2,72 3,66
Ure (mg/dL) 19,35 0,59 3,03 18,95 0,51 2,69
Kreatinin (mg/dL) 0,62 0,02 2,85 0,61 0,04 7,34
T. Protein (g/dL) 6,30 0,08 1,28 6,11 0,15 2,49
Albiimin (g/dL) 4,19 0,06 1,53 4,06 0,14 3,43
AST (U/L) 16,60 0,50 3,03 15,45 1,00 6,46
ALT (U/L) 18,15 0,37 2,02 15,55 1,70 10,94
GGT (U/L) 14,90 0,64 4,30 14,15 0,93 6,60
T. Kolesterol (mg/dL) 130,75 1,16 0,89 125,35 2,87 2,29
Trigliserit (mg/dL) 121,40 1,60 1,32 117,15 4,58 3,91
HDL-Kol. (mg/dL) 41,10 0,45 1,09 37,50 2,35 6,27
T. Bilirubin (mg/dL) 0,51 0,02 3,29 0,44 0,04 9,86
Urik Asit (mg/dL) 3,97 0,02 0,55 3,78 0,18 4,66
ALP (U/L) 54,10 0,72 1,33 51,35 2,52 4,91
LDH (U/L) 141,50 1,32 0,93 129,60 8,12 6,27
CK (U/L) 81,90 0,85 1,04 76,15 3,13 4,11
TSH (uIU/mL) 1,27 0,02 1,71 1,27 0,02 1,38
fT3 (pg/mL) 3,26 0,02 0,76 3,27 0,05 1,61
fT4 (ng/dL) 1,28 0,01 1,05 1,25 0,02 1,76
Vitamin B12 (pg/mL) 274,29 8,13 2,96 254,39 16,77 6,59
Folik Asit (ng/mL) 7,62 0,41 5,32 7,71 0,46 5,91




Tablo 4.2. LioCOz3’ 1n subterapotik, terapotik ve toksik dozlarinda yapilan ¢alismalardan (bazal serum havuzu ve her ii¢
seviye icin N=8) elde edilen ortalama (X), standart sapma (SD), % Interferans, teste ait % toplam hata (%TEest) ve %TEa
degerleri

ve

Bazal Serum Subterapotik Terapotik Toksik
Havuzu (0,3 mmol/L) (0,8 mmol/L) (3,5 mmol/L)
X SD X SD _% % X SD .% % X SD .% % %TEa
Int. TErest Int. TErest Int. TErest

Glukoz (mg/dL) 77,88 0,60 75,88 0,33 | -2,57 33 76,75 0,66 -1,45 29 77,75 0,66 -0,17 1,6 6,96
Ure (mg/dL) 19,50 0,53 19,00 0,00 | -2,56 2,6 19,38 0,52 -0,62 50 19,13 0,99 -1,90 10,4 15,55
Kreatinin (mg/dL) 0,62 0,02 0,59 0,01 | -4,84 7,6 0,60 0,01 -3,23 6,0 0,62 0,02 0,00 5,3 8,87
T. Protein (g/dL) 6,28 0,10 6,13 0,06 | -2,39 4,0 6,21 0,05 -1,11 24 6,24 0,07 -0,64 2,5 3,63
Albiimin (g/dL) 4,21 0,06 4,05 0,08 | -3,80 71 4,20 0,05 -0,24 2,2 4,15 0,05 -1,43 34 4,07
AST (U/L) 16,38 0,52 16,50 0,53 0,73 6,0 16,13 0,35 -1,53 51 16,38 0,52 0,00 5,2 16,69
ALT (U/L) 18,00 0,00 18,25 0,71 1,39 78 18,00 0,00 0,00 0,0 18,00 0,00 0,00 0,0 27,48
GGT (U/L) 14,88 0,64 14,38 0,52 | -3,36 9,3 14,63 0,52 -1,68 7,5 14,75 0,46 -0,87 6,0 22,11
T. Kolesterol (mg/dL) 130,88 | 1,25 | 128,38 | 1,41 | -1,91 3,7 128,63 1,69 -1,72 3,9 130,25 0,89 -0,48 1,6 9,01
Trigliserit (mg/dL) 121,25 | 2,19 | 114,88 | 1,55 | -525 7,5 116,25 1,67 -4,12 6,5 116,75 1,39 -3,71 5,7 25,99
HDL-Kol. (mg/dL) 41,13 0,35 39,50 0,53 | -3,96 6,2 39,88 0,64 -3,04 57 40,75 0,46 -0,92 2,8 11,63
T. Bilirubin (mg/dL) 0,50 0,02 0,50 0,02 | 0,00 6,6 0,49 0,01 -2,00 54 0,51 0,01 2,00 52 26,94
Urik Asit (mg/dL) 3,97 0,03 3,89 0,03 | -2,02 33 3,89 0,02 -2,02 29 3,95 0,02 -0,50 1,3 11,97
ALP (U/L) 54,13 0,64 51,88 0,35 | -4,16 53 52,00 0,76 -3,93 6,3 52,75 0,46 -2,55 4,0 12,04
LDH (U/L) 141,25 | 1,58 | 139,50 | 2,56 | -1,24 4,3 142,63 1,77 0,98 3,0 140,25 1,83 -0,71 2,9 11,4
CK (U/L) 81,88 0,35 80,38 092 | -1,83 3,7 81,25 0,89 -0,77 2,6 81,50 1,07 -0,46 2,6 30,3
TSH (uIU/mL) 1,28 0,02 1,27 0,00 | -0,78 0,8 1,27 0,01 -0,78 2,1 1,27 0,02 -0,78 34 23,7
fT3 (pg/mL) 3,26 0,03 3,26 0,03 0,00 15 3,24 0,05 -0,61 3,2 3,24 0,05 -0,61 3,2 11,3
fT4 (ng/dL) 1,29 0,02 1,26 0,01 | -2,33 3,6 1,26 0,02 -2,33 4,9 1,26 0,01 -2,33 3,6 8
Vitamin B12 (pg/mL) 274,74 | 7,85 | 262,16 | 9,25 | -4,58 10,4 265,91 12,76 -3,21 11,1 265,60 13,17 -3,33 11,5 25
Folik Asit (ng/mL) 7,82 0,28 7,25 0,27 | -7,29 13,4 7,67 0,31 -1,92 8,6 7,76 0,43 -0,77 9,9 39

% Int.: % Interferans, %TEa: Kabul edilebilir % toplam hata, X: Ortalama, SD: Standart sapma, %TErest: Teste ait % toplam hata




q¢

Tablo 4.3. Parasetamol’ iin subterapotik, terapotik ve toksik dozlarinda yapilan ¢calismalardan (bazal serum havuzu ve her
ii¢c seviye icin N=8) elde edilen ortalama (X), standart sapma (SD), % Interferans, teste ait % toplam hata (%TETest) ve
%TEa degerleri

Bazal Serum Subterapotik Terapotik Toksik
Havuzu (40 pmol/L) (160 pmol/L) (2100 pmol/L)
X SD X SD .% % X SD _% % X SD .% % %TEa
Int. TErest Int. TETest Int. TErest

Glukoz (mg/dL) 77,88 0,60 77,13 0,60 | -0,96 2,2 77,50 0,50 -0,49 1,6 78,25 0,66 0,48 1,9 6,96
Ure (mg/dL) 19,50 0,53 19,38 0,52 | -0,62 5,0 19,38 0,74 -0,62 6,9 19,38 0,52 | -0,62 5,0 15,55
Kreatinin (mg/dL) 0,62 0,02 0,61 0,01 | -161 4,3 0,61 0,02 -1,61 7,0 0,61 0,01 | -161 4.3 8,87
T. Protein (g/dL) 6,28 0,10 6,19 0,07 | -143 3,3 6,24 0,02 -0,64 1,2 6,26 0,04 | -0,32 14 3,63
Albiimin (g/dL) 4,21 0,06 4,11 0,10 | -2,38 6,4 4,20 0,05 -0,24 2,2 4,14 0,05 | -1,66 3,7 4,07
AST (U/L) 16,38 0,52 16,75 0,46 2,26 6,8 16,63 0,52 1,53 6,7 16,63 0,52 1,53 6,7 16,69
ALT (U/L) 18,00 0,00 18,00 0,00 0,00 0,0 18,00 0,00 0,00 0,0 18,25 0,46 1,39 55 27,48
GGT (U/L) 14,88 0,64 14,25 0,71 | -4,23 12,5 15,13 0,35 1,68 55 14,88 0,64 0,00 7,1 22,11
T. Kolesterol (mg/dL) 130,88 | 1,25 | 129,13 | 2,17 | -1,34 41 130,13 1,13 -0,57 2,0 129,88 | 0,83 | -0,76 1,8 9,01
Trigliserit (mg/dL) 121,25 | 2,19 | 116,88 | 1,89 | -3,60 6,3 117,75 1,28 -2,89 4.7 117,38 | 1,19 | -3,19 4,9 25,99
HDL-Kaol. (mg/dL) 41,13 0,35 40,00 0,76 | -2,75 59 40,75 0,46 -0,92 2,8 40,38 052 | -1,82 3,9 11,63
T. Bilirubin (mg/dL) 0,50 0,02 0,51 0,01 2,00 5,2 0,50 0,01 0,00 3,3 0,51 0,02 2,00 8,5 26,94
Urik Asit (mg/dL) 3,97 0,03 3,92 0,03 | -1,26 2,5 3,97 0,03 0,00 1,2 3,98 0,04 0,25 1,9 11,97
ALP (U/L) 54,13 0,64 52,63 0,52 | -2,77 4,4 53,25 0,46 -1,63 31 53,50 0,76 | -1,16 3,5 12,04
LDH (U/L) 141,25 | 1,58 | 140,38 | 1,30 | -0,62 2,1 141,50 1,07 0,18 14 140,75 | 1,39 | -0,35 2,0 11,4
CK (U/L) 81,88 0,35 81,50 1,07 | -0,46 2,6 82,00 0,93 0,15 2,0 82,50 0,93 0,76 2,6 30,3
TSH (uIU/mL) 1,28 0,02 1,28 0,01 0,00 1,3 1,27 0,02 -0,78 3,4 1,28 0,01 0,00 1,3 23,7
fT3 (pg/mL) 3,26 0,03 3,25 0,03 | -0,31 1,8 3,19 0,02 -2,15 3,2 3,12 0,02 | -4,29 53 11,3
fT4 (ng/dL) 1,29 0,02 1,26 0,02 | -2,33 4,9 1,29 0,01 0,00 1,3 1,27 0,01 | -1,55 2,8 8
Vitamin B12 (pg/mL) 274,74 | 7,85 | 254,21 | 8,82 | -7,47 13,2 264,49 13,87 -3,73 12,4 265,57 | 9,94 | -3,34 9,5 25
Folik Asit (ng/mL) 7,82 0,28 7,44 0,21 | -4,86 9,5 7,54 0,49 -3,58 14,3 7,55 0,33 | -3,45 10,7 39

% Int.: % Interferans, %TEa: Kabul edilebilir % toplam hata, X: Ortalama, SD: Standart sapma, %TEres:: Teste ait % toplam hata
p
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Tablo 4.4. Asetilsalisilik asidin subterapotik, terapotik ve toksik dozlarinda yapilan ¢alismalardan (bazal serum havuzu ve
her ii¢ seviye icin N=8) elde edilen ortalama (X), standart sapma (SD), % Interferans, teste ait % toplam hata (% TErTest) ve
%TEa degerleri

Bazal Serum Subterapéotik Terapotik Toksik
Havuzu 0,35 mmol/L) (1,0 mmol/L) (3,3 mmol/L)
X SD X SD .% % X SD .% % X SD _% % %TEa
Int. TErest Int. TErest Int. TETest

Glukoz (mg/dL) 77,88 | 0,60 78,00 1,00 | 0,15 2,3 78,75 0,43 1,18 2,1 77,50 0,50 -0,49 1,6 6,96
Ure (mg/dL) 19,50 | 0,53 19,38 0,52 | -0,62 5,0 19,50 1,07 | 0,00 91 19,50 0,53 0,00 4,5 15,55
Kreatinin (mg/dL) 0,62 0,02 0,60 0,02 | -3,23 8,7 0,61 0,02 | -161 7,0 0,62 0,02 0,00 53 8,87
T. Protein (g/dL) 6,28 0,10 6,25 0,10 | -0,48 3,1 6,37 0,04 1,43 2,5 6,24 0,05 -0,64 2,0 3,63
Albiimin (g/dL) 4,21 0,06 4,15 0,05 | -1,43 34 4,25 0,05 0,95 2,9 4,20 0,14 -0,24 5,7 4,07
AST (U/L) 16,38 | 0,52 16,25 0,46 | -0,79 55 16,75 0,46 2,26 6,8 16,00 0,00 -2,32 2,3 16,69
ALT (U/L) 18,00 0,00 17,75 0,46 | -1,39 5,7 18,38 0,52 2,11 6,8 17,50 0,76 -2,78 9,9 27,48
GGT (U/L) 14,88 | 0,64 15,13 0,64 1,68 8,7 15,13 0,35 1,68 55 14,88 0,83 0,00 9,2 22,11
T. Kolesterol (mg/dL) 130,88 | 1,25 | 130,25 | 1,28 | -0,48 2,1 132,50 | 1,07 1,24 2,6 130,00 0,93 -0,67 19 9,01
Trigliserit (mg/dL) 121,25 | 2,19 | 118,38 | 1,60 | -2,37 4,6 120,50 | 0,93 | -0,62 1,9 117,88 1,81 -2,78 53 25,99
HDL-Kol. (mg/dL) 41,13 0,35 40,63 0,52 | -1,22 3,3 41,38 0,52 0,61 2,7 40,50 0,53 -1,53 3,7 11,63
T. Bilirubin (mg/dL) 0,50 0,02 0,52 0,02 | 4,00 10,3 0,51 0,01 2,00 52 0,50 0,01 0,00 33 26,94
Urik Asit (mg/dL) 3,97 0,03 3,97 0,03 | 0,00 1.2 3,99 0,05 | 0,50 2,6 3,94 0,03 -0,76 2,0 11,97
ALP (U/L) 54,13 | 0,64 53,50 053 | -1,16 2,8 54,38 0,74 | 0,46 2,7 53,63 0,92 -0,92 3,8 12,04
LDH (U/L) 141,25 | 1,58 | 142,00 | 1,93 0,53 2,8 143,88 | 2,90 1,86 5,2 140,25 1,04 -0,71 1,9 11,4
CK (U/L) 81,88 | 0,35 82,75 0,89 1,06 2,8 83,38 1,06 1,83 39 81,88 0,64 0,00 13 30,3
TSH (uIU/mL) 1,28 0,02 1,28 0,01 | 0,00 13 1,30 0,01 1,56 2,8 1,25 0,02 -2,34 5,0 23,7
fT3 (pg/mL) 3,26 0,03 3,28 0,04 0,61 2,6 3,41 0,03 4,60 6,1 3,66 0,05 12,27 14,5 11,3
fT4 (ng/dL) 1,29 0,02 1,29 0,02 0,00 2,6 1,31 0,03 1,55 53 1,45 0,03 12,40 15,8 8
Vitamin B12 (pg/mL) 274,74 | 7,85 | 26254 | 6,00 | -4,44 8,2 259,46 | 6,10 | -5,56 9,4 274,19 11,79 -0,20 7,3 25
Folik Asit (hg/mL) 7,82 0,28 7,89 0,17 | 0,90 4,5 8,03 0,18 2,69 6,4 7,29 0,39 -6,78 15,6 39

% Int.: % Interferans, %TEa: Kabul edilebilir % toplam hata, X: Ortalama, SD: Standart sapma, %TEres:: Teste ait % toplam hata
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Tablo 4.5. Na;COz3’ 1n subterapotik, terapotik ve toksik dozlarinda yapilan ¢alismalardan (bazal serum havuzu ve her ii¢
seviye icin N=8) elde edilen ortalama (X), standart sapma (SD), % Interferans, teste ait % toplam hata (% TE~est) ve %TEa
degerleri

Bazal Serum Subterapotik Terapotik Toksik
Havuzu (0,3 mmol/L) (0,8 mmol/L) (3,5 mmol/L)
X SD X SD .% % X SD _% % X SD .% % %TEa
Int. TErest Int. TETest Int. TErest

Glukoz (mg/dL) 77,88 | 0,60 77,63 0,86 | -0,32 21 78,00 0,87 0,15 2,0 78,63 0,99 | 0,96 3,0 6,96
Ure (mg/dL) 19,50 | 0,53 19,00 0,53 | -2,56 7,2 19,38 0,52 -0,62 5,0 19,25 0,89 | -1,28 8,9 15,55
Kreatinin (mg/dL) 0,62 0,02 0,60 0,03 | -3,23 11,5 0,60 0,02 -3,23 8,7 0,62 0,02 0,00 53 8,87
T. Protein (g/dL) 6,28 0,10 6,22 0,04 | -0,96 2,0 6,27 0,07 -0,16 2,0 6,31 0,07 0,48 2,3 3,63
Albiimin (g/dL) 4,21 0,06 4,15 0,08 | -1,43 4,6 4,23 0,07 0,48 3,2 4,21 0,06 | 0,00 2,4 4,07
AST (U/L) 16,38 | 0,52 16,63 0,52 1,53 6,7 16,38 0,52 0,00 52 16,75 0,46 | 2,26 6,8 16,69
ALT (U/L) 18,00 | 0,00 17,88 0,64 | -0,67 6,6 17,88 0,35 -0,67 3,9 18,13 0,35 0,72 3,9 27,48
GGT (U/L) 14,88 | 0,64 14,75 0,46 | -0,87 6,0 15,00 0,53 0,81 6,6 15,13 0,64 1,68 8,7 22,11
T. Kolesterol (mg/dL) 130,88 | 1,25 | 130,25 | 1,04 | -0,48 1,8 130,75 1,04 -0,10 1,4 131,63 | 0,74 0,57 15 9,01
Trigliserit (mg/dL) 121,25 | 2,19 | 118,13 | 1,13 | -2,57 4,1 117,88 2,10 -2,78 5,7 119,38 | 1,69 | -154 39 25,99
HDL-Kol. (mg/dL) 41,13 | 0,35 40,63 052 | -1,22 3,3 40,75 0,46 -0,92 2,8 41,00 0,00 | -0,32 0,3 11,63
T. Bilirubin (mg/dL) 0,50 0,02 0,52 0,01 | 4,00 7,2 0,51 0,02 2,00 8,5 0,51 0,01 | 2,00 52 26,94
Urik Asit (mg/dL) 3,97 0,03 3,93 0,03 | -1,01 2,3 3,97 0,03 0,00 1.2 4,00 0,03 | 0,76 2,0 11,97
ALP (U/L) 54,13 | 0,64 53,25 0,71 | -1,63 38 53,38 0,52 -1,39 3,0 53,63 1,06 | -0,92 4,2 12,04
LDH (U/L) 141,25 | 1,58 | 141,13 | 2,17 | -0,08 2,6 141,38 151 0,09 1,9 143,13 | 1,13 1,33 2,6 11,4
CK (U/L) 81,88 | 0,35 81,38 119 | -0,61 3,0 82,00 0,76 0,15 1,7 82,88 0,64 1,22 2,5 30,3
TSH (nIU/mL) 1,28 0,02 1,27 0,02 | -0,78 34 1,27 0,03 -0,78 4,7 1,27 0,02 | -0,78 3,4 23,7
fT3 (pg/mL) 3,26 0,03 3,25 0,03 | -0,31 18 3,26 0,02 0,00 1,0 3,27 0,05 0,31 2,8 11,3
fT4 (ng/dL) 1,29 0,02 1,28 0,02 | -0,78 34 1,26 0,02 -2,33 4,9 1,29 0,02 0,00 2,6 8
Vitamin B12 (pg/mL) 274,74 | 7,85 | 271,10 | 9,57 | -1,32 7,1 256,78 10,03 -6,54 13,0 276,26 | 8,18 0,55 54 25
Folik Asit (ng/mL) 7,82 0,28 7,76 032 | -0,77 7,6 7,73 0,49 -1,15 11,6 7,60 0,38 | -2,81 111 39

% Int.: % Interferans, %TEa: Kabul edilebilir % toplam hata, X: Ortalama, SD: Standart sapma, %TEres:: Teste ait % toplam hata
Y
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Tablo 4.6. Toksik dozlarinda fT3 ve fT4 olciimlerinde pozitif in vitro interferanslar: saptanan asetilsalisilik asit i¢in

interferanslarin CLSI” niin EP7 A2 kilavuzunda bildirilen %99 giiven araliklarinda degerlendirilmesi
N X SD Interferans Interferans Interferans Kabul edilebilir
(Alt Giiven (Ust Giiven arahik
Limiti) Limiti)
Bazal serum havuzu 8 3,26 | 0,03
fT3 [ Subterapétik (0,35 mmol/L) | 8 | 3,28 | 0,04 | +0,020 pg/mL | -0,004 pg/mL | +0,044 pg/mL | 40,368 pg/mL
(pg/mL) | Terapétik (1,0 mmol/L) 8 3,41 | 0,03 | +0,150 pg/mL | +0,129 pg/mL | +0,171 pg/mL
Toksik (3,3 mmol/L) 8 3,66 | 0,05 | +0,400 pg/mL | +0,372 pg/mL | +0,428 pg/mL
Bazal serum havuzu 8 1,29 | 0,02
fT4 Subterapotik (0,35 mmol/L) 8 1,29 | 0,02 +0 +0 +0 40,103 ne/dL
(ng/dL) | Terapétik (1,0 mmol/L) 8 | 1,31 | 0,03 | +0,020 ng/dL | +0,003 ng/dL | +0,037 ng/dL ’ &
Toksik (3,3 mmol/L) 8 1,45 | 0,03 | +0,160 ng/dL | +0,143 ng/dL | +0,177 ng/dL

%95 olasilik ile (p<0,05) anlamli bir degisiklik RCV r3 = %22,1 ve RCV 14=%16,1 idi.
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Sekil 4.1. 3 farkli ilacin subterapétik, terapotik ve toksik dozlarinda fT3 (A) ve fT4 (B)
icin belirlenen in vitro interferanslar. % Interferanslar %90 giiven araliginda
gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Tibbi laboratuvar testlerinin serum Ol¢limlerine, tibbi uygulamalarda sik
kullanilan Li2COs, parasetamol ve asetilsalisilik asidin subterapétik, terapotik ve toksik
konsantrasyonlardaki olasi interferans yapici etkilerinin arastirildigi bu calismada
asetilsalisilik asidin sadece toksik dozlarinda kompetitif ECLIA metodu ile fT3 ve {T4
6l¢iimlerinde in vitro pozitif interferanslar saptandi. Asetilsalisilik asidin diger terapdtik
ve subterapotik dozlarinda fT3 ve fT4 olclimlerinde anlamli bir in vitro interferans
saptanmadig1 gibi; bu ilacin ii¢ dozunun spektrofotometrik metotlarla 6lcililen on alti
biyokimya parametresi ve immiinokimyasal metotlarla Slgiilen diger dort parametre
analizlerinde de anlamli bir in vitro interferansi saptanmadi. Ek olarak bu c¢aligmada
degerlendirilen Li2COs3 ve parasetamol’ {in her birinin her {i¢ dozunun spektrofotometrik
metotlarla Olgiilen on alti parametre ve immiinokimyasal metotlarla Olgiilen bes
parametre analizlerinde de anlamli bir in vitro interferans saptanmadi.

Terapotik amacla kullanilan salisilatlar i¢inde en ¢ok kullanilan form olan
asetilsalisilik asit bagirsaklardan emilim sonrasi sirkiilasyona verildiginde karaciger ve
kanda bulunan esterazlar tarafindan hizla deasetillenerek aktif formu olan salisilik aside
doniistiiriilir (Mays ve ark., 1984). Asetilsalisilik asidin serum yar1 omrii yaklasik 20
dakika olup, aktif form olan salisilik asidin serum yar1 dmrii ise doza bagh olarak 3-20
saat arasinda degisir (Levy, 1965; Rowland ve ark., 1967; Pedersen ve FitzGerald,
1984). Serum salisilik asit diizeylerinin %50-80’ i proteinlere 6zellikle albiimine bagh
olarak bulunur (Ekwall ve ark., 1998). Numune hazirlanma siirecini igeren preanalitik
fazda gegen siire dikkate alindiginda rutin uygulamalarda asetilsalisilik asit alinimimin
direkt bir gostergeci olan serum salisilik asit diizeylerinin 6l¢timii 6n plandadir (Rubak
ve ark., 2013). Aktif form olan salisilik asidin 6zellikle diisiik konsantrasyonlardaki
minimum yar1 émrii 2-3 saattir. ilacin temel eliminasyonu karaciger ve bobreklerle
gergceklesmesine ragmen bu calismada ayni giin i¢inde hazirlanan serum numunelerin
analizlerinin bu stlireyi gegmemesine dikkat edilmistir.

Asetilsalisilik asit klinik uygulamalarda analjezik, antiinflamatuar ve antipiretik
olarak kullanilmaktadir (Vane, 1976). Hafif-orta derecede intoksikasyonlarda ates,
takipne, kulak ¢inlamasi, asit-baz denge bozukluklari, anyon gap artisi, letarji, hafif
dehidrasyon, bulant1 ve kusma gézlemlenirken; siddetli intoksikasyonlarda ensefalopati,
koma, hipotansiyon, pulmoner 6dem, nobetler, pihtilasma bozukluklari, serebral 6dem,

disritmiler ve bobrek yetmezligi gozlemlenebilir (Patel ve ark., 1990). NCCLS’ in EP7-
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A2 kilavuzunda terapdtik serum salisilat konsantrasyonlar1 0,72-2,17 mmol/L olarak
bildirilmis olup (McEnroe ve ark., 2005), Done nomogramina gore serum salisilat
diizeyinin 2,90 mmol/L’ den diisiik olmasi asemptomatik, 3,62 mmol/L’ den yiiksek
olmas hafif, 5,07 mmol/L’ den yiiksek olmasi orta siddette, 7,24 mmol/L’ den yiiksek
olmasi ise siddetli bir intoksikasyonu diigtindiiriir (Done, 1960). Liyofilize asetilsalisilik
asidin ¢dziinmesinin uzun olmasindan dolay1 bu calismada 6nce ¢oziicii olarak suyun
kullanildig1 ¢ozeltiler hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden bir birim hacim dort birim hacim
bazal serum havuzu ile karistirilip (diliisyon orani 1/5) subterapdtik, terapdtik ve toksik
diizeylerde salisilat konsantrasyonlari elde edilerek numuneler {i¢ saati gegmeden analiz
edildi. Ozellikle T3 ve T4 hormonlar1 i¢in baglayici protein konsantrasyonlarmin
dramatik etkilenmemesi i¢in belirtilen diliisyon oranmin altina inilmemeye ¢alisildi.
Ancak bu durumda asetilsalisilik asit i¢in maksimum ¢oziiniirliik degeri 15mg/5mL su
oldugundan belirtilen oranlar dikkate alindiginda salisilat konsantrasyonlari i¢in en fazla
3,3 mmol/L’ lik toksik diizeyler elde edilebildi ve bu diizey hafif seyirli salisilat
intoksikasyonu i¢in uyumlu idi.

Bu c¢aligmamizda spektrofotometrik ve immiinokimyasal analizler igin
degerlendirilen parametrelerden sadece fT3 ve fT4 o6l¢iimlerinde sadece asetilsalisilik
asidin toksik konsantrasyonlarinda anlamli bir in vitro interferans saptanmistir. fT3 ve
fT4’ iin immiinokimyasal analizleri biyotinlenmis T3 ve T4’ {in kullanildig1 kompetitif
ECLIA metoduyla yapilmistir. Immiinokimyasal analizlerle serumda konsantrasyonlarin
belirlendigi ¢ogu parametreden farkli olarak baglanmamis ve biyolojik olarak aktif
formlar olan fT4 toplam T4' iin yalnizca %0,03" Ginii temsil ederken, fT3 toplam T3' iin
yalnizca %0,2-0,4" iinii temsil eder. Geri kalan T3 ve T4 inaktif ve serum proteinlerine
(tiroksin baglayic1 globiilin, pre-albiimin, albiimin) baghdir (Oppenheimer, 1968;
DeGroot ve ark., 1984; Ekins, 1990). T3 ve T4’ iin serum proteinlerine baglanmasini
etkileyen faktorlerle (pH degisiklikleri ve ilaglar gibi) serbest formlarin diizeyleri
artabilir (Stockigt ve Lim, 2009). T3 ve T4’ iin baglandig1 proteinlerle yarismaya giren
terapotik amacl kullanilan farkl ilaglarin in vitro etkilerine yonelik daha dnce yapilan
calismalarda salisilatin T3 ve T4’ e kiyasla proteinlere olan afinitesinin daha diisiik
olmasia ragmen, T3 ve T4 yer degistirmelerinde dikkate deger bir etkisinin oldugu
belirtilmistir (Stockigt ve ark., 1985; Stockigt ve ark., 1997). Bu ¢alismalarda salisilatin
yaklasik 2 mmol/L’ lik serum konsantrasyonlarindan itibaren belirtilen in vitro etkileri

gostermeye basladigi belirtilmis olup, yaptigimiz ¢alismada 1 mmol/L’ lik terapdtik
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konsantrasyonlarda fT3 ve fT4 icin total kabul edilebilir hata deger araligina
girmelerine ragmen belirlenen interferanslarin dikkate deger artiglart dikkat ¢ekmistir.
Serum salisilat konsantrasyon degerlerinin 3,3 mmol/L’ ye ulastiginda ise terapotik
diizeylere gore % interferans degerlerinde fT3 icin 2,67 kat, fT4 icin 8 katlik bir artis
saptandi. Ancak her iki parametrenin toksik salisilat konsantrasyonlarda % interferans
degerleri benzerdi. Bu durum terapdtik salisilat konsantrasyonlarinda in vitro etkinin
fT4’ e kiyasla fT3’ {in immiinokimyasal analizlerinde daha etkili oldugu, ancak serum
salisilat konsantrasyonlarinin artmasina bagli in vitro etkinin profillerinin benzestigi
belirlenmistir. Terapdtik salisilat konsantrasyonlarinda in vitro etkinin fT3° iin
immiinokimyasal analizlerinde daha etkili olmasinin nedeni olarak toplam T3 icinde
alblimine bagli olan formlarin yiizdesinin T4’e kiyasla daha yiiksek olmas1 sOylenebilir
(sirastyla %20-25 ve %5-10) (Koulouri ve ark., 2013).

Daha onceki ¢aligmalarda fT3 ve fT4 i¢in bildirilen birey-i¢i ve bireyler-arasi
biyolojik varyasyon degerleri sirasiyla 7,9/17,6 ve 5,7/12,1 idi (Ricos ve ark., 1999;
Westgard, 2017). Bu c¢alismada birey-igi biyolojik varyasyon degerlerinden fT3 ve T4
icin referans degisim degerleri (reference change value-RCV) %95 olasilik ile (p<0,05)
anlaml bir degisiklik icin sirasiyla %22,1 ve %16,1 olarak hesaplandi ve bu degerler
toksik salisilat konsantrasyonlarda saptanan % interferans degerlerine yakin olmakla
beraber yiiksek idi. RCV degerlerinin bir bireyin bir parametre igin seri 6lgiimlerinde
elde edilen klinik agidan anlamli farkliligin degerlendirilmesinde kullanilmasi1 dikkate
alindiginda toksik konsantrasyonlarda elde edilen % interferans degerleri %95 olasilik
ile klinik agidan anlamli farkliligi gostermemekteydi. Ancak bu caligmada elde edilen
%TEa degerlerinden yiiksek % interferans degerlerinin hafif seyirli salisilat
intoksikasyonu ile uyumlu olan 3,3 mmol/L’ lik toksik salisilat konsantrasyonlarinda
elde edildigi dikkate alindiginda ise, orta siddetli ve siddetli salisilat intoksikasyonlari
ile uyumlu olan 5,07 mmol/L’ den ve 7,24 mmol/L’ den yiiksek salisilat
konsantrasyonlarinda elde edilecek % interferans degerlerinin aynm1 zamanda %95
olasilik ile klinik agidan anlamli farkliliklar1 gosterebilecegini diisiindiirmiistiir.

Immiinokimyasal analiz y&ntemlerinde belirli interferans kaynaklari olarak
matriks etkisi ile sinyal olusumunun engellenmesi, analiz edilen antijene yapisal
benzerlik gosteren molekiillerin neden oldugu ¢apraz reaksiyonlar, pH degisiklikleri
gibi analiz edilen antijenin serum proteinlerine baglanmasini etkileyen faktorler ve ¢ok

iyi tanimlanmamis endojen insan antikorlar1 olan heterofilik antikorlarin etkilesimleri
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sayilabilir (Kroll ve Elin, 1994). Bu ¢alismada serum fT3 ve fT4 igin toksik salisilat
konsantrasyonlarinda %TEa degerleri lizerinde saptanan interferanslarin en olast nedeni
pH degisikligi nedeniyle antijenlerin serum proteinlerine baglanmasinin azalmasi
olabilir. Bu durum dikkate alindiginda bu ¢aligmada degerlendirilen TSH, vitamin B12
ve folat i¢in belirtilen toksik konsantrasyonda anlamli bir interferansin saptanmamasinin
nedeni olarak bu molekiillerin sirkiilasyonda spesifik veya non-spesifik bir tasiyici
molekiile  ihtiyag¢  duymamasi  sOylenebilir. ~ Bulgularimiz, bu  c¢aligmada
degerlendirilmeyen kortizol, testosteron, estradiol gibi serum proteinlerine baglanan
ancak c¢ok kiigilk miktarlarda olan serbest formlarinin aktif oldugu molekiillerin
immiinokimyasal analizlerinde de toksik salisilat konsantrasyonlarinda bu caligmada
serum fT3 ve fT4 i¢cin saptanan interferanslara benzer girisimlerin saptanabilecegini
diistindiirmiistiir.

Spektrofotometrik analizlerde bir analitin kantitatif Ol¢iim sonucuna etkisi
olabilecek iki temel interferans Ornek verilebilir. Ilki spektrofotometrik analizlerde
interferans kaynaklar1 olarak numunedeki bir bilesenin analitik reaksiyon sirasinda
herhangi bir kimyasal degisiklige sebebiyet vermeden analite benzer bir absorbans
cevabina neden spektral interferanslar iken; ikincisi ise birgok substratin analitik
reaksiyonun kimyasallar1 ile reaksiyona girerek analizi yapilacak analit
konsantrasyonlarini etkilemesi ile karakterize kimyasal interferanslardir (Caraway ve
Kammeyer, 1972; Glick ve Ryder, 1987; Kroll ve Elin, 1994; Grafmeyer ve ark., 1995).
Asidik 6zellik gosteren asetilsalisilik asit ve salisilik asidin pKa degerleri sirasiyla 3,5
ve 2,97 dir (Pubchem, 2017). Spektrofotometrik analizleri yapilan rutin biyokimya
parametrelerinin test prensipleri incelendiginde renkli kompleks olusumlar1 veya
enzimatik reaksiyonlariin ger¢eklesmesi i¢in in vitro sartlarda saglanan pH degerleri
asetilsalisilik asit ve salisilik asidin pKa degerlerinden olduk¢a uzak idi. Bu durum
asetilsalisilik asit ve salisilik asidin interferans nedeni olarak in vitro sartlarda saglanan
pH degerlerinin anlamli degismesine neden olabilecek bir tamponlama yapamadigini
gostermistir. Reaktifler i¢inde bildirilen pKa degerlerine en yakin pH degerlerine sahip
olanlar direkt bilirubin ve albliimin R1 reaktifleri idi (sirasiyla pH degerleri 1,9 ve 4,1).
Bu ¢alismada asetilsalisilik asidin spektrofotometrik analizleri yapilan rutin biyokimya
parametreleri lizerine ifade edilen mekanizmalara uygun %TEa degerlerini gegen
anlamli bir interferans1 saptanmadi. Glukoz, iire ve kreatinin gibi sadece {i¢

parametrenin degerlendirildigi Luna-Zaizar ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada (Luna-
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Zaizar ve ark., 2015) asetilsalisilik asidin ii¢ diizeyi i¢in elde edilen sonuclar ile bu
calismanin sonuglart uyumlu idi. Ancak bu g¢alismada degerlendirilmeyen iyonize
kalsiyum icin farkli serum salisilat konsantrasyonlarinda serum kalsiyumunun albiimine
ve diger komplekslere baglanma diizeylerinin azalarak iyonize kalsiyum analizlerinde
pozitif interferanslarin olabilecegi diiginiilmiistir.

Lityum manik-depresif (bipolar bozukluk) hastalarda &zellikle manik fazin
baskilanmasi amaciyla daha ¢ok lityum karbonat seklinde kullanilir (Price ve Heninger,
1994). Emilim birkag¢ saat i¢cinde tamamlanir ve bu siirenin sonunda kanda maksimum
konsantrasyonlara ulasir. Suda erir polar bir molekiil oldugundan viicudun su iceren
biitin bosluklarma dagilir (Smith ve ark., 2014). Dar bir terapétik araligi bulunan
lityumun, bu araligin iistiindeki serum konsantrasyonlarinda norotoksik ve nefrotoksik
etkileri ortaya c¢ikar. Kan konsantrasyonlarinin 2 mmol/L’ yi asmasi durumunda
merkezi sinir sistemi ile iliskili yan etkiler belirginlesmeye baslarken, 3 mmol/L’ vyi
asmas1 hayati risk olusturur (Cummings ve ark., 1993). Bu calismada subterapotik,
terapotik ve toksik lityum konsantrasyonlarinda immiinokimyasal ve spektrofotometrik
metotlarla belirtilen analitlerin analizlerinde belirlenen %TEa degerlerini agan anlamli
bir interferans saptanmadi. Yine bu g¢alismada karbonatin olas1 karistirici etkisinin
degerlendirilmesi i¢in sodyum karbonat ile subterapétik, terapdtik ve toksik lityum
konsantrasyonlarina uygun paralel ¢alismalar yapilmis ve bu ¢alismalarin sonuglarinin
lityum karbonat ile yapilan ¢aligma sonuglari ile benzer bir profilde oldugu
belirlenmistir. Bu caligmada degerlendirilen analitler i¢in serum lityum diizeylerinin
immiinokimyasal ve spektrofotometrik analizlerde spektral, kimyasal veya analitlerin
serum proteinlerine baglanma diizeylerine etkileri gibi bir interferans nedeni olmadigi
anlasilmustir.

Parasetamol diinyada en fazla kullanilan analjezik ve antipiretiktir.
Gastrointestinal sistemden hizla emilerek terapdtik dozlarda alinmasi durumunda
yaklasik 30-60 dakika sonra kanda maksimum diizeylere ulasir. Biiyiik bir kismu
karacigerde glukuronik asit ve siilfat konjugasyonu ile elimine edilirken, kiigiikk bir
kismu1 toksisitesi ¢cok yiiksek olan hepatotoksik elektrofilik alkilleyici bir ara iirline
dontisiir. Parasetamol’ iin terapotik diizeylerdeki yarilanma siiresi 4 saatten az iken,
toksik diizeylerde yarilanma siireleri 4 saatin tizerine ¢ikar (Moling ve ark., 2006). Bu
ylizden ilaci yar1 dmriiniin izlenmesinde dorder saat araliklarla alinan numunelerden

elde edilen analiz sonuglart Rumack nomogramina girilerek hastanin hepatotoksisite
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riski belirlenir (Rumack ve Bateman, 2012). Parasetamol’ {in ana eliminasyon
mekanizmalar1 karacigerde olmasma ragmen, ayni giin i¢inde in vitro kosullarda
hazirlanan serum numunelerinin analizlerinin bu siireyi gegmemesine dikkat edilmistir.
Bu c¢alismada subterapotik, terapétik ve toksik parasetamol konsantrasyonlarinda
immiinokimyasal ve spektrofotometrik metotlarla belirtilen analitlerin analizlerinde
belirlenen %TEa degerlerini asan anlamli bir interferans saptanmadi. Glukoz, iire ve
kreatinin gibi sadece li¢ parametrenin degerlendirildigi Luna-Zaizar ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada (Luna-Zaizar ve ark., 2015) parasetamol’ iin ii¢ diizeyi i¢in elde
edilen sonuglar ile bu c¢alismanin sonuglari uyumlu idi. Bu ¢alismada degerlendirilen
analitler i¢in serum parasetamol diizeylerinin immiinokimyasal ve spektrofotometrik
analizlerde spektral, kimyasal veya analitlerin serum proteinlerine baglanma
diizeylerine etkileri gibi bir interferans nedeni olmadig1 anlagilmstir.

Bu caligmanin bazi sinirlamalar1 vardir. Birincisi, bu ¢alismada kliniklerden test
istem sayilar1 yiiksek olan ve rutin laboratuvar uygulamalarinda immiinokimyasal ve
spektrofotometrik analizleri yapilan parametreler degerlendirilmistir. Subterapotik,
terapdtik ve toksik ilag diizeylerinde ve ozellikle toksik salisilat konsantrasyonlarinda
serum proteinlerine baglanan ve serbest formlarmin analizleri klinik degerlendirmede
onemli olan kortizol, testosteron, estradiol, iyonize kalsiyum gibi parametreler bu
calismada  degerlendirilememistir.  Ikincisi, bu ¢alismada serum  salisilat
konsantrasyonlar1 i¢in en fazla 3,3 mmol/L’ lik toksik diizeyler elde edilebilmistir ve bu
diizey hafif seyirli salisilat intoksikasyonu i¢in uyumlu idi. Orta siddetli ve siddetli
salisilat intoksikasyonu ile uyumlu serum ila¢ diizeylerinde analizleri yapilan

parametreler i¢in degerlendirme yapilamamastir.
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6. SONUC VE ONERILER

Subterapdtik, terapotik  ve  toksik  serum  parasetamol ve lityumun
konsantrasyonlarinin TSH, fT3, fT4, vitamin B12 ve folat gibi parametrelerin
immiinokimyasal metotlarla analizlerinde ve glukoz, {ire, kreatinin, total protein,
albiimin, AST, ALT, GGT, total kolesterol, trigliserit, HDL-kolesterol, total bilirubin,
trik asit, ALP, LDH ve CK gibi parametrelerin spektrofotometrik metotlarla
analizlerinde spektral, kimyasal veya analitlerin serum proteinlerine baglanma
diizeylerine etkileri gibi bir interferans nedeni olmadig anlasilmistir. Ancak
spektrofotometrik ve immiinokimyasal analizler i¢in degerlendirilen parametrelerden
sadece fT3 ve fT4 dl¢limlerinde sadece toksik salisilat konsantrasyonlarinda anlamli bir
in vitro interferans saptanmis olup; salisilatin subterapotik, terapotik ve toksik
konsantrasyonlarinda diger parametreler i¢in %TEa degerlerini asan anlamli bir
interferans saptanmamustir. Serum salisilat konsantrasyonlarinda belirlenen anlamli in
vitro interferanslarin nedeni olarak analitlerin serum proteinlerine baglanmalarinin
azalmasina bagli serbest form diizeylerinin artig1 gosterilebilir. Bu sonuglardan yola
cikarak subterapétik, terapotik ve toksik ilag diizeylerinde ve 6zellikle toksik salisilat
konsantrasyonlarinda serum proteinlerine baglanan ve serbest formlarinin analizleri
klinik degerlendirmelerde 6nemli olan kortizol, testosteron, estradiol, iyonize kalsiyum

gibi parametreler i¢in in vivo ve in vitro interferans ¢alismalarina ihtiyag¢ vardir.
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