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ARASTIRMA

Hemoliz ve lipeminin biyokimyasal testlere etkisi ve
lipemik etkinin uzaklastirilmasinda kullanilan
yontemlerin karsilastiriimasi

Yasar Huseyin Tirkmen (*), Muhittin A.Serdar (*), Adnan Hasimi (*), Murat Cihan (¥),
Ismail Kurt (¥), Serif Akman (¥), Tiirker Kutluay (*), M.Kemal Erbil (¥)

Ozet

Bu calismada, biyokimyasal test sonug-
larim etkileyen onemli nedenler arasinda
bulunan hemoliz ve lipeminin laboratuvar
sonuclarinda neden oldugu degisimler ve
bunlarin engellenmesi amaclanmistir.
Hemoglobin icerigine gore bes farkli,
lipid icerigine gore ise 3 farkli serum
havuzu ve 10 farkli dogal lipemik hasta
serumunda biyokimyasal test olcuimleri
yapilmistir. Ayrica lipeminin eliminasyo-
nu icin ultrasantifiijasyon, karbontetrak-
loriir (CCly), LipoClear® ekstraksiyonu ve
serum o6rneginin 1:4 diliisyonu yontemleri
karsilastinldi. Hemolizin etkisi incelen-
diginde, hemoglobin konsantrasyonu 750
mg/dl'den fazla oldugunda LDH, konjuge
bilirubin, AST ve potasyum degerlerinin
arttigi, amilaz ile irik asid degerlerinin
ise anlaml diistiigii saptanmistir. in vitro
lipemi calismasinda ozellikle total pro-
tein etkilenirken, dogal lipemik serum-
larda ure, bilirubinler, ALT, AST, GGT ve
LDH testlerinin etkilendigi gozlenmistir.
Lipemi etkisini azaltmak icin uygulanan
eliminasyon tekniklerinin timuniin etkin
oldugu degerlendirildi. Lipemi etkisinin
uzaklastinlmasinda LipoClear® ve ultra-
santrifuj teknikleri yiiksek maliyetli olup,
cok islem ve ozel ekipman gerektirmek-
tedir. Basit ve ucuz olan seyreltme ve
CCly ile coktiirme yontemlerinin ise daha
pratik ve her laboratuvar icin uygun ve
ekonomik oldugu degerlendirilmistir.
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Summary

The effects of hemolysis and lipemia on
biochemical analyses and comparison
of the methods used in the elimination
of lipemic effect

In this study our objectives were the
evaluation of interferences on biochemi-
cal analyses caused by hemolysis and
lipemia, which are of important causes of
interference, and prevention of these in-
terferences. Various biochemical analy-
ses were carried out by using five serum
pools with different hemoglobin concen-
trations, three serum pools with differ-
ent lipid concentrations and ten intrinsi-
cally natural lipemic sera from different
patients. Moreover, efficacies of ultra-
centrifugation, carbontetrachloride
(CCly), LipoClear® extraction and 1:4
dilution for the elimination of lipemia
were compared. Regarding the effect of
hemolysis, serum LDH, conjugated biliru-
bin, AST and potassium levels were found
to increase, and amylase and uric acid
levels were found to decrease at hemo-
globin concentrations of >750 mg/dL. In
the study of in vitro lipemia, total pro-
tein was especially affected, and serum
urea nitrogen, bilirubins, AST, ALT, GGT
and LDH were affected in naturally
lipemic serums. All of the lipemia elimi-
nation methods were found to be ade-
quately efficacious. Ultracentrifugation
and LipoClear® methods in elimination of
the lipemic effect are expensive and
require special equipment. Dilution and
CCl, precipitation methods are more
practical, appropriate and economical
for every laboratory.

Key words: Biochemical analysis, hemol-
ysis, interference, lipemia

Giris

Analitik siiregleri etkileyebilecek
faktorlerin  6nceden bilinmesi ve
mimkiin oldugu kadar giderilmesi,
sonuglarin dogrulugunu saglamak
acisindan son derece 6nemlidir; buna
gore analiz sonuglarinin yorumlama
etkinligi i¢in hastanin klinik tablosu-
nun belirlenmis olmasi ve test iste-
miyle birlikte laboratuvar uzmanina
iletilmesi gereklidir (1-3).

Laboratuvar sonuclarinin etkin
yorumlanmasimni saglamak igin, has-
tanin klinik tablosunun dogru bigim-
de belirlenmis olmas1 6n kosuldur.
Bu nedenle, sonuglart etkileyen fak-
torlerin 6nceden bilinmesi ve miim-
kiinse giderilmesi sonuglarin dogru-
lugu agisindan ¢ok 6nemlidir (1-3).

Klinik biyokimyada laboratuvar
hatalari; analiz oncesi (preanalitik),
analiz ani (analitik) ve analiz sonrasi
(post analitik) olmak tizere baglica {ig
ana grupta incelenir. Preanalitik ve
analitik hatalar1 en az diizeyde tutmak
i¢in laboratuvarlarin olanaklar1 dahi-
linde gesitli uygulamalar yapilmak-
tadir (1-3).

Analitik dénem laboratuvar prob-
lemlerinin baginda hemoliz ve lipemi
yer alir. Eritrositlerin pargalanarak
hemoglobin (Hb) igeriginin hiicre
disina yayilmasi durumu olarak ta-



nimlanan 'hemoliz', in vivo (hemoli-
tik anemiler, uygunsuz kan trans-
fiizyonlar1, bakteri-hayvan [yilan,
oriimcek gibi] toksinleri, eritrofago-
sitoz olaylar1 vb.) veya in vitro (oz-
motik pargalanma, kompleman ba-
giml hiicre yikilmasi, fiziksel-meka-
nik veya kimyasal etkiler gibi) neden-
lerle olugabilir (1-3).

Lipemi ise kanda silomikron di-
zeyinin agirt yiiksekligine bagli mak-
roskopik bulaniklik bulunmasi hali
olarak tamimlanabilir. Silomikron
etkisini azaltmak i¢in kan 6rnekleri-
nin bir gece aglik sonrasi alinmas kis-
men etkinlik saglayabilirken, yag me-
tabolizma bozuklugu olan bireylerde
veya acil laboratuvar analizi yapilmasi
gerekli olan hastalarin kan 6rnek-
lerindeki lipemi, laboratuvar sonug-
larim etkileyerek degerlendirmelerde
yanilmalara neden olabilir (3).

Bu ¢alismada, laboratuvarimizda
uygulanmakta olan bazi klinik biyo-
kimya yontemleri kullanilarak, segi-
len serum parametrelerine lipemi ve
hemolizin etkisi ve lipidlerin uzak-
lagtirilmasinin  sonuglara olan etkisi
aragtirildi.

Gerec ve Yontem

Caligma 2003-2004 yillar1 arasinda
Giilhane Askeri Tip Akademisi Biyo-
kimya ve Klinik Biyokimya AD labo-
ratuvarlarinda yapilmgtir.

Lipidlerin etkilerinin incelenmesi: In
vitro lipemi galigmasinda 2'si normal,
5'1 patolojik degerler igeren toplam 7
serum havuzu olugturuldu. Bu serum
havuzlarina ¢ farkli diizeyde Li-
povendz (LV) (Fresenius AG, Ham-
burg, Germany) yag emdiilsiyonu ek-
lendi. Bu amagla, her bir serum ha-
vuzu iki boliime ayrildi. Yiizde 20'lik
LV soltisyonu katilarak 20, 10 ve 5
¢/LLV konsantrasyonunda havuzlar
elde edildi. Bu sekilde hazirlanan
toplam 28 serum havuzunda AU 600
otoanalizérii (Olympus, Japan) ile
glukoz, iire, kreatinin, trik asid,
kolesterol, trigliserid, total protein,
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albiimin, direkt ve indirekt biliriibin,
alanin aminotrasferaz (ALT), aspartat
aminotrasferaz (AST), gama gluta-
miltransferaz (GGT), amilaz, krea-
tin kinaz (CK), laktat dehidrogenaz
(LDH), alkalen fosfataz (ALP), sod-
yum (Na), potasyum (K) ve klor (CI)
Sl¢timleri orijinal kitleri kullanilarak,
ardigik ikiser defa olgtildii.

Bu olgtimlere ¢k olarak, her bir
serum havuzunun absorbansi, 1s1k
sagilim indeksi (ISI) ve lipemi indek-
si (LI) degerleri elde edildi. Absor-
bans okumalar1 igin 4 ml %0.9'luk
sodyum kloriir (NaCl) ¢ozeltisi i¢ine
Ol¢timii yapilan serum havuzundan
50 ul eklenerek karigtirildi ve spek-
trofotometre (Shimadzu Corpora-
tion; Kyoto, Japan) ile 340 nm'de suya
karsi absorbans 6l¢iimii yapildl. Isik
sacthmui indeksi (ISI) 6lgtimleri igin
absorbans o6l¢timlerinde kullanilan
karigimlar kullanildi ve florometrede
(Perkin Elmer, UK) Aex= 340 nm ve
Aem= 700 nm'de suya karg1 floresan
Slgtimleri yapildi. LIdegerleri, Olym-
pus AU 600 analizériiniin serum
indeks fonksiyonu kullanilarak elde
edildi. In vivo (dogal) lipemi gals-
masinda klinik laboratuvarimizda
rutin ¢aligmalar sirasinda kargilagilan
ve trigliserid konsantrasyonu 500
mg/dl iizerinde olan 10 serum 6rnegi
kullanildi. Lipemi interferansini orta-
dan kaldirmak amaciyla organik
¢oziici (CCl,), LipoClear® ise eks-
traksiyon, ultrasantrifiijasyon ve di-
lisyon yontemleri kullanildi. Orga-
nik ¢6ziicii ekstraksiyonunda lipemik
serum Ornekleri, karbon tetrakloriir
(CCly) ile ekstre edilerek lipidler
ortamdan uzaklagtirildi. Bu amagla
lipemik seruma CCl, (%50)/(%50)
v/v eklendi ve bu karigim vorteks
cihazinda 1 dakika siireyle karistirildi,
5 dakika oda sicakliginda dinlendi-
rildikten sonra 4.500 g hizinda oda
sicakliginda 30 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi elde edilen siiper-
natan ayrilarak analiz i¢in kullanild1.
LipoClear® (Statspin,Westwood, MA)

ile ekstraksiyonda iginde 0.3 ml reak-
tif bulunan ependorf tiiplerine, 1.5
ml in vivo lipemik ve in vitro olarak
lipemik hale getirilmis olan serum
ornekleri kondu. Vorteks cihazinda
karigtirildt ve oda sicakliginda 5 daki-
ka bekletildi; daha sonra ornekler
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde
edilen siipernatan analiz icin kul-
lanildi. Analiz sonucunda ¢ikan so-
nugclar, diliisyon faktoriine bagli ola-
rak 1.2 katsayist ile garpildi. Ultra-
santrifiijasyon isleminde lipemik se-
rum Ornekleri, 140.000 g'de 15 dakika
oda sicakliginda santriftij edildi
(Sorvall Combi Plus DuPont, USA).
Santriftij sonrasi altta kalan fraksi-
yonu, analiz i¢in kullanildi. Diliisyon
yonteminde, lipovendz emiilsiyon ve
dogal olan lipemik serum 6rnekleri,
caligma o6ncesi 1/4 oraninda serum
fizyolojik (%0.9 NaCl) ile diliie edil-
di. Analiz sonucunda c¢ikan sonuglar
diliisyon katsayist ile garpildi.
Hemoliz caligmalar: In vitro hemo-
liz ¢alismasinda dort patolojik ve bir
normal serum havuzu kullanildi.
Serum havuzlar1 6l¢tim giintine kadar
derin dondurucuda -40'C'de muha-
faza edildi. Hemolizat hazirlanmasin-
da EDTA'h tiipe alan 6 ml kan 6r-
negi 5.000 g de 5 dakika santrifiijle-
nerek plazmasi ayrilarak atildi. Dipte
kalan hiicre paketi 8 ml serum fizyo-
lojik ile 3 kez yikandi ve her yikama
islemi sonrasi 3 dakika 5.000 g'de
santrifiij edilerek tist kisim atildi. Son
yikama sonrast santrifiij edilip yikama
soliisyonu ortamdan uzaklastirildik-
tan sonra yikanmug eritrosit paketi
tizerine esit hacimde distile su ilave
edildi. Distile su ilave edilen eritrosit
paketi daha sonra -40'C'de 20 dakika
bekletilerek eritrositlerin patlamasi ve
hemoliz olmalar1 saglandi. Ornekler
3 dakika 5.000 g'de santrifiij edilerek
iistte kalan hemolizat ayrildi. Elde
edilen bu hemolizatin hemoglobin
miktar1 Coulter® STKS tam kan sayi-
mui cihazinda (Beckman Coulter, Inc.
CA, USA) tespit edildi. Hazirlanan

Tiirkmen ve ark.



bu hemolizat her bir serum havuzu-
nun son Hb konsantrasyonu 0 (-), 90
(%), 375 (+), 750 (++), 1.500
(+++), 3.000 (++++) mg/dl ola-
cak sekilde hesaplanarak eklendi.

Hemoliz ve lipeminin test sonug-
larina etkileri klinik olarak 'kabul
edilebilir' veya 'kabul edilemez' yo-
rumlar1 yapilirken CLIA 88 kriterleri
g6z onlinde bulundurulmustur (4).
Caligmadaki veriler tanimlayict 6zel-
likte sunulmustur.

Bulgular

Farkli konsantrasyonlarda hazir-
lanmig olan serum havuzlarinda yapi-
lan degerlendirme sonuglarina gore
90 ve 375 mg/dl Hb igeren serum
orneklerinin biyokimya analizlerine
etkisi kabul edilebilir sinirlarda iken,
750 mg/dl Hb konsantrasyonunda
konjuge bilirubin, LDH ve amilaz;
1.500 mg/dl Hb igeren serum &rnek-
lerinde ilave olarak iirik asid, ankon-
juge bilirubin, AST ve potasyum;
3.000 mg/dl Hb konsantrasyonunda
ise ayrica CK odlgtimlerindeki fark-
liligin  kabul edilebilir degerlerin
iizerinde oldugu saptand: (Tablo I).

In vitro lipemi galismasi kap-
saminda 5, 10, 20 gr/L konsantras-

yonlarda lipovenoz (LV) soliisyonu
iceren serum Orneklerinde yapilan
biyokimya analizlerinin sonuglar
Tablo II'de gosterilmistir. Burada
ozellikle LV iceren oOrneklerin total
protein 6l¢iim degerlerinin, LV'suz

Tablo I. Hemolizin biyokimyasal testlere etkileri

orneklere oranla anlamli derecede
yitksek oldugu saptanirken, diger
testlerde 6nemli bir degisim olmadig
gozlendi. Total proteinin gergek
degerlerine en yakin sonuglar elde
etmek i¢in bu caligmada kullanilan

Hemoglobin diizeyi (mg/dl)

90 375 750 1500 3000

(£)* (+) (++) (+++) (++++)
Glukoz 0.99# 0.98 0.98 0.97 0.93
Ure 0.99 1.04 1.02 1.03 1.04
Kreatinin 0.98 0.99 0.99 0.98 0.92
Urik asid 0.97 0.92 0.84 0.71% 0.32
Total kolesterol 0.96 1.04 1.05 1.04 1.01
Trigliserid 1.00 0.99 0.99 0.99 0.99
HDL kolesterol 1.00 0.99 1.01 1.02 1.03
LDL kolesterol 0.92 1.08 1.09 1.07 1.02
VLDL kolesterol 1.00 1.00 0.99 0.99 0.99
Konjuge bilirubin 0.95 1.12 1.35 1.71 3.40
Ankonjuge bilirubin 0.93 0.88 0.81 0.74 0.48
AST 1.02 1.08 1.11 1.33 1.89
ALT 0.99 1.02 1.04 1.09 1.23
ALP 1.01 0.99 0.97 0.96 0.84
GGT 1.01 0.98 0.97 0.95 0.87
Total protein 0.99 1.00 1.01 1.04 1.09
Albiimin 1.00 0.99 0.99 1.00 1.02
LDH 1.06 1.20 1.44 1.90 2.93
CK 1.01 1.02 1.01 1.10 1.22
Amilaz 0.93 0.82 0.59 0.54 0.09
Sodyum 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Potasyum 1.04 1.02 1.06 1.13 1.24

*: () parantez icerisindeki gruplamalar Hb degerine gore yapilmistir

#: Sonuglar interferansiz Slgiilen ¢alisma sonuglarina oranlanarak sunulmustur (Degisim katsayist)

&: Kabul edilebilir hata oraninin tizerindeki sonuglar koyu olarak gésterilmistir

Tablo II. Farkl tekniklerle lipeminin uzaklagtirilmasinin laboratuvar testlerine etki oranlart

Lipovenéz soliisyonlar

20 gr/L ilave edilen 6rnekler

10 gt/L ilave edilen 6rnekler

5 gr/L ilave edilen 6rnekler

Testler LV CCI;  Ultra LC D LvV CCl; Ultra LC D LvV CCl; Ultra LC D

Ure 1.02x  1.03 1.02 1.04 0.98 1.01 1.03 1.02  1.02 092 1.00 1.04 1.02 098 0.90
Kreatinin 1.03 1.14 1.14 1.13 1.28 1.00 1.06 1.06 103 121 1.02 1.04 1.05 1.00 1.17
Urik asid 0.96 1.05 1.02 1.01 0.90 0.98 1.03 1.02 1.01 091 1.00 1.03 1.01 0.99 0.90
Total kolesterol 1.00 0.28#  0.93 0.25 0.85 1.00 0.36 094 025 086 1.00 042 094 024 0.86
Trigliserid 8.16 4.69 5.30 4.72 8.87 4.92 2.44 295 252 492 3.01 168 212 138 286
Konjuge bilirubin 1.00 1.38 0.99 1.70 1.73 1.14 1.36 1.09 171 166 111 117 116 1.69 143
Ankonjuge bilirubin  1.02 0.85 0.99 0.71 0.82 0.97 0.88 096 069 076 098 093 094 0.70 0.68
AST 0.96 1.05 1.04 0.97 1.24 1.01 1.04 1.03 094 098 1.00 1.05 1.02 094 091
ALT 1.00 0.82 1.03 0.93 0.97 1.04 0.76 1.03 086 1.00 1.02 072 1.03 0.86 094
ALP 0.99 0.97 0.99 0.91 0.96 1.01 0.98 099 091 093 1.00 098 1.00 0.92 094
GGT 0.96 0.73 0.93 0.81 0.90 0.97 0.76 096 081 091 099 078 094 0.82 092
Total protein 1.36 0.98 1.03 0.87 1.28 1.18 0.97 1.03 085 1.12 1.09 097 102 084 1.03
Albiimin 1.05 1.01 1.02 1.01 1.12 1.03 1.01 .00 101 110 1.02 1.01 101 1.01 1.07
LDH 1.03 1.13 1.06 0.96 0.94 1.01 1.09 1.03 093 090 1.01 1.10 101 091 0.90
CK 1.00 1.00 1.02 0.91 0.82 0.86 1.00 1.02 090 082 1.01 097 102 090 0.81
Amilaz 0.98 1.06 1.05 0.93 1.00 0.86 1.04 1.04 091 095 098 105 105 089 096

LV: lipovendz soliisyon, Ultra: ultrasantrifiij, D: diliisyon, LC: LipoClear®
*: Sonuglar interferansiz Slgiilen galisma sonuglarma oranlanarak sunulmustur (Degisim katsayist)
#: Kabul edilebilir hata oraninin tizerindeki sonuglar koyu olarak gosterilmigtir
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eliminasyon yontemlerinin timiiniin
uygun oldugu degerlendirildi.

In vivo lipeminin etkisini belir-
lemek igin yaptigimiz caligmada ise
lipemik serum 6rneklerinde iire, bili-
rubinler, ALT, AST ve LDH test 6l-
¢imlerinin yapilamadigr gozlendi.
On o6rnekte yapilan ¢aligma sonucun-
da, 5 6rnekte iire, 2 6rnekte bilirubin-
ler, 7 6rnekte ALT ve AST, bir 6rnek-
te ise GGT ve LDH olgiimlerinin
yapilamadigr saptandi. Bu ¢aligma
kapsaminda kullanilan eliminasyon
yontemlerinin timiiniin trigliserid,
bilirubinler ve kolesterol haricindeki
testlerin 6l¢imi igin uygun oldugu
degerlendirildi (Tablo III).

Caligmada, LV soliisyonu katilan
ornekler ile in vivo lipemik serum ha-
vuzlarinda yiiksek trigliserid kon-
santrasyonlarina bagli olarak olusan
absorbans ve 1s1k sacilim indeksinin
artmig oldugu, ultrasantifiijasyon,
CCl,, LipoClear® ekstraksiyonu ve
diliisyon teknikleri ile bu etkilerin
yeterince elimine edilebildigi gozlen-

di (Sekil 1).

Tartisma
Biyokimyasal testler {izerine etki

eden faktorler preanalitik, analitik ve
postanalitik dénem olarak ¢ grup
altinda incelenir. Son yillardaki tek-
nolojik gelismeler ve etkin kalite kon-
trol programlarinin uygulanmasi,
analitik donemdeki hatalar1 azaltmig
ve ozellikle preanalitik dénem hata-
lar1 tizerine daha ¢ok yogunlagmaya
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Sekil 1. in vitro lipemi galismasinda direke ve
eliminasyon iglemleri sonrasinda 1tk sacilim
indeksi ve absorbans degerleri

Tablo IIL. in vivo (dogal) lipemi galismasinin sonuglart

Konsantrasyonlar Degisim katsayis1

Direkt (%) CCl, Ultra D LC® CCl; Ultra D LC®
Glukoz 127 131 129 131 125 102 101 1.03 098
Ure 35.8 (50)* 45.4 447 472 43 097 098 105 095
Kreatinin 1.64 1.64 161 160 1.64 1.04 1.01 092 1.03
Urik asid 6.62 6.74 6.62 608 6.1 1.03 1.01 092 093
Total kolesterol 190 423 1343 209.6 523 5.38% 11.98 2575 5.39
Trigliserid 815 73 356 1224 169 0.09 046 157 021
Konjuge bilirubin ~ 0.08 (80)  0.12 0.08 0.19 015 256 1.61 234 453
Ankonjuge bilirubin 0.26 (80)  0.27 034 033 018 117 145 131  0.76
AST 30.3 (30) 253 248 268 23 1.06 1.06 110 0.93
ALT 353 (30) 16.6 223 22 17 072 102 1.01 0.82
ALP 113 117 115 110 107 102 1.01 098  0.94
GGT 43 (90) 36 42 40 37 092 103 089 089
Total protein 7.51 7.57 7.62 736 647 1.01 101 098 0386
Albiimin 4.9 4.68 461 436 441 096 094 0.89  0.90
LDH 187 (90) 208 200 186 178 1.07 1.03 096  0.92
CK 75.1 774 82 816 75 1.02 1.08 1.14 098
Amilaz 50 51.5 51 472 43 1.03 1.02 095 0.87
Sodyum 142 144 143 140 1.02 1.01 0.99
Potasyum 4.31 4.39 4.37 42 1.02 1.01 0.98
Klor 100 103 102 98 1.03  1.02 0.98

*: Lipemik scrumlarda sonug alinabilen érneklerin yiizde orani. Ultra: ultrasantrifiij, D: diliisyon, LC : LipoClear®
*: Lipemik serumlarda sonug alinabilen 6rneklerin yiizde oram

Ultra: ultrasantrifiif, D: diliisyon, LC : LipoClear

# Kabul edilebilir hata oraninmn {izerindeki sonuglar koyu olarak gosterilmistir
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neden olmustur (3).

Hemoliz faktoriiniin, klinik kim-
yasal analizlere interferansiyla ilgili
bir ¢ok ¢alisma yapilmistir (1,3,5-7).
Bu calismada, hemolizden kaynak-
lanan hatalar otoanalizér kullanilarak
incelenmig ve artan hemoliz ile bir-
likte bazi biyokimyasal paramet-
relerin degistigi gorilmistir. He-
molizin neden oldugu interferansin
750 mg/dl hemoglobin diizeyine
kadar ihmal edilebilir diizeyde ol-
dugu, bu miktarin iizerine ¢ikilma-
siun {irik asid ile amilaz degerlerinin
gergek degerinden daha dusiik, kon-
juge bilirubin, AST ve LDH deger-
lerinin gercek degerlerinden belirgin
olarak yitksek bulunmasina neden
oldugu saptandi. Literatiirde benzer
bulgular rapor edilmis olmasina rag-
men AST, ALT, ALP ve glukoz
degerlerinin  degisen hemoglobin
konsantrasyonlarindan ne kadar etki-
lendigi konusunda farkli degerlen-
dirmeler bulunmaktadir (1,3,6,8-13).
Genel olarak bu ¢aligmada, yeni geli-
sen teknolojik cihazlar ile analitik et-
kilesimlerin daha azalmig oldugu sap-
tanmig olmakla birlikte, yiiksek he-
moliz konsantrasyonlarinda (>3.000
mg/dl hemoglobin igeren) yaklagik
olarak bitiin testlerin dlgiimiiniin
etkilendigi gorilmistir.

Biyokimyasal testlerin degerlen-
dirilmesinde 6nemli bir diger inter-
ferans nedeni lipemidir. Degisik arag-
tirmacilar tarafindan lipeminin olusg-
turdugu bulanikhigin degerlendiril-
indeksi,
absorbans olgiimleri yapilmis ve
eliminasyon teknikleri kargilagtiril-
mugtir (3,14,18). Bu aragtirmada ben-
zer olarak eliminasyon iglemleri so-

mesi i¢in 1stk  sacilim

nucunda bulanikligin kayboldugu,
15tk sagilim indeksi ve absorbans
degerlerinin in vitro lipemi uygula-
malarinda LV soliisyon katilmadan
onceki degerlerine dondiigii saptan-
di1. Ek olarak, daha énceki makaleler-
de one striilen goriigleri destekler
bigimde, dl¢iimleri UV dalga boyun-

Tiirkmen ve ark.



da yapilan enzimlerin (ALT, AST,
LDH) saptanan aktivite miktarlarini,
ol¢timleri goriintir dalga boyunda
yapilan enzimlere (ALP, GGT, ami-
laz) oranla daha yiiksek oranda etki-
ledigi gosterilmistir (3,14,19-21).
Farkli olarak bu ¢alismada olusturu-
lan in vitro lipemide trigliserid deger-
lerinin daha yiiksek olmasina ragmen,
biyokimya analizlerinin bu durum-
dan ¢ok daha az etkilendikleri go-
riildii. In vitro olarak, lipemik hale
getirilmis serumlarda enzim aktivite
ol¢timlerinin yapilabilmis olmasina
ragmen, dogal lipemik o6rneklerde
ozellikle AST, ALT daha az olarak da
GGT ve LDH aktivite dlgtimlerinin
yapilmasinin mimkiin olmadigi go-
rilmiistir. Bu durumun, dogal li-
pemide VLDL ve silomikron kon-
santrasyonlarinin daha belirgin ol-
masina, in vitro lipemi g¢aligmasinda
ise lipidlerin 6zellikle silomikronlarin
siispansiyon halinde bulunmasina,
lipid fraksiyonu farkliliklarina baglh
olarak 151k kirilmast miktarinin daha
az olmasma bagl oldugu deger-
lendirilmigtir. Bu bulgular diger galig-
malar ile benzerlik gostermesine rag-
men, Topkaya ve ark.nin ¢aligmasi ile
kismen ¢elismektedir; s6z konusu
farkliligin olasilikla farkli analizor,
reaktif ve analitik yontemler kulla-
nimindan ileri gelebilecegi deger-
lendirilmigtir (3,14,20).

Bu ¢aligmada, eliminasyon iglem-
lerinden sonra genel olarak analitik
6l¢timlerin  hepsinin yapilabildigi,
ger¢ek degerlerine yaklagtign ve kabul
edilebilir klinik degerler igerisinde
oldugu tespit edildi (Tablo II).

Degisik aragtirmacilar LDH 6l-
¢imlerinde lipidlerin ¢oktiiriilmesi
esasli uygulamalarin ultrasantrifii-
jasyon kadar etkili oldugunu, ancak
yine de bu yontem sonrast GGT
aktivite 6l¢tim sonuglarinin lipemiye
bagli nedenlerle gergek degerin altin-
da bulundugunu géstermislerdir (19-
21). Topkaya ve ark. amilaz ve LDH
disinda kalan testler igin etkili bir
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diizelme saglayamadiklarini bildir-
mektedirler (14). Bu calismadaki in
vitro lipemi calismasinda CCl, eks-
traksiyonu sonucunda GGT ve LDH
Ol¢timlerinin, dilisyon sonrasi CK,
LDH, GGT degerlerinin, Lipo-
Clear® uygulamasi sonrasinda AST,
ALT, GGT ve ALP degerlerinin yak-
lagik %5-10 azaldig1 saptanmusg, ancak
bu sonuclarin kabul edilebilir sinir-
larda oldugu degerlendirilmistir. Bu-
nunla birlikte bu degisimlerin, nor-
mal smirlar icerisindeki orneklerde
6nemli olabilecegi, ancak enzim akti-
vitesi yitksek bulunanlarda 6nemli ol-
mayaca@1 degerlendirilmistir.

Cesitli aragtirmacilar yaptiklan
galigmalarda iyon selektif elektrodlar
ile yapilan sodyum ve potasyum ol-
¢limlerinde lipemiden etkilenmenin
%10'un altinda kaldigimmi bildirmis,
kloriir dl¢timlerinde ise yaklagik %10
negatif interferans bulundugunu
rapor etmiglerdir (14,15,22). Iyon
selektif elektrodlarla yapilan elektrolit
Sl¢timleri, analiz 6ncesinde seyreltme
gerekmediginden lipemiden daha az
etkileniyor olabilir (19,22). Elektrolit
Olgtimlerinde kabul edilme siniri,
diger testlerden 6nemli farkliliklar
gosterir. CLIA 88 kriterleri, sodyum
icin toplam izin verilen hatay1 4
mmol/L olarak belirlemistir. Bu kri-
ter goz onitine alinarak sodyum kon-
santrasyonu i¢in dogal lipemiden et-
kilenme oraninin 4 mmol/L'nin altin-
da bulundugu tespit edilmistir. LV
soliisyonu igerisinde sodyum ve po-
tasyum bulundugundan invitro lipe-
mi caligsmast kapsaminda elektrolitler
degerlendirilememistir.

Degisik aragtirmacilara benzer
olarak bu galigmada, ultrasantrifijas-
yon, ckstraksiyon, LipoClear® ve di-
liisyon yontemlerinin dogal lipemik
serumlarda elektrolit 6lgiimlerinde
lipemiden kaynaklanan hatalar1 gider-
mede etkin oldugu tespit edilmigtir
(14).

Farkli aragtirmacilar 6zellikle 340
nm'de yapilan kinetik &lgiimlerin

lipemiden negatif yonde etkilendigini
gostermiglerdir (3,14,18). Bu dalga
boyu, lipeminin en fazla interferansa
neden oldugu dalga boyunu temsil
eder. Ayrica, okumalarin goriinir
bolgede yapilmasina ve 6rnek korii-
niin bulunmasina ragmen, konjuge
ve total bilirubin 6l¢timlerinin lipe-
miden fazla etkilendikleri ortaya kon-
mustur. Bunun, ardisgik iki 6l¢iim
arasindaki ¢ok az miktardaki absor-
bans farkinin (A absorbans) biytik
6nem tagidigi analiz tiirlerinde dogal
bir siire¢ olarak ortaya ciktigi deger-
lendirilmektedir. Bu cergevede total
protein ve albiimin Ol¢iimleri sira-
sindaki ardigik absorbans farklarinin
(A absorbans) ¢ok biiyiik olmasi ve
ol¢iim esnasinda diliisyon katsayi-
sinin yiiksek olmasi nedenlerine baglt
olarak lipemi interferansinin goril-
mesi olagan degildir. (14). Bu ¢alis-
madaki dogal lipemik 6rnekler gru-
bundaki serumlarin %50'sinin iire
miktarlar1 da, Slgiim amaciyla UV
araliktaki dalga boyu kullanildigindan
saptanamamustir. Ayrica albtimin dii-
zeylerinin  gercek degerden daha
disiik olarak tespit ediliyor olmasina
ragmen, bu degisimin klinik agidan
onem tagtyacak miktarda olmadig
goriillmiigtiir; lipemik érneklerde to-
tal protein dl¢timlerinde de albiimine
benzer ve Snemsiz diizeydeki azal-
manin bulundugu gériilmistiir.
Olympus AU600 cihazi, bikro-
matik 6lgim Ozelligine sahip bir
biyokimya otoanalizorii olmasina rag-
men bazi belirli testlerde lipemi in-
terferansint engellemekte yeterli ol-
mayabilir. Ozellikle lipemi 151k sagi-
lim1 nedeniyle taban absorbansinda
artiga yol agtigindan, bu durumlarda
ornek kori kullanilarak lipemi inter-
feranst azaltilabilir (23). Interferanst
onlemede kullanilan diger bir yol, 6r-
negin seyreltilmesi olabilir. Bu ¢alig-
mada da seyreltme yonteminin koles-
terol ve bilirubinler testleri diginda
olusan degisimlerin ihmal edilebilir
sinirlarda oldugu tespit edilmistir.
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Caligmamizda ultrasantrifiijasyon,
ekstraksiyon, diltisyon ve LipoClear®
uygulamalarinin sonuclart birbirle-
rine yakin etkinlik gosterdi. Ornek-
lere herhangi bir madde katilma-
digindan, ultrasantrifiijasyon yonte-
mi en ideal yaklagim olarak kabul edi-
lebilir. Ancak, ultrasantrifiijler pahali
cihazlardir ve klinik laboratuvarlarin
¢ogunda bulunmasi beklenmez; bu
amagla daha ucuz ve kullanilmasi
daha kolay olan ekstraksiyon ve Lipo-
Clear® yontemlerinin kullanilmas:
onerilebilir. Ekstraksiyon i¢in Lipo-
sol® ve Frigen® gibi ticari organik
cozeltiler piyasaya stiriilmistiir. Bu
iirtinlerden Frigen'in igeriginde trik-
loroflorometan bulunur (24). Orga-
nik ¢oziicti (Liposol®) ckstraksiyo-
nunun sodyum, potasyum, kloriir,
kalsiyum, bilirubin, ALT ve LDH
Olgtimlerinde kullanilmamas: gerek-
tigi belirtilmektedir. Bizim galigma-
mizda yapisal olarak triklorofloro-
metana benzemesi nedeniyle CCI,
ekstraksiyonu kullanmilmig ve olduk-
¢a bagarili sonuclar elde edilmistir.

Sonug olarak, ultrasantrifiijasyon,
LipoClear®, CCI, ve diliisyon kulla-
nilarak lipemi eliminasyon girisim-
lerinin degisik oranlarda ve segicilik-
lerde olmak tizere lipemi interferan-
sin1 6nlemede etkili oldugu bulundu.
Bu cercevede klinik laboratuvar
uygulamalarinda ilk basamakta yapil-
mast uygun olan teknigin maliyet
artigl getirmeyen "6rnek diliisyonu”
teknigi oldugu degerlendirildi. CCI,
ve LipoClear® ckstraksiyon teknik-
leri ile temel olarak GGT haricindeki
Olgtimler i¢in uygundur ve her ikisi
de ultrasanrifiijasyon sonrast degerler
ile uyumludur. Ancak, ultrasantrifii
teknigi pahalidir ve her tip klinik la-
boratuvar i¢in uygun degildir. CCI,
ckstraksiyonu ve diltisyon teknikle-
rinin her laboratuvarda bulunabilecek
aletlerle yapilabilecek uygun yontem-
ler oldugu degerlendirilmistir.
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