Istanbul Tip Dergisi-2009-3, 150-155

Analiz Oncesi Degiskenlerin Test Sonuclarina Etkisi

Hale ARAL

OZET

Laboratuvar verileri rutin olarak sayisal olup, testlerin belirsizligi
konusunda yorumu icermez. Referans araliklarimin belirlenmesi ve
biyolojik degiskenligin degerlendirilmesi belli diizeyde islemlerle ge-
listirilmelidir, bu uygulamalar zaman alict ve pahali olup her labo-
ratuvarda uygulanmasi kolay olmayabilir. Bu derlememizde preana-
litik degigkenlerin laboratuvar sonuglarina etkisi gozden gecirildi.
Anahtar Kelimeler: Laboratuvar yonetimi, intelferans, Lipemi, La-
boratuvar tibbr.

SUMMARY

Influnce of Preanalytical Variables on Test Results

Abstract: Laboratory data are routinely expressed numerically wit-
hout comments on their uncertainty. The estimation of reference li-
mits, and the evaluation of biological variability need to be improved
at the level of procedures, which are currently too long and too ex-
pensive and not feasible easily for all laboratories. In this study inf-
luence of preanalytical variables on laboratory results were revi-
ewed.

Key Words: Laboratory management, Interference, Lipemi, Labora-
tory medicine.

GIRIS

Bir test parametresi birgok amagla kullanilabilir; grup tara-
masl, hastalik tanisinin konulmast ya da belirli zaman aralik-
lariyla takip edilmesi, prognozun belirlenmesi gibi. Fizyolo-
jik, patolojik, homeostatik degigimler bir yana, hastaligin ge-
rilemesi veya ilerlemesi, taninin dogrulugu, tedavinin yeterli-
ligi veya bu konudaki yanilmalar bu degisimlerle agiklanir
(1). Elde ettigimiz laboratuvar verileri bir ¢ok degiskenden
etkilenebilmektedir, hatta kars1 karsiya kaldigimiz bu degis-
kenlerden bazismin farkina varamiyor ya da kontrol altina
alamiyor olabiliriz.

Hastalardan alinan tokluk kanlarinda yasanan analitik in-
terferanslar ve buna bagl reddedilen numuneler nedeniyle
zaman, ig giicii ve sarf malzemesi kaybiyla olugan maliyet ar-
tis1 gozlenmekte ve sonuglarin giivenilirligi zayiflamaktadir.
Bu yaziy1 hazirlamakla; klinik-laboratuvar is birligi kapsa-
minda daha verimli, daha dogru uygulamalara yonelik bilgi
ve birikimlerimizi aktarmay1 amagcladik.

Bazi 6nemli kavramlari agilimi yapilarak konunun daha
iyi anlagilmast amaglanmaktadur:

REFERANS ARALIGI, Hastanin hastalik durumuna ilis-
kin dogru bilginin elde edilmesi ya da saglik diizeyinin belir-
lenmesi i¢in referans verilerle karsilastirma yapilir. Referans
bireylerde gozlem ve dlgiimlerde elde edilen degerler bir da-
gilim olusturacaktir ve bu dagilim istatistiksel olarak incele-
nir. Test sonucu olarak verilen degerlerin, referans aralig1
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icinde veya diginda olmasi o testin saglikli veya hasta top-
lumlar birbirinden ne kadar ayirt edebildigine baghdir. Sayi-
sal verilerde gozlenen artma ya da azalma, referans araliginin
icinde bile kalsa, anlamli olup, erken ya da ge¢ dénem bir
hastaligin belirtisi olabilir. Her hastalig1 olan kisinin degeri-
nin normal araligin diginda olmas1 gerekmedigi gibi, hasta ol-
mayan her sahsin degerinin de normal sinirlar icinde olmasi
gerekmez (1-3). Bir testin belli bir birey icin normal degeri-
nin ne oldugu o test o kisiye daha 6nce uygulanmamugsa bili-
nemez. "Bireyin kendi normali" sagliklt dsneminde elde edil-
mis deger olup, hayati boyunca alian 6rneklerin test sonug-
lar1 da bir dagilim olusturacaktir (buna preanalitik faktorlerin
de etki etmesiyle dagilim saga, sola kayabilir). Schiitz, bir ca-
lismasinda bu problemi degisik bir agidan da olsa oldukga iyi
ifade etmektedir; "hasta kisiyi ayirt etmek saglikli bireyi bul-
maktan daha kolaydir" (4).

Tiim laboratuvarlarin, kalite spesifikasyonlarini olusturma-
s1, referans degisim degerlerini ve delta check degerlerini be-
lirlemesi ve kullanilabilir referans degerlerini olusturmasi
onerilir (1,5). Laboratuvar akreditasyon organizasyonlari ve
(bizim digimizda) bazi iilkelerde resmi izin makamlarma g6-
re, her laboratuvarin her metot icin kendi referans araligini
belirlemesi ve oturtmast gerekir. Bunun i¢in uygun Kisinin se-
cilme kriterlerinin, 6rnek toplama ve analiz kosullarimnimn, me-
tot se¢iminin belirlenmesi ve referans araliginin dogrulanma-
s1 (validation of reference intervals) gereklidir.

BIYOLOJIK DEGISKENLIK (VARYASYON), yasam
siiresi boyunca ritmik degisimler ve analit dlgtimlerinin bir
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homeostatik deger etrafindaki rastlantisal degisimleri biyolo-
jik varyasyonu olusturur (bireysel biyolojik varyasyon, birey-
ler-aras1 biyolojik varyasyon).

Tiim biyolojik sistemlerin homeostatik kontrol altinda de-
gisimi yasadif1 diisiincesiyle gelistirilen biyolojik varyasyon
modellerinden biri "homeostatik model"dir (6). Ayrintili ola-
rak baktigimizda birgok analitte gozledigimiz kiiciik degisim-
lerin, klinik anlam1 olmayacaktir. Bir homeostatik degerin et-
rafinda farkli 6l¢timlerin elde edilisi, random varyasyon (rast-
lantisal, ongoriilemeyen) olarak bilinir; ayn1 bireyde gozlen-
diginde bireysel (within-subject / intra-individual) biyolojik
varyasyon (CVw, CVi) olarak tammlanir. Bu dl¢iimler, refe-
rans araligimin kiiciik bir kisminda salinim gosterir, bunlarin
belirledigi homeostatik deger referans araliginin alt veya tist
sinirlarma yakin olabilecegi gibi, referans aralifinda ortalama
degere de denk gelebilir, bu bireyin cinsiyet ve kas kitlesine
gore degisir. Birden fazla bireyle yaptigimiz calismada farkli
olciimlerin belirledigi homeostatik degerler arasindaki farkli-
lik, bireylerarast (between-subject / inter-individual) biyolo-
jik varyasyon (CVb, CVg) olarak bilinir. Biyolojik varyas-
yonla ilgili veriler tiretilmesi, zaman ayrilmasi ve belirli ana-
litik ve istatistiksel deneyim gerektiren bir durumdur. Her la-
boratuvarin kendisinin biyolojik varyasyon verileri elde et-
mesinin geregi yoktur. Preanalitik faktorler kontrol altina
alindiginda ve analitik varyasyon en aza indirgenebildiginde,
bireysel biyolojik varyasyon (CVw) ve bireyler arasi biyolo-
jik varyasyon (CVb) verilerini saptayabilme olanagi olusa-
caktir.

PREANALITIK EVRE, klinisyenin hangi testleri isteye-
cegini diisindiigii an baglar ve hasta numunesinin analizin
gerceklesecegi cihaza girdigi an biter. Laboratuvarin dogru
ve etkin kullanimu i¢in her seyden 6nce hastanin klinigine uy-
gun test seciminin yapilmasi gerekmektedir. Test istem for-
munun tam ve dogru olarak doldurulmasindan, hastanin ha-
zirlanmasi, 6rnek alimmnin yeri ve sekli, numunenin tanim-
lanmasi/kaydi, ulastirilmasi, santrifiigasyonu, saklanmasi ve
analizine kadarki tiim islemlerde olas1 degigkenlerin sonugla-
11 hakkinda yeterli bilgiye sahip olunmalidir (Tablo-1). Pre-
analitik fazin 6nemine gerek literatiirde gerek ECCLS ve
NCCLS gibi bilimsel organizasyonlar tarafindan dikkat ce-
kilmigtir (7). Test istemi yaparken hastanin 6zge¢misine yo-
nelik bilgi edinilmesi ve bu bilgilerin hasta sonug¢ raporunda
belirtilmesi gerekebilir. Sadece acil hasta 6rneklerinin alimin-
da, tan1 ve tedavinin aciliyeti nedeniyle, belli preanalitik fak-
torler agisindan titizlik gosterilmesi zaman kaybir olmayacak
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bicimde ayarlanmalidir. Preanalitik degiskenler icin, kabul
edilebilir referans degerleriyle kiyaslanabilecek degisim yiiz-
desine yonelik kilavuz yoktur (8).

Hastaneye yatan kisilere bircok ilag verilir. Viicut sivilari-
nin kompozisyonlarindan kaynaklanan etkiler, uzun siireli
yiiksek doz coklu ilag aliminda, tek doz ila¢ alinmasina gore
daha yiiksek oranda yansir. Bir ¢ok ilag laboratuvar analizle-
rini ¢esitli basamaklarda etkiler. Hangi ilacin hangi analizi ne
sekilde etkiledigi konusunda halen calismalar devam etmek-
tedir. Intramuskuler enjeksiyon, serumda bircok enzim diize-
yini yiikseltir ve giinlerce yiiksek kalmasina neden olur. Kan
transfiizyonu sonrasi serum total protein, demir, LDH, potas-
yum diizeylerinde oynamalar gozlenir (9).

Aclik

Gebelik

Laktasyon

Obezite

Postiir

Hastanede yatig siiresi

Egzersiz

Uzamus aghik

Beslenme durumu

Emosyonel durum
Kafein/sigara/alkol/ilag/oral kontraseptif kullanimi
Turnike siiresi

Intravenoz siviyla kontaminasyon

Yakin zamanda transfiizyon/ameliyat hikayesi
Diger diagnostik ve terapotik uygulamalar

Mevecut hastalik siirecinin dogast ve siiresi gibi faktorler

Tablo-1: Hastadan kaynaklanan analiz éncesi degiskenler

A. Hastanmin Hazirlanmasi:

Hastaya aglik durumunda kan 6rnegi alinacagi bildirilmeli-
dir. Aclik, numunenin alimi ve laboratuvar ig-akiginin stan-
dardizasyonunu saglamak i¢in istenen bir durumdur. ‘Aclik’
terimi ile gida, kahve, kola, cay, meyva suyu, kullanilan ilag-
lar, aligkanlik yapict madde (6rnegin, sigara) kullanimina bir
siire ara vermek gibi bir grup kosul tanimlanmak istenir. Ca-
lisilan testlerden azami yarar elde etmek icin, bu kosulun tii-
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miine uymak gerekir. Yiyeceklerin ve i¢eceklerin icerdikleri
maddelerin miktarlarina bagli olarak kan tablosu etkilenecek-
tir. Diyet nedeniyle bir¢ok analit icin laboratuvar testlerinde
olusan degisikliklerin cogu gecici ve kolay kontrol altina ali-
nabilen degisikliklerdir. Yiyecek alimiyla emilim sonu, 6zel-
likle glukoz ve trigliserit gibi maddelerin konsantrasyonunda
arti olacaktir. Yapilan referans araligi calismalari referans bi-
reylerin aksamki son yemekten en az 10-12 saat sonra sabah-
leyin a¢lik durumlarinda alinmis kan 6rneklerinde gercekles-
tirilmektedir; dolayisiyla hastalarin aglik kanlarinin alinmasi
durumunda hasta sonug¢ raporlarinda yazili olan referans de-
gerleri gecerlidir. Hastalarin kan ©rnegi verecegi zaman,

o

"tokluk kan sekeri", "glukoz giiniin herhangi bir saatinde"
testleri haricinde tiim testler icin barkod almadan 6nce aglik
durumunda olmalart konusunda ilgili hekimler ve diger yar-
dimcr saglik calisanlari tarafindan bilgilendirilmeleri / yon-

lendirilmeleri gerekmektedir.

Lipeminin siklikla hastaliktan kaynaklanan nedenleri; di-
yabetes mellitus, etanol kullanimi, kronik bobrek yetmezligi,
hipotiroidizm, pankreatit, multiple myeloma, primer biliyer
siroz, SLE, total paranteral beslenme ve bazi ilaglarin kulla-
nilmasidir (10).

Lipemik 6rnekler tic mekanizma ile interferans olustururlar (11);

+ Ol¢iimde kullanilan 15181 dagilmast (light scattering) ve-
ya bulaniklik,

* Vizkozitenin (su-olmayan fazin) artmast,
« Polar, polar-olmayan kisimlarin ayrigmast.

Birinci mekanizma, serumda siispansiyon halinde bulunan
biiyiik lipoprotein molekiilleri bulanikliga neden olur. Lipemi
15181n gegirgenligine dayal: tiim yontemlerde interferansa ne-
den olabilir. Fotometrik 6lciimlerde kullanilan reaktiflere ve
dalga-boylarma, lipoproteinlerin biiyiikliiklerine bagl olarak
gelen 15181n dagilmasina yol acarak, yalanci yiiksek veya dii-
stik sonuglara neden olur (10). Pihtilagma stiresinin optik sis-
temlerle olciildiigii yontemlere de etkisi gozlenmigtir (12).

Hemoliz ve saritligin, calisma yontemleri iizerindeki inter-
ferans etkisi arastirilirken hemoglobin ve bilirubin ilave edi-
lerek benzer numunelerin hazirlanmast miimkiin oldugu hal-
de, lipemik 6rneklerin olusturulmast igin uygun materyal bu-
lunmamaktadir. Bu amagla kullanilan Intralipid ilave edilmis
numunelerin, lipemik numunelere tam benzemedigi gosteril-
mistir. Lipemik hasta numunelerinde testin ¢alisma yontemi-
ne Ozel interferans goriilmesi, reaktiflerde bulunan makromo-
lekiilerin karmagik yapisina veya kitlerde bulunan deterjana
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(lipit pargaciklart iizerinde siirfaktan etkisi yapan) baglanmis-
tir (13).

Serumda bulunan parcaciklarin ¢apt (6rnegin, 100 nm),
dalga-boyunun (400 nm) dortte birini gectiginde sapma bas-
lar. VLDL ve silomikronlar bulanikliga neden olur. VLDL ii¢
sinif biiyiikliikte gozlenir: kiigiik (27-35 nm), orta (35-60 nm)
ve biiyiik (60-200 nm). Sadece orta ve biiyiik olanlar 1518
dagilmasina yol agar. Insiilin direnci ve diyabet varliginda
VLDL artigtyla birlikte lipemi gozlenebilir. Silomikronlar he-
terojen grup olustururlar; molekiil biiyiikliikleri 70-1000 nm
arasinda degisir. Intralipid iceriginde ise parcaciklarin biiyiik-
ligii 200-600 nm arasinda degisir (10).

Lipemik 6rnekle karsilagildiginda ¢cogu laboratuvarda trig-
liserit diizeyi olciilerek analiz sonucunun giivenilir olup ol-
mayacagina karar verilir. Bu davranisin nedeni, iireticinin kit
prospektiisiindeki verilerdir. Ancak trigliserit konsantrasyonu
ile bulaniklik arasindaki iliskinin degisken olabilecegi ve de-
giskenligin derecesi hakkinda yorum yapilamayacagi; bula-
nikligin objektif olarak dl¢iimiinde lipemi indeksinin kullani-
labilecegi ve olusan interferansin degerlendirilmesi gerektigi
bildirilmektedir (11).

Ultrasantrifiigasyon sonrasi total kolesterol ve HDL-koles-
terol sonuglarinda diisiis gézlenmesiyle lipeminin interferans
etkisi gosterilmistir (14). Bulanikligin, tiim ‘kolesterol oksi-
daz’ eldesinde kullanilan kaynaklar nedeniyle, belirgin dere-
cede lipeminin reaksiyon kiivetindeki karigimin yiizeyinde
konkav yiizey olusturmasi ve kullanilan optik sistemdeki 151k
yolunun yoniine (vertikal) bagl olarak interferansa yol agabi-
lecegi anlagilmustir (15).

Ikinci mekanizma, plazma su fraksiyonunu degistiren hipert-
rigliseridemide serum vizkositesi artar, bu durumda indirekt
ISE yonteminde "elektrolit diizeylerini eksik lgme" (electroly-
te exclusion effect, volume displacement effect), sorunu olmak-
tadir (16). Direkt ISE yontemle 6l¢timler bu durumdan etkilen-
mezken, indirek yontemler bu etkiye hassastir (17).

Uciincii mekanizma, analite 6zgii olup rutin biyokimya
analizorlerinde siklikla karsilagilan bir durum degildir.

B. Ornek Aliminin Yeri ve Sekli:

Hasta numunesinde hemoliz olusumuna yol acan nedenler
iyi bilinmeli, miimkiin oldugunca kan alirken bu konuda titiz
olunmalidir. Hemoliz sonucu, ¢alisilan drnegin hemoglobin-
le kontaminasyonu durumunda, kolorimetrik reaksiyon izle-
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nirken belirgin interferans goriiliir. Siddetli hemoliz, eritrosit
icinde plazmadan diisiik oranda bulunan bilesiklere seyreltici
bir etki yapar. Ayrica eritrositlerde yiiksek konsantrasyonlar-
da bulunan bilesikler de serum veya plazma diizeyini belirgin
olarak degistirir (LDH, potasyum, magnezyum, fosfat, gibi),
ilaveten laboratuvarda kullamlan analitik sitemle ilgili enzim
veya aktivatorlere etkisiyle interferansa neden olur (9).

Kan sayimi, sedimantasyon, Hemoglobin Alc, PT, APTT,
fibrinojen, D-dimer gibi testler i¢in kullamilan antikoagiilan
iceren tiiplerin tam olarak alt-iist edilmesi gerekir. CLSI H21-
A5 kilavuzu incelendiginde (18); kullanilan antikoagiilanin
ozellikleri, tiipiin icindeki kan/antikoagiilan orani, antikoagii-
lanlt tiipiin karistirilmasinin 6nem tasidigi goriiliir. Antikoagii-
lanla 6rnegin tam olarak karistigindan emin olmak icin anti-
koagiilan iceren tiiplerin 3 ila 6 kez tam olarak (yavasca) alt-
iist edilmesi gerektigi bildirilmektedir (siddetli ¢calkalama he-
molize ve/veya trombosit aktivasyonuna neden olabilecegin-
den hatal1 sonuglara yol acabilir). Laboratuvar disindaki pre-
analitik islemlerin titizlikle takibi ve kan alan elemanlarin bu
istenmeyen degiskenlik konusunda siirekli egitimi onerilir.

Bir hemsirenin giinde (yaklasik 4-5 saat icerisinde) en az
60-70 hastadan kan 6rnegi almak zorunda kaldig1 merkezi
kan alma iinitemizde retrospektif olarak yaptigimiz bir calis-
mada, laboratuvara gelen piht1 nedeniyle reddedilen numune
oranmn azaldig1 gozlenmistir. Ayrica PT, APTT, fibrinojen
ve D-dimer 6l¢iimlerinde klinik uyumsuzluk seklinde labora-
tuvarimiza geri doniisler azalmugtir.

Damar yolu agik olan ekstremiteden kan drnegi alinmama-
lidir. Damar yoluyla (glukoz, ilag, elektrolit vb. iceren) sivi
verilirken, ayni taraftan turnike ile alinan kan 6rneginde si-
viyla kontaminasyon riski vardir. En sik goriileni, verilen si-
vinin igeriginde var olan (6rnegin, potasyum) maddelerin 6l-
ciimii sirasinda kan 6rnegi diizeylerinde keskin bir ytiksekli-
gin gozlenmesidir (9).

C. Numunenin Dogru Tanimlanmasi / Kaydedilmesi:

Hasta numunesinin dogru tanimlanmasi amactiyla, hastanin
yanindan ayrilmadan once tiipiin etiketlenmesi karigikliklarin
ortaya ¢ikmasini onler. Kan almayla ilgili talimatlarda belir-
tildigi gibi numune alindiktan sonra tiipe barkod yapistirilma-
s1 strasinda hastanin ad1 sorularak ve tanimlayic bileklik go-
riilerek etiket bilgileri dogrulanmalidir; bu konuda dikkatli
davranilmali gereken 6zen gosterilmelidir. Tiipe barkod ya-
pistirilmasinin hastanin yaninda degil de; dnceden tiipler ha-
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zirlanirken veya kani alip hastadan uzaklastiktan, calisma
masasina geldikten sonra yapistirilmast numunelerin dogru
tanimlanmasini riske atan en 6nemli hata kaynagidir. Karigik-
lik olmas1 durumunda yanlis tami, yanhs tedavi ve yanhs kan
transfiizyonu gibi hastanin hayatimi tehdit eden sorunlarla
karsilagilabilmektedir.

Barkodun tiipe diizgiin yapistirilmamasi durumunda ise,
analizorlerin okumamasi nedeniyle, teknisyen tekrar barkod
yazdirmak durumunda kalmakta bu ise is giicii ve zaman kay-
bina yol agmaktadir, dolayisiyla laboratuvar sonuclari gecike-
bilmektedir. Barkodun laboratuvarda tekrar basilmig olmasi-
nin diger bir sakincasi, tetkik sonucunu elde etme siiresinin
gerceginden sapmasidir; ¢linkii barkod yazdirma saati, ‘nu-
munenin alindig1 zaman’ olarak tanimlamaktay1z.

D. Numunenin ulagtirilmasi / Hazirlayic 6n iglemler:

Laboratuvara numunenin ulastirilmasinda kullanilan pné-
motik sistemin baglantt yerlerinin bicimi, numunelerin trans-
fer hiz1 ve laboratuvarda karsilanista hiz kesici mekanizma-
nin bulunmamasi nedeniyle sarsinttya bagli olusabilecek pro-
tein denaturasyonu ve trombosit aktivasyonun, hastalarda ko-
agiilasyon test sonuglarinin yaniltict olmasina yol agabilecegi
bildirilmistir (18). Ayrica pnomotik sistemle gelen numune-
lerde gozle goriiliir hemoliz fark edilmedigi halde laktat de-
hidrogenaz (LDH) aktivitesinde artig gozlenmistir. Tiipleri
darbelerden koruyucu mekanizmalar ve laboratuvar istasyo-
nuna varista hiz kesici olarak tasarlanmig sistemlerin kullani-
m1 LDH yiiksekligini 6nleyebilir. Tiipteki jelin de bu trans-
port sirasinda koruyucu olabilecegi ileri siiriilmektedir. Se-
rum potasyum, demir, magnezyum ve iirat diizeyleri gibi pa-
rametreler de hemolizden etkilenebilir. Kullanicinin bunu
fark etmesinin ve diizeltici faaliyette bulunmasinin aylar ala-
bilecegi bildirilmistir. Pnomotik sistemin kullaniminin &neril-
medigi diger parametreler BOS’ta hemoglobin diizeyi (olas1
kirmuzi kiire yikimi nedeniyle), 16semili hastalarda potasyum
diizeyi (olas1 beyaz kiire yikimi nedeniyle), kan gazlari (ola-
s1 PO2 artis1 veya PCO2 azalmasi nedeniyle) calismalaridir
(19). Uygunsuz numunenin reddedilmesi konusunda egitim
verilmesi, dogru uygulamanin yerlestirilmesi ve numune red-
diyle ilgili kayitlarin incelenerek gerekli tedbirlerin alinmasi
cok onemlidir (20).

Analiz icin hiicrelerden olabildigince armmig serum ya da
plazma 6rnegi tercih edilir. Ancak test i¢in Onerilene uygun
hizda santrifiij kullanim1 ve gerekirse durdururken frenleme
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yapilmamasi, santrifiij sirasinda olusan mekanik sarsintiy1
g0z ard1 etmemek gerekir. Dondurulup ¢oziilen numunelerin
karistirllarak homojenizasyonu saglanmalidir (18).

Laboratuvar verimliliginin degerlendirilmesinde test so-
nuglarmin hastaya dogrudan ya da dolayl etkisinin, klinik
verimliliginin degerlendirilmesi zordur. Laboratuvar sonugla-
rinin optimal ve akilel kullanilmamasi nedeniyle, morbidite-
de artis, hasta kalig siiresinin uzamasi, alinan saghk hizmeti-
nin artan maliyeti ile karsilagiriz. Analiz dncesi evreyi olustu-
ran sartlarin iyilestirilmesi ve klinik-laboratuvar iletisiminin
optimal diizeyde tutulmasi laboratuvarlarin yararliligini, gii-
venilirligini, etkinligini arttirmada son derece Onemlidir.
(21,22).
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