Klinik Laboratuvarlarda
Interferanslar

Prof.Dr.Sabahattin MUHTAROGLU

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi



Medikal laboratuvarlar

Klinik medikal kararlarin %70’
laboratuvar testlerine dayanmaktadir.

4 Tani A
Konfirmasyon
Izlem
\_ Tedavi )

ABD de yillik yaklasik bir milyar test
yapilmaktadir .Biritish Columbia(kanada) eyalet

saglik butcesinin %5-7 olusturmaktadir.

Michael Noble POLOM2011




Raporlanan Sonuclarin klinik kararlara etkisi

Bir lab_hatasi, “hasta yonetimi uzerinde
gercek veya potansiyel negatif etki” olarak
tanimlanabilir

Tum laboratuvarlar, analitik kalitenin
gelistirilmesi icin istatistiksel kalite kontrol
prosedtrlerinden yararlanmaktadir

Ancak , klinik lab kalite standartlari ve hata
tespit oranlarl hala endustriyel kalite
standartlarinin altindadir.




Onemli laboratuvar hatasi

Significant laboratory Errors(SLE)

Significant Errors

Onemli gecikme veya rahatsizlik,
tedavi veya sonuc¢ hatasi

Literatur ortalamasi
5000 ornekte 1-3




Analiz metodunun dogrulugu

Olciilen degerin gercek
degere yakinhgi ile
ifade edilir.

Gercek degerle olculen
deger arasindaki fark,
hata (bias) olarak
tanimlanir.

Observed

XIXDAXIX] (X
235 940 245 95 255 959 265
+—>

Bias



Onemli laboratuvar hatasi

Birlesik devletlerde
Bir yilda 600.000 SLE

Biritish Columbia
Bir yilda 6.000

SLE asaqidaki durumlarda daha yaygindir
Kucuk laboratuvarlar

Manuel laboratuvarlar

Kontrol edilmeyen laboratuvarlar




Significant Errors are the
tip of the iceberg

* Factors directly associated with total error
— Number of Personnel
— Complexity of Laboratory
— Distribution of Laboratory

t

Si

— Note:

“Significant “is a clinical
definition.

“Negligible” errors
still consume laboratory = -
time for remediation I nv I S I h I E

and correction




« Visible errors
Significant and Negligible
Errors are.

nt

* Invisible errors

— An unreported error is an
invisible error.

— Maost test results are normal or
near normal.

* Normal contaminated with
normal is still normal.

* The wrong patient’s normal is

I nv iS ihl e still normal.

= Delayed normal is still normnal.

* Inwvisible errors can become
visible with costiy conseguence.



Tibbi karar/maliyet

 lab hatalarinin %12'nin hatali tibbi kararlara yol
actigi, hatali sonuclarin %75'nin referans aralik
icerisinde oldugu ve sonuglarin %12.5'inin hatali

oldugu bulunmustur.(Klin Biochem Metab 1995;3,131-
140)

* Lab hatalarinin %74’unde hasta sonuclarinin
etkilenmedigi ve %19’'unda maliyetin arttigi
ve/veya daha fazla arastirmanin gerektigi
bulunmustur.

« Lab hatalarinin %6.4’Unun hastaya uygun
olmayan bakim verilmesine veya tedavide uygun
olmayan degisikliklerin yapilmasina neden oldugu
yorumu yapilmigtir.(Clin Chem 1997;43,1348-1351)




KLINIK BULGULARI DOGRULAMAYAN
LABORATUVAR SONUGCLARI GECERSIZDIR.”

- kalite ve sorumluluk yoniinden dikkatler analitik evre
uzerinde yogunlasmist, fakat hatalarin buyuk

bolimindn _preanalitik evrede olustugu
anlasiimaktadir.

Gelisen teknoloji ve bilgilenme sonucu bu evredeki
laboratuvar hatalari % 10 qgibi dusuk bir duzeye
Inmistir

« 1997 Clinical Chemistry’de yayimlanan
retrospesifik bir taramada U¢ aylik surede 40.490
hastaya rapor edilen testlerin 189’unda hata tespit
edilmistir.

« Hata kaynaklari incelendiginde bunun %10-13
kadarinda analitik, diger kisminin preanalitik
evrede oldugu gozlemlenmigtir.




Lab Hata Kaynaklarinin siniflandiriimasi

l.___ Numune (ornek) alinmadan onceki durumlar
ll.  Numune alinirken yapilabilen hatalar
| I | Numunenin laboratuvara ulastiriimasinda

yapilabilen hatalar

IV.Laboratuvarda analize hazirlanma sirasinda
yapilan hatalar

V. Analiz hatalari

V' | Sonucu rapor ederken yapilabilen hatalar
V I I. Donanim eksikliginin olusturdugu hatalar
VIl. Sonucu degerlendirme hatalari.
|X. Diyalog hatalari
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Fig. 2. Types and rates of error in the three stages of the laboratory testing process.
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Table 4. Types of preanalytical errors registered during the
year 2000 at the Laboratory of San Raffaele Hospital.
Mo. of missing results

Type of error
Hemolyzed sample
Insufficient sample
Incomect sample
Clotted sample
Incomect identification
Lack of signature (blood group)
Empty tube

Lack or wrong compilation of the
accompanying module

Sample not on ice
Tube broken in the centrifuge

Test not reserved
Urine not acidified

Open container

Module without signature
Urine volume not indicated
Total

Inpatients

494
3256
1824
a2
287
266

238
120

[k=
a7

31
24

20

14

D

15 503

Outpatients

256
102
289
a0
2

3

35

13

92




Table 2. Error frequency and types: a comparison between
data from 2006 and 1996.

Absolute frequency,

ppm
1996 2006
Total emors 4667 3092
Preanalytical 3186 1913
Analytical 617 464
Postanalytical 864 715

Relative frequency,
%
1996 2006
68.2 61.9
13.3 15.0

18.5 23.1




Examination Phase Error

L
) T:i*"i

o e

Sample Examination

.-..:-_ i : , - '..: |?.




TEEM COSTS

-2B8EEEBES

Pre-Exam

Exam Post-Exam L35 Directer




Analitik Hatanin Birgok nedeni Var

Numune hatalari  Personel
Yetersiz « Egitim
karistirma(silikon,  Dokumantasyon

antikoagulanlar)

« Mekaniksel

« g sistem
Kit ve Sarf malzeme « Data yonetim
Kontminasyon
Gecerlilik suresi Ortam
Capraz reaktivite Er—
Is1, nem

Uygunsuz tasima ve
depolama




analitik hata

 Bir analiz metodunun performansinin
degerlendirilmesi, bir bakima analitik
hatalarin arastirilmasi calismalaridir.

* Bunun icin cesitli deneyler yapilir:

* - Ard arda yapilan olgumler
(tekrarlanabilirlik deneyleri)

- Interferans deneylers

- Geri elde (geri kazanim, recovery)
deneyleri

* - Yontem karsilastirma deneyleri




Analitik duyarhlik (analitik

sensitivite)
s Analizi yapl lan Mg & Na Analysis - Fire-Resistant Material
- c 35
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Analitik ozgulluk (analitik spesifiklik)

Diger iliskili

substratlarla

etkilesmeden, asil

substrati olcme

yeteneqidir.

* Metodun
dogrulugu ile ilgili
bir parametredir.
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trom Heldenrieder et al. (2001), Clin Chem Lab Med 19 sp6-605

i} Figure 2: Analytical specificity: Titration of native
anti-histone antibodies to the normal immunoreagent.
With increasing concentration of native anti-histone
antibodies, the absorbance values decline dose-
dependently indicating that only complexes of DNA and
histones bound to peroxidase-labeled anti-DNA
antibodies and biotinylated anti-histone antibodies are
detected.



Interferans (girisim)

Bozucu etkenlerin etkisidir.
Interferans deneyleri,

sabit sistematik hata (CE) hakkinda bilgi saglar,
yontemin o0zqullugunde problem oldugunu
gosterir.

OlciimUni yapacagimiz analiti iceren 6rnege,
interferans olusturabilecegi ongorulen materyal
eklenir.

Ayni miktardaki ornege, materyalin eklendigi
miktardaki saf diluent eklenir.

Her iki ornek analiz edilir. Aradaki fark saptanir.




Interferanslar

Interfersns, bir madeninin veya bir prosesin —

olcum sonucunu degistirdigi zaman ortaya
cikar.

Bu da gereksiz ek testlerin yapilmasina,
yanlis tani ve tedavi uygulamalarina ve
hasta i¢in favori olmayan girdilere neden
olur.

En cok gerceklestirilen interferans
calismalari hemoliz, ikterus ve lipemi ile
lgill serum indeksleridir.

Ayrica paraproteinler de interferans
kaynagi olabilir




Interferasnslarin siniflandirilmasi

Interferanslar, endojen ve ekzojen olarak
siniflandirilir.

Endojen interferanslar, dogal olarak hasta
orneginde bulunan maddelerden kaynaklanir.
Bunlar dogal maddeler veya saglikla —ilgili
faktorlerdir;

hemoliz(hemoglobin veya diger maddeler)
bilirubin, lipidler, proteinler,

antibodiler(otoantibodiler, heterofil antibodiler),
asliri analit konsantrasyonu ve

capraz etkilesen maddeler, ornegin bikarbonatin,
ISE ile klor olgumune etkisi), ketonlarin Jaffe teknigi
lle kreatinine etkisi .




Ekzojen interferanslar

* Hasta orneginde dogal olarak bulunmayan
maddelerin etkisi sonucu meydana gelir,

bunlar arasina ilaclari( ana etken madden,
metabolitler ve katki(dolgu)lar,

- toksinler, herbal trunler, 1V sivilari, tedavide
kullanilan maddeler (Or. antlbodller digibind).

« Ayrica ornek toplama kablarindaki(tupler)icerik
ve

« kalite kontrol(QC) ve kalibretorlerine eklenen
prezervatifler ve

« 0Ornegi etkileyen islemler(Or transport, depolama
ve santrifigasyon) ve pihtilar(heparinli plazma da
sogutma sonrasi, yavas pihtilasan serumlar) ve

e caryover kontaminasyonu.




Interferansin metod veya analizor kaynakli
olabilecegini anlamak ¢ok onemlidir

. Pratik bir bakis olarak , interfersnlari test etmek icin
baslangic noktasinin ureticilerin metod
spesifikasyonlarindaki degerlendirmeleri_icermelidir

Gunumuzde kit prospektusleri , ureticiler tarafindan
yurutulen interferans calisma aciklamalarini
icermektedir.

 Literaturu referans alarak, gerekli materyalleri temin
etmek ve metod kurarak, interferansi test etme
yontemini planlamak dnemlidir.

« Tercihli olarak interferans calismasi, gercek
metodu taklit etmeli ve en az iki noktada artan
konsantrasyondaki interferanti test etmelidir, bir
tanesi karar noktasinda digeri ise yukselmis
analit konsantrasyonunda.




Hemoliz

Interferans belirlenmesi icin , hemolizat
hazirlanmasinda 3 temel motod vardir. Bu
metodlar, kirmizi ve beyaz kan hucrelerinin

parcalanmasi icin uygulanan fiziksel ve mekanik
tekniklerin farkliligindan kaynaklanir

Hemolizat hazirlama metodlari
Ozmotik sok.

Dondurmal//karstirma

Kirpma(coklu igne aspirasyonu)




Hemolizin interferans mekanizmasi

« Kkatki: intraseluler maddelerin salinmasi, or.K,
LDH, AST serum veya plazmadaki analit ile
birlikte olgulur.

« Spektral: 415,540, ve 57 dalga boyunda
hemoglobin belirgin olarak kuvvetli absorbans piki
gosteriri; Or ALP, GGT etkilebilir.

 Kimyasal; serbest hemoglobin veya ilgili analitin
diger hucresel icerikler, Or eritrositin adenilat
kinazi CK olcumunu etkiler.

« Dilusyonel: plazma veya serumdaki intaseluler
sivi kontaminasyonu, siddetli hemolizde goruldr,
Or.Na, Cl de.




Hemolizli ornekler ne zaman red edilmeli

* Her analit icin hemoliz cut-off degeri
belirlendiginde, bunun uzerindeki deqgerler
analiz icin uygun olmadigindan ornek red
edilebilir.

« Bazi analitik platformlarda, tayin edilebilen
en yuksek hemoliz limiti , cut-off’i
belirleyebilir

» (or. Bechman DxC600 ve DxC800
sistemlerinde 5g/dL)oysa digerlerinde lab
In belirledigi ust limite gore olur(Or Roche
Modular/integra sistemlerinde hemoglobin
konsantrasyonu 6 g/dL dir)




Ikterus

* Yuksek serum veya plazma konsantrasyonu
bilirubin absorbans pikine yakin olan 456nm de
spektral interferansa neden olabilir.

« Kimyasal interferans or. peroksidazla kataliz
edilen reaksiyonlarda da gorulebilir. Genis
kapsamali ¢calismalar, bilirubinin Jaffe metodu ile
kreatinin olgcumu ile ilgili olanlardir.

- Interferansin test edilmesi ticari bilirubin veya
hasta orneqgi ile yapilir.Test edilen en yuksek
bilirubin konsantrasyonu en az 500 pmol/L
olmalidir

« Sonuclar interferasns-free olarak bilinen metotlarla
karsilastiriimalidir Or.kromatografi veya tandem
kutle spektroskopisi




Lipemi

Interferans galismalari en zor yapilmaktadir.

Hemoglobin veya bilirubinden farkl olarak, lipit
interferansini taklit edecek uygun materyal bulmak zordur.

Intrallpld soya yadl, yumurta sarisi fosfolipidlerini ve
gliserin iceren yag emulsiyonu ticari olarak hem interferans
calismalarinda hem de absorbansa dayali lipemik
indeksin(LI) ayarlanmasinda kullantlir.

Bununla birlikte, hasta ornegindeki lipitler, intralipid den
cok komplekstir, bu yuzden hasta ornegindeki trigliserit
konsantrasyonu ile LI arasindaki iligski zayiftir.

Interferans mekanizmasi, i1sik sagiimasi nedeniyle or. enzimli
fotometrik metodlarda olgum hatalarina neden olur veya
lipidin neden oldugu sivi faz azalmasi ile volim kaymasi Or.
indrekt ISE metodlari.




Lipit interferanlarini uzaklastirma metodu

« Lipit interferans boyotunu o6lgmek icin, lipid konsantrasyonu
minimize etmek veya ortadan kaldirma mekanizmasi gereklidir.
Tercihli olarak, temizlenen ornekte final trigliserit
konsantrasyonu <15 mmol/L olmalidir.

 Aritma metotlari asaqgidakileri icermelidir:

« 1.Ultrasantrifigasyon(e.g.Airfuge). ~ yaklasik 15 dak, ~20 psi
hava basinci, ve 90.000 rpm

« 2.yuksek hizda santrifigasyon; ~ 13.000 rpm, veya daha yuksek
15 dak, interferant(teizlenmis asagidaki fraksiyon) yeni bir tupe
transfer edilir ve yeniden santrifuj

« 3. Lipit temizleyici ajan, or.lipoclear 1 kismi49 kisim ornek
seklinde kullanilir.

» 4.Indirekt ISE ler icin, karsilastirmak icin direkt ISE kullanmak.
Ultrasantrifigasyon eger saglanirsa yogun lipemik ornekler igin
hizli santrifujlara gore superdir. Or. 59.2 mmol/L trigliseritli bir
ornek, iki yuksek hizli donusten sonra 17.3 mmol/L iken,
ultrasantrifuj ile 8.1 mmol/L olur.




Proteinler

Interferans yapan proteinlerin cogu, agirlikli olarak IgM ve IgG ile
birlikte paraproteinlerle(monoklonal immunoglobulinler) ilgilidir.

Paraproteinler, total bilirubin, fosfat, HDL-C, GGT, CRP, glukozu
Iceren tUm otomatize olgcumlerde(spektrofotometrik,
iImmununefelometrik, immunuturbidimetrik) interferens yapar

Inteferans Mekanizmasi

Paraprotein ve metot reagenti arasindaki ozgun fizikokimyasal
etkilesim, paraproteinin prespitasyonu ile sonuclanir. Genellikle
prespitasyon ¢ogunlukla buffer olan ilk reagent ile baslatilir.

Interferansin test edilmesi, farkl bir metodla 6lgmek veya farkl
ornek dilusyonlarindaki prespitasyon calismalari

Proteinler, volim kaymasi etkisinden dolayi indirekt ISE metotlarini
etkileyebilir.belirgin hatanin goruldugu sodyum oOlcumundeki hatadir
(hiperproteinemiadaki psodohiponatremia) .

Genelde, total protein konsantrasyonunun >10 veya < 4g/dL
olmasi sodyumun direkt ISE ile olculmesini gerektirir.




Yuksek total protein duzeyleri, kan toplama tuplerinde
uygun jel bariyer olusumunu bozabilir

Multipl myelomlu Multipl myelomlu olmayan




Hastanin yapilan serum protein elektroforezinde, y bdlgesinde monoklonal band varligi
dikkat cekti (Sekil 2). Bu monoklonal bandin Ig G, oldugu anlagildi (Tablo 1).

SHEFLE =0

RN 0.52
e
A LB 358.3
ALPHA 1 2.7
ALPHA 2 (=
BETA 5.1
UEELY T |1 FLY 46 .5




Tablo 2. Paraproteinemili hastanin takip ve tedavi surecindeki biyokimyasal sonuglari
Total protein  Albumin  HDL-C

(g/dL)
11 3.1
9.7 3.1
8 4.9
15 1.7
11.9 2.3
15.5 2.4
13.2 1.4

(g/dL)
30
56.3
56.5
<5
<5
<5
<5

Na K Cl
(mg/dL) (mmol/L)
126 2.8 94
126 3.7 94
140 3.9 104
123 4.8 -
124 4.2 -
125 3.2 102
119 5.1 95

BUN Kreatinin Alb/glob
(mg/dL) (mg/dL)
22 0.7 0.3
27 0.6 0.4
10 0.9 1.5
19 1.5 0.1
17 0.9 0.2
16 1.6 0.1
74 7.5 0.1

Referans aralik: Total protein 6.1-7.9; albumin 3.5-4.8; HDL-C 29-71 (erkeklerde);
Na 135-153; K 3.6-5.1; CI 101-111; BUN 6-20; kreatinin 0.6-1.3 <5: ol¢ulemedi




Paraproteinemili hastanin immunglobulin ve (, mikroglobulin
duzeyleri
Sonug Birim Referans Aralik
Parametreler
g G 16800 mg/dL 730-1570
IgA 6.67 mg/dL 65-240
IgM 4.76 mg/dL 51-187
Kappa 25300 mg/dL 629-1350
Lambda 27.0 mg/dL 313-713
B, mikroglobulin 17.9 mg/dL 1.16-3.21




« Hastanin serum total protein konsantrasyonunun
yuksek, albumin duzeyinin ise dusuk

« Serum Na konsantrasyonunda daha bariz
olmakla birlikte, K ve Cl duzeylerinde de
dusuklik gozlend.i.

HDL-C duzeyi ya hic belirlenemedi (< 5) ya da
dusuk olarak olculdu.

» Fosfor ise olculemedi. Otoanalizorde fosfor
olcumunde kullanilan ornek/reaktif oranina uygun
olarak artirilan miktarlarla, tuplerde manual olarak
gerceklestirilen reaksiyonda presipitasyon
olusturdugu gozlendi.

Albumin/globulin oraninda gorulen azalma ise dikkat
cekiciydi



A. Direct electrode, serum

-
=

Sodium
Measurement

Accurate

B. Direct electrode, myeloma
or lipemic serum

= @

Ref

Accurate

~30 fold dilution

3% viv _eD D

C. Indirect electrode, serum

Accurate

MORE THAN 20 fold dilution

LESS THAN
93% viv D WD

water

D. Indirect electrode, myeloma
or lipemic serum

Pseudohypo-
natremia

Volume displacement
lead to excessive
dilution




Waugh formulu

« Lipemi ve hiperproteinemi, belli bir volum basina
(Wp)dusen su miktarini belirgin olarak azaltir, bu da
empirik Waugh formualu* ile belirlenebilir(serum total
protein konsantrasyonu(Ps) ve serum trigliserit
konsantrasyonu(LSs)

 Wp(g/dl)=99.1-0.73xPs(g/dl)-1.03XLs(g/dl)

* Bu olgu icin Wp=86.6(veya%87)
* Dolayisiyla plazma su miktarindaki azalma=100-
86.6=%13.4

 Boylece 10 nl hasta plazmasi 8.7 nl (10 nl ‘nin
%87sI)su icermekte.
«  *Metabolism.1969;18:706-712



Ekzojen Interferanslar

Numunenin kondugu tup igerigi,
antibodilerin veya analitlerin
baglanmasi ile sonuglanir

 Fibrin klotlari

« Kanser tedavisinde kullanilan
monoklonal antibodiler

» |lag-metabolit (digoksin toksisitesinde
Digi-bind, Kortizolle birlikte
fludrokortizon)

» Olglim prosesleri kaynakl




llac interfernasi

» |lag interferanlari laboratuarda
gozden kacmaktadir, cunku hasta ile
lgili tedavi bilgisi bulunmaz.

» Interferans etken madde,
metabolitleri veya katki
maddelerinden gelmektedir.

» |lag interferansinin belirlenmesi icin en
Iyl kaynak Young's Effects Online
database veya YoungsTextbook leri




Farkli etkilesimlerin neden
oldugu interferanlar

llag-metabolitler
llac-ilacg etkilesimler

» |lag-besin etkilesimleri
llac-herbal suplament etkilesimleri
llac-yasam tarzi(Or.egzersiz)

* Monoterapi—imkansiz gibi
. Genetik yatkinlik
. Etnisite




Crestor
Statin grubundan bir ilag

Etken madde: Rosuvastatin

Yardimci maddeler: laktoz mono hidrat,
mikrokristalin seluloz, kalsiyum fosfat, krospovidon,
magnesium stearat, hipromelloz, gliserol triasetat,
titanyum dioksit(E171), kirmizi demir oksit(E172)- 9
adet

Yan etkilerine bagli interferanslar:
Hepatik disfonksiyon

Kas harabiyeti

Renal disfonksiyon

Diabetus Mellitus-insulin direnci




Herbal suplementler ve
etkiledigi lab testeleri

Asagidaki nedenle anormal sonuca
yol acar:

1-Herbal maddelerdeki bilesiklerin
testle direkt etkilesmesi

2-1lag-herbalin neden oldugu belirsiz
Ilac konsantarsyonun etkisi

3-Herbal urunlerin toksik etkisinin
neden oldugu sonugclar




Herbal Suplementlerin neden oldugu
Interfernaslar

Laboratuvar Test Sonuclari Herbal Supplement
Yukselmis karaciger Kava biberi, Chaparral,6kse
enzim/bilirubin ve diger testler otu,dalak otu,
karaciger hasarini gosterir Karakafes otu,
Artmis kreatinin/BUN ve diger Aristolochic acid iceren cin
testler bobrek hasarina igaret herballar(pelin otu yag,
eder sassafras,egir kokii,meyan
_ _ _ kOkl)
Hipoglisemi krom
Anormal tiroid profil Esmer su yosunu
Digoksin immunoassay Cin ilaglari(Chan Su , Dan Shen)
interferansi ,(FPIA, MEIA)

Hipkalemi L ookl



Radioaktif kontrast maddelerin
neden oldugu interferanslar

Organik iyot molekulleri ve gadolinium kontrast ajanlar
gibi kontrast maddeler , diagnostik goruntulemede
yaygin kullaniimaktadir

loyodlanmis kontrast maddeler ile tanimlanan interferanslar:
« Kan alma tuplerinde jel bariyerinin olusumu bozmak

« Serum proteinlerinin kapiller zon elektroforezinde anormal
piklere neden olmasi

* Bir imunoassayde kardiak troponin | olcimunde pozitif bias
 Hemostatik aktivasyon uzerine onemli etkisi var




Gadolinium konstrast ajanlar:

Orto-kresoftalin ile kalsiyumun kolorimetrik olgimunde negatif bias
Bazi arsenazo reaktifleri ile pozitif bias
ACE ve cinko(kolorimetrik) olcimunde negatif bias

Kreatinin olcumunde(Jaffe reaksiyonu) , total demir baglama
kapasitesi(ferrozine metod), mahnesium(kalmagit reaktifi), selenium
(kUtle spektroskopisi) pozitif bias

Patent Blue V:

Lipemik indekste pozitif, hemoliz ve ikterik indekste negatif
Interferans

Puls oksimetre okumalarinda ve methemoglobin olgiimlerinde
degisken interfernslar

Rutin biyokimya testlerinde onemli bir interfernas yok




Ne yapilmali

« Kan ornegi bu kontarst madde alimindan once
alinmali, veya

Bu bilesiklerin eliminasyon yari omru 2 saatten az
olmasli nedeniyle, diagnostik amacgli bu kontrast
maddeleri alan hastalar icin bu peridodan sonra
kan alinmasi guvenli bir alternatiftir.

* Biochemica Medica 2014;24(1).80-8




Tip Igerikleri

Interferans mekanizmasi asagidakiler gibi olur
Katki: interfere edici maddenin tupte bulunmasi
2.kimyasal: tup iceriginin inhibisyon veya
aktivasyona neden olmasi

immunoa_s_say lerde non-spesif adsorpsiyon veya
non spesifik baglanma

Tup icerik interferasinin test etme protokoll
asaqgidaki analizleri icermelidir

Orneklerin diz tipe alinmasi(or. jelsiz) veya
tupleri baska bir tedarikgiden saglanmasi

Degisik veya referans metotla orneklerin olgimu

Konsantrasyonu bilinen QC materyalinin , supheli
tupe eklenmesi, boylece interferansin katlandigini
gormek




Kan alma
tupunun yapisi ve
icerigi

-Tup cidan

-Lastik stoper

-stoper kaydiricisi
-Antikoagulantlar

-Separator jeller

-Klot aktivator ve suda-
¢Ozunen ajanlar

-Surfaktanlar

(@)

Stopper

e
(@ Stopper lubricant

b Tube wall

— Tube surfactant

Clot activator particles

coated with water
soluble polymers/ or
anticoagulant/ or
protease inhibitors

Separator gel




Carryover

Bu interferans tipik olarak onceki yuksek
konsantrasyonlu orneklerin (veya reagent) neden

oldugu bir ek katkidir.

Analit, yikama islemi sirasinda tam olarak
uzaklastiriimamistir.

Ozellikle konsantrasyon araligi genis olan HCG, timor
markerleri gibi parametrelerin immunoassaylerinde
gorulur.

Carryoveri dogrulamak kolay degildir.

Interferanslarin test edilmesi , prob veya kiivet
yikamanin test edilmesi seklinde yapillir;



Prob yikamanin test edilmesi

Yuksek konsatrasyonlu bir ornek, birkac kez analiz edilir, bunu
dusuk konsantrasyonlu ornegin birkag¢ alikotunun analizi izler.
Eger yikama tam olarak yapilmadiysa, dusuk konsantrasyolu
alikotlarin ilk 6rnegi yuksek(carryover) ve daha sonrakilerde
dusuk olur.

Kuvet yvikamanin test edilmesi

Kuvetler surekli kullanma duzeninde calistigindan, kuvet
carryoverinin tespit edilmesi zordur.

Yuksek konsantrasyonlu bir analitin analizinden sonra dusuk
konsantrasyonlu bir ornegin bir cok alikotu analiz edilmelidir.

Carryoverin varligini belirlemek icin Prob veya kuvet ile ilgili
yikama isleminin test edilmesi birka¢ kez tekrarlanmali.

Benzer uygulama mikserler i¢in de yapiimalidir.(Mikserin teflonu
asildiginda ilk etkilenen Fe olur)

Bazi sistem karigtirma isi miksersiz(ultrasonik)yapilmaktadir.




Immunoassay

Immmunassay interferanslari cok komplekstir ve genellikle ¢oziimi
zordur.

« Endojen interfersnlar

« |kterusun neden oldugu bir interfersns dokumani
bulunmamaktadir. Lipemi interferansi immunonefelometrik ve
Immmuuturbidimetrik olgumlere sinirhdir.

» Ideal olarak tiim dlglimlerde volim kaymasinin minimize edilmesi
icin gros lipemik ornekler temizlenmelidir.

« hemolz interfersnslari genellikle nadirdir. Bununla birlikte TnT ,
hemolizden etkilenen bir immunoassay testtir.

« Antibodiler(genel olarak poliklonal antibodiler) interferasnlari, en
yaygin karsilasilan interferanslardir; or. otoimmunu
hastaliklardaki(tiroid hastali) otoantibodiler, ve heterofil antibodiler
ozellikle iki-bolgeli immunoassaylarda (sandivic)capture ve
dedection antibodiler arasinda kopru olusturur.

 Heterofil antibodiler genellikle kompetetif baglanmada,
Immunonefelometrik, veya immunoturbidimetrik olgumlerde
interferans yapmaz.




Bu tip interfernsta, human anti-animal antibodiler,
ozelliklede human anti-mouse antibodiler(HAMA) asil
etkendir.

Heterofil immunoglobulinler, bir hastanin Mouse
antibodi ile iligkili bir ilacla tedavi edilmesi, veya
bireysel olarak Mouse proteinlerine maruz
kalmak(Or. ciftcilerde, arastirma lab, pet shop
calisanlarinda ve evcil hayvanlarla ugraganlarda)

Romatid faktorler, heterofil atikorler gibi davranir.

Hook Effect(antijen asirihigi) Genis olcum aralikl
veya yuksek konsantrasyonlu immunoassaylarde,
antijen fazlalig1 yalanci dusuk degerlerle sonuclanir,
Or.miyoglobin, prolaktin, hCG, serum serbest hafif
zincirler, idrar albumin

Diger bagdlayici proteinler (Or.komplement,
paraproteinler)assay antibodiler ile baglanma
yetenegi gostererek interferans yapar.




Test Etme Protokolleri

Heterofil antikorler asagidaki gibi test edilir

1-Farkli hayvanlara karsi antibodilerin olusturuldugu
ancak olagan test metoduna yakin farkli bir metodla
olcum yapmaktir

2- Ornegin bir on-isleme tabi tutmak, (A)jel-filtrasyon
kromatografisi ile ekstraksiyon (B) PEG6000(%25-40),
(C) ilaclar gibi iIstmaya dayanakl olanlari70-900C de
Isitmak veya(D)interferanslari uzaklastirmak icin heterofil
blocking tupler kullanmak.

3-Blocking reagentlerin ilavesi (Or.reagent antibodisi
olarak ayni tirun non-immun serumu, non-immun mouse
monklonalari, ture spesifik poliklonal IG) Onerilen oran 9
kisim érnek1 kisim bloking reagent

4- son ¢cozum olarak ta, seri dilusyon onerilmektedir.
Sonuclar lineer degilse, heterofil antbilerin varhg
anlamina gelir. Bununla birlikte, dogru sonugclarin elde
edilmesi icin ornek alternatif bir metotla test edilmelidir.




Hook Etkisi

« Seri dilusyonun yapilmasini(1/20,1/50,
1/100) ve linearitenin kontrolunu
gerektirir. Ayrica diger klinikle- iligkili
sonuclarin kontrol edilmesi de yaralidir.

»  Or.miyoglobin icin CK sonuclarinin
kontrol edilmesi




Karar limitleriimusaade edilen sapma limitleri)

« Interferans varligi anlasildiginda yapiimasi
gereken diger bir basamak, kabul edilebilir bir
sapma icin cut-off limitlerinin gelistiriimesidir.
Cut-off limitlerinin olusturulmasi, bias(kuguk
interferanslarin varliginda bile sonuglarin red
edildigi) ve kullanilabilirlik (klinik kullanim igin
potansiyel olarak yararli bilginin kisitlanmadigt)
arasindaki uygun dengenin kurulmasina yonelik
Klinik ve istatistiksel korelasyonlari icermelidir.




Literaturde onerilen musaade edilebilir sapma
limitleri

1.Genel olarak orijinal sonuclardan %3-10 farklilik
interferansi konfirme eder

2.Spesifik olarak enzimler ve ISE metotlar icin kabul
edilen farkliik >%95% ve diger analitler icin >%10

3.Paired t-testi ile degerlendirilen ornek farklihiginda eger
p<0.05 ise bu istatistiksel olarak onemli kabul edilir ve
Interferans var denir

4.Total hata i¢cin beklenen spesifikasyonla birlikte
bireysel biyolojik variyasyonlari kullanilir

5.Heterofil antibodiler: baslangic ve islem gormus
sonuclar arasindaki farklilik 3-5 SD , heterofil interferans
dusundurebilir, >5 SD kesin olarak heterofil interferansa
Isaret eder.




Carryover problemi ozellikle
*Preanalitik unite ve

*Moduler veya hibrid sistemlerde
gozlenebilir.

Genellikle numune once klinik kimya
cihazlarina daha sonra immunoassy(bazi
Istisnalar var)lere yonlendirildigi icin.

Bu duzen bence hiz kazanmaya yoneliktir.



Interferans ve kalite sistemleri

Rutin laboratuvaralarda potansiyel
interferanslarin ele alinmasi igin gelistirilecek
kalite sistemleri;

personelin(lab, tasiyicilar, klinik) egitimi,
standart operasyon prosedurlerin gelistiriimesi
ve modifikasyonu,

olcim proses uyarilarin(Or. delta check, analizor
flaglari, kritik limitler) olusturulmasi.

Yeni ve onemli bir interferans belirlendiginde
olcum modifikasyonunu gorusmek Uzere uretici
Ile temasa gecilmeli.




Kalite glivencesi laboratuvar testleri ile ilgili
Hastanin degerlendirilmesi

surecin tumunu kapsar Test ihtiyacinin belirlenmesi
/Q) Orneklerin toplanmasi
f-

sgrneklerin nakli
gin kabul edilmesi

X

=
pe HastaBah ' = a4
AL ornek alinmasi
I ==\
RApor

verilmesi

Sonuglarin raporlanmasi
Sonug-Klinik uyum takibi

Personel yeterli

Ornegin lab.
Gelmesi, kabuly

Kalite Kontrolii

Testin
uygulanmasi

Testin calisiimasi
Testin yorumlanmasi



QCler ve Interferasns

« Interferanslarin neden oldugu lab hatalari nadir
oldugundan, bunlarin saptanmasi ve onlenmesi
zordur.Cogu hata mutlaka goze ¢arpan anormal
sonuclara neden olmayacak veya klinisyende soru
Isaretlerine yol agmayacaktir.

- Interferansa yol agan maddelerin neden oldugu hatalar
Istatistiksel kalite kontrol kullaniimasiyla saptanamaz
veya onlenemez.

« Bu tur prosedurler sadece surecg(analitik)degisimlerini
denetleyebilir. Kontrol altindaki ¢alismalardan alinan
sonuclar icerisinde yanlis oldugu tespit edilmemis hatali
sonuclar olabilir.




Serum Iindeksleri

» Kiinik laboratuvarlarin amaci bir konsantrasyon veya
aktivitenin gercek degerini raporlamaktir.

* Ancak, sonuglar siklikla hemoglobin, bilirubin ve
lipeminin olmasina bagli olarak interferanslardan etkilenir
ve bu durum numunenin gorumunde renk degisikligi
veya bulaniklik ile anlasilabilir.

« Hemoliz, bulaniklik(lipemi) ve hiperbilirubineminin
etkisinin tahmin edilmesi guctur cunkt her numunenin
santrifujden hemen sonra gorsel olarak incelenmesi ve
potansiyel interferans ozelliginin lab defterine kayit

edilmesi gerekmektedir.




 Hemoliz, 30mg/dL degerini asan hemoglobin
konsantrasyonlarinda , plazmanin kirmizi rengiyle gozle
gorulebilir.Hemolizli numuneler,lab oldukg¢a sik gorulerek
red edilen numunelerin yaklasik %60’in1 olusturur ve
prevalansi %3.3 kadar yuksektir.
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Plasma samples with increasing degrees of hemolysis



* Lipemi, serum numunelerinde ciplak gozle
gorulebilen bulaniklik olarak tanimlanir.Bu

genellikle 300mg/dL uzeri TG
konsantrasyonlarinda gozlenir.

[
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Plasma samples with increasing degrees of turbidity



« Hiperbilirubineminin gorsel olarak tespit edilmesi
siklikla yeterli duyarlilikta degildir.340-500nm araligi
icerisinde bilirubinin yuksek absorbansi ve yuksek arka
plandan dolayi yontemin linearite araligi bu dalga
boylarinda spektrofotometrik analizler icin sinirlandirici
bir faktor haline gelebilir
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Plasma samples with increasing degrees of icterus
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Serum indeksleri

« | Hatali sonuclarin raporlanmasinin onlenmesi icin her
numune interferans olasiligina karsi degerlendirilmelidir

Hatanin saptanmasinda insan gozlem yontemlerinin
basarisiz oldugu belirlenmistir.

« Hemoliz, lipemi ve ikterinin gorsel olarak
yorumlanmasinin interferantin gercek
konsantrasyonuyla cok az uyumiu oldugu
bulunmustur.

« Karsilastirma numuneleri kullanildiginda dahi,
gorsel ayirma hala sorunlu olmaktadir.

« Bu tutarsizliktan dolay! interferans seviyesinin
olculeceqi tarafsiz bir yonteme gereksinim var.




Serum indeksleri

« Serum indeksleriile;

« Hasta numunelerinde bulunan olasi hemoliz, hiperbilirbinemi
ve lipemi (bulaniklik) seviyelerini yari kantitatif gosterimini
saglayan absorbans dlcumlerinin hesaplanmasidir. Boylece,
numunenin kalitesi numune calisirken ayni anda
degerlendirilir.

Serum indeks olgumu icin kullanilan bikromatik ikili dalga
boylari480-505 nm(aralik 1), 570-600 nm(aralik 2) ve 660-700
nm(aralik 3) arasindadir.Hesaplama formulleri septral
cakismanin telafi edilmesine yonelik duzeltmeleri icermektedir.

« Serum indeksleri olculurken, analizor hasta numunesinden bir
kisim alir(or. Cobas ¢501 analizortu 6 mikrolitrealir, %0.9 Nacl
ile seyreltir ve ardindan ug¢ kez ikili dalga boyunda

absorbansini oOlger.
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Serum Iindeksleri

Raporlanan sonuclarin kalitesini artirir: Numunelerin
%100’U kontrol edilir.

Zaman kaybli olmaz: Analitik asamada tek bir pipetleme
basamagi ile hem analiz oncesi gorsel kontrol saglanir
hem de analiz sonrasi supheli numunelerin tekrar
kontrolu gerekmez

Minimal maliyet: Analiz oncesi ve sonrasi asamalarda
manuel olarak yapilan yogun calismalara kiyasla sadece
NaCl solusyonu kullaniimaktadir.

Pediatrik numunelerle calismayi kolaylastirir: cok az
numune hacimleriyle etkin ve guvenilir bir sekilde
calismasini saglar.




Turn Around Time

(A) Manual Sample Inspection in Pre/Post-Analytical Phase
Sample inspection Sample inspection
of dubious samples of dubious results
Pre-analytical Phase Analytical Phase Post-analytical Phase
(B) Serum Index incorporated into Analytical Phase
Automatic inspection
of ALL samples
Pre-analytical  Analytical Phase Post-analytical
Phase Phase
b

Thus: a slight increase in analytical time but a large decrease in pre-
and/or post-analytical time — reduced TAT



2005 yilinda vermeer , endojen interferanslarin otomatik
tespit ve rapolama sisteminin kullaniimasiyla hasta
sonuclarinda meydana glen iyilesmeleri bildirmigtir. Lab
bilgi sisteminde(LI|S) , olgulen her bir analit uzerindeki
interferansin etkisini degerlendirmek icin kurala dayali bir
algoritme kullanmistir.

Teste spesifik serum indeksi karar esik degerleri
asadqgidakiler icin kullaniimistir.

*Interferansin tespit edilmesi
*kullanicinin ikaz edilmesi

*uygun yorumlarin eklenmesi
*Gerektiginde bir sonucun red edilmesi




» Kurala dayali sistemin uygulanmasi ile klinik olarak
onemli hemoliz tespitoraninda yaklasik 70 kat, ikter
tespit oraninda yaklasik 10 kat ve lipemi tespit oraninda
1000 kattan daha fazla artis saptanmistir.
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Serum Iindeksleri

« Otomatize analizorlerde serum indeksi iki
sekilde programlanmistir;

e ]1-Hasta bazinda
e 2-Test bazinda



List of interferences' based on serum indices for serum and plasma
(not applicable for urine)

i Sampile i i Interference within I Interference within
Analyte Material ] Direction - specification up to specification up to
i ; ! (conventional m: CS1 umits):
g =
= = =
= =
g £ g = = 2 = S E =
2 + 2 5§ S|l == 5= = g5 s=3 =
Nig 2SS EinlEs | = g % £ =£3 %
= 1= = = = E8 =S E8 E£°5 =
E 2 = El|= § % gE == == = = = == = =
§ g 5 S8 = =  —mg/di —mg/di —mg/di —pmol/l —pmol/l —pmol/l | Turbidity
ACP Ac:d Phosphatase x Iy i i T 1 : ) 100 7 7 62
ACP-NPP Non-prc e Acid Ph h x i i T T ] L ] 100 7 7 62
Albumen plus Adburrwn x x x -— .- - - - &0 S0 1000 026 1026 s21
Albumin Tma-guant® Alburmin (turbsdimetric) x x x -— e - - - 80 s0 ITOO00 1026 1026 &2
ALP IFCC iguid Alkaline phosphatase IFCC x x - - s : 8 - - 70 70 S00 1197 1197 3%0
ALP opt Alkaline phosphatase opt x x i -— -_— S0 &0 TO000 1026 1026 s21
ALT/GPT IFCC Alamnine Aminotransferase IFCC x x x -— — T i S0 S0 60 1026 1026 37
Aammomnia Asmwmonia x — — T n'a s0 S0 sSo I026 1026 3
AMYL bgued «a-Amylase x x x -— i b 8 - &0 &0 S00 1026 1026 310
P-AMYL liquid <x-Armryk Pancr x x x — — ;8 -— &0 S0 S00 1026 1026 310
APOATY Tina-guam=® Apolipoprotesn A-1 x x x -— - e - - &0 S0 1000 1026 1026 s21
APOSB Tinma-gquam'® Apolipoprotein B x x x -_— e - - S0 s0 1000 1026 1026 s21
ASLO Tina-quant® Anustreptotysin O 3% §-2€ £C T oo oo iee 26 26 1000 | aas aas 21
AST/GOT IFCC Aspartate Aminotransferase IFCC x x x -— — T - s0 80 25 1026 1026 6
ATin Antithrombin 11 x -_— - - -— 29 29 1000 496 496 s23
al-Antitrypsn <1 -Antitrypsin K} x X oo oo oo T so0 60 1000 1026 1026 &21
b2-Microglobulin B2-Miicroglobutin x x x T -— -— Sa Sa T000 S23 o923 s21
BICARSB hguad Bicarbonate x x i 4 - - T &0 so0 1000 1026 1026 s21
BiLiIJotal DPD Birubin Total > x x n/a nwa d ’ 4 n/a n'a 10 n/a n/a &
TBILI gusd Bilirubin Total hqguid x > x ‘nwa wa T F na n'a 1000 na na s21
C3c Tmma-guam® Compilement C3c x x x -— - e - - s0 &0 1000 1026 1026 s21
Ca Tima-guamt® Complement Ca x x x T - - T - - S0 s0 900 1026 1026 559
Ca Calcsum P X x -— -— T T &0 S0 1000 1026 1026 s21
CARSB 11 CEDIA® Carbamazepine x x x - - T T T 60 S0 1000 1026 1026 213
COT Tima-guant® Carbohydrate Deficcent Transfernin > -— e - - - S50 S0 1000 1026 1026 s21
CHE butyryt Cholinesterase x x x - - T -— - S0 S0 850 1026 1026 s28
CHOL Cholesterol x x x 1 1 T -— 25 0 700 azs 7y a3s
CK liguid Creatine Kinase x x x -— e T -— S0 &0 100 1026 1026 a2
CK-MB ligusd Creaune Kinase-MB > x x - - i T - - S0 20 20 T026 342 2
Cerulopiasmin
Tina-guam® Cerulopiasmin x x x -— e = n/a S0 S0 1000 1026 1026 s213
Crea Creatinine laffé
rate blanked + compensated > x x i 3 T - - 10 10 750 7 7 ass
Crea Creatimine Jaffé STAT compensated X xX: > < fF 1 1 T -— a a 7S50 &8 68 a6
Crea plus Creatinine enzymatic x x x ' ;| — - 25 25 1000 &a28 azs s21
CRPLX Tina-gquam® C-Reactive Protein (latex) x x x — — - - - - S0 Ss0 950 1026 1026 S90
CRPHS Tina-guamt® C-Reactive Protein (latex)
hagh sensitive x x x -— - - - - - S0 S0 1000 1026 1026 s21
CRPHS Tina-guam® C-R r Pr [ D
high sensitive - x x x -— —- e -— S0 &0 1000 1026 1026 a2
CRPHS Tina-guamt'= C-Reactive Protein (latex)
hwgh sensitive x x x -— e -_— -— s0 S0 1000 1026 1026 sz21
D-8# Jendrassik Bilirubin Direct (Jendrassik) x > > n/a wa 3 T n/a n'a 25 na n/a 16
D-Dimer Tina-guamt® D-Dimer x i I i - 20 20 S00 342 3a2 311
Digoxin 11 CEDIA® Digoxin x x x i T -— - 60 6o 1000 1026 1026 s21
Dheigosan Tina-quant® Dhgosan x > x T T T T s0 s0 1000 1026 1026 s23
Digitocan CEDIA® Digitoocn x x -— - 3 - - S0 &0 1000 1026 1026 s21
- Digitoxin OnlLine Dhagitooin x x -— - T 1 60 s0 601 . 1026 1026 373
Exhwi Alcohol Ethanol (Soas9 11 /972/917) x x x x — — 1 i S0 S0 200 ] 026 1026 12a
Ethy! Alcohol Ethanol (902) x x x x -_— - 4 i s0 s0 100 1026 1026 &2
Ethyl Alcohol Ethanol (Modular) x x x x -— - ; ;3 60 S0 1000 1026 1026 s21
| Fe ron x x -— - T -— S0 &0 80 1026 1026 SO
FERRI Tina-gquam® Fermuin x x x x — — T - - S0 S0 S00 1026 1026 31
FRUCT Fructosamine > > x T T i - s s S00 86 86 3

}
|

|
)




)

urine

List of interferences' based on serum indices for serum and plasma

(not applicable for

it

W
|

(S units):

Interference within Interference within
(conventional units):

m
i

Jdyenu) se
xapuy onuadr

(M se
Xapu) onAl0WaH

uignag fuooun se
XOpu| ou@o|

uqnug ‘luoo se
XOpu| 0U:Mo|

Q4 S8 xapu| oNAIowWaH

wgnag fuooun se
XOpu| ou@Mo)

uiqnapg ‘fuoo se
XOpu| OLa0)

~mg/dl ~mg/dl ~mg/dl ~pmol/l ~pmol] ~pmol/l ' Turbidity

aouasapauy enwadin
SOURI DI SISA|IOWDH
aouaapau) g Tuooun
aouasapau) ‘g fuon
s1e40

ewse|d-vi03

QuIse |4 -unedopy

wneg

200
200
1000

P e T R =—

62
62
1026 621
310
1026 621
1026
1026

31

17
7
1026 621

197

17
17
1026
1026
gz
1026
1026
1026
1026

100
100
1000
1000
500
1000
60
S0

1000

60
60
60
60
60

60
60
60

. s e -——
- - - -—
« « | nfa
- & -— -—s
- & -— -—
T -— -— -—

X
X

X

X

X

X X

X

X

X
Aspartate Aminotransferase IFCC X X X

X
X

Non-prostatic Acid Phosphatase

Albumin
Alanine Aminotransferase IFCC
Ammonia

(l.

Acid Phosphatase
Albumin Tina-quant®  Albumin (turbidimetric)
Alkaline phosphatase IFCC
Alkaline phosphatase opt
a-Amylase Pancreatic
Apolipoprotein A-1
Apolipoprotein B
Antistreptolysin O

ALP IFCC liquid

ALP opt
APQA1 Tina-quant®

ACP

ACP-NPP

Albumin plus
ALT/GPT IFCC
Ammonia

AMYL hiquid
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Ontario laboratuvarlarinda klinik kimya

interferans raporlama model
19 kamu ve 164 hastane laboratuvarindan alinan
degerlendirmeler:
Gorsel veya cihazla interferans degerlendirme:

Lab larin %38'i cihazla(%29 interf. raporlama
kantitatif,%62 semikantitatif,%09 kalitatif)

%62 gorsel (%34 referans kart kullanmisg)

interferansi raporlama stili:

Lab. Larin %58 test bazinda, %40 ornek bazinda
interferansi rapor etmistir.




« Hemoliz interferansinda veniden ornek istemek:

* %385 laboratuvar yeni ornek isteme gerekliligi ile ilgili
feedback gostergleri saglamis, %15 ‘de yok

Lipit arindirma prosedur tipleri:

« Lab. Larin %67 si Lipemiden etkilenen testler icin her
hangi bir lipid temizleyicisi kullanmamis, %5 lipid
temizleyici reaktif, %19 ultrasantrifigasyon,%8 ornek
istemek ve mikrosantrifuj ve dilusyon , 2 lab yanit
vermemis.







