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OZET

Hemolizin rutin biyokimyasal testleri ne dl¢iide
Yiiksek Ihtisas Has-
tanesi poliklinik ve klinik hastalarindan elde edilen

etkiledigi arastirildi.  Tiirkiye
kan ornekleri (n = 60), orta ve agwr hemoliz seklinde
gruplandirilmak tizere mekanik trauma ile hemolize
edildi. Boylece hemolizsiz, orta derece hcmolizli ve
agwr hemolizli olmak iizere ii¢ gruba ayrilan 180
serumda hem serbest hemoglobin olgiimii, hem de
su rutin biyokimyasal analizlerr yapildi: Clukoz,
total protein, albumin, globulin, iirik asit, alkalen fos-
fataz, laktat dehidrogenez, aspartat aminotransferaz,
alanin aminotransferaz, iire, krealinin, kolesterol,
HDL-kolesterol,
potasyum, kloriir, kalsiyum, inorganik fosfat, mag-

trigliserit, bilirubinler, sodyum,
nezyum, amilaz, lipaz, total-, non-proslatik- ve pros-
tatik-asit fosfataz. Bu testlerden yalnizca laktat
dehidrogenaz, asit fosfataz (total, non-proslatik ve
prostalik) ve potasyum hemolizden énemli olgiide et-
kilendi. Sonug¢ olarak, hemolizli orneklerde laktat
dehidrogenaz, asit fosfataz ve potasyum analizleri

yapumamalidir.
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SUMMARY

The effects of hemolysis on the routine
biochemical tests were studied. The samples (n-60)
obtained from the cilnics and polyclinics of Tiirkiye
Yiiksek Ihtisas (T.Y.I) Hospital were hemolyzed in
two steps by mechanical trauma in orvder to give
moderate and severe hemolysis groups. The free
hemoglobin levels of the samples (n = 180) in these
three groups, without hemolysis, moderate hemolysis
and severe hemolysis groups, were measured and
those routine biochemical analysis were performed.:
Glucose, total protein, albumin, globulin, uric acid,
alkaline phosphatase, lactate dehydrogenase, aspar-
tate aminotransferase, alanin aminotransferase,
urea, creatinine, cholesterpl, HDL-cholesterol, Trig-
lycerides, bilirubins, sodium, potassium, chloride,
calcium, inorganic phosphate, magnesium, amylase,
lipase, total-, nonprostatic-, and prostatic acidphos-
phatase. Among these tests only the lactate
dehydrogenase, acid phosphatase (total, nonpros-
tatic and prostatic), and potassium were effected sig-
nificanlly. In conclusion, even ifthere is only slight
hemolysis in the samples, lactate dehydrogenase,
acid phosphatase and potassium analysis must be
rejected.

Keywords: Hemolysis. Hemoglobin. Interference, Quality

Control
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Klinik kimya laboratuvanna gelen kan
orneklerinin analizi ¢esitli nedenlerle reddedilir,
yapilmaz. Bunun baslica iki nedeni vardir: Lipemi
ve hemoliz. Hemolize bagli reddedilis ii¢ nedenden
kaynaklanir:
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1. Eger analitin (0l¢iimii yapilan madde)
hiicre i¢i konsantrasyonu serum ya da plazmadakin-
den yiliksekse, hemoliz sonucunda hiicreler igin-
deki bilesenlerin serum ya da plazmaya sizmasi
sonucu bir pozitif hata ortaya ¢ikar. Ornegin laktat
dehidrogenaz ve asit fosfataz hemolizden bdyle et-
kilenir (1).

2. Tersine, eger hiicre i¢i analit kon-
santrasyonu serum ya da plazmadakinden diisiikse,
bu durumda seyreltme (diliisyon) etkisine bagli bir
negatif hata ortaya cikabilir. Ornegin, kolesterol

esterleri, sodyum ve kalsiyum (2),

3. Eger analitin 6l¢iimiinde kullanilan yontem
bir spektrofotometrik teknige dayaniyorsa ve bu
teknigin uygulanisinda elde edilen renkli son
iriintin 6zellikleri hemoglobinin (Hb) spektral
Ozellikleriyle cakisiyorsa, ya da ona benziyorsa, bir
pozitif hata goriilebilir (3), Ote yandan, Hb, perok-
sidatif  etkisiyle, peroksidaz
dayanan enzimatik analizlerde hataya neden
olabilir (4,5). Hemolizli o6rneklerle klinik kimya
stk kargilagilir. Kan

reaksiyonlarina

laboratuvarinda yabanci
yizeylerle temas etliginde, Ozellikle ekstrakor-
poreal dolasim ve otolog transfiizyon uygulanan
acik kalp cerrahisinde hemoliz ortaya ¢ikabilir (6),
Ancak, klinik laboratuvarda en sik karsilagilan
hemoliz nedeni, in vitro olarak, kan Orneklerinin
yanlis alinig1 ya da santrifiigasyon ve ayirma islem-
leri sirasinda Orneklere gerektigi sekilde Ozen
gostcrilmemesidir.

Cogu  laboratuvar  hemolizli  Orneklerle
calismay1, hemolizin analiti ne derece etkiledigine
bakmaksizin, reddeder. Oysa kimi analitler, agir
hemoliz durumlarinda bile 6nemli derecede bir
hata olmadan olg¢iilebilir. Dolayisiyla bu konuda
daha rasyonel bir yaklagim gosterilmelidir. Bu da
laboratuvarlarda kullanilan analitik prosediirlerin
hemolizden ne dl¢ilide etkilendigini bilmekten geger.
Biz bu amagla laboratuvarda rutin olarak yapilan
testler tizerinde hemolizin ne 6lgiide etkili oldugunu

arastirdik.

MATERYAL VE METOD

Bu calismada, Tirkiye Yiiksek Ihtisas Has-
tanesi klinik ve polikliniklerinden, genis ignelerle
(19 G), normal cam tiiplere yaklagik 15'cr mL kan
alindi. Laboratuvara gelen bu kanlar, 1/2 saat sonra
santrifiij edilerek, tgte biri hemolizsiz serum
halinde ayrildi. Daha sonra, geride kalan kanlar,
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mekanik  trauma  yoluyla (metal ¢ubukla
karistirarak), laboratuvarda orta ( +) ve agir (+ +)
hemoliz seklinde degerlendirilmek iizere hemolize
edildi, hemolizli serumlar ayrildi. Bdylece hemoliz-
siz, orta derecede hemolizli ve agir hemolizli ii¢ grup
serum elde edildi. Bu serumlarda (60 hastadan elde
edilen 180 serumda) hemoliz isleminin yapildig:
glinlerde, es zamanli olarak rutin biyokimyasal
testler yapildi. Laboratuvarda en sik karsilagilan
hemoliz nedeni mekanik trauma oldugundan,
hemolizli 6rneklerin hazirlanisinda bu yola gidildi.

Bu calismada analit degerleri, referans araligi
disinda olan Orneklerin de belirli bir oran olustur-
mas1 amaciyla, T.Y.I, Hastanesi Hemodiyaliz,
Koroncr Bakim ve Devamli Bakim Unitelerinden
de ornekler alindi. Boylece analit degerlerinin en az
yiizde S5'inin normal sinirlar disinda olmasina dikkat
edildi (7).

Biitiin serumlarda hemoglobin kon-
santrasyonunun diizeyini  yansitacagi
diistincesiyle (1), serbest Hb diizeyi de 6l¢iildii. Bu
serumlarda yapilan rutin biyokimyasal testler, pren-
sipleri, kullanilan cihazlar vc referanslar Tablo 1'de

Ozetlenmisgtir.

hemoliz

BULGULAR

Hemolizsiz (Grup I), orta derecede hemolizli
(Grup II) ve agir hemolizli (Grup III) olmak {izere
ayrilan bu serumlarin ortalama Hb diizeyleri
sirastyla x1 = 4.8 mg/dL, X2 = 43.5 mg/dL ve X3 =
113.6 mg/dL idi. Standart sapma degerleri ise s1 =
32 mg/dL, S2 = 139 mg/dL, S3 = 27.4 mg/dL olarak
bulundu. Bu ii¢ grup arasindaki Hb konsantrasyonu
farki istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi (p<0.001).
Bu ii¢ gruptan I ile II ve III. gruplar arasinda
her bir testte hemolize bagli goriillen degisikligin
onemini kontrol etmek i¢in Student t-testi
uygulandi. Sonuglar Tablo 2'de gériiliiyor. Yapilan
testlerden yalnizca LD, potasyum, total, non-pros-
tatik ve prostatik (tartarat labil) ACP'da gruplar
arasinda hemolize bagli goriilen fark anlamli bulun-
du.

Bu ii¢ grup birlestirilerek tek bir grup haline
getirildi. Yizseksen Ornekten olusan bu grupta,
elde edilen analit degerleri ile Hb konsantrasyonu
arasindaki iliski (korelasyon) arastirildi. Sonuglar
Tablo 3'dc goriiliiyor.

Elde edilen bulgular
biyokimyasal testlere sanildig1 kadar 6nemli etkide
bulunmadigin1 gosteriyor. Hemoliz yalnizca LD,

hemolizin  rutin
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Tablo 1. Calisilan Testler, Prensipleri, Kullanilan Cihazlar ve Kaynaklar
No. Test Prensip Cihaz Kaynak
1 Glukoz Glukoz oksidaz/Peroksidaz reaksiyonu, kolorimetrik. ENCORE 8
son nokta
2 Total protein Biuret reaksiyonu, kolorimetrik, son nokta ENCORE 9
3 Albumin Bromercsolgrecn ile baglanma, kolorimetrik. son nokla ENCORE 10
4 Urik asit Urikaz/Peroksidaz reaksiyonu, kolorimetrik. son nokta ENCORE 11
5 Alkalcn fosfataz Substrat:p-nitro fcnil fosfal. kolorimetrik-kinciik ENCORE 12
6 I aktat dehidrogenaz Piriivai —» I"aktat reaksiyonu. UV-kinetik ENCORE 13
7 Aspartat aminotransferaz UV-kinclik PACOS 4
] Alanin aminotransferaz UV-kinctik DACOS 15
9 Ure Ureaz/Glutamat dehidrogenaz, UV-son nokta DACOS 16
10 Krcatinin Alkali pikrat reaksiyonu, kolorimcirik-kinelik DACOS 17
1 Kolesterol Kolesterol oksidaz/Peroksidaz. reaksiyonu, kolorimetrik. DACOS 18
son nokta
12 IIDL-Kolestcrol Mg-Fosfotungstat ile ¢okliiriildii, enzimalik reaksiyon DACOS 19
kolorimetrik
13 Trigliserit Enzimatik reaksiyonlar zinciri, kolorimetrik. son nokta DACOS 20
14 Bilirubinlcr Van den Bergh reaksiyonu, kolorimetrik, son nokta DACOS 21
15 Sodyum ve Potasyum iyon-sclcklif elektrotlarla DACOS 22
16 Kloriir Merkiirimetrik tilrasyotila. manual - 23
17 Kalsiyum 2-cresolphthalein ile, kolorimetrik, son nokta, manual VITATRONSPS 24
18 inorganik fosfat Dcprotoinizasyon sonrasi siilfomolibdikasitle, VITA IRON SPS 25
kolorimetrik. son nokta
19 Magnezyum Titan yellow ile. kolorimetrik. son nokla. manual VITATRONSPS 26
20 Amilaz Amiioklastik yontemle, kolorimetrik. fixed-time, manual VITATRON SPS 27
21 1.ipaz Subslrar: Zeytinyag, tiiibidimctrik, kindik VT! ATRONSPS 28
22 Asit fosfaatazve tartarat Subst rat: p-nilrofenilfosfai. kolorimetrik-kinetik. VITA IRON SPS 29
labil asil fosfataz fixed-time, manual
23 Serbest hemoglobin Spcktrofolomelrik yéntem, son nokta, manual VITATRONSPS 30

A CP ve potasyumda 6nemli etki gdsterdi. Ancak bu

Tersine,

kolesterolde birinci ve {igiincii gruplar

etki ¢ok bilyiik bir linecrile ortaya koymadi.

Glukozda istatistiksel olarak anlamli olmasa
da hemolize bagli belirgin bir diistiklikk s6z konusu.
Bu diisiikliik peroksidaz reaksiyonlarina dayanan
Hb'in

parcalayarak, kromojenin

analizlerde hidrojen  peroksiti  erken

renklenmesini engel-
lemesinden kaynaklanabilir (4,5). Ayrica glukozun
eritrositler i¢indeki konsantrasyonu plazmadakin-
den disiktir (1). Glukozdaki

nedeni de, eritrositler igindeki glikolitik enzimlerin

disiikligin  bir

glukozu pargalamasi olabilir.

Buna karsilik, gene peroksidaz reaksiyonuna
dayanan kolesterol, HDL-kolestcrol ve trigliserit
testlerinde hemolize bagli bir diisiiklik bulunamadi.

arasindaki hemolize bagl fark istatistiksel olarak an-
lamlidir. Kolesterolde goriilen bu artis, agir hemoliz
grubunda Hb'in oOl¢iim yapilan dalga boyunda
yaptig1 absorbanstir. Hcmolizden gelen bu hata,

uygun bir 6rnek kori kullanilarak giderilebilir.

Tim bilirubin fraksiyonlarinda hemolizlc or-
taya ¢ikan diisiiklik gene Hb'in nitréz asitle
methemoglobine c¢evrilmesi ama ayni olayin drnek

koriinde olmamasindan ileri gelir (31).

Sodyum, kalsiyum ve kloriiriin eritrosit i¢i kon-
santrasyonlar1 plazmadakinden diisiik olmakla bir-
likte, bizim elde ettigimiz hemoliz diizeylerinde, bu
fark goriilmemesi,

testlerde hemolize bagli bir

diliisyon etkisinin pek oOnemli olmadigin1 ortaya

7" Klin Arastirma 1991, 9
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Tablo 2.
Istatistiksel Degerlendirilmesi

Hemolizsiz (Cirup I), Orta Derecede Hcmolizli (Grup II) ve Agir Hemolizli (Grup II) Gruplarin

No. Test Birim Grup I Grup I
X x
1 GEL' mg/dl. 86 81
2 T.PRO. ¢d E 6.7 6.7
3 AEB g/dL 35 35
4 GLO g/di. 32 32
5 URIK A. mg/dL 5.6 5.6
6 ALP U/E 121 120
7 LD(P) U/L 209 341
8 AST U/L 24
9 ALT U/L 34 34
10 URE m gd L. 30 30
11 KRE mg/dl. 33 33
12 C1I0L mg/dl. 179 188
13 IIDE-2aiOl. mg/dl. 31 32
14 iRi mg/dL 27 127
15 T.BiL mg/dL 12 11
16 D.BiL mg/dl. 04 03
17 i.BIL. mg/dL 08 0.8
18 Na * mmol/L 14 144
19 K’ mmol/I, 45 48
20 cr mmol/L 104 105
21 <V mmol/I. 25 25
22 i.Iros. mg/dl. 37 37
23 Mg mmol/L 13 13
24 AMS U/L 2168 2077
25 EPS U/L 120 115
26 T.ACP U/L 77 107
27 NP-ACP U/I. 45 65
28 P-ACP U/L 32 42
29 I1Th mg/dl. 438 435

koyuyor. Kloriirde Hb'in lilra.syon sirasinda son
noktay1 gizlemesine bagli pozitif hatalar diliisyon et-
kisini gizlemis olabilir (32).

Eritrosit i¢i konsantrasyonlari plazmadakin-

den yiiksek olan tolal protein ve
albumin gibi analitler de
hemolizden etkilenmedi. Inorganik fosfatta goriilen
kiigiik  artisin  nedeni ise eritrositler i¢indeki or-
ganik fosfat esterlerinin fosfatazlarca pargalan-

masidir (33).

magnezyum,

beklenenin tersine

Hiicre i¢i konsantrasyonlari plazmaya yakin
olan iire ve kreatinin testlerinde beklendigi gibi,
gruplar arasinda Onemli bir fark bulunmadi.
Literatiirde iirenin hemolizden etkilenebilecegi
belirtilmekteyse de (34), bu bilgi

land1gimizenzimalik metod i¢in gegerli degildir.

bizim kul-

Turk J Resc Med Sc1 1091, 9

istatistiksel Grup 1 Grup III istatistiksel

Onem X1 3 Onem
P>0.05 86 78 P>0.05
P > 0.05 6.7 6.7 P>0.05
P>0.05 35 35 P > 005
P>0.05 32 32 P>0.05
P>0.05 56 56 P>0.05
P>0.05 121 118 P>0.05
P<0,001 209 522 P< 0.001
P>0.05 23 30 P>0.05
P>0.05 34 36 P>0.05
P>0.05 30 31 P>0.05
P>0.05 33 33 P > 005
P>0.05 179 205 P<0.05
P>0.05 31 33 P>0.05
P>0.05 127 132 P>0.05
P>0.04 12 11 P>0.05
P>0.05 04 03 P>0.05
P>0.05 0.8 08 P>0.05
P>0.05 14 144 P>0.05
P<0.05 45 52 P< 0.001
P>0.05 104 105 P > 0.05
P>0.05 25 25 P > 005
P>0.05 3.7 38 P>0.05
P>0.05 13 13 P> 005
P>0.05 2168 2227 P>0.05
P>0.05 120 100 P>0.05
P < 0.005 7.7 175 P< 0.001
P <005 45 9.8 P< 0.001
P < 005 32 7.7 P< 0.005
P< 0.001 4.8 13.6 P< 0.001

Enzimlerden amilaz (AMS) ve alkalen
fonsfatazda (ALP) higbir fark bulunmamasi

dogaldir. Lipazda goriilen hafif diisiikliigiin nedeni
ise, Hb'in
Literatiirde, konsantrasyonu plaz-
madakinin 40 kat1i olan AST'de vc 6.7 kati olan
ALT'de
aminotransferaz)
belirtilmekte ise de (6,35), bizim elde ettigimiz,
caligilabilir.

kontrol absorbansini yiikseltmesidir.

eritrosit igi
alanin

(aspartat aminotransferaz vc

onemli artislarla karsilasilacag:

hemoliz diizeylerinde, bu testler
Hemolizden en fazla etkilenen enzimler, eritrosit igi
konsantrasyonu plazmadakinin 160 kati olan LD vc
67 kati olan ACP'dir. Dolayisiyla bu enzimlerde
hemolizc bagli artig gérmek dogaldir. Bu artigslar Hb
konsantrasyonu ile nispeten dogru orantilidir. Biz,

literatiirdeki bilgilerin tersine tartarat labil ACP'da
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Tablo 3. Elde Edilen Analit Degeri ile Serbest o6rnek korleri ve espektrofotometrik diizeltmeler,
Hemoglobin konsantrasyonu Arasindaki ornegin Ailen Diizeltmesi, kullanilarak giderilebilir.
Korelasyon Otomatik teknikler bu sorunlart biiyiik 0&lglide
¢6ziimlemislerdir. Bu nedenle bizim kullandigimiz
Test Korelasyon Katsayisi (r) . . . . .
yontemlerde hemolizden etkilenme Onemsiz kalmis
GLU 0215 olabilir. Ancak eritrosit i¢i konsantrasyonlari plaz-
T.PRO. 00 madakinin ¢ok istiinde olan anah'tlcrin 6lg¢iimiinde
ALB 0.0 (LD, ACP, potasyum) hemolizden kesinlikle
GEO 00 kac¢inilmali ve hemolizsiz 6rneklerle calisarak sonug
URIK A. -0.327 verilmelidir.
ALP 0.0
LD 0.770
AST 0360 KAYNAKLAR
ALT 0.100 1. Caraway WT: Chemical and diagnostic specificity of
URE 00 laboratory tests. Am 1 Clin Pathol 1962, 37:445-464.
KRE 00
CHOL 0.170 2. Frank JI, Bermcs EW. Bichel M.I and Watkins BP: Effect
IIDL-CITIOL 0.0 of in vitro hemolysis on chemical values for serum, Clin
TRI 0.0 Chem 1978,24:1966-70.
T.BIE. 00 3. Brydon WG and Roberts LB: Tile effect of hemolysis on
D.BIL. 00 the determination of plazma constituents. Clin Chim Acta
i.BiL. 0.0 1972,41:435-8.
Na’ 0.0
4. Pcristein MI1'. Thibert RT and Zak B: Bilirubin and
K’ 0400 hemoglobin interference in direct colorimctric cholesterol
CcT 00 reactions using enzyme reagents. Microchcm .1 1977, 22:403-
Ca" 0.0 419.
i.EOS. 0.0
Mg 00 5. Perlstein ME Thibert RJ, Watkins R and Zak B:
AMS . Spectrophotometry study of bilirubin and hemoglobin in-
LPS o1 teractions in several hydrogen peroxide generating proce-
dures. Microchem J 1978, 23:13-27.
T.ACP 0.650
NP-ACP 0.547 6. Kingslcy DPI:. Cook J and Vartan AE: The effects of
P-ACP 0516 hemolysis on some plasma and scrum enzymes in man. Clin

da hemolize bagli artis gozledik. Bu artis, tartaratin
enzim aktivitesindeki artis1 inhibe etmesinden ileri
gelebilir. Ayrica, Hb'in ortam pH'sini degistirmesi
de buna katkida bulunabilir (5). Ek olarak, tartarat
labil ACP'in kaynag: yalnizca prostat bezi degildir
(36).

eritrositler i¢indeki kon-
katidir.
Calismamizda potasyum hemolizden hafif (orta)

Potasyumun
santrasyonu, plazmadakinin 23
hemoliz grubunda bile etkilenmistir. Dolayisiyla,
hemolizli &rneklerde potasyum c¢alismast yapmak
dogrudegildir.

Sonug olarak, LD, ACP ve potasyum disinda
rutin biyokimyasal testler hemolizden O6nemli
Olgiide Bunda elbette kullanilan
yontemler ve hatta cihazlarin da rolii 6nemlidir.

etkilenmez.

Ayrica, hemolizden gelebilecek hatalar, uygun

Chim Acta 1965, 12:489492.

7. Woestgard 11 and I'lust MR: Use and interpretation of com-
mon statistical tests in method-comparison studies. Clin
Chem 1973, 19:49-57.

8. Trindcr P: Determination of glucose in blood using glucose
oxidase with an alternative oxygen acceptor. Ann Clin
Bochcm 1969.6:24-7.

9. Kingsley GR: The direct biuret mcthodd for the detcr-
minalionof scrum proteins as applied to photoelectric and
visual colorimctry. .1 I.ab Clin Med 1942. 27:840-5.

10. Webster D: The immediate reaction between
bromcresolgrcen and serum as a measure of albumin con-

tent. Clin Chem 1977. 23:663-5.

11. Fossali P, Principe 1. and Berli G: Use of 3.5-dichloro-2-
hydroxybenzencsulphonic acid/4-aminophcnaz.one chromo-
genic system in direct enzymic assay of uric asid in serum
and urine. Clin Chem 1980, 26:227-231.

12. Bowers GN and Mc Comb RB: A continuous
spectrophotometry melhod for measuring activity of
scrum alkaline phosphatase. Clin Chem 1966,12:70:89.
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