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OZET

Amag: Kreatinin 6l¢iimiinde kullanilan yontemlerin ¢ogu Jaffe reaksiyonuna dayanir. Cesitli
kreatinin dis1 bilesikler Jaffe yontemini interfere eder. Bu ¢alismanin amaci, Jaffe reaksiyo-
nuna dayanan “gercek” kreatinin dl¢limiine yonelik yontemler gelistirerek performans 6zel-
liklerini karsilastirmak ve yontemleri otomatize etmektir.

Yontem: Calismada 102 kronik bobrek hastasi ile 37 saglikli kontrolden elde edilen serum-
larda su yontemlerle kreatinin dlgiimleri yapildi: Enzimatik yontem, Jaffe reaksiyonuna
dayanan kinetik dl¢iim yontemi, asidifikasyon yontemi, farkli pH’da tamponlanan [(pH 7.8
Tamponlul) ve pH 9.65 (Tamponlu2)] pikrik asit ayiraglarina dayanan yontemler, Fuller’s
earth’e kreatinin adsorbsiyonuna dayanan yontem. Yontemlerin performans ozelliklerinin
karsilastirilmasinda enzimatik yontem referans alindi.

Bulgular: Kullanilan yontemlerin timii de kinetik Jaffe yontemine gore daha disiik krea-
tinin degerleri verdi. Enzimatik yonteme (x) gore diger yontemlerin iliskisini ortaya koyan
regresyon denklemleri sdyle bulundu: Kinetik: 0.24 + 0.98x; Asidifikasyon: 0.27 + 0.87x;
Tamponlul: 0.22 + 0.91x; Tamponlu2: 0.10 + 0.96x; Fuller’s earth: 0.32 + 0.86x.

Sonug: Adsorbsiyon yontemi disinda tiim yontemler otomatize edilebilmektedir. Performans
ozellikleri genel olarak kinetik Jaffe ve enzimatik yontem ile uyumludur. Bunlar i¢inde en-
zimatik yontemle en iyi uyum gosteren Tamponlu 2 yontemidir. Yontem rutin ¢aligmalara
elverisli, ucuz, otomatize edilebilir 6zelliktedir.

Anahtar Kelimeler: Kreatinin, glomeriiler filtrasyon hizi, kronik bobrek hastaligi, yontem
karsilastirma, standardizasyon

ABSTRACT

Objective: Commonly used creatinine methods are based on Jaffe reaction. Jaffe reaction
is interfered by various interferents. Our aim was to improve and automate “true” creatini-
ne measurement methods based on Jaffe reaction and to compare the performance of these
methods.

Methods: Sera were collected from patients with chronic kidney disease (CKD, n = 102) and
healthy controls (n = 37). Creatinine was measured by enzymatic method, kinetic method
based on Jaffe reaction, acidification method, and “buffered methods” [(pH 7.8, Bufferedl)
and (pH 9.65, Buffered2)] and a method based on creatinine adsorption to Fuller’s earth. Enz-
ymatic method was considered as a reference in method comparison.

Results: All the methods used gave lower creatinine concentrations than Jaffe kinetic met-
hod. Relationships between enzymatic method (x) and the others (y) were as following: Kine-
tic method: 0.24 + 0.98x; acidification method: 0.27 + 0.87x; Bufferedl: 0.22 + 0.91x; Buffe-
red2: 0.10 + 0.96x and adsorption method: 0.10 + 0.96x.

Conclusions: All methods can be automated except adsorption method. Performance of the
methods is comparable with Jaffe kinetic and enzymatic methods. Among the methods, Buf-
fered2 is the best compatible with enzymatic method. It is cheaper, suitable for routine studi-
es and it can be automated.

Key Words: creatinine, glomerular filtration rate, chronic kidney disease, method compari-
son, standardization
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Giris

Plazma kreatinin konsantrasyonu bugiin i¢cin bobrek
fonksiyonunun degerlendirilmesinde kullanilan en
onemli analittir. Serum ve idrarda kreatinin 6l¢iimii igin
cesitli yontemler gelistirilmistir. Bunlar icinde en yay-
gin kullanimi olan yontem, alkali ortamda pikrik asit
ve kreatinin arasinda renk olusumuna dayanan Jaffe
reaksiyonuna dayanir. Jaffe reaksiyonu kreatinin i¢in
spesifik degildir; glukoz, proteinler, aseton, askorbik
asit, alfa-keto bilesikler, bilirubin, sefalosporin grubu
antibiyotikler gibi ¢ok sayida metabolit veya molekiil-
den etkilenir. Bu yiizden, Jaffe reaksiyonu kreatinin
konsantrasyonunun ger¢ek degere gore daha yiiksek he-
saplanmasina neden olur (1). Buna ragmen, ilk kez Jaffe
tarafindan 1886’da tanimlanan Jaffe reaksiyonu giinii-
miizde hala gegerliligini korumaktadir.

Jaffe yonteminin 6zgiilliigiiniin gelistirilmesi i¢in farkli
yaklagimlar Onerilmistir. Reaksiyonun baslatiimasindan
bir siire sonra segilen zaman araliginda (genellikle 10 — 80
saniye) renk olusum hizinin 6lgiilmesi interferansi bir 6l-
¢lide azaltmaktadir Kinetik Jaffe Yontemi). Ancak kinetik
Jaffe yontemi ile serumda elde edilen sonuglar da énemli
olctide ytikseklik gostermektedir (2,3). Diger bir yaklagim
ise alkali ortamda kreatinin ile olusan rengin asit eklenme-
si ile yeniden kaybolmasi temeline dayanan asidifikasyon
islemidir (4-6). Kreatinin magnezyum silikat killerine
adsorbe olur. Kreatininin “Fuller’s earth”e (Floridin) spe-
sifik adsorpsiyonu sonucunda kreatinin dig1 kromojenler
ortamdan uzaklastirilabilir. Bu yaklasim da “gercek” kre-
atinin 6l¢iimii i¢in 6nerilmistir (7-9). Kreatinin 6l¢iimiinde
enzimatik yontemler de tanimlanmistir. Kreatinin 6l¢timii
icin gelistirilen enzimatik yontemlerin, kinetik Jaffe yon-
temine gore daha 6zgiil oldugu belirtilmektedir (10).

Bu caligmada baglica amag, Jaffe reaksiyonunda goriilen
kreatinin dist kromojenlerin etkisiz kalacag1 yontemleri
laboratuvar kosullarinda saptamakti. Bu amagla reaksi-
yon ortaminin asidifikasyonu veya pikrik asit ayiracinin
farkli pH’larda tamponlanmasiyla ¢aligmalar yapilarak,
uygunlugu saptanan yontemlerin otomatik sistemlere
uygulanmasi diisiiniildii. Bunlarin yani sira klasik Flori-
din “gercek” kreatinin yontemi ile de ¢alismalar yapildi.
Rutin ¢aligmalarda kullanilan “Kinetik Jaffe” ve enzi-
matik kreatinin 6l¢iim yontemleriyle de paralel 6lgiim-
lerin yapilmasi diisiiniildii. Ayrica, yontemlerin perfor-
mans1 kronik bobrek hastaligi olan hastalar ile saglikli
bireylerde yapilan dl¢iimlerle de karsilastirildi.

Gere¢ ve Yontemler

Cihazlar

Beckman-Coulter Olympus AU 400 ve Olympus AU
2700 analizorleri (Beckman-Coulter, Inc., Fullerton,
CA, USA), Sigma 3K30 ytiksek hizli santrifiij cihazi
(SIGMA Laborzentrifugen GmbH, Germany), Shimad-
zu CL-770 Spektrofotometre (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japan), pH metre: Hanna HI 9321 Micropressor
(Hanna Instruments, Portugal).
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Aywraglar

Kullanilan kimyasallardan kreatinin, pikrik asit, sodyum
dodesil siilfat (SDS), sodyum hidroksit, sodyum fosfat,
sodyum tungstat ve siilfirik asit Merck firmasindan (E.
Merck, Darmstadt, Germany); HCI ve asetik asit Riedel-
de Haén’den (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Germany), Fuller’s earth Sigma’dan (Sigma Chemical
Company Poole, Dorset, UK) saglandi. Kinetik Jaffe
yontemi olarak Beckman - Coulter kitleri (Beckman-
Coulter, Inc.), enzimatik kreatinin 6l¢iimii i¢in Roche
kitleri (Roche Diagnostics, IN, USA) kullanildi.

Yontemler

Serum kreatinini fotometrik olarak su yontemlerle 6l-
culdii:

Asidifikasyon yoéntemi. Asidifikasyon yontemi olarak
Heinegard ve ark.’nin gelistirdigi yontem degistirilerek
kullanild1 (6). Yontemin prensibi, serumda bulunan
kreatininin pikrik asitle verdigi rengin asidik ortamda
yok olmasi, ancak kreatinin dis1 kromojenlerin verdigi
rengin asidik ortamda da slirmesine dayanir. Uygula-
mada reaksiyon ortaminin pH’st <5.8’e getirildi. Renk
siddetinde asitlestirmeye bagli azalma spektrofotomet-
rik olarak 520 nm’de belirlendi. Yontem Olympus AU
400 cihazina uygulandi.

Pikrik asit ayiracinin tamponlanmasina dayanan yon-
temler. Yatzidis’in (11) calismasindan yola ¢ikarak fark-
11 pH degerlerinde tamponlanan alkalen pikrat ayiracglari
ile kreatinin dl¢timii yapildi.

pH 7.8 (Tamponlu 1). Pikrik asit ayiracinin (25 mmol/L)
pH’s1 fosfat tampon ile 7.8’ ayarland1 (R1). Ornekteki
kreatininin 6nce pH’st 7.8 olan bu pikrik asit ayiraci ile
reaksiyon vermesi saglandi, daha sonra NaOH ayiraci
(R2) eklenerek 520 nm’de 6l¢iim yapildi. Yontem, Oly-
mpus AU 400 cihazina uygulandi.

PpH 9.65 (Tamponlu 2). Pikrik asit ayiracinin (25 mmol/L)
pH’s1 fosfat tampon ile 9.65°¢ ayarlandi (R1); reaksiyon
bu pH’da baglatild1 ve ortama NaOH ayiraci (R2) ekle-
nerek 520 nm’de dl¢iim yapildi. Yontem Olympus AU
400 cihazina uygulandi.

Adsorbsiyon yéntemi. Bu caligmada Haeckel’in (9)
onerdigi yontem kullanildi. Bu yontemin prensibi dep-
roteinize serum ornegindeki kreatininin Fuller’s earth’e
(Floridin) adsorbe olmasi, kreatinin dis1 kromojenlerin
santrifiigasyon ile uzaklastirilmast ve sonrasinda adsor-
be olan kreatininin Jaffe ayirac ile renk olugturmasina
dayanir. Deproteinizasyonda Folin-Whu filtrat1 kullanild:
(sodyum tungstat + siilfirik asit); okumalar 520 nm dal-
ga boyunda manuel olarak spektrofotometrede (Shimad-
zu CL-770) yapild1.

Kinetik Jaffe yontemi. Orijinal Beckman-Coulter ayirag-
lar1 kullanilarak Olympus AU 2700 analizoriinde ¢alisildi.
Enzimatik yontem. Enzimatik yontem olarak Roche/Hi-
tachi CREA plus kiti kullanildi.

Yontemin prensibi kreatininin kreatininaz enzimi ile
yikilmast ve daha sonra kreatinaz ve sarkozin oksidaz
enzimleriyle {iiretilen hidrojen peroksidin peroksidaz
varliginda pargalanmasi sonucunda Trinder Reaksiyonu

Aydinbelge ve ark



ile olusan rengin 540 nm’de dl¢iilmesine dayanmaktadir.
Yontem Olympus AU 400 cihazina uygulandi.

Kalibrasyon Islemleri

Enzimatik yontem digindaki diger bes yontemde kalibras-
yon i¢in Olympus Sistem Kalibratoér 66300 (Lot No: 0113
kullanildi. Sifir standard1 olarak deiyonize su kullanildi.
Sistem kalibratoriiniin kreatinin degeri Ulusal Standartlar
ve Teknolojisi Enstitiisti (NIST) Standart Referans Mal-
zemeleri 909b Diizey 2’ye gore izlenebilirdi. Enzimatik
yontemde kalibrator olarak %0.9 NaCl (S1, sifir standardr)
ve c.f.a.s. (S2) kullanild1. Enzimatik yontemde kullanilan
kalibratoriin kreatinin degeri izotop diliisyon-kiitle spekt-
rometri (ID-MS) teknigine gore izlenebilirdi.

Kontrol Materyali

Enzimatik yontem disindaki yontemler igin kontrol
materyali olarak Beckman-Coulter Kontrol Seru-
mu 1 ODC0003 (Lot No: 0027 ve Kontrol Serumu 2,
ODC0004 (Lot No: 0028 kullanildi. Enzimatik yontem-
de ise kontrol materyali olarak Precinorm U ve Preci-
path U (Roche Diagnostics) kullanildi.

Yontem Performansi Calismalari

Dogrusallik. Dogrusallik calismasi igin kreatinin kon-
santrasyonu bilinen serum havuzuna stok kreatinin ¢6-
zeltisinden ekleme yapilarak yiiksek kreatinin igeren (10
mg/dL) serum havuzu olusturuldu; bu havuz baslangi¢
serum havuzu ile seyreltilerek farkli kreatinin konsant-
rasyonlarinda serum havuzlari elde edildi. Konsantras-
yonlar1 10, 7.5, 5.0, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312, 0.156 ve 0.078
mg/dL olan bu havuzlarda her bir yontemle ¢ift kreati-
nin ¢aligmasi yapildi.

Kesinlik. Diisiik ve ylksek diizeyde kreatinin igeren
iki ayr1 serum havuzu olusturuldu. Calisma i¢i kesin-
lik galismasinda bu havuzlar ayni1 seride 21 kez ¢alisildi.
Giinler arasi kesinlik ¢alismasi i¢in ayni havuzlardan
ornekler boliinerek -80 °C’de saklandi; bu ornekler, her
glin ¢ozilerek 21 giin calisildi.

Saptama sinwrr. Bu amagla 21 kez bos ornek (kor) ¢alis-
mast yapildi. Elde edilen absorbans degerlerinin ortala-
ma ve standart sapmasi hesaplandi. Ortalama degere 3
standart sapma eklenerek elde edilen absorbans degeri-
ne karsilik gelen konsantrasyon, saptama sinirt olarak
belirlendi.

Tablo 1. Hasta ve Kontrol Gruplarinda Kreatinin Degerleri.

Geri kazanim. Kreatinin konsantrasyonu 1.0 mg/dL
olan serum havuzuna 5 farkli diizeyde kreatinin eklen-
di ve her diizeyde eklenen kreatininin ne kadar dogru
olciilebildigi hesaplandi, sonuglar % geri kazanim (%R)
olarak ifade edildi..

Yontem karsitlastirma. Bu amagla S.B. Ankara Egitim
ve Arastirma Hastanesi Nefroloji Poliklinigi’nde izlenen
102 kronik bobrek hastasindan (yas: 49 + 15 yil, 40 erkek,
62 kadin) rutin izlem sirasinda alinan aglik kani drnek-
leri ve 37 saglikli goniilliiden (yas: 45 + 13 y1l, 17 erkek,
20 kadin) alinan aglik kan 6rnekleri kullanildi. Calisma
hakkinda S.B. Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi
Egitim Planlama ve Koordinasyon Kurulu'ndan onay
alindi; hastalara sozli bildirim yapilarak onaylar1 alin-
di. Kan ornekleri vakumlu jelli tiiplere (Vacutainer SST,
Becton-Dickinson) alindi, pihtilasma sonrasinda 1500
g’de 10 dakika santrifiij edildi, ayrilan serum o6rnekleri
calisma zamani ¢ikarilmak iizere -80 °C’de dondurul-
du. Yontem karsilastirma ¢alismalar1 Clinical Labora-
tory Standards Institute tarafindan yayimlanan standart
EP9-A2 rehberine gore yapildi (12). Buna gore, 6rnek-
ler gruplandirilarak her bir yontemle farkli giinlerde es
zamanli olarak (toplam 2 saat i¢inde) calisildi. Yontem
karsilagtirmada enzimatik yontem referans alindi.

Istatistiksel Analiz

Tanimlayict istatistiksel analizler, yontemler arasindaki
korelasyon analizi (Pearson) icin “SPSS for Windows
ver. 15.00”, Deming regresyon analizi i¢in Analyze-It
(Microsoft) paket istatistik programlar1 kullanildi.

Bulgular

Hasta ve kontrol gruplarinda tiim yontemlerle elde edi-
len kreatinin degerleri Tablo 1°de verilmektedir. Tabloda
da goriildigi gibi, degistirilen yontemlerin tiimiiniin de
ortalama kreatinin degerleri kinetik Jaffe yontemine
gore daha diisiiktii.

Dogrusallik galismasindaki bulgular Tamponlul, Tam-
ponlu2 ve Adsorbsiyon yontemlerinin 10 mg/dL’ye
kadar dogrusal (lineer) oldugunu, Asidifikasyon yon-
teminin >7.5 mg/dL konsantrasyonlarda dogrusalligini
koruyamadigini gostermektedir.

Saptama siniri galismasinda yontemlerin alt saptama si-
nir1 birbirine yakindir. Saptama sinirlar1 Asidifikasyon
yontemi i¢in 0.034 mg/dL, Tamponlul i¢in 0.064 mg/dL,

Hasta Grubu (/?i:is) Kontrol Grubu (X_i!i-s)
Yontem mg/dL mg/dL
(n=102) (n=237)
Enzimatik 1.53+1.16 0.74 £ 0.14
Kinetik Jaffe 1.73+1.13 0.97 £0.15
Asidifikasyon 1.60 +0.99 0.88+0.19
Tamponlul (pH 7.80) 1.62 +1.04 0.86 +0.16
Tamponlu2 (pH 9.65) 1.57 +1.11 0.80 +0.15
Adsorbsiyon 1.62 +1.00 0.98 +0.15
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Tamponlu2 i¢in 0.048 mg/dL, Adsorbsiyon yontemi igin
0.037 mg/dL olarak bulunmustur. Kit agiklamalarinda
saptama sinir1 enzimatik yontem igin 0.030 mg/dL, ki-
netic Jaffe i¢cin 0.027mg/dL olarak verilmektedir.

Geri kazanim calismasinda elde edilen ortalama %R
degerleri Asidifikasyon, Tamponlul, Tamponlu2 ve Ad-
sorbsiyon yontemleri igin sirastyla %97.1, %98.3, %96.3
ve %102.6 olarak bulundu.

Kesinlik calismasinda yontemlerin ¢alisma igi kesin-
ligi diisiik kontrol havuzunda (I mg/dL) (n = 21) ayn1
yontem sirastyla %0.75, %1.1, %1.63 ve %5.08; yiiksek

6
g 5
2
S 4
>
xT
=3
23 3 (0.24 + 0.98x)
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kontrol havuzunda (6.58 mg/dL) %0.61, %0.71, %0.86 ve

%1.89 olarak bulundu. Yontemlerin giinler arasi kesin-
ligi ise diigiik havuzda ayni1 yontem siralamasryla (1 mg/
dL) %3.20, %2.34, %6.02, %5.14; yiiksek havuzda (6.58

mg/dL) %3.0, %2.76, %3.25, %3.93 idi. Enzimatik yon-
temin ¢alisma i¢i ve giinler aras1 kesinligi %0.9 ve %2.1,
kinetik Jaffe yonteminin ise %1.19 ve %2.0 idi.

Yontem karsilastirma galismasi kapsaminda Enzima-
tik yontem referans alinarak yapilan Deming regresyon
analizi sonuglari Sekil I’de verilmektedir.

5
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Sekil 1. Deming regresyon analizi ile yontem karsilastirma sonuglari. Koyu ¢izgi, yontemler arasindaki iliskiyi, soluk ¢izgi ideal iligkiyi
gostermektedir. Regresyon denklemi, r degeri, kesim ve egim degerlerinin %95 giiven araliklar1 (CI) ve regresyon ¢izgisi etrafindaki dagilimin
standart sapmas1 (Sy/x) her bir analiz i¢in asagida verilmektedir. Degerler arali§1 enzimatik yonteme gore 0.45 — 5.54 mg/dL’dir (SI birimi
olarak 40 — 490 umol/L). (A) enzimatik ve kinetik Jaffe, y = 0.24 + 0.98x (r=0,97; kesim i¢in %95 CI: 0.17 - 0.30; egim i¢in %95 CI: 0.91 - 1.04;
Sy/x: 0.142); (B) enzimatik ve asidifikasyon, y = 0.27 + 0.87x (r=0.939; kesim i¢in %95 CI: 0.22 - 0.31; egim i¢in %95 CI: 0.84 - 0.89; Sy/x:
0.146); (C) enzimatik ve tamponlu 1, y =0.22 + 0.91x (r=0.938; kesim i¢in %95 CI: 0.18 - 0.24; egim i¢in %95 CI: 0.88 — 0.93; Sy/x: 0.145); (D)
enzimatik ve tamponlu 2, y = 0.10 + 0.96x (r=0.947; kesim i¢in %95 CI: 0.08 - 0.13; egim i¢in %95 CI: 0.94 - 0.98; Sy/x: 0.106); (E) enzimatik
ve adsorbsiyon, y = 0.32 + 0.86x (r=0.952; kesim i¢in %95 CI: 0.24 - 0.40; egim igin %95 CI: 0.78 - 0.94; Sy/x: 0.185).
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Tartisma

Kreatinin dl¢iimiinde 100 yili askindir kullanilan Jaffe
reaksiyonu bugiin dnemini hala siirdiirmektedir. Ancak
Jaffe reaksiyonu c¢esitli kreatinin dist madde veya mo-
lekiillerce etkilenir. Bu yiizden 6zellikle serumda “ger-
¢ek” kreatinin 6l¢glim yontemlerinin gelistirilmesi igin
pek ¢ok girisimde bulunulmustur. Bugiin bir yandan
otomatik sistemlerin yaygin kullanim1 ve bu sayede ki-
netik Olgiimlerin kolayca uygulanabilmesi, bir yandan
da ID-MS yontemine gore izlenebilir triinlerin sag-
lanmasi ve bdylece harmonizasyon ve standardizasyon
alaninda O6nemli basarilarin elde edilmesi sayesinde,
kimyasal tekniklerle “gergek™ kreatinin dl¢iimii arayis-
lar1 eski yogunlugunu yitirmistir. Jaffe yontemi ile elde
edilen sonuglarin ID-MS’e gore diizeltilerek verilmesi
de (Kompanse Jaffe) bu gelismelere 6nemli katki sag-
lamistir (13, 14) ancak yeterli degildir, ¢iinkii her hasta
orneginde kreatinin disi kromojenlerin sabit miktarda
oldugu kabul edilir ki bu da gerg¢ekle bagdasmaz (15).
Biitiin bu standardizasyon — harmonizasyon — izlene-
bilirlik ¢abalarina ragmen Jaffe yontemi ile kreatinin
Ol¢limiinde sorunlar ortadan kaldirilabilmis degildir
(16). Bu sorunu agmak amaciyla rutin ¢aligmalar i¢in
1970’lerden baslayarak enzimatik yontemler gelistiril-
migse de heniliz yayginlik kazanmamistir (17). Enzima-
tik yontemlerin ID-MS yontemine gore izlenebilir ise
daha dogru kreatinin sonuglar1 verdigi belirtilmektedir;
bu bakimdan enzimatik kreatinin 6l¢timleri “kompanse
Jaffe” yonteminden daha iistiindiir (18), referans (HPLC)
ve tanimlayici (ID-MS) yontemlerle uyumludur (19). Bu
nedenden ¢alismada enzimatik yontem referans alindi.
Calismada saglikli kontrol grubunda enzimatik yontem-
le elde edilen kreatinin degerleri (0.74 = 0.14 mg/dL) ki-
netik Jaffe’ye gore (0.97 + 0.15) yaklasik 0.2 mg/dL dii-
siiktli ve bu bulgu literatiir bilgisiyle uyumluydu (10, 20).
Enzimatik yontemin kinetik Jaffe’ye gore diisiik sonug
vermesi hasta grubunda da siirdii. Hasta grubunda tim
kronik bébrek yetmezligi evrelerinde enzimatik yontem
kinetik Jaffe’ye gore yaklasik 0.2 mg/dL diisiik sonug
verdi (sonuglar verilmemektedir). Jaffe reaksiyonunda
modifikasyon yapilan diger tiim yontemler de, enzima-
tik yontemden daha yiiksek olmakla birlikte, kinetik
Jaffe yonteminden diisiik sonuglar verdi.

Asidifikasyon yéntemi. 11k kez Slot tarafindan (4) ta-
nimlamistir. Bu yontemde diisiik pH’da protein ¢okme-
sini 6nlemek i¢in renk reaksiyonu dncesinde 6rneklerin
proteinsizlestirilmesi gereklidir. Daha sonra Heinegard
ve ark. (6) orneklerde proteinsizlestirme yapilmadan
asidifikasyon yontemini uygulamiglardir. Calismada
protein ¢okmesi reaksiyon ortamina sodyum dodesil
siilfat (SDS) ve borat eklenerek dnlenmektedir. Burada
SDS asit pH’da protein ¢okmesini, borat ise pikratin kar-
bonhidratlarla reaksiyon vermesini 6nler. Calismamizda
yontemin otomatik cihaza uygulanabilmesi i¢in Heine-
gard ve ark.’nin gelistirdigi yontem kullanildi. Ancak
yazarlarin yaptigindan farkli olarak SDS alkalen pikrat
ayiract icine degil, asidifikasyonda kullanilan asetik asit
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¢ozeltisi i¢ine eklendi. Pikrat reaksiyonu sonrasinda %6
SDS ve 5 mol/L asetik asit eklenerek reaksiyon orta-
minin pH’s1t <5.8’¢ getirildi. Bdylece kreatininden kay-
naklanan renk kayb1 6lgiildii. Yontem Olympus AU 400
cihazina uygulandi. Literatiirde otomatik asidifikasyon
yontemi yer almamaktadir. Asidifikasyon yonteminin
sonuglar1 kinetik Jaffe’ye gore yaklasik 0.1 mg/dL daha
disiiktiir; enzimatik yontemle uyumu diger modifi-
ye yontemlere gore daha kotidiir (Sekil 1B, y = 0.27 +
0.87x) .

Jaffe reaksiyonunda pH’nin etkisi. Calismada farkli
pH degerlerinde tamponlanan alkalen pikrat ayiraci ile
Olgtimler yapildi. Literatiirde bu konuda ¢ok fazla ¢alis-
ma bulunmamaktadir. Yatzidis’in ¢alismasina gore (11)
kreatinin alkali pikrat ayiraci ile pH 9.65’de reaksiyon
vermemekte, pH 11.5°de ise sadece kreatinin ve protein-
ler ile renk olusmaktadir. Buna dayanarak her iki pH de-
gerinde elde edilen absorbans degerlerinin fark: “gercek”
kreatinini yansitir. Caligmada, pH 9.65’e ek olarak, kre-
tainin ile pikrat arasindaki reaksiyonun pH ne kadar dii-
stiriilebilirse o kadar zayif kalacagi diisiincesinden yola
cikilarak ¢okelme olmaksizin kreatinin dist koromojen-
lerin olgiilebilecegi en diisiik pH saptandi (pH 7.80) ve
bu pH’da da tamponlama yapildi. Béylece, pH 7.80 ve
9.65’de tamponlanan alkalen pikrat ayiraglar: ile 6rnek
karistirildiktan sonra elde edilen absorbans kreatinin
dist kromojenlerin reaksiyonunu yansitacakti. Daha
sonra pH’nin NaOH (3 mol/L) eklenerek >12.8’e ¢ika-
rilmastyla kreatininden kaynaklanan renk 6l¢iildiigiinde
aradaki fark “gercek” kreatininin daha dogru dl¢iilme-
sini saglayacakti. Her iki pH’da ytriitiilen reaksiyon da
otomatik cihaza uygulandi. Her iki yontem de kinetik
Jaffe’ye gore diisiik sonuglar verdi (pH 7.80°de yaklasik
0.1 mg/dL, pH 9.65de yaklasik 0.15 mg/dL diisiik so-
nuglar elde edildi). pH 9.65’e tamponlanan pikrat ayiraci
ile enzimatik yontem arasinda daha iyi uyum goriildi
(Sekil 1 C ve D). Literatiirde farkli pH uygulamalarinin
otomatik sistemlere uygulanmasina iliskin bilgi yoktur.
Calisma sonuglari, her iki pH’da da ama ozellikle pH
9.65’e tamponlanan alkalen pikrat ayiraglari ile saglikli,
otomatik analiz yapilabilecegini gostermektedir.
Adsorbsiyon yontemi. Vaktiyle referans yontem olarak
goriilen Floridin adsorbsiyon yontemi (9), giinimiizde
Onemini yitirmistir. Ciinkii otomatize edilmesi miim-
kiin degildir, 6n islem (proteinsizlestirme) gerekmekte-
dir, kullanilan 6rnek hacmi yiiksektir, absorbans dl¢ii-
mii 6ncesinde de santrifiigasyon gereklidir ve ¢cokelegin
iyl ayrismamasi veya dagilmasi okumalari etkileyebil-
mektedir. Calismamizda adsorbsiyon yontemi de hasta
grubunda kinetik Jaffe’ye gore diisiik sonu¢ vermistir
ancak kontrol grubunda belirgin fark yoktur. Yontemin
enzimatik yontem ile uyumu da diger yontemlere gore
katiidiir (Sekil 1 E). Ayrica yontemin ¢aligma igi ve giin-
ler arasi kesinlik degerleri de iyi degildir.

Kinetik Jaffe yontemi. Bugiin tim diinyada en cok
kullanilan kreatinin 6l¢iim yontemidir. Kreatinin disi
kromojenlerin bazilarinin pikrat ile reaksiyonu kreati-
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nine gére yavas, bazilarinin hizhidir. Ornegin protein-
ler yavas, asetoasetat hizli reaksiyon verir. Bu yilizden
6lgimlerin 10 — 80 saniye arasinda yapilmasi kreatinin
dis1 kromojenlerin etkisini azaltir. Ancak gene de in-
terferans sorunu tam olarak ¢oéziilememistir. Vickery
ve ark (18) kinetik Jaffe yontemi sonuglariin ID-MS’e
gore %7.5 daha yiiksek oldugunu belirtmektedirler. Ca-
ligmamizda kinetik Jaffe yontemi, enzimatik yonteme
gore yaklasik 0.20 - 0.25 mg/dL yiikseklik gosterdi. An-
cak, iki yontem arasindaki uyum nispeten iyiydi (Sekil
1A; y=0.98x + 0.24). Buregresyon analizine gore egim
I’e yakindir, ancak kinetik Jaffe yontemi enzimatik yon-
teme gore yaklasik 0.25 mg/dL sabit hata vermektedir.
Sonug. Kreatinin bireysel biyolojik degiskenliginin ¢ok
diisiitk olmasindan dolay1 bobrek fonksiyonunun deger-
lendirilmesinde ve dzellikle de takibinde ve glomeriiler
filtrasyon hizinin saptanmasinda ¢ok degerli bir testtir.
[Bireysel biyolojik degiskenligi saglikli bireylerde %4.3,
kronik bobrek yetmezliginde %5.3’tlir (21, 22)]. Bu du-
rum, biyolojik degiskenlige dayali hata sinirlarinin da
diisitk kalmasini getirmektedir. Buna gore azami ke-
sinlik degeri <%2.7, azami sapma (bias) <%3.8, azami
toplam hata <%8.2 olmalidir (21). Kreatinin i¢in bu hata
hedeflerini patolojik 6rneklerde tutturmak belki miim-
kiinse de, “normal” 6rneklerde yakalamak zordur. Nite-
kim 1.00 mg/dL kreatinin konsantrasyonunda laboratu-
var i¢i kesinlik %2.0 ile %8.4 arasinda degismektedir (1).
Enzimatik yontemlerin ID-MS ile uyumlu oldugu gos-
terilmistir ancak bugiin i¢in kullanilan yiiksek enzim
miktarlar1 nedeniyle pahalidir. Calisgmamizda verilen
hata sinirlarina gore adsorbsiyon yontemi digindakile-
rin kesinligi literatiir bilgilerine gore iyidir. Bu yontem-
lerden pikrik asit ayiracinin pH 9.65’¢ tamponlandig:
yontem (Tamponlu 2) enzimatik yontemle en iyi uyum
gosteren yontemdir. Dolayisiyla adsorbsiyon yontemi
disindaki yontemler, 6zellikle Tamponlu 2, “gercek”
kreatinin Ol¢iimii i¢in yararlidir. Yontemler ucuzdur,
otomatik cihazlara uygulanabilmektedir.
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