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OZET

Gaitada gizli kani1 arastiran testler, gizli gastrointestinal sistem kanamalarinin taranmasinda yaygin olarak
Kullanilan, tanisal acidan degerli testlerdir. Guiak testi gaitada gizli kam1 tarama amach gelistirilen
yontemler icinde en yaygin kullanilam1 olmakla birlikte bu testin hatall pozitif ve hatali negatif sonug
verme oranlarn da oldukca yuksek bulunmustur. Bircok sebze ve meyvede bulunan peroksidaz enzimi

tarama testlerinde interferans yaratmasi sebebiyle problem olusturmaktadir. Calismada Oncelikle
immunokimyasal yontemin tekrarlanabilirligi degerlendirildi ve CV %?2 olarak bulundu. Daha sonra her
iki yontemin duyarliidini arastirmak icin gaita 6rneklerine sitrath tam kan 6rnegdi belli oranlarda diltie
edilerek eklendi ve testler cahsildi. immunokimyasal yontemle 0.06 mgHb/g feces, Guaiak yontemi ile
1.3 mgHb/g feces ve uUzerindeki konsantrasyonlarda hemoglobin iceren gaita Orneklerinde pozitif
sonug elde edildi. interferans calismasinda Guaiak testini interfere ettigi bilinen peroksidazdan zengin

gidalart Kkisitlayan 6 gunliik bir diyete tabi tutulan génitlliller ayrica diyetin 4,5,6. glnlerinde tedavi
dozunda Fe ** preparati kullandilar ve alinan érneklerde her iki ydntemle gaitada gizli kan testi ¢aligildi.
Yapilan diyet kisitlamasi sonucunda Guaiak yontemi ile iki goniilliden alinan 6rnekler pozitif sonug
verirken, immunokimyasal metodla 5 goéniilliiniin érnedi de negatif olarak sonuglandi. Fe** preparati
Kullanimi sonucunda guaiak testinde bir 6rnek pozitif sonucglanirken, immunokimyasal yontemde tiim
sonuclar negatif olarak elde edildi. Peroksidaz interferansinin etkisini direkt olarak saptamak amaci ile
0.05 mg ile 5 mg arasindaki konsantrasyonlarda peroksidaz co6zeltisinin gaita érneklerine eklendigi
calismada QGuaiak testinde 0.1 mg/g fecese ve daha yliksek konsantrasyonda peroksidaz iceren
orneklerde pozitif sonug elde edilirken immunokimyasal yontemde tiim konsantrasyonlarda negatif
sonug elde edildi.

Anahtar Sézciikler: Gaitada gizli kan, Guaiak Testi, Immunokimyasal yéntem

ABSTRACT

Screening for fecal occult blood has been shown to be effective in reducing the colorectal cancer
mortality. Quaiac-based tests are one of the most frequently used screening tests, but their false
positivity and negativity rates are quite high. Peroxidase enzyme, found in many fruits and vegetables
causes a positive interference with the method. Immunochemical methods which utilize the
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antibodies against human hemoglobin are devoid of these interferences. In this study, we first
evaluated the within-run precision of the immunochemical method and found CV as 2%. Then, tc
evaluate the sensitivity of the methods we added human blood at serial dilutions to obtain decreasing
amounts of hemoglobin. We obtained positive results at 0.06 mg Hb/g feces in immunochemical
method and at 1.3 mg Hb/g feces in guaiac method. Then 5 volunteers were kept on a diet free of
meat, fish and peroxidase containing vegetables for 6 days and on 4, 5 and 6th days they took Fe**
tablets at therapeutic doses. The specimens obtained on 3rd and 6th days were analyzed by both
methods. 2 of the specimens obtained on the 3rd day were positive with guaiac test and all were
negative with immunochemical method. The use of iron interfered in one specimen with guaiac test,
but in none with immunochemical method. To evaluate the peroxidase interference, we added
horse-radish peroxidase at concentrations from 0.05 mg/g feces to 5 mg/g feces. While there was nc
interference in immunochemical method, in guaiac method we obtained positive results in specimens
containing 0.1 mg and more peroxidase per g feces.

Key Words: Fecal occult blood, Guaiac method, Immunochemical method

GiRiS

Gaitada gizli kan taramasi, gastrointestinal
sistemde olan lilsere lezyonlarin degerlen-
dirilmesinde tanisal agidan 6énemli bir test-
tir. Bu testlerin erken tani olanadi sagdla-
yarak Kkolorektal kanserlere bagh mortalite
oranin dusurdigu cesitli calismalarda gos-
terilmistir (1,2). Gaitada gizli kan arastiril-
masinda Kkullanilan yéntemler, radyoaktif,
fiziksel, immunokimyasal ve kimyasal yon-
temler olmak tlizere dort ana kategoride top-
lanabilirler. Radyoaktif yontem, radyoaktif
maddenin intravendz enjeksiyonunu takiben
daitanin radyoaktivitesinin 6l¢iimu prensibi-
ne dayanir. Fiziksel yontem gaitanin eritro-
sitler ve hematin Kkristalleri ydniinden mikros-
kobik incelenmesi temeline dayanir. Gaita-
daki hem fraksiyonunun yalanci peroksidaz
aktivitesine dayanan kimyasal yontem ve
lateks aglitinasyon teknolojisini kullanan
immunokimyasal yontem kullanimi daha pra-
tik olan ve daha sik olarak Kullanilan yon-
temlerdir. Kimyasal yontemlerden biri olan
guaiak y6ntemi olduk¢a yaygin Kkullanilan
bir ydbntem olmakla birlikte, yanls pozitif ve
yanlis negatiflik oranlari da oldukca ytiksek-
tir. Bircok sebze ve meyvede bulunan pe-
roksidaz enzimi bu yontem ile interferans
yaratmasi sebebiyle problem olusturmakta
ve test Oncesi siki bir diyet kisitlamasini
beraberinde getirmektedir. Bu nedenle,
immunokimyal yéntemin diyet Kkisitlamasi
gerektirmeyen, uygulanabilirligi kolay, sensi-
tivitesi ytiksek bir test olarak giderek kulla-
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nimi yayginlasmaktadir. Bu calismada, iki
yontem Karsilastirilarak 6zellikle analitik du-
yarhlik ve interferansa neden olan faktorler
acisindan degerlendirilmeleri amaglandi.

GEREC VE YONTEM
Yontemler
Guaiak Yontemi: Eritrositler icinde bulunan

hemoglobinin hem fraksiyonu, yapisal ola
rak bitkilerde bulunan peroksidaza benze:
mektedir. Test, hidrojen peroksidin hemo-
globin ve tilirevleri tarafindan Kkatalitik olarak
parcalanmasi sonucunda ortamda renksiz
olarak bulunan oksijen alicisi bilesigin renkl

guinon bilesigine doénilismesi prensibine
dayanmaktadir.
immunokimyasal Yontem: Test, lateks aglii-

tinasyon teknolojisini kullanmaktadir. insan
hemoglobinine karsi meydana gelmis anti-
Korlarla kapl lateks partikillerinin hemoglo-
bin ile olusturduklan aglutinasyonun turbidi-
tede ortaya cikardiqi degisiklik saptanarak
daitadaki kan miktan kantite edilmektedir.
Yontem degerlendirme calismalarinda OC-
Sensor-n® tam otomatik gaitada gizli kan
analizoru (Alfa Wassermann, italya) kullanil-
di ve sonuglar ng/mL olarak ifade edildi.
Firmanin énerisi ile 100 ng/mL uzeri deger-
ler pozitif olarak kabul edildi.

Degerlendirme Cahsmalan

Tekradanabililik Cahismasi:  Bu calismada
ayni gaita 6rnegdinin a yni ¢calisma icinde 10
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kez ard arda immunokimyasal yontem ile
calisiimasi ile yontemin calisma-ici tekrar-
lanabilirligi degerlendirildi.

Duyarhbk Cahsmasi: 1 mL’'de 0.13 g Hb
iceren sitrath tam kan diltie edilerek gaitaya
eklendi ve konsantrasyonlan 6.5, 3.2, 1.3,
1.13, 0.3, 0.13, 0.06 ve 0.03 mg Hb/g feces
olacak sekilde gaita Ornekleri hazirlandi.
Ornekler her iki ydntem ile calisildi.

interferans Cahsmalan: Calismaya 25-35
yaslar arasinda yazili onaylart alinmis 5 go-
nulli dahil edildi. Gonulliiler guaiak testini
interfere ettigi bilinen peroksidaz iceridi
zengin sebzeleri ve hem icerigi yiuksek et
tiri gidalan yasaklayan 6 gunliuk bir diyete
tabi tutuldular. Diyetin 3. gunu sonunda
alinan gaita 6rneklerinde her iki yontemle
gizli kan testi ¢alisildi.

Diyetin 4., 5. ve 6. guinlerinde tedavi dozun-
da (550 mg/giin) Fe** preparati (Gyno Tardi-
feron tablet) 2x1/giin oral olarak kullanildi.
6. glin sonunda tekrar gaita 6rnekleri alina-
rak her iki yontemle c¢alisildi.

Peroksidazin yoéntemler tizerine interferan-
sinl arastirmak amaciyla bitki peroksidazi
(horse-radish peroksidase) ekstrakti 20mg/
mL ve 5 mg/mL Konsantrasyonlarda olacak
sekilde distile su ile ¢odzulerek stok ¢ozelti-
ler elde edildi. Bu stok c¢ozeltiler eklenerek
5.0, 4.0, 3.0, 2.5, 2.0, 1.0, 0.3, 0.2, 0.1 ve

0.05 mg peroksidaz/g feces iceren gaita
ornekleri hazirlandr ve 6rnekler her iki yon-
temle calisildi.

Tum calismalarda Onekler 2 kez calisilarak
sonuglar degerlendirildi.

BULGULAR

Tekrarlanabilirlik Calismasi:  Yapilan calis-
mada CV %2 olarak bulundu.

Duyarhiik Caiismasi: Tam kan eklenen gaita

ornekleri immunokimyasal yontem ile calisil-
diginda 0.03 mg Hb iceren gaita 6rneklerin-
de (-), diger tim konsantrasyonlardaki Ornek-
lerde (+) sonug elde edildi. Guaiak yontemi
ile yapilan calismada 6.5, 3.2 ve 1.3 mg Hb
iceren ornekler (+), 0.65 mg Hb iceren 6rnek-
ler supheli (+), 0.3 mg Hb ve daha dusuk
konsantrasyonlarda Hb iceren o6rnekler (-)
olarak sonuclandi (Tablo 1).

interferans Cahismalan:  Yapilan calismada,
5 gonulliiden 6 giinliik diyetin 3. ginti so-
nunda alinan daita 6rneklerinde 2 Kiside
guaiak metoduyla (+) sonug¢ saptanirken,
immunokimyasal yontem ile 5 6rnekte de (-)
sonug elde edildi.

Fe** preparatinin kullanimi sonunda guaiak
testi ile bir gonulliniin 6rnedi (+) olarak sap-
tanirken, diger 4 gonilliniin érnekleri (-) ola-
rak bulundu.

Tablo 1. Duyarlilik dederlendirmesi.

Hemoglobin (Hb) 6.5 3.2 1.3
(mg/g feges)

immunokimyasal yéntem (+) (+) (+)
Guaiak yontemi (+) (+) (+)

0.65 0.3 0.13 0.06 0.03
(+) (+) (+) (+) )
Stipheli (+) ) ) ¢

)

Tablo 2. Peroksidaz interferansi degerlendirmesi.

Peroksidaz 5 4 3 2.5
(mg/g feces)

immunokimyasal () ) ) )
yontem

Quaiak yontemi (+) (+) (+) (+)

2 1 0.3 0.2 0.1 0.05

¢ ) ) ¢ ¢ )

(+) (+) (+) (+) Supheli (+)

)
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immunokimyasal yontem ile 5 génullilden
alinan orneklerin timu (-) sonug verdi.

Farkli konsantrasyonlarda peroksidaz ¢ozel-
tisi iceren orneklerin timiinde immunokim-
yasal yontem ile (-) sonug elde edildi. Guaiak
testi ile ise 0.1 mg/g feges iceren drnek sup-
heli (+), 0.05 mg peroksidaz/g feces iceren
ornek ise (-) olarak saptandi. Daha ytliksek
konsantrasyonlarda peroksidaz i¢ceren ornekle-
rin timunde (+) sonug elde edildi (Tablo 2).

TARTISMA

Gaitada gizli kan arastirilmasi, gastrointesti-

nal hastaliklarin tanisinda, kolorektal kanser-
lerin erken teshisinde degerli bir test olmasi
nedeniyle tarama amach bir ¢ok ydntem
gelistirilmistir. Radyoaktif maddenin intrave-
ndz enjeksiyonunu takiben gaitanin radyo-
aktivitesinin 6l¢ciimii prensibine dayanan radyo-
aktif yontem, hasta acisindan zahmetli, rutin
Kullanim icin olduk¢a komplikedir. Gaitanin
eritrositler ve hematin Kkristalleri yéniinden
mikroskobik incelenmesi ise mesleki dene-
yim gerektiren, zaman alic1 bir yontemdir.
Kimyasal ve immunokimyasal metodlar deger-
lendirmesi hizli ve basit, uygulanabilirlik aci-
sindan pratik metodlardir. Kimyasal bir yon-
tem olan guaiak metodunun insan hemoglo-
binine spesifik olmayisi, ortamda insan hemo-

globininden farkli hemoglobinin veya sebze

tuketimi sonucu peroksidaz enziminin varl-
dina baglh yalanci pozitiflik oraninin yiiksek
olusu kullanimina kisithliklar getirmektedir (5).

Brokoli, domates, lahana, turp, salatalik, kavun,
salgam peroksidazdan zengin sebzelerdir.
Et tard hayvansal gidalardaki hem icerigi
ise oldukca ytiksektir. Guinliik yasamda bu
tur gidalarin kullanim sikhig g6z 6nitine alin-
diginda Guaiak metodu hastanin beslenme
aliskanhgin1 degistirmesini gerektiren siki
bir diyet zorunlulugunu beraberinde getir-
mektedir (6). Calismamizda diyet sonrasi ali-
nan dgaita 6rneklerinde 2 kiside pozitif sonug
elde edilmesi, bu Kigilerin diyet Kisitlama-
sina yeterli 6zeni gdstermemis oldugunu
diusiindirmekte ve gonulliilerin entelektiiel
diizeylerinin yuiksek, konuyu bilen saghk
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personeli olmalarina ragmen diyeti gercek
lestirmenin zorlugunu gdstermektedir. Perok-
sidaz c¢ozeltisini gaita Orneklerine degisik
konsantrasyonlarda ekleyerek yaptigimiz calis
mada 0.1 mg/g feces konsantrasyonuna
kadar guaiak metoduyla pozitif sonuc¢ elde
edilirken, immunokimyasal metodun negatif
sonuc¢lanmasi Guaiak testinin peroksidazdan
zengin didalara siki bir Kisitlama gerektirdi-
dini dogrulamaktadir. Bu durum testin pozitil
sonuc¢lanmasi durumunda tani acgisindan
guvensizlik yaratmakta ve testin tekrarlan-
ma ihtiyacin1 yaratmaktadir. Ayrica testin
sensitivitesinin dusuk olmasindan kaynakla-
nan (7) yanhs negatiflik oranini en aza indi-
rebilmek amaciyla 6 gunluk bir diyetin son
3 gununde, gaita Orneginin ardisik olarak 3
gun ust uste alinmasi gerekmektedir. Bu,
hasta acisindan sikintili, testin degerlendiril-
mesi agisindan zaman kaybina yol agan bil
durumdur. Goénullulere tedavi dozunda demi
uygulandiginda, bir Kiside Guaiak testiyle
pozitif sonug elde edilip, immunokimyasal
yontem ile bes kiside de negatif sonug elde
edilmesi, demir preparati kullanan hastalar-
da Quaiak yontemi ile gaitada gizli kan testi
yapilmasinin sakinca olusturdugu, immuno-
kimyasal yontemde ise hemoglobine spesifik
antikor Kullaniminin bu sakincayr ortadan
kaldirdigin1 kanitlamaktadir. Gerek duyarlih@in
diasukligiinden gerekse de yanlis pozitiflik
ve negatiflik olasiliklarinin yarattigi testin
tekrarlanma ihtiyaci ise maliyeti arttiran bir
durumdur.

Guaiak testi immunokimyasal metoda gore
sensitivitesi daha dusuk bir test olmakla
beraber hem fraksiyonuna spesifik bir reak-
siyon olmasi nedeniyle ust gastrointestinal
sistem kanamalarinin degerlendirilmesinde
tanisal agidan sorun yaratmamaktadir. immu-
nokimyasal yontemin ise hemoglobine spe-
sifik olusu bir yandan interferans acisindan
yarar saglarken, diger taraftan bu durum,
dastrointestinal enzimlerin hemoglobinde
olusturdugu yapisal dedisiklik nedeniyle ust
dastrointestinal sistem kanamalarinda tani-
sal yararlihd@ diusitrmektedir (8). Sigmoidos
kopi taramalarinin kolorektal kanserlerde
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erken tani olanad! saglayarak mortalit e ora-
nint dusurdugu bilinmekle birlikte (9), bu
proseduriin proksimal kolon kanserlerini
detekte etmekte yetersiz kaldigi bildirilmis-
tir (10). Bir olgu-kontrol ¢alismasinda immu-
nokimyasal metodla bir y1l ve iki y1l sure ile
belli aralarla tarama testine tabi tutulan-
larn, tarama yapilmayanlara gére Kolorektal
Kanser mortalite oranlarinda %60 azalma
tespit edilmigtir (11). Bu sartlar altinda uygu-
lanabilirligindeki kolayhklar g6z o6nuine ali-
nirsa non-invaziv bir test olan immunokim-
yasal metodla gaitada gizli kan tarama testi
tanisal acidan degerli bir test olarak yerini
almaktadir. Tarama amagh immunokimya-
sal metodu kullanarak yapilan 5 yillik popu-
lasyon calismasinda, hasta grubunun %46’si
rektum, %15’i sigmoid kolon, %4'ti inen ko-
lon, %14t transver kolon, %21 c¢ikan kolon
c¢ekum kanserinden olusmaktaydi. Tarama-
nin yapildidi 5 yillik stire icinde tanisi konup,
1-5 yillik periyot icinde 6lenlerin orani, tara-
ma yapilmayanlarla karsilastirildiginda immuno-
Kimyasal yontemin mortalite riskini %23-60
oraninda degdisen bir oranla azalttigi ortaya
konmustur (12). Yaptigimiz duyarhilik calis-
masinda, dusik konsantrasyonda kan iceren
dgaita Orneklerinde immunokimyasal yéntem-
le pozitif sonu¢ elde edilmesi bir tarama
testi olarak testin tanisal duyarliligini ortaya
koyan diger ¢alismalan desteklemektedir.

Sonug olarak, ¢alismamizin verileri, Guaiak
testi kullanimi sirasinda gerekli diyet ve ilag
Kisitlamalarinin  immunokimyasal yo6ntem
icin gerekli olmadigin1 géstermektedir.

Immunokimyasal yéntem Guaiak testine
gore maliyeti daha ytliksek bir test olmasina
ragmen duyarlilidi daha ytliksek bir test olmasi,
hastanin beslenme ve ilag diizenini bozma-
dan testi uygulama olanagd saglamasi ayrica
ornek Kkaplarinin Kkullanisli olmasi ve Kkisa
zamanda bir ¢ok Ornegin calisiimasina ola-
nak saglamasi nedeniyle bir¢ok agidan guaiak
metoduna gére avantajli goriilmektedir.
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