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OZET

YASADISI MADDE TARAMA VE iDRAR BUTUNLUGU TESTLERINE
HILE KATMA YONTEMLERININ ETKIiSININ INCELENMESI

Yasadisi madde analizi yapan laboratuvarlara basvuran olgularin, madde
kullaninmim1 gizlemek ya da negatif sonu¢ elde edebilmek igin g¢esitli hilesel
girisimlere bagvurduklar1 bilinmektedir. Madde kullanicilarinin  kullandiklar:
maddelerin saptanmamasina yonelik gelistirilen kimyasal {iriinlerin gesitliligi her
gecen yil artmaktadir. Bu olumsuz gelismelere paralel olarak bu iiriinlerle elde edilen
yanlis negatif sonuglar1 saptamaya yonelik calismalarda gilincelligini korumaktadir.
Omege miidahale; 6rnegi seyreltme, drnedi degistirme veya hile amaciyla madde

katma seklinde olabilmektedir.

Calismamizda 2015 yilinda laboratuvarimiza basvuran 5709 olgunun yasadist
madde tarama sonuglart degerlendirilmistir. Kreatinin degeri <20 mg/dl olan
olgularin madde/kreatinin degerleri normalize edilerek tekrar degerlendirilmistir.
Ornek degistirmeye tesebbiis eden Kkisilerin izledikleri yollar ve tutanaklar
incelenmistir. Hile katma yontemlerinin incelenmesi amaciyla ise 11-nor-9-karboksi-
A9-tetrahidrokannabinol (A9-THC-COOH), amfetamin (AMP) ve 3,4-metilendioksi-
metampfetamin (MDMA) pozitif olan yasal smirlara yakin bir idrar havuzu (A9-
THC-COOH i¢in 58 ng/ml, AMP i¢in 1261 ng/ml, MDMA i¢in 511 ng/ml)
hazirlanmistir. Bu havuzdan alinan 5 ml idrar 6rnegine evsel hile katma ajanlarindan
camagir suyu, Sirke, lavabo agic1 ve goz damlas1 degisen miktarlarda eklenmistir. Bu
asamadan sonra Orneklerin fiziksel 6zellikleri incelenip, idrar bitiinliigiinii gosteren
testleri uygulanmis, iki farkli ticari marka kart test ve immunoassay teknigi ile

analizler yapilmugtir.

%10 (v/v)  c¢amasir suyu katilan Orneklerde immunoassay sonuglari
incelendiginde A9-THC-COOH yanlis negatif sonug verirken, AMP diizeyinin arttig1
belirlenmigtir. AMP ve A9-THC-COOH’un sirke eklenmesinden etkilenmedigi,
MDMA’nin eklenen sirke hacmi artik¢a negatif sonu¢ verdigi gézlenmistir. EKlenen
lavabo acici, cihazda analiz testlerinin ¢aligmasini engellerken, g6z damlasi

iImmunosassay sistemlerinde higbir degisiklige yol ag¢madigr saptanmuistir.
v



Laboratuvarimiza bagvuran olgular i¢in ortalama kreatinin degeri 155,94+84,26
mg/dl  hesaplanmistir. Olgularin yaslar1 arttikca kreatinin degerleri diistigii
istatistiksel olarak gosterilmistir (Pearson Momentler Carpimi Korelasyon Teknigi, r
= -0,63, p<0.01). Olgularin (n=5709) %2,15’inin (n=123) <20 mg/dl kreatinin
degerine sahip oldugu ve bu olgular igerisinde 11 olgunun 6rnegi seyreltmis oldugu
belirlenmistir. Ornek toplama asamasinda yapilan gdzetimlerde olgularin (n=5709)

%0.17’sinin (n=10) sahte idrar verme girisiminde bulundugu tespit edilmistir.

Calismanin  sonuglari; yasadist madde analizi yapan laboratuvarlarda,
emniyet&gozetim zincirine uygun olarak yapilan, pre analitik, analitik ve post
analitik asamalarin birlikte yapilmasinin 6nemi ve gerekliligi ortaya konmustur. Idrar
biitiinligiinti degerlendiren testler laboratuvara ulasan her idrar 6rnegi igin yapilmali
ve  sonuglart  dikkatle  deneyimli  laboratuvar  c¢alisanlar1  tarafindan
degerlendirilmelidir. Kreatinin degerinin toplumlara gore farklilik gostermesi
nedeniyle her toplumun laboratuvarlarin bulunduklar1 bolgeye ait kreatinin degeri

hesaplanarak normalizasyon yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hile Katma, Yasadis1t Madde, Idrar, Immunoassay
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ADULTERATION METHODS FOR DRUG ABUSE
ANALYSIS AND URINE INTEGRITY TESTS

It’s known that cases admitted to illicit drug analysis laboratory to attempt to
adulteration methods to hide substance use or to obtain negative results. The variety
of products which are chemical substances to developed by users do not detect
screening tests are increasing every year. Parallel to these negative developments,
efforts to detect false negative results obtained with these products are still under

discussion. Tampering with a specimen can be dilution, substitution or adulteration.

In this study; illicit drug screening results were evaluated in 5709 cases who
have admitted to our laboratory in 2015. Cases that have creatinine values of the <20
mg/dl were normalized in terms of substance / creatinine values. In addition, the
ways followed by the person who attempted to substitution and records were
examined. A urine pool was prepared with  11-nor-9-carboxy-A9-
tetrahydrocannabinol  (A9-THC-COOH), amphetamines (AMP) and 3,4-
methylenedioxy-methamphetamine (MDMA) above the legal limits. Household
adulteration agents such as bleach, vinegar, drain opener and the eye drops were
added in varying amounts into the 5 ml of urine specimen taken from this pool. All
specimens were examined in terms of physical characteristics, urine integrity tests

and with two different card tests and immunoassay.

While A9-THC-COOH level was given false negative results with
immunoassay in the urine involved bleach (10 % v/v), amphetamine level was
increased. It was observed AMP and A9-THC-COOH levels were unaffected by
adding vinegar, MDMA level was given negative result with increasing volume of
vinegar. Addition drain opener caused an error in the tests, while eye drops did not
cause any change. The mean creatinine value for our laboratory was calculated as
155.94 + 84.26 11of the cases attempted to dilute the urine specimen. Older subjects
when compared with younger cases have significantly lower creatinine values

calculated to be statistically (Pearson product-moment correlation, r = -0,63 , p<.01).

Vil



10 cases have been detected give substituted urine in during the sample collection

step.

The study results were revealed that the importance of chain of custody, pre-
analytical, analytical and post-analytical steps should be undertaken together in the
illicit drug analysis laboratories. Urine integrity tests should be performed for each
urine sample reaching the laboratory and the results should be carefully evaluated by
experienced laboratory personnel. Due to the different creatinine values in
community, by calculating the value of creatinine in the laboratory, which is each

community of the area where the laboratory, is required normalization.

Key Words: Adulteration, Drug, Urine, Immunoassay
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1. GIRIS

Yasadist maddelerin kotiiye kullanimi ve bagimlilig1 son yillarda diinyada ve
iilkemizde en onemli saglik ve giivenlik sorunlarindan biri haline gelmistir. Yasadisi
maddelerin kotiiye kullanimi veya bagimliligina yonelik toksikolojik analiz
gerektiren durumlar; isyeri madde testleri, madde etkisinde tasit kullanimi, yaralama
veya Oliimle sonuglanan motorlu tasit kazalari, bagimlilik tedavisi veya denetimli
serbestlik uygulamalari, kisinin istegi ve/veya bilgisi disinda kendisine madde
verildiginden siiphelenilen durumlar, bosanma ya da velayet davalarinda taraflardan
birinin iddias1 iizerine analiz yapilmasi istenmesi sekilde siralanabilir. Anlagildigi
tizere madde kullaniminin yasalarimiz, hukuk ve adli sistemlerle yakindan iligkisi
bulunmaktadir.

Ulkemizde yasadist madde kullanimini engellemek ve tedavi etmek amaciyla,
2005 yilinda Resmi Gazete’ de yayimlanan 5237 Sayili Tiirk Ceza Kanunu’nun 191.
Maddesi geregince, “kullanmak i¢in uyusturucu veya uyarici madde satin almak,
kabul etmek veya bulundurmak ya da uyusturucu veya uyarict madde kullanan kisi,
iki yildan bes yila kadar hapis cezasi ile cezalandirilir” ibaresi bulunmaktadir. Ayrica
ayni yasa kapsaminda uyusturucu veya uyarict madde kullanan kisi hakkinda,
tedaviye ve denetimli serbestlik tedbirine karar verebilir, hakkinda tedaviye ve
denetimli serbestlik tedbirine karar verilen kisi, belirlenen kurumda uygulanan
tedavinin ve denetimli serbestlik tedbirinin gereklerine uygun davranmakla
yiikiimlidiir maddeleri yer almaktadir (1).

4857 sayih Is Kanunu’nun 84. Maddesi geregince, isyerine sarhos veya
uyusturucu madde almis olarak gelmek ve isyerinde alkollii icki veya uyusturucu
madde kullanmak yasaktir. Bu nedenle ise alinacak personelin yasalara uyumlu ve
giivenilirliginin test edilmesi ve is basinda iken alkol veya madde etkisi altinda
olmamasi istenir (2).

Trafikte ise 2918 sayili Karayollar1 ve Trafik Kanunu'nun 48. Maddesinde
alkol ve uyusturucu/uyarici madde kullanimi yasaklanmustir. Siiriiciilere alkol testi
uygulamast mevcut olmasina ragmen uyusturucu ve uyarict madde testi
uygulamasina tlikiiriik testleri ile gecilmismis, ¢cok yeni olarak giindem iginde yer
almaktadir (3).

Bu noktada, yasalarla belirlenen madde kétiiye kullanimi ya da bagimliliginin

tespit edilmesi, uygulamaya konmasi i¢in yasadist madde analizi yapacak olan adli



toksikoloji laboratuvarlara yonelik diizen ve rehber olusturma girisimleri heniiz
baglamistir. Diinya’da Uluslararas1 Adli Toksikologlar Dernegi (TIAFT), Avrupa
Isyeri Uyusturucu Madde Testi Dernegi (EWDTS), Madde Kullanimi1 ve Ruh Saglig
Hizmetleri Yonetimi (SAMHSA), Adli Toksikoloji Dernegi (SOFT) gibi kuruluslar
yasadist madde analizleri yapan laboratuvarlarin gereksinimleri, egitimleri,
siirliliklar ve uygulanabilirligi hakkinda rehberler sunmakta ve giincellemektedir.
Yasadis1 madde analizlerinde madde kullanimimi ya da kotiiye kullanimi
gostermek i¢in uygulanan adli toksikolojik yaklasimlarda analiz 6ncesi (pre analitik),
analiz (analitik) ve analiz sonrasi (post analitik) olmak iizere iic onemli asama vardir
(4). Bu baglamda ornek toplanma, analiz ve yasadisi madde analizi sonuglarin
yorumlama ve degerlendirilmesini bir biitiin olarak ele alan bu tez ¢alismasi ile idrar
orneklerine olas1 hile katma yontemleri arastirilmistir. idrar, hilesel girisimlere agik
bir biyolojik materyaldir. Madde kullanimmi siirdiiren kisi madde testlerinden
negatif sonug¢ elde etmek i¢in ¢esitli hilesel girisimlere basvurduklar bilinmektedir.
Bu girisimler; Ornegi seyreltme, degistirme ya da disaridan madde eklenmesi
seklinde olabilir (5). Bu girisimleri 6nlemek ve saptamak amaciyla; 6rnek toplama
asamasi, analiz yontemleri ve uygulanacak test parametreleri, sonuglarin

degerlendirilmesinin biitlinliigiine dikkat ¢eken bu ¢aligsma tasarlanmistir.

2. GENEL BILGILER

Adli ve tibbi kaynaklarda regetelendirilen ilaglarin tibbi kullanim disinda
kullanilmas1 maddenin kétiiye kullanimini tanimlamaktadir.

Madde bagimliligi ise, ilag niteligine sahip bir maddenin beyni etkilemesinden
kaynaklanan, maddenin keyif verici etkilerini duyumsamamak veya yoklugundan
kaynaklanan huzursuzluktan sakinmak i¢in, devamli veya periyodik olarak madde
alam arzusu ve bazi davranis bozukluklariyla karakterize bir beyin hastaligi olarak

tanimlanabilir (4).

2.1. Kotiiye Kullamlan ve Bagimhilik Yapan Yasadis1 Maddeler
Bagimlilik yapan maddeler, insan davranislarini degistirebilme ozelligine ve
bagimlilik yapma potansiyeline sahip olan maddelerdir (6). Tablo 1.’de etki

mekanizmalaria gore bagimlilik yapan maddeler yer almaktadir.



Tablo 1. Etkilerine G6ére Bagimlilik Yapan Maddeler (7)

Etki Bagimhilik Yapan Madde
Narkotikler; Afyon Uriinleri, Morfin, Sentetik ve
Yar1 Sentetik Narkotik Analjezikler
Yatistiricilar | Depresanlar; Alkol, Sedatif Ve Trankilizan Ilaglar
Uyaricilar | Stimiilanlar; Kokain, Amfetamin Grubu, Khat
Haliisinojenler | Esrar, Fensiklidin, Meskalin, Lizerjik asit dietilamid (LSD)

Uyusturucular

Uyusturucular grubunda yer alan maddeler gii¢lii analjezik etkileri ile birlikte
santral sinir sisteminde doza bagimli olarak oldukc¢a yaygin etki gosterirler. Bu
grubun tiyelerinin hemen hepsinin keyif verici ve rahatlatici etkilerinden dolay1 ve
hizli tolerans gelistigi i¢in kisa siirede bagimlilik gelisir (8).

Yatistiricilar; kaygi ve sikinti hissini azaltan, mental sakinlik yaratan, uykuya
dalabilmek i¢in kullanilan ilaglar ve alkol igeren igecekleri kapsamaktadir (6).

Uyaricilar grubunda yer alan maddeler 6fori, artmis duygu durum, enerji ve
Ozgiiven artisi, konuskanlik, yorgunlugun azalmasi ve uyaniklik artisi nedeniyle
suiistimal edilen maddelerdir. Kokain, fazlaca mutluluk ve enerji verdigi igin
oldukea giiglii bagimlilig1 olan bir maddedir (9). Khat ise, Dogu ve Orta Afrika’da
ozellikle Arap yarimadasinda ve Yemen’de siklikla kullanilan bir bitkinin kék ve
taze yapraklarindan elde edilen bir uyarici grubu bagimlilik yapici bir maddedir (10).
Bu grupta yer alan amfetamin grubu, giiniimiizde halen tibbi amaglar i¢in kullanilan
ilaglardir.  Amfetamin  (AMP), aktif  dekstroizomeri  dekstroamfetamin,
metamfetamin (MET) ve metilfenidat grup olarak benzer kimyasal ve farmakolojik
ozellikler gosterirler. Presinapstan dopamin salinimi yaparak etki gosterirler. 3,4-
metilendioksimetamfetamin  (MDMA) ve diger amfetamin benzerleri dopamin
disinda serotonin salinimina da neden olur. Serotonin hallusinojen maddelerin etki
gostermesini  saglayan norotransmitter oldugu i¢in, MDMA’nin etkilerinin
haliisinojenlere benzedigi sdylenebilir. Kullanildiginda keyif, coskunluk, nese verir,
kisi kendini canli hisseder, dikkati ve performansi artar. MDMA gibi maddeler ile
bagkalarina kars1 yakinlik, nesnelerde parlaklik hissi yaganir (11).

Amfetamin gastrointestinal sistemden kolayca emilir. Daha fazla etki elde
etmek i¢in burundan ¢ekme ya da enjekte yoluyla kullanimi mevcuttur. Amfetamin
kan beyin kolay gecer ve muhtemelen bu nedenle etkileri diger aminlere gére daha

kuvvetlidir. Amfetamin genellikle idrar ile de§ismeden atilir ve atilim hizi idrar



asitlestirildik¢e artar. Amfetaminin plazma yarilan 6mrii 5 ila 30 saat arasinda
degisebilir, idrar akist ve idrar pH’1 bunu belirlemede onemlidir (12). MDMA
karaciger de N-demetilasyona ugrayarak 3-4 metilendioksiamfetamine (MDA)
doniisiir. MDA ve MDMA o-demetilasyon ile sirasiyla a-metildopamin ve N-metil-
a-metildopamine doniisiir. Olusan bu metabolitler oksidasyona ugrayarak metabolize

olur. Diger bir metabolizma yolu da glisin, siilfat ve glukronidkonjugasyonudur (12).

: 1 1
mw Y aor

Sekil 1. Amfetamin, Metamfetamin ve 3,4-Metilendioksimetamfetamin Molekiiler
Yapisi

Amfetaminler i¢in primer tarama yontemi olarak immunoassayler
kullanilmaktadir. Amfetamin testleri genellikle amfetamin, metamfetamin ya da her
ikisini birden tespit etmeyi hedef alir. Amfetaminin ve metamfetaminin molekiiler
yapisinin  birbirine ¢ok benzemesi her bir bilesige 0Ozgli antikor {iretmeyi
giiclestirmektedir. Bu nedenle farkli immunoassay yontemlerinde ¢apraz
reaksiyonlar goriilebilir. Amfetamin ve benzeri maddelerin ¢esitli matrikslerde tespit
edilme siireleri bireyin genetik 6zelliklerine, kullanilan maddeye, kullanim sikligina
ve daha bir¢ok faktore bagli olarak degisebilmektedir (11).

Haliisinojenler gubunda yer alan maddeler diisiinceyi, algiy1 ve duygu
durumunu psikomotor uyari ya da depresyon yapmadan etkileri olusur. Sik kullanimi
olan haliisinojenlerde biri Lizerjik asit dietilamid (LSD)’dir. Birer anestezik olan
fensiklidin, olduk¢a benzer etkilere sahip olan ketaminde kullanimi oldukga fazla
olan maddelerdendir. Bu maddeler bazi kaynaklarda kliip ilaglar1 olarak da
gecmektedir (6). Cannabis Sativa bitkisinden elde edilen kannabinoidler,
kullanildiginda viicutta sarhosluk ve keyif veren, tibbi ve eglence amagl kullanimi
ile ilgili uzun bir gecmise sahiptir ve bugiin diinya genelinde en yaygin iiretilen ve
tiiketilen yasadis1 maddedir. Kannabis bitkide bulunan A9-Tetrahidrokannabinol (A9-
THC), A8-Tetrahidrokannabinol (A8-THC), Kannabinol (CBN), 11-hidroksi- A9-
Tetrahidrokannabinol (11-OH-THC), anandamit psikoaktif metabolitler iken,
Kannabidiol, Kannabikromen, (-)A8-THC-11-nor-oik asit inaktif metabolitleridir

(11). A9-THC tiim kannabinoidler ic¢inde en fazla psikoaktif etkiye sahip
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kimyasaldir. Kannabis kullanimi genellikle sigara kagitlarina sarilarak veya puro
yapraklarina sarilarak bitki materyalinin dumaninin solunmasi veya bu bitkiden
hazirlanan farkli kisimlarin ¢ay gibi demlenerek icilmesi veya yenilmesi seklindedir.
Esrar genellikle agizdan (oral yolla) veya dumani solunarak, 5-20 mg arasinda
degisen dozlarda uygulanir. Bu madde; haliisinasyon, zaman kavraminda bozulma,
ofori ve sedasyon dahil olmak iizere gesitli farmakolojik etkilere sebep olabilir.
Genel kullanim yolu olan dumanin inhalasyonu sayesinde kannabis hizli ve etkili
olarak akcigerlerden hizla emilir. A9-THC ve metabolitleri 6zellikle lipoproteinler
olmak iizere % 95-99 oraninda plazma proteinlerine baglanir. Kannabis sigarasi
icildikten sonra, A9-THC hizlica dokulara dagildigi ve karacigerde metabolize
edildigi i¢in plazma konsantrasyonu diiser (15). Esrar sigarasindan gekilen ve disari
iiflenen ilk dumanin ardindan kanda A9-THC saptanabilir, 3 ile 8 dakika sonra
plazmada pik yapar. Viicuttaki dagilimi, maddenin yiiksek lipofilikligine uygun
olarak gergeklesir. Sigara gibi i¢iminin ardindan A9-THC’ nin biyoyararlanimi igin
kaydedilen degerler %18-50 arasinda degismektedir. Kannabinoidler temel olarak
karacigerde metabolize edilir, fakat beyin, akciger ve bagirsaklar gibi diger
dokularda da biyotranformasyona ugrayabilirler. 72 saat iginde, bir doz A9-THC’ nin
yaklagik %70’inin %30’ u idrarla %40’ 1 digkiyla atilir. 11-Nor-9-Karboksi- A9-THC
(A9-THC-COOH) ve onun glukuronit konjugati biyotransformasyonun temel son

tirtinleridir (16).

Sekil 2. A9-Tetrahidrokannabinol ve 11-Nor-9-Karboksi-Tetrahidrokannabinol
Molekiiler Yapisi

2.2. Yasadisi1 Maddelerin Adli Toksikolojik Analizi
Madde analizi yapan laboratuvarlara, basvuran kisilere ait belgelerin ve
orneklerin emniyet&gozetim zincirinde ve soguk zincirde ulasmis olmasi 6nemlidir.

Ornek toplamanin dogru yapilmasi, analiz edilecek madde/metabolite uygun analitik



yontem se¢ilmis olmasi ve sonuglarin yorumlanmasi, dogru sonuglar verilebilmesi
icin gerekli zincirin birer pargalaridir (17).

Toksikolojik analizlerin preanalitik asamasinda, kisinin madde kullanimi ve
saglik durumu degerlendirilir. Eger ne kullandig1 biliniyorsa, hangi siklikla ve ne
zaman kullandig1, maddenin miktari, maddenin farmakokinetik 6zellikleri, kisinin
yas1, cinsiyeti, agirhigi, yag dagilimi, karaciger-bobrek fonsiyonlari, metabolizmast,
varsa ek hastaliklari, kullandig1 ek ilaglar (sigara, alkol dahil) bilinmelidir (4).

Analitik asamada kullanilan yontemlere gore farkli smirliliklar mevcuttur.
Yapilan caligmalarla kisilerin lizerinde olusan olumsuz etkilere gore hesaplanmis ve
diinyada uygulanan toksikolojik analiz rehberlerinin agikladigi degerlere de “cuf off
degeri” ya da “smir degeri/esik deger” adi verilir. Bu degerin iizerinde ¢ikan
sonuglara “pozitif”, altinda ¢ikan sonuglara ise “negatif” denir. Ornek veren kisilerin
kullandiklar1 ilaglar, mevcut metabolik hastaliklar ya da tiikettikleri gidalar
nedeniyle gercek durum negatifken test sonucu pozitif ¢ikan durumlar i¢in yanlis
pozitif”,.6rnege miidahale, 6rnek alimi dncesinde sonucu negatif ¢ikabilecek ilag ya

da hilesel iirlinler kullanma ile ger¢ek durum pozitifken test sonucu negatif ¢ikan

sonuglara ise “yanlis negatif’ denilmektedir (18).

Tablo 2. SAMSHA Rehberi 2010 Cut Off Degerleri (19)

On Tarama Test On TaramavTestl. Dogrulama Metaboliti | Dogrulama Testi Cut
. Cut Off Degerleri y .
Analitleri Off Degerleri (ng/ml)
(ng/ml)
Esrar metaboliti 50 A9-THC-COOH 15
Kokain Metaboliti 150 Benzoilekgonin 100
Opiyat metabolitleri . .
Kodein/ Morfin 2000 Kodein/ Morfin 2000
6-Asetil Morfin 10 6-Asetil Morfin 10
AMP VE MET 500 AMP/MET 250
MDMA 500 MDMA/MDA/MDEA 250

Adli toksikolojik analizlerde oncelikle tarama/tanimlama, daha sonra madde

tanimlanmigsa daha Ozel hassas bir yontemle dogrulama yapilmalidir. Tarama
asamas1 sonucu negatif ise diger asamalarin uygulanmasina gerek goriilmez (20).

Maddelerin tarama/tanimlama analizleri i¢in nitel (kalitatif) olarak ultraviyole



spektroskopisi, ince tabaka kromatografisi, ve immunolojik ydntemler uygulanir.
Tarama testleri genelde hizli sonu¢ verir, uygulamasi kolaydir ama o6zgilligi
zayiftir. Tarama asamasmi takiben adli toksikolojide pozitif ¢ikan sonuglar
dogrulanmalidir. Dogrulama testleri ise daha ge¢ sonug¢ verir, maliyetlidir ancak
duyarliligi ve seciciligi yiiksektir. Tanimlanan maddenin yapisina uygun olarak
kromatografik yontemleri (GC/MS, HPLC, LC/MS/MS vb.) kullanilir (21).

Post analitik asamada ise analitik islemler tamamlandiktan sonra biitiin veriler
konu ile ilgili egitim almis kisiler tarafindan degerlendirilerek sonug¢ raporu

hazirlanmalidir (6).

2.2.1. lidrar Biitiinliik Testleri

Idrar biitiinliik testleri, idrarm normal araliklarda olmasi gereken fizyolojik
degerlerini ve saglikli kisilerin idrar 6rneklerinde bulunmayan maddelerin hile katma
amaci ile yanlis negatif sonu¢ vermek i¢in kullanilmasini onlemek ve tespit etmek
icin gelistirilmis testlerdir. Bu testler; nicel tayine dayali kreatinin, nitrit,
gluteraldehit, pH, yogunluk gibi idrar bitiinliigiinii etkileyen etmenleri gorsel olarak
tayin etmek lizere tasarlanmistir (22).

Idrar yogunlugu, bir numunenin agirhgmin esit hacimdeki saf suyun ayni
sicakliktaki agirligina orani olarak tanimlanir. Glomeriillerden siiziilmiis plazma
ultrafiltratinin yogunlugu 1.010°dur. Normal fonksiyon géren bobreklerde viicudun o
andaki su ihtiyacina bagl olarak idrar deristirilir veya seyreltilir. Bu nedenle idrarin
yogunlugu giin boyunca siirekli degisim gosterir. Saghkli bir insanda, bobreklerin
idrar yogunlugunu 1.003 ile 1.035 arasinda ayarlama kapasitesi vardir. Klinik
uygulamada, yogunluk oOlgiimii i¢in refraktometrelerden ve idrar striplerinden
yararlanilir. Refraktometreler, bir sivi icinden gecen 1s181n kirilma derecesinin i¢inde
¢oziinmiis halde bulunan kati partikiil sayis1 ile orantili olmasi prensibinden
yararlanilir. Refraktometre kullaniminin tercih ve tavsiye edilmesinin en onemli
sebepleri, ¢ok az miktarda numune gerektirmesi ve 15-38 °C arasinda ortam
sicakligindan etkilenmemesidir. Idrar biitiinliik test striplerinde ise, yogunlugu 1.000
ile 1.030 arasinda 0.005’lik birim araliklarla 6lcer, kullanilan reaktif, kismen sodyum
hidroksit ile titre edilmis poliasit yapisinda bir madde ve bromtimol ihtiva eder.
Idrarda bulunan iyonlar, ¢dziinerek asit gruplarini bir bulut gibi &rterek iyonize
olmalarmi saglar. Bu sekilde iyonize olan asit gruplarindan serbest protonlar,

bolgesel olarak pH’nin artmasina neden olur. pH artis1 ise indikator olarak kullanilan
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bromtimol mavisinin renginde degisiklige sebep olur. Bir anlamda striple yapilan
yogunluk oOl¢iimiinde ortamdaki iyon konsantrasyonunun olgiildiigli disiiniilebilir
(22).

COOH C0O- COOH CO0O-  CO0- COO0-
K+ (+) yukla ivon kons, viksek K+ Na+ K+
H+ 3

H+ H+ H+

(+) yikli ivon kons. disik

CO0- COOH COOH CO0- CO0- COO-
Na+ Na+ K+  Nat
poliasit (kismen dissosiye) poliasit {dissosive)

(+) vidklii ivon kons. yilksek
Bromumol Mavisi 3 Bromitimol Mavisi
{Mavi renkli) {Sari renkli)
(+) ikl ivon kons. disik

Sekil 3. Idrar yogunlugu 6l¢iimii

Kreatinin  konsantrasyonu bobrek fonksiyonunun degerlendirilmesinde
kullanilan en 6nemli maddedir. Serum ve idrarda kreatinin Ol¢iimii igin ¢esitli
yontemler gelistirilmistir. Bunlar i¢inde en yaygin kullanimi olan yontem, alkali
ortamda pikrik asit ve kreatinin arasinda renk olusumuna dayanan Jaffe reaksiyonuna
dayanir. Jaffe reaksiyonu kreatinine 6zgii degildir; glukoz, proteinler, aseton,
askorbik asit, alfa-keto bilesikler, bilirubin, sefalosporin grubu antibiyotikler gibi ¢ok
sayida metabolit veya molekiilden etkilenir. Bu yiizden, Jaffe reaksiyonu kreatinin
konsantrasyonunun ger¢ek degere gore daha yiiksek hesaplanmasina neden olur.
Buna ragmen, ilk kez Jaffe tarafindan 1886’da tanimlanan Jaffe reaksiyonu
giiniimiizde hala gecerliligini korumaktadir. Jaffe yonteminin 6zgilliigliniin
gelistirilmesi i¢in farkli yaklasimlar onerilmistir. Reaksiyonun baslatilmasindan bir
slire sonra segilen zaman araliginda (genellikle 10 — 80 saniye) renk olusum hizinin
Olctilmesi girisimleri bir dl¢iide azaltmaktadir. Diger bir yaklasim ise alkali ortamda
kreatinin ile olusan rengin asit eklenmesi ile yeniden kaybolmasi temeline dayanan
asidifikasyon islemidir. Kreatinin dlgiimiinde enzimatik yontemler de tanimlanmustir.
Kreatinin 6l¢limil i¢in gelistirilen enzimatik yontemlerin, kinetik Jaffe yontemine

gore daha 6zgiil oldugu belirtilmektedir (23).



Glinlimiizde kullanilan idrar striplerinde pH 6l¢iimii i¢in metil kirmizisi ve
bromtimol mavisi karisimi kullanilir. Metil kirmizisi, asit ortamda kirmizi renktedir.
Alkali ortamda iyonize olarak sariya doniisiir. Bromtimol mavisi ise asit ortamda sar1
renktedir. Alkali ortamda iyonize olarak mavi renk alir. Bu karistmin ortamin pH’s1
nedeniyle aldig1 rengin, renk gostergesindeki karsiligi bulunarak numunenin pH’s1

tayin edilir.

Metil Kirmizisi
ROOH » ROO +H*
asitte kirmizi alkalide sari

Bromtimol mavisi
RSO, » RSO; + H'
asitte san alkalide mavi

Sekil 4. Idrarda pH &l¢iimii

Bobreklerin idrar pH’sin1 4,5 ile 8,0 arasinda ayarlama kabiliyeti bulunmakla
birlikte, metabolik aktivite nedeniyle normal kosullarda hafif derecede asidik olma
(5,5 — 6,5 arasi) egilimindedir. Proteinler ve asidik meyveler idrarin asidik olmasina
neden olur. Sitrattan yéniinden zengin diyetler ise alkali idrara neden olur. Idrarin
pH’s1 genellikle plazma pH’smi yansitir. idrarin beklemesi, CO; kayb1 ve amonyak
olusumu nedeniyle pH’y1 yiikseltir (23).

Nitrit testi, diazonyum tuzunu vermek iizere bir aromatik aminin tepkimesine
dayanur, nitrit miktarina gore renk degisimi olur. Idrarda nitrit saptanmasi enfeksiyon
gostergesi, bakteriyel bulas, uygun olmayan saklama kosullari nedeniyle olabilir. 3.6
ng/ml’ye kadar normal, >50 mg/dl anormal deger olarak kabul edilir (25).

Gluteraldehit testi ise, test stribinde bulunan aldehit grubu ile gluteraldehitin
tepkimesi sonucu belirlenir. Normal bir idrar 6rneginde saptanan madde degildir,
idrara hile katma amagh satilan pek cok {iiriin icerisinde bulunur. Ketoasidoz, aglik
veya diger metabolik anormallikler de, keton cisimleri idrarda goriinebilir ve test
striplerinde normal degerler disinda renk olusturabilirler. Agartict ve pridinyum
klorokromat (PCC) parametreleri idrar strip renk testi ile belirlenir. Her iki madde de
normal sartlarda idrarda bulunmaz, hile amagl oksidatif tirlinler kullanim1 oldugu bu

testler ile belirlenir (5).



A. Dasgupta ve arkadaslarinin 2004 yilinda yapmis oldugu bir calismada
hilesel girisimleri saptamak igin gelistirilen iki farkli marka test stribini ve nitel
analiz yontemleri kiyaslanmistir. Hile katmak i¢in potasyum nitrit igeren “Klear” ve
“Whizzies” , pridinyum klorokromat igeren “Urine Luck” adl iirlinler ve ¢camasir
suyu kullanilmistir. Diisiik nitrit derisimlerinde spot testler basarisiz olurken yiiksek
derigimlerde stiplerle nitrit saptayabilmistir. Diislik ve yiiksek derisimlerde PCC igin
tiim testler pozitif sonu¢lanmistir. Camasir suyu ve gluteraldehit calismalarinda
diisiik derigimlerde renk degisimi gozlenmistir. Kreatinin, yogunluk ve pH degerleri

Olgiilen ve test stripleri ile uyumlu bulunmustur (11).

2.2.2. Immunoassay Teknigi

Immunoassay tekniginin ilkesi, analit ve analite 6zgii antikorun yaptigi
kompleksin taninmasina dayali analitik bir yontemidir. Bu ydntemde analizi
yapilacak analite (antijen) karsi gelistirilen 6zgiin "antikor" ve analizi yapilacak bu
analitin isaretlenmis sekli kullanilir. Tayini yapilacak molekiillere kars1 antikorlarin
elde edilmesi immunoassayin en 6nemli boliimiidiir. Analizi yapilacak kimyasal
maddeyi iceren biyolojik siviya, belirli derisimde antikor ve isaretlenmis analit ilave

edildiginde karisimla bir tepkime gerceklesir.

Ab* Ag Ag-Ab*
isaretlenmis Ornekteki Antikor-Analit Kompleksi

Antikor Analit

Sekil 5. immiinoassayde madde i¢in antijen (Ag) ve antikor (Ab) iliskisi

Antikor yarigmali olarak serbest isaretlenmis analit ve analizi yapilacak madde
ile bir kompleks olusturur. I¢indeki analit miktar1 tayin edilecek karisimda "bagh
isaretlenmis analit" molekiillerinin "bagl isaretlenmemis analit" molekiillerine orani
serbest analitin miktari ile ters oranti ile saptanabilir (26).

Immunoassaylerin siniflandirilmasi, analitlerin isaretlenmesi cesidine gore
bir¢ok alt siniflara ayrilir:

Radyo immunoassay: Radyoaktif atomlarin immiino-kimyasal reaksiyonlarda

antijeni isaretlemek icin kullanilarak, maddelerin miktar tayinlerinin radyoaktivitenin
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dlciilmesi ile yapilan yontemdir. Ik kez 1959 yilinda plazmada insiilin tayini igin
kullanilmistir.

Floro immunoassay: isaretleme floresan 6zelligi olan bir madde ile yapilir.

Miktar tayini spektroflorimetre ile saptanir.

Immuno kemiluminesans: Isaretleme kemiluminesans veren bir madde ile

yapilir.

Enzim immunoassay: Isaretleme enzim ile yapilir. Enzim aktivitesi tayin

edilerek analizi yapilacak maddenin miktar1 saptanir.

Immunoassay teknigi, karisima dogrudan uygulanabiliyorsa "homojen
immunoassay", eger karisimdan isaretli maddenin ayrilmasindan sonra
uygulanabiliyorsa "heterojen immunoassay" adi verilir. Radyo immunoassay
heterojen; Enzim ve floro immunoassay ise homojen immunoassaylere drnektir (18).

Immunoassay teknolojileri oldukca farklilasmis ticari sunumlari olan genis bir
ailedir. Yarigmali ve immunometrik (sandvig¢) olarak temel anlamda immunoassay
format1 ikiye ayirabilir. Yarismali immunoassay sistemler kii¢ciik molekiil agirlikli
analitlerde 6zgiin antikor varliginda ¢alisirken, sandvi¢ immunoassayler daha biiyiik
molekiiler agirlikli analitlerde (protein, peptid) ve iki ayr1 6zgilin antikor varliginda
calisan sistemlerdir. Yasadist madde analizinde genelde daha kii¢iik molekiiller s6z
konusu oldugundan yarismali immunoassayler ila¢/madde diizeyi dl¢iimiinde daha
yaygindir.

Antijen veya antikor miktarini 6lgmek i¢in isaretli materyallerin kullanimina
ithtiyac duyarlar. Belirtecler, assayin bir boliimii olarak rol oynayan molekiildiir ve
cozeltide Olciilebilen bir sinyal iiretir. Bu bir radyoaktif bilesik veya ¢ozelti renginde
veya floresansinda bir degisiklige sebep olan bir enzim olabilir.

Gilinlimiizde ¢ok sayida farkli antikor kullanilmaktadir. Hayvanlardan
poliklonal antikorlar, analitin kendisi veya biiyiik molekiillii adjuvan kompleksi ile
hayvana enjeksiyonu sonrasinda elde edilir. Daha sonra hayvanin serumundan bu
antikorlar alinir. Daha yenilerde mast hiicresi aracili tiimor hiicresine inokiilasyonla
tek klonlu monoklonal antikorlarin 6zgiin antikor iiretimi amagli kullanimi séz
konusudur. Monoklonal antikorlarin poliklonal olanlara istiinliikleri; poliklonal
antikorlarda tiretimin olustugu canli hayvanin her defasinda farkli 6zellikler gosteren
bireyler olabilecegi g6z Oniinde bulundurulmalidir. Analit i¢in monoklonal
antikorlarla karsilastirildiginda poliklonal olanlar ¢ok sayida ve daha az 6zgiin
goriiniim olusturmaktadir. Poliklonal antikorlar, genelde yanlis pozitif sonug verirler
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clinkii antijen epitoplarina daha az 6zgiindiir ve degisken baglanma afinitelerine
sahiptirler. Antijenlerine benzer baska molekiillere de baglanabilirler. Bazen reaktif
igerisinde bir peptidaz kullanilarak tam antikor yerine onun fragmanlar1 kullanilir
(Fab antikorlar1). Antikorlarin iiretimi immunoassaylerin kullaniminda 6nemli bir
islemdir. Ciinkii cihazin sonuglari olusturmada kullandigi olusan antijen antikor
kompleksleridir. Monoklonal antikorlar, antikor iireten hiicre ile miyelom hiicrelerini
kaynagtirarak elde edilirler. Sonu¢ hiicresine hibridoma denir. Hibridomalar ¢ok
miktarda antikor igerirler. Taninan antikorlar1 igeren hiicre popiilasyonlarinda
kiiltirleri kolayca yapilabilir. Bu antikorlar monoklonal antikorlar olarak
adlandirilirlar ¢iinkii tek bir antikor klonu olusturan hiicrenin déllenmesinden elde
edilirler (27).

Yarigmali immunoassaylerde, test 6rnegindeki isaretlenmemis analitin sinirl
sayidaki antikor baglayict bolge icin isaretlenmis antijen ile yarismaya girme
yetenegine gore Olgiiliir. Isaretlenmemis antijen, isaretlenmis antijenin baglanmasini
bloke eder ¢iinkii antikor {lizerindeki baglanma bdlgesi Onceden isgal edilmistir.
Burada ornek igindeki Olgililecek analit ile miyarda (reagent) bulunan isaretli bir
analitin veya analogunun sinirl sayidaki 6zglin antikor ile yarismasi s6z konusudur.
Antikora belirtecin baglanmasi, dl¢iimii yapilan analitin miktar1 ile ters orantili
oldugundan sinyalin miktarina goére antijen ve antikor etkilesimi prensibinden

hareketle miktar tayini yapilmaktadir.

%+GD+*GD-»GD>;_+*G%

Sekil 6. Yarismali Iimunoassaylerde Antijen (Ag)-Antikor (Ab) Iliskisi

Yarigmasiz immiinoassaylerde, isaretli analitin miktar1 antijenin miktariyla
dogru orantiliyken; yarismali immunoassaylerde ters orantilidir. Yarigmasiz
immunoassayler, genellikle en iist seviyedeki hassasiyet ve spesifiteyi saglarlar. Bu

tiir, sandvi¢ assay olarak bilinir ¢iinkii analit iki yliksek spesifiteye sahip antikor
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¢ozeltisi arasinda baglanir. Reaksiyon karigimi, artan igaretli antikoru igerir yani tiim
bagl ilag/metaboliti gosterir. Antijen antikor kompleksinin miktar1 6rnekte var olan
ilagc miktarin1 belirlemek i¢in dlgiiliir. Isaretli analitin dl¢iimii (genellikle antikorun)

ornekte var olan antijen miktariyla dogru orantilidir.

Sandivg Modeli: Antikorlar analite iki tarafindan baglanir

B3
%%*
g>>=*

Sekil 7. Yarismasiz Immunoassaylerin Sematik Gosterimi

Heterojenlere oranla homojen olanlarda ng/l seviyelerinde bir hassasiyet s6z
konusudur ki bu da heterojenlere oranla daha diisiik bir seviye demektir.

Homojen yontemler genellikle suistimal edilen veya terapotik ilaglar gibi
kiigiik miktar analitlerin Ol¢limii i¢in uygulanirlar. Serbest Ag*’den Ab-Ag*
baglanmasinin ayrigmasina ihtiya¢ duymayan homojen yontemlerin uygulanabilirligi
daha kolay ve daha hizlidir. Belirteclerin enzim oldugu ELISA sisteminde
kemiliiminesan, flourometrik, kolorimetrik sinyaller olusur (28). Enzimlerin belirteg
olarak kullanildig1 homojen immunoassaylerde serbest ve baglh antikor kosullarinda
farkl aktiviteler s6z konusudur. Bu mekanizma EMIT ve CEDIA nin temelidir.

Enzimle Birlestirilmis immunoassay Teknigi (EMIT); antikor ve enzim isaretli
antijenden olusur. EMIT’de belirtec enzim G6PD’dir ve serbest iken aktif olup,
antijen (ilag/madde) antikor kompeksi olustugunda inaktiftir. Aktif enzim substrati
ile reaksiyonu sonrasinda kofaktor NAD’1t NADPH’a indirger. Sonugta olusan
absorbans 340nm’ de izlenir. Burada serbest kisim sinyalden sorumludur. Bundan
dolay1 denge fazinda serbest enzim bagli analit miktar1 ile direkt olarak ilag
konsantrasyonu arasinda oran kurulur.

EMIT yonteminde enzim aktivitesinin artmasi veya azalmasina dayanan iki
yontem vardir. Enzim aktivitesinin azalmasi1 enzimin katalitik bolgesinde yapisal
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degisim nedeniyle enzim isaretli antijene antikor baglanmasini azaltmasi nedeniyle
olusur. EMIT’de enzim aktivitesi ¢alisilan Ornekte antikor antijene (ila¢ molekiilii)
baglandiginda, bir sonraki basamakta enzim substrat1 ile reaksiyon olusurken, aksine
ornekte ilag yoklugunda enzim isaretli antijen ve reaktifteki antikor reaksiyonu
olusacagindan sonraki basamakta substrat varliginda enzimatik reaksiyon
olusmayacaktir (28).

Klonlanmis Enzim Donér immunoassay (CEDIA) Beta galaktozidaz enziminin
genetik miihendisligi temelinde iiretilen iki ayr1 inaktif pargasi antijen ve antikor
baglantisi i¢cinde miyarda bulunur. Bu antijen antikor reaksiyonu olustugunda aktif
enzim ile kromojenik galaktozid tiirevi olan substrat etkilesimi Ol¢limiin sinyalini

olusturur (27).
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Sekil 8. Klonlanmig enzim dondr immiinoassayin sematik gosterimi

Madde veya metaboliti, enzim verici madde konjugati ile anti-madde antikor

baglanma bolgesi i¢in yarisir; komple, aktif beta-galaktozidaz molekiilleri, ortamdaki
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madde veya metabolitlerinin miktarina orantili olarak olusur, ayn1 zamanda
substratin renk olusturmast da numune i¢indeki madde konsantrasyonu ile orantilidir.

Olusturulan enzim miktar1, o-nitrofenilbeta-d-galactopiranozid veya klorofenol
red-beta-d-galaktopiranozid gibi uygun bir enzim subsratinin hidrolizi ile izlenir.

Idrar veya serum numunesinde serbest ilag veya ilag metabolitinin olmamasi
durumunda, komple tetramerik betagalaktozidaz enzim formasyonu engellenir ve
reaksiyon karisimina substrat eklenmesinden sonra hig bir renk tiretilmez (18).

Cedia teknolojisi diger enzim immunoassay yontemleri gibi 340 nm’de degil
570 nm dalga boyunda absorbans okunur. Bundan dolayi bulanik idrar veya
hemaglobinden etkilenmez. Serum, tam kan, idrar ve postmortem kan numune olarak
kullanilabilir. Teknik olarak arka plan reaksiyonu (giiriiltii) yoktur ¢ilinkii komple
enzim yoktur; cok diisiik 6l¢iim seviyelerinin saptanmasina izin verir. Giin i¢i ve
giinler arasi tekrarlanabilirlik 6zelligi yiiksektir. Lineer kalibrasyon egrisi 4 haftalik
stabilite ile kalitatif ve yari-kantitatif Ol¢iimlerin yiiksek dogrulukla yapilmasina
imkan saglar. Kullanilan antikorlarin 6zgiinliigli ile ¢cok daha az yalanci pozitiflik

oranmna sahiptir. Idrar pH’1 degisiminden etkilenmez (27).

2.2.2.1.Kart Testler

Immiinokromatografik kart testlerin isimlendirilmesi konusunda maalesef ortak
bir dil bulunmamaktadir. Giinliik hayatta kart test, immiinokromatografik kart test,
immiinokromatografik test, kromatografik kart test, dip test, dip stik test, dip kart
test, strip test, yanal akis testi gibi farkli adlar kullamlmaktadir. Ilk kagit tabanh
analitik prosediir kromatografi kagididir. Halk arasinda gebelik testi amaciyla
kullaniminin oldukc¢a yayginlagmasi neticesinde ise immiinokromatografik kart
testler tiim diinyada oldukga popiiler hale gelmistir. Giiniimiizde gebelik testi disinda,
uyusturucu tarama testleri, gida giivenlik testleri, mikrobiyolojik tani testleri, toksin
testleri, organ yetmezligi testleri, veterinerlikte hastalik teshisi gibi bir¢ok alanda
yaygin bir sekilde kullanilirlar. Bu testler saglik alaninda da oldukg¢a sik olarak
kullanilmaktadir. Geligmis iilkelerce kabul edilen bu test yonteminin daha kullanish
ve giivenilir olabilmesi igin Diinya Saglik Orgiitii’niin bazi kriterleri vardir:
“ulagilabilir, duyarli, 6zgiil, kullanim1 kolay, kesin ve hizli sonug¢ veren, cihaz
gerektirmeyen, toplumda ihtiya¢ duyulan” 6zelliklere sahip olmak seklinde ifade
edilebilir (26). immiinokromatografik kart testlerin, bilinen kaset sekilleri disinda
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kullanim amacina bagli olarak gelistirilmis farkli tasarimlar1 da bulunmaktadir. Dip
stik ve bardak testleri buna Ornektir. Bu testlerin tibbi tan1 ve dzellikle uyusturucu
tarama testi amacl olarak kullanimi olduke¢a yaygindir. Testler kisilerin idrarinda
yapildigindan, testin idrar i¢ine daldirilmasi ile yapilan “dip stik” testler, “daldirma
testi” ismiyle de bilinmektedir. Birden fazla seridin yan yana eklenmesiyle, bircok
maddeyi ayni anda analiz eden panel sekilleri de bulunmaktadir. Ayrica kart test
seritlerinin bardak kapagina entegre edilmesi ile elde edilen “bardak test” seklinde
uygulamalar1 da bulunmaktadir (29). Giiniimiizde idrar ve tikiiriik igin kart testler

gelistirilmis olup, ter ve sag icin heniiz boyle tiriinler piyasada yer almamaktadir.

Bme
Monitect” PC1IA

Sekil 9. Dip stik, Kaset Test ve Bardak Test Kullanim Sekilleri

Bu testlerin avantajlar1 arasinda yiiksek duyarliliga, giivenilir ve secicilige
sahip olmalar, liretiminin kolay olmasi, diisiik maliyetli olmalari, testlerin tek olarak
uygulanabilmesi, cihaza gerek duyulmamasi, sahada gerceklestirilebilmesi, raf
omriiniin uzun olmasi, analiz metodunun kolay uygulanmasi ve 06zel egitim
gerektirmemesi, sonucun gozle goriilebilir olmasidir. Ayrica uzman kisilere gerek
duyulmaksizin herkes tarafindan uygulanabilecek kadar kolay olmasi bu testlerin is
yerlerinde ve acil seviserde kullanilabilir kilmistir. Dezavantajlar ise tam kantitatif
uygulamasmin olmayisi, kullanicilar arasinda sonuglarin  yorumlanmasinda
farkliliklar olabilmesi, ¢ok kii¢lik 6rnek miktarinin analizde yetersiz kalmasi, serit

basina tek bir analitin Sl¢iilebilmesi ve sadece s1vi numuneler i¢in kullanilabilmesidir
(30),31).
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Immiinokromatografik kart testlerin {istii plastik kaset kapak ile kapalidir ve
sadece numune damlatma alani ile gézlem penceresi alani agiktir. Bu nedenle sadece
bu alanlar gézle goriilebilir. Numune damlatma alaninin hemen altinda numune pedi
bulunmaktadir ve damlatilan numune 6ncelikle bu pedde birikir. Numune, bu pedin
stvi tutma kapasitesinden fazla damlatildigindan sivi bu pede temas eden
konjugasyon pedine dogru ilerler. Konjugasyon pedinin iizeri kapalidir ve renkli
molekiiller bu pedde bulunur. Konjugasyon pedine gelen sivi numune buradaki
molekiillerle reaksiyona ugrar, bu peddeki molekiilleri de siiriikleyerek buna temas
eden nitroseliiloz membrana dogru ilerler. Nitroselilloz membranin ilk kismi
ortiiliidiir, ancak daha sonraki test ve kontrol ¢izgisini igeren bolimiiniin iizeri
aciktir; test sonucu buradan gozlemlenir. Nitroseliilloz membrana gelen s1vi, icindeki
molekiilleri de siiriikleyerek membran {izerinde kapiller akim kuvvetine gore
membranin sonuna dogru ilerler. Bu sirada test ¢izgisi ve kontrol ¢izgisinde ilgili
reaksiyonlar gerceklesir ve buna gore test sonucunu belirten renkli ¢izgiler olusur.
S1vi daha da ilerleyerek membranin sonuna temas eden atik pedinde birikir, bu alanin
da tizeri kapalidir. Tiim bu olaylar yaklasik olarak birkag¢ dakika i¢inde gerceklesir ve
sonu¢ en fazla 5 dakika i¢inde okunabilir. Test sonucunu belirten ¢izgiler saatler
boyunca degismeden kalir. Pedler ve nitroseliilloz membranin biitiinliiglini korumak
icin en alta bir plastik taban yerlestirilir ve tim diger pargalar bu plastigin iizerine
sabitlenmis haldedir (29).

Testler genellikle tek olarak paketlenmis haldedir ve uzun siire bozulmamasi
icin paket i¢inde ayrica bir nem alici madde (genellikle silika jel) bulunur.
Numunenin kullanim sekline bagl olarak ¢ogunlukla paket iginde veya ayrica bir
damlalik bulunabilir. Kullanim sirasinda oncelikle paket yirtilarak acilir, numune sivi
degilse uygun sekilde sivi hale getirilir. Kart testin numune damlatma alaninda siv1
haldeki numune damlatilir. Dip stik testlerde damlatmaya gerek olmaksizin siv1 igine
testin u¢ kisminin daldirilmasi yeterlidir. Teste uygulanan sivinin membranin sonuna
kadar ilerlemesi gerekir. Aksi takdirde test gegersiz kabul edilir. Numune membranin
sonuna kadar ulastiginda, membran yapist geregi daha fazla numuneyi siiriiklemez.
Yaklagik olarak 1 dakika i¢inde kontrol ¢izgisi alaninda ¢izgi belirmeye baslar ve 5
dakika icinde bu ¢izgi net olarak olusur. Herhangi bir nedenle kontrol c¢izgisi
olugmamigsa test gecersizdir ve baska bir paket agilarak test tekrarlanmalidir. Test

cizgisi alaninda testin sonucuna gore ¢izgi olusur ya da olusmaz (29).
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Testin tretim teknigine gore c¢izginin varhigi pozitif veya negatif olarak
degerlendirilir. Yarigsmali ve sandvi¢ modellerin test sonuglari birbirine terstir, buna
dikkat etmek gerekir. Sonucun nasil yorumlanacag testin plastik kaset kapaginin
iizerinde veya kullanim kilavuzunda mutlaka gdsterilmistir. immiinokromatografik
kart testlerin sonucunun yorumlanmasi i¢in herhangi bir cihaz kullanim zorunlulugu
yoktur, kullanicinin gézii bu islevi yerine getirir. Bu durum da kullanicilar arasinda
yorum farki nedeniyle sonucun subjektif olarak yanlis yorumlanmasina neden
olabilir. Dogru olan, test cizgisi alaninda goriilen ¢izginin ¢ok silik bile olsa var
oldugunun kabul edilmesidir. Clinkii tiretim teknigi geregince bu testlerde bir esik
deger uygulanir.

Kart testlerde, test ¢izgisi alaninda nitroseliiloz zemine sabitlenen molekiillere
gore, sandvi¢ model ve yarismali model olmak {izere 2 farkli ¢aligma prensibi
bulunmaktadir.

Sandvi¢ Model (Konvansiyonel Model; Standart Model) siklikla kullanilan
gebelik testleri bu modele gore tiretilmektedir. Bu modelin uygulanabilmesi igin,
analitin birden fazla antijenik determinant bolgeye sahip olmas: sarttir. Genel olarak
bu model, protein yapisindaki biiyiikk molekiiller i¢in daha uygundur. Bu modelde
konjugat pedinde, renkli molekiil baglanarak renklendirilmis olan analite spesifik
monoklonal veya poliklonal antikor bulunmaktadir. Bu antikorlar reaksiyon pedinde
sabit degildir ve gelen s1vi numune ile beraber bu renkli antikorlar da test ¢izgisine
dogru stiriiklenir. Test ¢izgisi alanina ise yine analite 6zgli baska bir tiir antikor
sabitlenmistir. Sandvi¢ modelde, gézlem penceresinde cift ¢izgi goriiliirse sonug

pozitif; tek ¢izgi goriiliirse sonug negatiftir (32).

Membrana Membrana

Renklendirilmis Sabitlenmi
Antikor Antikor Sekonder Antikor

Sabitlenmig

i . | Y

Sekil 10. Sandvi¢ Modeli

Yarigmali modelde ise, sadece tek bir antijenik determinant bolgeye (antikor

olusturulabilen bolge) sahip ve siklikla kii¢iik molekiiler yapili analitler i¢in daha
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uygundur. Bu modelde konjugat pedinde renkli molekiil baglanarak renklendirilmis
analite 6zgli monoklonal antikor bulunur. Bu antikorlar sabit degildir ve gelen sivi
numune ile beraber bu renklendirilmis antikorlar da test ¢izgisine dogru siiriiklenir.
Test ¢izgisi alanma ise, analiz edilmek istenen analitin kendisi sabitlenmistir.
Yarismalt modelde, gézlem penceresinde tek ¢izgi goriiliirse sonug pozitif; ¢ift ¢izgi
goriiliirse sonu¢ negatiftir. Bu 6zelligi ile anlatilan modeller birbirine ters sekilde

sonug verir ve pratik uygulama sirasinda dikkat edilmesi gerekir (33).

Membrana
Sabitlenmig
Sekoncer Antikor

Membrana
Renklendirilmig

Antikor

S

Sekil 11. Yarismali Model

Sabitlenmis
Analit

Kontrol ¢izgisinin g¢aligma prensibi her iki modelde de aynidir ve testin
gecerliligini kontrol etmeyi saglar. Membrana molekiillerin sabitlenmesi Kart
testlerde, nitroselilloz membrandaki test ¢izgisine ve kontrol c¢izgisine bazi
molekiillerin sabitlenmesi gerekmektedir. Kapiller akim sirasinda bu molekiillerin
hareket etmeden sabit olarak kalmasi sonucu, bu alanlarda renk olusumu goriilebilir.
Bazi molekiiller biiylik protein yapisinda olduklari i¢in kendileri nitroseliiloz
membranda siiriiklenmeden sabit kalabilmektedirler. Bu yapidaki molekiillerde
ayrica bir yardimci sabitleme molekiiliine ihtiyag duyulmaz. Ancak bazi molekiiller
kiigiik yapidadir ve kapiller akim kuvvetiyle siiriiklenirler. Bu molekiillerin sabit
kalabilmesi i¢in yardimci biiyiik proteinler kullanilabilir. En sik kullanilan ajanlar
albimin ve ovalbumindir (34). Bu ajanlarin nonselektif baglanma bdlgeleri
nedeniyle, bircok molekiille bag yapmasi miimkiindiir. Boylece, normal halde
nitroseliiloz membranda sabit kalamayan bir molekiil, bu proteinlerle baglandiktan
sonra sabit olarak kalabilmektedir. Bunun yaninda siikroz gibi bazi seker molekiilleri
de kullanilabilir. Bu durumda membrana sabitlenecek olan molekiil ile yardimeci
sabitleme molekiiliiniin bag yapmasit Oncelikle gereklidir. Bu bag nonselektif
oldugundan, ¢ogunlukla birka¢ saat her iki molekiilii ayni sivi ortaminda

karistirmayla saglanabilir. Yardimer molekiil ile baglanmis olan molekiil nitroseliiloz
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membrana uygulandiktan sonra, 10 saat gibi uzun bir siire bekletilmesinin ardindan
membranda sabit olarak kalabilmektedir (29).

Her iki modelde kontrol ¢izgisinde renk olusumu kart teste uygulanan numune
miktar1 yetersiz olursa test sonucu yanlis yorumlanabilir. Bunu engellemek i¢in her
teste kontrol ¢izgisi eklenir ve bu ¢izgi daima test cizgisinden daha ileriye
yerlestirilir. Bu yerlesim nedeniyle, dncelikle numune test ¢izgisine ulasir ve daha
sonra kontrol ¢izgisine ulasir. Boylece numunenin test ¢izgisine ulastigindan emin
olunur. Her iki modelde de, sonucun pozitif veya negatif olmasina baglh olmaksizin,
kontrol ¢izgisinde her zaman renk olusmalidir. Bu ¢izginin gériilmesi ile numunenin
yeterli oldugu ve testin gegerli oldugu anlasilir. Kontrol ¢izgisindeki renk olusumu
her iki modelde de aymi sekilde gergeklesir. Kontrol c¢izgisinde nitroseliiloz
membrana baglanacak antikor, test i¢in kullanilan antikorun {iretildigi hayvana gore
degisiklik gosterir. Test icin kullanilan ve konjugat pedinde bulunan antikorlar hangi
hayvandan {iiretilmisse ve hangi tipte immiinglobulin yapisina sahip ise, ona karsi
baska hayvanda iiretilmis sekonder antikorlar kontrol ¢izgisine sabitlenir. Konjugat
pedine, test ¢izgisine sabitlenen molekiil sayisindan ¢ok daha fazla sayida renkli
antikor eklendiginde, test cizgisinden artan antikorlar kontrol ¢izgisine gelerek
burada renkli ¢izgi olustururlar (30).

Yasadis1 madde varligini belirlemek i¢in kullanilan, antijen antikorlar arasinda
gerceklesen immunokimyasal tepkime esasina dayanan kart testlerin diinyada is yeri

madde testlerinde, trafikte ve acil servislerde kullanimi olduk¢a yaygindir.

2.2.3. Kromatografik Yontemler

Dogrulama testleri i¢in tanimlanan maddenin yapisina uygun olarak
kromatografik analiz yontemi (GC/MS, HPLC, LC/MS/MS vb. ) secilmelidir.
Kromatografik yontemler icinde genellikle kiitle dedektorlii gaz (GC-MS) veya sivi
kromatografisi (LC-MS) segilir ve giiniimiizde en ¢ok tercih edilen teknik duyarlig:
ve segiciligi ile 6n plana ¢ikan ardigik kiitle dedektorlii tekniklerdir. Bununla birlikte,
nitel (kalitatif) tayin adli bilimlerde 6nemli oldugundan, 6rnek hazirlanmasi ve
tirevlendirilmesi islemleri karmasik olsa bile giivenilir olmasi sebebiyle GC-MS

teknigi kullanilmaktadir (4).
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Bu tekniklerle karmasik yapili biyolojik 6rneklerin analize hazirlanmasinda ise
stvi-s1vi ekstraksiyon (LLE) yani sira kat1 faza ekstraksiyon (SPE) ve kati faza mikro
ekstraksiyon (SPME) tekniklerinden yararlanilir.

Tarama testlerine kiyasla daha ge¢ sonug verir, maliyetlidir ancak duyarlilig

ve seciciligi oldukea yiiksektir.

2.3. Toksikolojik Analizlerde Kullanilan Biyolojik Materyaller

Madde kullaniminin arastirildigi laboratuvarlarda, yogun ve giincel kullanimi
olan madde ve metabolitlerinin biyolojik orneklerde tespit edebilmesi veya
miktarinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bir maddenin analiz edilecegi biyolojik
Oornegin belirlenmesinde, o maddenin farmakokinetiginin bilinmesi oldukca
onemlidir. Ornegin alinma zamani ve dzellikle birkag giin icinde kullanilan regeteli
ilaglar ve yasadist maddelerle ilgili beyanlari, onam formlar1 ile birlikte alinmalidir.
Ayrica ilaglarin metabolizmasinda 6nemli rol oynayan karaciger ve bobrek gibi
organlarin  fonksiyonlarin1 etkileyebilecek fizyolojik/patolojik durumlarin da
kaydedilmesi Onemlidir. Yasadisi madde analizleri idrar, kan gibi geleneksel
biyolojik Orneklerde ya da tiikiiriik, sag, ter, nefes, mekonyum ve anne siitii gibi

alternatif biyolojik drneklerde tespit edilebilmektedir (35).

Tikdrik

Sac

Dakika Saat Gin Hafta By ¥il

Sekil 12. Farkli Biyolojik Materyallerde Yasadist Madde Saptanma Araliklari

Kullanilan maddeler kan1 hizli bir sekilde terk ettigi i¢in, kan 6rnekleri yakin
zamanda kullanilan maddelerin analizinde tercih edilmektedir. Maddelerin kandan
uzaklasma siireleri “yarilanma Omrii” ile ifade edilmekte olup, maddelerin
fizikokimyasal 6zellikleri ile yakindan ilgilidir. Diger biyolojik 6rneklerde de oldugu

gibi kan Ornekleri ile ¢aligmanin da bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Uzman bir
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personel tarafindan ancak steril bir ortamda toplanabilen kan 6rneklerinin toplanmasi
sirasinda HIV ile hepatit B ve hepatit C gibi hastaliklarin bulagsma riski
bulunmaktadir. Ayrica, yapisinda bulunan serum proteinleri, lipidler ve diger biiyiik
molekiiler agirlikli bilesikler nedeniyle analiz oncesi ekstraksiyon yontemleri idrar
orneklerine gore daha zordur (7).

Sa¢ 6rnekleri ile ¢alismanin en 6nemli avantaji, kan ve idrar 6rnekleri ile tespit
edilemeyen daha uzak ge¢cmise (aylar-yillar 6nce) ait kronik madde kullanimi ile
ilgili bilgi edinilebilmesidir. Sa¢ tiirline ve anatomik yapiya bagli olarak ayda
ortalama 0,6-1,4 cm uzar. Sag ornekleri toplanirken basin arka tarafindan, homojen
sa¢ bliylimesinin gozlendigi doner bolgedeki saglar tercih edilir. Saglar deriye yakin
yerden bir makas yardimiyla kesilir, koke yakin olan u¢ isaretlenir. Yasadisi
maddelerin uzun vadeli kullanimin1 ortaya ¢ikarmada segmentel sa¢ analizi gok
elveriglidir, sa¢in farkli kesimlerinde madde/metabolitlerin zamana dayali profili
cikarilabilir. Kil orneklerinde tespit edilen madde miktar1 sa¢ uzunlugu, kilin
toplandig1 viicut bolgesi ve kullanilan kimyasal maddeler gibi bazi faktorlere bagh
olarak degisebilmektedir (36).

Tiikiiriikteki madde derisimleri kan plazmasinda iyonlasmadan kalan serbest
kesimi yansitir. Tukiirik 6rnegi ile yapilacak analizlerin avantajlari, gdzetim altinda
ornek almabildigi igin hilesel girisimlere kapali olmasi ve ozellikle ¢ocuklarda
madde taramasina elverigli olmasidir. Ayrica, agizdaki madde derigsiminin dogrudan
kandaki serbest madde derisimiyle orantili olmasi ve maddelerin farmakolojik
etkileriyle baglanti kurulabilmesi i¢in 6nemlidir. Ter ve idrara gore tiikiiriik ve kan
ornekleri zaman agisindan en dar pencereye sahip ornek tiiriidiir (36).

Ter, yasadisi maddelerin kullanimindan sonra ter bezlerine ge¢isi kandan pasif
difiizyon yoluyla olmaktadir ve buradan da deriye gecis yapmaktadir. Iyonlasmayan
bazik nitelikli maddeler tere karistiktan sonra kana gore (pH 7,4) daha asidik
(pH:5,8) olan bu ortamda iyonlasabilir. Idrar Orneklerinde daha ¢ok polar
metabolitler gozlenirken, ter 6rneklerinde ana molekiillere daha sik rastlanir. Ayrica
ornek toplamada kullanilan bu bantlar hileye acik olmadigindan, adli olgular igin
olduk¢a énemlidir. Ozellikle biriktirmeli 6rnek alma durumunda ana molekiil ve
metabolitlerinin daha genis bir zaman araliginda kullanimina iliskin bilgi
verebilmekte, ancak diisiik derisimdeki maddeler igin yetersiz kalmaktadir. Bu
nedenlerden dolayr ter analizleri nitel bir izleme yontemi olarak
degerlendirilmektedir (37).
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Nefes, madde analizinde kullanilan kan, idrar, tiikiiriik gibi biyolojik sivilar;
genellikle aranan madde disinda bir¢ok bilesenin yer aldigi karmasik bir matrikse
sahipken nefesin ise daha az karmasik bir yapi olmasi 6énemli bir istiinliiktiir. Kolay
olarak alinabilmesi, invaziv bir girisim olmamasi, saglik personeline ihtiyag
duyulmamasi, 6rnek alinan kigide bir saglik riski olusturmamasi, hilesel girisimlere
firsat vermemesi nedeniyle nefes drnekleri madde analizlerinde de son yillarda tercih
edilmeye baglanmustir (38).

Yenidoganlarda yiirlitiilen analizler hamilelik siirecinde kadinlarin madde
kullanimini belirlemek igin yapilir. Bunun i¢in gobek kordonu, mekonyum, plasenta

gibi biyolojik 6rneklerde yasadisi madde analizleri ¢calismalart yapilmaktadir (6).

2.3.1 idrar

Idrar, kan bilesimini diizenlenmesi, endojen atik iiriinlerinin, toksik maddelerin
ve metabolitlerinin viicuttan atihmini saglamaktadir. idrar icindeki maddelerin
derisimleri, kisilerin beslenme aliskanliklarina, fiziksel aktivitelerine, viicut
metabolizmasina ve endokrin fonksiyonlarina bagli olarak degisebilmektedir (39).

Toksikolojik analizlerde maddenin kullanimmi tespit etmek amaciyla
kullanilan geleneksel biyolojik drneklerden biri de idrardir. idrar, potansiyel toksik
atik triinlerin viicuttan uzaklastirilmasi i¢in bobrekte olusan ve metabolik atiklarin
derisik bir ¢o6zeltisidir. Bobreklerin atilim fonksiyonu glomertiller plazmanin
filtrasyonunu, tiibiiler liimenden kana suda ¢oziinen maddelerin taginmasini (geri
emilim) ve tiibiiler hiicrelerden liimene madde tasinmasini kapsamaktadir. Saglikli
bir kiside giinde ortalama 187 L civarinda filtrat olusmaktadir, olusan bu filtratin
yaklasik %1°i kadar1 giinliik idrar olarak viicuttan atilir (40).

Idrar 6rneginin en 6nemli avantajlar1, kullanilan maddelerin ve metabolitlerinin
yiiksek konsantrasyonda bulunmasi ve 6rnek toplama asamasiin kolay olmasidir.
Ayrica, yapisinda serbest serum proteinleri, lipidler ve diger biiylik molekiiler
agirlikli bilesiklerin bulunmamasi toksikolojik analizleri kolaylastirmaktadir. Kanda
aranan maddenin tespit edilemedigi durumlarda, idrarda o maddenin metabolitinin
tespit edilmesi, maddenin yakin donemde kullanildigini gostermektedir. Idrar
orneklerinde madde analizi dogrudan immiinoassaylerle ya da spot testlerle
yapilabilecegi gibi uygun bir ¢oziicii ile ekstraksiyondan sonra da yapilabilmektedir.

Idrar pH’s1 maddelerin atiliminda énemli olabilmektedir. Amfetamin ve metadon
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gibi zayif bazik ilaglar asidik idrarda; zayif asidik 6zellikteki ilaglar ise bazik idrarda
daha etkili bir sekilde atilmaktadirlar (13). Bu nedenle, idrar alkali ise metabolize
olmamis asidik maddelerin idrardaki miktar1 biiyiikk &lgiide azalacaktir. Idrar
analizlerinin en 6nemli dezavantaji, analiz edilen maddenin uzun dénem maruziyeti
hakkinda bilgi alinamamasidir.

Bobrek metabolizmasinin gorevlerinden biri olan protein metabolizmasi atik
tiriinlerin uzaklastirllmasinda tire, kreatinin ve trik asit idrarla viicuttan atilir. Adli
Toksikolojik analizlerde ve biyolojik yonden 6nemli bir parametre olan kreatinin;
amino asitlerden yararlanilarak aslinda protein niteligi tasimayan kreatin (metil-
guanidoasetik asit) gibi azot tasiyan maddeden sentezlenir. Kreatinin fosforlu bir
tiirevi olan kreatin fosfat kaslarda ADP’nin ATP’ye doniisiimiinii saglayan yiiksek
enerjili bir fosfat tagiyicisi olarak gorev yapar. Organizma kreatinin sentezinde basta
glisin olmak {iizere arjinin ve metioninden yararlanir. Oncelikle olusan kreatin
ATP’den fosforik asit almak suretiyle kreatin fosfatt meydana getirir. Fosfokreatin

gerektiginde fosforik asidini vererek halkali bir bilesigi olan kreatinine doniisiir (41).

Tablo 3. Bazi maddelerin ve metabolitlerinin idrar 6rneklerinde tespit edilebilecekleri siireler

Madde Siire Madde Siire
Amfetamin 2-3gin Kisa siire etkili 24 saat
barbitiratlar
(siklobarbiton)
Metamfetamin 48 saat Uzun siire etkili =16 giin
barbitiratlar
(fenobarbiton)
MDMA 30-48 saat Metadon 7-9 giin
Kokain 6-8 saat Kodein/morfin 24 saat
Benzoilekgonin 2-3giin 6-monoasetil 2-4 saat
(kokain meta- morfin
boliti}
Kannabinoidler- 3 giin Kodein glukuro- 3 giin
tek doz nid
Kannabinoid- 36 giin Dihidrokodein 24 saat
ler-kronik
Fensiklidin & giin Buprenorfin 48-56 saat
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Insanlarda kreatinin yapimi o kimsenin kas kitlesi ile dogru orantilidir. Alinan
besinsel azotla iliskili degildir. Normal kisilerde serum kreatinin diizeyleri ve idrar
kreatinin diizeyleri atilimi kas kiitlesinin bir gostergesidir. Kas kiitlesi birimi bagina
kreatinin miktar1 dolayist ile kreatin yikim hiz1 sabittir. Sonugta plazma kreatinini
derisimi hemen hemen hi¢ degismemektedir. Kas kiitlesinin direkt bir gostergesi
oldugu i¢in serum kreatinin diizeyleri, erkeklerde kadinlara gore daha yiiksektir.
Kreatinin tiibiillerden geri emilime ugramadigi i¢in sabit bir miktarla idrarla viicuttan

atilmaktadir (41).

2.4. Hile Katma Yontemleri
Madde kullanimi1 olan kisiler idrar 6rneklerini verme asamasinda gerekli
giivenlik  Onlemleri alinmadiginda hile katma yontemlerine bagvurduklari
bilinmektedir. Idrar 6rnegi verme asamasinda yanlis negatif sonuglar elde edebilmek
i¢cin. Roger D. Weiss ve arkadaglarinin yaptiklari ¢calismada internette “madde testini
atlatmak” ciimlesi aratildiginda 12 milyonun iizerinde sonu¢ bulduklarini bildirmis

ve gruplara ayirarak incelenemislerdir. idrara hile katma sonucu degistirecek sekilde
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madde katma, Ornegi seyreltme ya da Ornegi degistirme seklinde oldugunu
belirtmistir (5).

2.4.1. Ornege Madde Katma

Ingilizce’de “tampering” olarak literatiirlerde yer alan kelime Osmanlica olarak
“tagsis” karsihigi ile yer bulmus, onay katmadan O6rnege madde ekleme, bir seyin
icine baska bir madde karistirma, katistirma anlamina gelmektedir. Ornek toplama
tamamlandiktan sonra disaridan bir madde eklenmesiyle idrar biitlinliigii bozulur. Bu
sekilde disaridan eklenen maddeler immiinolojik ya da dogrulama analizlerini
engelleyecek sekilde hedef analiti maskeler. Internetten kolay erisimi olan bu
maddeler farkli isimler ve icerikleri olan {iriinler haline doniismiistiir.

Bu maddelerden biri olan gluteraldehit; 1993 yilinda bu amagla kullanilmaya
baslamis Clean-X, Idrar Yardim, Aninda Temiz Sonug gibi isimlerle internette
kolaylikla bulunabilmektedir. Gluteraldehit immnoassay analizlerine girisim yaparak
absorbans oranini diisiirdiigii, basta esrar olmak iizere kokain, morfin, amfetamin ile
yanlis negatif sonuglar verdigi tespit edilmistir. Nitrit, 1996 yilinda kullanilmaya
baglanmig, “Klear”, “Whizzies” gibi isimlerle satilan bir iriindiir. Yapilan bir
calismada immunoassay analizlerinde esrar, kokain metaboliti olan benzoilekgonin,
morfin ve amfetamini basaril1 bir sekilde maskeledigi ancak GC/MS dogrulamasinda
esrar disinda diger tim maddelerin tespit edebildigi belirlenmistir. PCC idrar
orneklerinde hile maddesi olarak 1998 yilinda “Urine Luck”, “Sweet Pea’s Spoiler”
isimleri ile kullanilmaya baslanmistir. Esrar, opiyat ve kokain ile immiinolojik
testlerde ve kart testlerde yanlis negatif sonuglar verdigi belirlenmistir. “Gizlilik”
adiyla peroksidaz ve peroksit igeren {iriinler Cedia immunoassay yontemi ile esrar,
LSD ve amfetamin tiirevleri ile yanls negatif sonuglar verdigi belirlenmistir (42).

Evsel kullanimi olan maddelerden ¢amasir suyu en etkili maskeleme

ajanlarindan  biridir. Birgok immunoassay teknigi ve GC/MS dogrulama
ananlizlerinde yanlis negatif sonuglar verdigi tespit edilmistir. Diisiik derisimlerde
dahi esrar, amfetamin, barbibiiratlar, benzodiazepin, kokain, opiyatlarin tayininde
girisim yaptig1 belirlenmistir. Seyreltik asetik asit igeren Sirke ise esrar ve amfetamin
tayininde girisim yaptigi, diisik pH olusturmasi nedeniyle kart testlerde etkili
baglanma, tepkime siiresi ve madde c¢oziiniirliigli gibi sorunlar ortaya cikardig
belirlenmistir. Goz damlalarinun aktif maddesi olan tetrahidrozolin goz kizariklik ve

tahris tedavi i¢in kullanilan bir ilagtir, ancak igerisindeki aktif olmayan
26



benzalkinyum kloriir ve borat maddeleri hilesel girisim olarak idrar orneklerine
eklendigi tespit edilmistir. Pek ¢ok farkli immunoassay teknigi ile benzalkinyum
kloriir maddesinin idrarda esrar tayininde giiglii bir girisim yaptig1 belirlenmistir.
Lavabo agict olarak kullanilan triinlerin icerisinde kuvvetli bir baz olan sodyum
klorlir 6rnek pH’m1 degistirerek analize girisim yapar, CEDIA, EMIT, RIA
yontemlerinde yanlis negatif sonuglar vermeye neden olur. Deterjan ve sabunlar,
immunoassay yontemleri ile yapilan analizlerde yanlis negatif ve yanlis pozitif
sonuglara neden oldugu yapilan caligmalarla belirlenmistir. Amonyak, sodyum
kloriir, aspirin (asetilsalisilik asit), ibuprofen, B2 vitamini gibi maddelerin yanlis

negatif sonuglar vermeye neden oldugu yapilan ¢aligsmalarda bildirilmistir (43).

2.4.2. Ornegi Seyreltme

Omegin seyreltilmesi pozitif bir sonucun negatif ¢ikmasi igin siklikla
basvurulan basit bir yoldur. Ornege disaridan siv1 eklenebilecegi, asir1 miktarda sivi
tilkketilmesi ya da diiiretik ila¢ kullanilmasi, bu amagla satilan {iriinlerin i¢ilmesi
ornegi seyreltmek i¢in kullanilabilir (5).

Yapilan bir ¢aligmada, esrar ve kokain pozitif olan kisilerin satilan ¢ay icerikli
tiriinleri bol su ile tiiketilmesi ve yalnizca su tiikketmesi ile idrar Ornekleri analizi
yapilmis, tiiketim sonrasinda madde sonuglari cut off altinda bulunmustur. Ancak
kisilerin kreatinin ve yogunluk degerleri de normal degerler disinda saptanmuistir.
Bunu onlemek i¢inde kreatinin ve riboflavin igeren firiinler tiiketerek normal
kreatinin ve idrar rengine ulagmak i¢in trtinler kullandiklar1 bilinmektedir. EWDTS
rehberine gore (44); Ol¢iilen kreatinin derisimi 2.0 mmol/L (226 mg/l)’den kiigiik
veya esitse, yogunluk degeri 6l¢iilmeli, dlgiilen yogunluk 1.001 -1.020 araliginda ise
ornek kabul edilebilir.

i.  Kreatinin derisimi 0.5-2.0 mmol/L (56 -226 mg/l) araliginda ise, yogunluk
degeri normal aralikta ise “Ornek seyreltik™ olarak rapor edilmelidir.

ii.  Kreatinin 6l¢im sonuglar1 0.5 mmol/L (56 mg/l)’den kiigiik veya esitse ya
da yogunluk sonuclari normal aralikta degil ise “Ornek biitlinligi
saglanamamistir” raporu diizenlenmelidir.

Idrarla atilan madde - kreatinin orani ile yapilan normalizasyon islemi ile

seyrelmeden kaynakli yanlis negatif sonuglarin oniine gegilebilir.
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2.4.3. Ornegi Degistirme

Ornek degistirme igin kullanilacak “temiz” idrar 6rnegi satilan bir iiriin ya da
madde kullanmayan bir kisiden alinan idrar 6rnegi ile yapilabilir. Bu sekilde verilen
idrar 6rnekleri idrar biitiinliik testlerinden gecebilir ancak 6rnek alimindaki personeli
aldatmaya yonelik silipheli hareketleri ve verilen idrar 6rneginin sicakligi bu hile
katma ydntemi kendilerini ele verir. Ornek degistirme icin basvurulan yéntemlerden
biri, kiginin kis aylarinda ellerini sicak tutmak i¢in kullandiklar1 plastik bir iirlinii
kondom seklinde i¢ine temiz idrar konarak genital bdlgesine yerlestirmis ve 0rnek
vermek islemi sirasinda plastigin ucunu hafif tirnaklayarak diizgiin bir idrar akisi
sagladigi, verilen 6rnegin ise uygun sicaklikta oldugu tespit edilmistir. Ayrica hazir
olarak satilan takma penis sekilde olup, bes farkli renk tonuna sahip friinlerde
mevcuttur. Bu irlnlerin kullanimi tespit etmek zordur, kullanicilar kaba etleri
arasinda kama seklindeki bir kap igerisine sicak idrar1 koyar ve o&rnekleme
zamaninda, iiretra agikliga yakin yerlestirilen bir tiipten 6rnek veren olgular tespit
edilmistir. Farkli bir iiriin olan “Urinator” adli iirlinde ise, viicut sicakligint muhafaza
etmek i¢in elektronik bir 1sitma {initesi ve iiretra yakininda yerlestirilen plastik tiipiin
sarilt oldugu bir biikiilebilen plastik bir kap kullanmaktadir. Harici olarak idrar
depolamaya alternatif olarak, mesane i¢inde idrar ikame de bir segenektir. Bu
teknikte, kiginin, mesane ve idrar yolu lizerinden temiz idrar ile doldurmak igin bir

kateter kullanilir (5).

3.  GEREC VE YONTEM

Bu aragtirma, etik kurul onayi alindiktan sonra (Etik Kurul Tarih:19.09.2013
Karar No: 13-7/1) 2015 yili igerisinde Ege Universitesi Madde Bagimlilig,
Toksikoloji ve ilag Bilimleri Enstitiisii Bagimlilik Toksikolojisi Laboratuvarina
basvuran olgulardan alinan idrar Orneklerinde; ornege miidahale icin, Ornegin
seyreltilmesi, Ornege hile katma ajanlar1 ve Ornek degistirme sirasinda yapilan
girisimlerin degerlendirilmesi amacglanmistir.

Calismanin  evreni 2015 yilinda Ege Universitesi Madde Bagimlilig
Toksikoloji ve Ilag Bilimleri Enstitiisi'ne bagvuran 5709 madde bagimlilig
olgularmin idrar analiz sonuglar1 olarak belirlenmistir. Idrar rnegine yapilabilecek
olast hilesel girisimler 3 baslik altinda toplanir bu nedenle arastirmanin 6rneklemi de

li¢ parca olarak ele alinmistir.
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3.1. Kullanilan Kimyasal Madde, Arac ve Gerecler
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Sodyum hipoklorit igeren Camasir Suyu (Domestos), %4-5 Asetik Asit igeren
Elma sirkesi (Taris), 0,1 mg benzalkonyum Kkloriir igeren G6z Damlas1 (Flarex-
Alcon), %90+2 NaOH, %10+2 NayCO; igeren Lavabo Agcict (Pro-5) yerel
marketlerden temin edilmistir.

KOH (Sigma Aldrich) o6rneklerin ekstraksiyon asamasinda kullanilmak iizere

alinmustir.

3.1.2. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Intect 7 Idrar Biitiinliik Test Stibi (Branan Medical Corpration), QuickTox
Drug Screen (Branan Medical Corpration), Euphratest (Shanghai Chemtron Biotech
Co. , Ltd.) temin edilmistir. Immnunoassay yénteminde kullanilan Kitler Multi Level
THC, Amfetamin/Ekstazi ve Sample Check parametreleri CEDIA; MDMA,
Kreatinin ise EMIT teknolojisi ile iiretilen Thermo Scientific firmasindan alinmus,
MGC 240 cihazinda analizler yapilmistir. Tiim Orneklerin Thermo Scientific™
Orion™ Star A211 pH metre ile 6lglimleri yapilmistir. Toxi Tube A ve azot ugurucu
ve 1sitma sistemi (Thermo, TS-18823) oOrneklerin dogrulama asamasinda

kullanilmastir.

3.2. Yontem ve Deneyler
Ege Universitesi Madde Bagimliligi, Toksikoloji ve ilag Bilimleri Enstitiisii
Bagimlilik Toksikolojisi Laboratuvarina Adalet Bakanligi’nin yonlendirmis oldugu
Denetimli Serbestlik olgulari, hastanemizin Cocuk Hastanesi, Acil Servis Anabilim
Dali, Psikiyatri Anabilim Dali, Anestezi Anabilim Dali gibi pek cok servisten
yasadist madde ve etil alkol analizleri i¢in 6rnekler kabul edilmektedir.
Laboratuvarimizin 6rnek hazirlama, 6n tarama 1 ve 2, analitik laboratuvari,
ornek toplama ve Ornek saklama birimi olmak iizere enstitiimiiziin zemin katinda

hizmet vermektedir.
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3.2.1. Ornek Toplama

Bu arastirma kapsaminda kullanilan, laboratuvarimizda rutin olarak uygulanan
ve diinyaca kabul edilen “SAMSHA idrar Ornegi Toplama Rehberine” uygun isleyen
ornek toplama asamasinda, gerekli egitimleri almis 6zel bir personel ve gilivenlik
gorevlisi tarafindan yapilmaktadir. Giivenlik aramasindan gegen kisi 6rnek toplama
alanma alinir. Bu alanda; tuvalet, orneklerin laboratuvara teslim edilinceye kadar
bulunacag1 giivenlikli dolaplar, personele ait dokiimanlar bulunmaktadir. Ornek
toplama i¢in kullanilan tuvalet tek kisilik, bireysel gizliligi saglayan bir alanda ve
ornek veren kisinin yiiziinii hedefleyen bir video kayit sistemi mevcuttur. Tuvalet
sifon rezervuari icerisinde drnegi seyrelme i¢in kullanilmasi miimkiin olmayan mavi
boya kullanilmaktadir. Ornek toplama tuvalet boliimii icerisinde lavabo, sabun,
deterjan gibi ajanlar bulunmaz, el yikama islemi 6rnek toplama tamamlandiktan
sonra yapilmasina izin verilir. Idrar 6rnegi tek kullanimlik, seffaf, temiz, ici goriinen
bir kap igerisine en az 30 ml alinir. Sicaklik kontrolii 4 dakika igerisinde yapilir ve
uygun degil ise kaydedilir. Sicakligin 32°C - 38°C araliginda ise gegerli kabul edilir.
Ornek toplama islemi tamamlandiktan sonra idrar kabi kapagma ve kabin {izerine
kisiye ait barkod yapistirilir, laboratuvara teslim edilmek tizere 6rnekler uygun kapali
kap igerisinde giivenli bir bolge de bekletilir. Onam formu iizerine 6rnegi alinan
kisinin adi, soyadi, 6rnek alma tarihi ve saati ve 0rnegi alinan kisinin adi soyadi
mutlaka yazilir ve imzalatilir. Orneklerin laboratuvara karsilikli kontrollii ile teslim
edilir (45).

Laboratuvara gelen her idrar 6rnegine uygulanmasi gereken idrar biitlinliik
testlerinin pratikte uygulanmasi; test seritleri idrar 6rneginin i¢ine daldirilarak yiizey
tamamen idrarla temas etmesi saglamir. Serit cikarilir ve kurutulur. Intect 7 Idrar
Biitiinliik Testi 1 dakika i¢inde okunmalidir. Seritlerin icerisinde bulundugu test
kutusu lizerinde gostergeler yer alir. Serit {lizerindeki renkler referans renklerle

karsilastirilarak sonuca karar verilmelidir.

3.2.2. Ornege Madde Katma Analizleri
Yasadisi madde tarama sonuglart A9-THC-COOH, AMP ve MDMA pozitif

olarak raporlanan denetimli serbestlik olgularinin idrarlar1 kullanilmistir. Metabolik
bir hastaligi olmayan, son 72 saat icerisinde herhangi bir ila¢ ya da bitkisel bir

iirlin/cay tiiketmedigini beyan eden olgularin 6rnekleri ¢alismaya dahil edilmistir.
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Ulkemizde A9-THC-COOH igin 50 ng/ml, AMP icin 1000 ng/ml, MDMA igin 500
ng/ml olarak siir degerleri géze alinarak olgulardan alinan 6rneklerden bu degerlere
yakin idrar havuzu olusturulmustur. Bu havuzun degerleri ise, A9-THC-COOH ig¢in
58 ng/ml, AMP i¢in 1261 ng/ml, MDMA i¢in 511 ng/ml Olypmus AU640 cihazi ile
(n=3) Ol¢lilmistiir. Hazirlanan havuzun idrar biitinligiini sagladig gorilmistiir.
Olusturulan havuzundan alinan 5’er ml’lik idrar 6rnekleri igerisinde derisimi,

0 %0,1, %1, % 10 gamasir suyu (v/v),

e %1, %2, %10 ve % 20 sirke (v/v),

%1, %2 ve %30 gbz damlas1 (v/v),

® 9%0,2, %2 ve %20 lavabo acicit (w/v) olacak sekilde evsel hile ajanlari
eklenmis ve ornekler hafifce calkalanmustir. Ornekler iizerine yapilan kodlamalar
sonrasinda evsel hile ajanlar1 eklenip siralar1 karistirilmistir.

Hile eklenen her 6rnek (n=26) fiziksel 6zellikleri (koku ve goriintii), Intect 7 test

stribi, QuickTox Drug Screen ve Euphratest kart testleriyle iki kisi tarafindan
sonuglar okunmus ve kaydedilmistir. pHmetre, MGC 240 immunoassay cihazi ile

tiim Ornekler analiz edilmistir.

3.2.3. Ornegi Seyreltme Calismasi

Laboratuvara kabul edilen tiim idrar 6rneklerine; 6rnek kabuliinden sonra test
stripleri ile hile katma yontemleri arastirilir, normal araliklar diginda ¢ikan sonuglar
kaydedilir. Daha sonra immunoassay ile 6n tarama yapilir ve sonuglar Laboratuvar
Bilgi Yonetim Sistemi (ALIS) tizerinden onaylanir.

2015 yilinda laboratuvarimizda yasadisti madde taramasi icin basvuran
olgularin sonuglart ALIS iizerinden taranmus, test stribi ve immunoassay cihazi ile
yapilan analizler sonrasinda “Ornek seyreltilmistir” (Bolim 2.4.2.°de bahsedildigi
tizere) sonucu ¢ikan olanlarin sonuglar1 dikkate alinmistir. Elde edilen veriler SPSS

For Windows 16. 0 istatistik programina aktarilarak degerlendirilmistir.
3.2.4. Ornegi Degistirme Cahsmasi

Ornegi degistirme yoluna basvuran kisilerin sayis1 ve kullandiklar1 yéntemler

ornek toplama personeli tarafindan tutulan tutanaklar incelenerek belirlenmistir.
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4. BULGULAR
4.1.

Ornege Madde Katma
4.1.1. Fiziksel Bulgular

% 10 (v/v) ¢amasir suyu eklenen 6rneklerin (%7,7) koyu sari, agir camasir

suyu koktugu ve kopiiklii oldugu goézlenmistir.
% 20 (v/v) sirke eklenen Orneklerin (%7,7) hafif sirke koktugu sadece bir

aragtirmaci tarafindan tespit edilmistir.

%0,2, %2 ve %20 (W/V)

lavabo acic1 eklenen Orneklerde (%23) askida

¢oziinmemis kat1 maddeler oldugu, %30 (v/v) Flarex gz damlasi eklenen orneklerde

(%7,7) ise bulaniklik oldugu gozlemlenmistir.

4.1.2. idrar Biitiinliik Strip Testi ve pH Calisma Sonugclar

Intect 7 stip test stribi ile yapilan ¢aligmada hile katilmig Ornekler ve kor

orneklerin idrar biitiinlik testleri ve pH o6l¢iimleri yapilmistir. Tablo 4’te ayrintili

sonuglar goriilmektedir, ayrica tabloda yer almayan kreatinin ve nitrit degerleri tim

ornekler igin normal deger araliginda oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4. Idrar Biitiinliik Strip Testi ve pHmetre Calisma Sonug Tablosu

Idrar Biitiinliik Testi Parametreleri

H* —
i pH? Yogunluk | Agartici | Gluteraldehit KPIcr)Irdc;Ir(]?/ounTat
Havuz (Kor) 6,23 Normal (4-10) 1.005 Normal Normal Normal
% 0,1 (v/v) Camagir suyu 6,25 Normal (4-10) 1.005 Normal Normal Normal
% 1 (v/v) Camasir suyu 6,35 Normal (4-10) 1.005 Normal Normal Normal
% 10 (v/v) Camasgir suyu 7 Normal (4-10) 1.003 Anormal Normal Anormal
% 1 (v/v) Sirke 5,95 Normal (4-10) | >1.020 Normal Normal Normal
% 2 (v/v) Sirke 55 Normal (4-10) | >1.020 Normal Normal Normal
% 10 (v/v) Sirke 4,37 Anormal (2-3) | >1.020 Normal Normal Normal
% 20 (v/v) Sirke 4 Anormal (2-3) >1.020 Normal Normal Normal
% 0,2 (w/v) Lavabo Agici 10,12 | Normal (4-10) 1.000 Normal Normal Normal
% 2 (w/v) Lavabo Agici 12,79 | Normal (4-10) 1.000 Normal Normal Normal
% 20 (w/v) Lavabo Agict 12,82 | Normal (4-10) 1.000 Normal Anormal Normal
% 1 (v/v) G6z Damlasi 6,4 Normal (4-10) 1.005 Normal Normal Normal
% 2 (v/v) G6z Damlasi 6,34 Normal (4-10) 1.005 Normal Normal Normal
% 30 (v/v) Goz Damlasi 6,25 Normal (4-10) 1.005 Normal Normal Normal

1: pHmetre ile yapilan dl¢timler

2: Intect 7 idrar biitiinliik strip testi ile yapilan 6l¢iimler
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4.1.3. Kart Test Calisma Sonuglari

Farkli iki marka kart test ile yapilan calismada sonuglar Tablo 5’te
goriilmektedir. (DP: Dogru Pozitif, YN: Yanlis Negatif anlamina gelmektedir.)

Tablo 5. Hile Katilmis Orneklerde Kart Test Calismas1 Sonuglari

UICKTOX DRUG SCREEN

QUICKTOX DRUC S EUPHRATEST

A9-THC-COOH AMP A9-THC-COOH AMP
Havuz (Kor) DP YN DP YN
% 0,1 (v/v) Camagir suyu DP YN DP YN
% 1 (v/v) Camasir suyu DP YN DP YN
% 10 (v/v) Camasir suyu YN YN YN YN
% 1 (viv) Sirke DP YN DP YN
% 2 (viv) Sirke YN YN DP YN
% 10 (V/v) Sirke YN YN YN YN
% 20 (v/v) Sirke YN YN YN YN
% 0,2 (w/v) Lavabo Agict DP YN DP YN
% 2 (w/v) Lavabo Agici HATA HATA HATA HATA
% 20 (w/v) Lavabo Agicl HATA HATA HATA HATA
% 1 (v/v) G6z Damlasi YN YN DP YN
% 2 (v/v) G6z Damlasi DP YN DP YN
% 30 (v/v) Goz Damlasi DP YN DP YN

4.1.4. immunoassay Calisma Sonuclar

Hile katilmis ve ornekler MGC 240 cihazi ile belirlenen parametreler calisilmisg

ve sonuglart Tablo 6’da gortilmektedir.

4.1.5. Gaz Kromatografi / Kiitle Spektrometresi Calismasi

Laboratuvarimizda rutin olarak uyguladigimiz GC/MS ile dogrulama
asamasinda; idrar orneklerinden 2 ml alimir, 1 ml 1 M KOH ile bazik hidroliz
yapilir ve Toxi Tube A ile sivi-siv1 ekstraksiyon yapilir. 1 ml organik faz temiz
bir tlipe aktarilir ve ¢ozgen ugurulur. Tayin edilecek metabolite yonelik uygun
tirevlendirici ajan secilir ve wuygun sartlarda tiirevlendirme asamasi
tamamlanarak 6rnekler GC/MS’e enjekte edilir.

Hile katilmis ornekler hidroliz asamasmi tamamlamis ancak ekstraksiyon
asamasinda alinan 1 ml organik fazin pH degerleri 6l¢iildiigiinde ¢amasir suyu ve
lavabo acic1 eklenen Orneklerin pH degerleri 12.05 - 13.67 araliginda
kaydedilmistir. Sirke ve goz damlas1 eklenen 6rneklerde ise ugurma asamasindan
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sonra tiiplerin dibinde biiyiik, sar1 tortular oldugu gézlenmis, tiirevlendirme igin

kullandigimiz ajanlar ile ¢éziinmemis ve ornekler cihaza verilememistir.

Tablo 6. Iimunoassay Calisma Sonuglar

A9-THC- —
oy [0 Jogmy oo |
Havuz (Kor) S8+L.14 1261+55,15  [511£1,41  [94,540,70 | 119,05+0,77
% 0,1 (v/v) Camagir suyu | 00-2%3:33 >5000 532,5+3,53 | 93+2,82 120,85+0,07
%1 (v/v) Camasir suyu | 225624 >5000 569,5+9,19 [90,5+0,70 | 121,15+1,60
% 10 (v/v) Camasir suyu | ° 0 656,5£9,19 |0 121,15+1,06
% 1 (v/v) Sirke 56+4,24 1507£294,15 | 504+4,24 9540,0 118,95+1,76
% 2 (v/v) Sirke 62+9,89 1275,5+168,99 | 506,5+7,7  |96,542,12 | 120,75+2,89
% 10 (v/v) Sirke 59+1,41 998+47,37 421,5+3,53 | 97+1,41 103,8+0,98
% 20 (viv) Sirke 59,5+13,43 | 1289,5+149 | 460+73,54 |95,50,7 |111,9+9,61
% 0,2 (w/v) Lavabo Agicr | =1:41 2092,59,19 |513,5£9,19 |95,5+2,12 | 123,55+1,06
%2 (wiv) Lavabo Agics | 3155106 |767.5¢149.9 [0 66,5£12,02 | 114,95+1 48
%20 (w/v) Lavabo Agict |-1°%2%12 |0 0 HATA 84,8+0,42
%1 (v/v) Goz Damlas | 00+1:41 169424148 [509+3,53 | 94=0,0 119,7+0,28
%2 (v/v) Goz Damlast | 05-5+4:94 1694:241,83 |517=1,41 | 94=0,0 119,2+1,27
% 30 (v/v) Goz Damlasi | 054282 1668,5+226,98 [ 489,5+2,12 | 94,5£0,70 | 114,05+1,20

4.2. Ornegi Seyreltme

Laboratuvarimizda 2015 yilinda 5709 denetimli serbestlik olgusunun idrar
orneklerinde yasadis1 madde taramasi immunoassay cihazi ile yapilmistir. ALIS
sisteminden olgularin yaslari, madde sonuglar1 ve kreatinin degerlerine
ulasilmistir.

Olgular yas ve idrarla viicuttan atilan kreatinin arasinda iliski olup olmadig:
arastirilmistir.  Laboratuvarimiza bagvuran olgularin yaslar1 incelendiginde
28,66+8,81 oldugu, en geng kisinin 18, en yash kisinin 73 yasinda oldugu tespit

edilmistir.
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Laboratuvarimiz igin ortalama kreatinin degeri hesaplanmig ve kabul
edilebilir smirlarda (20-300 mg/dl) olan olgular igin 155,94+84,26 olarak
bulunmustur. 5709 veri i¢in Non-parametrik bir analiz olan Pearson Momentler
Carpimi Korelasyon Teknigi kullanilmis ve kreatinin-yas arasinda gii¢lii bir iliski
bulunmustur (r =-0,63, p<.01).

Analiz Oncesi yapilan idrar biitlinliik testlerinde Intect7 test stribi ile %2.48
(n=142) 6rnegin kreatinin degeri 0-10 ve 10-20 arasinda bulunmustur.

Orneklerin %2.15’inde (n=123) immunoassay ve Intect7 test stribi ile paralel
sekilde kreatinin degeri 20 mg/dl altinda bulunmustur.

Bu oOrneklerin %8.94’liniin yogunluk degerleri normal siirlar igerisinde
oldugu yani “6rnek seyreltik” olarak tespit edilen olgularin analiz sonu degerleri

normalize edilmistir.

Ol¢iilen Madde x Lab.Kreatinin Ort.
Olciilen Kreatinin

Normalize Sonug =

Olgiilen Madde: On tarama ile 6lgiilmiis yasadist madde degeri (ng/ml)
Olgiilen Kreatinin: On tarama ile 6l¢iilmiis kreatinin degeri (mg/dl)

Lab. Kreatinin Ort. : 2015 y1l1 i¢in hesaplanmis kreatinin ortalama degeri (mg/dl)

Tablo 7. Idrar Biitiinliigii Saglayan ve Kreatinin Degerleri <20 mg/dl Olan Olgularin
Normalizasyon Tablosu

Olgu No Kreatinin A9-THC-COOH | Normalizasyon Sonucu

(mg/dl) (ng/ml) A9-THC-COOH (ng/ml)
1 18 25 215,28
2 13 37 441,15
3 10 12 186,00
4 18 12 103,33
5 19 28 228,42
6 15 23 237,67
7 10 9 139,50
8 15 17 175,67
9 18 14 120,56
10 13 6 71,54
11 13 27 321,92

11 6rnek GC-MS ile analiz edilmis ve sonuglari 15 ng/dl saptama alt sinirina gore

pozitif olarak raporlanmistir.
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4.3. Ornegi Degistirme
2015 yilinda 6rnek toplama biriminde sahte idrar 6rnegi vermeye tesebbiis
eden 10 kisi hakkinda tutanak tutulmustur. Tutanaklar incelendiginde, “temiz” idrar
Orneginin siringaya, naylon balon igerisinde, plastik kolonya siselerine konarak 6rnek
verme yollarina bagvurduklar tespit edilmistir. Karin bolgesine serum sisesi i¢erisine
“temiz” idrar Ornegi yerlestirilip, koltuk altindan pompa ile normal idrar akisi
saglanmaya calisilmis ancak drnek toplama personeli tarafindan siipheli hareketleri

sonucu ayrintilt arama ile hilesel girisimi tespit edilmistir.

5.  TARTISMA

Yasadis1t madde kullanimi diinyada oldugu kadar {ilkemizde i¢in de biiyiik bir
sorundur. Avrupa Uyusturucu ve Uyusturucu Bagimhiligi Izleme Merkezi
(EMCDDA) 2015 raporuna gore, yasadisi madde ile ilgili sug istatistiklerinde esrarin
biiyiik rol oynadigi Avrupa’da 1,25 milyon yasadisi madde kullanimi suglarinin
%68’ esrar kullanim ile ilgili oldugu belirtilmistir (46). Ulkemizde ise Tiirkiye
Uyusturucu Ve Uyusturucu Bagimlilig: izleme Merkezi (TUBIM) tarafindan 2011
yilinda yapilan aragtirma ile yasam boyu madde kullanim oranimnin %2,7 olarak
saptanmistir. Geng niifusta yapilan bir calismada ise madde kullanimi1 olan kisilerde
%84,1 ile esrar ilk, %32,9 ucucular ikinci, %?22,7 ile uyaricilar tiglincii sirada yer
almaktadir (47). Ulkemizde esrar ve uyaricilarin (amfetamin ve tiirevlerinin)
yaygmligini gosteren bu veriler, bu maddelerin saptanmasina yonelik yapilan adli
toksikolojik analiz verilerinin 6nemini ortaya koymaktadir. Caligmamizda tilkemizde
yaygin olarak kullanilan A9-THC-COOH ve AMP tiirevlerini igeren 6rnek havuzu
kullanilmasi tercih edilmistir.

Yayginligi oldukg¢a fazla olan bu uyusturucu ve uyarici maddelerin tespiti
konusunda is yerlerinde, trafikte, denetimli serbestlik uygulamalarinda yasalarimizca
cezai siiregleri belirtilmistir. Ancak; bu yasalara bagli yonergelerde madde
analizlerinin bir rehberi ya da standardi i¢in ¢alismalar ¢ok yakin zamanda
baslatilmig olup, heniiz devam etmektedir. Calismamizda elde edilen verilerin bu
rehberlerin olusturulmasinda katki saglayacag: diistintilmektedir.

Analiz edilecek parametrelerin sayisi, idrar biitiinliigli ya da 6rnek toplama
slirecinde kisinin uygunsuz/olumsuz davraniglari karsisinda ne yapilmasi gerektigi

belirsizdir. Avrupa ve Amerika’da uzun zamandir bu analizler i¢in 6rnek toplama,
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analiz, kalite kontrol i¢in pek cok rehberler yayinlanmistir. Paralel sekilde, alinan
onlemler karsisinda ornek verecek olgularin birbirleri ile bilgi paylasimlar 6zellikle
internet ortaminda zamanla artmustir.

2.3.1.boliimde bahsedildigi iizere idrar 6rnek alimi kolay, yapisinin karmasik
olmamasi, metabolitlerin uzun siire ve yiiksek miktarda saptanmasina gibi avantajlari
nedeniyle yasadisi madde taramalarinda c¢ogunlukla tercih edilen biyolojik
materyaldir. Ancak idrar Ornekleriyle c¢alismanin O6nemli bir sakincasi hilesel
girisimlere a1k olmasidir. Internetten “temiz” idrar 6rnegi verebilmek icin 40 farkli
yol oldugu taramalar sonucu tespit edilmistir (5).

Ormek toplama asamasinda ilk kaydedilen gdzlemler oldukca onemlidir. Pek
cok faktor nedeniyle idrar rengi degisiklik gosterebilir fakat; saglikli kisilerde idrar,
tipik olarak saydam ve goriiniiste agik saridir. Normal idrar 6rneklerinde olusan
kabarciklar 1-2 dakika igerisinde kaybolurken, deterjan ya da sabun katilmig
orneklerdeki kabarciklar daha uzun siireli ve kalicidir. Ornegin sicakligi, rengi,
bulanikligi her biri kiymetli bulgulardir, kaydedilmesi 6nemlidir (45).

L. Tarnai ve M.R. Peace’in 2002 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada, bu tez
calismasina paralel sekilde sinir degerlerine yakin bir idrar havuzu standartlar
eklenerek olusturulmustur. Bu g¢alismada A9-THC-COOH, AMP, MDMA pozitif
olarak raporlanan olgularin idrar oOrneklerini kullanma sebebi maddelerin ve
metabolitlerinin glukuronit konjugati biyotransformasyonu ile viicuttan atilimi
nedeniyledir. Tarnai ve Peace’in c¢alismasinda hilesel ajan olarak hazir satilan
tirlinlerden PCC, gluteraldehit, nitrit i¢eren tiriinler (Bolim 2.4.1.) ve evsel kullanimi
olan ¢amasir suyu, amonyak, sirke kullanigtir (48). Evsel kullanimi olan iriinlerin
hile konusunda paketli satilan iiriinlere kiyasla daha basarili oldugunu ve ¢amasir
suyunun en 1yi detoksifikasyon iiriinii oldugunu gostermislerdir. Bu tez ¢alismasinda
ise, gamasir suyunun yiiksek derisimlerde immunoassay i¢in A9-THC-COOH yanlig
negatif sonuglar saptanmis, AMP diizeyini ise arttirdigi belirlenmistir. Tam bu
asamada sadece idrar taramalarinda kullanimi olan hilesel girisimleri tespit etmek
gelistirilmis olan CEDIA Sample Check kiti yiiksek derisimdeki ¢amasir suyunu
tespit etmistir. Sample Check kiti igerisinde diger kitlerin iginde var olan bir enzim
kullanilir ve tepkimenin diizgiin gergeklesip gergeklesmedigini Olger. Ortamda
immiinolojik tepkimenin olugmasina engel bir durum varsa Sample Check kiti % 85 -

% 105 aralig1 disinda bir deger okur.
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Hile katma yontemlerini 6nlemek igin gelistirilen idrar biitiinliik test stripleri
analiz Oncesinde ornege uygulanmali, sonug¢ pozitif ise mutlaka dogrulanmalidir.
Farkli markalara gore analiz edilen parametrelerin sayisi ve test petleri igerisindeki
reaktif madde oran1 degiskenlik gostermektedir.

Tarnai ve Peace’in yapmis oldugu calismada sirkeden en ¢ok etkilenen
metabolitin A9-THC-COOH oldugunu bildirmis ancak ¢alismamizda, kart teslerde
sirkenin ylksek derisimlerde A9-THC-COOH’la negatif sonug¢ gosterdigi
belirlenmistir (48). Farkli iki marka kart test ile yapilan bu c¢alismada testlerin
hassasiyetleri fark ortaya ¢ikmistir. immunoassay tekniginde ise, AMP ve A9-THC-
COOH’un sirkeden etkilenmedigi, MDMA’nin eklenen sirke hacmi artik¢a negatif
sonu¢ verdigi, ayni zamanda Sample Check ve kreatinin degerlerinin normal
araliklarda oldugu gozlenmistir.

Icerisinde %90+2 NaOH, %10+2 Na,COsz iceren lavabo acict fiziksel
bulgularda tortu, askida ¢oziinmeyen kati maddeler gézlemlenmistir. Her iki marka
kart testte kontrol cizgisinin olusmasini engelleyerek, immunoassay tekniginde
ise %2 (w/v) oraninda lavabo agic1 eklendiginde A9-THC-COOH yanlis negatif
sonug vermis, aynt zamanda Sample Check %66,5+12,02 olarak bulunmustur. Daha
yiiksek derisimlerde ise cihazin “HATA” vermesine neden olacak sekilde analiz
sonuclanmistir.

Gozdeki kizariklik ve tahrise tedavi i¢in kullanilan g6z damlalar igerisinde
tetrahidrozolin hidrokloriir ve inaktif maddeler olarak benzalkonyum kloriir ve borat
bulundugu ve bu maddelerden benzalkonyum kloriiriin A9-THC-COOH igin
immunoassayde yanlis negatif sonuglar verdigi tespit edilmistir (5). Yapmuis
oldugumuz c¢aligmada ise; 0,1 mg benzalkonyum kloriir iceren %30 (v/v) goz
damlas1 eklendiginde 6rnek rengide bulanma oldugu ve MDMA i¢in smir degerine
yakin olarak yanlis negatif sonug¢ verdigi, sample check ve kreatinin degerlerinin
normal aralikta kaldigir belirlenmistir. %1 (v/v) goéz damlas1t eklendiginde kart
testlerinde yapilan ¢aligmada sadece 1 marka igin A9-THC-COOH yanlis negatif
sonug vermistir.

Farkli iiretici firmalar tarafindan tiretilen kart testlerin pozitif degeri belirlemek
icin kullandiklar1 sinir degerleri birbirinden farklilik géstermektedir ve bu farkliliklar
da yanlis pozitif ya da yanlis negatif sonuclara sebep olmaktadir. Her iki marka kart

test cut off degerine yakin olan AMP ve hile katilmis tiim 6rneklerde yanhs-negatif
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sonu¢ vermistir. A9-THC-COOH i¢in, QuickTox Drug Screen markali kart test
%35,8 , Euphratest markali kart test ise % 23,1 yanlis negatif sonu¢ vermistir.

Immunoassay tekniginin sinirlayan etkenlerin basinda antikorlarin 6zgiinliigii
gelir. Tayin edilecek analitin yasadis1 madde oldugu durumlarda bir¢ok metaboliti
kendisi gibi yapisal ozellikler gosterdiginden sec¢imlilik problemi olusabilmektedir.
Bu metabolitler tayin edilmek istenen analit ile gapraz reaksiyon verebilir. Boylece
yanlig pozitif ve yanlis negatif sonuglar ortaya ¢ikabilmektedir. Ayrica ornekteki
endojen antikorlar tepkimelere girerek antikor veya antijenlere baglanip sonucun
yanlis yorumlanmasina neden olabilmektedir. Tek bir maddenin birden fazla
metabolitinin ¢apraz reaksiyon vermesi, sonucun dogru yorumlanmasini zorlastirir.
Bu nedenle pozitif ¢ikan sonuglar kromatografik yontemlerle dogrulanmalidir.
Ayrica yasadist madde analizlerinde Kreatinin ve Sample Check mutlaka incelenecek
parametreler arasinda olmalidir.

5709 olgu i¢in idrarda ortalama kreatinin degeri 155,94+84,26 (mg/dl) olarak
hesaplanmis, aylar ve mevsimler arasi farklilik bulunmamistir. 2001 yilinda M.
Carrieri ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada idrar 6rneklerinin Kreatinin ve
yogunluk sonuglarini degerlendirmis ve kadinlarin erkeklere gore daha diisiik
kreatinin degerlerine sahip oldugu belirlenmistir (49). Bir¢ok yayinda tartisildigi
lizere yasin kreatinin ile iligkisi de incelenmis ve bu tez ¢alismasinda elde edilen
sonuglarla paralel olarak yaghilarin gencglere gore daha diisiik kreatinin degerlerine
sahip oldugu belirlenmistir. Calismamizda yas arttik¢ca kreatinin degerinin azaldigi
istatistiksel olarak belirlenmistir. Ayrica laboratuvarimiza bagvuran olgularin %99’u
erkek oldugu i¢in cinsiyet ve kreatinin arasinda anlamli bir sonug elde edilememistir.

Idrar biitiinliik strip testi ve immunoassay sonuglari arasinda Kreatinin
degerleri igin %99,67 benzerlik bulunmustur. Immunassay teknigine gore kreatinin
degeri <20 mg/dl bulunan olgulardan 11’inin idrar bitiinliiginii saptadigi tespit
edilmistir. Bu 11 olgunun yasadist madde tarama sonuglar1 incelenmis ve hepsinin
A9-THC-COOH degerleri cut off (50 ng/ml) altinda kaldig1 belirlenmistir.
Normalizasyon sonucu Tablo 7°de goriilen pozitif degerler 2015 yili i¢in elde edilen
155,94 mg/dl kreatinin ortalama degerine gore hesaplamistir. E.Cone ve arkadaslar
tarafindan yapilan kreatinin ve yogunluk calismalarinda kreatinin degeri 100 mg/dl

olarak hesaplanmistir (50).

39



6. SONUC ve ONERILER

Yasadis1 madde analizi yapan laboratuvarlarda emniyet&gozetim zinciri, pre
analitik, analitik ve post analitik asamalar birlikte ve standardize bir sekilde
yapilmasinin konu hakkinda bilimsel 6nemi gosterilmistir.

Omek toplama asamasinda kisilerin pozitif sonuglardan kaginmak amaciyla
yapmis olduklar1 6rnek degistirme islemine engel olmak icin emniyet&gozetim
zinciri asamasi uluslararasi rehberlere gore yapilmahidir. Idrar kimyasinda
degisiklikler olusturmasi miimkiin olabilecek girisimleri Onlemek ve saptamak
amaciyla idrar bitiinligiinii dlgen testlerin kullanilmasiin geregi elde ettigimiz
sonuclarda goriilmektedir. Bu nedenle idrar biitiinliik testleri laboratuvara ulasan her
idrar 6rnegi i¢in yapilmali ve sonuglar1 dikkatle deneyimli laboratuvar calisanlar
tarafindan degerlendirilmelidir. Kart testlerin sadece 6n tarama amagli olarak
kullanilmali ve sonuglar mutlaka kromatografik yontemlerle dogrulanmalidir.

Kreatinin degerinin toplumdan topluma farklanmasi etnik koken, yas, cinsiyet
vb. nedenlerden kaynaklandigi bilinmektedir. Bu nedenden Otiirii her toplumun
kendine 6zgii kreatinin degeri hesaplanmali ve normalizasyon islemi bu degere gore

yapilmalidir.
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