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ÖZET
Amaç: Antiepileptik ilaçlar›n serumdaki konsantrasyonlar›n›n ölçümünde y›llardan beri  farkl› yön-
temler kullan›lm›fl olup halen pek çok laboratuvarda  de¤iflik yöntemlerle ölçüm yap›lmaktad›r. Biz
çal›flmam›zda serumda antiepileptik ilaç düzeyi ölçümünde türbidimetrik yöntemi HPLC yöntemi ile
karfl›laflt›rarak, türbidimetrik yöntemin performans›n› de¤erlendirmeyi amaçlad›k Gereç ve Yöntem:
S.B. Ankara E¤itim ve Araflt›rma Hastanesi nöroloji ve pediatri kliniklerinde takipte olan epilepsi hasta-
lar›n›n ilaç düzeyi kontrolü için verdikleri kan örneklerinden her iki yöntemle ölçüm yap›ld›. Çal›flma
ayn› hastanenin biyokimya laboratuar›nda gerçeklefltirildi. Karbamazepin için 35, fenitoin için 31 ve
fenobarbital için ise 30 örnek çal›flmaya al›nd›. Bulgular: Çal›flt›¤›m›z ilaçlara ait çal›flma içi %CV
de¤erleri düflük ve yüksek düzeydeki serum havuzlar›nda HPLC yönteminde karbamazepin, fenitoin
ve fenobarbital için s›ras›yla flöyleydi : % 1.57 ve % 3.62; % 2.15 ve % 4.14; % 1.53 ve % 4.34.
Türbidimetrik yöntemde ise ayn› serum havuzlar›nda karbamazepin için % 2.66 ve % 7.03; fenitoin
için %1.98 ve %2.04 ve fenobarbital için ise % 3.31 ve % 5.24 bulundu. Ayr›ca yöntemin HPLC
tekni¤i ile korelasyonu oldukça iyiydi (Karbamazepin için r = 0.95, fenitoin için r = 0.97 ve fenobar-
bital için r = 0.86). Yapt›¤›m›z geri kazan›m çal›flmas› sonuçlar›na göre ise  türbidimetrik yöntemin kar-
bamazepin, fenitoin ve fenobarbital için % R de¤erlerini s›ras›yla % 80.4, % 88 ve % 86.8 olarak bul-
duk. HPLC yönteminde ise ortalama % R de¤erleri karbamazepin, fenitoin ve fenobarbital için
s›ras›yla % 105, % 107 ve % 110 olarak bulundu. Sonuç: HPLC tekni¤i serumda antiepileptik ilaç
konsantrasyonu ölçümünde referans yöntem olarak kabul edilmektedir. Türbidimetrik yöntemin per-
formans›  HPLC ile k›yasland›¤›nda daha zay›ft›r, ancak daha h›zl› ve ucuz olmas› nedeniyle ülke-
mizde hala tercih edilmektedir.
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SUMMARY 
The comparison of HPLC and turbidimetric methods in the measurement of serum
antiepileptic drug concentrations
Aim: Many different methods have been used for detection of antiepielptic drug concentrations for
many years in clinical chemistry laboratories. In our study we aimed  to evaluate the performance
of turbidimetry as a method for detection of serum antiepileptic drug concentrations by comparing
it with HPLC technique. Material and Method: Measurements were performed in both methods
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Karbamazepin, fenitoin ve fenobarbital, epi-
lepside de¤iflik tipteki nöbetlerin tedavisinde
s›kça kullan›lan ilaçlard›r. Bu ilaçlar›n serum-
daki konsantrasyonlar›n›n rutin monitorizas-
yonu; terapötik düzeylerin sa¤lanmas›, toksik
konsantrasyonlardan kaç›n›lmas› ve ayn› za-
manda uyumun kontrolü aç›s›ndan son de-
rece önemlidir (1,2). 

Bu ilaçlar›n serumdaki konsantrasyonlar›n›n
ölçümünde y›llardan beri pek çok farkl› yön-
tem kullan›lm›fl olup halen de¤iflik laboratu-
varlar taraf›ndan de¤iflik yöntemlerle ölçüm
yap›lmaktad›r. Yüksek performansl› likit kro-
matografi (HPLC), floresan  immunoassay
(FIA), floresan polarizasyon immunoassay
(FPIA), gaz kromatografi (GC), enzimle ço-
¤altma immünoassay tekni¤i (EMIT) ve türbi-
dimetrik yöntemler  bunlardand›r (1).

Biz çal›flmam›zda serumda antiepileptik ilaç
konsantrasyonu ölçümünde türbidimetrik
yöntemi HPLC yöntemi ile karfl›laflt›rarak, tür-
bidimetrik yöntemin performans›n› de¤erlen-
dirmeyi amaçlad›k.

GEREÇ ve YÖNTEM

S.B. Ankara E¤itim ve Araflt›rma Hastanesi
nöroloji ve pediatri kliniklerinde takipte olan
epilepsi hastalar›n›n ilaç düzeyi kontrolü için
verdikleri kan örneklerinden her iki yöntemle
ölçüm yap›ld›. Çal›flma ayn› hastanenin biyo-
kimya laboratuar›nda gerçeklefltirildi. Hasta-

lar çal›flma konusunda bilgilendirildi ve izinle-
ri al›nd›. Karbamazepin için 35, fenitoin için
31 ve fenobarbital için ise 30 örnek  çal›flma-
ya al›nd›. Bu laboratuarda rutinde kullan›lan
yöntem olan HPLC tekni¤i ile hasta örnekleri-
nin ölçümleri yap›ld›ktan sonra türbidimetrik
yöntemle ölçümleri yap›lana kadar örnekler
–20 °C’ de Eppendorf tüplerde sakland›.

Türbidimetrik yöntemle ölçüm, Beckman
Synchron LX 20 sistemlerinde orijinal Beck-
man kitleri ile gerçeklefltirildi. Yöntemin pren-
sibi ilaç konsantrasyonunun partikülle h›zlan-
d›r›lm›fl türbidimetrik inhibisyon immunoas-
say ile ölçümüne dayanmaktad›r. Ölçümde
partikül ba¤l› ilaçlar özgül antikorlar›yla ba¤-
lanarak ›fl›k saç›lmas›na neden olan çözün-
meyen agregatlar olufltururlar. Hasta örne-
¤indeki ilaç ile partikül ba¤l› ilaç antikor ba¤-
lanma bölgeleri için yar›flarak çözünmeyen
agregatlar›n oluflumunu inhibe eder. Partikül
agregasyonunun miktar› ve h›z› örnekteki ilaç
konsantrasyonu ile ters orant›l›d›r. Ölçümler
üretici firma taraf›ndan önerilen programlar
do¤rultusunda yap›ld›. Test aral›klar› kit pros-
pektüslerinde karbamazepin için 4-12
mg/mL, fenitoin için 10-20 mg/mL  ve feno-
barbital için 15-40 mg/mL  fleklinde verilmiflti.

HPLC analizi ise HPLC-Chromsystems siste-
mindeki yüksek çözünürlüklü kolon  kullan›la-
rak yap›ld›. Ölçümler üretici firman›n önerile-
ri do¤rultusunda gerçeklefltirildi. HPLC tekni-

on the blood samples of the epileptic patients who were in follow up in neurology and pediatrics
clinics of Ministry of Health Ankara Education and Research Hospital. This study was carried on lab-
oratory of biochemistry of the same hospital. 35 samples for carbamazepine, 31 for phenytoin and
30 for phenobarbital were taken into this study.  Results: Within run CV values for HPLC technique
in measurement of sera were as follows for each drug: Carbamazepine 1.57% and 3.62%; pheny-
toin 2.15% and 4.14%; and phenobarbital 1.53% and 4.34%. They were found in turbidimetric
method as follows: Carbamazepine 2.66% and 7.03%; phenytoin 1.98% and 2.04% and pheno-
barbital 3.3%1 and 5.24%. There was a significant correlation between turbidimetric method and
HPLC technique (for carbamazepine r= 0.95, phenytoin r= 0.97 and phenobarbital r= 0.86 ). The
recovery rates for each drug in turbidimetry were satisfactory (carbamazepine R%= 80.4%, pheny-
toine 88% and phenobarbital 86.8%).They were as follows in HPLC technique: R%= 105%, 107%,
110%. Conclusion: HPLC technique is accepted as a reference method for detection of serum
antiepileptic drug concentrations. The performance of turbidimetric method is weak when com-
pared with HPLC technique. But because of the cost effectiveness and the short turn around time,
turbidimetry was preferred in our country.
Key words: Antiepileptic drug level, HPLC, turbidimetry
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¤inin performans›n› de¤erlendirmek için pre-
sizyon ve geri kazan›m çal›flmalar› yap›ld›. ‹ki
farkl› düzeyde haz›rlanan serum havuzunda
presizyon çal›flmas› yap›ld›. Çal›flma içi %CV
de¤erleri düflük ve yüksek düzey için s›ras›yla
flu flekilde bulundu: Karbamazepin için
%1.57 ve %3.62; fenitoin için %2.15 ve
%4.14; ve fenobarbital için %1.53 ve %4.34.
Düflük düzeydeki serum havuzuna de¤iflik
oranlarda yüksek düzeydeki serum havuzun-
dan eklenerek her bir ilaç için HPLC yöntemi-
nin ortalama geri kazan›m (%R)  de¤erleri he-
sapland›. Bu de¤erler karbamazepin, fenitoin
ve fenobarbital için s›ras›yla %105, %107 ve
%110 olarak bulundu.

Türbidimetrik yöntemin performans›n› de¤er-
lendirmek için presizyon ve geri kazan›m ça-
l›flmalar› yap›ld›. Her iki yöntemle elde edilen
ölçüm sonuçlar›n›n karfl›laflt›r›lmas›nda kore-
lasyon ve regresyon analizi yöntemi kullan›l-
d›. Bu amaçla Microsoft Excel (Microsoft Cor-
poration) ve SPSS for Windows versiyon 10,0
(Real State Corporation,‹ngiltere) programla-
r› kullan›ld›.

BULGULAR

Presizyon

Türbidimetrik yönteme ait presizyon çal›flma-
lar› için HPLC yönteminin presizyon çal›flma-
s›nda kullan›lan iki farkl› düzeydeki serum ha-
vuzlar› kullan›ld› . Çal›flma içi %CV de¤erleri
karbamazepin, fenitoin ve fenobarbital için
Tablo 1’ deki gibi bulundu.

Korelasyon ve Regresyon Analizi

Korelasyon çal›flmas›nda karbamazepin için
35, fenitoin için 31 ve fenobarbital için ise 30
örnek hem HPLC hem de türbidimetrik yön-
temle analiz edildi. Karbamazepin için korelas-

Tablo 1. Türbidimetrik Yöntemle Serumda Karbamazepin, Fenitoin ve Fenobarbital Ölçümünde Çal›flma ‹çi Presizyon
De¤erleri

Karbamazepin                                Fenitoin                                 Fenobarbital 
Örnek Ortalama ± STD %CV Ortalama ± STD %CV Ortalama ± STD %CV

Düzey 1 4.86±0.13 2.66 9.2±0.18 1.98 13.36±0.44 3.31
Düzey 2 9.57±0.67 7.03 15.84±0.32 2.04 24.14±1.26 5.24  

fiekil 1. Karbamazepin için HPLC ve türbidimetrik yön-
temler aras› korelasyon

fiekil 2. Fenitoin için HPLC ve türbidimetrik yöntemler
aras› korelasyon

fiekil 3. Fenobarbital için HPLC ve türbidimetrik yön-
temler aras› korelasyon
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yon katsay›s› 0.95, slope 0.87 ve intercept
0.34 mg/mL (fiekil 1), fenitoin için  korelasyon
katsay›s› 0.97, slope 1.06 ve intercept 0.13
mg/mL (fiekil 2), fenobarbital için ise korelas-
yon katsay›s› 0.86, slope 0.60 ve intercept
2.77 mg/mL (fiekil 3) olarak bulunmufltur.

Geri Kazan›m Çal›flmas›

Düflük düzeydeki serum havuzuna de¤iflik
oranlarda yüksek düzeydeki serum havuzun-
dan eklenerek her bir ilaç için türbidimetrik
yöntemin ortalama %R de¤erleri hesapland›.
Bu de¤erler karbamazepin, fenitoin ve feno-
barbital için s›ras›yla %80.4, %88 ve %86.8
olarak bulundu.

TARTIfiMA

Türbidimetri, antiepileptik ilaç konsantrasyo-
nu analizinde pek çok laboratuvarda kullan›-
lan bir yöntemdir. Bu yöntemle ölçüm için
üretilmifl pek çok ticari kit mevcuttur (3,4). 

Serumda antiepileptik ilaç düzeyi monitori-
zasyonunda HPLC tekni¤ini kullanan de¤iflik
sistemler mevcuttur. Lamotrijin, fenobarbital,
karbamazepin ve fenitoine ait kan düzeyleri-
nin ölçümünün yap›ld›¤› bir çal›flmada basit
bir ters fazl› HPLC sistemi oluflturulmufl ve
yöntemin performans› di¤er HPLC sistemleri
ile uyumlu bulunmufl (5). Bu yöntemle oxkar-
bazepin ve ana metabolitlerinin de di¤er ilaç-
larla birlikte saptanmas›n›n mümkün olmas›
kombine ilaç kullanan epilepsi hastalar›n›n ta-
kibinde de bir avantaj sa¤lamaktad›r(6). 

Çok kat›l›ml› d›fl kalite kontrol sonuçlar›n›n de-
¤erlendirildi¤i bir çal›flmada serum ilaç düze-
yi ölçümü için kullan›lan analitik sistemlerin
performans› karfl›laflt›r›lm›flt›r. Floresans pola-
rizasyon immunoassay (FPIA) tekni¤i ile öl-
çüm yapan sistemlerde negatif bias problemi
gözlenirken kromatografik ve türbidimetrik
yöntemlere ait sonuçlar tatmin edici bulun-
mufltur (7). FPIA ve HPLC tekniklerinin karfl›-
laflt›r›ld›¤› bir baflka çal›flmada  her iki yön-
temle serum karbamazepin konsantrasyonla-
r› ölçülmüfl ve FPIA ile HPLC’ den daha yük-
sek sonuçlar bulunmufltur. Ancak HPLC ile öl-
çülen karbamazepin ve onun ana metaboliti
olan 10,11-epoksid türevinin konsantrasyon-

lar› toplam› ile FPIA’ da bulunan karbamaze-
pin konsantrasyonu aras›nda anlaml› bir fark
bulunamam›flt›r (8). 

Serumda antiepileptik ilaç konsantrasyonu öl-
çümü için bugüne kadar pek çok immunolo-
jik yöntem kullan›lm›flt›r. Basit bir türbidimet-
rik lateks aglutinasyon inhibisyon immunoas-
say ile kan primidon düzeyi ölçümü  gerçek-
lefltirilmifl, sonuçlar›n farkl› enzim immunoas-
say  teknikleri ile korelasyonu oldukça iyi bu-
lunmufl (9). Basit bir aglutinasyon inhibisyon
immunoassay analizi ile dahi böyle tatmin
edici sonuçlar elde edilmesi türbidimetrik in-
hibisyon immunoassay prensibi ile çal›flan ti-
cari kit üretimini h›zland›rm›flt›r. Daha önceki
çal›flmalarda serumda antiepileptik ilaç kon-
santrasyonu ölçümünde türbidimetrik yönte-
min performans›n› de¤erlendirmek amac›yla
floresans polarizasyon ya da kemiluminesans
yöntemlerle korelasyonuna bak›lm›flt›r (10-
12).

Biz de karbamazepin, fenitoin ve fenobarbi-
tale ait serum düzeylerinin saptanmas›nda
Beckman Synchron LX 20 otoanalizöründe
ayn› sistem için gelifltirilmifl türbidimetrik yön-
temin performans›n› referans yöntem kabul
edilen HPLC tekni¤i ile karfl›laflt›rd›k.

Çal›flt›¤›m›z ilaçlara ait çal›flma içi %CV de¤er-
leri düflük ve yüksek düzeydeki serum havuz-
lar›nda  s›ras›yla flu flekildeydi: Karbamazepin
için %2.66 ve %7.03; fenitoin için %1.98 ve
%2.04 ve fenobarbital için ise %3.31 ve
%5.24. Ayr›ca yöntemin HPLC tekni¤i ile ko-
relasyonu da oldukça iyiydi (Karbamazepin
için r = 0.95, fenitoin için r = 0.97 ve feno-
barbital için r = 0.86). Korelasyonun bu ilaç
için daha zay›f olmas›n›n kalibrasyon hatas›n-
dan kaynaklan›p kaynaklanmad›¤›n› ortaya
koymak için türbidimetrik yönteme ait yüksek
konsantrasyonlu kalibratörlerin HPLC tekni¤i
ile ölçümünü yapt›¤›m›zda sorunun kalibra-
törlere ba¤l› olmad›¤›n› anlad›k. Ancak hem
yüksek düzeydeki kontrol örneklerindeki hem
de presizyon çal›flmas› için kulland›¤›m›z yük-
sek düzeyli serum havuzundaki ölçümlerde
benzer olarak anlaml› bir düflüklük göze çar-
p›yordu. Bu de¤erler bize yöntemin linearite-
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sinde bir problem oldu¤unu düflündürmek-
tedir. Yapt›¤›m›z geri kazan›m çal›flmas› so-
nuçlar›na göre ise türbidimetrik yöntemin
karbamazepin, fenitoin ve fenobarbital için
% R de¤erlerini s›ras›yla %80.4, %88 ve
%86.8 olarak bulduk.

Türbidimetrik immunoassay prensibiyle çal›-
flan orijinal Bayer marka kit ile ADVIA 1650
analizöründe yap›lan bir çal›flmada karbama-
zepin düzeyi ölçümü için yöntemin çal›flma
içi % CV de¤erleri düflük ve yüksek düzeyli
serum havuzlar›nda s›ras›yla %4.9 ve %4.8
bulunmufl. Geri kazan›m oran›n›n %R=102.2
olarak hesapland›¤› çal›flmada yöntemin
hem FPIA hem de kemiluminesans yöntem
ile korelasyonu  oldukça iyiymifl (r=0.99,
r=0.99)  (10). Ayn› kit ve ayn› cihazla yap›lan
di¤er bir çal›flmada yöntemin valproik aside
ait performans›n›n de¤erlendirilmesinde ise
çal›flma içi %CV de¤erleri düflük ve yüksek
düzeyli serum havuzlar› için %6.8 ve %5.9
olarak bulunurken, yöntemin FPIA ile korelas-
yonu da tatmin edici olarak de¤erlendirilmifl
(r=0.98) (11). Fenitoin için tekrarlanan ben-
zer bir çal›flmada da düflük ve yüksek düzey-
lere ait çal›flma içi % CV de¤erleri ile geri ka-
zan›m oranlar› s›ras›yla flu flekilde hesaplan-
m›fl:%5.2, %4.1 ve %R=101.4. Sonuçlar›n
floresans polarizasyon ile korelasyonu yine
oldukça iyiymifl (r=0.98) (12). 

Daha önceki çal›flmalarda türbidimetrik yön-
temin antiepileptik ilaç düzeyi ölçümü için
performans› floresans polarizasyon, kemilu-
minesans ya da di¤er immunolojik teknikler-
le karfl›laflt›r›larak de¤erlendirilmifl. Biz ise
yöntemi pek çok ilaçta oldu¤u gibi antiepi-
leptik ilaçlar›n monitorizasyonunda da refe-
rans yöntem kabul edilen HPLC tekni¤i ile
karfl›laflt›rd›k. ‹mmunolojik metodlar›n her bi-
rinin linearite, sensitivite ya da spesifitelerin-
de farkl›l›klar söz konusu oldu¤undan, HPLC
tekni¤i ile karfl›laflt›rarak türbidimetrik yönte-
min performans› hakk›nda daha güvenilir so-
nuçlar elde etti¤imiz düflünülebilir. 

Beckman’›n türbidimetrik yöntemi, HPLC tek-
ni¤i ile karfl›laflt›r›ld›¤›nda; h›zl› sonuç verdi-
¤inden ve ön ifllem gerektirmedi¤inden acil

analiz için uygun ve daha ucuz bir yöntem-
dir. Ayr›ca HPLC yöntemi kalifiye teknik perso-
nel gerektirmektedir.

Ancak türbidimetrik yöntemle ilaçlar›n meta-
bolitlerini ölçme flans› olmad›¤› gibi bu meta-
bolitlerle çarpraz reaksiyon ihtimali de yük-
sektir. Ayr›ca HPLC yöntemiyle kombine ilaç
kullanan hastalarda tek ölçümle tüm ilaçlar›n
serum düzeyleri hakk›nda bilgi sahibi olabilir-
ken türbidimetrik yöntemde böyle bir flans›-
m›z bulunmamaktad›r.

Tabii ki pek çok analitte oldu¤u gibi antiepi-
leptik ilaçlar›n monitorizasyonunda da HPLC
referans yöntem olarak kabul edilmektedir.
Ancak Türkiye flartlar›nda halen HPLC sistem-
leri laboratuvarlarda yayg›n olarak kullan›la-
mamaktad›r. Bu nedenle ülkemizde türbidi-
metrik yöntem ve immunoassay teknikleri an-
tiepileptik ilaçlara ait serum düzeylerinin belir-
lenmesinde daha uzun y›llar kullan›lacak gibi
görünmektedir. 
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