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1. GIRIS

Klinik laboratuvarlarda elde edilen sonuglar, referans aralig1 degerleri géz 6niinde
bulundurularak yorumlanir. Klinisyenin sonuglardan verimli bir sekilde yararlanabilmesi
i¢in, sonuglarin dogru ve gilivenilir referans araliklari igerisinde sunulmasi gerekir.

Referans araliklarinin  belirlenmesi, Klinik Laboratuvar Standartlar1 Ulusal
Komitesi (National Committeefor Clinical Laboratory Standards: NCCLS) ve Uluslararasi
Klinik Kimya ve Laboratuvar Tibbi Federasyonu (International Federation of Clinical
Chemistry: IFCC) onerilerine gore yapilmaktadir (1,2). Ayni sekilde referans bireylerinin
secimi de NCLSS ve IFCC ilgili dokiimanlarinda standardize edilmistir.

Her test i¢in {liretici firma tarafindan belirlenmis bir referans araligi mevcuttur.
Ancak bu araligin, hitap ettigimiz toplumun referans degerlerini ne derece dogru
yansittigint sdyleyemeyiz. Bu nedenle kendi popililasyonumuzun referans degerlerini
belirlemeli ve bu degerleri kullanmaliy1z.

Bizim bu c¢alismada amacimiz, laboratuvarimizda calisilan 18 biyokimya
analitinin; hastane popiilasyonuna ait laboratuvar sonuglarini kullanarak, referans
araliklarim1  belirlemekti. Bazi arastirmacilar, referans birey se¢iminde hastane
popiilasyonunun kullanilmasimin, saglikli bireylerin kullanilmasindan daha giivenilir

referans araliklar1 ortaya ¢ikaracagini ileri siirmektedir (3,4,5).



2. GENEL BILGILER

2.1. Referans Araliginin Tanim

Diinya Saglik Teskilati (WHO) sagligi; sadece hastalik durumunun yoklugu
seklinde degil, “fiziksel, mental, sosyal refah durumu” olarak tanimlamaktadir (6).

Bir bireyde sagliklilik veya hastalik durumunun tanimlanmasinda referans verilere
bagvurarak karar verilir. Bu referans veriler tibbi anamnezlerden, klinik muayenelerden ve
destek incelemelerden elde edilir (6).Uygulamada klinik tanimmin konmasina yardimci
olmakla birlikte, tedavinin takibinde, prognozda, taramada, toksikolojide ve daha bir¢ok
klinik basamakta yer almaktadir.

Giliniimiizde klinik biyokimya laboratuvarlarinda kullanilan biyokimya testlerinin
yorumlanmasinda referans araligina basvurulmaktadir. Oncelikle ‘referans aralig1’ tanimini
yapmak yerinde olacaktir. Bir referans bireyinde belirli bir fenotipin gézlemlenmesi ya da
Olciilmesi yolu ile elde edilen degere referans deger denir (7). Dolayisi ile 6rnek bir
popiilasyondan segilen referans bireyleri bir araya getirilerek, bir referans kitlesi
olusturulabilir. Bu degerler bir dagilim olusturacaktir ve bu dagilim istatistiksel analize tabi
tutuldugu taktirde dagilimin belli bir boliimiinii sinirlandiran alt ve st degerler elde
edilebilir. Bu durumda alt ve iist degerlerin igine aldig1 kesim dagilimin belli bir yilizdesini
ifade edecektir. Bu terimlerde normal deger ya da normal aralik sdzciikleri
kullanilmamaktadir. Ciinkii normal terimi oldukg¢a goreceli bir kavrami ifade etmektedir,
Oyle ki bireyden bireye degisebilen bu degerlerin hangisinin normal olarak tanimlanmasi
gerektigini belirlemek ¢ok zor, hatta imkansizdir (8). Normal terimini agiklamak icin bazi

tanimlamalar yapilmistir. Bu tanimlamalar:

1. Sahsin kendi normali: Belirtilen kisiden saglikli déneminde elde edilmis
deger.

2. Optimum saglik kondisyonundaki sahislardan elde edilmis verilere dayanan
degerler.

3. Cohort (es gruplari)normalleri: Hastanin grubunu temsil eden saglikli
toplumdan elde edilmis degerler.

4. Genel toplum normalleri: Hastanin geldigi toplumun tiim fertlerini temsil

eden gruptan elde edilmis normaller.



5. [Istatistiksel anlamiyla normal dagilim ya da Gaussian dagilima uyan veriler
gurubu (biyolojik veriler her zaman normal dagilim gdsteren can egrisi

grafigine uymaz) (9).

Bir testin belli bir birey i¢in normal degerinin ne oldugu, o test o bireye daha dnce
uygulanmamissa bilinemez. Bu degerin onceden biliniyor olmasi idealdir. Ancak yine de
bireyin 0z gecmisi, yasi, varsa baska saglik problemleri nedeniyle olusabilecek
degisiklikler de goz onilinde bulundurulmali. Schiitz tiim bu problemlerden yola ¢ikarak,
hasta bireyi ayirt etmenin saglikli bireyi bulmaktan daha kolay oldugunu ifade etmistir
(10).

Bireyin hangi saglik durumlarinda normal oldugunu belirlemek yine ¢ok zor bir
islemdir; bunu belirledigimiz takdirde bile, o kisiden elde edilen degerlerin bir baska
kisinin degerleri ile uyusmast oldukga diisiik bir olasiliktir. Kaldi ki ayni kisinin bile
hayatinin  farkli  donemlerinde farkli saglik kondisyonlarinda bulunabildigini
gbzlemlemekteyiz. Istatistiksel olarak diisinmek gerekirse de, normal degerleri bir
popiilasyona uygulamak anlamsizdir. Bu agidan yukarida elde edilen dagilimi referans
dagilimi olarak nitelendirmek daha dogru olacaktir. Bu zorluklar g6z Oniinde
bulunduruldugunda, referans araliklarini belirlerken de normal bireylerlerin degil, referans
bireylerin degerlerinin kullanilmasimnin daha uygun olacagi anlasilmaktadir. Su halde
referans bireyi, iyl tamimlanmig kriterlere gore secilmis kisidir; referans araligi ise, bu
bireylerin olusturdugu ornek referans dagilimindan belli istatistiksel yontemlerin

kullanilmasi ile elde edilen referans degerlerinin tanimlandigi araliktir (7).

2.2. Referans Bireylerinin Se¢imi

2.2. a) Referans Popiilasyonu ve Dislama Kriterleri

Referans bireylerinin se¢imi referans araligi tayininde en énemli basamaklardan
birini olusturur. Yukarida da belirtildigi gibi Oncelikle referans popiilasyonunun iyi
belirlenmesi gerekmektedir. Referans popiilasyonu istatistiksel bir g¢alismada genelde
varsayilan ve hedef alinan, ancak ulasilmasi ¢cok zor ya da imkansiz olan kitleyi temsil eder
(11). Bu popiilasyon kisinin kendisi olabilir; dyle ki, o kisiden hayati1 boyunca aliacak

biitiin test sonuglar1 da bir dagilim olusturacaktir; hastane dis1 yani saglikli varsaydigimiz



popiilasyon ya da hastane popiilasyonu olabilir. Bir grup ¢alismada hastane
popiilasyonunun kullanilmasina ayrintili olarak deginilmis ve arastirmacilar klinik
laboratuvarlarin kendi hasta popiilasyonlarim1 referans gurubu olarak almalarinin daha
giivenilir olacagi fikri lizerinde birlesmislerdir (12,13,14).

Referans popiilasyonundan belli kriterler kullanilarak segilmis bireylerden
olusturulan kitleye, drnek referans kitlesi denilir. Bu bireylerin nasil secilecegi konusunda
cesitli yontemler tanimlanmistir. Bunlar1 genel olarak dogrudan ve dolayli 6rneklendirme
olmak fizere ikiye ayirabiliriz. Dogrudan 6rneklendirme IFCC tarafindan 6nerilen ve bir
dizi kriterin hasta se¢iminde kullanilmasi yolu ile yapilmaktadir. Bu kriterlere dislama

kriterleri denir, bunlar1 soyle siralayabiliriz:

Alkol alim1 Yakin zamanda hastalik hikayesi
Kan donorii olma Laktasyon

Anormal kan basinci Obesite

[lag bagimlilig Oral kontraseptif kullanimi

[lag kullanimu, regeteli Gebelik

[lag kullanimu, regete gerektirmeyen Yakin zamanda ameliyat hikayesi
Cevresel faktorler Sigara kullanimi

Genetik faktorler Yakin zamanda transfiizyon hikayesi
Aglik ve tokluk durumu Gereksiz fazla vitamin alim1

Hastanede yatma

Bu kriterler IFCC tarafindan Onerilen ve ayrica NCCLS ilgili dokiimaninda
belirtilen dislama kriterleridir (7). Her birey secilirken bu faktorlerin etkisi altinda olup
olmadigina bakilir, bu kriterler secim esnasinda uygulamanin yoniine gore iki sekilde
kullanilabilir. 4 priori uygulamada kriterler bireyler secilirken kullanilir. 4 posteriory
uygulamada ise elde bir veri kitlesi vardir ve kriterler kullanilarak veriler ayiklanir.
Buradan da anlagilacagi gibi birinci yontem ileriye doniik bir ayiklama, ikinci yontem
geriye doniik bir ayiklamadir (15).

A posteriory ayiklamada elimizde ¢ok iyi diizenlenmis bir demografik veritabani
olmasi gerekir.

Diger bir yontem dolayli o6rneklendirmedir. Burada elde yine bir veri kitlesi

vardir, ancak yukaridaki kriterlere gore bir ayiklama yapilmaksizin oldugu gibi alinir. Bu



yontem daha pratik bir yontemdir; ancak dikkat edilmelidir ki bu tip 6rneklendirme ile
toplanan veri kitlelerinin istatistiksel analizi daha farkli islemler gerektirir.

Dogrudan 6rneklendirme yontemi uygulama zorlugu nedeniyle fazla popiilarite
kazanmamustir.

Dolayli orneklendirmenin temel prensibi; klinik laboratuarlarda {iretilen
sonuglarin ¢ogunlugu tam olarak Gaussian bir dagilim gostermeseler bile normale yakin
bir dagilim halinde ¢ikmaktadir. Cok fazla sapma veya herhangi bir gruplasma olmamak
sart1 ile bu dagilimin igindeki gercekte Gaussian tipe uyan boliimii alinabilir. Bu amagla,
dolayli orneklendirme ile toplanan verileri degerlendirebilen ¢esitli istatistiksel analiz
yontemleri tanimlanmistir. Bu metotlar bilgisayar sistemlerinin yardimi ile de oldukc¢a
kolay uygulanir hale gelmis ve yayginlasmistir (16). Ancak bu yodntemlerinde bazi
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Cilinkii bu konuda tanimlanmis birden fazla yontem vardir ve
elde edilen alt ve iist referans limitleri tamamiyla o yontemde kullanilan matematiksel
metoda bagl kalmaktadir. Bir diger dezavantaj ise 6zellikle bazi arastirmacilar tarafindan
ileri suriilmektedir; elde edilen referans araliklar1 o hastanenin belli bir dénemini
yansitmaktadir ve degerler hastaneden hastaneye farkliliklar gosterebilmektedir (17). Bu
sekilde saptanan referans araliklarinin daha genel bir hasta popiilasyonuna uygulanmasi
sakincali goriilmektedir.

Referans araligi tayininde dolayli 6rneklendirme yoluyla veri toplanmasinda

uyulmasi gereken bazi hususlar asagida siralanmistir (18).

1. Kullanilan 6rnek dagilim, referans popililasyonunun bir parcasi olmalidir.
Hastane popiilasyonu disindakiler dahil edilmemelidir; en uygunu hasta
verileri segilirken hastane kayitlarmin kullanilmasidir. Buradan taburcu
edildigi andaki tanis1 ve demografik bilgileri elde edilebilir.

2. Ornek referans dagilimi {inimodal olmalidir, ancak yatik bir dagilim olabilir.
Dagilimin i¢cinde homojeniteyi bozacak gruplasmalar olmamalidir.

3. Verilerin konsantre oldugu bélge, dagilimim moduna uymalidir. Moddan uzak
bolgedeki birikmeler biiyiik olasilikla hastalikla iliskili verilerdir.

4. Total dagilim ile 6rnek dagilimin modlar1 birbirlerine yakin olmalidir.
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Gortildiigii gibi dolayli 6rneklendirme, dogrudan orneklendirme ydnteminden
daha kolay bir yontemdir. Ancak dagilimda bimodal goériinlim ortaya ¢ikarsa, kesinlikle
hasta tanis1 ve demografisi kullanilarak muhtemel gruplagmalar engellenmelidir.

Sonug olarak her iki yolla da drneklendirme yapilabilir ve bunlara gore secilen
referans bireyleri de farkli istatistiksel metotlarla degerlendirilebilir. Ne kadar saglikli bir
veri se¢imi yapilirsa daha sonraki basamaklarda, dagilimlarda gruplasmaya ve ug¢ degerlere
o kadar az neden olur. Siklikla kullanilan bir diger kriter de hastanin taburcu oldugu andaki
kaydina gegen tanisidir. Genellikle bu tan1 kullanilarak hastanin tiim test sonuglar1 yerine,
bazi test sonuglar1 diglanmakta ve o tanida belirtilen patolojinin etkilemedigi test sonuglari
ornek referans kitlesine dahil edilmektedir (19). Bu yontem aslinda bir ¢esit A posteriory
orneklendirmedir ve yapilan sey hastanin demografik bilgilerinin yani sira tanisinin da

kullanilmasidir.

2.2.b. Referans Kitlesinin Gruplandirilmasi

Referans araligi tayininde Onemli bir nokta da elde edilen veri kitlesinin
gruplandirilmasidir. Elde edilen veri kitlesinin Gaussian dagilima uymasini ve
modiilasyona ugramamasini beklemekteyiz. Ancak ¢ogu durumda biyolojik veriler genel
olarak Gaussian dagilima uymamaktadir ve saga ya da sola yatik dagilimlar seklinde ortaya
cikmaktadir. Bunun nedeni olarak dagilimlarin iginde modiilasyona yol acan faktorlerin
fazla olmasi ileri stiriilebilir. Dagilimlardaki bu gruplagsmanin nedeni olan faktorleri su

sekilde siralayabiliriz.

Yas Ornek almirkenki postiirii
Kan grubu Irk

Biyoritm Cinsiyet

Diyet Menstiirel siklus

Acglik ve tokluk Gebelik

Ekzersiz Ornek alim saati

Cografi yerlesim Sigara kullanimi

Bu faktorler de ilgili NCCLS dokiimaninda belirtilmistir (7). Dikkat edilirse bazi

faktorler yukarida belirtilen diglama kriterleri ile aynidir. Bu faktorlerin etkileri
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degisebilmektedir. Yas ve cinsiyet en fazla kullanilan kriterlerdir. Bir ¢aligmada diglama
kriteri kabul edilen bir faktér baska bir c¢alismada dagilimlar1 gruplara ayirmada
kullanilabilir. Calismanin sonunda istatistiksel olarak gruplar arasinda énemli bir fark olup
olmadigina bakilabilir, bu amagla Student’s #-test kullanilan en yaygin analiz yontemidir.
Bu test iki farkli gurubu karsilagtirmada kullanilir; ANOVA yontemi ise ikiden fazla
gurubun oldugu durumlarda kullanilmaktadir (15,20,21).

Iyi hazirlanmis formlar kullanilarak hastane sartlart da gdz oniinde
bulundurularak, bu kriterler tek tek uygulanabilir. Ozellikle A priori 6rneklendirmede
kullanilmast birey se¢imini miikemmele yaklastiracaktir. Biitiin bu iglemler kan alimindan
once gercgeklestirilir. Anket formlari, saglikli oldugu diisiiniilen bireyleri se¢cmeye ve

analitik etkileyebilecek preanalitik faktorleri dislamaya olanak saglamalidir (22,23,24).

2.3. Kan Orneklerinin Alinmasi

Bilindigi gibi kan aliminda standardizasyon oOnemlidir. Her o6l¢iim Oncesi
preanalitik faktorlerin tam olarak ele alinmasi ve tiim asamalarin standardize edilmesi
gerekmektedir. Bunlar yapilmadig: taktirde dagilimlarin gruplagmasi kaginilmaz olacaktir
(25). NCCLS bu gibi 6rnek tiplerinin standardize edilmis kosullar altinda alinmas1 igin
prosediirler yayimlamaktadir (26). Ayrica acil gelen hastalar belli bir gruba uymamaktadir.
Bu tip hatalarda teshis ve tedavinin aciliyeti nedeniyle belli preanalitik sathalara uymak
olduk¢a zor olmaktadir. Acil hastalarin test sonuglari igin ayr1 referans kriterleri

tanimlanmasi kesinlikle gereklidir (25).

Kan alimindan bir giin oncesi:
Her zamanki yiyecek alimi. Saat 22:00’den sonra yiyecek alinmamasi

gerekmektedir. En fazla bir bardak su igilebilir.

Ayaktan hastalarda sabah kan alimi:

Kan alimindan 1-3 saat 6nce kalkmis olma,

En fazla 45 dak. ulagim stiresi veya 500 m yiiriiyts,

En az 15 dak. oturma ve agir kol kas aktivitesi yapilmamasi,

Kanin 08:00-10:00 saatleri arasinda alinmasi ve alinirken oturma pozisyonunda,

kol yatay pozisyonunun 45 derece altinda olmasi gerekmektedir.
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2.4. Kan Orneklerinin Transferi ve Ayrilmasi

Alman kan O6rnegi en fazla 2 saat i¢inde serumuna ayrilmalidir. Cok erken
sathada, bekletilmeden ayrilan serumlarda fibrin olusumu devam eder, bu da
otoanalizdrlerde tikanma veya Olglim hatalarina yol agabilir. 20-30 dakika beklenildigi
taktirde koagiilasyon tamamlanacagindan bu silire sonunda serumun ayrilmasi fibrin
olusumunun 6niine gecer.

Ayrilan serumlar 1siktan korunmali ve bekletilmeden analiz edilmelidir. Bu
sekilde, bekletilme ile serum analitlerinin hipokonsantre olmasi engellenecektir.

Bu noktaya kadar referans araliklarinin saptanmasinda etki edebilecek preanalitik
faktorleri gozden gegirdik. Referans bireylerin saptanmasindan, kanlarin ayrilmasina kadar
her sathada standardizasyon ile referans gruplarimizin dagilimlarinin olumsuz etkilenmesi

engellenmis olur (15,26,27,28).

2.5. Referans Arahgi Tayininde Veri Sayisinin Onemi

Referans gruplarin1 degerlendirirken dikkat edilmesi gereken bir konu da
elimizdeki verilerin miktaridir. Veri sayisinin ¢oklugu metodumuzun giivenilirligini artirir,
bu genel istatistiksel bir kuraldir (29,30). Genel olarak referans araligi tayininde kullanilan
istatistiksel yontemleri parametrik ve non-parametrik yontemler olarak ikiye ayirabiliriz.
Her ikisi de referans kitlesinin dagilim tipine ve veri sayisina olduk¢a bagimhidir. Bu
nedenle 6nce dagilim tipinin saptanmasi gerekir. Bunun i¢in de dagilima etki edebilecek
cesitli faktorleri goz Onilinde bulundurmaliyiz. Bunlar ug¢ degerler, veri sayis1 gibi
faktorlerdir. Ozellikle dagilim etkileyen, siklikla veri sayismin diisiik oldugu durumlarda
dominant hale gecgerler. Olas1 etkileri en aza indirgeyebilmek ve metodumuzun giivenilir
sekilde ¢calismasini saglayabilmek icin kullanmamiz gereken veri miktari ne olmalidir?

Yapilan bir c¢alismada belli istatistiksel metotlarla hangi veri sayilarinin
kullanilmas1 gerektigi ortaya konmustur (31). Bu ¢calismada Gaussian ve Gaussian olmayan
dagilimlar c¢esitli denek sayilarinda incelenmistir. Gaussian dagilimlarda kullanilan veri
sayist daha diisiik olabilmektedir, ancak dagilimin iyi tanimlanmasi1 gerekmektedir, ¢linkii
Gaussian olmayan dagilimlar diisikk veri sayilarinda olduk¢a anormal sonuglar

verebilmektedirler. Sonugta, non-parametrik testler kullanildig: taktirde en az 120 veri ile
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calisilmas1 gerektigi vurgulanmaktadir. Boyle bir analiz ile dagilimin %2,5-%97,5’inci
noktalar1 saptanmis olacaktir. Bu da %95’lik bir dagilim araligini tanimlamaktadir. Yine
ayni ¢alismada yaklagik 200 verinin referans araligi tayininde optimal sonug verecegi ileri
stiriilmektedir.

Ayni konu NCCLS ilgili dokiimaninda da belirtilmektedir ve non-parametrik
yontemlerle 120 verinin %90 giiven aralig1 icin yeterli olacagu ileri siiriilmektedir (7). %95
giiven aralifinda 153 veri ve %99 giiven araliginda ise 198 veri gerektigi ortaya
konmaktadir; tabi bu miktarlar minimal miktarlardir. Benzer bir ¢alisma Horn ve
arkadaslar1 tarafindan yapilmistir; burada 20, 40, 60, 80, 100, 120 denek sayilarinda non-
parametrik, parametrik transformasyon ve bu iki metodun modifiye tipleri
kullanilmigtir(32). Kullanilan modifiye yontemler 6zellikle orijinal yontemleri, diisiik
denek sayilara uygulanabilir hale getirmek i¢in tasarlanmigtir. Sonuglara gore 120 veride
yontemler arasinda minimal fark varken veri sayisi diistiikce Ozellikle non-parametrik
yontemler etkilerini yitirmektedir. 120 verinin altindaki denek sayilarinda modifiye non-
parametrik yontemler ise daha iyi sonuglar vermistir. Baska bir ¢alismada Gaussian
istatistigi yani parametrik yontemlerle, minimum 30 veri ile ¢aligma yapmanin miimkiin
olacagi ileri siiriilmektedir (33). Veri sayisinin artmasi Gaussian istatistigini daha kuvvetli
kilmaktadir, ancak dagilimda ug¢ degerlerin daha fazla bulunmasina yol agabilmektedir. Bu
konuda yapilmis diger calismalarda bu durum ele alinmaktadir (31,34). Bu durum
dagilimin iyi analiz edilmesi ve u¢ degerlerin iyi bir sekilde ayiklanmasi ile ekarte

edilebilir.

2.6. Istatistiksel Analizde U¢ Degerlerin Onemi

Bir dagilimda u¢ degerlerin varlig1 kaginilmaz bir olgudur. Elimizde son derece
iyi ayiklanmis bir veri kitlesi bulunsa bile u¢ degerlerin bulunabilecegini hatirdan
cikarmamak gerekir. Dagilimda ug¢ degerlerin arinmasi i¢in metotlar vardir, bunlar1 sdyle

siralayabiliriz:
1. Dixon metodu:

Burada dagilimin alt ve {ist noktalarinda bulunabilecek u¢ degerler aranir. Bu

amagla veriler kiiciilten biiyiige dogru siralanir (17). Su formiiller kullanilir:
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Eger x(n)’in ug deger oldugu test edilecekse,

Yukaridaki formiil ile » bulunur. Bu bir orani ifade eder; »’in biiyiikliigii 1/3” tin
tizerinde isex(n) bir u¢ degerdir ve atilmalidir. Eger birinci deger test edilecekse, asagidaki

formul kullanilir;

A sekilde r degeri 1/3 {in iizerinde ise birinci deger, yani x(1) bir u¢ degerdir ve
atilmahdir (35). Burada dikkat edilmesi gereken ikisi de u¢ deger olan iki degeri formiile
koyarak kiyaslamamaktir. Bu durumda yaniltict olarak ayiklama yapilamayabilir. Hatay1

onlemek i¢in mutlaka; en sondan 3. degeri de ayn1 formiille test etmek gerekir (36).

2. Blok prosediirii:

Genellikle birden fazla u¢ degerin bulunabilecegi dagilimlar i¢in kullanilmaktadir;
bu durumda u¢ deger kendinden sonra gelen ekstrem degerleri bloke edebilmektedir.
Diyelim ki en bastaki deger bir sonrakinden yukaridaki formiile gore 1/3 oranindan daha
diisiik degerde farklilik asisin, fakat ilk 4 veri bu sekilde yakin degerler olmalarina ragmen,
5, degerden 1/3’ten daha fazla farklilik tasiyorsa bulundugu grup gercekte bu orani
geemistir (37). Bu yontemde en diislik farkli u¢ deger aranir ve kendinden daha yiiksek

oranl degerlerin hepsi atilir.

3. Standart sapmanin kullanilmasi:

Bu yontemle daha basit bir kurali uygulamaktayiz; eger veri sayimiz 120’den
oldukca fazla ise o zaman belli SD degerlerini asan verileri rahatlikla atabiliriz; ki bu
degerler biiyiik olasilikla hastalikla iligkili degerlerdir. Ozellikle non-parametrik testlerde
ve dolayli 6rneklendirme ile toplanan, yani belli kriterlere gore se¢im yapilmadan toplanan
veriler kullanilir. Ciinkii burada verilerin bir kismi dogrudan hastalikla iligkilidir ve

normalin oldukga {stiindedirler. Bu kriterlerde siklikla +4 SD ydntemi kullanilir. Bu
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standart sapmanin altinda ve istiinde bulunan veriler atilir; bu yontem GraphROC
programinda da kullanilmakta ve programin yazari tarafindan kesinlikle onerilmektedir
(38). Bu programda kullanilan algoritma o6zellikle dolayli 6rneklendirme ile segilmis
referans kitleleri iizerinde islev gormektedir: +4 SD ydntemi bu agidan oldukga giivenilir

sonuglar vermektedir.

4. Grubbs T istatistigi:

Burada da once tiim veriler kiigiikten biiyliye dogru siralanir. Her bir alt ve iist
veri i¢in bir T degeri saptanir ve dnceden belirlenmis T istatistik tablolarina gore, alt ve tist
T degerlerinin derecesine bakilir. Kritik degerleri astig1 taktirde veri ug¢ deger olarak kabul
edilir (39). T degeri asagidaki formiillere gére hesaplanmaktadir:

x(n) ve x(1) i¢in;

formiilleri kullanilir. Burada X aritmetik ortalamay1, s standart sapmayi belirtmektedir.
5. Boxplot cizimlerinde cutt-off bulma yaklasimi:
Burada da veriler kiiglikten biiylige dogru siralanir. %75 ve %25 percentil
degerleri baz alinarak alt ve iist deger bulunur (40).Bunun i¢in asagidaki formiiller
kullanilir;

(%75. percentil - %25. percentil) x 1,5=X

alt deger = %25. percentil —x

st deger= %75. percentil+x

Veri sayisint inceledikten sonra sira dagilimin tipini test etmeye gelmistir, ¢linkii

elimizde Gaussian bir dagilim var ise rahathikla parametrik yontemleri kullanabiliriz.
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Ancak non-Gaussian dagilimlara parametrik yontemleri uygulamamiz miimkiin degildir,
clinkii bu tip dagilimlar istatistiksel parametreler tarafindan tanimlanamazlar. O halde
elimizde bulunan veri kitlesine yapilacak bir sonraki islem dagilim tipinin degerlendirmesi

olacaktir.

2.7. Referans Kitlesinin Dagilim Tipinin Degerlendirilmesi

Istatistiksel analiz oncesi dagilim tipi tayininin énemi yukarida tartigilmisti. Bu
islem ¢esitli bilgisayar programlari ile kolaylikla gerceklestirilebilir hale gelmistir. Ayrica
dagilimin iinimodal ya da bimodal olup olmadigi da ayni1 zamanda test edilmis olur.
Dagilimin normalite testleri ¢esitli yontemler ile yapilmaktadir, en sik kullanilanlar

sunlardir:

Normal dagihima uygunluk testleri:
Chi-square testi

Kolmogorow —Smirnov(K-S)

Katsay1 tabanh testler:

Yatiklik katsayist

Basiklik katsayis1

Bunlarin disinda bir de Shapiro-Wilk testi vardir, bu test K-S testi ile sadece veri
sayis1 ihtiyact bakimindan farklilik gdosterir. Shapiro-Wilk testi daha ziyade diisiik veri
sayilarinda iyi sonuglar vermektedir ve hatta bu veri miktarlarinda K-S testinden daha
giivenli sonuglar iiretebilmektedir. IFCC normalite uygunluk testlerinin kullanilmasini
daha uygun gormektedir; eger transformasyon yapiliyorsa, bu durumda dagilimdaki
degisimin, katsay1 tabanl testler ile takip edilmesini 6nermektedir (1).

Chi-Square testi oOnceleri sik olarak kullanilmaktaydi; ancak bu test
gruplandirilmis dagilimlarda yetersiz sonuglar vermektedir. Bazi durumlarda elimizdeki
dagilim homojen olmayabilir ve bu durumda dagilimi gruplara ayirmak zorunda kalabiliriz
(41, 42). Ozellikle yas, cinsiyet gibi faktdrler sonucu dagilim gruplar halinde tanimlanmis
ise, K-S testini kullanmamiz daha uygun olacaktir. Bu test daha giivenilir ve kuvvetli bir
analiz yontemidir (43) ve dagilimin gruplandirilmasindan etkilenmemektedir. Her iki test

ile dagilimin yatiklig1 ve basiklig1 degerlendirilebilir. Teorik olarak olmas1 gereken normal
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bir dagilimdir ve bu dagilimin 6zelligi olarak ortalamanin her iki tarafinda homojen ve esit
sayida dagilmis degerler bulunur. Oysa yatik dagilimlarda grafige bakildiginda bir orta
nokta tanimlanamaz, ¢iinkii degerler histogramda esit olarak dagilmamislardir. Boyle bir
durumda ortalama bir deger tanimlamak anlamsizdir; bu gibi dagilimlar1 tanimlamanin en
iyi yolu medyan degerin kullanilmasidir. Yine ¢ok basik tipte dagilimlar ortaya ¢ikabilir ve
boyle dagilimlarda hemen hemen her degerin frekansi birbirine ¢ok yaklagmistir, en ugtaki
degerin frekansi, en ortadaki degerin frekansina olduk¢a yakindir. Bu tip dagilimlarda, ayn
zamanda yatiklik da varsa, bunun diizeltilmesi i¢in logaritmik transformasyon yapilmasi
sonucunda basiklikta artig ortaya cikabilir. Bu nedenle logaritmik transformasyon sonrasi
dagilimin basikligi kesinlikle kontrol edilmelidir. Bunun tam tersi ¢ok dik dagilimlar da
goriilebilir; yatikligin ve basikligin yonii katsayiin isaretine baglidir. Normal dagilimin
yatiklik ve basiklik katsayisi sifirdir.

Ayrica “olasilik plotu” denilen grafik yontemler de kullanilabilir ve dagilimin tipi
belirlenebilir. Ancak bu yontem IFCC tarafindan 6nerilmemektedir (1).

Bu konuda Solberg ve ark. tarafindan yapilmis son bir ¢alismada birkag yontem
bir arada ayrintili olarak degerlendirilmektedir (44). Biitlin bu islemlerin sonucunda
dagilimin tipi saptanmis olur ve veri sayisinin da géz Oniinde bulundurulmas: ile birlikte

kullanilmas1 en uygun olan istatistiksel analiz yontemi segilir.

2.8. Referans Arahgi Tayininde Istatistiksel Yontemler

Referans araligi  tayininde  kullanilan istatistiksel — yOntemleri  soyle
siiflandirabiliriz:

- Parametrik yontemler

- Non-parametrik yontemler

Bu siniflandirma ¢ok genel bir siniflandirmadir, bunlarin yaninda her iki yontem
de kendi igerisinde bir¢ok modifiye yontemler igermektedir. Bu modifikasyonlarin amaci
yontemin giicliniin artirilmasi ve daha diisiik veri miktarlarinda anlamli sonuglar {iretilebilir
hale getirilmesidir. Bu durum daha ¢ok gaussian forma doniismeyen dagilimlar igin
gecerlidir, ¢linki dagilimimiz normal bir dagilim ise rahatlikla Gaussian yontemleri
(parametrik yontemleri) kullanabiliriz ve bu yontemler diisiik veri miktarlarinda anlamli
sonu¢ verebilirler. Ancak biyolojik verilerde non-Gaussian dagilimlara daha sik

rastlanmas1 nedeniyle daha ¢ok parametrik olmayan yontemler kullanilmaya baslanmistir;
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bu yontemlerin bir dezavantaji daha yiiksek denek sayilar1 gerektiriyor olmalaridir. S6zii
edilen modifikasyonlar ile bu problemler agilmaya ¢alisilmaktadir (3,32,34). Genellikle, bu
modifiye yontemlere dolayli yontemler denir (38). Bunlarin ¢cogu bilgisayar programlari
haline getirilmis ve rahatlikla uygulamaya sokulmustur (16,18). Eger dagilimimiz
Gaussian degilse ve ¢alismamizi parametrik yontemlerle yapmak istiyorsak bu durumda

data transformasyonu izlememiz gereken bir diger ¢6ziim yolu olabilir(3).

2.8.a. Parametrik yontemler

Gaussian dagilimlar belli parametreler tarafindan tanimlanir; bunlar ortalama, SD,
medyan gibi dagilimin seklini tanimlayan parametrelerdir. Bu tip dagilimlarda referans
araliklarinin saptanmasinda parametrik yontemler kullanilir ve non-parametrik yontemlere
gore daha komplikedir. Ancak elde edilen giiven araliklarindan daha dar ¢ikmaktadir; bu
da daha kesin bir yaklasimda bulunulmasina olanak saglar (45). Parametrik yontemler iki
guruba ayrilmaktadir:

1- Gaussian yilizde tahmini yontemi

2- Gaussian tolerans aralig1 yontemi

Gaussian yiizde tahmin yonteminde, %2,5-%97,5’lik bir bdlgenin sinirlarin
olusturan alt ve list degerler aranmaktadir. Bu bdlge dagilimin %95’ine tekabiil eder; ancak
bu yontemde dikkat edilmesi gereken husus, kullandigimiz dagilimin 6rnek bir dagilim
oldugudur. Bu konuda sik¢a yapilan bir hata, 6rnek dagilimmin direkt olarak
kullanilmasidir. Ortalamanin +£2 SD araligin1 olusturan noktalar referans araligi olarak
belirlenmektedir. Bu olduk¢a yanlis bir uygulamadir ve ancak gercek popiilasyon ile
calistigimiz taktirde yapilabilir; aksi takdirde olduk¢a biiylik bir sistematik hata

olusturacaktir. Asil uygulamasi gereken formiil asagidaki gibidir:

Aritmetik ortalama +k. (standart sapma)

Burada £ degeri, ¢ katsayisina ve denek sayisina gore degisen bir faktordiir; ¢
katsayis1 gesitli istatistiksel yayinlarda tablolar halinde verilmektedir. Ornegin, %2,5 ile

%97,5 arasina denk gelen k£ degeri bulunmak isteniyorsa, (1-0,025) ile 0,975 bulunur ve bu
da tablodan 1,960 degerine tekabiil eder ve k£ = 1,960.c olarak verilir (46,47,48). Sonuglar
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istenilen giiven araliginda sunulabilir; %90, %95 gibi. Bu sekilde alt ve iist sinirlar belli bir
aralik halinde verilmektedir.

Diger yontem Gaussian tolerans araligi yontemidir, kullanilan formiil ise aynidir;
yalniz burada dagilimm 9%95°1 belli bir olasilik icerisinde ya da tolerans dahilinde
tanimlanmaktadir. Diyelim ki %90 olasilikla bu bolgeyi tanimlamak istiyoruz, bu durumda
yine bir k£ faktorii kullanilir ve aldig1 deger istedigimiz olasilik derecesine gore degisir.
Burada da k faktoriiniin degeri belli istatistiksel tablolardan 0,90 tolerans derecesine ve
denek sayisina bakilarak bulunur ve yukaridaki denklemde yerine konulur (46,49,50). k
faktorii tolerans araliginin derecesi ile degismektedir, %90’ altinda olasiliklarda Gaussian
tolerans aralig1 yontemi ile ¢ok genis referans araliklarinin ortaya c¢iktigi goriilmiistiir. Bu
sonu¢ ancak ¢ok yiiksek denek sayilar1 (n > 1000) kullanilarak engellenebilir. Ayrica elde
edilen %95’lik bolge dagilimda farkl: yerlerde lokalize olabilmektedir(17). Bilindigi iizere
referans araliginin ¢ok genis tutulmasi testin diagnostik giiclinliin azalmasina neden
olmaktadir. Tam tersine %95 olasilikta ise ¢ok dar bir aralik ortaya ¢ikmaktadir. Bu
nedenlerden dolay1 bu yontem, Gaussian yiizde tahmini yontemine gore daha az tercih

edilir hale gelmistir.

2.8.b Non-Parametrik Yontemler

Bu yontemler son zamanlarda olduk¢a popiiler olmustur, non-parametrik
yontemleri de kendi igerisinde gruplara ayirabiliriz:

1- Non-parametrik ylizde tahmini yontemi

2- Non-parametrik tolerans aralig1 yontemi

3- Modifiye non-parametrik yontemler

Bu yontemlerin en biliylik avantaji non-Gaussian dagilimlarda isleyebilir
olmalaridir. Bu sayede referans bireylerinin se¢imi daha da kolaylasmakta ve 6zellikle
hastane veri tabanlarinda kayith hasta test sonuglar rahatlikla kullanilabilmektedir. Oyle
ki, hasta Ornekleri dolayli 6rneklendirme ydntemi ile hi¢ ayiklanmaksizin oldugu gibi
alimakta ve istatistiksel olarak degerlendirmeye tabi tutulabilmektedir. Orneklendirmenin
tipi ne olursa olsun, eger dagilimimiz non-Gaussian ¢ikiyorsa, o zaman non-parametrik
yontemleri kullanmamiz gerekmektedir. Ancak daha once de belirtildigi gibi non-

parametrik yontemler i¢in denek sayisinin en az 120 olmasi gerekir, diisiik denek
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sayilarinda ise oldukga yetersizdirler. Bu problemin agilmasi i¢in birgok modifiye yontem
tasarlanmistir ve bunlara genel olarak dolayli yontemler denilmektedir.

Non-parametrik ylizde tahmini yontemi, alt ve st degerleri kesin bildirmesi
acisindan daha fazla tercih edilmektedir; bu nedenle modifiye yontemlerin ¢ogu bu
yontemi baz almaktadir. Burada dagilimin %95’ini i¢ine alan yani %2,5 ile %97,5° e

tekabiil eden noktalar1 aramaktayiz, ilgili formiiller asagida verilmektedir:

Alt deger= 0,025 x (n+1)
Ust deger=0,975 x (n+1)

‘n’ veri sayismm belirtmektedir. Oncelikle veriler en kiigiik degerden baslayarak
biiytikliiklerine gore siralanir; yukaridaki sonuglar ise sira numarasina tekabiil ederler. Bazi
durumlarda kiisuratli rakamlar ¢ikabilir, bu durumda rakamlar yuvarlanarak kiisiirat
kaldirilir. Alt deger icin 12,5 sonucu ornek verilecek olursa, yuvarlanarak 13 olur ve 13.
siradaki veri dagiliminin alt noktasi olarak tanimlanir, ayn1 sekilde iist nokta da tayin edilir
(46).

Diger yontem non-parametrik tolerans araligi yontemidir. Bu metot ilk olarak
Wilks tarafindan tanimlanmistir (51). Burada yine veri sayis1 ve giliven araligi se¢imine
gore farkli istatistiksel tablolar kullanilir. Veriler kiigiikten biiylige dogru siralanir, bu sefer
sira numaralarina tekabiil eden degerler bu tablolardan ¢ikartilir (52). Ancak burada yiizde
tahmini yonteminde oldugu gibi dagilimin kesin bir yilizdesine uyan sira degeri yerine,
tablodan veri sayist ve giiven aralifina uyan degerler elde edildigi i¢in %95’lik bolge
dagiliminda degisen bolgelerde lokalize olabilmekte ve giliven araliginin (tolerans
Olciisiiniin) derecesine gore de fazla genis ya da dar ¢ikabilmektedir. Reed ve ark. bu
yontemlerin tiimiinii ¢aligmalarinda degerlendirmis ve oldukca aydinlatici bir karsilagtirma

yapmuslardir (17).

2.8.c Veri Transformasyonu

Veri transformasyonu Gaussian forma uymayan dagilimlara uygulanan bir
yontemdir. Bu tip dagilimlarda parametrik yontemlerin kullanilmasi biiyiik hatalara yol

acmaktadir. Data transformasyonu ile dagilim Gaussian forma yaklastirilabilir. Tabii bu

yaklagtirma da belli dl¢iide bir hata pay1 igerecektir; bu nedenle transformasyon sonrasi
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dagilimin tipi yeniden test edilmelidir. Yeni ortaya ¢ikan verilerin olusturdugu dagilimda,
yatiklik ve basiklik katsayilarina bakilarak degerlendirme yapilmasi yeterli olur. Veri
transformasyonu ¢esitli metotlarla yapilmaktadir, en sik kullanilan yontemler sunlardir:

- Logaritmik transformasyon

- Trigonometrik transformasyon

- Karekok normalizasyonu

Iclerinde en yaygin olarak logaritmik transformasyon kullanilmaktadir. Bunlarin
disinda farkli bir¢ok normalizasyon sekli de vardir. Daha 6nce belirtildigi gibi Gaussian
olmayan dagilimlar saga (negatif yatiklik) ya da sola (pozitif yatiklik) yatik dagilimlar
halinde ¢ikarlar; ayrica oldukca dik (pozitif basiklik) ya da oldukc¢a basik (negatif basiklik)
seklinde de goziikebilirler. Pozitif yatiklikta ¢ogunlukla logaritmik transformasyon ya da
karekok normalizasyonu kullanilir. Her ikisi de uygulanmasi oldukga basit yontemlerdir ve
herhangi bir tablolama yontemi ile datanin transformasyonu rahatlikla yapilabilir.
Yapilmasi gereken islemleri su sekilde siralayabiliriz:

Dagilim test edilir, non-gaussian tipte ve pozitif yatiklik gdsteriyorsa, logaritmik
veya karekok metodu ile transforme edilir.

Yeni elde edilen verilerin dagilimi test edilir; bu amacla yatiklik, basiklik
katsayilarina bakilir. Ayrica dagilimin sekli gézden gegcirilir. Katsayilar sifir veya oldukca
yakin c¢ikiyorsa dagilim parametrik olarak degerlendirilir; aksi taktirde bagka bir
normalizasyon uygulanir veya dagilim non-parametrik olarak degerlendirilir.

Elde edilen %2,5 ve %97,5 yiizde degerleri orijinal skalaya geri gevrilir. Ornegin
transformasyon i¢in y=loglO(x) kullanilmis ise, transformasyon sonrasi elde edilen

degerler y olmak tizere x=10(y) olarak bulunur.

2.9. Referans Araliklarinin Transferi ve Sunumu

Biitiin bu islemlerin klinik laboratuar tarafindan yapilmasi gerekmektedir, bu ise
olduk¢a uzun ve pahali bir siire¢ olabilir. Bu durumun daha da kolaylastirilmasi amaciyla
bazi laboratuvarlar, bagka bir laboratuarda iiretilen ya da tiretici firma tarafindan sunulan
referans araliklarinin kendi laboratuarlarina transfer edilmesi yoluna gitmektedirler. Ancak
bu islem belli bir siire uygulanmali ve yeterli miktarda verinin toplanmasi ile klinik

laboratuar ilgili testler i¢in kendi referans araligini saptamalidir.
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Referans araligi transferi uyulmasi zorunlu bir grup islem gerektirir. Bunlar
NCCLS ilgili dokiimaninda ayrintili olarak verilmektedir (7).

Son olarak, klinik laboratuvar tarafindan {iiretilen sonuglarin referans araliklarina
gdre nasil sunulmas1 gerektigi de énemli bir konudur. Uretilmis olan bir sonucun raporda
tek basina verilmesi yerine, yaninda referans araligi ile birlikte sunulmasi gerekir. Buna ek
olarak raporda, ¢ikan sonucun referans araligmma gore yiiksekligi ya da disiikliigii de
belirtilmelidir. Sonugclar referans araliklari ile ayn1 sirada, o test i¢in kullanilan birimler de
mutlaka verilmelidir. Eger referans araligi cinsiyet ve yas gibi faktorlere gore ayri ayri
saptanmis ise bu durumda raporda da referans araliklar1 bu faktorlere gore gruplandirilarak

sunulmalidir.
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3. MATERYAL METOT

Calisma gruplar::

Bu ¢alisma retrospektif bir calismadir, kullanilan test verileri 4 posteriory olarak
elde edilmistir. Ancak belirlenmis verilere gore hasta se¢cimi yapilmamistir. Caligma
gruplar1 Dr. Liitfi Kirdar Kartal Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Biyokimya
Laboratuvarma 01.06.2005 ile 30.09.2005 tarihleri arasinda ayaktan bagvuran hastalarin
bulgulari ile olusturuldu.

Hasta secimi yapilirken ayni kisiye ait miikerrer ve patolojik sonuclari elimine
etmek i¢in yatan hastalar; ayrica acil, hemodiyaliz, organ nakli, gebe poliklinigi ve diyabet
tinitesinde takip edilen hastalar g¢alismaya dahil edilmemistir. Bu tip popiilasyon
orneklendirmesine dolayli referans kitlesi 6rneklendirmesi denir.

Referans bireylerin cinsiyet dagilimi Tablo 1°de goriilmektedir.

Tablo 1: Cinsiyet degiskeni icin frekans dagilimi

Cinsiyet
Frekans Yiizde
Kadin 9242 58.48
Erkek 6563 41.52
Toplam 15805 100

3-12 yas grubu i¢in cinsiyet ayrimi yapilmadi. Diger yas gruplari ise kadin ve
erkek olarak ayrildi. Bu gruplar 13-24, 25-44, 45-64, ve 65 ve istli yas gruplandir.
Ayaktan bagvuran hastalar 6ncelikle hi¢bir eliminasyon yapilmadan ¢aligmaya dahil edildi.
Ikinci asamada istatistiksel yontemler ile ug degerler ayiklandi.

Referans bireylerin yas degiskeni i¢in frekans dagilimi Tablo 2’de goriilmektedir.
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Tablo 2: Yas degiskeni icin frekans dagilim

Yas
Frekans Yiizde
3 -12 yas arasi 89 0.6
13 - 24 yas arasi 1545 9.8
25 - 44 yas arasi 4969 314
45 - 64 yas arasi 6454 40.8
65 yas ve listil 2748 17.4
Toplam 15805 100

Bu c¢alismada laboratuvarimizda c¢alisilan biyokimya testlerinden 18 adedini
inceledik. Bunlar: Albumin (ALB), Alkalen fosfataz (ALP), Alanin transaminaz
(ALT/SGPT), Aspartat aminotransferaz (AST/SGOT), Demir (FE), Gama-glutamil
transferaz (GGT), Glukoz (GLU), High dansite lipoprotein (HDL-C), Kalsiyum (CA),
Kolesterol (CHOL), Kreatin kinaz (CK), Kreatinin (KREA), Laktat dehidrogenaz (LDH),
Total bilirubin (T-BIL), Total protein (T-PRO), Trigliserid (TG), Ure (URE) ve Urik asittir
(UA).

Kan gruplar:

Kan ornekleri, hastanemizin kan alma {initesinde sabah saat 7:30 ile 10:00 saatleri
arasinda ayaktan basvuran hastalardan, oturur pozisyonda, antekiibital venden kuru tiiplere
alindi. Aliman Ornekler iki saat i¢inde 1600g’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra
bekletilmeden ¢alisildi.

Analitlerin tayini:
Tim analitler, Roche-Germany firmasina ait Hitachi D,P Modiiler

otoanalizdriinde, ayn1 firmaya ait kitlerle caligildi.

ALB test prensibi:
Alblimin BCG metod
pH 4.1
Alblimin + BCG - albiimin BCG kompleksi
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Olusan mavi-yesil kompleks fotometrik yontemle okunur.

ALP test prensibi:
GSCC optimize metod

ALP

p-nitrofenil fosfat + H20 — fosfat + p-nitrofenol

M g+2

Olusan p-nitrofenol miktar1 fotometrik olarak okunur.

ALT/GPT test prensibi:
IFCC pridoksal fosfatsiz ALT aktivasyonu

ALT
a-ketoglutarat + L-alanin « ——— L-glutamat + piruvat

LDH
piruvat + NADH + H « ——— L-laktat + NAD

Azalan NADH absorbansi fotometrik olarak okunur.

AST/SGOT test prensibi:
IFCC pridoksal fosfatsiz AST aktivasyonu

AST
a-ketoglutarat + L-aspartat — —— — L-glutamat + oksaloasetat

LDH
oksaloasetat + NADH+H ———_ L-malat+ NAD

Azalan NADH oran1 fotometrik olarak ol¢iiliir.
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FE test prensibi:

Deproteinizasyon olmayan FerroZine yontemi

pH <2.0
Transferin-Fe kompleksi ———— — apotransferrin + Fe
askorbat
Fe¥" ——— - Fe*'
Ferrozin + Fe* —— — renkli kompleks

Olusan rengin konsantrasyonu fotometrik olarak ol¢iiliir.

GGT test prensibi:

Szasz kinetik prosediir

v-GT

1-y-glutamil-3-karboksi-4-nitroanilid + glisilglin - L-y-glutamil-glisilglisin

+ 5- amino-2-nitrobenzoat

5-amino-2-nitrobenzoat miktari fotometrik olarak ol¢tliir.

GLU test prensibi:

Glukoz oksidaz yontemi

GOD
Glukoz +02+H20 —— Glukonik asit +H202

POD
H,O, +phenol + 4-AP —— - Quinone + H,O

Olusan kirmizi renkli kinon bilesikleri fotometrik olarak ol¢iiliir.
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HDL-C test prensibi:

PEG modifiye enzim oksidaz

PEG-kolesterol
HDL-kolesterol ester +H,O — HDL-kolesterol +RCOOH
esteraz

PEG- kolesterol
HDL-kolesterol + O, - 4-kolestenon + H,0,
oksidaz

peroksidaz
2H,0, + 4-amino-antipirin + HSDA* + H+ H,O —M -

mor-mavi pigment + SH,O

Olusan renk konsantrasyonu fotometrik olarak dl¢iiliir.

(*HSDA: N-(2-hidroksi-3-sulfopropil)-3,5 —dimetoksianilin)

CA test prensibi:
CPC (o-krezolfetalein kompleksi) yontemi
Alkalin sol.
Ca +o-kresolfetalein kompleksi — Ca —o-kresolfetalein-kompleksi

Aci8a ¢ikan mor kompleksin fotometrik olarak 6l¢iimii yapilir.

CHOL test prensibi:
Kolesterol CHOD-PAP yontemi

CHOL esteraz
Kolesterol esteri + H,O — kolesterol + yag asidi

CHOL oksidaz
Kolesterol + O, — A4- kolestenon + H,O,

peroksidaz
2H,0, + 4-aminofenazon + fenol ——M
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4 (p-benzokinon monoimino) fenazon + 4H,0O

Olusan renkli kompleks fotometrik olarak okunur.

CREA test prensibi:
Jaffe alkalin pikrat metodu

kreatininaz
Kreatinin + H,O —— . kreatin

kreatinaz
Kreatin + H,O —— —, sarkozin + tire

Sarkozin oksidaz

Sarkozin + H,O + O, - glisin + HCHO + H,0,
peroksidaz
H,0, + 4-aminofenazon + HTIB*¥* ————— —, kuinon imin kromojan +H,O +HI

(*HTIB: 2,4,6-triiodo-3-hidroksibenzoik asit)

CK test prensibi:
IFCC NAC yontemi

CK

Kreatin fosfat + ADP — — kreatin +ATP

HK
Glukoz +ATP

- glukoz-6-P + ADP

G6P-DH
Glukoz-6-P + NADP « —— glukoz-6-P + NADH+H

Olusan NADH miktar1 fotometrik olarak okunur.
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LDH test prensibi:
DSCC LDH optimize yontem

LDH

Piruvat + NADH ~ - laktat + NAD

NADH’1n azalan absorbansi fotometrik olarak okunur.

TBIL test prensibi:

Jendrassik-Grof metod

Indirekt bilirubin reaktif igerigindeki deterjana serbestlestirildikten sonra;

pH 1-2

Bilirubin +diazonyum iyonu ---------------- > azobilirubin

Azo boyasinin renk yogunlugu fotometrik olarak ol¢iiliir.

TPRO test prensibi:
Bitiret reaksiyonu

Alkali ¢ozelti
Protein + Cuy+ — Cu-protein kompleksi

Renk yogunlugu fotometrik olarak okunur.

TG test prensibi:
TG GPO-PAP yontemi
LPL

Trigliserid +3H,O - gliserol +3RCOOH

GK-Mg*
Gliserol + ATP ——— — gliserol-3-fosfat + ADP

GPO

Gliserol-3-fosfat + O, — dihidroksiasetonfosfat + H,O,
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peroksidaz
H,0; + 4-aminofenazon +4-klorofenol ———

4-(p-benzokuinon-monoimino)-fenazon + H,O, + HCL

Olusan kirmizi renk fotometrik olarak olgiiliir.

(GPO:Gliserol fosfat oksidaz)

URE test prensibi:
Talke Schubet yontemi

ureaz
UI'C + HzO —_— 2NH4 + COz

GLDH
a-ketoglutarat +NH, + NADH ——— -, L-glutamat + NAD + H,O

(GLDH: glutamat dehidrogenaz)
NADH sarfiyat1 kinetik olarak ol¢iiliir.
UA test prensibi:

Urikaz yontemi

urikaz
Urik asit + 2H,0 + O, —— —, allantoin + CO, + H,0,

2H,0, + H +TOOS* + 4-aminofenazon — kuinon-dimin boyas1 +4H,0

Aci8a ¢ikan renk yogunlugu fotometrik olarak ol¢itiliir.

*TOOS:N-eti-N82-hidroksi-3-siilfopropil) -3-metilalanin
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Laboratuvarimizda halen kullanmakta oldugumuz referans araliklar1 Tablo 3’te

goriilmektedir.

Tablo 3: Halen kullanmakta oldugumuz referans degerleri

Test Referans arahgi Birim
ALB 3,4-4,8 mg/dl
ALP 0-270 U/L
CA 8,1-10,4 mg/dl
CHOL 50 -200 mg/dl
GLU 70 -110 mg/dl
HDL 35-55 mg/dl
LDH 240-480 U/L
TBIL 0,0-1,1 mg/dl
TG 0,0 -200 mg/dl
TPRO 6,6-8,7 mg/dl
URE 10,0 -50 mg/dl
E 0,0 -41
ALT U/L
K 0,0- 31
E 0,0- 38
AST U/L
K 0,0 -32
E 0,0 -1,17
CREA mg/dl
K 0,0 -0,95
FE E 58 -158 Al
K 37-145
E 11,0 -49
GGT U/L
K 7,0 -32
E 3,4-7,0
UA mg/dl
K 2,4-5,7
E 0-190
CK U/L
K 0-167
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Istatistiksel Degerlendirmeler

Istatistiksel analiz i¢in kullanilan ydéntem, non-parametrik dolayli referans aralig
tahmini yontemidir. Bu calismada tanimlayici istatistiksel analizler i¢in SPSS 13.0
(Statistical Packages for Social Sciences) programi ve referans araligi hesaplamalar1 ve
grafiklerin olusturulmasinda Veli Kairisto tarafindan tanimlanan ve bilgisayar programi
haline getirilen GraphROC bilgisayar programi kullanildi. Bunun disinda veri
transformasyonu, tablolama ve dizin islemleri i¢in Microsoft Excel programi kullanildi.
Once veriler belirtilen yas gruplarina ayrildi, daha sonra her test grubunda cinsiyetler
arasinda fark anlamliligi analizi, independent samples test (student-t) ile %95 giiven
araliginda, p>0,05 anlamlilik diizeyinde calisildi. Bu sonuglara gore 3-12 yas referans
grubu icin cinsiyetler arasinda anlamli fark bulunmadigindan cinsiyet ayrimi yapilmadan,
diger gruplarda cinsiyet ayrimi yapilarak testlerin referans araligi ¢alisildi.

Gruplara ayrilan verilerin normalite test analizleri Kolmogorov-Smirnov yontemi
ile yapildi. Sonuglar Tablo 4 ve 5’te 6zetlenmistir.

Tablo 4: One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test (Erkek)

Test Veri sayisi st’lln“l‘r"f(;’v""zv Asy‘;‘;’iiesdlf' (2-
ALB 1572 15,194891 0,00
ALP 1877 15,821145 0,00
ALT 2100 18,393554 0,00
AST 1847 17,05582 0,00
FE 1555 16,101297 0,00
GGT 1791 17,004621 0,00
GLU 1802 17,292992 0,00
HDL 1825 16,54998 0,00
CA 1842 16,1021 0,00
CHOL 1798 16,106417 0,00
CK 1660 17,050938 0,00
CREA 1999 16,812349 0,00
LDH 1709 15,11025 0,00
TBIL 2102 18,590766 0,00
TPRO 2217 20,249314 0,00
TG 1791 14,905104 0,00
URE 1970 19,160263 0,00
UA 2045 16,940622 0,00
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Tablo 5: One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test (Kadin)

Test Veri sayisi Ks"lln“l‘r"ng(fv“’zv Asy‘i‘;ies(;;& (2-
ALB 2066 7,818448 0,00
ALP 2713 8,795299 0,00
ALT 3873 15,98633 0,00
AST 3897 15,62188 0,00
FE 1022 1,514784 0,02
GGT 2483 10,00738 0,00
GLU 3833 15,85901 0,00
HDL 2100 2,289367 0,00
CA 2288 5,226241 0,00
CHOL 2263 2,137225 0,00
CK 695 4,183095 0,00
CREA 3822 11,98828 0,00
LDH 1865 4,748099 0,00
TBIL 1564 5,280301 0,00
TPRO 1902 4,254472 0,00
TG 2180 6,259454 0,00
URE 3810 12,88427 0,00
UA 1992 5,129964 0,00

Daha sonra degerlerin frekanslar1 incelendi. Frekans verileri GraphROC
programina aktarilarak referans araliklari hesaplandi. GraphROC programinda hesaplama
teknigi; bizim 6rnekleme yontemimiz dolayli 6rneklendirme oldugundan ve dagilimlarimiz
non-Gaussian ¢iktigindan, indirekt metot olarak se¢ildi. Programda Dixon metoduna gore
uc degerler ayiklanarak, %95 giiven araliginda referans araliklari hesaplandi ve grafikler

olusturuldu (Grafik 1 ve 2).
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Grafik 1: Referans grubunda ALB degerinin dagilimi

ALB degerlerinin GraphROC programinda ham dagilimi goriilmektedir. Bu
dagilima gore %95 giiven araliginda; ALB ortalamasi: 4.26, SD: 0.56, alt deger: 2.7 ve list

deger: 5.0 olarak hesaplanmistir.

2 ® 2 36 ® 3 4649 2 5 9 2

Grafik 2: ALB degerinin hesaplanmis referans arahik dagilim
Ayni dagilimda +4 SD ve dixon metoduyla u¢ degerlerin atilmasindan sonra
yapilan hesaplama sonucunda, %95 giiven araliginda ortalama: 4.21, SD sol: 0.37, SD sag:

0.26, alt deger: 3.7 ve iist deger: 4.95 olarak elde edildi.
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Yas gruplarma gore yapilan karsilastirmalarda Tek yonlii Varyans Analizi
(Oneway ANOVA) kullanildi1 (Tablo 6). Varyans analizi sonucu fark énemli ¢iktig1 igin
hangi gruplar arasinda fark oldugunu belirlemek amaciyla ¢oklu karsilagtirma Tukey HSD
ve Tamhane’s T2 testleri uygulandi. Aralarinda anlamli fark ¢ikan gruplarnn ikili
karsilagtirmalar1 Dunnett testi ile yapildi (Tablo 10).

Tablo 6: Kadin cinsiyetinde yas gruplari arasi fark anlamhihig:

TEST Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
| Graptate ersber aate 2061 | omeras | 4078228 | 000
- gﬁggﬁrﬁzaber sosonesr | 2708 12;53071,3565 206,03321 0,00
~ gﬁﬂiﬁfﬁilaber 2329?)158115 38468 %?63232 3,059027 | 0,015
S o e T e | oo
" grmuﬂiﬁfﬁilaber waoora | 1017 ?;;(1)24512 2,731933 | 0,027
- grmugizl:rli?raber 13 177677556 24478 ?1‘7‘;,91’2(2)3 19,823271 0,00
" | Cruparta berate Tamors || ooy | S48 | 000
" | Graptats brsber L aes | 13 | 0219473 | 0,927
- gﬁgﬁﬁfﬁiaber gsziiig 22483 3:?;2333 15,18624 | 0,00
e grrﬁgizlzrl??raber 161273%513 22458 ?ﬁigi’gz 50,35052 10,00
| Gruptata berabe maene | o0 | sseiz | 840358 000
| ouplarta beraer wossss | 3817] Qrosoms | $121051 | 000
| Gruparta berater lss03sis | 1560 | sivesis | 2031446 | 000
s gﬁﬁﬁﬁfﬁiiaber ffﬁgfzi 15459 gfgégﬁi 5,42096 | 0,000
T | Gruptata betaber ovssls | 1807 | oapomy | 1066522 | 000
| Gruplaria brabr sootsss0 | 215 | osinass | 47594 000
" | Gruplrta beraer ssdor | 1087|5300 | 1946411 | 000
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anlamlilig1 sonug¢larinda HDL disinda tiim testlerde, yas gruplari arasinda anlamli fark

Tablo 6’da Kadin cinsiyetinde; One-Way ANOVA testine gore hesaplanan fark

goriilmektedir.

Tablo 7: Erkek cinsiyetinde yas gruplari arasinda fark anlamhihgi

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
| Gruplari berber | 136200p9% | a1 | Saresas | 2546509 | 000
A Grplaiaberber | sosseasrs | aeat | ravneas | 105373 | 00
™ | Gruplaiaberber | assiseassa | 01 | smsags | 4428503 000
| Gruplari bersber | 172016955 3076 | aooesigr | 19161 | 000
" |Gruplaiaberber | srassaseis | vors | asssnan | 2220477 000
O | Gruplri bersber | sssosaor. | 2562 | roioss ] 2068|000
O | Gruptriabersber | osssoossy1 | osas | jisapes | 2615927] 000
| Gruplari bersber | 496556192 | 2450 | glosaes | 75705 | 000
| Gruptriaversber | 2sovsatapt | osu0 | owgsesr | 11679 000
O | Guplats besber | 799171102 | 3399 | gsonass | 2277 | 00
- gﬁﬁﬂiﬁfﬁilaber 1423742683085724303 2315521 5192 13 ?5592 2,08672 | 0,00
O Gruplri borher | 150801717 2s99 | Sa7se ] 91316 | 000
DA Jopiraren ] ssrisios 30 101608 o | om
| Gruplari beaber | reted 195 awaz | “seazsa | 05267 | 0979
N Crupriaberber | swanisas | owes | sionays | MOS9S| 03
| Gruplriberber | adonesosos | o7as | teossss | 1573|000
| Gruplari berher | osessosag | 27sd | Beosras | 03| 000
[ Grplaiaberer T s71329a73 [ aea | aestogn | 25715 | 00

Erkek cinsiyetinde One-Way ANOVA testine gore Total bilirubin ve Total protein

disinda biitiin testlerde yas gruplari arasinda anlaml fark goriilmektedir.
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4. BULGULAR

Elde ettigimiz degerlerin, yas ve cinsiyet gruplarinda istatistiksel olarak fark
anlamliligini p >0,05 diizeyinde degerlendirdik.

3-12 yas grubunda hesaplanan referans degerler Tablo 8 de gosterilmistir.

Tablo 8: 3-12 yas referans grubunda elde edilen sonug¢lar

Test Veri Sayis1|Ortalama| SD | Sola SD | Saga SD | Bulunan referans arahgi
ALB 662 4,23 0,59 0,32 0,32 3,8-5,0 g/dl
ALP 511 492,94 | 195,02 168 168 199-881 U/L
ALT 912 18,2 8,4 5,1 5,1 5,6-25 U/L
AST 938 29,2 10,5 6,9 6,9 13-40 U/L
CA 790 10,06 0,68 0,48 0,48 94-113 mg/dl
CHOL 157 164 38,2 34 34 97 -225 mg/dl
CK 694 110 52,9 36,8 36,8 33-170 U/L
CREA 470 0,45 0,23 0,14 0,14 0.18-0.73 mg/dl
FE 266 61,5 36 71 71 13 -140 (ng/dl)
GLU 980 85 11 8.8 8,8 70 -103 mg/dl
GGT 184 15,5 9,8 5,2 5,2 5-20 U/L
HDL 674 47,5 17,3 17,6 17,6 13-74 mg/dl
LDH 620 422,06 78,9 66,67 66,67 314 - 551 U/L
TBIL 641 0,48 0,36 0,2 0,2 0,14 -0,73 mg/dl
TPRO 378 7,2 0,8 0,047 0,47 6,5 - 8,4 g/dl
TG 672 117 77 75 75 39-212 mg/dl
URE 532 32,6 19,5 9,5 9,5 9-45 mg/dl
UA 390 4,08 1,54 1,31 1,31 1,4-6,2 m/dl
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Grafik 3: 3-12 yas referans grubunda dagilimlar
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3-12 yas grubu disinda diger yas ve cinsiyet gruplarinda hesaplanan degerler

cinsiyetler arasi fark anlamliliklartyla beraber Tablo 9°da gdsterilmistir.

Tablo 9: Yas ve cinsiyet gruplarina gore elde edilen sonuglar

et | 5o [ ormunma [ sp ST GET Refemer T St
ks i TosTow o] ssr] O
b |54 e T T Tos TosTos [ aase] 4
o o e o os Tos [oaso] 00
635 ve uisti < ;lgi g; 8:2 O(?’366 00,’366 3?39-;59 0,00
N 5 3 VT T T s
awp | 54 S T T 8 3 2N e B
T s R I T N e e B
osveisth [T o5 [ s T wan]
TS T NN I I e
aLt [ 274 I]i 1748217 12:2 2:3 22431 zfi ;;g 0,00
s N T Y T RS % v M
sveisth [T T n Tr T n T o]
R I I T RN I I o B
ast [ I]i 1747156 12 i:é if& i:i 1(2):23 0,00
T S T S W G K I B
sveisth [T T T Toar sl o] 0
- KB oo Tos TossfossToraor]
ca |54 Ko T—os T osos [oa oo 0
m/dl -
" e S T Y T N N e
sveisth [T T Tos TosiTosiwsos] 7
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Test | Yas grubu | Cinsiyet SZ;:Sil Ortalama | SD 2(]))] SS%]l;Z R:::i.ﬁl:s fnill; smi?l:g
TR o i T A 7 ) Y R
cuoL |2 # IE< 1532429 i;i 3(1) ggg gég gg gg; 093
R T o B B Y3 BT T s
T e i e el A< Y
B S 2 S Y RPN Y B
SOl Kl s o T e T
B S s ] 3 T o A B
s veisth [T e Tas T w0 ]
TR £ ) X A
crea | 5% T T i Tanoboeos] @
m/dl -
T e e e S e
T e L 1 e e A
B S 7 T Y 1 ST M
O e s 1 o B
/dl -
S KT o e 5 5 e
oS veisth [T e e s e ] 0
o e P b ] o
or [ e e heeb bl es T,
T o e e e A e S
P o e i T e
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Test | Yas grubu | Cinsiyet SZ;::] Ortalama | SD SODI ss:;g R:::f:tl:s :;lill; sﬂjﬁ:g
12:24 S T A T R T
o | 5% T o5 Toros Teaor]
B K o T s B Y T T B
T e 723 e U
1324 T I A ECY NN XN v
mpL | 2 I]i 1427617 :i:i i;? igg igg g Z?i 0,00
B K o o o Y G i
osveisti [T Tis Tl T oo ] 0
T e e o o
) T o e e ok s 5 O
LR P o - = 8 1] TN WECE T
P e e e 8 B R e Y
T o e 8 8 TR Sy
i [ 54 T e T oo Tos fonTononan] "
B T e A A T
I e s e e A
1224 K| on | s TomToss[os | eesr] ¥
weeo [ B4 T s Torfoam[osessr] O
R O s ' - O R e
65 ve iistii E 289 7,3 0,891 0,6 | 0,6 6,2 -8,7
K 628 74 0,781 0,6 | 0,6 6,6 -9 0,00
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- Veri Sol | Sag | Referans | Cins. fark
Test | Yas grubu | Cinsiyet sayist Ortalama | SD sp | sp arahdy anlamhihi
1324 E 209 137 114 | 80,8 1 80,8 | 40-236 0,00
K 477 110 74 141,91 41,9 18 -153
25 44 E 477 145 79 73 73 18 -226 0,00
TG K 1285 127 82 55 55 11-178
m/dl -
( ) 45 -64 E 802 174 112 | 61,71 61,7 | 40-245 0.07
K 1735 162 106 | 6191 61,9 | 35-244
65 ve iistii E 812 121 54 55 55 31 -185 0,00
K 648 136 54 163,71 63,7 50-212
E 179 28,8 14 1104 ] 10,4 12 - 41
13-24
K 895 26,1 19 6,1 6,1 9-32 0,00
25 44 E 1221 37 30 8,4 | 84 13 -46
URE K 2139 27,4 18 6,9 | 69 9-36 0,00
(m/dl) E 1971 42,9 3250 98 | 9.8 11 -49
45 -64
K 2798 37,7 18 8,8 | 88 11 -44 0,00
- e E 1203 48.8 15,6 [ 12,3 | 12,3 12 -60
65 ve iistii
K 766 40 16,6 | 12 12 13 -54 0,00
13-24 E 228 5 1,6 1,3 1,3 2-73
K 537 4,36 1,2 10,96 | 0,96 2 -58 0,00
25 44 E 530 5,3 1,8 1,2 1,2 2,6 -7.5
UA K 1319 43 1,2 1 1 1,8-5,9 0,00
(m/dl) 45 -64 E 908 5,5 16 | 13113 ] 22-73
K 1659 4.8 1,3 1,2 1,2 2,0-6,6 0,00
e E 396 5,9 2 1,7 1,7 2,6 -9.4
65 ve iistii
K 602 5,3 1,7 1,6 1,6 2,4 -8,1 0,03

Testler i¢in cinsiyetler arasi fark anlamliligi sonuglart Tablo 9’da
Ozetlenmistir. (-) isareti farkin anlamli olmadigini, (+) isareti anlamli diizeyde

fark oldugu gostermektedir.

Tablo 10: Cinsiyete gore gruplar arasi karsilastirmalar

ERKEK KADIN

ALB ALB

Yas 65 ve Yas 65 ve
| grup 13-24 |25-44 145-64 |lsti [grup  |13-24 [25-44 45-64 |lsti

3-12 + - - + 3-12 + - - +

13-24 + + + 13-24 - - +

25-44 + + 25-44 - +

45-64 45-64 +
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ALP

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

3-12

13-24

25-44

45-64

ALT

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

3-12

13-24

25-44

45-64

AST

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

3-12

13-24

25-44

45-64

FE

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

3-12

13-24

25-44

45-64

GGT

Yas
| grup

13-24

25-44

65 ve
usti

3-12

13-24

25-44

45-64

GLU

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

3-12

13-24

25-44

45-64

46

ALP

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

312

13-24

25-44

45-64

ALT

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

65 ve
ustii

3-12

13-24

25-44

45-64

AST

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

3-12

13-24

25-44

45-64

FE

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

3-12

13-24

25-44

45-64

GGT

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

65 ve
usti

3-12

13-24

25-44

45-64

+ [+ |+

GLU

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

3-12

13-24

25-44

45-64

HDL




HDL

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

3-12

13-24

25-44

45-64

CA

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

65 ve
ustii

3-12

13-24

25-44

45-64

+ |+ |+

CHOL

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

3-12

13-24

25-44

45-64

CK

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

3-12

13-24

25-44

45-64

CREA

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

65 ve
ustii

3-12

13-24

25-44

45-64

+ |+ |+

LDH

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

3-12

13-24

25-44

45-64

47

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

312

13-24

25-44

45-64

CA

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

3-12

13-24

25-44

45-64

CHOL

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

3-12

13-24

25-44

45-64

CK

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

3-12

13-24

25-44

45-64

CREA

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

65 ve
ustii

3-12

13-24

25-44

45-64

+ |+ |+

LDH

Yas
| grup

13-24

25-44

45-64

3-12

13-24

25-44

45-64

TBIL




TBIL

Yas 65 ve Yas 65 ve
| grup 13-24 |25-44 |45-64 |[usti | grup 13-24 |25-44 |45-64 |[usti
3-12 + + + + 3-12 - - - -
13-24 + - + 13-24 - - -
25-44 - - 25-44 - -
45-64 - 45-64 -
TPRO TPRO
Yas 65 ve Yas 65 ve
| grup 13-24 |25-44 145-64 |lsti [grup  |13-24 [25-44 145-64 |lsti
3-12 - + + - 3-12 + + + -
13-24 - + + 13-24 - - +
25-44 - + 25-44 - +
45-64 + 45-64 +
TG TG
Yas 65 ve Yas 65 ve
| grup 13-24 |25-44 145-64 |lsti [grup  |13-24 [25-44 45-64 |lsti
3-12 - + + - 3-12 + - + -
13-24 + + - 13-24 + + +
25-44 - + 25-44 - -
45-64 - 45-64 -
URE URE
Yas 65 ve Yas 65 ve
| grup 13-24 |25-44 |45-64 |usti grup 13-24 |25-44 |45-64 |isti
3-12 - - - - 3-12 - - + +
13-24 - - - 13-24 - + +
25-44 - - 25-44 + +
45-64 - 45-64 +
UA UA
Yas 65 ve Yas 65 ve
| grup 13-24 |25-44 |45-64 |usti | grup 13-24 |25-44 |45-64 |iisti
312 + + + + 312 + + + +
13-24 - - - 13-24 - - +
25-44 - - 25-44 + +
45-64 - 45-64 +

ALB sonucu: Halen kullanmakta oldugumuz degerlerden daha yiiksek degerler
bulmakla beraber, yas gruplar1 arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu
gordiik. 3-12, 13-24 ve 25-44 yas gruplarinda cinsiyetler arasinda fark goézlemlemezken,
45-64 ve65 ve lizeri yas gruplarinda cinsiyetler arasinda da fark gozlemledik.

Alkalen fosfataz sonucu: 3-12 yas grubunda klasik bilgilerimize uygun olarak 2-
3 kat ytiiksek degerler bulduk. 13-24 yas grubunda; erkeklerde diger gruplardan yaklagik
1,5 kat1 yiiksek degerler gozlerken, kadin grubunun, istatistiksel anlamda, sadece 3-12 ve

65 ve lizeri yas grubundan farklilik gosterdigini bulduk. 45-64 yas gruplar1 arasinda
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anlamli fark bulunmazken, 25-44 yas kadin grubunda 65 ve iizeri yas grubundan anlamli
diizeyde farkli sonug elde ettik. Cinsiyetler arasinda 3-12 ve 45-64 yas grubu disinda biitlin
gruplarda anlamli diizeyde fark gozledik.

Alanin aminotransferaz sonucu: 3-12 yas ve 65 ve lizeri yas grubu disinda,
biitiin gruplarda cinsiyetler arasinda anlamli diizeyde fark oldugunu gordiik. 3-12 yas
grubu diger gruplardan anlaml diizeyde farklilik gosterdi. 65 ve iizeri erkek grubu diger
erkek gruplarindan farklilik gosterirken, kadin gruplar1 arasinda 1. grup disinda farklilik
gozlenmedi.

Aspartat aminotransferaz sonucu:3-12 yas grubu diginda biitiin gruplarda
cinsiyetler arasinda anlamli fark goriildii. 3-12 yas grubunda diger gruplardan yiiksek
sonuclar elde ettik.65 ve {izeri yas grubunda ise diger gruplardan daha diisiik degerler elde
edildi. Diger gruplar arasinda anlaml farklilik gdzlenmedi.

Demir sonucu: 3-12 yas grubu disinda biitiin gruplarda kadinlarda daha diisiik
degerler elde ettik. 25-44 yas grubunda erkek degerleri biitiin gruplardan yiiksek iken,
kadinlarda tam tersine biitiin gruplardan diisiik degerler gdzlemledik. Diger gruplar
arasinda anlaml diizeyde fark saptamadik.

Gama-glutamil transferaz sonucu: 3-12 yas grubu disinda biitiin gruplarda
cinsiyetler arasinda anlamli fark gozlendi. Yas gruplar1 arasinda da anlamli farklilik
gozlenirken; GGT aktivitesinin 45 yasa kadar, yasla beraber yiikseldigini, 45-64 yas
doneminde aktivitede goriilen azalmanin 65 yastan sonra tekrar artis gosterdigini
gozlemledik.

Glukoz sonucu: Elde ettigimiz degerlerde cinsiyetler arasinda anlamli fark
gozlemedik. Yasla birlikte degerlerde artis gozledik. Ilk {ic grupta, gruplar arasi fark
saptamadik. Bu {i¢ grupla diger iki grup arasinda fark gozledik. 45-64 ve 65 ve lizeri yas
grubu arasinda da fark saptamadik.

HDL sonucu: Tiim gruplarda kadin degerlerini erkek degerlerinden daha yiiksek
bulduk. Yas gruplari arasinda anlamli faklilik saptamadik.

Kalsiyum sonucu: 3-12 yas grubu diger gruplardan istatistik olarak anlaml
diizeyde farklilik gosterdi. Diger yas ve cinsiyet gruplari arasinda farklilik gozlemlemedik.

Total kolesterol sonucu: cinsiyetler arasi anlamli fark goézlenmezken, yasla
birlikte artig saptadik. Bu artis istatistiksel olarak yas gruplar1 arasinda anlamli bulundu.

Kreatin kinaz sonucu: 3-12 yas grubu disinda biitiin gruplarda cinsiyetler arasi

anlaml fark saptandi. Yag gruplari arasinda da anlamli farklilik goriildi.
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Kreatinin sonucu: 3-12 yas grubu disinda biitiin gruplarda cinsiyetler arasi
anlamh fark saptandi. 3-12 yas grubundaki degerlerin diger gruplardan daha diisiik
oldugunu goézlemledik. Gruplar aras1 karsilastirmalarda 13-24 ve 24-45 yas gruplar
arasinda anlaml farklilik goriilmezken, digerlerinde farklilik belirledik.

Laktat dehidrogenaz sonucu: Cinsiyetler arasinda fark saptamadik. 3-12 yas
grubu diger gruplardan anlamli 6lclide yiiksek bulduk. 65 ve {izeri kadin yas grubu diger
gruplardan farklilik gosterdi. Erkeklerde de 13-24 yas grubunu diger gruplardan farkli
bulduk.

Total bilirubin sonucu: 3-12 yas grubunda cinsiyetler arasinda anlamli bir fark
cikmadi.Diger yas gruplarinda cinsiyetler arasinda istatistiksel anlamda fark saptadik.
Genel olarak kadin grubunda daha diisiik degerler elde ettik. Yas gruplari arasinda
yaptigimiz karsilastirmada birinci grup, tiim gruplardan anlamh diizeyde farklilik gosterdi.
Erkeklerde Ikinci ve iigiincii yas gruplar1 arasinda fark yokken bu gruplar diger ii¢ gruptan
farklilik gosterdi. Dordiincii ve besinci grup arasinda fark saptamadik. Kadin yas
gruplarinda ilk grup disinda diger yas gruplarn arasinda anlamli diizeyde fark
gbzlemlemedik.

Total protein sonucu: 65 ve Ustli yas grubu disinda cinsiyetler arasinda anlamli
bir fark saptamadik. Yine ayni grupta kadin degerlerinin diger gruplardaki kadin
degerlerinden farkli ¢iktigin1 gbzlemledik. 3-12 yas grubunda da diger gruplardan anlamhi
diizeyde farklilik saptadik. Diger grup karsilastirmalarinda fark gézlemlemedik.

Trigliserit sonucu: 3-13 ve 45-64 yas gruplar1 disinda diger gruplarda cinsiyetler
arasinda anlamh fark saptadik. Yas gruplar1 arasinda da degisik derecelerde farkliliklar
gbzlemledik.

Ure sonucu: Elde ettigimiz degerlere gore, ilk grup disinda biitiin gruplarda
cinsiyetler arasinda anlamli diizeyde farklilik saptadik. Erkek gruplar1 arasinda fark
anlamhilig1 analizinde farklilik goriilmezken, kadin gruplarinda dordiincii ve besinci
gruplarin, kendi aralarinda da olmak iizere, tiim gruplardan anlamhi diizeyde farklilik
gosterdigini bulduk.

Urik asit sonucu: 1k grup disinda tiim gruplarda cinsiyetler arasinda anlamli fark
saptadik. Erkek gruplarinda sadece birinci grubun digerlerinden farkli oldugunu, digerleri
arasindaki farkliligin anlamli olmadigin1 saptadik. Kadin gruplarinda ise ikinci ve ii¢lincli

gruplar arasinda fark goriilmezken, diger gruplar, tiim gruplardan farkl ¢ikti.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismamizda; laboratuvarimizda c¢alisilan onsekiz adet biyokimya
parametresini ele aldik. Laboratuvar bilgi sistemini (LIS) kullanarak, hastanemize
basvuran poliklinik hastalarinin bu parametrelere ait referans araligi degerlerini hesapladik.

Elde ettigimiz degerler halen kullanmakta oldugumuz iiretici firma degerlerinden
farkliliklar gosterdi.

Total protein, glukoz ve ALP i¢in buldugumuz referans degerleri, halen
kullanmakta oldugumuz degerlere yakin ¢ikarken; AST, ALT, GGT, CK, CREA testleri
i¢in, halen kullanmakta oldugumuz degerlerden daha diisiik {ist sinirlar bulduk.

ALB ve UA i¢in yiiksek iist degerler, URE ve LDH i¢in daha diisiik {ist sinirlar
elde ettik.

FE icin yaptigimiz hesaplamada 25-44 yas grubu kadinlarda hesaplanan referans
deger; demir eksikligi gdstergesi olmasa da, grupta ortalamayi asagiya ceken ciddi bir
eksiklik egilimi oldugunu diisiindiirebilir. Demir eksikliginin yasam kalitesi, is giicli ve
hamile kadinlarda bebegin gelisimi acgisindan 6nemi diisiiniilecek olursa bunun ciddi
toplumsal bir saglik sorunu olabilecegi ve bu konuda daha kapsamli bir arastirmanin
faydali olacagi kanisindayiz.

Lipit profilinde buldugumuz referans degerleri, NCEP (National Cholesterol
Education Program) tarafindan Onerilen degerlerden oldukca yiiksektir. Dr. Enli ve
arkadaglar1 tarafindan 2003 yilinda Denizli’de yapilan “Denizli’de yasayan 18-40 yas arasi
bireylerde farkli yontemlerle referans araligi saptanmasi” konulu arastirmada ve Dr.
Ozarda 1lg61 ve Aslan tarafindan yapilan “Bursa ilinde saglikli bireylerde kan biyokimyasi
profili referans araliklarinin saptanmasi” konulu ¢alismada benzer sekilde lipit profilinde
toplum ortalamalar1 yliksek bulunmus ve bu konuda kapsamli bir arastirmanin yapilmasi
Onerilmistir (53,54).

Bu c¢alisma bize gostermistir ki {iretici firmalarin bize 6nerdigi referans araliklari
bizim popiilasyonumuzun degerleriyle ortismemektedir. Bu nedenle her laboratuvarin
kendi popiilasyon degerlerini belirlemesinin  ve laboratuvarlar arasinda iletisimin
saglanarak bolgesel farkliliklarin, egilimlerin ortaya konmasiyla daha verimli bir saglik
politikasinin olusturulabilecegini diisiinmekteyiz.

Hastane ve laboratuvar bilgi sistemlerinin (HIS ve LIS) gelistirilmesi ile bu

yontemden daha verimli bir sekilde yararlanilabilecegi kanisindayiz.
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6. OZET

Bu caligmamizda laboratuvarimizda g¢alisilan biyokimya parametrelerine ait 18
testin; referans grubu olarak hastane popiilasyonumuzu kullanarak, referans araliklarinm
hesaplamay1 amagladik.

Bu amagla 01.06.2005- 30.09.2005 tarihleri arasinda Dr. Liitfi Kirdar Kartal
egitim ve Aragtirma Hastanesi Klinik Biyokimya Laboratuvarina bagvuran hastalarin ilgili
testlere ait sonucglarini kullandik.

Veriler once 3-12, 13-24, 25-44, 45-64, 65 ve istii olmak iizere 5 yas grubuna
ayrilarak cinsiyetler arasi fark anlamlilig1 test edildi. 3-12 yas grubunda cinsiyetler arasi
fark olmadigini, diger gruplarda anlamli fark oldugunu gordiik. Bu nedenle ilk grup disinda
diger gruplarda cinsiyet ayirimi yaparak, testlerin referans araliklarin1 hesapladik.

Ug deger ayiklamalarimizi NCCLS tarafindan onerilen Dixon metoduyla yaptik.
Her test i¢in; ortalama, standart deviasyon, +2 standart deviasyon arasinda ve %95 giiven
araliginda alt ve iist referans degerler belirledik. Ayrica her yas grubu i¢in cinsiyetler arasi
ve her cinsiyet i¢in yas gruplari arasi karsilastirmalar yaparak istatistiksel fark anlamliligini
arastirdik.

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz referans degerleri, liretici firmanin 6nerdigi
degerlerden farkli ¢ikti. Ayrica firma tarafindan yas ve cinsiyet ayrimi yapilmadan 6nerilen
bircok test degerinde, bu gruplarda anlamli farklilik oldugunu da gordiik.

Sonug olarak; laboratuvarimizda kendi hasta popiilasyonumuzun degerlerini
kullanarak referans degerlerimizi belirlemenin daha yararli oldugunu gordiik. Ayrica
dolayli 6rneklendirme yoluyla referans araligi belirlemenin, zaman ve is giicii agisindan

daha kolay oldugu kanaatine vardik.
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7. SUMMARY

With this study, we aimed to calculate the reference ranges of 18 tests related with
the biochemical parameters studied in our laboratory through using our hospital population

as a reference group.

To this effect, we used the results of the tests related with the patients who referred to
the Clinical Biochemistry Laboratory of Dr. Liitfi Kirdar Kartal Education and Research
Hospital between the dates of 01*.06.2005 — 30™.09.2005.

The data were first divided into 5 age groups such as 3-12, 13-24, 25-44, 45-64, 65
and higher and a significant difference was found between two genders. We observed that
there was not any difference between two genders in the age group of 3-12; however, we
have seen that there was significant difference in the other groups. Therefore, we applied
gender differentiation in the other groups except the first group and calculated the

reference ranges of the tests.

We used Dixon method recommended by NCCLS in order to determine limit values.
We determined the average, standard deviation, and the upper and lower reference values
within +- 2 standard deviation range and with 95% confidence interval for each test.
Furthermore, we tried to find out any statistically significant difference through making
comparisons between the genders for each age group and between the age groups for each

gender.

The reference values that we have obtained at the end of our study were different
from the values recommended by the manufacturer company. Furthermore, we observed
significant differences in these groups in several test values recommended by the relevant

company without making any distinction by age or gender.

As a conclusion, we have seen that it is much more beneficial to determine our
reference values through using our own patient population in our laboratory. In addition,
we have come to the conclusion that it was much easier in respect of time and labour to

determine the reference range by way of indirect sampling.

53



o

. KAYNAKLAR

1. International Federation of Clinical Chemistry and International Committee for
Standardization in Hematology: Approved Recommendation on the theory of reference
values. Part 5 Statistical treatment of the calculated reference values. Determination of
reference limits. J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 1987; 25:645-656.

2. NCCLS Document C 28-a Vol.17 No:18.

3. Baadenhuijsen, H., Indirect estimation of clinical reference intervals from total hospital
data: Application of a modified Bhattacharya procedure. J. Clin. Chem. Clin. Biochem.
1985; 23:829-839.

4. Kouri, T., Kairisto, V., Reference intervals developed from clinical data for hospitalized
patients: Computerized method based on combination of laboratory and diagnostic data.
Clin. Chem. 1994; 40:2209-2215.

5. Collins, P.P., Determination of normal values from a hospital population. Am. J. Med.
Tech. 1975; 41:25-31.

6. Tietz, W., Establishment and use of Reference Values. In Textbook of Clinical
Chemistry. WB Saunders Company in Philadelphia. 2nd edition pp 454-485.

7. NCCLS Document C 28-a Vol.15 No:41995.

8. Murphy, E.A., The normal and the perils of the syleptic argument. Perspect. Biol. Med.
1972; 15:566-582.

9. Taga Y,Aslan D,Giiner G, Kutay Z.F. Tibbi Laboratuvarlarda Standardizasyon ve Kalite
Yonetimi. 124-137.

10.Schiitz, W. Lab.Med 1984; 8:212-219.

11.International Federation of Clinical chemistry and International Committee for
Standardization in hematology: Approved Recommendation (1986) on the theory of
reference values. Part I. The concept of reference values. J. Clin. Chem. Clin. Biochem.
1987; 25:337-342.

12.White, J.D., Clin. Chem. Akta. 1978; 84:353-360.

13.Solberg, H.E., Grasberck, R., Reference values. Adv. Clin. Chem. 1989; 27:1-79.

14.Solberg, H.E., Using a hospitalized population to establish reference intervals: Pros and
Cons. Clin. Chem. 1994; 40:2205-206.

15.Burtis, C. A., Ashwood, E. R., Eds.: Establishment and use of reference values: Tietz
Texbook of Clinical Chemistry. W.B Saunders Company, 1999.

54



16.Baadenhuijsen, H., Arts, J.: REFVALUE. A software package to calculate reference
intervals from hospital patient laboratory data. New York, 1984.

17.Reed, H., Influence of statistical method used on the resulting estimate of normal range.
Clin. Chem. 1971; 17:275-284.

18.Kairisto, V., Hanninen Kol-Petri, Generation of reference values for cardiac enzymes
from hospital admission laboratory data. Eur. J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 1994;
32:789-796.

19.Martin, H.F., Hologgites, J. V., Reference values based on populations accessible to
hospitals. In: Reference values in laboratory medicine. Chichester, England, Wiley,
1981. pp 233-262.

20.Werner, M., Tolls, R.E., Influence of sex and age on the normal range of eleven serum
constituents. J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 1970; 8:105-115.

21.Ash, K.O., Clark, S.J., The influence of sample distribution and age on reference
intervals for adult males. Am. A. J. Clin. Pathol. 1983; 79:574-581.

22.Davey R., Thyroxin, thyrotropyn, and age in a meythryoid hospital patient population.
Clin Chem. 1997; 43(11), 2143-2148.

23.Zurakowski D. Canzio J, Majzaub A. Pediatric reference intervals for serum thyroxine,
tritodothyronine and free throxine. Clin. Chem. 1991; 37:1580-1582.

24.Solberg ES. Establishment and Use Reference Values. Tietz Textbook of Clinical
Chemistry (Burtis AC. Ashwood ER). 1999; 3nd 336-356.

25.Statland, B. E., Winkel, P., Effects of preanalytical factors on the intraindividual
variation of analytes in the blood of healthy subjects. Consideration of the subject and
the time of venipuncture. CRC Crit. Rev., Clin. Lab. Sci. 1977; 8:105-144.

26.Tietz Textbook of Clinical Chemistry (Burtis A.C., Ashwood E.R) ...... Ornek toplama
ve analiz O6ncesi degiskenlikler .

27.Zhang DJ, Elwick RK, Miller WG et al: Effect of serum clot contact time on clinical
chemistry laboratory result. Clin. Chem 1998; 44:1325-33.

28.Grasbec, R., Terminology and biological aspects of references values. In: Logic and
Economics of Clinical Laboratory use. Benson, E.S., Rubin, M., Eds.: Am. Elsevier,
New York, 1978.

29.Stimbiiloglu K., Stimbiiloglu V. Biyoistatistik 2002; 246

30.0zdamar K. SSPS ile Biyoistatistik 2003; 122

55



31.Lot, J.A., Mitchell, L.C., Estimation of reference ranges: How many subjects are
needed? Clin. Chem. 1992; 38:648-650.

32.Horn, P.S., A robust approach to reference interval estimation and evaluation. Clin.
Chem. 1998; 44:622-631.

33.Daniel, W. K.; Biostatistics 3rd Ed. 1983 Vol.102.

34 Haris, E.K., Boyd, J.C., Statistical bases of reference values in laboratory medicine.
Marcel Decker Inc., New York, 1995.

35.Dixon, W.J., Processing data for autliers. Biometrics 9,74,1953.

36.Taga Y., Aslan D., Tibbi Laboratuarlarda Standardizasyon ve Kalite Yonetimi. Tiirk
Biyokimya Dernegi ISNB: 975-97069-2-x.

37.Barret, V., Lewis, T., Eds.: Outliers in statistical data. Chichester, England, Wiley,
1978. pp.68-73.

38.Kairisto, V., Poola, A., Software for illustrative presentation of basic clinical
characteristics of laboratory test, GraphROC for Windows. Scand. J. Clin. Lab. Invest.
Suppl. 1995; 222:43-60.

39.Grubbs, F.E., Procedures for detecting outlying observations in samples. Technometrics
1969; 11:1-21.

40.Hoaglin D.C., Mosteller F., Tukey J.W, Undersanding robust and exvatory data
analysis. 1983; 59-62.

41.Stephens, M. A., EOF statistics for goodness-of-fit and some comparisons. J. Am. Stat.
Asso. 1974; 69: 730-737.

42.Remington, R.D., Statistical with applications in the biological and health sciences.
Prentice Hall, New Jersey, 1970.

43 Massey, F.C., The Kolmogorov-Simirnov test for goodness-of-fit. J. Am. Statist. Asso.
1951; 46:69-78.

44.Solberg, H.E., Statistical treatment of the reference values in laboratory medicine:
Testing the goodnes-of-fit of an observed distribution to the gaussian distribution.
Scand. J. Clin. Lab. Med. Suppl. 1986; 46:125-132.

45 Linet, K., Two stage transformation systems for normalization of reference distributions
evaluated. Clin. Chem. 1987; 33:381-386

46.Lumsden, J. H., On establishing reference values. Can. J. Comp. Med. 1978; 42:293-
301.

47 Lentner, C., Ed.: “Geigy Scientific Tables” Vol. 2, Ciba-Geigy Ltd., Basle 1982.

56



48.Salney, A., Tolerance intervals versus percentile estimates in setting normal values.
M.Sc. Project, University of Guelp, 1977.

49 Wald, A., Wolfowitz, J., Tolerans limits for a normal distribution. Ann. Math. Statist.
1946; 17:208.

50.Weissberg, A., Beatty, G. H., Tables of tolerance limits factor for the normal
distribution. Tecnometrics 1967; 25:115-135.

51.Wilk, S., Statistical prediction with special reference to the problem of tolerance limits.
Ann. Math. Statist. 1941; 13:400.

52.Somerville, P.N., Tables for obtaining non-parametric tolerance limits. Ann. Math.
Statist. 1958; 29:599.

53.Enli Y., ark., Tiirk Biyokimya Dergisi. 2003; 28 (4); 228-245.

54.0zarda 1¢61 Y., Aslan D., Tiirk Biyokimya Dergisi. 2004; 29(2); 183-192.

57



