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Ozet

PEDIATRIK POPULASYONDA 25-HIiDROKSI VITAMIN D’NIiN SUREKLI
REFERANS ARALIKLARININ INDIREKT YONTEMLE BELIRLENMESI

AMAGC: Bu calismanin amaci ¢cocuklarin biiytime ve gelismesinde énemli rol
oynayan D vitamininin yasa, cinsiyete ve mevsimlere 6zgii stirekli referans
araliklarini indirekt yontemle belirlemek ve direkt yontemle belirlenen referans

araliklarla uyumunu tespit etmektir.

YONTEM: Laboratuvar bilgi sisteminden retrospektif olarak alinan 0-18 yas
arasi bireylere ait 25(0OH) vitamin D degerleri alindi. Veriler yaslara, cinsiyete
ve mevsimlere gore gruplandiriip her grubun referans limitleri ayr1 ayn
hesaplandi. Referans limitler birlestirilip strekli referans araliklar
olusturuldu. Belirlenen bu referans araliklar, direkt yontemle belirlenmis

referans araliklarla karsilastirildi.

BULGULAR: Kis ve ilkbahar referans araliklar1 birbirine yakin, yaz ve
sonbahara gore daha dustuk bulundu. Kis ile ilkbahar referans degerleri, yaz
ile sonbahar referans degerleri birlestirildi. Birlestirilmis kis referans
araliklarinda 9 yastan itibaren, birlestirilmis yaz referans araliklarinda 10
yasindan itibaren cinsiyete gore referans araliklarinin ayrildigr goéraldi.
Direkt yontemle yapilan karsilastirmaya gore bu calismada alt referans

limitleri biraz daha ytiksek bulunsa da klinik olarak bu fark diistik bulundu.

SONUC: Direkt yoéntemlerle olusturulmus referans araliklarla uyumlu
indirekt pediatrik referans araliklar1 olusturulmustur. Ayni zamanda yasa,

cinsiyete ve mevsime 6zgu stirekli referans araliklar: tiretilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pediatrik popiilasyon, referans araligi, indirekt,

25-hidroksi vitamin D



Abstract

DETERMINATION OF CONTINUOUS REFERENCE INTERVALS WITH
INDIRECT METHOD FOR 25-HYDROXY VITAMIN D IN THE PEDIATRIC
POPULATION

OBJECTIVE. The aim of this study was to determine the continuous
reference intervals and compatibility of the reference intervals with the direct
method of vitamin D which play an important role in growth and development

of children by indirect method.

METHODS. 25 (OH) vitamin D values were obtained retrospectively from
laboratory information system. The data were grouped by age, sex and season
and the reference limits of each group were calculated separately. Reference
limits were combined and continuous reference intervals were established.
These reference intervals were compared to the reference intervals determined

by the direct method.

RESULTS. Winter and spring reference intervals were close to each other
and lower than summer and autumn. Winter and spring reference values also
summer and autumn reference values were combined. It was seen that in the
combined winter reference intervals were separated by gender from 9 years
old and in the combined summer reference intervals were separated by gender
from 10 years old. Although the lower reference limits were slightly higher in
this study compared to the direct comparison, this difference was clinically

low.

CONCLUSION. Indirect pediatric reference intervals were established
consistent with the reference intervals established by direct methods. Also,

age, sex and season-specific continuous reference intervals were produced.

Keywords :Pediatric Population; Reference Interval; Indirect; 25-Hydroxy

Vitamin D
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BOLUM 1

GIRIS ve AMAC

D vitamini; kalsiyum ve fosfor metabolizmasinin diizenlenmesinde rol alan,
iskelet sisteminin gelisimi ve kemik mineralizasyonunda goérevli bir
vitamindir. Bebeklerde, cocuklarda ve ergenlerde D vitamininin buytime ve
gelisme Uzerine oldukca buytk bir etkisi vardir. Bunun yam sira bagisiklik
sistemi, kardivaskiiler sistem, santral sinir sistemi, kan htcreleri, meme,
prostat gibi pek cok farkli dokuda D vitamini reseptériintin ve fonksiyonunun
oldugu bilinmekte; pro-apopitotik, immunmodulatér, antiinflamatuar,
anti-neoplastik 6zelliklerinin oldugu ileri surtilmekte ve eksikliginin bircok

hastalikla iliskili oldugu dustinalmektedir.

Pek cok hastaligin tarama, tani ve tedavi takibi laboratuvar test sonuclar
araciligr ile gerceklesmektedir. Test sonuclar ilgili topluma ait referans
araliklarina veya karar sinirlarina gore degerlendirilir. Bundan dolay: referans
araliklar tipta en cok kullanilan karar verme aracidir. Klinik ve Laboratuvar
Standartlart Enstitiisti (CLSI) referans araligini, referans bireylerden elde
edilen referans 6l¢tim sonuclarimin olusturdugu referans dagilimin alt ve tst

referans limitleri ve bunlar arasindaki aralik olarak tamimlar.

Klinik tam testleri icin referans araliklarinin belirlenmesi, iki uluslararasi
kurulus olan Uluslararast Klinik Kimya ve Laboratuvar Tibbt Federasyonu
(IFCC) ve CLSI'min 6neri ve standartlarina gore yapilmaktadir. Bu strecte en
onemli basamak referans bireylerin secimidir. Direkt ve indirekt referans
birey secimi olarak ikiye ayrilir. Direkt secimde referans bireyler 6nceden
belirlenen dislama ve kabul kriterlerine gére secilir. Indirekt secimde yine
dislama ve kabul kriterleri kullanilir ancak kayith veriler tizerinden geriye
dogru tarama yapilarak referans bireyler secilir. Secilen ve saglikli oldugu
kabul edilen referans bireylerin verilerden istatistiksel yontemlerle referans

limitler belirlenir.



Giris

Yas, cinsiyet, mevsim gibi 6zellikler referans araliklarda farklihiklara sebep
olabilir ve popiilasyonu alt gruplara ayirmak gerekebilir. Ozellikle dogumdan
itibaren bebeklerin gelisim stirecinde Ol¢tlilen bircok parametrede yasa bagh
olarak belirgin dalgalanmalar gortliir. Bundan dolay1 yasa bagimh referans

limitlerin dogru sekilde belirlenmesi cok 6nemlidir.

Referans araligin direkt yontemle belirlenmesinde, ihtiya¢ odakh ayrilan her
alt grup icin saglhkli oldugu diistintilen en az 120 referans birey gerekir.
Pediatrik bireylerden kan almada yasanan zorluklar sebebiyle referans
araligin indirekt metotla belirlenmesi CLSI tarafindan da o6nerilmektedir.
Ayrica her laboratuvarin analitik yontem ve poptilasyonun farkliligindan
dolay1 kendi referans araliklarim1 olusturmasi1 yine CLSI tarafindan

onerilmektedir.

Bu calismada; laboratuvar bilgi sisteminden retrospektif olarak alinan
verilerle yapilan  istatistiksel @ hesaplamalar sonucunda  pediatrik
populasyonda yas, cinsiyet ve mevsime gore ayrilmis gruplarda stirekli hale
getirilmis 25-hidroksi vitamin D’nin referans araliklarinmi belirlemek; patolojik
veriler icerdigi diistintilen endokrinoloji, nefroloji, yenidogan yogun bakim ve
pediatri yogun bakim tnitelerinden gelen degerler dislanarak olusturulan veri
setinin referans araliklan ile karsilastirmak; indirekt referans araliklarim

direkt yontemle belirlenmis referans araliklarla karsilastirmak amaclanmistir.



BOLUM 2

GENEL BILGILER

2.1. D VITAMINi
2.1.1 D Vitamininin Yapisi, Sentezi ve Metabolizmasi

D vitamini streoid benzeri bir yapiya sahiptir. Steroidlerde A, B, C ve D olmak

uzere dort kapali halka bulunurken, D vitamininin B halkas1 acik haldedir (1).

D vitamininin iki formu vardir: kolekalsiferol (vitamin D3) ve ergokalsiferol
(vitamin D2). Karacigerde kolesterolden sentezlenen ve provitamin D3 olarak
bilinen 7-dehidrokolesterol, deride 290-310 nm dalga boyundaki ultraviyole B
1isilart  ile kolekalsiferole doénustuartlir. Ergokalsiferol ise mayalarda

ergosteroliin irradasyona maruz kalmasi ile sentezlenir (2, 3).

Sunlight
—_ 9

Thermal
energy

Vitamin Dy
(cholecalciferal)

7-Dehydrocholesterol
(provitamin Dy)

Vitamin D,
(ergocalciferol)

Ergosterol
(provitamin D)

Sekil 2.1: Vitamin D3 (kolekalsiferol) ve Vitamin D2 (ergokalsiferol) ve
bunlarin énctllerinin yapisi



Genel Bilgiler

D2 ve D3 vitaminleri, karacigerde 25-hidroksilaz ile 25-hidroksi vitamin D
[25(OH) vitamin DJ]ye; bobrek ve plasentada bulunan 1-a-hidroksilaz ile de
1,25-dihidroksi vitamin D [1,25(OH), vitamin DJ]'ye déntsur (Sekil 2.1) (2).
Lenf nodlari, kolon, plasenta, meme, aktive makrofajlar, alveolar makrofajlar,
osteoblastlar ve keratinositler de dahil olmak tizere 1-a hidroksilasyonu pek
cok dokuda gerceklesir. 1-a-hidroksilaz enzimi parathormonu, inorganik
fosfat ve fibroblast buytme faktéra-23 (FGF23) ile regule edilir.
Parathormonu yoklugunda ya da ytiksek inorgonik fosfat varliginda enzimin
aktivitesi azalir. Plazma kalsiyum duzeyleri enzimin aktivitesini dogrudan

etkilemese de PTH tuizerinden dolayl olarak etkiler (1, 4, 5).

1,25(0OH); vitamin D, biyolojik olarak aktif form olup yar1 émrii 15 saattir.
25(0OH) vitamin D ise depo form olup yar1 émrii 15 gindiir. Bu ytzden, D
vitamini dtizeyini 6lcmede 25(OH) vitamin D, 1,25(0OH), vitamin D’ye gére daha
degerlidir.

Vitamin Dy | Vitamin D,

From diet and ] From diet
CH;  synthesis in skin CHz

HO HO!
Vitamin D-25-Hydroxylase
(liver)

HO™" HO™”

25-Hydroxyvitamin D-1 a-Hydroxylase
(kidney)

1,25-Dihydroxyvitamin D3

Ho"" OH HO™

Sekil 2.2: D vitamini metabolizmasi



Genel Bilgiler

Bobreklerde 1,25(0OH), vitamin D 24-hidroksilaz enzimi ile 1,24,25-trihidroksi
vitamin D’ye; 25(OH) vitamin D yine bu enzim ile 24,25-dihidroksi vitamin
D’ye metabolize olur. 24-hidroksilasyon 1-a-hidroksilasyondan daha baskin

olmasina ragmen fizyolojik etkileri bilinmemektedir (1).

Mevsimsel degisiklikler, glineslenme saati, enlem, yaslanma, gtines koruyucu
kullanimi ve melanin pigmentasyonu D vitamininin kutanéz tiretimini btiytik

Olctide etkilemektedir (6).

Somon, ton baligi, uskumru, sardalya, yumurta sarisi, sut, karaciger gibi
hayvansal besinler D vitamini yoniinden oldukca zengin gidalardir (7). Ancak
gida maddelerinin ginlik D vitaminini ihtiyacinin %10undan fazlasini

karsilayamamaktadir (8).

D vitamini, hidrofobik yapisindan dolay: ince bagirsaklardan yaglarla birlikte
emilir. Basta silomikronlarla dolasimda tasimirken D vitamini baglayici
proteine (DVBP) transfer edilir DVBP tiim D vitamini formlan i¢in tek bir
baglanma bolgesi icerir. 25(0OH) vitamin D’ye 1,25(0OH), vitamin D’den daha

yuksek afinite gosterir. Bu sayede aktif formun serbestlesmesi kolaylasir (1).

Steroid reseptorleri stuiperailesine dahil olan D vitamini reseptérti hiicrelerin
cekirdeginde bulunur. Bu reseptorin 1,25(0H), vitamin D’ye afinitesi diger
kolekalsiferollere gore daha yuksektir. Reseptore baglanma ile kalsiyum
metabolizmasinda rol alan genlerin aktivasyonu baslar ve 200-400 kadar

protein ve peptidin transkripsiyonu gerceklesir (1, 8, 9).

2.1.2 D Vitamininin Fonksiyonlar1

Ana islevi kalsiyum ve fosfat metabolizmasini aynm zamanda kemik
homeostazim diizenlemektir. Intestinal fosfor ve kalsiyum emilimini arttirip
renal kalsiyum sekresyonunu azaltarak kemiklerin buiylime ve gelisimini
destekler (10). Bagirsaklardan kalsiyumun emiliminde fosfora gore daha
baskin rol oynar (8). Kemik mineral dansitesi ile D vitamini dtizeyleri arasinda
direkt iliski oldugu bildirilmistir. 25-hidroksi vitamin D duizeyi 40 ng/ml veya
daha fazla oldugunda kemik dansitesi en ytiksek diizeye ulasmaktadir (11).

25-hidroksi vitamin D duzeyi 30ng/ml veya daha az oldugunda ise
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bagirsaklardan kalsiyum emilimi o6nemli miktarda azalir (12). Plazma
kalsiyumunun azalmasi ile parathormon dtizeylerinde belirgin artis gorulir
(13-15). Parathormon, kalsiyumun tubiler reabsorpsiyonunu arttirir ve
1-a-hidroksilazi uyararak 25(OH) vitamin D'mnin 1,25(0OH),; vitamin D’ye
dénisumunu arttirmasi icin stimtile eder bdylece kalsiyumun instestinal
absorpsiyonunu arttirir. Parathormon ayni zamanda fosfattiriye neden olarak
kan fosfor dulizeyini diistrar. Kalsiyum-fosfor diizeylerindeki azalmaya bagh
olarak kollajen matriks yapimi azalir bu da cocuklarda rikets, eriskinlerde
osteomalaziye neden olur (16-18). Kalitsal D vitamini direncli rikets
hastalarinin monositlerinde dogustan gelen cesitli immunite bilesenlerinde ve
lenfositlerinde proinflamatuar bir sitokin profilinde bozulma oldugu

gosterilmistir (19).

VDR, esasen endokrin organlarin (paratiroid bezi, meme bezi gibi), sindirim
sistemi, bronslar, bébrekler ve timusun epitelinde eksprese edilir (20). Ek
olarak, VDR lokositlerde ve kemik hticrelerinde bulunabilir. VDR araciligiyla
proliferasyon, anjiyogenez, apopitoz ve diferansiyasyondan sorumlu genlerin
transkripsiyonu gerceklesir (17, 21, 22). Miyokard enfarktiisii, inme,
hipertansiyon, sizofreni, otizm, epilepsi, multipl skleroz, romatoid artrit, Tip 1
Diyabetes Mellitus, psoriazis, vitiligo, meme, prostat, kolon kanserleri,
tiberkiuiloz gibi enfeksiyon hastaliklarinda D vitamini eksikligi tespit

edilmistir (21, 23-26).
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2.1.3 Cocuklarda D Vitamini Diizeyleri

25(OH) vitamin D duzeyine gore Lawson Wilkins Pediatrik Endokrinoloji
Derneginin Ila¢ ve Terdpatikler Komitesi tarafindan énerilen D vitamini

durumunu tablo 2.1°deki gibidir (4).

Tablo 2.1: 25-(OH) vitamin D diizeyine gére D vitamin durumu

Vitamin D 25 (OH) D diizeyi 25 (OH) D diizeyi
durumu (ng/ml) (nmol/1)

Agir eksiklik <5 <12,5

Eksiklik <15 < 37,5

Yetersizlik 15— 20 37,5 —50

Yeterlilik 20 — 100 50 — 250

Fazlalik > 100 > 250
Inoksikasyon > 150 > 375

2.2. REFERANS ARALIGIN BELIRLENMESI
2.2.1 Referans Degerler

Tibbi anamnez, klinik muayene ve testlerle elde edilen veriler referans
bilgilerle karsilastirilarak yorumlanmaktadir. Gegmiste normal degerler terimi
kullanilirken normalin belirsiz olmasi ve karmasa yaratmasi sebebiyle
kullanimi terk edilmistir. Uluslararas: Klinik Kimya ve Laboratuvar Tibbi
Federasyonu (IFCC) Referans Degerler Teorisi Uzman Paneli (EPTRV) ve
Uluslararas1 Hematoloji Standardizasyon Konseyi (ICSH) tarafindan onerilen
ve Diinya Saghk Orgatiic (WHO) ile diinya capmdaki diger kuruluslar
tarafindan da onaylanmis olan evrensel kabul edilen terim ‘referans degerler’
dir. Bununla iligkili olarak referans birey, referans limit ve referans aralik
terimlerinin de kullanilmasi 6nerilmistir. Referans deger, referans bireyde
gozlemlenen veya Olctilen degerdir. Diger bir deyisle referans bireyin test
sonucudur. Referans birey, iyi tamimlanmis kriterlere goére karsilastirma

amaciyla test icin secilen kisidir (2, 27).
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2.2.2 Referans Araliklar: Belirleme Protokolii

Referans aralig1 de novo olusturmak, referans bireylerin secilmesi ile baslayip
analitik yontemin detaylarina kadar ttim asamalar kapsayan, veri toplama ve
analiziyle sonuclanan bir strectir. Genel hat itibari ile stire¢ sekil 2.3’deki gibi

ilerlemektedir (27).

{ REFERANS BIREYLER bir araya getirilir }

[ REFERANS POPULASYONU olusturulur }
[ REFERANS ORNEK GRUBU secilir }
[ REFERANS DEGERLER elde edilir }
[ REFERANS DAGITIM olusturulur }
[ REFERANS SINIRLAR hesaplanir }
[ REFERANS ARALIKLARI belirlenir J

{ GOZLENEN DEGER bir kisiyle karsilastirabilir J

Sekil 2.3: Referans araliklar belirleme stireci (27)
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Referans araligi belirlenecek analitin veya yontemin yeni olup olmadigina veya

calismanin cok merkezli olusuna gore protokolde degisiklikler olur. Referans

degerlerin Uretilmesi ve belirli bir analit icin referans araligin belirlenmesi, iyi

tanimlanmis bir protokole uygun olarak gerceklestirilmelidir. Bu protokol yeni

bir analit, farkl bireylerden olusan bir grup veya gelismis analitik hassasiyet

ve 6zgulluk iceren yeni bir analitik yontem icin referans degerleri olustururken

uygulanabilir (27):

1.

10.

11.

Tibbi ve bilimsel literatiirden analitik interferanslar ve biyolojik varyasyon
kaynaklar iceren bir liste hazirlanir (tamamen yeni bir analitse, literatur

yardimci olmayabilir).

. Dislama ve gruplama kriterleri belirlenir ve bu Kkriterleri potansiyel

referans bireylerde aciga cikaracak bir anket hazirlanir.

. Referans aralik calismasina katilacak referans bireylere yazili onay formu

imzalatilir ve referans bireyin anketi doldurmasa istenir.

Potansiyel referans bireyler anket ve iliskili saglhk degerlendirme

sonuclarina gore simiflandirilir.

Dislama ve saglik kriterlerine dayanarak bireyler referans 6rneklem gru-

bundan cikarilir.

Istenen giiven limitlerini temel alarak uygun sayida referans kisiye karar

verilir.

Rutin uygulama ile tutarlihik gésterecek sekilde referans bireyler numune

toplamaya hazirlanir.

Numuneler rutin uygulamalarla toplanir.

. Iyi tammmlanmis kosullar alinda numuneler rutin uygulamalarla tutarh

olacak sekilde analiz edilerek referans degerler elde edilir.

Referans degerler incelenir ve verilerin dagilimini degerlendirmek i¢in bir

histogram hazirlanir.

Olasi veri hatalar1 ve / veya aykir1 degerler belirlenir.
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12. Hesaplama yontemi secilir, referans limitleri ve referans araligi hesaplanir

(uygunsa, ayn referans araliklari icin alt gruplar olusturulur).

13. Yukarida belirtilen ttim adimlar ve prosediirler belgelenir.

Gecerli bir referans deger calismasi mevcut oldugunda, yeni ve tam 6l¢ekli bir
calisma yapilmadan var olan referans aralik transfer edilebilir. Transfer
sadece test populasyonu ve test metodunun hazirlanmasindan analitik
O6lciime kadar butin metodoloji ayni veya uygun sekilde karsilastirilabilir

oldugunda kabul edilir.

2.2.3 Cok Merkezli Referans Aralig: Calismasi

Referans araligim1 etkileyen birka¢c degisken vardir: referans bireyleri
tamimlamak i¢in kullanmilan kriterler, preanalitik kosullar ve verilerin
istatistiksel diizenlenmesi. Bunlarin yaninda, kullanilan analitik yéntem ve
referans bireylerin alindig1 populasyon kritik degiskenlerdir. Bu iki degisken
sebebiyle CLSI calisma grubu, her laboratuvarin kendi referans araliklarini

belirlemesini Onerir.

Analitik yontemleri standardize eden uluslararas1 calismalarin genel amaci,
bircok analitik yéntemin uygulamasinda sahadan sahaya meydana gelen
farklhiliklarin etkilerini, ortadan kaldirllamasa da, en aza indirmektir.
Laboratuvar Tibbinda Izlenebilirlik Ortak Komitesi (JCTLM) tarafindan
koordine edilen calismalarla, resmi bir “referans o6lciim sistemi” nin var

oldugu analit, analizér, reaktif ve hatta analitik ilkeden bagimsiz olarak

makul bir karsilastirilabilirlik seviyesine ulasmahdir
(http:/ /www.bipm.org/jctlm/ adresinden analitlerin veritabanina
ulasilabilir).

Metotlarda karsilastirilabilirlik elde edilse bile, yine de her laboratuvar kendi
referans araliklarin1  belirlemelidir. Bunun tek nedeni, referans
populasyondaki farkliliklardir. Populasyonlar arasinda fark oldugunu
gosteren analitler disinda ¢ok merkezli calismalarla ortak bir referans aralik
seti “iretmek” miimkuin olabilir. Cok merkezli bir referans araligi calismasi

yapmak icin gerekli kriterler:
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1. Referans bireylerin seciminde katilan merkez sayis1 ve kayith birey sayisi;
yas, cinsiyet, irk gibi 6zelliklerine gore gruplamay: saglamak icin gereken

birey sayisina uygun olmahdir.
2. Preanalitik fazlarin ac¢ik tanimi yapilmalidir.

3. Ideal olarak, referans yéntemle belirlenmis hedef degerleri iceren iki veya
daha fazla referans materyaller (commutable/insan Ornegi yerine
konabilen) (dondurulmus havuzlar) ile laboratuvarlar  arasi
standardizasyon ve izlenebilirligi gosterilmelidir. Bu boéliim son derece
kritiktir, ¢ctinkti ytiksek dereceli referanslarla izlenebilirligi ve dolayisiyla

dinya capinda uygulanabilirligi garanti eder.

4. Her bir laboratuvarin analitik verilerinin kabul veya reddi i¢in tamimlan-

muis net Kkriterleri olan kalite kontrol programinin olmasi gerekir.

Popuilasyonlardaki farklhiliklar bu kriterler ile ayirt edilebilir. Farklihklan
olmayan poptlasyonlarin verileri bir araya getirilerek analiz edilir.
Farkliliklan olan poptilasyonlarda ortak referans araliklar dizisi olusturulur.
Daha sonra her bir laboratuvar bu referans araliklarn kendi ortaminda

dogrulamasi gerekKir (27).
2.2.4 Referans Bireylerin Seciminde Ornekleme Teknikleri

Referans aralik belirlerken referans bireyler mutlaka genc yetiskinler olmak
zorunda degildir. CLSI calisma grubu, genc¢ ve saghkli yetiskinlerin altin
standart olmas1 kavramim reddetmektedir. Yasa bagh referans araliklar
klinik olarak daha uygun gibi gortiinse de yasa bagh bazi degisiklikler saghikli
olma halini géstermeyebilir (6rnegin, geriatrik hastada alkalen fosfatazdaki

artislar).

CLSI calisma grubu, referans bireylerin belirli, iyi tamimlanmis kriterler
kullanilarak bir referans populasyonundan secimin yapildigi direkt
ornekleme tekniklerinin kullamimim desteklemektedir. Bununla birlikte, bazi
durumlarda (6rnegin, pediatri) direkt 6rnekleme tekniklerini kullanmanin
ozellikle zor olabilecegini kabul etmektedir. Bu durumlarda, baz

arastirmacilar bireylerin goz o6ntine alinmadigi, ancak bir veritabanindaki
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degerlere belirli istatistiksel yontemlerin uygulandigi indirekt tekniklerin

kullanmilmasim savunmaktadir(27).
2.2.4.1 Bireye Dayali Ornekleme

Bir test sonucunun yorumlanmasinda bireye ait Ozellikler (yas, cinsiyet,
0zgecmis, baska saglik sorunlart vb.) de dikkate alinmalidir. Bir Kisi icin o
testin ‘normal deger’inin ne oldugu, daha 6nce o testi kisi yaptirmamissa net

olarak bilinemez.

Bir bireyin saglikli zamaninda elde edilmis eski sonuclar referans deger olarak
kullanmilabilir. Test degerinde sonradan meydana gelen énemli degisiklikler, bu

referans simirlar asmadig: stirece hastalik lehine degerlendirilmez.
2.2.4.2 Rastgele ve Rastgele Olmayan Ornekleme

Rastgele olan yontemde, grup tlyelerinin hepsinin referans grubun kriterlerini
sagladigl dusuntlerek érnekler toplanir ve analiz edilir. Elde edilen veriler is-

tatistiksel analiz ile degerlendirilir ve referans araliklar1 hesaplanir.

Rastgele olmayan yoéntemde ise secilen toplumdan grup olusturmak ic¢in
bireylerin 6nceden hangi kriterleri sagladigi saptanir. Rastgele olmayan

ornekleme cogunlukla uygulanan yontemdir.
2.2.4.3 Direkt Ornekleme

Direkt yontemde, belirlenmis kriterlere gére hazirlanan anket formlan ile
secilen bireylerin analizleri yapilir. Belirlenmis kriterlerin uygulanma
zamanina goére iki sekilde yapilabilir: A priori ve a posteriori. A priori
orneklemede, referans bireylerin seciminden o6nce dislama ve gruplama
kriterleri tanimlamnir. Iyi calisilmis, yerlesik laboratuvar prosediirlerine en iyi
uygulanan metottur. Literatiirde yontemin kapsaml bir arastirmasi yapilmali,
bilinen biyolojik varyasyon kaynaklari tammmlanmahdir. Literatiirden alinan
bilgilerle calismaya uygun dislama ve gruplama kriterleri olusturulur. Bu
kriterler olusturulduktan sonra, ilgili Kisileri érnekleme stuirecinden c¢ikarmak
ve secilen Kkisileri alt gruplara bolmek icin bir anket gelistirilir. Bu islemler
kan 6rnegi alinmadan o6nce gerceklestirilir. Analiz icin gerekli referans birey

sayisinn istatistiksel olarak gecerli sayiya ulasmasi 6nemlidir.
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A posteriori 6rneklemede, dislama ve gruplama islemi 6rnek toplama ve
analizinden sonra yapilir. A Posteriori yaklasimi Ozellikle yeni veya fazla
calisilmamuis ve literattirde az bilgi iceren analiz yontemleri icin uygun olabilir.
Bir alt grubu tamimlayan faktorler baslangicta bilinemeyeceginden, bu
yaklasim icin anketin a priori 6érnekleme stureci icin tasarlanandan daha

ayrintili olmasi gerekebilir (27).
2.2.4.4 indirekt Ornekleme

Indirekt 6rneklemede, referans araliklarim1 hesaplarken baska amaclar icin
olusturulmus bir veri tabanindan (laboratuvar bilgi sistemi) elde edilen
laboratuvar degerleri kullaniir. Bu teknik saglikli deneklerden (6rnegin,
pediatri gibi) 6rnek toplamanin c¢ok zor oldugu durumlarda kullanilir. Bu
yaklasim nispeten basit ve ucuzdur. Ancak veri tabaninda bulunan hasta

bireylerden cok sayida degeri dahil etmemek icin ek énlemler alinmaldir.

Indirekt 6rnekleme tekniginde, hastane ve poliklinik hasta sonuclarmin cogu
“normal” varsayilarak baslanir. Sagliksi1z bireylerin degerlerini dislamak i¢in
cesitli istatistiksel yaklasimlar mevcuttur. Test sonuclarinin olusturdugu
dagilm egrisinin asir1  uclan istatistiksel yaklasimlar uygulanarak
cikarnlabilir. Boylece patolojik sonuclarin buyuk bir kismu dislanmis olur
(28-30). Bircok calismada, referans araliklar1 olusturulurken tiim hastane
hastalarindan (veya tiim ayaktan hastalardan) gelen veriler kullanilir, ancak
nispeten daha saglikli olan bireylerden elde edilen veriler kullanilarak daha

uygun sonuclar elde edilir.

Saglikli bireylere 6rnek;

¢ Kan bagiscilari

Periyodik saglik taramasi icin rutin fizik muayenesi yapilan kisiler
¢ Kursun taramasimndan gecen bireyler

* Kicuk cerrahi islem gecirecek hastalar

Genetik tarama yapilan bireyler
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Dislama ve gruplama Kkriterleri uygulandiktan sonra referans araliklar
belirlemek icin diger istatistiksel yontemler kullanilir. Nasil hesaplandigindan
bagimsiz indirekt tekniklerle olusturulan referans araliklar kaba tahminler
olarak dusutntlmelidir. CLSI calisma grubu mumkiin oldugunca referans
araliklarin1 belirlemek ve dogrulamak icin indirekt yontemlere gore direkt

yontemlerin kullanilmasim 6nerir (27).

2.2.5 Referans Bireylerin Seciminde Dislama ve Gruplama

Kriterleri

Saglik, evrensel olarak tamimlanmasi zor, goreceli bir durumdur. Neyin
saglikli oldugunu tanimlamak ve saglikli olmayanlar1 dislamak icin kullanilan
kriterleri belirlemek referans bireyleri secmenin ilk adimidir. Her kurum veya
arastirmaci saghk icin farkhi kriterler belirleyebilir. Bu kriterler 6nceden
tamimlanmalidir. Aday referans bireyin saghik durumunun tespiti icin 6ykusi,
fizik muayenesi ve / veya belirli klinik laboratuvar testleri ele alinabilir.
Herhangi bir referans deger calismas1 icin tanimlanan Kkriterler

belgelenmelidir. Bu amacla bir anket kullanilmahdir.

Dislama kriterleri, eger ki aday referans birey bu kriterlere sahipse referans
poplilasyona dahil edilmesini engelleyen hususlardir. Baz1 potansiyel dislama
kriterlerine oOrnekler Tablo 2.2’de bulunur. Referans deger calismalarinin

timu ayni dislama Kriterlerine sahip degildir (27).

Tablo 2.2: Dislama Kriteri Ornekleri

Aclik/tokluk Hastanede yatis (yakin zamanda)
Alkol tuketimi flac koétiiye kullanimi

Anormal kan basinci Kan donéru

Cerrahi operasyon (yakin zamanda) Meslek

Cevre Obezite

Emzirme Receteli/recetesiz ila¢c kullanimi
Gebelik Transflizyon (yakin zamanda)
Genetik faktorler Tattn kullanim

Hastalik (yakin zamanda) Vitamin kullanimi
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Gruplama kriterleri, referans numuneyi alt simiflara ayiran, secilen referans
bireyin 0zellikleridir. En yaygin gruplama Kkriterlerinden ikisi yas ve

cinsiyettir. Digerleri Tablo 2.3’de listelenmistir.

Tablo 2.3: Gruplama Kriteri Ornekleri

Aclik/tokluk Irk

Beslenme Kan grubu

Cinsiyet Menstrual sikliis

Cografya Numune alinma pozisyonu (ayakta/yatarak)
Egzersiz Sirkadiyen ritim

Etnik kéken Tuttn kullanim

Gebelik haftasi Yas

Bir calismanin dislama kriteri baska bir calismanin gruplama kriteri olabilir.
Buna bir 6rnek gebelik olabilir. Genel bir ntifusa hizmet eden bir laboratuvar
hamile kadinlan referans o6rneklerinden c¢ikarmayr secebilirken; obstetrik
grup uygulamasi yapan baska bir laboratuvar da referans hamile kadinlarin

trimesterlerine gére numunelerini gruplamayi secebilir (27).

2.2.6 Referans Bireylerin Seciminde Anket

Iyi tasarlanmis anketler, dislama ve gruplama élciitlerini uygulamak icin
muiikemmel bir aractir. Bu formlar basit ve korkutucu olmamalidir. Sorular
cogu zaman evet/hayir veya basit, aciklayici1 cevaplar gerektirmelidir. Anket;

kan basinci, boy ve kilo gibi bazi basit 6lctimleri de icerebilir.

Referans bireyleri korumak icin, anket bilgilerinin ve test sonuc¢larinin gizli bir

sekilde muhafaza edilmesi 6nemlidir.

Analiz sonras1 potansiyel anormalliklerin goértilmesi durumunda referans
bireyle iletisim kurabilmek icin ad, adres ve telefon numaras1 dahil
edilmelidir. Bu gibi durumlarda kisi veya doktorlarin bilgilendirilmesi

gerekebilir.

Bazi durumlarda, isimsiz anketler gerekli bilgileri elde etmek icin daha iyi bir
ara¢ olabilir. Bu durumlarda, bir numaralandirma sistemi kullamilabilir. Bu
durumda, testin takip gerektiren herhangi bir sorun gosterip gostermedigini
belirlemek i¢in laboratuvara basvurmak, referans bireyin sorumlulugundadir.
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Ozellikle a priori bir calisma séz konusu oldugunda olas1 diger bir degisiklik
sorular1 dislama ve gruplama yoluyla ayirmaktir. Arastirma testlerini etkiledigi

bilinen hastaliklar aciga ¢ikaracak sorular sorulmalidir.

Laboratuvarin her referans bireyden yazilh bilgilendirilmis onay almasi
uygundur. Onay formu, laboratuvar personelinin numune almasina izin
verdigini, laboratuvar sonuclar1 ve anket bilgilerini referans araliklarinin

belirlenmesi i¢in kullanabilecegini acik¢a belirtmelidir (27).

2.2.7 Preanalitik ve Analitik Faktorler

Referans poptilasyonun analitik sonuclari, test sonuclarim etkileyebilecek
tim preanalitik ve analitik degiskenleri yansitmahdir. Bu sebeple, referans
bireyleri hazirlama, numune toplama ve isleme, analitik ydéntem ve
enstrimantasyon dahil tiim preanalitik stirec titiz bir sekilde tanimlanmali ve

test etmede kullamilmalidir (31, 32).

Klinik karar vermedeki etkiyi en aza indirmede preanalitik faktérlerin
kontrolti esastir. Preanalitik degiskenlerin bazilar1 gruplama Kkriteri olarak
kullaniip ayr referans araliklarin olusturulmasma sebep olabilir. Bazi
durumlarda, laboratuvar ve hekim, referans araliklarini ayirma ihtiyacini
ortadan kaldiran preanalitik degiskenler tizerinde bir miktar kontrole

sahiptir.

Genel olarak, preanalitik stire¢ biyolojik ve metodolojik olmak tizere iki alam
icerir (33). Biyolojik etkenler metabolik ve hemodinamik koékenlidir. Hiicre
hasarina sebep olabilecek etkenler (fiziksel aktiviteden kan vermeye kadar)
g6z onitnde bulundurulmahdir. Enzim indiiksiyonuna neden olan
farmakolojik ajanlarn kullanan denekler zaten dislanmalidir. Preanalitik
metodolojik etkenler, numune toplama teknikleri, katki maddeleri ve tiplerin
doldurma sirasimni (kan 6rnekleri i¢in) iceren 6rnek toplama ve isleme stirecini

kapsar.

Aym1 analit birden fazla yoéntem, cihaz veya sistem ile Ol¢tiliiyorsa bu
yontemlerin, cihazlarin veya sistemlerin karsilastirilabilir sonuclar verdigi

dogrulanmalidir. Alternatif yontemler veya sistemler Kkarsilastirilabilir
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sonuclar vermezse, Ozellikle sayisal sonuclardaki farkhiliklar klinik olarak

onemliyse, ayr1 referans araliklarinin belirlenmesi gerekebilir (27).
2.2.7.1 Birey Hazirlama

Referans bireylerin secimi dogru bir sekilde ele almalidir. Yetersiz birey
hazirligi veya tanmimlanmis Kkriterlerden sapmalar, yanlhs veya carpik
sonuclara yol acabilir. Belirlenen Kkriterler biyolojik varyasyonun ilgili
analit(ler) tzerindeki etkisi ile belirlenir. Tablo 2.4 birey hazirlig: ile ilgili

dikkate alinmasi gereken bazi etkenler listelenmektedir (31, 33).

Tablo 2.4: Referans araligim etkileyebilecek olasi preanalitik etkenler

Birey Hazirlama Numune Toplama Numune isleme

Onceki diyet Cevre kosullari Numune transportu

Aclik / Tokluk Zaman Pihtilasma

Farmakolojik Ajanlardan Postur Serum /Plazma Ayrilmasi

Yoksunluk

Ilac Kullanim Numune Tari Depolama

Ornek Alma Zamani Numune Alinan Analize hazirlik
Taraf

Fiziksel Aktivite Kan akisi

Ornek Almadan Onceki Ekipman

Dinlenme Stuiresi

Stres Teknik

Turnike Suresi

Kan 6rneklemesinden 6nce gida alimi, dogrudan (analit konsantrasyonundaki
degisim) veya dolayl olarak (lipemi) pek cok test sonucunu etkiler. Buna kar-
silik, uzun sureli aclik da diger degisiklikleri beraberinde getirir. Bircok analit;
kafein, etanol, titin ve C vitamini gibi maddelerden etkilenir. Bu nedenle, bu

maddelerin kullanimi birey hazirlama stirecine dahil edilir.

Flebotomi prosediirii sirasinda egzersiz ve postiir test sonucunu etkiler.
Postur etkisi, yatarak ve ayakta tedavi sonuclan karsilastirlirken énemlidir
ve daha once de belirtildigi gibi, baz1 analitler icin ayr referans araliklar
olusturulmasim zorunlu kilar. Dikkate alinacak diger faktorler arasinda etnik
koken, mevsimsel degisiklikler ve timu analit konsantrasyonunu
etkileyebilecek sirkadiyen ritimler sayilabilir. Bu sorunlarin c¢ogu uygun

dislama kriterleri ile elimine edilir (27).

17



Genel Bilgiler

2.2.7.2 Ornek Tiirii, Toplama, Tasima ve Depolama

Numunelerin toplanmasi, tasinmasi ve saklanmas: ile ilgili bir kilavuz
laboratuvarda bulunmalidir. Serum, plazma veya tam kan numuneleri i¢in
uygun kan toplama tupleri belirlenmelidir. Sivilan1 toplamak icin kullamilan
vakumlu tuplerin veya enjektor tiplerinin bilgisi 6nemlidir. Serum veya
plazma ayirma tupleri veya silikonlu siringalar hatali sonuclara neden
olabilecek sekilde testlerde interferansa sebep olabilir. Ornek bitiinliigi de
dikkate alinmaldir. Sivilar berrak olmalidir, yani, kirmiz: hiicrelerden ve diger
kalintilardan armmis olmalidir. Secilen numune kan ise, numunenin
arteriyel, venoz veya kilcal m1 olmasi gerektigini tamimlamak gerekir. Ornegin,

antikoagtilan gerekli ise hangisinin kullanilmasi gerektigi belirtilmelidir.

Diger viicut sivilarindan numune alimi, genellikle laboratuvarin kontroltinde
olmasa da, toplama ve isleme icin 6zel kurallarin tamimlanmasi gerekir.
Bunlar idrar, tiikrtik, beyin omurilik sivisi, plevral, perikardiyal, peritoneal,
sinovyal ve amniyon sivilaridir. Bazi durumlarda, eslik eden bir kan 6rneginin
alinmasi gerekli olabilir. Kanda oldugu gibi, koruyucular ve antikoagtilan gibi
maddelerin kullamimi hakkinda bilgi sahibi olmak cok 6nemlidir. 24 saatlik
idrarda, toplam kreatininin belirlenmesi ile toplanan numunenin

butinliiginin “dogrulamasi1” yapilmalhdir.

Baz1 Orneklerin toplanmasi ve tasinmasi icin belirli bir sicaklik (6rn. 37°C,
oda sicakligi veya buzlu) gerekebilir. Ek olarak, baz1 6rneklerin (analitlerin)
korunmasi, belirli bir sicaklikta (—20°C —70°C) saklamay1 veya dondurmayi
gerektirir. Genel olarak, numuneler derhal toplandiktan sonra islenmelidir.
Serum veya plazmanin pihti1 veya kirmizi hiicrelerden olabildigince ¢cabuk ve

belirli bir sicaklikta uzaklastirilmasi gerekir (27).

2.2.8 Analitik Metot Ozellikleri

Birey ici ve bireyler arasi varyasyonun yani sira, referans araliklar 6lciim
yonteminin analitik varyasyonunu da icerir. Kullanilan metotlar detayh
tamimlanmali, kesinlik, dogrusallik, tespit limiti, geri kazanim, olasi
interferanslari, dogruluk ve izlenebilirlik gibi performans o6zellikleri rapor
edilmelidir (34, 35).
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Analitik performansi etkileyen diger faktorler ekipman / enstrtimantasyon,
reaktifler (su dahil), kalibrasyon standartlar1 ve hesaplama yoéntemleridir.
Referans araliklarn olusturulurken, aym analizérden cift kullaniliyorsa,
enstrimanlar arasi1 varyasyonun yani sira lotlar aras1 varyasyonu da

icermelidir.

Uretilen verilerin giivenilirligi oldukca énemlidir. Ctinkii metodun kesinligi ve
dogrulugu onun diagnostik yararmmi belirler. Bu nedenle, referans
araliklarimin belirlenmesi sirasinda @QC materyallerinin rutin kullanima,
sadece test sirasinda kullamilan analitik protokolii izlemekle kalmaz, aym

zamanda sonuclarin uzun vadede denkligini saglar (36).

2.2.9 Referans Degerlerin Analizi

Referans araligi, referans bireylerden secilen bir poptilasyonda, degerlerin
belirli bir ytizdesini (genellikle %95) icerdigi tahmin edilen, bir tst ve alt
referans limiti olan ve bu iki limit arasi aralik olarak tanimlanir. Cogu analit
icin alt ve ust referans limitleri, referans poptilasyonu icin test sonuclarinin
dagilmmimn 2,5. ve 97,5. persentil degerleri olarak tahmin edilir. Bazi
durumlarda, yalnizca bir referans sinir1 tibbi 6neme sahiptir, genellikle bir tst

limittir, yani 97,5. persentildir.

Referans araligin giiven araliklari, referans populasyonunun rastgele
orneklendigi varsayilarak olusturulur. Gliven araligin genisligi, referans birey

sayisina ve gozlenen referans degerlerin dagilimina baghdir (27).

Referans limitleri belirlemek icin iki istatistiksel yéntem bulunmaktadir:
parametrik ve nonparametrik yéntemler. Nonparametrik yéntem, gézlemlenen
referans degerlerin olasilik dagilimi hakkinda 6zel bir varsayimda bulunmaz.
Parametrik yontem, gozlemlenen degerlerin veya bu degerlerin bazi
matematiksel dontstmlerinin bir Gauss (yani “normal”) olasiik dagilimi
yaptigin1 varsayar. Pek cok analitin referans degerleri Gauss dagilimi
gostermediginden, parametrik yontemin kullanilabilmesi ic¢in degerlerin

gausian hale getirilmesi gerekir (37).
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Nonparametrik yontem, bir laboratuvarin istatistik ve hesaplama destegi
sinirhysa, referans araliklart olusturmada Onerilen prosedurdur. CLSI
calisma grubu, guvenilir referans araliklan gelistirmedeki en énemli hususun
istatistiksel hesaplamalar olmadigini, uygun referans bireyleri secmek, yeterli
sayida bireyi test etmek ve preanalitik hatalardan kac¢inmak oldugunu
vurgulamaktadir. Basit nonparametrik yontemin o6rneklem buyukliga
kisitlamalar1 bir laboratuvarin referans araliklari olusturmasini engelliyorsa
ve laboratuvar daha karmasik prosediirleri yorumlayabilen ve uygulayabilen
personele sahipse, CLSI calisma grubu, geleneksel parametrik yontem,
bootstrap tabanh yontem ya da robust yontemlerinden birinin kullamilmasini

oOnerir (2, 37-39)

Bu son Ui¢ yéntem arasindan “robust yontemi” simirh sayida goézlemle en iyi
basa cikma yoéntemidir. Robust yodntem parametrik ve nonparametrik
yontemler arasinda bir wuzlasma olarak dusuntlebilir. Nonparametrik
yontemde popuilasyonun normal dagilim gostermek zorunda olmamasi,
parametrik yéntemde de cok fazla gozlem gerektirmemesi gibi avantajlar
robust yontemi kapsar. Bu metot, verilerin ortalama ve standart sapmasi
yerine, lokasyon ve yayilim olcttlerini kullanilmasi disinda parametrik ile
ayn1 formdadir. Robust yontem, mevcut 6rneklem buyukligintin 120mnin
alinda oldugu ancak altta yatan populasyonun bir Gauss dagilimi

gostermedigi cesitli durumlarda kullanilmistir (39).
2.2.9.1 Minimum Referans Deger Sayis1

Nonparametrik metot kullanarak, en az n = (100/P) — 1 gozlem elde
edilmedikce, %P uzakhktaki iki dagilmin farkh ytizdeliklerini birbirinden
ayirmak mumkuin degildir. Bunun nedeni nonparametrik yéntemin yalnizca
gozlemlerin siralamasina (buyuklik sirasmma goére) dayanmasi ve Olctilen
degerlerini dikkate almamasidir. Ornegin, eger bir popiilasyondan rastgele
dokuz gozlem Ornegi alinirsa, bunlar buyukliik sirasina gore siralandiginda
dokuz siralamadan sadece dokuz ytizdelik tahmini elde edilebilir. En ktiiciik
gozlem, populasyonun yuzde 10'unun parametrik olmayan tahminidir; en
buytk goézlem, nifusun ytzde 90'min parametrik olmayan tahminidir.
Formulde belirtildigi gibi, dokuz gozlemden olusan bir gézlem [9 = (100/P) — 1,
ki burada P = 10, 0] populasyonun parametrik olmayan tahminlerinin %10 luk
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degerlerini birbirinden ayirabilmek icin gerekli minimum o6rnek boyutunu

temsil eder.

Benzer sekilde, 5. yuizdelikten 2,5. ytlizdeligi veya 97,5. ytizdelikten 95.
yuzdeligi aywrabilmek icin (yani P = 2,5) minimum 39 6lcim gereklidir
[39 = (100/2,5) — 1]. Orneklemdeki en kiiciik goézlem popiilasyonun 2,5.
yuzdeligin parametrik olmayan tahminidir, en buytik goézlem ise 97,5.

yuzdeligin parametrik olmayan tahminidir.

Aynm zamanda, parametrik olmayan %95lik referans araligi elde ederken
gozlemlenen u¢ degerler anormal veya populasyonun gercek ytizdelik
degerlerini temsil etmiyor olabilir. Reed ve arkadaslar1 her bir referans bireyin
digerinden ayrilabilmesi icin asgari 120 go6zlemin gerekli oldugunu
diastunmektedir. Bu, her referans limit icin %90 gtiven limitlerinin parametrik
olmayan bir sekilde hesaplanmasina da izin vermektedir. Bu aym
yuzdeliklerin referans limitlerini %95 guven araliginda hesaplamak icin,
minimum 146 referans degeri gerekirken; %99 guven araliginda hesaplamak
icin en az 210 referans degeri gerekir (40). Linnet, sonuclarin dagilimlarn fazla
carpik oldugunda referans deger sayisini1 700’e kadar arttirmay1 6énermektedir
(41). CLSI calisma grubu da standart olarak minimum 120 referans birey

Onerisini desteklemektedir (27).

Bu say1 referans setinden hicbir gozlemin cikarilmadigi varsayimdir. Eger
anormal veya uc¢ gozlemler cikarilirsa, en az 120 referans birey elde edilinceye
kadar ilave bireyler secilir. Farkli alt gruplar icin ayrn referans araliklar

gerekli gortilse, bu araliklarin her biri icin en az 120 birey secilmelidir.

Yenidogan, pediatrik ve geriatrik hastalar gibi bazi populasyonlarda alt grup
referans degerleri olusturmak gerektiginde yeterli sayiy1 elde etmek zor
olabilir. Yeterli veri elde edilirse bile, veriler yine de parametrik olmayan
yontemle analiz edilmeli ve elde edilen degerlerin sayisina uygun yuzdeliklerle

rapor edilmelidir. Alternatif olarak robust yéntemi de tercih edilebilir.

Robust yonteminde minimum gozlem sayis1 kisithiligi yoktur. Ancak
mumkiinse ¢cok sayida gézlemlerin kullanilmasi arzu edilir. Daha az gézlem

kullanmanin sakincasi, referans araliklarin simirlan icin daha genis gtven
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araliklarinin olusmasi ve istatistiksel belirsizligin artmasidir. Belirsizlik denek

sayisl arttikca azalir (27).

Kisacasi, gerekli minimum referans deger sayisin etkileyen faktoérler; referans
araliklar1 olusturma yoéntemi, referans poptilasyon dagilimi (carpiklik veya
Gauss dagilimi) ve referans limitlerdeki tolere edilebilir belirsizliktir.
Orneklem biytikliigiinii belirlemek icin genel kriter, referans limitlerin %90
guven araligl genisliginin, %95 referans araligi genisligine gore kabul edilebilir
derecede kuictik olmasi gerektigidir. %90 giiven araligl genisliginin, referans
araligl genisliginin 0,2 katindan daha az olmasi 6nerilmektedir. Gtiven araligi
kabul edilemez derecede genisse daha fazla referans degeri gerekir. Tahmin
yonteminin secimi, belirli bir referans dagilimi icin gtiven araliklarin genisligi
tuzerinde bir miktar etkiye sahip olsa da, gtiven araliklarin genisligini en ¢cok

etkileyen faktor, mevcut referans degerlerinin sayisidir (27, 38).
2.2.9.2 Aykir1 Degerlerin Belirlenmesi

Referans limitlerin hesabinda bahsedilen varsayim, olctilen referans degerleri
setinin “homojen” bir gézlem koleksiyonunu temsil ettigidir. Bu, tim
degerlerin bir olasiik dagilimi ile karakterize edilen test sonuclarinin ayni

temel poptilasyondan geldigi anlamina gelir.

Bu kosul referans degerlerinin ¢ogu ile uyumludur, fakat bazi degerler farkl
poptilasyondan kaynaklanabilir. Bu gibi degerlerin diger degerlerin arasinda
yer almasi1 durumunda, biyokimyasal analizi yapan kisi bu gézlemlerin atipik
analitik kosullarda m1 olustugunu veya bazi aritmetik veya islemsel hatalar
sonucu mu olustugunu bilmedigi stirece bu degerleri tanimlamak mumkiin

degildir.

Test sonuclarinin farkl poptilasyondan kaynaklanan bu degerleri, cogu zaman
referans degerlerin toplam araliginin disinda kalmaktadir ve aykir1 degerler

olarak tanimlanmaktadar.

Aykirt degerlerin kaynagi preanalitik veya analitik hata degilse bu degerler
silinmemeli calismaya dahil edilmelidir. Eger bir uc¢ deger silinirse,
nonparametrik referans limitlerini hesaplayabilmek icin yine en az 120

gozlemi tamamlamak gerekir.
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Bir referans aralik calismasinda toplanan verilerin analizinde ilk basamaklar-

dan biri frekans dagihiminin gorsel olarak incelenmesidir.

Aykir1 degerlerin belirlenmesi icin bircok istatistiksel teknik mevcuttur. Bu
tekniklerin cogu, analiz edilen referans degerlerin Gauss dagilimi gosterdigini

kabul etmektedir (42).

Dixon tarafindan o6nerilen D / R oram referans degerin tahmininde
kullamilmaktadir. Burada D, u¢ gozlem (blyuk veya kiui¢tlik) ve sonraki en
buytk (veya en kiiciik) gozlem arasindaki mutlak farktir. R, u¢ degerler de
dahil olmak tizere tim gozlemlerin araligidir (43). Reed ve arkadaslari, tcte
bir degerini cut off degeri olarak 6nermektedir. D farki, R araliginin tgcte
birine esit veya daha buytikse, uc¢ gozlem silinir. 120’ye kadar olan érneklem
buyuklikleri icin bu kriter oldukca muhafazakardir(40). Bir aykir1 degerin
gercekte anormal bir gozlem olduguna dair bir kanit olmadiginda ve dagilimin
genellikle tam olarak Gaussian olmadig varsayildiginda, 6zellikle parametrik
olmayan yontem ile referans araliklar belirlendiginde D/R oramni icin tgte bir
kurali uygundur. CLSI calisma grubu da, istatistiksel olarak anlamlh aykin
degerleri gozlemlenen bir referans degerleri setinin incelenmesinde bu testin

ve cut-off degerinin kullanimini destekler (27).

Dagilimin aymni tarafinda iki veya tg¢ aykirt deger var oldugunda (yani hepsi
buiytik uc¢ deger veya kucuk ug degerse), ticte bir kurali (veya benzer herhangi
bir D/R kurall) en uc¢ degeri istatistiksel olarak anlaml oldugunu belirtmede
basarisiz olabilir. Bu da biraz daha az ucta olan diger aykir1 degerlerin varliginmi
gizler. Boyle bir durumda, tg¢te bir kurali, en kiiciik uctaki aykir1 degere de
ayrica uygulanmaldir. Kural, bu u¢ degerin reddine neden olursa, o zaman
daha uc degerler de dogal olarak reddedilmelidir. Kural en az uctaki degeri
reddetmezse, o zaman tim uc¢ degerleri kabul etmeli veya alternatif olarak
tim aykir1 degerleri dikkate alan bir test uygulanmalidir. Boyle bir teste blok

prosediirii denir (42).

Tukey tarafindan oOnerilen baska bir uc¢ deger tespit ydntemi, verilerin
ortadaki %50’sini kullanir. Bu sayede dagihmin bir tarafindaki coklu ug
degerlerin olas1 maskeleme etkisini azaltir veya tamamen kaldirir. Bu yontem,

ornek veri setinin alt ve ust ¢ceyreklerin hesaplanmasi islemidir (44).
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Q1: alt ceyreklik, 25. ytizdelik

Q2 ortanca deger, 50. ytizdelik

Q32 ust ceyreklik, 75. ytizdelik

Q3 - Q1(IQR): ceyreklikler arasi fark
Q1 - 1.5 % IQR: alt limit

Q3 + 1.5 % IQR: tist limit

Smirlarin disindaki herhangi bir veri noktasi (alt limitten kuctik veya st
limitten btliytik bir deger) smirlayici olarak kabul edilir ve sonraki referans
arallk tahmininden c¢ikariir. Teoride, ortalama olarak bu yéntem Gauss
dagilmina ait verilerin kabaca % 0,7’ sini dislar. Referans degerler Gauss
dagilmamissa, dontistiirtilmeleri gerekir. Box ve Cox bu déntstimu saglayan
gucli bir yontemdir (45). Box-Cox dontustumi Tukey aykirt deger tespit
yontemi ile birlikte kullanmilabilmektedir (39).

Herhangi bir aykir1 deger reddedildiginde, kalan verileri ek aykir1 degerler icin
test etmek uygun olur. Bu ayni teknikler, sonuc¢ olarak referans araliklar
olusturmak icin hangi yéntemin kullanildigina bakilmaksizin uygulanmalidir

(27).
2.2.9.3 Referans Degerlerin Gruplandirilmasi

Tanimlanan bireylerin alt gruplan icin ayr referans araliklarin istenme
olasiligi, 6rneklerin toplanmasi ve analizinden 6nce tasarlanmalidir. Erkekler
ve kadinlar veya farkl yas gruplar icin ayr referans araliklarini, klinik olarak
yararl olmadiklar1 ve / veya fizyolojik olarak iyi temellendirilmedikleri stirece
gruplamaya gerek yoktur. Yeni bir analit icin bu gibi bilgiler mevcut
olmayabilir. Bununla birlikte, her alt grup icin en az 120 birey
érneklenmelidir. ki alt grubun ortalamalann arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamliysa (% 5 veya %1 olasilik seviyesinde), her bir alt grubun
referans araligi olusturulabilir. Bununla birlikte, gozlemlenen herhangi bir
fark, klinik olarak 6nemsiz olsa da, numune boyutlarn yeterince biiytikse,

istatistiksel olarak anlamlilig: artar.
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Sinton ve arkadaslari, alt gruplarin ortalamalar1 arasimmdaki fark, referans
bireylerin birlestirilmis o6rneklerinden hesaplanan %95 referans araligin
%25'inden  buytik  olmadigi  sturece, ayrt  referans araliklarin

olusturulmamasini énermistir (46).

Bununla birlikte, Harris ve Boyd, alt grup ortalamalarn arasindaki daha
kuictuk farkhliklarin, birlestirilmis referans limitlerin disindaki bir alt grubun
oranlarmmin, her iki tarafta istenen %2,5ten ¢ok farkli oldugu durumlara yol
acabilecegini gostermistir. Birlestirilmis grubun referans limitlerinden birinin
bir alt gruptaki bireylerin %4tinti astiginda, bu alt grup i¢in hassasiyet ve
ozgullukten kaynaklanan farklhiliklarin, tam strecinin bir parcasi olarak
laboratuvar sonuclarinin yorumlanmasim yaniltabilmektedir. Bu problem,
ortalamalar ayni olsa bile meydana gelebilir. Alt gruplarin standart sapmalari
orani 1,5 veya daha fazla ise, genis dagilim gosteren alt grubun buytik bir
kismi dar dagilim gosteren alt grubun her iki ucunu da asar. Bu nedenle,
referans bireylerin gercek 6rneklemesinden 6nce, ilgili analitlere gore alt grup
referans araliklarinin olasiligi goz 6ntinde bulundurulmalidir. Her bir analit
ile ilgili fizyolojik bilgiler ve klinik uygulamada ayr alt grup araliklarimin
potansiyel yararliligi degerlendirilmelidir. Bu tir bir degerlendirme, alt grup
farkhliklarinin var olabilecegini ve Kklinik o6neme sahip olabilecegini
gosteriyorsa, her bir alt grup icin en az 120 referans birey 6rneklenmelidir.
Referans araliklar1 alt gruplara ayirirken, alt grup ortalamalarn arasmdaki
farkin anlamhiligini hesaplamak gerekir. Bunun icin Harris ve Boyd z testini

kullanmay1 6nermektedir (47).

Tr1 — T2
Chee)

Iki alt grubun goézlemlenen ortalamalan 2; ve 2 ise S; ve S7 gozlenen

Zz =

varyanslaridir. n; ve ng, her bir alt gruptaki referans deger sayisidir. Orijinal
veriler cok carpiksa, log déontisimu gibi basit bir déontisiim, Gauss formuna
daha yakin bir deger dagiimi saglayabilirr Daha sonra z-testinin

dontstirilmus degerlere uygulanmasi onerilir (47).
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S —3 Nortalama —3 \/nl + ng
' 120 . 240

Hesaplanan z, z* ’yi asarsa, gruplama yapilmasi o6nerilir. Ayrica, standart
sapma orani buiytikse, 6rnegin S2/(S2 — S1) oram 3’ten kuctlikse ve Sz, 1.5 S7’i

asiyorsa ya da esitse gruplama yapilmasi énerilir (47).

Hesaplamanin basitligine ragmen, Harris / Boyd yaklasiminda bazi zayifliklar
mevcuttur (48). Bu yaklasim, verilerin bir Gauss dagihimini takip ettigini
varsayar ve alt gruplarin esit olmayan prevalanslarini hesaba katmaz. Bunun
yaninda, ortalamalar ve standart sapmalardan hesaplanan z-skoru,
dagilimlarin kuyruk davramslarim1 da gosterememektedir. Ornegin, aym alt
referans limitlere ve esit olmayan standart sapmalara sahip iki dagihm, farkh
ust referans limitlere sahip olabilir ve bu durumun tersi de olabilir. Bu
sinirlamalarin  tstesinden gelmek icin, birlestirilmis dagilimin her bir
ucundaki referans limitin disindaki iki alt smifin oranlarimin dogrudan
tahminine dayanan alternatif bir yoéntem ©Onerilmistir (49). Lahti, Nordic
Reference Interval Project'ten gelen verileri kullanarak cesitli yontemleri

karsilastiran 6gretici 6rnekler saglamistir (50).

Ikiden fazla alt grup karsilastirildiginda durum karmasik hale gelir. Lahti'ye
gore, Harris / Boyd yaklasimi ve alternatif yaklasim birkac alt grup iceren bir
bolimleme problemini ¢c6zmede ideal degildir (48, 49, 51)

2.2.10 Referans Araliklarin Hesaplanmasi

Referans araligt hesaplamasinda kullanilan istatistiksel yontemler genel
olarak parametrik yontemler ve nonparametrik yéntemler diye ikiye ayrilir.
Bunlarin yaninda her iki yéntemden modifiye edilmis baska bircok yontem de
mevcuttur. Bu modifikasyonlarin amaci yéntemin gictina arttirmak ve daha

duistik veri setleriyle anlamlh sonuclar tiretebilmektir (28, 38, 52).
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2.2.10.1 Parametrik Yontemler

Referans dagilim Gaussian oldugunda ya da  matematiksel
transformasyonlarla Gaussian hale getirildiginde kullanilabilir. Gaussian
dagilimlar ortalama, standart sapma (SD), medyan gibi dagilim parametreleri
ile tamimlanir. 2,5. ve 97,5. ytizdelikleri hesaplamak icin asagidaki formiiller

kullamlir.

2,5 ytuizdelik = Ortalama + 1.96 . SD

97.5 yuzdelik = Ortalama + 1.96 . SD

Parametrik yontemler nonparametrik yontemlere gére daha komplikedir, elde
edilen giiven araliklar1 da daha dardir. Bu da daha kesin bir yaklasimda
bulunulmasma yardim eder. Ayrica parametrik yontemler dusik veri

miktarlarinda bile anlamli sonuc verebilirler.
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2.2.10.2 Nonparametrik Yontemler

Referans dagilimi Gaussian olmayan degerleri analiz edebilen bir yontemdir.
Hangi ornekleme tipinde olursa olsun, dagihm Gaussian degilse,
nonparametrik yontemlerin kullanilmasi gerekir. Boylece referans bireylerin
secimi kolaylasir. Ozellikle laboratuvar bilgi sisteminde kayith hasta test

sonuclar rahathikla kullanilabilir.

Biyolojik veriler daha c¢ok Gaussian olmayan dagilim gosterdiklerinden
nonparametrik yontemler daha fazla kullanilmaya baslanmistir. Ancak
nonparametrik yéntemler icin denek sayisimin en az 120 olmasi gerekir. Bu
problemin asilmasi icin bircok modifiye yontem tasarlanmistir ve bunlara
genel olarak indirekt yontemler denilmektedir (28, 38, 52, 53). Bunlarin ¢ogu
bilgisayar programi haline getirilmistir (54, 55).

Oncelikle veriler kiictikten biiytige dogru siralanir; dagilimin %95'ini icine alan

yani %2,5 ile %97,5" e denk gelen noktalar belirlenir.

Alt deger = 0,025 . (n+1)

Ust deger = 0,975 . (n+ 1)

‘n’ veri sayisim gosterir. Sonuclar da sira numarasina gosterir. Bazen
kuisurath rakamlar c¢ikabilir, bu durumda rakamlar yuvarlanir. Alt deger 11,5
citkmissa, 12’ye yuvarlanr ve 12. siradaki veri, dagihminin alt degeri olarak
tanimlanir, gerekirse ayni islem ust deger icin de yapilir (56). Eger dagihim
Gaussian degilse ve calisma parametrik yontemlerle yapilmak isteniyorsa o

zaman veri transformasyonu yapilir (28).

28



BOLUM 3

YONTEM

3.1. PREANALITIK, ANALITiK ve POSTANALITIK SUREC

25(0OH) vitamin D analizi icin, rutin olarak vendéz kan numuneleri hasta
barkodu yapistirilmis BD Vacutainer Serum Seperatoérltl II Advance tuplerine
(SST) (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA) alinip,
20-30 dakika pihtilasmas: icin bekletilir. +4°C ve 2500g’'de 10 dakika
boyunca santiftij edilirr Numuneler; sogutmali, korumali c¢antalarda dik
pozisyonda kuryeler aracihg ile Istanbul Anadolu Kuzey Kamu Hastaneleri

Birligi Merkez Laboratuvari'na gonderilir.

Abbott Architect i2000 (Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL, USA)
otoanalizérti ile serumda 25 (OH) vitamin D dtizeyleri kemiliiminesan
mikropartikil immunassay (CMIA) metodu ile olculur. Ayrica serumda
hemoliz, lipemi, ikteri indeksleri de calisilir. Architect 25 (OH) vitamin D 5P02
kitleri kullanilir. Architect 25(OH) vitamin D tetkiki, NIST SRM 2972 (National
Institute of Standards & Technology Standard Reference Material 2972)
uyarinca standardize edilmistir. Duizenli kalibrasyonlan ve ginlik i¢ kalite
kontrolleri yapilir. Dis kalite kontrolii aylik olarak Klinik Biyokimya
Uzmanlart Dernegi Eksternal Kalite Kontrol (KBUDEK) programi ile gelen

kontrol materyalleri kullanilarak gerceklestirilir.

Sonugclar laboratuvar bilgi sistemine (LIS) (VENTURA Yazilim Ltd. Sti, Ankara,
Turkiye) aktarilir.
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3.2. REFERANS BIREYLERIN SECiMi

15 Mayis 2014 - 21 Subat 2019 tarihleri arasinda calisilan 0-18 yas arasi1 tim
pediatrik bireyler calismaya dahil edildi. LIS tizerinden retrospektif olarak 18
yas alt1 ttim bireylerin D vitamini degerleri alindi. Baslangicta 70.301’i kadin,
60.1141t erkek olmak tizere toplam 130.415 veri ¢alismaya dahil edildi.

Tanimlayici verileri eksik olan bireyler ile hemoliz, lipemi ve ikteri indeksleri
pozitif olan bireyler ¢ikarildi. Birden fazla sonucu olanlarin sadece ilk degerleri
referans deger kabul edildi. Diger sonuclar dislandi. Bu dislamalar sonrasinda
45.596’s1 kadin, 39.070’i erkek olmak tizere 84.666 Kisi referans birey olarak
kabul edildi.

3.3. REFERANS ARALIKLARIN ANALizZi

Referans limitler olusturulurken Lawson Wilkins Pediatrik Endokrinoloji
Dernegi'nin Ilac ve Terdpatikler Komitesinin énerileri (4) dogrultusunda agir
eksiklik olarak tanimlanan 25 (OH) vitamin D’nin <5 degerleri ve fazlalik
olarak tamimlanan >100 degerleri patolojik olarak kabul edilip tiim verilerden
c¢ikarildi. Bu dislama sonrasinda 44.289u kadin, 38.7730 erkek olmak tizere
toplam 83.062 kisi referans birey olarak kabul edildi.

Patolojik verilerin referans aralik hesabina olasi etkilerini gézlemlemek icin
endokrinoloji, nefroloji, onkoloji servisleri ve polikliniklerinden ayrica
pediatrik yogun bakim ve yeni dogan yogun bakimdan gelen numuneler
cikarilarak baska bir veri seti daha olusturuldu. Patolojik oldugu diistntlen
veriler de cikarildiktan sonra olusturulan ikinci veri setinin frekansi 40.616’s1

kadin, 35.822’si erkek olmak tizere toplam 76.438dir.

Yaslar kuiciikten buiytige dogru siralanmis veriler 1,5 yasa kadar yaklasik
1000 Kkisilik ardisik gruplara, 18 yasa kadar da 3000 kisilik ardisik gruplara
ayrildi. Toplamda 32 yas grubu olusturuldu. Her yas grubu icin referans
limitler belirlendi. Verilerin Gausian dagilmamasi sebebiyle CLSI'm Onerileri
dogrultusunda nonparametrik yontemle analizleri yapildi. Referans limitler

birlestirilerek stirekli referans araliklar olusturuldu.

Ayni1 sekilde daha o6nce tamimlanan patolojik oldugunu varsayilan
polikliniklerden gelen veriler cikarilarak olusturulan 2. veri seti de yasa gore
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alt gruplara ayrildi. Ayni analiz stireclerine tabi tutuldu. Olusturulan referans

araliklar karsilastirildi.
3.4. REFERANS ARALIKLARIN ALT GRUPLARA AYRILMASI

Yas haricinde cinsiyet ve mevsimlere gore alt gruplarin olusturulup
olusturulamayacagi analiz edildi. Dért mevsim birbiri ile karsilastirildi. Kis
icin aralik, ocak, subat; ilkbahar icin mart, nisan, mayis; yaz icin haziran,
temmuz, agustos; sonbahar icin eylil, ekim, kasim aylarim icerecek sekilde
ayrildi. Her bir mevsimin cinsiyet alt gruplan da analiz edildi. Tim bu alt
gruplara ayirma sonrasinda 3 yasma kadar olan gruplarda veri sayisinda
azalma goruldu. Bu azalan verinin 6zgulligt olumsuz etkilemesinden endise
edildigi icin dért mevsime ayrilan verilerin 3 yas sonrasinin cinsiyetleri analiz

edildi.

Alt gruplara ayirma yapilirken Lahti ve arkadaslarinin o6nerileri kullanildi.
Birlestirilmis grubun alt referans limiti (% 2,5) olusturulan alt gruplarin
< %0.9 veya > %4.1 smirini asarsa veya birlestirilmis grubun ust referans
limiti (%97.5) alt gruplarin < %95.9 veya > %99.1 simirlarindan en az birini
asmasl durumunda alt gruplara ayirmayi énermektedir. Birlestirilmis grubun
alt referans limiti alt gruplarin > %1.8 ve < %3.2 smirlarn arasinda ve ust
referans limiti alt gruplarin > %95.9 ve > %99.1 smirlarn arasinda seyrederse
birlestirmeyi, herhangi bir limiti asmasi durumunda da marjinal olarak

tamimlamay1 6nermektedir.(49)

Her bir alt grubun referans limitleri olusturulurken MedCalc (version 15.8;
MedCalc Software, Mariakerke, Belgium) ve SPSS (version 25; SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) programlar1 kullanildi. Bu referans limitleri SigmaPlot 10.0
(Systat Software, San Jose, CA, USA) programu ile birlestirilerek stirekli ve
yuksek cozunurliukli hale getirildi.
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3.5. REFERANS ARALIKLARININ KARSILASTIRILMASI

Bu calismada indirekt yontemle elde edilen referans araliklar direkt yontemle
olusturulmus pediatrik poptilasyon icin diinyada referans kabul edilen
calismalardan biri olan KiGGS (German Health Interview and Examination
Survey For Children and Adolescents) calisma grubunun referans araliklar

ile karsilastirildi.(57)

KiGGS'in yaptigi calismada 4908 kadin, 5108 erkek calismaya dabhil
edilmistir yas ortalamalar1 9.5+4.6 (1-18 yas) dir.25 (OH) vitamin D duzeyleri
Liaison otoanalizoriinde (DiaSorin, Dietzenbach, Germany)
luminesansimmunassay metot ile 6lctilmustiir. Referans araliklar cinsiyet alt
gruplarina ayrilmis, yas araliklar1 da 1 yasmnda 18 yasmma kadar 6 ay
araliklarla 33 yas grubuna ayrilmistir. 1 yasindan kuciik bireyler icin

referans araliklarn sunulmamistir.(57)

Stirekli referans araliklar, KiGGS’in raporladigi referans araliklarin yas
dagilimina gore yeniden gruplandirilarak karsilastirma yapildi. Hesaplanan
surekli referans araliklarla KiGGS’'in referans araliklar arasindaki analitik
fark izin verilen toplam hata (TEa)’ya gore degerlendirildi. Aym1 zamanda tiim
veriler hem hesaplanmis referans araliklara hem de KiGGS'in referans
araliklarina tabi tutularak referans disinda kalan birey ytizdeleri

kiyaslanarak klinik anlamhliklar degerlendirildi.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. PATALOJIK VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

Patolojik verilerin referans araliklarin hesabina olasi etkilerini gozlemlemek
icin endokrinoloji, nefroloji, onkoloji servisleri ve polikliniklerinden ayrica
pediatrik yogun bakim ve yenidogan yogun bakimdan gelen numuneler
cikarllarak baska bir veri seti daha olusturuldu. Tam verilerin referans
araliklan ile patolojik oldugu kabul edilen kliniklerin verilerinin c¢ikarilmis
oldugu veri setinin referans araliklar1 arasindaki benzerlik sekil 4.1

gosterilmistir.
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Sekil 4.1: Olas1 patolojik verilerin 25(OH) vitamin D referans araliklarina

etkisi

Tablo 4.1’de goruldugu gibi iki veri setinin referans araliklar1 arasinda

belirgin bir fark gortlmedigi icin sonraki veri analiz asamalarinda tiim Kklinik

ve servislerden gelen sonuclar ¢calismaya referans deger olarak dahil edildi.
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Tablo 4.1: Olas1 patolojik verilerin 25(OH) vitamin D referans araliklarina

etkisi

Yas Patolojik Veriler Nonpatolojik Veriler* Fark (%)

Alt Ust n ARL URL n ARL URL Alt limit Ust limit
0 98 1039 5.50 56.20 734 5.60 55.31 -1.82 1.58
98 185 1039 8.40 76.80 941 8.10 75.09 3.57 2.23
185 243 1039 10.80 70.20 989 10.38 69.95 3.94 0.36
243 274 1039 11.00 66.40 1000 10.22 66.39 7.11 0.02
274 314 1039 11.30 68.70 993 11.64 67.36 -3.01 1.95
314 365 1039 11.20 64.30 984 11.13 64.38 0.67 -0.12
365 481 1039 9.40 61.58 2917 9.40 59.92 0.00 2.69
481 658 3000 8.60 51.60 2896 8.70 50.96 -1.16 1.25
658 890 3000 8.20 46.60 2883 820 46.19 0.00 0.88
890 1153 3000 7.90 43.00 2902 7.90 42.63 0.00 0.87
1153 1427 3000 8.00 40.40 2870 8.00 40.02 0.00 0.93
1427 1700 3000 7.40 39.70 2859 7.40 39.65 0.00 0.13
1700 1961 3000 7.20 40.00 2865 7.20 40.00 0.00 0.00
1961 2232 3000 7.30 38.50 2804 7.30 38.50 0.00 0.00
2232 2493 3000 7.50 38.40 2838 7.50 38.40 0.00 -0.01
2493 2744 3000 7.80 38.20 2780 7.85 38.64 -0.67 -1.15
2744 2993 3000 7.70 37.30 2772 7.70 37.17 0.00 0.36
2993 3236 3000 7.40 38.10 2710 7.30 38.12 1.35 -0.06
3236 3486 3000 7.20 38.20 2705 7.20 38.14 0.00 0.17
3486 3752 3000 7.10 38.10 2710 7.10 37.92 0.00 0.47
3752 4042 3000 6.80 36.80 2861 6.76  36.65 0.66 0.42
4042 4287 3000 6.10 37.50 2475 6.00 37.50 1.64 0.00
4287 4558 3000 6.10 38.80 2674 6.10 39.00 0.00 -0.52
4558 4831 3000 5.90 36.70 25683 5.80 36.64 1.69 0.16
4831 5106 3000 5.80 36.60 2616 5.70 36.56 1.72 0.12
5106 5365 3000 5.70 40.20 2629 5.60 40.95 1.75 -1.87
5365 5603 3000 5.70 40.00 2705 5.67 39.14 0.61 2.15
5603 5821 3000 5.70 38.40 2692 5.60 37.77 1.75 1.64
5821 6040 3000 5.60 40.00 2760 5.60 39.80 0.00 0.50
6040 6246 3000 5.70 40.30 2772 5.70 40.64 0.00 -0.84
6246 6444 3000 5.50 39.20 2815 5.50 39.30 0.00 -0.26
6444 6569 3000 5.60 38.70 1704 5.60 38.70 0.00 0.00

ARL: Alt referans limit URL:

Ust referans limit

*Patolojik kabul edilen kliniklerden gelen veriler dislandiginda kalan
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4.2. HESAPLANMIS REFERANS LIMITLERI ve CINSIYET ALT GRUPLARI

Tablo 4.2: Hesaplanmis 25 (OH) vitamin D referans limitleri (ng/mL)

YAS (giin) TUMU KADIN ERKEK
Alt  Ust n  ARL URL n  ARL URL n  ARL URL
0 98 1039 5.50 56.20 450 5.53 61.25 589 5.40 54.40
98 185 1039 8.40 76.80 445 8.30 76.87 594 8.36 76.83
185 243 1039 10.80 70.20 496 11.59 68.30 543 7.76 71.36
243 274 1039 11.00 66.40 541 11.72 68.72 498 9.59 62.11
274 314 1039 11.30 68.70 487 13.48 69.46 552 10.26 68.74
314 365 1039 11.20 64.30 500 9.62 63.12 539 11.50 65.05
365 481 1039 9.40 61.58 1479 10.20 63.70 1521 8.81 59.59
481 658 3000 8.60 51.60 1415 8.44 49.70 1585 8.90 53.94
658 890 3000 8.20 46.60 1421 8.20 46.03 1579 8.10 47.35
890 1153 3000 7.90 43.00 1388 7.80 40.31 1612 8.23 44.37
1153 1427 3000 8.00 40.40 1349 7.80 39.93 1651 8.03 40.60
1427 1700 3000 7.40 39.70 1363 7.40 37.69 1643  7.40 40.50
1700 1961 3000 7.20 40.00 1359 7.10 40.00 1641 7.20 39.20
1961 2232 3000 7.30 3850 1392 7.10 38.53 1608 7.40 38.50
2232 2493 3000 7.50 38.40 1469 7.30 36.50 1531 7.70 40.17
2493 2744 3000 7.80 38.20 1463 7.70 36.30 1537 8.20 40.16
2744 2993 3000 7.70 37.30 1483 7.61 37.68 1517 7.70 37.21
2993 3236 3000 7.40 38.10 1551 7.20 36.72 1449 7.80 40.90
3236 3486 3000 7.20 38.20 1530 6.73 38.10 1470 7.80 38.30
3486 3752 3000 7.10 38.10 1530 6.63 37.87 1470 8.08 39.84
3752 4042 3000 6.80 36.80 1521 6.31 35.00 1479 8.00 38.50
4024 4287 3000 6.10 37.50 1483 5.70 33.95 1517 8.00 39.02
4287 4558 3000 6.10 38.80 1489 5.80 34.97 1511 7.18 41.78
4558 4831 3000 5.90 36.70 1596 5.60 34.61 1404 7.00 37.89
4831 5106 3000 5.80 36.60 1705 5.50 34.14 1295 7.00 38.22
5106 5365 3000 5.70 40.20 1810 5.40 37.34 1190 7.20 42.13
5365 5603 3000 5.70 40.00 1890 5.60 38.67 1110 6.60 42.57
5603 5821 3000 5.70 38.40 1963 5.50 37.20 1037 6.90 40.31
5821 6040 3000 5.60 40.00 2087 5.50 35.84 913 7.28 44.80
6040 6246 3000 5.70 40.30 2127 5.60 40.18 873 6.90 42.56
6246 6444 3000 5.50 39.20 2185 5.40 37.64 815 6.20 41.60
6444 6569 3000 5.60 38.70 1322 5.50 39.61 500 6.50 38.70

ARL: Alt referans limit URL:Ust referans limit
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Hesaplanmis referans limitler tablo 4.2’de gosterilmektedir. Bu referans limit-
lerin birlestirilmesi ile olusturulan strekli referans araliklar sekil 4.2'de gos-

terilmektedir.
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Sekil 4.2: Hesaplanmis 25 (OH) vitamin D’nin cinsiyete 6zgt stirekli referans
araliklari

Referans araliklarinin cinsiyete gore alt gruplara ayrim analizini yapabilmek
icin Lahti ve arkadaslarinin o6nerileri kullanildi. Cinsiyete gore alt gruplara
ayirma sonugclari tablo 4.3’de gosterildi. Analiz sonrasinda yas araligi 0-3236.
gine (yaklasik 9 yas) kadar olan referans araliklarin kadin - erkek alt gruplar
birlestirildi, 3236. gtin sonrasi referans araliklar1 kadin ve erkek olarak iki alt

gruba ayrildi.
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4.3. HESAPLANMIS REFERANS ARALIKLARIN MEVSiMLERE GORE ALT
GRUPLARI

Yapilan calisma indirekt oldugu icin referans araliklari mevsimlere
boélinduginde referans deger sayilarimin dagihimlarinda farkliklar gozlendi.
[lkbahar alt gruplarinin n sayilarinin cok diisiik olmasi sebebiyle referans
araliklar 1 yasa kadar 3 aylik araliklarla, 1 yas sonrasi da 1 yillik araliklarla
alt yas gruplarina ayrildi.(Tablo 4.4)

Tablo 4.4: Hesaplanmis 25 (OH) vitamin D’nin mevsimlere gore
referans limitleri

Yas (giin) Kis ilkbahar Yaz Sonbahar
Alt  Ust n ARL URL n  ARL URL n  ARL URL n  ARL URL
(0] 90 253 5.43 48.00 199 5.30 67.20 261 5.30 53.49 254 5.73 71.83
90 180 247 6.82 83.65 174 12.64 82.25 298 10.34 71.46 313 7.47 73.56
180 270 430 7.68 69.06 430 9.77 71.75 592 13.20 72.98 563 12.70 66.59
270 365 461 9.15 61.71 458 11.20 70.06 678 14.10 66.93 614 10.10 64.42

365 730 1514 6.80 52.71 1434 7.89 52.30 1949 12.28 56.53 2073 10.30 59.40

730 1095 1020 6.70 43.84 868 7.67 42.93 1162 10.71 47.59 1276 10.00 45.01
1095 1460 959 6.90 35.10 856 7.44 37.87 1078 10.70 43.00 1224 9.40 42.24
1460 1825 988 6.50 32.98 907 6.87 34.19 1029 11.28 44.95 1178 9.60 41.75
1825 2190 963 6.40 33.36 862 6.36 34.69 1087 10.40 40.46 1121 9.50 40.20
2190 2555 1040 6.80 29.40 891 6.90 32.87 1157 11.20 41.61 1134 9.44 39.91
2555 2920 1113 6.98 31.86 885 7.40 29.54 1165 11.50 43.07 1192 9.18 39.37
2920 3285 1159 6.50 30.50 910 6.96 31.05 1207 11.02 41.40 1250 10.03 39.60
3285 3650 1055 6.24 30.12 877 6.70 29.23 1081 10.90 42.10 1212 9.30 39.74
3650 4015 1032 5.80 29.23 747 6.40 29.73 1078 9.09 44.80 1192 8.28 38.64

4015 4380 958 5.80 27.21 725 5.70 31.27 1136  7.10 39.90 1270 6.60 39.58
4380 4745 969 5.62 30.08 707 5.60 32.10 1149 6.68 39.55 1232 7.10 40.80
4745 5110 1034 5.60 30.22 697 5.40 32.50 1175 6.44 41.94 1087 6.30 35.14

5110 5475 1044 5.40 34.29 773 5.50 30.99 1341 6.00 45.04 1142 6.00 43.44
5475 5840 1196 5.60 34.55 805 5.50 33.22 1502 5.90 40.54 1423 5.70 37.28
5840 6205 1212 5.50 37.33 854 5.40 46.58 1515 6.00 46.34 1524 5.80 39.09
6205 6569 1375 5.40 37.36 833 5.40 36.83 1569 5.80 41.18 1666 5.70 39.33

ARL: Alt referans limit URL: Ust referans limit
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Sekil 4.3: Hesaplanmis 25 (OH) vitamin D’nin mevsimlere 6zgu stirekli refe-
rans araliklari

25 (OH) vitamin D’nin mevsimlere 6zgi stirekli referans araliklan sekil 4.3’te
gosterilmistir. DoOrt mevsimin referans araliklarinin benzerlikleri yine
Lahtimin 6nerdigi gruplama metoduna goére analiz edildi. Sonugclar1 tablo 4.5,
tablo 4.6, tablo 4.7, tablo 4.8, tablo 4.9 ve tablo 4.10’da gosterilmektedir.
Analiz sonrasinda kis ile ilkbahar alt gruplan birlestirilerek "birlestirilmis kis
referans araliklar1", yaz ile sonbahar alt gruplan birlestirilerek "birlestirilmis

yaz referans araliklan" olusturuldu.
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Sekil 4.4: Hesaplanmis 25 (OH) vitamin D’nin birlestirilmis kis ve
birlestirilmis yaz sturekli referans araliklari

Birlestirilmis kis ve birlestirilmis yaz surekli referans araliklan sekil 4.4’te
gosterilmistir. Bu araliklarin cinsiyet alt grup analiz sonuclan da tablo 4.11
ve tablo 4.12'de gosterilmistir. Birlestirilmis kis referans araliklarinin 3285.
ginden sonraki araliklarinda, birlestirilmis yaz referans araliklarimin ise
3650. guinden sonraki araliklarinda cinsiyet alt gruplarina ayirma tablo 4.13
ve tablo 4.14’de yapild1 . 25 (OH) vitamin D’nin yasa, cinsiyet ve mevsimlere

0zgu surekli referans araliklan sekil 4.5 ve sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Tablo 4.13: 25 (OH) vitamin D’nin birlestirilmis kis referans limitleri

Yas (giin) Birlestirilmis Kis Kadin Erkek

Alt Ust n ARL URL ARL URL ARL URL
0 90 452 5.33 51.47 5.33 51.47 5.33 51.47
90 180 421 7.88 82.05 7.88 82.05 7.88 82.05
180 270 860 8.41 70.10 8.41 70.10 8.41 70.10
270 365 919 11.00 66.10 11.00 66.10 11.00 66.10
365 730 2948 7.20 52.33 7.20 52.33 7.20 52.33
730 1095 1888 7.10 42.98 7.10 42.98 7.10 42.98
1095 1460 1815 7.20 36.66 7.20 36.66 7.20 36.66
1460 1825 1895 6.70 33.48 6.70 33.48 6.70 33.48
1825 2190 1825 6.40 34.34 6.40 34.34 6.40 34.34
2190 2555 1931 6.90 31.60 6.90 31.60 6.90 31.60
2555 2920 1998 7.10 30.60 7.10 30.60 7.10 30.60
2920 3285 2069 6.60 30.80 6.60 30.80 6.60 30.80
3285 3650 1932 6.50 29.87 6.10 26.31 7.30 32.01
3650 4015 1779 6.20 29.35 5.70 28.78 7.20 29.54
4015 4380 1683 5.70 29.37 5.60 28.11 6.63 30.34
4380 4745 1676 5.60 30.32 5.50 29.10 6.60 32.10
4745 5110 1731 5.60 30.34 5.40 31.11 6.30 30.06
5110 5475 1817 5.40 33.31 5.30 31.27 6.20 35.17
5475 5840 2001 5.60 34.18 5.30 32.73 6.10 35.40
5840 6205 2066 5.50 40.72 5.40 40.24 6.51 42.26
6205 6569 2208 5.40 36.96 5.30 38.46 5.89 28.88

ARL: Alt referans limit URL: Ust referans limit

50



Bulgular

Tablo 4.14: 25 (OH) vitamin D’nin birlestirilmis yaz referans limitleri

Yas (giin) Birlestirilmis Yaz Kadin Erkek

Alt Ust n ARL URL ARL URL ARL URL
0 90 515 5.59 60.69 5.59 60.69 5.59 60.69
90 180 611 8.77 72.54 8.77 72.54 8.77 72.54
180 270 1155 12.89 68.54 12.89 68.54 12.89 68.54
270 365 1292 12.57 66.00 12.57 66.00 12.57 66.00
365 730 4022 11.26 57.85 11.26 57.85 11.26 57.85
730 1095 2438 10.20 45.91 10.20 45.91 10.20 45.91
1095 1460 2302 9.70 42.38 9.70 42.38 9.70 42.38
1460 1825 2207 10.02 43.18 10.02 43.18 10.02 43.18
1825 2190 2208 10.10 40.28 10.10 40.28 10.10 40.28
2190 2555 2291 10.30 40.68 10.30 40.68 10.30 40.68
2555 2920 2357 9.90 41.81 9.90 41.81 9.90 41.81
2920 3285 2457 10.40 41.00 10.40 41.00 10.40 41.00
3285 3650 2293 10.04 40.80 10.04 40.80 10.04 40.80
3650 4015 2270 8.50 40.67 7.99 39.61 10.29 41.94
4015 4380 2406 6.90 39.85 6.10 36.34 10.16 41.98
4380 4745 2381 6.80 40.43 6.23 36.77 9.26 43.08
4745 5110 2262 6.30 38.00 5.70 35.46 8.40 43.80
5110 5475 2483 6.00 43.77 5.70 41.01 8.60 46.55
5475 5840 2925 5.80 39.00 5.60 37.50 9.20 40.10
5840 6205 3039 5.90 41.40 5.70 37.38 8.62 47.27
6205 6569 3235 5.80 39.85 5.60 38.22 8.63 43.28

ARL: Alt referans limit URL: Ust referans limit
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4.4. REFERANS ARALIKLARININ KARSILASTIRILMASI

Indirekt metotla olusturulan 25(OH) vitamin D’nin stirekli referans araliklar
direkt metotla olusturulmus KiGGS referans araliklan ile Kkarsilastirildi.
Karsilastirma yapabilmek icin KiGGS’in yas araliklarina goére bu calismanin
referans araliklan cinsiyet alt gruplarina ayrilarak tekrar hesaplandi. Sturekli
referans araliklan ile KiGGS’in referans araliklan sekil 4.7 ve sekil 4.8’da

gosterilmistir. Farklan tablo 4.15 ve tablo 4.16’de gosterilmistir.
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Sekil 4.7: 25(0OH) vitamin D’nin stirekli referans araliklan ile KiGGS'in refe-
rans araliklar (Kadin)

54



Bulgular

70

60 -

50 4

40 -

30 4

20 -

10 ~

25 (OH) vitamin D (ng/mL)

V] 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Yas (giin)

—&— KIGGS Erkek Alt Referans Limitler
—+— KIGGS Erkek Ust Referans Limitler
=== Hesaplanmis Erkek Alt Referans Limitler
Hesaplanmis Erkek Ust Referans Limitler

Sekil 4.8: Surekli referans araliklar ile KiGGS’in referans araliklan (Erkek)

55



Bulgular

Tablo 4.15: Hesaplanmis 25 (OH) vitamin D kadin referans araliklar ile
KiGGS’in kadin referans araliklarimin karsilastirilmasi

KADIN KiGGSRI  Hesaplanmis RI
Yas Yas (giin) (ng/mkL) (ng/mkL) Fark (%) TEa (%)

(ya) Alt Ust ARL URL ARL URL ARL URL

o 183 5.80 71.73

183 365 11.97 67.56
1.5 365 638 7.60 54.00 9.30 56.95 -22.4 -5.5
2 639 820 6.80 49.60 7.74 49.40 -13.9 0.4
2.5 821 1003 6.40 46.00 7.82 44.03 -22.2 4.3
3 1004 1185 6.00 43.20 7.80 40.18 -30.0 7.0
3.5 1186 1368 5.60 41.60 7.80 38.79 -39.3 6.8
4 1369 1550 5.20 40.40 7.30 41.14 -40.4 -1.8
4.5 1551 1733 5.20 39.60 7.50 35.88 -44.2 9.4
5 1734 1915 4.80 39.20 7.40 40.08 -54.2 -2.2
5.5 1916 2098 4.80 39.20 7.24 40.63 -50.7 -3.6
6 2099 2280 4.80 39.20 7.01 36.48 -46.0 6.9
6.5 2281 2463 4.80 39.20 7.30 36.76 -52.1 6.2
7 2464 2645 4.80 39.20 7.70 37.60 -60.4 4.1
7.5 2646 2828 4.40 38.80 7.70 35.35 -75.0 8.9
8 2829 3010 4.40 38.40 7.40 38.24 -68.2 0.4

8.5 3011 3193 4.40 38.00 7.10 36.61 -61.4 3.7 25

9 3194 3375 4.00 37.60 7.20 36.30 -80.0 3.5
9.5 3376 3558 4.00 36.80 6.48 38.92 -62.0 -5.8
10 3559 3740 4.00 36.00 6.63 37.87 -65.8 -5.2
10.5 3741 3923 3.60 34.80 6.33 36.60 -75.8 -5.2
11 3924 4105 3.60 34.00 6.10 33.40 -69.4 1.8
11.5 4106 4288 3.60 33.20 5.64 33.94 -56.6 -2.2
12 4289 4470 3.20 32.80 5.80 35.70 -81.3 -8.8
12.5 4471 4653 3.20 32.80 5.70 36.84 -78.1 -12.3
13 4654 4835 3.20 33.60 5.60 32.70 -75.0 2.7
13.5 4836 5018 3.20 34.40 5.50 33.00 -71.9 4.1
14 5019 5200 3.60 35.60 5.50 36.45 -52.8 -2.4
14.5 5201 5383 3.60 37.20 5.40 37.06 -50.0 0.4
15 5384 5565 3.60 39.20 5.60 41.84 -55.6 -6.7
15.5 5566 5748 3.60 41.20 5.40 37.48 -50.0 9.0
16 5749 5930 4.00 43.20 5.60 33.22 -40.0 23.1
16.5 5931 6113 4.00 45.60 5.50 43.06 -37.5 5.6
17 6114 6295 4.40 48.00 5.50 39.30 -25.0 18.1
17.5 6296 6569 4.40 50.80 5.40 38.40 -22.7 244

ARL: Alt referans limit URL: Ust referans:jimit
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Tablo 4.16: Hesaplanmis 25 (OH) vitamin D erkek referans araliklan ile
KiGGS'in erkek referans araliklarinin karsilastirilmasi

ERKEK KiGGS RI Hesaplanmis RI
Yas Yas (giin) (ng/mkL) (ng/mkL) Fark (%) TEa (%)

(y1) Alt  Ust ARL URL ARL URL ARL URL

0 183 5.70 71.18

183 365 10.50 66.73
1.5 365 638 9.20 54.80 8.90 56.85 3.3 -37
2 639 820 8.00 51.60 8.64 48.40 -8.0 6.2
2.5 821 1003 6.80 48.80 7.70 45.00 -13.2 7.8
3 1004 1185 6.00 46.00 8.50 43.17 -41.7 6.2
3.5 1186 1368 5.20 43.60 8.04 40.91 -54.6 6.2
4 1369 1550 4.80 42.40 7.46 42.14 -55.4 0.6
4.5 1551 1733 4.40 42.00 7.25 39.96 -64.7 4.9
5 1734 1915 4.40 41.60 7.20 40.29 -63.6 3.1
5.5 1916 2098 4.40 41.20 7.43 38.57 -68.9 6.4
6 2099 2280 4.00 41.20 7.80 38.41 -95.0 6.8
6.5 2281 2463 4.40 40.80 7.70 39.94 -75.0 2.1
7 2464 2645 4.40 40.40 7.90 38.90 -79.5 3.7
7.5 2646 2828 4.40 40.40 7.70 41.84 -75.0 -3.6
8 2829 3010 4.40 40.00 7.86 36.34 -78.7 9.2

8.5 3011 3193 4.80 39.60 7.82 41.29 -62.8 -4.3 25

9 3194 3375 4.80 39.20 7.47 37.93 -55.6 3.2
9.5 3376 3558 4.80 38.40 8.00 38.51 -66.7 -0.3
10 3559 3740 4.80 38.40 7.95 40.05 -65.6 -4.3
10.5 3741 3923 4.80 38.00 7.50 38.46 -56.3 -1.2
11 3924 4105 4.80 38.00 8.10 38.03 -68.8 -0.1
11.5 4106 4288 4.80 37.60 7.97 39.69 -66.0 -5.6
12 4289 4470 4.80 37.60 7.10 43.63 -47.9 -16.0
12.5 4471 4653 4.40 37.20 7.10 37.34 -61.4 -0.4
13 4654 4835 4.40 36.80 7.14 38.70 -62.3 -5.2
13.5 4836 5018 4.40 36.80 7.00 38.21 -59.1 -3.8
14 5019 5200 4.00 36.40 6.99 41.15 -74.6 -13.0
14.5 5201 5383 4.00 36.80 7.30 44.90 -82.5 -22.0
15 5384 5565 3.60 37.20 6.60 40.98 -83.3 -10.1
15.5 5566 5748 3.60 37.60 6.63 39.61 -84.1 -5.3
16 5749 5930 3.20 38.40 7.30 43.89 -128.1 -14.3
16.5 5931 6113 3.20 39.20 7.11 47.23 -122.1 -20.5
17 6114 6295 2.80 40.80 6.80 37.90 -142.9 7.1
17.5 6296 6569 2.80 42.40 6.30 41.17 -125.0 2.9

ARL: Alt referans limit URL: Ust referans limit
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Calismaya dahil edilen tim bireyler hem hesaplanmis referans araliklarina
hem de KiGGS referans araliklara gore ayr1 ayr1 degerlendirildiginde referans
araligr disinda kalan birey ytizdeleri oldukc¢a yakin bulundu. Kadin bireylerin
KiGGS gore % 2,41, hesaplanmis referans araliklarina goére % 4,7’si referans
disinda kalirken, erkek bireylerin KiGGS'e gore % 2,7’si, hesaplanmis
referans araliklarina gore % 4,81 referans disinda kalmistir. Klinik olarak

degerlendirildiginde referans araliklar arasindaki fark duastik bulundu.
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Tablo 4.17: KiGGS ile hesaplanmis referans araliklarin disinda kalan birey
yuzdeleri ve farklar

RI Disinda Kalan

RI Disinda Kalan

Yas (giin)
Kadin Yiizdesi (%) Erkek Yiizdesi (%)
Alt  Ust Toplam KiGGS Hesaplanmis Fark Toplam KiGGS Hesaplanmis Fark
Kadin RI RI Erkek RI RI

365 638 2789 4.3 4.8 -0.5 2964 5.5 4.9 0.6

639 820 1136 3.3 4.8 -1.5 1295 3.3 49 -1.6

821 1003 968 2.4 50 -2.6 1104 2.4 4.8 -24
1004 1185 983 2.4 4.8 -2.3 1137 2.1 4.8 -2.7
1186 1368 920 1.1 47 -3.6 1094 1.6 49 -34
1369 1550 892 2.6 4.6 -2.0 1143 2.4 49 -25
1551 1733 922 1.6 49 -3.3 1097 1.8 49 -3.1
1734 1915 969 3.0 49 -19 1141 2.1 4.7 -2.6
1916 2098 866 3.0 4.8 -1.8 1051 1.7 49 -3.2
2099 2280 1003 1.5 5.0 -3.5 1115 1.4 4.8 -3.3
2281 2463 1026 1.8 4.8 -3.0 1055 2.3 4.8 -2.6
2464 2645 1046 2.2 45 -2.3 1128 2.0 45 -25
2646 2828 1090 1.5 4.6 -3.1 1112 2.7 46 -1.9
2829 3010 1105 2.3 4.8 -2.5 1104 1.4 49 -34
3011 3193 1171 1.9 49 -3.0 1085 2.9 50 -2.0
3194 38375 1161 2.2 4.8 -2.7 1093 2.1 49 -2.8
3376 3558 1071 3.2 49 -1.7 1025 2.4 4.8 -2.3
3559 3740 1011 2.8 49 -22 1018 3.1 49 -1.8
3741 3923 1010 3.3 49 -1.6 988 2.5 46 -2.0
3924 4105 1060 2.1 4.4 -24 1009 2.5 49 -24
4106 4288 1014 2.7 49 -23 1067 3.4 49 -15
4289 4470 1023 3.4 4.7 -1.3 1028 4.1 46 -0.5
4471 4653 1054 3.5 4.8 -1.3 967 2.5 4.8 -2.3
4654 4835 1041 2.2 46 -24 935 3.2 49 -1.7
4836 5018 1099 2.0 46 -2.6 898 2.9 4.7 -1.8
5019 5200 1218 2.8 4.8 -2.0 833 3.5 4.8 -1.3
5201 5383 1296 2.5 46 -2.2 799 4.1 45 -04
5384 5565 1432 2.7 45 -1.8 849 3.1 4.8 -1.8
5566 5748 1606 1.6 4.4 -27 890 2.7 49 -2.2
5749 5930 1690 1.1 49 -37 801 4.4 4.7 -04
5931 6113 1816 2.0 4.7 -2.6 762 3.9 50 -1.0
6114 6295 1964 1.5 45 -3.0 784 1.8 46 -2.8
6296 6569 2933 1.6 4.6 -3.1 1096 2.1 45 -24

Toplam 41385 2.4 4.7 -2.3 35467 2.7 4.8 -2.1

RI: referans aralik
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BOLUM 5

TARTISMA ve SONUC

5.1. TARTISMA

D vitamini, diyet ile (6zellikle yagh baliklar, yumurtalar, stt urtnleri ve
takviye edilmis yiyecekler) alinabilen bir sekosteroiddir. Bununla birlikte,
insanlarda, D vitamininin btliyik bir kismi deride, 6ncii molekiil
7-dehidrokolesterolden UV isinlarla bir dizi modifikasyona tabi tutularak
sentezlenir. Karaciger ve bobreklerde (veya ekstrarenal hicrelerde)
gerceklesen sirali hidroksilasyon reaksiyonlar1 sonunda da aktif formuna
dontsur. D vitamininin asil roli kemik mineralizasyonu ve Kkalsiyum
regiillasyonu tuzerinedir. Ancak D vitamininin bircok iskelet disi dokuda
reseptorinin varligr ve etkileri gosterilmistir (58, 59). D vitamininin, insiline
bagiml tip 1 diabetes mellitus (60), otoimmtin tiroid hastalig1 (61, 62), multipl
skleroz, inflamatuvar barsak hastaligi (63), sistemik lupus eritematozus (64)
ve romatoid artrit (RA) (65) dahil olmak tizere pek ¢cok otoimmuin hastaligin
patofizyolojisinde rolti oldugu dustlmektedir. Ancak D vitamininin otoimmtin
hastalig: etkiledigi iddia edilen altta yatan mekanizmalar birbiri ile tutarsizdir
ve D vitamini eksikliginin otoimmuin hastalik patogenezine katkida bulunup
bulunmadigi ya da hastaligin prognozu ve siddetinde bir belirte¢ olup

olmadig1 hala net degildir (66).

D vitamini ile ilgi yapilmis bir calismada RA olan hastalarin enfekte olmus
eklemlerinden T hiicrelerinin 1,25 (OH), vitamin Ds’e kars1 duyarsiz oldugu ve
sinyal yolagimin bozuldugu gosterilmistir (67). Bu sebeple D vitamini
takviyesinin terapo6tik etkilerinden ziyade RA riski tasiyan bireylerde
hastaligin 6nlenmesinde D vitamini desteginin etkilerini ve RA'nmin erken
evrelerinde hastaligin prognozunu degerlendirmeye katki saglayacak daha

fazla calismaya ihtiya¢ vardir (66).
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Global Consensus Recommendations on Prevention and Management of
Nutritional Rickets’in onerilerine dayali yapilan bir calismada, radyografik
olarak onaylanmis rasitizmi olan cocuklarin kirik riskinin arttigr ve basit D
vitamini eksikligi olan cocuklarin kirik riskinin artmadigi rapor edilmistir

(68).

2014 yilinda acil servis hastalarn ile yapilan bir calismada, 18 yasin altindaki
100 ¢ocukta D vitamini diizeyleri arasinda kirilmalara gore bir fark olmadigi
gosterilmistir (69). Yine Minkowitz ve arkadaslari, D vitamini seviyesine bagh
olarak kirik riskinde bir artis bulmadiklarini; ancak, D vitamini degeri diistik
olan hastalarda ciddi kirik riskinin daha ytiksek oldugunu rapor etmislerdir
(70). Anderson ve ark. 2017 yilindaki bir raporunda D vitamini dtizeyleri ile
kirilma riski arasinda bir iliski olmadigi, ancak ebeveynleri tarafindan D
vitamini takviyesi verilen cocuklarin kirik riskinin daha dustik oldugu tespit
edildi (71). Bu bulgularin aksine, 2017 yilinda yapilan bir calismada, kirig:
olan cocuklarda normal cocuklara goére anlamh sekilde daha diistik 25 (OH)
vitamin D duzeyleri bulunmustur (14,5 ila 21,3 ng/mL arasi) (72). Benzer
sekilde, Misirli bir calisma, 2016 yilinda 6nkol kirig1 olan cocuklarda D
vitamini eksikligi oraninin arttigini ve kemik mineral yogunlugunun azaldigim

gostermistir (73).

D vitamini duzeylerini klinik acidan kategorize eden kuruluslar arasinda da
tam bir mutabakat yoktur. Institute of Medicine ve Global Consensus
Recommendations on Prevention and Management of Nutritional Rickets’e
gore D vitamininin 12 ng/mL’'nin alti eksiklik, 20 ng/mL’'nin tizeri yeterlilik
olarak tamimlanirken Pediatric Endocrine Society’e gore 15 ng/mL ve alti
eksiklik, 20 ng/mL'nin uzeri yeterlilik, The Endocrine Society ve Italian
Pediatric Society’e gére 20 ng/mLmnin alti eksiklik, 30 ng/mL'nin {izeri

yeterlilik olarak tamimlanmaktadir (74).

Turkiye’de prevalans ile alakali yapilmis calismalara bakacak olursak;
Ankara’da yapilmis bir calismada yaslar 0-16 arasinda 440 pediatrik grubun
% 40'min 25(0OH) vitamin D seviyesi 20 ng/mL’'nin altinda bulundu (75). Yine
aymi bolge yapilmis baska bir calismada O0-16 arasi 849 pediatrik
poptlasyonun % 8inin 25(OH) vitamin D seviyesi 20 ng/mLmnin altinda, %

25,5’inin 20-29 ng/mL arasmnda bulundu (76).
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D vitamini dizeylerinin tamimu ile ilgili yapilan smiflamalara gore pediatrik
bireylerin buiytk bir kisminda eksiklik ya da yetersizlik gérulmektedir. Ancak
referans aralig ile ilgili yapilmis calismalara baktigimizda referans limitlerin

daha diistk oldugunu toplumun buiytik bir kismini kapsadigini goériiyoruz.

Pediatrik laboratuvar tibbi1 uygulamasi, cocukluk ve ergenlik déneminde
buytme, beslenme ve hastalik ile iligskili bir dizi sorunlarla i¢ icedir.
Dogumdan erigkinlige kadar yasa bagl olusan degisiklikler, buytyen

cocuklarda saglik teshisi stirecini zorlastirmaktadir (77).

Klinisyenlerin klinik tani, tarama ve tedavi takibinde laboratuvar test
sonuclarimin 6nemi yadsmmamaz. Laboratuvar sonuclarimi degerlendirmede
kullanilan referans araliklarinin dogru sekilde olusturulmasi oldukca
onemlidir. Laboratuvar testlerinin mevcut referans araliklan yillar 6énce ve
eski teknolojiler kullamilarak belirlenmistir, bu ytzden artik guvenilir
olmayabilirler (78). Gliintimtuizde literatiirde, 6zellikle laboratuvar testlerinin
dogru yorumlanmasimi engelleyen pediatrik laboratuvar referans
araliklarinda kritik bosluklar bulunmaktadir. Bu durum bir¢ok ¢cocukluk cagi
hastaliginin yanlis teshisi olasiigini arttirmaktadir. Referans araliklarn
populasyona, cevresel etkenlere, yontem ve cihazlara bagh olarak degisiklik
gostermesi sebebiyle IFCC ve CLSI, her laboratuvarin kendi referans
araliklarim belirlemesini 6nerir. Referans popuilasyonunu en iyi sekilde temsil
eden referans bireylerin secimi icin de direkt veya indirekt yontemler
kullanilir. Direkt yontemde, bireyler belli 6lctitlere gore ana poptilasyondan
orneklenip laboratuvar analizleri yapilirken, indirekt yontemde test sonugclari,
bireylerden bagimsiz olarak veritabanindan belirli kriterlere dayanarak secilir.
Direkt metotta her alt grup icin en az 120 saglikhi bireye ihtiya¢ vardir.
Uygulama zorluklan ve gider maliyetleri gibi faktorler goz 6éntine alindiginda,
indirekt yontem kendi referans araliklarinmi belirlemede laboratuvarlar icin
daha avantajhidir. CLSI pediatrik poptilasyondan numune almada yasanan
gucliikler sebebiyle pediatrik referans araliklarin olusturulmasinda indirekt

yontem kullanimim desteklemektedir (27).

D vitamini ¢ocuklarin kemik sagliginin devamliginda ve iskelet disi1 pek cok
hastaligin o6nlemesinde etkili oldugu dusuntlen sebebiyle D vitamini

diizeylerinin 6lctilmesi oldukca 6nemlidir. Bu calismanin amaci ¢ocuklarin
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kemik sagliginin devamliginda ve iskelet dis1 pek cok hastaligin 6énlemesinde
etkili oldugu ileri stirtilen D vitamininin yasa, cinsiyete ve mevsimlere 6zgu
suirekli referans araliklarimi indirekt yontemle belirlemek ve direkt yontemle

belirlenen referans araliklarla uyumunu tespit etmektir.

83.062 pediatrik bireyin katildigi bu calismada D vitamini degerleri genis bir
dagilim gosterip (3,4-155,9 ng/mL), nongausian dagilmasi sebebiyle referans

limitler olusturulurken nonparametrik yéntem kullanildi.

Referans limitler hesaplanirken Tukey metodu ile cok fazla u¢ deger tespit
edildi ancak bu kadar fazla veriyi ¢ikarmak yerine sadece Lawson Wilkins
Pediatrik Endokrinoloji Derneginin Ilac ve Terdpatikler Komitesinin énerileri
(4) dogrultusunda agir eksiklik olarak tamimlanan 25 (OH) vitamin D’'nin <5
degerleri ve fazlalik olarak tamimlanan >100 degerleri patolojik olarak kabul

edilip referans degerlerden cikarilmistir.

Referans bireylerin indirekt 6rnekleme ile secildigi bu calismada sonuclarin
patolojik olabilecegi dusuntilen ilgili yogun bakim, servis ve poliklinik
numunelerinin cikarilmasi ile olusturulan referans araliklar arasinda fark
gorulmemesi sebebiyle klinik dislamasi yapilmadan tiim veriler calismaya

dahil edildi.

Referans araliklar1 olusturulurken cinsiyet ve mevsime 6zgii alt gruplara
ayirma analizinde Lahti ve arkadaslarinin énerileri kullamldi. Lahti yaklasim
gausian dagilim gostermeyen referans aralik degerlerinin gruplama analizde

kullanilmasi 6nerilmekte ve tercih edilmektedir (49, 79).

25 (OH) vitamin D referans araliklar1 olusturulurken yas gruplarinin referans
birey sayilar1 esit tutulup, her yas grubu icin referans limitler belirlendi.
Referans limitler birlestirilerek stirekli referans araliklar olusturuldu. Bu

sayede uygun coziunurlik ve stabilitede referans araliklar olusturuldu.

Aymi yas araliklan icerisinde cinsiyete 6zgti referans araliklar da olusturuldu.
3486. glin, yaklasik 10 yas sonrasi referans araliklarin kadin - erkek olarak
iki alt gruba ayrilmasi gerektigi gortildii. Bu da erken adolesan déneme denk
gelmektedir. Erken adolesan dénemin 10 yasinda basladigi ancak adrenal
stres hormonlarin daha erken yaslarda aktivasyonunun basladig:
bilinmektedir (80). Amerikan pediatri akademisi bazi kizlarda adolesan
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déonemin 8 yasinda, bazi erkeklerde de 9 yasinda baslayabildigini
belirtmektedir. Adolesan doénemin D vitamin dutizeyleri tizerine etkisi oldugu

dustunilmektedir (81).

D vitamini sentezinin giines 1sinlarinin dik geldigi yaz mevsiminde arttigi ve
kis mevsiminde azaldig1 bilinmektedir (82). Bu calismada yaz ve sonbahar
25(0OH) vitamin D degerlerinin kis ile ilkbahar 25(OH) vitamin D degerlerinden
yuksek oldugu dogrulandi. Yazin guines etkisi ile dolan depolar sonbaharda
bir miktar azalsa da iki mevsimin 25(OH) vitamin D degerleri birbirine yakin
bulundu. Kisin gines 1sinlarinin acisinin azalmasi ile kis seviyeleri belirgin
sekilde diisiik bulundu. Ilkbaharda giines isinlarinin acisinin artmasiyla
sentez baslasa bile yine de kis degerlerine yakin dustik bulundu. Bu sebeple
25(0OH) vitamin D i¢in kis ile ilkbahar, yaz ile sonbahar degerleri birlestirilerek
iki mevsim olarak kullamilmasi daha dogru ve daha pratik kabul edildi.
Birlestirilmis kis referans araliklarinda yaklasik 9 yas (3285.gtin) sonrasinda,
birlestirilmis yaz referans araliklarinda ise 10 yas sonrasinda (3650.giin) 25

(OH) vitamin D degerlerinde cinsiyetler aras1 gruplama yapildi.

Indirekt yoéntemle olusturulan referans araliklar ile direkt yoéntemle
olusturulan referans araliklar arasindaki uyumu goézlemlemek icin pediatrik
poplilasyonda direkt yontemle referans araligi calismasi yapan KiGGS
calismas1 ile karsilastinldi. KiGGS referans araliklar1 ile bu c¢alismada
hesaplanan referans araliklarin % farkina bakildiginda alt limitler arasinda
buyutk fark goértilmesine ragmen st limitler arasindaki fark TEa’nin altinda
bulundu. Alt referans limitlerindeki bu analitik farkin sebebi Olctim
yontemleri ve cihaz farkliliklari, poptilasyonlarin etnik koéken farkhliklari,
enlem etkisi olabilir. Buna ragmen tim veriler hem hesaplanmis referans
araliklari hem de KiGGS referans araliklarina tabi tutuldugunda kadin
referans araliklar arasinda %2,4; erkek referans araliklarn arasinda %2,1 gibi
kiuicik farklar goruldii. Bu da bize analitik olarak goértilen farkin Kklinige

yansimasinin olduk¢a diistik oldugunu gostermektedir.

KiGGS calismasinda 14 yas ve sonrasi kizlarda 25 (OH) vitamin D
seviyelerinde artis gortlmus ve bu yas grubundaki kizlarin yaklasik % 25’inin

oral kontraseptif kullanmasi, bu ilaglarin D vitamini baglayic1 protein
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seviyelerinde artisa neden olmasi sebep olarak gosterilmistir (57, 83). KiGGS

1 yas altindaki bireyler icin referans araligi raporlamamistir.

Pediatrik poptilasyonda direkt yontemle referans araligi calismasi yapan bir
baska grup da CALIPER (Canadian laboratory Initiative on Pediatric Reference
Intervals)’dir (84). CALIPER’in sundugu 1 ila 14 yas aras1 25 (OH) vitamin D
referans limitler hem bu calismada hesaplanan referans limitlerden hem de
KiGGS referans limitlerinden ytiksektir. Bunun sebebi Kuzey Amerika ve
Kanada ulkelerinde takviye tirtinlerin kullaniminin poptler olmasi ve pek cok
paketli gidalara eklenen D vitamini takviyeleri olabilir. Ayrica CALIPER’in bu
calismasinda mevsimlere gore kan alma zamanlarina baktigimizda 1-14 yas
arasi ¢cocuklarda kan alinan mevsimler biiytiik oranda yaz ve sonbahar iken,
25 (OH) vitamin D referans limitlerin diistik oldugu 14-19 yas arasinda ise
agirlikli olarak kis ve ilkbahar mevsimlerinde numune alimi yapilmistir. Bu
numune alim zamanlarinin homojen olmamasi da verilerin KiGGS ve bu tezde
hesaplanan referans araliklarindan farklihk gostermesine neden olabilir. 25
(OH) vitamin D dtizeylerini Abbott Architect i2000 analizériinde CMIA metodu
ile calisan CALIPER 5-15 gun arasi bebekler icin alt referans limiti 1,7 ng/mL
olarak sunmaktadir. Ancak Architect i2000 analizérti CMIA metodu icin LoQ
(limit of quantification) degeri 2,4ng/mL’dir. Ayrica CALIPERin 9-14 yas
cocuklar icin sundugu referans araligi 12,68-46,52 ng/mL iken, 14-19 yas
arasl icin 4,8-42,32 ng/mL’dir. Bu iki ardisik yas gruplarin referans limitleri
arasindaki bu denli fark hasta sonucunun dogru yorumlanmasini
zorlastirmaktadir. Kesikli referans araliklar1 pediatrik bireylerdeki sturekli
degisimi yansitmamaktadir. Sturekli referans araliklar fizyolojik gelisim veya
patolojik degisimlerin daha hassas bir sekilde incelenmesine firsat tanir.

Hastaliga bagh degisimlerin daha erken ve daha kesin ayirimina izin verir.

Pediatrik bireylerde yapilmis bir baska direkt referans araligi calismasi
CASPIAN-III calismasidir. 8 ila 19 yaslan aras1 615 birey calismaya dahil
edilmis, referans araliklar1 20,13-83 ng/mL bulunmustur (85). Bu ¢calismada
elde edilen referans araliklan tim pediatrik bireyleri kapsamamakla birlikte
referans limitleri diger calismalarin ve bizim calismamizin referans

limitlerinden oldukc¢a yuksektir. Bu fark uyguladiklart u¢ deger analiz
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metodundan kaynaklaniyor olabilir. Ayni zamanda etnik kéken ve enlem farki

da sonuclan etkileyebilmektedir.

Singh ve arkadaslarinin yaptigi indirekt referans araligi calismasinda 10 ila
40 yas aras1 kadinlar icin referans limitler 3,9-43,1 ng/mL, erkekler icin 4,5-
39,4 ng/mL olarak belirlenmistir (86). Yetiskin bireyleri de iceren genis bir yas
araligin1 kapsayan bu referans araliklarin pediatrik poptilasyonu tam olarak

yansitamadigi dustuntlmektedir.
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5.2. TEZIN KISITLILIKLARI

1. Bu calisma buiytik bir poptilasyonda yapilmis ve bir takim patolojik veri-
ler dislanmis olsa da indirekt referans araliklarin dogasi geregi poptlas-

yonun tamam saglikh bireylerden olusmamaktadir.

2. Surekli referans araliklar grafiksel raporlarla sunulabilmesine ragmen
mevcut olan laboratuvar bilgi sistemlerine aktarimda bir takim sikintilar

dogurabilmektedir.

3. Teknik alt yap1 ve yazilimlarda yapilabilecek gitincellemelerle gelecekte bu

sorun da ¢oézulebilir.
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5.3. SONUC

1. Gunumiizde hala pek cok laboratuvarda 25 (OH) vitamin D’nin pediatrik
referans araliklart kullamilmamaktadir. Var olanlar da ya cihaz
ureticilerinin verdigi poptilasyona uygun olmayan referans araliklari ya
da literatirden alinmis eski metot ve cihazlarla calisiimis verilerin

referans araliklaridir.

2. D vitaminin pediatrik referans araligi ile ilgili yapilmis calismalarin

hicbirinde mevsime 6zgl pediatrik referans araligi sunulmamaistir.

3. Yapilan bu calisma ile 0-18 yas arasi tiim pediatrik grup icin hem
cinsiyete 6zgli hem de mevsime 06zgl yeni surekli referans araliklan

sunulmaktadir.

4. Surekli referans araliklan kesikli referans araliklarina gore infant ve
cocuklarda ve hatta ergenlerde fizyolojik gelisim ve patolojik degisimleri
daha iyi ve dogru yansitmakta, hastalik takibini kolaylastirmaktadir.

5. Indirekt metot ile pediatrik popiilasyonda yasanabilecek kan alma
zorluklar, etik sorunlar, her alt gruplar icin gerekli olan en az 120 birey
smirin1 yakalama gucligii ve ayrica olusabilecek kit maliyetleri ekarte

edilmektedir.
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