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Ozet

PEDIATRIiK POPULASYONDA TSH VE ST4'UN YASA VE CINSIYETE OzZGU
SUREKLI REFERANS ARALIKLARININ iNDiREKT TESPiTi

AMAGC: Pediatrik poptilasyonda tiroid stimulan hormon (TSH) ve serbest
T4Gn (sT4) yasa ve cinsiyete 6zgiu surekli referans araliklarimi (RI) indirekt
yontemle belirlemeyi amacladik. Olas1 patolojik verileri dislayip bu verilerin
hesapladigimiz RI'lara etkisini de inceledik. Belirledigimiz RTllari, direkt
yontemle Dbelirlenen Rllarla karsilastinp kullandigimiz  yontemin

guvenilirligini de test ettik.

YONTEM: Laboratuvar veri tabanindan aldigimiz TSH ve sT4 verilerinden
dogumdan eriskinlige kadarki yasa 6zgli stirekli Rl'larin1 indirekt yontemle
belirledik. Verileri yaslara gore gruplara ayirdik ve her grubun referans
limitlerini belirledik. Her grubun referans limitlerini birlestirip stirekli RI'lar
elde ettik. Belirledigimiz RT'lar, direkt yontemle belirlenen RI'larla kiyasladik.

Boylece indirekt yontemle belirledigimiz RI'larin gtivenilirligini inceledik.

BULGULAR: Belirledigimiz referans araliklara, olasi patolojik verilerin
6nemli bir etkisinin olmadigim1 gorduk. Direkt yontemlerle hesaplanan
RI'larla ytiksek uyum bulduk. Ayrica direkt yontemle yapilan calismalar az
bireyle ve genis yas araligini temel alarak yapildigindan bu calismalarin
ozellikle yasamin ilk aylarinda gortilen dinamik degisim stirecini temsilde

yetersiz kaldigimi ve yiksek yalanci pozitiflige neden oldugunu gorduk.

SONUC: Belirledigimiz RIllarin, direkt yontemle belirlenen RIlarla
karsilastirilabilir ve guvenilir oldugunu gordik. Bu indirekt yaklasim,
geleneksel yaklasimlarin pek mumkin olmadigi durumlarda 6zellikle

pediatrik poptilasyonda diger parametrelere de uygulanabilir.

Anahtar Kelimeler: Pediatrik poptlasyon, TSH, sT4, indirekt, strekli

referans aralik



Abstract

DETERMINATION OF THE AGE AND SEX SPECIFIC CONTINIOUS
REFERENCE INTERVALS OF TSH AND FT4 IN THE PEDIATRIC
POPULATION

OOBJECTIVE: We aimed to determine the age and sex-specific continuous
reference intervals (RI) of the thyroid stimulating hormone (T'SH) and free T4
(fT4) in the pediatric population by indirect method. We excluded possible
pathological data and examined the effect of these on the continuous Rls. We
compared the continuous RIs with the Rls determined by direct method and

tested the reliability of the method we use.

METHOD: We determined the age-specific continuous Rls of TSH and T4
from birth to adulthood by the indirect method using the data obtained from
the laboratory database. We divided the data into age groups and determined
the reference limits for each group. We combined the reference limits of each
group and obtained continuous Rls. We compared the continious Rls with the
RIs determined by direct method. Thus, we examined the reliability of the

continious Ris.

RESULTS: We have seen that the possible pathological data does not have a
significant effect on the continious reference intervals. We found a high level
of agreement with Rls determined by direct methods. In addition, since the
studies used with direct method were based on few individuals and wide age
range, we found that these studies were inadequate in representing the
dynamic change process seen in the first months of life and caused high false

positivity.

CONCLUSION: We have found that the continious RIs we have determined
are comparable and reliable to the Rls determined by direct method. This
indirect approach can also be applied to other parameters, especially in the

pediatric population which traditional approaches are not possible.

Keywords: Pediatric population, TSH, fT4, indirect, continuous reference

interval
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BOLUM 1

GIRIS ve AMAC

Tiroid hormonlar: hiicre ¢ekirdegindeki reseptorlerine baglanip transkripsiyon
faktorleri olarak islev gorur ve gen ifadesini dizenler. Tiroid hormonlar1 her
doku tipinde etkilidir. Fetusta, cocukta ve ergenlerde hayat boyunca biiytime,

gelisme ve metabolizma tizerinde etkileri vardir.

Toplumda tiroid fonksiyon bozukluklarina c¢ok sik rastlanmaktadir. Bir
hastanin tiroid durumu hakkinda karar vermek icin sikayetlerini, fizik
muayene bulgularini ve tiroid fonksiyon testlerini birlikte degerlendirmek
gerekir. Bazen klinik bulgular ile test sonuclarinin uyumsuz c¢iktigi da
gorulebilir. O zaman interferans yapan faktoérlerden suphelenilir ve ileri

tetkikler istenebilir.

Laboratuvar testlerinin yanlis yorumlanmasi mevcut bir hastaligin tedavi
edilmemesine veya var olmayan hastaligin varmis gibi tedavi edilmesine yol
acarak kotu sonuclar dogurabilir. Sistemik bir hastalik bulunmadik¢a normal
bir tiroid stimulan hormon (TSH) aktivitesi, primer hipotiroidi ve hipertiroidiyi
dislamada %99 negatif prediktiviteye sahiptir. Serum tiroid hormonlan ile
TSH arasinda, ters log-lineer iliski vardir; yani serum tiroid hormonlarindaki
cok kucuk degisiklikler TSH'de biiylik oynamalara yol acar. Bu sebeple,
hassas immiuinolojik yéntemler ile yapilan TSH o6l¢timleri tiroid fonksiyonunu

degerlendirmede tarama testi olarak kullanilabilir.

Laboratuvarlar, teknolojideki gelismelere paralel olarak klinik karar verme
stirecinin 6énemli bir parcasi haline gelmistir. Cogu hastaligin taramasi, tanisi
ve tedavi takibi bircok analitin 6lcimtine baghdir. Bu 6l¢ciim sonuclar da
referans araliklara (RI) veya karar smirlarina gore degerlendirildiginden,
RI'nin belirlenmesi ¢ok 6nemlidir. Cogu laboratuvar, treticinin kendisine
sagladig1 veya literattirden aldigi RI'y1 kullamir. Ancak kullanilan bu RIlar
belirlendigi analitik platforma ve toplumun &zelliklerine gore belirlenir. Uretici
firmalar diinyanin bir¢ok yerine kitlerini gonderdiginden her yer icin ayr ayr

1



Giris

RI belirleyemez. RI'lari, toplumun etnik, genetik ve cevresel farklihklarini
gozardi ederek hi¢c bir calisma yapmadan oldugu gibi kendi
laboratuvarlarimiza transfer edip kullanmak yanhs degerlendirmelere neden
olabilirr Bundan dolay1 ureticilerin sundugu veya literatirdeki RIlarin

transferi yerine her laboratuvarin kendi RI’sin1 belirlemesi 6nerilir.

Referans aralik belirleme stirecindeki en kritik basamak kullanilacak referans
bireylerin secim yontemidir. Bu secim direkt ve indirekt referans birey secimi
olarak iki sekilde yapilabilir. Direkt secim yoénteminde referans bireyler
onceden belirlenen dislama ve kabul kriterlerine gore secilir (Tablo 2.1). Bu
bireylerden elde edilen referans veriler referans araligin belirlenmesinde
kullanilir. Direkt secim yontemi, Uluslararasi Klinik Kimya ve Laboratuvar
Tibb1 Federasyonu (IFCC) ve Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiist
(CLSI) tarafindan énerilen yoéntemdir. Indirekt secim yéntemi ise klinik
amaclar icin istemi yapilan ve raporlanan veriler retrospektif olarak
Laboratuvar Bilgi Sisteminden (LIS) alimir. Bu bireylerden elde edilen veriler

de referans araligin belirlenmesinde kullanilir.

RI'da degiskenlige sebep olabilecek yas, cinsiyet gibi 6zellikler poptilasyonu
alt gruplara ayirma ve her grup icin ayr RI belirleme ihtiyacini beraberinde
getirir (Tablo 2.2). Ozellikle dogumdan itibaren yasamin ilk aylarinda gériilen
dinamik degisim stireci bircok analitin RI'sinin da dalgalanmasina neden

olabilir.

CLSI'ya gore RI'nin direkt yontemle tespiti her alt grup icin sagliklhi oldugu
diastintilen en az 120 referans birey secimini gerektirir. Bu say1 referans
araligin alt ve tust referans limitlerinin en az % 90 guven duzeyinde
belirlenebilmesi icin gerekli olan minimum sayidir (1). Bundan dolay1 yasa
bagh referans araliklarinin dogru ve ytiksek coztinurlakli tespiti icin bircok
yas grubu ve dolayisiyla buyuk bir kohort gerekir. Ne yazik ki gintimiizde
pediyatrik yas gruplarinda bu kriterleri tam anlamiyla gerceklestirebilmis yas
ve cinsiyete 6zgi referans aralik calismasi ¢cok nadirdir. Var olan calismalar
da cok merkezli ve buyuk maliyeli calismalardir. Bu calismalardaki ana
problem de analitik platformlarin ve populasyonlarin karsilastirilabilirligidir.
Cunku bu calismalarda analit 6l¢ctimler farkli poptilasyonlarda, farkli analizér

ve metodlarla gerceklestirilmistir (2).



Giris

Alt gruplarn herbiri i¢cin en az 120 pediatrik saglhkl bireyden numune alma
zorunlulugu, numune almanin zorlugu, almabilecek numune miktarimin
siurli olmasi gibi bircok faktéor pediyatrik yas gruplarinda direkt yontemle
referans aralik tayinini pratik ve etik acidan neredeyse imkansiz hale

getirmistir.

Pediyatrik yas grubunun metabolizmalar dinamik degisim ve gelisim sureci
icinde oldugundan eriskin referans araliklarinin pediyatrik grup icgin
kullanimi yanlis yorumlara yol acabilir. Pediyatrik cagda, o6zellikle rahim
disindaki hayata adaptasyon stireci olan yenidogan déneminde bu degisim
cok hizlidir. Baz1 biyolojik belirtecler biiytiime, gelisme ve puberte stiresince
yas ve cinsiyetle iliskili olarak ciddi degiskenlik gosterir.

Gunumiizde kullanilan pediyatrik referans araliklarinda Kkritik bosluklar
vardir. Ozellikle de yasamin ilk yilinda bu eksikligin belirgin oldugu goérulir
(3, 4). Bu bosluklar, infant ve cocuklardan gereksiz numune alinmasina,
stresli tan1 stirecine, gereksiz yatisa ve dolayisiyla inat¢i enfeksiyonlara,
yetersiz veya yanlis tedavi protokolleriinin uygulanmasina neden olur. Diinya
Saghk Orgiitii (WHO) cocuklardan giivenle alinabilecek maksimum kan

miktar1 konusunda 2011 yilinda baz tavsiyelerde bulunmustur (5).

Indirekt referans birey seciminde ise raporlanmis veriler Laboratuvar Bilgi
Sisteminden (LIS) alimir. Burada referans aralik belirleme amaciyla numune
alinmaz. Sadece Kklinik amaclar icin istemi yapilip raporlanmis sonuclar
degerlendirilir. Bu sonuclarin saglikli veya hasta bireylerden alinip alinmadigi
konusunda direkt yontem gibi net bilgi sahibi olmak pek mumkuin degildir.
Direkt metotla karsilastirildiginda indirekt metot hem pratik hem de ekonomi
dostudur. Bu acidan direkt calismanin pek mumkin olmadigr o6zellikle
pediatrik poptilasyonda bircok laboratuvar bu metotla kendi referans
araliklarini belirleyebilir. Ancak indirekt yontemde, verilerin patolojik verilerle
kontamine olma ihtimalinin direkt yonteme gore fazla oldugunun farkinda
olunmalidir. Bundan dolay1 referans araligi belirlenecek analite bagh olarak
olas1 patolojik verilerin bulunabilecegi Unitelerden (yogun bakim, onkoloji,
endokrinoloji) gelen veriler degerlendirilirken daha dikkatli olunmaldir.
Ornegin tiroid panelinde endokrinoloji, kreatinin testinde nefroloji ve diyaliz

unitelerinden gelecek veriler degerlendirilirken tetikte olmak gerekir.

3



Giris

Sik yapilan laboratuvar testlerinden oldugu ve klinik karar verme stirecinde
cok 6nemli oldugu icin pediatrik TSHnin ve serbest T4'tin referans araligini
indirekt yontemle belirlemeyi amacladik. Gelisim surecinde 6zellikle de
yasamin ilk aylarinda bu hormonlar hizh bir degisime ugrar (2, 6-8). Bundan
dolay1 bu streci yansitabilecek stirekli ve yliksek cozunurlukli referans
araliklarin varligi ve kullanimi cok o6nem arzeder. Klinik karar verme
asamasindaki 6nemine ve yaygin istemine ragmen, mevcut RI'lar oldukca
heterojendir ve genis yas araliklarini temel alarak belirlenmistir. Ayrica bu
referans araliklar poptilasyona ve analitik metoda 6zgti oldugundan 6nemli

6lctide degisebilmektedir (9, 10).

Hipotiroidizm cocuklarda fiziksel ve bilissel gelisim bozukluguyla seyreden
endokrin hastaliktir. Konjenital hipotiroidizm en sik goérulen pediatrik
endokrinopatidir ve mental geriliginin tedavi edilebilir bir nedenidir.
Yenidogan doneminde klinik semptom ve bulgulara gore tanmi ancak % 3.1
vakada olasidir. Son 20 yilda diinya capinda artan insidansi rapor edilmistir
(1:2000-4000) (11). Bu c¢ocuklar dogumda normal gozukur ve vakalarin cogu
semptom ve bulgular ortaya ¢cikmadan biyokimyasal tam alir. Bundan dolayi
neonatal tarama programiyla zamaninda tam konmasi ve tedavi edilmesi kisi
ve toplum icin hayati 6éneme sahiptir. Serbest T4 (sT4), serbest T3 (sT3)tin
aksine tiroid hormon sentezini dogrudan yansittigi icin tanilarin

dogrulanmasinda vazgecilmez bir parametredir (12).
Bu calismada:

1) Pediatrik TSH ve sT4'tn o6zellikle dogumdan sonraki ilk aylar1 temsil
edecek sekilde, eriskinlige kadar olan stirecteki yasa ve cinsiyete 6zgu ytuksek
cozunurlukla ve surekli referans araliklarimi indirekt yéntemle belirlemeyi

amacladik.

2) Saglikli populasyonu daha iyi temsil etmesi bakimindan patolojik olma
ihtimali ytiksek olan bazi kliniklerden (yogun bakim, onkoloji, endokrinoloji,
infeksiyon hastaliklar gibi) gelen verileri dislayarak olusturdugumuz ayr bir
veri setinde de referans aralik calismasi yaptik (kismen indirekt-posteriori
calisma). Bu calismayla olasi patolojik verilerin belirleyecegimiz referans

araliklara etkisini inceledik.
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3) Belirleyecegimiz surekli referans araliklari, direkt yontemle belirlenen
referans araliklarla kiyasladik. Boylece indirekt yontemle belirledigimiz

referans araliklarin guvenilirligini inceledik.

4) Direkt yontemle yapilan ve dinyaca referans kabul edilen calismalar az
sayida referans bireyle genis yas araliklarimi temel alarak yapilmistir. Bundan
dolay1 bu calismalarin, 6zellikle yasamin ilk aylarinda pediatrik poptilasyonda
goriilen dinamik degisim surecini temsilde yeterliligini ve klinik siniflamaya

etkisini inceledik.



BOLUM 2

GENEL BILGILER

2.1. Terminoloji ve Tanimlamalar

Asagida tamimlanan ve bu calismada kullanacagimiz terminoloji Uluslararasi
Klinik Kimya ve Laboratuvar Tibbi Federasyonu (IFCC) Referans Degerler
Teorisi Uzman Paneli (EPTRV) ve Uluslararas1 Hematoloji Standardizasyon
Konseyi (ICSH) tarafindan énerilmistir. Diinya Saghk Orgiitii (WHO) ve diinya
capindaki diger kuruluslar tarafindan da onaylanmistir. Bu tamimlar, kabul

edilmis evrensel terminolojiyi temsil eder.

Referans aralik, belirlenmis yulzdelere denk gelen referans limitlerle
smnirlanan referans degerlerin genellikle merkezi araligidir. Yani, referans
aralik, referans 6rnek grubu icinde gozlenen veya referans poptilasyon icin
ongorulen, belirli bir ytizde ile tanimlanan (6rnegin, merkezi % 95) degerler

ktimesidir.
Referans dagilim, referans degerlerin olusturdugu dagilimdir.

Referans birey, iyi tamimlanmis dislama ve gruplama Kkriterlerine gore
referans aralik calismasina secilen bireydir. Bu se¢cim tanimlanmis kriterlerin

uygulanma zamanina gore iki sekilde yapilabilir. Bunlar:

A priori, kriterler tamimlandiktan sonra bunlar 1siginda 6rneklerin toplanma-

sini1 ifade eder.

A posteriori, Ornekler toplandiktan sonra tamimlanmis Kkriterlerin

uygulanmasi1 anlamina gelir.

Referans limit, referans dagiimdan tliretilen ve referans araligin

tamimlanmasinda kullanilan deger(ler)dir.

Referans popiilasyon, tim referans bireylerin olusturdugu topluluktur.

Referans poptilasyon genellikle bilinmeyen sayida tuyeye sahiptir ve
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varsayimmsal bir kavramdir. Referans poptilasyon sadece bir tiyeden olusabilir.
Ornegin, sadece bir kisi kendisi veya baskasi icin referans olarak

kullamilabilir.

Referans ornek grubu, referans poptilasyonu temsil etmesi i¢in secilen yeterli

sayida referans bireyin olusturdugu gruptur.

Referans deger, belirli bir niceligin referans érnek grubunu olusturan referans

bireylerde gozlemlenmesi veya ol¢ctilmesiyle elde edilen degerdir.

Referans araliginin belirlenmesi, referans bireylerin secimi, analitik
yontemlerin detaylari, veri toplama ve analiz asmalarimin timuini iceren

surectir.

Referans araliginin transferi, 6nceden belirlenmis referans araligin yeni bir

analitik platforma veya yeni bir lokasyona uyarlanmasidir.

Referans araliginin dogrulanmasi, de novo belirlenmis yada transfer edilmis
referans araligin, daha az sayida referans birey (6rnegin, n = 20) kullanilarak

kabul edilebilir bir giiven diizeyinde kullanilabileceginin gosterilmesidir.

Referans degerler, saglikli olma, fizyolojik veya patolojik durumlarla iliskili
olabilir ve farkli durumlarda kullanilabilir. Her durumda referans aralik
gozlemlenen veriyi tanmimmlanmis bir poptilasyondan elde edilen referans
verilerle karsilastirmaya imkan tanmir. Bu karsilastirma daha sonra
gozlemlenen degerin anlami ve bireyin durumuyla ilgili karar verme stirecinin

parcasi haline gelir.

2.2. Referans Degerleri Elde Etme ve Referans Araliklar1 Belirleme Pro-

tokolii

Referans aralig belirlenecek analitin yeni bir analit ve/veya yontem mi yoksa
referans araligt daha o6nceden belirlenmis bir analit ve/veya yéntem mi
olduguna gore protokoller degisiklik gosterir. Calismanin c¢ok merkezli

olmasina gore izlenecek yol farkhilasir.
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2.2.1 Yeni Analit veya Analitik Yontem

Bilinen bir analitin referans araligini hesaplamak icin iyi tamimlanmis bir
protokol takip edilmelidir. Bu protokol, yeni bir analit, farkli bir poptilasyon
veya daha once o6lctilen analiti analitik duyarlilik ve o6zgulliga gelistirilmis
yeni bir analitik platformda olcmek icin referans degerler elde edilirken
uygulanmaldir. Bu da asagida maddeler halinde aciklanan anahat takip

edilerek yapilmalidir (13).

1. Literatiirdeki analitik interferanlarin ve biyolojik varyasyon kaynaklarinin

listesi olusturulmalidir.

2. Dislama ve gruplara ayirma kriterleri belirlenmeli ve bu kriterleri potansiyel

referans bireylerde ortaya cikarmak icin uygun bir anket tasarlanmaldir.

3. Referans aralik calismasma katihm i¢in uygun bir yazih izin formu

uygulanmali ve referans bireyin anketi tamamlamasi saglanmaldir.

4. Potansiyel referans bireyler anket bulgular ve diger saglik degerlendirmele-

rine gore simiflandirilmalidir.

5. Bireyler kott saglik ve dislama kriterlerine gore referans gruptan dislanma-

hidar.
6. Arzu edilen gliven duizeyini saglayacak referans birey sayisi belirlenmelidir.

7. Secilen referans bireyler, 6rnek alinmasi i¢in rutin uygulamadaki gibi

hazirlanmalidir.
8. Ornekler rutin uygulamadaki gibi toplanip islemden gegirilmelidir.

9. Numuneler iyi tamimlanmis kosullara gore rutin uygulamadaki gibi analiz

edilmeli ve referans veriler toplanmaldir.

10. Referans veriler incelenmeli ve verilerin dagilimini goérsel olarak degerlen-

dirmek i¢in histogramlar hazirlanmaldir.
11. Olasi veri hatalar1 ve / veya aykir1 degerler tanimlanmalidir.

12. Referans veriler secilecek hesaplama ydntemine gore analiz edilmelidir.

Bu yoénteme gore referans limitler ve referans araligt hesaplanmaldir.
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Gerekiyorsa referans veriler alt gruplara ayrilmali ve bu gruplar icin de analiz

islemi gerceklestirilmelidir.
13. Yukarnida belirtilen adimlarda takip edilen prosedurler kaydedilmelidir.

2.2.2 Cok Merkezli Referans Aralik Calismasi

Referans araligi etkileyen bircok faktor vardir. Bunlar arasinda referans
bireyin tanimlanmasimnda kullanilan kriterler, preanalitik faktorler ve
kullanilan istatiksel mtidahaleler sayilabilir. Bununla birlikte analiti 6l¢cmek
icin kullanilan yontem ve referans bireylerin alindig1 poptilasyon o6zellikle
onemlidir. CLSI ¢alisma grubu, her laboratuvarin kendi referans araliklarim

esas olarak bu iki degiskenden tiirettigini ifade eder.

Yontemleri standardize etmek icin devam eden bircok uluslararasi calisma
mevcuttur. Bu calismalarin amaci bircok analitik yontemin bolgeler arasi
farkliliklarim1 ve bunun etkilerini ortadan kaldirmak veya en aza indirmektir.
Laboratuvar Tibbinda izlenebilirlik Ortak Komitesi (JCTLM) tarafindan
koordine edilen cabalarla, resmi bir “referans o6lcim sistemi” nin mevcut
oldugu analitler, analizor, reaktif ve analitik ilkeden bagimsiz makul
karsilastinllabilirlik = seviyesine ulasmaldir (Bu analitlerin veritabam
http://www.bipm.org/jctlm/ adresinde bulunabilir.) Yoéntemler arasinda
karsilastirilabilirlik  saglandiginda, her laboratuvarin kendi referans
araliklarin1  belirlemesinin tek gerekcesi olas1 referans populasyonun
farkhiligidir. Popuilasyonlar arasmndaki bu farkhiliklarn gosteren cok az veri
oldugundan ancak ¢ok merkezli bir calismayla ortak referans araliklarinin
eldesi mumkiindtr. Cok merkezli referans aralik calismasi yapmak icin

asagidaki kriterlerin karsilanmasi gerekir (13):

1. Katihmci merkezlerin ve bireylerin sayisi alt gruplara ayirmaya imkan tani-

yabilecek birey sayisina gore orantili olmahdir.
2. Preanalitik degiskenler acikca tamimlanmalidir.

3. Sonuclarn izlenebilirligi ve laboratuvarlar arasi standardizasyon, referans
metotla belirlenmis hedef degerleri olan iki veya daha fazla tamamen ayni

referans numunelerle (donmus havuzlar) gosterilmelidir. Bu asama ust seviye
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referanslarla izlenebilirligi ve dinya capinda uygulanabilirligi sagladigindan

cok 6nemlidir.

4. Her laboratuvarin analitik verilerin kabultl veya reddi i¢in iyi tamimlanmis

kalite kontrol programi bulunmahdir.

Poptilasyonlar arasi farkliliklar bu verilerden fark edilebilir. Poptilasyonlar
arasi farklihik yoksa veriler toplanip analiz edilebilir. Ortak referans araliklar
belirlendikten sonra, her laboratuvarin bu referans araliklar1 kendi ortaminda

dogrulamasi yeterlidir.
2.2.3 Onceden Olciilmiis Analit

Gecerli bir referans aralik calismasi varsa, bastan tam 6lcekli bir calisma yap-
mak zorunda kalmadan bu referans araligin transfer edilmesi tercih edilebilir.
Bu da ancak poptlasyonlarin ve tiim metodolojik stireclerin (bireyin teste ha-
zirlanmasindan analitik 6l¢ctime kadar) ayni veya karsilastirilabilir olmasi ha-

linde mimkuiindiir.
2.3. Referans Bireylerin Secimi

Saglik, evrensel kabul géormius bir tamimi olmayan bir durumdur. Saghkh
sayllacaklarin tanimlanmasi, herhangi bir referans aralik c¢alismasinin
baslangic ve ana problemidir. Referans 6rneklemden saglksizligi dislamak
icin kullanilan kriterleri olusturmak, referans bireyleri se¢cmenin ilk adimdir.
Her kurum saglikli olma durumu icin farkl kriterler se¢mis olabilir. Calismay1
ilerletmeden 6nce bu kriterlerin tamimlanmasi gerekir. Aday referans bireyin
saglikli olma durumunu belirleme stireci hikaye, fizik muayene ve laboratuvar
testlerini icerebilir. Herhangi bir referans aralik calismasinda kullanilan
kriterler aciklanmali ki digerleri bu referans grubun saglik durumunu dogru

degerlendirebilsin. Bu da en azindan anket kullanarak saglanabilir.
2.3.1 Dislama ve Gruplama Kriterleri

Dislama kriterleri, aday referans bireyde varsa onun referans poptlasyona
dahil edilmesini engelleyen kosullardir. Bazi potansiyel dislama Kkriterlerini
(Tablo 2.1)'de 6zetledik. Bu kosullarin bir kism referans bireylerin seciminde
kullanilmas1 gerekebilir. Tum referans deger calismalar1 ayni dislama
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kriterlerine sahip degildir. Bu kriterler analite gore degisebilir. Ctinki her

analit ayni kriterlerden etkilenmez.

Tablo 2.1: Olas1 Dislama Kriterleri

Alkol tuketimi Hastalik (yakin zamanda)

Kan donéra Emzirme

Anormal kan basinci Gebelik

flac kotiiye kullanimi Meslek

Receteli/recetesiz ila¢ kullanim Cerrahi operasyon (yakin zamanda)
Cevre Obezite

Aclik/tokluk Tutin kullanimi

Genetik faktorler Transflizyon (yakin zamanda)

Hastanede yatis (yakin zamanda) Vitamin kullanim

Tablo 2.2: Olas1 Gruplama Kriterleri

Yas Numune alinma pozisyonu (ayakta/yatarak)
Cinsiyet Beslenme

Cografya Etnik kéken

Irk Gebelik haftasi

Aclik/tokluk Tuttn kullanimi

Kan grubu Menstrual siklis

Sirkadiyen ritim Egzersiz

Bir calismadaki dislama kriteri baska bir calismada gruplama kriteri olarak
kullanilabilir. Ornek olarak gebelgi, achk / tokluk durumu ve tiitiin
kullamimini bu ¢ift yonlt kriterler arasinda sayabiliriz. Genel ntifusa hizmet
eden bir laboratuvar, hamile kadinlar referans 6rnek grubundan dislamayi
tercih edebilir. Obstetrik bir gruba hizmet eden bir laboratuvar, referans
olarak sectigi hamile kadinlan trimesterlere veya gestasyonel haftalara gore

gruplandirmay1 secebilir.

Iyi tasarlanmis anketler, dislama ve gruplama kriterlerini uygulamak icin iyi
bir yéntemdir. Bu formlar basit olmahdir. Anket, kan basinci, boy ve kilo gibi
bazi basit olctimleri icerebilir. Ayn1 zamanda bu anketler saghkli oldugu

dusunulen bireylerle gériisme yaparken de kullanmilabilir.

Referans bireyleri korumak icin anket bilgilerinin ve test sonuclarimn
gizliligini saglamak cok oOnemlidir. Analizin potansiyel anormallikleri aciga
cikarmas1 durumunda referans bireye ulasabilmek icin ankete isim, adres ve
telefon numarasi1 eklenmelidir. Bu gibi durumlarda, birey veya o bireyle

ilgilenen klinisyenin bilgilendirilmesi gerekir. Laboratuvar, tibbi inceleme ve
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gizli bildirim mekanizmasina sahip olmaldir. Bazen gerekli bilgileri elde
etmek icin anonim anketler daha iyi bir ara¢ olabilirr Bu durumda bir
numaralandirma sistemi kullanilabilir. Test sonucunun bir problem goésterip
gostermedigini 6grenmek icin laboratuvarla temasa gecmek referans bireyin
sorumlulugundadir. Bundan dolayr1 anonim anket yaklasimi daha

sorunludur.

Olas1 bir baska degisiklik ise a priori calisma yapilacagi zaman, sorulari
dislama ve gruplandirma diye smiflandirmadir. Arastirilan ve testleri
etkiledigi bilinen durumlar hakkinda bilgi elde etmek icin tasarlanan sorular
dahil edilir. Her referans bireyden yazili onam almr. Onay formu, Kisinin
laboratuvar personelinin numuneleri almasmna izin verdigini ve Kisiye
referans araliklarinin belirlenmesi i¢in ilgili laboratuvar degerlerinin ve anket
bilgilerinin kullanabilecegini acik¢a belirtmelidir. Genellikle bilgilendirilmis

onam ankete eslik eder.

Gunumuz terminolojisinde kullandigimiz “referans aralik” kavraminin
olusturulmasinda rol oynayan kilometre taslarimin anlasilmasi, bu kavramin
icinin doldurulmasi ve ileride yapilandirilabilmesi i¢in 6énemlidir. WHO saglik
kavramini, “sadece hasta veya sakat olmama degil fiziksel, psikolojik ve
sosyal acidan tam iyilik hali” olarak tamimlar (14). Klinisyen laboratuvar
verilerini baska verilerle kiyaslayarak degerlendirir. Normal kelimesinin
bircok anlami oldugundan dolayr “normal deger” terimi kansikliklara ve
subjektif degerlendirmelere neden oldugundan bu kavramin yerine "referans
deger" terimi benimsenmistir. Asagidaki sema tanimlanan terimler arasindaki

iliskiyi gostermektedir.

Referans Birevler Referans Rd‘f"-‘m Referans Gruptan

Referans Poptilayom Popiilasyon Popilayyonitn Referans

olugturur Referans Ornek Degerler dde
Grubu secilir. edilir.

Referans Degerler
Referans
Dagilimi
olughumr.
Olgiilen degerler bu semada B bt s e s Referans Daglimdan
belirtilen siiregl erden gegerek Ridor aiis Avshle Referans
tretilen referans arahkiarla hdidanie Limitler hesaplarur.
kayasl anarak karara vanlir

Sekil 2.1: Referans Aralik Kavram semasi
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2.3.2 Referans Bireylerin Secimi

Tibbi degerlendirmeden gecen hasta poptlilasyonuna daha cok benzese de
saglikla iliskili referans araligin belirlenmesi icin referans bireyler mutlaka
gen¢ yetiskin olmak zorunda degildir. Aslinda, genel olarak saghkll genc
yetiskinlerin “altin standart” oldugu kavrami dogru degildir ve ¢ogu zaman
yasla ilgili referans araliklarinin kullanimi klinik acidan daha uygundur.
Bununla birlikte laboratuvar degerlerinde yasla ilgili baz1 degisikliklerin iyi
saglhk durumunu (6rnegin geriatrik hastada alkalin fosfataz artislar)

yansitmadigi da bir gercektir.

CLSI calisma grubu o6ncelikle referans bireylerin referans poptilasyondan iyi
tanimlanmis Kkriterlere gore secildigi direkt Ornekleme tekniklerinin
kullamimini 6nerir. Bu kriterler, 6rnekler toplamip veriler analiz edilmeden
o6nce uygulandiginda, a priori 6rnekleme olarak adlandirilir. Ayni Kriterler
ornek alindiktan sonra uygulanmirsa, bu a posteriori 6rnekleme olarak
adlandirilir. Bununla birlikte bazi durumlarda (6rnegin, pediatri) direkt
ornekleme tekniklerinin kullanmilmasi ¢ok zor olabilir. Bu gibi durumlarda,
baz1 arastirmacilar bireylerin tek tek degerlendirilmedigi ancak
veritabanindaki degerlere guivenilir matematiksel yontemlerin uygulandigi

indirekt tekniklerin kullamimim savuanmustur (13).
2.3.2.1 Direkt Ornekleme Teknigi

Direkt oOrnekleme teknigi tamimlanmis dislama, kabul ve gruplama
kriterlerinin referans bireylerin seciminden 6nce veya sonra uygulanmasina

gore iki sekilde yapilir.

A priori 6rnekleme, referans bireylerin seciminden o6nce iyi tammlanmis
dislama, kabul ve gruplama kriterleri gerektiren yontemdir. Bu, iyi ¢alisiimis
yerlesik laboratuar prosediirlerine en iyi uygulanan yéntemdir. Bu yerlesik
yontemlerle ilgili kapsamli bir literattir arastirmasiyla bilinen biyolojik
varyasyon ve interferans kaynaklar1 belirlenmelidir. Literattirden elde edilen
bu bilgiler daha sonra gruplama ve dislama Kkriterlerinin tanimlanmasinda
kullanilir. Bu kriterler belirlendikten sonra, referans gruba belirli kisileri dahil

etme ve dahil edilen bireyleri alt gruplara ayirma asamasinda kullanmak
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uzere bu kriterler temelinde anket gelistirilir. Bu islemler herhangi bir
numune alinmadan 6nce gerceklestirilir. Analiz icin secilen referans bireylerin

sayisl istatistiksel olarak yeterli olmahdir.

A posteriori 6rneklemede, dislama ve gruplama streci farkl bir diizende isler.
Burada 6rnek toplama ve analizden sonra belirlenen kriterlere gore secim ve
gruplama yapilir. Posteriori yaklasim, Ozellikle yeni, az incelenen veya
literattirtin ¢ok az bilgi icerdigi laboratuvar prosedtrleri i¢in uygundur. Bir alt
grubu tanimlayan faktorler baslangicta bilinemeyeceginden bu yaklasimda
kullanilacak anketin a priori 6rnekleme yoénteminde tasarlanandan daha
kapsaml olmas1 gerekir. Bu yontem, hakkinda yeterli bilgi bulunmayan
analitler Ttizerinde uygulandigindan yapilan yas gruplamalan gorece

subjektiftir.
2.3.2.2 indirekt Ornekleme Teknigi

Indirekt érnekleme tekniginde, baska amaclarla olusturulan veri tabanindaki
degerler referans araliklarin hesaplanmasinda kullanilir. Bu teknik saghkl
bireylerden 6rnek almanin pek miimkiin olmadigi durumlarda kullanilir
(6rnegin, pediatrik grup). Bu yaklasim nispeten basit ve ucuzdur. Ancak
veritabanindaki muhtemel sagliksiz bireylerden gelebilecek patolojik verileri

ekarte etmek icin 6zel bir ¢caba sarfetmek gerekir.

Indirekt 6rnekleme teknigi gézlemle teyit edilen cogu sonucun hatta klinige
basvuranlarda bile “normal” goértindiigi varsayimina dayanmaktadir.
Sagliksiz bireylerden gelen degerlerinin ayiklanmasi icin cesitli istatistiksel
yaklasimlar mevcuttur. Test sonuclarimin siklik dagihimlarinda, dagilim
egrisinin asir1 uclan istatistiksel prosedurler uygulanarak cikarilabilir.
Boylece patolojik sonucglarin buytik oranda ayiklandigr veri seti elde edilir
(15). Veri secimi ne kadar saglikli yapilirsa sonraki basamaklarda verilerin

dagilimda gruplasmaya ve ug¢ degerlere o kadar az rastlanilir.

Bircok calismada, referans araliklarinin tahmini i¢in hastaneye basvuranlarin
hepsinden ya da ayaktan basvuranlardan elde edilen veriler kullanlir (15, 16).
Fakat nispeten saglikl kisilerin bulundugu asagidaki gruplardan elde edilen

veriler daha uygun olabilir.
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* Kan vericiler,

* Periyodik saglik taramasi icin rutin fizik muayene yapilan bireyler,

¢ Kursun taramasi yapilan bireyler,

¢ Kuicuk cerrahi prosedurler geciren hastalar,

* Genetik tarama yapilan bireyler (hastanin etkilenmemis ebeveynleri ve

kardesleri).

Dislama ve gruplama Kkriterleri uygulandiktan sonra kalan veriler bazi
istatistiksel yontemler kullanilarak referans araliklarin hesap edilmesi icin
kullanilirr. Nasil hesaplandiklarina bakilmaksizin, indirekt tekniklerle
olusturulan referans araliklar kaba tahminlerdir. Referans araliklarinin de
novo belirlenmesi ve dogrulanmasi i¢in indirekt yéntemlerin yerine direkt

yontemlerin kullanilmasim 6énerilir.
2.3.2.3 Bireye dayal1 6rnekleme Teknigi

Genellikle bir test sonucunun yorumlanmasmda tiim toplumu temsil eden
referans araliklarla kiyaslama yapilsa da bireye ait 6zelliklerin de gozéntinde
bulundurulmasi daha dogru degerlendirme imkani saglar. Bir testin belirli bir
kisi icin referans araliginin ne oldugu, test o kisiye daha Once
uygulanmamissa bilinemez. Bu degerin 6nceden biliniyor olmas: idealdir.
Bireyden 6nceden saglikli oldugu bir zamaninda elde edilmis sonuclar, o kisi
icin referans deger olarak kullanilabilir. Bu érnekleme yontemi bireye dayali
orneklemedir. Test degerinde sonradan meydana gelen 6énemli degisiklikler,
bu referans sinirlar1 asmadigr stirece hastalik lehine degerlendirilmez. Ancak
bu degisiklikler bireyde meydana gelen 6nemli gelismelerin erken habercisi

olabilir.
2.3.2.4 Rastgele ve Rastgele Olmayan Ornekleme

Rastgele ornekleme yonteminde, grup tyelerinin hepsinin referans grubun
kriterlerini sagladigi duistintlerek oOrnekler toplanir ve analiz edilir. Elde
edilen veriler istatistiksel analize tabi tutulur ve referans araliklar1 hesaplanir.
Rastgele olmayan Ornekleme yonteminde ise secilen toplumdan grup
olusturmak icin bireylerin 6nceden hangi kriterleri sagladigi saptanir.

Rastgele olmayan ornekleme ¢cogunlukla uygulanan yéntemdir.
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2.4. Preanalitik ve Analitik Faktorler

Referans poptilasyondan elde edilen analitik sonuclar, test sonuclarini
etkileyebilecek tim preanalitik (analiz 6ncesi) ve analitik faktorlerin ortak
urunudir. Bu nedenle, bireyi hazirlama, érnek toplama ve isleme, analitik
yontem ve enstriimantasyon dahil olmak tizere tiim preanalitik faktorler
dikkatle tanimlanmal ve hem referans bireyleri hem de hasta populasyonunu

test etmek icin kullanilmalhdir (17, 18).

Klinik olarak anlaml olan preanalitik faktorlerin kontrolii, klinik karar
uzerindeki etkisini en aza indirmek icin énemlidir. Baz1 analitlerde preanalitik
kosullarin tamimlanmasi farkl alt grup referans araliklarinin elde edilmesi
icin gereklidir (sabah-6gleden sonra kortizol seviyeleri). Bu preanalitik
faktorlerin bir kismi gruplama faktérleri olarak da kullamilabilir ve ayri
referans araliklarimi gerektirebilir. Bazi durumlarda, laboratuvar ve hekim,
bazi preanalitik degiskenleri kontrol edebilir. Boylece farkli referans araliklari
kullanma ihtiyacim ortadan kaldirabilirler. Ornegin numune alma zamanim
kontrol altina alip standardize ederek bu gereksinimi oradan kaldirmak

mumkandur.

Genel olarak, preanalitik degerlendirme biyolojik ve metodolojik faktorleri
icerir (19) . Biyolojik faktérler, metabolik ve hemodinamik orijinli faktérlerdir.
Fiziksel aktivite veya uygunsuz kan alimi gibi hiicre hasarina neden olabilen
faktorleri sayabiliriz. Enzim indiiksiyonuna neden olan farmakolojik ajanlar
kullanan bireyler 6énceden dahil edilmemis olmaldir. Preanalitik metodolojik
faktorler, numune alma teknikleri, ttip katki maddeleri ve tiipleri doldurma
sirast dahil 6rnek toplama ve isleme surecini icerir. Aym analit birden fazla
yontem veya sistemle Olc¢tiltiyor olabilir. Bu durumda bu yéntemlerin veya
sistemlerin benzer sonuclar TUrettigini dogrulamak gerekir. Alternatif
yontemler veya sistemler benzer sonuclar vermezse ve 6zellikle sonuclardaki
farkhliklar klinik olarak anlaml ise ayr referans araliklarinin olusturulmasi

gerekebilir.
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2.4.1 Birey Hazirlama

Referans bireylerin secimi sirasinda bircok faktér goz o6ntnde
bulundurulmalidir. Bireyin uygun olmayan sekilde hazirlanmas1 veya
tanimlanan kriterlerden sapmalar, yanhs yada carpik verilere neden olabilir.
Belirlenen kriterler, biyolojik varyasyonun ilgili analitler tizerindeki etkisiyle
belirlenir. (Tablo 2.3)’te dikkate alinmasi gereken bazi faktoérler 6zetlenmistir.
Kan o6rnegi alinmmadan oOnce yiyecek almi ya dogrudan (analit
konsantrasyonundaki degisiklikler) yada dolayli olarak (lipit interferansi)
bircok laboratuvar sonucunu etkiler. Tersine, uzamis aclik baska degisimlere
neden olur. Pek cok analit de kafein, etanol, tiittiin ve C vitamini gibi yaygin
ajanlardan etkilenir. Bu nedenle, bu faktérlerin kullamimi birey hazirlama

semasinin bir parcasi olarak degerlendirilmelidir (17, 19) .

Flebotomi sirasinda egzersiz ve postural pozisyon laboratuvar sonucunu
degistirebilir. Posttiral degisikliklerin etkisi, yatan hasta ve ayaktan hasta
sonuclan karsilastinldiginda 6nemlidir ve bazi1 analitler i¢cin ayr referans
araliklarinin kullamimin gerektirebilir. G6z éntinde bulundurulmas: gereken
diger faktorlerden olan etnik grup, mevsimsel degisiklikler ve sirkadiyen

ritimlerin hepsi analit konsantrasyonunu etkileyebilir (18-20).

Laboratuarin kontrolti altinda olmamasina ragmen, diger viicut sivilarindan
numune alimi ve bunlarin islenmesi 6zel rehberlerin kullanimini gerektirir
(21, 22) . Bu swvilar arasinda serebrospinal, plevral, perikardiyal, peritoneal,
sinoviyal ve amniyotik siv1 ve tuktirik sayilabilir. Bazi durumlarda eszamanh
kan o6rneginin alinmasi gerekebilir. Bazen de zamanlanmis numune alinmasi
gerekir. 24 saatlik idrar, sabah ilk idran veya OGTT yapilirken belirlenmis
zamanlarda numune alinmasi buna o6rnek verilebilir. Kanda oldugu gibi
koruyucu maddeler ve antikoagilanlarin kullanimi hakkinda bilgi sahibi
olmak 6nemlidir. 24 saatlik idrar analizinde atilan toplam kreatinin miktar

belirlenerek, numunenin biittinltigint “dogrulamak” 6zellikle 6nemlidir.

Referans araliklar, birey ici, bireyler arasi1 varyasyonun ve 6l¢ciim yénteminin
analitik varyasyonunu da icerir. Kullamilan yontemler ayrintih olarak
tamimlanmalidir ve performans verileri gosterilmelidir. Bunlar yoéntemin

kesinligi, dogrulugu, deteksiyon limitleri, linearitesi, geri kazammi ve
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Tablo 2.3: Belirlenecek RI'y1 Etkileme Potansiyeli Olan Preanalitik Faktorler

Birey Hazirlama Numune toplama Numune isleme

Onceki diyet Cevre kosullari Numune transportu

Aclik / tokluk Zaman Pihtilasma

Farmakolojik ajanlardan yoksunluk Postur Serum / plazma ayrilmasi
flac kullanim Numune tirt Depolama

Ornek alma zamani (biyolojik ritimler) Numune alinan taraf  Analize hazirhk

Fiziksel aktivite Kan akis1

Ornek almadan énceki dinlenme stiresi Ekipman

Stres Teknik

Turnike stiresi

interferans karakteristikleri ve izlenebilirligi olarak sayilabilir. Rehberlere
uygun olarak hazirlanmis olan ve yliksek dereceden referans yodntemlerle
belirlenen materyallerle dogrulugun ve izlenebilirliginin gosterilmesi cok

onemlidir (22, 23).

Uretilen verilerin guivenilirligi kritiktir. Ciinkii yéntemin kesinligi ve
dogrulugu o yontemin klinik performansini etkiler. Bu nedenle, referans
araliklarinin belirlenmesinde esas olan, hasta testinde oldugu gibi kalite
kontrol materyallerinin aymi formatta rutin kullanimidir. Sadece islem
sirasinda degil uzun vadede analitik protokoliin izlenmesi, sonuclarin
stabilitesini yani esdegerligini de garanti eder (24) . ideal olarak, birkac giin
boyunca numuneler analiz edilerek veriler toplanir ve calismadan calismaya
degiskenligi temsil eden degerler elde edilir. Ayrica dogal bilesenlerden
kaynaklanan interferanlarin (hemoliz, kter, lipemi) etkisinin

degerlendirilmesi de gerekir (25).
2.5. Referans Degerlerin Analizi

Referans aralik, referans grubu olusturan referans bireylerden elde edilen
referans verilerin tanimlanmis bir ytuzdeyi kapsadigi 6ngortlen (genellikle %
95’i) ust ve alt referans limitleri ve bunlar arasmmda kalan aralik olarak
tamimlanir. Cogu analit icin, alt ve tist referans limitler referans verilerin
dagilmimmin 2,5. ve 97,5. persantilleri olarak kabul edilir. Bazi1 durumlarda,
sadece bir referans limit tibbi éneme sahiptir ve genellikle de bir tist sinir yani

97.5 persentildir.

Referans araligin sinirlarimi olusturan referans limitlerin giiven araliklar

referans poptilasyonun rasgele 6érneklendigi varsayimiyla olusturulabilir. Her
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guiven araliginin genisligi, referans bireylerin sayisina ve gozlenen referans

degerlerin dagilimina baghdir.

Bu limitleri belirlemek icin iki genel istatistiksel yontem vardir. Bunlar
parametrik ve parametrik olmayan yontemlerdir. Nonparametrik metot
verileri kiiciikten buytige dogru siralar ve gozlemlenen referans degerlerinin
dagilmi hakkinda o6zel bir varsayim getirmez. Parametrik yontem ise
gozlemlenen degerlerin veya bu degerlerin matematiksel déontistimlerinin, bir
Gauss (yani “normal”) olasiik dagilimi izledigini varsayar. Bircok analitin
referans degerleri, Gauss dagilimi gostermez. Parametrik yoéntemin
kullanilabilmesi icin bu verilerin donustiirilerek “normallestirilmesi” gerekir.
Bu déntisimin (6rnegin Box-Cox, logaritmik, tissel veya karekok) verilere en
uygun yontemle yapilmasi1 gerekir. Dontsturdiikten sonra referans

degerlerinin Gauss dagilimina uyup uymadigin test etmek gerekir.

CLSI calisma grubu, guivenilir referans araliklarinin elde edilmesi stirecindeki
en O6nemli hususun referans araliklar1 hesaplama yoéntemi degil, uygun
referans bireylerin secilmesi, yeterli sayida bireyin test edilmesi ve preanalitik
hatalarin énlenmesi oldugunu séyler. Orneklem biiytikliigii kisitlamalar1 bir
laboratuvarin basit nonparametrik yoéntemle referans aralik hesabini
engellerse ve laboratuvar daha karmasik prosedurleri uygulayip
yorumlayabilecek personel ve teknik altyapiya sahipse baska yontemleri
kullanmay1 da onerir. Bu yontemler arasinda bootstrap temelli yontemler,
(26-28), geleneksel parametrik yontemler (26, 28, 29) veya robust yontemleri
(30) sayilabilir.

Bu uc¢ yodntem arasinda, “robust yontemi” smirlh sayida gozlemle basa
cikmanin yolunu sunar. Robust yontemi, parametrik ve nonparametrik
yontemlerin uzlasmasi olarak diistintlebilir. Parametrik yéntemin cok fazla
gozlem gerektirmemesi ve nonparametrik yontemde nufusun Gauss dagilimi
gostermek zorunda olmamasi gibi avantajlan icinde barmndirir. Bu yontem
verilerin ortalama ve standart sapmasi yerine, yer ve yayilim olcutlerini
kullanmas1 haricinde parametrik yéntemle aym formdadir. Robust yéntemi,
mevcut orneklem buyukligiinin 120’den daha az oldugu, ancak altta yatan

nifusun bir Gauss dagilimu izledigi varsayilmadigi durumlarda kullanmilmistir.
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2.5.1 Referans Deger Sayisi

Parametrik olmayan yontem kullanarak, iki ayr1 %P dagilimi arasinda ayrim
yapmak icin en az n referans deger olmaldir. Burada n ve P arasindaki iliski

asagida verilen formuldeki gibidir:

100
n+1=—

P

Bunun nedeni, parametrik olmayan yoéntemin referans verileri yalnizca
buyutkluk sirasimna gore siralamasi ve olctilen degerlerin kuicuklugliyle yada
buytikliigityle ilgilenmemesidir. Ornegin, on dokuz goézlemden olusan ve
rastgele secilen referans gruptan, bu gozlemler kuicikten buytige dogru
siralandiginda yalnizca on dokuz yuzdelik deger hesaplanabilir. En ktictik
gozlem populasyonun 5. ylizdesini; en buyidk goézlem poptilasyonun 95.
Ylizdesini temsil eder. Bu nedenle on dokuz goézlem [19 = (100 / P) - 1,
buradan da P = 5], nifusun nonparametrik olarak tahmin edilen % 5’likleri
birbirinden tam olarak ayirabilmek icin gereken en kucuk o6rneklem

buyuklugini temsil eder.

Benzer sekilde, 5. persentilin 2.5 persentilden yada 97.5. persantilin 95.
persentilden (yani, P = 2.5) ayrimimin net olmasi icin, en az 39 dlcim
gereklidir [39 + 1 = (100 / 2.5)]. Orneklemdeki en kiiciik gozlem,
populasyonun 2.5. persentilinin nonparametrik tahmini iken, en buytk
gozlem ise 97.5 persentilinin nonparametrik tahminidir. Bununla birlikte,
nonparametrik % 951k bir referans araligi elde etmek icin, gézlemlenen
degerlerin u¢ noktalarina tamamen guvenmemek gerekir. Bunlar,
populasyonun gercek yuzdelik degerlerini anormal olarak temsil edebilir veya
temsil etmeyebilir. Reed ve arkadaslari (1), bir referans bireyin digerinden tam
olarak ayrilabilmesi icin en az 120 referans bireyin gerektigini iddia eder. Bu
say1 alt ve tust referans limitlerin % 90 giaven duzeyinde nonparametrik
hesaplanmasina olanak saglar. Ayni referans limitleri % 95 gliven araliginda
(CI) tahmin etmek icin en az 146; % 99 gliven araliginda tahmin etmek icin en
az 210 referans degere ihtiya¢ vardir. Linnet (31), veriler ¢ok carpik
dagildiginda bu sayiy1 700’e kadar ¢ikarmay: 6nerir. Bununla birlikte, genel
uygulamada standart olmasi icin CLSI calisma grubu o6nerilen minimum

referans deger sayisini 120 olarak kabul etmistir. Anormal veya uc¢ degerler
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silinirse, referans araliginin belirlenmesi icin en az 120 referans deger elde
edilene kadar ek bireyler secilmelidir. Ayrica, farkl alt smniflar icin (6rnegin
cinsiyete veya yasa gore) ayrn referans araliklara ihtiya¢ duyulursa, bu

araliklarin her biri i¢in de en az 120 referans birey gerekir.

Yenidogan, pediatrik ve geriatrik poptilasyonlar icin alt sinif referans degerleri
gerektiginde yeterli sayida referans bireyin elde edilmesi imkansiz degilse bile
cok zor olabilirr Her ne kadar yeterli veri elde edilse de veriler hala
nonparametrik yéntemle analiz edilmeli ve elde edilen degerlerin sayisina
uygun olarak yuzde cinsinden rapor edilmelidir. Alternatif olarak, bu
durumda robust yontemi kullamlabilir. Robust yénteminde asgari sayida
gozlem gerekliligi yoktur. Elbette, referans araliginin hesaplanmasinda
mumkin oldugu kadar cok gozlemin kullanilmasi istenir. Daha az gézlemin
kullanilmasinin dezavantaji, istatistiksel belirsizligi artirmasi, referans
limitleri icin daha genis giiven araligi ve daha az kesinlige neden olmasidir.

Bu tur belirsizlik, birey sayisi arttikca azalir.

Ozet olarak, referans arallk hesaplama yontemi, referans popiilasyonun
dagilm sekli (normal-carpik) ve referans limitlerdeki tolere edilebilir
belirsizlik, gerekli minimum referans deger sayisini etkilemektedir. Harris ve
Boyd’a gore referans grup buyuklugi icin genel kriter, bir referans limitin
guven araligininh c¢ (% 90) genisliginin, referans araliginin (% 95) genisligine
(referans ranj) gore kiicik olmasi gerektigidir (30) . Bu yazarlar % 90 CI
genisliginin referans araligin genisliginin 0.2 katindan daha az olmasimi
onermektedir. CI'lar kabul edilemez 6l¢ctide genisse, daha fazla referans veriye
ihtiyac¢ vardir. Referans araligi hesaplama yénteminin secimi, Cl'larin genisligi
uzerinde bir etkiye sahipse de CI'larin genisligini etkileyen esas faktér mevcut

referans degerlerin sayisidir.
2.5.2 Aykir1 Degerlerin Tespiti

Referans limitlerin hesabinda 6énemli ve genel kabul goren varsayim, ol¢tilen
referans degerlerin “homojen” gozlemler toplulugunu temsil ettigidir. Bu tiim
degerlerin ayni olasiik dagiim fonksiyonuyla tamimlanan poptilasyondan
kaynaklanandigi anlamina gelir (nonparametrik yéntemde bu dagilimin

bicimi 6nemli degildir). Bu varsayima referans degerlerin ¢cogu uyar. Ancak
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bazilar farkl bir poptilasyondan kaynaklanabilir. Farkli poptilasyondan gelen
bu degerler, diger verilerin dagihm grafiginin icinde yer alabilir. Bu durumda,
bu goézlem sonuclarimin atipik analitik kosullarin bir sonucu mu yoksa
matematiksel hata kaynakli mi olup olmadigini bilmedik¢ce bunlan

tanimlamak neredeyse imkansizdir.

Bununla birlikte, cogu zaman, farklh populasyondan kaynaklanan bu tur
referans degerler, referans degerlerin cogunun olusturdugu ana yiginin
dagilim araligi disinda kalir ve 6zel dikkatle “aykir1 degerler” olarak kolayca
tamimlanabilir. Aykir1 degerlerin analitik veya preanalitik hata kaynakl
anormal gozlemler oldugu bilinmedikce onlar silmek yerine calismaya dahil
etmemiz gerekir. Asi1 degerler silinirse nonparametrik referans limit
tahmininde baz alinan en az 120 gozlem kurali degismez. Olusan eksik, yeni
gozlemlerle tamamlanmalidir. Boylece, bir referans araligi calismasi ile
baglantili olarak toplanan verilerin analizininde ilk adimlardan biri olasilik

yogunluk dagiliminin gorsel degerlendirilmesidir.

Uc¢ degerlerin tespiti icin bircok istatistiksel test mevcuttur (32). Bu
tekniklerin ¢ogu, gozlemlenen referans degerlerin Gauss dagilimina sahip
oldugu varsayimina dayanmaktadir. Aykir1 degerlerin tespiti icin herhangi bir
test tek tek asirt degerlere uygulandiginda asir1 degerlerin maskelenme
ihtimali her zaman vardir. Dixon (33) tarafindan 6nerilen D/R oram olarak
bilinen test, referans deger tahmini konusunda oldukgca iyi bilinir. D, u¢ deger
(buytik veya kuicuik) ile bir sonraki en buiytik veya en kuiciik deger arasindaki
farkin mutlak degeridir. R ise asir1 degerler de dahil olmak tizere tim referans
verilerin acikligidir (reference range). Reed ve arkadaslarn (1), bu oram
degerlendirirken cut-off degeri olarak 1/3t1 6nermektedir. Yani eger D farki R
acikhiginin 1/3ne esit veya daha buylikse aykirn deger silinir. 120
civarindaki érnek biiytiklikleri icin bu kriter oldukca muhafazakardir. Oyle
ki bu yontemin sildigi bir aykir1 degerin, kalan yani referans grubun bir
parc¢as1 olma ihtimali %1’den azdir. Yani bu metodun silinmemesi gereken bir
veriyi silme ihtimali %1’den azdir. Bununla birlikte, bir aykir1 degerin aslinda
anormal bir gozlem olduguna dair kanit olmadiginda ve altta yatan dagilimin
genellikle tam olarak Gaussian olmadigi goz o6nune alindiginda ozellikle

nonparametrik yoéntemle referans aralik tayininde D/R oram icin tUcte bir
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kurali uygun goértinmektedir. Bu nedenle, CLSI calisma grubu, aykin
degerlerin tespitinde referans degerler tizerinde bu testi ve cut-off degerinin

kullamimini desteklemektedir.

Dagilimin ayni tarafinda oldukca buyuk veya kiictuk iki veya ti¢c aykirt deger
varsa en asirl1 aykirnn deger R degerini yani referans acgikligi cok biytlik
yapacaktir. Dolayisiyla D/R kuralina goére, bu oran asir1 derecede kuicultr.
Boylece en asin aykiri deger gozden kacar ve diger asir1 degerlerin
aykiriliklarini maskeler. Ctinkti en asirt aykiri degeri gozden kacirinca islem
orada kesilir ve diger aykirni degerler de yanlishkla calismaya dahil edilir.
Boyle bir durumda, tucte bir kurali en az asinn degere de ayrica
uygulanmaldir. Eger kural bu aykirt degeri reddederse daha asir1 gézlemler
de dogal olarak reddedilmelidir. Kural en az asir1 degeri reddetmezse ya tiim
asirt degerleri kabul etmeli ya da tim aykinn degerleri gorebilen alternatif
testler uygulamahdir. Baska asir1 deger saptama metodu Tukey (1977)
tarafindan onerilmistir (34). Bu yontem degerlerin ortadaki % 50’sini kullanir,
boylece dagiimin bir tarafindaki ¢oklu uc¢ degerlerin maskeleme etkisini
ortadan kaldinr. Bu y6ntem, 6rnek veri kiimesinin alt ve tist ceyrekliklerinin
(25. ve 75. ytuizdelikler) hesaplanmasim icerir. Bu ceyreklikleri sirasiyla @ ve
Q)3 olarak adlandirirsak c¢eyreklikler arasi fark, Q3 — Q1(/QR) hesaplanir. Son

olarak, “alt ve Gist siirlar” asagidaki gibi hesaplanir:

Alt star = Q1 — 1.52IQR
Ust simiur = Q3 + 1.52IQR

Smirlarin disindaki herhangi bir veri (yani, alt sitmirdan daha kiticuk veya ust
simirdan daha buytik) aykirnn deger olarak kabul edilir ve referans aralik
hesabina dahil edilmez. Bu yontem Gauss dagilimina ait verilerin teoride
yaklasik % 0.7’sini dislar. Referans degerler Gauss dagilmadiginda,
doéntstarilmeleri gerekir. Uygun bir déntstim grubu altta formulinu
verdigimiz Box ve Cox'un ussel ve dogal logaritmik dontstimu iceren
yontemidir (35).

A
1
MO
y:{
In(x+¢),A=0
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Bu formulde y, donutstartilmtis deger, z orijinal degerdir ve In dogal
logaritmadir. A ve ¢ parametreleri optimizasyon yodntemi olan maksimum
olasihik teknikleri kullanilarak hesaplanan doéntisim parametreleridir.
Box-Cox doéntusumi Tukey aykirn deger tespit teknigi ile birlikte de
kullanmilabilir (30). Herhangi bir aykin deger reddedildiginde, kalan verilerin
ek aykirn deger(ler) icin test edilmesi uygundur. Ayni yéntemler, referans
araliklar1 olusturmak icin en sonunda hangi yo6ntemin kullamildigina

bakilmaksizin uygulanmaldir.
2.5.3 Referans Degerlerin Gruplandirilmasi

Tamimlanan alt smiflar icin ayn referans araliklarin gerekebilecegi,
numunelerin toplanmasi ve analiz edilmesinden 6nce hesaba katilmalhdir.
Kadinlar ve erkekler icin veya farkhi yas gruplan icin ayr referans
araliklarinin kullamimi klinik olarak faydal ve kullanish degilse ve/veya bu
ayrim fizyolojik olarak temellendirilemiyorsa gereksiz olabilir. Bu sorulara
cevap vermek icin gerekli olan bilgiler 6zellikle yeni bir analit i¢cin mevcut
olmayabilir. Ancak, bu sartlar yerine getirildiyse, her cinsiyet, yas veya baska
bir alt smif icin en az 120 bireyin érneklenmesi gerekir. ki alt sinifa ait
ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli oldugu stuirece her bir
alt smifin kendi referans araliginin var oldugu kabul edilebilir. Bununla
birlikte, klinik olarak 6nemsiz olsa da gozlemlenen fark, numune sayis1 ¢cok

fazla oldugunda istatistiksel olarak anlaml hale gelebilir.

Sinton ve arkadaslari, alt siniflarin ortalamalar1 arasindaki fark, elde edilen %
95 referans araligin % 25’ inden buiytik bulunursa ayr referans araliklarinin
kullanilmasim 6nermistir (36). Harris ve Boyd (37), alt smif ortalamalarn
arasindaki daha ktigiik farklarin da, boélimleme olmadan hesaplanan
referans limitlerinin disinda her iki tarafta beklenen % 2,5’lik simetrinin, ¢cok
farkli oldugu durumlara yol acabilecegini gostermistir. Bir alt smmftaki
bireylerin ytizdesi, gruplama olmadan belirlenen referans limitlerden birinin
disinda % 44 asarsa bu alt smif icin duyarhilik ve o6zgulliikte ortaya cikan
farkhiliklar, laboratuar sonug¢larinin yorumuna, teshis ve tedavi stirecine ciddi
sekilde zarar verebilir. Bu arastirmacilar, aym problemlerin ortalamalar ayni
oldugunda bile ortaya cikabilecegini gostermistir. Alt smiflarin standart
sapmalar orani 1,5 veya daha buytikse gorece genis dagilan alt sinifin daha
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buiytik bir kismi, dar dagilim gosteren alt smmifin her iki tarafta da &tesine
uzanir. Bu nedenle, referans bireylerin fiili olarak seciminden oOnce, ilgili
analitlerin alt smif referans araliklarimin olabilecegi goz oOnunde
bulundurulmalidir. Her bir analit hakkinda fizyolojik bilgiler ve Kklinik
uygulamada ayr alt smif referans araliklarimin potansiyel faydasi1 o zaman
degerlendirilmelidir. Boyle bir degerlendirme, alt smif ayrimlarimmin var
olabilecegini ve klinik 6neme sahip olabilecegini gosteriyorsa, her bir alt sinifa
en az 120 referans birey secilmelidir. Alt simmiflara gore referans araliklarinin
boltimlere ayrilip ayrilmayacagina karar vermek icin, Harris ve Boyd (37) alt
siif ortalamalann arasmndaki farkin istatistiksel anlamliligimi = testiyle

hesaplamay1 6nermistir.

T -T2

il .
[, @
ni n9
*_3 Nortalama _3 n1+n2
S S R VR Ty

71 Ve 77 alt gruplarin ortalamalari; s? ve s2 alt gruplarin varyanslari; n,

yia —

ve ny alt gruplardaki referans degerlerin sayilart; n,.aama » 71 V€ N2
degerlerinin ortalamasidir. Eger orijinal veriler cok carpiksa ve basit bir
doéntisiim Gaussian formuna ¢ok daha yakin dagilim veren degerler
uretirse z testinin dénustirilmus yeni veri setine uygulanmasi tercih
edilir. Hesaplanan z, z* degerini asarsa boélimleme oOnerilir. Buna ek
olarak, eger standart sapma orani (sp/s;) 1,51 asarsa boélimleme

Onerilir.

Hesaplamadaki sadelige ve kolayliga ragmen, Harris/Boyd
yaklasimindaki bazi zayifliklar gosterilmistir (38). Yaklasim, verilerin
Gauss dagillmma uydugunu kabul eder ve alt smflarn
prevalanslarinin esit olmadigimi hesaba katmaz. Ayrica, ortalama ve
standart sapmalardan hesaplanan z skoru, ana dagilimin kuyruk
davramisimi yansitmayabilir. Ornegin, ézdes alt referans limitlere ve
farkli standart sapmalara sahip iki dagilim, belirgin olarak farklh st

referans limitlere sahip olabilir ve bunun tersi de gecerlidir.
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Bu smirlamalarin ustesinden gelmek icin iki alt smifin, kombine
dagilimin alt ve ust referans limitlerinin disinda kalan oranlarimin
dogrudan tahminine dayanan alternatif bir yontem onerilmistir (38).
Lahti, Iskandinav Referans Aralig1 Projesinden gelen verileri kullanarak
cesitli yontemleri karsilastrmustir (39). Ikiden fazla alt smmf
kiyaslandiginda, konu daha da karmasik hale gelir. Lahti (27, 38) hem
Harris / Boyd yaklasiminin (40) hem de alternatif yaklasimin ikiden
fazla alt smifi iceren bir boéliimleme problemini c¢ézmede yetersiz

olduguna dair kanitlar sunmaktadir.
2.6. Referans Araliklarin Transferi

Uretilmis bir referans arallk mevcutsa, o degerlerin tekrardan
uretilmesini istemek gercekci olmaz. Bunun yerine bu referans araligin
transfer edilmesi ve sonra validasyonu tavsiye edilir. Transfer sadece
analitik sistemlerin ve populasyonun karsilastirilabilir oldugu

gosterildikten sonra yapilabilir.

Laboratuvar bir analit icin kendi populasyonunda kullandigi metot ve
cihazla de novo referans aralik uretmis olup sonrasinda metodunu
veya cihazimi degistirmeye karar verirse yeni bastan bir referans aralik
calismasi yapmas1 gerekmez. Metot karsilastirma calismasi yaparak
yontemlerin karsilastirilabilir oldugunu gostermesi yeterlidir. Ayrica
benzer kesinlik ve bilinen interferanslarinin varligi énemlidir. Benzer
veya karsilastinlabilir kalibratoér veya standart kullamimi da énemlidir.
Laboratuvar metod karsilastirma calismasi sonucunda eski referans

araliklarin1 modifiye edip guncelleyebilir.

Bir laboratuvar baska bir laboratuvarin veya turetici firmanin trettigi
referans araliklari, ayni1 veya karsilastirilabilir analitik sistemin
bulundugu kendi laboratuvarina transfer etmek isterse tek problem
referans  populasyonlarin  karsilastirilabilirligidir. Bu  klinik
laboratuvarlarda en sik kullamilan transfer tipidir. Ozellikle 3 yaklasim

referans araligin transfer edilebilirligini degerlendirmede kullanilabilir:
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1. Subjektif degerlendirme,
2. En az 20 referans bireyle yapilacak bir ¢alisma,

3. 120 kisiden az referans bireyle yapilacak calisma.
2.6.1 Subjektif Degerlendirme

Transferin kabul edilebilirligi, orijinal uygun referans deger
calismasinin ilgili faktérlerinin dikkatli bir sekilde incelenmesiyle daha
ayrintil olarak degerlendirilebilirr. Bunu yapabilmek icin, referans
nifusun tim demografik degiskenleri ve cografi konumlar yeterli bir
sekilde tanimlanmali ve incelenmek tizere hazir bulunmalhdir. Ayrica,
preanalitik ve analitik prosedtir detaylari, analitik performans, eksiksiz
referans degerleri seti ve referans araligin belirlenme yoéntemi
belirtilmelidir. Laboratuarin kararina goére, bu faktorler, alict
laboratuarin ¢alismasi ve poptilasyonu ile tutarhysa, referans araliklar
bu degerlendirmelerin bir dokiimantasyonu disinda herhangi bir

laboratuvar dogrulama calismasi yapilmaksizin aktarilabilir.
2.6.2 Az Sayida Referans Birey Kullanarak Dogrulama

Kullanic1 veya alici laboratuvar, uretici veya verici laboratuvar
tarafindan rapor edilen bir referans araligin transferini dogrulamak
isteyebilir veya bu gerekli olabilir. Transferin kabul edilebilirligi, alic
laboratuvarin kendi poptilasyonundan en az 20 referans bireyin
incelenmesi ve bu referans degerlerin orijinal calismayla
karsilastirilmas1 yoluyla yapilir. Bununla birlikte alici laboratuvarin
calismasi orijinal referans deger calismasinin analitik ve preanalitik
faktorleri ile tutarlh olmalidir. Ayrica, referans degerlerde farklhiliklara
neden oldugu bilinen iki poptilasyonun cografi konumlarinda veya
demografik degiskenlerinde o6nemli farklihklar varsa, referans

araligiin transferi icin ¢calisma yapmanin da yeri yoktur.

Transferin validasyonu icin referans bireyler secilir. Bu bireyler, alici
laboratuvarin saglikli ntfusunu temsil etmeli, dislama ve gruplama
kriterlerini karsilamalidir. En az 20 numuneyi uygun sekilde test
ettikten sonra, test sonuclan istatistiksel olarak incelenmelidir. Bu
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inceleme test sonuclarimin homojen bir grubu temsil ettiginden ve
aykirn bir deger bulunmadigindan emin olmak icin yapilir. Muhtemel
aykinn degerleri test etmek icin, daha 6nce belirtilen Reed / Dixon veya
Tukey yontemleri uygulanmalidir. Bu tekniklerle tanimlanan gercek
aykinliklar ortadan kaldirilmali ve bunlarin yerine yeni oOrnekler

alinmalidir.

Test edilen 20 denekten en fazla iki deger (veya test sonuclarmmin en
fazla % 10unun) ureticinin veya donér laboratuarin rapor ettigi %
95’lik referans araligin icindeyse referans araliklar alici laboratuvara
transfer edilebilir. Uc veya dért deger bu aralign disindaysa 20
referans numune daha elde edilmelidir. Bu yeni verilerin iki veya daha
azi, Ureticinin veya verici laboratuarin rapor ettigi limitlerinin disinda
degilse alic1 laboratuvarda kullanimi uygundur. ikiden fazla veri
araligin disindaysa kullanilan analitik prosedurler gozden gecirilmeli,
populasyonlar arasindaki biyolojik farkhiliklar dikkate alinmahdir.
Ayrica alict laboratuar, calisma kilavuzlarina gore kendi referans

araligim gelistirip gelistirmeyecegini degerlendirmelidir.

Bu yaklasim, istatiksel olarak binom dagilim temeline dayanir. Binom
dagiimina gore ikiden fazla test sonucunun bu smirlarin disinda
olmas1 olasiligi (gercekte Kkullanici ntfusunun % 951 bu smirlar
dahilinde oldugunda) sadece % 7,5tirr Kural butiintyle
degerlendirildiginde bu yaklasimla yanlis reddetme olasiligi % 1'in
altina duser. Ayrica referans araligi dogrulamak icin binom testi
kullanildiginda, onerilen referans araligin hedef poptilasyon icin ¢ok
genis olabilecegi olasiigi g6z éniinde bulundurulmaldir. Ozellikle 20
referans degerden Thicbiri smirlarin  disinda olmadiginda bu
distunulebilir. Bu durum, hedef niifus orjinal ntifustan daha homojen
oldugunda veya yontemin kendisi orijinal yéntemden daha hassassa
ortaya cikabilirr Bundan dolayr bir validasyon calismasi yapmadan
6nce yontemlerin ve  populasyonlarin  karsilastinlabilirliginin

saglanmasi 6nemlidir.
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2.6.3 Cok Sayida Referans Birey Kullanarak Dogrulama

Laboratuvarlar, klinik yorumu Kkritik olan analitler i¢cin daha kapsamh
bir referans araligi transfer calismasi1 yuritmeyi secebilir. Bu gibi
durumlarda, transferin kabul edilebilirligi, alic1 laboratuvarin kendi
populasyonundan daha btlytuk referans grubu (6rnegin N = 50)
incelenerek ve bu referans degerleri orijinal ¢calismayla karsilastirarak
degerlendirilebilir. Bununla birlikte alic1 laboratuvarin c¢alismasi,
orijinal referans deger calismasinin analitik ve preanalitik faktoérleri ile
tutarli olmalhdir. Bu tirden daha buytik calismalar, orijinal referans
deger calismasi ile alic1 laboratuvar poptilasyonu arasindaki farklari
ortaya cikarmak icin istatistiksel olarak daha gucludir. Referans
degerlerdeki farkliliklara neden oldugu bilinen. populasyonlar
arasindaki 6nemli cografi konum veya demografik farkliliklar varsa

referans aralik transferi i¢in bir neden yoktur.

Bu tiar calismalar icin referans bireyler secilir. Verilerin uygun bir
sekilde incelenmesi ve aykirn degerlerin hari¢ tutulmasindan sonra,
gorece kucuk referans veriler kiimesi, daha btliytk orijinal referans
degerler kiimesi ile karsilastiriir. Iki referans grubu seti, alt simiflarin
referans poptilasyonda var olup olmadigimi belirlemek i¢in onceki
boélimde tarif edilen isleme tabi tutulur (bkz. Bélim 2.5.3). Bu
degerlendirme sonucunda verici referans degerler ile alic
laboratuvarin ana referans veri seti arasinda anlamh bir fark
gorulmezse referans aralik transfer edilebilir. Ancak, fark béltiimleme
protokoliine gore anlamh ise, daha fazla karsilastirma veya tam olcekli

bir referans deger ¢alismasi yapilmalhdir.

Yine, robust istatistiksel tekniklerin varligt baska bir alternatif
sunmaktadir. Robust teknigi béltim 2.7.2°de 6nerildigi gibi, 50 referans
bireylik 6rnek grubuyla, uygun giuven araligina sahip referans
araliklarinin elde edilmesine imkan tamir. Bununla birlikte, her
laboratuvarin bu referans araliklarin guven araliklarmmin klinik
gereksinimleri karsilamak icin yeterince dar olup olmadigina karar
vermesi gerekir
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2.7. Referans aralig1 hesaplama

Referans araliklarinin hesaplanmasinda kullanilacak yontemin secimi

orneklem sayisi ve verilerin dagihimina gore gerceklestirilir.
2.7.1 Genel Hesaplama

Bu yontem ancak ve ancak verilerin normal dagildigi veya normal
dagilima donustirilebilmesinin - mimkin oldugu durumlarda
kullanilabilir. Bu yoéntemde referans limit degerleri icin basitce
ortalama * 1,96 x standart sapma hesaplamas1 yapilir. IFCC, bu
yontem yerine dagilima bakilmaksizin Robust veya nonparametrik

metodun kullanilmasin tavsiye etmektedir (29) .
2.7.2 Robust Metodu

Bu yo6ntem de genel hesaplama yontemindeki gibi verilerin normal
dagildigi durumda kullanilir, ancak dagiim oldukca kuyruklanmis
negatif ve pozitif yonli asimetrik dagilimlarda da islevsel oldugu 6ne
sturtlmektedir (41) . Bu yontem, simetrik bir dagilimin orta degerinin
kestirimi Uzerine kuruludur ve verinin konumu ve dagiliminin
kestirimi icin tekrarlamali asamalar icerir. Bu yontemle alt ve tust
referans limitlerin % 90 guven araligimi hesaplamak mumkun degildir
(42) . Orneklem sayisimin 40’tan fazla, 120’den az olmasi durumunda

tercih edilir.

120’den az referans birey mevcut oldugunda, parametrik olmayan
yontemin kullanimi sorunlu hale gelir. Ancak robust yoéntemi,
potansiyel bir alternatif sunar. Robust yoéntemiyle referans araligi,
baslangic konumunun (merkez) medyanla ve baslangic o6lceginin
(yayillma) medyanin mutlak sapmasi (MAD) ile hesaplandig1 yinelemeli
bir stirecle hesaplanir. Yontemde orjinal verilerin sonuca etkisi veri
merkezden uzaklastikca zayiflar. Merkezin glincellenmis tahminini
temsil eden yeni degerler yinelenen ardisik degerler arasindaki fark
ihmal edilecek seviyeye gelinceye kadar hesaplamir. Her ne kadar

robust yontemi daha az sayida goézlem ile kullanilabilirse de, CLSI
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calisma grubu cok gerekmedikce bunun yapilmasim tavsiye etmez.

Cunkti bu durumda CTI'lerin cok genis olmasi1 muhtemeldir.
2.7.3 Bootstrap Metodu

Bu yontemin temel prensibi bir bilgisayar araciligiyla, orijinal verilerin
icinden rastgele secilen verilerin tekrarlayan seferlerde yeniden
secilmesidir. Her deger esit secilebilme olasiligina sahiptir. Belirli
sayida tekrarin ardindan tekrar tekrar secilen degerlerin ortalamasi
allmarak hesaplama yapilir (27). Yontemin en buyltik avantaji
nonparametrik dagiimda diistk sayida 6rnek ile referans limitlerin %

90 guiven dtizeyinde hesaplanmasidir.
2.7.4 Nonparametrik Persentil Metodu

Hem IFCC hem de CLSI tarafindan tavsiye edilen metodtur. Bu
yontemde dagilimin her %1’lik kismina denk gelen deger 1 persentili
ifade eder. 2,5. ve 97,5. persentiller %95’1lik referans araligin sinirlarini
ifade eden, alt ve ust referans limitlerin olusturulmasinda kullanilr.
Veriler her persentilde sikliklarina gore duzenlenir ve kademeler (rank)
olusturulur. Kademeler, bu limit degerlerin yer aldigi %90 guven
arliklarinin  olusturulmasinda  kullanmilir. Guven  araliklarinin
olusturulabilmesi icin veri sayisi1 en az 120 olmalhdir (1). Bu y6ntem,
verilerin belirli dagilim sekli icerdigi varsayimina dayanmaz. Bundan
dolay1 veriler asimetrik dagilim gostermis olsa bile persentiller
hesaplanabilir ve dagilimdaki asir1 u¢ degerler sonucu etkilemez. N’in,
% 95 referans araliginin hesaplandigr bir referans verisi kimesindeki
veri sayisini temsil ettigini varsayalim. Verileri 6nce buyuklik sirasina
gore siralariz (kiictiikten buytige). Herhangi bir verinin sira numarasi r
olsun (en kuctiga r = 1, en buyuga, r = n). Alt referans limiti r (2.5.
persentil); tist referans limiti r, (97.5 persentil) sira numarasina denk
gelen gozlem verisi kabul edelim. Bu gozlemlerin sira numarasi

asagidaki gibi bulunur:
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ry = 0,025.(n + 1)
T9 = O, 975(n + 1)

n = 500 icin, r ve r, degerleri sirasiyla 12,525 ve 488,475'tir. Bu
degerler genellikle tamsay1 olmadigindan, sinirlar genellikle r; ve r, nin
her iki tarafindaki siwralara karsiik gelen veriler arasinda
enterpolasyon yapilarak hesaplanir. R; ve r, degerleri, tam sayiya ¢ok
yakinsa bu sayilara yuvarlanirlar. Bu referans kisilerin temsil ettigi
popiilasyonun tust ve alt referans limitlerini tahmin etmek icin bu sira

degerlerini kullanarak, % 95’lik referans araliklar elde edilir.
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BOLUM 3

YONTEM

3.1.Orneklerin toplanmasi, serum eldesi, kullanilan cihazlar ve

programlar

Kan ornekleri laboratuvar icin olusturulmus standartlara goére
cocuklarin yas ve kilolarina uygun miktarlarlarda serum ayirici tiiplere
alinmistir. Uygun sartlarda laboratuvara ulastirilan kan oOrnekleri,
20-30 dakika bekletildikten sonra 1200g’de 10 dakika santrifiij

edilerek serumlar pihti ve hiicrelerden ayrilarak otoanalizore yuklendi.

TSH ve sT4 hormon analizleri Abbott Architect 2000 (Abbott
ARCHITECT, Wiesbaden, Almanya) otoanalizériinde yapilmistir. Bu
calismaya TSH ve ST4 olmak tlizere 2 test dahil edilmistir. Olctimler
Kemiltiminesan Mikropartikiil Immiinolojik metotla (CMIA) yapilmstir.
Cihazda Abbott ARCHITECT firmasindan temin edilen orijinal kitler
kullamlmistir. Kitlerin kalibrasyon ve i¢ kalite kontrolleri yine ayni
firma tarafindan saglanan kalibratér ve kontrol serumlarn ile duzenli
olarak yapilmistir. Dis kalite kontrol ise Klinik Biyokimya Uzmanlar
Dernegi Eksternal Kalite Kontrol programi tarafindan saglanan kontrol

serumlar1 kullanmilarak aylik olarak gerceklestirildi.

Elde edilen sonuclar Laboratuvar bilgi sistemine (LIS) aktarimistir.
LIS’teki veriler (VENTURA Yazilim Ltd. Sti., Ankara, Turkiye), Microsoft
Office Excel 2016 dosyalan seklinde indirilip SigmaPlot 10.0 ve
Reference Limit Estimator (RLE49) programlarinda ileri analizleri

yaptik.
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3.2. Calisma Grubu

Stirekli referans araliklarini belirleyecegimiz analitleri klinik ihtiyaca ve
metodolojik gerekliliklere gore sectik. LIS’de yer alan ¢cok sayida verinin
kullandigimiz indirekt metodun uygulanmasina imkan taniyacagini
farkettik. Bunun Ttuzerine dogumdan yetiskinlige kadarki surecte
yuksek cozunurlikla surekli referans araliklarimi belirlememizin klinik
karar surecinde bize fayda saglayacag: analitleri distindtik. Sonunda
TSH ve sT4'de karar kildik. 18 yas alti tim hastalara ait TSH ve sT4

O6lciim sonuclarim laboratuvar veritabanindan aldik.

Istanbul Anadolu Kuzey Kamu Hastaneleri Merkez Laboratuvarinda
01.05.2013 ile 31.12.2017 tarihleri arasinda yapilan TSH (116.039
erkek ve 146.122 kadin, toplam 262.161) ve sT4 (110.999 erkek ve
133.227 kadin, toplam 244.226) analizlerinin sonucunu kullandik.
Laboratuvar bilgi sisteminden her teste ait verileri retrospektif olarak
ayr1 ayr1 Microsoft Office Excel dosyasi olarak indirdik. Indirdigimiz

verileri asagidaki islemlere tabi tuttuk:

1. Yazimi hatali ve analitik araligin disindaki verilerin ayiklanmasi,
2. Hemoliz, ikter ve lipemik numune kaynakl verilerin ayiklanmasi,
3. Tekrar test istemi yapilan hastalarin ilk sonucundan sonraki verile-

rinin ayiklanmasi.

Test tekrar1 yapilmis cocuklarin, ilk basvuruda alinmis test sonucu
haricindeki test sonuclarim calisma dis1 biraktik. Ik test sonuclarim
ise alim zamanindaki yaslarina gore ait olduklar yas grubuna dahil
ettik. Bu islemler neticesinde 177.383 TSH (80.827 erkek; 96.556
kadin) ve 166.939 (77.666 erkek; 89.273 kadin) sT4 verisi ana calisma
grubumuzu olusturmustur. Etnisiteye gore gruplandirma yapmaya

gerek duymadik.

Calisma periyodunca her bir analitin stabilitesini , aylhk medyan
degerlerinin stabil olmasiyla gosterdik (sekil 4.1, 4.2). Boylece
zamansal kaymalarin hesaplanan referans araliklarinin degisimine

etkisini disladik.
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Patolojik Orneklerin hesaplanan referans araliklara olasi etkilerini
sinamak ve kullandigimiz referans aralik hesaplama yonteminin
guivenilirligini arastirmak icin iki farkli veri seti olusturduk. Ilk veri seti
tim veri kiimesini icerirken ikinci veri seti yogun bakim, onkoloji,
endokrinoloji ve enfeksiyon hastaliklar1 tinitelerinden alinan o6rnek
verilerini icermiyordu. Bu dislama sonucunda ikinci veri seti TSH icin
125.922 (60.566 erkek; 65.356 kadin) ve sT4 icin 146.670 (68.791
erkek; 77.879 kadin) veri iceriyordu.

3.3. Siirekli Referans Aralik Olusturma

Surekli referans araliklar1 daha 6nceden kullanilan ve valide edilmis
bir indirekt metotla hesapladik (43, 44). Bu metot saghklh ve patolojik
verilerin karisimindan olusan veri setinin parametrik dagilim
gosterdigi varsayimima dayamr. Saglikli veriler istatistiksel olarak
modellenebilirken, patolojik orneklerin rastgele dagildigi varsayilr.
Yeterince buiytik bir veri setine uygulandiginda, bu saglikli ve patolojik
veri gruplan istatistiksel bir algoritma ile gtivenilir bir sekilde ayirt
edilebilir. Bu metot patolojik verileri ayirt ettikten sonra saghkl
orneklerin altta yatan parametrik dagihimim hesaplar. Algoritma, her

analit icin 3 temel adimdan olusur:

1. Veriler yas gruplarina ayrnilir,
2. Her bir grup icin ayn referans araliklar1 hesaplanir,
3. Hesaplanan referans limitler birlestirilerek stirekli referans aralikla-

rinin olusturulur.
3.3.1 Verileri Yas Gruplarina Ayirma

TSH ve sT4 verilerini sirasiyla 1000 ve 3000 veri iceren ardisik yas
gruplarina boéldik. Bu sayilar1 se¢cmemizin nedeni yaptigimiz 6n
calismalarda bu sayilarin elde ettigimiz referans limitlerin stabilitesi,
dogrulugu ve ¢oéztintrligi icin ideal sayilar oldugunu gérmemizdir. Bu
gruplara ayirma islemi sonucunda TSH ve sT4 icin sirasiyla 59 ve 167
yas grubu olustu. Yogun bakim, onkoloji, enfeksiyon hastaliklar1 ve
endokrinoloji tnitelerinden gelen o6rneklerin verilerini disladigimizda
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TSH ve sT4 icin sirasiyla 45 - 70 yas grubu olusturduk (tablo 3.2).
Hastane popilasyonumuzun yas dagihimina ve belirli bir yas
araligindaki hasta sayisina bagh olarak olusturdugumuz bu zaman
dilimleri farkli genislikteydi. Ornegin TSH icin ilk 3000 kisilik yas
grubu 0-8 giinlik yenidogan verilerinden olusurken besinci 3000
kisilik grup 64-149 giinluk pediatrik verilerden olusuyordu.

Tablo 3.1: Ornek sayilan ve olusturulan grup sayisi

Ayiklama Sonrasi Bazi Kliniklerin Dislanmas1 Sonrasi

Grup Sayis1 Toplam Erkek  Kadin Grup Sayis1 Toplam Erkek  Kadin
TSH 59 177,383 80,827 96,556 45 125,922 60,566 65,356
sT4 167 166,939 77,666 89,273 70 146,67 68,791 77,879

3.3.2 Ayr referans araliklarinin iiretilmesi

Her bir yas grubunun verilerinin analizi icin Arzideh ve ark. tarafindan
gelistirilen algoritmay1 temel aldik (43, 44). Bu algoritma verilerin
dagilimimin hesaplanmas1 icin duzlestirilmis c¢ekirdek yogunluk
fonksiyonu kullanir . Bu dagilimin Box-Cox transformasyonunu yapar.
Veriler Box-Cox transformasyona ugradiktan sonra en uygun kirpilma
noktalar1 belirlenir ve uclardan kirpilir (43, 45-48). Veri setinin iki
taraftaki kirpma noktalar1 ve aralarinda kalan “merkezi” kisminin
saglikli poptlilasyonun ana kismini temsil ettigi varsayilir. Bu merkezi
kismin normal dagilimi kullanilarak hastaliksiz alt grup modellenir.
Elde edilen veri kiimesinin hastaliksiz ve bu hastaliksiz gruptan daha
diastuk ve daha yuksek degerlere sahip patolojik iki alt grup olmak
luzere toplamda Ui¢ gruptan olustugu varsayilmaktadir. Merkez yani
saglikli oldugu varsayillan kismin Box-Cox transformasyonuyla Gauss
dagilimi bulunur ve referans limitleri elde etmek icin 2,5. ve 97,5.
persentilleri hesaplanir. Box-Cox transformasyonu carpik dagilimlari

simetrik dagilimlara dontstirmek icin kullamilir ve asagidaki gibi

tanmimlanr:
A
—1
A Y
y= A
In(x 4+ ¢),A=0
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Hastaliks1z oldugu varsayilan merkezi gruptan daha dustik ve daha
yuksek degerlere sahip patolojik iki alt grubun parametrik olmayan
fonksiyonlar oldugu kabul edilir. Box-Cox transformasyonunda ve
kirpilmis normal dagilimda kullanilacak parametreler bir optimizasyon
yontemiyle (maksimum olabilirlik metodu) hesaplanmistir. Hesaplanan
bu parametreler uygulandiginda hastalikli olmayan verilerin
parametrik dagilim grafigi elde edilir. Bu grafikten RI elde etmek icin
dagilmin 2,5. ve 97,5. ytizdeleri yani referans limitleri hesaplamr. Bu
adim her bir analit (TSH ve sT4) ve her bir yas grubu icin ayr ayr
gerceklestirilir. Elde ettigimiz indirekt Rl'lara, 6érnek seciminin etkisini
gormek icin de bazi bélimlerin dislayarak olusturdugumuz yeni veri

setini de aymi islemlere tabi tuttuk.

male

0563

=== whok 3dais s&t
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Density
0,282 0422
1 1
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T T T -- L I
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'
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Sekil 3.1: Referans aralik hesaplama algoritmasi. Bu grafikte yas araligr 33
glin ve 64 giin olan grubun TSH referans araliginin temel hesaplama mantig:
gosterilmektedir. Kesikli mavi ¢izgi yas grubundaki tiim verileri icermektedir.
Diiz yesil cizgi ise tiim verilerin uc¢lardan kirpilmasi sonucu kalan verilerin
merkezi yogunluk dagilimim gosterir. Bu dagiim en uygun Box-Cox dagilimi-
dir. Bu dagihimin 2.5. ve 97.5. persentilleri (dik yesil ¢izgiler) hesaplanir.

3.3.3 Siirekli referans araliklarina doniistiirme

Her analitin her yas grubu icin hesapladigimiz 2,5. persantillerini ve
97,5. persantillerini sekil 3.2’deki gibi birlestirerek sturekli ve ytiksek

c¢ozuinurlukli hale getirdik. Birlestirdigimiz referans limitleri strekli
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referans araliga dontistiirmek icin sigmaPlot 10.0 yazihimim kullandik.
Ozellikle yenidogan déneminin farkh dinamiklerini ve degisimleri daha
net gorebilmek icin tim poptlasyona ek olarak, 1 yas ve daha kticiik
pediatrik  gruplarin surekli referans araliklarim1 da ayrica

grafiklestirdik.

14 1

12 A

10 -

TSH, mlU /L

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

Yas, gln

—¥— Her yas grubunun Ust referans limiti (URL)
—k— Her yas grubunun alt referans limiti (LRL)

Sekil 3.2: Surekli referans aralik olusturma

3.4. Referans Araliklarinin Karsilastirilmasi

Hesapladigimiz referans araliklan karsilastirmak icin diinyada en ¢ok
bilinen ve referans kabul edilen pediatrik poptilasyonda referans aralik
calismalarindan olan CALIPER (Canadian Laboratory Initiative on
Pediatric Reference Intervals) (49) ve KiGGS (German Health Interview
and Examination Survey For Children and Adolescents) (50) calisma
verilerini kullandik. Bu calismalarda referans araliklar direkt metodla

belirlenmistir.
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CALIPER calismasinda referans araliklar TSH ve sT4 icin cinsiyet
ayrimi yapimaksizin belirlenmistir. Bu calismada analitler bizim de
kullandigimiz cihaz ve yontem olan Abbott ARCHITECT i2000
analizériinde kemiliminesan mikropartikiil immunolojik tetkikiyle
(CMIA) olctlmustir. TSH referans araliklart yalmizca 4 gin-6 ay, 6
ay-14 yas ve 14-18 yas araliklarina ayrilarak toplam 1.038 referans
bireyde belirlenmistir. 4 giin - 6 ay grubu tum calisma grubunun %
13"unu (139 birey), 6 ay - 14 yas grubu % 62’sini (640 birey) ve 14 yas-
18 yas grubu ise % 25’ini (259 birey) olusturmustur. ST4 referans
araliklar1 ise 5-15 gin, 15 gun-1 ay, 1 ay-1 yas ve 1-18 yas
araliklarina ayrilarak toplam 1.343 referans bireyde belirlenmistir.
5-15 gun yas grubu tim calisma grubunun % 5’'ini (66 birey), 15
gun-1 ay yas grubu % 4'tnu (55 birey), 1 ay-1 yas grubu % 20’sini
(270 birey) ve 1-18 yas grubu ise % 71’ini (952 birey) olusturmustur.

KiGGS calismasinda referans araliklar cinsiyetler icin ayrn ayrn
belirlenmistir. TSH icin 6.723 erkek, 6.366 kadin; sT4 icin 6.723
erkek, 6.365 kadin calismaya dahil edilmistir. Analitler Roche Cobas
E2010 analizérinde elektrokemiliminesans immiuinolojik tetkikiyle
(ECLIA) olctilmuistiir. TSH ve sT4 referans araliklar 29 yas grubu icin
belirlenmistir. Bu yas grubuna ayrim 3 yas-18 yas araligindaki
bireyleri 6 aylik araliklarlarina ayirarak yapilmistir. 3 yasindan kucuk

cocuklar icin referans aralik belirlenmemistir.

Hesapladigimiz referans araliklarla CALIPER ve KiGGS referans
araliklarn arasmndaki farki istatiksel ve klinik olarak ayr1 ayrn
degerlendirdik. Hesapladigimiz referans araliklarla KiGGS ve
CALIPER’in yayinladigi referans araliklar arasindaki istatistiksel farki
degerlendirmek icin referans degisim degerini (RCV) kullandik. Alt ve
ust limitler arasindaki fark RCV’den kiiciik cikarsa bu fark istatiksel
olarak anlamsizdir. Klinik farkliligi ise referans araliklarin verileri

patolojik ve saglikl olarak simiflandirma ytizdelerine gore inceledik.
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RCVyi Fraser ve arkadaslarinin asagidaki formiilde tarif ettigi gibi
hesapladik (51):

ROV = Z*\/2(CV2 + CV?)

Z+ anlamlilik icin secilen olasiligi (7, 1.96 % 95 anlamlihiga karsilik
gelir), CV, analitik varyasyonu, C'V; bireyici biyolojik varyasyonu temsil
eder. CV, ve CV, degerlerini Ricos ve arkadaslarmin yaymladigl

verilerden aldik (52) .

Surekli referans araliklarimizi, KiGGS ve CALIPER calismalarindan
elde edilen referans araliklanyla karsillastirdik ve bunu grafiklerle
gosterdik. Analizler KiGGS calismasinda Hitachi 917 (Roche
Diagnostics, Cobas); CALIPER calismasinda i2000 (Abbott Architect)
otoanalizorlerinde gerceklestirilmistir. Kullanilan cihaz ve yoéntemleri

tablo 3.2’de Ozetledik.

Surekli referans araliklarimizin, incelenen oOrneklerin saglikhi veya
patolojik olarak smiflandirilmasi tizerine etkisini tablo 4.3, 4.4, 4.5,
4.6 ve 4.7°de Ozetledik.

Tablo 3.2: Calisilan Analitler ve Kullanilan Metotlar/Cihazlar

Kendi Laboratuvarimiz TSH  ARCHITECT i2000 CMIA
sT4  ARCHITECT i2000 CMIA

CALIPER Calismasi TSH ARCHITECT i2000 CMIA
sT4  ARCHITECT i2000 CMIA

KiGGS Calismasi TSH Elecsys E2010 ECLIA
sT4 Elecsys E2010 ECLIA

CMIA: Kemiltiminesan Mikropartikiil immtinolojik Tetkik, ECLIA: Electrokemiliiminesans immunolojik Tetkik
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. TSH ve ST4’iin calisma periyodunca stabilitesi

Her bir analitin stabilitesini ¢alisma periyodunca, aylik medyan deger-

lerinin stabil olmasiyla gosterdik (sekil 4.1, 4.2).

TSH, mlU/L
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Sekil 4.1: TSH verilerinin zamana gore stabilitesi
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Sekil 4.2: sT4 verilerinin zamana goére stabilitesi

TSH ve sT4 icin hesapladigimiz indirekt tist (URL) ve alt referans limit-
leri (LRL) yas gruplarina gore tablolastirdik (Tablo 4.1, 4.2).
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Tablo 4.2: Belirledigimiz Stirekli sT4 Referans Araliklar: (pmol/L)

Yas Aralig: (Giin) Tiim Kadin Erkek Yas Aralig: (Giin) Tiim Kadin Erkek
Alt Ust LRL URL LRL URL LRL URL Alt Ust LRL URL LRL URL LRL URL
o 5 12.87 28.57 13.13 27.8 12.23 29.47 3171 3210 10.68 16.6 10.81 16.22 10.68 17.25
5 6 13.51 22.91 14.03 25.48 13.13 23.04 3210 3250 10.55 17.37 10.68 17.5 11.07 16.22
6 7 10.81 24.2 11.84 23.94 11.71 25.48 3250 3290 10.81 17.12 10.3 17.37 10.81 16.73
7 9 11.71 23.17 11.45 23.55 11.45 23.04 3290 3331 10.42 16.99 10.42 17.5 10.81 16.34
9 13 11.07 22.27 11.71 23.29 11.45 23.17 3331 3373 11.07 16.73 11.2 16.6 11.2 16.73
13 16 11.2 21.11 10.42 20.33 11.45 20.59 3373 3417 10.94 16.99 10.55 17.12 10.94 16.09
16 20 10.81 19.69 11.07 16.6 10.04 18.4 3417 3460 10.55 17.5 10.68 17.5 10.94 16.47
20 25 10.55 18.79 9.78 18.15 10.42 18.79 3461 3506 10.55 17.12 10.55 16.99 10.94 16.22
25 30 9.14 17.63 9.78 18.4 10.42 18.15 3506 3551 10.3 16.34 9.91 16.6 10.3 16.47
30 35 10.04 17.25 10.81 17.76 10.3 17.89 3551 3594 10.17 16.6 11.07 16.73 10.55 17.37
35 42 10.55 17.63 10.55 17.76 10.3 17.89 3594 3638 10.42 16.86 9.78 16.6 11.07 16.34
42 53 10.17 18.15 10.81 17.63 10.04 18.02 3638 3685 10.3 16.86 10.04 16.6 10.42 16.73
53 71 10.68 18.66 10.94 17.12 11.2 17.5 3685 3731 10.42 18.02 10.04 18.4 10.81 17.25
71 97 10.3 18.28 10.81 19.31 10.55 18.02 3731 3779 10.42 17.63 10.68 16.86 10.94 16.86
97 128 10.94 18.4 11.2 17.63 10.81 18.28 3779 3827 10.55 16.99 10.17 16.73 10.55 17.37
128 164 10.3 17.12 10.68 16.6 10.42 17.12 3828 3875 10.42 16.99 10.3 15.96 10.94 16.73
164 200 10.3 16.86 10.42 16.73 10.04 16.73 3875 3921 9.91 16.34 9.65 17.12 10.81 15.96
200 235 10.17 17.89 10.17 17.76 10.55 17.76 3921 3966 9.91 16.34 9.01 16.34 10.55 16.22
235 255 10.04 16.86 9.78 17.5 10.04 16.86 3966 4011 9.78 16.73 9.78 15.7 10.3 17.25
255 275 10.42 17.12 10.04 16.09 10.3 17.89 4011 4060 9.65 16.22 9.91 16.34 10.42 16.09
275 298 9.91 16.73 9.65 16.6 10.17 16.22 4060 4106 9.65 16.34 9.14 15.96 10.68 16.09
298 332 10.04 16.86 10.04 17.25 10.42 15.83 4106 4154 9.4 16.22 9.78 15.83 10.55 16.09
332 364 10.04 17.25 10.55 16.99 9.78 16.09 4154 4197 9.91 16.09 9.91 15.06 10.42 16.6
364 385 10.42 16.47 10.17 16.47 11.07 16.99 4197 4244 9.65 16.47 9.01 15.19 10.81 16.73
385 412 10.55 16.99 10.55 16.86 11.07 16.6 4244 4292 9.78 15.83 9.78 16.6 10.17 15.96
413 446 10.68 16.86 10.04 16.47 10.68 16.86 4292 4339 9.65 16.34 9.65 14.8 10.81 14.8
446 483 10.17 16.86 10.42 16.47 10.81 16.73 4339 4385 10.04 16.22 9.78 15.44 10.3 16.73
483 518 10.04 16.73 10.68 16.73 10.3 16.99 4385 4431 9.4 16.99 9.14 15.7 10.3 16.86
518 556 10.55 17.37 10.55 17.25 10.17 16.99 4431 4475 9.4 15.83 9.14 15.57 10.04 17.12
556 597 10.94 17.37 11.07 17.25 10.42 16.99 4475 4521 9.14 15.83 9.27 15.57 9.01 16.6
597 643 10.94 16.22 10.94 16.09 10.94 16.34 4521 4565 9.65 16.47 9.4 15.57 10.04 15.96
643 689 10.68 16.99 11.2 17.12 10.42 17.12 4565 4613 9.91 16.09 10.04 14.8 9.65 16.73
689 737 11.07 16.6 10.94 17.12 11.07 15.96 4613 4657 9.4 16.6 9.4 15.96 9.27 16.73
737 782 10.42 16.86 10.94 17.76 10.42 16.6 4657 4704 9.65 15.57 9.27 15.32 9.27 15.7
782 834 10.68 17.5 10.55 17.63 10.94 17.12 4704 4751 9.27 15.7 9.78 16.22 9.4 16.34
834 883 10.81 17.12 10.81 16.34 11.33 16.86 4751 4797 9.65 15.32 9.78 15.83 9.78 14.8
883 933 11.45 16.22 11.2 16.6 11.33 16.47 4797 4842 8.88 15.7 9.65 16.6 9.01 15.44
933 985 11.07 16.47 11.07 16.86 10.68 16.86 4842 4891 9.78 15.83 10.17 15.83 10.04 15.44
985 1036 10.81 16.73 11.45 15.96 10.81 17.12 4891 4935 9.27 15.32 9.78 14.93 9.14 16.73
1036 1085 11.2 16.47 11.45 16.99 11.07 16.34 4935 4982 9.65 15.19 9.65 15.19 9.91 15.57
1085 1134 10.94 17.25 10.94 16.99 10.94 16.99 4982 5026 9.14 16.09 8.88 16.6 9.65 15.44
1134 1181 11.2 16.73 11.2 16.73 11.2 16.22 5026 5071 9.27 15.57 9.52 15.44 9.14 15.7
1181 1234 10.42 16.86 10.55 16.99 10.81 17.5 5071 5114 9.65 16.34 9.27 16.09 9.65 15.83
1234 1288 11.07 17.12 11.45 16.86 11.07 16.86 5114 5156 9.78 16.09 9.91 15.57 9.78 15.57
1288 1341 11.33 16.6 11.2 15.83 11.33 16.22 5156 5198 10.42 15.06 10.17 14.8 9.27 15.19
1341 1392 11.07 17.25 11.2 17.37 11.07 16.73 5198 5240 9.27 15.57 10.04 15.83 9.52 16.6
1393 1446 10.94 17.76 10.55 17.5 10.94 17.76 5240 5281 9.52 16.09 9.4 15.96 9.14 15.7
1446 1498 10.55 17.5 11.58 17.12 10.68 18.4 5281 5320 9.65 15.32 10.04 16.09 9.52 14.93
1498 1554 10.42 16.99 10.3 16.86 10.55 16.99 5320 5361 9.78 15.57 10.17 16.09 9.78 14.93
1554 1608 11.07 16.99 10.68 16.73 11.2 16.99 5361 5399 9.78 15.83 991 15.83 9.91 15.44
1608 1662 10.94 17.76 11.2 17.63 11.07 17.5 5399 5438 9.65 15.57 10.55 15.44 9.4 15.96
1662 1717 10.68 16.86 11.07 17.76 10.94 16.47 5438 5477 10.55 15.44 10.3 15.44 10.94 15.32
1717 1767 11.33 17.25 11.2 16.73 11.33 16.6 5477 5514 10.17 15.83 10.3 15.83 10.3 15.19
1768 1818 11.2 17.37 11.2 17.76 11.07 17.25 5514 5550 9.91 16.09 9.4 15.7 9.91 15.7
1818 1868 10.3 16.99 10.94 16.6 10.94 17.76 5550 5588 9.65 16.09 9.4 15.57 9.65 15.96
1868 1919 10.94 17.76 11.07 18.15 10.68 17.37 5588 5627 10.3 15.57 10.3 15.7 10.04 14.93
1919 1973 11.33 17.63 11.2 17.89 11.2 17.63 5627 5665 10.04 15.83 10.3 15.57 9.4 15.44
1973 2026 11.2 17.25 10.94 17.12 11.2 17.25 5665 5703 9.4 15.57 9.65 15.32 9.14 15.83
2026 2079 11.33 16.86 10.81 17.5 11.58 16.47 5703 5736 10.3 15.96 10.68 15.44 8.88 15.83
2079 2129 10.81 18.15 11.33 18.28 10.94 16.99 5736 5772 10.04 15.96 9.91 16.22 10.42 15.44
2129 2178 10.42 17.12 11.07 16.73 10.94 17.63 5772 5806 10.04 15.96 10.04 16.09 10.04 15.19
2178 2230 10.94 17.89 11.33 17.5 11.07 17.76 5806 5840 9.65 15.57 10.04 15.44 10.17 15.96
2230 2280 11.45 17.12 11.33 16.6 11.71 16.86 5840 5877 10.42 15.83 10.42 15.83 10.3 15.44
2280 2329 10.81 17.25 10.81 17.76 11.58 17.5 5877 5912 9.65 15.57 10.42 15.7 8.88 15.96
2329 2376 11.07 17.5 11.2 17.37 10.81 17.5 5912 5949 10.04 16.09 9.91 16.09 10.17 16.22
2376 2422 11.2 17.12 11.58 16.86 11.2 16.99 5949 5983 10.04 15.32 9.78 15.57 9.91 15.19
2422 2466 11.45 17.12 11.33 17.5 11.2 16.34 5983 6017 991 15.44 9.4 15.57 10.42 15.44
2466 2509 10.42 17.12 10.68 17.63 10.55 16.6 6017 6051 9.91 16.34 991 16.22 9.52 16.09
2509 2553 11.07 17.89 10.94 17.89 11.58 16.99 6051 6085 9.78 16.34 10.17 16.86 9.78 16.6
2553 2596 10.94 17.63 11.45 17.12 10.68 17.76 6085 6120 10.55 15.44 10.04 15.19 10.55 15.83
2596 2639 11.45 16.6 11.84 16.99 11.45 16.34 6120 6156 10.17 16.47 10.3 15.83 10.3 16.73
2639 2682 11.07 16.73 11.33 16.73 11.33 16.86 6156 6189 9.52 16.09 9.52 16.09 10.17 15.32
2682 2725 10.42 17.12 10.94 17.25 11.07 16.86 6189 6224 9.91 16.6 9.78 16.6 10.17 15.96
2725 2766 10.94 17.89 10.68 17.37 11.07 17.12 6224 6256 9.91 16.73 10.04 16.34 9.78 16.99
2766 2805 11.07 16.99 11.2 16.99 10.17 16.73 6256 6289 10.17 15.96 9.65 15.7 10.17 16.6
2805 2846 11.33 16.73 11.71 16.34 11.07 16.99 6289 6324 9.52 15.96 9.78 15.57 10.42 16.6
2846 2890 10.94 16.99 10.81 16.86 11.07 16.99 6324 6360 10.42 15.96 9.91 15.57 10.55 15.96
2890 2933 11.07 16.86 11.33 16.73 10.94 17.12 6360 6396 9.78 15.7 10.04 15.57 9.65 15.83
2933 2972 10.94 16.6 10.55 17.25 11.58 16.34 6396 6431 9.52 15.83 9.52 15.96 9.78 16.47
2972 3011 11.2 17.12 11.2 17.25 11.2 15.96 6431 6467 9.52 16.22 9.14 15.96 10.17 16.47
3011 3049 10.94 16.99 11.33 16.73 10.42 17.12 6467 6501 9.91 15.57 9.78 15.32 10.3 15.7
3049 3099 10.55 16.86 10.68 16.99 10.81 16.86 6501 6538 10.3 15.7 10.04 16.09 10.68 15.44
3099 3131 10.68 17.37 10.04 17.25 11.2 16.47 6538 6569 10.17 16.6 10.3 15.83 10.42 16.47
3131 3171 10.55 17.5 11.2 16.73 11.2 16.86

LRL: Alt referans limit, URL: Ust referans limit
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4.2. Ornek seciminin ve cinsiyetin hesaplanan RI'lara etkisi

RI'larin indirekt yontemle belirlenmesi, muhtemel patolojik verilerin
hesaplanan Rl'lar tizerine 6nemli bir etkisinin olmadigi varsayimina
dayanir. Pediatrik bir poptilasyonda yogun bakim, onkoloji, enfeksiyon
hastaliklar1 ve analite bagh olarak ilgili boélimlerden gelen
numunelerin patolojik numunelerin bliyik c¢ogunlugunu icermesi
beklenir. Bundan dolay1 6rneklem seciminin etkisini test etmek icin iki
farkli veri seti olusturduk. Birinci veri seti yogun bakim, onkoloji,
enfeksiyon hastaliklar1 ve endokrinoloji (TSH/sT4 calistigimizdan)
unitelerinden alinan 6rnekleri icermezken diger veri seti tim verileri
icermektedir. Olusan RI grafiklerini inceledigimizde bu {tinitelerden
gelen verileri dislamanin (sekil 4.3, 4.4) ve cinsiyetin (sekil 4.5, 4.6)
sonuca etkisinin olmadigin1 goérdik. Bu nedenle ileri analizleri

filtrelenmemis ana veri setinde gerceklestirdik.
4.3. Siirekli TSH ve sT4 referans araliklarina gore klinik siniflandirma

Stirekli referans araliklarina gore veri setimizi saglikli ve hasta olarak
simiflandirdik. Bu smiflandirma sonug verilerini her yas grubu icin ayn

ayr1 tablolarda verdik (tablo 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7)
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Sekil 4.5: Strekli TSH referans araliklarina cinsiyetin etkisi
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Sekil 4.6: Stirekli sT4 referans araliklarina cinsiyetin etkisi
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4.4. Referans Araliklarinin Karsilastirilmasi

RI belirlemek icin indirekt yontemlerin kullamimi; referans
popullasyonun Kkesin bir tanimimin olmamasi, normal olmayan
dagilimlarda RI'larin hesaplanmasinda basarisiz olmasi ve
hesaplandigi laboratuar disinda uygulanamamasindan dolay1
elestirilmistir (53). Bu calismada uyguladigimiz indirekt ydéntemin
guvenilirligini  degerlendirmek icin valide edilmis yo6ntemler

kullanilarak belirlenen referans araliklarla karsilastirma yaptik.

Belirledigimiz  strekli referans araliklar1  karsilastirmak ve
guivenilirligini test etmek icin diinyada en cok bilinen ve referans kabul
edilen calismalardan olan CALIPER (Canadian Laboratory Initiative on
Pediatric Reference Intervals) (49) ve KiGGS (German Health Interview
and Examination Survey For Children and Adolescents) (50) calisma
verilerini kullandik. Bu calismalarda referans araliklar klasik yani
direkt metodla Dbelirlenmistirr Bu klasik referans yo6ntemler
kullanilarak RI'larin olusturulmasi tavsiye edilir. Ancak bu yéntemle
her yas grubunu temsil edecek gruplama yapmak imkansiz olmasa bile
cok zordur. Bundan dolay1 indirekt yontemin gelistirilmesi 6zellikle
pediatrik poptilasyonda énemli olan analitler i¢cin her laboratuvarin

kendi stirekli RI'larini belirlemesine imkan tanir.

Hesapladigimiz referans araliklarla CALIPER ve KiGGS referans
araliklarn arasindaki farki istatiksel ve klinik olarak ayr ayn
degerlendirdik. Istatistiksel farki degerlendirmek icin referans degisim
degerini (RCV) kullandik. Alt ve Ust limitler arasindaki fark, RCV’den
kiuicik cikarsa istatiksel olarak anlamsizdir. Klinik farkhiligi ise
referans araliklarin verileri patolojik ve saglikli olarak smiflandirma

yuzdelerine gore belirledik.
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Tablo 4.3: Surekli TSH (m IU/L) RI'na gore klinik simiflandirma

Yas Aralig: (Giin) Toplam %Hasta
Alt Ust Toplam Kadin Erkek Toplam Kadin Erkek
o 8 3000 1350 1650 7.97 7.11 9.03
8 18 3000 1301 1699 9.1 10.84 8.42
18 33 3000 1306 1694 10.77 9.49 11.57
33 64 3000 1349 1651 8.93 9.04 8.96
64 149 3000 1389 1611 6.77 9.29 7.39
149 247 3000 1427 1573 7.1 8.83 6.1
247 315 3000 1522 1478 9 9.46 10.15
315 396 3000 1612 1388 9.6 5.89 8.57
396 495 3000 1614 1386 8.07 8.18 7.14
496 608 3000 1502 1498 8.07 8.12 6.54
608 743 3000 1484 1516 4.83 6.54 4.02
743 886 3000 1455 1545 8.87 8.93 7.44
886 1034 3000 1389 1611 8.17 12.81 5.77
1034 1176 3000 1346 1654 8.13 12.93 8.1
1176 1333 3000 1354 1646 5.07 6.57 4.31
1333 1485 3000 1308 1692 7.87 8.64 8.16
1485 1643 3000 1378 1622 9.13 8.2 9.25
1643 1799 3000 1418 1582 7.9 8.39 14.16
1799 1948 3000 1399 1601 5.6 5.43 6.37
1948 2100 3000 1418 1582 7.3 9.45 5.5
2100 2245 3000 1432 1568 6.83 7.05 5.74
2245 2387 3000 1533 1467 7.57 20.48 7.23
2387 2514 3000 1522 1478 6.57 28.71 6.02
2514 2640 3000 1499 1501 16.97 9.27 22.72
2640 2764 3000 1529 1471 7.53 9.22 7.14
2764 2884 3000 1620 1380 8.1 14.2 8.77
2884 3003 3000 1608 1392 7.5 7.52 6.61
3003 3119 3000 1670 1330 6.93 6.23 8.12
3119 3236 3000 1625 1375 6.67 5.54 8.51
3236 3354 3000 1605 1395 11.63 5.92 18.21
3354 3481 3000 1589 1411 5.97 13.53 8.29
3481 3611 3000 1507 1493 8.07 6.97 7.9
3611 3744 3000 1546 1454 8.9 8.54 7.5
3744 3884 3000 1522 1478 7.9 5.85 7.04
3884 4018 3000 1467 1533 6.57 8.38 6.46
4018 4154 3000 1541 1459 4.6 6.1 8.36
4155 4287 3000 1460 1540 6.73 7.26 6.36
4287 4419 3000 1557 1443 8.07 7.26 7.76
4419 4548 3000 1525 1475 7.5 10.03 9.63
4548 4677 3000 1551 1449 8.13 7.22 6.14
4677 4811 3000 1561 1439 6.53 8.39 7.02
4811 4942 3000 1717 1283 5.87 5.3 25.88
4942 5069 3000 1714 1286 6.07 6.48 4.59
5070 5186 3000 1793 1207 7.07 7.7 7.21
5186 5300 3000 1832 1168 8.63 8.08 8.48
5300 5409 3000 1847 1153 7.17 7.36 7.29
5409 5512 3000 1938 1062 6.17 6.55 6.4
5512 5613 3000 1977 1023 4.97 5.21 6.06
5613 5712 3000 2011 989 6.23 6.46 10.82
5712 5803 3000 1979 1021 7.1 7.23 6.46
5803 5893 3000 2051 949 5.33 6.09 3.9
5893 5981 3000 2039 961 5.97 7.95 5.2
5981 6066 3000 2099 901 7.33 9.43 7.1
6066 6150 3000 2060 940 8.37 8.3 7.55
6150 6231 3000 2057 943 6.67 6.22 9.44
6231 6310 3000 2098 902 8.53 8.34 8.65
6310 6396 3000 2111 889 6.17 7.15 6.86
6396 6478 3000 2108 892 8 11.05 6.73
6478 6569 3383 2335 1048 8.81 18.16 20.13
Toplam 177383 96556 80827 7.59 8.8 8.43
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Tablo 4.4: Suirekli sT4 RI'miza Gore Klinik Simiflandirma

Toplam Birey Sayis1

Hasta (%)

Yas Aralig: (Giin)

Alt Ust Toplam Kadin Erkek Toplam Kadin Erkek
0 5 1000 444 556 7.6 9.46 9.89
5 6 1000 462 538 19 12.55 18.75
6 7 1000 445 555 7.4 8.99 10.99
7 9 1000 446 554 10.5 8.74 7.4
9 13 1000 429 571 7.3 11.19 7.01
13 16 1000 431 569 8.9 8.82 6.85
16 20 1000 429 571 94 29.84 23.82
20 25 1000 429 571 7.7 7.69 6.48
25 30 1000 466 534 6.8 5.36 5.99
30 35 1000 422 578 6.7 8.06 7.79
35 42 1000 467 533 6.9 8.14 4.88
42 53 1000 440 560 7.2 8.64 11.43
53 71 1000 426 574 5.7 1291 11.85
71 97 1000 464 536 5.9 3.66 4.48
97 128 1000 491 509 4.8 6.92 9.04
128 164 1000 444 556 7.8 11.04 12.05
164 200 1000 451 549 8 6.87 11.11
200 235 1000 505 495 4.1 4.95 4.04
235 255 1000 504 496 4.8 2.98 1.81
255 275 1000 543 457 4.1 5.52 6.13
275 298 1000 497 503 3 3.02 3.98
298 332 1000 496 504 4.2 3.83 2.78
332 364 1000 523 477 2.7 4.97 3.77
364 385 1000 527 473 7.1 5.69 8.03
385 412 1000 550 450 3.6 4 4
413 446 1000 549 451 5 6.38 4.66
446 483 1000 545 455 3.9 5.14 6.15
483 518 1000 530 470 5.2 491 6.81
518 556 1000 473 527 3.9 5.07 3.61
556 597 1000 495 505 4.1 5.25 4.95
597 643 1000 481 519 8.6 9.98 9.25
643 689 1000 491 509 5.7 4.68 8.25
689 737 1000 501 499 7.1 4.99 5.01
737 782 1000 488 512 4 2.87 3.13
782 834 1000 496 504 2.5 2.22 2.18
834 883 1000 491 509 4.1 5.5 8.25
883 933 1000 490 510 11.8 8.98 6.08
933 985 1000 466 534 8 7.51 4.12
985 1036 1000 425 575 56 12.47 11.48
1036 1085 1000 470 530 7.2 5.32 5.47
1085 1134 1000 460 540 3.3 4.35 3.52
1134 1181 1000 414 586 5.9 6.04 5.8
1181 1234 1000 445 555 4.6 3.6 4.5
1234 1288 1000 466 534 4.4 6.87 7.12
1288 1341 1000 457 543 8 13.57 12.89
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Tablo 4.5: Surekli sT4 RI'miza Gore Klinik Simiflandirma-Devam

Yas Aralig: (Giin) Toplam Birey Sayis1 Hasta (%)

Alt Ust Toplam Kadin Erkek Toplam Kadin Erkek
1341 1392 1000 427 573 3.9 2.11 4.54
1393 1446 1000 427 573 2.7 2.34 2.44
1446 1498 1000 462 538 3.4 7.79 6.69
1498 1554 1000 447 553 4.6 5.37 4.7
1554 1608 1000 455 545 5.5 7.47 5.87
1608 1662 1000 473 527 2.2 3.17 1.9
1662 1717 1000 477 523 4.5 2.73 2.87
1717 1767 1000 463 537 5.4 7.56 6.89
1768 1818 1000 487 513 4.6 3.49 3.12
1818 1868 1000 475 525 3.7 7.58 5.52
1868 1919 1000 476 524 2.9 2.73 1.91
1919 1973 1000 464 536 4 3.66 2.61
1973 2026 1000 473 527 4.8 5.29 4.36
2026 2079 1000 470 530 8.8 3.4 3.4
2079 2129 1000 458 542 2 3.49 3.32
2129 2178 1000 487 513 4.7 8.21 6.43
2178 2230 1000 461 539 2.9 5.21 5.01
2230 2280 1000 525 475 6.9 8.57 7.37
2280 2329 1000 515 485 4.2 3.11 2.27
2329 2376 1000 495 505 4.3 5.25 4.95
2376 2422 1000 492 508 5.4 7.93 6.89
2422 2466 1000 503 497 6.2 5.57 3.62
2466 2509 1000 530 470 4.6 3.77 3.62
2509 2553 1000 498 502 1.7 2.01 0.8
2553 2596 1000 501 499 2.1 4.39 3.81
2596 2639 1000 499 501 7.7 8.62 9.38
2639 2682 1000 501 499 4.3 4.99 5.21
2682 2725 1000 533 467 3.7 3.94 3.64
2725 2766 1000 509 491 2.6 2.16 3.46
2766 2805 1000 552 448 4.7 5.07 491
2805 2846 1000 545 455 6.9 13.03 8.79
2846 2890 1000 536 464 5.4 5.41 5.82
2890 2933 1000 504 496 5.1 6.15 6.85
2933 2972 1000 545 455 4.8 2.2 2.42
2972 3011 1000 571 429 3.8 3.5 3.26
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Tablo 4.6: Stuirekli sT4 RI'miza Gore Klinik Simiflandirma-Devami

Yas Aralig: (Giin) Toplam Birey Sayis1 Hasta (%)

Alt Ust Toplam Kadin Erkek Toplam Kadin Erkek
3011 3049 1000 578 422 4 5.19 6.64
3049 3099 1000 535 465 3.4 3.55 3.23
3099 3131 1000 559 441 2.5 3.22 1.59
3131 3171 1000 543 457 1.7 6.45 5.47
3171 3210 1000 566 434 5.1 7.95 6.45
3210 3250 1000 533 467 2.1 2.06 2.14
3250 3290 1000 527 473 3.4 2.09 1.48
3290 3331 1000 540 460 3.3 2.04 2.61
3331 3373 1000 508 492 5.6 9.06 5.69
3461 3506 1000 501 499 2.8 4.19 2
3506 3551 1000 500 500 5 4.6 2.8
3551 3594 1000 517 483 4.3 6.19 5.59
3594 3638 1000 526 474 3.7 4.75 4.01
3638 3685 1000 518 482 3.5 2.9 4.98
3685 3731 1000 499 501 2.2 1.4 1
3731 3779 1000 502 498 2.3 5.38 3.41
3779 3827 1000 511 489 4 3.91 2.25
3828 3875 1000 508 492 3.7 7.28 6.1
3875 3921 1000 473 527 3.6 1.06 2.09
3921 3966 1000 490 510 4 2.45 4.12
3966 4011 1000 511 489 2.1 6.07 6.75
4011 4060 1000 507 493 4.5 5.52 3.45
4060 4106 1000 508 492 3.6 3.74 5.69
4106 4154 1000 509 491 4.3 6.68 5.91
4154 4197 1000 478 522 5.4 8.37 15.9
4197 4244 1000 512 488 2.2 5.47 10.86
4244 4292 1000 455 545 5 2.64 1.83
4292 4339 1000 505 495 3.7 10.5 15.76
4339 4385 1000 505 495 6.2 7.92 9.09
4385 4431 1000 508 492 2 3.74 5.08
4431 4475 1000 493 507 4.9 5.07 5.92
4475 4521 1000 514 486 2.5 1.95 4.94
4521 4565 1000 477 523 2.6 3.98 4.97
4565 4613 1000 489 511 5.5 9.82 15.07
4613 4657 1000 536 464 1.5 2.05 2.59
4657 4704 1000 532 468 5.5 5.26 7.26
4704 4751 1000 510 490 4.5 4.51 3.67
4751 4797 1000 498 502 5.8 3.41 4.38
4797 4842 1000 571 429 2.3 1.75 2.56
4842 4891 1000 547 453 4.1 5.3 6.62
4891 4935 1000 574 426 5.1 7.67 8.69
4935 4982 1000 558 442 7.2 7.71 6.56
4982 5026 1000 535 465 2.6 1.87 1.51
5026 5071 1000 570 430 4.9 6.14 5.58
5071 5114 1000 566 434 1.4 2.12 1.61
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Tablo 4.7: Suirekli sT4 RI'miza Goére Klinik Simiflandirma-Devami

Yas Aralig: (Giin)

Toplam Birey Sayis1

Hasta (%)

Alt Ust Toplam Kadin Erkek Toplam Kadin Erkek
5114 5156 1000 607 393 3.6 4.78 6.36
5156 5198 1000 573 427 10.9 10.3 12.18
5198 5240 1000 589 411 4.5 5.09 4.38
5240 5281 1000 609 391 3 2.96 3.07
5281 5320 1000 605 395 5.7 3.14 3.8
5320 5361 1000 618 382 4 4.37 4.45
5361 5399 1000 597 403 4.5 4.69 4.71
5399 5438 1000 615 385 4 9.27 10.13
5438 5477 1000 615 385 7.9 6.34 5.97
5477 5514 1000 654 346 5.7 5.66 8.09
5514 5550 1000 637 363 3.4 5.18 2.75
5550 5588 1000 641 359 3.8 5.15 5.57
5588 5627 1000 655 345 7.5 7.02 6.96
5627 5665 1000 670 330 5.5 7.76 5.15
5665 5703 1000 648 352 3.8 4.78 6.25
5703 5736 1000 639 361 7.2 10.17 14.4
5736 5772 1000 636 364 4.7 3.77 4.67
5772 5806 1000 668 332 3.5 3.59 3.31
5806 5840 1000 666 334 5.8 7.06 6.89
5840 5877 1000 673 327 5.4 5.35 5.5
5877 5912 1000 659 341 5.5 5.16 8.8
5912 5949 1000 660 340 3.9 3.48 4.12
5949 5983 1000 688 312 8.9 6.98 6.41
5983 6017 1000 681 319 6.5 4.26 4.39
6017 6051 1000 682 318 2.9 3.08 3.77
6051 6085 1000 668 332 2.3 1.95 3.01
6085 6120 1000 681 319 9.3 7.34 8.78
6120 6156 1000 666 334 4.4 6.46 6.89
6156 6189 1000 686 314 3.4 3.06 4.14
6189 6224 1000 675 325 2.2 2.22 2.15
6224 6256 1000 693 307 3.6 4.76 3.58
6256 6289 1000 664 336 3.9 4.52 2.98
6289 6324 1000 697 303 3.4 6.31 5.61
6324 6360 1000 701 299 6.3 6.42 8.36
6360 6396 1000 702 298 5.2 6.41 5.37
6396 6431 1000 706 294 4.2 3.68 4.08
6431 6467 1000 670 330 2.9 3.13 3.64
6467 6501 1000 682 318 5.5 5.72 8.81
6501 6538 1000 667 333 6.7 4.05 5.41
6538 6569 939 641 298 9.9 5.46 7.05

Toplam 164939 88186 76753 4.91 5.53 5.79
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4.4.1 Siirekli TSH ve sT4 RI'larimizin CALIPER’in Raporladig: Yasa

Gore Gruplandirilmis RI'larla karsilastirilmasi

CALIPER calismasinda referans araliklar cinsiyet ayrimi yapilmaksizin
TSH icin 3 ve sT4 icin 4 yas grubuna bodltinerek direkt yontemle
belirlenmistir. Belirledigimiz strekli referans araliklar1 CALIPER’in
RI'lariyla karsilastirdik (sekil 4.7, 4.9). Ik aylarda gézlemledigimiz farki
ve hizli degisimi daha net gorebilmek icin bu karsilastirmay: ilk bir

yasa odaklanarak ayrica yaptik (sekil 4.8, 4.10).

CALIPER calismasinda yas gruplarina goére ve bu gruplardaki referans

birey sayisina gore referans araliklar asagidaki gibi belirlenmistir:
TSH icin:

1) 4 giin - 6 ay (139 referans birey)
2) 6 ay — 14 yas (640 referans birey)
3) 14 yas — 19 yas (259 referans birey)

sT4 icin:

1) 5 gun - 14 gun (66 referans birey)
2) 15 giin — 29 giin (55 referans birey)
3) 1 ay — 1 yas (270 referans birey)

4) 1 yas — 18 yas (952 referans birey)
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Belirledigimiz stirekli referans araliklaniyla ve CALIPER referans
araliklariyla verilerimizi ayr1 ayr1 saghklhh ve hasta olarak
siniflandirdigimizda, CALIPER calismasina gore hasta ytizdesinde
dusis gozlemledik (tablo 4.8).

Tablo 4.8: CALIPER’e ve beirledigimiz stirekli RI'lara gore hasta kabul edilen
ornek ytizdeleri ve farklarn (%)

Hesaplanmis RI CALIPER Fark

TSH 7.59 11.38 -3.79
sT4 491 10.65 -5.74

Yas gruplandirmalarini farkli yaptigimizdan bunun neden olabilecegi
farkliligi dislamak icin CALIPER calismasinda referans araliklar
belirlenirken temel alinman yas gruplarina gore de veri setimizi
gruplandirdik. Bu gruplarin herbirinin referans araliklarimi da indirekt
yontemle belirledik. Elde ettigimiz referans araliklarla CALIPER
referans araliklar1 arasindaki istatiksel (tablo 4.9 ve 4.10) ve Kklinik

farklilig: (tablo 4.11 ve 4.12) bu acidan da degerlendirdik.

Tablo 4.9: CALIPER ve Hesaplanan TSH RI'larin istatiksel Karsilastirmasi

TSH (mIU/L) Hesaplanmis RI CALIPER % Fark
LRL URL N LRL URL N LRL URL RCV* (%)
4 giin -< 6 Ay 0.79 7.88 15420 0.73 4.77 139 764 39.5
6 Ay - <14 yas 0.79 5.19 114219 0.7 4.17 640 10.83 19.7 59.86
14 yas - <19 yas 0.61 4.53 47381 0.47 3.41 259 23.53 24.8

LRL: Alt Referans Limit, URL: Ust Referans Limit, N: Birey sayisi, RCV*: Referans Degisim Degeri

Tablo 4.10: CALIPER ve Hesaplanan sT4 Rl'larin istatiksel Karsilastirmasi

sT4 (pmol/L) Hesaplanms RI CALIPER % Fark
LRL URL N LRL URL N LRL URL  RCV* (%)
5 - 14 giin 11.33 23.55 4830 13.47 41.32 66 -15.89 -75.44
15 giin - 29 giin 10.68 18.92 3403 8.71 3253 55 18.46 -71.94
1 ay- 1yl 10.81 17.37 14349 11.42 21.89 270 -5.64 -25.99 17.73
1 yil - 18 yas 10.55 16.6 143921 11.43 17.59 952 -8.31  -5.95

LRL: Alt Referans Limit, URL: Ust Referans Limit, N : Birey sayisi, RCV*: Referans Degisim Degeri
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Tablo 4.11: CALIPER ve Hesaplanan TSH RI'larin Klinik Karsilastirmasi

Hesaplanmis RI CALIPER

TSH (mIU/L) Toplam % Hasta % Hasta % Fark

4 giin -< 6 Ay 15420 10.14 21.89 -11.74
6 Ay - <14 yas 114219 6.59 9.93 -3.34
14 yas - <19 yas 47381 6.92 11.44 -4.52
4 giin -< 19 yas 177020 6.99 11.38 -4.39

Tablo 4.12: CALIPER ve Hesaplanan sT4 RI'larin Klinik Karsilastirmasi

Hesaplanmis RI CALIPER

ST4 (pmol/L) Toplam % Hasta % Hasta % Fark
5 - 14 giin 4749 9.22 13.99 -4.77
15 giin - 29 giin 3254 9.10 2.4 6.70
lay- 1 yil 14182 7.33 8 -0.67

1 yil - 18 yas 143918 6.04 11.81 -5.76
5 giin - 18 yas 166103 6.30 11.37 -5.06

4.4.2 Siirekli TSH ve sT4 RI'larimizin KiGGS’in Raporladig: Yasa

Gore Gruplandirilmis RI'larla karsilastirilmasi

KiGGS’'te referans araliklar cinsiyete gore gruplandirma yapilarak
belirlenmistir. TSH icin 6.723 erkek, 6.366 kadin ; sT4 icin 6.723
erkek, 6.365 kadin calismaya dahil edilmistir. TSH ve sT4 referans
araliklar1 29 yas grubuna ayrilarak belirlenmistir. Bu yas grubuna
ayrnim 3 yastan 18 yasma kadar referans bireyleri 6 ayhk yas
araliklarlarina aywrarak yapilmistir. KiGGS'te 3 yasindan kuicuk
cocuklar icin TSH ve sT4 referans araliklar1 belirlenmemistir.
Belirledigimiz stirekli referans araliklar1 KiGGS’in raporladigl yasa gore

gruplandirilmis RI'larla karsilastirdik (sekil 4.11, 4.12, 4.13, 4.14).
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Belirledigimiz stirekli referans araliklarnyla ve KiGGS referans aralikla-
riyla veri setimizi ayr1 ayr saglikli ve hasta olarak gruplandirdigimizda,

KiGGS’e gore hasta yuzdesinde duistis gozlemledik (tablo 4.13).

Tablo 4.13: KiGGS’e ve beirledigimiz sturekli Rl'lara gore hasta kabul edilen
ornek ytizdeleri ve farklar (%)

Hesaplanmis RI KIGGS Fark
Toplam Kadin Erkek Toplam Kadin Erkek Kadin Erkek
TSH 7.59 8.8 8.43 — 10.2 8.72 -1.4 -0.29
sT4 4.91 5.53 5.79 — 15.68 18.84 -10.15 -13.05

Yas gruplandirmalarini farkli yaptigimizdan bunun neden olabilecegi
farklihgr dislamak icin KiGGS’te referans araliklar belirlenirken temel
alinan yas gruplarina gore de veri setimizi gruplandirdik. Bu gruplarin
herbirinin referans araliklarimi1 da indirekt yontemle belirledik. Elde
ettigimiz referans araliklarla KiGGS referans araliklar1 arasmdaki
istatiksel (tablo 4.14 ve 4.15) ve klinik farklilig1 (tablo 4.16 ve 4.17) bu
acidan da degerlendirdik.
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BOLUM 5

TARTISMA ve SONUC

5.1. TARTISMA

Tiroid hormonlan intrantikleer reseptoérlere baglanarak transkripsiyon
faktorleri olarak islev goriir ve gen ifadesini diizenler. Tiroid hormonlari
her doku tipinde etkilidir. Fetus, cocuk ve ergenlerde hayat boyunca
buytime, gelisme ve metabolizma tizerinde ciddi etkileri vardir. Tiroid
hormonlar1 bazal metabolik hiz1 korur ve bdylece endojen ve eksojen

maddelerin metabolizmasini diizenler.

Tam dokulan etkileme potansiyeli oldugundan tiroid fonksiyon
bozuklugunun bulgu ve semptomlart oldukca degiskendir. Bundan
dolay1 klinik uygulamada tiroid fonksiyon testleri sik 6lcilen
parametrelerdendir (54). Klinik bulgular hipotalamus-hipofiz-tiroid
aksinda bir anormalligi isaret etmezse laboratuvar degerlendirmesi
TSH o6lctimu ile baslatilir (55). TSH referans araligi icinde bulunursa
tiroid disfonksiyonu genellikle dislanabilir. TSH referans araligin
altindaysa, sT4 olcimu yapilir. TSH dusik ve sT4 yuksekse
biyokimyasal olarak primer hipertiroidizm tanisi konur. TSH referans
araliginin Uizerindeyse yine sT4 oOlctulmelidir. Eger sT4 dusuk
bulunursa biyokimyasal olarak primer hipotiroidizmin tanis1 konur.
Hipotiroidizm klinik bir degerlendirme oldugundan T3 (veya sT3)
O6lcimu gerekli veya ek bilgi saglamamaktadir. Ayrica, primer
hipotiroidizmde yuksek TSH konsantrasyonlari, T3 turetimini T4

uretiminden daha fazla uyardigindan T3, T4’ten daha sonra azalir.

Hipotiroidizm, tiroid hormon salgisinda ve hipometabolizmanin cesitli
klinik belirtilerini ve semptomlarim1 tUreten aksiyonda bir eksiklik

olarak tanimlanir (56, 57). Bu yaygin bozukluk, poptlasyonun % 2 ila
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% 15'inde, daha yaygin olarak da erkeklerde goérulir. Hipotiroidizm
gelisme riski yasla birlikte artar (58). Hipotiroidizmi diistindtiren klinik
semptomlar arasinda zihinsel kuntlik (tedavi edilmemis veya tedavi
altindaki konjenital hipotiroidili cocuklarda mental retardasyon dahil),
artmis uyku, uyusukluk, sesin derinlesmesi, sa¢ dokulmesi, kilo alimu,
soguk intoleransi, adet duizensizligi, ergenlik gecikmesi, kabizlik, kas
zayiflig1 veya kramplar ve depresyon yer alir (59). Hipotiroidizm ile
uyumlu fiziksel bulgular ise bradikardi, azalmis nabiz basinci, kuru
cilt, dis lateral kaslarin kaybi, gecikmeli gevseme fazi reflekslerin
(“asili” refleksler), miyopati, karotenemi, zaman zaman galaktore ve
cocuklarda gecikmis kemik yasimin radyolojik bulgular1 sayilabilir.
Tedavi edilmeyen konjenital hipotiroidili cocuklarda siddetli btiytime ve
mental retardasyon gelisir. Konjenital hipotiroidizm vakalarinda
biyolojik ve biyokimyasal siireclerin gelisimi gecikmektedir. Ornegin,
etkilenen bebeklerde UDP-glukuronil transferazin olgunlasmamasi

sonucu siklikla uzamis sariik gorulur.

Hipertiroidizm semptomlar1 sinirlilik, duzensiz davrams, duygusal
kararsizlik, huzursuzluk, uykusuzluk, yumusak ve / veya parlak sac
ve / veya cilt, kilo kaybi, asir1 terleme, 1s1 intoleransi, adet dtizensizligi
ve diyare sayilabilir. Hipertiroidizmle uyumlu fiziksel bulgular arasinda
tasikardi, atriyal aritmiler, sistolik tftirimler, artmis nabiz basinci,
sinirlayici nabiz, 1ik ve / veya nemli cilt, tremor, artmis refleksler, goz

kapag retraksiyonu ve hipokolesterolemi sayilabilir.

TSH ve sT4e dayanarak, hipotiroidizmin veya hipertiroidizmin
nedenleri primer veya santral olarak smiflandirilir. Santral bozukluk

hipofiz veya hipotalamus kaynakl olabilir.

Toplumda tiroid fonksiyon bozukluklarina ¢ok sik rastlanmaktadir. Bir
hastanin tiroid durumu hakkinda karar vermek icin sikayetlerini, fizik
muayene bulgularimi  ve tiroid fonksiyon testlerini birlikte
degerlendirmek gerekir. Bazen klinik bulgular ile laboratuvar
testlerinin uyumsuz ciktigi da gortlebilir. O zaman interferans yapan

baz1 faktorlerden suiphelenilir ve daha ileri tetkikler istenebilir. Bazen
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tiroid hastaliginin durumu zamanla kendiliginden degismektedir. Bu
durumda karar verebilmek icin periyodik olarak testler tekrarlanarak

¢cozuiimleme zamana birakilir.

Laboratuvar testlerinin yanlis yorumu hastada var olan bir hastaligin
tedavi edilmemesine yol acabilecegi gibi, tersine var olmayan bir
durumun varmus gibi tedavi edilmesine ve hasta icin ciddi sonuclar
dogurmasina neden olabilir. Sistemik bir hastallk bulunmadikc¢a
normal bir TSH konsantrasyonu, primer hipotiroidi ve hipertiroidiyi
dislamada % 99 negatif predikif degere sahiptir yani tiroid patolojisini
dislar.

Serum tiroid hormonlan ile TSH arasinda, ters log-lineer iliski vardir;
yani serum tiroid hormonlarindaki ¢ok kiictik degisiklikler bile TSH de
buyuk oynamalara yol acar. Bu sebeple, hassas immtinometrik yéntem
ile yapilan TSH o6l¢timleri tiroid fonksiyonunu degerlendirmede tarama

testi olarak kullanilir.

Laboratuvarlar, teknolojideki gelismelere paralel olarak klinik karar
verme surecinin 6nemli bir parcasi haline gelmistir. Cogu hastaligin
taramasi, tanisi ve tedavi takibi bircok analitin 6lctimtne baghdir. Bu
O6lcim sonuclarn da kullanilan referans araliklara veya Kkarar
sinirlarina gore degerlendirildiginden, referans araliklarin belirlenmesi

cok 6nemlidir.

Cogu laboratuvar, tureticinin kendisine sagladigi veya literatiirden
aldig1 referans araliklar1 kullanir. Ancak kullanilan bu referans
araliklar, calismanin yapildigi analitik platforma ve toplumun
ozelliklerine gore belirlenir. Uretici firmalar diinyamin bircok yerine
kitlerini génderdiginden bu firmalarin her yer icin ayr ayr referans

aralik belirlemesi pek mimkuin degildir.

Referans araliklari, toplumun etnik, genetik ve cevresel farkhiliklarim
gozardi ederek hi¢c bir calisma yapmadan oldugu gibi kendi
laboratuvarlarimiza transfer edip kullanmak yanlis degerlendirmelere

neden olabilir. Bundan dolay1 ureticilerin sagladigi veya literatiirdeki
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referans araliklarin transferi yerine her laboratuvarin kendi referans

araliklarini belirlemesi Onerilir.

Bundan dolay1 TSH ve sT4 hormonlarinin dogumdan eriskinlige
kadarki siirecte yas ve cinsiyete 0zgu surekli referans araliklarini
belirlemeyi amacladik. Bunun icin 18 yas alti ayaktan ve yatan tim
hastalara ait numunelerin TSH ve sT4 6lciim sonuclarim retrospektif
olarak laboratuvar veritabanindan aldik. TSH ve sT4 icin sirasiyla
262.161 (116.039 erkek 146.122 kadin) ve 244.226 (110.999 erkek;
133.227 kadin) adet veri kullandik. Hastane veri bankasindan her
teste ait verileri retrospektif olarak ayr1 ayr1 Microsoft Office Excel
dosyasi olarak indirdik. Indirilen ham verileri asagidaki islemlere tabi

tuttuk:

1. Yazim hatas1 olan ve analitik araligin disinda olan verileri disladik.
2. Hemoliz, ikter ve lipemik numuneleri calismaya dahil etmedik.
3. Tekrar test istemi yapilan hastalarin ilk sonucundan sonraki verile-

rini calismaya almadik.

Bu islemler sonuncunda 177.383 TSH (80.827 erkek; 96.556 kadin) ve
166.939 (77.666 erkek; 89.273 kadin) sT4 verisi calisma grubumuzu
olusturdu. Strekli referans araliklari daha o6nceden kullanilan ve
valide edilmis bir indirekt metotla hesapladik (43, 44). Bu metodun

temel aldig1 algoritmaya gore:

1. Verileri yas gruplarina ayirdik.

2. Her yas grubunun ayr1 ayr referans limitlerini belirledik.

3. Bu referans limitleri birlestirerek stirekli referans araliklar1 olustur-
duk.

Microsoft Excel programinda TSH veri setini 59, sT4 veri setini ise 167
yas grubuna ayirdik ve dagilimlarini inceledik. Cok sayida verinin,
kullandigimiz indirekt metodun uygulanmasmma ve dogumdan
yetiskinlige kadarki stirecte yliksek coztinurlukli stirekli referans
araliklarin1 belirlememize imkan taniyacagim farkettik. Bunun da

klinik karar verme stlirecinde Ozellikle de direkt yontemle referans
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aralik belirlemenin cok zor oldugu yasamin ilk aylarinda bize ciddi

katki saglayabilecegini diisunduk.

Patolojik oOrneklerin hesaplanan referans araliklara olas1 etkilerini
sinamak ve kullandigimiz referans aralik hesaplama yonteminin
guivenilirligini arastirmak icin iki farkli veri seti olusturduk. ilk veri seti
tim veri ktimesini icerirken ikinci veri seti yogun bakim, onkoloji,
endokrinoloji ve enfeksiyon unitelerinden alinan o6rnek verilerini
icermiyordu. Bu dislama sonucunda ikinci veri setinde TSH icin
125.922 (60.566 erkek; 65.356 kadin) ve sT4 icin 146.670 (68.791
erkek; 77.879 kadin) veri kaldi. Bu veri setini de gruplara
aywrdigimizda TSH icin 45 ve sT4 icin 70 yas grubu olusturduk (tablo
3.2).

Hastane populasyonumuzun yas dagihimina ve belirli bir yas
araligindaki hasta sayisina bagh olarak olusturdugumuz bu zaman
dilimleri farkli genislikteydi. Ornegin TSH icin ilk 3.000 kisilik yas
grubu 0-8 gunlik yenidogan verilerinden olusurken besinci 3.000

kisilik grup 64-149 giinlik pediatrik veriden olusmaktadir.

Referans araliklar belirlemekte kullandigimiz bu 6lciim sonuglarinda
calisma periyodunca zamansal bir sapma olup olmadigini
degerlendirerek elde ettigimiz referans araliklarin da stabilitesini
gormek mumkundur. Her bir analitin stabilitesini c¢alisma
periyodunca, aylik medyan degerlerinin stabil olmasiyla gosterdik
(sekil 4.1, 4.2). Goruldugu gibi hem TSH hem de sT4 verilerinin
medyan ve diger ytzdelik degerleri calisma periyodu olan 01.05.2013
ile 31.12.2017 arasinda yatay bir seyir izlemektedir. Sonug¢ itibariyle

elde ettigimiz referans araliklarin da stabil oldugu sonucuna vardik.

Belirledigimiz referans araliklarin laboratuvar bilgi sistemlerine
entegrasyonunu saglamak icin yasa (giin bazinda) ve cinsiyete 6zgu
referans araliklan iceren verileri tablolar ve grafikler halinde verdik
(tablo 4.1, 4.2; sekil 4.5, 4.6). Bu tablolardan ve grafiklerden de acikca
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anlasilacagr gibi erkek ve kadin referans limitleri arasinda neredeyse

tam oOrtiisme goérulmektedir.

Ayrica olas1 patolojik verilerin yer aldigr veri setiyle ttim verilerin yer
aldig1 veri seti arasinda da neredeyse tam bir 6rtiisme mevcuttur. Sekil
4.5 ve 4.6’te bu net bir sekilde gortilmektedir. Yani her ne kadar ana
veri seti patolojik verilerle kontamine olsa da bu sonucu degistirecek
yogunlukta degildir. Ayrica kullandigimiz algoritma en ideal kirpma
noktalarim1 belirleyerek bu patolojik verilerin etkisini minimize
etmektedir. Bu benzerligi gordukten sonra ileri analizleri ve
karsilastirmalar1 tim verilerin yer aldigi ana veri setinde

gerceklestirdik.

Analitlerin her ikisi de dogumdan sonraki surecte oOzellkle de ilk
haftalarda, yasa bagh olarak kisa stirede ciddi dustis gosterdi. Bu
duastisin oldugu fizyolojik kesme noktalar1 olmadig1 icin, degisim
sadece farkli yas gruplarina ayrilarak yakalanabilir. Yasamin ilk
aylarinda yas ile birlikte TSH ve sT4 referans araliklarindaki stirekli

degisim sekil 4.8 ve 4.10’da gortilmektedir.

Belirledigimiz stuirekli referans araliklarinin dogrulugunu belirlemek ve
karsilastirmak icin dinyada en cok bilinen ve referans kabul edilen
pediatrik poptiilasyonda referans aralik calismalarindan olan CALIPER
(Canadian Laboratory Initiative on Pediatric Reference Intervals) (49) ve
KiGGS (German Health Interview and Examination Survey For
Children and Adolescents) (50) calisma verilerini kullandik. Bu

calismalarda referans araliklar direkt metodla belirlenmistir.

CALIPER calismasinda referans araliklar TSH ve sT4 icin cinsiyet
ayrimi yapilmaksizin belirlenmistir. Analitler bizim de kullandigimiz
Abbott  ARCHITECT  i2000  otoanalizérinde  kemiltiminesan
mikropartikul immiinolojik tetkikiyle (CMIA) 6l¢ctilmustur.

TSH referans araliklarn yalnizca 4 gun-6 ay, 6 ay-14 yas ve 14 yas-18
yas gruplarn icin toplam 1.038 referans bireyde belirlenmistir. 4 gin-

6 ay grubu tum calisma grubunun % 13’tinti (139 birey), 6 ay-14 yas
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grubu % 62’sini (640 birey) ve 14 yas-18 yas grubu ise % 25’ini (259
birey) olusturmustur. ST4 referans araliklar ise yalnizca 5 giin-14 gun,
15 giin-1 ay, 1 ay yas-1 yas ve 1 yas-18 yas gruplarn ic¢in toplam 1,343
referans bireyde belirlenmistir. 5 giin-14 giin yas grubu tiim calisma
grubunun % 5’ini (66 birey), 15 giin-1 ay yas grubu % 4'tnu (55 birey),
1 ay yas-1 yas grubu % 20’sini (270 birey) ve 1 yas-18 yas grubu ise %
71’ini (952 birey) olusturmustur.

Kendi TSH verilerimizi CALIPER’in temel aldig1 yas gruplarina gore
ayirdigimizda O giin-3 giun araliginda 363, 4 giun-6 ay yas araliginda
15.420, 6 ay-14 yas araliginda 114.219 ve 14 yas-18 yas araliginda
47.381 pediatrik birey bulunmaktaydi. ST4 verilerimizi CALIPER’in
temel aldig1 yas gruplarina gore ayirdigimizda O giin-4 gin araliginda
836, 5 gun-14 gin yas araliginda 4.830, 15 giin-1 ay yas araliginda
3.403, 1 ay yas-1 yas araliginda 14.349 ve 1 yas-18 yas araliginda
143.921 pediatrik birey vardi.

CALIPER calismasinda ilk ti¢ gunliik yenidogan grubu icin belirlenmis
TSH referans araligi mevcut degildir. Belirlenen en kuc¢iik yas grubu 4
giin-6 ay yas grubudur. Bu kadar genis bir yas grubu cogu fizyolojik
sureci bir potada eriterek bize ortalama birsey sdylemekten oteye
gidemez. Ctinku bizim belirledigimiz stirekli referans limitler literattirle
de uyumlu olarak ilk haftalarda zirve yapmis, 2. aymn sonuna kadar
hizli bir diistis seyri izlemis ve 6. aymn sonlarinda CALIPER referans
araligt bandina inmistir. Sonraki strecte eriskinlige kadar birbirine
yakin ve paralel bir seyir izlemistir. Ik alti aylik stirecte bu fark hem
istatistiksel (tablo 4.11) hem de klinik olarak sonraki stirece gore cok
yuksektir (sekil 4.7, 4.8).

CALIPER calismasinda ilk dort gunlik yenidogan grubunda sT4
referans araligl belirlenmemistir. Belirlenen en kiuicik yas grubu 5
gliin-14 giin yas grubudur. Bizim belirledigimiz stirekli referans limitler
ilk haftalarda zirve yapmis, 2. aymn sonuna kadar hizh bir dists seyri
izlemis ve daha sonra eriskinlige kadar birbirine yakin ve paralel bir

seyir izlemistir. CALIPER verileri ise bu dustisi kesikli olarak
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sunmustur. Ayrica ilk iki aydaki fark hem istatiksel (tablo 4.10) hem
de klinik simiflandirma olarak sonraki stirece gore oldukca yuksektir
(sekil 4.9, 4.10). Sturekli referans araliklar veri setine teorik olarak
uygulandiginda hasta kabul edilen o6rneklerin sayisinda CALIPER
referans araliklarina gore TSH icin % 3,79 ve sT4 icin % 5,74'luk
dusus gozlemledik (tablo 4.8 ve 4.13).

Stirekli referans araliklarimizla bu dinamik fizyolojik stireci adim adim
izleyebildik. CALIPER calismasinin sundugu referans limitler ise bu
strecte stabildi. Diger bir deyisle bu dinamik degisim stireci CALIPER
verilerinin gortis alam1 disinda kalmistir. Bundan dolay1 CALIPER
calismasindaki yas gruplarina ayirma noktalarinin fizylojik bir kesim
noktasindan kaynaklanmadigini yani keyfi oldugunu distinmekteyiz.
TSH'm ve sT4tn surekli referans araliklarini, CALIPER'den aldigimiz
yasa gore gruplanmis referans aralik verileriyle karsilastirdigimizda,
CALIPER’'in ozellikle ilk yas gruplarimi temsil etme problemi acikca
ortadadir. Eksiklikler 6zellikle yenidogan déoneminde belirgin hale gelir

(sekil 4.8 ve 4.10).

KiGGS calismasinda referans araliklar cinsiyetler icin ayr1 ayr
belirlenmistir. TSH icin 6.723 erkek, 6.366 kadin; sT4 icin 6.723
erkek, 6.365 kadin calismaya dahil edilmistir. Analitler Roche Cobas
E2010 analizéruinde elektrokemiliminesans immiunolojik tetkikiyle
(ECLIA) olctilmuistir. TSH ve sT4 referans araliklar1 29 ayn yas grubu
icin belirlenmistir. Bu yas grubuna ayrim 3 yas-18 yas araligindaki
referans bireyler 6 aylik yas araliklarina ayrilarak yapilmistir. KiGGS’in
ilk 3 yaslhik poptlasyonu temsil edecek TSH ve sT4 icin belirlenmis
referans aralig1 yoktur. Bundan dolay1 bu kiyaslamay:1 en kritik grup

olan yenidoganlarda yapamadik.

Belirledigimiz stirekli TSH referans araliklariyla KiGGS referans aralik
verileri her iki cinsiyette de yetiskinlige kadar neredeyse benzer bir
seyir izlemekteydi (sekil 4.11, 4.12). Aralarindaki fark istatistiksel
olarak anlamli degildi (tablo 4.14). Klinik farklilik ise CALIPER’e
kiyasla cok daha azdi (tablo 4.13 ve 4.16).
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Belirledigimiz stirekli sT4 referans araliklariyla KiGGS referans aralik
verileri her iki cinsiyette 6nemli farklihk gosterdi. Ancak bu fark
stirekli sabit ve verilerimizle paraleldi (sekil 4.13, 4.14). Aralarindaki
fark istatistiksel olarak anlamliydi (tablo 4.15). Klinik farklhlik ise
CALIPER’e kiyasla daha fazlayd: (tablo 4.13 ve 4.17). Bunun kullanilan
cihaz ve metodun farkli olmasindan kaynaklandigini diisinmekteyiz.
Patolojik olarak kabul edilen o6rneklerin sayisinda KiGGS referans
araliklarina gore TSH icin % 0,29 ve sT4 icin % 13,0571ik bir dusts
gozlemledik (tablo 4.13).

Belirledigimiz stirekli TSH ve sT4 RIlan literattirle uyumlu olarak
bebeklik doneminde strekli azald1 ve sonraki stirecte cinsiyete 6zgt
farkliliklar olmaksizin oldukca stabildi. CALIPER ve KiGGS
calismasindan saglanan referans aralik verileriyle
karsilastinldigimizda yasa  bagh  degisikliklerin  baslangicim
yakaladigimizi gorduk.

Analiz edilen Orneklerin sayisinin ¢ok olmasi ayri yas gruplarinda
analit konsantrasyonundaki veya aktivitesindeki degisimi yasa bagh
degerlendirme ihtiyacin1 ortadan kaldirir. Buna gore, belirledigimiz
strekli Rl'lar, degisimlerin literatiirde tanimlanmis yas noktalarindaki
ani degisikliklerden ziyade kademeli degisimler oldugunu gosterdi
(sekil 4.3, 4.5, 4.4 ve 4.6). Diger deyisle rapor edilen dusik
cozunurlikla ve kesikli referans araliklarimin temelinde yatan hassas
fizyolojik noktalarin aslinda olmadigini gostermistir. Yani yas
gruplarina ayirmak yeterli sayida oOrnek olmadiginda yapilmak
zorunda kallnan teknik bir kisitlamadir. Yeterli sayida o6rnek
varliginda, bu kisitlama ortadan kalkar (sekil 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11,
4.12, 4.13 ve 4.14). Bununla birlikte, stirekli referans araliklarinin
mevcudiyeti, fizyolojik veya patolojik degisimlerin daha hassas bir
sekilde incelenmesine firsat tanir. Fizyolojik gelisim veya hastaliga

bagh degisimin daha erken ve kesin ayirimina izin verir.

Elde ettigimiz stirekli referans araliklar veri setimize teorik olarak

uyguladigimizda, CALIPER ve KiGGS referans araliklarina kiyasla,
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patolojik olarak smiflandirilan 6rneklerde bir distis gozlemledik. Bu
veriler, hastane popuilasyonumuza ve analitik metodumuza spesifik
olduklarindan yorumlarken dikkatli olmak gerekir. Bu bulgular,
CALIPER ve KiGGS referans araliklarmmin pediatrik sonug

raporlamasinda kullanilmasinin klinik simirlamalarim géstermektedir.

Surekli referans araliklarinin potansiyel faydalarn arasinda sonuclarin
raporlanmasina yoénelik guncel kompleks yaklasimlarn beraberinde
getirmesi sayilabilir. Bu nedenle, sonu¢ raporlarinin gelistirilmis
bicimleri gereklidir. Grafiksel sonu¢ gosterimiyle sonuclarin
raporlanmasi gelecekteki raporlama formati olabilir. Bu sekilde sonug¢
vermek icin teknik altyapr olusturulabilir. Saglanan stirekli referans
araliklar, laboratuvara yazihim saglayicilarinin sonuc¢ gosterimi icin

yeni stratejileri uygulamaya koymalar i¢in itici bir gti¢ olabilir (60).

Referans aralik elde etmek icin indirekt yontemlerin kullanim
tartismalidir. Literatiirde indirekt yontemlerin patolojik olmayan
ornekleri dogru bir sekilde tanimlama yetenegi sorgulanmistir (61-64) .
Bu nedenle sonuclarimizin diger hasta kohortlarinda ve analitik
platformlarda dogrulanmasi o6nemlidir. Bununla birlikte, indirekt
yontemlerle ilgili bu kaygilarin temelinde, kullanilan algoritmanin
orneklerin normal dagilim gosterdigi varsayimiyla calismasi
yatmaktadir (15, 62). Kullandigimiz yazilimdaki (R temelli calisan
RLE49) algoritma, saghkli érnekleri carpik dagihim gosteren verilerde
cok sik kullanilan Box-Cox dagilimi gosterdigi varsayimiyla
calismaktadir (65). Kullandigimiz bu algoritma, daha o6nce genis bir
hastane populasyonununda yapilan bir calismada kullanilmis ve
direkt yaklasimla karsilastirilabilir referans araliklar elde ettigi

gosterilerek valide edilmistir (66).

Bircok analitin karmasik dinamigi, genis yas gruplarina ayrilarak
yeterince temsil edilemez. Sagladigimiz stirekli tanimlama prosedurd,
pediatrik laboratuar test sonuclarini yorumlarken klinik karar verme
sturecine ciddi katki saglayabilir. Klinik karar verme icin guvenilir

Rl'larin mevcudiyeti c¢ok oOnemlidir. Teknik ilerlemeler mevcut
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laboratuvar testlerinin kesinlik ve dogrulugunu gelistirmis ve yaygin

kullanimini saglamis olsa da, Rl'larin tretilmesi stireci zorludur.

Laboratuvar analitlerinin referans araliklarinin olusturulmasi icin
geleneksel yaklasimin pediatrik saglikli referans populasyona
uygulanmasi zahmetli, etik acidan zorlayic1 ve ¢cogu zaman mimkin
degildir. Bu nedenle pediatrik poptilasyonda ve 6zellikle de yeni
doganlar icin ¢ok az yasa 6zgli Rl'lar vardir. Mevcut pediatrik Rllar
genellikle heterojendir ve kiicik referans poptilasyonlar kullanilarak
onlarca yil 6nce belirlenmistir. Bu baglamda, geleneksel yontemlerle
yeterli yas ¢oztintrligliine sahip kurum ici, kullanilan cihaz ve metoda
06zgu pediatrik Rllarin elde edilmesi pek mumkin degildir. Bu
problemler RI olusturmak icin alternatif yaklasimlarin gelistirilmesine
yol acmistir. Hem patolojik hem de patolojik olmayan 6rnekleri iceren
hastane veri tabanlarina dayali indirekt yontemler Onerilmis ve

kullanilmistir.

Surekli RI'larin indirekt yontemle saptanmasi literattirdeki RI'lara
oldukca benzer araliklar tretmistir (sekil 4.11, 4.12, 4.13, 4.14, 4.7,
4.8, 4.9 ve 4.10). Belirledigimiz TSH alt veya ust limitleri CALIPER ve
KiGGS’in yayinladigi simirlardan istatistiksel olarak anlaml farkliliklar
gostermezken (tablo 4.9, 4.14); sT4 icin anlamh fark gosterdi (tablo
4.10, 4.15). ST4’deki bu istatistiksel farkliligin nedenininin KiGGS’in
farkli cihaz ve metodoloji kullanmasi oldugunu dustnmekteyiz.
CALIPER calismasmin tim pediatrik surec¢ icin yalnizca 4 yas
grubunda sT4 referans aralik belirlemesine ve bunun da yalanci
yuksek farka neden olabilecegini dustinmekteyiz. Ayrica bu
calismalarin farkh bir poptilasyonda yapilmis olmasi da bu farka katki
saglamis olabilir. Istatistiksel yoéntemin ve cok sayida gozlemin
secilmesinin, indirekt yéntemlerden turetilen RI'larin dogrulugunu
saglamadaki kritik bilesendir. Tarif edilen teknik, bu amagc icin uygun

bir tekniktir.
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5.2. TEZIN KISITLILIKLARI

Stirekli referans aralik hesabinda kullandigimiz program ve algoritma

baz1 varsayimlar tizerine ¢calismaktadir.

Gozlemlenen ampirik dagilim, merkezi hastalikli olmayan bireylerin yer
aldig1 bir grup ve dagilimin her iki ucundaki hasta iki alt grup olmak
tizere 3 gruptan olusur. Merkezi kisim sonuclarinin ¢cogunu igerir ve
hastalikli bireylerin verilerinin kontaminasyonu ihmal edilebilir (46).
Hasta olmayan alt grubun, transforme edilmemis veya
Box-Cox-donustiralmuis izole sonucglari, normal olarak dagilir. Bu
ifade daha o©nce onaylanmistir ve kolayca test edilebilir (16). Bu

varsayim, rutin klinikle uyumludur.

Hastaliksiz merkezi alt grubun yogunluk fonksiyonunun modu,
etrafindaki fonksiyonun modundan ve seklinden etkilenmez. Bu
varsayin bazi smirlamalara yol acmaktadir: hastalikh ve hastalikh
olmayan alt gruplarin mod mesafesi ¢cok dar oldugunda veya yayginhk
cok yuksek oldugunda ve dolayisiyla nispeten ytksek ortiismelere yol
aciyorsa sekil etkilenir ve referans limitlerin yanhs tahminine yol acar.
Bu nedenle, ayristirma tekniklerinin uygulanmasi teorik olarak mesafe

ve yayginlik ile sinirhdir.

Diger bir varsayim veri toplama déneminde analitik kayma etkilerinin
meydana gelmedigi varsayimidir. Hasta olmayan alt grup ve hastalikli
alt grup arasindaki mesafeye bagh olarak minimal hastalik prevalansi
olmalidir. Mesafe ne kadar kiiciikse, 6nerilen prosediir icin gerekli olan

asgari prevalans da o kadar yuksektir.

Hastaliksiz alt grubun, Horn ve Pesce’in (30) isaret ettigi gibi, hastalikli
bireylerle kontaminasyonu, ¢ogu referans poptilasyonda kac¢inilmazdir.
Bu calismada, yogun bakim, onkoloji, enfeksiyon hastaliklar1 ve
endokrinoloji klinigi hastalari, tekrarli sonuclar1 olan bireylerin
onceden secilmesiyle azaltilmistir. Calismada kullandigimiz yéntem,
beslenme durumuna (6rn., glikoz) bagh analitler icin uygun degildir.

Cunku bu bilgilere retrospektif olarak ulasmak pek miimkun degildir.
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Onerilen prosediir kullanilarak belirlenen son referans limitlerin
yaymlanan verilerle karsillastinlmasi gerekir. Farklihklar ortaya
cikarsa, laboratuvar farklilhiklar ac¢iklamaya calismali, bunlar1 kabul
edip etmedigine karar vermeli ve bu kararin nedenlerini belgelemelidir.
Mevcut prosediir ayrica tani etkinligini daha da gelistirmek icin diger
dislama, dahil etme ve / veya bolumleme Kkriterleri ile birlestirilerek
daha kaliteli sonuclar elde edilebilir. Hasta verilerinin kodlanmasi ve
depolanmas1 icin rutinde uygulanan teknikler gelistirilerek daha
yuksek diyagnostik etkinlige sahip Rl'larin elde edilmesini saglayacak
daha guvenilir veri tabanlar olusturulabilir. Sunulan yaklasim aym
zamanda Kkalite takibi icin de kullamilabilir. Sadece buyuk veri

havuzlarina sahip laboratuvarlar icin uygundur.
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5.3. SONUC

Mevcut laboratuvar veri tabami tuzerinden indirekt yontemle elde
ettigimiz strekli RIlarin guavenilir oldugunu gosterdik. Yoéntem,
literaturde bildirilen ve direkt yontemle elde edilen RI'larla istatistiksel
ve klinik olarak benzer sonuclar uretmistir. Bu yontem sorunlu bir
analit (TSH) icin son bilimsel gézlemler ve klinik oneriler ile gucltu bir

uyum icinde sonug ureten RI elde etmeyi basardi.

Bu teknik, geleneksel direkt ornekleme tekniklerine goére bir dizi
avantajlara sahiptir. Ozellikle, pediatrik ve geriatrik popiilasyonlar gibi
calisma zorlugu barindiran poptlasyonlarda RI belirleme kolaylig
saglar. Ek olarak, mevcut yontemler icin kullamilan RIlarin
uygunlugunu teyit etmede bir denetim araci saglayarak kalite kontrol

programinin parcasli olarak kullanilabilir.

Bu yontemin biyolojik olaylar1 yakalayabilme yetenegi, dogrulugunun
gicli bir gostergesidir. Laboratuvar analitleri icin farklh yas
araliklarina tamimlanmis yaygin RIlarin aksine bu yaklasimla
gelistirilen RIlar dogumdan eriskinlige kadar sureklidir. Analit
miktarlarini etkileyen altta yatan fizyolojik degisiklikler ani olaylardan
ziyade stirekli durumlar oldugundan bu degisim stirecini adim adim

gormek daha faydah gorinmektedir.

Sunulan yaklasimin, gecerli RI'lar olusturdugu ve geleneksel yéntemler
uygulanamadig1 zaman alternatif olarak kullanilabilecegi sonucuna
vardik. Mevcut olmayan veya mevcut olan referans araliklarin yetersiz,
stpheli veya genis guven araligi icinde oldugu durumlarda bu
yontemin kullamilmasi ciddi faydalar saglayabilir. Ayrica tanimlanmis

alt gruplar icin RI'larin olusturulmasi da mimkuindir.

Cogu laboratuvar analiti dogumdan yashiliga, yasa bagh olarak
degismektedir. Bu nedenle yasa bagh sturekli Rl'larin belirlenmesinin
ve kullaniminin 6énemi, dinyada ortalama yasam suresinin ve birey
sayisinin arttigt su dénemde artan yash popililasyon ac¢isindan da

gittikce artmaktadir.
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