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Y.Enli ve Arkadaglarimin “Denizli’de Yasayan 18-40 Yas Arasi Bireylerde
Farkly Yontemlerle Referans Araliklarin Saptanmasi” makalesi Uzerine
Diigiinceler.

Referans aralig1 tanimi; “Klinik Tan1 Laboratuvarlari”nin, mukayeseye dayanan

testleri icin, saglikli toplumdan elde edilen “Saglikli olmakla iligkili” deger ara-

liginin, gerekli en az diizeydeki sartlar1 saglayacak tarzda giivenli ve kullanigh
olacak sekilde belirlenmesi olarak yapilabilir. Referans aralif1 yalmzca saglikl
bireyleri belirlemek icin degil, belirli fizyolojik ve patofizyolojik durumlari
temsil etmek iizere de yapilabilir. Preanalitik sartlarin degiskenligi, kullanilan
metot ve liriinlerin ¢esitliligi, laboratuvar uzmanlarinin egitim ve uygulama
farkliliklari, tatbikatta laboratuvarlar arasi farkliliklarin olugsmasina neden
olabilmektedir. Bu nedenle Sn. Enli ve arkadaslarinin laboratuvar testlerinin
standardizasyonu icin ulusal referans aralik saptama politikasinin belirlenmesi
talebi, iizerinde ¢aligilmasi gereken bir konudur. Sn. Dog. Dr. S. Kogtiirk’iin

13-15 Subat 2004 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi’nde yapilan “Klinik

laboratuvarlarda standardizasyon ve kalite giivencesi egitimi” toplantisinda

sundugu National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)
ve International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine

(IFCC)’nin referans aralig1 belirleme dokiimanlarini esas alarak hazirladigi ve

sundugu giizel prezentasyon hazir veri kaynagi olarak web sitemizde sunula-

caktir (1, 2).

Bu ve bundan sonra referans aralig1 belirlemesiyle ilgili yayinlanacak makaleler

Sn.Koctiirk’iin uygulama 6zeti ve bu editoryal cergcevesinde daha iyi deger-

lendirileceklerdir. Degisen teknoloji ve klinik ihtiyaglar nedeniyle uygulama

ve degerlendirmede degisiklikler olabilirse de her laboratuvarin kendi normal
referans aralifini belirlemesine veya en azindan kullandig: kitin tavsiye etti-

§i referans aralifinin gecerlilifini teyit etmesine ihtiya¢ vardir. NCCLS ve

IFCC dokiimanlarina ilave olarak International Council for Standardization in

Hematology (ICSH)’nin dokiimanlarinin farkli gaye ve faydalar1 olsa da, miis-

terek tarafl agagida belirtilen gereksinimlere cevap vermesidir.

Referans deger belirlenmesinin gereklilikleri:

* Yeni bir analitik 6l¢iimiin yapilmaya baglanmasi,

¢ Daha once referans veya fizyolojik degerleri bilinen bir analitin farkli veya
yeni bir metotla dl¢iimlenmeye baglanmasi,

* Referans degeri baska laboratuvarlarca (iiretici de olabilir) belirlenmis bir
analitin ayn1 veya mukayese edilebilir bagka metotlarla 6l¢iilmesi durumunda
mevcut verinin transferi.

Y .Enli ve arkadaglari1 makalelerinde NCCLS’nin tanimina gore sectikleri

preanalitik riskleri olmayan referans toplumundan, saglikli referans aralikla-

rin1 parametrik ve non-parametrik yontemlerle belirlemisler, elde ettikleri bu
neticelerin birbirinden farkli olmayip ayrica literatiirle uyumlu oldugunu teyit
etmigler ve referans aralig1 hesaplanmasinda non-parametrik yontemi kullanma-
y1 tercih ettiklerini bildirmiglerdir. Bu calismada benim i¢in en énemli husus,
saglikli sahislarin veri dagiliminin, hastadan elde edilen ve hastalifa bagh
verileri yansitan dagilimdan matematiksel ve istatistiksel olarak ayrilabilece-
ginin kabuliiyle, laboratuvara bagvuran hastalarin verilerinin referans araligi
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belirlemede kullanilmis olmasidir. Yazarlar, laboratuvara
bagvuran hastalarin verilerini kullanarak elde ettikleri refe-
rans araliklariin genelde fikir saglamasi yaninda, labora-
tuvar performansinin degerlendirilmesi yoniinden yararli
olacagimi belirtmektedirler. Bu “indirekt” uygulamada
yazarlar, SPSS programinin “explore” ve belki de “confi-
dence interval” basamagim kullanarak, hasta toplumunun
asirt ug degerlerini, hi¢ asir1 u¢ kalmayincaya kadar atip,
elde edilen toplumun verisini parametrik veya non-para-
metrik yontemlerle incelediklerini belirtmektedirler. Ferre-
Masferrer ve arkadaslar1 da hasta verilerinin. skewness ve
kurtosis’e bagl asinn karisik, genis dagilim gostermedigi
taktirde, belirli kisitlamalarla referans araligi belirleme-
sinde kullanilabilecegini gostermislerdir (3). Biz de rutin
pratigimizde, normal gahislardan veri elde edemedigimiz
durumlarda, pesinen kullandifimiz iiretici veya metot
referans araliklarini teyit etmek icin birikmig verilerimizi
kullandik ve bu uygulamamizi 2000 yilinda yapilan “Tibbi
Laboratuvarlarda Standardizasyon ve Kalite Toplantis1”nda
sunduk (4). Sn.Koctiirk de notlarinda, klinik anlami1 olan alt
gruplarin ortalamalar arasi1 ve grup i¢i varyasyon farkliligi-
na dayanarak ayrilabilecegini belirtmektedir. Bu da, has-
tane popiilasyonuna bagimli olmakla beraber, laboratuvar
verileri kullanilarak referans araligimin indirekt yontemle
nasil belirlenebilecegini gostermektedir.

Peki yazarlar veya benzer ¢aligmalar yapanlar, kendi bul-
duklar referans araliklariyla literatiir ve prospektiislerin
verdigi referans araliklarinin oOrtiistiiiinii gostermekle ne
elde ediyorlar? Biz de prospektiis veya metot benzerligi
gosteren literatiir referanslarin1 kullanamaz miyi1z? Belki
diinyada bircok laboratuvar pratikte bunu yapmaktadir!
Fakat bu diisiince dogru degildir. Prospektiislerde yer alan
referans araliklarini kullanabilmek i¢in dahi, sizin referans
toplum degerlerini veya birikmis verilerinizi kullanarak
belirlediginiz referans araligi degerlerinizin, prospektiis
degerleriyle Ortiistiiglinii teyit etmeniz veya aralarindaki
korelasyonu gostermeniz gereklidir. Pratikte bu ihtiyaca
bagh olarak da bir¢cok laboratuvar, biriken klinik korelas-
yon tecriibesine dayali olarak u¢ degerlerde ufak oynama-
lar yapar. Bu pratik uygulamanin bir disiplin i¢inde veriye
dayanmasi i¢in uygulamanin saglikli referans toplumuna, bu
imkani olmayan laboratuvarlarda ise yeteri kadar birikmig
kendi verilerine (indirekt yontem) dayandirilmasi lazimdir.
Saglikli toplumda referans araligi belirleme caligmasini
yapacak potansiyeli olmayan laboratuvarlar da, YETERI
KADAR BIRIKMIS kendi verileri ile indirek referans ara-
lig1 belirleme yontemini kullanabilirler. Bununla beraber,
referans araligi belirlenirken hasta verileri kullanildigin-
da, bu verilerin dagiliminin belirli istatistiksel kriterlere
uymast, ¢cok genis ve karigik bir dagilim gostermemesi, iyi
laboratuvar uygulamalari ¢ercevesinde olsa dahi 6rnekleme
ve uygulamada herhangi bir farkliligin olmadig: belirli bir
donemi kapsamasi ve hasta grubunu temsil eden veriler
istatistiksel ve matematiksel olarak atildiktan sonra kalan
ve normal toplumu temsil ettigi kabul edilen bu grubun
hakim grubu oldugunun gosterilmesi gerekmektedir.

iyi laboratuvar pratigi kullanan her laboratuvar, herhangi
bir teste ait elde edilmis tiim verileri kullanarak indirekt ve
non-parametrik yontemle kendi referans araliim belirle-
yebilir veya daha once belirlenmis degerlerle uyumunun
mevcudiyetini gosterebilir. Bu iglemi yapmakla, elde edilen
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neticeye gore, laboratuvarin neler kazanabilecegini agagida

Ozetlemek istiyorum:

1. Elde ettiginiz veriler, literatiir ve prospektiisteki refe-
rans aralik verileri ile uyum gosterdigi zaman; sizin
laboratuvarinizin, disaridaki laboratuvarlarla paralel
netice verdigini, dogru calistiginiz1 ve sizin toplumu-
nuzun referans araliginin, diger toplumlarin referans
araliklartyla biyolojik farklilik disinda benzer oldugunu
sOyleyebilirsiniz.

2. Iyi laboratuvar pratigi uygulamamza ve enternasyonal
kalibratorler veya degeri bilinen kontrol 6rneklerinden
beklenen neticeleri almaniza ragmen, Ortiisen neticeler
elde edememigseniz, o zaman toplumunuzun referans
araligimin farkl oldugunu sdyleme sansiiz ve bu farkh
neticeyi yoruma tagima imkaninmz dogar.

3. Referans aralig1 caligmasiyla bir laboratuvarin saglaya-
cagl en O6nemli veri, referans hududunun giivensizligi
hakkinda bagka hicbir yerden elde edemeyecegi kendi
sistemine ozgii belirsizlik bilgisini elde etmesidir.
Ornek:Troponin T referans araligmizin iist limiti 0,8 ng/
mL ve elinizde hastaniza ait tek netice var: 0,75 ng/mL.
Hastanizin iskemik kalp hastaligi olup olmadigini soy-
leyeceksiniz, hangi katiyette? Eger etkilenmemis toplu-
mun %95’ini temsil eden referans araliginda, iist hudut
degerinin kararsizliginin da %5 oldugunu biliyorsaniz,
hastanizin 0,75 ng/mL degerinin iskemisi olmayan top-
lumun %95’inin i¢inde oldugunu ve biiyiik bir ihtimalle
hastanin iskemisinin olmadigini sdyleyebilirsiniz. Ama
kararsizliginiz hudut degerin %10’u ise o zaman bu
degerin iskemisi olmayan grubun diginda kalma sansi-
nin da mevcut oldugunu, yani bu degerin size iskemiyi
reddetme sansi vermedigini sOyleyip tercihen bir 6rnek
daha istediginizi sdylemeniz dogru olacaktir. Bu refe-
rans aralig1 belirsizligi kavrami, sizin elinizdeki testi
iyi tanimanizi, dolayisiyla elde ettiginiz degeri dogru
yorumlamanizi saglayacaktir.

4. Genelde normal toplumu temsil eden neticelerin dagi-
Iim1 simetrik bir dagilim olmayip, pozitif skewness
gosterir. Histogram veya ortalama (mean) ve agirhikli
deger (median) farkindan bdyle bir dagilimla kars1 kar-
stya oldugunuzu gordiigiiniizde, toplumunuzun Snemli
bir kisminin ortalamanin altinda oldugunu biliyorsunuz
demektir. Mesela 20-50 yas arasi kadinlarda ALT i¢in
referans aralifi 5-65 U/L degerleri arasinda olsa da,
dagilimda vakalarin 2/3’den fazlasinin, median deger
olan 20-24 U/L araliginin altinda kaldigim goriiriiz.
Dolayisiyla referans aralifi iginde bile ortalama veya
istiindeki degerlerin toplumu temsil etme oranlarinin
diisiik oldugunu ve ileriye dogru farkli bir risk grubunda
oldugunu soyleme imkanimi kazanmis oluruz. Ornek
olarak Lp(a) caligmasini incelemenizi 6neririm (5).

5. Her ne kadar bu caligmalarin kapsaminda belirlenen
referans araliklar1 gahislardaki zamana bagh degisik-
likleri ve biyolojik varyasyonu gostermekten uzaksa
da, referans araliginin kararsizligi bizi bu kavramlari
da diisiinmeye itecektir. Acaba biyolojik degisiklikle-
rin etkisi, hudut degerlerin giivensizliginden daha dar
mi1? Boyle bir durumda daha yiiksek tekrarlanabilirligi
olan testleri segmemiz gerekecektir. Referans aralii ve
giivensizligi bize irdeledigimiz testin gayemize uygun
olup olmadig1 hakkinda da bilgi verecektir.
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NCCLS ve IFCC’nin referans aralifi belirleme prosediir-
lerine hepimiz kolayca ulasabiliriz. Bu bilgiler 6zetlenmis
halde Sn.Kogtiirk’iin sunumunda mevcuttur. Buna ragmen
bu prosediirlerde belirlenmis bize gore onemli bazi 6n
kosullar ve uygulama etaplarindan da burada bahsetmek
istiyorum:

A. Kullandigimiz metotlar referans metotlarla paralel neti-
ce vermeli, kalibrasyon standartlar1 referans materyaline
kars1 kalibre edilmis olmali ve mutlak degeri belirli olan
serum bazli kontrol materyaliyle elde edilen neticeler, o
kalibrator icin belirlenen deger hudutlari i¢inde olmali-
dir.

B. Belirli araliklarla tekrarlanan ve standart egrisinin
karakterine gore en az iki seviyeden olusan dahili
standardimizin miikerrer ¢alisilmasiyla elde edilen neti-
celerin standart deviasyonu, o test icin beklenen labo-
ratuvarlararasi farklilifin 1/3’linden az ise, deneyimizin
belirlenen farklilik icinde stabil oldugunu soylemek
miimkiindiir.

C. Deneyimizin stabil ve internasyonel standartlara paralel
netice verdigi yukaridaki sekilde belirlendikten sonra,
elde ettigimiz neticelerin diger laboratuvarlarla uyum
icinde oldugu, dis kaynakl kalite giivencesi orneklerin-
den elde ettigimiz neticelerin, diger istirak¢ilerin elde
ettigi ve belirli kriterlere gore kabul edilmis degerler
icinde oldugunun kanitlanmasiyla miimkiin olacaktir.

Buraya kadar iyi laboratuvar uygulamasi kriterlerini gordiik.
Bu uygulamayla laboratuvara bagvuran bireylerden veya
preanalitik riskleri olmayan normal ve referans toplumdan
elde edilen veriler non-parametrik u¢ degerler atildiktan
sonra (NCCLS ve Ferre-Masferrer), dagilim incelendiginde
laboratuvarimizin o test i¢in referans araligini elde etmis ve
bu sayede de neticelerimizi etkin bir sekilde degerlendirip
bagka merkezlerden gelen degerlerle mukayese etme sansi
elde etmis oluruz. Bu da testlerin her merkezde “bir de
biz yapalim da gorelim” diye tekrarm onleyecek, maddi
tasarruf saglayacak, hastaya zaman kazandiracak ve
saghk sistemi hakkinda giiven verecektir. Bu nedenle
de ulusal referans araligi saptama politikasinin yerles-
tirilmesini desteklemek icin referans aralifi belirleme
yaymlarma dergimizde oncelikli olarak yer verecegimi-
zi ve yazilarmiz1 bekledigimizi belirtmek isteriz.

Determination of Reference Interval

A measured or observed laboratory test result of a person
(usually a patient) is compared with a reference interval
for the purpose of making a medical diagnosis, therapeutic
management decision, or other physiological assessment.
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For this decision making process; reference values are
needed for all tests in the clinical laboratory and the pro-
vision of reliable reference intervals is an important task
for clinical laboratories. Therefore the definition of refer-
ence intervals could be expressed as determination of the
reference values derived from a reference sample group
of persons who are in good health, which meet the mini-
mum requirements for reliability and usefulness. However,
other types of reference values for other physiological and
pathological conditions could also be established in a simi-
lar manner. The changes in preanalytical considerations,
lack of uniformity in data collection and in the methodol-
ogy currently used for establishing reference intervals by
clinical laboratory specialists and the reflection of the
different educational and applicational experiences of the
specialists on the evaluation, creates regional differences
in application. Therefore, the proposal presented within
the content of this article about forming regional reference
interval subcommittees is an important issue, which shall
be studied upon.
It might be an effective start to establish a standardization
and reference interval committee within the structure of
our association. Before translating the related documents
of NCCLS and IFCC and transferring them to the branches
to start the activities in their region; review of the presen-
tation given by Dr. S. Kocturk at the “Clinical Laboratory
Standardization and Quality Assurance Training” course
held between 13 — 15 February 2004 at Hacettepe
University; which can also be viewed at our association’s
web site (www.biyokimya.org ); could be very useful.
Although the documents mentioned above and ICSH
(International Council for Standardization in Haematology)
have additional different uses and purposes; in order to ful-
fill the needs and requirements mentioned below each labo-
ratory has to determine its own reference interval. There
might be new variations in application and evaluation due
to the changes in technology and clinical needs.

The various needs and requirements of reference value

studies for different situations are as follows:

* Measurement of a new analyte.

* Measurement by a new or different analytical method
of a previously known and measured analyte for which
physiological data and other reference values may be
available.

* Measurement of the same analyte by the same or com-
parable analytical method for which reference value
studies from another laboratory or the manufacturer are
available (transference).

3. Masferrer MF, Arderiu XF, Ane RP. Indirect reference
limits estimated from patients results by three mathematical
procedures. Clinica Chimica Acta. 1999;279, 97-105.

4. Laleli Y, Akbay A. Referans aralik analizi. Tibbi
laboratuvarlarda  standardizasyon ve kalite yOnetimi
(Derleyenler: Taga Y, Aslan D, Giiner G, Kutay FZ.),
2000;124-137, Mars Matbaacilik, Ankara.

5. Abraham A. Ariyo et al. Lp(a) lipoprotein, vascular disease
and mortality in the elderly. N Engl J Med 2003;349:2108-15

Laleli



