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Validasyon (gecerli kilma); objektif kanitlarin

saglanmasi yoluyla uygulamaya yonelik sartlarin yerine
getirildigine dair onaylamadir (ISO 9000).

Validasyon, tasarim hedeflerinin yerine getirildiginden
emin olmay1 amaclar ve oncelikle tireticinin
sorumlulugundadar.



Verifikasyon (onaylama); herhangi bir cihaz
veya tibbi 1thtiyac icin objektif kanitlar kullanarak
ureticinin bildirdig: 6zelliklerin karsilandiginin
gosterilmesidir ve kullanicinin (klinik laboratuvar)
sorumlulugundadir (ISO 9000).



Dogruluk-Accuracy (measurement): Olciilen deger
1le referans deger arasindaki uyumun gostergesidir

(ISO/IEC 99).

Bias: Kabul edilen referans deger ile elde ettigimiz
sonuc¢ arasindaki farktir (ISO 3534-1).Sistematik
hatanin gostergesidir.

Tekrarlanabilirlik (Imprecision): Ayn1 kosullar
altinda yapilan 6l¢ciimlerin dagilimidir (SD veya CV

olarak bildirilir).



Kesinlik-Precision: Belirli kogullarda elde edilen
sonuclarin dagilimidir (ISO 3534-1).

Sayisal bir degerle ifade edilmemekle birlikte imprecision
o1b1 SD veya CV degeri olarak ifade edilir.

Tekrarlanabilirlik (repeatability) ve tekrar
uretilebilirlik (reprocudibility) olarak ifade edilir.

Tekrarlanabilirlik bir 6rnegin ayni ekipman ve ayni
analist tarafindan calisildiginda elde edilen test
sonuclarimin dagilimidir.

Tekrar uretilebilirlik ise bir 6rnegin ayni metot ile
farkli ekipman -farkli analist- tarafindan elde edilen test
sonuclarimin dagilimidir.



Toplam Analitik Hata (TAH) Bir test sonucuna
rastlayan Rastgele ve Sistematik hatanin
toplamadair.

Hasta guvenligi bakimindan Toplam analitik
hatanin, Izin verilen toplam hata (Total Allowable
Error, TAE) sinirin1 asmamasi gerekir.



Varyasilan kan toplama tuplerinin sonuclari
etkilemedigidir.

Oysa sonuclar kan tuplerinin de icinde oldugu pek cok
faktorden etkilenmektedir.
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Tarihsel olarak i1lk laboratuvar tiipi borosilikat camdan
uretilmigtir.

Son yirmi yildir cam yerine polyethylene
terephthalate, polyethylene, polypropylene,
polytetrafluoroethylene, polysiloxane, polyvinyl
chloride, polyacrylonitrile, ve polystyrene
malzemelerden tretilmektedir.

Bu tipler cam malzemeden farkl olarak yiiksek
santrifijleme hizlarina dayaniklilik
saglamaktadir, ekonomiktir.



Tipler, kaucuk tipalar veya plastik vidal1 kapaklar ile
kapatilmaktadir. Bu konuda yaygin olarak kullanilan
malzemeler izobutilen-izopren gibi kaucuk materyaldir.

Kapagin kolay cikarilmasi icin kayganlastirici maddeler
kullanilir.

Kaucuk tipalarda kullanilan tris (2-butoxyethyl)
phosphate maddelerinin ilac¢ diizey1 (Kinidin, propranolol,
lidokain, trisiklik antidepresanlar ve flufenazin
klorpromazin) olciimlerini etkiledigi gosterilmigstir.



Kapak materyelinde kullanilan magnezyum,
alimunyum ve cinko gibi maddeleri bu analitlerin
Olcimlerini etkiledigi belirtilmektedir.

Surfaktanlarin da lityum, magnezyum ve immunassay
Olcimlerini etkiledigini gosteren calismalar vardir.



Cam tilipleri piht1 aktivatorlerine ihtiyac duymaz,
cunkl kanin cam ylizeyi ile temasi pihtilagsmay:
baslatir.

Bununla birlikte, plastik tiipler, inorganik
silikatlar veya elagik asit, trombin ve
tromboplastin gibi biyokimyasallar gibi pihti
aktivatorlerinin varhigimi gerektirir.

Bazi kan toplama tiipleri, aktivatoriin calismasi icin
polivinilpirrolidon veya plastik boncuklar
kullanir.

Piht1 aktivator partikiilleri bazi 6rneklerde pihti ile
tamamen pellet olusturmayabilir ve serum icinde
kalarak bazi analitik etkilesimlere neden olabilir.



Antikoagiilanlar da o6l¢ciimlerimizi etkileyebilmektedir:

EDTA Ca, Zn ve Mg gibi analitleri baglamakta, Bunun
disinda EDTA plazmada yapilan immunassay
Olcimlerinde kullanilan ALP’ in kofaktori olan Ca, Zn ve
Mg’u da baglayarak bu o6l¢ciimleride etkileyebilir.

Sodyum sitrat da gelatlama ile Ca’u baglar, ALP ve AST
o1b1 enzimler i¢in de 1nhibitor 6zelligl vardir.

Heparin de lipoprotein lipazi invitro olarak aktive
ettigi icin lipolize neden olarak serbest yag
asitlerinin ortaya cikmasina yol acar.



Yine Potasyum oksalat kalsiyumu bagladig: icin
Ca olciimlerinde kullanilmamalidir.Ayrica asit ve
alkalin fosfataz, amilaz ve LDH gibi enzimleri de
inhibe etmektedir.

Sodyum florid, Sodyum iyodoasetat glikolizde yer
alan bazi1 enzimleri inhibe ederek glikoz ve alkoliin
korunmasina neden olur.



Seperator jeller pihtilasmis tam kandan veya
plazmadan gelen hiicreleri serumdan ayirmak icin
kullanilmaktadir, genellikle viskoz si1v1 ve dolgu
maddelerinden yapilir.

Bu tip tiplerde ayirici jelin bazi hidrofobik ilaclar:
baglayarak yanlis diisiik sonuclara yol acabilecegi
bildirilmistir.

Jel parcaciklarinin numune probu ve kiivetlere
bulasarak; kati1 faz immiinoassay sistemlerde ise fiziksel
etkilesim 1le yanlig sonuclara yol acabilecegi
bildirilmektedir.

Bu tip tiiplerin 6nerilen sicaklik ve santrifiij
hizlarina uyularak kullanilmasi jel sebepli test
interferansini azaltmak icin onemlidir.



Baz tiiplerde pihtilagtirmay: kolaylastirmak
amaciyla kullanilan maddeler puskurtulmius kuru
formda kullanilmaktadir; bu nedenle 6rneklerin alt-
ust edilmesi1 onemlidir.

Baz tiiplerde 1se bu maddeler sivi halde kullanilir.
S1vi katki maddeleri ornek seyrelmesine yol
acabilir.



Bir tiip ureticisi piyasaya yeni veya biytk olciide
modifiye edilmis bir numune tiipii sundugunda,
cithazlarin giivenligini ve etkinligini saglamak
icin analitik ve klinik calismalara ihtiyac vardir.

Benzer sekilde yeni sunulan ol¢ciim kitleri ve
analizorler tireticilerinin de numune tiiplerinin
performans ozelliklerini test veya cihazlariyla
dogrulamasi gerekir.



Klinik laboratuvarlarin kullandiklari bir tipu
degistirirken karsilastirmali bir tiip calismasi
yapmasi onerilmektedir.



Tiip degerlendirme calismalarinda bir protokol
olusturmak 6nemlidir.



LABORATUVARLARIMIZDA
VERIFIKASYON CALISMALARI
NASIL YAPILMALI??

15¢h EFLM Continuous Postgraduate Course in Clinical Chomvistry and Laboratory Medicine
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Ureticinin tiim cihazlarda tiiplerini denemesi
mumkiin degildir.

Bu ylizden laboratuvarlar ilk defa deneyecekleri
tipler icin verifikasyon calismasi yapmalidir.



1) EtikKurul Onay1 Alin
2) Kan alinacak gruplari belirleyin:
Onkoloj1 hastalar
Diyaliz hastalar:
Acil hastalar veya
Karisik grup

3)Preanalitik standardizasyonu saglayin (ayni flebotomist,
turnike uygulamasi, kanin satrifiijden onceki bekleme
suresl, saklama kogullari, bireylerin aclik stireleri, sabah
dinlenme zamanlari vb.).

4) Randomizasyon SART.

1.Kisi Kontrol Tipi Degerlendirilen Tiip
2.Kisi Degerlendirilen Tiip Kontrol Tupu
3.Kisi Kontrol Tupi Degerlendirilen Tiip



5) Kan alindiktan sonra uygun prosertidiirlerle plazma
veya serumu hazirlayin

Complete Incomplete

Complete

Hemolysis

Fibrin Mass

O — No fibrin 1 — Fibrin mass




6) Calisma oncesi1 kalibrasyon ve i¢ kalite kontroliiniizi
yapin; calismaniz bittikten sonra i1se tekrar i¢ kalite
kontroliiniizii calisarak calisma siirecinden emin olun.

7) Degerlendirdiginiz analit /analitler 1cin “analitik 6l¢ciim
araligin1” kapsayacak ve esit sayida dagilmis ornek
sayilari belirleyin.

Yeterli numune sayisina ulagsamadiginiz durumlarda
gerekll analitik 6lciim araligini elde etmek 1¢cin 6rneklerin
“spike” edilmesi gerekli olabilir.

Istatistiksel gecerlilik icin, cogu 6lciimde 20 ila 30 kisi
yeterlidir. (FDA) ve (WHO)’ya gore bu say1 40 olarak
onerilmistir. Calisma en cok 20 giin i¢inde
tamamlanmalidir.

8) Tekrarlanabilirlik icin 20 saglikli birey alin ve tiiplerden
cift analiz yapin

9) Her 6rnegi laboratuvarin standart igsletim prosediiriine
oore analiz edin.



10) verileri kaydedin ve 6nceden belirlenmis
kriterlere gore (CAL, TAE) kabul edilebilirligi kontrol
edin.

11) Veri analizini gerceklestirin.

12) Uc degerleri (Outliers) Dixon,Tukey veya box plot ile
atin (CLSI EP 09).

Contents lists available at ScienceDirect

Clinical Biochemistry

journal homepage: www._elsevier.com/locate/clinbiochem

Review

Blood collection tubes as medical devices: The potential to affect assays
and proposed verification and validation processes for the
clinical laboratory

Raffick A.R. Bowen **, Dorothy Adcock®

* Department of Pathology, Rm H 1301 Seanford Ursversity Medical Center, 300 Pasteur Drive, Stanford, CA 943055627, United States
® Colorado Coaguiation, Laboratory Corporation of Americo® Holdings, Englewood, CO, United States




13) TANIMLAYICI istatistiklerini belirleyin: Ortalama,
Standart Sapma, Ortanca, minimum, maksimum degerleri

vb.

Parametrik ornek ise bagimli 6rneklerde student t testi non-
parametrik 1se Wilcoxocon-Signed-Rank test uygulayin.



Lineer regresyon, Deming Regresyon, Weighted Deming Regresyon
ve/veya Passing-Bablok ile sabit ve oransal hatay tesbit edin

Linear regression

25% confidence
oy =x intervals
Method B

Y 4

Regression equation
y = a+ bx

Regression equation
y =a(?5% Cl) +
b (5% CI) x

Ig (@ =h

M - Intercept= a

Method A X

Y

Constant and proportional error

Regression equation
y=a(95%Cl) + b (95% CI) x

Method B

Excluding 1
Proportional
ermror

Excluding O
Constant error

S Ta e =b

e Intercept = «a

Method A X

Deming regression
e

O Includes analytical
variability of both
methods (CV)

O Assumes that errors
dre independent and
normally distributed

O Both methods prone to

errors

y =174 (-1.77 to 5.24) + 1.23 (1.16 to 1.30) x

Mo constant error @

Proportional error @

Passing-Bablok regression

o Non-parametric method
o No assumptions about distributions of samples

O No assumptions about distributions of errors

T
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o Bland-Altman Analiz uygulayin.

o Bland-Altman yontemini uygulamak icin Farklar,
yaklasik olarak normal dagilima uyuyorsa ve
1statistiksel olarak farklar ve ortalamalar arasinda
1liski yoksa 1ki metot arasindaki uyum farklarin
ortalamasi ve standart sapmasi kullanilarak Bland-
Altman yontemi ile incelenebilir.

Bland-Altman analysis

Plotting against %6 difference

Plotting against mean difference




Sadece istatistiksel anlamliliga giivenmeyin.

Bazen, klinik bir oneme sahip olmadigindada
1statistiksel anlamliligin tespit edildigl
durumlar vardir.

Tersine, olas1 klinik olarak anlamli bir fark
1statistiksel olarak anlamli olmayabilir.
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EFLM Opinion Paper

Giuseppe Lippi, Michael P. Cornes, Kjell Grankvist, Mads Nybo and Ana-Maria Simundic*,
on behalf of the Working Group for Preanalytical Phase (WG-PRE), European Federation of
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (EFLM)

EFLM WG-Preanalytical phase opinion paper:
local validation of blood collection tubes in
clinical [aboratories

DOI 10.1515/ cclm-2015-1274 has drafted a consensus document aimed to provide a set
Accepted for publication January 2, 2016 of essential requisites, technical criteria (e.g. presence of
physical defects, malfunctioning, safety problems) and

cliniral icenae far ennnnrtine laharatnry nenfaceinnale in

Abstract: The selection or procurement of blood collection



EFLM WG teknik ve klinik lokal validasyon
oneriyor.



Teknik yeterliligi kontrol icin

Tercihen calismaya alinacak 6rnek sayisi 240 dan az
olmamalidir.

Kontrol Tiipt (n = 120)
Degerlendirilen Tiip (n = 120)

(CLSI guidelines EP28-A3)



Table 2: Acceptability criteria for technical validation of new blood collection tubes.

|tem Acceptable difference
Tubes with physical defects of manufacturing <1%
Tubes with novacuum or that fail to form avacuum <1%
Tubes not properly fitting into the blood collection device <1%
Tubes under filling <1%
Tubes leaking from the cap before and after centrifugation <1%
Blood contamination of collection device <1%
Hemolyzed specimens <1%"
Undue clotting

EDTA blood tubes <1%

Sodium citrate blood tubes <1%
Tubes broken or spilling blood after cenfrifugation <1%
Inappropriate positioning of gel separator <1%
Serum blood tubes with incomplete clotting <1%

Difference:

number of comparative tubes number of control tubes
P ]*lﬂﬂ{ ]*100. When causes other than the blood tube (e.g. blood

120
collection device, phlebotomists, sample transportation or patient population) can be excluded.




Klinik Validasyon icin;

20 den 100 e kadar kisi oneriliyor. Sayinin
yuksek olmasinin daha iyi olacagi
belirtiliyor.



EFLM WG-PRE
Istatistiksel yontem olarak
Passing ve Bablok regression (ve/veya Deming)
ve Bland and Altman analizi 6neriyor.

Eger 1ki tiip arasindaki regresyon veya %bias kalite
spesifikasyonlarindan daha biytk ise

Onceki tiip sistemini kullanmaya devam edin

VEYA
Yeni tiplere gore yerel referans araliklar: kullanin



Original papers

Preanalytical management: serum vacuum tubes validation for routine clinical
chemistry
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Lirmg-(Miveina G. ef af

Preanalytical management: serum tubes validsiion

Tasie 2. Comprehensive results of routine dinical biochemistry testing from five different brands of serum vacuum tubes with clot

activator and gel separator.

Test Tubel Tube II Tube Il Tube IV Tube V Pvalue
GLU (mmoliLy* 4,63 4.45- 4 T6) 461 (4.41 - 4.76) 4.61 (443 -4.7H 451 (440 4.76) .58 (4.44-4.04) 017a
0L (mmalfLy™* 464+ 0.0 466+ 020 4,61 + 020 464 + 0.0 d.66+0.20 0078
HOL {mimalfL)** 137 +0.08 1.37+ 00049 1.35+ 008 135+ 009 1.37 £ 0109 0041
TG [mmal/Li** 139+ 016 LI 2006 139 2006 138015 13920103 0286

TP (gdL}* FERIE-R R foz10 P E L] 710+ 1.0 FE R 0.432
ALB gL 420+ 1.0 42010 42010 420+ 1.0 430+10 0155
UREA {mmalL}* No+0A8 108 +07 10%+07 105807 108 +07 0450
CRE {pmal/L}* G2 (515 - P60 G2 {56.6 - 76.00 GLE (339 - P60 9.0 4&0.1 - 78.7) GE.T (800 - Te5) < 0.001
Al (pmodd i MEENT-N58Y ITE(ZR00 -35.5 4. 502200 - 315.3) MG -3157 L6 -I3.% 076
ALP (AL Ml0+38 G5B +36 M4+33 Mb+1E T1+38 033
ANYL L) GG+ 56 TD+£59 Gl4+52 652454 632+54 < 0,001
AST (LA™ 13:132 113:13 1E+13 FERESE 16+13 0.260
ALT (U 512 - 350 25 (18.5-340 L2075 - 36.5) 2500EE- 128 235 (16E-155) 0.026
GGT L FO070-350 215(16.2-340) F0{170-34.7) 2063 -34.0) B070-34.3) 0.003
LOH LWLy AT+ 124 d0d + 138 416+ 12.2 412+ 114 114 2114 0039
CK (LLy® T1{50- 142 I [50- 1400 TOE3- 145 TO(53 - 144 7254 - 148) 0051
BT (ymalLy 855 {6.33 - 10.0%) BN [633-9580 B55 (598 -5.40) B.38 §6.50 - 5L58) B.21 [5.64 - 958 036
BD (pmodiLy** 12 +034 13007 205+034 177+0.34 205034 o417
P immalL** 1242004 123004 1.24 +0.04 1252003 1.25 £ 004 044
CA (mmoliLy** 236+ 0002 134 20002 134 £ 0002 134+ 002 134 20002 ans
MG mmoliL** QA2 £ 002 0.78 £ 002 0.78 £ 0.02 078 +0.02 0.78 + 002 < 0.001
FE [pml/Ly* 1B (15.5- 1949 180 (15.2- 19.3] 18.0(15.5 - 20,09 18.3 (154 - 198} 180153 - 19.6 0.293
N immeliL® 138.0 12801380  130(38.0-1380)  1300038.0-1398  1390(1380-13909 1390(138.0-1398 0265
K immal/Lj** 4. 30 + D06 4.24 + 006 4.24 +0.05 427 + 006 4. 77 + 005 ogs




TapLE 1. Variability in routine clinical biochemistry testing from five different brands of serum vacuum tubes with clot activator and
gel separator.

Mean % difference (P value)
Desirable Tuba | vs. Tube Il vs. Tube Hl vs. Tube IV vs.
Tests Blas (%) CVa

Tubell Tubelll TubelV TubeV Tubelll TubelV TubeV  TubelV Tube ¥ Tube ¥

CRE* 15 15 0.0 6.6 -7 -13 6.6 27 -13 -0.0 -B.4 13
| ' 10.234) (0L0SE] 10.001) {0.033] oone (000} (0023 (0.0 ) (0.3 {0.00E)

AMYL* 73 0B 5.5 7.8 2] 51 13.5 B.2 1.0 -5.32 24 A
) ' (0.0l (0007 (D003  (0.007) (0007 (00D} (0u0ET) LR i) {0.002) [LEN i)

pss 13 10 0.8 a0 -0.E -0.E -8 -L.6 -1.6 -0.8 -0.8 0.0
’ ’ (0.107) {0.104) {0.ETG) (oase) (0.002) (0000) (0U0ET) ] 10667 ) i0.331)
' (0.001 (0.001) (0001} (0.001) lD684)  (DB66) (0.66G)  (1.000) (1000} (1000}

ALT* 12.0 13 4.1 102 -2 i 41 64 -6.4 0.0 -13.6 -6.8 6.0
’ {0.BET) {0.581) {0.841) (D173) 0.353) (0.3486) (0130 (0.043) (083 (0113)

* Non-normal distribution; P value represents the significance by Wilcoxon ranked-pairs test.

““Normal distribution; P value represents the significance by paired Student’s t-test.

The bold P values are statistically significant (P « 0.005) and bold mean % differences represent dinically significant variations, when compared
with desirable bias (15).

Tube | VACUETTE® 4.0 mL (lot C080818, Grainer bic-one, Kremsmonster Austria); Tube Il: LABOR IMPORT® 6.0 ml (lot C3E005-6, Guangzhou
Improve Medical Instruments Co. Ltda, Zhejiang, Chinal; Tube lll: >-Monovette® 4.9 mil (lot 092506, Sarstedt, Nombrecht, Germany), Tube V- 35T%
4.0 mL (lot 8308434, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, K, USAJ; Tube V: 55T |l Advance® 5.0 ml (lot 8225174, Bacton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes, NJ, USA).

CVa (%): Analytical coefficient {within-run precision|, by internal quality control on cobas® 60040 <c501> module. ‘
CRE - creatinine; AMYL - amylase; P - phosphate: MG - magnesium; ALT - alanine aminotransferase.

Ricos C, Alvarez V, Cava F, Garcia-Lario JV, Hernandez A,Jimenez CV, et al. Current databases
on biological variation:pros, cons and progress. Scand J Clin Lab Invest 1999;59:491-500.
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