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1. Metot Validasyonu Nedir?

Metot Validasyonu, aslinda bir hata degerlendirme siirecidir. Baska deyisle, metot
validasyonunda analitik hatalar lizerinde yogunlasilir. Hata cesitlerinin ve bu hatalarin nasil
belirlenecegi, bu amacla hangi analitik islemlerin yapilacagi ve ne kadar verinin gerekli
oldugu, hangi istatistiksel islemlerin yapilmasinin gerektigi, izin verilebilir hata
bityiikliigiiniin ne olacagi gibi sorular metot validasyonu alanina girer.

Validasyon: CLSI ve 1SO’ya gore validasyon, bir islem, siireg, sistem, donanim ya da
metodun beklendigi sekilde galistigini ve kullanim amacini karsiladigini kanitlama eylemi
veya siirecidir.

Verifikasyon: Validasyon sozii, verifikasyon (dogrulama) sozii ile i¢ ice gegmistir.
Verifikasyon ise, ayni kaynaklarda, “Inceleme yoluyla ve belirlenen hedeflerin
karsilandigini gosteren nesnel kanitlar saglanarak yapilan dogrulama islemidir”,
seklinde tanimlanmaktadir.

ABD’de “CLIA Final Rule”a gore “Her laboratuvar, basit serbest testler (waived test) disinda
kalan herhangi bir yeni ydntem icin validasyon ¢alismas1 yapmalidir.” Ikibiniicten beri, bu
yasaya gore tiim orta ve yiiksek karmasikliktaki test yontemlerinin (basit testler disindaki tiim
testler) performansi laboratuvarda valide edilmelidir.

Bu yasaya gore metot validasyonu ¢alismalari sunlar1 kapsamalidir:

Bugiin tiim diinyada rutin ¢alismaarda biiyiik 6l¢iide hazir ticari kitler kullanilmaktadir. Bu kit
yontemleri kullanilsa da, her laboratuvar hasta sonuglarini rapor etmeden Once test sisteminin
performansini dogrulamalidir. Bu amagla:

e Uretici tarafindan konulan performans 6zelliklerinden asagidakiler yapilan
caligmalarla dogrulanmalidir:
o Dogruluk (accuracy)
o Kesinlik (presizyon)
o Rapor arahg

e Uretici tarafindan verilen referans araliklarinin, laboratuvarin hasta popiilasyonu
icin uygun oldugu dogrulanmalidir.

Bu amagla yapilacak dort islem vardir:
e Bias ya da inaccuracy’nin saptanmasi i¢in yontem karsilastirma
e Impresizyonun saptanmasi i¢in tekrarlama ¢alismalar:
e Rapor araligini1 saptamak icin dogrusallik calismasi
e Referans araligin dogrulanmasi i¢in referans degerlerin gozden gecirilmesi. VVeya
laboratuvar sorumlusu tarafindan iireticinin verdigi veya elkitaplarinda yer alan
referans degerlerin uygunlugunun belgelenmesi)



Yontem laboratuvarda gelistirilmis veya degistirilmisse daha kapsamli validasyon
calismalar1 yapilir (tam validasyon):

Dogruluk (accuracy)

Kesinlik (presizyon)

Analitik duyarhilik

Analitik 6zgiilliik (Interferanslar da dahil)

Rapor araligi

Referans araligi

Test performansi i¢in gerekli diger performans 6zellikleri

Bu amagla 7 ¢alisma yapilir:

Bias ya da inaccuracy’nin saptanmasi i¢in yontem karsilastirma

Impresizyonun saptanmasi i¢in tekrarlama calismalar1

Sabit interferansi belirlemek icin saptama simir1 calismasi

Ozgiilliigiin degerlendirilmesi ve potansiyel interferan maddelerin saptanmasi igin
interferans ve geri kazamim (recovery) calismalari

Rapor araligini saptamak i¢in dogrusallik (lineerite) calismasi

Daha kapsamh referans aralik ¢calismasi

Validasyonla ilgili diger maddeler:

Eger yeterlilik test programina (veya dis kalite degerlendirme programina)
girilmemisse, en az 6 ayda bir (yilda 2 kez) dogruluk degerlendirilmelidir.

Eger bir test birden fazla yontemle veya farkli yerlerde yapiliyorsa, laboratuvar en az 6
ayda bir farkli cihazlarla, yontemlerle yapilan veya farkl: test bolgelerinde yiiriitiilen
test sonuglar arasindaki iligkiyi degerlendirmelidir.

Yukarida belirtilenler esas olarak ABD’de gegerli olmakla birlikte, Avrupa’da da benzer bir
durum s6z konusudur. Tibbi laboratuvarlar icin gelistirilen ISO 15189 standardinda su ifade
yer almaktadir:

“5.5.1.1 Genel
Laboratuvar, kullamim amaci i¢in valide edilmis inceleme prosediirlerini
kullanacaktir.

5.5.1.2 inceleme prosediirlerinin verifikasyonu

Degisiklik yapilmaksizin kullanilan gecerliligi kanitlanmis inceleme prosediirleri,
rutin kullanim dncesinde laboratuvar tarafindan bagimsiz verifikasyona tabi
tutulacaktir... Laboratuvar, verifikasyon i¢in kullandigi islemi ve elde edilen
sonuclar kaydedecektir.

5.5.1.3 incelem prosediirlerinin validasyonu

Laboratuvar asagidaki durumlarda incelem prosediirlerinin gecerliligini
kamtlayacaktir: (a) standart olmayan yontemler; (b) laboratuvar taafindan
gelistirilen yontemler; (¢) kullanim amaci disinda kullanilan standart yontemler;
(d) gecerliligi kamtlanmis ama sonradan degistirilmis yontemler.”

Ozetle, metot validasyonu / verifikasyonu tek bir iilkede degil, tiim diinyada standart bir
laboratuvar uygulamasidir, Dolayisiyla buna gore davranilmalidir.



2. Tamim ve Terminoloji

Analit: Olgiilebilir bilesen. Herhangi bir element, iyon, bilesik, madde, faktor, enfeksiyoz
ajan, hiicre, organel, aktivite (enzimatik, hormonal veya immiinolojik) bu kapsama girer. ISO,
bu kavram i¢in “Measurand” soziinii kullanmaktadir. “Ol¢iimii yapilacak kantite” olarak
tanimlanmaktadir. Tiim kantiteler bu kapsama girmektedir. Analit kavrami ise él¢iimii
yapilan gercek, somut madde anlaminda kullamilir. Ornek vermek gerekirse; “plazmada
glikoz madde miktar1” measurand, glikoz ise analit tanim1 kapsamina girer.

Impresizyon (kesinlik): Belli sartlar altinda ayn1 materyalden elde edilen bagimsiz 6l¢iim
sonuclarinin dagilimidir. Farkli ¢alisma sartlarina gore farkli tanimlar yapilabilir. Farklt
sartlar denince zaman, kalibrasyon, operator (teknisyen), cihaz s6z konusudur. Calisma
sartlarinda degisiklikler belirlenmelidir. Buna gore ¢alisma i¢i (between-run), giin i¢i (within-
day), giinler aras1 (between-day), cihaz i¢i (within-device), laboratuvar i¢i (within-laboratory)
gibi adlandirmalar yapuilir.

Ara Kesinlik (intermediate precision): Yontem ayni, yontem o6zellikleri ayni, kurulus ayni,
bazi ¢alisma sartlar farkli oldugunda (zaman farki, kalibrasyon farki, ¢alisan farki, cihaz ve
donanim farki gibi) elde edilen presizyon degeridir.

Dogruluk (accuracy; artik trueness, gerceklik): Analitin ger¢ek degeri ile 6lgiilen miktar
arasindaki uyumun gostergesidir. Referans deger ile numunenin sonsuz kez 6l¢iilmesi
sonucunda elde edilen ortalama arasindaki uyumdur. Gergeklik (veya dogruluk) genellikle
bias olarak ifade edilir.

Geri Kazamim (recovery): Orantili sistematik hata saptanmasinda kullanilan ¢alismadir. Esas
olarak dl¢tim materyaline eklenen analitin saptanmasina dayanir. Yiizde (%) olarak ifade
edilir. Ideal deger %100°diir; farkl1 bir ylizde orantili hatanin gostergesidir.

Rapor arahig: Cihaz, kit veye sistemin gegerli sonug verdigi test sonuglari araligidir. Bugiin
bunun yerine analitik 6l¢iim arahg ifadesi 6nerilmektedir. Bu aralikta karsilasilan hatalar
(6rnegin nonlineeriteden, impresizyondan veya baska bir nedenden kaynaklanan hatalar)
kabul edilebilir sinirlardadir.

IFCC, analitik aralig1 “herhangi bir modifikasyon yapilmaksizin yontemin
uygulanabildigi konsantrasyon veya miktar arah@:” olarak tanimlar.

College of American Pathologists (CAP) iki farkli tanim yapar:
e Analitik Ol¢iim Araligi: Rapor araligi veya IFCC nin analitik aralik tanimiyla
aynidir.
¢ Kilinik Olarak Rapor Edilebilen Arahk: Burada diliisyon veya 6rnegin konsantre
edilmesi de dahil 6n islemler eklenerek yontemin dogru 6l¢iim yapabildigi
konsantrasyon veya miktar araligi kastedilir.

Tekrarlanabilirlik (Repeatibility): Kisa bir siire i¢inde ayni galisan tarafindan ayni
laboratuvarda ayni yontemle ayn1 materyalde ayni cihazla elde edilen bagimsiz test
sonuglaridir. Eskiden buna ¢alisma ici presizyon deniyordu. Kisacasi, tekrarlanabilirlik ayni
Ol¢iim kosullarinda, ayn1 analitin (measurand) ard arda 6l¢iilmesi sonucu elde edilen sonuglar
arasindaki uyumdur. Tekrarlanabilirlik en kiigiik rastlantisal degiskenligi verir.



Yeniden iiretilebilirlik (Reproducibility): Ayni analitin farkli kosullarda art arda
Olclimiidiir. Ayr1 cihazlar kullanarak, farkli kullanicilar tarafindan farkli laboratuvarlarda ayni1
yontemle elde edilen bagimsiz test sonuglaridir. Yeniden iiretilebilirlik, en yiiksek rastlantisal
degiskenligi verir.

Laboratuvar igi presizyon: Belirli bir siirede, belli kullanicilarla ayn1 laboratuvarda ayni
cihazla yapilan 6lgiimlerde elde edilen presizyondur. Daha dnce kullanilan total presizyon
ifadesinin yerini laboratuvar igi presizyon ifadesi almistir.

Analitik Duyarhlik: Saptama sinir1 ile karistirlmamahdir. Aslinda saptama sinir1 da
analitik duyarliligin bir bilesenidir. Analitik duyarlilik, bir analit konsantrasyonundaki kii¢iik
degisiklikleri saptayabilme yetenegidir. Genellikle kalibrasyon egrisinin egimi ile ifade edilir.
Genel olarak egim ne kadar yiiksek, kalibrator degerlerindeki oynama ne kadar kiigiikse,
analit konsantrasyonundaki kiiciik farklarin saptanmasi o derece giiclii olacaktir.

Saptama Smmri: “Limit of Blank: LOB”, “Limit of Detection: LOD”, Limit of Quantitation:
LOQ?” gibi bilesenleri vardir.

LOB, analit icermeyen drnekten elde edilen en yiiksek degerdir. Konsantrasyonu sifir
olan bir 6rnek (kor), tekrar tekrar ¢alisilir; LOB, kor degerlerinin iist giiven aralig1 olarak
aliir. Kor degerlerinin ortalamasi ve standart sapmasi ile hesaplanir.

LOD, belirli sartlarda kalitatif olarak varhg saptanabilen minimum analit
konsantrasyonudur. Pratik olarak kor standart sapmasinin 4 ila 6 katinin ortalamaya
eklenmesiyle hesaplanir. Minimum saptanabilir konsantrasyon olarak da adlandirilir.

LOQ, belirli sartlarda giivenilir ve kantitatif olarak él¢iilebilen minimum analit
konsantrasyonudur. Olgiimiin presizyonunun izin verilen hatadan diisiik kaldig1 minimum
analit konsantrasyonudur. Bir seri diisiik miktarda analit igeren numune tekrar tekrar ¢alisilir,
istenen presizyona sahip en diisiik analit konsantrasyonu LOQ’tur. LOQ degeri, LOD kadar
diisiik olabilir ama daha diistik olmaz.

Interferans: Ornekte bulunan analit dis1 bir bilesenin analit l¢iim sonucunun dogruluguna
etkisi olarak tanimlanmaktadir. Interferanslar sabit sistematik hatalara (SH) yol acarlar.
Sabit SH, genellikle interferan bir maddenin tiim 6rneklerde kullanilan ayirag ile yanlis sinyal
elde edilmesine yol actig1 interferanstan kaynaklanir. Bazan interferan madde analit ile
ayiraglar arasindaki reaksiyonu da etkiler. Bu tiir hatalar i¢in en sik yasanan 6rnek, daha ¢ok
oksidaz/peroksidaz sisteminin kullanildig1 enzimatik yontemlerde, ortaya ¢ikan hidrojen
peroksidin interferan tarafindan yikilmasidir. Bazen interferan madde ayiraci inhibe edebilir
veya yikabilir.

Olciim belirsizligi: Oliim sonucuyla iliskili olup analit (measurand) degerlerinin dagilimini
karakterize eden bir parametredir. Bu parametre standart sapma (veya katlar1) ya da belli bir
gliven diizeyinde bir araligin (interval) yaris1 biiyiikliikte genislik olarak ifade edilir.

3. Analitik Hata Cesitleri ve Belirsizlik

Hata kavrami i¢inde yer alan sozler rastlantisal hata (RH, rastgele hata, random error
veya impresizyon), sistematik hata (veya inaccuracy), sabit hata, orantili hata ve toplam
hatadir.



RH. Biiyiikliigii ve yonii 6nceden kestirilemeyen, pozitif veya negatif yonde olabilen
hatalardir. Standart sapma (s) ile ifade edilir. Ancak, konsantrasyon arttik¢a s de
bliyliyeceginden, genellikle s’in ortalamaya yiizdesi olarak verilir (Varyasyon Katsayisi,
%CV). Ornegin glikoz i¢in 50 mg/dL diizeyinde 1 mg/dL s ile 400 mg/dL diizeyinde 8 mg/dL
s ayn1 %CV’yi verir: %2

RH genel olarak cihaz kararsizligindan; sicaklik oynamalarindan; ayira¢ ve kalibrator
degisimlerinden, dolayisiyla kalibrasyon egrisinin stabilitesinden; pipetleme, karigtirma ve
zamanlama gibi islemlerdeki degisimlerden; calisanlarin degisiminden kaynaklanir.

Sistematik Hata (SH, inaccuracy; ISO tarafindan onerilen trueness, gerceklik). Daima
ayn1 yonde olan hatadir. Yapilan ¢ok sayida 6l¢iimiin ortalamasi, orijinal degerden uzaktadir.
RH’nin tersine ya pozitiftir, ya da negatif. Tiim test sonuglarinin yiiksek veya tiim test
sonuclarinin diisiik ¢ikmasina yol agar.

Orijinal deger ile yapilan 6l¢ilimlerin ortalamasi arasindaki fark “bias” olarak adlandirilir.
Bagka deyisle, test yontemi ile karsilastirma yontemi (comparative method) ortalamalari
arasindaki fark bias’1 verir. Beklenen SH, regresyon grafiginden de hesaplanabilir (Yontem
Karsilastirma). Bunun icin genis bir konsantrasyon araliginda ¢ok sayida 6érnek hem test
yontemi, hem de karsilastirma yontemi ile ¢alisilir. Yatay eksene karsilagtirma yontemi, diisey
eksene test yontemi igaretlenir. Elde edilen grafikten SH tipi de belirlenebilir. SH, tiim bu
konsantrasyonlar boyunca ayni biiyiikliikteyse, bu sabit SH’dir. Veya SH konsantrasyona
bagli olarak orantil1 bir sekilde degisir, buna da orantili SH denir.

Gergek
degder

Ortalama

bias

/
/

Rastlantisal hata

Sekil 1. Rastlantisal hata ve gercek degere gore bias.
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Sekil 2. Analitik hata ¢esitleri. Rastlantisal hata, sistematik hata.

Genel olarak sabit SH’larin kaynagi interferanslardir, bazen yanlis kor hazirlama da sabit
SH’ye yol acar. Orantili SH’lerin kaynag: ise genellikle kalibratdr degerinin dogru
olmamasidir. Eger kalibrator degeri etiketinde yazandan yiiksekse, kalibrasyon sonucunda
tiim Orneklerde orantili bir diisiikliik olacaktir. Veya tersine kalibratorde analit degeri
etikettekinden diisiikse, tiim 6rneklerde orantili pozitif hata ile karsilasilacaktir. Orantili SH,
bir miktar analitin yan reaksiyonlara ugramasindan da kaynaklanabilir.

Toplam Hata (TH): RH ve SH’nin toplamidir. RH negatif veya pozitif yonde olabildiginden,
TH i¢in en kotii durum (en biiytik hata) alinir. Genel olarak:

TH=SH + 2s

Bugiin sistematik hata (inaccuracy), impresizyon (rastlantisal hata) ve total hata kavramlar1
yerine ISO tarafindan 6nerilen ve gegerli olan sozler gergeklik (trueness), bias, presizyon ve
belirsizliktir (uncertainty). Burada gergeklik, dogruluk kavramindaki bias’mn yerinin,
belirsizlik ise toplam hata kavraminin yerini almistir. ISO 6nerileri CLSI tarafindan da kabul
edilmistir. Ancak terminoloji konusunda hala tartigmalar siirmektedir.

Izin Verilen Toplam Hata (Allowable Total Error): Burada testin klinik yarar1 soz
konusudur. Testin klinik yararim ortadan kaldirmayacak biiyiikliikteki hata miktaridir.
Laboratuvar ne kadar hatanin tibben kabul edilebilir oldugunu belirler. Esasinda yasal
diizenlemelerle de hata iist sinirlar verilmektedir. Ornegin CLIA’da Na icin hata iist smnir1
(izin verilen toplam hata) 4 mmol/L’dir.

Hata Biitcesi: Toplam hata bilesenlerinin (SH ve RH) laboratuvar tarafindan ayr1 ayri
degerlendirilebilmesi i¢in hata biitgesi kavrami kullanilmaktadir. izin verilen toplam hatanin
bir boliimii SH, bir béliimii RH olarak béliiniir. Onerilen hata biitgesi araliklar1 SH igin %25-



50 (izin Verilen SH; Allowable Systematic Error), RH i¢in %16-25°dir (Izin Verilen
Rastlantisal Hata; Allowable Random Error).

Ol¢iim Belirsizligi. Belirsizlik kavrami laboratuvar ortamina 1990’larda girmistir. Amag
6l¢lim sonuglarinin kalitesinin ifade edilmesidir. International Vocabulary of Metrology
(VIM), 6lgtim belirsizligini “kullanilan bilgiye dayali olarak kantitatif analit (measurand)
degerlerinin dagilimini karakterize eden negatif olmayan bir parametre” olarak
tanimlamaktadir.

Olgiim belirsizliginin hesaplanmas1 gerek ISO 17025:2003 veya ISO 15189:2005’e gore
akredite olacak referans laboratuvarlar i¢in, gerekse ISO 15189:2012°ye gore akredite olacak
klinik laboratuvarlar i¢in zorunludur.

Olgiim belirsizliginin hesaplanmas: i¢in iki yaklasim vardir: “Asagidan yukariya” ve
“yukaridan asagiya”. “Asagidan yukariya” yaklagsim, Guide to the Expression of Uncertainty
of Measurement (GUM) tarafindan 6nerilen yaklagimdir. Bu yaklagimda tiim potansiyel
belirsizlik kaynaklari tanimlanir, belirsizlikleri belirlenir ve birlestirilir. Metroloji kuruluslari
ve referans materyal saglayicilar bu yaklagimi benimsemektedirler. Referans l¢ciim
prosediirleri kullanan akredite laboratuvarlarda da bu yaklasim gegerlidir. Ancak bu
yaklagimin klinik laboratuvarlara uygulanmasi zordur. Alternatif olarak Magnusson ve
arkadaslarinin kalite kontrol verileri ve sertifikali referans materyallerden hesaplanan bias’1
temel alan “yukaridan asagiya” yaklasim klinik laboratuvarlar i¢in daha uygundur.

4. Analitik Hata Hedeflerinin Belirlenmesi

Toplam analitik hata sinirlarinin belirlenmesi i¢in pek ¢cok kaynak kullanilabilir. Bunlarin
basinda tibbi testlerin tibbi kullanimi alaninda laboratuvar deneyimi ve klinik deneyim gelir.
Klinisyenlerin yaptiklar1 genis kapsamli arastirmalar da 6nemlidir. Ayrica biyolojik
varyasyon verileri, 6zellikle bireysel biyolojik varyasyon, referans araligin belli bir
fraksiyonu, yontemin genel performansi da hata siirlarinin belirlenmesinde kullanilir. Tiim
diinyada kabul edilip uygulanabilir olan sinirlar yoktur. Bu sinirlar saglik kurulusunun tibbi
misyonuna, hasta popiilasyonuna, klinisyenin testi nasil yorumlayacagina gore degisebilir.
Dolayistyla hedefler laboratuvardan laboratuvara, hatta uygulamadan uygulamaya degisir.
Ornegin, bobrek transplant hastalarinin izlenmesinde kullanilan bir kreatinin ydntemi, genel
saglik taramasi amactyla kullanilan bir kreatinin yonteminden daha siki hedefler
gerektirebilir.

Literatiirde analitik hedeflerin konulmasinda basi1 ¢eken, 1960’lardan baslayarak Barnett
olmustur (Barnett RN. Am J Clin Pathol 1968;50:671-676). Barnett, daha sonra bu yondeki
caligmalarina Skendzel ve Platt ile devam etmistir (Skendzel LP, Barnett RN, Platt R. AmJ
Clin Pathol 1985;83:200-205). Avrupa’da bagin1 Fraser’in ¢ektigi bir grup, minimum, istenen
ve optimum yontem performansi i¢in biyolojik varyasyon verilerini kullanmistir (Fraser CG,
Petersen PH, Libeer J, Ricos C. Ann Clin Biochem 1997;34:8-12). Bu gruba gore istenen
presizyon bireysel biyolojik varyasyonun yarisindan kii¢iik olmalidir veya giivenilir veriler
olusana dek en iyi %20 laboratuvarin performansi hedef konulur. Bias i¢in dnerilen hedef ise
grup biyolojik varyasyonunun %’inden kii¢iik olmasi veya referans araligin 1/16’sindan kiigiik
olmasi ya da bagka 6l¢iit yoksa, en fazla ideal presizyonun 2 kati olmasidir.



Bu farkl: sistematik hata ve rastlantisal hata sinirlarinin toplam hata sinirlarina doniistiiriilmesi
gerekir. Nitekim, CLIA, yontem ve laboartuvarin degerlendirilmesinde toplam hata sinirlarini
verir. Bu sinirlar, ABD’de kullanilan toplam izin verilen hata sinirlarint olusturur. Dolayisiyla
yontem performansi bu sinir1 karsilamali, yontemin toplam hatasi bu sinirin altinda
kalmalidir. Ancak, yontemin performansi CLIA toplam hata sinirlarinin ¢ok daha altinda
olmalidir. Bu yiizden Ehrmeyer ve arkadaslar1 aslinda bias ve CV i¢in CLIA sinirlarinin
1/3’inin alinmasini 6nermislerdir (Ehrmeyer SS; Laessig RH, Leinweber JE, et al. Clin Chem
1990; 36:1736-1740). Burnett ve Westgard ise CV’nin CLIA toplam hata sinirinin 4’ini
geememesi gerektigini savunurlar (Burnett RW, Westgard JO. Arch Pathol Lab Med
1992;116:777-780).

Ulkemizde dis kalite degerlendirme verilerinden hareketle belirlenen ve 2016 yilinda
yayimlanan bir genelgede en sik kullanilan 15 test i¢in izin verilen toplam hata sinirlari
belirlenmistir. Bu veriler Tablo 1’de verilmektedir (Genelge 2016/18).

5. Metot Validasyonu Calismalarinin Planlanmasi

Yontem ifadesi sadece yontemi degil, kullamlan cihazi da kapsar. Dolayisiyla yontem
degerlendirme, ayn1 zamanda cihaz degerlendirmedir. Ikisi bir biitlindiir.

Tablo 1. Tiirkiye’de Izin Verilen Hata Sinirlar1 (Genelge 2016/18)

SUT* SUT Adi izin Verilen Toplam izin Verilen En
Kodu Analitik Hata Siniri | Yiiksek Varyasyon
(%) Katsayisi (%CV)
900.200 | Alanin aminotransferaz (ALT) 20 10
900.210 | Alblimin 15 7.5
900.340 | Alkalen fosfataz 30 10
900.580 | Aspartat transaminaz (AST) 20 10
901.500 | Glikoz 11 5
901.580 |HDL kolesterol 30 10
901.940 |Kan Ure azotu (BUN) 15 7.5
902.090 | Klorir (Cl) 9 5
902.110 |Kolesterol 11
902.210 |Kreatinin 20 10
902.260 | Laktik Dehidrogenaz (LDH) 21 10
903.130 | Potasyum 9 5
903.240 | Protein (serum ve vucut sivilari, herbiri) 15 7.5
903.670 |Sodyum (serum ve viicut sivilarinda, 9 5
herbiri)
903.990 | Trigliserid 15 7.5

*SUT: Saglik Uygulama Tebligi




Metot Validasyonu ¢aligmalarina baslamadan 6nce ¢alisanlar metod prosediirii, kalibrator,
kontrol ve ayiraclarin stabilitesi, yontemin c¢alisacagi konsantrasyon araligi konusunda bilgi
sahibi olmalidir. Burada 6zellikle kalibrator ve ayirag kararliligi 6nemlidir. Taze ayiraglarla
eski kalibratorler esas alinarak ve sonra yeni kalibrasyon esas alinarak ¢alismalar yapilar ve
aralarindaki fark incelenir. Ayira¢ kararliligin1 gérmek i¢in taze kalibratorlerle yeni bir
kalibrasyon yapilarak eski ve yeni ayiraglarla ¢aligilir, aradaki fark incelenir.

Metot validasyonu ¢alismalarinda daha sonra bir strateji ¢izilir (Tablo 2). Bu amagla:
e Yapilacak deneysel ¢alismalar belirlenir
e Hata tipleri belirlenir
e Hata biiyiikliigii tanimlanir
e Hata tipleri birlestirilerek TH elde edilir
e Hata, izin verilen hata ile kiyaslanir
e Karar: Yontemin kabul edilebilir veya edilemez olduguna karar verilir.

Once kolay calismalar yapilir. Bu 6n ¢alismalar kabul edilebilir durumdaysa daha ileri, zaman
alic1 ve pahali islemlere girisilir.

6. Metot Validasyonu Uygulamalari

6.1. RH’min Saptanmasi icin Tekrarlama Cahsmalar

Caligsma ici tekrarlama ¢aligmasi en basit RH saptama calismasidir. Bu yiizden en 6nce
yapilmalidir. Ancak ¢aligma i¢i tekrarlama ¢alismasinin sonuglar1 yontemin uzun vadeli

performansi olarak goriilemez.

Tekrarlama c¢aligmasinda kullanilacak materyalin matriksi miimkiin oldugunca hasta
numunelerinin matriksine benzemelidir.

Calisilacak konsantrasyonlar tibbi karar diizeylerinde veya bu diizeylere yakin olmalidir.

Tablo 2. Metot Validasyonu Calismalarinda Stratejik Yaklasim

Analitik Hata Tipi Calisma
On Calisma Kapsamli Caligsma
Rastlantisal Hata Calisma i¢i ardigik 6l¢iim | Calismalar arasi tekrarlayan
Saf materyalde Olgtimler
Gergek orneklerde Gergek orneklerde
Sabit hata Interferans
Orantil1 hata Geri kazanim Yontem karsilastirma
Diger sistematik hatalar Dogrusallik (Lineerite)
Saptama sinir1 (LOD)




Iki veya ii¢ materyal gerekir. Ornegin kolesterol icin NCEP tarafindan 200 mg/dL ve 240
mg/dL gibi degerler 6nerilmektedir. Glikoz i¢in hipoglisemi agisindan 50 mg/dL, aglik 6rnegi
icin 120 mg/dL, GTT’de 160 mg/dL, diyabetin izlenmesi agisindan ise 300 mg/dL gibi
degerler tibbi agidan 6nemli diizeylerdir.

Genellikle 20 6l¢tim yapilmasi gerekir. Sayi arttigi 6lgiide RH daha saglikli belirlenir.
Eger calisma i¢i tekrarlama calismasi sonuglari kabul edilebilir degilse, daha ileri ¢aligmaya
gerek yoktur.

Standart ¢ozeltileri ile de tekrarlama calismasi yapilabilir. Standart ¢cozeltileri protein ve diger
bilesenleri igermediginden, rastlantisal hatanin ¢ok daha diisiik olmas1 beklenir.

Ticari kontrol materyalleri de kullanilabilir. Bunlar da islem gérmiis olduklarindan
(liyofilizasyon, hazirlama vb.) hasta serumu ile ayn1 matrikste degildir.

Hasta numunelerinden havuz hazirlamanin dezavantaji ise enfeksiyon riskidir.

Calisma i¢i ve giin i¢i tekrarlama calismalarinda taze hasta serumu havuzlari kullanilabilir.

Westgard, caligsma ici ve giin i¢i RH i¢in elde edilen s’lerin total izin verilen analitik hatanin
Ya’inden kiiglik olmasin1 onerir.

Scahisma ici V€ Sgﬁn ici <0.25 TEa

Uzun vadeli degerlendirme i¢in Westgard total (laboratuvar i¢i) RH’nin TEa’nin 1/3’inden
diisiik olmasini Onerir.

Kit prospektiisiinde verilen tekrarlanabilirlik sonuglarinin da dogrulanmasi gerekir. Bunun
i¢in F testi kullanilir. Ornegin kolesterol kiti i¢in firma 3 mg/dL gibi bir deger vermisse ve
bunun i¢in 31 kez 6l¢iim yaptigin belirtiyorsa (n = 31), laboratuvarda yakin
konsantrasyondaki kontrol materyalinde 21 kez 6l¢lim yapilsin ve sonucta s =4 mg/dL
bulunsun. Bu verilere F testi uygulanir. F testinde biiyiik varyans kii¢lik varyansa bdliiniir ve
elde edilen F degeri F tablosundaki F degeri ile karsilastirilir. Buna gore:

F=(4)%3)*=16/9=1.78

Bu deger, 30 ve 20 serbestlik derecesinde F tablosundan elde edilen 1.93 F degerinden
diistiktiir. O halde firmanin verdigi RH degeri gegerlidir.

Gerekli minimum ¢alisma prosediirii i¢in diisiik ve yiiksek tibbi karar diizeyinde en az 2
farkh kontrol materyali gerekir. Kisa vadeli RH i¢in her bir materyal ¢alisma i¢i veya giin
icinde 20 kez calisilir. Ortalama, s ve %CV hesaplanir. Daha ileri ¢calismaya gegmeden dnce
kisa vadeli RH agisindan yontem yeterli mi karar verilir. Yeterliyse, uzun siireli RH’nin
saptanmasi icin her iki materyal de 20 farkli giin ¢aligilir. Ayn sekilde ortalama, s ve %CV
belirlenerek kabul edilebilir sinirlar iginde mi, incelenir.

CLSI standartlarinda ANOVA kullanilir. EPS protokolii tiretici firmalar icin, EP15 protokolii
dogrulamak amagli olup laboratuvarlar igindir. EP15°de glinde minimum 3 tekrar yapilir ve
bu islem 5 farkl giin siirdiiriilerek toplam 15 sonug elde edilir. Total impresizyon icin ¢alisma



ici ve calismalar arasi bilesenler kombine edilerek total impresizyon (artik laboratuvar igi
impresizyon) elde edilir. EP5A’da en az 20 farkli giinde, her giin bir veya iki ¢alisma olacak
sekilde ve her ¢alisma ¢ift ¢aligilarak yiiriitiiliir. Bu verilerden ¢aligsma i¢i, giin i¢i ve giinler
arast s’ler hesaplanir; bu s’ler kombine edilerek laboratuvar i¢i s hesaplanir.

— 2 2 2
Stotal = \/(S c.igi +S g.ici +S g.aras1)

CLSI protokollerine dayanan EP Evaluator istatistik programinda RH i¢in iki farkli uygulama
vardir: Basit Presizyon ve Karmasik Presizyon.

Basit Presizyonda, bir kontrol materyalinin giinliik yapilan i¢ kalite kontrol sonuglarmin 1
aylik degerleri iizerinden ortalama, s ve CV hesaplanir. Burada izin verilen RH’nin da
girilmesi istenir.

Karmagik Presizyonda 6n veriler i¢in 8 ila 20 sonucun girilmesi istenir. Bu agsama dislanacak
verilerin (outliers) saptanmasi i¢indir ve opsiyoneldir ama onerilir. EP5 standardi i¢in
gereklidir de. Karmasik presizyon modiiliinde giinde 2 calisma ve her ¢calisma cift olmak
iizere 20 giinliik veri istenir. Calisma ici, ¢calismalar arasi, giinler aras1 ve total presizyon
verileri hesaplanir. Calisma ici ve total presizyon verileri girilen RH degerinin %95 siirin1
ge¢miyorsa yontem gegerli kabul edilir.

6.2. Dogruluk Calismalari

Dogruluk, gercek deger, kabul edilen standart veya beklenen deger ile uyum anlamina gelir.
Test sonucu i¢in dogruluk, analitin gergek degeri ile test sonucu arasindaki farktir. Herhangi
bir analitik stiregte dogruluk belirli kosullarda elde edilen analit sonucu ile dogru veya
standart kabul edilen sonug arasindaki fark olarak ifade edilir.

EP15a’da dogruluk ile ilgili iki prosediir vardir:

1. Hasta numunelerinin bagka bir yontemle (comparative method) de ¢alisilmasi
(Yontem karsilastirma). Yontemler arasinda iyi bir uyum beklendiginde 6zellikle
gereklidir.

2. Referans materyallerle geri kazamim ¢alismasi yaparak.

6.2.1. Yontem Karsilastirma

Y ontem karsilagtirmada rapor araligi sinirlari icinde en az 40 numune hem test yontemi, hem
de karsilastirma yontemi ile paralel ¢alisilir. Say1 ne kadar ¢oksa o derece dogru karsilagtirma
yapilir.

Tek c¢alisilabilir ama ¢ift calismak daha dogrudur. Ciinkii ¢ift calisma ile 6l¢iimiin dogrulugu
kontrol edilir.

Farkli gilinlerde calismak daha dogrudur, ¢linkii tek bir 6l¢iimiin sistematik hatasindan
ka¢inilmis olur. Minimum 5 giin 6nerilmektedir. Daha uzun siire ¢alismak daha iyi sonug
verir. RH caligmasi 20 giine kadar uzayacagindan, yontem karsilastirma calismasi da giinde 2-
5 ornek calisilarak bu siireye uzatilabilir.



Caligmalar 2 saat i¢cinde her iki yontemle de yapilmalidir. Eger analit kararli degilse, bu siire
daha da kisaltilmalidar.

Veriler galigildikca verilergézden gegirilerek uyumsuzluklar goriilmelidir. Calisma
tamamlandiginda regresyon analizi yapilir.

Eger korelasyon katsayisi r >0.975 ise lineer regresyon, bu degerin altinda ise Deming veya
Passing Bablok regresyon analizi kullanilir. R <0.975 ise bias yontem ortalamalar1 farkindan
hesaplanir (Westgard, Basic Method Validation).

Regresyon analizi ile y = a + bx gibi bir denklem elde edilir. Burada x degeri, karsilastirma
yontemi ile elde edilen konsantrasyon degeri, y ise test yontemi ile elde edilendir; a ise kesim
noktasini verir. Regresyon analizinde Sy degeri ise grafikte elde edilen degerlerin regresyon
cizgisi etrafinda dagilimini verir. Yontem karsilagtirmada regresyon denklemi verilirken egim
ve kesim degerlerinin %95 giiven araliginin da verilmesi istenir.

Regresyon denklemiyle kritik karar konsantrasyonlarinda iki yontem arasindaki fark (bias)
saptanabilir. Denklemden x i¢in y’nin alacagi deger bulunabilir. Ornegin, kolesterol igin y =
2.0 + 1.03 x gibi bir denklem elde edilsin. Burada regresyon egrisinin egimi 1.03, kesim
noktasi ise 2.0’dir. Kolesteroliin kritik karar konsantrasyonu 200 mg/dL’de iki yontem
arasindaki fark (sistematik hata) sdyle hesaplanir:

y=2.0+1.03x200=2+ 206 =208

Bu hesap, test yonteminin karsilastirma yontemine gore 8 mg yiiksek deger verdigini
gostermektedir.

Sodyum, kalsiyum gibi analitik aralig1 dar analitler i¢in her iki yontemle elde edilen
sonuglarin ortalamasi arasindaki fark da sistematik hata (bias) hesabinda kullanilabilir.
Ornegin test ydntemi ve karsilastirma yontemi ile 40 drnekte paralel Na calisilsin ve test
yonteminin ortalamasi 141 mmol/L, karsilagtirma yonteminin ortalamast 138.5 mmol/L
bulunsun. Burada bias 141 — 138.5 = 2.5 mmol/L’dir. Buna gore test yontemi daha yiiksek
deger vermektedir.

Kit prospektiislerinde verilen degerlerin (accuracy, inaccuracy, bias, SH) dogrulanmasi da
gereklidir. Bunun i¢in kit yontemiyle ve karsilastirma yontemiyle paralel 6l¢timler yapilir.
Eger kitte sistematik hatanin olmadig1 belirtiliyorsa, t testi ile nemli fark olup olmadigi
kontrol edilir. Eger kitte bias verilmisse ve bu deger yontem karsilagtirma sonucu elde edilen
bias + giiven aralig1 sinirlari i¢inde kaliyorsa, kit yontemi gegerlidir.

T istatistiginde bias saptanir (yontem ortalamalar1 arasindaki farktan), daha sonra iki yontem
arasindaki farklarin standart sapmasi hesaplanir, en sonunda t degeri elde edilerek tablo t
degeri ile karsilastirilir.

Bias = Yort — Xort

Stark = VE[(yi — xi) — bias]?/n-1

T = (bias)/(Stan/\n)

Bunlarin disinda bias dis kalite degerlendirme sonuglar iizerinden de hesaplanabilir. Genelge
2016-18’de bu hesaplama i¢in bir 6rnek de verilmektedir (Tablo 3).



Tablo 3. Dis kalite degerlendirme sonuglari tizerinden bias hesab1 (Genelge 2016-18)

Glikoz Degerleri (mg/dL)

Dis Kalite No Laboratuvar Dis Kalite Es Grup Fark % bias
1 76 77 -1 -1.30
2 127 121 6 4.96
3 256 262 -6 -2.29
4 303 294 9 3.06
5 29 25 4 16.00
6 345 348 -3 -0.86
7 42 41 1 2.44
8 154 154 0 0
9 398 388 10 2.58
10 93 92 1 1.09
11 240 239 1 0.42
12 72 69 3 4.35
13 312 308 4 1.30
14 99 101 -2 -1.98
15 375 375 0 0
16 168 162 6 3.70
17 59 54 5 9.26
18 183 185 -2 -1.08
19 213 204 9 4.41
20 436 431 5 1.16

Ortalama 2.36
%bias

Genel olarak CLSI EP9 Yontem Karsilastirma Kilavuzu esas alinmaktadir. Bu kilavuzda en
az 40 farkli numunenin, her biri ¢ift olmak tizere (her iki yontemle de ¢ift calisma) gerekir. Bu
40 numunenin verileri rapor araligia yayilmis olmalidir. Caligmanin 2 saat iginde
tamamlanmasi gereklidir. Ama giinde 8 6rnegin tizerine ¢ikilmamalidir. Birbirinden ¢ok uzak
veriler diglanir. Ancak, veri dislamasi yapildiktan sonra say1 39’un altina diismemelidir. Eger
iki yontem arasindaki korelasyon katsayisi r <0.975 ise, program veri araliginin yetersiz
olmas1 nedeniyle daha fazla sonug girilmesini gerekli kilar.

CLIA, minimum 40 6rnek sayisin1 minimum 20 érnege indirmistir. CLSI EP15 de 20
sayisini yeterli bulmaktadir. EP15 alternatif bir yontem de vermektedir. Buna gore
minimum 2 referans materyal 3 ila 5 ¢alismada gift olarak ¢alisilir. Buradaki referans
materyaller, sertifikali referans materyal olabildigi gibi, yeterlilik testi materyali, kalite
kontrol materyali veya benzer grup degeri belli materyal olabilir. Bu islem, kuskusuz ¢cok
daha kolaydir.

6.2.2. Geri Kazamim Calismasi
Geri kazanim ¢alismalar1 da dogrulugu yansitir. Ozellikle ydntem karsilastirmasi

yapilamadiginda daha degerlidir. Geri kazanim ¢aligsmalar1 orantili SH nin saptanmasinda
degerlidir.
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Sekil 3. Geri kazanim calismasi.

Geri kazanim ¢alismalarinda seruma bilinen miktarda analit eklenir (yogun standart ¢ozeltisi
halinde), diger es 6rnege ise esit miktarda su eklenir. Daha sonra her iki 6rnek de yontemle
analiz edilir. Burada eklenecek miktarin matriksi bozmayacak kadar kii¢iik olmasina dikkat
edilmelidir. Genel olarak seyreltmenin %10’u gegmemesi onerilir. Bu yiizden eklenecek
analit ¢0zeltisinin konsantrasyonu ¢ok yiiksek tutulur.

Pipetleme islemi ¢ok dikkatli yapilmalidir.

Eklenecek analit miktar1, bir sonraki tibbi karar konsantrasyonuna getirecek biiyiikliikte
yapilir.

Genel olarak c¢ift ¢calisilarak RH 6nlenmeye calisilir. Ama iiclii ve dortlii calismalar daha da
tyidir; 6zellikle de eklenen standart miktar1 orijinal degere gore diistikse ii¢lii veya dortli
caligmalar daha yararhdir.

Eger hastadan hastaya degisebilen bir etki soz konusu ise nispeten fazla sayida degisik hasta
serumunda ¢alismak dogrudur.

Geri kazanim calismasinin karsilastirma yontemi ile de paralel olarak yapilmasi olas1 hatalarin
goriilmesi agisindan yararhdir.

Geri kazamim yiizde olarak ifade edilir. Ideal geri kazanim degeri %100°diir. Ornegin %95
gibi bir deger elde edilmesi %35 kadar bir orantili hata bulunduguna isaret eder.

Ornek: Hazirlanan 20 mg/dL stok kalsiyum ¢ézeltisi 0.1 mL hacimde 1 mL hasta serumu
iizerine konulsun. Iki farkli hasta serumu kullanilsin.

Eklenen miktar 20*(0.1/1.1) = 1.83 mg/dL

A serumu icin
Ekleme yapilan tiipte dlciilen Ca degerleri: 11.4 ve 11.6 mg/dL (ortalama 11.5 mg/dL)
Ekleme yapilmayan tiipte 6l¢giilen Ca degerleri: 9.7 ve 9.9 mg/dL (ort: 9.8 mg/dL)



B serumu igin:
Ekleme yapilan tiip: (11.2 +11.0)/2=11.1 mg/dL
Diliie olan tiip: (9.5 +9.5)/2 = 9.5 mg/dL

A serumunda fark: 11.5-9.8 = 1.7 mg/dL
B serumunda fark: 11.1 - 9.5 = 1.6 mg/dL

A serumu i¢in %R = (1.7/1.83)*100 = %93.4
B serumu i¢in %R = (1.6/1.83)*100 = %87.9

Ortalama %R = (93.8 + 87.9)/2 = %90.6
Orantili hata miktari = 100 —90.6 = %9.4

Bu deger izin verilebilir total hata ile (6rnegin CLIA’ya gore %10) karsilagtirilir. Buna gore
%R 1izin verilir hatanin altindadir.

Geri kazanim calismas1 bagka sekilde de yapilabilir:

Serum havuzlari (2 adet) hazirlanarak bu havuzlara konsantre stok analit ¢ézeltisinden
eklemeler yapilir. Ornegin glikoz i¢in yapilacak olursa: 9.6 mL serum havuzuna 10 000
mg/dL konsantrasyondaki stok glikoz ¢ozeltisinden 0, 100 uL ve 400 uL eklenir. Ayni sirayla
tiiplere 400, 300 ve 0 uL serum fizyolojik eklenir. Son hacim tiim tiiplerde 10 mL olur. Her
tiipte dortlii glikoz calismasi yapilir. Sdyle sonuglar bulundugunu varsayalim:

Eklenen Glikoz Bulunan Geri %R
kazanilan
uL/10 mL mg/dL mg/dL mg/dL
A 0 0 61 - -
A 100 100 159 98 98
A 400 400 457 396 99
B 0 0 171 - -
B 100 100 268 97 97
B 400 400 562 391 98

Bu sonuglardan ortalama R = %98 olarak bulunur. Buna gore yontem %2 kadar orantil1 hata
gostermektedir. Bagka deyisle 50 mg/dL diizeyinde 1 mg/dL, 100 mg/dL diizeyinde 2 mg/dL,
200 mg/dL diizeyinde 4 mg/dL sapmaya yol acar.

6.3. Interferans Calismasi

Interferans ¢alismasi, drnekte bulunan analit dis1 materyallerin neden oldugu sistematik
hatanin saptanmasinda kullanilir. Bu tiir sistematik hata sabit sistematik hatadir. Analit
konsantrasyonundan bagimsiz olarak her konsantrasyonda goriilen sabit bir hatadir. Ancak,
interferan maddenin konsantrasyonu degistikce hata biiyiikliigii degisir.

Interferans ¢alismasi geri kazanim c¢alismasina benzer. Bir ¢ift numune hazirlanarak,
bunlardan birisine interferan madde, digerine seyreltme etkisini esitlemek i¢in interferan
maddenin eklendigi hacimde saf ¢oziicii eklenir.
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Sekil 4. Interferans ¢alismasi.

Analit ¢ozeltisi olarak standart ¢ozeltileri, hasta 6rnekleri veya hastalardan elde edilen
numune havuzlari kullanilabilir. Hasta numunelerinin kullanilmasi ayni matrikse sahip olmasi
nedeniyle tercih edilir.

Tiim numunelerin ¢ift ¢calisilmasi uygundur. Rastlantisal hatalar1 savusturmak agisindan tiglii
calismak daha tstiindiir.

Interferan madde eklenirken orijinal materyalin seyreltilmemesi gerekir. Seyreltme %10’u
geemeyecek sekilde yapilmalidir. Seyreltme etkisi interferan eklenmeyen materyalde
esitlenmelidir.

Pipetleme ¢ok onemlidir, ¢cok dikkatli yapilmalidir.

Interferan konsantrasyonu, interferanin biyolojik materyalde bulunabilecek maksimum
miktari kadar yapilmalidir. Ornegin glikoz dlgiimlerinde askorbik asit etkisi arastirilacaksa,
askorbik asit eklendiginde 6rnekteki konsantrasyonu 15 mg/dL civarinda olmalidir. Eger bu
noktada bir sistematik hata gortiliirse, daha diislik askorbik asit konsantrasyonlarina da inilir.

Interferans ¢alismasinda test yontemiyle birlikte karsilastirma ydnteminin de bulunmasi
yararhdir. Eger karsilagtirma yontemi interferansa agiksa ve test yontemi de karsilastirma
yontemi kadar etkileniyorsa, yeni yontemi reddetmek dogru olmaz. Ama amag interferansi
ortadan kaldirmaksa, tabii ki etkilenen yeni yontem reddedilebilir.

Hesaplamalar. Glikozda Interferans

Ornek Analit Eklenen Ornek Degerleri Seyreltilen Ornek Degerleri
(mg/dL) (mg/dL)
1. Calisma | 2. Calisma | Ortalama | 1. Calisma | 2. Calisma | Ortalama
A 110 112 111 98 102 100
B 106 108 107 93 95 94
C 94 98 96 80 84 82

Daha sonra ortalamalar arasindaki farklar ve sonra da farklarin ortalamasi alinir:




A: 111 -100 = 11 mg/dL

B: 107 — 94 = 13 mg/dL

C: 96 — 82 = 14 mg/dL
Farklarin Ortalamast: 12.7 mg/dL

Genel olarak interferans etkisinin <%10 olmas1 beklenir.

Glikozun referans iist sinirinda farklarin ortalamas1 %12.7 hata gibi diisiiniilebilir ve %10’u
asmaktadir; 110 mg/dL diizeyinde %10 fark 11 mg/dL eder ki, 12.3 mg/dL bu degerin de
iizerindedir.

CLSI EP7 Kilavuzunda bir diisiikk havuz (%0 havuzu), bir de yiiksek havuz (%100 havuzu)
olusturulur. Bu havuzlar interferan miktar1 %25, %50 ve %75 olacak sekilde karistirilir. Her
havuzdan iicer numune ayrilarak, her bir numunenin calisildigi 3 ayri ¢alisma yapilir.
Numuneler ilk ¢alismada diisiikten yiiksege, ikincide yiiksekten diisiige,liclinclide yeniden
diisiikten yiiksege dogru siralanir. Sonuglar, yatay eksene interferan miktari, diisey eksene
elde edilen analit sonucu gelecek sekilde grafige gecirilir (doz cevap egrisi). Sifir havuzuna
gore klinik olarak 6nemli fark goriilen interferan miktart matematiksel fonksiyon
(polinomiyal) ile belirlenir.

6.4. Rapor Araliginin Belirlenmesi (Lineerite Calismasi): Dogrusallik

Rapor araligi (CLIA), analitik 6l¢iim arahig, lineer aralik, analitik aralik, calisma arahgi,
dogrusallik gibi adlarla da adlandirilir. Rapor araligi, giivenilir olup rapor edilebilen en
kiigiik ve en yiiksek test sonuglari ile ifade edilir. Uretici firmalar da rapor aralig1 verirler ve
bu sinirlarin, 6zellikle de 2 nokta kalibrasyon kullaniliyorsa, dogrulanmasi gerekir. Bazi
yontemler uzun siireli, hatta lot boyu gegerli olan kalibrasyon ile ¢alisir. Boyle durumlarda da
kalibrasyonun dogrulanmasi gerekir.

Otomatik cihazlarda 2 nokta kalibrasyon sik kullanilir. Bu kalibratorlerden birisi sifir
kalibratoriidiir. Bu iki kalibrator noktas: arasinda dogrusal bir gidisin oldugu, hatta dogrusal
bolgenin ikinci kalibrator degerinin tizerinde de siirdiigii kabul edilir.

Kalibrasyon dogrulamasinda (verifikasyon) yontemin rapor araligi i¢inde yer alan ve
degeri bilinen materyaller hasta numuneleri gibi ¢aligilir.

6.4.1. Dogrusallik (Lineerite) Calismasi

Dogrusallik calismasinda degeri belli bir dizi numune ¢alisilir. Degeri yiiksek bir numune
veya hasta havuzu seri halde seyreltilerek elde edilen numuneler ¢aligilir. Elde edilen degerler
bilinen degerlerle karsilastirilir. Bilinen degerler yatay eksene, 6l¢iilenler diisey eksene
yerlestirilerek grafige gegirilir. Elde edilen noktalardan gegen ¢izgi gorsel olarak dogrusal m1
incelenir. Veya daha ileri karmasik istatistiksel analizler yapilir. CLSI EP-6’da bu istatistiksel
islemler verilmektedir. Ancak, gorsel incelemenin yeterli oldugu genel kabul gérmiistiir.

Seyreltme islemi 6nemlidir. Seri seyreltme Onerilmez, ¢linkii seyreltme yaptik¢a varolan bir
hacim hatasi katlanarak biiyiir. Bunun yerine her numunenin orijinal yiiksek materyalden
direkt seyreltme ile hazirlanmasi Onerilir.



CLSI, minimum 4, daha iyisi 5 farkli konsantrasyon noktasi 6nerir. (CLSI EP-6, minimum 5
diizeyi gerekli kilar.) Hatta eger rapor araligin1 genisletmek amaclaniyorsa, 5’in tizerinde de
olabilir. Ama 5 nokta hemen her zaman yeterlidir.

Bu amagla standart ¢dzeltileri kullanilabilir. Ureticiler veya yeterlilik testi yiiriiten kuruluslar
“lineerite setleri” iiretmektedir. Yiiksek hasta numunelerinin seri seyreltimi en ucuz ve kolay
yoldur. Yiiksek degere ulagsmak i¢in numune havuzuna saf analit de katilabilir.

Seyreltmeler sirasinda numune matriksi degismemelidir. Genel kimya testleri i¢in su veya
serum fizyolojik ile seyreltim kabul edilebilir. Diger testler i¢in sigir albumini veya serum
albumini ¢dzeltileri kullanilir. Ilag ¢alismalarinda ilag icermeyen serum ile seyreltme
yapilabilir.

Calismanin iki havuz ile yapilmast uygundur. Bunlardan birisi sifir diizeyine veya saptama
siirina yakin, digeri beklenen rapor araligi {ist sinirina yakin olmalidir. Yapilacak isleme
gore hacimler hesaplanir. Calisma soyle yiiriitiiliir:

Diisiik havuzu 1, yiiksek havuzu 5 olarak igaretle.

3 kisim havuz 2 + 1 kisim havuz 5’1 karistir (75/25)
2 kisim havuz 1 + 2 kisim havuz 5’1 karistir (50/50)
1 kistm havuz 1 + 3 kisim havuz 5’1 karistir (25/75)

N =

Bu seyreltme islemi degistirilerek say1 artirilabilir. Daha sonra bu olusturulan havuzlar
CLSI’ye gore dortlii calisilir. Ama ti¢lii calismak da yeterlidir.

Veriler grafige gecirilir. Noktalarin ¢izgiden ayrildigi noktada SH hesaplanir.

Ornek: Kolesterol

Havuz No | Havuz Degeri | Olciim 1 Ol¢iim 2 Ol¢iim 3 Ortalama
mg/dL mg/dL mg/dS mg/dL mg/dL

1 0 0 5 10 5

2 100 95 100 105 100
3 200 300 195 205 200
4 300 310 300 290 300
5 400 380 390 400 390
6 500 470 460 480 470

Bu verilere gore 5. noktada 10 mg/dL, 6. noktada 30 mg/dL sapma vardir. Bu sapmalar, izin
verilebilir hata ile karsilastirilir. Ornegin 500 mg/dL diizeyinde %CV %3 olarak saptansin (s
=15 mg/dL). Buna gore RH, 2 x 15 = 30 mg/dL’dir. Bu noktada nonlineeriteden kaynaklanan
sistematik hata 30 mg/dL’dir. RH ise +£30 mg/dL’dir. Bu su anlama gelir 6lciilen deger 440 ile
500 mg/dL arasinda degisebilir. Genelge 2016-18’e gore (Tablo 2) izin verilen toplam hata
%11°dir. Bu 500 mg/dL diizeyinde 55 mg/dL anlamina gelir. O halde 500 mg/dL diizeyinde
55 mg/dL sinir1 agilmaktadir. Bu yiizden 500 mg/dL rapor aralig1 i¢in uygun degildir; bu
deger diisiirtilmelidir.



400 mg/dL diizeyinde RH 12 mg/dL’dir. Iki standart sapma RH’y1 vereceginden, 2 x 12 = 24
mg/dL’dir. Bu noktada lineer olmayistan kaynaklanan sistematik hata 10 mg/dL’dir. Ortalama
390 mg/dL’ye RH da eklenince karsilasilabilecek degerler araligi 366 ile 414 mg/dL arasinda
degisir. Genelgeye gore total izin verilebilir hata %11 idi, dolayisiyla 400 mg/dL diizeyinde
44 mg/dL’dir. Toplam hata en kotii olasilikla 10 + 24 = 34 mg/dL bulunur. Bu deger izin
verilebilir hata olan 44’{in altindadir. O halde rapor araligi 400 mg/dL’ye kadar uzatilabilir.
6.4.2. Kalibrasyonun Dogrulanmasi (Kalibrasyon Verifikasyonu)

Kalibrasyonun dogrulanmas1 ABD’de uygulanan ve gerekli bir islemdir. CLIA’ya gdre rapor
aralig1 boyunca konsantrasyonu bilinen materyallerin hasta numunesi gibi ¢alisilarak cihaz
veya test sisteminin kalibrasyon dogrulugunun kanitlanmasi gerekir. Seyrek kalibre edilen
sistemler i¢in en az 6 ayda bir kalibrasyon dogrulanmalidir. Bu islem ayiraclarda koklii
degisiklik, sistemin ana bilesenlerinde degisiklik, esasli bakim durumlarinda, diizeltilemeyen
kalite kontrol sorunlar1 oldugunda daha sik yapilmalidir. Diger iilkelerde boyle bir gereklilik
heniiz yoktur.

Kalibrasyon dogrulama islemi, rapor aralig1 saptama islemine benzer. Fark suradadir:
Calisilan numunelerin degerleri kesin olarak bilinmelidir. Bu amagla {iretici firmalar
tarafindan 6zel kalibrasyon serileri hazirlanmistir. Ayrica, hasta numunesi gibi ¢alisilan
kalibratorler veya degeri belli kontrol materyalleri veya degeri belli yeterlilik testi
materyalleri, hatta ¢aligilarak degeri belirlenmis hasta numuneleri de bu amagla kullanilabilir.
Bu materyaller hasta numunesi gibi ¢alisilir. Bu materyallerin birden fazla ¢alisilmasi
sistematik hatalar1 azaltmak acisindan onerilir. Elde edilen degerler ile gercek (saptanmis)
degerler arasindaki farklar saptanarak kabul edilebilirlik kriterleri ile karsilagtirilir

CLSI kilavuzlarina / standartlarina gore hazirlanmis olan EP Evaluator Programinda
lineeritenin yani sira kalibrasyon dogrulamasi, dogruluk (accuracy) ve rapor araligi
calismalar1 da yapilmis olur. Bu amagla konsantrasyonu belli olan 3-11 numunede ¢ift ¢alisma
yapilir. Ideal olarak en diisiik ve en yiiksek numuneler, ydntemin rapor araligi sinirlarini
zorlamalidir. Bilinen geri kazanim hesabi yapilir (%R). Ayni ¢aligmada yontemin rapor araligi
da dogrulanir. Eger en alt ve en list numune degerleri gercek degerin %95 sinirlari iginde ise
rapor aralig1 gecerlidir. Kalibrasyonun dogrulanmasi da geri kazanim ve rapor aralig1 gibi
yapilir, tek fark yasal diizenlemelere uyulmasi geregidir. CLIA en az 3 farkh diizeyde
numuneyi gerekli kilar. Her bir numune gift ¢alisilir. Bu {i¢ numuneden ikisi alt ve iist rapor
aralig1 sinirlarinda olmalidir, licilinciisii ara bolgede olabilir. Burada dogrusallik ti¢ sekilde
degerlendirilir: (1) Geleneksel yol, yani gorsel olarak. (2) Istatistiksel yolla (CLSI EP6P ve
EP6-A): Istatistiksel dneme gore (EP Evaluator ver. 8’de bu islem yapilmaz). (3) Klinik
lineerite: Eger sonuglar her bir 6rnek igin laboratuvarci tarafindan girilen izin verilen hata
sinirlarint asmiyorsa yontem gecerlidir.

6.5. Limitler

Rapor aralig1 ile amaglanan genellikle yontemin iist sinirin1 saptamaktir. Yontemin alt
saptama sinirinin belirlenmesi de gereklidir. Ozellikle PSA, TSH, kardiak belirtecler gibi
testler i¢in alt saptama sinir1 ¢ok daha 6nemlidir. Glikoz, kolesterol, enzimler gibi ¢ok diisiik
diizeyleri klinik agidan 6nemsiz olan testler i¢in saptama sinirinin saptanmasina gerek yoktur.



LOD

Sifir (kér) LOQ

Sekil 5. LOB, LOD ve LOQ.

Bu alanda terminoloji kargasasi vardir: Bu amagla kullanilan sézler sunlardir: Sensitivite,
analitik sensitivite, minimum saptama siniri, alt saptama siniri, kor sinir1 (limit of
blank), biyolojik saptama sinir1, saptama sinir1 (limit of detection), 6l¢iim sinir1 (limit of
quantitation) gibi. CLSI EP17-A bu kargasaya son vermek amaciyla LOB, LOD ve LOQ
tanimlarini yapmistir.

LOB, sifir konsantrasyondaki numunenin (kor) belirli bir olasilikla karsilagilabilecek en
yiiksek degeridir. Genellikle %95 olasilik alinir; bu da tek yonlii alindiginda 1.65 dir.

LOB = Ortalamayg, + z*Sks {Burada z = 1.65tir}
LOD, bir numunede kesin bir deger olarak konulmasa da, belirli bir olasilikla saptanabilen en
diistik analit miktaridir. Gene %95 olasilik orani olan 1.65 degeri alinir. Hesabinda kor
ortalamasina 1.65 ile ¢arpilarak kor standart sapmasi ve gene 1.65 ile carpilarak diisiik
konsantrasyondaki 6rnegin standart sapmasi eklenir.

LOD = Ortalamayg, + Z*Sksr + Z*Sas

Veya:

LOD = LOB + z*Sys + Z*Sg5
LOQ, hedef olarak konulmus belirli presizyon ve gergeklik degerinde kantitatif olarak
belirlenebilen en diisiik analit miktaridir. Yontem %95 total hata diizeyinde, yani bias + 2s,

izin verilen hata sinirlar1 iginde kalmalidir.

LOQ = Ortalamadﬁ + biasd('j + 2S4s
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LOEB =0Ortalamag, + Z *Sige

LOD=LOB+ z*S15, + 2*5g5

Sekil 6. LOB ve LOD’un saptanmasi (do: diisiik degerli numune).

Bu tanimlara goére, LOB ifadesi, eskiden kullanilan alt saptama sinir1 (Lower Limit of
Detection: LLD) ifadesinin yerini almistir. Tek fark, ¢arpim faktoriiniin 2 veya 3 degil, 1.65
olusudur.

Benzer sekilde LOD da biyolojik saptama sinir1 (Biological Limit of Detection: BLD)
ifadesinin yerini almistir. Burada da tek fark, 2 veya 3 ile carpmak yerine 1.65 faktoriiyle
carpmaktir.

LOQ, eskiden kullanilan ve bugiin hala kullanilmakta olan Fonksiyonel Sensitivite ifadesi ile
benzerdir. Fonksiyonel sensitivite genellikle, yontem CV’sinin %20 oldugu analit
konsantrasyonudur (Ancak analite gore degisebilir. Ornegin troponin igin bu %CV degeri
%10’dur). LOQ i¢in ise, yontemin bias + 2s siirinin izin verilebilir hata esiginin altinda
olmasi istenir. Burada yontem bias’inin da kullanilmasi gerektiginden LOQ hesabi daha
zordur. Uretici firmalar ABD’de LOQ degeri vermeyebilir, ¢iinkii FDA bu degerin
verilmesini sart kosmamaktadir.

Bu limitlerin saptanmasinda iki farkli numune kullanilir. Bunlardan birisi analit icermeyen
numunedir (kor). Digeri, az miktarda analit katilan numunedir (diisiik numune, do). Bazi
durumlarda, fonksiyonel sensitivite ve LOQ hesabinda giderek artan konsantrasyonda analit
iceren ¢ok sayida numune hazirlanir. Bu numunelerde tekrarlama ¢alismasinda oldugu gibi
analit 6l¢limii yapilir, ortalama ve s hesaplanir.

Kor ¢ozeltisinin hazirlanmasinda numune matriksi hasta numunelerinin matriksine benzerse
daha iyidir. Ama sifir standardi kor, en diisiik kalibrator de diisiik numune olarak
aliabilmektedir ve bu uygulama daha yaygindir.

Eger iireticinin verdigi saptama sinir1 varsa, kor lizerine bu sinira karsilik gelen miktarda
analit eklenerek numune hazirlanir. Saptama sinirinin hesabinda, beklenen saptama siniri
araliginda ¢ok sayida numune hazirlanir.



Kag calisma yapilacagi konusunda ¢eliskiler olmakla birlikte minimum 20 ¢alisma gerekir.
CLSI kilavuzu, kit prospektiisiinde yer alan degerin saptanmasinda 20 tekrar1 gerekli kilar.
Ama iiretici firmalara minimum 60 tekrar1 zorunlu kilar.

Kor ¢ozeltileri i¢in ortalama ve s’in belirlenmesinde ¢alisma i¢i tekrarlama galismasi
uygundur. Ama diisiik numunenin verilerinin elde edilmesinde farkli giinlerde elde edilen
sonuclar kullanilir. CLSI kilavuzu LOD i¢in “¢ok sayida giin” ifadesini, LOQ i¢in “minimum
farkli 5 giin”de yapilmis 5 farkli calisma ifadesini kullanmaktadir.

Rutin laboratuvarlar i¢in genel olarak LOB’u veya tercihen LOD’u belirlemek ¢ok daha
pratiktir. Kit prospektiisiinde belirtilen fonksiyonel sensitivite veya LOQ i¢in iireticinin
belirttigi protokol uygulanir.

Ornekler

LOD hesabinda kor i¢in yapilan 20 ¢alismada s = 1.0 ug/L olsun ve fonksiyonel sensitivite
icin 10 ug/dL diizeyine kadar analit eklenmis diisiik diizeyli numuneler kullanilsin. Bu bir ilag
testi olsun ve CLIA’ya gore kabul edilebilirlik kriteri %25 olsun. Buna gore:

LOB =0+ 1.65 * 1.0 ug/L = 1.65 ug/L
LOD = LOB + 1.65 * 1.0 = 3.30 ug/L

Fonksiyonel sensitivite (FS), CV’nin %20 oldugu konsantrasyon olarak esas alindiysa soyle
hesaplanabilir.

%CV = (s)*100/FS

Buradan FS = (1)*(100)/20 = 5 ug/L

LOQ i¢in bias sifir kabul edildiginde Toplam izin verilen hata %25 = 2*%CV olacagindan,
%CV = 12.5 olur ve bu CV’ye karsilik gelen konsantrasyon da (s*100)/12.5 = 8 ug/L bulunur.

Pratikte, hazirlanan ¢ok sayida numunde ¢aligma yapilir. Ornegin 0.0 ug/L, 3.0 ug/L, 6.0 ug/L
ve 9.0 ug/L konsantrasyonda numuneleler hazirlanir. Standart sapmanin tiim numunelerde
ayn1 kalmas1 miimkiin degildir. 0.0 mg/dL degerli numuneden elde edilen s ile LOB, 3.0
ug/dL’den elde edilen ile LOD, 6.0 ug/dL’den elde edilenle FS ve 9.0 ug/L’den elde edilenle
LOQ hesaplanir.

Kit tireticilerinin verdigi degerlerin dogrulanmasinda CLSI kilavuzu 20 ¢aligma 6nerir. LOB
icin 20 sonugtan 3 veya daha az1 prospektiiste verilen sinir1 asiyorsa bu sinir dogrulanmis olur.
LOD ig¢in diisiik konsantrasyondaki numunede yapilan ¢alismadan elde edilen 20 sonugtan 1’i
bile <LOB degilse verilen sinir dogrulanir.

Uretici firmalar daha ¢ok LOB degeri verirler. Ciinkii daha kolaydir ve daha diisiiktiir; bu
yiizden ticari agidan caziptir. Tibbi uygulamalar i¢in LOD veya LOQ hesab1 daha yararlidir.
Firmalar LOQ’dan ¢ok LOD’u vermeyi yeglerler. Dolayisiyla LOD hesabi yapmak daha
kestirme bir ¢oziimdiir.



LOB i¢in CLSI prosediiriinde biri sifir, digeri diisiik miktarda analit iceren numunede tekrar
tekrar dl¢timler yapilir. Sifir diizeydeki numune igin en az 10, diisiik konsantrasyonlu numune
icin en az 3 tekrar gereklidir. Ortalama + 2s kor sinir1, alinabilecek en yiiksek cevap siniridir.

LOQ igin 6nce hedef CV girilir (genellikle %20°dir); hedef CV’nin karsilanabilecegi umulan
konsantrasyonlarda 5 ila 10 numune hazirlanir (bu konsantrasyonlarin lineer degil, logaritmik
gitmesi istenir: 1, 2, 5, 10, 20 gibi); her bir numuneden 20 ila 50 kisim (alikot) ayrilir ve
dondurulur; her alikot farkli bir giinde olacak sekilde en az 10 giin siireyle ¢aligilir, 20 giine
kadar uzatilmasi 6nerilir. Bu degerlerden CV hesaplanir; LOQ CV’nin hedef CV’den kiigiik
oldugu minimum analit konsantrayonudur.

6.6. Tasima (Carryover) Hatalarimin Saptanmasi

Tasima (carryover) hatalari, otomatik analizorlerle ¢alismada kontaminasyona bagli hatalarin
ortaya ¢ikarilmasi i¢in yapilir. Burada bir diisiik miktarda analit igeren numune havuzu (D),
bir de yiiksek miktarda analit iceren numune havuzu (Y) vardir. Bunlar analizére su sira ile
yerlestirilir ve ¢aligilir:

D1-D2-D3-Y1-Y2-D4-Y3-Y4—D5-D6-D7-D8-Y5-Y6-D9-Y7-Y8-D10-Y9-Y10-D11

Bir yiiksek havuzdan gelen diislik havuz sonuglari ve bir diisiik havuzdan sonra gelen diisiik
havuz sonuglar1 derlenir, ortalama ve standart sapmalar1 hesaplanir.

Buna gore D2, D3, D6, D7 ve D8 bir grup, D4, D5, D9, D10 ve D11 bir grup olusturur.

Ornegin, bir glikoz uygulamasinin tasima hatasi calismasinda D konsantrasyonu 53 mg/dL
olsun, Y konsantrasyonu 500 mg/dL olsun.

D2, D3, D6, D7, D8 ortalamas1 52.3 mg/dL, s = 1.2 mg/dL olsun.

D4, D5, D9, D10, D11 ortalamas1 54.3 mg/dL, s = 1.5 mg/dL olsun.

Ortalamalar arasindaki fark 54.3 — 52.3 = 2.0 mg/dL dir.

Genelge 2016-18’e gore glikoz i¢in izin verilen toplam hata 50 mg/dL diizeyinde 5.5
mg/dL’dir. Bias ise 2.75 mg/dL olacaktir. Bu durumda tagima hatasina baglh fark bu bias
degerinden kii¢iik kaldigindan yontemde tagima hatas1 dnemsizdir sonucuna varilir.

Diger bir degerlendirme ise soyle yapilabilir: D’den sonra gelen D’lerin standart sapmasinin 3

kat1 hata sinir1 olarak alinir (EP Evaluator Programin). Bune gore 1.2 * 3 = 3.6 mg/dL. Bu
verilere gore de yontem gecerlidir.



Farkh Gecerlilik Calismalarinda Sonuclarin Degerlendirilmesi

Hata Tipi Calisma Sinirlar

Rastlantisal hata Tekrarlama c¢aligmasi | Scaisma <Sa V€Ya 4 X Scansma <TH

Orantili hata Geri kazanim

(R -100)/100 ‘ Xc <Ba

Sabit hata Interferans

| Bias | <Ba
Sistematik hata Yo6ntem karsilastirma | | (a + bxc) — X | <Ba
Toplam hata Tekrarlama ve

yontem karsilastirma | 4 X Sgaugma + | (2 + bxc) =X | <TH

TH: Toplam izin verilen hata; sa: Izin verilen standart sapma; Ba: izin verilen bias; R:
Ortalama % geri kazanim; x.: kritik (tibbi) karar diizeyi.

7. Referans Araliklarinin Dogrulanmasi

ISO 15189:2012’ye gore laboratuvar personeli tarafindan “biyolojik referans araliklar
periyodik olarak gézden gegirilmelidir.” Analitik veya preanalitik islemlerde herhangi bir
degisiklik durumunda referans araliklar1 dogrulanmalidir.

Ancak referans aralik ¢alismasi klinik laboratuvarlar i¢in ¢ok zordur ve pahalidir. Referans
araliklar1 en az 120 saglikli bireyde ¢alisma yaparak saptamak gerekir. Bu zorlugu g6z 6niine
alarak, Avrupa Birligi in Vitro Tibbi Cihazlar Direktifi (Direktive 98/79/EC), IVD
iireticilerinin “elde edilen sonuglarla ilgili olarak referans popiilasyon hakkindaki bilgiler de
dahil, referans araliklarla ilgili ayrintili bilgi vermesini” sart kosar.

Firmalarin verdigi referans araliklarinin laboratuvar tarafindan dogrulanmasi nispeten daha
kolay ve ucuzdur. CLSI C28-A3’dokiimanina gore, laboratuvarin kendi popiilasyonundan 20
saglikl bireyde referans araliklarinin dogrulanmasi / gecerli kilinmasi i¢in 6l¢lim yapilmasi
yeterlidir. Buna gore, firma tarafindan verilen referans araliklarinin gecerli olabilmesi i¢in 20
kisiden sadece 2 kisinin degerlerinin s6z konusu referans araliklarinin disinda kalmasina izin
verilebilir. Digarida kalanlarin sayist 2 veya daha azsa (<%10), referans araliklar1 gegerlidir.

8. Kalitatif Testlerin Verifikasyonu

Genel olarak kalitatif testlerle iki olas1 sonug verilebilir: “Pozitif” veya “negatif”. Baz1
kalitatif testler semikantitatif olarak da raporlanabilir. Klinik laboratuvarda kalitatif testlere
ornek olarak striple idrar analizi, baz1 molekiiler testler ve immiinfloresan immiinolojik
tarama testleri verilebilir. ISO 15189:2012 standardina gore verifikasyon islemi kalitatif
testler i¢in de gegerlidir. Ancak her laboratuvarin verifikasyon protokolii ayni olmak zorunda
degildir. Ama sonuglar, 6nceden belirlenmis performans 6zelliklerine uygun olmali, bu
kalitatif testlerle yeniden iiretilebilir ve dogru sonug alinmalidir.



CLSI, kalitatif yontemlerin verifikasyonunun impresizyon, bias ve yontem karsilagtirma
caligmalarini kapsamasi gerektigini belirtmektedir. Kalitatif yontemler eger konsantrasyon
Ol¢iimii i¢in Oneriliyorsa, yontemin gercekligi (trueness) 6zellikle dogrulanmalidir. Eger
sonuglar kantitatif degerlerden tiiretilmis ve pozitif veya negatif seklinde veriliyorsa, yeniden
uiretilebilirlik ¢aligmasi, kesim (cut-off) konsantrasyonlarina yakin degerlerde yapilmalidir.
Pozitif ve negatif numunelerin, kesim degerlerinin %20 altinda veya tistiinde olmasi 6nerilir.
Eger yiiksek pozitif veya diisiik negatif numuneler kullanilirsa, klinik karar diizeyindeki
sorunlar saptanamaz.

Kullanimdaki bir karsilastirma yontem, referans alinarak kalitatif test i¢in bir yontem
karsilastirma ¢aligmasi yapmalidir. Buradaki yontem karsilagtirma calismasi, kantitatif
yontemler i¢in olandan farklidir. Burada klinik performans kapsaminda diagnostik duyarlilik
ve 0zgiilliik de kontrol edilebilir.

Referans araliklar1 da saptanmalidir. Burada da kesim degerinin %20 alt1 ve istli degerler esas
alimmalidir.

Yeniden iiretilebilirlik ¢caligmasi i¢in en az 20 numune kullanilmalin ve agirlikli kappa
katsayilar1 hesaplanmalidir. Kapp katsayisinin hesaplanabilmesi i¢in en az 30 numune ve her
kategoride (pozitif — negatif gibi) en az 10 numune gereklidir.
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