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OzZET

TIBBi LABORATUVARLARDA AKREDITASYONDA YONTEM GEGERLILIGININ
KANITLANMASI: 25(0H)VITAMIN D ORNEGI
Berna YILMAZ
Yuksek Lisans Tezi, Tibbi Biyokimya AD
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Diler ASLAN

Mayis 2019, 109 Sayfa

Turkiye'de tibbi laboratuvarlar ISO 15189 standardina goére akredite olurlar. Hasta
analizine baglanmadan analiz prosedurlerinin gecerliliginin ve referans araliklarin
dogrulanmasi akreditasyon sartlarindandir. Bu ¢alismada, bir tibbi laboratuvarin élgim
proseduru gecerliliginin kanitlanmasinda dinyada yaygin kullanilan CLSI Kilavuzlarinin
uygulanabilirliginin degerlendiriimesi ve buna yonelik Turk¢e kilavuzlarin olusturulmasi
amaglandi. Onerilen deneyler 25(OH) VitaminD &lglim prosediiriine uygulandi. CLSI
Kilavuzlarina gore 25(OH)Vitamin D3 HPLC d&lgim prosedirinin performans
Ozelliklerinin (tekrarlanabilirlik, gerceklik, rapor edilebilir aralik) ve referans araliklarin
dogrulanmasi deneyleri gerceklestirildi. Deneylerde kalite kontrol materyali olarak G¢
farkh dizey (10, 30 ve 73 ng/ml) ikincil referans materyal kullanildi. Hasta ve saglikh
bireylerden plazma havuzlari olusturuldu. Gergeklik degerlendiriimesinde LC-MS/MS
yontemi ile karsilastirildi. Referans bireyler 18-45 yas arasinda saglikli 40 kadin ve 40
erkekten olusturuldu. Kesinlik: Her diizey igin, sirasiyla ¢alisma igi ve ¢alismalar arasi
%CV'ler : %8,8, %7,5, %5,2; %6,6, %2,0, %3,0 bulundu. Firmanin tekrarlanabilirlik
degerlerinden yiksek bulundu. Glnici ve glnlerarasi tekrarlanabilirlik dogrulandi. Diger
c¢alismalardaki %10 CV degerleriyle de uyumluydu. Gergeklik, KKM sonuglarina goére
firma degerini sagliyorken, hasta ornekleriyle yapilan karsilastirmalara gore % bias
degerleri ylksek bulundu. LC-MS/MS ile karsilastirma deneyi regresyon istatistigi
dlglleri: n=31, 250HVitD3(HPLC)=-1,61+1,39(LC-MS/MS), r=0,976, Sy/x=6,03 idi. Ug
KKM igin % biaslar 13, 24, 27 olarak hesaplandi. KKMlerdeki geri kazanimlar sirasiyla
%104,3, %98,6, %103,3'U. Yontem %14 bias hedefine gére 30-135 ug/l arasinda
dogrusal bulundu. Referans araliklar (%90GA): n=80 6,77(6,26-10,9)-61,32(48,9-63,6)
Mg/l olarak belirlendi. Calismamizda, diger arastirma sonuglarina uyumlu olarak
25(OH)VitD3'Un zorlayici bir analit oldugu kanitlandi. D Vitamini duzeylerinin referans
araliklarina gore dedil klinik kilavuzlarin dnerilerine gére degerlendiriimesi uygundur.
CLSI Kilavuzlari klinik laboratuvarda uygulanabilir. Uygulamalar sonucunda
hazirladigimiz Turkge kilavuzlar CLSI kilavuzlarinin anlasilabilirligini saglamaktadir.
Galismamizin en 6nemli sonucu; laboratuvarlarda bilgisayar, istatistik ve ylksek
matematik hesaplamalarinda yetkin personel gerekliligi yaninda &lgim prosediri
gecerliliginin dogrulanmasi deneyleri icin kolaylastirici ulusal politikalarin olusturularak
yururlige konmasi gerektigidir.

Anahtar Kelimeler: Kesinlik, gerceklik, dogrusallik, referans aralik, 25-
hidroksivitaminD

Bu galigma, PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 2011SBE008).



ABSTRACT

METHOD VERIFICATION FOR MEDICAL LABORATORY ACCREDITATION:
EXAMPLE OF 25(0OH) VITAMIN D
Berna YILMAZ
M. Sc. Thesis in Medical Biochemistry
Supervisor: Prof. Dr. Diler ASLAN

May 2019, 109 Pages

Medical laboratories in Turkey is accredited according to “ISO 15189 Standard”.
Before starting the patient analysis, verification of the analysis validity and reference
interval verification are accreditation requirements. The aim of this study was to
evaluate the applicability of the widely used CLSI Guidelines in the world to prove the
validity of the measurement procedure of a medical laboratory and to create Turkish
guidelines for this process. The proposed experiments were applied to the
25(0OH)VitaminD measurement procedures. According to the recommendations of the
CLSI Guidelines, experiments were performed to verify the performance characteristics
(precision, trueness, reportable range) and reference intervals of the HPLC
25(0OH)VitaminD3 measurement procedure. Three levels (10,30,73ng/ml) of quality
control materials (QMs) secondary materials were analyzed. Plasma pools were
created from patients and healthy individuals. For trueness, it is compared with LC-
MS/MS method. The reference individuals consisted of healthy 40 women and 40 men
between 18-45 Precision, within-run and between-run for %CVs respectively as 8,8%,
7,5%, 5,2%, 6,6%, 2,0%, 3,0% were estimated for each level QMs, higher than claimed
value. Within-run and between-run precision was confirmed. It was consistent with the
CV values of 10% in other studies. Trueness estimated from the QMs was verified, but
the bias% was found higher from the comparisons performed with the patients’
samples. LC-MS/MS comparison experiments regression statistic measures: n=31,
250HVitD3(HPLC)=-1,61+1,39(LC-MS/MS), r=0,976, Sy/x=6,03. For three QMs:
bias%13, 24, 27 were estimated. Recovery of the QMs respectively as 104,3%, 98,6%,
103,3% were estimated. The method was linear between 30-135 ug/l according to the
14% bias target. Reference ranges were determined as (90% GA): n = 80 6,77(6.26-
10,9)-61.32(48,9-63,6) pg/l. In our study, 25 (OH) VitD3 proved that it is a compelling
analyte, consistent with other research results. It is appropriate to evaluate vitamin D
levels according to the recommendations of the clinical guidelines and not the
reference ranges. CLSI Guidelines can be applied in the clinical laboratory. The
Turkish manuals that we have prepared ensure the comprehensibility of the CLSI
manuals. The most important result of our study. In addition to the necessity of
competent personnel in computer, statistics and higher mathematical calculations in
laboratories, facilitation national policies should be established and put into force for
validation of measurement procedure validation.

Keywords: Precision, trueness, linearity, reference interval, 25-hidroxyvitaminD

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Coordination Unit through (Project Number: 2011SBE0O08).
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1 GIRIS

Tibbi laboratuvarlar ISO 15189 Tibbi Laboratuvarlar — Kalite ve Yeterlilik i¢in Ozel
Sartlar Turk Standartina gére akredite olurlar. Validasyon ve verifikasyon ISO 15189
Standartinda akreditasyon kapsamindaki her test icin sartlardandir. Olciim prosediirii
laboratuvarda Uretildiyse veya satin alindiktan sonra modifiye edildiyse gecerli
kilinmaldir (valide edilmelidir). Validasyonda o6lcim prosedurinin tim performans
Ozellikleri degerlendirilir ve belirlenmis hedefleriyle (tibben gecerli hedefler)
karsilastirilir. Olglimler satin alinan kitlerle gerceklestiriliyorsa olcim proseddrlerinin
belirli 6zellikleri dogrulanir. Her laboratuvar her test icin hasta testlerine uygulamadan
once dogrulama deneylerini yapmalidir. Yasal mevzuat, kalite ydnetim sistem sartlar
ve akreditasyon standartlarinda (European Commission 1998, 1S0O-15189 2009,
WEB_10) validasyon ve verifikasyonun yapilmasi sarti vardir. Nasil yapilacagi ile ilgili
olarak, her laboratuvar sureclerini tanimlamalidir. Bu baglamda, bilimsel olarak iyi ve
saglik harcamalari agisindan verimli tasarruflu uygulamalarin saglanmasi igin ulusal
kilavuzlar olusturulmalidir. Turkiye'de bilimsel ve meslek derneklerin egitimlerinde
saglanan kurs kitaplari haricinde kilavuz bulunmamaktadir (Aslan vd 2000, Aslan 2007,
Aslan 2010, Aslan 2011, Aslan vd 2012). Validasyon ve verifikasyon igcin Amerika
Birlesik Devletleri Klinik Laboratuvar Standartlari Enstitist (Clinical Laboratory
Standardization Institute-CLSI) Kilavuzlari bulunmaktadir.

Kemik haricinde ¢esitli doku, organ ve sistemlerdeki bozukluk ve hastaliklarla alakali
oldugu saptanmakta olan D vitamini 6lgim prosedurundn standardizasyonu calismalari
diinyada stirmektedir. Pamukkale Universitesi Arastirma Hastanesi laboratuvarinda D

vitamini rutin élcimleri HPLC yontemiyle Chromsystem cihazi ile yapiimaktadir.

1.1 Amag

Calismamizda EP15-A2:Kesinlik ve Gergeklik igin Performansin  Kullanici
Dogrulamasi (CLSI-EP15A2E 2005), C28-A3c: Klinik Laboratuvarda Referans
Araliklari Belirleme, Olusturma ve Dogrulama (CLSI-C28A3cE 2008), EP6-AE: Olgme



Prosedurlerinin Dogrusalliginin Degerlendiriimesi (CLSI-EPO6AE 2003), EP09-A2-IR:
Hasta Orneklerini Kullanarak Yéntem Karsilastirma ve Bias Hesaplama (CLSI-
EPO9A2IRE 2010) kilavuzlarinin klinik laboratuvarda uygulanabilme durumunu

degerlendirmeyi amacladik.



2 KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1 Akreditasyon

Yasal mevzuat, kalite yonetim sistem sartlari ve akreditasyon standartlarinda
(European Commission 1998, ISO- 15189 2009, WEB_10) validasyon ve
verifikasyonun yapilmasi sarti vardir (Rabenau vd 2007). Bu dokimanlarda ne
yapilacagi belirtilir. Nasil yapilacagi bilimsel, meslek dernekleri, akreditasyon
kuruluglari ve yasal otorite tarafindan yayimlanmis kilavuzlarla anlatilmaktadir (CLSI-
EPO6AE 2003, CLSI-EPO5A2E 2004, CLSI-EP15A2E 2005, CLSI-C28A3cE 2008,
CLSI-EPO9A2IRE 2010). Bu baglamda bilimsel olarak iyi uygulamalar ve saglik
harcamalari acisindan verimli ve tasarruflu uygulamalarin saglanmasi icin ulusal
kilavuzlar olusturulmaktadir. Tlrkiye’de bilimsel ve meslek derneklerin egitimlerinde
saglanan kurs kitaplari haricinde kilavuz bulunmamaktadir (Aslan vd 2000, Aslan 2007,
Aslan 2010, Aslan 2011, Aslan vd 2012).

Dinyada yaygin olarak kullanilan kilavuzlar, ABD Klinik Laboratuvar Standartlari
Enstitisinin yayimladigi kilavuzlardir. Amerika Birlesik Devletleri Standartlari
Enstitisu (Clinical and Laboratory Standards Institute-CLSI) 50 yil 6nce klinisyen ve
laboratuvar bilim insanlarinin birlikte kurdugu enstitudur (WEB_1, Zakowski 2016). Kar
amaci gutmeyen kurulustur. Amaci laboratuvar tibbinda standardizasyon igin resmi,
uzlasilan sireclerle kilavuzlar olusturarak, laboratuvar testlerinde kalitenin
yukseltimesini ve hasta bakiminin guclendiriimesini saglamaktir. 60'in Uzerinde
Ulkeden 1400°Un Uzerinde kurum ve kurulus Gyesi vardir. 2000°nin Uzerinde gdénalli
bilim insani ve alaninda yetkin uzmanlarla bu kilavuzlar olusturur. Dunya Saghk
Orgiti (WHO), Amerikan Patologlari Koleji (CAP), ABD Hastalik Kontrol Merkezi
(CDC), Uluslararasi Standardizasyon Kurulusu (ISO), Kenya Akreditasyon Hizmeti
(KENAS), Giiney Afrika Akreditasyon Sistemi (SANAS) gibi ¢ok sayida organizasyonla
isbirligi igerisindedir. CLSI Kilavuzlari ¢ok sayida kurum, kurulug ve uluslararasi
laboratuvar toplulugu tarafindan kabul gérmekte ve kullaniimaktadir.

Yasal mevzuat (WEB_10) ve ISO 15189 Akreditasyon Standardi laboratuvarlara ne
yapmalari gerektigini belirtir (Orn., “ISO 15289:2009 - Madde 5.5.2 maddesine gére



“laboratuvar, analiz prosedurlerinin tasarlanan kullanim i¢in  uygun oldugunu
dogrulamak amaciyla, sadece gecerli kilinmis prosedirleri kullanmalidir”). Nasil
yapilacagi ya ulusal kilavuzlarla ya da akreditasyon kuruluglarinin yayimladigi
kilavuzlarda belirlenir (WEB_2, WEB_3). Tibbi laboratuvarlardan sorumlu saglik
bakanliklarinin veya ilgili bakanliklarin da kilavuzlari bulunmaktadir (WEB_4, WEB_5).
Tarkiye’de yasal mevzuata gore ruhsat veren Saglik Bakanhgi; ISO 9001 Kalite
Yoénetimi Sistem Sartlari Standardina goére Kalite Sistemi Belgesi vermeye yetkili Turk
Standartlari Enstitlisi (TSE) ve tibbi laboratuvar akreditasyonundan sorumlu Tirkiye
Akreditasyon Kurumu tarafindan hazirlanmis, tibbi laboratuvarlara yonelik kilavuz vb.
dokimana rastlanmamistir. Bunlardan dolayi ¢calismamizda, dinyadaki yetkin bilim ve
meslek uzmanlari tarafindan olusturulan ve uluslararasi yararlanilan CLSI
Kilavuzlarindan yararlanildi (WEB_1).

Bilimsel vyayinlar, 6lgim yontemi performans 6zelliklerinden tekrarlanabilirlik
(kesinlik, SD, %CV), gergeklik (bias), rapor edilebilir aralik (dogrusallik) ve referans
aralik dogrulama deneylerini gecerliligin kanitlanmasinda énermektedir (Rabenau vd
2007).

Dogrulama deneyleri ve hesaplamalarinda asagida listelenen ABD Kilinik
Laboratuvar Standartlari Enstitist (CLSI) Kilavuzlarindan yararlaniimaktadir:

o Kesinlik ve gerceklik dogrulanmasinda “EP15-A2 Kesinlik ve Gergeklik
Performansinin  Kullanici Tarafindan Dogrulanmasi (User Verification of
Performance for Precision and Trueness; Approved Guideline)’

e Gergeklik dogrulanmasinda ek olarak “EP09-A2-IR Hasta Ornekleriyle Yéntem
Karsilastirimasi ve Bias Hesaplanmasi (Method Comparison and Bias
Estimation Using Patient Samples)’

e Dogrusaligin dogrulanmasinda “EP6-A Kantitatif Olglim  Prosediirlerinin
Dogrusalliginin Degerlendiriimesi: Istatistiksel Yaklagim (Evaluation of the
Linearity of Quantitative Measurement Procedures: A Statistical Approach)’

e Referans araligin dogrulanmasinda veya transferinde “C28-A3c Klinik
Laboratuvarda Referans Araliklari Belirleme, Olugsturma ve Dogrulama (Defining,
Establishing, and Verifying Reference Intervals in the Clinical Laboratory)”

Klinik laboratuvarlar 6lgim proseddirlerinin  teknik olarak guvenilir oldugunu
kanitlamak icin akredite olurlar (Bakir ve Laleli 2006, Aslan 2010, Burnett vd 2010
Aslan 2011). Avrupa Birligi 6nerileri dogrultusunda her ulke kendi ulusal akreditasyon
kurulusuna basvurmak durumundadir (European Commission 1998). Turkiye’de tibbi
laboratuvar akreditasyonundan ulusal sorumlu Turk Akreditasyon Kurumu
(TURKAK)'dur (WEB_3).



ISO 15189 Standardi maddeleri ve konumuz ile iligkili sartlar Ek-1'de
aciklanmaktadir.

Standardin 5.5 Maddesinde gdzlendigi gibi “Gegerli kilma ve/veya dogrulama verileri
saklanmall” sarti bulunmaktadir. Madde 5.5.3a’ da performans 6zellikleri “Performans
Ozellikleri (6rnegin; dogrusallik, kesinlik, dlcme belirsizligi olarak ifade edilen dogruluk,
tespit siniri, 6lgme araligi, dlgumun dogrulugu, analitik duyarlilik ve analitik 6zgulluk)”

olarak agiklanmaktadir.

2.2 Olgiim Prosediirlerinin Performans Ozellikleri

Gerek gecerli kilma (validasyon) gerekse gecerliligin dogrulanmasi (verifikasyon)
deneyleriyle o6lgim prosedirinin performans 6zelliklerinin  dlgutlerinin  (kriterleri)
degerlendiriimesi amaglanir. Performans olc¢itlerinin tanimlanmig olclleri deneylerle
saptanir. Hedef dederlere gére gecerlilik karari verilir.

Kit Ureticileri Uretmeyi amacladiklari 6lgim prosedurinin ilkesine gore uluslararasi
dizeyde tanimlanmis olan performans 6zelliklerini degerlendirmek ve yasal mevzuata
gore onay almak zorundadirlar (WEB_10).

Aday 6lcim prosedurunun kesinlik, gerceklik, dogruluk, analitik aralik, saptama
sinirt ve analitik 6zgulliga oncelikle degerlendirilen baslica performans 6zellikleridir.

Tablo 2.1'de baslica oélgutlerle ilgili terimler, aciklamalar ve olculer belirtiimektedir.



Tablo 2.1 Olgiim prosediirlerinin performans 6zellikleriyle terimleri, kavramlar ve

olgiileri

Olgit ve ilgili terimler

Aciklama

Olcisi

Kesinlik (precision)

Tekrarlanabilirlik (calisma igi)

Ara kesinlik (uzun doénem,

glnler arasi, laboratuvar ici)

Tekrartretilebilirlik

(laboratuvarlar arasi)

Rastgele hatalarin dagilimin

Olglsu

Kesinsizlik (SD)

Gergeklik

Bias

Ortalama degerin “gercek

degere” yakinhgi

Sistematik hatanin 6lgls

Dogruluk (accuracy)

Tek
degere” yakinhgi

Olcimin “gercek”

Hem rastgele hem de

sistematik etkileri gosterir

Olglim prosediriiniin analitik
Olcim arahgindaki olgulen
ve beklenen degerler

arasindaki iliski

Dogrusallik (linearite)

Saptanabilen en kiglk ve

en buyltk deger arahgi

Analitik aralik ve nicel olarak

saptama siniri

Olgllen degerler arasinda
saptanabilen en  kiguk

deger

Analitik duyarlilik (sensitivity)

Olglim prosedurinin 6érnek

icerisindeki diger
bilesenlerden etkilenme
derecesi

Analitik 6zgullik (specificity),

girisim

Kararhlik (stability)

Tanisal duyarhlik

Tanisal 6zgulluk Tibbi karar

Referans aralik




2.3 Olgiim Prosediirlerinin Gegerli Kiinmasi (Validasyon)

Yontemlerin gecerliligi, yontemlerin analitik performans karakteristiklerinin tibben
gecerli sinirlarda oldugunun belirlenmesi ile kanitlanir (WEB_6). Tibben gecerlilik
sinirlart belirli yaklagsimlara goére bilimsel olarak belirlenir (Fraser 2001, WEB_8,
Ehrmeyer 2013). Yontemlerin analitik gecerliliklerinin kanitlanmasi deneyleri Uretim
asamasinda yapilan bir islemdir. Tablo 2.1'de gézlenen tim performans 6zelliklerinin
gecerliligi kanitlanmalidir.

Laboratuvar test reaktiflerini ya kendi hazirlar ya da uretici firmalardan veya temsilci
firmalardan satin alinan ticari kitleri kullanir. Ticari kitlerin modifiye edilerek kullanildigi
durumlar da olabilir. Her U¢ durumda yontem gecerliligi icin kanitlanacak analitik
Ozelliklerin sayisi farkhdir. Bu baglamda gecerlilik deneyleri sayisi da degisir.

Ticari olarak satisa sunulacak 6lcim kitleri igin kanitlanmasi gereken
Ozellikler/GlgUtler yasal mevzuatta belirtiimektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde élgim
kitlerinin satisa sunulmasi i¢cin FDA onayi gerekirken (WEB_5 ), Avrupa Birligi'nde CE
etiketi gereklidir (European Commission 1998). Turkiye’'de ise 98/79/EC Direktifi'nin
uyarlanmis sekli olan “Vicut Disinda Kullanilan in vitro Tibbi Tani Cihazlari
Yonetmeligi” bulunmaktadir (WEB_10).

Bir metodun yeterliligi icin klinik laboratuvar da o teste ait analitik yeterlilik ve tanisal
yeterliligin tanimlanmis olmasi gereklidir. Her ikisi de ayni anda bulunmazsa klinik
laboratuvarda testin kullanimi sinirli kalir (Bakir ve Laleli 2006).

Yontem gecerliliginin  kanitlanmasi igcin yapilacak deneyler bilimsel olarak
onaylanmis ve uzlasiimis kilavuz ve yayinlarda agiklanmaktadir (CLSI-EPO6AE 2003,
CLSI-EPO5A2E 2004, CLSI-EP15A2E 2005, CLSI-C28A3cE 2008, CLSI-EPO9A2IRE
2010, Westgard 2008).

Gegerliligin kanitlanmasi ya da kit iginde Uretici firma tarafindan belirtiimis olan
degerlerin dogrulanmasi igin gereken analitik &zellikler sunlardir (European
Commission 1998, WEB_7, WEB_10): Duyarlilik, 6zgullik, dogruluk, tekrarlanabilirlik,
tekrar Uretilebilirlik, saptama sinirlari, 6lgim araligi ve girisim, referans aralik veya
saglikli bireylerden beklenen degerler. Temel olarak, bir referans 6lgim sisteminde
daha ylUksek (referans) ve disuk deger (rutin) élcimler icin analitik 6zellikler arasinda
bir iliski bulunmahdir (Stéckl vd 2009).



2.4 Gegerliligin Dogrulanmasi (Verifikasyon)

Bir yontemin gegerliliginin dogrulanmasi daha 6nce de belirtildigi gibi performans
dzelliklerinin dlgllerinin hesaplanmasi igin deneyler tasarlanarak gerceklestirilir. Olglim

yontemleri, performans 6zellikleri, dlgitleri ve Olclleri Tablo 2.2'de gbzlenmektedir.

Tablo 2.2 Verifikasyonda degerlendirilen él¢iim prosediirii, performans o6zellikleri

Olgiit Olgii Deney

Standart sapma
(SD)
Tekrarlanabilirlik / Kesinlik  Degiskenlik

Tekrarlanabilirlik

deneyleri
Katsayisi (%CV)
Gergeklik Bi Yontem karsilastirma
ias
(trueness) IKKMler

Diltsyon ile geri
Dogrusallik _
kazanim deneyleri

Referans araligin
Referans aralik " _
dogrulanmasi deneyleri

Laboratuvar &lgim reaktiflerini kendi kosullarinda Tablo 2.2'de gdsterilen tim
Ozelliklerinin gecerliligini kanitlamahdir. Gegerliligi Uretici firma tarafindan kanitlanmis
yetkili kurum ya da kuruluslar tarafindan da onaylanarak satisa sunulmakta olan ticari
kitlerin kullaniminda da Uretici firmanin belirttigi performans 6élgulerini kendi laboratuvar
kosullarinda dogrulamalidir (Rabenau vd 2007). Ticari kitlerin kullaniimasi durumunda
hasta testlerine baslanmadan 6énce dogrulanmasi gereken analitik &zellikler de
sunlardir: Dogruluk, gerceklik, tekrarlanabilirlik (kesinlik), rapor edilebilir aralik, referans
araligin dogrulanmasi (Ehrmeyer 2013). Olgiim yéntemlerinin gegerliligini kanitlanirken
Olcim yonteminin performans karakteristiklerinin olguleri hesaplanir ve elde edilen
hedef degerlerle kargilastirilir.

Dogrulama deneyleri:

1. Tekrarlanabilirligin dogrulanmasi

2. Olgiim ydntemleri karsilagtirma deneyleri (Dogruluk: Gergek degerden uzaklasma

degeri veya biasin dogrulanmasi)

3. Rapor edilebilir araligin dogrulanmasi

4. Referans araligin dogrulanmasi deneyleri



2.4.1 Tekrarlanabilirligin dogrulanmasi

Kesinlik genel olarak tekrarlanabilirlik olarak ifade edilir. Calisma-igi kesinlik,
laboratuvar-i¢ci kesinlik (ara kesinlik) olarak belirtilir. Tekraruretilebilirlik de
laboratuvarlar arasindaki kesinliktir. Tekrarlanabilirlik, benzer kosullarda yapilan tekrarli
Olcimler arasindaki uyumdur ve nicel Olglsl, standart sapma ve degiskenlik
katsayisidir.

Laboratuvar-ici kesinlik veya ara kesinlik laboratuvar icerisinden kaynaklanan temel
hata kaynaklarini icine alan (temel bakim, tekrar kalibrasyon, veya reaktif tretim no
degisiklikleri yaninda) uzun doénemdeki tekrarli o6lglimler arasindaki uyumun

gostergesidir. Olglisii standart sapma veya degiskenlik katsayisidir. Laboratuvar ici

kesinlik ¢esitli hata kaynaklarinin etkilerini gosterir. Bunlara tekrarlanabilirlik de dahildir.

Kesinlik (precision), bireysel olgumlerin birbirine ne kadar yakin olduguyla ilgili
Olcimlerdir (Betz vd. 2011). Firmanin kit kilavuzunda belirttigi tekrarlanabilirlik
Olgulerinin (SD, %CV, aralik vb.) degerlerinin her laboratuvarin kendi kosullarinda
sagladigini kanitlamahdir (ISO-15189 2009, WEB_10).

ABD Kilinik Laboratuvar Standartlari Enstitist (CLSI)Ynin yayinladigi “CLSI EP15-
A2 Dogruluk ve Gergeklik igcin Performansin Dogrulanmasi Kilavuzu” uluslararasi
boyutta yaygin kullaniimaktadir (CLSI-EP15A2E 2005). Kilavuzdan vyararlanilarak

olusturulan tekrarlanabilirligin dogrulanmasi stireg yénetimi Ek-2'de agiklanmaktadir.

2.4.2 Gergeklik performansinin dogrulanmasi

Gergeklik, gergcek degerin odlguldiginin kanitlanmasidir. Gergek deger, kabul
edilmis olan bir standart veya beklenen de@er olarak tanimlanabilir. Test sonucu igin
“bias” gercgekligin Olgusudur. “Bias”, analitin test sonucunun beklenen referans
degerinden farkidir. Spesifik kosullarda yapilan o&lgim prosedurd igin, o6lgim
sonugclarinin ortalamasiyla beklenen referans degeri karsilastirilir. Bu referans deger,
karsilastirma prosedurinin sonugclarinin ortalamasi ya da sertifikall referans materyalin
degeridir.

Gergeklik degerlendiriimesi deneyleri iki farkh yaklasimla gerceklestirilebilir. Birisi
veya her ikisi de kullanilabilir.

1) Karsilagtirma ile: Ayni vicut materyalinin paralel olarak iki 6lcim proseduriyle
(aday prosedur ve Kkarsilagtirma oOlcum prosedurd) Olgulmesidir (split-sample
comparison experiment). Tim &lgim araligina uygun sekilde dagitiimis
konsantrasyonlardaki 20 hasta ornegi iki parcaya ayrilir. Analit, ayni zamanda hem

aday hem de karsilastirma olgim proseduriyle olgular. Her iki prosedur sonugclari
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anlamli farkhhk olup olmadidinin saptanmasi igin karsilastirihrlar (CLSI-EPO9A2IRE
2010).

2) Sertifikali referans materyali ile: Yeterlilik test (dis kalite kontrol programi)
materyalleri ve diger konsantrasyonu o6lgctimus referans materyalleri aday prosedur ile
analiz edilir, beklenen referans degerleriyle karsilastiriir (CLSI-EP15A2E 2005).
Kilavuzdan yararlanilarak olusturulan gergekligin dogrulanmasi sure¢ yonetimi Ek-3’te

aciklanmaktadir.

2.4.3 Dogrusalligin (rapor edilebilir araligin) dogrulanmasi

Rapor edilebilir aralik, cihazin dogrulugunun (accuracy) veya test sisteminin dlglim
yanitinin yapilandirildigi veya dogrulandigi test sonu¢ degerlerinin yayildigi aralktir
(WEB_7). Analitik dlgim araligi cihaz ve test sisteminin Olgebildigi arahktir. Test
materyalleri konsantre veya dilie edilerek yapilan élgimlerin dogrusal oldugu aralik ise
rapor edilebilir araliktir. Her laboratuvar satin aldigi kitlerdeki 6lgim prosedurlerinin
dogrusalligini kendi kosullarinda kanitlamalidir. Kilavuzdan yararlanilarak olusturulan

rapor edilebilir araligin dogrulanmasi sire¢ yonetimi EK-4’te agiklanmaktadir

2.4.4 Referans araligin gecerliliginin dogrulanmasi

Laboratuvarlarda olglilen degerler referans degerlerle karsilastirilarak tibbi karar
verilir. Her laboratuvar hastaya uygulamadan dénce kendi popilasyonunun referans
araligini saptamalidir (ISO-15189 2009). Satin alinan Kkitler icin yaklasim, Uretici
tarafindan kit kilavuzunda belirtilen referans araliklarin veya saglikli populasyon igin
beklenen deder araliginin laboratuvara basvuran populasyon igin gecerliliginin
dogrulanmasidir. Her kit kilavuzunda bu uyari yazilir (European Commission 1998,
WEB_5, WEB_10).

Bilimsel olarak her dlgim prosedirl icin gegerli olan bu yaklagim 1ISO 15189 Tibbi
Laboratuvarlar — Kalite ve Yeterlilik igin Ozel Sartlar Standardi akreditasyonunda ve
yasal mevzuatta sart kosulmaktadir (Aslan vd 2012, WEB_10).

Avrupa Birligi in Vitro Tanisal Tibbi Urlinler (kit, cihaz, vb.) 98/79 Direktifine gére ve
T.C. Saglik Bakanhgi in vitro (vicut digsinda kullanilan) Tibbi Tani Cihazlari Yénetmeligi
Temel Gerekler bashgindaki Madde 8.7'nin i bendine gére “Uygun bir referans
populasyonu tanimi dabhil, dlgtlen miktarlar igin referans araliklar” kit kilavuzunda
bulunmalidir.

ISO 15189 Tibbi Laboratuvarlar — Kalite ve Yeterlilik icin Ozel Sartlar Standardinin

5.5.5. Maddesi referans araliklarla ilgilidir. "Biyolojik referans araliklari belirli araliklarla
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g6zden gegirilmelidir. Laboratuvar, belirli bir arahgin referans gruba artik uymadigi
kanisindaysa, dizeltici faaliyeti takiben, gerekliyse bir arastirma yapmalidir.”

Ancak her kit icin belirlenmesi gerekli olan bu durum olduk¢a fazla sayida test igin
zorlayici olmaktadir. Yeni Uretilen dlgum yontemi icin referans aralik belirlenmesinde
her alt gruptan (cinsiyet yas, vb.) en az 120 referans bireyin bulunmasi gerekir (CLSI-
C28A3cE 2008). Satin alinan ticari Olcim prosedurleri icin bu sayi, 20 olarak
belirlenmigtir.

Calismamizda referans araliklarin  belirlenmesinde, klinik laboratuvarlarin
yararlandigi “CLSI C28-A3c Klinik Laboratuvarlarda Referans Araligin Belirlenmesi,
Hesaplanmasi ve Dogrulanmasi” Kilavuzunu temel aldik. Kilavuzdan yararlanilarak
olusturulan referans araligin dogrulanmasi slire¢ yonetimi Ek 5'te agiklanmaktadir.

Referans araliklar, saghkh goriinen populasyon drneklerinde gerceklestirilen 6lgim
sonuglarinin dagiliminin - %95 merkezi alanindaki degerlerden hesaplanir. Ik
hesaplamalarda yaygin olan yas araligi 18 — 65’tir. Yapilandiriimis suregte hesaplanir.
Daha once belirlenmis referans aralik yeni ydnteme veya yeni bir lokasyona
uyarlanabilir. Hesaplanmis referans aralik daha az sayida (6rn., 20) referans birey
secilerek degerlendirilebilir veya lokal olarak gerceklestiriimis bagka bir ¢alismanin
sonuglarindan yararlanilabilir.

Calismamizda hedeflenen CLSI Kilavuzlarinin laboratuvarlarda uygulanma
durumunun degerlendirilmesinin basarili olarak kanitlanmasi icin hesaplamalarin
gercek hayatta uygulanmasi gerektigi distncesiyle bir analit secildi. D vitaminin
kemikle ilgili bozukluk ve hastaliklar disinda kalp hastaliklari ile alzehimer ve kanserde
rol oynadigi bulgulari da (Harrison vd 2016) dikkate alinarak standardizasyon
¢alismalari devam eden D Vitamini 6lcim prosedirinde uygulamaya karar verildi.
Dinyada hem D vitamini 0Olgim sonuglarinin standardizasyonu c¢alismalari
surmekteydi, hem de insanlarda dusik 6lgilme durumu arastiriimaktaydi. D vitaminin
kemik bozukluk ve hastaliklari yaninda kalp, kanser ve alzheimer hastaliklarinda rolu
bulundugunu goésteren arastirmalar da yaygin devam etmekteydi ve etmektedir (Hollis
2004, Fraser 2009, Holick 2009, Medical Advisory Secretariat 2010, Holick vd 2011,
Carter 2012, Arneson ve Arneson 2013).

2.5 D Vitamininin Olgiim Prosediirleri ve Performans Ozellikleriyle ilgili

Arastirmalar

D Vitamininde guncel olarak kullanilan testlerin teknikleri immin 6lgim (RIA ve
CLIA) ile HPLC ve LC-MS/MS teknikleridir (Holick 2009). Bu ydntemlerin 6zgulltkleri ve
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dogruluklar degiskendir. ilk otomatize yéntem, yarismali protein baglayici dlgtimlerdir
(Nicholis Advantage analizori). Pahali degildir ancak dusik dizeylerde 25(OH)D’yi
dusuk, ylksek dlUzeyleri de daha vyuksek Olgcmektedir. Radyoimmim &lgim
yontemlerinin az sayida test kapasitesi vardir ve radyolojik materyal gerektirmektedir.
HPLC cok kararli ve tekrarlanabilirdir ancak yuksek miktarda 6rnek gerektirir, 6rnek
hazirligindan ve UV odlcumlerden kaynaklanan interferanslar olabilmektedir. Yuksek
dizeyde yetkinlikte eleman gerektirir. LC-MS/MS altin standart olarak belirtiliyor olsa
da hatali sonuglar elde edilebilmektedir. Yetkin teknik eleman gerektirmekte ayni
zamanda C; epimeri nedeniyle D,/D; deg@erleri ylksek bulunmaktadir (Lensmeyer vd
2012, Atef 2018)

D Vitamini o6lcim proseddrlerinin performanslariyla ilgili cok sayida arastirma
bulunmaktadir. Cogu, D vitamini 6lgim prosedurlerinin analitik performanslarinin net
klinik karar verme acisindan zorlayici olduklarini ileri sirmektedir ( Cavalier vd 2010,
Carter 2012, Heijboer vd 2012, Lai vd 2012).

2.5.1 D vitaminin bulunusu ve biyolojik aktif formlar
Kolekalsiferol (D3 vitamini, insan ve hayvanlarda) ve ergokalsiferol (D, vitamini, bitki

ve mantarlarda) olmak tzere D Vitamini dogada temel 2 sekilde bulunur (Sekil 2.1 ve
2.2).

Sekil 2.1 Vitamin D3 Kolekalsiferol Sekil 2.2 Vitamin D2 - Ergokalsiferol

Vitamin D3 (kolekalsiferol) 27 karbonlu bir molekuldir. Vitamin D, (ergokalsiferol) da
28 karbon igerir ve ilave bir metil grubu igerir, 22. ve 23. karbonlar arasinda gift bag
olmasi sebebiyle D3 vitamininden farklidir. D3 ve D, vitaminlerinin 25(OH)D'yi arttirmada

esit derecede etkili olup olmadiklari ve esit fizyolojik etkilerinin bulunup bulunmadigi
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henliz net degildir. Su anda, bu iki form esit ve degisebilir olarak kabul edilmektedir
(Champe ve Harvey 1997, Yalgin 2006, Goéren vd 2007, Holick 2009, Binkley vd 2012,
Galior vd 2018).

Vucuttaki D Vitamini durumunun degerlendiriimesinde c¢esitli formlari arasindan
25(0OH)D3 vitamini Olgliimesi dnerilmektedir (Holick vd 2011). Ancak Tablo 2.3'te
gbzlenen diger formlarinin biyolojik aktif olma ve 25(OH)D3’Un oélgimi etkileme
durumlari net olarak agiklanamamistir (Lensmeyer vd 2012, Binkley ve Sempos 2017).

Tablo 2.3 D vitamininin biyolojik aktif formlari

25(0OH)D3 'Un 3 epimeri

24,25(0H)2D3

Vitamin D3 (Kolekalsiferol)

Vitamin D, (Ergokalsiferol)

Serbest/biyo yararli 25(OH)D (D vitamini baglayici proteini (VDBP dl¢ilmesini
gerektiren madde)

D Vitaminin sentezi, fizyolojik ve biyolojik islevleri:

D3 vitamini deride sentezlenir ve somon, uskumru ve ringa baldi gibi yag
bakimindan zengin baliklarda bulunur. Piyasada satilan Vitamin D3 deride dogal olarak
bulunan kolesterol 6ncusu 7-dehidrokolesterolden sentezlenir. Hem D2 hem de D3
vitamini besin takviyesi ve D vitamini takviyelerinde kullanilir. Mideye alinan D vitamini
(D, D2,D3 veya her ikisini temsil eder) silomikronlara (vendz kana girenler ve lenfatik
sistemde absorbe olanlar) dahildir. Deriden veya diyetle gelen D vitamini biyolojik
olarak etkisizdir ve D-25-hidroksilaz (25-OHaz) ile 25(OH)D vitamini ile karacigerde ilk
hidroksilasyonu gerceklestirir. Bununla birlikte, 25(OH)D bdbreklerde, 25(OH)D-1 « -
OHaz (CYP27B1) tarafindan, biyolojik olarak aktif olan D vitamini 1,25(OH)2D formunu
olusturmak icin de bir hidroksilasyon yapar. 1,25(0OH)2D ince bagirsakta, bdbreklerde
ve diger dokularda bulunan D vitamini gekirdegi reseptoru ile etkilesir. 1,25(0OH)2D
bagirsakta kalsiyum emilimini uyarir. D vitamini olmadan, diyet kalsiyumun sadece
%10-15'i ve fosforun da yaklasik %60'1 emilir. D vitamini yeterliligi, kalsiyum emilimini
%30-40 ve fosfor emilimi %80 arttirir.

1,25(0H)2D, cekirdek faktér aB ligandinin reseptdr aktivatorinin ekspresyonunu
uyarmak icin osteoblasttaki D vitamini reseptdru ile etkilesime gecer; bu da matriksi
¢dzen ve iskeleti kalsiyum ve diger mineralleri harekete gegiren olgun osteoklastlar
olmak Uzere olgunlasmamis monositleri uyarmak igin ¢ekirdek faktdér aB'nin reseptor
aktivatoru ile etkilesime girer.

Bobrekte, 1,25(0H)2D glomertler filtrattan kalsiyum emilimini uyarir.
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D vitamini reseptort vicuttaki gogu doku ve hicrede bulunur. 1,25(0OH)2D, hiicresel
proliferasyon inhibe edilmesi ve terminal farklilagsmasinin indiklenmesi, anjiyogenezin
inhibe edilmesi, insulin Gretimin uyariimasi, renin Gretiminin inhibe edilmesi ve makrofaj
kateter Uretiminin uyariimasi dahil olmak Uzere genis bir aktiviteye sahiptir. Ayrica,
1,25(0H)2D, 25(0OH)D ve 1,25(0OH)2D'yvi suda ¢dzinmeyen inaktif hale getirip
metabolize etmek icin 25-hidroksivitaminD-24-OHaz (CYP24R) ekspresyonunu
arttirarak kendi yikimini uyarir. 1-OHaz aktivitesine sahip birka¢ doku ve hiicre vardir.
Yerel 1,25(0H)2D Gretimi icin bildiriimis olan pek cok pleiotropik saglik yararini
kolaylastirabilen 200'e yakin kadar genin diizenlenmesinden sorumlu olabilir (Ongen
vd 2008, Poduje vd 2008, Holick vd 2011).

F-Dehidroksikolestero] = Kolekalsiferol (D)

Dreri (L)
l Karaciger

25-0Haz

25-Hidroksikolekalsiferol

Hiobrek
1o -0Haz

Kemiklerden
Bagirsuklarda - Ca " ayrilmasinda arnis
Cu " emilimi artisi

{primer etki)

1,25-Dihidroksikolekalsiferol

HO

Sekil 2.3 D vitamininin sentezi



15

Vitamin D Metabolizmasi LA

P
Bobrek &L 24,26 dilydroxyvitamin D,
4 > v ICLrveE

X
/AR

" - } Kalsiyum
' A Bagirsaklar Absorsiyonu

w”’
7-dehydrocholesterol Vitamin D,

o

10,25-dihydroxyvitamin D,

CRLEpi.28.dibydroxyvitamin D,
nactve

Sekil 2.4 D Vitaminin metabolizmasi

D ini ve Doku H.
Caiiealodiobd Prohormon
A" =  w— 25(OH)D
min D araciger Yz =% 3 hafta
tya = 24 ant M‘Nu

Plasenta

Aktif Hormon

1,25(0H),D
Yz =P 2533t

\

Kemik | Sagiidn  umm— emfk'in —

Artan kalsiyum absorsiyonu

Sekil 2.5 D vitamini ve doku homeostazi (Hollis ve Wagner, 2013)

D vitamininin referans araliklari, eksiklik ve toksisite durumlari:

D Vitaminin klinik kullanimi eksikligine odaklanmaktadir (Vurgun vd 2016). Serum
25(OH)D vitamin duzeyinin <20 ng/ml olmasi eksiklik, 21-29 ng/ml olmasi yetersizlik,
32 ng/ml'den yuksek ise yeterli (tercih edilen aralik 40-60 ng/ml) ve = 150 ng/ml olmasi
da toksik duzey kabul edilmistir (Holick 2009, Stockl vd 2009, Fidan vd 2014). Cok
fazla Vitamin D destegi almak toksik etkilere neden olabilir (bobrek tasi olusumu ile
kalp ve akcigerler ve kan damarlari dahil olmak Uzere yumusak dokularin
kalsifikasyonu) (Chouiali vd 2017, Galior vd 2018). 25(OH)vitamin D (25(OH)D)'nin

klinik olarak dogru olcilmesi ¢cok buyuk 6nem arz etmektedir (Sahillioglu vd 2011).
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Farkli ginese maruz kalma miktari 25(OH)D konsantrasyonunun degiskenligine neden
olabilir (Li vd 2016). Son yillarda, 25(OH)D dolagsiminin degerlendiriimesi akut ve
kronik hastaliklarda dnemli bir ara¢ olmustur (Horst 2010).

D Vitamini olgulerinin klinik yararhihigr:

D vitaminin 6lgumu iki ana nedenden dolay! yapiimaktadir: D vitamininin; vucuttaki
durumunun saptanmasi ve terdpatik izlenmesidir. D Vitamini metabolizmasinin
kardiyovaskuler hastaliklar, obezite, kanser ve otoimmuin hastaliklarina iliskilerini
aciklayan cok sayida calisma bulunsa da klinik yararlilik agisindan en 6nemli alan
kemik saghigiyla iliskilidir (Holick vd 2011, Galior vd 2018). iligkili bozukluk veya
hastalik stphesi bulunmadik¢a tarama testi olarak kullaniimasi énerilmemektedir. Son
yilllarda fazla istenmesinin yarari olmasa da D vitamini desteklerinin yararlarini
goOsteren calismalara gore 20 mg/l ve alti mutlaka destek gormelidir. Optimum diizey
de 50 mg/l olmalidir sonucu c¢ikariimistir (Galior vd 2018).

D vitamini, parathormon, kalsiyum:

1,25(0OH)2D’nin renal sentezi serum kalsiyum ve fosfor konsantrasyonlariyla birlikte
paratiroid hormonu tarafindan siki bir sekilde duzenlenir. Serum PTH ile 25(OH)D
dizeyleri arasinda zayif negatif korelasyon gézlenmektedir (Atef 2018, Saliba vd 2011)
18,5 pg/l ’nin Gzerindeki 25(OH)D duzeyi paratiroid hormon baskilanmasi igin yeterli
gorunmektedir. Bodylece hiperparatirodizmin engellenmesinde yeterlidir. 30 pgl/l

Uzerindeki degerler paratroid hormon dizeylerinde ek bir degisiklik yapmamaktadir.

2.6 Hipotez

Calismamizin hipotezleri asagida listelenmektedir:
1. Tibbi (klinik) laboratuvarlarda satin alinan o6lgim (kitlerinin) prosedurlerinin
performans 6zelliklerinin kendi laboratuvar kosullarinda gecerliligi dogrulanmaldir. Bu
dogrulama prosedurlerinin  nasil  yapilacagini  gdsteren ulusal bir kilavuz
bulunmamaktadir. Dinyada yaygin kullanilan ABD CLSI Kilavuzlari laboratuvarimizda
uygulanabilir.
2. Kilavuzlarin uygulanma durumu belirli bir analitin dlgim prosedura Uzerinden
yapilirsa uygulanma durumu kanita dayali olarak belirlenebilir.
3. Turkiye'de tim Kklinik laboratuvarlara uygulanabilecek Tirkge kilavuz ve gecgerliligin
dogrulanmasi surecinin yonetimi dokumani hazirlanabilir.
4. Dunyadaki arastirma sonuglari, Uretilen D Vitamini dlgim prosedurlerinin saghkh

populasyonda beklenenden dusik dizeyde oldugunu gostermektedir. Ydntem
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gegerliliginin dogrulanmasi galismalarinda referans aralik saptama deneyleriyle bu
durum degerlendirilebilir.
5. Standardizasyonu saglanmamis  Olcim  prosedirlerinin  performanslarinin

dogrulanmasinda zorluklar bulunmaktadir.
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3 GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma, Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Laboratuvari ve Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Merkez Laboratuvari Biyokimya
Biriminde gerceklestirilmistir. 13/09/2011 tarih ve 16 sayili Pamukkale Universitesi Tip
Faklltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu raporu bulunmaktadir. 2011SBE008 proje
numarasi ile Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Kurulu

tarafindan desteklenmistir.

3.1 Gereg¢

3.1.1 Calismada dl¢iimii yapilan érnekler

3.1.1.1 Saghkh popiilasyondan toplanan ornekler

Calisma grubu klinik sikayet ve bulgusu olmayan, saglkli 40 kadin ve 40 erkek
olmak Uzere 18-45 yaslar arasindaki toplam 80 gonulli bireyden olusturuldu. Tim
¢alisma grubu icin Ek 5'teki referans birey belirleme formlari ile bilgi toplandi ve her
katilimciya EK 5'teki "referans birey belirleme belgesi" imzalatildi. Calisma grubunun

PTH ve kalsiyum dlzeyleri de dlgulda.

3.1.1.2 Plazma havuzlari

CGalisma igin laboratuvarda o6lgimi yapiimis olan hasta 25(OH)Vitamin D; test
sonugclarindan 3 farkh diizeyde plazma havuzu olusturuldu (Tablo 3.1). Daha 6nceden
Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesine herhangi bir saglik sorunu ile
basvuran ve analiz igin laboratuvarda 25(OH)Vitamin D3 6lgimi yapilmis olan hasta
serumlarindan hazirlanmig plazma havuzlari kullanildi. Hasta havuzu disuk dizey,

8,2-10,52 ng/ml (ug/l) araliindaki plazma havuzunun 1:3 oraninda dilte edilip, 433 g



19

(3000 rpm) 10 dk santrifij edilmesiyle olusturuldu. Hasta havuzu orta dizey, 13,11-
19,76 ng/ml araligindaki plazma havuzunun 433 g (3000 rpm) 10 dk santrifij edilmesi
ile olusturuldu. Hasta havuzu yuksek duzey, 38,5-183 ng/ml (ug/l) araligindaki plazma
havuzunun 433 g (3000 rpm) 10 dk santrifiij edilmesi ile olusturuldu.

Tablo 3.1 Plazma havuzlari

Hasta Havuzu Analit Birim  Ortalama Beklenen aralik
HH1 25(0OH)D; g/l 9,6 8,2-10,51
HH2 25(0OH)D; g/l 16,59 13,1-19,76
HH3 25(0OH)D; g/l 69,87 38,5-183

1 ng/ml=1 ugll

3.1.2 Dogrulama deneylerinde kullanilan materyaller

UTAK Laboratuvarindan alinan 3 farkli dizey kontrol materyali (UTAK, ABD).
Tablo 3.2 UTAK kontrol materyalleri

UTAK-Vitamin D Plus Diisiik diizey Lot Numarasi: 7038
Uriin Numarasi: 10060 Son kullanma tarihi: 02/14
¥ Analit Birim Hedef  Dogrulanan Beklenen  Birim Hedef Dogrulanan  Beklenen
tzr Deger Deger Aralik Deger Deger  Aralik
a 25(0OH)D2  ng/ml 10 12 10-14 nmol/l 24,2 29,1 25-33
25(OH)D3 ng/ml 10 10 9-12 nmol/l 25 25,0 21-29
UTAK-Vitamin D Plus L1 diizey Lot Numarasi: 7039
Uriin Numarasi: 10061 Son kullanma tarihi: 02/14
Analit Birim Hedef Dogrulanan Beklenen Birim Hedef Dogrulanan  Beklenen
Deger Deger Aralik Deger Deger  Aralik
5 25(OH)D2  ng/ml 30 36 31-41 nmol/l 77,5 87,2 74-100
% 25(OH)D3 ng/ml 30 29 25-33 nmol/l 74,9 72,4 62-83
UTAK-Vitamin D Plus L2 diizey Lot Numarasi: 7040
Uriin Numarasi: 10062 Son kullanma tarihi: 02/14
Analit Birim Hedef Dogrulanan Beklenen  Birim Hedef Dogrulanan  Beklenen
Deger Deger Aralik Deger Deger Aralik
E 25(OH)D2  ng/ml 73 69 59-79 nmol/l 177 167,2 142-192
=§ 25(0OH)Dz  ng/ml 73 73 62-84 nmol/l 182 182,2 155-210

Kalite kontrol materyalinin hazirlanmasi:
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e Kullanilacak her siseden voliimetrik pipet ile 5 ml alindi, tam 5 ml damitiimig su
ekleyerek kalite kontrol materyali sulandirildi.

e 10-15 dakika bekletildi.

¢ Homojen bir karisim saglamak icin yavasca 3-4 dakika calkalandi.

e Homojen bir karisim elde etmek igin her 6rnek alindiktan sonra hafifce
calkalandi.

e Calisma gliniine kadar 2-8 °C'de saklandi.

3.1.3 Kilavuzlar

Dogrulama deneyleri ve hesaplamalarinda asagida listelenen ABD Kilinik
Laboratuvar Standartlari Enstitisu (CLSI) Kilavuzlarindan yararlanildi:

e Kesinlik ve gergeklik dogrulanmasinda “EP15-A2 Kesinlik ve Gergeklik
Performansinin Kullanici Tarafindan Dogrulanmasi (User Verification of Performance
for Precision and Trueness; Approved Guideline)’

e Gergeklik dogrulanmasinda ek olarak “EP09-A2-IR Hasta Ornekleriyle Yoéntem
Karsilastirilmasi ve Bias Hesaplanmasi (Method Comparison and Bias Estimation
Using Patient Samples)’

e Dogrusaligin dogrulanmasinda “EP6-A Kantitatif Olcim Proseddrlerinin
Dogrusalliginin Degerlendirimesi: istatistiksel Yaklagim (Evaluation of the Linearity of
Quantitative Measurement Procedures: A Statistical Approach)’

e Referans araligin dogrulanmasinda veya transferinde “C28-A3c Klinik
Laboratuvarda Referans Araliklari Belirleme, Olusturma ve Dogrulama (Defining,

Establishing, and Verifying Reference Intervals in the Clinical Laboratory)”

3.1.4 D vitamini ol¢iim prosediirii

D Vitamini ultraviyole detektorlt izokratik ylksek performansh sivi kromatografi
teknigi ile 6lgildi (Chromosystems. Instruction Manual for the HPLC Analysis of 25-
OH-Vitamin D3/D; in serum/plasma. Order Number 38038).

D Vitamini 8lcim prosedurinde kullanilan gerec:

Olglim Kiti: 25-OH Vitamin D2-D3 HPLC Analiz Kiti (Chromsystem 25-OH-Vitamin
Ds/D; in Serum/Plasma — HPLC, REF 38038, Almanya)

Olgiim kolonu (Sample Clean Up Column, REF 38008, Almanya)

Olgiim cihazi: HPLC cihazi (Chromsystem, Almanya)

Kimyasal malzemeler:
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Mobil faz 1000 mI*3(LOT3411, REF38031) (Chromsystem, Almanya)

Serum calibration standart (lyoph) 2 mI*5 (LOT2011, REF38033) (Chromsystem,
Almanya)

Internal standart 5 mI*3 (LOT3211, REF38004) (Chromsystem, Almanya)

Cokturme reaktifi 50 mI*3 (LOT1811, REF38005) (Chromsystem, Almanya)

Wash buffer 1 200 mI*3 (LOT1911, REF38006) (Chromsystem, Almanya)

Wash buffer 2 7,5 mI*3 (LOT1811, REF38007) (Chromsystem, Almanya)

Elisyon buffer 20 mI*3 (LOT1811, REF38009) (Chromsystem, Almanya)

Serum kontrol (lyoph) Level | 2 mI*5 (LOT5110, REF0029) (Chromsystem, Almanya)
Serum kontrol (lyoph) Level Il 2 mI*5 (LOT5010, REF0030) (Chromsystem, Almanya)
Distile su 1000 ml'lik irigasyon soliisyonu (LOTG1202011) (Eczacibasi, Turkiye
Cihazlar:

Otomatik pipet seti (0-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 ul) (Eppendorf, Aimanya)

Derin dondurucu 6zellikli buzdolabi (Bosch, Turkiye)

Buzdolabi (Bosch, Turkiye)

Masaustu santrifuj NF 1200 R (Nave, Turkiye)

24 hazneli masaustu santrifj NF 048 (Nuve, Turkiye)

Vortex 40 Hz (Velp Scientifica, italya)

Kullanilan sarf malzemeler:

1,5 mr'lik 1s1k korumali vial ttpler (LOT2711, REF33005) (Chromsystem, Almanya)
Ekstraksiyon kolonu (LOT3211-1, REF38008) (Chromsystem, Almanya)

0,3 mr'lik HPLC insert tlpleri (Chromsystem, Almanya)

100*16 ml'lik cam tipler (sodali lime camli) (Isolab, Almanya)
Ks EDTA' 2 ml'lik tiip (Vacutest, italya)
D vitamini 8lcim basamaklari:

Hasta 6rnegi: Plazma
e 2 mllik EDTA K; tipe alinir. TUpler santriflj edilene kadar karanlikta bekletilir.

e  Santrifljj ile serum ve plazma birbirinden ayrilir.

e Plazma 500 pl 1,5 ml'lik vial tipe alinir.

e Plazmadan 500 ul'de 1,5 ml kapakli seffaf vial tiipe de yedekleme yapilir ve -
20 °C’de bekletilir.

Calisma oncesi hazirlk:

o Reaktifler aninda kullanima hazir oldugu igin ¢alisma o6ncesi hazirlik

yapilmadan ¢alismaya baslanabilir.

Islem:
e 1,5 mllik vial tap alinir.
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500 pl plazma konur.

50 ul internal standart 1,5 ml'lik tipe eklenir.

500 pl ¢oktirme reaktifi eklenir

30 sh 433 g (3000 rpm) vortex uygulanir.

10 dakika +4 °C’de bekletilir.

5 dakika 15710 g'de (13000 rpm) santrifuj edilir.
Ekstraksiyon kolonlari numaralandirilir.
Supernatant ekstraksiyon kolonuna konur ve cam tlpe yerlestirilir.
249 g'de (1500 rpm) 2 dakika santrifiij edilir.

1 ml wash buffer 1 ilave edilir.

249 g'de (1500 rpm) 2 dakika santrifiij edilir.

1 ml wash buffer 1 tekrar ilave edilir.

249 g'de (1500 rpm) 2 dakika santrifiij edilir.

75 ul wash buffer 1 ilave edilir.

249 g'de (1500 rpm) 2 dakika santriftj uygulanir.
Cam tupe akan ellient atilir.

Ekstraksiyon kolonlari yeni cam ttipe oturtulur.
200 ul elGsyon buffer kolonlara ilave edilir.

249 g'de (1500 rpm) 2 dakika santrifuij edilir.
Kolon atilir.

Cam tupte yaklasik 200 pl kalan eltiente 20 pl distile su ilave edilir.
5 sn 433 g (3000 rpm) vortex uygulanir.

HPLC insert tiplerine eltient 200 ul konur ve cihaza verilir.

(9=1,118*10°)R*S? (R: Cap S: Hiz)

Int. Standard

25-0H-Vitamin Dz
= 25-0H-Vitamin Dz

2,004 |M

T T T
2,00 4,00 &,00 800

Minutes

Sekil 3.1 Chromsystem 25(OH)VitaminDs/D, serum/plazma HPLC kromatogrami

HPLC analiz proseduri:

Akis hizi 0,7 ml/dk
injeksiyon miktari: 25
Kolon sicakligi ortam (= 25 °C)

Dedektor: Dalga boyu: 265 nm
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Kit kilavuzundaki dlgim prosediri  validasyon sonuglari  Tablo 3.3te
listelenmektedir. Klinik yararlilik agisindan 25(OH)D kestirim degerleri Tablo 3.4’te
gézlenmektedir. Uretici kendi 6lglim prosediirii igin hesaplamamistir.

Tablo 3.3 Kit kilavuzunda sunulan validasyon sonuglari

Tekrarlanabilirlik %CV (konsantrasyon pg/l) %CV (konsantrasyon ug/l)
Calisma ici (n=10) Gunler arasi (n=100)

25(0OH)Vitamin D3 3,0 (24,9) 3,3(25,2)

0,9 (58,9)

1,9 (89,9) 2,3(90,4)
25(0OH)Vitamin D, 1,8 (22,6) 4,6 (23,2)

0,8 (57,5)

1,9 (84,3) 1,9 (84,5)

25(0OH)Vitamin D, 25(OH)Vitamin D3

Geri kazanim 87 % 86 %
Dogrusallik st 250 ugl/l 250 pgl/l
siniri
Saptama limiti 2 ug/l 2 ug/l
(LoD)
Olgiim Limiti (LoQ) 1,1 ug/l 1,4 ugll

Tablo 3.4 Kit kilavuzunda Vitamin D i¢i serum konsantrasyonlariyla ilgili kestirim
degerleri (klinik karar degerleri)

Optimal 20-70 pg/l (50-175 nmol/l)
Yetersiz 10-20 pg/l (25-50 nmol/l)
Eksik <10 g/l (25 nmol/l)

3.2 Yontem

Olglim prosediri performansinin gegerliliginin dogrulanmasi deneyleri: ABD CLSI
Kilavuzlarn (EP15-A2, C28-A3c, EP6-AE, EP09-A2-IR) Onerilerine gbre ydntemin
(HPLC, 25(OH)Vitamin Dy/D,, Chromsystems, Almanya) performans o6zelliklerinin
(tekrarlanabilirlik, dogruluk, rapor edilebilir araliklarin-dogrusallik ve referans aralik)

dogrulanmasi deneyleri gerceklestirildi.
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3.2.1 Tekrarlanabilirligin dogrulanmasi

Deney materyalleri olarak UTAK kalite kontrol materyalleri ve plazma havuzlari
kullanildi. EP15-A2 Kesinlik ve Gergeklik Performansinin Dogrulanmasi Kilavuzu
uygulandi. Normal ve patolojik diizeylerdeki kalite kontrol materyalleri ve hasta plazma
havuzlarinda 5 gun sireyle her gin 3’10 6lcimler yapildi. Ek-2'deki tekrarlanabilirlik
deneyi dogrulama kayit formuna goére hesaplamalar yapildi. Firmanin yayimladigi
sonugclara gore tekrarlanabilirlik degerlendirildi.

Dogrulama basamaklari firmanin %CV degerleri hedef alinarak hesaplandi. Hedef
degerler Tablo 3.5'te goérllmektedir. CLSI EP15-A2’'ye gbre Microsoft Excel'de
hazirlanan formillerle  gergeklestirildi.  Olglilen verilerin  standart sapmalari

karsilastirildi. Glnler arasi ve gun ici degerlendirme yapildi.

3.2.2 Gergekligin dogrulanmasi

3.2.2.1 Sertifikali referans materyaliyle

Tibbi karar seviyeleri araliginda UTAK kalite kontrol materyalleri kullanildi. EP15-A2
Kesinlik ve Gerceklik Performansinin Dogrulanmasi Kilavuzu ve EP09-A2-IR Yéntem
Karsilastirma ve Bias Hesaplanmasi Kilavuzu basamaklari uygulandi (Bkz. Ek-3).
UTAK KKMlerle: KKM'lerin tekrarlanabilirlik deney sonuglarindan t-istatistigi ile
dogrulama aralidi (GA:%99) hesaplandi. KKM duzeyi dogrulama aralidinda ise
gerceklik dogrulandi. Hesaplanan % bias hedeflenen % bias degerlerine gore

degerlendirildi.

3.2.2.2 Yontem karsilastirmayla

UTAK kalite kontrol materyalleri ve birey drnekleri kullanildi.

e Pamukkale Universitesi Arastirma ve Uygulama Merkezi (Hastanesi) Merkez
Laboratuvari Biyokimya Birimi'nde Chromsystem HPLC yontemi ile Ankara Duzen
Laboratuvari Biyokimya Birimi'nde Waters Quattro Premier XE marka LC-MS/MS
yontemi karsilastirilarak gerceklestirildi.

e 40 drnek ile calisildl.

e TUm analizler iki farkli ginde tamamlandi.

e Sonuglari alinan birey 6rneklerin ve UTAK KKM'lerin 25(OH)Vitamin D; ve
25(0OH)Vitamin D, degerleri hesaplandi.
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o  Ornek veri kayit formu dolduruldu (Bkz. Ek-3).

e Asiri uclar degerlendirildi.

e Veriler grafikte gosterildi.

e Egim (b), y-ekseni kesisim noktasi(a) ve S, hesaplandi.

e Bias hesapland..

o Korelasyon katsayisi (r) incelenerek regresyon istatistiginin uygulanabilme
derecesi degerlendirildi.

e Veri analizi yapilarak, yorum yapildi.

3.2.3 Dogrusalligin (rapor edilebilir araligin) dogrulanmasi

Rapor edilebilir aralik icin hedefler ve tibbi karar dizeyleri:

Ureticinin hedef olarak belirttigi Vitamin D3 igin geri kazanim % 86’dir (nonlinearite

icin %14). Tekrarlanabilirlik degerleri Tablo 3.3' te gézlenmektedir.

Yontem:

1.Yol: Analit icerigi 2.10° ug/l konsantrasyon olan stok standarttan seri diliisyonla 8
farkl noktada 6rnek hazirlandi. Dilisyon islemi igin steril su kullanildi.
CLSI EPO6A Kantitatif Olgiim Prosedurlerinin  Dogrusalliginin  Degerlendiriimesi
Kilavuzuna (CLSI-EPOGAE 2003) gore Ek-4 6f basamagindaki “Konsantre veya dilie
edilmis ticari kontrol materyali” kullanildi. 8 farkli dilisyonda &rnek hazirlandi (Tablo
3.5).

Tablo 3.5 Dilisyonla hazirlanan 8 farkli konsantrasyonda deney 6rnegi

Konsantrasyon ve diliisyon Beklenen deger  Diliisyon oranlari
fraksiyonlari Hg/l (%)
6,25 ug/l (2+4) 3,125 0,78
12,5 ug/l (2+4) 6,25 1,56
25 ug/l (2+4) 12,5 3,13
50 ug/l (2+4) 25 6,25
100 pg/l (2+4) 50 12,5
200 pg/l (2+4) 100 25
400 pg/l (2+4) 200 50

2*10° ug/l (1+5) 400 100
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2.Yol: UTAK marka u¢ farkh seviyedeki kalite kontrol materyalleri ile 6 farkli
konsantrasyon hazirlandi (Tablo 3.6).

UTAK Dusuk = 10 pg/l (ng/ml)

UTAK Orta = 30 pgl/ (ng/ml)

UTAK Yuksek = 73 pg/l (ng/ml)

Tablo 3.6 Analiz orneklerinin hazirlanmasi

Karigtirilmis Beklenen
Hazirlanigi
materyaller deger
UTAK Low UTAK Low aynen alindi 10 pgl/l
10 pg/l 'den 600 ml, 73 pg/l 'den 200 ml
2. HS HO 25,75 pgl/l
alinarak hazirlanan konsantrasyon
3. UTAK L1 aynen alindi 30 pgl/l
10 pg/l ’den 400 ml, 73 ug/l 'den 400 ml
4, HO HO 41,5 g/l

alinarak hazirlanan konsantrasyon
10 pg/l ’den 200 ml, 73 ug/l ‘'den 600 ml
5. 57,25 ugl/l
alinarak hazirlanan konsantrasyon

6. UTAK Yuksek aynen alindi 73 ug/l

Tablo 4.17, 4.18 ve 4.19'daki hesaplamalar polinomiyal modellerle Microsoft Excel
hesaplama tablosunda ilgili formiillerle gerceklestirildi. Varyans analizi SPSS istatistik

Programiyla yapildi.

3.2.4 Referans araligin gegerliliginin dogrulanmasi

CLSI C28-A3c Klinik Laboratuvarda Referans Araliklari Belirleme Kilavuzunun
Onerileri uygulandi. Referans bireyler kilavuza gore segildi. TUm bireylerde kalsiyum ve
PTH Olclldu. Kilavuza goére secilen bireylerin sonuglarina bootstraping ve robust
hesaplama yontemleri de uygulandi.

Calisma Grubu: 18-45 yaglari arasinda 40 kadin, 40 erkek saghkli génulla

Referans bireylerin secilmesi ve dislanmasi

D Vitamini suplementi alan, 18-45 yas aralidi disinda kalanlar, hamileler, kronik
hastalik durumu, tokluk hali ve diyet yapiliyor olmasi diglama kriteri olarak belirlendi.

Hazirlanmis olan anket formu tim bireyler igin dolduruldu.
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e 18-45 yas araligindaki 40 kadin ve 40 erkekten kan 6rnekleri 8-12 saat aclik
sonrasi sabah 08:00-11:00 arasinda oturur pozisyonda EDTA'li tuplere alindi. EK-5'teki
Referans birey belirleme formu (CLSI-C28A3cE 2008) imzalatildi.

e Her birey icin referans belirleme formu doldurtuldu.

e Tupler karanlk ortamda laboratuvara génderildi.

e TUm o6rnekler 7 dakika 2772 g'de (5000 rpm) santrifiij edildi ve analiz ginine
kadar -20°C’de sakland.

Vitamin D 6lcimundn i¢ kalite kontrol sonuglari toplanarak degerlendirildi.

e Pamukkale Universitesi Arastirma ve Uygulama Merkezi (Hastanesi) Merkez
Laboratuvari Biyokimya Birimi’'nde Chromosystems HPLC cihazinda analizler
gerceklestirildi.

e Olglim sonuglarinin histogrami gizildi. Dagihm gérsel degerlendirildi.

e Uc degerler gorsel olarak belirlendi.

o Dixon Reed kuralina goére asiri u¢ degerler test edildi.

e Dagihim normal dagilim olma durumu degerlendirildi.

e Dagihm durumuna goére referans araliklar ve %90 guven araliklari hesaplandi.

Cinsiyet gruplar arasinda fark olup olmadigi degerlendirildi.

3.2.5 Hesaplamalar ve istatistiksel analiz

istatistiksel analizler Microsoft Office Excel (Seattle, Washington, ABD), SPSS 21
(Chicago, lllinois, ABD), MedCalc 16.1.2 (Ostend, Belgika) programlari kullanilarak
yapildi. Yontem karsilastirma icin Regresyon analizi ve Bland-Altman analizi kullanildi.
Dogrusallik igin, polinomiyal analizler gerceklestirildi, ANOVA testi yapildi. Referans
aralik icin, Dixon ve Reed kurali ile asiri ug incelemesi yapildi. Kolmogorov Smirnov
analizi kullanildi. Student t-test ile hesaplamalar gergeklestirildi. Kilavuza gore segcilen
bireylerin sonuglarina bootstraping ve robust hesaplama yontemleri de uygulandi.

Olglim sonuglarinin histogrami gizildi.
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4 BULGULAR

4.1 Tekrarlanabilirligin Dogrulanmasi

Hasta materyalleriyle tekrarlanabilirligin dogrulanmasi

Ug farkh seviyedeki plazma havuzlarinda 25(OH)Vitamin D; degerinin kesinlik
degerlerinin hesaplamalari tablo 4.1, tablo 4.2 ve tablo 4.3'te gézlenmektedir.

Tablo 4.1 Plazma havuzu 25(OH)Vit D3 HH1 tekrarlanabilirlik kayit formu

Cihaz HPLC Chromsystem
Analit 25(0OH)Vit D3 (8,2 - 10,51 g/l arahgr)
Konsantrasyon 3,202 pg/l HH1

Kontrol materyali Ref no/Lot no
Reaktif materyali Ref no/Lot no
Kalibrator /Lot

HPLC Column 25(OH)Vit D3/D2 /4111
CS Serum Kal. St. lyo. /2011

Calisma1 |GCalisma2 |Calisma3 |Cahsma4 |Calisma5
Gun /Operator 18.06.2012 |20.06.2012 |21.06.2012 |29.06.2012 |02.07.2012
Tekrar 1 Pik yok Pik yok Pik yok Pik yok Pik yok
Tekrar 2 Pik yok Pik yok Pik yok Pik yok Pik yok
Tekrar 3 Pik yok Pik yok Pik yok Pik yok Pik yok




Tablo 4.2 Plazma havuzu 25(OH)Vit D3 HH2 tekrarlanabilirlik kayit formu

Cihaz

Analit

Konsantrasyon

Kontrol materyali Ref no/Lot no
Reaktif materyali Ref no/Lot no
Kalibrator /Lot

HPLC Chromsystem

25(OH)Vit D3

16,59 pg/l HH2 (13,1-19,76 pg/l araligi )

HPLC Column 25(OH)Vit D3/D2 /4111
CS Serum Kal. St. lyo. /2011
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Calisma1 |[Cahsma2 |Calisma3 |Calisma4 |Calisma5
Gun /Operatér 15.06.2012 | 18.06.2012 | 20.06.2012 | 21.06.2012 | 29.06.2012
Tekrar 1 13,75 22,64 10,23 7.41
Tekrar 2 15,35 20,00 10,98
Tekrar 3 16,77 17,00 10,40
2% 45,87 59,64 31,6 7,41
X4 15,29 19,88 10,5 2,47
X 9,6
X, — Xd -1,54 2,76 -0,307 4,94
(%) 237 7,618 0,094 24,4
X, — Xd 0,06 0,12 0,443 2,47
2

(xz —idj

0,004 0,014 0,197 6,1
X5 — Xd 1,48 2,88 -0,137 -2,470
(-]

2,19 8,294 0,019 6,1
3 N2
z[x _Xd) 45 15,9 0,309 36,6

2
sd; 2,28 7.9 0,15 18,3
S, 2,679
Xg—X 5,655 10,245 0,901 -7,165
[X“ - XJ 31,9 104,953 0,812 51,342
s? 47,3
5 7,215
1,431

Gun ici dogrulama degeri o, ««/C
NY

o, =%CV, ox

T

17,00

Glnler arasi dogrulama degeri o, lC
JT

o, = %CV, +X
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Tablo 4.3 Plazma havuzu 25(OH)Vit D3 HH3 tekrarlanabilirlik kayit formu

Cihaz HPLC Chromsystem
Analit 25(0OH)Vit D3
Konsantrasyon 69,87 pg/l HH3 (38,3-183 pg/l araligi )

Kontrol materyali Ref no/Lot no
Reaktif materyali Ref no/Lot no HPLC Column 25(0OH)Vit D3/D2 /4111

Kalibrator /Lot CS Serum Kal. St. lyo. /2011
Calisma1 |[Cahsma2 |Calisma3 |Calisma4 |Calisma5
Glin /Operator 16.07.2012 | 18.07.2012 | 20.07.2012 | 26.07.2012 | 27.07.2012
Tekrar 1 35,23 53,31 43,19 30,37 60,70
Tekrar 2 49,83 54,46 57,34 48,71 36,65
Tekrar 3 34,10 42,12 48,66 48,84 41,52
2% 119,2 149,9 149,2 127,9 138,8
Xd 39,72 49,96 49,73 42,64 46,29
x 45,67
X, — Xa -4,492 3,343 -6,544 12,267 14,41
(%) 20,18 11,18 42,828 150,4 207,6
X, — Xd 10,110 4,499 7,612 6,072 -9,640
(XZ‘X") 102,21 20,24 57,937 36,86 92,92
X3 — Xd -5,618 -7,843 -1,067 6,196 4,771
2
[Xs —;(d]
31,56 61,51 1,139 38,39 22,76
3 2
Z[Xi —)—(dj
: 153,95 92,92 101,90 225,74 323,3
2
sd; 76,97 46,46 50,95 112,87 161,6
S, 9,476
X4~ X -5,948 4,293 4,064 -3,028 0,62
(] 35,376 18,42 16,51 9,172 0,384
S¢ 19,97
S 8,935
Gun ici dogrulama degeri o «/C 0,606 -
¢ dod J "f\/*v/_ . = %CV, X 0,411
T 253215
Gunler arasi dogrulama degeri,../c
o - 2,1
0,023 o, =%CV,x




Tablo 4.4 Hesaplama sonuglari

EK-1 Madde 4'e gore gln ici degerlendirmeler yapildi.
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Hesaplanan Giin ici
tekrarlanabilirlik s, dogrulama
degeri
Vitamin HH1 - Dogrulanmadi
Ds HH2 - Dogrulanmadi
HH3 9,476 0,606 Dogrulanmadi
EK-1 Madde 5'e gbre gunler arasi degerlendirmeler yapildi.
Hesaplanan Giinler arasi
tekrarlanabilirlik s, dogrulama
degeri
Vitamin - Dogrulanmadi
D3 - Dogrulanmadi
8,935 0,023 Dogrulanmadi

Kalite kontrol materyalleriyle:

Ug farkli seviyedeki kontrol serumlarinda 25(OH)Vitamin D; ve 25(OH)Vitamin D,

degerlerinin kesinlik dederlerinin ayri ayri dogrulandigi dustik duzey hesaplamalar

Tablo 4.5 ve 4.6'da orta diuzey (dizey 1) hesaplamalar Tablo 4.7 ve 4.8'de, ylksek

dizey (duzey 2) hesaplamalar Tablo 4.9 ve 4.10'da gézlenmektedir.

Tablo 4.5 25(OH)Vitamin D; dugtik diizey_tekrarlanabilirlik veri kayit formu

Cihaz

Analit

Konsantrasyon

Kontrol materyali Ref no/Lot no
Reaktif materyali Ref no/Lot no
Kalibrator /Lot

HPLC Chromsytem

25-OH-Vit D3

10 ng/ml (25 nmol/l)

UTAK Vit D Plus Diisik 10060/7038
HPLC Column 25-OH-Vit Ds/D» / 4111
CS Serum Kal. St. lyo. /2011

Cahsma1 Calisma 2 Calisma 3 Calisma 4 Calisma 5

Giin /Operator 14.06.2012 15.06.2012 18.06.2012 20.06.2012 21.06.2012
Tekrar 1 11,2 10,2 10,3 8,4 11,7
Tekrar 2 8,7 10,9 10,4 8,8 9,7
Tekrar 3 11,2 10,0 11,5 6,5 10,1

3
> % 31,10 31,10 32,21 23,73 31,60

i=1

)‘(d 10,37 10,37 10,74 7,91 10,53
X 9,983

X, — Xd 0,873 -0,207 -0,417 0,510 1,188
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[xl_id] 0,763 0,043 0,174 0,260 1,411
X, — X -1,657 0,543 0,377 0,930 -0,814
(xz—id] 2,745 0,295 0,142 0,865 0,663
X, — Xa 0,783 -0,337 0,793 -1,440 -0,374
2

(xa—id] 0,614 0,113 0,629 2,074 0,140
3 N2
Z(x,fxd] 4,121 0,451 0,945 3,199 2,214
1
sd? 2,060 0,226 0,472 1,599 1,107
s, 1,045
X, X 0,384 0,384 0,754 -2,073 0,551

N2
(xd—xj 0,147 0,147 0,568 4,296 0,304
s 1,366
S, 1,447
Gin i¢i dogrulama degeri
o, T 44,13 o, =%CV, +X 29,95

NY
T 16,00
Glnler arasi dogrulama _ 32,94
degeri o, . 45,31 o, = %CV, X

JT

UTAK Vit D Plus disuk dizey igin, 25-OH-Vit D; degerinde:
sr (1,045) < gun ici dogrulama degeri (44,13)
s, (1,447) < glnler arasi dogrulama degeri (45,31) oldugundan

tekrarlanabilirlik tutarli dogrulandi.

Tekrarlanabilirligin dogrulanmasi deneylerinde tum analiz sonuclari alindiktan sonra

hesaplamalar yapildi ve ardindan basamaklari

dogrulama uygulandi ve

degerlendirmeler yapildi.

Tablo 4.6 25(OH)Vitamin D, dliglik diizey_tekrarlanabilirlik veri kayit formu
Cihaz HPLC Chromsytem

Analit 25-OH-Vit D,

Konsantrasyon 10 ng/ml (24,2 nmol/l)

Kontrol materyali Ref no/Lot no UTAK Vit D Plus Diistik 10060/7038

Reaktif materyali Ref no/Lot no HPLC Column 25-OH-Vit Ds/D, / 4111



Kalibrator /Lot

CS Serum Kal. St. lyo. /2011
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Cahsma1 Caligma 2 Cahisma 3 Calisma 4 Calisma 5
Giin /Operatér 14.06.2012 [15.06.2012 |[18.06.2012 [20.06.2012 |21.06.2012
Tekrar 1 13,25 9,22 9,97 10,39 8,002
Tekrar 2 11,23 9,79 10,05 10,78 9,23
Tekrar 3 12,78 9,87 14,01 8,47 8,78
Zx 37,26 28,88 34,03 29,64 26,01
X4 12,42 9,63 11,34 9,880 8,671
x 10,39
X, — Xa 0,830 -0,407 -1,373 0,510 -0,669
[xl—iu j 0,689 0,165 1,886 0,260 0,447
X, — Xa -1,190 0,163 -1,293 0,900 0,559
(XQ_;d] 1,416 0,027 1,673 0,810 0,313
Xy — Xd 0,360 0,243 2,667 -1,410 0,109
2
(xs—idj 0,130 0,059 7,111 1,988 0,012
3 2
Z(Xi —Xd] 2,235 0,251 10,67 3,058 0,772
sd?
" 1,117 0,126 5,335 1,529 0,386
5, 1,303
X, X 2,032 -0,761 0,955 -0,508 -1,717
[) 4,128 0,580 0,912 0,258 2,950
2
S 2,207
S, 1,827
Gin i¢i dogrulama degeri ) 18,69
o, \C 27,55 o, =%CV, X
Jv
T 27,00
Gilinler arasi dogrulama . 47,78
degeri ;.,c 50,59 o, = %CV, X
\/.]T
UTAK Vit D Plus dislk dizey icin, 25(OH)Vit D, degerinde:
sr(1,303) < gun i¢i dogrulama degeri (27,55)
s, (1,827) < gunler arasi dogrulama degeri (50,59) oldugundan

tekrarlanabilirlik tutarli bicimde dogrulandi.



Tablo 4.7

Cihaz
Analit

Konsantrasyon

Kontrol materyali Ref no/Lot no

Reaktif materyali Ref no/Lot no

Kalibrator /Lot

HPLC Chromsytem

25-OH-Vit D3

30 ng/ml (74 nmolll)
UTAK Vit D Plus Diizey 1 10061/7039
HPLC Column 25-OH-Vit D3/D, / 4111

CS Serum Kal. St. lyo. /2011
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25(0OH)Vitamin D; diizey 1_tekrarlanabilirlik veri kayit formu

Cahsma1 Caligma 2 Cahisma 3 Calisma 4 Calisma 5
Guin /Operatér 14.06.2012 |15.06.2012 |18.06.2012 |20.06.2012 |21.06.2012
Tekrar 1 30,03 32,22 25,76 20,64 28,40
Tekrar 2 33,64 29,90 29,95 22,22 29,20
Tekrar 3 30,69 30,76 29,17 24,03 29,02
Zx 94,36 92,88 84,88 66,88 86,62
X4 31,45 30,96 28,29 22,29 28,87
x 28,38
X, — Xa -1,423 1,260 -2,533 -1,655 -0,473
(%= j 2,026 1,588 6,418 2,739 0,224
X, — Xa 2,187 -1,060 1,657 -0,075 0,327
(xz—id] 4,782 1,124 2,745 0,006 0,107
X, — Xd -0,763 -0,200 0,877 1,730 0,147
2
(xs—idj 0,583 0,040 0,769 2,993 0,022
3 V2
Z(xi —Xa] 7,390 2,751 9,931 5,738 0,352
sd? 3,695 1,376 4,965 2,869 0,176
s, 1,617
X, — X 3,078 2,585 -0,082 -6,080 0,498
[) 9,476 6,682 0,007 36,966 0,248
s 13,34
S, 3,884
Gin i¢i dogrulama degeri
o T 125,42 o, =%CV, +X 85,12
N
T 11,00
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Gilinler arasi dogrulama

degeri ,.Jc 155,33 o, = %CV, X 93,64
N

UTAK Vit D Plus Dazey 1 igin, 25(OH)Vit D3 degerinde:
s (1,617) < gun ici dogrulama degeri (125,4)

s (3,884) < gunler arasi dogrulama degeri (155,3) oldugundan
tekrarlanabilirlik tutarli bigimde dogrulandi.
Tablo 4.8 25(0OH)Vit D, diizey 1_tekrarlanabilirlik veri kayit formu

Cihaz HPLC Chromsytem
Analit 25-OH-Vit D,
Konsantrasyon 30 ng/ml (72,7 nmolll)
Kontrol materyali Ref no/Lot no UTAK Vit D Plus Diizey 1 10061/7039
Reaktif materyali Ref no/Lot no HPLC Column 25-OH-Vit Ds/D, / 4111
Kalibrator /Lot CS Serum Kal. St. lyo. /2011

Cahisma1 Calisma 2 | Calisma3 Calisma 4 Calisma 5
Giin /Operator 14.06.2012 15.06.2012 | 18.06.2012 20.06.2012 21.06.2012
Tekrar 1 29,16 28,99 31,43 22,05 26,55
Tekrar 2 31,16 25,99 33,65 24,61 25,62
Tekrar 3 29,74 28,14 35,54 22,84 24,49
ZX 90,06 83,12 100,62 69,50 76,66
)‘(d 30 27,7 33,5 23,2 25,5
x 27,997
X, — Xa -0,860 1,283 -2,110 -1,117 0,995
(x50 j 0,740 1,647 4,452 1,247 0,990
X, — Xd 1,140 -1,717 0,110 1,443 0,071
(xz—id] 1,300 2,947 0,012 2,083 0,005
Xy — X4 -0,280 0,433 2,000 -0,327 -1,066

2

(xa—id) 0,078 0,188 4,000 0,107 1,136
3 2
Z[xi —Xa] 2,118 4,782 8,464 3,437 2,131
sd?

1,059 2,391 4,232 1,718 1,066
S 1,447
X’d_; 2,023 -0,290 5,543 -4,830 -2,445
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() 4,092 ‘ 0,084 ’ 30,724 ‘ 23,33 ‘ 5,988
st 16,053
S, 4,177
GUn ici dogrulama degeri
o, T 74,25 o, = %CV. X 50,39
NS
T 7,000
Glnler arasi dogrulama
degeri,.\c 267,8 &, = %CV, X 128,8
\/.]T

UTAK Vit D Plus Dizey 1 icin, 25(OH)Vit D, degerinde:

s/ (1,447) < gun ici dogrulama degeri (74,25)

s, (4,177) < gunler arasi dogrulama degeri (267,8) oldugundan

tekrarlanabilirlik tutarli bicimde dogrulandi.

Tablo 4.9

Cihaz

Analit

Konsantrasyon

Kontrol materyali Ref no/Lot no
Reaktif materyali Ref no/Lot no
Kalibrator /Lot

HPLC Chromsytem

25-OH-Vit D3
73 ng/ml (182

nmoll/l)

UTAK Vit D Plus Diizey 2 10062/7040
HPLC Column 25-OH-Vit Ds/D, / 4111
CS Serum Kal. St. lyo. /2011

25(0OH)Vitamin D; diizey 2_tekrarlanabilirlik veri kayit formu

Calismal |GCalisma2 |Calisma3 |Cahsma4 |Calisma5
Guin /Operatér 14.06.2012 |15.06.2012 |18.06.2012 |20.06.2012 |21.06.2012
Tekrar 1 74,97 74,63 75,10 51,97 75,85
Tekrar 2 77,89 71,09 75,45 53,20 77,86
Tekrar 3 77,47 72,22 76,39 51,25 78,33
zx 230,3 217,9 226,9 156,4 232,03
Xq 76,8 72,6 75,6 52,1 77,3
x 70,91
X, — Xa -1,807 1,983 -0,547 -0,170 -1,495
(x]—iu i 3,264 3,934 0,299 0,029 2,234
X, — Xa 1,113 -1,557 -0,197 1,060 0,512
[xZ—id] 1,240 2,423 0,039 1,124 0,262
X, — Xa 0,693 -0,427 0,743 -0,890 0,982

_ 2

(xs-xdj 0,481 0,182 0,553 0,792 0,965
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Z[x —ia] 4,984 6,539 0,890 1,945 3,461
sd; 2,492 3,269 0,445 0,972 1,731
5, 1,335
X,— X 5,866 1,736 4,736 -18,77 6,433
(j 34,409 3,013 22,429 352,340 41,383
st 1134
S, 10,70
Guin i¢i dogrulama degeri &, ««/C =
N 94,03 o, = %CV, «X 63,82
T 4,00
Glnler arasi dogrulama degeri B
oC 448,7 o, = %CV,+x 163,1
i
UTAK Vit D Plus Dizey 2 icin, 25(OH)Vit D; de@erinde:
s/ (1,335) < gun ici dogrulama degeri (94,03)
s, (10,704) < gunler arasi dogrulama degeri (448,7) oldugundan

tekrarlanabilirlik tutarli bigimde dogrulandi.

Tablo 4.10

Cihaz

Analit

Konsantrasyon

Kontrol materyali Ref no/Lot no
Reaktif materyali Ref no/Lot no
Kalibrator /Lot

HPLC Chromsytem
25-OH-Vit D,
73 ng/ml (177 nmolll)

UTAK Vit D Plus Diizey 2 10062/7040
HPLC Column 25-OH-Vit Ds/D, / 4111
CS Serum Kal. St. lyo. /2011

25(0OH)Vitamin D, diizey 2_tekrarlanabilirlik veri kayit formu

Calisma 1 Calisma 2 Galisma 3 Calisma 4 Calisma 5
Giin /Operator 14.06.2012 15.06.2012 18.06.2012 20.06.2012 21.06.2012
Tekrar 1 77,80 66,14 79,54 52,96 65,29
Tekrar 2 73,52 65,73 75,49 56,29 72,26
Tekrar 3 73,20 68,18 79,27 53,34 79,24
3 2245 200,0 234,3 162,6 216,8
)_(d 74,8 66,7 78,1 54,2 72,3
x 69, 22
X, — Xd 2,960 -0,543 1,440 -1,237 -6,969
(xﬁiu ] 8,762 0,295 2,074 1,529 48,567
X, — Xd -1,320 -0,953 -2,610 2,093 -0,001
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(xz—idjz 1,742 0,909 6,812 4,382 0,000
X, — Xa -1,640 1,497 1,170 -0,857 6,970
2
(xs—idj 2,690 2,240 1,369 0,734 48,581
i(xi —ia] 13,194 3,444 10,255 6,645 97,148
sdf 6,597 1,722 5,127 3,323 48,574
S, 3,615
X,— X 5,623 -2,534 8,883 -15,021 3,049
= 31,616 6,420 78,904 225,616 9,295
st 87,97
S, 9,832
GUln i¢i dogrulama degeri -
o, T 193,8 o, = %CV. +x 131,5
Ny
T 51,00
Gunler arasi dogrulama B
degeri ;. ./c 101,3 o, = %CVl X 131,5
N
UTAK Vit D Plus Dizey 2 icin, 25(OH)Vit D, degerinde:
s/ (3,615) < gun i¢i dogrulama degeri (193,8)
s (9,832) < gunler arasi dogrulama degeri (101,3) oldugundan
tekrarlanabilirlik tutarli bigimde dogrulandi.
Hesaplama sonuclarinin degerlendiriimesi:
EK-1 madde 4'e gbre gun ici degerlendirmeler yapildi.
Tablo 4.11 Giin i¢i degerlendirme sonugclari
Hesaplanan Giin igi
tekrarlanabilirlik dogrulama
Sy degeri
Vitamin D,  Dusuk 1,303 27,55 Dogrulandi
Orta (Duzey 1) 1,447 74,25 Dogrulandi
Yiksek (Duzey_2) 3,615 193,8 Dogrulandi
Vitamin D;  Dulslk 1,045 44,13 Dogrulandi
Orta (Dlzey 1) 1,617 125,4 Dogrulandi
Yiksek (Dizey 2) 1,335 94,03 Dogrulandi
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EK-1 madde 5'e gore gunler arasi degerlendirmeler yapildi.

Tablo 4.12 Ginler arasi degerlendirme sonuglari

Hesaplanan Giinler arasi
tekrarlanabilirlik dogrulama
S, degeri
Vitamin D, Dusuk 1,827 50,59 Dogrulandi
Orta (Dlzey_1) 4,177 267,8 Dogrulandi
Yiksek (Diizey 2) 9,832 101,3 Dogrulandi
Vitamin D3 Dusuk 1,447 45,31 Dogrulandi
Orta (Dlzey_1) 3,884 155,3 Dogrulandi
Yiksek (Duzey 2) 10,70 448,7 Dogrulandi

4.2 Gergekligin Dogrulanmasi

Gergeklik (KKM dizeylerine gore): Kalite kontrol materyalleri ile gerceklestirilen
deney sonuglarina gore gergeklik dogrulandi. Dogrulama araliklari; disik dizey UTAK
icin 4,44-16,41 ng/ml, L1 UTAK igin 14,6-44,5 ng/ml ve L2 UTAK igin de 42,65-108,2
ng/ml  bulundu. Dogrulama sinirflarina  gére degerlendirme Tablo 4.13te
gosteriimektedir. Ug diizey igin hesaplanan %biaslar (%4,3; %1,4; %3,34) her KKM igin
U¢ hedef biastan da kiclk bulundu.

Kalite kontrol materyalleriyle gercekligin dogrulanmasi:

Analiz Sistemi:

Analit: 25(OH)Vit D5

Cihaz: Chromsytems, HPLC-izoktarik UV Detektor

Reaktif materyali ref no/Lot no: HPLC Column 25(OH)Vit D5/D»/4111
Kalibrator/Lot: CS Serum Kal, St, lyo, /2011

Kontrol Materyalleri:

Kontrol materyali ref no/ Lot No KM, Konsantrasyon ng/ml (nmol/l)
UTAK Vit D Plus Low 10060/7038 10 (25)

UTAK Vit D Plus Level 1 10061/7039 | 30 (74)

UTAK Vit D Plus Level 2 10062/7040 | 73 (182)

Hedef degerler (Bias):
Firma Stokl_2009 Viljonen_2011
%Bias 14* 10 5

*Firmanin geri kazanim degeri %86’dan hesaplandi.



Tablo 4.13  Olgiim sonuglari ve hesaplamalar

Giin Sira UTAK- Low UTAK-L1 UTAK-L2
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 11,24 30,03 75,0
1. gln 2 8,71 33,64 77,9
3 11,15 30,69 77,5
4 10,16 32,22 74,6
2.gln 5 10,91 29,90 71,1
6 10,03 30,76 72,2
7 10,32 25,76 75,1
3. giln 8 10,36 29,95 75,5
9 11,53 29,17 76,4
10 10,15 26,64 75,0
4 .gin 11 10,12 29,22 73,2
12 10,14 29,03 76,3
13 11,72 28,40 75,8
5. gun 14 9,72 29,20 77,9
15 10,16 29,02 78,3
Ortalama 10,43 29,58 75,44
SE 0,199 0,498 0,541
Dogrulama
4,44 -16,41 14,6 — 44,5 42,65 - 108,2
arahgi (ng/ml)
Hedef (ng/ml) 10 30 73
Fark | ng/ml| 0,43 -0,42 2,44
%bias 4,3 1,4 3,34
Gegerli Gegerli Gegerli

Ek-3 madde 1.4.5.5' e gére hesaplamalar yapildi(Tablo 4.14).



Tablo 4.14 KKMlerle gergekligin hesaplamalari

UTAK Low UTAK L1 UTAK L2
sp=timt 2 0,594 3,729 4,395
o= -;_2 0,199 0,498 0,541
Sa 4 5 11
Serbestlik derecesi= 2n-1 (5 ¢alisma i¢in 3 tekrar 14 14 14
Olglim)
o« 0,01 ift tarafl t igin 2,977 2,977 2,977
Dogrulama araligi x + t1—a/2.2n_1 “\J(s2 +s2) 4,44-16,41 14,61-44,53 | 42,65-108,23
Firmanin degeri (ng/ml) 10 30 73
Degerlendirme sonucu Gegerli Gegerli Gegerli
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Her seviye igin Ol¢limus deger, verifikasyon sinirlarinin icerisinde kaldigindan, firmanin

belirttigi gerceklik performansi dogrulandi.

Yontem karsilastirma ile gercekligin dogrulanmasi: Karsilastirma sonugclari kaydedildi

(Tablo 4.15). EK-3 madde 2.4'e gore hesaplamalar yapildi.
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Tablo 4.15 Karsilagtirma ¢alismasi sonuglar (HPLC ve LC-MS/MS)

Giin(ler): | Analit:25-OH-Vitamin D3
Test Yontemi: HPLC
Karsilastirilan Yontem: LC-MS/MS
Test Yontemi Kargilastirilan Yéontem de-tr:;ti ) K?gﬂ:g?;'?)l(a)n
Ornek # 1.0lglim 2. 6lgim 1.6lciim 2. Olglim Ortalama Ortalama
1 11,24 9,00 11,24 9,00
2 10,16 9,30 10,16 9,30
3 10,32 9,10 10,32 9,10
4 9,97 9,60 9,97 9,60
5 10,39 9,60 10,39 9,60
6 9,22 9,50 9,22 9,50
7 13,25 12,90 13,25 12,90
8 11,23 27,50 11,23 27,50
9 30,03 25,40 30,03 25,40
10 32,22 26,10 32,22 26,10
11 25,76 25,70 25,76 25,70
12 33,64 30,50 33,64 30,50
13 35,54 36,30 35,54 36,30
14 74,87 26,00 74,87 26,00
15 74,63 48,50 74,63 48,50
16 75,10 56,50 75,10 56,50
17 72,20 55,90 72,20 55,90
18 51,97 50,00 51,97 50,00
19 51,25 51,30 51,25 51,30
20 53,20 57,10 53,20 57,10
21 6,00 13,30 6,00 13,30
22 9,00 9,90 9,00 9,90
23 9,40 6,00 9,40 6,00
24 9,50 7,40 9,50 7,40
25 21,00 9,40 21,00 9,40
26 21,50 13,20 21,50 13,20
27 22,00 13,60 22,00 13,60
28 23,00 15,20 23,00 15,20
29 24,00 13,80 24,00 13,80
30 27,00 18,60 27,00 18,60
31 28,00 19,70 28,00 19,70
32 35,68 11,60 35,68 11,60
33 37,00 17,00 37,00 17,00
34 102,00 74,60 102,00 74,60
35 101,00 16,90 101,00 16,90
36 87,00 24,00 87,00 24,00
37 73,00 25,60 73,00 25,60
38 60,00 10,00 60,00 10,00
39 56,67 16,60 56,67 16,60
40 51,00 20,20 51,00 20,20

Sadece KKM’lerle (n=19) yapilan karsilastirmada EP15-A2’ye gb6re hesaplanan
%bias=%15,4 dogrulama siniri -%0,1-%20 arasinda bulundu. Hasta érnekleri de dahil
40 Ornek ile yapilan kargilastirma degerlendirmesi ile dogrulanmadi. Asiri u¢ degerler
atildu.

N=31 &rnek ile yapilan karsilastirma sonucunda dogrulama siniri saglandi (%21,6;
%3,9-%24,0) (Tablo 4.16).
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Tablo 4.16 31 ornek ile karsilastirma sonuglari

Sira No ug/l (25-OH-Vit | ug/l (25-OH-Vit Fark %Fark
D3) HPLC D3) LC-MS/MS
1 11,24 9,00 2,24 19,92
2 8,71 9,30 0,59 6,77
3 11,15 9,10 2,05 18,38
4 10,16 9,60 0,56 5,51
5 10,91 9,60 1,31 12,00
6 10,03 9,50 0,53 5,28
7 10,32 12,90 2,58 25
8 30,03 27,50 2,53 8,42
9 33,64 25,40 8,24 24,49
10 30,69 26,10 4,59 14,95
11 32,22 25,70 6,52 20,23
12 29,90 30,50 0,60 2,00
13 30,76 36,30 5,54 18,01
14 77,89 48,50 29,39 37,73
15 77,47 56,50 20,97 27,06
16 74,63 55,90 18,73 25,09
17 71,09 50,00 21,09 29,66
18 72,22 51,30 20,92 28,96
19 75,10 57,10 18,00 23,96
20 6,00 13,30 7,30 121,6
21 9,00 9,90 0,90 10
22 9,40 6,00 3,40 36,17
23 9,50 7,40 2,10 22,10
24 21,00 9,40 11,60 55,23
25 21,50 13,20 8,30 38,60
26 22,00 13,60 8,40 38,18
27 23,00 15,20 7,80 33,91
28 24,00 13,80 10,20 42,5
29 27,00 18,60 8,40 31,11
30 28,00 19,70 8,30 29,64
31 102,00 74,60 27,40 26,86
Li(b=B)"
Sp_ — 8,32
I (o _on)?
o \/ 1=1(%b; — %b) 21,46
%b = n—1 '
t 0,01 ve df 31 igin 2,738
B 14
tl_a/z,n—1 " Sopb
B x n 3,92-24,07

Regresyon istatistigine gore n=31, 250HVitD3(HPLC)=-1,61+1,39(LC-MS/MS),
r=0,976, Sy/x=6,03; i¢ KKM icin % biaslar % 13, % 24, % 27, olarak hesaplandi. Sekil

4.1’ de karsilagtirma grafikleri gézlenmektedir.
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Sekil 4.1 Karsilagtirma grafikleri (Regresyon ve Bland-Altman)

4.3 Dogrusallik (Rapor Edilebilir Araligin) Dogrulanmasi

Ticari materyal dilue edilerek gerceklestirilen deney:

Tablo 3.6'da anlatildigi sekilde hazirlanan 8 farkh konsantrasyon icin tek giinde

gerceklestirilen cift 6lgiim sonuglari Tablo 4.17'de gézlenmektedir.

Tablo 4.17  25(OH)Vitamin D; ¢ift 6lcum degerleri
Diliisyon Beklenen 1.6lgiim 2. Slgiim Fark Ortalama
25-OH-VitDs(ugll)  25-OH-VitDs( ugll )
1 3,13 6,2 5,2 1,0 5,69
2 6,25 10,5 9,3 1,2 9,86
3 12,5 35 25 10 29,76
4 25 74 73 73,41
5 50 71 67 4 68,76
6 100 168 103 65 135,6
7 200 422 369 53 395,7
8 400 678 658 20 668,1
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660 R? Linear = 0.986
620 660~ C] |2 Linear = 0 988
580 620
540 5801
500 540
460 500
420 460
= 380 ° 420
:' 340 _ . e
o y=4.27+1 7*x. 380
Q 300 340
S 260+ 300+ E:?*' ™
220 260
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Sekil 4.2 llk sekiz konsantrasyonun beklenen ve Olgiilen degerlerinin

regresyon grafigi

Nonlinearite dereceleri hesaplandi. Kilavuz Onerisine gore nonlinearite derecesinin

hesaplanmasi icin polinomiyal analiz gerceklestiriidi. MS Excel'de gerceklestirilen

analizler birinci derece polinomiyal analiz Tablo 4.18'de, ikinci derece polinomiyal

analiz 4.19'da ve Uglincu derece polinomiyal analiz 4.20'de yer almaktadir.



Tablo 4.18 Birinci derece polinomiyal regresyon
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SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics

Multiple R
R square
Adjusted R Square

Standard Error

Observations
ANOVA
df
Regression 1
Residual 6
Total 7
Coefficients

Intercept -195
Dilisyon 82

RESIDUAL OUTPUT
Observation
1

o N o 0B~ W N

0,847
0,718
0,671
135,6
8

SS

281657,7
110324,9
391982,6

Standard  t Stat

Error

106 -1,847
21 3,914

Predicted Mean
-113,3
-31,4
50,5
132,4
214,3
296,2
378,1
460,0

MS F
281657,7 15,31
18387,48
P-value Lower Upper
95% 95%
0,114 -453,7 63,4
0,008 30,7 133,1
Residuals
118,95
41,23
-20,76
-59,01
-145,55
-160,55
17,63
208,07

Significance F

0,007

Lower
95%
-453,7
30,7

Upper
95%
63,4
133,1

Stan. Residuals

0,947
0,328
-0,165
-0,470
-1,159
-1,279
0,140
1,657




Tablo 4.19 ikinci derece polinomiyal regresyon

a7

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics

Multiple R 0,975

R square 0,951

Adjusted R Square 0,932

Standard Error 61,8

Observations 8

ANOVA
df SS MS

Regression 2 372876,5 1866438,3

Residual 5 19106,12 3821,224

Total 7 391982,6
Coefficients  Standard  t Stat P-value Lower

Error 95%

Intercept 154,38 86,24 1,790 0,133 -67,3

Dilisyon -127,82 43,97 -2,907 0,034 -240,9

2 23,30 4,77 4,886 0,005 11,04

RESIDUAL OUTPUT
Observation Predicted Mean Residuals

1 49,9 -44,17
2 -8,1 17,92
3 -19,4 49,14
4 15,9 57,50
5 97,8 -29,04
6 226,3 -90,64
7 401,4 -5,68
8 623,1 44,96

48,79

Upper
95%

376,1
-14.8
35,56

Significance F

0,0005

Lower
95%
-67,3
-240,9
11,04

Upper
95%

376,1
-14,8
35,56

Stan. Residuals

-0,845
0,343
0,941
1,101
-0,556
-1,735
-0,109
0,861




Tablo 4.20 Ugiincii derece polinomiyal regresyon
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SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics
Multiple R
R square
Adjusted R Square

Standard Error

Observations
ANOVA
df
Regression 8
Residual 4
Total
Coefficients

Intercept -93,12
Diltisyon 129,67
2° -44,20
3° 5,00

RESIDUAL OUTPUT
Observation
1

o N o g b~ WDN

0,995

0,989

0,981

32,6

SS

387726,3
4256,321
391982,6

Standard t Stat

Error
80,38
72,73
18,24
1,34

-1,159
1,783
-2,423
3,736

Predicted Mean
-2,6
29,4
33,1
38,4
75,3
173,8
363,9
675,6

MS F
129242,1 121,5
1064,08
P-value Lower Upper
95% 95%
0,311 -316,3 130,04
0,149 -72,3 331,6
0,073 -94,8 6,45
0,020 1,284 8,716

Residuals
8,33
-19,58
-3,36
35,00
-6,54
-38,14
31,82
-7,54

Significance F

0,0002

Lower
95%
-316,3
-72,3
-94,8
1,284

Upper
95%
130,04
331,6
6,45
8,716

Stan. Residuals
0,338
-0,794
-0,136

1,419

-0,265
-1,547

1,291

-0,306

ikinci ve Ugiincii derece polinomiyallerin nonlinear katsayilari istatistiksel olarak anlamli

idi (p<0,05, giktilarda gdzlenmektedir). Olgiim prosediirii 3,13 pg/l — 400 ug/l arasinda

dogrusal bulunmadi.
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Ek-4 kilavuz madde 11’e gore dilie edilerek hazirlanan deney materyallerinin
sonuglarinda sapan degerler ikiden fazla oldugu igin, materyal ve dilusyon iglemlerinin
yeterli olmadidi dusiunuldd. Satin alinan kontrol materyallerine goére dogrusallik
dogrulama deneyleri tekrarlandi. Ticari ylUksek ve duslk konsantrasyonlardaki
materyallerden hazirlanan 6rnekler, rapor edilebilir araligin dogrulanmasi ydnteminde
de aciklandigi uzere UTAK marka Ug farkli seviyedeki kalite kontrol materyalleri ile 6
farkli konsantrasyon hazirlandi.

UTAK Dusuk = 10 g/l (ng/ml)

UTAK Orta = 30 pg/l (ng/ml)

UTAK Yuksek = 73 ug/l (ng/ml)

Tablo 4.21'de ticari kontrol materyallerinden hazirlanmis olan dilisyonlarin 6lgim
sonuglari gézlenmektedir.

Tablo 4.21  Rapor edilebilir araligin degerlendirilmesi

Diliisyon  Beklenen 1. 2. Ortala X1-X2 Diffkar Y%Fark %Fark®/2
Deger olciim olciim ma esif2
ugll ugll ugll
1 10 8,16 7,85 8,00 0,31 0,05 3,79 7,22
2 25,75 19,70 15,84 17,77 3,86 7,45 19,59 191,96
3 30 17,90 20,38 19,14 -2,48 3,07 -13,85 95,98
4 41,5 31,23 37,18 34,20 -5,95 17,70 -19,05 181,49
5 57,25 45,48 52,57 49,02 -7,09 25,13 -15,59 121,51
6 73 54,82 57,17 55,99 -2,35 2,76 -4,29 9,19

[F? Linear = 0.977
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Sekil 4.3 Ticari kontrol materyallerden hazirlanan diliisyonlarin beklenen ve
olculen degerlerinin regresyon grafigi

R* degeri 0,977 bulundu. Sapan degerler gézlenmedigi icin polinomiyal analizler
gerceklestirildi.
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MS Excel’de birinci, ikinci ve Ug¢lncl derece en kuguk kareler regresyon analizi yapildi.
Regresyon analizlerinden kilavuzda dnerilen Tablo 4.22, 4.23 ve 4.24 hazirland1.

Tablo 4.22 Birinci derece polinomiyal regresyon

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,982
R square 0,963
Adjusted R Square 0,954
Standart Error 4,062
Observations 6
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 1 1737,8 1737,8 105,3 0,0005
Residual 4 65,99 16,49
Total 5 1803,8
Coefficients  Standart  t Stat P-value Lower Upper Lower Upper
Error 95% 95% 95% 95%
Intercept  -4,188 3,781 -1,107 0,330 -14,69 6,310 -14,69 6,310
X 9,965 0,971 10,26 0,0005 7,269 12,66 7,269 12,66
RESIDUAL OUTPUT
Observation Predicted Mean Residuals
1 5,78 2,23
2 15,74 2,03
3 25,71 -6,57
4 35,67 -1,47
5 45,64 3,39
6 55,60 0,39
Tablo 4.23 Ikinci derece polinomiyal regresyon
SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,987
R square 0,974
Adjusted R Square 0,956
Standard Error 3,962
Observations 6
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 2 1756,7 878,3 55,94 0,0042
Residual 3 47,1 15,70
Total 5 1803,8
Coefficients  Standard t Stat P-value Lower Upper Lower Upper
Error 95% 95% 95% 95%
Intercept 2,450 7,088 0,346 0,752 -20,11 25,01 -20,11 25,01
X 4,987 4,637 1,075 0,361 -9,771 19,75 -9,771 19,75
X2 0,711 0,649 1,097 0,353 -1,353 2,775 -1,353 2,775
RESIDUAL OUTPUT
Observation Predicted Mean Residuals
1 8,15 -0,143
2 15,27 2,502
3 23,81 -4,671
4 33,78 0,429
5 45,16 3,861
6 57,97 -1,978
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Tablo 4.24 Uglincii derece polinomiyal regresyon

SUMMARY OUTPUT
Regression Statistics
Multiple R 0,989
R square 0,978
Adjusted R Square 0,946
Standard Error 4,394
Observations 6
ANOVA
df SS MS F Significance F
Regression 3 1765,2 588,4 30,48 0,032
Residual 2 38,61 19,31
Total 5 1803,8
Coefficients Standard t Stat P-value Lower Upper Lower Upper
Error 95% 95% 95% 95%
Intercept 11,57 15,84 0,730 0,541 -56,59 79,74 -56,59 79,74
X -6,488 18,05 -0,359 0,754 -84,16 71,18 -84,16 71,18
X2 4,512 5,78 0,781 0,517 -20,34 29,37 -20,34 29,37
x3 -0,362 0,546 -0,663 0,575 -2,710 1,987 -2,710 1,986
RESIDUAL OUTPUT
Observation Predicted Mean Residuals
1 9,23 -1,23
2 13,75 4,02
3 22,94 3,80
4 34,64 -0,44
5 46,68 2,34
6 56,89 -0,89

ikinci ve Uglincli derece polinomiyallerin nonlinear katsayilari istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p>0,05). Olgiim prosediirii 10 pg/l — 73 pg/l arasinda dogrusaldir.

Sekil 4.4'Un ilk asamasi gergeklestirilmis olur.
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1.Calisma ve hata (nonlinearite ve
tekrarlanabillirlik) hedefleri belirlenir. Evet | Problem  bulunur
2.0lgiimler yapilir. ve diizeltilir.

Y

3.Verilerle XY Grafigi olusturulur.
Asiri nonlinearite var midir?

Hayir iki
daia | Probi bul
5 2 roblem  bulunur
4. Asiri sapan deger var midir’ —daha | Ve diivelfilir
Kag tane olduguna karar verilir fazla > Uz
1se

Bir tane varsa atilir ve

devam edilir
v Tekrarlanabilirlik
5.1.,2. ve 3. Derece en Kkliclik kareler regresyon hedefe gbre
analizi yapilir. Hayir | degeriendirilir. Hata

A

uygunsa ybntem
dogrusaldir.
Hesaplama bitirilir.

Nonlineer katsayilardan hepsi anlamli midir?

Evet

A 4

6.En kiigiik Syxli model segilir.

7.Her diizeyde nonlineer model ile lineer model Tekrarlanabilirlik
arasindaki farklar l?esaplaq/r:_ o biayr | hedefe gére
Farklar hata hedefinden bliytik miiddir? »| degerlendirilir.

A

Tamam midir?

L‘-/ay:r
Problem
Evet Evet bulunur ve
dlizeltilir.
\ 4
v Yéntem lineerdir.
8. Yontem test edilen aralikta anlamli olarak Bitirilir.
dogrusal degildir.
Aralik kiicdltiilebilir mi?
E H.
vet a ’i Yéntem dogrusal
\ degildir.
9.Dogrusalliktan sapan uctaki yliksek veya Bitirilir.
diigiik diizeyler atilir.
6. maddeden devam edilir.

Sekil 4.4 Dogrusalligin degerlendirme basamaklari

Tekrarlanabilirlik hedefe gore degerlendirilir
Rastgele hatanin derecesi hesaplandi:
1. Yol (Bkz. Ek-4)
Rastgele hatanin degerlendiriimesi hesaplamalari
Tekrarlanabilirlik agagidaki basamaklar uygulanarak da hesaplanabilir:
1. Yol:
e Her dizeydeki gift 6lgimler arasindaki fark hesaplanir

e  Cift 6lcimler arasindaki farkin karesi alinir
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e Farklarin karesi toplanir.
e “Duzey sayisi (L) x 2”ye bolundr.
e  Karekoku alinir
Dogrusallik degerlendirmelerinde tekrarlanabilirlik i¢cin hesaplamalar (Firma %CV

olarak belirttiginden farklarin ylizdesi hesaplandi) (Tablo 4.25).

Tablo 4.25 Farklarin yuzdesi

Beklene 1. 2.

Dilii < o o Ortal Fark Diffk %Fark  %Fark
! L:]syo n Deger olglim olglim " a:lm X1-X2 ka?&resi Isilgre %Fark ia?; 02/e21r

ug/l ug/l ug/l
1 10 8,16 7,85 8,005 0,310 0,096 0,048 3,799 14,43 7,216
2 25,75 19,70 15,84 17,77 3,860 14,90 7,450 19,56 383,9 1919
3 30 17,90 20,39 19,14 24:80 6,150 3,075 -13,86 191,9 95,98
4 41,5 31,23 37,18 34,21 5 9'50 35,40 17,71 -19,05 362,9 1815
5 57,25 45,48 52,57 49,03 7 0'90 50,27 25,14 -15,59 243,0 121,6
6 73 54,82 57,17 55,99 -2,35 5,523 2,761 -4,287 18,38 9,188
Sum 56,17 1214,7 607,4
Ortala 9,362 1012 1012

ma

Sqroote Havuzun tekrarlanabilirlik degeri 3,06 10,06 10,06

1214/(6*2) L=6; Olcim tekrari=2

Cift dlcimler arasindaki farklar havuzunun tekrarlanabilirlik degeri %10.06 bulundu.
Dogrusallik i¢in deneylerinde tekrarlanabilirlik icin hata hedef 6lgim proseduri igin
verilen bias degeridir. Firmanin verdigi bias VitD3 icin %14,0’tur. Buna gore dogrusallik
deneylerinde dlgllen farkla havuzunun %CV’si bias degerinden kiguk bulundu.
3. Yol: istatistik programlari kullanilarak
SPSS te General Lineer Model>Univariate (UTAK kontrol materyallerinden hazirlanan

deney materyalleri) sonuglari Tablo 4.26'da yer almaktadir.



Tablo 4.26 SPSS'te general lineer model univariate sonuglari

SPSSe yukli
olan

GLM/Univarite

Sira

Diltsyon

VitUTAK olgtimler

1

1

8,16

19,7

17,9

31,23

45,48

54,82

7,85

15,84

20,38

37,18

g Bl W N | O O | WO DN

52,57

6

o O & W N | O O ] WO N

57,17

GLM/Univarite

Descriptive Statistics

Bagh degisken:

SiraUTAK Ortalama | Std. Sapma | N
1 1 8,005 ,219 2
Total 8,005 ,219 2
2 2 17,77 2,73 2
Total 17,77 2,73 2
3 3 19,14 1,75 2
Total 19,14 1,75 2
4 4 34,20 4,207 2
Total 34,20 4,207 2
5 5 49,03 5,01 2
Total 49,03 5,01 2
6 6 55,99 1,66 2
Total 55,99 1,66 2 cv Cvkaresi

Total 1 8,005 ,219 2 0,05 2,74 7,50

2 17,77 2,73 2 7,45 15,36 235,9

3 19,14 1,75 2 3,07 9,16 83,94

4 34,20 4,21 2 17,7 12,30 151,3

5 49,03 5,01 2 25,13 10,23 104,6

6 55,99 1,66 2 2,76 2,97 8,81

Total 30,69 18,25 12 56,17 592,0

9,36 98,67

HavuzdifSD | SDr | 3,060 %CV 9,933
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*SPSS 21’de General Linear Model/Univarite analiziyle elde edilen farklarin standart
sapma ve %CV degerleri hesaplandi. Her iki 6lcim standart sapma kareleri toplanarak
karekdkleri alindi.

Farklarin standart sapmasi ve %CV degerleri 1.Yol ile hesaplama sonugclariyla

aynidir.

4.4 Referans Araligin Gegerliliginin Dogrulanmasi

Calisma grubu: n=80, yas: 30,6+7,8 (19-45); Kadin: n=40 yas: 30,3+7,3 (19-45); Erkek:

n=40; yas: 30,9+8,4 (19-45)

Referans bireylerin D vitamini élgiim sonugclari Tablo 4.27'de gézlenmektedir.



Tablo 4.27 25(OH)Vitamin D3 diizeyleri
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Erkek Kadin
Sira 25-OH-Vit D3pgl/l Sira 25-OH-Vit D3ugl/l

1 23,77 41 37,52
2 10,73 42 29,45
3 28,12 43 27,87
4 19,40 44 46,91
5 14,54 45 39,21
6 16,03 46 27,80
7 27,76 47 34,75
8 20,00 48 30,70
9 18,93 49 23,85
10 26,38 50 30,64
11 20,72 51 13,06
12 15,21 52 42,43
13 11,53 53 29,51
14 13,92 54 49,00
15 36,73 55 34,53
16 26,88 56 33,83
17 39,56 57 29,39
18 32,86 58 23,61
19 53,70 59 19,85
20 32,40 60 20,75
21 43,27 61 33,68
22 34,74 62 28,94
23 35,24 63 21,85
24 61,45 64 27,26
25 31,78 65 37,98
26 55,51 66 17,08
27 41,58 67 13,03
28 56,72 68 11,26
29 40,73 69 10,93
30 14,66 70 6,72
31 18,79 71 11,03
32 17,20 72 9,07
33 34,28 73 9,67
34 39,75 74 14,09
35 63,65 75 11,28
36 28,90 76 6,27
37 25,96 77 14,64
38 33,05 78 17,32
39 17,65 79 12,36
40 15,38 80 15,04
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Referans bireylerin dlgiim sonuglariyla olusturulan histogramlar Sekil 4.5, 4.6 ve 4.7'de

gbzlenmektedir.

Mean = 26.92
— Stcl. Dev. =13.219
N=80

Frequency

&

o 20 40 60
25(0H)D3 (uglL)

Sekil 4.5 Calisma grubunun 25(OH)D3 6l¢iim sonuglarinin histogrami

Erkek

Mean = 29.99
Std. Dev. = 14163
=40

Frekans

/ N

Y T
0 20 40 60

25(0H)D3 (uglL)

Sekil 4.6 Erkek grubunun 25(OH)D3 6l¢iim sonuglarinin histogrami



Kadin

Mean = 23.85
Stel. Dew. = 11.579
M =40

N

1

Frekans

2=

4 |

o T
0 10 20 30 40 a0

25 (OH) Vit D3

Sekil 4.7 Kadin grubunun 25(0OH)D3 6lgum sonuglarinin histogrami

Asiri ug degerlerin incelenmesi (Dixon ve Reed Kurali):

Kadin;

Erkek;

R araligi 49,0-6,3=42,7

D araligi 49,0-46,9=2,1

D/R = 2,095/42,739 = 0,05

D/R < 0,33 oldudu igin deger hesaba alindi.

R araligi 63,7-10,73=52,92

D araligi 63,7-61,5=2,2

D/R =2,2/52,9 = 0,041

D/R < 0,33 oldudu igin deger hesaba alindi.

Asiri u¢ deger bulunmadi.
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Kolmogorov Smirnov analizine gére kadin, erkek ve tum grubun dagilimlari normal

dagihm gésterdi (tum grup, p=0,09; kadin v erkek, p=1,05).

Erkek ve kadin dagilimlari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh bulunmadi (F-test,
p=0,037).
Erkek ve kadin referans degerlerinin ortalamalari arasinda istatistiksel olan anlamli fark
bulundu (Student t-test, p=0,041).
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Tablo 4.28 Referans birey gruplarinin hesaplanan alt ve st sinirlar

n  Alt sinir (%90 GA): Ust sinir (%90 GA):

Erkek 40 10,8 (10,7-14,5) 63,5 (55,2-63,7)

Kadin 40 6,3 (6,27-9,7) 48,9 (39,2-49,0)
Tim 80 6,77 (6,26-10,9) 61,32 (48,9-63,6)

Calisma grubunun &lcllen kalsiyum ve PTH degerleri Tablo 4.29'da izlenmektedir.

Tablo 4.29 Galisma grubunun kalsiyum ve PTH degerleri

n 2.5 97.5 SD Min-Maks Uretici Ref
persentil persentil Aralik
Ca” (mg/dl) 80 8,8 10,3 0,401 8,5-10,3 8,6-10,0
PTH pg/ml 80 16,1 56,2 8.75 15,5-57 15-65

Tablo 4.30'da 25(0OH)D gruplarinin kalsiyum ve PTH degerleri listelenmektedir.
Tablo 4.30 25(OH) gruplarinin kalsiyum ve PTH degerleri

25(0OH)D<20 ug/ml (n=34) 25(0H)D 20-30 arasinda 25(0OH)D>30 ug/ml (n=30)

(n=16)
Ort(SD) Min-Maks Ort(SD) Min-Maks Ort(SD) Min-Maks
Ca2+ 9.5(0.402) 8.6-10.3 9.5(0.385) 8.7-10.3 9.7(0.394) 8.8-10.2
(mg/dl)
PTH 38(8.1) 16-56 34(9.3) 15-52 35(9.1) 23-57
(pg/ml)

D Vitamini eksikligi, yetersizligi ve yeterli olma durumlarina gore ayrilmis gruplarin
kalsiyum ve PTH kutu grafikleri Sekil 4.8 ve Sekil 4.9'da gdsterilmektedir.

105

10.04

Kalsiyum {mgidL)
9

25(0HD Bk 25(CHD Vetersiz 25(0H)D vetert
25(0H)D Gruplarn

Sekil 4.8 D vitamini gruplarinin kalsiyum diizeyleri (p=0,088)



PTH (pg/mL)
T

25(0H,'|‘D Eksik ES(OH)DI‘(etersiz 25(0H):') Veterl
25(0OH)D Gruplan

Sekil 4.9 D vitamini gruplarinin PTH duizeyleri (p=0,074)

60
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5 TARTISMA

Yeni satin alinan 6&lcim kitlerinin performans 6zelliklerinin gecerliliginin  rutin
uygulamaya sokulmadan o6nce kanitlanmasi yasal mevzuat ve akreditasyon
standardinin sartlarindandir (1ISO-15189 2009, WEB_10). Bu baglamda, her
laboratuvarda 6lciim prosedirlerinin performanslarinin gecerliliginin kanitlanmasi ve
dogrulanmasi sureclerini aciklayan yazili dokiman bulunmaldir. Laboratuvar
gecerliligin dogrulanmasi deneyleriyle ilgili politika belirlemeli ve ortak dogrulama
prosedurl yaninda her analite iliskin uygulanmasi gerekenler igin kaynaga
erigsebilmelidir. Bu alanda deneyimli personeli bulunmalidir. Tlrkiye’de bu alanda
bilimsel derneklerin kurs kitaplari (Aslan vd 2000, Aslan 2007, Aslan 2010, Aslan 2011,
Aslan vd 2012) disinda kaynak bulunamadigindan ve bu kaynaklarin ¢gogunda CLSI
Kilavuzlarindan yararlanma onerileri bulundugundan CLSI Kilavuzlarinin uygulanma
durumu degerlendirildi.

Uretici firmalarin daha igbirligi igerisinde bulunmalari ve ilgili yasal kurumlarin ulusal
politikay! belirlemeleri gerektigini gostermektedir.

Tarkiye’de lisan agisindan zorlayici durum yaninda bu kilavuzlarin dilinin zor
anlasildigi Klinik Biyokimya alaniyla ilgili ¢cesitli bilimsel ve meslek derneklerinin bilimsel
toplantilarinda paylagilmaktadir. Bu nedenle Turkiye’de c¢ok az laboratuvar CLSI
Kilavuzlarindan yararlanmaktadir. Calismamizda Tarkiye’'de laboratuvara
uyarlanabilecek basamaklar Turkge olarak gelistiriimis oldu.

Kilavuz dilinin zor anlasiimasi laboratuvar test toplam sirecinin tim ayrintilariyla net
Ogrenilememis olmasina badlanabilir. Kilavuzlar hep ayni sistematik icerisinde
hazirlanmaktadir (WEB_1). Toplam test slrecine butinsel bakis ile yaklasiimasi
gerekmektedir. Klinik laboratuvarin toplam test surecine sistematik yaklagimi kazanmis
kisiler tarafindan anlasilmasi daha kolay olacaktir. Diger konu, kilavuzlar matematiksel
hesaplamalara odaklanmaktadir ve yogun matematiksel islemleri kapsamaktadir.
Cunkl CLSI'nin politikasi ticari bir hesaplama ya da istatistik programa génderme
yapmamaktir. Aslinda bu hesaplamalar istatistiksel programlarla da yapilmaktadir

Calismamizda matematiksel hesaplamalar gdsteriimektedir. Excel’de yerlestirilen

formullerle ¢cok kolaylikla yapilabildigi kanitlanmistir.



62

Galismamiz anlasilmasi zorlayici oldugu vurgulanan kilavuzlarin daha anlagilir
olmasini saglamasi yaninda Turkge olarak hazirlanmasini da sagladi. Kilavuzlarda
deney uygulama basamaklari yaninda 6n hazirliklar ve hesaplamalarla ilgili tim bilgiler
aciklanmaktadir. Deney dncesi, deney ve deney sonrasi tim basamaklar sistematik bir
sekilde planlandi. Sire¢ yaklasimiyla, girdiler, deneyde kullanilacak cihaz ve &lgim
kitlerinin kararhhdi ve kalite kontroll, deney kosgullari ve tum faaliyetler bagliklar halinde
listelendi. Hesaplamalar igin tablolar hazirlandi. Hesaplamalarin basarili oldugunun
kanitlanmasi icin kilavuzlardaki formuller MS Excel'de olusturuldu ve kilavuz
ornekleriyle ayni sonuglarin elde edilmesi saglandi. Hesaplamalarin uygun olanlari
SPSS istatistik Programinda gerceklestirildi. Bu baglamda sonuglarda yanlislik olma
riski kaldirildi.

D Vitaminini segmemizin nedeni, D vitamini 6lgcim sonuglarinin standardizasyonu
calismalari devam etmekteydi (Singh 2008, Binkley ve Sempos 2017). Kemikle ilgili
bozukluk ve hastaliklar yaninda c¢esitli bozukluk ve hastaliklarda rol oynamasi ve diinya
genelinde saglikh kisilerde dusuk bulunmasi da Olgim prosedirianin dogrulugunun
kanitlanmasinda segilme nedenlerindendi (Cavalier ve Souberbielle 2018).

Her Olcum proseduri performans 06zelliginin dogrulanmasi deneyleriyle ilgili
degerlendirmeler yapildi. Kesinlik dogrulanmasinda analiz materyalleri olarak kontrol
materyalleri ve dnceden dl¢iimis hasta materyalleri havuzlari énerilir. Her ikisinin de
avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir (CLSI-EP15A2E 2005).

Kontrol materyallerinin Turkiye'de Uretilemiyor olmasi diger dnemli sorunlardan
birisidir. Bir Universite biyokimya laboratuvarinda yaklagik 150-200 arasinda analit
Olclldugu dusunulirse gegerliligin dogrulanmasi deneyleri igin materyal satin alinmasi
¢ok masraflidir. Konsantrasyonlari belirlenmis kontrol materyalleri daha pahalidir.
Yasal kolaylik bulunmadigindan yiiksek gimriik vergisi 6denmektedir. Cogu istanbul,
Ankara ve izmir'den girigli olduklarindan Turkiye'deki diger illerdeki laboratuvarlar daha
yuksek bedel 6dedikleri gibi bu sure¢ zaman alici olmaktadir.

Ozellikle insan materyali yerine gegebilecek (‘commutable”) kontrol materyali
bulmak hem zorlayici hem de pahalidir. Ayni zamanda bu tir dogrulama deneyleri igin
gereken materyallerin yurt disindan getiriimesinde kolaylastirici bir yasal mevzuat
bulunmadigindan ¢ok fazla masraf yaninda yurt igerisine sokulmasinda zaman alici ve
masrafi artirici zorluklar yasadik. Yasal mevzuatta ve kalite standartlarinda (Saglk
Hizmetleri Genel Mudurligu 2016) her test icin uygulanmasi sarti bulundugu dikkate
alindiginda ne kadar sorun yasanabilecegi dikkate alinmalidir.

Hesaplamalar oldukga bilgi ve beceri gerektirmektedir.

Kesinlik dogrulama deneylerinde Olcllecek materyal olarak daha énce dlgiimuis

orneklerden havuzlar olusturulabilmektedir. Bu durumda da hastalardan alinan
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orneklerde analitin kararlihgi gindeme gelmektedir (CLSI-EP15A2E 2005). Ancak
calismamizda tibbi karar sinirlarina uygun saglikh ve hasta 6rnegi hazirlamakta zorluk
yasadik. Hazirladigimiz hasta havuzlarinda D Vitamini 6lgimlerinde yeterli sonug¢
alamadik, bazi hasta 6rnekleri ile dlgim prosedurleri arasindaki spesifiklikte farklilik
veya diger nedenlerden dolayl farkliliklar beklenmedik sekilde farklilik
gosterebilmektedir (CLSI-EP15A2E 2005).insan materyalleriyle kesinlik dogrulanmasi
masraf gerektirmemekte ancak D Vitamininde de gdzlendigi gibi 5 glin igerisinde 6lgim
sorunlarinin yasanmasina neden olabilmektedir. Bes glnde ardisik Uger oOlgim
yapilmasi reaktif harcanmasi disinda zaman agisindan zorlayici degildir. Kesinlik
deneylerinin bes gln igerisinde yapilmasi zorlayici degildir. Ancak ¢ok yodun olan
laboratuvarlarin bu konuda da bazi engeller olabilmektedir (Arneson ve Arneson 2013).

EP15-A2 Kilavuzu kesinlik dogrulanmasi deneyleri gergeklestirilirken gergeklik
dogrulanmasi deneylerinin de gergeklestiriimesini dnerir. Kontrol materyalleri sekonder
referans malzemesi veya guvenilirligi (kararliligi, élcim sonucunun gecerliligi, vb.)
saglanmigsa geri kazanim hesaplamalariyla degerlendirilebilir. Tablo 4.10'da
g6zlendigi gibi EP15-A2’'nin 6énerdigi gergeklik dogrulanmasinda basarili olundu.
Gergekligin dogrulanmasiyla ilgili Tiirk Biyokimya Dernedi Merkez ve izmir Subesinin
yurattiga egitim kurslari ve bu kurs kitaplarinin (Aslan vd 2000, Aslan 2007, Aslan
2010, Aslan 2011, Aslan vd 2012) diginda ulusal politikay! ve uygulamalari aciklayan
kilavuzlar bulunmamaktadir. Bu nedenle iki CLSI Kilavuzu referans alindi. Gergekligin
dogrulanmasi EP15-A2 o6nerisine gore satin alinan ve konsantrasyonlari belirli olan
kontrol materyalleriyle gergeklestirilen deneylerde dogrulanmistir.

CLSI EP15’e gore gerceklik degerlendirimesinde diger yaklasim birisi kargilastirma
deneyleridir. EP09-A2-IR Hasta Ornekleriyle Yoéntem Karsilastiriimasi ve Bias
Hesaplanmasi Kilavuzuna goére hasta Ornekleriyle de Kkarsilastirma deneyleri
gerceklestirildi. D vitaminiyle ilgili arastirma sonuglari insan 6rneklerinde Olgimlerde
zorlayicilari vurgulamaktadir (Carter 2012). Bu nedenle biz de bu yolu denemeye karar
verdik.

Bu yontemde, ayni 6rnek ikiye ayrilir givenilir bir ydntem ile karsilagtirma yapilir
(Holick 2009, Shin vd 2013, Cavalier ve Souberbielle 2018). Yoéntemimizi LC-MS/MS
yontemiyle karsilagtirdik. ki ybntemle elde edilen 25(OH)D3 6lglim sonuglari
istatistiksel ~ olarak  degerlendirildi.  Regresyon istatistigine  gore  n=31,
250HVitD3(HPLC)=-1,61+1,39(LC-MS/MS), r=0,976, Sy/x=6,03 ve uU¢ KKM igin
%biaslar %13, %24, %27 olarak hesaplandi. Dagihm uygun bulundu (0,976>0,975).
Vitamin D analitinin dogru odlgtlimesinde LC-MS/MS ve HPLC yodntemlerinin tercih

edilmesi gerektigi savunulmaktadir ( Lensmeyer vd 2006).
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Sertifikall materyal ile kolaylikla ylrutiimesine karsin sertifikali materyallerin
tilkemizde bulunmasi ve satin alinmasi oldukga zorlayicidir. Ulkemizde Ulusal Metroloji
EnstitisU’nin Urettigi az sayida referans materyalden (WEB_9) bagka tibbi laboratuvar
Olgumlerine yonelik sertifikali referans materyal bulunmadigi gibi i¢ kalite kontrol ve dis
kalite degerlendirme programlari igin Uretilen materyaller de bulunmamaktadir. Bu
nedenle yurt disindan satin almak zorunda kalindi. Harcamanin yuksek olmasi yaninda
bu tir arastirmalara yoénelik ulusal gimrik politikasi ve kolaylastirici yasal mevzuat
bulunmadigi icin gimrikten cekilmesi de zorlayici oldu. igindeki konsantrasyonu
Olclilimis materyal daha pahalidir. Gergeklik dogrulanmasi deneyleri oldudu igin
konsantrasyonlari saptanmis materyal kullanmak zorundaydik.

Karsilastirma deneylerinde hem test yéntemi hem de referans ydntemde
degerlendirme surecinde olgum prosedurlerinin kalite kontrol sonuglarinin toplanmasi
gereklidir. Karsilastirma deneylerinde konsantrasyonlarin rapor edilebilir araliga
yayllmis en az 40 birey 6rnedi olmasi sartl kisa sUrede zorlayicidir. Kilavuzun onerisi
olan orneklerin toplandigl gun analiz edilmesi, bu agidan gergeklestiriiememistir. Test
yontemi HPLC, karsilastirma yontemi olarak LC-MS/MS segcilmistir (Lensmeyer vd
2006). Test yontemi ile referans yontemi kullanan laboratuvarlarin farkli sehirlerde
bulunmasi calismamizi zorlamistir. Kendi prosedirimuzin kalite kontrol sonuclarini
elde etmemizde karsilastirma ydntemine iliskin ¢calisma prosedird, kontrol sonuglari
gizlilik ilkesi 6ne surllerek hizmet aldigimiz laboratuvar tarafindan saglanmadi. Olgiim
teknigi olarak kullandigimiz HPLC hem yetkin personel gerektiren hem de zahmetli bir
tekniktir (Saenger vd 2006).

Sertifikall referans materyallerin tekrarlanabilirlik deney sonuglarindan t-istatistigi ile
dogrulama araligi %99 hesaplanmistir. Yontem kargilastirma ile hesaplanan % bias
degerleri yiiksek bulunmustur. Diger bir galisma da korelasyon katsayisi (r®)'nin
0,99'dan buyuk durumunda yontemin dogrusalligini kabul etmistir (Ouweland vd 2010).
Gergekligin dogrulanmasi icin hem yetkinlik hem de ileri istatistik bilgisi gereklidir, her
laboratuvarin kendi kosullarinda bunu dogrulamasi zorlayicidir.

Rapor edilebilir araligin dogrulanmasi deneylerinde “CLSI-EPO6-AE: Kantitatif
Olgiim Proseddrlerinin  Dogrusaliginin  Degerlendirilmesi: Istatistiksel Yaklagim)”
kilavuzu referans alinmistir. Diger dogrulama deneylerinde belirtildigi gibi Turkiye’de
rapor edilebilir arahigin dogrulanmasi ile ilgili Turk Biyokimya Dernegi kurslari ve kurs
kitaplari haricinde ulusal politikaya dayali kolaylastirici yasal mevzuat veya kilavuz gibi
dokidmana rastlanmamistir.

Deney materyali olarak bir ticari kontrol materyalinin dilisyonu, satin aldigimiz 3
farkli duzey kontrol materyalinin belirli oranlarda karigtirilmasi ile elde edilen deney

materyalleriyle gerceklestirildi. Kilavuzda laboratuvar igin énerilen érnek sayisi 5-7'dir.
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Vitamin D’nin rapor edilebilir arahgi genis oldugu igin 8 6rnek hazirladik. Klinik olarak
onemli kararlarin alindigi konsantrasyonlarda hazirlanmalidir.

Kilavuzun uygulama maddelerine goére, dogrusallik kesinlik ve gerceklik
durumlarindan mumkun oldugunda izole sekilde degerlendirir ki, bu da zayif kesinligin
dogrusaligin degerlendiriimesindeki etkisini azaltan bir yaklasimdir. Boylece, zayif
tekrarlanabilirligin ~ kontroli bu deneyin igindedir. Dogrusallik degerlendirme
deneylerinde serum, plazma, idrar vb. gibi érnekler analiz edilebilir ve bu deneyler,
non-linear hata igin hedefleri belirlemede gereklidir.

Kilavuzda da belirtildigi Gzere, dogrusalligin belirlenmesi icin farkli deneysel metotlar
bunmaktadir. Deneysel veriye karsi polinominal esitlik cesitlerini test eden Kroll ve
Emancipator Yontemi, bu yontemin avantaji siki bilimsel prensiplere dayali saglam bir
metot olmasidir. Bu yontem Kroll, Praestgard, Michaliszyn ve Styer ve Amerikan
Patolojistleri Koleji'nde (CAP) laboratuarlar arasi karsilastirma programi ile
iyilestirilmistir. Krouwer ve Schain de ¢izginin son noktasi (LOP) metodunu kullanarak
genel bir yontem teklif etmislerdir. Tholen, hedef talep ylzdesine uyumsuzluk
regresyonunun grafiksel degerlendiriimesini sunmustur. EP6-A Kantitatif Olglim
Prosedurlerinin  Dogrusalliginin  Degerlendiriimesi  Kilavuzu polynominal metot
kullanmaktadir. Dogrusalligin polynominal degerlendirmesi, dogrusalligin bozuldugu
noktay! ele almaktadir. Geri kazanim deneylerinde cihazda yetkinlik gereklidir, bunun
icin Uretici firmanin egitimlerine katihnmalidir. Analizi yapilacak 6rnegin de klinik
testlerde kullanilan ile benzer 6zellige sahip olmasi gerekir. Kontrol materyali ve hasta
havuzundan yararlanilabilmektedir. Orneklerin bilinen tim girisimlerden arindiriimis
olmasi 6nemlidir (CLSI-EPOG6AE 2003).

Tek bir analit igin tim sonuglar ayni gun analiz edilmelidir. Her bir test icin bes ve
daha fazla dilusyon noktali konsantrasyonlar hazirlanir gink( besten az olursa sigmoid
sekilli, dogrusal olmayan bir egri ile bir regresyon ile kagirabilir (Jhang vd 2004). Her
nokta igin cift 6lciim yapilir. Dilusyon noktalari hazirlarken insan kaynakli hata orani
yuksektir. Malzemeler uygun sekilde hazirlanmamis ve saklanmamigsa analit miktar
bozulabilir, yanhs pipet kalibrasyon sonucu sistematik hata ortaya ¢ikabilir. Bu durum
da uzman ve yetkin personel gerekliligini ortaya gikarmaktadir.

Her noktaya karsilik elde edilen verilerin % uygunlugu ve gizilen grafige gore
yontemin dogrusalliginin gorsel degerlendiriimesi 6znel ve zayif tekrarlanabilirdir
(Jhang vd 2004). Bir testin dogrusalligini degerlendirmek icgin birincil, ikincil ve daha
yuksek dereceli polinomlari karsilastirmak igcin CAP bir verifikasyon ydntemi
geligtirmistir, bunun kullanimi kolaylik saglamaktadir (WEB_2). Aksi halde bu

hesaplamalar zorlayicidir.
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Referans arahgin gecerliliginin dogrulanmasi deneyleri CLSI-C28A3cE Klinik
Laboratuvarlarda Referans Araligin Belirlenmesi, Hesaplanmasi ve Dogrulanmasi
Kilavuzuna gore yapilmigtir. Buna gore; tibbi ya da bilimsel literaturlerden analitik
interferanslar ve biyolojik degiskenliklerin listesi ¢ikariimahdir. Diglama ve katma
kriterleri igin anket formu hazirlanmalidir. Bunun igin literatlr taramasinin iyi yapiimasi
gereklidir. Referans aralik ¢calismasina dahil edilecek bireyler igin anket doldurulmalidir.
Bu, kisiler icin zaman alici bir faaliyet oldugunda bu noktada zorluklarla
karsilasilabilinir. Calismaya iligskin etik kurul izni alinmahdir, gerekli izinlerin alinmasi
blrokrasiden kaynakli uzun sureli olabilir. Bu da c¢alismanin suresini arttirabilir.
Potansiyel referans bireyler anket sonuglarina gére kategorilendiriimelidir. Buna gore
diglama kriterleri ve saglikh olmama durumlari degerlendirilerek calismaya dahil
edilmeyecek referans bireyler belirlenir.

Referans birey belirlerken kilavuzda onerilen referans birey belirleme formuna
25(OH)Vitamin D; 6zelinde sorular ilave edilmistir. Gondllilerin, diyetle D vitamini
takviyesi almiyor olmamasina dikkat edildi. Diyet alimi, D, vitamininin tek kaynagidir.
Bircok D vitamini 6zellikle vitamin D, icermektedir. ilave D, ve D; vitaminleri analitik
belirsizliklerin kaynagi (diger metabolitlere kargi girisim antikorlari ve ¢apraz reaktivite
matriks etkisi) olarak kabul edilmektedir (Shin vd 2013). Guven limitleri icerisinde
kalacak sekilde referans birey sayisina karar verilir. Bunun sayisi da 40'tir. Ornek
toplama, segilen tim bireyler igin ayni tutarlilikta ve sartlarda gergeklestiriimelidir. TUm
ornekler ilgili analitik metodolojiye uygun sekilde depolanmalidir. Daha 6nce 6lgimu
yapilmis érnekler bu galisma igin kullanilamaz bu da ¢alismanin uzun sireli ve dikkat
gerektirdiginin kanitidir.

Referans aralik transferi c¢alismasi yaninda populasyonumuzdaki D vitamini
durumunu saptayabilmek ve diger ¢alismalarin sonuglariyla karsilastirmak icin saghkh
40 kadin ve 40 erkek bireyden kan alindi. Saglikh birey bulunmasi ve &rneklerin
toplanmasi zaman aliciydi. Dogrulama deneylerinin kisa surede (5 gun) bitirilmesi
gerektigi icin referans aralik transferi icin laboratuvarin “kontrole gelen bireyler”,
“operasyon igin kontrol testleri istenen bireyler” ve “ kan vericiler” den olugsan bir grup
olusturmasi yararl olabilir.

Galismamizda 25(OH)Vitamin D segilmesinin sebebi, henlz standardize olmamis
bir yontem olmasidir. Mevcut ydntemler arasinda HPLC, disik verimden yuksek
verime RIA, otomatik kemiliminesans imminoassay ve LC-MS/MS yer alir. Bu yeni
yontemler halihazirda tartismalara yol acmistir. immiinoassay ve LC-MS/MS
yontemleri arasindaki korelasyon calismalari bir ka¢ arastirmaci tarafindan rapor
edilmistir. Bu calismalar seffaf ve iyi anlasilir olmadigindan, makul korelasyonlari

onemli farkliliklarla rapor edilmigtir (Singh 2008).
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Toplam 25(0OH)Vitamin D, 25(0OH)VitaminDs arti 25(0OH)VitaminD,
konsantrasyonlarinin toplamidir. Bu tanimin, D3 (kolekalsiferol) ve D, (ergokalsiferol)
vitaminlerinin biyolojik olarak ayni degerde oldugunu anlasiimaktadir. Toplam
25(0OH)Vitamin D konsantrasyonu, Amerika Birlegik Devletleri'nde, mililitre bagina
nanogram birimi (ng/ml) ve bagka bir yerde litre bagina nanomol birimi (nmol/l)
cinsinden rapor edilir; ng/ml, asagidaki formulu kullanarak yaklasik olarak nmol/l'ye
donustdrulebilir: ng/mix2,5=nmol/l (WEB_10).

Son yillarda 25(OH)Vitamin D 6lgimiinde bir artis vardir. Daha ¢ok metabolik kemik
hastaligina yakalananlarda 25(0OH)Vitamin D’nin rold klinik olarak
degerlendiriimektedir.

Dinya Saglik Orgiti de, 20 ng/ml (50 nmol/l) altindaki D vitamini diizeylerini
yetersizlik ve 10 ng/ml (25 nmol/l) altindaki D vitamini dizeylerini de eksiklik olarak
tanimlamistir (Vurgun vd 2016). D vitamini teshisine iliskin 6nerilerde eksikler ortaya
¢lkmis ve dolasimdaki D vitamini konsantrasyonunu tanimlama konusunda o6nemli
tartismalar olmaktadir. Toplam 25(OH)Vitamin D oélciminde kullanilan yoéntemlerde
onemli farklar vardir. Bazi yayinlar 25(OH)VitaminD, 6lgiminde bazi ydntemlerde
yetersizlikler oldugunu ortaya koymustur (Roth vd 2008).

Kimyasal yontemler kromatografik ayirmaya dayanir ve bunu immdanolojik olmayan
dogrudan saptama izler. Kimyasal metotlar ultraviyole (HPLC-UV) saptama ile
dogrudan yiksek performansli sivi kromatografisi ve kutle spektrometresi (LC/MS) ile
kombine edilmis sivi kromatografiyi icerir. Bu yontemler arasindaki temel fark, HPLC ve
LC/MS'nin 25(0OH)D, ve 25(OH)Ds'U ayri ayri Olgebilmeleridir (Hutchinson vd 2017).
Bazi LC-MS/MS yéntemlerde biyolojik olarak inaktif bir izomer olan 25(OH)Vitamin
Ds'lin C-3 epimerik formu da saptanmistir (Chouiali vd 2017).

Her laboratuvar igin LC-MS/MS prosedurleri uygun olmayabilir. C-3 epimerik
formunun LC/MS vyonteminde saptanmasi ve bunun yani sira 24,25(OH)D'nin
immunoassay ydontemle saptanmasi ne yazik ki ¢gdzilemeyecektir (Cavalier vd 2014,
Hutchinson vd 2017).

Saglikli bireyler, hamileler, ¢gocuklar, hemodiyaliz hastalari, yogun bakim hastalari
gibi farkli popullasyonlardaki sonuglarin karsilastirilabilirligi halen devam etmektedir
(Cavalier ve Souberbielle 2018). Son yillarda kronik bébrek hastaliyi ve de paratiroid
hormon (PTH) konsantrasyonuyla korelasyonu i¢in de 25(OH)Vitamin D él¢umleri talep
edilmektedir (Fraser 2009).

CLSI Kilavuzlari hesaplama formdllerini yayinlamayi tercih etmektedir (CLSI-
C28A3cE 2008, CLSI-EPO6AE 2003, CLSI-EPO9A2IRE 2010, CLSI-EP15A2E 2005).
Ancak bu formdller kullanilarak yapilan hesaplamalarin sonuglari MS Excel hem de

SPSS (Statistical Package for Social Sciences) Statistics Programi ile yapilan
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sonugclarla karsilastirilarak laboratuvarda sistemin kurulmasinda yararl olmaktadir. Bu
hesaplamalar igin laboratuvarda bu hesaplama programlarini etkili kullanabilecek
elemana gereksinim oldugu dikkat cekilmesi gereken bir durumdur (Sahillioglu vd
2011).

D Vitamini 6rnegi ise toplam 25(OH)Vitamin D olgcimudnde kullanilan yontemlerde
onemli farklarin oldugu durumlarin dikkat gerektirdigine isaret etmektedir.

Referans deger verileri iyi incelenmeli ve veri dagilimlari degerlendirmek igin
histogramlar Dixon ve Reed kurallarina gére ¢izilmelidir. Bu da uzmanlik gerektiren bir

konudur.
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6 SONUG

1. Tibbi (klinik) laboratuvarlarda satin alinan o6lgim (kitlerinin) prosedurlerinin
performans 6zelliklerinin kendi laboratuvar kosullarinda gecerliligi dogrulanmalidir. Bu
dogrulama prosedirlerinin  nasil  yapilacagini gosteren ulusal bir kilavuz
bulunmamaktadir. Diinyada yaygin kullanilan ABD CLSI Kilavuzlari temel laboratuvar
matematigi ve istatistigi bilgileri ve bilgisayar programlari (MS Excel ve istatistik yazilim
paketleri, vb.) kullanma bilgileri ve becerileri bulunan personel ile her laboratuvarda
uygulanabilir.
2. Turkiye’'de tim Klinik laboratuvarlara uygulanabilecek dl¢cim proseduri gecerliliginin
dogrulanmasi kilavuzlari Turkce olarak hazirlandi:

a. Tekrarlanabilirligin dogrulanmasi sure¢ yonetimi

b. Gercgekligin dogrulanmasi slre¢ yénetimi

c. Rapor edilebilir araligin dogrulanmasi sure¢ yonetimi

d. Referans araliin dogrulanmasi slre¢ yénetimi
3. Tibbi laboratuvarlarda dlgim prosedurleri gecerliliginin dodrulanmasi deneylerinin
en zorlayici yonu kalite kontrol materyallerinin Turkiye’de Uretilmedigi igin pahali olmasi
ve bulunmasinin zor olmasidir.
4. Standardizasyonu saglanmamis olan D Vitamini Olgim prosedirinin segilmis
olmasi bu tir testler igin ulusal politikanin gelistiriimesi gerektigini gosterdi.
5. Klinik laboratuvarlarda sart olan dlgim proseduri gecerliliginin dogrulanmasi icin
ulusal politika yapicilarinin kolaylastirici yollar saglamasi gerekmektedir.
6. Saglikli populasyonda dlgulen D Vitamini referans sinirlarinin alt dizeyi dinyada
goOzlendigi gibi dusuk bulundu. Buna gore hasta raporlarinda klinik kilavuzlarin

Onerilerine gore degerlendiriimesi 6nerilmektedir.
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EK-1 ISO 15189 Yonetim ve teknik sartlar ve ISO 15189 Standardinin 6l¢iim

prosediiriiniin dogrulanmasiyla ilgili maddeleri
ISO 15189 Yonetim ve teknik sartlar

4. Yonetim Gereklilikleri:

4.1. Kurulus ve Yoénetim
4.2. Kurulug ve Yonetim Sistemi
e g ve Dis Kalite Kontrol Programlari
o Kalite el kitabi
e Cihazlarin, reaktiflerin, analitik sistemlerin kalibrasyon ve ¢alismasinin dizenli olarak
izlenmesi
e Cihazlar ve analitik sistemlerin bakim programlarinin olusturulmasi
4.3. Dokiiman Kontroli
e Kalite El Kitabi, Prosedirler, Talimatlar, Test Calisma Talimatlari, Dis Kaynakli Dokiimanlar
4.4. Sozlegsmelerin Gézden Gegirilmesi
4.6. Dig Hizmetler ve Malzemelerin Temini
4.7. Musteriye Hizmet/ Danismanlik
e Laboratuvar Uzmanlari ; Testlerin tekrarlama sikhdi, Numune turla dahil olmak Uzere analiz
secimi, Test sonuclari ile ilgili degerlendirme konularinda danigsmanlik yapmalidir;
4 8. Sikayetlerin C6zimlenmesi
e Laboratuvar, sikayetlerin c6zimlenmesi icin bir yol belilemelidir.
e  Geri bildirimlerin de toplanmasi saglanmalidir.
4.9. Uygunsuzluklarin Tanimlanmasi ve Kontroli
4.10. Duzeltici Faaliyetler
4.11. Onleyici Faaliyetler
4.12. Siirekli lyilestirme
4.13. Kalite ve Teknik Kayitlar
4.14. i¢ Tetkikler
4.15. Yonetimin Gézden Gegirmesi

5. Teknik Gereklilikler:

5.1. Personel
5.2. Yerlesim ve Cevre Kosullari
5.3. Laboratuvar Donanimi
5.4. Analiz Oncesi Prosediirler
e Istek formlaryla ilgili prosediir (istek formu hasta ve doktoruyla ilgili yeterli bilgiyi icermeli )
e Numune Alma El Kitabi (Hastanin Hazirlanmasi, Numunenin tird miktari, Numune alim
kosullari, Numune transport sartlari
e Numune kabul-red kriterleri
e  Gerekli numune hacimlerinin belirtiimesi
5.5. Analiz Prosedurleri
o Test galisma talimatlari hazirlanmali,
Testlerin gecerli kilinma islemlerinin yapilmasi saglanmali,
Gecerli kilma ve/veya dogrulama verileri saklanmali,
Olgiim belirsizlikleri siirekli hesaplanmali ve izlenebilirligi saglanmali,
Test metodunda yapilan degisiklik icin, biyolojik referans araliklari belirli araliklarla gézden
gecirilmeli,
e Testin ydnteminde yapilan degisiklikler icin, laboratuvar hizmetinden yararlananlara bilgi
verilmeli.
5.6. Analiz Proseddurlerinin Kalitesinin Glivence Altina Alinmasi
e Laboratuvar, test sonuglarinin gecerliligini izlemek icin bir yol belirlemelidir.
e ¢ kalite kontrol uygulamalari
e Sonuglarin izlenebilirliginin saglanmasi
e DKD programlarina katilim ve yénetim tarafindan degerlendirme
5.7. Analiz Sonrasi Proseddurler
e Yetkili personelin sonuglari gézden gegirip rapor haline getiriimesine onay verilmesi
e  Primer ve ayrilmig numunelerin depolanmasi
e Analiz i¢in bir daha gerekli olmayacak numunelerin glivenli imhasi
5.8. Sonuglarin Rapor Haline Getirilmesi
e  Kiritik deger bildirim proseduri olmali
o  Test geri donls sureleri belirlenmelidir




ISO 15189 Standardinin dlgiim prosedurinin dogrulanmasiyla ilgili maddeleri

Madde

Aciklama

4.6.2.

5.3.9.

5.3.10.

5.3.13.

5.5.1.

5.5.2.

5.5.3.

5.5.5

5.6.3
7.4.3.

Hizmetin kalitesini etkileyen satin alinan donanim ve sarf malzemeleri
standart teknik 6zelliklere veya ilgili prosedirlerde tanimlanan sartlara
uygunluklari dogrulanincaya kadar kullaniimamalidir

Uygulanabilir oldugunda, laboratuvarin kontroll altinda olan kalibrasyon
veya dogrulama gerektiren donanim, etiketlenmeli veya diger taraftan
kalibrasyon veya dogrulama durumunu ve yeniden kalibrasyon veya
dogrulamanin gerekli oldugu tarihleri géstermek icin kodlamaldir
Donanim, laboratuarin dogrudan kontrolinden g¢iktigi veya onarildigi
veya hizmete alindiginda, laboratuvar kullanimdan &énce donanimin
kontrol edildiginden ve guvenilir sekilde g¢alistiginin gdsterildiginden emin
olmahdir

Laboratuvar, kalibrasyonlarin bir dizi dizeltme faktorlerine sebep oldugu
durumda, onceki duzeltme faktorlerinin kopyalarinin dogru bir gekilde
guncellestirildigini degistirildigini garanti edecek prosedirlere sahip
olmahdir

Laboratuvar, numune bélimlerinin secilmesi/alinmasi ile ilgili prosedurler
dahil, laboratuvar hizmetlerinden yararlananlarin ihtiyaglarini karsilayan
ve analizler i¢in uygun olan analiz prosedurlerini kullanmalidir
Laboratuvar, analiz prosedurlerinin tasarlanan kullanim ig¢in uygun
oldugunu dogrulamak amaciyla, sadece gecerli kilinmis prosedurleri
kullanmalidir. Gegerli kihnma islemleri, belirli uygulamanin veya
uygulama alaninin gerektirdigi kapsamda olmalidir

Batin prosedurler dokiman haline getirilmeli ve ilgili personel igin
galisma ortaminda bulundurulmalidir

Biyolojik referans araliklari belirli araliklarla gbézden gegirilmelidir.
Laboratuvar, belirli bir araligin referans gruba artik uymadigi
kanisindaysa, duzeltici faaliyeti takiben gerekliyse bir arastirma
yapmalidir.

Sonuglarin izlenebilirliginin saglanmasi

Satin alinan Urdnun dogrulanmasi
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EK-2 Tekrarlanabilirligin Dogrulanmasi Siire¢ Yonetimi

Kesinlik Performansinin Dogrulanmasi

ABD Kilinik Laboratuvar Standartlari Enstitisi (CLSI)'nin yayinladigi “CLSI EP15-
A2 Kesinlik ve Gergeklik Performansinin Kullanici Tarafindan Dogrulanmasi (User
Verification of Performance for Precision and Trueness; Approved Guideline)
Kilavuzu”na goére hazirlanan kesinligin dogrulanmasi stureci 6zetlenmektedir (CLSI-
EP15A2E 2005).
Kesinligin dogrulanmasi deneyi

Amag: Uretici degerlerinin dogrulanmasi

Kilavuz: CLSI EP15-A2
On hazirhk

Laboratuvarda aday test icin kalite kontrol prosedirli olusturulmalidir. Dogrulama
deneyleri sirasinda Ureticinin  Onerilerine goére kalite kontrolun saglandigi
kanitlanmalidir. Deneye baglanmadan dénce laboratuvar goérevlileri 6lgcim prosedirt
egitimini almis olmalidirlar.
Gereg
Olglim materyali:

1. Kontrol materyalleri (kit icin saglanmis olan i¢c kalite kontrol materyalleri

kullaniimaz)

2. Kalibrator (kit ile saglanmis olan kalibrator kullaniimaz)

3. Onceden analiz edilmis hasta érnekleri (dondurulmus olmamalidir)

4. Konsantrasyonu bilinen uygun materyal
Kesinlik igin élgimde kullanilan materyal insan 6rnegi matriksine uymalidir. Ornegin,
tam kan igin insan tam kanina en yakin olan materyal kullaniimalidir.
Deney protokoll

1. Sire: 5 gun

2. Gunde galigma sayisi: 1

3. Her calismada yapilacak 6lgim: Her konsantrasyondan 3’er 6lgim
Prosedur

1. Gunde bir calisma, her calismada her konsantrasyondan Uger 6lgim yapilir.

2. Kalite kontrol sonuglarina goére calisma iptal edilecek olursa ek bir calisma
yapilmalidir.

3. Gergeklik deneyleri de ayni galisma gruplarinda yapilabilir.

4. Kalibrasyon Ureticinin dnerilerine gére yapilir. Uretici goklu kalibrasyon yaptigini
belirtiyorsa o zaman deney sirasinda tekrar kalibrasyon gerekebilir.

Verilerin (6lcim sonuglarinin) kaydi
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Tekrarlanabilirlik deneyi dogrulama kayit formu hazirlanir. MS Excel hesaplama
tablosunda formiller olusturulur.
Kesinlik hesaplamalari

Daha énce belirtildigi gibi kesinlik dlglisii standart sapma (s) ve degiskenlik (%CV)
katsayisidir. Ancak veri Ornekleminin tanimlayici istatistigi de hesaplanir. Her
duzeydeki konsantrasyon igin hesaplamalar ayri yapilir.

Calisma grubu ici kesinlik (tekrarlanabilirlik)

Calisma grubu icin kesinlik hesaplamalarinda kullanilan izleyen tablo
tekrarlanabilirlik deneyi dogrulama kayit formundaki formuller CLSI Kilavuzlarinda
varyans (degiskenlik) bilesenleri dikkate alinarak olusturulan formdullerdir. Bu nedenle
deney tasarimlari ayni yapilmalidir. Varyans veya degiskenlik katsayilarinin
hesaplanmalarinin deney tasarimlarina gore degisebilecegi dikkate alinmalidir

Tekrarlanabilirlik (laboratuvar ici kesinlik) asagidaki forml ile hesaplanabilir:

D n
2.2 (xg—%)’
_q|d=1 i=1

' D(n-1)

S

> : Toplama semboltdiir.
D: Toplam guin sayisi (5)
n: Bir glindeki tekrarli 6lgtimlerin toplam sayisi (3)

Xqi: “d” gunl “” tekrar dlgimunun degeri
Xq= “d” glnd i¢in tim sonuglarin aritmetik ortalamasi

Hesaplanan calisma grubu ici tekrarlanabilirligin tretici degeriyle karsilastiriimasi

Hesaplanan c¢alisma igi tekrarlanabilirlik degeri Uretici degeri ile karsilastirilir.
Tekrarlanabilirlik dlguleri standart sapma ve/veya %degiskenlik katsayisi (%CV)dir.
Uretici sadece %CV olarak verdiyse %CV degeri standart sapmaya (o,) ¢evrilir. Bunun
icin Ureticinin %CV degeri test edilen materyalin tim sonuglarinin aritmetik
ortalamasiyla carpllir.

G, = CV%T . i

%CV, Ureticinin verdigi calisma i¢i degiskenlik katsayisidir.

Hesaplanan tekrarlanabilirlik (s) < Uretici tekrarlanabilirliyi (c) ise 6lgllen kesinlik

Ureticininkiyle uygundur karar verilir.

Hesaplanan tekrarlanabilirlik > Uretici tekrarlanabilirligi ise bu farkin istatistiksel olarak

anlamlilik derecesi degerlendirilir. Bunun icin verifikasyon degeri hesaplanir.

5. o AC
N

Verification value =




o, Ureticinin standart sapmasi (%CV verdiyse hesaplanan degerdir)

v: Serbestlik derecesi = D(n-1) (BK. s, formuli)
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C: Ki kare dagihmina goére (1-alfa/2) yuzdelik noktasidir (%97,5 yuzdelik nokta icin

alfa/2 alinir). Ki kare tablosundan serbestlik ve secilen alfa/2’ye gére C degeri bulunur.

Ki Kare analizine gére yapilan degerlendirme uygulamayla birlikte agiklanmaktadir.

Ureticininkiyle uygundur karari verilir.

Hesaplanan tekrarlanabilirlik (s) < verifikasyon degeri ise o6lgllen kesinlik

Tekrarlanabilirlik deneyi dogrulama kayit formu (CLSI-EP15A2E 2005)

Cihaz

Analit

Konsantrasyon

Kontrol materyali Ref no/Lot no
Reaktif materyali Ref no/Lot no
Kalibrator /Lot

Calisma 1

Calisma 2

Calisma 3

Calisma 4

Calisma 5

Glin /Operator

Tekrar 1

Tekrar 2

Tekrar 3

3 e
2%
i=1
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Giin igi dogrulama degeri o, -~/C =
@09 SR o, =%CV, -x

W
T
Gulnler arasi dogrulama degeri
o,C -
Nl o, =%CV, +x

Formdallerin aciklamalari:
1. Kesinlik degerinin hesaplanmasi

e Her glin elde edilen Her giin elde edilen Ggli dlgim sonuglarindan gunlik

ortalamalar (*:, X2, Xz, X, Xs) hesaplanir.

e GUnluk ortalama degerlerinden bes gliniin ortalamasi hesaplanir

- S X
(x , biiylik ortalama) "5
2. Gun ici tekrarlanabilirligin (kesinligin) hesaplanmasi

Her ¢aligma igin ¢alisma igi standart sapma (s, ) ve galisma i¢i degigkenlik katsayisi

(%CVr) hesaplanir. Ortalama standart sapma hesaplanir (S, ).

3l

f D(n-1)

D : Toplam gun sayisi
n : Her gln icin toplam tekrar 6lgim sayisi

: Olglim yapilan giin sayisi (d) igin her tekrarin(i) sonucu

Xd¢ : Olgiim yapilan ginlerin sonuglarinin ortalamasi

Gun ici standart sapmanin karesinin ortalamasi, Sdr2 hesaplanir.

«d? sd? +sd? +sd’ +sd? +sd’
' 5
Caligma igi sigma o, de@eri hesaplanir. Buradaki %CV,, galisma i¢i degiskenlik

katsayisidir, ureticinin belirledigi degerdir.

o =%CV, X

Calisma ici dogrulama degeri hesaplanir.
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Dogrulama degeri= 2"

NE

v

v : Tekrarlanabilir serbestlik derecesi =D-(n-1) =10 (D glin sayisi, n tekrar sayisi)

C :Bes gun boyunca kullanilan diizey sayis1i

C ve v, degerleri icin x* (ki-kare) dagihm tablosundan (CLSI-EP15A2E 2005)
faydalanilir.

Hesaplanan c¢alisma igi tekrarlanabilirlik, Greticinin verdigi tekrarlanabilirlik degeriyle
karsilastirilir. Ureticinin degeri %CV olarak ise, standart sapma sigmaya gevrilir.
3. Gunler arasi (laboratuvar igi) tekrarlanabilirlik degerinin hesaplanmasi

Gunler arasi tekrarlanabilirlik degeri icin varyans terimi, sZ2ve calismalar arasi

standart sapma, s, hesaplanr.

3| xe—x

D
d=1
D-1

Xr : Caligsma icindeki dlguimlerin ortalamasi

n-1
n

S = 52 +5;

n : Her galisma grubu igin tekrar 6lgim sayisi

Gunler arasi sigma, o, dederi hesaplanir.

o, = %CV X

Gunler arasi dogrulama degeri hesaplanir.

6[C
N

Dogrulama degeri=

T : Etkili serbestlik derecesi

C : Bes gun boyunca kullanilan duzey sayisi

((n=1)ss?+(nes?))

p;%ﬁrgﬁj

2

T:

D :Gun sayisi
n : Olglim tekrari sayis|

Buradaki s’ degeri, hesaplama basamaklarinda daha 6nce hesaplanan degerdir.

4. Ureticinin verdigi guin igi tekrarlanabilirlik degerinin dogrulanmasi

e Hesaplanan s, ile Ureticinin verdigi o, karsilastirilir
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Hesaplanan s, degeri < Ureticinin verdigi o, degeri ise, gun igi dreticinin verdigi

tekrarlanabilirlik dogrulanmis olur.

e Hesaplanan s, ile gun igi dogrulama degeri kargilagtirilir

Hesaplanan s_degeri < gln igi dogrulama degeri ise, tekrarlanabilirlik Uretici

firmanin belirttigi deger ile tutarhdir ve tekrarlanabilirlik dogrulanmis olur.

. Gunler arasi (laboratuvar ici) kesinligin ureticinin degeriyle karsilastiriimasi

e Hesaplanan s, ile iddia edilen o, karsilastirilir: Hesaplanan s, degeri < iddia
edilen o, degeri ise, gunler arasi kesinlik Greticinin iddia ettigi ile tutarhdir ve glnler
arasi kesinlik gosterilmistir. Hesaplanan s degeri > iddia edilen o, degeri ise,

kullanicinin buldugu deger ureticinin iddia ettigi degerden buyuktlr ve bu istatiksel
olarak mumkun degildir.

e Hesaplanan s, ile dogrulama degeri kargilastirilir:

Hesaplanan ;degeri < dogrulama degeri ise, gunler arasi kesinlik dretici firmanin
belirttigi deger ile tutarlidir ve kesinlik dogrulanmigtir. Hesaplanan s degeri >

dogrulama degeri ise, gunler arasi kesinlik Uretici firmanin belirttigi deger ile
uyumlu degildir ve glnler arasi kesinlik dogrulanmamistir, Uretici ile irtibata
gecilmelidir (CLSI-EP15A2E 2005).
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EK-3 Gergekligin Dogrulanmasi Siire¢ Yonetimi
Gergeklik performansinin dogrulanmasi
ABD Kilinik Laboratuvar Standartlari Enstitist (CLSI)Ynin yayinladigi “CLSI EP15-
A2 Kesinlik ve Gergeklik Performansinin Kullanici Tarafindan Dogrulanmasi (User
Verification of Performance for Precision and Trueness; Approved Guideline)
Kilavuzu”na goére hazirlanan gercgekligin dogrulanmasi sireci 6zetlenmektedir (CLSI-
EP15A2E 2005).
iki yol ile gerceklestirilebilir:
1) Sertifikali referans materyali ile: Yeterlilik test (dis kalite kontrol programi)
materyalleri ve diger konsantrasyonu élgilmuis referans materyalleri aday prosedur
ile analiz edilir, beklenen referans degerleriyle karsilastirilir.
2) Karsilastirma deneyleriyle ile: Ayni vicut materyalinin paralel olarak iki 6lgim
prosedurlyle (Aday prosedir ve karsilastirma 6lcim prosedurd) oélgtlmesi (split-
sample comparison experiment). TUum o6lcim araliina uygun sekilde dagitiimis
konsantrasyonlardaki 20 hasta 6rnegi iki parcaya ayrilir. Analit, ayni zamanda hem
aday hem de karsilastirma olgim proseduriyle ol¢ulur. Her iki prosedir sonuglari
anlamh farkhlik olup olmadiginin saptanmasi igin karsilastirilirlar (CLSI-EPO9A2IRE
2010).
Gergekligin dogrulanmasi deneyi
Amag: Uretici degerlerinin dogrulanmasi
Kilavuz: CLSI EP15-A2
On hazirlik
Deneye baglanmadan 6nce laboratuvar gorevlileri dlgim prosedurd egitimini almig
olmalidirlar. Laboratuvarda aday test icin kalite kontrol prosedird olusturulmalidir.
Dogrulama deneyleri sirasinda Ureticinin Onerilerine gore kalite kontrolin saglandigi
kanitlanmahdir.

Gerceklik performansinin dogrulanmasi deneyleri

1. .Konsantrasyonu Olculmis referans materyal ile gerceklik performansinin

dogrulanmasi
1.1 Gereg

Olgiim materyali: Konsantrasyonu olglilmis referans materyali (tibben karar

dizeylerindeki konsantrasyonlarda en az iki referans materyali - Rapor edilebilir
aralik ile birlikte dogrulanabilmesi i¢in 6lgim araligina yayilmis en az 5 farkli tibben
karar dizeylerindeki konsantrasyonlarda materyal)

1.2 Deney protokoli
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Sire: Ug veya bes farkli calisma grubunda dlgiim yapilacak sekilde  birbirlerine
en yakin surelerde (5 giin olabilir-kesinlik deneylerine bakiniz).
Gunde calisma sayisi: 3 veya 5 farkl ¢calisma grubu
Her ¢alismada yapilacak dlgiim: Her konsantrasyondan ikiser 6lgim

13 Konsantrasyonu Olgulmus referans materyal ile ilgili kritik hususlar:
Analitlerin hedef degerleri belirlenmis olan referans materyalleri ¢esitli kaynaklardan
saglanmaktadir. Fakat istenen analiz konsantrasyonuna erismek igin maddeler
eklenmis olabilir ve kararliliklarinin (dayaniklilk) guclendiriimeleri icin islemden
geciriimis olabilirler. Uretim sartlarindan dolay! yapilan bu islemler orijinal insan
orneginden farkli matriks 6zelligi gosterebilir. Bu matriks farkhligi analitik yaniti
degistirebilir. Analitik yanit materyal-6lgim prosediri kombinasyonu igin tektir.
Bunun icin gercgeklik performansinin dogrulanmasinda kullanilacak olan referans
materyalin 6lgim proseduru igin verilen degerler kullaniimalidir. Diger konu da
kullanilan referans materyalin analizinde kullanilan dlgim prosediri kitinin aday
prosedurde kullanilandan farkli olmasidir. Uygun referans materyal icin Ureticinin
Onerisi alinabilir.
1.3.1 Gergeklik performansinin dogrulanmasinda kullanilabilecek degerleri bildirilen
referans materyal kaynaklarinin bazilari asagida listelenmektedir:
e Taze dondurulmusg insan serumu veya katkisiz insan materyalleri. Bazi analitler
icin sertifikall referans materyaller (SRM veya “ing. CRM) ABD Ulusal Standartlar ve
Teknoloji Enstitistiinde ve dinyada kabul gérmis Ureticilerden elde edilebilir.
Bunlarin bir kisminin listesine “Joint Committee for Traceability in Laboratory
Medicine” http://www.bipm.org/en/committees/jc/jctim/jctim-db/ sitesinden erisilebilir.
e Yeterlilik testleri (proficiency testing) programlarindan elde edilen referans
materyaller.
e Ureticiler tarafindan kendi olcim prosedirleri icin ©zel olarak Uretilmis
materyaller.
e Laboratuvarlar arasi karsilastirma (Dis Kalite Degerlendirme) programlarindan.
Benzer grup ortalamalarinin kullaniimasi bazi sorunlar yaratabilir. Bu gruplarin
sonuglarinin kullanilabilmesi igin en az 10 laboratuvardan olusmasi 6nerilmektedir.
e Uglincl parti Ureticilerden. Belirsizlikleri yiiksek olabilir.
e Analit konsantrasyonlari sabitlenmis olanlar. Ornegdin, kan parsiyel gaz
basinglari tonometriyle belirlenmis dederlerde sabitlenebilir.
1.3.2 Olgulmus degerlerin belirsizligi (uncertainty)
Referans materyal Ureticileri ¢odunlukla odlciimus degerlerin belirsizlik sinirlarini

veya degerlerin %95 guven araliklarini yayimlarlar. Bu materyaller i¢in kullanici


http://www.bipm.org/en/committees/jc/jctlm/jctlm-db/
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verifikasyon sinirlarinin belirlenmesinde 6lgiimis degerin standart hatasini hesaplar
(Bkz. Kesinlik dogrulama). Standard hata gesitli yollarla hesaplanabilir. Bu metinde
semboll “sa” olarak alinmaktadir:

1.3.2.1 Uretici, dlglilmiis deger icin, standart hatayl saglar veya “standart
belirsizligi” (¢ogunlukla “u”) veya “birlesik standart belirsizlik” (¢ogunlukla “uc”)
sinirlarini raporlarsa, “sa” = saglanan standart hata, standart belirsizlik veya birlesik
standart belirsizliktir.

1.3.2.2 Uretici, olctilmis deger igin “%95 guven araligi” (C) degerini
yayimladiysa, “s,” = C/2'dir. Uretici gliven araliginin Gst ve alt sinirlarini
raporladiysa, C = (Ust-alt)’tir ve yine “s,” = C/2'dir.

1.3.2.3 Uretici “genigletiimis belirsizligi” (U) raporladiysa, mutlaka 6rn., %95
veya %99 gibi “kapsama” alanini veya kapsama faktorini de belirtmis olmalidir.
Kapsama alani %95 ise “s,” = U/2; kapsama alani %99 ise, “s,” = U/3’tur. Kapsama
faktoru raporlandiysa (¢ogunlukla “k”), “s,” = U/K’'dir.

1.3.2.4 Referans materyalin Olcliimis degeri yeterlilik testleri uzlasiimis
sonuglardan alinmigsa, bu sonugclarin standart sapma degeri de verilir ve (s) olarak
ve benzer grubu olusturan laboratuvar sayisi (n) da raporlanir. Bu durumda
“sa'=(s/\/n)dir.

1.3.2.5 Referans materyalin 6lglilmis degeri laboratuvararasi karsilastirma

“

programindan saglandiysa, “s,” programdaki bilgiden elde edilir. ideali sdyledir:
benzer grup laboratuvar sayisiyla birlikte farkli laboratuvarlarin sonuglarindan
standart sapma raporlanir. Ancak program hepsinin standart sapma degerini tiUm
katilimci laboratuvar sayisini raporlayabilir. Her iki durumda da uygun s ve n
degerine gére “s,” =(s/v/n) olarak hesaplanir. ikinci durumda durumda “s,” dlgtilmis
degerin belirsizliginin fazla hesaplanmasina neden olacaktir. Bir miktar yuksek
bulunabilir. Bu da toplam sonug¢ sayisi n olarak alinirsa dustk hesaplanmasina
tercih edilir.

1.4 Prosedur (konsantrasyonu 6lgllmus referans materyali ile)
1.4.1 Olglim proseddiriine en uygun materyal segilir.
1.4.2 Analiz ornekleri Uretici Onerilerine gore hazirlanir. Analize baglarken orneklerin
iyi karigtirilmig olmasi gerekir.
1.4.3 Her materyal 3 veya 5 farkli ¢alisma grubunda analiz edilir. Her érnekten gift
caligir. Hazirlanan tabloya veriler kaydedilir (Tablo 2.3).
1.4.4 Her konsantrasyon igin ortalama (x) ve ortalamanin standart hatasi hesaplanir
(Bkz. Bu bélumun sonundaki “Hesaplama Aciklamalari”)
1.4.5 Dogrulama degerlendirmeleri asagidaki gibi gerceklestirilir:

Verifikasyon sinirlari hesaplanir:
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1.4.5.1 Yanlis red hizi, a, belirlenir. Bu hata hizi i¢in hata red hizi olarak %1 ve
%5 secilmektedir.

1.4.5.2 Olgiilmis konsantrasyona gore Ureticinin bias raporlamadigi varsayilir.
Bu durumda  =0’dur.

1.4.5.3 (100 - o/2) noktasi ve (2n-1) serbestlik derecesine goére t degeri
belirlenir. n = test edilen 6rnek sayisi; 2 her konsantrasyondan yapilan o6lgim
sayisidir (3 kez dlguildilyse 3; 4 kez 6lguildiiyse 4 alinir). Ornegin, a %1 ve n=5 ise, 9
serbestlik derecesine goére t-dagilimindaki (100 - a/2) noktasi t Tablosundan 3.250
olarak bulunur.
Not: yeterlilik testi materyalinden yararlanildiysa t-istatistigi icin serbestlik derecesi
igin OlculmUs deger ve s, hesaplanmasindaki sonug sayisi alinir. Ancak komplekstir.
Bu, hesaplamalarin disindadir. istatistik uzmanlarina danisilabilir.

1.4.5.4 Birimli bias icin verifikasyon arali§i hesaplanir:

— 2 . 2
XEt 421 ®Sx T8

x = Olglim sonuglarinin ortalamasi

sz = Olglim ortalamasinin standard hatasi

S, = Materyalin konsantrasyonuyla iligkili standart hata

Yuzde bias kullaniliyorsa, verifikasyon sinirlarinin hesaplanmasinda yuzde bias ve
yuzde standart sapma kullanilir.

1.4.5.5 Olgulmis deger verifikasyon sinirlari igerisindeyse, Ureticinin belirttigi
gercgeklik performansi dogrulanmis olur.

1.4.5.6 Olglilmis bias veya ylizde bias 6lglilmis degerlerden cok farkl ise,
ancak halen verifikasyon sinirlari igerisindeyse, kullanici daha gugli test
gercgeklestirebilir. Bunun i¢in farkli ¢alisma gruplarinda 2 veya 4 &rnek daha
galisarak verileri birlestirebilir ve hesaplari tekrarlayabilir.

1.4.5.7 Olgllmis deger verifikasyon sinirlari igerisinde degilse, kullanic
Ureticinin performansina uygun bulunmamigtir. Asagida aciklanan &nerilerden
birisini gergeklestirmelidir:

a) Bias'in veya toplam hatanin laboratuvar ihtiyacina uygun olup olmadigi
belirlenir. izin verilen toplam hata, bias ve standard sapma icin birinci hafta
metinlerine bakiniz.

b) Ureticiyle iletisime gegilir.

2. Hasta 6érnek sonuclarinin diger 6lcim prosedurd sonucuyla karsilastiriimasi
2.1 Gereg
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2.1.1 Olgim materyali: Hasta 6érnekleriyle n=20 (rapor edilebilir araliga yayiimig
her konsantrasyondan uygun sayida)
2.2 Deney protokolu
2.2.1 Sure: 1 gun(hasta 6rneklerinin toplanmasi)
2.2.2 Ginde caligma sayisi: 1 (tum ornekler ayni calisma grubunda analiz edilir.
Bkz. asagidaki aciklama)
2.2.3 Her calismada yapilacak 6lcim: Her konsantrasyondan ikiser 6lgim
2.3 Hasta ornekleriyle ve proseddr ile ilgili kritik hususlar Toplanan hasta 6rneklerinin
konsantrasyon araligi ve hangi konsantrasyonlardan ne kadar 6érnek toplanacagi
kritiktir. Konsantrasyon araligi élgiim prosedurinin dlcim aralidinda uygun sekilde
yayllmis olmalidir. Olgiim araliginin disindaki oérnekler calisiimamalidir. Aday
prosedir ve karsilastirma prosediri ozellikleri iyi bilinmelidir. Ozellikle her iki
prosedur i¢in analite girisim olusturan maddeler degerlendirilmelidir.
Her iki prosedur ile dlgcimler benzer kosullarda yapilmalidir. Ayni gun igerisinde en
fazla dort saatte gerceklestiriimelidir. Farkli cografyalarda yapiliyorsa dondurulmus
ornekler benzer kosullar ve sirelerde ¢ozllip Slctlmelidir.
Tdm drnekler ayni glinde analiz edilemeyecekse her iki prosedirle ayni érnekler
ayni gunlerde Olgulmeli ve sure 5 gunu agmamalidir.
Her iki prosedurin kalite kontrol sonuglari deneylerin yapildidi gunler igin
kaydedilmis olmalidir.
Mumkunse ornekler toplandiklari ginde analiz edilmelidir.
2.4 Prosedur (Hasta drnekleriyle)

2.4.1 20 hasta 6rnegi toplanir. Uygun kosullarda saklanir. iki set halinde
toplanarak uretici 6nerilerine goére dondurulur.

2.4.2 Ornekler her iki 6lgim proseddiri ile analiz edilir (Her konsantrasyondan
cift dlgiim).

2.4.3 Sonuglar elde edildikge dederlendirilir. Cok farkli bulunanlar EP15 analizi
icin diglanir. Orneklem buyUklGguniin yerine getiriimesi igin yeni 6érnek analiz
edilmelidir.

2.4.4 Kalite kontrol sonuglarina gore ¢alisma iptal edilecek olursa kalite kontrol
sonucu dizeltiimeli ve ek bir galisma yapilmalidir.

2.4.5 Her o6lcim arasindaki fark hesaplanir. Birimli ve ylzde olarak degerler
listelenir.

Birimli bias:
Her 6rnegin biasi = b; = Aday prosedir sonucu; — karsilastirma prosedurl sonucu;
Yuzde olarak bias:

Her 6rnek icin ylzde bias = %b;
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%b; = 100 * (

aday prosedir sonucu;—karsilastirma prosediri sonucui)
karsilastirma prosediri sonucu;

2.4.6 Bias ve yuzde bias grafikleri cizilir. Y-eksenine her 06rnegin bias

degerleri, x-eksenine karsilastirma prosedirl sonuclari yazilir. Bias fark grafigi
incelenir. Farklarin test edilen konsantrasyon araliginda sabit olup olmadigi
degerlendirilir. Birimli bias ve ylzde bias icin sabit ise asagida hesaplanacak olan
ortalama bias prosedirler arasindaki farkin ortalamasini temsil eder. Bu deger
Ureticinin gerceklik degeriyle karsilastirilabilir.
Birimli bias ve ylzde bias her ikisi de konsantrasyon araliginda sabit degilse veriler
iki pargaya ayrilir. Her iki parga icin de ortalama bias hesaplanir. Bias
konsantrasyonla birlikte degisiklik gdsteriyorsa ortalama bias hesaplanmaz. Bu
durumda, gergeklik performansinin dogrulanmasi igin daha ¢ok veriye ihtiyag vardir
(Bkz. “CLSI EP9 — Method Comparison and Bias Estimation Using Patient Samples”
Kilavuzu, en son baskist)

2.4.7 Verifikasyon sinirlari hesaplamalari yapilir. Verifikasyon sinirlarinin
hesaplanmasinda t dagihmi temel alinir. Buna gére hesaplanan bias degerinin
asagidaki sinirlar igerisinde bulunmasi gerekir.

Verifikasyon araligi = Uretici biasi+ t-kritik * Biaslarin standart hatasi
Asagidaki hesaplamalar bias standart hatasi ve t-kritik degerinin hesaplanmasi
asamalarini kapsamaktadir.

2.4.7.1 Birimli ve yluzde bias ortalamalari hesaplanir.

2.4.7.2 Birimli bias ve yluzde bias standart sapma degerleri hesaplanir.

I -—
2.(b -b)?
S. = i=1 "
8 n-1

[ kg )
z(n i)bl -%b)”
i=1

%b n-1

S

2.4.7.3 Yanhs red olasihg\, alfa, degeri belirlenir. Tipik deder alfa = %1 ve %5'tir.

2.4.7.4 (100 - 0/2) noktasi ve (n-1) serbestlik derecesine gore t degeri belirlenir.
n = hasta 6rnegi sayisidir. Hasta 6rnek sayisi 20 ve yanlis red olasiligi %1 ise 19
serbestlik derecesine gore tablodan bulunan iki tarafli t degeri 2.861’dir.

2.4.7.5 Birimli bias igin verifikasyon sinirlari hesaplanir.
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1:l-t:a:?..n-l * SE t
B_ —————————— ve
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f3, Ureticinin bias degeridir.
Yuzde bias’a gbre degerlendirilecekse

B _ tl-(:.'.'.n-l ¢ Sﬂ ve B + t ¢ ST

in

2.4.8 Gercgeklik performansina karar verilir. Verifikasyon sinirlarina gore
degerlendirilir.

Hesaplanan ortalama bias (b), Verifikasyon sinirlari icerisinde ise gosterilen bias

ureticininkiyle uygundur karari verilir.

Hesaplanan ortalama vyiizde bias (%b), Verifikasyon sinirlari icerisinde ise

gosterilen bias Ureticininkiyle uygundur karari verilir.

2.4.9 Olgllen bias ve ylizde bias ureticininkinden biylk fakat verifikasyon
sinirlari igerisinde ise, daha gui¢li test yapmak gerekebilir, 10-20 daha fazla hasta
ornegi analiz edilebilir ve birlestirilmis verilere gore istatistiksel analiz uygulanabilir.

2.4.10 Hesaplanan bias verifikasyon sinirlari igerisinde degilse bu deney ile
Ureticinin gerceklik performansi dogrulanmiyor sonucu ¢ikarilir ve Ureticiyle iletisim

kurulur.

Ornek veri kayit formu (CLSI-EP09A2IRE 2010)

Gin(ler):

‘ Analit:

Test Yontemi:

Karsilastirilan Yontem:

.. . .. Test Karsilastirilan
Test Yontemi Kargilastirilan Yéntem Yéntemi (Y) Yéntem (X)
Ornek # 1.6lgim 2. 6lgim 1.6lglim 2. Olgim Ortalama Ortalama

Hesaplama Agiklamalari:
Karsilastirilan yontem (x) ve test yontemi (y) icin asiri uglar degerlendirilir.

Her iki yontem igin ¢ift lgiimlerin mutlak farki ( DX, DY, ) alinir.
DXi :|Xil_xi2|
DX, :|Xil_xi2|

i: 6rnek sayisidir (1’den N’ye kadar gider, N: érneklerin toplam sayisidir).
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e Her bir ydntem igin cift dlgtimlerin mutlak farkinin ( DX , DY ) ortalamasi alinir.

DX = 2.BX,
N
D_Y:m

e Her bir yontem igin farklarin mutlak yakinigi( DX, , DY, ) ve bunlarin ortalamalari

hesaplanir.
DXi.:|Xi1—Xi2| DYi-:|Yi1_Yi2| ’
X, Y,
DX':ZDXi D_Y'=ZDYi
N N

Veriler dort grafikte gosterilir.

ik grafik y, (tekrarlarin ortalamasi) ‘nin x;( tekrarlarin ortalamasi)'e gére dagilimini

gOsterir. x-ekseni karsilastirilan yontem, y-ekseni test yontemidir.

ikinci grafik x;( tekrarlarin ortalamasi)’e karsi her bir y; (i kadar Ornegin r tekrarinin

yorumu)'nin dagihmidir.

Uglincti grafik x;’e karsi y ve x ortalamalarinin farkinin(y,— x; ) gizimidir.

Doérduncu grafik, Xi’e her bir y'nin ve x ortalamalarinin farkina(y, - x; ) gore gizimidir.
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hesaplanir.

Sl
o

e Her bir y;icin regresyon standart hatasi (Sy.X ) hesaplanir.

her bir gli igin,
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o Gergeklik degeri hesaplanir

Verilen tibbi karar dizeyi X, formilde yerine konulur ve bias (B, ) hesaplanir.

n

B, =a+(b-1)X,

e Bias igin %95 glven araliginin alt siniri hesaplanir,

${-+)-5]

N, -1

B.: X_konsantrasyonunda gergek bias

C

N : k grubundaki veri noktalarinin sayisi

B : k grubundaki ortalama bias
S, : k grubundaki biasin standart sapmasi

o Korelasyon katsayisi incelenerek regresyon istatistiginin uygulanabilme derecesi

il
S

Gergekligin dogrulanmasi icin karar r>0.975 ise dagilim uygundur.

degerlendirilir.

r =
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EK-4 Rapor Edilebilir Araligin Dogrulanmasi Siire¢ Yoénetimi
ABD Kilinik Laboratuvar Standartlari Enstitusi (CLSI)nun yayinladigi ““EP6-A
Kantitatif Olgim Proseddirlerinin - Dogrusalliginin  Degerlendirilmesi:  istatistiksel
Yaklasim (Evaluation of the Linearity of Quantitative Measurement Procedures: A
Statistical Approach)” Kilavuzu”na goére hazirlanan dogrusalligin dogrulanmasi sireci
Ozetlenmektedir (CLSI-EPO6AE 2003)
1. Dikkat edilmesi gereken hususlar (CLSI-EPO6AE 2003)
¢ Analiz edilecek olan klinik 6érneklere uygun matriksteki materyal kullaniimalidir.
e Tum konsantrasyon ve hacim birimleri ayni olmalidir.
e Tek bir analit icin tim materyaller ayni glin ve ¢ift 6lctimelidir.
¢ Dilisyonda Uretici firmanin énerdigi dilient kullanilir.
e Dogrusal araligin degerlendiriimesinde minimum analitik konsantrasyon,
maksimum analitik konsantrasyon ve tibbi karar sinirlari dikkate alinir.
¢ Kilinik karar verilmesinde yararlanilan konsantrasyonlarda hazirlanmalidir.
2. Hedeflerin belirlenmesi
Her analit icin izin verilen hata ve hedef belirlenir. Toplam hata kriterine gore
belirlenebilir. Bias hedefi temel alinmalidir. Bias hedefine esit veya daha kuiguk
degerde olmalidir. Bias hedefinin dlgim hatasindan kiigik olmasi gerekir.
Dogrusallik deneylerinde test orneklerinin konsantrasyonu bilinmiyorsa dogrusallik
hedefleri goreceli (ylizde) olmalidir.
3. Diger olasi hatalar ve etkilerinin degerlendiriimesi icin uygulanmasi gereken
hususlar
Olglilen degerler (Y ekseni) ile beklenen diizeylerin (X ekseni) grafigi cizilir. Ancak
bu grafigin gérsel incelemesi yeterli degildir. istatistiksel analiz yapiimalidir. Tim
noktalar degerlendiriimelidir.
Dogrusalliktan sapma en iyi “Fark Grafigi ile g0sterilir. Birinci ve 3. Derece modeller
arasindaki farkhliklar Y eksenine X eksenine de konsantrasyonlar yazilir. %farklar
cgizilerek izin verilen hatalar ile kargilastirilir.
4. Dogrusallik deneylerinde varsayimlar
Bu kilavuzdaki lineer araligin istatistiksel analizi asagidaki varsayimlara gore
gerceklestirilir:
e Orneklerin konsantrasyonlari dogru olarak bilinmektedir veya birbirlerine oranlari
bilinmektedir.
e Lineer aralik yalniz kabul edilen performansi gésteren en diusuk ve en ylksek
konsantrasyonlarda degerlendiriimektedir.

e Lineer aralik sistemin son ¢iktisini degerlendirilmesi i¢in test edilir. Cihazin degil.
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e Test sistemi diger performanslari agisindan gegerlidir.
e Regresyon katsayilarinin anlamlihgi gift élgiimlerinin hepsinin normal dagildigi
varsayimini kabul eder. Bu dagihmin degiskenligi her konsantrasyonda sabittir.

5. Onerilen raporlama ifadesi

Bosluklar doldurularak asagidaki ifade yazilabilir:
(Yéntem) ile yapilan (analit) dlgimuande, 6lgim prosedirinin (alt sinir) ile (Ust sinir)
arasinda dogrusal oldugu gosterilmistir. Bu aralikta hedef veya maksimum fark (....)
degeridir.

6. Deney 6rneklerinin hazirlanmasi (CLSI-EPO6AE 2003)

Uretici firmanin belirtmis oldugu rapor edilebilir araliga yayilacak sekilde belirlenmis
dilisyonlarda materyaller hazirlanir.
Dogrusallik deneylerinde kullanilabilecek olan analiz materyalleri, matrikslerinin
uygunluk durumlarina en Ust dereceden itibaren asagida siralanmaktadir:

a) Dusuk ve yiiksek konsantrasyondaki hasta materyali havuzu Onerilen dilient ile
dilie edilmis hasta 6érnek havuzu

b) Analit eklenmis hasta 6rnek havuzu (Eklenecek ve analit veya analit igeren
materyaller 6zenle secilmelidir. Kilavuzda ayrintili agiklanmaktadir.)

c) Dusik konsantrasyondaki islenmis materyallerle dilie edilen havuz veya
islenmis havuz materyali

d) Ticari kontrol/kalibrator(dogrusallik deneyleri igin Uretilmis materyal)

e) Salinile veya Onerilen dillientten baska dilGentle dilie edilmis havuz

f)  Konsantre veya dilie edilmis ticari kontrol materyali

g) Sulu ¢ozeltiler

h) Diger ¢dzgenlerde hazirlanmig ¢ozeltiler

ilk maddede belirtilen farkli konsantrasyonlarda materyalin hazirlanmasi igin yiiksek
konsantrasyonlu ve disuk konsantrasyonlu iki drnek havuzu belirli oranlarda karistirilir.
Diliisyonlar igin kilavuzda belirtilen drnekler izleyen tabloda sunulmaktadir. Ust ve alt
sinirlarin %20 veya %30 civarinda olmasi tercih edilir.
Dilisyon oranlari (CLSI-EPO6AE 2003)

5 noktal 6 noktali 7_noktal 8 noktali
1: Dusuk (D) 1: Distik (D) 1: Distik (D) 1: Disuk (D)
2: 0,75D+0,25Y 2:0,8D+0,2Y 2:0,833D+0,167Y 2: 0,857D+0,143Y
3: 0,50D +0,50Y 3:0,6D +0,4Y 3:0,667D +0,333Y 3:0,714D +0,286Y
4:0,25D +0,75Y 4:0,4D +0,6Y 4: 0,500D +0,500Y 4:0,571D +0,429Y
5: Yiksek (Y) 5: 0,2D+0,8Y 5: 0,333D+0,667Y 5: 0,429D+0,571Y
6: Yiksek (Y) 6: 0,167D+0,833Y 6: 0,286D+0,714Y
7: Yiksek (Y) 7:0,143D+0,857Y
8:Yiksek (Y)
9 noktal 10 noktali 11 noktali
1: Dusuk (D) 1: Duslk (D) 1: Duslk (D)
2: 0,875D+0,125Y 2:0,889D+0,111Y 2: 0,9D+0,1Y
3:0,750D +0,250Y 3:0,778D +0,222Y 3:0,8D +0,2Y
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4: 0,625D +0,375Y 4: 0,667D +0,333Y 4: 0,7D +0,3Y
5: 0,500D +0,500Y 5: 0,556D+0,444Y 5:0,6D +0,4Y
6: 0,375D +0,625Y 6: 0,444D+0,556Y 6: 0,5D +0,5Y
7:0,250D +0,750Y 7:0,333D+0,667Y 7: 0,4D+0,6Y
8:0,125D +0,875Y 8: 0,222D +0,778Y 8: 0,3D+0,7Y
9: Yiksek(Y) 9: 0,111D +0,889Y 9: 0,2D+0,8Y

10: Yiksek(Y) 10: 0,1D+0,9Y

11: Yiksek(Y)

7. Ornek hazirlanmasi ve degerlerin belirlenmesi

Secilen materyale gbére hazirlanir. Laboratuvarlar i¢in materyal sayisinin 5-7
arasinda olmasi uygun bulunmaktadir.

8. Olguimlerin yapilmasi

9. Dogrusalligin (lineer araligin) gosteriimesi - Veri degerlendiriimesi, verinin

incelenmesi

o Asikar farkhliklar agisindan veriler incelenir. Analitik ve teknik hatalar var ise
duzeltilir ve dlguimler tekrarlanir.

¢ Analitik ve teknik agidan asikar hatalar yok ise grafik cizilerek gorsel olarak
incelenir. Yanit degiskeni (cihaz yanitl) “Y” ekseninde, 6rnek konsantrasyonu ya da
relatif konsantrasyonu “X” ekseninde olmak lzere grafik cizilir.

e Bunun igin; “Y” eksenine cift Olcimlerin ortalamasi, “X” eksenine 0Ornek
konsantrasyonu veya goreceli degerleri yazilir. Grafik ya manuel cizilir ya da bilgisayar
programinda cizdirilir. Dogrusalliktan ¢ok ayrilan sapmalar, yanlis noktalar, asikar geviri
hatalari veya cihaz aksakliklari agisindan incelenir.

o Gerekirse, sapma ve kaymalar dlgiim sirasina gére degerlendirilir. “lyi” veriye
odaklaniimaz, problemli veriler degerlendirilir.

e Her duzeydeki farklar icin olcimler degerlendirilir. Dogrusal ise her segmentin
edimi yaklagik esit olur. Azalan ya da artan egilimler dogrusalliktan ayrildigini
(nonlinearite) gosterir.

e Her Olgimun yaniti (y;)) diger Y degerlerinden c¢ok farkli ise asir ug¢
degerlendiriimesi yapilir. Dogrusallik deneylerinde asiri u¢ degerler grafikte gorsel
olarak incelenir. Tek asiri u¢ saptanirsa atilir. Veya daha fazla rastlanirsa, analite
uygun, Ozellikle tibbi karar duzeylerine goére, de@erlendirme yapilir veya protokol
yeniden g6zden gegirilir. Ureticiye bagvurularak degerlendirme yapilir.

e XY grafigi sonraki dogrusalllk degerlendiriimesi icin rehberlik yapar.
Dogrusalliktan ayriima asikar olup olmadidi veya araligin daraltiimasi veya
genigletiimesi hakkinda bilgi saglar.

10. Dogrusal araligin saptanmasi

e Dogrusalligin polinomiyal degerlendirilmesi
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Yontem iki basamakta yarGtalir. 1) Nonlinear polinomiyalin verilere lineer
polinomiyalden daha iyi uyup uymadigi incelenir. 2) Eger daha ¢ok uyuyorsa, veriye en
iyi uyan nonlineer ve lineer polinomiyal arasindaki farkin yontem icin daha 6nceden
belirlenmis hedef bias degerinden kii¢ik olma durumu degerlendirilir.

e Polinomiyal regresyon:

En az farkli konsantrasyonlarda 5 érnek cift olarak élgtlmelidir. Orneklerin dillisyonlari
birbirlerine esit araliklarda olabilir veya olmayabilir. Esit olursa x degerleri yerine 1, 2, 3,
4 ve 5 yazilabilir (Ornek: 20-100 mg/dL araliginda, konsantrasyonlar 20, 40, 60, 80,
100 mg/dl ise).

Birinci, ikinci (kuadratik) ve Ucglncu- derece polinomiyallerle polinomiyal regresyon

analizi yapilir. istatistik programlari kullanilir.

Sira Polinomiyal Regresyon df (Rdf)
Birinci y =h, +bx 2

kinci y =b, +b,x+b,x? 3
Ugiinci y =b, +bx+b,x* +b,x? 4

“bi” regresyon katsayilaridir. 2. Derecede “b,” nonlineer katsayidir. 3. Derecede “b,” ve
“bs” nonlineer katsayilardir. Her nonlineer katsayisinin standart hatasi bulunur (istatistik
programinin ¢iktisinda vardir). Nonlineer katsayilarin istatistiksel anlamliligi, t degerine
gére belirlenir. ilk iki katsay! “b, ve b,) test edilmez, ¢linkii nonlineariteyi gdstermez.
b
CSE
Serbestlik derecesi hesaplanir.
df =L-R—Rdf ,
L: Farkh konsantrasyonlarin sayisi veya ornek sayisi; R: Her drnekte gerceklestirilen
Olgim sayisi; Rdf: Regresyon analizinin serbestlik derecesidir. Rdf b, da dabhil
resgresyon modelinin katsayisidir (Ornek: Uglincii derece polinomiyal igin: L=5; R = 2;
Rdf = 4 ve df = 5.2-4 =6 olarak bulunur). Ya tablodan iki tarafli t deger bulunur ya da
istatistik programinda g6zlenen t degerinin olasilik degerine bakilir. Eger b, veya bs i¢in
p>0.05 ise dogrusaldir karari verilir. Analiz yuksek kesinsizlik agisindan degerlendirilir
(Bkz. izleyen paragraflarda).
Nonlineer katsayilarindan birisi dahi anlamli ise (p>0,05), bu protokole gére veri seti
nonlineerdir. Bu degerlendirmede nonliearite istatistiksel olarak anlamh bulunsa da
hasta sonugclarini etkilemeyebilir. Dogrusalliktan sapma anlamli ise dogrusalliktan
sapma derecesi degerlendirilir.

11. Dogrusallikta sapma derecesi
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Her konsantrasyon i¢in asagidaki hesaplamalar gerceklestirilir:
Regresyon standart hatasina (S,,) bakilarak en iyi uyum saglayan 2 ve 3. Derece
(nonlineer) polinomiyal segilir (Bu istatistik model ve dl¢llen sonuglar arasindaki farkin
olgudur. Dolayistyla en kiguk Sy, degeri veriye en iyi uyum saglayani gosterir.
Dogrusalliktan sapma (DL) hesaplanir:
DL; 2. derece model ile 1. derece model veya 3.derece ile 1. derece arasindaki farktir.
Bu nonlineer model ile lineer nodel arasindaki farkin él¢istdur. Her konsanarsyon igin
ayri ayri hesaplanir. Analit birimleriyle ifade edilir. Hedefler % ise her bilinen
konsantrasyona veya xi goreceli konsantrasyonlar ise ortalama degere gore %ler
hesaplanir.
Her dizey icin DL degeri hedef degerler ile karsilastirilir.
Klguk degerde ise nonlinearite istatistiksel olarak anlamli bulunmus olsa da 6nemli
degildir.
Blyik ise bliyiik olan noktalardaki konsantrasyonlar degerlendirilir. iki ucta ise uctakiler
atilarak tekrar degerlendirilebilir. Ancak dogrusallik sinirlari kagular.
C6zim bulunamaz ise Ureticiye veya temsilcisine danigilir.

12. Dogrusallik deneylerinde rastgele hatanin degerlendiriimesi
Rastgele hata dogrusalligi etkiler. CLSI EPO6 Kilavuzunda rastgele hata
tekrarlanabilirlik olarak hesaplanir. En iyi hesaplama L sayida ¢ift Olgimlerin
havuzlanmis farklarinin  tekrarlanabilirligidir. Bu havuzlanmis farklar analit
dizeylerinden bagimsiz olarak degiskenligin toplam ortalama o6lgisudir (SD, veya
CV)). SD;; tum dlzeylere gére kabul edilebilir derecede esit ise tekrarlanabilir dizeylere
gbre sabittir (Sabit SD,). Fark ylksek konsantrasyonlarda daha ylkseliyorsa
tekrarlanabilirlik referans konsantrasyona gore orantilidir (sabit CV,). Tekrarlanabilirlik
hata hesaplamalari ylzde farklara gore yapilmalidir. Tekrarlanabilirlik, hatanin
ortalama karesinin karekoku olarak varyans analiziyle hesaplanabilir. Dogrusallik igin
deneylerinden tekrarlanabilirlik icin hata hedef olgim prosediri igin verilen bias
degeridir.

13. Rastgele hatanin degerlendiriimesi hesaplamalari
Gift olgumlerin farklari degerlendirilerek hesaplanir. Hedef tekrarlanabilirlik ile
karsilastirilir. Blyiikse, cift Slgimler dogrusallik igin yeterli olmayabilir. Onceki
tekrarlanabilirlik uygun bulunmugsa dogrusallik icin deneyler tekrar edilebilir.
Dogrusallik dogrulama deneyleri i¢in tekrarlanabilirlik hatasi asagidaki basamaklar
uygulanarak da hesaplanabilir:
1. Yol

o Her dizeydeki ¢ift dlgtimler arasindaki fark hesaplanir

o Cift 6lciUmler arasindaki farkin karesi alinir
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o Farklarin karesi toplanir.
e “Duzey sayisi (L) x 2”ye bolundr.
e Karekoku alinir
2.Yol:
o Asagidaki formullerle hesaplanir:

Her konsantrasyonun oélgimleri ¢ift yapilirsa:

r: Olglimler arasindaki fark (gikarilan degerler veya bunlarin yiizdeleri olabilir. Yiizdeler
kullanilirsa hesaplanan CV/dir.

Her konsantrasyonun oélgimleri 2 den fazla yapilirsa:

ZL:ZR:[“J' _ri-]z
SD, =21t~
"\ Lx(rR-1)

R = Her diizeyin dl¢cim sayisi (j=1,....,R)
L = Olgiilen 6érnek sayisi (i= 1,...,L)
r, = i. DUzeydeki ortalama konsantrasyon
3. Yol
istatistik programlarindan yararlanilir.
Rapor edilebilir araligin dogrusaliginin degerlendiriimesi basamaklari Sekil 4.4'te
gosterilmektedir.
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1.Calisma ve hata (nonlinearite ve
tekrarlanabillirlik) hedefleri belirlenir. Evet | Problem  bulunur
2.0lgtimler yapilir. ve dlizeltilir.
3.Verilerle XY Grafigi olusturulur.
Asiri nonlinearite var midir?

Y

Hayir iki
daba .| Problem  bul
4. Asiri sapan deger var midir? daha _, roblem  bulunur
Kag tane olduguna karar verilir fazla | ve diizelfilir
Ise
Bir tane varsa atilir ve
devam edilir
v Tekrarlanabilirlik
5.1.,2. ve 3. Derece en Kiiclik kareler regresyon hedefe gbre
analizi yapilir. Hayir | degerlendirilir. Hata
Nonlineer katsayilardan hepsi anlamli midir? ”| uygunsa ybntem
dogrusaldir.
Evet Hesaplama bitirilir.
v
6.En kiiglik Syxli model segilir.
7.Her dUzgyde nonlineer model ile lineer model Tekrarlanabilirlik
arasindaki farklar l?esaplaq/r:_ o Hayir hedefe gére
Farklar hata hedefinden biyiik miidiir? »| degerlendirilir.
Tamam mudir?
L‘-/ay:r
Problem
Evet Evet bulunur ve
diizeltilir.
v
v Yéntem lineerdir.
8. Yéntem test edilen aralikta anlamli olarak Bitirilir.
dogrusal degildir.
Aralik kicdltilebilir mi?
Evet H
ve a ’i Yéntem dogrusal
\ | degildir.
9.Dogrusalliktan sapan uctaki yliksek veya Bitirilir.
distlik diizeyler atilir.
6. maddeden devam edilir.

Sekil 0.1 Dogrusalligin degerlendirme basamaklari
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EK-5 Referans Araligin Dogrulanmasi Siire¢ Yonetimi
Referans araliklarin belirlenmesi, hesaplanmasi ve dogrulanmasi

ABD Kilinik Laboratuvar Standartlari Enstitist (CLSI)nan yayinladigi “CLSI C28-A3
Klinik Laboratuvarlarda Referans Araligin Belirlenmesi, Hesaplanmasi ve
Dogrulanmas!” Kilavuzu’na goére hazirlanan referans araligin dogrulanmasi sireci
Ozetlenmektedir.

Kilavuz, yeni o6lcim prosedirl gelistirilip uygulanmasi icin referans araliklarin
saptanmasini ve Uretilerek, uretici tarafindan belirlenmis referans araligin laboratuvarin
populasyonu igin gecerliliginin dogrulanmasi protokolini kapsamaktadir. Her iki
durumda uygulanmasi gereken prosedirleri ve kosullar su basliklar altinda
aciklanmaktadir:

1. Referans araliklarin hesaplanmasinda uygulanmasi gereken hususlar

2. Referans araliklarin transferi

3. Referans araliklarin gegerliliginin kanitlanmasi/dogrulanmasi (verifikasyonu)
Referans araliklarin hesaplanmasinda uygulanmasi gereken hususlar:

1.1 Minimum referans birey sayisina karar verilir

1.2 Referans bireylerle ilgili bilgilerin toplanacagi anket formu hazirlanir.

1.3 Ankete referans araligi belirlenecek olan analite 6zel konular da eklenir.

1.4 Referans bireylerin sec¢iminde dikkat edilecek katma ve diglama olcitleri

belirlenir.

1.5 Kag alt gruba ayrilacagina karar verilir.

1.6 Preanalitik faktorlere gore bireyler hazirlanir.

1.7 Orneklerin toplanmasi, islenmesi, saklanmasi ve tagsinmasi kosullari belirlenir.

1.8 Kalite kontrolU yapilmakta olan yontemlerle dlgimler yapilir.

1.9 Orneklerin analitik prosediiriin dzelliklerine gére tasinmasi saglanir.

1.10 Veriler incelenir ve analiz edilir.

e Histogram gizilir.
e Asiri sapan ug degerler incelenir.

1.11 Referans aralik sinirlari hesaplanir

1.12 Alt gruplarin farkhhklari dederlendirilir. Birlestirme konusunda karar verilir.

1.13 Referans araliklar rapor edilir (Sinirlarin %90 guven araliklari da yazilir).

Bazi maddeler asagida aciklanmaktadir:

1.1 Minimum referans birey sayisina karar verilir: Nonparametrik yéntem igin en az 120

birey, transfer i¢in en 20 birey.

1.2 Referans bireylerle ilqili bilgilerin toplanacadi anket formu hazirlanir.

1 3 Ankete referans araligi belirlenecek olan analite 6zel konular da eklenir.
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Referans birey belirleme formu (CLSI-C28A3cE 2008)

Ornek no: Ornek alindigi saat: (Laboratuvar tarafindan doldurulacaktir)
Adi, soyadi: Medeni hali: Meslek: Telefon:
Yas:(yl) Cinsiyet: Irk: Boy: (m) (cm) Agirlik: (kg)

Kendinizi saglikli hissediyor musunuz? (E) (H)
Diizenli olarak egzersiz yapiyor musunuz? (E) (H)
Evet ise ne kadar siklikta? (saat/hafta)

Aktivitenin derecesi? (hafify 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (agr)
Son zamanlarda hig rahatsizlandiniz mi? (E) (H)
Eger evet ise ne zaman? Ve neden?

Recete edilmis ilag aliyor musunuz? (E) (H)
Eger evet ise ne? Siresi:

En son ilag ne zaman aldiniz? Adi:

D vitamini supplementi aliyor musunuz? .............cccccceeeuee (=) PR (H)
isinizde tehlikeli kimyasal maddelere maruz kaliyor musunuz? (E) (H)
Eger evet ise ne? Sdresi:

Sigara kullaniyor musunuz? (E) (H)
Eger evet ise ne sekilde? Ne kadar? Sdresi:

Ozel diyet uyguluyor musunuz? (E) (H)
Eger evet ise lutfen tanimlayiniz Sdresi:

Kronik hastaliginiz var mi? (E) (H)
Eger evet ise ne?

Alkol kullanma aliskanhginiz var mi? (E) (H)

Eger evet ise ne sekilde? Hangi siklikta? Sdresi:

En son alkol ne zaman aldiniz?

Bir doktor kontroll altinda misiniz? (E) (H)
Eger evet ise neden?

Rahatlatici ilag kullaniyor musunuz? (E) (H)
Evet, ise ne? Hangi siklikta? Siresi:

Son zamanlarda hastaneye yattiniz mi? (E) (H)
Ne zaman? Neden?

Ailenizde gegirilmis bir hastalik var mi? (E) (H)
Eger var ise tanimlayin:

Son glnlerde aspirin ya da agr kesici aldiniz mi? (E) (H)
Eger evet ise ne? Ne zaman?

Son gunlerde soguk alginhidi ve alerji tedavisi gérduniz ma? (E) (H)
Eger evet ise ne? Ne zaman?

Son gunlerde hi¢ antiasit veya mide ilaci aldiniz mi? (E) (H)
Eger evet ise ne? Ne zaman?

Diyet hapi kullaniyor musunuz? (E) (H)
Sdiresi:

Kadinlar igin

Adet gértiyor musunuz? (E) (H)

Eger evet ise, en son adet tarihiniz nedir?

Eger hayir ise, hormon replasman tedavisi aliyor musunuz?(E) (H)

Eger varsa, bebeginizi emziriyor musunuz? (E) (H)

Hamile misiniz? (E) (H)

Eger evet ise, tahmini dogum tarihiniz nedir?

Oral kontraseptif kullaniyor musunuz? (E) (H)

Eger evet ise hangisi?
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1.4 Referans bireylerin seciminde dikkat edilecek katma ve dislama élglitleri

belirlenir:

Dislama kriterlerine érnek (CLSI-C28A3cE 2008)

Alkol kullanimi

Yakin zamanda gegirilen hastalik

Kan basinci Emzirme
Uyusturucu bagimliligi Obezite
Cevre Meslek
Genetik faktorler Hamilelik

Aclik, tokluk

Son dénemde gegirilen ameliyat

Sigara kullanimi

Vitamin alimi

Regeteli ilag¢ kullanimi

Son dénemde kan verme

Katilma kriterlerine érnek (CLSI-C28A3cE 2008)

Yas Cografik konum Fizyolojik degiskenlik
Postur Cinsiyet Irk

Diyet Kan grubu Sigara kullanimi
Etnik gegmis Menstural déngu Aclik, tokluk
Egzersiz Hamilelik

1.5 Kac alt gruba ayrilacadina karar verilir:

Referans araliklarin hesaplanmasinda referans bireylerin etkili faktoérlere gore alt

gruplara ayrilmasi gerekir. Cinsiyet ve yas gruplari en yaygin alt gruba ayirma

faktorl olsa da sigara igilmesi, vicut kutle indeksi, beslenme sekilleri gibi gesitli

faktorlere gore ayrilabilir.

1.6 Preanalitik faktérlere gbre bireyler hazirlanir:

Referans araliklarin saptanmasinda preanalitik degiskenliklerin standardize edilmesi

gerekir. Bireyin hazirhgi ve metodolojik faktorleri her birey igin mimkin oldugunca

ayni kosullarda olmalidir. Dikkate alinmasi gereken preanalitik faktorler izleyen

tabloda belirtiimektedir. Bu degiskenlere analitin dogasina goére ek faktorler

eklenehbilir.

Preanalitik faktérler (CLSI-C28A3cE 2008)

Bireyin Hazirhgi

Ornek Toplama

Ornegin Hazirlanmasi

Gegmis diyet
Aclik, tokluk
e Farmakolojik etkenlerin varhg
ilag tedavisi
Fiziksel aktivite

e Ornek alinmadan 6nceki dinlenme

slresi
Stres

e Cevresel

o Postlr

e Ekipman

e Tipler

o Alinma saati

o Ornek tipi
e Kan akisl

e Turnike kullanimi

kosullar Laboratuvara ulasim
Serum/plazma ayrimi
Saklama

Analiz i¢in hazirlama
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1.10 Veriler incelenir ve analiz edilir:

- Verilerin histogramlari gizilir ve gérsel incelenir.

- Asiri ug degerler belirlenir.

Veri toplandiktan sonra ilk basamak verilerin sikhk (frekans) dagiliminin
incelenmesidir.

Sapan degerlerin saptanmasinda ¢ok sayida istatistiksel teknik vardir. Hepsinde
verilerin Gaussian dagihimi gdsterdigi varsayilir. Cok asiri degerler bulundugunda
sapan deger gizli kalabilir. Bu nedenle histogramda asiri sapan deger net olarak
anlasilmayacagindan asiri span ug degerler incelenir.

Asiri ug/sapan degerlerin incelenmesi yéntemlerinden birisi Dixon-Reed Kuralrdir.
Dixon Reed tarafindan énerilen yontem D/R orani olarak bilinir.

D = En uctaki veri (blytk veya kiicuk) ile yanindaki en buytuk (veya en kiguk)
verinin absolu farkidir.

R = En buyulk veri ile en kiglk veri arasindaki farktir (hesaplanirken sapan degerler
de hesaba alinir).

Fark (D) R degerinin 1/3’'ne esit veya blyukse asiri u¢ deger silinir. Ugtaki deger cok
asiri dizeyde ise bir dnceki degerden baglanir. Bu deger sapan deger olarak
saptanirsa diger asiri ugtaki degerler birlikte silinir. Gorsel olarak asiri ug gbzlenirse
ancak D/R ile saptanamazsa ya hepsi alinir ya da baska bir test uygulanir. D/R
yontemi Kilavuzda 6nerilmektedir. Non-parametrik dagilima uygulanir.

1.11 Referans araliklar hesaplanir:

. Referans araliklar nonparametrik veya parametrik yontem ile hesaplanir.
dagihmin normal dagihma uyumu degerlendirilir. Dagilim normal ise parametrik
yontem, parametrik degilse nonparametrik yontem uygulanir.

e Parametrik yontem: Dagilimin 2,5 ve 97,5. yuzdelikler bulunur.

o Nonparametrik yontem:

Alt sinir (2,5. Yuzdelik): r1=0,025 (n+1)

Ust sinir (97,5. Yiizdelik): r2=0,975 (n+1) formdlleriyle hesaplanir (n = referans
birey sayisi)

¢ Referans araliklarin glven araliklari hesaplanir.

e Normal dagilim ise hesaplana sinirlarin %90 glven araligi 2.81*SE (Standard
hata) ile toplanir ve ¢ikarilir.

e Dagilim normal degilse, 2,5. yuzdelikteki %90 glven araligini belirleyen sira
numaralari izleyen tablodan yararlanilarak bulunur. Grup sayisina kargilik gelen a ve

b degerleri belirlendikten sonra bu sira numaralarina kargilik gelen degerler 2,5
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ylzdelik sinirinin %90 glvenle alt ve Ust sinirlarini temsil etmektedir. 97,5 yuzdeligin

guvenlik siniri ise, bulunan a ve b sayilari n+1’den elde edilir.

2,5 yuzdelikte %90 gliven sinirini belirleyen sira numaralari

Ornek sayisl, n Sira

En az En ¢ok a b

120 131 1 7

132 159 1 8

160 187 1 9

188 189 1 10

190 216 2 10

217 246 2 11

247 251 2 12

252 276 3 12

277 307 3 13

308 310 3 14

311 338 4 14

339 366 4 15

367 369 5 15
a: hedef popllasyonun 2,5. ylzdelikteki sinirin %90 giiven araliginin alt sinirini temsil
eden verinin numarasini gosterir. b: hedef populasyonun 2,5. ylzdelikteki sinirin %90
glven araliginin Ust sinirini temsil eden verinin numarasini gosterir. 97.5. yizdelik
sinirlari i¢in, a ve b i¢in bulunan sira numaralari, n+1’den ¢ikarilir.

1.12 Alt gruplarin farkliliklari degerlendirilir. Birlestirme konusunda karar verilir:

Klinik olarak anlamh olmadik¢a referans araliklarin tim popuUlasyon igin
raporlanmasi karisiklik yaratmamasi agisindan uygundur. Ancak alt gruplara gore
rapor edilmesi degerlendiriimelidir. Genel olarak iki alt grup ortalamalari arasinda
go6zlenen farkin %5 veya %1 duzeyinde istatistiksel olarak anlamli bulunmasi
durumunda alt gruplarin referans araliklarinin ayri raporlanmasi gerektigi savunulur.

iki alt grubun standart sapmalari orani 1,5 veya daha biyik bulunursa daha genis
olan dagihmi dar olani her iki tarafta da asar.

Degerlendirmeler sonunda her iki alt grup arasinda fark bulunursa her alt grup en
az 120 bireyden olusturulur.

Alt gruplarin referans araliklari arasindaki farkhhgin istatistiksel anlamhliginin
degerlendirilmesi
Farklarin anlamliliginin degerlendiriimesinde cesitli testlerden yararlanilir:
1.12.1. Harris ve Boyd ©énerisii Normal Standard Sapma Testi (EP28-A3te

énerilen)): iki alt grup ortalamalari, standart sapma ve grup birey sayilari ile z degeri

hesaplanir.

X -X

=

2
2

T
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X, ve X, iki alt grubun belirlenen ortalamalaridir. s.? ve s,? standart sapmalaridir. n;
ve n, alt gruplardaki birey sayisidir. Orijinal veri fazla derecede carpik ise, log
transformasyonu gibi basit bir transformasyon yapilir ve z testi transforme edilmis
degerlerle gergeklestirilir.

Hesaplanan z degeri kritik z (z*) degeri ile karsilastirilr. Kritik z degeri asagidaki
formul ile hesaplanir:

z* = 3 (Non/120)2
Nort = (ny + ny)/2 olduguna gore
z* = 3[(n; + ny)/240]*2

Hesaplanan z degeri kritik z (z*) degerinden fazla ise alt grup referans

araliklari ayri raporlanir.

Ayni zamanda buyuk standart sapma degeri kugik olanin 1,5 katindan fazla

ise alt grup referans araliklari ayri raporlanir.
1.12.2 Lahti ve Ark. Onerileri (Yiizdelik ve uzaklik kriteri: Uzaklik kriteri): Tim grubun

referans araligi disinda kalan alt gruplarin ylizdeleri degerlendirilir. Uzaklik Kriterine
gore su basamaklar izlenir:

a) Yizdelik kriteri

Alt grup dagiimlarinin ortak referans aralik disinda kalan alt grup dagilimlarinin
yuzdeleri ile aciklanir (yalniz dagilimlarin her iki ucundaki ytzdelerin daha blyuk

olani alinir):

o Her iki ylzde degeri <%3,2 ise, ayri hesaplama yapilmaz.
o En az bir ylzde degeri %3,2 ve %4,1 arasinda ve birisi 2%4,1 ise, basit
bir istatistik ydntemle karar verilir.

e En az bir tanesi 2%4,1 ise ayri hesaplanir.

b) Uzaklik kriteri

Ayirma kriteri alt grup dagilimlarinin referans sinirlari fark ile agiklanir.

e Standart sapmalari orani, R 21,5 ise ayri hesaplanir.

e R <1,5 ise referans araliklarin alt sinirlari (DL) ve Ust sinirlari (DU) arasindaki
farklar bulunur

e Daha dar olan alt grup standart sapmasi (s) kullanilir.

e Her iki DL ve DU<0,25s ise ayri hesaplanmaz

o DL ve DU’nun ikisinden birisi veya her ikisi de 0,25s ile 0,75s arasinda ve

her ikisi de = 0,75s ise karar i¢cin bagka istatistik ydontem bulunur.

1.14 Referans araliklar rapor edilmesi (Sinirlarin %90 gliven araliklari da yazilir).

2. Referans araliklarin transferi ve gecerliliklerinin kanitlanmasi:
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Guvenilir referans araliklarin belirlenmesi zaman alici ve masraflidir. Yeni test ve
yontemlerin hizla ¢godalmasi blytk ve kigik laboratuvarlar icin de zorlayici olmakta
hatta gercekg¢i olmamaktadir.

Olgiim yéntemlerinin ticari olarak satin alindigi klinik laboratuvarlarda,
c¢ogunlukla kit kilavuzlarinda Ureticiler tarafindan hesaplanmis olan referans araliklar
veya beklenen degerler kullanilir. Ancak bu degerler, laboratuvarin hizmet ettigi
populasyon igin gecerli olmayabilir.

Firma tarafindan verilmis olan degerler uygulamaya sokulmadan énce laboratuvar
tarafindan dogrulanmasi gerekir. Bu islem transfer olarak adlandirilir.

Oncelikle, analitik sistemin kesinlik, dogrusallik, gerceklik ve dolayisiyla
dogruluk acisindan yeterli oldugu kanitlanir. Orijinal referans araliyin uygun olarak
hesaplandigi varsayilir.
iki 6nemli konu dikkate alinmalidir:

2.1 Analitik sistemin kargilagtirilabilirligi
2.2 Referans birey poplilasyonunun karsilastirilabilirligi
2.1 Analitik sistemin karsilastirilabilirligi

Laboratuvar belirli bir analitin referans araligini kendi populasyonu igin belirli bir

yontem icin guvenilir bir sekilde hesaplamissa, yeni yonteme gectigi zaman bu
yéntem igin tekrar referans birey toplamasina gerek kalmayabilir.
Yeni yontemin uygulanmasindan once buyuk olasilikla daha oOnceki yontem ile
karsilastirma c¢alismasi yapmistir. Bu karsilastirma calismasindan elde edilen
verilerle hesaplanmis referans aralidin kullanilmasina veya yeni bir calisma
ihtiyacina ihtiya¢g durumuna karar verilebilir.

Hastalardan taze drnek alinarak karsilastirma calismasi yapilir. Referans birey
bulmak sart degildir. Genellikle, asadidaki durumlar varsa referans araliklar transfer
edilebilir:

e Yeni yontem benzer degiskenlikteyse ve girisimler de benzer ise

¢ Ayni veya karsilastirilabilir standart veya kalibratorleri varsa

o Elde edilen verilere gore karsilastirlabilirligi kabul edilebiliyorsa
Dogrusal regresyon yoluyla transfer

eYeni ydonteme gegildigi zaman regresyon analizi ile transfer yapilabilir. iligki
dogrusal ise ve uyum iyiyse (6rn, r>> 0,90) regresyon denklemi transfer icin
kullanilabilir. iliski dogrusal degilse de transfer edilebilir, ancak ileri analiz gerekir.

e Farkl tekniklerle galisan laboratuvarlar arasinda transfer icin her yéntemin
kesinlik ve bias degerleri net olarak bilinmelidir.

2.2 Referans birey poplilasyonunun Kkargilastirilabilirligi
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Klinik laboratuvar baska bir laboratuvarin veya kit Ureticisinin referans aralgini
transfer edecedi sartlari karsiliyorsa ikinci dikkate alinmasi gereken konu referans
populasyonun karsilastirilabilir oldugunun degerlendiriimesidir.

3. Referans araliklarin gegerliliginin kanitlanmasi (validasyonu)
Referans araligin transferinin kabul edilebilirliginin degerlendiriimesinde t¢ yaklasim
Onerilmektedir:
3.1. Subjektif degerlendirme;
3.2. Az sayida referans birey olgimlerinin istatistiksel analizi (6rn, n=20);
3.3 Daha fazla sayida referans birey ol¢ciimlerinin degerlendiriimesi (n=120'den az
olmasi beklenir, 60 énerilmektedir).
3.1. Subjektif degerlendirme
Transferin kabul edilmesi slbjektif degerlendirmelerle de yapilabilir. Ancak c¢ok
dikkatli olunmali, ilgili ve gerekli tim sartlar agikga belirlenmeli ve raporlanmalidir.
Referans popllasyonun demografik degiskenleri, cografik lokasyonlari; preanalitik
degiskenler, analitik prosedur ayrintilari, analitik performans, referans degerlerin tam
seti, referans araligin hesaplanma yodntemi mutlaka yazilmalidir. Bu faktorler
laboratuvarin igletimi ve test yapilan birey populasyonuna uyuyorsa, uydugunu
gOsteren kayitlardan bagka gecerli kilma veya validasyon galismasina gerek yoktur.
3.2 Az sayida referans birey ile (n=20)
Subjektif degerlendirmeye alternatif olarak ureticinin veya referans aralidi aldigi
laboratuvarin araliklarinin transferini gegerli kilmak isteyebilir. Bu durumda kendi
saghkh populasyonundan 20 referans bireyin sonuglarini degerlendirir, daha ¢ok
sayidan elde edilen referans araliklarla transferin kabul edilebilirligine karar verir.
Orijinal laboratuvarin prenalitik degiskenleri ve analitik performansini kontrol ettigi
raporlanmalidir. Eger demografik degiskenlerde ve cografik lokasyonlar arasinda
kayda deger fark varsa transferin gok anlami olamaz.
Transferin gecgerli kilinmasi ¢alismasinda referans birey segimi igin gerekli olan tim
sartlar saglanarak saglkli popllasyondan 20 kisi segilir. Grubun homojenligi test
edilir. Hi¢ sapan deger olmamalidir. Dixon/Reed veya Tukey ydntemleriyle analiz
edilir. Sapan deger bulunursa bunlar atilir ve tekrar veri toplanir. Sapan deger
bulunmayincaya kadar bu igleme devam edilir.
Referans araligin belirlendigi 20 kisiden en az 2’si (%10’nu) transferde kullanilan
Uretici veya diger laboratuvarin raporladigi %95 referans sinirlarinin disinda
bulunursa transfer kabul edilir. Bu durumda yanlis red olasili§i %5-7'dir. Ug veya
dért olursa transfer onaylanmaz. ikiden yiiksek oldugu zaman, analitik sistem kontrol
edilebilir veya yeni referans bireylerde tekrar o6lglim yapilabilir Ayni kurallara

uyularak saglikli birey toplanir. iki sonugctan fazlasi dénceki araligin disinda degilse
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ikinci galismaya gore transfer kabul edilir. ikincide de (i¢ veya daha fazla veri
araligin disinda ise analitik prosedir tekrar degerlendirilir, iki popullasyonun
orneklemlerinin biyolojik 6zellikleri incelenir. Laboratuvarin kendi referans arahdini
saptamasi konusunun degerlendirmesi gerekebilir.

Laboratuvar daha ileri testlerle verilerini degerlendirme yoluna gidebilir.

Lokasyon (ortalama) ve skala (yayilim)'in degerlendiriimesinde Mann-Whitney U (M-
W U) test lokasyondaki; Siegel-Tukey (S-T) test yayillimdaki; Kolmogorov Smirnov
(K-S) testi her iki degisikligin saptanmasinda en iyisidir (azalma ve artma
durumlarinin her ikisinde de).

Yapilan élcimlerden elde edilen aralik firmanin araligi iginde ise ve firma araligi ¢ok
genis ise, transfer islemi daha fazla sayida referans bireyle yapilmalidir.

3.3 Daha fazla sayidaki referans birey ile

Olglim prosedirinin ve analitin dzelligine gore laboratuvarlar daha fazla sayida
referans birey ile gecerli kilma calismasi yapmak isteyebilir. Kendi poptlasyonunda
60 referans birey ile calisma yapar. Transfer edecedi referans aralia gore
degerlendirir. Burada yukarida vurgulanan tim sartlarin saglandigi kanitlanmalidir.
Madde 2.1’de anlatildigi gibi sapan degerlere gore ikinci grup ¢alismasi yapilabilir.
iki gruba gére onaylanamazsa 120 referans birey secilerek calisma planlanir.
Burada da gugllu istatistiksel teknikler alternatif yollar saglamaktadir. 60 referans
bireylik drneklem ile robust (saglam) teknikler kabul edilebilir glven aralikli referans
araliklarin hesaplanmasini saglar. Ancak, analitten analite degisiklik olabilecegi igin

her laboratuvar analite goére degerlendirip karar vermelidir.



