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ﬁ Laboratuvarda Kalite Guvencesi
I

Kalite gliivencesi, hasta ile baslar ve
hasta ile biter.
Test sonuclarini ve hasta glvenligini

etkileyebilecek her tiir degiskenin
kontrolind amaclar.



Laboratuvar hatalar

Phases
[ |
Pre-Pre-Analytical, very high
frequency, high risk
Pre- Pre-Analytical,
Analytical high frequency
i\ 0.2%
Post- Post-Analytical,
Analytical high frequency 2.2%
Post-Post-Analytical, very
high frequency, high risk 5.0%

Hakan Abacioglu’dan alinmistir.

Clinica Chimica Acta 404 (2009) 16-23
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M Kaliteyi etkileyen faktorler

Personel (egitim, deneyim, vb)
Cevresel faktorler (elektrik, su, gurdltd, vb)

Ornek (test secimi, zamanlamasi, kalitesi,
etiketlenmesi, transportu, saklamasi, vb)

Laboratuvar malzemeleri (reaktifler, kimyasallar,
besiyerleri, boyalar, ...)

Test yontemi

Cihazlar

Sonuclarin okunmasi, yorumlanmasi, raporlanmasi



Kalitenin saglanmasi

e Gereksinimin tanimlanmasi
Yeni bir test —— | « Yontem — test secimi
e Lab yapimi / ticari, kalitatif / kantitatif
e Kosullarin — cihazlarin saglanmasi
e Personelin egitimi
e Klinisyenin bilgilendirilmesi

Yontem gegerliliéinin e Lab yapimi test - validasyon
Sinanmasi » | » Ticari test - verifikasyon

Ic ve dis kalite kontrolleri ile izlem ve iyilestirmeler

- . . e Klinik yarar
Testin izlenmesi — e Insidans / prevalans degisiklikleri

e Yarar — maliyet analizi

e KK verilerinin izlemi

e Alternatiflerin degerlendiriimesi

e Otomatizasyon / coklu test secenekleri




. Vg
Yontem gecerliligi >
" 5

Test, amaca uygun mu?
Testin kalitesini, glivenilirligini ve tutarhihgini

belirlemeye yarar.

Laboratuvar yapimi veya laboratuvar tarafindan
degistirilmis test icin = performans 6zelliklerinin
belirlenmesidir.

Ticari ve IVD-CE belgesi olan test icin, testin
performans Ozelliklerini Uretici belirler. Laboratuvar,
bu performansi kullanim sirasinda saglayabildigini
gostermelidir.

Rabenau HF et al, J Clin Virol 2007
Burd EM, Clin Microbiol Rev 2010



Dl kkat I AKREDITASYON

YETERLILIK TESTLERI

Testler ve cihazlar
laboratuvara
alinmadan once
detayli olarak
incelenmeli ve
degerlendirilmelidir.

Kontroller, sorunlu
bir testin veya

cihazin '
performansini -
lyilestiremez.

Trends in Analytical Chemistry, Vol. 23, No. 8, 2004

iC KALITE KONTROL

Performans ézellikleri

VALIDASYON

Amaca Uygunluk




Yontem gecerliligi (minimum)

Onayl test Laboratuvar yapimi test
(Verifikasyon) (Validasyon)
Dogruluk Dogruluk
Kesinlik Kesinlik
(intra-,inter-assay) (intra-,inter-assay)
Dogrusallik Dogrusallik
(kantitatif ise) (kantitatif ise)
Duyarhhk
Ozgiilliik

Rabenau HF et al, J Clin Virol 2007
Burd EM, Clin Microbiol Rev 2010




Yontem gecerliligi (minimum)

Onayl test Laboratuvar yapimi test
(Verifikasyon) (Validasyon)

Dogruluk Dogruluk
Kesinlik Kesinlik

(intra-,inter-assay) (intra-,inter-assay)
Dogrusallik Dogrusallik

(kantitatif ise) (kantitatif ise)
Analitik duyarlihk Duyarhhk

CAP icin Ozgiilliik

(kantitatif ise)

Rabenau HF et al, J Clin Virol 2007
Burd EM, Clin Microbiol Rev 2010




1 Diger kriterler

= Klinik (tanisal) validasyon
Duyarllik, 6zgulik, dogruluk

= Kantitasyon araligi

= Esik de(jer

= Raf omru
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IVD/CE ONAYLI NAT

Ornek sayisi
Degerlendirme kriteri | Referans materyal
Kalitatif Kantitatif

Dogruluk Pozitif 3 3

Dislk pozitif 3 3

Negatif 3 3
Kesinlik - calisma ici Pozitif 1 3
(3 tekrar) Dislk pozitif 1 3
Kesinlik- calismalar arasi | Pozitif 1 1
(3 ayri calisma) Dislk pozitif 1 1
Dogrusallik (2 tekrar) Pozitif - 13

Rabenau HE 2009 ESCV

Rabenau HF et al, J Clin Virol 2007




LABORATUVARDA GELISTIRILMIS NAT

Ornek sayisi

Degerlendirme kriteri Referans
materyal Kalitatif Kantitatif
Duyarlilik Pozitif 10 10
Dislk pozitif 10 10
Ozguillik Negatif 20 20
Dogruluk Pozitif 3 3
Dislk pozitif 3 3
Negatif 3 3
Kesinlik - calisma ici Pozitif 1 6
(3 kez tekrar) Disilk pozitif 1 3
Kesinlik - calismalar arasi | Pozitif 1 2
(3 ayri calismada) Dislk pozitif 1 1
Dogrusallik Pozitif - 24
(2'ser tekrar 2 calismada)
Rabenau HE 2009 ESCV
Rabenau HF et al, J Clin Virol 2007




Analitik Duyarhlik, Saptama Siniri
* ("“Limit of detection”, LOD)
I

Test ile belli bir gtiven araliginda (%95)
saptanabilen en dusiuk analit miktari

(Probit analizi)

CLSI - 5 ornek x 12 calisma (60 veri

Ornekler saptama alt sinirinin alti ve
olacak sekilde farkli konsantrasyo

analit icermelidir.

%395 olasilikla saptanan en dusuk

konsantrasyon,

saptama alt siniri olarak secilir.

T
g ogo | 17996 2 0.018 Ul (95%)
&

Miktar belli ornek
Kopya, IU, TCID50

3 1
log (dose)



q Analitik Ozgullik (1)

Hedef ajanin cesitli varyantlari

Capraz reaksiyon
Benzer genetik yapiya sahip mo
Ornekte bulunmasi olasi flora tyeleri
Benzer hastalik yapan mo

Hedef NA dizisine benzer diziye sahip mo (GenBank —
BLAST ile tarama)
Interferans
Hb
Lipid
Bilirubin
Ilaclar, antikoagilanlar,...



M Analitik Ozgiillik (2)

|
Capraz reaksiyon verme riski olan
mikroorganizma iceren orneklerin
calisiimasi

Yuksek konsantrasyonda (10~ kopya/ml)
olmalidir.
Interferans yaratabilecek maddeyi iceren,

hedefi iceren ve icermeyen orneklerin es
zamanli calisiimasi




Tanimlar

Dogruluk | Olctimlerin gercek degere yakinhgi

Kesinlik |Olciim sonuclarinin birbirine yakinligini gosterir.

Sapma |Test sonucu ile referans deger arasindaki fark
(bias) | (Ne kadar AZSA testin DOGRULUGU o kadar YUKSEKTtir)

e o
.’ LN ) .
A ® -2
DOGRU ve KESIN KESIN ama Hem KESIN DEGIL

DOGRU DEGIL hem de DOGRU DEGIL




M Kesinlik (Tekrarlanabilirlik)

Tekrarlanan calismalardan elde edilen
degerler birbirlerinden ne kadar farkl ?

SD veya varyasyon katsayisi (SD/ortalama)



q Kesinlik (Tekrarlanabilirlik)

Calisma ici ve calismalar arasi

Ornek:
= 3 P 6rnek + 3 DP drnek - ayni calismada 3er kez
= 1 Pornek + 1 DP O0rnek - 3 ayri ginde birer kez calisilir.

Degerlendirme
SD ve %CV hesaplanir. Kabul edilebilir deger?

Ureticinin sonuglari ile karsilastirilir.

Laboratuvar yapimi test icin:
= CV £ %15, kantitasyon alt sinirt icin %20

Farkl konsantrasyonlar icin ayri hesaplanarak
konsantrasyon — kesinlik iliskisi belirlenebilir.



1 Dogruluk (“accuracy”) &

= Saptanan deger gercek deger mi?
= Referans materyal kullanim
- DSO = HIV, HBV, HCV, HAV, ParvoB19, .......
= NIBSC, ticari kuruluslar
= Kaltdr izolatlari
= Hasta ornekleri

= Sonuclarin referans yontem ile karsilastiriimasi

= Sonuclarin akredite bir laboratuvar ile
karsilastiriimasi



M Dogruluk

Ornekler
Gercek hasta populasyonunu temsil etmeli
Farkli genotipleri icermeli

Negatif ve farkli konsantrasyonlarda pozitif
ornekler icermeli

Farkli matriksler kullanilacaksa, her biri ayri ayri
degerlendirilmeli

Ornek sayisi ?
>20 olmali. LYT icin 50 pozitif, 100 negatif 6rnek
Rabenau: 3 YP, 3 DP, 3 negatif




Sacllma grafigi “Scatter diagram”

Korelasyon / Regresyon analizi

Egim ve korelasyon katsayisi ile uyum
belirlenir. EGimin 1’e yakin olmasi,
korelasyon katsayisinin r2>0.95 olmasi
onerilir.

Disarida kalanlar incelenmelidir.

Farkhhk grafigi (Blant-Altman grafigi)

Olgtllen sapmanin, kabul edilebilir aralik
ile olan iliskisi incelenir.

Referans testi dogru olarak kabul ettigi icin
yeni testin Ustlin oldugu durumlarda
sorun olabilir.
Klinik verilere gére dogruluk belirleme
2x2 tablo ile degerlendirilir.
Kappa degeri >0.80 onerilir.

Dogruluk degerlendirme

L3

hene
o FEBREBETITINIIBER

G40 62 65 60 84 61 T2 M B 84 82 W2

. Difference in scores
A Y % 9

lllllllllllllllllllllllllllllllllllllll




M Dogrusallik (“Linearity”)

Sadece kantitatif test icin

Testin kaptitas on
k/)a pabildigi araligin
elirlenmesi

Test sonuglarinin analit
miktar ile korelasyonu

Testin verimliliginin
belirlenmesi

10 katlik dilisyonlar — en az 4
basamak (Ct <12 ile >35 arasi)
Her diltsyon ikili veya Ucli
cahsilir.

Matriks 6nemlidir; plazma, su,
SF olabilir.

60000

40000 -

RFU

20000 |

0 4

0

DNA HS Quantitation Assay

y = 0.114x - 272.365
R? = 0.999

100,000 200,000 300,000 400,000 500,000
DNA Quantity (pg/mL)



q Dogrusallik

Degerlendirme

Beklenen deger (x) ile bulunan degerler (y)
regresyon analizi ile degerlendirilir.
Degerler log10 olarak girilir.
= Linear regresyon analizinde ideal deger - r2:1

DNA S Quantitation Assay Linear olmayan egri varliginda uygun istatistik
’ yontemin kullanilmasi gerekir.

60000 -

y = 0.114x - 272.365
R? = 0.999

40000

RFU

20000

0+ - — — —
0 100,000 200,000 300,000 400,000 500,000
DNA Quantity (pg/mL)



Need a better
performance?
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Appendix 6 - A Guide to the Level of Revalidation
Considered Acceptable For a Range of Changes to the
Protocol

Protocol change

Eevalidation primers/ reaction mix extraction control instrument or analysis
activity probes components (ex — method material conditions
primers/ probes)
Analytica yes yes yes no yes yes
sensitivity
Diagnostic yes * yes no
sensitivity
Analytica yes * limited$ imited limited limited
specificity
Diagnostic yes * * no
specificity
Efficiency yes yes no no yes yes
(quantitative
assays)
Linearity yes * yes no
(quantitative

HPA. Guidance on the Development and Validation of Diagnostic Tests
that Depend on Nucleic Acid Amplification and Detection, 2013




Anahtar Mesa|

Yontem gecerliliginin kanitlanmasi kalite kontrol
programlarinin vazgecilmez bir parcasidir.

Kurallar belirlenmeli ve yazili prosedir olmalidir.
Bir test laboratuvarda kullanima girmeden once ve her
degisiklikte

Yontem gecerliligi degerlendirilmeli ve belgelendirilmelidir.
Degerlendirilecek 6zellikler

Testin onayli-ticari ve laboratuvar yapimi olmasina goére degisir.
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Tesekkir ederim.




q Test rehberi

Test/Yontem adi
Amac ve prensip

T Belge Mo MLTR.505. 0

Yayin Tarihi 15.04.2008

ADENOVIRUS-DNA PCR TEST REHBERI | Gncelleme No

Gincelleme Tarihi

MERKEZ

LAED RATU VAR Sayfa No 1/4

TEST: ADENOVIRUS-DNA PCR (KANTITATIF)
Marka ve Katalog no: Adenovirus R-Gene (Argene, 69-010)

Test amaci ve prensibi: Ornekte adenovirus DNA'simin varli@im kantitatif olarak arastirmak. TagMan
probu kullanan realtime PCR prensibine dayalidir. Hedef hekzon geninin 138 bp’lik bir bélgesidir.

Ornek tipi, alinmasi ve saklanmas:: Kantitasyonun vyararl olduu plazma / serum, BOS
drneklerinden cahgyilir. Testin &zellikle immunsuprese hastalarda plazma ile caligilmasi uygundur.
Solunum yolu drnekleri, gz sdruntisl, diskl, biyopsi gibi materyal ile de cabisilabilir ancak sonug

kalitatif olarak verilmelidir. Kan, FDTA*D tiinte, BOS ve diSer siv drnekler, steril ve kapakl bir tiin

Ornek tipi, alinmasi/saklanmasi
Gerekli ekipman ve malzemeler

Testin yapilis basamaklari

Sonug raporlama ve klinik yorum

Kalite kontrol
Guvenlik onlemleri
Kaynaklar




