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OZET

Bir laboratuvann verdigi sonuglann giivenilirligi, oncelikle o laboratu-
varda kullamilan yéntemlerin belirli kurallara gore, kalite kontroldan geg-
mesine baghdir. Klinik biyokimyact ister yeni bir yontem olugtururken,
isterse hazr kitleri degerlendirirken, bazi analitik iglemleri yapmak ve so-
nuglannt degerlendirmek zorundadir. Ancak bundan sonra o yontemin ka-
bulii ve laboratuvarda kullamilmas: uygun olur. Burada bir klinik biyo-
kimya laboratuvarninda yeni kurulan yontemlerin kalite kontrolunu yapar-
ken nasil bir yol izlenmesi gerektigi kisaca anlanlmaya calhgilnugtr. Aym
kriterler, hazir biyokimyasal kitlerin yontemlerinin irdelenmesinde de kulla-
nilmahdir.

SUMMARY
Quality Control of the Methods in Clinical Biochemistry

The accuracy of the results of a clinical laboratory, primaryly de-
pends on the quality control of the methods used, according to certain
principles. When establishing a new method or evaluating the method
of a commercial biochemical kit, clinical biochemists have to do some
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analytical procedures and investigate their results. Unless then that mel-
hod can be accepted and used appropriately in the laboratory. Here, in
a clinical biochemistry laboratory, while working on a new method, the
quality control procedures which one must follow up is tried to dis-
cuss. The same criteria should also be used when evaluating a com-
mercial biochemical kit.

Giiniimiizde klinik biyokimya laboratuvarlari giderek hazir kitlerle ca-
lismayr yeglemektedirler. Bunun en 6nemli sebeplerinden birisi biyokimyact ol-
mayglari, ikincisi ise kitle galigmanin daha kolay gelmesidir. Oysa kitle ¢ahgmak
genellikle birim test fiyatinin yiikselmesine sebep olur. Bu nedenle baz1 yontem-
ler biyokimyaci tarafindan kurulup, gahgilabilir. iste burada, bir yontem ca-
lismasinda neler 6nemlidir, kalite kontrol nasil yapilmalidir, gibi sorulara yonelik
konular tartigilmaya caligilacaktir.

Her yontemin kalite kontrolii i¢in, asagida belirtilen iglemler sirasiyla ya-
pilmahdir:

1- Cihazin Ayarri: Cihazin ayari denince genellike anlagilan sifir ayandir.
Bu ya havaya karsi ya da distile suya karsi yapilir. Bazen de dnce hava sonra
suya karst cift ayar s6z konusudur. Bazi cihazlarda bundan sonra, "diisiik ve yik-

sek kontrol" ad1 verilen ayraglarla ikinci bir ayar sistemi olabilir (Or. alevli foto-
metreler)!.

2- Kor Ayar: Cihazin sifirlanmasindan sonra tekrar kore gore sifir ayari
yapilir. Bazi yontemlerde koriin absorbansi alimr (Bu yontemlerde kore gore st-
t}rlama yapﬂnlaz). Orneklerin absorbans degerleri okunduktan sonra; "Gergek
Ornekaps = Ornekppg — Korpps" denkleminden hesaplanir, Bazi gelismis cihaz-

larda ise kor ve drnek aym anda okunup sonug otomatik olarak verilmektedir
(Or. "double-beam spectrophotometers”)2.

¥ 3- Standart Cahgmasi: Ug sekilde yapilmalidur: a) Suluy, standart ¢ozelti-
leri ile, ) Sulandirilmig 6rnekli, standart ¢ozeltileri ile, ¢) Ornekli standart ¢o-
zeltileri ile. Standart calismasinda drnek olarak, hazir kontrol serumu veya hazr-

lanmig drnek havuzlar kullamilabilir. Bunlarin her biri ile standart egri grafigi ci-
zilip, grafiklerde iki konu degerlendirilir™:

a") EgTinin Dogrusalli (lineeritesi): Yontemin dogruluk derecesini (accu-
racy) gosterir. Bu nedenle dnemlidir. Egrinin maksimum hangi konsantrasyona
kadar dogrusal oldugu sinanmal ve belirtilmelidir.

b) Egrinin Egimi (slope): Yontemin duyarhligini gosterir. Giinlitk ufak var-

y?syonlar olabilir. Bu, o giinkii deney kosullarina, cihazin kalibrasyonuna ve 8l-
¢iim yapilan kiivetin yagina bagh olabilir,
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Ticari kitlerde genellikle standartla galisma yerine daha 6nceden belirlen-
mig bazi ¢arpim faktorleri verilmektedir. Iyi bir biyokimyaci, énce kendisi, o ki-
tin ayraclarini kullanarak standartla galigmali ve verilen fakorlerin dogrulugunu
sinamalidir. Ancak emin olunduktan sonra, kitde verilen faktorler standart ye-
rine kullanilabilir. Ciinki, kitlerde verilen bu standart ¢arpim faktorleri, belli ci-
haz ve yonteme gore saptanmus degerlerdir. Cihaza bagh degiskenlik olabilir.

4- Ornekler?:

a) Ornegin Hazirlanmasi: Ornekler ya direk ya da ekstraksiyon, konsan-
trasyon veya sulandirildiktan sonra kullamlabilir. Ekstraksiyonda kontaminasyon
ve madde kayb: riski vardir. Dilusyonda ise, sulandirma igleminin standartlarla
orantil yapilmasma dikkat edilmelidir.

b) Ornek Hacmi: Cihazin dzelligine gore belirlenir. Minimum hacim bir
yerde minimum ayrag harcanmasi demektir. Hem ekonomik agidan avantajhdir,
hem de hastalardan alinan kan Orneklerinin az olmas: daha az sorun dogurur
(6zellikle pediatrik olgularda). Ama, hacim azaldikca hata pay artar. Ayrica, ci-
haza gore deney hacminin azaltilmas, test sonuglarimin giivenilirligini azaltabilir.

5- Kontrol Calismasr: Yontemin dogrulugunu gosteren en dnemli kriter-
lerdendir. Hergiin, 6rneklerle bir kontrol galigilmahdir. Hazir ticari kontrol se-
rumlari ve saghkli insanlardan elde edilen "6rnek havuzlan” kontrol ¢alismasinda
kullanilabilir. Ayrica "sifir, diigiik ve yitksek kontrol" gibi, ol¢iimii yapilan mad-
denin degisik konsantrasyonlarda bulundugu cozeltiler veya havuzlarda hazirla-
nip kontrol olarak kullanilabilir.

Kontrollerde, drnekler gibi hazirlanmali ve gahgilmalidir. Normalde, rutin
laboratuvarlarinda, hergiin ¢aligilan parametrelerin en azindan bir kismini igeren
kontrol serumlarinin gahgilmas: gerekir. Bu hem yontemlerin hem de caliganla-
rin verdikleri sonuglarin dogrulugunu sinamaya yarar. Kontrol galigmasi, bir
yerde o laboratuvarimn giinlitk saglamasidir.

6- Standart Ekleme (Recovery) Calismasi®: Belli miktarda ornek iizerine
belli miktarlarda madde igeren standartlarin eklenmesi ile yapilir. Ornekteki ba-
zal madde konsantrasyonu saptandiktan sonra bunun iizerine konsantrasyonu gi-
derek artan standartlardan eklenerek, o maddenin her seferinde miktar belirtimi
yapilir. Eklenen kadar bulunabiliyor mu? Elde edilirlik yiizdesi ve iliskin grafik
cizilerek sonuglar degerlendirilir.

"Recovery" caligmas: da degisik sckillerde drnekler hazirlayarak (ekstrak-
siyon, konsantrasyon, sulandirilmig veya direk), bunlarda sinanmalidir. Ayrica
ornege disardan eklenecek maddelerin "recovery" iizerindeki etkileri (6r. pH
degisiminin etkisi) incelenmelidir. Sonugta hangi drnekte veya hangi madde ilave
edildiginde en iyi "recovery" varsa, o tercih edilir. Zaten "recovery" cahsmasi, bir
yerde ornefin hazirlanma seklini de boylece belirlemis olur.
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7- "Precision” (isabet Derecesi) Belirleme Cahgmas:’:
a) Deney Ici (within-run, intraassay) "Precision”: Cihazin stabilitesini gos-
termesi agisindan 6nemlidir. Aym giin, aym1 6rnek 10-20 veya 30 kez cahgilir ve

her biri i¢in X = SS ve % CV (degiskenlik katsayisi, "coefficient of variation”)
hesaplanir.

b) Deneyler Arasi (between-run, interassay) "Precision”: Bir 6rnek havuzu
hazirlamip, ufak siselere ayrilir. Sonra bu havuzdan 10 giin veya 20 giin siireyle,
giinde bir kez ¢ahgilir. Sonugta n = 10 ve n = 20 igin, X = SS ve % CV deger-
leri hesaplanir. Genellikle deneyler arasi % CV degerleri, deney i¢i % CV deger-
lerine kiyasla iki kat fazla bulunmaktadir. Deneyler arasi "precision” daha gok
drnegin stabilitesini gosterir. Ama bir testin isabet derecesinin yiksek olmasi igin
genelde her iki varyasyon katsayisinin da kiigiik olmas: istenir.

8- interferans!®!!: Ornekte analizi yapilacak madde diginda bagka mad-
deler de vardir. Bunlar, dl¢iimi istenen maddenin varolandan fazla veya diigiik
bulunmasina yol agabilirler. Olgiimii yapilan her maddeyi interfere eden madde-
ler ayridir. Bunlarin etkileri aragtirilmali ve o yontemdeki interferans dereceleri
belirlenmelidir. Bu amagla katyonik ve anyonik maddelerin, albumin, sulandirict
ve goziicii maddelerin, hemoliz ve pH degisiminin interferans etkileri aragtirilir.

9- Sensitivite>: Bir yontemin duyarls olup olmadigim gosteren baghca ii¢
kriter vardir:

a) Standart egrinin egimi ve degiskenlik derecesi,

b) LOD (limit of detection) degeri: Kor sinyalinin standart sapmasinimn 2

veya 3 katidir. Sifira gore 10 kez (n = 10) kor absorbanst ahnarak X + SS
degerlerinden kabaca hesaplanabilir.

¢) LOQ (limt of quantitation) degeri: Kor sinyalinin standart sapmasinin
yaklagik 10 kat: kadardur.

Son. lkl deger bir yontemin performansim gosteren kriterlerdir. Bu ne-
denle analitik bir cahgmada mutlaka belirlenmelidirler.

10- "Accuracy">13: Bir yontemin kabul veya red edilmesinde birincil fak-
tordiir. Dogru o6l¢iim yapamayan yontem reddedilir. "Accuracy" yi belirleyen kri-
terler, aslinda yukanida anlatilanlardan belirlenmektedir. Bir yontemin dogru so-
nug verdifini soyleyebilmek igin, o yontemde: - Standart egrinin lineer olmasi,
kargilagtirilan iki yontem arasindaki t testi farkin az olmasi, daha da iyisi
onemsiz olmasi, LOD ve LOQ degerlerinin ufak olmas: (kor etkisinin az oldugu-
nu gosterir), matriks interferansinin az olmasi, "recovery” sonuglarinn yiiksek ol-
masi, deneyde kullamlan tamponun etkisinin minimal olmas: gerekir.

: $on13<; olarak, belirli bir cihazda, belirli bir analitik yontemin dogruluk de-
recesinin yitksek olmasi o yontemin kabuliinii saglar.
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11- Normal Degerler (ve Smirlar)!*: Klinik biyokimyada "normal degerler”
terimi ii¢ degisik anlama gelebilir: Istatistiksel agidan "Gaussian" dagihm olasilif,
epidemiyolojik acidan "en sik rastlanan”, klinik agidan da "patolojik olmayan". Bu
nedenle, artik normal degerler yerine IFCC (International Federation of Clinical
Chemistry)’nin 6nerdigi "referans degerler” terimi tercih edilmektedir. Gene kay-
nak ve kitlerde verilen referans degerler belli bir topluma ve belli bir yonteme
gore saptanan degerlerdir. Bu nedenle yeni bir yontemde ve kitdeki referans
degerler o laboratuvarin kogullarina ve yontemin uygulanacag: topluma gore be-
lirlenmeli ve standartlagtiriimalidir®s,

Ozetlersek; bir yontemi degerlendirirken yukarda anlatilan tiim verilerin
caligilmig ve incelenmis olmasina dikkat edilmelidir. Ticari biyokimyasal kitlerin
yontemleri de benzer sekilde kalite kontrolden gegirilmeli ve ondan sonra kabul
edilmelidir. Aksi takdirde o analitik yonteme ait eksik noktalar kalabilir. Bu ise
test sonuglarinin giivenilirlifini azaltir.
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