
گذاري در بیوشیمی بالینیصحه

Validation In Clinical Biochemistery

مشاور و مدرس سیستم مدیریت کیفیت/ دکتر مهرداد ونکی : تهیه و تنظیم

:مقدمه و تعاریف پایه

:Method Bias گیريدرستی یا بایاس اندازه

کمیت گیري با مقدار واقعی آن اندازهست آمده از نتایج چند سري دیکی توافق بین میانگین مقادیر بنزد
.باشدمی

 :Bias Verification گیريتصدیق صحت اندازه

کنترل شود که شامل کاربردهاي آزمایشگاه انجام میئید و تصدیق درستی تستأفرآیند و مراحلی که که جهت ت
.باشدو کالیبر میت و مواد مصرفی معتبرها و تجهیزاکالیبراتورصحت یا

:Validation گذاري صحه

در هاي اجرائی و مراحل انجام تست را ارزیابی نموده و باشد که دستورالعملبخش مهمی از تضمین کیفیت می
.دهدابلیت اطمینان از تست را نشان میبخشی و قنهایت اطمینان از کیفیت و اثر

:Calibration کالیبراسیون

گیري شده و مقادیر واقعی هایجاد نزدیکی و تطابق بین نتایج اندازها جهتتجهیزات و ابزار و تستند تنظیمفرآی
.را کالیبراسیون گویند

  :Calibration Verification تصدیق کالیبراسیون

هاي کنترل صحت و کالیبراتورها صورت ونهها با نمونه بیماران و نمتصدیق کالیبراسیون تجهیزات و روش
.نتایج خروجی حاصل گردددرپذیرد تا قابلیت اطمینان می



:Function checks عملکردکنترل 

دهدبر روي ابزار و تجهیزات انجام میها و اقداماتی که اپراتور در راستاي ارائه یک عملکرد قابل قبول فعالیت
.نظیر کنترل عملکرد لامپ تجهیزات یا سیستم الکتریکی تجهیزات طی یک روش اجرائی معین

 :Interfering substances مواد تداخل دهنده

ذب روند آزمایش تولید تداخل نموده و منجر به افزایش یا کاهش کادر ها و مواد شیمیائی که مواد و معرف
گلیسرید و اسید اسکوربیک در روبین و هموگلوبین و تريمثال تداخل بیلی(گرددهاي مورد سنجش میآنالیت
جی که بسیار شایع بوده و میزان اثر تداخلی بر حسب درصد تداخل در واکنش سنهاي فتومتري یا رنگواکنش

) گرددسانی میرهاي بیوشیمی ارائه و اطلاعاصلی در بروشور کیت 

:Linearity خطی بودن

هاي مختلف یک آنالیت مورد ري تست به معناي محدوده خطی غلظتگیخطی بودن در یک روش اندازه
.باشدگیري میاندازه

:Control کنترل

هاي آزمایشگاهی بوده که جهت تائید صحت و دقت که حاوي مقادیر معینی از آنالیتاي استکنترل ماده
.داردآزمایشات کاربرد

:Tracebility قابلیت ردیابی

جیره المللی ازطریق زنگیري با مراجع ملی یا بینقابلیت ارتباط دادن یک استاندارد یا نتیجه یک اندازه
. دارندمعینیقطعیتعدممگیهکههاسهاي از مقایپیوسته

:Uncertainity گیريعدم قطعیت اندازه

"اندازه"طور منطقی در ارتباط با مقادیر را بگیري که میزان پراکندگی پارامتري وابسته به نتیجه یک اندازه

.کندمشخص می



 :calibrator کالیبراتور

.رودیک تست به کار می/ یک کیت / یم کالیبر یک دستگاه آزمایشگاهی موادي که جهت تنظ.1

.باشندگیري شده به روش رفرانس میاز مواد اندازههاي معین غلظتکالیبراتور ها داراي.2

.باشنددر واقع یک استاندارد واقعی نمیاگرچه؛شونداستاندارد نامیده مییکالیبراتورها گاه.3

ها نبایستی به عنوان کالیبراتور مورد استفاده قرار کنترلو تحت هیچ عنوانباشند ترل نمیکالیبراتورها از نوع کن
.گیرند

کنترل چیست؟

شکل تجاري و هاي آزمایشگاهی بوده و به دوکه حاوي مقادیر معینی از آنالیتاي استکنترل ماده
. ران در هر ردیف کاري استفاده گرددهاي بیمابایستی همراه با نمونهکنترل الزاماً. ساز وجود دارددست

لذا در فواصل زمانی روندهاي آزمایشگاه بکار میتست) دقت و صحت(ها جهت ایجاد قابلیت اطمینان کنترل
.گیرندمورد استفاده قرار میمعین یا فواصل تعداد تست معین در طول ردیف کاري آزمایشات 

.مورد استفاده قرار گیردکالیبرید أئون تجهیزات و تل پروسه کالیبراسیکنترل بهتر است پس از تکمی

چیست؟سرم کنترل صحت

مقدارحداقلبهمقدارتعییندرنسبیخطايمیزانوبوده زیادسیارها بتکرارتعدادصحتهايلسرم کنتردر 
Relative errorوAbsolute errorممکن رسیده است.

سرم کنترل ارائه شده درهکمتر باشد دادپایههايگیرياندازهدرنسبیيخطاعواملایندخالتمیزانچههر
دستگاه دادهکهکردآنبرسعیوکرداعتمادکنترلسرمآنبهبیشترتوانمیوبوداهدبه واقعیت نزدیکتر خو

به ویند که ها سرم کنترل صحت گبه این گروه سرم کنترل.شودنزدیکوهمسوآنبابیشتروبیشترههرچ
توان یعنی سرم کنترل دقت را نمی؛توان به کار برد ولی بالعکس آن امکان پذیر نیستجاي کنترل دقت نیز می

.کار بردبه جاي سرم کنترل صحت ب



گذاريتعریف صحه

بی هاي اجرائی و مراحل انجام تست را ارزیاباشد که دستورالعملگذاري بخش مهمی از تضمین کیفیت میصحه
.دهدتست را نشان میبهابلیت اطمینان بخشی و قاز کیفیت و اثرنموده و در نهایت اطمینان

ئه به این شکل که در زمان ارا؛باشدل تغییرات در سیستم آزمایشگاه میگذاري ابزاري مناسب براي کنترصحه
.نمایداطمینان حاصل میو کرده ید أئافزار جدید عملکرد صحیح آن را تیک روش یا دستگاه جدید یا نرم

Process Of Validationگذاريفرآیند صحه

و وده عبور نمگذاري صحهاز فرآیند ها در آزمایشگاه پزشکی قبل از استفاده بایستی افزارها و تجهیزات و نرمروش
مجدد ر حین کار مورد ارزیابی در ضمن موارد فوق بایستی در مقاطع زمانی معینی د.دهی گردنداعتبار
بایستی براي کاربران واضح و شفاف ) در حین کار(گذاري اولیه و مجدد هدف از صحه. گذاري قرار گیرندصحه

.ستی انجام گردد و هدف از آن چیستگذاري بایشد به این معنی که به چه جهت صحهبا

سیستم ءرین اجزاگذاري از کوچکتصحهفرآیند دهی شروع ترین روش جهت اعتبارهاي پیچیده سادهدر سیستم
گذاري در مسئولیت صحه. گذاري خواهد شدکل سیستم صحهءقرار دادن این اجزاتدریج با کنار هم و بهباشدمی

.باشددرجه اول با مسئول هر بخش فنی می

Validation Method Criteria هاي آزمایشگاهیگذاري روشمعیارهاي صحه

.ش چه میزان استمحدوده و رنج کمی موردنیاز از رو-1

.محدوده غلظت مورد انتظار در تست چه میزان است-2

.دقت و صحت مورد انتظار از روش چه میزان است-3

جهیزات مشابه یا در انواع تاستیست و آیا وابسته به تجهیز خاصنیاز اچه نوع تجهیزاتی براي روش مورد-4
.باشدقابل کاربرد می

.ایشگاه ویژه کاربرد دارد یا در کلیه مراکز آزمایشگاهی قابلیت اجرائی داردنظر در یک آزمروش مورد-5

.باشدبینی میجهت کارکنان آزمایشگاه قابل پیشنظر هاي ضروري براي کار با روش موردچه مهارت-6



Defines Eight Steps For Validation گذاريمراحل اجرائی فرآیند صحه
Accuracy ارزیابی صحت- 1

Precision ارزیابی دقت -2

Specificity ارزیابی ویژگی روش-3

Limit of detection ارزیابی محدوده سنجش روش-4

Limit of quantitation ارزیابی محدوده کمی روش-5

Linearity and range ارزیابی خطی بودن روش-6

Ruggedness ارزیابی ناهمواري تست- 7

Robustnessواري و قدرت تستارزیابی است-8

Steps in Method Validationگذارياجرائی نمودن مراحل صحه

هاي عملکردي نیازمند مشارکت و تلاش گروهی کلیه گذاري و معیارهاي صحهقبول پارامترپذیرش قابل
:باشد که شاملهاي آزمایشگاه میدپارتمان

هاي آنالیتیکالتوسعه کنترل کیفی و روش-1

هاي هر ه طور واضح بایستی نقش و مسئولیتگذاري بالعمل اجرائی صحهدر طرح اصلی یا دستور-2
.هاي مربوطه مشخص گرددگذاري روشن دپارتمان در صحهآمان مشخص گردد و نحوه درگیر شدن دپارت

لذا ،اس روش مورد درخواست تنظیم گردداسبایستی برگذاري صحههاي عملکردي یک روش ویژگی-3
به .گذاري براي یک روش مورد استفاده و ارزیابی قرار گیردرتی ندارد که همه پارامترهاي صحههمواره ضرو

. یا محدوده کمی تست ضرورتی نداردعنوان مثال در یک روش کیفی آزمایش سنجش خطی بودن
هاي و پارامترتجربه آنالیست و بهترین قضاوت تعیین گرددگذاري بهتر است بر اساسهاي اولیه صحهپارامتر

.ها صورت پذیردگذاري روشینه صحهتجربه در زمشیمیست بابیواساس توافق آزمایشگاه با نهائی بر



Validation parameters for specific tasks
Major compounds

quantitative

Major compounds
and traces

quantitative

Major compounds
qualitative

Traces
qualitative

limit of
detection no no yes no

limit of
quantitation no yes no yes

linearity yes yes no yes

range yes yes no no

precision yes yes no yes

accuracy yes yes no yes

specificity yes yes yes yes

ruggedness yes yes no may be

How Accuracy Determined گیريچگونگی ارزیابی صحت اندازه
: ري صحتگیمستقیم اندازهروش غیر

با استفاده از مقادیر معین و دقیق آنالیت که به یک پایه اضافه گردیده : بهبود تستگیري درصد روش اندازه-1
.گیردگیري قرار میلظت آن مورد اندازهو سطح غ

)هاي متقاطع یا مثبت کاذب تستتعیین واکنش(گیري ویژگی تست اندازه-2

در تست هاگیري اثر تداخل دهندهاندازه-3

گیري خطی بودن تست  اندازه-4

: گیري صحتروش مستقیم اندازه

که با روش رفرانس و معتبر (نتیجه مقادیر کنترل صحت معتبر گیري شده بامقایسه میانگین نتایج اندازه
)گیري شده استاندازه



Accuracy Assessment ارزیابی صحت روش

: گرددهاي زیر انجام میگیري شاخص آماري صحت با روشاندازه

فرض که عدم قطعیت روش رفرانس در محدوده قابل با این پیش(ایج متد موجود با نتایج رفرانس مقایسه نت-1
) قبولی باشد

گیري مکرر نمونه کنترل صحت با مقادیر تعیین شده و دقیق و مقایسه نتایج حاصل با مقادیر ثبت شده اندازه-2
ت در بروشور کنترل صح

توان مقادیر بسیار دقیق از یک آنالیت را یک پایه ثابت ه کنترل صحت دقیق میدر صورت عدم دسترسی ب-3
)   ا ابزار دقیق و صحیح وزنی و حجمیب( اضافه نمود و کنترل صحت تهیه نمود 

Accuracy Assessmentارزیابی صحت روش

گیري بر روي سه سطح غلظت یک کنترلاندازه9لمللی این است که حداقلاسسات استاندارد بینؤتوصیه م
)ه بار تکرار بر روي هر سطح غلظتس(صحت با مقادیر معین صورت گیرد 

Precision Test ارزیابی دقت روش

: دو روش اصلی ارزیابی دقت شامل

)ضریب تغییرات(یین شاخص عدم دقت گیري و تعاندازه-1

روش جدید و مقایسه آن با ضریب تغییرات مورد ادعا ) ضریب تغییرات(گیري و تعیین شاخص عدم دقت اندازه
توسط شرکت تولید کننده کیت 

هاي کاري متفاوت موردبار در یک ردیف کاري یا ردیف20تا10هر کدام ) سه رقت(سه غلظت از یک نمونه 
ضریب تغییرات روش جدید ا محاسبه میانگین و انحراف معیار نهایتاًگیري با روش جدید قرار گرفته و باندازه



دلیل الزام به بررسی . گردد که بایستی کمتر از ضریب تغییرات مورد ادعاي تولید کننده کیت باشداستخراج می
پذیري یک روش در محدوده نرمال کیت مناسب است ولی در ت در سه سطح غلظت این است که گاه تکراردق

.گرددا این روش قابل کنترل و بررسی میه بالا یا پائین نامناسب است که بمحدود

توان استفاده ات در بدو خرید یا در حین کار میپذیري تجهیزو مفید جهت ارزیابی دقت و تکرارازاین روش ساده
)هالبعد از جنرال سرویس یا در زمان بروز نوسان در نتایج تست بیماران یا سرم کنتر(نمود 

F:آزمون آماري -2

آزمون زمانی که شاخص ضریب تغییرات روش جدید معادل یا بالاتر از عدد مورد ادعاي تولید کننده کیت باشد 
.گیردمورد استفاده قرار میFآماري 

مقایسه در آزمون مورد F)مورد ادعاي تولید کننده(روش جدید و روش مرجع) مجذور انحراف معیار(واریانس 
.گیردیقرار م

واریانس کوچک/ واریانس بزرگ  = آزمون F

Variance = (SD)2

در یک یا چند (باشد گیري شده در یک نمونه منفرد میدقت یک روش به معناي نزدیکی و توافق نتایج اندازه
) ردیف کاري

:قابل بررسی استشکل کلی زیرچهاردقت به 

:Percision تعریف کلی دقت

.را گویندیري شده بر روي یک نمونه یا تستگنتایج اندازهتوافق یا نزدیکی 

:Repeatability پذیري تستتکرار

یز خاص و اپراتور مشخص گیري شده در یک آزمایشگاه با یک تجهتست به معناي توافق نتایج اندازهپذیري تکرار
.گردده در یک مدت زمان کوتاه بررسی میباشد کو ثابت می



گیري پیاپی اندازه10الی 5سبه تکرارپذیري یک تست یک نمونه با دو غلظت متفاوت با جهت بررسی و محا
غییرات در تست تکرارپذیري محدوده انحراف معیار و ضریب تموردنیاز است تا) هاجهت هر یک از غلظت(

.گیري شوداندازه

:Intermediate Precision یا حد واسط دقت بینابینی

ابزار و اپراتور / روش / کیت / گیري شده بر روي یک نمونه در یک آزمایشگاه ولی با تجهیزات هتوافق نتایج انداز
متفاوت

 :Reproducibilityتولیدپذیري یا دقت بین آزمایشگاهی

ابزار و / روش / کیت/ ولی با تجهیزات (یک نمونه در بین دو آزمایشگاه گیري شده بر رويتوافق نتایج اندازه
)متفاوتاپراتور

:Linearity خطی بودن تست

گیري آزمایش در محدوده اندازه) قابل انتظار(گیري شده و مقادیر واقعیودن به ارتباط بین مقادیر اندازهخطی ب
با غلظت دقیق و معین سریالی از نمونه راحتی با تهیه یک رقتخطی بودن یک تست به. گردداطلاق می

.)هاي ایمونو اسیدر تستخصوصاً(تواند مورد بررسی قرار گیرد می

:هاي گوناگونی براي ارزیابی خطی بودن روش آزمایشات وجود دارد از جملهروش

ودن روش انتظار در منحنی خطی بگیري شده و مورد طقی روش مقایسه بین نتایج اندازهروش ساده و من-1
.باشدمی

:باشدگیري مکرر بر روي هر غلظت معین از یک نمونه میبر اساس اندازه: Fروش آماري-2
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Selectivity/Specificity انتخابی بودن روش/ ویژگی 

.دهی یک روش به یک آنالیت منفرد را ویژگی روش گویندمیزان پاسخ:گی روشتعریف ویژ

که اگر این ها را گویندیک یا چند آنالیت از سایر آنالیتقدرت تمایز روش براي جداسازي : تعریف روش انتخابی
به یک که اختصاصاًئیهاجائی که روشاز آن.شودمیداده شود روش انتخابی نامیدهها تمایز پاسخ از سایر پاسخ

.تر استوش انتخابی یا روش منتخب کاربردياصطلاح ر،باشنددهی داشته باشند بسیار محدود میآنالیت پاسخ

Basic statiscal Procedure of Q.A
 Clinical reliability

 TEST
 POS   NEG    TOT
 Referenc POS TP FN     TP+FN
 NEG      FP TN TN+FP
 TOT TP+FP FN+TN TOTAL

 Sensivity%= (TP/TP+FN) *100 detect FN
 Specifity%= (TN/TN+FP) *100 detect FP
 Agreement= (TN+TP)/TOTAL *100



Example
236 sample(62 EX pos + 174 EX neg)

 Test
 pos        neg        tot
 referance pos 58 4 62
 neg 5 169       174
 tot 63          173       236

 sensivity % =58/62= 93.5%
 specifity % =169/174= 97.1%
 Agreement% =169+58/236= 96.2%

Interference Assay هاي تستهارزیابی تداخل دهند

یستی باباشند که الزاماًکاذب و کاهش ویژگی روش و تست میین عامل بروز نتایج مثبتترها مهمتداخل دهنده
کننده را توسط بروشور ارزیابی دقیق قرار گرفته و مصرفکننده کیت موردهاي تولیدموارد شایع آنها در کارخانه

.در جریان تداخلات شایع کیت بگذارند

:هاترین تداخل دهندهمهم

ثیر تداخل دهنده براي فسفر به روش أبدون ت/ روبین به روش مالوي براي بیلی300بالاي مولاًمع(قند -1
)مولیبدات 

فسفر سرم و بالاي در روش مولیبدات براي2000یا 1000بالاي معمولاً) (نشانه لیپمیک(گلیسرید تري-2
)روبینبراي بیلی400

) روبینگرم براي بیلیمیلی20لیتر و بالاي رم در دسیگمیلی30بالاي معمولاً(اسید اسکوربیک -3



در تست ) گرم در لیتر0.7(لیتر گرم در دسیمیلی70بالاي ) نشانه همولیز(هموگلوبین سرم یا پلاسما -4
فاقد همولیز متوسط یا روبین بایستی الزاماًنیاز جهت بیلیکند لذا سرم موردحاصل میمنفیروبین بایاسبیلی
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