Biochemické testy

Chyby v ana
Nejistota vys

ytice
edku

Interpretace testu

Ondrej Wiewiorka



LTI T

i

L -
=
==V T: _
{ il |
L 1]
a J -:I g ,.



http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRxqFQoTCNWl_fD358gCFcVVGgodRLUCNA&url=http://medievalmeetsworld.blogspot.com/2011_01_01_archive.html&psig=AFQjCNGitsoNuKj5ri6Kzo6MiWSeOpOFGA&ust=1446216881269101
http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRxqFQoTCJ_dxJP458gCFYM9GgodRhEHlg&url=http://www.dailymail.co.uk/news/article-2201221/Rare-500-year-old-illustrated-medical-book-shows-doctors-analysing-urine-diagnose-illness-brushing-lice-boys-hair.html&psig=AFQjCNGitsoNuKj5ri6Kzo6MiWSeOpOFGA&ust=1446216881269101

Standalone analyzatory




N —




POCT

ABR, glukometry, coagucheky, stanoveni
CRP, stanoveni kardialnich markeru, markeru
aterosklerozy




K cemu slouzi laboratorni testy?

Screening * Disbalance vnitrniho
Urceni diagnodzy orostredi
Monitorovani * Hormonalni disbalance
stavu pacienta * Markery anémie
Monitorovani * Markery sepse
odpovéedi pacienta * Tumormarkery
na lécbu e Kardialni markery

e TDM

e Renalni funkce
e Jaterni funkce
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Na kolik duverujete laboratornimu vysledku?

Co udélate pokud si nebudete jisti spravnosti?



Lékar
l

Preanalyticka faze
(pfiprava pacienta, odbér materialu...)

g

Analyticka faze
(spravna instrumentace, spravné redéni...)

!

Post-analyticka faze
(kontrola vysledkt vzhledem k historii a diagndze...)

!

Lékar




POCT — cesta budoucnosti?
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Pre-analyticka chyba
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Post-analyticka chyba

Trash in = trash out”
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Preanalyticka faze

. Jedna se o obdobi od indikace vysetreni po
vlastni analyzu

. Spravna preanalytika je nezbytna pro spravne
vysledky vysetreni (az 46-68% chyb
nedodrzenim pravidel)

. Pozadavky musi zadat laborator



Laboratorni vysetreni

nazev vysetreni Amaoniak
P-NH3
NH3
pracovisté OKB Bohunice / rutinni
tel. 3168, statim+pohot. 3057
material plazma
odezva - RUTINA denné
- STATIM 60-120 minut
odb. nadoba RUTINA Sarstedt Multivette: EDTA K 600ul -
cervena
odb. nadoba STATIM Sarstedt Multivette: EDTA K 600ul -

cervena

pokyny k odbéru

inned uzavrit, promichat, transport v ledove tristi!
plazmu je nutno separovat do 30min. po odbé&rul

stabilita pred prijetim cas J0min

teplota 18-25°C
stabilita v laboratofi cas 3h

teplota 2-8°C
jednotka urmol/| { molami koncentrace )
prepocet jednotek ugidl x 0,587 = umaol/|
analyticka 8.6%
nejistota méreni
metoda fotometrie, enzymaticky
SOP - éislo 37421139
- nazev Stanoveni amoniaku (analyzator Cobas- Roche)
klic NCLP 10849
vykazovanl pro pojiStovnu vykon body
RUTINA 81341 81
STATIM 81119 a7
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| Nekomeréni web | | Garantovano odborniky | | Pro pacienty i lékare |
Informace pro laickou a odbormou verejnost o laboratornich vySetrenich
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PODMINKY UZITi

Generalni partnefi:
BioVendor

privalab
sdndeni privdinich
driagrimsbckich kaboraloil

SIEMENS
Partneri:

DiaSorin

| Seznam vyseffeni ~|[Nemodi a obtize | [Screening v |

Amoniak E%4 poslat stanku e-mailem

'5 wytisknout stranku

Dalsi nazev: Amonny kation, MH=
Oficialni nazev: MH:"

Souvisejici vysetfeni: Jaterni profil

Zakladni informace | VY3etrovany parametr Informace o laboratornim vySetieni
Zeptejte se nds | Literatura a odkazy

Co je vysetfovano?

Toto vySetfeni mé&fi mnoZstvi amoniaku v krvi. Amoniak je 1atka, kiera je tvofena strevnimi bakiternemi a bufkami organismu pfi
Stépeni a preméné proteind. Jedna se o degradacni produkt, ktery je pienasen do jater, kde je rozkladan na glutamin a modovinu.
Mocovina je dale transporiovana do ledvin a nasledné vyloutena do moéi. Pokud ,mofovinovy cyklus® nedostatetné premeénuje
amoniak, amoniak se hromadi v krvi a prochazi pred hemato-encefalickou bariéru do mozku. Dalsim zdrojem amoniaku jsou ledviny a
svaly.

W mozku se amoniak a dalsi laiky nedostateéné preménéné jatry mohou hromadit a vést k jaterni encefalopatii. Tento stav vyvola
dugevni a neurclogickeé zmeény, kiteré se projevuji neklidem, desorientaci, spavosti, aZ2 komatem &i smrli. D&ti =e zvyEenou
koncentraci amoniaku Casto zvraci, jsou veznétiivé, ale i letargické. Bez létby se objevuji kiece, poruchy dechu a upadnuti do
bezvédaomi.

Existuje nékolik piiciny zvyZeni amoniaku:

+ ZavaZné jaterni onemocnéni— pofkozen jater snifuje jejich schopnost pfem&fovat amoniak, akutni zvySeni amoniaku nachizime
u pacientdl s jaternim poskozenim, u kenjch se rozviji krvaceni do travictho frakiu nebo nerovmovaha iontd (porucha vnitiniho
prostredr).

* SniZeni pritoku krve jatry — amoniak se pomaleji dostava do jater, kde je pfem&fovan.

« Reyellv syndrom — vzacné poskozeni krve, jater a mozku je charakterizovano zvyienim amoniaku a poklesem glukdzy, postihuje
zejména déti a mladistvé. V&iSina pfipadi je vyvolana virovou infekci. Zviiené riziko je u déti, kierym je podavan aspirin (kyselina
acetylosalycilova, acylpyrin)

+ Selhani ledvin — ledviny nejgou schopné G&inné vylutovat amoniak z t8la, a tak se hromadi v kni.

* Wzacné wrozené poruchy mofovinového cykly — nedostateénost nebo chybéni jednoho nebo vice enzymil potfebnych k pfeméné
amoniaku na mocovinu.




Ceska spolecnost

linicke biochemie

Ceskd L2kafski spolefnost Jana Evangelisty Purlynd

CSKB | Odbomé akee | Vzdélavani | Casopisy | Doporueni | Stanoviska | Spoluprace | Sekce laborant | Kvalita | Legislativa | Odkazy

Archiv doporudeni

W—— Doporuceni vyboru CSKB

- Doporuceni CSKB: PouZivani kardiinich troponind pfi podezieni na akutni korondrni syndrom (2015)

= Doporuéeni k wpodiu nejistot kvantitativnich visledkd méfeni v Klinickych laboratofich (2014)

= Doporuéeni o laboratomim screeningu vrozenych vivoiowich vad v prvnim a druhém trimestru tehotenstvi (2014)
* Diabetes mellitus - laboratorni diagnostika a sledovani stavu pacientd (2014)

« Doporuceni: Systém externiho hodnoceni kvality (EHK) (2014)

= Doporuéeni k pouZiti, wwbéru a kontrole glukometrd (2014)

= Doporuceni k diagnostice chronickeho onemocnéni ledvin (20147

- .. ; (2017
« Doporuceni pro diagnostiku a 182bu onemocnéni titné Flazy a téhotenstvi a pro Zeny s poruchou fedility (20121
= Sirucné shinuti visledkl srovndvaci studie Sty systémi POCT k méfeni HbAlc (2011}

= Pokyny pro odbér mode na toxikologicke vySetfeni (2011)

= Spravné zavadini a pouivani prostfedid POCT (2011)

« Doporuceni k pfevzeti biologického materidlu Klinickou laboratofi (2011}

= Glvkovany hemodglobin a jgho stanoveni v refFimu POCT. Minimum potfebnyvch informaci (2011)

= Dopd =L RN = ML = UO DR ES D W Eekd 0 ATTRL NI o RV ERPV LT T RN TIRH T ] = S {

« Validace a verifikace metod (2010

= Sjednoceni hodnoticich mezi krevnich lipidd a lipeproteind pro dospélou populac (2010)

= Cileny screening celiakalni sprue (CS) (2009}

= Markery poskozeni myokardu (2007

« Doporucené diagnosticke a terapeuticke postupy pro vieobecné prakticke eksre: Biochemicks metody (2007)
« Doporuéeni pro diagnostiku a 16y dyslipidemii v dospélosti. vypracované viborem Ceské spoleénosti pro aterosklerdzu (2007)
« Vnitfni kontrola kyality (2007

= Validace a verifikace metod — extrahumanni genom (2006]

» Prevence kardiovaskuldrnich cnemocnéni v dospélém véku (2005)

= Odhad nejistot visledku méfeni (2005)

= Vyetfovani mozkomidnino moku (2005)

Doporuéeni CSKB: PouZiviani kardiilnich troponini pfi podezieni na akutni koronarni syndrom



Preanalyticka faze

. Biologicka variabilita nékterych parametru
muze vyZadovat dodrzeni nékterych faktoru

. nacasovani odberu / vysazeni interferujicich
leku / Fizenou dietu / vyloucCeni fyzicke zatéeze,
koureni, alkoholu, dalSiho stresu / poloha
pacienta pri odberu / odberova nadobka

. Neovlivnitelne faktory

. vek, pohlavi, rasa, gravidita



Preanalyticka faze

. Intraindividualni variabilita

. Zahrnuje rozpeti hodnot parametru u jedince v
case
. Interindividualni variabilita

. Zahrnuje rozpeti hodnot parametru v dane
populaci za definovanych podminek



Analyza

. Analyzou rozumime proces, pri nichz jsou
ziskavany hodnoty merené veliCiny
biologickeho materialu

. Analyzovany parametr nazyvame ,analyt

. Ziskavani vysledne hodnoty oznacujeme jako
,Stanoveni”



Chyby mereni

. Chybou meéreni rozumime rozdil mezi
referencni a namérenou hodnotou

. (nezamenovat s vyrobni chybou nebo omylem)

. Muzeme je rozdélit na chyby nahodné,
systematickeé a hrube



Chyby mereni - nahodnée chyby
. Slozka chyby méreni, ktera se v opakovanych
mérenich méni nepredvidatelnym zpusobem

. Ma normalni (Gaussovo) rozdeleni s nulovou
stredni hodnotou a rozptylem

. Jeji vliv na nejistotu vysledku Ize zmensit
zvysenim poctu stanoveni

Velikost chyby

1
Velikost chyby = ?
n




Chyby mereni
systematicke chyby

. Slozka chyby mereni, ktera v opakovanych
merenich zustava konstantni nebo se méni
predvidatelnym zpusobem

. Systematicka chyba mereni a jeji priciny mohou
byt zname nebo neznameé. Ke kompenzaci
znameé systematické chyby mereni muze byt
aplikovana korekce
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Chyby mereni
hrubé chyby

. Chyby méfeni zpusobené nepozornosti,
nespravnym postupem, Spatnou volbou metody,
chybou pristroje

. Lze je odhalit pouze opakovanym merenim

. Vybocuji ze souboru ostatnich opakovani
(outliers) a daji se odhalit a vyloucit pomoci
testovani odlehlych hodnot

. Q-test, Grubbsuv, Studentuv, Cochranuv



Chyby méreni
TE, (%) <1,65-2-CV, +5,|CV? +CV;]

Rozhodovaci graf metody (pro TE, = 10%)
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Parametry analytickych metod

. Terminy

- Preciznost (Precision)

— tesnost souhlasu (shody) mezi nezavislymi vysledky
zkousky ziskanymi za predem specifikovanych podminek

- Pravdivost (Trueness)

— Tésnost shody mezi primérnou hodnotou ziskanou z velké
série vysledku méreni a spravnou hodnotou mérené veliiny

- Presnost (Accuracy)

— Teésnost shody mezi namerenou hodnotou veliCiny a pravou
hodnotou merené veliCiny (kombinuje preciznost a
pravdivost méreni - vliv nahodnych a systematickych chyb)



d)

Celkovi chyba

Bias

=

Nihodni chyba
- =

X
Dohodnuti
referendni hodnota

X

Naméfené hodnoty x;



Parametry analytickych metod

Opakovatelnost

Podminka opakovatelnosti mereni zahrnuje stejny
postup mereni, stejny obsluzny personal, stejny
merici systém, stejne pracovni podminky a stejne
misto, a opakovani mereni na stejnem nebo
podobnych objektech v kratkém Ccasovém useku.

Mezilehla preciznost

Posouzeni v delsim Casovem useku stejnym
personalem na stejnem pristroji (ale zmena
reagencii apod.)



Parametry analytickych metod

- Reprodukovatelnost

- Posouzeni na ruznych pracovistich na ruznych
pristrojich rozdilnym personalem

- Robustnost

- Schopnost metody poskytovat prijatelne vysledky
mereni | v pripade, ze dojde k malym odchylkam od
mericiho postupu cCi slozeni vzorku. Udava jeji
spolehlivost pri beznéem pouzivani.



Parametry analytickych metod

Mez detekce

Minimalni mnozstvi analytu, které muze byt
zachyceno danou metodou,vysledna hodnota
ovSsem nemusi odpovidat nejistote mereni meze
stanovitelnosti (3s)

Mez stanovitelnosti

Minimalni mnozstvi analytu, které muze byt
stanoveno s danou nejistotou mereni (10s)

Pracovni interval (rozsah metody)

Rozpeti koncentrace analytu uzavrene minimalni a
maximalni mezi stanovitelnosti



Parametry analytickych metod

Nejistota mereni

Parametr pridruzeny k vysledku mereni, ktery charakterizuje
miru rozptyleni hodnot, které by mohly byt duvodné
prisuzovany merene velicine

Parametrem muze byt napfr. smérodatna odchylka nazyvana
standardni nejistota mereni (nebo jeji specifikovany

nasobek), nebo polovina Sirky intervalu, ktery ma
stanovenou pravdepodobnost pokryti.

Kombinovana standardni nejistota se urcCi po identifikaci a
vyhodnoceni vsech slozek (dilCich nejistot), ktereé k ni
prispivaji, jejich sloucenim dle zakona o sireni nejistot.

Kombinovana standardni nejistota nasobena
koeficientem rozsireni poskytuje kombinovanou rozsirenou
nejistotu:

Uc = kK . uc (k=2 odpovida 95% hladiné spolehlivosti )



Laboratorni vysetreni

*A - akreditovano

nazev vysetreni Albumin
S/P-Alb
pracovisté OKE Bohunice / rutinni
tel. 3168, statim+pohot. 3057
material sérum/plazma
odezva - RUTINA denné
- STATIM 60-120 minut
odb. nadoba RUTINA Sarstedt Monovette: Serum Gel 4.9ml -
hnéda
odb. nadoba STATIM Sarstedt Monovette: Li Heparin 4.9/3.5ml
- oranZova
pokyny k odbéru b&Zny odbér - bez zvlastnich opatreni
stabilita pred pfijetim cas
teplota "C
stabilita v laboratofi cas 3 mésicl
teplota 2-8°C
jednotka g/l ( vahova koncentrace )
prepocet jednotek
analyticka 2,2%
nejistota méreni
metoda fotometrie endpoint, s bromkrezolovou zeleni
SOP - Eislo 37421805
- nazev Stanoveni albuminu fotometricky (analyzator Cobas Roche)
klig¢ NCLP 00507

vykazovani pro pojistovnu
RUTINA
STATIM

vykon body
81329 14
81115 22




Zavedeni nove metody

. Pri prijeti noveé metody je potreba provest jeji
validaci/verifikaci

- Validace je proces ovéerovani, ze specifikované
pozadavky jsou primerene pro zamyslené pouziti.

- Je treba definovat preciznost, pravdivost, mez
detekce, mez stanovitelnosti, selektivitu, rozsah,
linearitu, robustnost

- Verifikace je poskytnuti objektivniho dukazu, ze
dana polozka splnuje specifikované pozadavky.

— Overeni specifikaci metod vyrobce, predevsim
nejistota mereni



Referencni materialy a kalibrace

. Porovnani vysledku méreni s referencnimi
materialy je zajistena jejich pravdivost

. Referencni materialy jsou odvozeny radou
kalibraci k referencnim materialum vyssi urovné
(Cistoty, presnejsi metodou stanoveni)



Referencni hodnoty

Model nepferusovaného retézce navaznost

Zodpovédnost

Metoda

Nejlepsi metoda virobce Jf <l Virobce

Navaznost

n e1o)sifau 1ano)so

Virobce

[

i
3
gl
5.
;-:




Referencni hodnoty pacientu

. Lze je ziskat analyzou zdrave populace
pacientu, musi byt dobre definovani

- Statistické rozliSeni rozdilu mezi skupinami — muzi,
zeny, dospeli, deti....

. Z literatury, data vyrobce metody, konsenzus
odborniku






pocet
vysetremych

diskrimina¢ni

test negativni

FN

hodnota

hodnota testu

test pozitivni

5N

FN

5P

FP

... Zdravi s negativnim testem
(spravna negativita)

... nemocni s negativnim testem
(faleina negativita)

... lemocni s pozitivoim testem
(spravna pozitivita)

... zdravi s pozitivnim testem
(faleina pozitivita)



Diagnosticka efektivita analyzy
- Specifita metody

— Schopnost mericiho postupu detekovat pouze cileny analyt
Zdravis negativnimtestern = SN

Diagnosticka specificita = — _ , =
vsichnitestovani zdravi SN + FFP

— Citlivost metody (senzitivita)
- Schopnost mericiho postupu zachytit i malé mnozstvi analytu

Diagnosticka senzitivita = HETDENEDDE“W?WEHET = SP
vSichni testovani nemocni SP+ FN
Pocet vySetienych osob S nemoci Bez nemoci Celkem
S pozitivnim testem SP FP SP + FP
S negativnim testem FN SN SN + FN
Celkem SP + FN SN + FP SP+SN+FP+FN




ROC krivka
Receiver operating characteristic
lot

. Grafické vyhodnoceni cPskrlmlnacnlch schopnosti
funkci nebo veliCin (napr. pouzivanych diagnostickych
testu). Sestrojuje se vynesenim hodnot klinické
citlivosti (osa y) proti hodnotam klinickeé nespecificnosti
(osa x) pro vSechny rozhodovaci urovne. ROC krivky
poskytuji hodnoty klinicke citlivosti a specificnosti,
pozitivnich a negativnich prediktivhich hodnot a
klinicke verohodnosti (Likelihood ratio - LR). Hodnota
plochy pod krivkou (AUC) kvantifikuje diagnostickou
spravnost zkousky. ROC analyza dovoluje
optimalizovat hodnoty rozhodovacich urovni pro
zvoleny ucel (dosazeni vyssi citlivosti nebo
specificnosti nebo optimalni kombinace obou).
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= TnalA: AUC=0.92 (95%C| 0.95 - 0.89)
Trnalg: AUC=0.73 (95%C1 0.84 - 0.75)

TnalC: AUC=0.77 (95%CI 0.82 - 0.73)

0.0 02 0.4 0.6 08 10
False Positive Rate (1-Specificity)



pocet
vysetremych

diskrimina¢ni

test negativni

FN

hodnota

hodnota testu

test pozitivni

5N

FN

5P

FP

... Zdravi s negativnim testem
(spravna negativita)

... nemocni s negativnim testem
(faleina negativita)

... lemocni s pozitivoim testem
(spravna pozitivita)

... zdravi s pozitivnim testem
(faleina pozitivita)



Prediktivnhi hodnoty

Pozitivni prediktivni hodnota

Pravdepodobnost, ze osoba s pozitivhim testem

je opravdu nemocna

nemocni s pozitivnimtestem  SP

PV" = —
vsechnis pozitivhnimitesty  SP + FP

Negativni prediktivni hodnota

Pravdepodobnost, ze osoba s negativhim

testem je opravdu zdrava
_ zdravi s negativnimtestem =~ SN

PV~ =
vsechnis negativhimitesty SN + FN



Specificity - 94,3 % Senzitivity - 95 %

@ FN = 10 ! TP = 190

OAPR1=1590:5685 = 1:30

OAPR; =188:28 = 7:1



Prediktivnhi hodnoty

Prevalence
Mira zastoupeni nemoci v populaci

nemocnhi SP+ FN

Prevalence= | =
vsichnivysetrovani SP + FN + SN + FP

Pomer sanci (odds ratio)

Udava pomer sanci pozitivhiho a negativniho

testu op - SP SN
FP-FN



Interpretace laboratornich vysledkul vzdy v souvislosti s klinickym stavem

Pri podezreni na nespravny vysledek kontaktovat laborator, vysetreni
opakovat ze stejného odbéru nebo provést novy odbeéer

Dodrzovat preanalytiku — , Trash in -> Trash out”
Zavadeét a kontrolovat POCT vzdy ve spolupraci s laboratori
Nezapominat na presahy spravné pozitivnich/falesné pozitivnich a spravné

negativnich/falesné negativnich vysledku testi — CutOff hodnoty nejsou
samospasné (prediktivni hodnoty)



Dekuji za pozornost



