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Analyticke znaky laboratorni metody

Zajisténi spolehlivosti vysledku laboratorniho
vysetreni:

= Pravidelna kontrola vlastnosti laboratorni metody

= validace (verifikace)

— Preciznost (precision) presncst
— Pravdivost (trueness) spraviiost

— Analyticka citlivost
— Analyticka specificnost

— Srovnatelnost



Preciznost presniost metody

= Mira shody mezi vysledky ziskanymi opakovanou analyzou téhoz
vzorku za predem stanovenych podminek

— Absolutni preciznosti pfesiiosii nelze dosahnout
zpusobi rozptyl vysledkd analyz kolem prumérné
hodnoty

— Cetnost jednotlivych vysledki vykazuje normalni rozloZeni (Gaussova
kfivka)
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Preciznost presiiost metody

» Priklad: vysledky opakovaného méreni osmolality (300 mOsm/kg):

« pocet méfeni 185, nejnizSi hodnota 296, nejvysSi hodnota 308, primér 302 s =2,42

296 1x
298 9x
300 26x
302 28x
304 20x
306 8x
308 2x

297 2x
299 17x
301 28x
303 24x
305 15x
307 5x

296 297 298 299 300 301 302 303 304 305 306 307 308 309
osmo1




Preciznost metody

« Mira nepresnosti - smérodatna odchylka

X;...vysledky jednotlivych méreni,

X...aritmeticky prumeér
n...pocet méreni

(X;=X)...odchylka dil¢iho méfeni od praméru
> ...suma (matematicky operator)

Priklad: \ 1/184 . [ (296 — 302)2 + 2.(297 — 302)2 + 9.(298 - 302)2 + .....] = 2,42

« Variacni koeficient: CV=S/X.100 (%)

Priklad: CV =(2,42/302).100=0,8 %



Preciznost metody

* Podle podminek rozliSujeme
— Preciznost v sérii = opakovatelnost

(jedna série, kratky Casovy interval, stejné podminky + obsluha ...)

— Preciznost mezi sériemi (meziiehla pfesnost, mezilehla preciznost,
reprodukovatelnost - napt. data z IKK)

— Mezilaboratorni preciznost (reprodukovatelnost — napr. data z EHK)

* Preciznost metody nemusi byt stejna v celem rozsahu koncentraci
— Nepfesnost Ize urcit na riznych hladinach

* Nejlépe na takové hladiné, ktera je blizka rozhodovaci hladiné (pfr.
horni referencni mez)
— Opakované méfeni za danych podminek (pf. n=20, v sérii,...)

Priklad: glukéza 5,0 mmol/l CV=233% (n=60, mezi sériemi)
13,0 mmol/l CV=179% (n=60, mezi sériemi)



Pravdivost seravinost metody

Shoda mezi aritmetickym primérem vysledkl opakovaného méreni a
skuteCnou hodnotou

Skute€na hodnota (obsah analytu v kontrolnim vzorku) neni v praxi
nikdy zcela znama

— je znam pouze jeji odhad (napf. pomoci referencni metody)

S hodnotou odhadu se porovnava aritmeticky prumér opakovanych
méreni kontrolniho vzorku (eliminace nahodné chyby)

naméfeny

Nepravdivost zpusobuje woelocek

v opakovanych méfenich zlstava konstantni nebo se
méni pfedvidatelnym zpUsobem:

Konstantni slozka systematické chyby

— vysledek u riiznych koncentraci odchylen vzdy o IS
stejnou hodnotu vysledek

v

spravna hodnota

Proporcionalni slozka systematické chyby

- vysledek u riznych koncentraci odchylen vzdy o
stejny nasobek

A 4

spravna hodnota




Pravdivost spraviiost metody

« Kombinace konstantni a proporcionalni slozky systematické chyby:

naméfeny naméfeny naméfeny
vysledek vysledek vysledek

spravna hodnota spravna hodnota spravna hodnota

« Systematicka chyba méreni a jeji priciny mohou byt znamé nebo nezname

« Ke kompenzaci znamé systematické chyby mereni Ize aplikovat korekci
(pouze v urCitych pfipadech !)



Pravdivost metody

Matematické vyjadfeni nepravdivosti (bias = vychyleni):

Bias (absolutni) B =x-X,
Bias % (relativni) Bg=100.(x—X%,) /X,

X,---Cilova (deklarovana) hodnota

X....namérena hodnota
(prumér opakovanych méreni)

Praktické provedeni:

- Materialy se spolehlivou cilovou hodnotou (2 hladiny)
- Méreni za podminek opakovatelnosti

- Porovnani primeéru s cilovymi hodnotami
- Vypocet bias

material
Cilova hodnota (mmaol/l
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Preciznost a pravdivost

systematicka slozka

» Vztah mezi preciznosti a pravdivosti:

Celkova chyba = nahodna + systematicka slozka

nahodna sloZka

Pozadavky na preciznost a pravdivost dany:

- Biologickou variabilitou méfeného parametru

- napf. Na, K, Cl — nejmensi biologicka variabilita — nejpfisnéjSi pozadavky
- Ugelem stanoveni

- Diagnostické ucCely — co nejmensi nepravdivost




Zmena terminologie

« Eurachem-CR = narodni organizace evropské sité¢ Eurachem
zameérené na podporu kvality analytickych méreni a jejich
metrologické navaznosti

— Metrologicka terminologie, verze 3.00 (kveten 2018)

— Preciznost (precision) = drive presnost
— Pravdivost (trueness) = dfive spravnost

— Presnost méreni (Measurement accuracy) — novy vyznam

« Teésnost shody mezi nameérenou hodnotou veliCiny a pravou hodnotou
meérené veliCiny (tzn. pfesnost kombinuje preciznost a pravdivost, tj. vlivy
nahodnych i systematickych faktoru)



Analyticka citlivost metody

Nejmensi rozdil koncentraci, ktere Ize jesté s urcitou spolehlivosti (nejcastéji
95 %) rozlisit
Smérnice kalibracni zavislosti

— tj. zavislost pfirustku mérené veliCiny (odezvy) na jednotku koncentrace

Mez stanovitelnosti L (limit of quantification)

v v

= nejnizsi hodnota koncentrace, pri niz ma metoda jeste akceptovatelnou
nepresnost

« obvykle CV 20 %

(— smérem k nizkym koncentracim nepresnost narusta)

= nekdy se L, definuje jako trojnasobek L

Mez detekce L (limit of detection)

v v s




Analyticka specifichost metody

» Schopnost mericiho postupu stanovovat pouze tu méfenou veliCinu, ktera
ma byt stanovena

* tzn. nespecificnost vyjadfuje, jak je stanoveni urcitého analytu ovlivnéno jinymi
latkami pritomnymi ve vzorku

» Vliv jinych latek na vysledek = interference

* interference ma za nasledek nespravnost (systematickou chybu)
* muZze ovlivhovat vysledek kladnym i zapornym smeérem
* Casté interference — léky

» Priklady
 velmi specifické metody — stanoveni substratl pomoci enzymu

+ skupinova specificnost — obvykle imunochemické metody
- protilatka reaguje se skupinou chemicky pribuznych latek



Analyticka citlivost a specificnost

« Nezaménovat analytickou citlivost a specifiCnost s klinickymi vlastnostmi:

« Diagnosticka citlivost

— Ukazatel spolehlivosti metody odhalit nemoc

« Udava pravdépodobnost, ze vysledek bude pozitivni, je-li osoba nemocna

« Diagnosticka specifichost

— Ukazatel spolehlivosti metody vyloucit pfitomnost metody

» Udava pravdépodobnost negativniho vysledku u zdravé osoby



Porovnatelnost metod

« Srovnani dvou metod mereni téze latky — Casty pripad v klinické biochemii
— napf. pfi zavadéni nové metody

* |dealni pripad:
— metody 1 a 2 davaji stejne vysledky:

» Graf zavislosti: y (2) — x (1)
— spojnice bodu puli uhel mezi osami
— prochazi poCatkem e metoda1

« SkuteCnost:
— body rozptylené kolem jiné primky

= regresni pfimka y=ax+b

metoda 1




Porovnatelnost metod

Korelacni koeficient r = mira rozptylu bodu kolem regresni pfimky
— hodnoty v intervalu -1 az 1
— Cim vyssSi absolutni hodnota (0 -1), tim tésnéjSi korelace
* je pouze mirou asociace mezi dvéma metodami, ne jejich shody !!!

napr. r=1 r=0,95




Porovnatelnost metod

Regresni analyza - uréeni parametri regresni pfimky y =a.x + b

— linearni regiese (Excel)

— Neparametricka regrese Deming, Passing-Bablock (statisticky program)
— vhodny nastroj pro hodnoceni srovnavacich experimentu

— Bland-Altmantv rozdilovy graf

100 150 200 250
AVERAGE of Aand B




Nejistota

Odhad nejistoty = parametr pfidruzeny k vysledku méreni

« Predstavuje interval, ve kterém se vysledek nachazi (demonstruje metrologickou kvalitu)
— Znalost nejistoty stanoveni pro jednotlivé analyty je pozadovana u akreditaci

» Zdroje nejistot
= veskere jevy, které néjakym zpusobem mohou ovlivnit vysledek méreni

» Zdroje dat pro vypocet odhadu nejistoty:

— Experimentalni data ziskavana pfi bézné laboratorni Cinnosti
— IKK, EHK

— validace a verifikace
— analyza kontrolnich /referenénich materiall

— Nejistoty, poskytované vyrobci a referencnimi laboratofemi (Udaje z dokumentace)

— Celkova relativni kombinovana nejistota (%) — zahrnuje:
— Mezilehlou preciznost (CV %)
— Relativni nejistota certifikovaného referenéniho materialu (%) — dle vyrobce



Interni kontrola kvality

Systém pro zabezpecovani analytické spolehlivosti laboratornich vysledku

— zaijistuje validitu (platnost) laboratornich vysledku
« pouzitelnost Iékafi pri diagnostice a terapii

detekce a minimalizace analytické chyby

pravidelné analyzy kontrolnich vzorku o ruznych hodnotach obsahu analytu
— vyhodnocovani vysledku
« porovnani téchto vysledku s oCekavanymi (cilovymi) hodnotami
— okamzita reakce na zjiSténé nedostatky

Systém IKK:
— pro kazdé z provadénych laboratornich vySetreni
— jednoduchy, pfehledny, ekonomicky, ucinny
— v souladu s legislativnimi a normativnimi pozadavky (CSN EN 1SO 15189:2003)
— v souladu s odbornymi poznatky
- Doporuéeni o vnitfni kontrole kvality (Ceska spole&nost klinické biochemie)



\%

Kontrolni materialy pro IKK

Vhodna matrice - dle typu analyzovaného materialu pacientu
tzn. pro kontrolu méfeni analytd v plazmé - materialy na bazi lidské plazmy
pro kontrolu méfeni analytl v moci materialy na bazi lidské moci atd.

Materialy v kapalné nebo lyofilizované formé
Méreni kontrolnich vzorkld stejnym zpusobem jako rutinni vzorky pacientu

Méreni IKK minimalné na dvou hladinach:
jedna z nich v oblasti referenéniho intervalu, druha mimo né;j
obsah analytd pokud mozno v blizkosti klinickych rozhodovacich hladin

Imunochemicka stanoveni - kontrolni materialy o tfech hladinach

Kontrolni materialy jsou komeréné dostupné od vyrobcu in vitro diagnostiky

bud' soucast jednotného analytického méficiho systému
. tzn. kontrolni materialy od téhoz vyrobce jako pristroj, reagencie a kalibratory

kontrolni materialy jinych (nezavislych) vyrobcu
Dokumentace

slozeni, pfiprava, uchovavani kontrolniho materialu
atest - deklarované hodnoty obsahu analytu

Smesne serum - mozno pouzit neni-li k dispozici vhodny kontrolni material
priprava pfimo v laboratofi,
cilova hodnota = aritmeticky primeér vysledkl testovaci série



Frekvence provadeni IKK

Kdy provadét kontrolni méreni:

- pfed kazdou analytickou sérii (minimalné 1x za 24 hodin)
- po kalibraci méficiho systému (metody)
- PO vymene reagencni soupravy
- po udrzbe ¢i servisnim zasahu
- pfi pochybnostech o funkci analytického systéemu

- Analyzatory na méfeni acidobazické rovnovahy a krevnich plynu:
- 3 hladiny kontrolniho materialu 1x denné
- nejlépe vzdy po 8 hodinach jedna hladina

- POCT pristroje:
- (POCT = Point- of- care-testing, provadéni méreni a testu in vitro
mimo centralni nebo klinickou laborator
- denné na dvou hladinach



Hodnoceni IKK

Regulacni (Levey-Jennings) diagram:
=~ obsah analytu proti datu méfeni (nebo jinému vyjadreni ¢asu)

 centralni linie - oCekavana hodnota
— deklarovana hodnota od vyrobce
— nebo aritmeticky prumér namérenych kontrolnich hodnot

* regulacni meze - nasobky smérodatné odchylky (2SD, 3SD)
— horni (UCL - upper control limit)
— dolni (LCL - lower control limit)




Hodnoceni IKK

« Jsou-li vysledky kontrolnich analyz mimo limit IKK —

— signal k provereni analytické metody:

* nova kalibrace s naslednou kontrolou kvality
* vymeéna reagencii s naslednou rekalibraci a kontrolou kvality
« udrzbovy zasah s naslednou rekalibraci a kontrolou kvality

0 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 7F0 75 80




Westgardova pravidla

systém pouzivany v laboratorni mediciné pro detekci
chyb v analytickém procesu

6 zakladnich pravidel:

1-2s 1-3s 2-2s R-4s 4-1s 10x

- Cislo (pfed poml&kou) - kolikrat urcita situace nastala

- Cislo za pomi¢kou - velikost odchylky vysledku QC méfeni jako
nasobek smérodatné odchylky s

James O. Westgard

« zakladni Westgardova pravidla - pouziti pro 2 nebo 4 kontrolni mereni
* {j. dvé hladiny kontrolniho materialu méfené v singletu nebo v dubletu

* pro posouzeni akceptability analyticke série |ze pravidla pouzivat

» samostatné (single-rule QC)
* v kombinacich (multi-rule QC)

Pozn.: QC...Quality Control, kontrola kvality



Zakladni Westgardova pravidia

1-3s - jedna hodnota presahla pramér o 3 SD
na libovolnou stranu

Porugeni
pravidla 1-3s

1723 4 56 7 8 9 10

Porugent 1-2s - jedna hodnota presahla pramér
pravidla 1-2s .
0 2 SD na libovolnou stranu

123 4 567 8 9 10

Porugeni
pravidla 2-2s

2-2s - doslo k poruseni pravidla 1-2s dvakrat
za sebou na stejné strané pruméru

123 4 5§56 7 8 9 10



Zakladni Westgardova pravidla

Poruseni
pravidlaR-4s

1723 4 567 8 9 10 |

Poruseni
pravidlad-1s

4-1s - posledni 4 hodnoty kontrolnich méreni
lezi o vice nez 1 SD na stejné strané
prameéru

1 23 4 56 7 8 9 10

—

10x - 10 vysledkl kontrolnich méreni lez
na stejné strané priméru

123 4 567 8 9 10




Westgardova pravidla

7-T - sedmibodovy trend

« 7 vysledku kontrolnich méfeni po sobé
na jedné hladiné bud stoupa nebo klesa
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Porugeni
pravidla 7-T

23 4 567 8 9 10

- kombinace (multi-rule QC)



Externi hodnoceni kvality (EHK)

EKK - externi kontrola kvality - EQA - External Quality Assessment
MPZ - mezilaboratorni porovnavani zkousek - PT - proficiency testing
Zkouseni zptsobilosti - nové dle CSN EN ISO/IEC 17043

— soucast procesu zajisténi kvality vysledkd méreni v laboratofi
+ vedle interni kontroly kvality, validace a/nebo verifikace méficich procesu

hodnoceni laboratornich vysledku externi nezavislou organizaci
— vyhodnoceni schopnosti rutinnich laboratofi provadét analyzy jednotlivych analytl

« porovnani vysledkt méfeni hodnocenych laboratofi navzajem
» porovnani s referencnimi hodnotami

pfinos EHK pro uc€astnika
— detekce pfipadnych zdroji chyb
— odstranéni analytickych problém
— verifikace a zajisténi metrologické navaznosti vysledku

Ugast v EHK - povinny poZadavek norem I1SO 15189 a ISO 17025 pro zdravotnické a
zkusSebni laboratofre



Poskytovatele EHK

EQA providers - musi splnovat zakladni kritéria

— zaruCena nestrannost
— nezavislost
— zajiSténa daveérnost
— odborna zpusobilost
— technicko - organizacni zpusobilost
» zpuUsobilost zpracovat data, provazanost s odbornymi spoleénostmi
— zavedeny systém fizeni kvality
— akreditace podle ISO Guide 43-1:1997 a/nebo dle ILAC G-13:2000

Poskytovatelé EHK
— Vv ruznych zemich uznavané profesni organizace zpravidla nezavislé na vladach
— cil - pfispéni ke zkvalitnéni laboratornich sluzeb, trening a vzdélavani

Ugast v programech EQA
— v nékterych zemich dobrovolna
— jinde povinna, podminkou pro ziskani akreditace



Poskytovatelé EHK

Externi hodnoceni kvality v CR

SEKK s.r.o. (Systém externi kontroly kvality)




Praktickeé provadeni EHK

Kontrolni cykly - podle predem daného €asového planu

« rozeslani kontrolnich vzorki organizatorem
— presna pravidla vyroby, znaCeni a zachazeni s kontrolnimi vzorky
— komutabilita, homogenita, stabilita, pfiméfené mnozstvi

* meéreni vzorkl na pracovistich ucastniku
— stejny pfistup jako ke vzorkim pacientd
— obvykle pouze jedno méreni pro jeden jakykoliv vzorek
— zd&kaz zkreslovani a falSovani vysledku !

« odeslani vysledkl zpét organizatorovi
— v pozadované podobé (jednotka, poCet desetinnych mist) s informaci o anal. systému

« vyhodnoceni vysledki organizatorem
— porovnani chyby laboratore s hodnotou cilové nejistoty méfeni TMU
» target measurement uncertainty - toleran¢ni rozpéti
— TMU - na zakladé stavu analyt. technologie (state-of-art) a/nebo klin. pozadavku

« rozeslani vyhodnoceni kontrolniho cyklu u¢astnikiim
— sdéleni cilovych hodnot u€astnikim a zpusob jejich uréeni
» cilové hodnoty organizatorovi pfedem znamé nebo ureny konsenzualné
— odhady nejistot cilovych hodnot



Certifikace uspésnosti

Hodnoceni:
« porovnani rozdilu vysledku ucastnika (D% ) s hodnotou povolené odchylky (Dmax) v
procentech:
X...vysledek ucastnika, AV...vztazna hodnota
* uspeésnost: |D%| < Dmax pro vSechny vysledky daného analytu

Hodnoty Dmax (toleran¢ni rozpéti) reflektuji
— soucasny stav analytické technologie (state-of-art)
— a/nebo klinické pozadavky



Vysledky ucastniku SEKK

pro vybrané analyty vydavany certifikaty uspésnosti (+ osvédceni o ucasti)
— Certifikaty dokumentuji analytickou zpusobilost u¢astnika

— omezena doba platnosti (napf. 1 rok)
— udélovany pouze pro analyty se spolehlivé ur€enou vztaznou hodnotou

« v ostatnich pripadech se vydava pouze osvedceni o ucasti v konkrétnim cyklu

71 1609, 530 02 ice, € a, : , o
l 16J1 = 330102 B i E SEKK spol. s r.0., Zs 30 02 Pardubice, Ceska r
ovatel programu zkouseni zpusobilosti ¢. ¥ 0 3 aE & 2 - S
5 5 P tovatel pro; ti ¢. 7004 ed
Podrabnosti o pfedmétu a rozsahu akreditace naleznete na http://www se! 5
Podrobnosti o pied:

CERTIFIKAT

Cvklus - AKS? _ Analvty krevniho séra w - = ;
ykins BHE vk 52/11-Aualyly kreviio scra klus EHK: AKS2/11 - Analyty krevniho séra
Stop termin (uzivi ; 04.2011
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Odborni garance: ¢ s ¢ biochemie

biochemit Odborna garance

Referencni labora

Ucastnik: )
Uéastnik:

stnilo kontrolniho cyklu systému externiho hodnoceni kvality
t& s¢ zi¢astnilo kontrolniho cy ystému externiho hodnoeeni kvality pro

Certifikace navaznosti na vztaznou hodnotu
referenénih
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Vyhodnoceni vlastnich vysledku ucastnika

Hodnoceni zkou$ek v aktualnim cyklu
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Souhrnna statistika




Doporuceni pro ucastniky externiho hodnoceni
kvality SEKK

« archivace vysledkovych dat v€etné primarnich vytisku
— audity
— moznost feSeni pfipadu neshod u€astnika s organizatorem EHK

* UcCast v kazdem relevantnim typu kontrolniho cyklu alespon 2x rocné

e Vv pripadée neuspéchu v EHK
— detailni prozkoumani mozné pfriciny na vlastnim pracovisti
— provedeni zaznamu o neshodé
— pfijmuti napravnych opatreni
— Vv pfipadé zavaznych problému - konzultace
* supervizor
» referenéni laboratof
* regionalni odbornik
* predstavitel vyboru odborné spolecnosti



Propojeni EHK a IKK

« Vysledky EHK Ize riznymi zpusoby korelovat s vysledky IKK
« Zakladni parametry pro provazani EHK — IKK:

— mezilehla preciznost (mezilehla preciznost, reprodukovatelnost)
— bias (vychyleni)

Westgarduv linearni vztah
TEanal s b + z.CV

TEanal...celkova analyticka chyba %
b...bias/vychyleni

z...statisticky nasobek (obvykle z = 2)
CV...variacni koeficient (ziskany z IKK)

Pro Uspé&sné stanoveni v EHK nutné TEanal £ Dmax



Dékuji za pozornost...

S O Sl ...tém, které
FLENC A | N : _— problematika
ke ' EY zajimala...

i

..ale i tém,
kteri se
nudili !




