Validace, verifikace a odhad nejistot
vysledku v klinickych laboratorich

Kucerova Jindra



Validace

* Validaci definuje mezinarodni
metrologicky slovnik jako overovani, ze
specifikované pozadavky jsou primeéerene
pro zamyslené pouziti. Slovnik
managementu kvality charakterizuje
validaci jako potvrzeni ziskané
prostrednictvim poskytnuti objektivnich
dukazu, ze pozadavky na specifické
zamyslene pouziti nebo specifickou
aplikaci byly splneny.



Verifikace v laborator

* Verifikace (ovéreni) je poskytnuti objektivniho dukazu,
ze dana polozka splnuje specifikovane pozadavky. Tedy
potvrzeni, ze jsou dosazeny funkcni vlastnosti nebo
zakonné pozadavky na merici system, potvrzeni
prostrednictvim objektivnich dukazu, ze data o
analytickych znacich deklarovana vyrobcem, jinou
laboratori, nebo referencni instituci jsou v dane
laboratori s pouzitim konkrétniho meériciho systemu
dosazena.

 Pojem verifikace se pouziva v laboratorich pro
proces ovérovani, zda laborator je schopna
dosahnout pri zavadeni jiz validovanych metod
deklarovanou vykonnost metody.




Verifikace v laboratori

* Verifikace tedy nastroji obdobnymi jako u
validace prokazuje zpusobilost personalu
laboratore a zpusobilost zarizeni a
prostredi ve vztahu k provadeni daneho
mericiho postupu.Verifikaci pak
rozumime, Zze merici
postup/system/vyrobek VD MD je plne
funkcni v konkreétni laboratori.



Verifikace v laboratori

* V klinicke laboratori se verifikuji vsechny
metody a postupy mereni. Cilem
verifikace je objektivni prukaz, ze
laborator je schopna dosahnout
vykonnostnich parametru (nejcastéji
zakladnich analytickych znaku metod),
ktere vyrobce uvadi (nebo ma uvadeét) ve
sve dokumentaci. Laborator je povinna
verifikovat i metody, u nichz provedla
sama validaci.




Validace, verifikace-srovnani

e Validace  Verifikace

e Opakovatelnost e Opakovatelnost

» Mezilehla preciznost » Mezilehla preciznost
e Vychyleni (bias) e Vychyleni (bias)

e Pracovni rozsah e Pracovni rozsah

e Mez detekce a mez
stanovitelnosti

e Ostatni (matricove
interfenrence, srovnani s
jinou metodou, srovnani
pomoci vysledku EHK,
robustnost,
Vytéznost,...)



Proc je nutna validace/verifikace

* Vysledky analytickych méreni maji mimoradne silny
dopad v praxi.V klinické laboratori mohou
rozhodnym a nékdy i fatalnim zpusobem ovlivnit
zdravi, kvalitu zivota a nekdy i samotny zivot pacienta.
Provadet mereni o dostatecne kvalite je profesionalni
povinnosti analytika.Validace/verifikace je Cinnost,
kterou si laborator zajist'uje kvalitu dat pri rutinnim
provozu. Je to cinnost, ktera, je-li spravne provedena,
se laboratori pri rutinnim pouzivani validovaného
postupu vyplati.Validace/verifikace poskytuje potrebna
data pro odhad nejistoty meéreni (respektive
intervalu spolehlivosti vysledku méreni). Akreditace,
neboli formalni potvrzeni odborné zpusobilosti
laboratore, vyzaduje pouzivani radné validovanych a
verifikovanych metod (méricich systému).




Nejistota mereni

* Nejistota je parametr (pridruzeny k vysledku
mereni) charakterizujici rozptyleni hodnot,
jez jsou, na zaklade dostupnych informaci,
prirazovany/prisuzovany merene velicine.
Nejistota vymezuje hranice, v nichz je
vysledek s danou pravdepodobnosti
povazovan za spravny, tj. presny a pravdivy.
Nejistota obecne zahrnuje mnoho slozek.
Nektere z nich mohou byt ziskany ze
statistickych distribuci vysledku serii méreni
ovlivnujicich velicin charakterizovanych
vybérovou smerodatnou odchylkou.



N IS

Standardni, kombinovana a rozsirena
nejistota

Standardni nejistota. Jeji Ciselna hodnota je vyjadrena
jako smérodatna odchylka (SD).

Kombinovana nejistota - pravidlo sireni (propagace)
nejistot
Podle toho pravidla provadime vypocet
kombinovaneé standardni nejistoty:
u?=u?+ u,? +....+u?

Rozswena kombinovana nejistota Uc
Rozsireni se provadi s pouzitim jednoduchého vztahu:
U . =k.u,
Obvykle se pouziva hodnota k = 2 (odpovida priblizne
95% intervalu spolehlivosti pro normalni rozdéleni).




Dilci nejistoty v klinickych
laboratorich

* Dlouhodoba presnost (reprodukovatelnost,
intermediate precision)

o Zakladem odhadu nejistoty méreni v klinické laboratori je
dlouhodoba presnost (reprodukovatelnost) mereni. Zdrojem
dat jsou vysledky vnitrni kontroly kvality. Pokud
laboratoF vede v ramci vnitfni I<ontro|y regulaéni diagramy,
Ize ziskavat udaje o dlouhodobé presnosti
(reprodukovatelnosti) z vysledku tohoto sledovani prubézné.
Casovy interval nelze pro vsechny laboratore a vsechny
metody pochopitelne stanovit jednotné. Krajni
akceptovatelnou mezi je cetnost Ix rocne avsak |5
nezavislych mereni jako naproste minimum. Prave aktualizace
hodnoty nejistoty méreni muze byt chapana jako rozhoduijici
krok periodicke verifikace. Mirou dlouhodobé presnosti
(reprodukovatelnosti) je relativni smérodatna odchylka (CV,

%).




Dilci nejistoty v klinickych
laboratorich

Systematicka odchylka (vychyleni, bias) a vytéznost

* Vychyleni metody (mericiho postupu) se stanovuje experimentalne

a je to rozdil mezi prumérem vysledku méreni a spravnou
(referencni) hodnotou. Predmétem meéreni je vhodny referencni

material, ktery musi byt vzdy doprovazen udajem o referencni
hodnoté a jeji nejistoté. Primérem méreni se zasadné stanovuje

za podminek opakovatelnostl méreni (v sérii). Pro potreby
klinické laboratoFe je mozné akceptovat v pfipadé nedostupnosti
certifikovanych referencnich materialu kontrolni materialy s
vyrobcem prokazanou navaznosti na vyssi metrologicky standard a
s urcenym odhadem nejistoty této hodnoty. Prijatelna velikost série
sestava z minimalné deseti mérenych vzorkud (n = 10). Pro vypocty
celkove nejistoty je casto vyhodne vyjadrovat systematickou slozku
nejistoty namisto hodnoty vychyleni hodnotou vytéznosti.]Jde jen o
ruzny zpUsob vyjadreni stejného parametru se stejne platnymi
ciselnymi hodnotami. Zatimco vychyleni je rozdil mezi prumérem a
referencni hodnotou, vytéznost je pomérem stejnych cisel.




Dilci nejistoty v klinickych
laboratorich
* Nejistota vychyleni a vytéznosti

e Obe hodnoty, ze kterych se pocita vychyleni
metody nebo vytéznost, maji svou nejistotu.
Prvni je nejistota referencni hodnoty
uvedena v certifikatu. Druha je nejistota
hodnoty pruméru, dand opakovatelnosti
méreni a jejich poctem (SD/Vn). Z téchto
nejistot |lze pomoci zakona o propagaci
nejistot vypocitat nejistotu hodnoty
vychyleni metody, popr. vytéznosti.



Dilci nejistoty v klinickych

laboratorich
* Nejistoty_hodnot kalibratoru

» Nejistota kalibratoru byva udavana nejcastéji
formou rozsirene nejistoty Ucal s faktorem
rozsireni k = 2.V ruznych publikacich Ize nalézt
ruzné zpusoby zahrnuti nejistoty kalibratoru do
rozpoctu nejistot v zavislosti na pouzitem modelu
mereni. Predpokladame-li, ze nejistota
kalibratoru je v ramci analytického procesu
implicitné zahrnuta do vypoctu jakekoli hodnoty
obsahu/mnozstvi/koncentrace, tedy i do vychyleni
(bias), nemusi tedy byt nejistota kalibratoru
zahrnuta jako samostatna slozka do rozpoctu
nejistot.




Priklad odhadu nejistot mereni
Stanoveni koncentrace fibrinogenu v krevni plazmeé

Reprodukovatelnost

Byla stanovena vyhodnocenim vysledku vnitrni kontroly kvality

za druhe pololeti roku 2014

Kontrolni material |:pramér x, = 1,8 g.| -

CViepro = 2,5 %
Kontrolni material 2:: pramér x, = 2,9 g.| -
CV oo = 2,1 %

V dalSim vypoctu bude pouzita prumérna hodnota

U . n
repro 2
ZCV""""E 2.5°+2. 17
ur.rfpm =\= = , - = 2,3 %

n




Priklad odhadu nejistot mereni
Stanoveni koncentrace fibrinogenu v krevni plazmeé

* Nejistoty hodnot certifikovanych
referenénich materialt. Hodnota
vychyleni/bias byla stanovena analyzou
certifikovaneho referencniho materialu CRM
International standard for fibrinogen.V
certifikatu tohoto materialu je uveden vedle
certifikované hodnoty koncentrace
fibrinogenu (c.¢ = 2,50 g ' ) i odhad
rozsirene kombinovane nejistoty U, .= 8 %
(u.=0,1 gl-") pro koeficient rozsireni

k = 2. To predstavuje standardni nejistotu
=U_./2=407%.

r ref r,ref



Priklad odhadu nejistot mereni
Stanoveni koncentrace fibrinogenu v krevni plazmeé

» Systematicka odchylka (vychyleni, bias)

Vysledky mereni referencniho materialu za
podminek opakovatelnosti:

e Pocet meéreni:n = |0
e Primér méreni:x_ = 2,57 g.| -!

P
o Referencni certifikovana hodnota:
C..c=2,50gl"!

Pak se vytéznost R a vychyleni Br vypocte dle

?
ReZ  JO0 =" 100w 102.8 %
Crer 2,9

B' = R"lm: IOZ.S-I(M) L Z,H (Tr



Priklad odhadu nejistot mereni
Stanoveni koncentrace fibrinogenu v krevni plazme

» Nejistota systematické odchylky (vychyleni,
bias) Vybérova smerodatna odchylka a
standardni nejistota prumeéru se vypocte:




Priklad odhadu nejistot mereni
Stanoveni koncentrace fibrinogenu v krevni plazmeé

e Kombinace odhadu dilcich nejistot do relativni

kombinované a rozsirené nejistoty (u....a U

r,tot r,tot)

Kombinaci dilcich nejistot dostavame:

Pro koeficient rozsireni (k = 2) je tedy
kombinovana rozsirena nejistota stanoveni
fibrinogenu v krevni plazme:

U, = 10,8 %



Priklad odhadu nejistot mereni
Stanoveni koncentrace fibrinogenu v krevni plazmeé

o Zaver
Vyssi hodnota U, je dana jednak
problemy s dlouhodobou stabilitou
analytu a take slozitosti urceni vlastni

referencni hodnoty referencni instituci
NIBSC zvolenou referencni metodou.



Kdy se provadi validace/verifikace

* Pred zavedenim nové metody

* Pred aplikaci nového analytického mériciho systému do
laboratore

e Pred zavedenim nového (jiného) diagnostického kitu

e Pokud rozsirime pouziti stavajici metody o dalsi ucel
(napriklad rozsirime méreni o dalsi druh biologického
materialu)

e Ukazuje-li kontrola kvality pretrvavajici problém

* Pri prevzeti metody (typu in house) z jiné laboratore nebo z
publikace

e Vyznamna zmeéna instrumentace

e Dle validacniho planu



