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Statistika a chemometrie v
klinické biochemii

(S jakymi aplikacemi statistiky pracujeme v laboratofi
klinické biochemie nej¢astéji?)

P. Breinek
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* Kvalita (jakost)

I
» Definice kvality je orientovana na spinéni
pozadavkl zakaznika (ordinujiciho 1ékare)

 Normy fizeni kvality

e ISO 17025

e ISO 15189

Tii zakladni procesy:
Validace a verifikace
Navaznost
Nejistota

Oblasti, ve kterych nejcastéji pouzivame

v klinické biochemii statistické a
i chemometrické postupy
= Vnitfni(interni) a externi kontrola kvality (IKK a EHK)

= Verifikace a validace metod

= Zavadéni novych metod
- analytickych znaku metody
- referenéni hodnoty/intervaly a rozhodovaci kritéria(cut-off)

- pravdépodobnost uréeni diagnézy pomoci laboratorniho
testu (klinicka sensitivita a specifita, ROC, ...)

- srovnani metod
- kritéria IKK

Akreditace, certifikace, audit

]
*KREDITACE=oﬁciéIni uznani, ze laboratof je

zpUsobila provadét zkousky (norma ISO 170 25 a
ISO 15189)

Akreditaéni organ v CR: CIA Cesky institut pro akreditaci

= CERTIFIKACE neboli ovéfeni fungovani
vybudovaného systému fizeni (ISO 9001)

= Audit | a Il (NASKL, Nérodni autorizaéni stredisko Klinickych
laboratofi CLS JEP)

Systémy vnitrni a externi
kontroly kvality

"

= Casto vnimame kvalitu subjektivné
=Kvalitu musime prokazovat
(poZadavek platcd zdravotni péce
YA —ZP)

= Pozadavky na kvalitu se méni
§ = Chyby nevznikaji jen v laboratofri

Dalsi informace

e www.cskb.cz
o www.sekk.cz




* Vnitini kontrola kvality (IKK)

|
Postupy uplathované pracovniky laboratofe

s cilem ziskat co nejvétsi miru
pravdépodobnosti, Ze vydavané vysledky
isou maximalné vérohodné

VysSetfovany vzorek analyzujeme 1x vyjimec€né 2x
(dvojmo).

Presnost

i Presnost je statistickym vyhodnocenim

= Je to mira shody mezi vysledky ziskanymi opakovanou
analyzou téhoz vzorku za predem stanovenych podminek

a

Vysledky opakovanych analyz
jsou rovhomérné rozptyleny
kolem prdmérné hodnoty,
pricemz Cetnost jednotlivych
vysledkl vykazuje normalni
rozloZeni (Gaussovo rozlozeni)

683%
955%
997%

* Je kontrolovana/sledovana

* Pfesnost méfeni
(nyni: mezilehla pfesnost) nahodné chyby

* Pravdivost méfeni (spravnost)
(nyni: vychyleni/ bias) systematicka chyba

* Cilova nejistota méreni
TMU (Target Measurement Uncertainty)

Primér, s, VK (CV)

= Mirou rozptylu vysledku (s2) je smérodatna
odchylka (s, SD)

= Je vyjadfovana ve stejnych jednotkach jako
meéfena veli€ina
= Cim je mensi, tim je vy$si presnost

. Aritmeticky primér { ¥ ) Smérodatna odchylka ( s )

Detekce laboratornich chyb

= Vnitini kontrola kvality (IKK)
= Software - Fidici jednotka analyzator(
- LIS
- externi programy

= Externi hodnoceni kvality (EHK)
= Detekce bias
= Srovnani s jinymi laboratoremi

= Smeérodatna odchylka (s, SD) zavisi na mérené
hodnoté, proto se obvykle uvadi jako relativni
smérodatna odchylka, tzv. variacni koeficient
(CV%)

Presnost {variacni koeficient) { VK

VE =< (x100)
H

{po pFfenasobeni 100 je wysledek v 36}




Vypolty: mezilehld presnost * Regulacni diagramy
3.1. Aritmeticky primar (AM) : : I
n kda:
Sx, AM je aritmeticky primér ==
AM :L‘ ::‘i::éﬁr:{t&égﬁ;é:ﬁ%;&sfﬁfﬂégﬁ?nikonlrolnimvzurku & + - a0 x ¥ @i |
n
3.2. Smérodatna odchylka (SD) o =
" kde: . 1203 =
:Z[-‘.‘ —-AM ." :?ejTei:itr\%mnligfﬁggl}}itg;msg?grﬁi?xglm’hovzorku ::::-
SD =12 AM je artmeticky primér L ,“..MA,WM\_MM
n—1 n je pofet kvypoctu pouZitpch méfeni '::_
3.3, Variaéni koeficient (CV) ::_
sD kde: L R P : . 2 .
CV =100.—— [%] cv levan_a:mkoehc»entvy]adren?v% 1 " aH n el &t a1 11 a1 & 1 1
AM SD je smérodatna odchylka
AM je aritmeticky primér
Target value: 107.00, Target deviation: 5.30
Cumnulative N: 115, Mean: 112.12, 30: 1.97, CV%: 1.76 =
13 o
Vychyleni(bias, diive spravnost ;L 0 .
ychyleni(bias, P ) Stanoveni pozadavku na kvalitu
= t&snost shody mezi priimérnou hodnotou = Empiricky (state of art)
ziskanou z velkého po&tu vysledki méfeni (x) a = Biologické variability, TE
dohodnutou referenéni hodnotou(x,) bl =
) R nor = Klinickeé pozadavky
= Mirou pravdivosti je velikost vychyleni: i 5 = 7
. » Doporuceni odbornych spoleénosti
bias = X — Xg «oovveeeiiiiiiii absolutni chyba ) .
, o = Data vyrobcU IVD
bias = [(Xx — Xg)/ Xo] - 100 (%) .......... relativni chyba Systé L 6
. , , stem SiX sigma (o0
= Kladna nebo zaporna hodnota " oY . g . ( )
= Celkova analyticka chyba, TE,
14 17
Vztah mezi bias a presnosti Priklad: Vypocet TMU (cilové
nejistoty méreni) z biologické variability pro
" stanoveni S-kreatininu
: S ! néhodnd ok
o ' . d binlogickd variabiita 53 Plasnnst ndvazend 7 binlogickyjch varabili 27
/\ ez | | ag
o 162 | T
xlo, ’f ; I| 8,2
_ L . . sxstgmatipké s!oikq ‘ oy
15 18




* Volba kontrolnich material&

|

* s navaznosti

* jedna Sarze

» stabilita

* nejlépe v kapalné formé

+ atesty s ohledem na mérené hodnoty

-

- rychlost: ( nejcastéji 100 - 2 000 analyz/ h

 objemy: analyzovanych vzorkd 1 - 30 ul
reakéni smési 80 - 300 ul

» myci stanice (kyvety,davkovace, michadla)
* fidici jednotka (PC)
* specialni software

» odvickovani, centrifugace, alikvotace,
identifikace, uskladnéni vzorku

22

Frekvence

*Vsecﬁny hladiny (vétSinou 2) minimalné jednou

za analytickou sérii, ktera odpovida jedné
pracovni sméné. Maximalni pfipustna doba
analytické série je 24h.

= Krevni plyny: v8echny 3 hladiny denné, nejlépe
vzdy po 8h jedna hladina

= Imunochemie:optimem 3 hladiny denng,
minimalné stfidave jedna hladina denné

= DalSi podminka: vzdy po vyméné reagencii, po
kalibraci, po upozornéni kontrolniho systému,

servisnim zasahu,......
20

Cobas 8000 (Roche)

Automatizace v klinické
biochemii

Analyzatory:

Selektivni = provadéji jen pozadované
analyzy

Programovatelné (fizené PC, tj. postup
analyzy, udrzba, vypocty, QC,...)
identifikace reagencii i vzorkl ¢arovymi
kody

Komunikace analyzatoru on-line s LIS
Moznost spojeni s preanalytickymi
procesy




Rozdéleni automatickych

analyzatort

« CHEMICKE (homogenni analyza)
+ IMUNOCHEMICKE (heterogenni analyza)
» Jiné:

CHROMATOGRAFICKE

MOCOVE

POCT

25

Organizatori EHK

SEKK (Systém externi kontroly kvality,CR)

DGKL (Némecka spolecnost klinickych laboratofi)
INSTAND (Némecky institut standardizace)
NEQAS (Velka Britanie)

atd.

28
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Organizace EHK

= Kontrolni cykly (podle ¢asového planu)

= Dodani neznamych vzorku (vétsinou 2) s
prislusnymi informacemi

= Méreni/stanoveni (laboratorni dokumentace) pocet
méfeni musi byt roven po¢tu méfeni vykonavanych
u realnych vzorkl pacienta, obvykle n=1

= Vyplnéni formulafd a zaslani organizatorovi

= Organizator vyhodnoti vysledky méfeni a rozesle
vysledky vyhodnoceni
29

* Externi kontrola kvality (EHK)

« Je soucasti procesu zajisténi kvality méfeni
* Principem je provadéni mezilaboratornich
porovnavacich zkousek

* Doplnuje jiné prvky zajisStovani kvality
(validace, verifikace, vnitfni kontrola kvality,
navaznost, ...)

* Pfispiva k odhadu nejistoty vysledkd méreni

Vysledky jsou srovnany s cilovymi
hodnotami daného analytu

i ziskanymi:

= Referenénimi metodami/postupy (RMP)

= Validovanymi metodami v kalibracnich
laboratotich vyrobcu (AV)

= Jako primér vysledkd méreni vSech ucastniki
po vylou€eni odlehlych hodnot (ALTM)

= Jako prumér méreni stejnorodych skupin
Ucastnikl po vylouceni odlehlych hodnot (ConV)

30




Zpravy pro Ucastnika

= Vyhodnoceni vlastnich vysledkd

= Souhrnné statistické vyhodnoceni vSech
Ucastnikd

= Pfehled metod a postupd

= Kritéria pro posuzovani vykonnosti Gcastnikd,
obvykle formou tolerancnich rozmezi s cilovymi
nejistotami méreni

= Kontakty na odborné poradce(supervizory)

31

‘ Certifikat (srovnatelnosti a ndvaznosti)

vydava se pro analyty vybrané C')veskou
spolec¢nosti klinické biochemie (CSKB) a
Referenéni laboratofi pro klinickou biochemii
(RL), platnost certifikatu 1 rok

= Osvédceni o ucasti
vydava se pro analyty, které splnily podminky pro
pfidéleni osvédcéeni o UCasti

34

Souhrnna statistika

statistika (stej skupiny)

32

‘ Jak resit nelspéch

» Prozkoumat mozné pfriciny
m Provést Zaznam o neshodé a pfijmout

nanravna onatreni
naprav: patren!

aviia v

= Je mozné pozadat o konzultaci supervizora,
RL, regionalni odborniky, predstavitele
Vyboru CSKB

m ZUcastnit se dalSiho kontrolniho cyklu
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Youden(v graf

Vase skuglna: 3) Metoda s hexokinaz ou
‘ Camé bidly = viastni skupin

Sed body = ostatmi v¥sledy

11,21 4

XTI N ﬁf”:r:é'.." ’
'

e

Vzork B

8,01 4

550 6.50 7.50 8,50 950
Vzorek A 33

Zavadéni a vybér novych
metod

= Od 7.12.2005 laboratof smi pouzivat pouze
produkty se znackou CE (Evropska unie)
CE = Conformité Européenne, znacka evropské shody

= Vyrobce zaruduje, Ze vyrobek splfiuje
direktivu VD 98/79 EC, tj. pozadavky na
zdravotnické prostfedky in vitro
IVD = in vitro diagnostikum

= Vyrobek je validovany a ma mit
metrologickou navaznost hodnot kalibratort
a kontrolnich pfipravkd

36




Validace a verifikace

= VALIDACE
-splnéni pozadavkl na méfici postup s
ohledem na jeho zamyslené pouZziti
-dukaz ve formé dokumentace, ze metoda
bude poskytovat vysledky odpovidajici
predem urcené specifikaci

= VERIFIKACE
-potvrzeni, Ze laboratof je schopna
validovany méfici postup spravné provadét

Co se validuje a verifikuje?
(Analytické znaky metody)

= Pfesnost a vychyleni

= Pracovni rozsah/ linearita

» Citlivost (mez detekce/ stanovitelnosti)

= Interference

= Robustnost

= Porovnani s jinou metodou
P¥i verifikaci jen ovéfujeme, Ze jsme v
laboratofi schopni dodrzovat uvedené
analytické znaky metody
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L e Verifikacni protokol
Kd O Val Id UJ e a Ve rlfl kuJ e ? OddEleni klinickych laboratofi, Vojenski nemocnice Brno
Verifikaéni protokol €.13
Matoda: Hreatinin (SOP €. 013) FVN-04 VP 13 KREA
Validuje: i opems Dgpsote L Bata]
’ . . Architect ¢i16200
= Vyrobce diagnostik (direktiva IVD 98/79 EC)
__ LYONORM KALIBRATOR 10003200
= Pfipadné i laboratof ( je to obtizné) P Drg —
1. Mezilehla presnest | Gdaje z IKK)
Dmiu»dos N Primir 50 oV
» Verifikuje: -"."‘°""l'= um.m umolA -;
Lab tJ ) R oo e & s v
= Laborator .
2 3 [Lyenorm L B4 . #xp.
T B ememran: s ri: sz oy
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Jak &asto se provadi validace a VerifikaCni protokol
Ve rl fl ka Ce r) Oddéleni klinickych laboratoil, Vojenska nemocnice Brno
. Verifikaéni protokol £.13
Metoda;|  Kreatinin (SOP £.:013) F.VN-04 VP 13 KREA
Mizav KREATININ ENZYMATICKY LIQUID 204 A 10010231
Wyjrobce:|Pliva-Lachema Dlagnostika Sarke| 10w a1
= Verifikace minimalné 1x roéné I
, . . . Nuwhlm LYONORM KALIBRATOR ’E 10003300
n Vysledkem je verifikaéni protokol S WrabeatlPlivaLachens Diagnestika [ Bama] 1o = 103000
odhadem nejistoty meéreni Mezilehli presnost | Gdaje z 1 b
Datum (od-do} N Priimér SD. ev
Jadnothy: umelil wmell %
Vaorek A [26.12.2009-50.04 2010 66 357 18 197
Virorek B 26,12 200350042010 a6 316 41 115
Poutity mataridl: Veoreh A |Lyonarm HUM N, &.5.:111508, exp.:2010-02-26(PLIVA}
Veoreh 8 |Lyonarm HUM P, &4.:111606, exp.2010-02-28 {PLIVA)
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Nejistota (Uncertainty)

2. Opakovatelnost, Bias
~1T

p[;::: 11.1.2009
Pouiity materidl: Vzorek A: |Analyty krevnino s4ra 1928 (SEKK) . . s 7
Veorok B: |Anayty revnine séra 2333 (SEKIQ) ejistota = kombinace nahodné a
Vysiodné hodnoty | |Veorok A_|Viroreh B Jednathy SVStematiCké Chybv

1 2864 1229 Wmali oo ~ . Ve “r v 7
1| ars | ume » Normy rizeni kvality ukladaji kazdé
[ ms [ ma laboratori vyhodnotit nejistoty svych
s | e 1222 méreni AT S Re2s
7 2860 1218 o
W | 2876 1220 : R o
o Y X - — - fos

43 IR TR o . . 46

— !-‘ Priklad zjiSténi navaznosti
o méfeni koncentrace P-GLUKOZY

g 2340 [Unred gumalT)

s prepocet

mon iy Jorreigs a 0 P

o | (dokumentace pracovniho kalibratoru)
s Rutinni metoda: GOD-PAP

— Referen¢ni metoda: 1D-GC/MS

= Referencni material: NIST-SRM 965
Kalibraéni hodnota: 10,4 mmol/l

. Nejistota: 0,132 mmol/l ( 1,2%)

Schvalit [ onefmoamm

44 47

i 1 !-‘ Porovnani s jinou metodou
Br 03 32| %

M ' ,‘ m Linearni regresni zavislost

o Y=aX+b

L = korelacni koeficient (r), rozptyl (s,)

i e
| mbwvorspaamt = Regresni zavislost dle Passinga-Babloka
wsnnm“ ———— — - = Demingova regresni zavislost
Pt T8 oottt acpaiire a2 = Vyhodnoceni dat (!), chyba konstantni a
[ seocrs o [ ez proporcionalni, vyznamnosti,...
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Navaznost

provazani rutinnich meéfeni s referenénimi
metodami a referenénimi materialy

= Realizace navaznosti v klinické laboratofi je velmi
obtizna

= U biologickych analytl je k dispozici jen asi v 10 -
20% pfipadech referenéni material/ referenéni
metoda méfeni

Jak ji mdzeme zjistit?—> rozborem dokumentace
vyrobce
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2 Specifita

Udava procento spravné negativnich vysledkl ze
souboru zdravych.

Cim vy38i specifita, tim je méné fale$né
pozitivnich vysledka.
pocet spravné negativnich vysledku
Specifita (%) = x 100
celkovy pocet zdravych
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DalSi chemometrické postupy
pouzivané v klinické biochemii
= stanoveni referenénich hodnot/interval,

rozhodovacich kritérii (cut-off)

» pravdépodobnost ureni diagnézy pomoci
laboratorniho testu (klinicka sensitivita a
specifita, ROC, prediktivni hodnoty,...)

= planovani experimentt
n statistické testovani, multivariacni analyza,...
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2 Sensitivita (citlivost)

Udava procento spravné pozitivnich vysledkl ze
souboru nemocnych.

Cim vy$si sensitivita, tim je méné falesné
negativnich vysledku.
pocet spravné pozitivnich vysledku
Sensitivita (%) = x100
celkovy pocet nemocnych
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Cut-off (rozhodovaci limit)

Je to koncentraéni hladina markeru, pod kterou
lezi vétsina hodnot zdravvch lidi.

r CUT OFF
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