Kalibrace
Jednotky
Referencni meze
Cut off

Ondrej Wiewiorka
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Decentralizované pristroje - POCT
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Standardizace metod

Polohu vysledkii vyse uvedenych skupin ukazuje graf
Vpravo.

He's Hemoglobin Mimo: 22

Graf demonstruje tyto skute¢nosti:

I. Velmi dobrou reprodukovatelnost vysledkii ve 313 -

skupinach Eiken a Sentinel.

2. Primeéry vysledkii méreni v jednotlivych
skupinach se vyznamné lisi (proto v tomto
programu hodnotime vysledky v rdmci skupin).

. Mimo graf lezi 22 vysledkt — vétSinou to jsou
vysledky ucastniki, ktefi nepiepocitali vysledky
na jednotku pg/g nebo se dopustili hrubych chyb
pi1 méfeni.

235 -

Ll
Vzorek B

157 -

Oznaceni skupin v grafu %

Laboratorni systémy: + ... Eiken
+ ... Sentinel
POCT systémy:  + ... Aidian (Orion) 0 - . ,
0 ... BodiTech 0 28 56 85 113
0 ... SD BIOSENSOR Vzorek A

Obecné lze fici, Ze Gspé&Snost laboratornich systémt se pohybuje v oblasti 95 %, zatimco POCT systémy dosahuji
uspé&snosti priblizné 65 %.



Standardizace metod

ulcat/T ALP Mimo: 0 ukatT ALP Mimo: |

16,1 - 16,1 - + ... Roche
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- + ... Beckman Coulter (Olympus)
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ALP

V piipadé stanoveni katalytické koncentrace ALP pfetrvavaji velké rozdily mezi priméry nékterych stejnorodych
skupin a vztaznou hodnotou (CRV). V tomto cyklu jsme nejvétsi zaporny bias pozorovali ve skupiné Roche
(piiblizné -15 %), zatimco nejvétsi pozitivni bias byl ve skupiné Beckman Coulter (Olympus) (pfiblizn€ +16 %).
Situace se 1 presto, Ze na ni opakované upozoriiujeme, nelepsi a dlouhodobé stagnuje.

Tyto idaje dokumentuji pfetrvavajici neuspokojivy stav realizace navaznosti na referenéni metodu ALP [FCC 2011, na
lterr 1eme v tomto evl-lin reacovali ro7eitenim noliriteho ritéria DY \a 2R 04 (mrihlisns dveanacohels V)Y



Standardizace metod

NGSP (%:HbA1c)
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Kalibrace

. Vztah mezi signalem a koncentraci analytu ve
vzorku

. Material pouzity pro kalibraci je odvozen od
referencniho materialu - etalonu



Kalibrace

. Citlivost metody — mira zmeny signalu ke
koncentraci vzorku

. Selektivita/Specificita — mira prispevku jinych
latek nez analytu k signalu

- Pouze minimum metod chemické analyzy Ize
oznacit za specifické. Proto doporuceni IUPAC
(2001) dava prednost obecnému pouzivani terminu
selektivita



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
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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.




Analyza

. Rutinni / statimova vysetreni / vitalni indikace
. Automaticke analyzatory / specialni metody

. Ruzni vyrobci pristroju / dodavatelé reagencii /
ruzné principy vySetreni

. Harmonizace vysetreni / referencni systém



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



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



Chyby mereni

. Chybou meéreni rozumime rozdil mezi
skutecnou a namérenou hodnotou

. Muzeme je rozdélit na chyby nahodnée,
systematicke a hrubeée



Chyby mereni
hrubé chyby

. Chyby méfeni zpusobené nepozornosti,
nespravnym postupem, chybou pristroje

. Lze je odhalit pouze opakovanym merenim

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

. Q-test, Grubbsuv, Studentuv, Cochranuv



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 -
nahodne chyby

d)

Nizka
preciznost
méreni

Vysoka
preciznost
meéreni

analyt HbA1c
material KD41/M17 A (5019)
jednotky [mmol/mol]
Target Value 42 8
nejist. TV (%) 1.3
1 45
2 44
3 44
4 44
5 44
6 44
7 44
8 45
9 46
10 45
prumér i 44 5
sm.odch.opakovatelnosti 0,67
CV opak (%) 1.51
nejist.pruméru 0,48
Bias 1,70
Bias (%) 3,97
CV repro (%) 3,15
U (komb,rel) (%) 5,26
U (komb,rel.,rozs.) (%) 8,44
Povolena odchylka (% SEKK) 14,00
Stanoveno na analyzatoru
D10 (Biorad) 2192017

2.1%
| 1]-1|°:’¢




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



analyt HbA1c
W Y 4
( : h b m e re n I material KD1M7 A (5019)
y y jednotky [mmol/mol]
. , Target Value 42 &
stematicke e
y 1 45
|+ 2 44
. ‘\ ¥ ) 3 44
- + + "
T b T 4 44
N SiP 5 44
i3 \ 6 44
a) b) T Y 7 44
Vysoky bias Nizky bias 8 45
e / / 9 46
Sy 10 45
I \ ke pramér 44 5
L/ Tt .
sm.odch.opakovatelnosti 0,67
CV opak (%) 1,51
) d) nejist.praméru 0,48
. Bias 1,70
Celkovi chyba Bias (%) 3,97
e - CV repro (%) 315
i L . “
: Nihodna chyba T : {k:mt;’re” bl = g’ij
: Hlﬂ"- - - { ﬂ!" !re '!rﬂzs'J { ﬂ} P
L - Povolena odchylka (% SEKK) 14,00
: Stanoveno na analyzatoru
D10 (Biorad) 21.9.2017
i =it
Xo X
Dohodnuti

referendni hodnota

Naméfené hodnoty x;




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 )
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Chyby méreni
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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




Referencni hodnoty pacientu

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

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

— 95% rozpéti (horni a dolni 2,5 % se vylouci)

. Na zakladé odborného konsenzu

— Zdravotni rizika zaCinaji na nizsi hladine, nez
ukazuje populacni rozpeti

. Data vyrobce metody



GIGO =>,Garbage in....
Pre-analyticka chyba

N
Analyticka chyba

Post-analyticka chyba

GIGO => ...garbage out”
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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

Specificita metody
— Schopnost mericiho postupu detekovat pouze cileny analyt

Zdravis negativnimtestern = SN

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

- Cenéna obzvlast u testu pro stanoveni konecné diagnozy a
zavaznych onemocneéni (intervence znacné poskozuje
pacienta)

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




Diagnosticka efektivita analyzy

- Senzitivita metody (citlivost)
- Schopnost mériciho postupu zachytit i malé mnozstvi analytu

nemocni s pozitivnimtestem  SF

Diagnosticka senzitivita = . : - — =
J vsichni testovani nemocni SF+ FN

- Cenéna obzvlast u screeningovych testu pro v€asny zachyt
onemocneni a onemocneni kde by byl pacient bez intervence
Zznache poskozen

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 plot)

. Graficke
vyhodnoceni
diskriminacnich
schopnosti testu.

. Sestrojuje se
vynesenim hodnot
klinicke citlivosti
(osa y) proti
hodnotam klinicke
nespecificnosti (osa
X) pro vsechny
rozhodovaci . "* False Positive Rate (1-Specificity) .
urovne.

True Positive Rate (Sensitivity)

TrialA: AUC=092 (95%
TrialB: AUC=0T9 (85%CI1 084 - 0.75)

TralC: ALC=0.7T (95%Cl 0.82 - 0.73



ROC krivka

(Receiver operating characteristic plot)

diskriminatni

/ hodnota

bes

£ nemoci
- —
=
- —
(5]
c . |
B 08 g ! + nemocni
2 [ .
& 5P -
I- "y
LT -] R
= - \ .
E 0.4 \\
EE FN FP hodnota testu
m H T oW 13
= test negativai test pozitivni
r_

TralA: AUC=0.82 (85%

Trial®: AUC=0.79 .:sﬁﬂ..-;z: ::: Ej:: b AU C kva ntlfl kUJ e
TrialC: AUC=0.77 (95%CI 0.82 - 0.73) d |a g N OSt | C ko u

a2 0.4 0.6 0.8 1.0

False Positive Rate (1-Specificity) Sp révnOSt ZkOugky

* citlivosti,specificnosti, pozitivni a negativni
prediktivni hodnoty a klinicka verohodnost



Likelihood ratio

(vérohodnostni pomeér)

sensitivity

LE+ =

1 — specificity

 Pomeér sensitivity a nespecificity (smérnice
ROC v cutoff hodnoté)

Kolikrat je vyssi sance, ze pacient s pozitivhim
testemm ma danou chorobu, nez ze se jedna o FP

1 — sensitivity
LR— =

specificity

 Pomeér nesensitivity a specificity
* Kolikrat je vyssi Sance, ze pacient s negativnim
testem ma danou chorobu, nez ze se jedna o TN



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



Prevalence
Mira zastoupeni nemoci v populaci

nemocnhi SP+ FN

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

Diagnosticka efektivita

vyjadruje pocet spravne urCenych stavu ke
vsem nespravne urcnym _,_SP-SN
 FP-FN



Dekuji za pozornost



