Příloha č. 1 Doporučený postup ověření charakteristik v rámci validace kvantitativní metody

	Charakteristika metody
	Odb.
	Specifikace a počet použitých vzorků
	Doporučený postup
	Poznámka

	Stanovení opakovatelnosti
	222, 801, 802, 815, 816, 817, 823
	Minimálně 2 vzorky (kontrolní nebo pacientské) o různých hodnotách (jeden vzorek v dolní polovině rozsahu/intervalu měřitelných hodnot a jeden v horní polovině intervalu měřitelných hodnot, resp. v blízkosti klinicky rozhodujících hladin).
	Každý vzorek testovat minimálně v počtu replikací, které umožňuje metoda (doporučuje se alespoň 20)
 – pro každý vzorek vypočítat základní statistické parametry AM, SD a CV při vyloučení odlehlých hodnot. Při použití vhodného referenčního materiálu, je-li dostupný, s hodnotami typu RMP či AV (popř. kontrolního vzorku s ověřenou hodnotou obsahu analytu či hodnotou parametru) lze současně se stanovením opakovatelnosti určit vychýlení/bias.
	

	
	818, 813
	
	
	U obtížně získatelných materiálů (např. kostní dřeň) provést takový počet opakování, který získaný materiál umožňuje

	
	812
	Alespoň 3 vzorky referenčních standardních vzorků (analyt vysoké čistoty jako referenční materiál připravený v odpovídající matrici) o různých hodnotách (jeden vzorek v dolní polovině rozsahu/intervalu měřitelných hodnot, jeden uprostřed a jeden v horní polovině intervalu měřitelných hodnot).
	Každý vzorek testovat minimálně v 10-ti replikacích během jedné analýzy jedním analytikem za stejných podmínek v jeden den – pro každý vzorek vypočítat základní statistické parametry AM, SD a CV při vyloučení odlehlých hodnot.
	CV musí být co nejnižší (do 15 %)

	
	814
	Minimálně 2 vzorky (terapeutické a toxické koncentrace)
	Každý vzorek testovat minimálně v 6-ti replikacích během jedné série měření – pro každý vzorek vypočítat základní statistické parametry AM, SD a CV při vyloučení odlehlých hodnot. Při použití vhodného certifikovaného referenčního materiálu s hodnotami typu RMP či AV (popř. kontrolní vzorek s ověřenou koncentrací analytu) lze současně se stanovením opakovatelnosti určit vychýlení/bias.
	

	Stanovení mezilehlé preciznosti
	222, 801, 802, 813, 815, 816, 817, 823
	Minimálně 2 vzorky (kontrolní nebo pacientské) o různých hodnotách (jeden vzorek v dolní polovině rozsahu/intervalu měřitelných hodnot a jeden v horní polovině pracovního rozsahu/intervalu měřitelných hodnot, resp. v blízkosti klinicky rozhodujících hladin)
	Každý vzorek analyzovat minimálně v počtu replikací, které umožňuje metoda (doporučuje se alespoň 20 různých analýz/sérií/běhů) realizovaných v intervalech dle stability použitého vzorku, resp. reagencií (nejlépe v různých dnech) – pro každý vzorek vypočítat základní statistické parametry AM, SD a CV při vyloučení odlehlých hodnot.
	

	
	818
	
	
	Stabilita materiálu používaného v hematologii je pro určitá vyšetření mnohem kratší (v řádu hodin)

	
	812
	Minimálně 3 vzorky (kontrolní nebo standardní) o různých hodnotách (jeden vzorek v dolní polovině rozsahu/intervalu měřitelných hodnot, jeden uprostřed a jeden v horní polovině pracovního rozsahu (intervalu měřitelných hodnot)
	Každý vzorek analyzovat v 10-ti různých analýzách (sériích/bězích) jedním analytikem za stejných podmínek realizovaných v různých dnech – pro každý vzorek vypočítat základní statistické parametry AM, SD a CV při vyloučení odlehlých hodnot
	CV musí být co nejnižší (do 15 %)

	
	814
	Minimálně 2 vzorky (terapeutické a toxické koncentrace)
	Každý vzorek analyzovat v 6 – 10-ti různých analýzách (sériích/bězích) realizovaných v různých dnech – pro každý vzorek vypočítat základní statistické parametry AM, SD a CV při vyloučení odlehlých hodnot.
	

	Vychýlení/bias měření
	222, 802, 813, 815, 816, 817, 823
	Referenční nebo kontrolní materiály s ověřenou hodnotou složky, pokud existuje. Ideální jsou matricové referenční materiály, s vysokým stupněm komutability, které disponují cílovými hodnotami analytů a parametrů získanými referenčními postupy měření.
	Změřit minimálně 10 replikátů vzorku za podmínek opakovatelnosti, vypočítat hodnoty AM, SD a CV a z nich bias, resp. výtěžnost.
	

	
	801
	
	
	

	
	812
	Referenční standardní vzorky (analyt vysoké čistoty jako referenční materiál) připravené v odpovídající matrici ve 3 koncentračních hladinách, které pokrývají celý koncentrační rozsah analytu. Mohou se také použít matricové certifikované referenční materiály s hodnotami typu RMP či AV.
	Každý vzorek testovat v 10-ti analýzách za podmínek opakovatelnosti, vypočítat hodnoty AM, SD, výtěžnosti a bias. 
	Výtěžnost R = nalezená hodnot/skutečná hodnota × 100 [%]
Výtěžnost musí být v rozmezí 85 – 115 %.
Bias = referenční – průměr/referenční × 100

	
	814
	Referenční nebo kontrolní materiály s ověřenou hodnotou složky, pokud existuje. Ideální jsou matricové referenční materiály, s vysokým stupněm komutability, které disponují cílovými hodnotami analytů a parametrů získanými referenčními postupy měření.
	Změřit minimálně 6 (doporučuje se 10) replikátů vzorku za podmínek opakovatelnosti, vypočítat hodnoty AM, SD a CV a z nich bias, resp. výtěžnost.
	Použít vzorec:

accuracy = [(mean calculated concentration – nominal concentration) / actual concentration] x 100

(Peters F.T. et al., 2003; Habrdova V. et al.; 2005)

	
	818
	
	
	

	Úsporný postup stanovení hodnoty meze detekce (LoD)
	222, 801, 802, 813, 815, 816, 817, 818, 823
	10 vzorků blanku
	Změřit 10 vzorků blanku v sérii, vypočíst hodnotu 3 SD blanku. Stanovit hodnotu LoD jako hodnotu složky, odpovídající hodnotě 3 SD blanku (pomocí rutinně používané kalibrace dané laboratorní metody)
	Někdy se uvádí i hodnota 6 SD

	
	812
	
	LoD se stanoví na základě poměru odezvy signálu k šumu jako S/N = 3:1 porovnáním odezvy signálu u minimálně 10 měření blanku (matrice).
	Významně ji ovlivňuje stav měřícího zařízení (detektoru), stáří kolony i chromatografické podmínky.

	
	814
	
	U separačních technik je mez detekce definována jako koncentrace analytu, jehož výška píku odpovídá třínásobku výšky šumu základní linie: změřit 5 – 10 vzorků
	

	Postup stanovení hodnoty meze stanovitelnosti (LoQ)
	222, 802, 813, 815, 816, 817, 818, 823
	Deset vzorků o sestupné hodnotě obsahu
	Vypočíst mez stanovitelnosti podle vztahu LoQ = 3* LoD. U několika (doporučuje se u deseti) vzorků o sestupné hodnotě obsahu se stanoví mezilehlá preciznost měřením v deseti různých dnech. Nejnižší dosaženou hodnotu složky vzorku, u něhož docílíme lepší než požadované mezilehlé přesnosti, ztotožníme s hodnotou meze stanovitelnosti. 
	Hodnota požadované mezilehlé přesnosti bývá v klinické laboratoři CV = 20 %.

	
	801
	
	
	

	
	812
	
	LoQ se stanoví na základě poměru odezvy signálu k šumu jako S/N = 10:1 

Hodnota LoQ musí být potvrzena analýzou 10 replikátů vzorku s koncentrací blízkou této hodnotě za podmínek opakovatelnosti s dostatečnou precizností a správností. Zjistí se hodnoty AM, SD, CV a R. 
	CV do 20 %
Výtěžnost (R) v rozmezí 80 – 120 % 
LoQ může být nejnižší standard kalibrace, pokud jsou splněny předpoklady pro CV a R.

	
	814
	
	U separačních technik je mez stanovitelnosti definována jako koncentrace analytu, jehož výška píku odpovídá desetinásobku výšky šumu základní linie. Možné je také experimentální stanovení nejnižší koncentrace, kde je ještě dosahována přijatelná hodnota variačního koeficientu pro 5 – 10 měření vzorků s koncentrací analytu s danou hodnotou LoQ za podmínky mezilehlé preciznosti
	

	Srovnání s referenční metodou
	222, 801, 802, 813, 815, 816, 817, 823
	Minimálně 40 vzorků o koncentracích v celém rozsahu kalibrace nebo v pracovním rozsahu, minimálně však 75 % možného rozsahu hodnot (24 vzorků uvnitř referenčních hodnot a 8 + 8 patologických).
	Analyzovat všechny vzorky oběma metodami. Výsledek porovnání s referenční metodou lze znázornit pomocí grafu a korelační analýzy (určení korelačního koeficientu, příp. sestavení přepočítávací rovnice). K tomuto lze využít:

· Blandův-Altmanův rozdílový diagram, kdy se na osu x umístí průměry obou metod a na osu y diference obou metod (s výhodou vyjádřené v %). 

· Graf regresní závislosti, kdy na ose x je opět lokalizovaná hodnota srovnávací metody. 

· Passingovy-Bablokovy neparametrické regrese před lineární regresí (OLR).

· Demingovy vážené regrese
	Tento experiment lze spojit s určením klinické citlivosti a specifičnosti tam, kde je to vyžadováno.
V případě špatně korelujících analytů (autoprotilátky) se doporučuje porovnat shodu klinického hodnocení výsledků měření vzhledem k referenčním intervalům resp. cut-off hodnotám.

	
	818
	Minimálně 20 vzorků (doporučuje se 40) vzorků o koncentracích v celém rozsahu kalibrace.
	
	Je-li referenční metoda k dispozici.

	
	812
	Minimálně 50 vzorků o koncentracích v celém rozsahu kalibrace (pracovní rozsah)
	
	Je-li referenční metoda k dispozici.

	
	814
	
	
	Není popsáno

	Linearita
	222, 801, 802, 813, 815, 816, 817, 818, 823
	
	
	

	
	812
	Minimálně 5 koncentrací standardních látek v odpovídající matrici. Jednotlivé standardy jsou připraveny ředěním základního standardního roztoku analytu tak, aby došlo k pokrytí celého pracovního rozsahu měření (nebo alespoň jeho klinicky nejdůležitější části)
	Každý kalibrační standard se měří dvojmo (v dubletu). Linearita analytické metody se doloží buď graficky nebo matematicky pomocí výsledků lineární regresní analýzy (y = a +bx, r).
	Linearita je schopnost metody vykazovat výsledky, které jsou přímo úměrné koncentraci analytu v daném rozmezí. Rozmezí je interval mezi nejnižší a nejvyšší hodnotou stanovované látky, v němž je látka stanovena s takovou precizností a správností jak to dokládají výsledky validace. 

Vyhodnotí se výtěžnost R% (80 – 120 %) a CV (do 15%) v celém rozsahu kalibrace.

	
	814
	Příprava vzorků pro diluční pokus: Z biologického materiálu o letální koncentraci analytu se připraví naředěním vzorky s klesajícími koncentracemi analytu tak, aby došlo k pokrytí celého pracovního rozsahu měření (toxická a terapeutická koncentrace) a vzorek s koncentrací analytu odpovídají LoQ. Součástí měření je také blank.
	Každý vzorek se měří trojmo (v triplikátu). Vyhodnotí se výtěžnosti, dosažené u jednotlivých vzorků (R %) podle vztahu:

Rm % = (výsledek měření/teoretická hodnota) × 100

Stanoví se směrnice kalibrační přímky.
	Kritéria pro přijatelnost kalibrací chromatografických metod jsou korelační koeficient nejméně 0,98.

	Výtěžnost při ředění
	222, 801, 802, 812, 813, 814, 815, 816, 817, 818, 823
	
	
	

	Výtěžnost
	222, 801, 802, 812, 813, 814, 815, 816, 817, 818, 823
	
	
	

	„Hook“ efekt a efekt prozóny
	222, 801, 802, 812, 813, 814, 815, 816, 817, 818, 823
	
	
	

	„Carryover“
	814
	
	
	V sekvenci vzorků pro chromatografické analýzy musí být začleněny kontroly k vyloučení „carry over“ efektů.

	Citlivost, selektivita a interference (ve vhodných situacích)
	222, 801, 802, 813, 815, 816, 817, 818, 823
	
	
	

	
	812
	
	Analyzuje se vzorek matrice o nulové koncentraci a vzorky matrice s možnými potenciálně podávanými léky.
	Schopnost měřit správně a specificky stanovovanou látku jednak v matrici i v přítomnosti jiných látek, které mohou být očekávány ve vzorku. Jde o stupeň interference s jinými složkami, jejichž retenční čas může mít stejnou hodnotu jako stanovovaná látka.


	
	814
	
	Test selektivity metody se provede srovnáním výsledků slepého pokusu obohaceného analytem a téhož vzorku s přídavkem možných interferentů.
	Citlivost je takový rozdíl v koncentraci analytu, který odpovídá nejmenšímu rozdílu, jenž může být zjištěn vhodnou odezvou signálu metody. U lineárních závislostí je reprezentován směrnicí kalibrační přímky. Selektivita je taková vlastnost metody, kdy je stanovení analytu v určité matrici závislé na přítomnosti omezeného množství určitých příměsí za definovaných podmínek reakce.

	Robustnost (ve vhodných situacích)
	222, 801, 802, 812, 813, 814, 815, 816, 817, 818, 823
	
	
	Zjišťuje se v rutinním provoze (např. vliv stárnutí kolony).

	Určení referenčního intervalu
	222, 801, 802, 812, 813, 814, 815, 816, 817, 823
	
	
	Bude doplněno podle C28-A3

	
	818
	
	Provádí se dle doporučení jednotlivých odborných společností
	

	Klinická citlivost a specifičnost
	222, 801, 802, 812, 813, 815, 816, 817, 818, 823
	minimálně 20 pozitivních vzorků a 20 negativních vzorků
	Analyzovat vzorky a výsledek vyjádřit v procentech. 
	Je nutné zodpovědně zvolit pozitivní a negativní vzorky s ohledem na nejistotu limitní hodnoty. Je nutno uvést podrobně kritéria, jak byli vybráni a definováni dárci pozitivních a negativních vzorků. Počet pozitivních vzorků může být nižší u metod se vzácným výskytem pozitivit. K vyhodnocení je vhodné použít např. kontingenční tabulky.

	
	814
	minimálně 3 pozitivní vzorky (patologických) a 3 negativní vzorky (referenčních jedinců)
	
	Je nutno uvést podrobně kritéria, jak byli vybráni a definováni dárci pozitivních a negativních vzorků. K vyhodnocení je vhodné použít např. kontingenční tabulky.

	Specifické požadavky
	814
	Pokud je použita hmotnostní spektrometrie v módu monitorování zvolených iontů (SIM), musí být monitorován vedle základního (často kvantifikujícího) iontu, minimálně jeden další, raději ale dva ionty i více kvalifikačních. Obecně přijatelná odchylka v poměru iontů je +/- 20 % relativně k poměru platného pro kontroly či kalibrátory. Někdy jsou tyto poměry závislé na koncentraci, potom je nutné porovnávat při podobných koncentračních hodnotách. 

	
	
	U chromatografických metod se doporučuje pracovat metodou vnitřního standardu. Vhodný vnitřní standard by měl mít podobné chemické a fyzikální vlastnosti jako analyty. Pokud je v metodě zavedena derivatizace, vnitřní standard by měl být také derivatizován. Pro GC-MS analýzy se doporučují izotopické (deuterované) standardy, i když jejich užití nemusí být automaticky výhodné. Vnitřní standard by měl být přidáván ke vzorku na počátku všech manipulací, před extrakcí.

	
	
	U méně obvyklých matric, kde nebývá dobře dostupný blank, je vhodné pro kvantifikaci analytů použít metodu standardního přídavku.

	
	
	Retenční data jsou jednou z identifikačních charakteristik chromatografických metod. U plynové chromatografie jsou odchylky 1 – 2 % vůči referenci akceptovatelné. Poněkud širší retenční odchylky jsou přijatelné u kapalinové chromatografie, a to zejména u gradientových metod.


Příloha č. 2 Doporučený postup ověření charakteristik v rámci validace kvalitativní metody
	Charakteristika metody
	Odb.
	Specifikace a počet použitých vzorků
	Doporučený postup
	Poznámka

	Stanovení opakovatelnosti
	222, 801, 802, 812, 813, 815, 816, 817, 818, 823
	Minimálně 2 vzorky: vždy negativní a pozitivní
	Každý vzorek testovat minimálně v počtu replikací, které umožňuje metoda (doporučuje se alespoň 20) během jedné série měření a vyhodnotit v procentech shodu.
	Je-li vyhodnocení prováděno pomocí měření, je nutné, aby negativní a pozitivní vzorek poskytoval měřitelné hodnoty. Pracovní skupina nedošla ke shodě o významu stanovení v oblasti neprůkazného výsledku zkoušky (výsledek zkoušky nelze určit / hraniční).

	
	814
	Minimálně 2 vzorky: negativní a pozitivní odpovídající terapeutické koncentraci
	Každý vzorek testovat v minimálně 6-ti replikacích během jedné série měření a vyhodnotit v procentech shodu. 
	Je-li vyhodnocení prováděno pomocí měření, je nutné, aby negativní a pozitivní vzorek poskytoval měřitelné hodnoty.

	Stanovení mezilehlé preciznosti
	222, 801, 802, 812, 813, 815, 816, 817, 818, 823
	Minimálně 2 vzorky: vždy negativní a pozitivní
	Každý vzorek testovat minimálně v počtu replikací, které umožňuje metoda (doporučuje se alespoň 20) v různých analýzách (bězích) prováděných v intervalech dle stability použitého vzorku, resp. reagencií, nejlépe v různých dnech a vyhodnotit v procentech shodu. 
	Je-li vyhodnocení prováděno pomocí měření, je nutné, aby negativní a pozitivní vzorek poskytoval měřitelné hodnoty. Pracovní skupina nedošla ke shodě o významu stanovení v oblasti neprůkazného výsledku zkoušky (výsledek zkoušky nelze určit / hraniční).

	
	814
	Minimálně 2 vzorky: negativní a pozitivní odpovídající terapeutické koncentraci
	Každý vzorek testovat v minimálně 10-ti různých analýzách (bězích) prováděných v různých dnech a vyhodnotit v procentech shodu. 
	Je-li vyhodnocení prováděno pomocí měření, je nutné, aby negativní a pozitivní vzorek poskytoval měřitelné hodnoty.

	Klinická citlivost a specifičnost
	222, 801, 802, 812, 813, 815, 816, 817, 818, 823
	Minimálně 20 pozitivních a 20 negativních vzorků 
	Analyzovat vzorky a výsledek vyjádřit v procentech. 
	Je nutné zodpovědně zvolit pozitivní a negativní vzorky s ohledem na nejistotu limitní hodnoty. Je nutno uvést podrobně kritéria, jak byli vybráni a definováni dárci pozitivních a negativních vzorků. Počet pozitivních vzorků může být nižší u metod se vzácným výskytem pozitivit. K vyhodnocení je vhodné použít např. kontingenční tabulky.

	
	814
	Citlivost: tři vzorky v koncentraci blízké mezi detekce
Selektivita: slepý vzorek obohacený analytem a tentýž vzorek s přídavkem možných interferentů
	Test citlivosti se provede proměřením tří vzorků v koncentraci blízké mezi detekce.

Test selektivity metody se provede srovnáním výsledků slepého pokusu obohaceného analytem a téhož vzorku s přídavkem možných interferentů.
	Citlivost je takový rozdíl v koncentraci analytu, který odpovídá nejmenšímu rozdílu, jenž může být zjištěn vhodnou odezvou signálu metody. 
Selektivita je taková vlastnost metody, kdy je stanovení analytu v určité matrici závislé na přítomnosti omezeného množství určitých příměsí za definovaných podmínek reakce.

	Srovnání se srovnávací metodou (pokud existuje)
	801, 802, 812, 813, 815, 816, 817, 823
	Minimálně 20 pozitivních a 20 negativních vzorků (pokud možno v celém pásmu možných výsledků)
	Vzorky analyzovat oběma metodami a vyhodnotit graficky) nebo srovnáním relativních četností, Chi – kvadrátem apod.
	

	
	222
	
	
	

	
	818
	Minimálně 10 pozitivních a 10 negativních vzorků (pokud možno v celém pásmu možných výsledků)
	
	

	
	814
	Minimálně 5 pozitivních (terapeutických nebo toxických koncentrací) a 5 negativních (fyziologických) vzorků
	
	Platí pro imunochemickou metodu


Příloha č. 3 Doporučený postup ověření charakteristik v rámci verifikace kvantitativní metody

	Charakteristika metody
	Odb.
	Specifikace a počet použitých vzorků
	Doporučený postup
	Poznámka

	Stanovení opakovatelnosti
	222, 802, 812, 813, 815, 816, 817, 818, 823
	Minimálně 1 vzorek (kontrolní nebo pacientský)
	Vzorek testovat minimálně v počtu replikací, které umožňuje metoda (doporučuje se alespoň 10) během jedné analýzy – pro každý vzorek vypočítat základní statistické parametry AM, SD a CV při vyloučení odlehlých hodnot. 
	Při použití vhodného referenčního materiálu s hodnotami typu RMP či AV (popř. kontrolní vzorek s ověřenou koncentrací analytu) lze současně se stanovením opakovatelnosti určit vychýlení/bias.

	
	801
	
	Vzorek testovat minimálně v počtu replikací, které umožňuje metoda (doporučuje se alespoň 20) během jedné analýzy – pro každý vzorek vypočítat základní statistické parametry AM, SD a CV při vyloučení odlehlých hodnot. 
	

	
	814
	
	Vzorek testovat v 5-ti replikacích během jedné série měření – pro každý vzorek vypočítat základní statistické parametry AM, SD a CV. 
	Při použití vhodného certifikovaného referenčního materiálu lze současně se stanovením opakovatelnost určit vychýlení/bias.

Ve velmi zjednodušeném provedení lze se sérií vzorků proměřovat kontroly, vypočtené hodnoty by se neměly odchylovat od kalibrační křivky více jak +/- 20%. U vyšších koncentrací (např. alkohol v krvi) by měly být odchylky menší (+/-10%).

	Stanovení mezilehlé preciznosti
	222, 802, 813, 816, 817, 818, 823
	Minimálně 2 vzorky (kontrolní nebo pacientské) o 2 různých hodnotách (jeden vzorek v dolní polovině rozsahu/intervalu měřitelných hodnot a jeden v horní polovině pracovního rozsahu/intervalu měřitelných hodnot, resp. v blízkosti klinicky rozhodujících hladin)
	Každý vzorek analyzovat minimálně v počtu replikací, které umožňuje metoda (doporučuje se alespoň 10) různých analýzách (sériích/bězích) prováděných v intervalech dle stability použitého vzorku, resp. reagencií (nejlépe v různých dnech) – pro každý vzorek vypočítat základní statistické parametry AM, SD a CV při vyloučení odlehlých hodnot. Variantně lze mezilehlou přesnost ověřit na základě dat pořízených v rámci operativního řízení kvality, tj. vyhodnocením minimálně 10 výsledků pro 2 hodnoty obsahu kontrolních vzorků.
	

	
	801
	
	Každý vzorek analyzovat minimálně v počtu replikací, které umožňuje metoda (doporučuje se alespoň 20) různých analýzách (sériích/bězích) prováděných v intervalech dle stability použitého vzorku, resp. reagencií (nejlépe v různých dnech) – pro každý vzorek vypočítat základní statistické parametry AM, SD a CV při vyloučení odlehlých hodnot. Variantně lze mezilehlou přesnost ověřit na základě dat pořízených v rámci operativního řízení kvality, tj. vyhodnocením minimálně 20 výsledků pro 2 hodnoty obsahu kontrolních vzorků.
	

	
	812
	Kontrolní vzorky ve třech hladinách (pokrývají referenční rozmezí) 
	Každý vzorek analyzovat mezi různými dny, minimálně 5. Vyhodnotí se AM, SD a CV.
	

	
	814
	Minimálně 1 vzorek o terapeutické koncentraci analytu. Mohou být použity kontrolní nebo pacientské vzorky.
	
	

	
	815
	Minimálně 1 vzorek (kontrolní nebo pacientský)
	Vzorek analyzovat minimálně v počtu replikací, které umožňuje metoda (doporučuje se alespoň 10) různých analýzách (sériích/bězích) prováděných v intervalech dle stability použitého vzorku, resp. reagencií (nejlépe v různých dnech) – pro každý vzorek vypočítat základní statistické parametry AM, SD a CV při vyloučení odlehlých hodnot. Variantně lze mezilehlou přesnost ověřit na základě dat pořízených v rámci operativního řízení kvality, tj. vyhodnocením minimálně 10 výsledků pro 2 hodnoty obsahu kontrolních vzorků.
	Variantně lze převzít z výsledků IKK.

Lze provést souběžně s opakovatelností (5 sérii, triplikáty, 2 vzorky).



	Vychýlení (bias) metody
	222, 801, 802, 812, 813, 816, 817, 823
	Referenční nebo kontrolní materiály s ověřenou hodnotou složky, pokud existují. Ideální jsou matricové referenční materiály, s vysokým stupněm komutability, které disponují cílovými hodnotami analytů a parametrů získanými referenčními postupy měření.
	Změřit minimálně 10 replikátů vzorku za podmínek opakovatelnosti, vypočítat hodnoty AM, SD a CV a z nich bias, resp. výtěžnost.
	Nižší počet replikátů lze připustit pouze v případě, že to umožňuje opakovatelnost metody – pro tento postup ale nemá pracovní skupina v současné době racionální zdůvodnění. V krajním případě lze využít výsledky externího hodnocení kvality.

	
	815
	
	
	Je-li problém s referenčním materiálem, lze použít materiál z EHK, nebo akceptovat použití kontrol z VKK, pokud pro ně existují „referenční“ údaje (deklarovaná hodnota a/nebo výsledky z jiných laboratoří např. v BioRad Unity).

Lze korelací s „referenční“ metodou.

	
	814
	
	Změřit minimálně 6 replikátů vzorku za podmínek opakovatelnosti, vypočítat hodnoty AM, SD a CV a z nich bias, resp. výtěžnost. Pokud je k dispozici kvalitní referenční materiál (matricový certifikovaný referenční materiál, které disponuje hodnotami analytů získanými referenčními postupy měření), vypočteme hodnotu vychýlení – bias jako výtěžnost Rm. Rm = AM/μ nebo Rm (%) = (AM/μ) * 100, kde μ je referenční hodnota vzorku a AM aritmetický průměr 10-ti měření referenčního vzorku
	

	
	818
	
	Změřit minimálně 6 (nejlépe 10) replikátů vzorku za podmínek opakovatelnosti, vypočítat hodnoty AM, SD a CV a z nich bias, resp. výtěžnost.
	

	Kontrola údajů o referenčních intervalech
	222, 801, 802, 812, 813, 814, 815, 816, 817, 823
	
	Provádí se vždy a zahrnuje kontrolu shody údajů o referenčních intervalech a rozhodovacích limitech uváděných v interní dokumentaci, v informacích poskytovaných klientům laboratoře a informací poskytovaných výrobcem IVDD. Může obsahovat i porovnání s údaji literárními nebo doporučenými odbornými společnostmi. Součástí kontroly je i prověření konzistence používaných jednotek měření se soustavou SI jednotek.
	

	
	818
	
	Provádí se vždy a zahrnuje kontrolu shody údajů o referenčních intervalech a rozhodovacích limitech uváděných v interní dokumentaci, v informacích poskytovaných klientům laboratoře a informací poskytovaných výrobcem IVDD. Může obsahovat i porovnání s údaji literárními nebo doporučenými odbornými společnostmi.
	

	Experimentální ověření referenčních intervalů
	222, 801, 802, 812, 813, 814, 815, 816, 817, 818, 823
	20 vzorků od zdravých probandů (z hlediska testovaného vyšetření) případně ověřených předcházející resp. nemodifikovanou metodou
	Referenční interval se považuje za ověřený pokud:

- hodnoty alespoň 19 výsledků leží uvnitř referenčního intervalu

- hodnoty 18 výsledků leží uvnitř referenčního intervalu a při opakovaném experimentu s novými 20 vzorky je splněno předchozí kriterium.
	Provádí se pouze při zavedení nové měřící metody, změně diagnostik nebo při modifikacích postupů výrobce IVDD.

	Výtěžnost při ředění
	
	
	
	Pokud se ředění v praxi provádí a není ověřeno jinak (např. pomocí bias vzhledem k ředěnému referenčnímu vzorku – hCG tumormarker, ředěné hCG screening). Nelze provádět v případě, kdy je ředění nesmyslné s ohledem na podstatu stanovovaného analytu (volné frakce haptenů, autoprotilátky).


Příloha č. 4 Doporučený postup ověření charakteristik v rámci verifikace kvalitativní metody
	Charakteristika metody
	Odb.
	Specifikace a počet použitých vzorků
	Doporučený postup
	Poznámka

	Stanovení opakovatelnosti
	222, 801, 802, 812, 813, 815, 816, 817, 818, 823
	Minimálně 1 vzorek (kontrolní nebo pacientský)
	Vzorek testovat v počtu replikací, které umožňuje metoda (doporučuje se alespoň 10) během jedné analýzy a vyhodnotit v procentech shodu s deklarovanou hodnotou.
	

	
	814
	
	Vzorek testovat v počtu replikací, které umožňuje metoda (doporučuje se alespoň 5) během jedné analýzy a vyhodnotit v procentech shodu s deklarovanou hodnotou.
	

	Stanovení mezilehlé preciznosti
	222, 801, 802, 812, 813, 814, 816, 817, 818, 823
	Minimálně 2 vzorky, ideálně 2 o různých hodnotách
	Testovat minimálně v počtu replikací, které umožňuje metoda (doporučuje se alespoň 5) v různých analýzách (bězích) prováděných v intervalech dle stability použitého vzorku, resp. reagencií (nejlépe v různých dnech) a vyhodnotit v procentech shodu s deklarovanou hodnotou v čase.
	

	
	815
	Pozitivní a negativní kontrola
	Testovat minimálně v počtu replikací, které umožňuje metoda (doporučuje se alespoň 10) v různých analýzách (bězích) prováděných v intervalech dle stability použitého vzorku, resp. reagencií (nejlépe v různých dnech) a vyhodnotit v procentech shodu s deklarovanou hodnotou v čase.
	Lze převzít z VKK, u negativní kontroly lze vyhodnocovat signál (nejen IP).

Lze provést souběžně s opakovatelností (5 sérii, triplikáty, negativní a pozitivní kontrola.

	Klinická citlivost a specifičnost
	222, 801, 802, 812, 813, 816, 817, 818, 823
	Minimálně 10 pozitivních vzorků (od probandů, kde byla referenční metodou prokázána pozitivita, pokud takováto metoda neexistuje, pak od probandů, u nichž je doloženo, že pozitivní hodnotu lze s vysokou pravděpodobností očekávat) a 10 negativních vzorků (referenčních jedinců, u nichž prokazatelně nelze pozitivní hodnotu očekávat, nebo byl negativní výsledek dosažen referenční metodou)
	Analyzovat vzorky a výsledek vyjádřit v procentech.
	Je nutné zodpovědně zvolit pozitivní a negativní vzorky s ohledem na nejistotu limitní hodnoty. Je nutno uvést podrobně kritéria, jak byli vybráni a definováni dárci pozitivních a negativních vzorků. Počet pozitivních vzorků může být nižší u metod se vzácným výskytem pozitivit.

	
	814
	Minimálně 3 pozitivní vzorky (od probandů, kde byla referenční metodou prokázána pozitivita, pokud takováto metoda neexistuje, pak od probandů, u nichž je doloženo, že pozitivní hodnotu lze s vysokou pravděpodobností očekávat) a 3 negativní vzorky (referenčních jedinců, u nichž prokazatelně nelze pozitivní hodnotu očekávat, nebo byl negativní výsledek dosažen referenční metodou)
	
	Je nutné zodpovědně zvolit pozitivní a negativní vzorky s ohledem na nejistotu limitní hodnoty. Je nutno uvést podrobně kritéria, jak byli vybráni a definováni dárci pozitivních a negativních vzorků. Počet pozitivních vzorků může být nižší u metod se vzácným výskytem pozitivit.

	
	815
	
	1) Zkušeností a zpětnou kontrolou výsledků

2) Experimentálně – varianty:

- 20 náhodných probandů zdravých – ověřuji jen správnou negativitu (ekvivalent k referenčním mezím u kvantitativní metody)

- 20 vzorků, alespoň 3 patologické (dle dostupnosti) – ověřuji správnost cut-off
	

	Ověření shody odečítání u subjektivních metod
	815
	10 – 20 vzorků, negativních i patologických
	
	Pokud je hodnotí více pracovníků


� Kvantitativní metodou se pro účely tohoto materiálu rozumí metoda, kde se měřením získává spojitý charakter výsledků. Vedení laboratoře klasifikuje prováděné metody z tohoto hlediska na kvantitativní nebo kvalitativní. 


� Kvantitativní metodou se pro účely tohoto materiálu rozumí metoda, kde se měřením získává spojitý charakter výsledků. Vedení laboratoře klasifikuje prováděné metody z tohoto hlediska mezi kvantitativní nebo kvalitativní. 





