POSTUP PRO VALIDACI/VERIFIKACI METODY

Před zavedením nové analytické metody do rutinního laboratorního provozu je třeba prověřit, že její charakteristiky splňují požadavky na ní kladené a validovat ji. Validaci výrobků s CE značkou provádí výrobce testovacích souprav a měřících systémů (diagnostik), laboratoř metody pouze verifikuje. Metody „home made/in house“, komerční metody postrádající CE značku a metody s CE značkou, kde byla zavedena výrazná změna v analytickém postupu (jako např. změna ředění, podmínek inkubace, použité reagencie apod.), je třeba validovat přímo v dané laboratoři. Před zavedením validované metody do nabídky rutinních metod poskytovaných laboratoří a dále je nutné v pravidelných (optimálně ročních) intervalech ověřit, že daný analytický měřící postup je v klinické laboratoři plně funkční pomocí verifikace. 

1. Seznam zkratek

AM = aritmetický průměr

AV = Assigned Value, cílová hodnota
CE = Conformité Européenne, značka evropské shody
CLSI = Clinical and Laboratory Standards Institute
CV = variační koeficient

DLh = oblast odmítnutí
DLs = oblast přijmutí
EHK = externí hodnocení kvality

ILAC = International Laboratory Accreditation Cooperation
ISO = International Organization for Standardization
IVD = in vitro diagnostikum

LoD = Limit of detection, meze detekce
LoQ = Limit of quantification, meze stanovitelnosti
RMP = Reference Method Procedure, referenční hodnota měření obsahu (množství) analytu či parametru stanovená referenční metodou (dříve RMV) nebo též pracovní postup, jímž se používá v určité laboratoři referenční metoda
SD = směrodatná odchylka

VKK = vnitřní kontrola kvality
2. Validace

Validace metody má vždy klinický a analytický aspekt. Prvním a základním aspektem je, že metoda splňuje potřeby uživatelů laboratorních služeb (klinický aspekt). U metod s CE značkou to dokládá výrobce. Je vhodné podpořit a ověřit údaje výrobce ještě výsledky nezávislých studií publikovaných v redigovaných pracích a časopisech, nebo v mezinárodních, národních či regionálních směrnicích. Je-li to zapotřebí, je nutno použít i výsledky vlastních studií a ověřit tak jeho údaje. U „home made/in house“ metod je tento způsob nezbytný. Druhým aspektem je validace vlastního analytického postupu (základní znaky analytické metody).
Z hlediska způsobu a formy vydávání výsledků lze metody dělit na:
· kvantitativní (kontinuální stupnice hodnot vydávaných výsledků měření), 

· kvalitativní (dvě a více kategorií hodnot výsledků měření).

Pojem „semikvantitativní“ (kategoriální hodnocení výsledků, např. titry) není doporučen.

O konkrétním obsahu a rozsahu validace resp. verifikace pro jednotlivá vyšetření a analýzy vždy rozhoduje management laboratoře s uvedením důvodů, proč se v daném rozsahu tyto úkony pro konkrétní analýzy či vyšetření provádí.

2.1. Klinické aspekty validace kvantitativních metod

· Určení referenčního intervalu

· Klinická citlivost a specifičnost
2.2. Doporučené charakteristiky stanovované a prověřované v rámci analytické části validace
 Stanovení opakovatelnosti (repeatability, dříve používané termíny „v sérii“, „intraassay“) – preciznost měření za souboru podmínek opakovatelnosti měření. Podmínka opakovatelnosti měření zahrnuje stejný postup měření, stejný obslužný personál, stejný měřicí systém, stejné pracovní podmínky a stejné místo, a opakování měření na stejném nebo podobných objektech v krátkém časovém úseku. 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.
 Stanovení mezilehlé preciznosti (intermediate precision, dříve používané pojmy „mezi sériemi“, „interassay“, mezilehlá přesnost) – preciznost měření za souboru podmínek mezilehlé preciznosti měření. Podmínka mezilehlé preciznosti měření zahrnuje stejný postup měření, stejné místo a opakování měření na stejném nebo podobných objektech v rozšířeném časovém úseku, ale může obsahovat další podmínky zahrnující změny. Změny mohou zahrnovat nové kalibrace, kalibrátory, změnu testovací soupravy, obsluhy a měřicího systému.
 Vychýlení/bias měření (measurement bias), pokud je realizovatelné – hodnota odhadu systematické chyby měření. Stanovuje se analýzou referenčního nebo kontrolního materiálu 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.
 Ověření meze detekce (Limit of detection, LoD) a meze stanovitelnosti (Limit of quantification, LoQ) – mez detekce je nejmenší množství analytu ve vzorku, které může být detekováno, ale které nemusí být stanovitelné jako exaktní hodnota. Mez stanovitelnosti je nejnižší množství analytu ve vzorku, které může být stanoveno jako exaktní hodnota s požadovanou hodnotou nejistoty. Výrobce by měl poskytovat uživateli tyto hodnoty stanovené podle protokolu EP17-A (CLSI USA). 
 Srovnání s referenční metodou, je-li k dispozici
· Ověření kalibrační funkce a pracovního rozsahu

· linearita

· výtěžnost při ředění

· výtěžnost
· „hook“ efekt a efekt prozóny

· resp. další

Tyto znaky je nutné stanovit s ohledem na uznávané postupy a v případech, je-li to možné.

 Interference (ve vhodných situacích)
Analyzují se vzorky matrice o nulovém obsahu interferentů a vzorky matrice s možnými interferenty.
Sleduje se zejména vliv interferentů uvedených v dokumentaci výrobce IVD (hemoglobin, bilirubin, lipidy, léky), případně dostupných látek podle požadavků uživatele (například s molekulou podobnou stanovovanému analytu). 

· Robustnost (ve vhodných situacích)

Robustnost je schopnost metody poskytovat přijatelné výsledky měření i v případě, že dojde k malým odchylkám od měřicího postupu či složení vzorku. Udává její spolehlivost při běžném používání.
· Odhad nejistoty výsledků vyšetření

Pro stanovení odhadu nejistoty měření lze aplikovat postup uvedený v doporučení jednotlivých odborných společností nebo v dokumentu „Určení odhadů nejistot výsledků měření klinických testů v klinických laboratořích“, dostupné na http://www.cskb.cz/cskb.php?pg=doporuceni--odhad-nejistot-vysledku-mereni“.

Pokud není ve výše uvedených doporučeních uvedeno jinak, je zapotřebí určit odhad alespoň formou mezilehlé preciznosti (odhad standardní nejistoty).
Doporučený postup provedení viz příloha č. 1 tohoto doporučení.

2.3. Postup validace pro kvalitativní metodu
Kvalitativní metodou se rozumí metoda, která poskytuje výsledky v kategoriích. Klasické kvalitativní metody používají dvě kategorie (negativní, pozitivní) v závislosti na hodnotě limitu (L – diskrétní hodnota), event. tři kategorie: negativní, v oblasti mezí referenčního intervalu (přechodová šedá zóna/hraniční hodnota – výsledek zkoušky je neprůkazný) a pozitivní. Přitom oblast pod přechodovou zónou značí, že s definovanou, obvykle 95% pravděpodobností je výsledek měření/zkoušky negativní (oblast přijmutí – DLs) a naopak výsledek měření/zkoušky nad přechodovou zónou značí, že výsledek zkoušky je s 95% pravděpodobností pozitivní (oblast odmítnutí – DLh). Obr. 1 uvádí výše uvedené v grafické podobě. Negativním výsledkem přitom je „oblast specifikace“ do hodnoty rozhodovacího limitu/meze.

[image: image1.emf]
Přitom obr. 2 charakterizuje přechodovou (šedou) zónu určenou odhady nejistot výsledků měření (u) v této oblasti, matematicky pak určuje přechodovou zónu rozmezí dle vztahu L ± 1,64u (L ± kα.u), kde u = odhad nejistoty výsledků měření (lze použít standardní kombinovanou nejistotu, tedy ve formě SD) a kα = 1,64 je koeficient pro interval spolehlivosti 95% (α = 0,05 (5%)). 

[image: image2.emf]
Interval spolehlivosti referenční meze (a tedy i zónu s neprůkaznými výsledky zkoušky) přitom definuje/uvádí povolený (ještě klinicky použitelný) odhad nejistoty měření v této oblasti od hodnoty referenční meze. Meze volí uživatel sám, či dle doporučení výrobce tak, aby byl splněn účel zamýšleného použití.

Citace: ILAC G8 (1996); ISO 10576-1 (2003).

 Stanovení opakovatelnosti (repeatability, dříve používané termíny „v sérii“, „intraassay“) – definice viz výše.
 Stanovení mezilehlé preciznosti (intermediate precision, dříve používané pojmy „mezi sériemi“, „interassay“, mezilehlá přesnost) – definice viz výše.
 Klinická citlivost a specifičnost
 Srovnání se srovnávací metodou, je-li k dispozici
Pojem semikvantitativní, kterým jsou často označovány např. titrační metody klasické sérologie, vyhodnocování koncentrací spec. IgE v RAST třídách apod., metrologie nezná. Tyto metody se řadí mezi kvalitativní metody vyhodnocující výsledky ve více kategoriích. Platí pro ně pravidla uvedená výše.

Doporučený postup provedení viz příloha č. 2 tohoto doporučení.

3. Verifikace

I pro verifikaci platí, že je zapotřebí analytickou metodu verifikovat jak klinicky tak analyticky. Klinická verifikace by měla probíhat v pravidelných intervalech a lze pro ni využít výsledky nezávislých studií publikovaných v odborných časopisech nebo v mezinárodních či národních směrnicích, dále výsledky vlastních studií nebo údaje získané v rámci zpětné vazby od žadatelů zkoušek/analýz/vyšetření – lékařů. 

Při verifikaci se ověřují základní funkční charakteristiky analytické metody realizované v konkrétních podmínkách laboratoře, tedy na konkrétním analytickém měřícím systému. Při ověření je posuzována shoda zjištěných hodnot vybraných charakteristik s údaji uváděných výrobcem nebo zjištěných při validaci. Nejsou-li tyto k dispozici, určuje si kriteria pro verifikaci laboratoř sama.

Frekvence verifikací

Doporučovaná frekvence pro provádění periodických verifikací je obvykle 1 x ročně. Mimořádné verifikace musí laboratoř provést při zásadních inovacích téhož výrobku IVD, resp. při opakovaných neshodách týkajících se konkrétního vyšetření (neúspěch v EHK případně ve VKK, stížnosti klientů, indikuje-li to systém řízení kvality apod.).

Obsah verifikací

O konkrétním obsahu a rozsahu verifikace pro jednotlivá vyšetření vždy rozhoduje management laboratoře s ohledem na důvody, proč se verifikace provádí a specifika konkrétního vyšetření.

3.1. Postup vstupní verifikace pro kvantitativní metodu

 Stanovení opakovatelnosti (repeatability, dříve používané termíny „v sérii“, „intraassay“) – definice viz výše.
 Stanovení mezilehlé preciznosti (intermediate precision, dříve používané pojmy „mezi sériemi“, „interassay“, mezilehlá přesnost) – definice viz výše.
 Vychýlení/bias měření (measurement bias), pokud je realizovatelné – definice viz výše.
· Verifikace referenčních intervalů – ověření referenčních mezí lze realizovat na dvou úrovních:

a) kontrola údajů o referenčních intervalech
b) experimentální ověření referenčních intervalů
Doporučený postup provedení viz příloha č. 3 tohoto doporučení.

3.2. Postup vstupní verifikace pro kvalitativní metodu
 Stanovení opakovatelnosti (repeatability, dříve používané termíny „v sérii“, „intraassay“) – definice viz výše.
 Stanovení mezilehlé preciznosti (intermediate precision, dříve používané pojmy „mezi sériemi“, „interassay“, mezilehlá přesnost) – definice viz výše.

 Klinická citlivost a specifičnost
Doporučený postup provedení viz příloha č. 4 tohoto doporučení.

3.3. Postup při opakované verifikaci

Používané metody je nutné přezkoumávat v pravidelných intervalech, zda poskytují uspokojivé výsledky. Takové přezkoumání je doporučeno provádět jednou ročně a musí být dokumentováno. Při přezkoumání je možné využít např.:

 naměřená data z vnitřní kontroly kvality,

 získaná data z externího hodnocení kvality

 data získaná od klinických pracovníků (např. porovnání nálezu pacienta z laboratoře se skutečným klinickým stavem pacienta apod.)

Připouští se i jiné varianty provedení opakované verifikace. Výběr a rozsah prověřovaných charakteristik vždy závisí na rozhodnutí a zdůvodnění managementu laboratoře.
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� 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. 





