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Beseda recenzenta

V predstoje¢em  tekstu z  naslovom
“Priporotila za overjanje (verifikacijo)
merilnega postopka in instrumenta v
klini¢tnem laboratoriju” doc.dr. Marija
Prezelj, spec.med.biok. podaja priporo-
¢ila, ki predstavljajo minimalne zahteve
za oceno natanénosti in pravilnosti nae-

gadela.

V klini¢nih laboratorijih uporabljamo
pri rutinskem delu predvsem analizne
postopke, aparate in reagen¢ne komple-
te, ki so jih razvili proizvajalci in-vitro
diagnostike (IVD) in so po mednaro-
dni zakonodaji (standard ISO 15189)
odgovorni za njihovo validacijo. Upo-
rabniki pa moramo izvesti verifikaci-
jo (overjanje) in s tem preveriti ali je
mogole znatilnosti prikazane med
validacijo uspesno ponoviti tudi v re-
dnem rutinskem delu. Zanesljivost la-
boratorijskih rezultatov je pomembna
za oskrbo pacienta. Rezultati morajo
biti to¢ni, se pravi morajo biti pravilni
in natan¢ni, da omogocajo ob znani
bioloski variabilnosti pravilno klini¢no
interpretacijo in da je lahko pravilna
primerjava s prej$njimi ali kasnejsimi
rezultati ter rezultati med laboratoriji.
Kvantitativna ocena to¢nosti rezultata
je bistvena za stopnjo zaupanja, ki jo ki
jo je mogoce vloZiti v rezultat in s tem
posledi¢no zanesljivost odlotitve, ki te-
melji na tem rezultatu.

V praksi je verifikacija obi¢ajno ome-
jena na oceno neto¢nosti in dolo¢itev
nenatanc¢nosti, preverjanje linearnosti
in obcasno potrditve referenénih vre-

dnosti. Predstavljen nadrt verifikacije
predstavlja za uporabnika kompromis
med stroski, ki so povezani s ¢asom in
materiali ter tveganjem za pridobitev
ustrezne ocene analiznega postopka.

Ponovljivost in vmesno natan¢nost lah-
ko ocenimo z lo¢enima eksperimentoma
kakor tudi z integriranim pristopom, ki
ponuja pomembne prednosti v smislu
udinkovitosti. Z vidika modernega raz-
mi$ljanja v meroslovju moramo poleg
tradicionalnega “koncepta napake” po-
znati tudi novej$i “koncept merilne ne-
gotovosti’.

V zadnjem ¢asu se soo¢amo z nekaterimi
klju¢nimi vpraanji glede razlik v filozofiji
meroslovja in opisu merjenja. O¢itna je
preusmeritev iz klasi¢nega pristopa “na-
pake” (ali pristopa resni¢ne vrednosti) v
pristop “negotovosti”. V pristopu napake
je cilj merjenja ¢im boljsi priblizek resni¢-
ni vrednosti. Pri tem obravnavamo dve
napaki kot lo¢ljivi: naklju¢no napako in
sistemnati¢no napako. V praksi ni oprede-
ljenih pravil, kako skupaj tvorita celotno
(totalno) napako. V pristopu negotovosti
ni cilj ¢im natanénejsa dolocitev resni¢ne
vrednosti, saj sloni princip na izhodi$¢u,
da meritev omogoca samo dolo¢itev in-
tervala vrednosti merjenca ob predpo-
stavki, da ni bilo napak pri izvedbi meri-
tve. Tako v nobenem primeru ne moremo
priti do ene same vrednosti, kar nam daje
merilno negotovost. Komponente meril-
ne negotovosti lahko grupiramo na osno-
vi metode ovrednotenja v kategorijo tipa
A (statisti¢no ovrednotenje) in v katego-
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rijo B (drugi natini vrednotenja). Sam
besednjak ne daje prednosti enemu ali
drugemu pristopu meroslovja, je pa pre-
usmeritev v praksi posledi¢no povzrodila
nekatere razlike v uporabi pojmov med
drugo in tretjo verzijo besednjaka. Ker
se nekateri pojmi vzajemno uporabljajo
pri obeh pristopih z nekoliko razli¢nimi
pomeni, je smiselno poznati pri njihovi
uporabi tudi teoreti¢no ozadje razli¢nih
pristopov meroslovja.

Komu je knjiiica namenjena?
Predstavitev verifikacije je namenjena iz-
vajalcem laboratorijske medicine vedjega
ali manj$ega laboratorija, primerna in do-
volj preprosta je za dejavnost POCT ka-
kor tudi laboratorije zdravniske ambulan-
te. Predstavitev bo lahko tudiv pomo¢ pri
dokazovanju sprejemljive udinkovitosti,
po sprejetju korektivnega ukrepa, ko npr.
rezultat v programu medlaboratorijskih
primerjav in/ali v zunanji oceni kakovosti
ni v dovoljenih mejah.

Kaj bomo pridobili s to knjizico?
o Obrazlozene so klju¢ne merilne kom-

ponente merilne negotovosti, to je
natan¢nosti in pravilnosti.

e Seznanimo se boste s priporodili
kako verificirati merilni postopek v
medicinskem laboratoriju.

o Spoznamo kako pridobiti dokaze,
da so rezultati testov zanesljivi in da
uspesnost delovanja izpolnjuje mini-
malne zahteve kakovosti.

e Predstavljeno je enotno izrazoslovje s
podro¢ja meroslovja, ki je klju¢nega
pomena za razumevanje dobljenih re-
zultatov merjenja. (VIM Internatio-
nal vocabulary of metrology — Basic
and general concepts and associated
terms) in velja tudi za laboratorijsko
medicino.

Prof.dr.Josko Osredkar, mag.farm.,
spec.med.biokem., vi§ji svetnik
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1. UVOD

V klini¢nih laboratorijih uporabljamo pri rutinskem delu predvsem
instrumente, reagen¢ne komplete in analizne postopke, ki so jih raz-
vili proizvajalci in-vitro diagnostike (IVD). V Evropski uniji podro-
¢je in vitro diagnosti¢nih medicinskih pripomockov ureja Direktiva
98/79/ES Evropskega parlamenta in sveta (1). Po tej zakonodaji so
proizvajalci odgovorni za validacijo, mi uporabniki pa moramo izve-
sti overjanje (anglosaski izraz za overjanje je “verifikacija”) in potrditi,
da znacilnosti, prikazane med validacijo, lahko uspesno ponovimo
tudiv prakti¢ni klini¢ni situaciji. V standardu ISO 15189 je prav tako
navedeno, da moramo uporabniki izvesti overjanje, podrobnosti pa
niso predpisane (2).

Uporaba komercialno dostopnih merilnih instrumentov in metod
je obsezna in $e raste. Za postopek overjanja potrebujejo laboratoriji
splosno sprejete, u¢inkovite in cenovno sprejemljive protokole. Po-
membno je, da z optimiziranim postopkom overjanja pridobimo ¢im
ve¢ koristnih podatkov.

2. NAMEN

Priporo¢ila so namenjena vsem, ki so odgovorni za kakovostno delo
v klini¢nih laboratorijih. Navedene so minimalne zahteve za prever-
janje merilnega postopka in/ali instrumenta pred njegovo uvedbo v
redno rutinsko delo medicinskega laboratorija. Besedilo nam lahko
pomaga tudi pri dokazovanju sprejemljive ucinkovitosti po sprejetju
korektivnega ukrepa, ko npr. rezultat v programu medlaboratorijskih
primerjav in/ali v zunanji oceni kakovosti ni v specificiranih mejah.

Priporotila lahko uporabljamo v medicinskih laboratorijih zdra-
vstvenih ustanov, tako v bolni$nicah kot v primarnem zdravstvu,
primerna in dovolj preprosta pa so tudi za laboratorijsko dejavnost
testiranja ob pacientu (POCT Point of Care Testing). Prikazan po-
stopek overjanja je hkrati dovolj strog, da lahko s statisti¢nim izracu-
nom zagotovimo pomembne odloditve.
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V Priporo¢ilih smo upostevali trenutno sprejeto mednarodno termi-
nologijo (3, 4) in smernice postopkov za overjanje v klini¢ni kemiji (5,
6). V Priporotilih so navedene minimalne zahteve za oceno nenatand-
nosti in pravilnosti; oboje podpira tudi dostopna programska oprema
(7). Postopki dolo¢ajo vrsto vzorca in potrebne meritve, da s statisti¢ni-
mi izratuni pridobimo numeri¢ne rezultate in grafi¢ne prikaze.

Predpostavljamo, da imajo bralci Priporo¢il nekaj osnovnega znanja o
statisti¢nih metodah, npr. o analizi regresije in temeljni analizi vari-
ance (analysis of variance, ANOVA), ter dostop do statisti¢nega pro-
gramskega paketa, ki omogoca grafi¢ni prikaz razlik.

3. ZAHTEVE ZA OVERJANJE (verifikacijo)

3. 1. Osnovne zahteve za overjanje

Pred zatetkom overjanja preiskovalnega postopka in/ali instrumenta
morajo biti izpolnjene naslednje zahteve:

e Za overjanje je odgovoren vodja laboratorija, ki mora zagotoviti,
da je postopek overjanja primeren v okviru razpolozljivih
pripomockov, sredstev in znanja o merilni negotovosti; ta
je pomembna za interpretacijo veljavnosti in/ali uporabo
rezultatov.

o Merilni postopek mora biti v celoti razvit in optimiziran.
Priporo¢ila temeljijo na predpostavki, da merilni postopek v
laboratoriju deluje pravilno.

e Na voljo mora biti standardni operativni postopek za metodo.

e Proizvajalec mora laboratoriju na njegovo zahtevo izro¢iti
podatke in eksperimentalni naért, ki ga je uporabljal pri
oblikovanju in postavitvah svojih zahtev za delovanje
preiskovalnega postopka.

o Koristno je, da so laboratoriju na voljo podatki o analiti¢ni
obcutljivosti in selektivnosti, meji zaznavnosti, merilnem
intervalu, linearnosti in vplivu motenj ter profil negotovosti.
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o Proizvajalec mora validacijo izpeljati s postopki, ki jih priznavajo
ustrezni regulatorni organi, npr. standardi ISO, CEN (Comite
Europeen de Normalisation, Evropski komite za standardizacijo),
IFCC (International Federation for Clinical Chemistry,
Mednarodno zdruzenje za kliniéno kemijo in laboratorijsko
medicino) ali smernice CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute, Institut za klini¢ne in laboratorijske standarde). Ti
postopki so obi¢ajno zahtevnejsi in upostevajo ve¢ spremenljivk,
kot jih zahteva overjanje uporabnika v laboratoriju (8). Ce je
bil uporabljen drug postopek za overjanje, potem mora biti
eksperimentalni naért poskusa opisan v celoti.

e Merilni instrumenti, ki jih uporabljamo, morajo biti redno
tehni¢no nadzorovani in vzdrzevani.

e Na voljo morajo biti ustrezni kalibratorji. Za notranjo kontrolo
kakovosti morajo biti na voljo primerni stabilni materiali z vsaj
dvema nivojema koncentracij analita, priporo¢a se, da vsaj za 1 leto.

o Kon¢ni uporabnik mora dobro vedeti, za kak$en namen se
uporabljajo metode in/ali instrument.

o Kon¢ni uporabnik mora biti seznanjen z zahtevami standardnih
varnostnih ukrepov za zdravje.

3. 2. Seznanitev z merilnim postopkom in/ali
instrumentom

Pred overjanjem je pomembno, da se uporabniki podrobneje seznanimo
z delovanjem instrumenta in postopkom merjenja. Pomembno je tudi,
da poznamo nadzorne funkcije instrumenta, postopke za vzdrzevanje
instrumenta, pripravo vzorca in kalibracijo. Cas, potreben za seznanitev,
je odvisen od zahtevnosti instrumenta oziroma pripomocka in naj traja 1
do 5 dni. Usposabljanje uporabnika (operaterja), ki ga mora organizirati
proizvajalec, naj bi bilo zaklju¢eno, ko uporabnik lahko samostojno upra-
vlja instrument. Ce uporabnik pred za¢etkom overjanja ni imel prilozno-
sti, da se seznani z instrumentom in meritvami, so lahko prvi izratuni
overjanja bolj nenatan¢ni in lahko bolj odstopajo (6, 9).
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Med seznanjanjem uporabljamo vzorce pacientov in pregledamo tudi
kontrolni material, ki ga nameravamo uporabljati pri kasnejsem po-
stopku overjanja. Pomembno je, da preverimo, ali je instrument pod
nadzorom in v skladu s specificiranimi zahtevami proizvajalca, kar
dokazemo s kontrolnimi postopki, ki jih priporo¢a proizvajalec. Oce-
njenega standardnega odmika (SD) ne smemo uporabiti za dolocitev
dovoljenih odmikov pri notranji kontroli kakovosti.

3. 3. Kiriteriji sprejemljivosti lastnosti merilnega postopka

Vsako kvantitativno vrednotenje merilnega postopka zahteva kriterije
sprejemljivosti, ki temeljijo na analizi podatkov. Laboratorij mora pred
izbiro in pred zacetkom overjanja merilnega postopka postaviti mini-
malne specificirane kriterije sprejemljivosti delovanja in jih dokumenti-
rati (9, 10). Minimalne kriterije sprejemljivosti za izvajanje posameznih
merilnih metod pogosto dolo¢ajo nacionalne ali mednarodne organi-
zacije, ki jih navajajo v dostopni literaturi. V Priporo¢ilih je opisan pro-
tokol overjanja Ze validiranega merilnega postopka, za katerega je proi-
zvajalec definiral sprejemljive kriterije. Uporabniki upo$tevamo mejne
vrednosti, na osnovi katerih se odlo¢amo o skladnosti s specifikacijo.

Pri kvantitativnih preskusnih metodah obi¢ajno preverimo naslednje
lastnosti izvedbe:

1. Natanc¢nost

Laboratorij mora za vsak koncentracijski nivo testiranega analita
zagotoviti mejno vrednost kot maksimalno dovoljen standardni
odmik (SD) in/ali koeficient variacije (KV), izrazen kot odstotek
(% KV), da lahko nato izra¢unane SD primerja s postavljenimi
proizvajal¢evimi. Idealno bi bilo, ¢e bi laboratorij lahko izbral me-
rilni postopek, za katerega so proizvajal¢eve ugotovitve o natané-
nosti znotraj mejnih vrednosti sprejemljivosti, ki jih vnaprej spe-
cificira laboratorij. Ce proizvajal¢eve trditve o natanénosti prese-
gajo zahtevke laboratorija za dolo¢ene kriterije uspe$nosti, potem
protokol teh Priporo¢il za preverjanje natanénosti ni primeren. V
tem primeru lahko uporabnik izbere obsirnejsi program preverja-
nja merilnega postopka (8).
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2. Pravilnost (odstopanje)

Mejna vrednost odstopanja mora biti navedena za vsako koncentra-
cijo analita, ki se testira. Navedena mora biti kot najvecje dovoljeno
odstopanje z opredeljeno stopnjo zaupanja (praviloma 95 %). Najve-
¢je dovoljeno odstopanje se lahko izrazi v absolutnem ali relativnem
smislu. Izrazi se kot odmik v enotah koncentracije ali kot odstotek
odmika. Navaja se lahko bodisi kot absolutna koncentracija ali kot
odstotek koncentracije.

3. Linearnost

Je pomembna lastnost preiskovalnih postopkov. Poznati jo mo-
ramo, zato da preiskovalni postopek uporabljamo le v dolo¢enem
obmodju vrednosti.

4. DEFINICIJE

Termini, uporabljeni v Priporo¢ilih, so pojasnjeni z definicijami iz
Mednarodnega slovarja o osnovnih in splo$nih terminih s podroéja
meroslovja (International vocabulary of metrology — Basic and ge-
neral concepts and associated terms (VIM) (3). VIM je normativna
referenca Stevilnih mednarodnih standardov in navodil, na primer
standardov, ki podpirajo laboratorijske akreditacije, kot sta ISO/IEC
17025 (11) in ISO/IEC 17043 (12), in mednarodnih vodnikov. Defi-
nicije iz druge izdaje VIM so navedene tudi v standardu ISO 15189.
Naj opozorimo, da so bili nekateri termini spremenjeni:

o tolnost v pravilnost,

o analit v merjenec,

o analitska metoda v merilni postopek,
o skupna napaka v napako (meritve) in

o nataninost v nenatancnost (¢e je izrazena kolicinsko).

Analit (analyte) je komponenta, opisana (zastopana) v imenu mer-
jenca (merilne veli¢ine).
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Analiti¢na ob¢utljivost (analytical sensitivity) je razmerje med spre-
membo odziva merilnega sistema in ustrezno spremembo vrednosti
merjene veli¢ine (npr. koncentracije).

Analiti¢na selektivnost (analytical selectivity) je lastnost merilnega
sistema, da lahko v vzorcu pri izbranih pogojih preskusanja dolo¢imo
samo izbrani analit v prisotnosti drugih komponent. Uporabe ter-
mina specificnost IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) ne priporo¢a in ni definiran v VIM-u.

Certificirani referenéni material (CRM) (certified reference mate-
rial, CRM) je referenéni material s prilozenim certifikatom; ena ali
ve¢ vrednosti dolo¢ene lastnosti referen¢nega materiala je certificira-
nih s postopkom, ki vzpostavlja sledljivost do to¢ne realizacije enote,
v kateri so vrednosti te lastnosti izrazene in pri kateri vsako certifici-
rano vrednost spremlja negotovost z navedeno stopnjo zaupanja.

Kombinirana standardna negotovost (combined standard uncer-
tainty, uc) rezultata je standardni odmik, enak kvadratnemu korenu
celotne variance, ki ga dobimo s kombinacijo vsch komponent nego-
tovosti, ovrednotenih z upostevanjem zakona o Sirjenju negotovosti
(law of propagation of uncertainty).

Linearnost (linearity) je lastnost metode, da so rezultati preskusan;j
proporcionalni koncentraciji analita.

Medlaboratorijska primerjava (interlaboratory comparison) je or-
ganiziranje, izvedba in ovrednotenje meritev ali preskusov, ki jih na
istih ali podobnih preskusancih oziroma vzorcih opravita dva ali ve¢
laboratorijev skladno z vnaprej dolo¢enimi pogoji.

Meja zaznavnosti (limit of detection, LOD) je najnizja vrednost
analita v vzorcu, ki jo je z dolo¢eno zanesljivostjo mogoce razlikovati
od vrednosti, ko je analit odsoten (slepa vrednost).

Merilna negotovost (uncertainity of measurement) je nenegativni
parameter, povezan z merilnim rezultatom. Oznaéuje raztros vre-
dnosti, ki jih je mogode upravi¢eno pripisati merjencu.

Merilni postopek (measurement procedure) je izérpno opisana
meritev glede na enega ali ve¢ merilnih principov in glede na dano
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merilno metodo. Merilni postopek se véasih imenuje SOP (standard
operating procedure).

Meritev, merjenje (measurement) je niz postopkov, katerih cilj je do-
lo¢iti vrednost izbrane veli¢ine.

Merjena veli¢ina (measurand) je dolo¢ena veli¢ina, ki jo merimo. V
tem besedilu iz prakti¢nih razlogov namesto tega termina uporabljamo
termin merjenec.

Merjenec (measurand) je izbrana veli¢ina, ki jo merimo. Merjenec je
opredeljen z naslednjimi parametri:

e analit, ki ga merimo, npr. protein, natrijev ion, holesterol,
hemoglobin, levkociti itd.,

e sistem, npr. serum, urin, venska kri, plevralna teko¢ina itd.,

e cnota, npr. koncentracija snovi (mmol/L), masna koncentracija
(g/L), aktivnost katalizatorja (nkat/L), itd.,

o merilni postopek.

Napaka (crror) je razlika med rezultatom meritve in pravo vredno-
stjo merjenca. (Ker prave vrednosti ni mogo¢e dolotiti, v praksi upo-
rabljamo dogovorjeno pravo vrednost.)

Natanénost (precision) je ujemanje med izmerjenimi vrednostmi, do-
bljenimi s ponovitvami meritev na istem predmetu ali na podobnih
predmetih pod specificiranimi pogoji. Merilna natanénost je obi¢ajno
izrazena $teviléno z merjenjem nenatanénosti, kot je standardni od-
mik, varianca ali koeficient variacije, pod specificiranimi pogoji merje-
nja. Specificirani pogoji so lahko npr. ponovljivi pogoji merjenja, vme-
sni pogoji natan¢nosti merjenja ali obnovljivi pogoji merjenja.
Obnovljivost (reproducibility) je natan¢nost, dolo¢ena pri pogojih
obnovljivosti, tj. pri pogojih, pri katerih so bili rezultati preskusanja
pridobljeni po isti metodi, na identi¢nem vzorcu, v razli¢nih labora-
torijih, z razli¢nimi izvajalci in z razli¢no opremo.

Odstopanje (bias) je razlika med pri¢akovanim rezultatom presku-
$anja in sprejeto referen¢no vrednostjo. Oznaluje sistemati¢no napa-
ko danega analiznega postopka in predstavlja odmik (pozitiven ali
negativen) rezultata od prave vrednosti.
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Overjanje (verification) je potrditev na podlagi stvarnega dokaza, da
so specificirane zahteve izpolnjene.

Ponovljivost (repeatability) je merilna natan¢nost, dolo¢ena pri po-
novljivih pogojih, pri katerih je bil neodvisen rezultat dobljen po isti
metodi, na istem presku$ancu, v istem laboratoriju, z istim izvajal-
cem, z isto opremo, v kratkem ¢asovnem intervalu.

Pravilnost (trueness) je tesnost ujemanja med povpre¢jem neskoné-
nega $tevila ponovljenih vrednosti merjenca in referen¢no vredno-
stjo. Daje informacijo o sistemati¢ni napaki.

Preiskava (examination) je niz postopkov, katerih cilj je dolo¢iti vre-
dnost ali znadilnosti posamezne lastnosti. Laboratorijske preiskave se
pogosto imenujejo tudi testi ali preskusi.

Primernost za uporabo (fitness for purpose) je stopnja, do katere
podatki, dobljeni s postopkom merjenja, omogo¢ijo uporabniku, da
se tehni¢no in upravno pravilno odloéi.

Razsirjena negotovost (expanded uncertainty, U) je interval, v kate-
rem se nahaja rezultat z dolo¢eno stopnjo zaupanja. U dobimo z mno-
zenjem kombinirane standardne negotovosti s faktorjem pokritja k.
Izbira faktorja k je odvisna od stopnje zaupanja (za stopnjo zaupanja
95 % je v primeru normalne porazdelitvene funkcije k = 2).

Referenéni material (reference material, RM) je definiran kot mate-
rial ali snov, ki je dovolj homogena in katere ena ali ve¢ lastnosti je do-
volj dobro ugotovljenih, da se lahko uporablja za umerjanje aparature,
ocenjevanje merilne metode ali pripisovanje vrednosti materialom.

Rezultat merjenja (result of measurement) je z merjenjem dobljena
vrednost, ki jo pripiSemo merjencu. Merilni rezultat je popoln, ¢e
ima podano pripadajo¢o merilno negotovost.

Sledljivost (traceability) je lastnost merilnega rezultata, ki omogoca

navezavo rezultata na referenco po dokumentirani neprekinjeni veri-
gi umeritev, od katerih vsaka prispeva k merilni negotovosti.

Standardna negotovost (standard uncertainty, u) je negotovost re-
zultata meritve, izrazena kot standardni odmik.
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Standardni odmik (standard deviation, SD) je merilo raztrosa vre-
dnosti meritev okoli povpre¢ne vrednosti.

Toénost (accuracy) je ujemanje med izmerjeno in pravo vrednostjo
merjenca. Ima dve komponenti: natanénost (precision) in pravilnost
(trueness). Daje informacijo o sistemati¢ni in naklju¢ni napaki. To¢-
nost se obicajno izraza z merilno negotovostjo.

Validacija (validation) je potrditev na podlagi stvarnih dokazov, da so
zahteve za specifi¢no nameravano uporabo ali aplikacijo izpolnjene.

Vmesna natanénost (intermediate precision) je natanénost meritve,
dolo¢ena z nizom vmesnih natan¢nih pogojev merjenja.

Vrednost (value) je velikost dolo¢enega merjenca, ki je izrazena kot
merska enota, pomnozena s §tevilom.

5. TERMINOLOGIJA

S. 1. Validacija in overjanje (verifikacija)

Termina validacija in verifikacija se pogosto uporabljata kot sopo-
menki. To je razumljivo, saj se oba uporabljata za potrditev dokazov.
Toda mednarodni standardi in priporotila oba termina jasno opre-
deljujejo in bi ju zato morali vsi uporabljati v enakem pomenu (2, 3,

4,5,13, 14).

V medicinskih laboratorijih prednostno izbiramo uveljavljene pre-
iskovalne postopke, ki jih je za nameravano uporabo validiral proi-
zvajalec in-vitro diagnostike (IVD), mi pa jih uporabljamo nespre-
menjene. Le malo je postopkov, ki smo jih zasnovali in razvili sami
ali naknadno spremenili proizvajaléeve. V takem primeru moramo
v laboratoriju izvesti validacijo, saj standard ISO 15189 dolo¢a, da je
treba dokazati, da je preiskovalni postopek primeren za predvideno
uporabo, ne glede na to, kdo ga razvije ali spremeni.

Validacija mora biti dovolj obsezna in mora z objektivnimi doka-
zi potrditi zmogljivosti in omejitve preiskave ter ugotoviti vplive, ki
lahko spremenijo njene lastnosti. Da so izpolnjene specifi¢ne zahteve
za predvideno uporabo preiskave, potrdi validacija s preverjanjem na-
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slednjih lastnosti preiskovalnega postopka: merilne pravilnosti, me-
rilne to¢nosti, merilne natanénosti (merilne ponovljivosti in vmesne
merilne natan¢nosti), merilne negotovosti, analiti¢ne selektivnosti
skupaj z mote¢imi snovmi, analiti¢ne ob¢utljivosti, mejo zaznavnosti
in mejo dolo¢ljivosti, merilnim intervalom ter diagnosti¢ne specifi¢-
nosti in obéutljivosti (11, 14).

Vsak laboratorijski postopek mora biti pred uporabo za klini¢na te-
stiranja validiran. Validacija je potrebna tudi, ko se izvedejo vedje teh-
ni¢ne spremembe obstoje¢ih metod ali ¢e je u¢inkovitost obstoje¢ih
metod nezadovoljiva (8, 15). Laboratorij mora zagotoviti, da se po-
manjkljiva oprema ne uporablja, dokler ni popravljena in se z overitvi-
jo dokaze, da izpolnjuje specificirane kriterije sprejemljivosti.
Validacija, ki zahteva, da so izpolnjene specifi¢ne zahteve za namera-
vano uporabo preiskave, potrebuje obsirne;jsi potrditveni dokaz, kot
je overjanje (verifikacija), ki le potrjuje, da so specifi¢ne zahteve iz-
polnjene. Verifikacija je zato omejena na primerjavo preiskovalnega
postopka Za 0oceno netocnosti oziroma odstopanja, ponovitve meritev
za dolo¢itev nenatanénosti in preverjanje linearnosti. Ob¢asno naj bi
se preverilo tudi referenéno obmodje preiskovalnega postopka.

Standard ISO 15189 navaja, da mora laboratorij validirane preiskoval-
ne postopke, ki se uporabljajo nespremenjeni, pred vkljucitvijo v rutinsko
uporabo neodvisno overiti. Laboratorij mora z neodvisno overitvijo na
podlagi pridobitve objektivnib dokazov (v obliki lastnosti izvedbe) potr-
diti, da so izpolnjene zahteve glede delovanja preiskovalnega postopka.
Zahteve za delovanje preiskovalnega postopka, ki so bile potrjene v proce-
su overjanja, morajo ustrezati nameravani uporabi rezultatov preiskave.
Za potrditev lastnosti o izvedbi postopka mova laboratorij pridobiti infor-
macije od proizvajalca oziroma tistega, ki je metodo razvil.

Laboratorij mora dokumentirati pri validaciji/overjanju uporabljeni
postopek, dobljene rezultate pa mora pregledati pooblasieno osebje in
izdelati zapis. Cese validirani/overjeni preiskovalni postopek spremeni,
Jje treba vpliv takih sprememb dokumentirati in izvesti novo validacijo/
overjanje.
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5. 2. Opis lastnosti preiskovalnega postopka

Enotna uporaba terminologije je osnova za razumevanje dobljenih
rezultatov merjenja. Leta 2008 je Mednarodni odbor za smernice
v meroslovju (Joint Committee for Guides in Metrology, JCGM),
izdal Mednarodni slovar osnovnih in splosnih terminov s podroéja
meroslovja (International vocabulary of metrology — Basic and ge-
neral concepts and associated terms (VIM) (3, 4). Pri nastajanju in
posodobitvah VIM-a sodeluje tudi IFCC, zato ga moramo upora-
bljati v nasem strokovnem jeziku. Med najpomembnej$imi konceptiv
terminologiji so tisti, ki opisujejo merilno napako (napako merjenja),
merilno negotovost in njihove komponente.

Vrsta napake

Sistematicna Pravilnost Odstopanje
napaka Trueness Bias
(Skupna) Toénost Merilna negotovost
napaka Accuracy Measurement uncertainty
Nakljuéna Standardni odklon
napaka Standard deviation

Slika 1: Povezave med vrsto napake, kvalitativno lastnostjo izvedbe in kvantitativnim
opisom izvedbe (z dovoljenjem Zalozbe Springer)

Nassliki 1, ki jo je leta 2007 pripravil Mendito s sodelavci, so nazorno
predstavljeni glavni pojmi, ki se uporabljajo pri validaciji in overjanju
preiskovalnega postopka (16). Ti pojmi so neposredno popolnoma
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skladni z mednarodno sprejeto terminologijo VIM-a. Prikazan je
tudi odnos med vrsto napake, ki vpliva na analizno meritev, ustre-
znim kvalitativnim konceptom lastnosti izvedbe in njegovim kvan-
titativnim izrazanjem. S slike je razvidno naslednje:

1.

Napaka (error) je sestavljena iz naklju¢nih in sistemati¢nih na-
pak. Ti dve komponenti napake lahko kvalitativno opisemo kot
natanc¢nost in pravilnost in ju izmerimo oziroma kvantitativnho
izrazimo kot standardni odmik in odstopanje (bias).

. Pravilnost (trueness) je kvalitativni pojem, ki opisuje “tesnost

ujemanja srednje vrednosti ve¢jega Stevila rezultatov preskusanja
merjenca z referenéno vrednostjo” in jo kvantitativno ovredno-
timo kot odstopanje (bias). Pravilnost nam daje informacijo o
sistemati¢nih napakah; je obratno sorazmerna z merilnim odsto-
panjem in obsegom sistemati¢ne napake. Merilne to¢nosti ne sme-
mo zamenjevati z merilno pravilnostjo in obratno.

Natanénost (precision) je kvalitativni pojem, ki opisuje ujemanje
med izmerjenimi vrednostmi, dobljenimi s ponovitvami meri-
tev na istem ali podobnih predmetih pod specificiranimi pogoji.
Kvantitativno jo lahko izrazimo le kot njeno nasprotje, tj. kot ne-
natan¢nost. Natan¢nost nam daje informacijo o naklju¢nih na-
pakah in jo obi¢ajno navedemo kot standardni odmik (SD) ve¢
ponovljenih meritev z uporabo iste metode. SD pogosto izrazimo
kot relativni SD/KV [KV % = (SD/X) x 100]. Natanc¢nost razdeli-
mo glede na to, kako izvajamo ponovitve meritev:

a. Ponovljivost (repeatability) se nanasa na ujemanje rezultatov
testa, dobljenih po isti metodi, z istim analitikom, na istem
instrumentu, pod istimi pogoji (v eni seriji, “within-run pre-
cision”) in na isti lokaciji. Ponovitve izvedemo v kratkem ¢asu
(8 ur). Ponovljivost predstavlja natan¢nost, ko so dovoljene
najmanj$e spremembe. Ker ponovljivost meritve odraza le va-
riacije rezultatov v kratkem ¢asu, je verjetno, da se podcenjuje
spremenljivost dobljenih rezultatov, kadar se postopek meritve
uporablja rutinsko.

18
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b. Vmesna natanénost (intermediate precision) se nanasa na uje-
manje rezultatov, ki jih dobimo z istim postopkom merjenja v
enem samem laboratoriju v dalj$em obdobju. Pri tem uposteva-
mo obicajna nihanja delovnih okoli$¢in, kot so razli¢ni tehni-
ki, razli¢na oprema in razli¢ni dnevi. Ponovitve meritev vklju-
¢ujejo tudi spremembe zaradi novih kalibracij, novih serijskih
Stevil v proizvodnji reagentov. Vmesna natanénost je torej “wi-
thin-laboratory, between-run precision” in je tudi pomembno
merilo pri overjanju.

Oceno o ponovljivosti merjenja in oceno vmesne natanc¢nosti
pridobimo v enem samem laboratoriju.

c. Obnovljivost (reproducibility) se nanasa na ujemanje rezulta-
tov, ki jih dobimo po isti metodi; pri tem se uposteva najsirse
Stevilo spremenljivk, s katerimi se sre¢ujemo v realnih labora-
torijskih pogojih, tudi z merjenjem v razli¢nih laboratorijih.
Obnovljivost torej predstavlja “medlaboratorijsko natan¢nost”.

4. Merilna to¢nost (accuracy) je kvalitativni pojem, ki opisuje “uje-
manje med izmerjeno vrednostjo merjenca in njegovo pravo vre-
dnostjo”. Vklju¢uje tako komponento sistemati¢ne in naklju¢ne
napake. Meritev je bolj to¢na, ¢e ima manjSo (skupno) napako,
bolj pravilna, ¢e je odstopanje manjse, in bolj natan¢na, e je na-
klju¢na napaka majhna. Kvantitativni izraz za to¢nost je merilna
negotovost in opisuje “razprsenost vrednosti, ki lahko upravi¢eno
prispeva k merjencu”. Merilna negotovost je torej kvantitativni iz-
raz za kakovost merjenja.

Cilj merjenja po “pristopu napake” je, da dolo¢imo oceno prave vre-

dnosti, ki je ¢im blizje eni sami pravi vrednosti. Odklon od prave

vrednosti je sestavljen iz naklju¢nih in sistemati¢nih napak. Napake
iz obeh skupin se razlikujejo, zato jih je treba obravnavati drugace.

“Pristop napake” pa ne omogoca izpeljave pravila, kako se napake iz

obeh skupin v danem merilnem rezultatu zdruzujejo v skupno na-

pako. Ponavadi se oceni le zgornja meja absolutne vrednosti skupne

napake (16, 17, 18).
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Cilj merjenja po “pristopu negotovosti” pa ni, da merjencu dolo¢imo ¢im
bolj pravo vrednost, ampak da mu na podlagi podatkov meritev dodeli-
mo interval razumnih vrednosti. Ta interval temelji na predvidevanju, da
je bila meritev izvedena po predpisih. Tudi z najbolj rafinirano meritvijo
pa zaradi kon¢nega Stevila podrobnosti pri definiciji merjenca, intervala
ne moremo skréiti na eno samo vrednost (13, 19, 20, 21, 22).

6. MERILNA NATANCNOST

Merilna natan¢nost je ena pomembnej$ih meroslovnih lastnosti, ki jo
moramo poznati in upo$tevati pri izbiri in izvedbi postopka merjenja
v klini¢énem laboratoriju. Razumevanje te lastnosti preiskovalnega
postopka je bistvo pri vpeljavi dovoljenih mej odstopanja notranjih
kontrol; te so pomembne za objektivno razlago sprememb med dve-
ma zaporednima vrednostma in izra¢un negotovosti. Ceprav je ocena
odstopanja koristna, pa je odstopanje le ena od komponent merilne
negotovosti in ne daje nobenega podatka o tem, kako razprieni so
ponovljeni rezultati. Razprienost, ki jo imenujemo natanénost in jo
lahko merimo le kot nenatanénost, nam pokaze, kako dober pred-
stavnik je posamezni rezultat metode pri $tevilnih ponovitvah. Nena-
tan¢nost, ki jo obi¢ajno izrazamo kot standardno deviacijo rezultatov
ponovljenih meritev istega vzorca po isti metodi, bolj informativno
opiSemo z intervalom zaupanja pri povpreénem rezultatu.

6. 1. Postopek za oceno nenatanc¢nosti (imprecission)

Pred zaletkom preverjanja natan¢nosti moramo dobro poznati me-
rilni postopek in imeti ustrezne izku§nje zZ upravljanjem instrumenta.
Zagotoviti moramo zadovoljivo kalibracijo merilnega sistema in pre-
veriti, ali je reagentom potekel ¢as uporabnosti.

Za dolo¢itev natan¢nosti oziroma nenatan¢nosti lahko uporabimo
zbir (pool) vzorcev pacientov ali referen¢ni material. Ce je klini¢na
odlo¢itev blizu meje zaznavnosti (npr. troponin, TSH ali PSA), pa
moramo uporabiti zbir vzorcev pacientov. Vzorci morajo biti v ¢asu
trajanja Studije obstojni. Analiziramo jih v dvojniku.
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e Zbrane vzorce pacientov pripravimo v dveh ali ve¢ klini¢no
pomembnih koncentracijah merjenca. Izklju¢iti moramo
vzorce, ki vsebujejo snovi (npr. metaboliti zdravil, hemoglobin
pri hemolizi), za katere proizvajalec navaja mote¢ vpliv. Vzorce
shranjujemo v hladilniku, ée stabilnost merjenca to omogoca,
oziroma po navodilih proizvajalca in se izogibamo zaporednemu
zamrzovanju in odmrzovanju.

Referen¢ni material, ki ga uporabljamo za notranjo kontrolo,
mora imeti koncentracijo merjenca v dveh ali ve¢ klini¢no
pomembnih obmod¢jih. Ena vrednost merjenca naj bo v
fizioloskem obmodju, druga naj ima patolosko vrednost.
Komercialni kontrolni vzorci morajo imeti enake lastnosti
kot vzorec pacienta, ¢e je to le mogoce. Proizvajalec mora
zamenljivost med referenénim materialom in vzorci bolnikov
predstaviti in dokumentirati.

Ponovljivost dolo¢imo, ko rezultate meritev pridobimo v eni
seriji, v zelo kratkem ¢asu, brez kalibracij med meritvami in
pod enakimi pogoji ponovljivosti, to pomeni: isti vzorci, isti
operater, iste komponente merilnega sistema. Za izpolnjevanje
zadovoljivih statisti¢nih kriterijev moramo izvesti najmanj

20 meritev v dvojniku (7, 8, 14, 23). Ce dobljeni rezultati

za nenatanénost v seriji niso skladni s prej$njimi rezultati ali
rezultati, ki jih navaja proizvajalec, ali rezultati, omenjenimi v
literaturi, moramo $tudijo prekiniti ter najti in odpraviti vzroke

neskladja.

Vmesno natané¢nost obi¢ajno dolo¢imo s pomodjo stabilnih
kontrolnih materialov v dveh razli¢nih koncentracijah, rutinsko
vsak dan v dalj$em ¢asu, tj. vsaj v enem letu, po moznosti pa v
2-3 letih. Bistveno je, da v vmesno nenatanénost vklju¢imo

¢im ved virov variacij, tudi reagente razli¢nih serijskih Stevilk,
vklju¢enih v zadostnem oziroma ustreznem $tevilu pojavljan;.

Predno izra¢unamo povpre¢no vrednost rezultatov, standardni od-

m

ik in koeficient variacije rezultatov, moramo ugotoviti prisotnost

morebitnih ubeznikov. Rezultata, ki odstopa, ne bomo upostevali, ¢e
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je povezan z dokumentiranimi napakami ali ¢e se je pokazal kot sta-
tisti¢ni ubeznik. Po odstranitvi ubeznikov, ¢e sploh so, izratunamo
nenatan¢nost. Da ima ocena nenatanénosti ve¢jo mo¢, lahko izvede-
mo $e dodatne serije, po moznosti v dodatnih dnevih, z enim ali ve¢
vzorcev. Mozno je tudi, da izvedemo le §tiri ponovitve vsakega vzorca
v sedmih dneh in tako dobimo nekoliko bolj zanesljivo oceno pono-
vljivosti v internem laboratoriju.

6. 2. Eksperimentalni model 5 x 5

V dobro zasnovanem modelu poskusa lahko hkrati raziskujemo po-
novljivost in vmesno natanénost (6, 7). Model, ki vklju¢uje pet dni in
eno serijo na dan ter pet ponovitev v seriji, naj bi prinesel skupaj 25 re-
zultatov za vzorec. Priporo¢ljivo je, da imamo za vsako koncentracijo
na voljo dovolj zbranega materiala in pripravljenih alikvotov. Vzorce
moramo pripraviti in shranjevati tako, da je med $tudijo zagotovljena
njihova stabilnost. Pomo¢ pri tem modelu lahko najdemo na spletni
strani www.acb.org.uk/An%20Ver/Measurement%20verification_

final_090608.pd.

e V najmanj petih dnevih izmerimo koncentracijo ene serije
vzorcev na dan. Serijo moramo pripraviti iz petih paralelnih
vzorcev v dveh ali ve¢ koncentracijah. Zazeleno je, da je vzorec
istega materiala v petih razli¢nih posodicah. Ce moramo serijo
zaradi operativnih teZav zavrniti, moramo okoli$¢ine zapisati,
podatke zavre¢i in izvesti dodatne serije.

o Analiti¢ni pogoji merjenja (npr. serijska $tevilka reagenta ali
kalibratorja) se med serijami lahko spreminjajo ali pa ne; s
tem simuliramo obi¢ajne rutinske operativne postopke. Ko
ocenjujemo nenatan¢nost med serijami pri razli¢nih analiti¢nih
pogojih, dolo¢ujemo vmesno nenatanénost.

¢ S pomogdjo statisti¢nega programa in uporabe analize
variance (ANOVA) ocenimo neto¢nost v seriji in med
serijami. Upostevati moramo, da so bile proizvajal¢eve
trditve lahko pridobljene v obseznejsi Studiji (8). Za boljso

oceno nenatanénosti lahko izvedemo $e dodatne serije, po
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moznosti v dodatnih dnevih, z enim ali ve¢ vzorcev. V tem
cksperimentalnem modelu ne sme biti manj kot pet dni na
vzorec. Ce uporabljamo iste vzorce in poskus za isto¢asno oceno
natanc¢nosti in odstopanjc, potem moramo izvesti pet ponovitev
v vsaki seriji.
Ce v opisanem modelu 5 x 5 za oceno natanénosti uporabljamo re-
feren¢ni material, lahko isto¢asno dolo¢imo tudi odstopanje. To po-
meni, da z analiziranjem referenénega materiala v petih ali ve¢ (ne
nujno zaporednih) dneh, z eno serijo na dan in petimi ponovitvami
v seriji dobimo skupaj 25 rezultatov na vzorec, ob predpostavki, da ni
manjkajo¢ih vrednosti in se rezultati ne obravnavajo kot statisti¢ni
ubezniki. Za ocenjevanje odstopanja pa moramo poznati dva podat-
ka, povpre¢no vrednost in povpredje merilne negotovosti.

7. MERILNO ODSTOPAN]JE

Za oceno to¢nosti kvantitativnega merilnega postopka moramo ovre-
dnotiti dve komponenti; pravilnost in natanénost. Merilna pravil-
nost izraza hipoteti¢no sposobnost merilnega postopka, da dobimo
rezultat blizu prave, referenéne vrednosti, npr. vrednosti referenénega
materiala (RM). Pravilnost je v obratnem sorazmerju s sistemati¢no
napako merjenja, ki jo lahko ocenimo kot odstopanje. Ocena odsto-
panja (razlike med izmerjeno in pravo vrednostjo) je eden najtezjih
clementov overjanja in validacije merilnega postopka.

Razlogov za odstopanje je v klini¢ni kemiji lahko ve¢ in se razlikujejo
tudi med merilnimi metodami (24). Vzroki so lahko:

o nepravilen odvzem vzorca, nestabilnost vzorca med transportom
ali shranjevanjem, napake pri pripravi kalibratorja, uporaba
kalibratorja z matriksom, ki se razlikuje od matriksa vzorcev
(npr. liofilizirani stabilni materiali za notranjo kontrolo
kakovosti ali programe medlaboratorijskega testiranja);

o vpliv motecih snovi v vzorcu, npr. hemoglobina in bilirubina,
ali prisotnost velikih koncentracij proteinov ali lipidov v
vzorcu: Proizvajalci za $tudij validacije pogosto uporabljajo
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vzorce zdravih preiskovancev in pravi vplivi motecih snovi
so popolnoma razvidni $ele, ko so metode v celoti uvedene v
rutinsko delo in pri spremljanju hudo bolnih pacientov;

e v vzorcu prisotne molekule, ki med merjenjem interferirajo z
reagenti; tako se npr. heterofilna protitelesa pogosto uporabljajo
v imunokemijskih reakcijah.

Ko ocenjujemo odstopanje, je pomembno, da imamo na razpolago
primeren referen¢ni material v zadostni koli¢ini in po razumni ceni!
Referen¢ni material mora obvezno:

e imeti znano koncentracijo merjenca z dovolj majhno merilno
negotovostjo,

o pokrivati klini¢no pomembno koncentracijsko obmod¢je in
e imeti primeren matriks za metodo, ki se preverja.

Za oceno odstopanja merilnega postopka moramo dobljeno povpre¢-
no vrednost primerjati s pravo vrednostjo. V klini¢nem laboratoriju
kot pravo vrednost uporabljamo predvsem:

o vrednost, pripisano referenénem materialu,

o dogovorno vrednost, sprejeto s soglasjem (konsenzom) v
programu zunanje ocene kakovosti,

e vrednost, pridobljeno s postopkom referenéne meritve.

Merilno odstopanje lahko ocenimo s pomoéjo vzorcev z znano pra-
vo vrednostjo. Ocenimo ga lahko z referenénim materialom (RM), z
naravnimi vzorci pacienta (npr. plazma, serum ali urin), merjenimi z
referené¢no metodo, ali z naravnim vzorcem, ki smo mu dodali znano
koncentracijo analita (25).

Referen¢ni standardi spadajo med standarde z najve¢jo meroslovno
kakovostjo, priznavajo jih strokovne organizacije, npr. IFCC, Insti-
tut za referenéne materiale in meritve (Institute for Reference Mate-
rials and Measurement, IRMM), Nacionalni institut za standarde in
tehnologijo (National Institute of Standards and Technology, NIST)
ter Skupni odbor za sledljivost v laboratorijski medicini (Joint Com-
mittee for Traceability in Laboratory Medicine, JCTLM). JCTLM,
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ustanovljen leta 2002, objavlja seznam referen¢nih materialov vi$jega
razreda, referenéne metode in referen¢ne laboratorije htep://www.
bipm.org/jctlm/. Cilj JCTLM je podpirati primerljivosti, zanesljivost
in enakovrednost rezultatov meritev v klini¢nih laboratorijih za iz-
boljsanje zdravstvenega varstva v svetovnem obsegu.

Certificirani referen¢ni materiali (CRM), ki imajo enake lastnosti
kot vzorec pacienta, so na voljo le za omejeno $tevilo analitov, na pri-
mer CRM 470 za proteine. Vrednosti, pripisane nekaterim referen¢-
nim materialom, lahko $tejemo kot dogovorjene prave vrednosti.
Nekatera podjetja ponujajo materiale, ki niso certificirani, imajo pa
nominalno pripisano vrednost in negotovost. Ve¢ina referen¢nih ma-
terialov za rutinsko uporabo v laboratoriju ni primerna zaradi nesta-
bilnosti, razpolozljivosti, visoke cene in zamenljivosti materiala.

Proizvajalec referenénega materiala mora uporabniku posredovati in
zagotavljati podatke o vrednosti analita, njegovi sledljivosti in meril-
ni negotovosti (26, 27, 28, 29, 30). Skupaj z vrednostjo negotovosti, ki
je izrazena kot standardna ali razsirjena negotovost, mora opredeliti
tudi uporabljeni faktor zajetja (20, 22).

Referen¢ni material, ki ga uporabimo za oceno odstopanja, mora
biti povsem neodvisen od materiala, ki ga uporabljamo za kali-
bracijo instrumenta/metode!

Za oceno odstopanja lahko uporabimo enega ali ve¢ nacinov.

7. 1. Postopek z referenc¢nim materialom

V laboratoriju lahko ocenimo odstopanje merilnih rezultatov z RM,
ki ga pripravijo meroslovni instituti ali druge organizacije z viso-
ko stopnjo meroslovne pristojnosti. Pomembno je, da uporabljamo
ustrezen referenéni material glede na matriks in koncentracijsko ob-
modje. Prouditi moramo najmanj dve razli¢ni koncentraciji, ki sta po
moznosti blizu klini¢no pomembnih vrednosti odlo¢anja. Vrednosti
referen¢nih materialov izmerimo ve¢krat pod ponovljivimi pogoji ali
po vmesnih pogojih natan¢nosti in izra¢unamo povpreéne vrednosti.
Ocena odstopanja je potem razlika med pridobljeno povpre¢no vre-
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dnostjo in referenéno vrednostjo. Upostevati moramo, da bo merilna
negotovost povezana z vrednostjo odstopanja zaradi negotovosti sre-
dnje in referenéne vrednosti.

o Koncentracijo analita izmerimo v dvojniku ob treh do petih
razli¢nih priloznostih.
e Izra¢unamo srednjo vrednost in standardni odklon vseh meritev.

e Primerjamo z vrednostjo referenénega materiala in ocenimo
odstopanje.

o S Studentovim t-testom ocenimo statisticno pomembnost razlike.

7. 2. Referencni postopek

Koncentracije analita v vzorcih pacienta (npr. plazma, serum ali urin),
izmerjene v laboratoriju z na$im postopkom, primerjamo s koncen-
tracijami, dobljenimi v istih vzorcih, s sledljivo referenéno metodo.
Zaradi stroskov ali tehni¢nih omejitev je referenénih metod na voljo
le malo, predvsem so v univerzitetnih laboratorijih ali v velikih ko-
mercialnih laboratorijih.

7. 3. Sodelovanje v programu zunanje ocene kakovosti

Odstopanje lahko dolo¢imo tudi z merjenjem koncentracije ustre-
znih analitov v vzorcih za zunanjo oceno kakovosti (external quality
assessment, EQA). Cilj zunanje ocene kakovosti je, da ocenimo toé-
nost na$ega rezultata s primerjanjem rezultatov razli¢nih laboratori-
jev. Vedina programov EQA uporablja kontrolne vzorce, ki so modi-
ficirani in niso vedno zamenljivi s klini¢nimi vzorci (29, 30). Prave
vrednosti v Stevilnih vzorcih EQC so najveckrat dogovorne privzete
vrednosti, dobljene iz rezultatov sodelujocih laboratorijev. To v¢asih
privede do navidezno napa¢nih rezultatov za posamezni laboratorij.
Bolje je, da EQA uporablja kontrolne vzorce, katerih vrednosti teme-
ljijo na primerjavi z referenénimi metodami (27, 28, 29).

o Laboratoriji v kontrolnem vzorcu programa EQC izmerimo
koncentracijo analita v dvojniku. Organizator programa zbere
rezultate laboratorijev in nato statisti¢ne izracune posreduje
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sodelujocim laboratorijem. Poznati moramo standardni odklon,
ki oznacuje raztros rezultatov med sodelujo¢imi laboratoriji. Na
splo$no velja, da naj bo v skupini minimalno 10 udelezencev,
zazeleno je, da jih je 20 ali ve¢ (24, 31, 32).

o Odstopanje ocenimo v kontrolnih vzorcih z razli¢nimi
koncentracijami, najmanj 7-10 udelezb v EQA. Odstopanje
ocenimo z izratunom razlike povpredja med naso metodo in
povpredjem vrednosti rezultatov, izmerjenih v primerjalni
skupini laboratorijev EQA.

7.3.1 Postopek za oceno odstopanja z uporabo kontrolnih
vzorcev iz shem za zunanjo oceno kakovosti

Od organizatorjev zunanje ocene kakovosti lahko pridobimo vzorce
s pripadajo¢imi rezultati. Srednja vrednost, standardna napaka pov-
predja in podrobnejsi opis metod morajo biti priloZeni.

7. 4. Standardni dodatek referencnega materiala v
naravnem vzorcu

Naravnemu vzorcu dodamo analit znane koncentracije. Nato izme-
rimo koncentracijo analita v vzorcu z dodatkom in brez njega; pri-
merjamo dobljene vrednosti in izratunamo izkoristek. Postopek je
tehni¢no zelo zahteven, uporabljajo ga predvsem proizvajalci (33).

7.5. Ocena odstopanja (bias) s serumi pacientov

Merjenje odstopanja meritev glede na prejsnjo ali alternativno labo-
ratorijsko metodo moramo izvesti s primerjavo vzorcev bolnikov v
dvojniku. S tem pristopom ne dobimo informacije, katera od obeh
metod glede na referenéno metodo je boljsa (34, 35).

o Pridobimo vsaj 20 vzorcev bolnikov s koncentracijami v
klini¢no pomembnem koncentracijskem obmoéju v merilnem
intervalu metode. Vzorce, ki vsebujejo snovi, za katere
proizvajalec navaja, da so motedi (npr. metaboliti zdravil,
hemoglobin), moramo izkljuditi.
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o Meritev koncentracije v vzorcu izvedemo PO moznosti v
dvojniku, tako s testnim kot tudi primerjalnim postopkom.
Meritve moramo opraviti v kratkem ¢asovnem intervalu, ob
upostevanju stabilnosti merjenca pri zahtevah za shranjevanje.
Priporocljivo je, da za meritve v dvojniku nalijemo vsak vzorec v
lo¢eni posodici; instrument naj ne vzame vzorec dvakrat iz iste
posodice.

e Izratunamo srednjo vrednost meritev dvojnika in jo uporabimo
pri primerjavi.
¢ Med dvema uporabljenima metodama pripravimo diagram razlik.

o Izra¢unamo, ali med metodama obstaja statisti¢cno pomembna
razlika.

e Ce dokazemo pomembno odstopanje, potem ocenimo njegovo
klini¢no pomembnost na ustreznih ravneh odlo¢anja. Klini¢no
pomembno odstopanje moramo potrditi z dodatnimi podatki
o primerjavah bolnikov pri drugih uporabnikih ali proizvajalcu.
Odstopanje lahko potrdimo z razsirjeno $tudijo s 40 vzorci, mer-
jenimi v dvojniku. Tako pridobljene informacije lahko uporablja-
mo za odlo¢itev, ali bomo spremenili referen¢ni interval.

8. LINEARNOST

Preverjanje linearnosti preiskovalnega postopka ni zahteva za overjanje,
je pa priporo¢ljivo, da potrdimo proizvajaléeve navedbe o koncentraciji,
do katere red¢enje ni potrebno. Pri vecini merilnih postopkov je raz-
merje med koncentracijo in odzivom aparata linearno, vendar je prever-
janje linearnosti $e posebej pomembno pri imunokemijskih postopkih
za analite, ki ob¢asno presegajo merilni interval, npr. hormoni, tumor-
ski oznadevalci in encimi. Pri zelo velikih koncentracijah analita se lah-
ko pojavi prozonski u¢inek; v reakciji ostaja visek analita, ki ni vstopil v
kompleks analit-protitelo. Posledica je lazno zmanj$ana vrednost prei-
skovanega analita, ki je lahko celo znotraj referenénih vrednosti.
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Nelinearnost lahko povzro¢i velike napake predvsem zaradi napac-
ne nastavitve programske opreme ali uporabe neprimernih razred¢il.
Preverjanja izvedemo pod rutinskimi pogoji ob predvidevanju, da je
linearnost merjenja v intervalu, ki ga je dolo¢il proizvajalec. Na voljo
moramo imeti natancen postopek razrcdéevanja vzorcey, ustrezen di-
luent in razmerja redéenja (33, 36).

8. 1. Koncentracija merjenca je vi§ja od vrednosti, za
katero proizvajalec ne priporoca redcenja

e Pois¢emo pacientov vzorec v katerem je koncentracija merjenca
vedja od vrednosti, za katero proizvajalec priporoca redéenje, in
manjsa od vrednosti, pri kateri se pojavi prozonski u¢inek.

o Na instrumentu postavimo nastavitve, da izvede tri razli¢ne
razred¢itve, in izmerimo koncentracijo v dvojniku.

e Po priporo¢ilih proizvajalca z umerjeno pipeto simuliramo
razredditve vzorcev, kakor bi jih naredil instrument. Umerjene
pipete, ki jih uporabljamo za prenos volumna, manj$ega od 25
uL, lahko prispevajo k negotovost pri roénem red¢enju.

oV dvojniku izmerimo konccntracijo ro¢no razredéencga vzorca
po postopku, kot ga priporoca proizvajalec.

o Koncentracije, dobljene z ro¢nim red¢enjem, definiramo kot
“pri¢akovane’, razred¢itve, ki jih naredi instrument, pa kot
<« » . . . .o .

opazovane”. Primerjamo razliko dveh srednjih vrednosti na

vsakem koncentracijskem nivoju: % razlike = [(pri¢akovana
konc. - dobljena konc.)/pri¢akovana konc.] x 100.

o Ce povpredja med seboj niso manjia kot 15 %, moramo
poiskati vzrok in postopek po potrebi ponoviti. Ce je ponovitev
potrebna, se o rezultatu pogovorimo s proizvajalcem.
Cev obdobju overjanja nimamo na voljo ustreznih vzorcev bolnikov,
lahko postopek odlozimo, dokler med obicajnim delovanjem ne na-
letimo na tak vzorec.

Priporogila za delo na podrocju laboratorijske medicine 12/2017 29



8. 2. Koncentracija merjenca je v mejah merilnega
intervala

Potrebujemo najmanj pet vzorcey, $e bolje deset, s koncentracijo analita
v razponu merilnega intervala. V vsakem vzorcu naredimo pet pono-
vitev. Vzorec z veliko koncentracijo analita serijsko razred¢imo z vzor-
cem, ki ima ustrezen matriks. Za ta namen lahko uporabimo komerci-
alno dostopne vzorce. Za zadetno oceno linearnosti pripravimo razse-
vni diagram in linearno regresijo odziva v odvisnosti od koncentracije.
Pripravimo tudi diagram razlik (Bland-Altmanov diagram) (33, 14).

9. ZAKLJUCEK

Zanesljivost laboratorijskih rezultatov je za oskrbo pacienta izredno
pomembna. Rezultati morajo biti pravilni in natan¢ni, da omogocajo
pravo klini¢no interpretacijo in pravilno primerjavo s prej$njimi ali
kasnejs$imi rezultati ter rezultati med laboratoriji zdravstvenih usta-
nov. Kvantitativna ocena to¢nosti rezultata je bistvena za stopnjo za-
upanja vanj, od tega pa je odvisna zanesljivost odlo¢itve, ki temelji na
tem rezultatu.

Preden uvedemo preiskovalni postopek in aparat v redno rutinsko
delo klini¢nih laboratorijev, moramo izvesti overjanje. Podatke, do-
bljene v postopku overjanja, moramo primerjati s proizvajal¢evimi
trditvami in zahtevami ter tako preveriti, ali je mogoce izvedbo uspe-
$no ponoviti. S tem preverimo, ali uspesnost delovanja izpolnjuje mi-
nimalne zahteve o kakovosti.

Prikazani naért $tudije overjanja je za uporabnika kompromis med
stro$ki, ki so povezani s ¢asom in materiali, ter tveganjem za prido-
bitev izratuna neustrezne ali zavajajo¢e ocene analiznega postopka.
Ponovljivost in vmesno natan¢nost lahko ocenimo z lo¢enima eks-
perimentoma aliz integriranim pristopom; ta pri oceni ponovljivosti
ponuja pomembne prednosti v smislu u¢inkovitosti, ra¢unske strogo-
sti in robustnosti. Oceno odstopanja, ki je eden najtezjih elementov
overjanja, najenostavneje pridobimo iz rezultatov in podatkov EQC.
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Laboratorij mora imeti dokaze, da so rezultati testov zanesljivi in da ob-
stajajo trditve o pravilni izvedbi. Temeljita dokumentacija, ki jo mora
med postopkom overjanja voditi laboratorij, je zato pomembna zlasti
med postopkom akreditacije in za pridobitev dovoljenja za delo.

Ce bomo na podro¢ju klini¢ne kemije v celoti sprejeli in dosledno
upostevali sporazume in temeljne dokumente o meroslovju, bomo
naredili velik korak napre;j.

V medicinskih laboratorijih nam postopki overjanja omogoc¢ajo na-
¢rrovanje izboljsave kakovosti nasega dela in s tem varno obravnavo
pacientov.
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11.PRILOGI

11.A Odkrivanje rezultata, ki odstopa

Pred statisti¢no obdelavo rezultatov moramo ubeznike ali napaéne rezul-
tate, ki signifikantno odstopajo od preostalih, odkriti in jih izlo¢iti, ker
lahko zelo vplivajo na izra¢un to¢nosti in natan¢nosti meritev. Videalnih
razmerah jih odkrijemo Ze pri zbiranju podatkov in z grafi¢nimi prikazi.
Obstaja ve¢ primernih statisti¢nih testov, s katerimi lahko za neki re-
zultat potrdimo, da je ubeznik (36, 37, 38). Smernice CLSI predlaga-
jo Grubbsov test, imenovan tudi ESD-test (extreme studentized de-
rivate). Ta test temelji na predvidevanju, da je porazdelitev podatkov
normalna (po Gaussu), zato moramo pred njegovo uporabo najprej
preveriti, ali je ta pogoj izpolnjen. Normalnost porazdelitve lahko
preverimo grafi¢no in s statisti¢nimi testi.

Z Grubbsovim testom dolo¢imo z enkratnim izra¢unom le enega
ubeZnika; tega izbri$emo iz nabora podatkov in test ponovimo. Sta-
tisti¢no analizo podatkov moramo izvesti dvakrat, pred izlo¢itvijo
rezultata, ki ga obravnavamo kot statisti¢nega ubeznika, in potem.

Mozno je, da nam na videz ekstremni rezultat predstavlja uspesnost
preizkusa. Ta rezultat ne bi bivl tako neskladen, ¢e bi ga gledali v po-
razdelitvi obseznejse Studije. Ce ubeznika ohranimo, lahko tvegamo,
da dobimo pri izra¢unu napihnjene ocene nenatan¢nosti, z njegovo
izkljuitvijo pa tvegamo izra¢un s pretirano optimisti¢no oceno.

Grubbsov test izvedemo s pomogjo statistiénega programa, ki je do-

stopen na spletu: htep://graphpad.com/quickcalcs/Grubbsl.cfm.

o Izberemo stopnjo zaupanja, ki se uporablja za odkrivanje
ubeZnikov. Znadilni vrednosti sta 0,05 ali 0,01.

o Iz porazdelitve diagrama podatkov in pregleda nabora podatkov
ugotovimo morebitni zmotni rezultat. Kot ubeznike lahko
oznac¢imo do 5 % rezultatov vzorcev. Pri izrac¢unu $tevila
potencialnih ubeZznikov v visini stopnje 5 % zaokrozimo
dobljeno $tevilo vedno navzdol na celo $tevilo, npr. pri 44
vzorcih bo $tevilo ubeznikov enako 2, pri 113 vzorcih pa 5.
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o Ce opazimo ve¢ ubeznikov, moramo $tudijo preverjanja
natanc¢nosti oziroma odstopanja ponoviti in se za podporo
obrniti na proizvajalca.

o Kaksna je nasa odlo¢itev o rezultatu, ki odstopa, moramo
dokumentirati v poro¢ilu.

11.B Merilna negotovost

Glavni dokument o merilni negotovosti (measurement uncertainty) je
Vodilo za izrazanje merilne negotovosti (Guide to the expression of un-
certainty in measurement, GUM) (22). Dokument je bil objavljen leta
1993 po dolgoletnih razpravah in posvetovanjih razli¢énih mednaro-
dnih organizacij za standardizacijo in meroslovje. Pri nastajanju vodila
je sodeloval tudi IFCC. Obvezna je za referenéne merilne laboratorije
za pridobitev in/ali ohranitev akreditacije po standardih ISO 17025:
2003 in ISO 15195:2005 in za klini¢ne laboratorije za pridobitev akre-
ditacije po standardu ISO 15189:2012 (11). Mednarodni slovar za me-
roslovje (VIM) definira merilno negotovost kot “nenegativen parame-
ter, povezan z merilnim rezultatom, ki oznacuje raztros vrednosti, ki
jih je mogoce upraviceno pripisati merjencu”. Ocena merilne negotovo-
sti pri kvantitativnem preskusanju mora biti skladna z vodilom GUM.
Merilna negotovost je lastnost merilnega rezultata in ne metode.

Na rezultat merjenja vplivajo vsi viri pred meritvijo in tudi po njej.
K negotovosti rezultata prispevajo Zbiranje in priprava vzorcey, kali-
bratorji ali referen¢ni materiali, razmere v okolju, stabilnost vzorca in
razli¢ni izvajalci meritve. Negotovosti pred meritvijo in po njej tezko
pravilno obravnavamo in ocenimo, zato jih moramo zmanjsati s stro-
gim upostevanjem standardiziranih postopkov (npr. priprava bolni-
ka, usposabljanje osebja, zbiranje, transport in shranjevanje vzorca ter
termini za merjenje). V merilno negotovost moramo vklju¢iti edino
vire negotovosti, ki se strogo nanasajo samo na merilni proces (anali-
ti¢no fazo), ko se vzorec da v analizo in konéa z izmerjeno vrednostjo
merilnega rezultata. Opozoriti je treba, da koncept merilne negoto-
vosti predvideva, da se meritve izvajajo v skladu z ustreznim postop-
kom in brez zmot ali drugih tehni¢nih neskladnosti.
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Obstajata dva pristopa za oceno merilne negotovosti, t. i. pristop “od spo-
daj navzgor” (bottom-up) in pristop “od zgoraj navzdol” (top-down).

e Pristop “od spodaj navzgor”, predlagan v vodilu GUM, je
matemati¢no zapleten model, ki temelji na obsirnem razrezu
merilnega postopka. Pri tem se vsak potencialni vir negotovosti
ugotovi, opredeli in ovrednoti s standardnim odmikom oziroma
standardno negotovostjo. Standardna negotovost (standard
uncertainty, u) je po definiciji negotovost rezultata meritve izrazena
kot standardni odmik. Standardne negotovosti vsch posameznih
virov negotovosti se nato zdruzijo v skladu s primernimi pravili
(zakon o $irjenju negotovosti, law of propagation of uncertainty),
tako da dajo kombinirano standardno negotovost (combined
standard uncertainty, u.) (22). Ta model so v celoti sprejele
mednarodne meroslovne organizacije in dobavitelji referenénih
materialov (4). Uporabljajo ga za referenéne merilne postopke
v akreditiranih laboratorijih. Metodologija je pogosto primerna
za proizvajalce, ki Zelijo posamezne vire odstopanja identificirati,
oceniti in zmanjsati njihov vpliv k odklonom.

o Uporaba GUM-a pri rutinskih merilnih postopkih v medicinskih
laboratorijih ni enostavna, ocenitev negotovosti je lahko zelo
zahtevna, zato je naletela na Stevilne prakti¢ne probleme in
nasprotovanja (39, 40). Poleg tega morajo biti tezavnost, zapletenost
in stroski pridobivanja ocene merilne negotovosti sorazmerni z
zahtevami kakovosti, ki veljajo za klini¢no uporabnost rezultatov.
Merilne instrumente in reagente za laboratorijsko medicino obicajno
zasnujejo proizvajalci kot “érne skrinjice” in s tem izkljucijo kon¢nega
uporabnika, da bi nadzoroval ali meril posamezne komponente,
ki vplivajo na postopek merjenja, in jih zdruzeval po pristopu od
spodaj navzgor. V medicinskih laboratorijih lahko za oceno merilne
negotovosti rezultatov uporabljamo t. i. princip od zgoraj navzdol, ki
gaje potrdil tudi GUM.

Merilna negotovost je relativno nov model kvantifikacije merilne va-
riabilnosti v medicinskih laboratorijih. Dolo¢a nekoliko druga¢no
gledanje na merilni rezultat kot tradicionalni “model napak”.
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Obe komponenti skupne napake, sistemati¢no in naklju¢no napako, lahko
kvalitativno opisemo kot natan¢nost in pravilnost in ju izmerimo oziro-
ma kvantitativno izrazimo kot standardni odmik in odstopanje (bias). V
“modelu napake” sta obe vrsti napake definirani z enim terminom, znanim
kot skupna napaka (total error). Model “napake” tako v svojih izra¢unih
vklju¢uje odstopanje.

Merilna negotovost pa na drugacen nadin kombinira sistemati¢ne in na-
klju¢ne napake. Osrednje nacelo pristopa merilne negotovosti je, da e je
odstopanje (bias) znan in pomemben, potem ga mora laboratorij odpraviti
ali zmanjsati. Obstaja ve¢ postopkov, po katerih bi to dosegli: ali s ponov-
nim umerjanjem, dodajanjem korekcijskega faktorja ali s konstanto ob re-
zultatu. Nasprotno od pristopa napake pa pristop po merilni negotovosti
priznava, da je pravo vrednost odstopanja nemogoce dolociti. Ce je odsto-
panje veliko in se popravi, potem pristop merilne negotovosti dolo¢a, da se
mora oceniti tudi negotovost, povezana s popravkom odstopanja, injo je
treba dodati h kombinirani negotovosti. To pa poveca negotovost rezultata,
vendar ostaja sporoeni rezultat nespremenjen.

Podatke o oceni odstopanja kontrolnega vzorca in referen¢nega materiala
lahko uporabimo za dolo¢itev merilne negotovosti rezultata. Velja, da lah-
ko rezultat merjenja obsega dve negotovosti: negotovost zaradi naklju¢nih
UEnkov (Upenaanenose) in Negotovost zaradi eventualnega popravka odstopa-
1ja (Uodgopanie)- Obe negotovosti sta izrazeni kot SD, ki v kombinaciji zagota-
vljata kombinirano standardno negotovosto merilnega postopka (Uposcope)-
Kombinirana standardna negotovost (combined standard uncertainty, u,)
rezultata je standardni odmik, enak kvadratnemu korenu celotne variance,
ki ga dobimo s kombinacijo vsch komponent negotovosti, ovrednotenih z
upostevanjem zakona o $irjenju negotovosti (law of propagation of uncer-
tainty). Da dobimo razsirjeno merilno negotovost (expanded uncertainty,
U), ki je po definiciji interval, v katerem se nahaja rezultat z dolo¢eno sto-
pnjo zaupanja, moramo kombinirane standardne negotovosti pomnoziti
s faktorjem pokritja k. Izbira faktorja k je odvisna od stopnje zaupanja (za
stopnjo zaupanja 95 % je pri normalni porazdelitveni funkciji k = 2).
Merilna negotovost nam tako omogoca kvantitativno oceno zanesljivosti
rezultata.
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