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1. Uvod

Nadpis kapitoly vymezuje konkrétni oblast metod v klinickych laboratofich. Je nutné si ale
uvédomit obecnéjsi souvislosti. Vysledky kvantitativnino méfeni cehokoliv a kdekoliv, at' jiZ je
to koncentrace, hmotnost, vyska, rychlost, aj. jsou vZdy spojeny s urcitymi vlastnostmi,

o kterych je tfeba védét a které je nutné respektovat minimalné pfi vyhodnocovani vysledku
méfeni.

Priklad ze Zivota: Pred néjakou dobou byl parlamentem CR schvéleny novy silniéni zékon,
ve kterém bylo struc¢né uvedeno, Ze nejvy$Si povolena rychlost v obci je 50 km/hod. Druhy
den nastoupila Méstska policie na Nepomuckou ulici v Plzni a pokud nékomu namérila 50,1
km/hod, vyméfila okamZité pokutu 3000 K¢ a udélila 2 trestné body. Pritom nepreciznost
méreni policejniho zafizeni byla + 10 % a nepreciznost rychloméru v kontrolovaném auté
byla také

1 10%. Interval od cca 45 do cca 55 km/hod proto predstavoval oblast nejistoty a
bezprostfedni sankce za prekroCeni o 0,1 km/hod byly vice nezZ sporné. Ve velmi kratké
dobé se skutelné zvedla ve vefejnosti vina odporu a policie za¢ala k nepfesnosti méfeni
prihlizet.

Uvedeny pfiklad pfevedeny do oblasti analytickych metod v klinické laboratofi by mohl
vypadat

(a bohuzel nékdy v zdravotnické praxi vypada) napf. takto:

V laboratorni pfiru¢ce klinické laboratore by byla u néjakého analytu uvedena horni
referen¢ni mez 100 mmol/l v séru.

Pfi vysledku pacienta 100,2 mmol/l by pocita¢ hvézdi¢ku, ktera na vysledkovém listu
schématicky znazorfiuje ,normalni“ a zvysené Ci snizené hodnoty, pfesunul za &aru, Eili
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do oblasti zvySenych hodnot a odetfujici I€ékal by okamzité zvolil razantni invazivni terapii
typu sternalni punkce, se vSemi negativnimi disledky pro pacienta.

Analyticka nepreciznost metody pfitom byla + 10%, Cili vysledek pacienta mohl byt kdekoliv
v oblasti od cca 90 do cca 110 mmol/.

Dale je tfeba uvazit souvislost s uréenim a definici referencnich mezi, které zachycuji ne
100, ale jen 95% zdravé populace. Cili ve zdravé populaci mize byt i jedinec s vysledkem
napf. 104,5 mmol/l.

Analytické vlastnosti metody

Hlavnim cilem této kapitoly nazvané ,Analytické viastnosti metod“ (anglicky ekvivalent
Analytical performance characteristics) neni naucit zdravotnicky personal (zdravotni sestry,
Iékare,...) pfesné definice, matematické a statistické vzorce, vypocty a terminologii
analytické metrologie, ale hlavné je tfeba dosahnout toho, aby uvedeni zdravotnicti
pracovnici zaregistrovali a pfi interpretaci laboratornich vysledku disledné respektovali, ze
laboratorni vysledky jsou vzdy spojeny s konkrétnimi analytickymi vlastnostmi typu
preciznost a pravdivost a nejistota atd. a nedélali bezprostfedni nepfiméfené zasahy bez
zvazeni napf. vyznamnosti prekroeni horni referenéni meze apod.

VedlejSim pfinosem bude snazsi komunikace mezi zdravotnickym personalem a klinickou
laboratofi a zabranéni situacim typu vyZzadovani kvantitativniho vysledku v oblasti pod mezi
stanovitelnosti ¢i dokonce pod mezi detekce metody apod.

2. Preciznost

Preciznost (anglicky ekvivalent Precision) je jedna ze zakladnich analytickych vlastnosti
metody. Do urCité miry, minimalné z hlediska zavadéni nové metody a zjistovani jeji
pouZzitelnosti

pro zamyslené vyuziti, 1ze Fici, ze nejdulezitéjSi. Pokud totizZ metoda neni dostate¢né
precizni,

tj. vysledky opakovanych stanoveni jsou vyznamné rozdilné, neni mozné spolehlivé zjisStovat
a urCovat dalsi dulezité analytické vlastnosti, tj. pravdivost, citlivost atd.

Preciznost je definovana jako tésnost souhlasu (shody) mezi nezavislymi vysledky zkouSky
ziskanymi za pfedem stanovenych podminek.

Pfi vyuziti ndzorné analogie se stfelbou do terce (viz obr. €. 1) je preciznost vyjadfena
rozptylenosti zasah( na terci.

Tésnost souhlasu (shody) mezi nezavislymi vysledky ur€uji ndahodné chyby (anglicky
ekvivalent Random error), které neni mozné zcela vyloucit a nesouvisi se skute¢nou
hodnotou analyzovaného parametru, napf. koncentraci analytu ve vzorku (viz obr. €. 2).
Nahodné chyby odchyluji vysledek od skute¢né hodnoty nepravidelné obéma sméry, {j. k
vyS$§im i k niz§im hodnotam.

Lze konstatovat, Ze precizni metoda je zatizena zanedbatelnymi nahodnymi chybami.

Mira preciznosti se obvykle vyjadfuje jako nepreciznost a pocita se jako smérodatna
odchylka opakovanych vysledkd analyzy. MenSi preciznost znamena vétsi smérodatnou
odchylku.

Velmi Casté je vyjadreni preciznosti terminem varia€ni koeficient, coz je pomér smérodatné
odchylky a pramérné Ciselné hodnoty vysledkd opakovanych analyz (po vynasobeni 100 se
vyjadfuje v %). MenSi preciznost samozifejmé znamena vétsi variani koeficient.

Uvedené si Ize velmi ndzorné pfedstavit na pfikladu opakované stfelby do terCe (obr. €. 1).
Stfed terCe pfedstavuje skute€nou hodnotu, napf. koncentraci stanovovaného analytu

ve vzorku krve. Jednotlivé zasahy pfedstavuji vysledky ziskavané pfi opakovani analyzy.
Pokud jsou zasahy soustfedéné v malé oblasti terCe — a), resp. b) v obr. €. 1, je stfelba, resp.
analyticka metoda precizni. Pokud jsou zasahy rozptylené — c), resp. d) v obr. &.1, je stfelba
resp. analyticka metoda neprecizni.
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Obr. €. 1 Stfelba do te€e - analogie preciznosti a pravdivosti metody.[odkaz Racek a kol....]

Cast a) znazortiuje optimalni a zadouci situaci, tj. zasahy (vysledky opakovanych analyz)
jsou soustfedéné v malé oblasti kolem stfedu terce (skute¢né hodnoty stanovovaného
analytu

ve vzorku). Metodu Ize oznacit nejen jako precizni ale i pravdivou, Cili pfesnou — viz pfislusné
kapitoly (Pravdivost, Pfesnost). Metoda je pouZitelna.

Cast b) zachycuje metodu sice precizni, ale zatizenou systematickou chybou, tj. vysledky
jsou vyznamné odlidné od skutecné hodnoty — viz kapitolu Pravdivost. Metodu Ize pouZit jen
za urcitych podminek a opatreni.

Cast ¢) oznaduje neprecizni metodu, kde se pouze pramér opakovanych analyz (nahodou)
priblizuje stfedu terce (skutecné hodnoté). Metodu nelze pouZit — neni spolehliva.

Cast d) charakterizuje neprecizni metodu, kde i primér opakovanych analyz je vyznamné
odlisny od stfedu terce (skute¢né hodnoty). Metodu je nutné odmitnout.

RozliSuji se rizné zplsoby ziskavani dat o preciznosti metody:
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RUzné miry preciznosti

(smérodatna odchylka, relativni smérodatna odchylka)

jedna laborator mezi laboratoremi

mezi sériemi

mezi alikvoty

opakovatelnost (S ) mezilehla preciznost reprodukovatelnost (S,)
stejny postup méfeni, stejny rizna mista, obshuZny
obsluzny personal stejny méfici personal, mérici systémy

systém, stejné pracovni podminky
a misto, a opakovani méreni
v kratkém casovém Useku

a) intralaboratorni (vnitrolaboratorni)

Opakovatelnost (anglicky ekvivalent repeatibility) je preciznost méfeni za podminek
opakovatelnosti, tj. stejna laboratof, stejna metoda, stejné reagencie, stejné zafizeni, stejny
operator, béhem kratkeého asoveho intervalu.

Mezilehla preciznost (anglicky ekvivalent Intermediate precision) je opakovatelnost téze
laboratofe, ale v delSim asovém useku, kdy se mize ménit SarZe reagencii, kalibrator
i operator.

b) interlaboratorni (mezilaboratorni)

Reprodukovatelnost (anglicky ekvivalent Reproducibility) je preciznost méreni

za specifikovanych podminek reprodukovatelnosti, tj. stejna metoda, stejné reagencie, ale
ruzné laboratore, rizna zarizeni, riizni operatofi, rizna doba. Vyjadfuje pfenositelnost
metody mezi laboratofemi.

Poznamka: Nepreciznost metody vyjadiena hodnotou smérodatné odchylky (variaéniho
koeficientu) opakovanych méfeni je vzdy vySSi u reprodukovatelnosti nez u mezilehlé
preciznosti a samoziejmé i nez u opakovatelnosti. ZvySeni nepreciznosti zpUsobuji rizné
nahodné zmeény a vlivy, které se neprojevi v kratkém &asovém intervalu opakovatelnosti.
Priklad z praxe: V pondéli, kdy se méfila opakovatelnost metody urcujici aktivitu enzymu
byla laborator pfetopena, zatimco ve stfedu prasklo topeni a v laboratori bylo velmi chladno.
Teplota samozfejmé aktivitu enzymu vyrazné ovlivriuje.

3. Pravdivost

Pravdivost (anglicky ekvivalent Trueness) je druha nejvyznamnéjsi analyticka vlastnost
metody. Vyjadfuje, jak t&sné se priimér namérenych koncentraci analytu z opakovanych
meéfeni shoduje se skute€¢nou hodnotou koncentrace analytu v méfeném vzorku. Pfi vyuziti
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nazorné analogie se stfelbou do terCe (viz obr. €. 1) je pravdivost vyjadfena vzdalenosti
zasahu od stfedu terce.

Pozn.: Skute¢na hodnota je ve skutecnosti vzdy do urcité miry neznama, zastupuje ji
dohodnutéa referenéni hodnota, ktera se ziskava opakovanymi stanovenimi pomoci
referen¢nich metod

ve velkém poctu renomovanych laboratofi.

Kvantitativnim vyjadfenim miry pravdivosti je velikost odchylky — bias.

Pravdivost metody urCuji systematické chyby (anglicky ekvivalent systematic error), které
odchyluji vysledek vzdy jednim smérem, na rozdil od nahodnych chyb které odchyluji
vysledek nahodné obé&éma sméry a tim urcuji preciznost metody (obr. €. 2). Pozitivni
systematicka chyba zvySuje hodnotu vysledku, negativni naopak vysledek snizZuje.
Systematicka chyba mize mit nejen konstantni slozku, tj. odchyleni je konstantni v celém
méfeném rozsahu ale i proporcionalni slozku, tj. napf. se vzristajici koncentraci vzrista
odchyleni apod.

Analytické vlastnosti metody

ndhodnd slozka

—SL—xu

i‘ systematickd slozka

Obr. €. 2 Nahodna a systematicka slozka chyby metody. [odkaz Racek a kol....]
X, = skute€na hodnota, odchylena od priméru vysledkl opakovanych stanoveni x.

Lze konstatovat, Ze pravdivy vysledek je zatizen zanedbatelnymi systematickymi chybami a
precizni vysledek ma jen nevyznamné nahodné chyby.

4. Presnost

Termin pfesnost (anglicky ekvivalent Accuracy) vyjadfuje, ze nestaci aby metoda byla jen
precizni nebo jen pravdiva. Musi platit oboji souasnég, tj. metoda musi byt sou¢asné precizni
i pravdiva. Pfi vyuziti nazorné analogie se stfelbou do terce (viz obr. €. 1) je pfesna metoda
znazornéna v ¢asti a).

Presnosti se tedy mini kombinace preciznosti a pravdivosti. Matematicky se vyjadfuje
celkovou chybou méreni (TE), ktera se v podstaté rovna souctu nahodné a systematické
chyby méfeni.

Pozn.: Terminy preciznost, pravdivost a pfesnost se nékdy oznaduji jako “svata trojice”
analytickych viastnosti metod a jejich vztah Ize vyjadrit tak, Ze presnost se rovna souctu
preciznosti a pravdivosti.

5. Analyticka citlivost

K &emu je potfeba znalost analytické citlivosti? Co tato dalSi zakladni analyticka viastnost
metody (anglicky ekvivalent Analytical senzitivity) vyjadiuje?
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Priklad ze Zivota: Kazdy zna béZné osobni vahy, na které si stoupame, abychom kontrolovali
(nebo mozna C&astéji kontrolovaly), zda nam nocni vyjidani ledni¢ky nepridava na hmotnosti,
tj. zda misto 70 kg nemame jiz 73 kg. Co se ale stane, kdyzZ na této vaze zkusime odvazit
100 grami kakaa, coZ nam predepisuje recept na pfipravu babovky. Nestane se nic,
respektive rucicka osobni vahy se prakticky nepohne, protoZze nema dostatecnou citlivost pro
vazeni grami. Musime pouZzit jinou vahu, napf. zavésnou kuchyriskou, ktera si s vazenim
gramu poradi.

Analytické vlastnosti metody

U analytickych metod je to zcela analogické. Urcita analyticka metoda dokaze stanovit (ma
dostate¢nou analytickou citlivost) pro koncentrace v fadu miligram/litr, zatimco jina se
nedostane pod gram/litr, coz je tisickrat vy$§i koncentrace. Extrémni vyznam ma znalost
analytické citlivosti napf. v oblasti stanoveni stopovych prvkd, kde jsou koncentrace v fadu
mikro az nanogram/litr.

Znalost analytické citlivosti metody je dulezita prfedevsim pro uréeni rozsahu kvantitativné
nebo alespori kvalitativné pfimo stanovitelnych koncentraci.

Pouzitelny rozsah koncentraci se v praxi ur€uje dvéma hlavnimi cestami:

1) Pomoci profilu preciznosti

Profil preciznosti vyjadfuje zavislost preciznosti metody na koncentraci (obr. . 3).
Preciznost metody totiZ neni stejna v celém pouZitelném rozsahu koncentraci. Nejlepsi
rozsahu, smérem k vysokym a pfedevsim nizkym koncentracim se preciznost snizuje
(zvySuje se variacni koeficient).

Pouzitelny rozsah koncentraci se z kfivky profilu preciznosti ur¢i jednoduse graficky tak, ze
se vybere a v grafu na ose preciznosti vyznaci pro dany ucel maximalné akceptovatelna
nepreciznost (napf. CV = 10%). Vodorovna pfimka vedena v této maximalné akceptovatelné
hodnoté protne kfivku profilu preciznosti ve dvou bodech, jejichz promitnuti na osu
koncentrace uréi minimalni a maximalni pfimo stanovitelnou koncentraci, tj. pouzitelny
rozsah koncentraci.

Nékdy se takto uréeny pouzitelny rozsah koncentraci oznacuje jako funkéni citlivost
méreni.

CV (%)

10% —4+——— M ———————— —r—
' '
X ./ koncentrace
pouzitelny rozsah koncentraci

Obr. €. 3 Profil preciznosti. [odkaz Racek a kol....]
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CV (%) = varia¢ni koeficient vyjadfujici analytickou preciznost (¢im vétsi je CV, tim horsi je
preciznost).

Analytické vlastnosti metody

2) Uréenim zakladnich parametrli spojovanych s analytickou citlivosti.

Slepy vzorek - obdoba placeba u Iék{l - probéhne kompletné cela analyza, ale misto vzorku
biologického materialu (napf. 100 ul séra) se pouzije stejny objem roztoku neobsahujiciho
stanovovanou latku (nap¥. 100 ul destilované vody).

Mez detekce je definovana jako naméfena priimérna hodnota koncentrace slepého vzorku
naméfenou hodnotu, kterou Ize spolehlivé odliSit od nahodného Sumu, Cili kvalitativné
konstatovat pfitomnost stanovované latky v analyzovaném vzorku.

Mez stanovitelnosti je definovana jako namérena pramérna hodnota koncentrace slepého
vzorku + 10 x smérodatna odchylka opakovaného stanoveni slepého vzorku. Vyjadfuje

Na obr. €. 4 je schématicky znazornéno, ze pfi koncentraci stanovované latky ve vzorku nizsi
nez mez detekce nemuze laboratof vydat zadny vysledek, pfi koncentraci mezi mezi detekce
a mezi stanovitelnosti jiz Ize vydat kvalitativni (napf. pozitivni - negativni) vysledek a teprve
kdyz je koncentrace vyS$§i nez mez stanovitelnosti, mize laboratof vydat kvantitativni
vysledek (napf. 100 mmol/l). Znalost téchto faktd je dlilezita k tomu aby se na laboratofi
nepozadovaly “zazraky”, tj. u metody s mezi detekce 100 pg/l pozadovat kvantitativni
vysledek pfi koncentraci 1 pg/l apod.

oblast linearity
smérodatnd odchylka

slepého vzorku

| koncentrace

slepy vzorek  mez detekce (dolni) mez (horni) mez
stanovitelnosti stanovitelnosti

Y ¥ *
Z4dny kvalitativni kvantitativni
vysledek vysledek vysledek

Obr. €. 4 Schéma zakladnich parametrl souvisejicich s analytickou citlivosti.
[odkaz Racek a kol....]

Oblast linearity vymezuje oblast koncentraci, ve které plati, Ze méfeny signal (napf. opticka
absorbance) je pfimo umérna koncentraci stanovované latky ve vzorku (tj. ze u optickych
metod plati Lambert-Beertv zékon).

Tato oblast je vyhodna (Easové i ekonomicky) pro rutinni praktické pouziti, protoZe pro
konstrukci linearni kalibracni kfivky, tj. zavislosti hodnoty méfeného signalu (napf.
absorbance)

na koncentraci stanovované latky ve vzorku (viz obr. €. 5), stadi naméfit signal jen jednoho
kalibratoru a linearné, tj. pfimkou ji spojit s signalem slepého vzorku.
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Obr. &. 6 Nelinearni kalibrace.

6. Analyticka specifi€énost

Pro v8echny Zadatele o provedeni laboratorniho vySetfeni biologického materialu je jisté
dulezité védét, zda napriklad vysledek oznaceny jako koncentrace koproporfyrinu lll v mogi
je skute€né jen koncentrace koproporfyrinu Ill a ne koncentrace smési kopro, uro a
protoporfyrinu v modi (zcela zasadni informace pro diferencialni diagnostiku porfyrii).

Pravé analyticka vlastnost metody nazyvana jako analyticka specifiCnost vyjadfuje schopnost
metody stanovovat specificky pouze tu latku, kterd ma byt stanovena, tj. zda a do jaké miry
je vysledek ovlivnén jinymi latkami pfitomnymi v analyzovaném vzorku.

Dulezity je souvisejici termin analyticka interference, coz je systematicka chyba zplisobena
analytickym interferentem, tj. jinou nez stanovovanou sloZkou v analyzovaném vzorku, ktera
zpusobuje zvySeni nebo snizeni méfeného signalu. Latky zplUsobuijici interferenci mohou byt
endogenni (bilirubin, hemoglobin, triacylglyceroly aj.) ale i exogenni (Iéky, vitaminy aj.).
Napriklad: Chylozita (zakal) vzorku obvykle zvySuje méreny signal - absorbanci pri
fotometrickych stanovenich.
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Do ur€ité miry souvisi pojem robustnost metody, tj. schopnost metody poskytovat pfijatelné
vysledky i pfi odchylkach ve sloZeni vzorku (napf. vy$si hemoglobin v hemolytickém vzorku
séra, aj.) nebo méficiho postupu (napf. prodlouzeni ¢asu temperace vzorku apod.).

Analytické vlastnosti metody

Casto se uréuje i vytéznost metody (anglicky ekvivalent recovery). Zanalyzuje se vzorek
bez pfidavku a vzapéti vzorek se znamym pfidavkem stanovované latky. Hodnoti se, jakou
¢ast znamého pfidavku metoda detekovala ve vysledku. Optimalni samoziejmé je, kdyz se
recovery blizi 100%.

Analyticka interference je néco jiného, nez kontaminace, coz je nechtény nebo necekany
pridavek stanovované latky do analyzovaného vzorku.

Napriklad pokud by se proved! odbér krve na stanoveni aluminia (Casto provadéné u
pacientt

z hemodialyzy) v béZnych gumovych rukavicich, kontaminoval by talek, kterymi jsou rukavice
popradeneé, vzorek a vysledek by byl aZz stokrat vy$Si, nez je skute¢na koncentrace Al v séru.

P¥i vyskytu protikladnych az nesmysinych vysledku je vzdy tfeba pamatovat mimo jiné i na
moznost analytické nespecifiCnosti a dfive nez se u pacienta pfistoupi k néjakym invazivnim
zasahlm, tuto moznost provéfit napf. opakovanim stanoveni jinou vhodnéjsi metodou, apod.

Samoziejmeé je mozné postavit analytickou metodu tak, Ze by byla 100% analyticky
specificka. Musely by se ale zafadit rizné separacni chromatografické kroky a vysledek by
sice byl zcela specificky, ale byl by k dispozici napf. za dva tydny a stal by napf. 10 000 K¢.
V praxi se proto podle uéelu pouZiti vZdy voli kompromis mezi specifi¢nosti, cenou a
rychlosti provedeni.

7. Nejistota

Slovo nejistota znamena obecné pochybnost, neurcitost, jinak fe€eno oznaduje omezenou
znalost hodnoty vysledku. Nejistota méfeni ale v Zadném pfipadé neznamena pochybnost
0 spravnosti méfeni.

Nejistota méfeni U (anglicky ekvivalent Uncertainty) je parametr (mGze jim byt napfiklad
smérodatna odchylka) pfidruzeny k vysledku méreni, ktery charakterizuje miru rozptyleni
hodnot, které by mohly byt dlivodné pfifazeny vysledku.

Nejistota urcuje interval hodnot, v némz se nachazi vysledek s uréitou pravdépodobnosti.
Napriklad koncentrace analytu vyjadrena jako x £ U, konkrétné napf. 275 + 25 umol/l
znamena, Ze vysledek mize byt v intervalu 250 - 300 umol/l.

Poznamka: Rozdilny termin pfedstavuje chyba méfeni, ktera je definovana jako odchylka
jednoho vysledku od skute¢né hodnoty.

Nejistota méfeni sestava z mnoha sloZek, napfiklad nejistota chyby preanalytické faze
(zpusob odbéru, skladovani a transportu), nejistota kalibratoru (odchylky mezi vyrobnimi
Sarzemi), mezilehla preciznost, aj. Nékteré slozky nejistoty maji zanedbatelny vliv, proto se
do vypoctu nejistoty nezahrnuji (napf. nejistota pipetovani automatickym analyzatorem), jiné
jsou velmi vyznamné (napf. mezilehla preciznost).

Nejistoty typu A se zjiStuji laboratornim experimentem (stanoveni preciznosti,
pravdivosti,...).

Nejistoty typu B se zjistuji z literarnich dat (certifikatd, technické dokumentace, tabulek).
Nejistoty slozek vyjadfené jako smérodatna odchylka nebo varia¢ni koeficient se oznacuji
jako standardni nejistoty (u).

Kombinovana standardni nejistota (u.) pak zahrnuje vSechny vyznamné standardni
nejistoty.

V klinickych laboratofich je kombinaci (odmocnina ze souctu ¢tvercll) mezilehlé preciznosti
(uréené z vysledku interni kontroly kvality), hodnoty a nejistoty vychyleni (bias) a nejistoty
kalibratoru.
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Pro vétSinu ucelll se pouziva rozsSifrena kombinovana standardni nejistota (U) , ktera se
vypocita vynasobenim kombinované standardni nejistoty faktorem roz$ifeni (nejcastéji se
voli hodnota faktoru = 2, pro 95% hladinu spolehlivosti).

Dulezité je uvédomit si, Zze nejistota neni stejna v celém pracovnim rozsahu méfenych
koncentraci. Smérem k nizkym hodnotam se nejistota zvySuje. Znamena to, ze je tieba
posoudit nejistotu na vice hladinach (v klinickych laboratofich obvykle 2 - 3) a urcit intervaly
nestejnych nejistot.

Pro prakticky vypoc€et nejistoty v souCasné dobé existuji dva pfistupy:

1. Jednodussi je postup dle doporuceni Australské spole¢nosti klinické biochemie,
podle néhoz se rozSifena kombinovana standardni nejistota U vypocita jednoduse
jako dvojnasobek variaéniho koeficientu vysledkud vnitfni kontroly kvality metody za
obdobi Sesti mésicu.

néhoz se standardni kombinovana nejistota u.vypocita jako odmocnina ze souctu
¢tvercl nejistoty mezilehlé preciznosti (ziska se z vysledkud vnitfni kontroly kvality za 6
mésicu), nejistoty kalibratoru (byva uvadén v pfibalovém letaku dodavatele) a
nejistoty systematické odchylky (urci se proméfenim certifikovaného referenéniho
materialu nebo z vysledk( mezilaboratorni kontroly kvality).
RozSifena standardni nejistota U je potom dvojnasobek standardni kombinované
nejistoty u..
Poznamka: Hodnoty rozsifené kombinované nejistoty U vypocitané obéma zpUsoby se pfilis
nelisi, €ili Ize pouzit oba.

8. Navaznost

Analyticka vlastnost oznacovana terminem navaznost (anglicky ekvivalent traceability) by
méla vést ke srovnatelnosti vysledk( v ase a misté a to nejen v CR, ale po celém svété.
Kdyz napfiklad laborator v Ceské republice stanovi pacientovi uréitou koncentraci iontii v krvi
a pacient vzapéti odleti do USA, kde mu rovnéz stanovi koncentraci iontt v krvi, tak pri
splnéni podminky navaznosti pouzitych metod by se vysledky ziskané v CR nemély
vyznamné odliSovat od vysledki v USA.

Navaznost se zajistuje fetézcem metrologické navaznosti, ktery je definovan prostfednictvim
hierarchie kalibracnich materialtl od pracovniho kalibratoru pouzivaného rutinné v laboratofi,
pres certifikovany referenéni material, az po primarni referenéni material (jednotku méreni
SI).

Je to do urcité miry analogie k platino-iridiovému prototypu metru uloZzenému ve Francii,
na ktery jsou navazana vsechna metricka méridla po celéem svété. Vytvoreni tohoto
mezinarodniho standardu odstranilo drivéj§i zmatky a potize zpusobené napriklad tim, Ze
PrazZsky loket byl jinak dlouhy nez PafiZsky loket apod.

Nékdy je problém v tom, Ze hierarchie kalibraCnich materiald ma pfili§ mnoho ¢lanku.
Napfiklad z mezinarodniho certifikovaného referenéniho materialu se odvozuje narodni
referencni material, z kterého si jednotlivé firmy nejprve odvodi svij tzv. Master Calibrator
(obvykle se jedna o smésné lidské sérum rozpipetované do lahvi¢ek a uchovavané po
mnoho let pfi - 80 ° C ). Teprve na ten se navaze hodnota komercniho rutinniho firemniho
kalibratoru. ProtozZe ale pfiprava kazdého ¢lanku vnasi urcitou nejistotu, mize byt nejistota
rutinniho kalibratoru enormné vysoka.
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9. DalSi

9.1. Porovnavani metod

Porovnani dvou metod je v praxi klinickych laboratofi pomérné ¢asta zalezitost. Jaké jsou
mozné indikace k provedeni této ¢innosti?

Priklad 1: Laborator, ktera stanovuje Troponin na analyzatoru A, z néjakych divodu
(ekonomickych, praktickych, organizacnich) zacne stanovovat Troponin na analyzatoru B.

Analytické vlastnosti metody

Priklad 2: Prakticky lékar posila biologicky material do laboratore C a pacient ma stabilné
vysledky kolem 100 mmol/l. Nékdo lékare presvédci aby posilal biologicky material do jiné
laboratofe D a pacient ma najednou hodnotu 200 mmol/l. LékaF akutné potfebuje
rozhodnout, zda je zdvojnasobeni vysledku zptsobené zménou (zhorSenim) zdravotniho
stavu pacienta nebo je to tim, Ze laborator D realizuje stanoveni jinou metodou nez laborator
C.

Porovnani se nejCastéji provadi tak, Ze se soubor vzork(l sou¢asné zanalyzuje starou
metodou A i novou (jinou) metodou B. Vysledek se vyhodnoti graficky metodami regresni
analyzy.

NejCastéji se pro linearni zavislost a pro situaci, kdy se neuvazuje, ktera ze dvou
proménnych je zavisla a ktera nezavisla, vyuziva regrese podle Passing-Babloka ( viz obr.
C. 7).
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Obr. €. 7 Porovnani metod podle Passing-Babloka.

Hodnoti se, zda je sklon (smérnice) proloZzené pfimky vyznamné odliSny od jednicky, ktera
odpovida uhlu 45° a dale, zda je intercept (hodnota ve které prolozena pfimka protina osu
y) vyznamné odliSny od nuly.

Pokud vyznamna odliSnost obou uvedenych udaju neni (viz napf. situaci znazornénou na
obr. €. 7), znamena to, Ze nejsou vyznamné odliSné vysledky vydavané metodou A od
vysledku vydavanych metodou B a Ize napsat, ze A ~ B.

Pokud se vyznamné li&i smérnice nebo intercept nebo oboji, musi se proloZzena pfimka
popsat obecnou rovnici pfimky ve tvaru: A=k x B + q, kde k = smérnice a q = intercept

Dulezity souvisejici termin je korelaéni koeficient (r), ktery charakterizuje tésnost
namérenych bodl k prolozené kfivce. Na obr. €. 8 je znazornéna situace, kdy korelaéni
koeficient ma hodnotu 1,0. To znamena, ze vSechny body regresni zavislosti lezi pfesné na
prolozené pfimce.
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r=1,00

YK

10

metoda A

Obr. €. 8 Regresni zavislost s korelacnim koeficientem = 1,0  [odkaz Racek a kol....]

Cim vice se hodnota korelaéniho koeficientu snizuje od jedni¢ky k nule, tim vice jsou body
rozptylené kolem prolozené regresni pfimky. Na obr. €. 9 je znazornéna situace, kdy
korela¢ni koeficient poklesl na hodnotu 0,93.

metoda B

r=0,93 ©
y=1,12x+ 2,25 O

5 10
metoda A

Obr. €. 9 Regresni zavislost s korelaénim koeficientem = 0,93 [odkaz Racek a kol....]

Pokud je hodnota korelaéniho koeficientu nizsi nez cca 0,6 - 0,7, hodnoti se to jako
nepfitomnost zavislosti, tj. nahodny shluk bod.

Bland Altmaniiv rozdilovy graf

Regrese podle Passing-Babloka se obvykle doplfuje Bland Altmanovym rozdilovym grafem
(viz obr. €. 10).
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Obr. €. 10 Bland Altmanav rozdilovy graf
Na osu y se vynasi rozdil mezi vysledky ziskanymi metodou A a vysledky ziskanymi
metodou B.
Na osu x se potom vynasi pramér vysledkl ziskanych metodou A a metodou B. Graf dale
obsahuje horizontalni pfimku znazornujici primérny rozdil (Mean) a dalSi dvé vodorovné
pFimky zachycujici urover +1,96SD a - 1,96SD (SD= smérodatna odchylka).
Graf Ize jednoduSe vyhodnotit. Pokud je nula na ose y uvnitf intervalu +1,96SD a - 1,96SD
Ize konstatovat, Ze mezi metodami A a B neni vyznamny rozdil.

9.2. Analytické vlastnosti a biologicka variabilita

Sta¢i nam znalost analytickych vlastnosti metody (preciznost, pravdivost,...) k tomu abychom
mohli prohlasit, Ze metoda je klinicky pouzitelna (pfinosna)? Bohuzel ne, k tomu je jesté
zapottebi znalost biologickych variabilit (pfirozeného kolisani) stanovovanych analytd. Udaje
o nich jsou dostupné v literatufe, napf. na webové strance Westgaard. com. Pro€ je nutné
zahrnout do hodnoceni klinické pouzitelnosti biologické variability? Je to z toho davodu, ze
variability rGznych analytd jsou velmi rozdilné. Napf. variability (kolisani) pH nebo iontl v
krvi jsou velmi malé, organizmus si tvrdé hlida jejich stabilitu. Pro stanoveni pH proto
potfebujeme velmi precizni a citlivou metodu schopnou zachytit kolisani pH v setinach. Na
druhé strané hladina glukdzy v krvi kolisa velmi vyrazné a proto staCi metoda s mensi
preciznosti a citlivosti.

Rozlisuji se:

Biologicka variabilita intraindividualni (bv))(rozptyl u jednoho ¢lovéka v ¢ase). Vyjadfuje
se jako varia¢ni koeficient VC..

Napfiklad hladina glukézy v krvi kolisa u kazdého ¢lovéka béhem dne v zavislosti na prijmu
potravy, tj. zda konzumuje zeleninu nebo navstivi cukrarnu.

Biologicka variabilita interindividualni (bv.)(rozptyl mezi jednotlivymi lidmi v populaci).
Vyjadfuje se jako variacni koeficient VC..

Napriklad v zavislosti na genetice a na Zivotnim stylu ma jeden ¢lovék hladinu cholesterolu
v krvi 2,5 mmol/l (aktivni sportovec se spravnou Zivotospravou), zatimco jiny ma hladinu
10,4 mmol/l (je prakticky bez pohybu a neustale se cpe vajiCky a tucnym masem).
Biologicka variabilita celkova (bv.) se vypocita jako odmocnina ze souctu ¢tvercu
variacnich koeficientl intra a interindividualni variability.

Pro to, aby byla dana metoda klinicky pouzitelna musi platit dva jednoduché axiomy:

1) Preciznost metody (vyjadfena jako variaéni koeficient analyticky VC. ) musi byt mensSi nez
polovina variaéniho koeficientu intraindividualni variability VC.. VC.<0,5VC
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2) Pravdivost metody (vyjadfena jako bias) musi byt mensi nez Ctvrtina celkové biologické
variability.
Bias < 0,25 bv.

Analytické vlastnosti metody

9.3. Kriticka diference

Kriticka diference (CD = critical diference) je nejmensi klinicky vyznamna zména mezi dvéma
po sobé jdoucimi vysledky u téhoz pacienta. Hodnoceni vyvoje po sobé jdoucich vysledk je
jedna z nejcastéjSich ¢innosti oSetfujicich Iékaru, dnes a denné sleduji vyvoj vysledku

u oSetfovaného pacienta. Pro tento termin se pouzivaji i dalSi synonyma, jako nejmenSi
vyznamna zmeéna (LSC= least significance change) nebo referen¢ni zména hodnoty
(RCV=reference change values).

Napriklad jeden den se u pacienta naméfila hodnota glukézy v krvi 7 mmol/l. Dal$i den se
meéreni zopakovalo a vysledek byl 8 mmol/l. Hodnotici lékal musi rozhodnout, zda zména
hladiny z 7 na 8 mmol/l je klinicky vyznamna a on musi terapeuticky zasahnout, nebo zda se
Jjedna jen o projev prirozené biologickée variability. Zkuseny lékar se Casto rozhoduje intuitivhé
na zakladé zkuSenosti.

Kritickou diferenci Ize ale exaktné vypocitat z analytické preciznosti metody (variacni
koeficient VC.), pravdivosti (bias) a intraindividualni biologické variability (variacni koeficient
VC).

Pro vySe uvedeny pfiklad vyjde CD = 17,5%. Vypoétem + 17,5% ze 7 mmol/l se urci, Zze
pokud bude dal$i vysledek v intervalu od 5,8 do 8,2 mmol/l nebude pfekrotena CD. Zména
vysledku uvedend v pfikladu, tj. ze 7 na 8 mmol/l proto neni vyznamna a neni nutné
terapeuticky zasahovat.

10. Vyvoj nazvu

Nazvy a terminy pouzivané v metrologii nejsou neménné, ale ¢as od ¢asu se méni.

Popsany a v sou¢asné dobé plosné rozSifeny a odbornou vefejnosti akceptovany popis
méfeni zaloZeny na pojmech preciznost a pravdivost neumozriuje charakterizovat celkovou
chybu méfeni jednim pojmem. Proto metrologové v poloviné devadesatych let zavedli pojem
nejistota. Ta v sobé vlastné zahrnuje preciznost i pravdivost tim, Ze uréuje interval, ve kterém
se duvodné muze vyskytovat vysledek méreni pfi pouziti dané analytické metody.

DalSi davod k vyvoji nazvl v metrologii vychazi z toho, ze plivodné byla metrologie
soustfedéna predevsim na oblast strojirenstvi (dodrzovani a mezinarodni synchronizace
rozméru rlznych vyrobkd, napf. Sroub( - s cilem aby spolu byly kompatibilni Srouby
vyrobené
v jedné zemi s maticemi vyrobenymi v jiné zemi.

S tim souvisi problém s pfekladem anglického terminu uréeného pro strojirenstvi do
Ceského terminu pro analytickou chemii.

Od roku 2009, kdy vySla nova verze mezinarodniho metrologického slovniku (TNI
010115:2009 Mezinarodni metrologicky slovnik - Zakladni a vSeobecné pojmy a pfidruzené
terminy (VIM) ) se v odborné verejnosti postupné realizuji nasledujici navrzené zmeény:
Termin pfesnost (anglicky ekvivalent precision) by mél byt nahrazen terminem preciznost .
Termin pravdivost (anglicky ekvivalent trueness) ztstava beze zmény.

Termin spravnost (anglicky ekvivalent accuracy) by mél byt nyni pfekladan jako presnost.

Kdyz se zlepSuji pravdivost (trueness) i preciznost (precision), zlepSuje se i pfesnost
(accuracy) a tim se zmensSuje nejistota méreni.
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Vztah preciznosti, pravdivosti a nejistoty méreni

Analytické vlastnosti metody

zlep$eni pravdivosti (trueness)

zlep3eni preciznosti (precision)

Metrologove stale hledaji, optimalizuji a diskutuji popis méfeni. Néktera navrzena uprava Ci
termin se v praxi ujme, néktery navrh se do trvalé praxe vibec nedostane. Cas ukaze, jak to
dopadne s poslednimi navrZzenymi zménami.

11. Zaveér

Problematika analytickych vlastnosti metody uzce souvisi s dalSimi tématy jako jsou:

- Principy kontroly kvality - viz napfiklad dulezité terminy regulaéni grafy, verifikace
metod, validace metod, interni kontrola kvality (IKK), mezilaboratorni kontrola kvality
(EHK), aj.

- Klinické vlastnosti metody - viz napfiklad kriticka diference, referenéni meze,
rozhodovaci limity, aj.

VSechna uvedena témata je tfeba chapat jako nedélitelny celek, ktery se promita do kazdého
laboratorniho vysledku vydavaného klinickou laboratofi.

Jak citovat tento kurz
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