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Prednaska zaznéla na seminari [.T.A. 2017
a doporuceni z ni plynouci neni oficialnim
doporucenim CSAC.



Proc provadime validaci / verifikaci ?

» 1SO 15189 - Medical laboratories - Requirements for quality and

competence
W\ ASKL

» European Pharmacopoeia (Lékopis)

e, SUKL

Statni ustav pro kontrolu léciv

» Validace/Verifikace je ¢innost, kterou si laboratof zajistuje
kvalitu dat v rutinnim provozu ... provadét méreni v dostatecné
kvalité je profesionalni povinnosti laboratore.



metody musi byt VALIDOVANE

,Pred zavedenim nové metody do rutinniho laboratorniho provozu je treba novy
postup provérit pomoci objektivnich dukazi (dat), validovat.”

,Validace musi byt dostatecné rozsahla a musi potvrdit, prostrednictvim
poskytnuti objektivniho dikazu (tzv. vykonnostnich charakteristik), ze specifické

pozadavky na zamyslené pouziti jsou u daného postupu laboratorniho vysetreni
splnény*.

http://www.sli-csaki.cz/stanoviska-sli-csaki/
CSN EN ISO 15189:2013



Validace a vykonnostni charakteristiky

,Pro validaci kvantitativnich a tzv. semikvantitativnich metod
doporuduje SLI CSAKI pouzivat validaéni kritéria dle doporu&eni CSKB“

http://www.cskb.cz/res/file/KBM-pdf/2011/2011-1/dop-validace.pdf

Vykonnostni charakteristiky analytického postupu v biochemickych laboratorich

OPAKOVATELNOST

MEZILEHLA PRECIZNOST

VYCHYLENTI (BIAS)

PRACOVNI ROZSAH

MEZ DETEKCE a MEZ STANOVITELNOSTI

OSTATNI (matricové interference,
srovnani s jinou metodou
srovnani pomoci vysledk( EHK
robustnost, vytéznost ...)

,CSAKI nedoporuéuje validovat home-made kvalitativni testy”



Mezinarodni doporuceni k validaci

Mezinarodni doporuceni pro validaci cytometrickych testu:

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/cyto.b.v84.5/issuetoc

20 normalnich a 20 abnormalnich vzorku

Analyticka specificita ~ specifita reagencii + ,,gating strategy”
Klinicka specificita ~ korelace vysledku s jinymi laboratornimi daty ci
klinickym stavem pacienta

Senzitivita (MRN, CD34+, PNH) ~ ,replicate assays with dim
fluorescence or a low population frequency”

ylmprecision” ~ reprodukovatelnost, opakovatelnost

Linearita (CD64)

Stabilita (vzorku/reagencii) ~ viabilita (Cas, teplota), fixativa, ...



\"4

Nase merici metody musime VERIFIKOVAT

,Ovéreni, zda je laborator schopna dosahnout pri zavadeéni jiz validovanych

metod deklarovanou vykonnost metody, tj. ze mérici postup nebo systém je
plné funkcéni v konkrétni laboratori “

» CE IVD kity je také nutné verifikovat

Vstupni verifikace pri zavadéni nové metody
pri zmeéné vyrobce diagnostické soupravy
pfi zméneé cytometru
pri zméné mista provadéeni
pokud rozsSifime nebo pozmeénime pouziti stavajici metody
o dalsi ucel (napriklad rozsirime méreni o dalsi druh
biologického materialu)

Reprodukovatelnost : 10 - 20 opakovéni u dvou vzork(
Opakovatelnost : 6 - 10 opakovani u jednoho vzorku

Prubézna verifikace

Reprodukovatelnost : 10 - 20 opakovani u dvou vzork(; 1x ro¢né
Opakovatelnost : 6 - 10 opakovani u jednoho vzorku; 1x za 3roky
(opak. pouze pro kvantitativni metody)



Kde hledat pomoc?

Ceska doporuéeni : http://www.sli-csaki.cz/metodicke-pokyny/

Mezinarodni doporuceni :
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/cyto.b.v84.5/issuetoc

Cytometry Part B: Clinical Cytometry

Special Issue: Validation of Cell-Based Fluorescence Assays:
Practice Guidelines from the International Council for
Standardization of Haematology and the International Clinical
Cytometry SOCIety part | — rationale and aims

B. WOOd, V. Litwin, M. Béné, part Il — preanalytical issues

part Il — analytical issues
part IV — postanalytic considerations
part V — assay performance criteria

http://cytometry.org/public/newsletters/elCCS-5-1/article4.php
http://icsh.org/guidelines/



Kvantitativni testy

v' méfime hustotu antigenu nebo absolutni pocet cilovych bb
» lymfocytdrni subpopulace

» B a T-lymfocytarni subpopulace

» CD34+ progenitory

» exprese CD64 na neutrofilech pfti infekcich a sepsich

Doporuceni:
» Vysledkem je abs hodnota stanovované populace (bb*10e9/L)
» Kvantifikovat pomoci cytometrickych kulicek nebo prepoctem podle hodnoty
WBC a AbsLymfo ziskané hem. analyzatorem
» Kalibraéni kfivka pro expresi CD64 (referencni kulicky)
» Hodnoty vydavat i jako normalni/vyssi/nizsi nez referencni mez
Jak dobre stanovit referencni (vékové) meze? Kde je najit?
,120 individuals (60 females, 60 males)”
» Pro verifikaci testovat ,intra-assay and inter-assay imprecision”

Preciznost - vysledky opakovanych méreni nesmi byt vyrazné rozdilné
Miru preciznosti vyjadruje SD a CV
Opakovatelnost a reprodukovatenost méreni

> Accuracy cannot be established for cell-based assays !!!




Semi-kvantitativni testy

v % zastoupeni hledané populace v gejtované oblasti
v’ stanoveni referenéniho rozmezi neni moiné

v rozhodovaci hodnota ,,cut off

» minimalni rezidualni nemoc
» PNH klony

Doporuceni:
» Nahrat dostatecny pocet eventll k dosazeni potrebné senzitivity
Napr. 25 eventi v populaci pri celkovém poctu nahranych eventi 250 000 = senzitivita 0,01%

» Dobre charakterizovat sledovanou populaci
Napi: CD45dimCD19+CD10++CD20-CD34++ pi MRD.

» Pro verifikaci testovat ,intra-assay and inter-assay imprecision”

Preciznost - vysledky opakovanych méreni nesmi byt vyrazné rozdilné
Miru preciznosti vyjadruje SD a CV
Opakovatelnost a reprodukovatenost méreni

> Accuracy cannot be established for cell-based assays !!!




Kvalitativni testy

v' multiparametricka analyza atypickych bunék na pozadi zdravych

bunék
» imunofenotypizace leukemii, lymfom, myelodysplazii, myeloma

Doporuceni:
> interpretace kvalifikovanym pracovnikem
» porovnani s morfologii

» vySetfované znaky a panely protildtek doporucené v European / Bethesda
guidelines

» vysledkem % zastoupeni atypické populace
» dim / bright pozitivita

zajistit ,,consistent and reproducible performance of the reagents”
tj. verifikovat reagencie na vhodném materialu

jak casto?

jak rozsahle?

na jakéem materialu?



Jak respektujeme ,,doporuceni” a jak v CLIPu
kontrolujeme kvalitu?

»

Interni kontrola kvality

» Validované a pravidelné
kontrolované pfristroje (CST,
Rainbow beads)

» Validace postup -
mezinarodni publikace

» Verifikace reagencii a postupl

» Monitoring prostredi

Externi kontroly kvality

» SEKK

» UK NEQAS

» Mezilaboratorni porovnani
EuroFlow

» Mezilaboratorni porovnani
iBFM




Protilatky

Primarni verifikace reagencii - kontrola probiha pri prvnim méreni vzorku danou reagencii.
Reagencie jsou monitorovany, véetné Sarze, doby expirace, data otevreni a data vypotrebovani.

DOba exPlrace Reagents should be used within the manufacturer’s expiration dates. Any manufacturer or LDT
validator should have stability data for a minimum of three lots of the assay reagents with inter-batch CVs
anticipated to be < 10%. If reagents are used outside of expiration dates, equivalent performance
must be documented. Reagent cocktails and other solutions prepared within the laboratory must be
evaluated for stability under the expected storage containers and temperatures.

Titrace - doporucena
Pravidelna kompenzace

Musime hlasit zménu akreditovaného postupu, pokud vyménime reagencie?

» pokud ménime princip metody nebo mdme kit v nazvu SOP : provedeme verifikaci,
pozastavime akreditaci a vysledky vydavame jako neakreditované. Posouzeni
akredita¢nim organem muze byt mimoradné (vyhotovime verifikaci a nahlasime
zmeénu) nebo v ramci dozorové navstévy.

» pokud neménime princip metody : pouze provedeme verifikaci, akreditac¢ni organ to
pak posoudi v ramci dozorové navstévy

Pokud vyménime klon x fluorochrom, cast panelu protilatek, kit
- nemeénime princip
- musime verifikovat



