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1. EESMARK

Juhendi eesmark on analiiiitide analutitilise valideerimisega seotud toimingute sitestamine
meditsiinilaborites, et valideerimise kavandamine, ldbiviimine, tulemuste analiilisimine ning
hindamine toimuksid nduetekohaselt ja sarnastest pohimotetest ldhtudes.

Kédesolev juhend annab meditsiinilaborile juhiseid CE-IVD ja IVDR margiseta ning labori poolt CE-
IVD ja IVDR margisega toodete kasutamisel viljaspool tootja lubatud piire valideerimise
protseduuriks, selleks et tdita standardi EVS-EN ISO 15189:2022 vastavat nouet.

2. MOISTED

Analiiiit on laborianaliiiisiks voetud eeldatav olev aine (komponent), mille sisaldust maaratakse.

Analiiiitiline spetsiifilisus on analiiiitilise meetodi voime madrata sihtanaltitidi kontsentratsioon
potentsilaalsete segavate ainete voi tegurite juuresolekul proovimaatriksis.

Analiiiitiline tundlikkus on analiiiitilise meetodi voime detekteerida analiitidi kontsentratsiooni
vaikseid erinevusi.

CE (Conformité Européenne) tdhis on vastavusmargis. Tootele vdi selle pakendile lisatav visuaalne
kinnitus, et vastavushindamine Euroopa Liidus kehtivatele 6igusaktidele on tehtud ja toode vastab
nouetele. CE-margis on sertifitseerimistahis, mis kinnitab, et toodet on hinnatud ning see vastab
Euroopa Majanduspiirkonna (EMP) keskkonnakaitse-, tervise- ja ohutusnouetele. Ei ole kvaliteedi
ega paritolumark.18

IVD tdhis on vastavusmargis. Tootele vdi selle pakendile lisatav visuaalne kinnitus, et
vastavushindamine on tehtud ja toode vastab direktiivile The In vitro Diagnostics Directive. IVD-
margistus nditab, et tootja on meetodi valideerinud.
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IVDR tdhis on vastavusmargis (asendas IVD 2022 aastal). Tootele vdi selle pakendile lisatav
visuaalne kinnitus, et vastavushindamine on tehtud ja toode vastab maarusele The In vitro
Diagnostics Regulation. IVDR margistus nditab, et tootja on meetodi valideerinud.

Kontrollmaterjal (edaspidi: KM) on materjal, mis sisaldab tihte voi mitut analuiti, millele
kontrollmaterjali tootja voi valine kontrollikeskus on avaldanud analtiiidi sihtvaartuse ja
kontrollvahemiku. Kontrollmaterjali voib valmistada ise, lisades proovimaterjalile vajalikku analiiiiti
vOi analiiiite.

Kontrolltiivi (edaspidi: KT) on biokeemiliste, nukleiinhappelise jarjestusega v6i muul viisil
iseloomustatud mikroorganismi (viirus, seen, bakter) tiivi.

Kordustdpsus (precision) on séltumatute modtmistulemuste lahedus iiksteisele antud tingimustel.
Moddetakse juhuslikku viga (random error, RE), koondab korduvuse ja vahelmise kordustapsuse
andmed.*

Korduvus (repeatability) on kordustdpsus korduvuse tingimusel (aeg), s.t. seeriasiseselt.*

LOB (Limit of blank) - madalaim avastamispiir on suurim proovi kontsentratsioon, mis on
eristatav teatud usaldusnivooga (alfa=0,05) tithiproovist. Madalaim avastamispiir on vaartus, mille
juures on kinnitanud vaga suure tGendosusega, et analiiliti proovis ei leidu.

LOD (Limit of detection) - avastamispiir on proovis analiilidi kontsentratsioon, millest alates
analiiiisi metoodika suudab analiiiidi proovimaterjalis detekteerida

LOQ (Limit of quantitation) - kvantiteerimispiir on proovis analiilidi kontsentratsioon, millest
alates annab meetod kvaliteedinduetele vastava tapsusega mdotetulemuse.

Lineaarsus- meetodi vdime viljastada analiilidi tulemusi, mis on proportsionaalselt seotud
analtitidi kontsentratsiooniga.

Maatriks- proovimaterjali komponendid valja arvatud analiiiit.

Meditsiinilabor on labor inimkehast parinevate materjalide uuringuteks, mille eesmark on saada
informatsiooni haiguste diagnoosimiseks, ennetamiseks voi raviks.

Patsiendimaterjal (edaspidi: PM) on labori uuringuteks patsiendilt voetud proovimaterjal.

Referentsmaterjal (reference material, RM) on kindlaksmadratud kontsentratsiooniga ning
sertifikaadiga varustatud materjal. Referentsmaterjal on seotud kindla jalgitavuse ahelaga, mille igal
etapil on olemas nduded laiendmddtemairamatuse osas. Uldjuhul kasutatakse referentsmaterjale
sisestandardite vdi sisekontrollide tootmisel ja meetodi valideerimiseks.

Seeria- ajavahemik, kus analiitidi kordustdpsus ja tdesus ei ole modjutatud ning on suhteliselt
stabiilsed (ilma muutuseta mootmised, ei teostata uut kalibratsiooni, ei vaheta reagente jne).
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Valideerimine on objektiivsete tdendite abil kinnituse andmine, et nduded kindlal ettendahtud
otstarbel kasutamiseks voi rakendamiseks on taidetud.? Analiiiitiline valideerimine tuleb teostada
metoodikatele, millel pole CE-IVD voi IVDR margist voi kus vastavate margistega metoodikad on
labori poolt muudetud.

Verifitseerimine (nduetekohasuse tdendamine) on objektiivse tdenduse esitamine, et maaratletud
nouded on tdidetud.? See on kinnituse saamine selle kohta, et kdnealust meetodit asjaomastes
tingimustes rakendades on voimalik piisivalt saavutada soovitud tulemusi. Kasutatakse CE IVD ja
IVDR mairgisega toodete puhul. Uldjuhul viiakse verifitseerimine libi enne meetodi tavakasutusse
votmist ja verifitseerimise kdigus saadud patsienditulemusi ei vidljastata.

Toesus (trueness) on suure hulga moodtmistulemuste keskmise vaartuse ldhedus tegelikule
vaartusele. Moodetakse siistemaatilist viga (systematic error, SE).4

Vahelmine Kordustapsus (intermediate precision) on kordustdpsus erinevatel tingimustel (aeg,
kalibratsioon, operaator, anallisaator), s.t. seeriate vahel.*

Tapsus (accuracy) on modtmistulemuse ldhedus tdesele vaartusele, koondab tdesuse ja
kordustdpsuse andmed.

Toesus, kordustdpsus ja tapsus on kvalitatiivsed moisted. Toesuse kvanttatiivseks valjendamiseks
on erinevus voi nihe (bias). Kordustipsuse kvantitatiivseks valjendamiseks on hajuvus
(imprecision) ehk varieeruvus/variatsioon (variation), arvutatakse seeriasisese ja seeriate
vahelise hajuvuse andmetel ja viljendatakse variatsioonikoefitsiendina ( coefficient of variation, CV).
Tapsuse kvantitatiivseks valjendamiseks on vaja nii nihke kui hajuvuse andmeid, sest tapsusele
avaldavad moju juhuslikud ja siistemaatilised vead koos - sellega mdddetakse koguviga (total error,
TE).4

3. TEGEVUSKIRJELDUS
Kui meetodil puudub IVDR tdhis v6i on tegemist laboris vidlja téotatud meetodiga (laboratory
developed test ehk LDT), siis teostatakse analiiiitiline valideerimine ehk siis tdesusele-ja
kordustdpsusele lisaks maadratakse ka lineaarsus2224, analiilitiline tundlikkus ja analiititiline
spetsiifilisus2s .

Kui meetodil on IVDR tahis, kuid labor muudab meetodit voi ei jargi tootjajuhendit, siis labor peab
IVDR-tdhisega meetodit samuti valideerima, lahtudes aga seejuures modifikatsiooni ulatusest. Kui
modifikatsioon on vdike, siis on moistlik ja otstarbekas kasutada minimaalseid maaratlusi.

Meditsiinilabor koostab ldhtudes uuringutulemuste kavatsetud kasutamisviisist asjakohase
valideerimisplaani ja kehtestab valideerimise eesmargid.

Kordusm&étmiste ning hindamispidevade arv valideerimisel mairatakse ELMU téérithma
kvaliteedimaaratlustest (minimaalne, soovituslik, optimaalne) ldhtudes. Kui see on vdimalik ja
otstarbekas, tuleb hierarhias optimaalset ja soovituslikku taset eelistada minimaalsele tasemele.
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Minimaalse taseme kasutamine tuleb pohjendada. Kui modne analiitidi puhul ei ole vdimalik
kasutada ELMU téériihma kvaliteedimaaratlusi (vdi kvaliteedimairatlus puudub), koostab labor
valideerimise plaani, pohjendades vajalike proovimaterjalide arvu.

Mitmeparameetriliste uuringute puhul (NAT, multiplex testid, allergia, autoimmuunsus jne) peaks
valideerimine hoélmama kliiniliselt olulisi ja/v0i populatsioonis enam levinud parameetreid.

Analiititide valideerimiseks sobilikud materjalid on referentsmaterjalid (RM), kommertsparitolu
kontrollmaterjalid (KM), kontrolltiived (KT) ja patsiendi proovimaterjalid (PM).

Kdesolevas juhendis kasitletakse kvantitatiivsete ja kvalitatiivsete analiiiitide valideerimist eraldi.

Valideerimise plaani kordustapsuse ja toesuse kvaliteedi maaratluste tabelid on toodud dokumendi
16pus ,Lisa 1°.

Statistilise tulemuse hinnanguks on voimalik kasutada erinevaid tarkvaraprogramme:

e AKallneri Exceli poOhist tabelarvutustarkvara (https://www.acb.org.uk/our-

resources/science-knowledge-hub/measurement-verification.html)
¢ Finbiosoft tarkvara ValidationManager https://finbiosoft.com/validation-manager/.

Valideerimisel tuleb kasutada eesmdrke, mis pohinevad kas bioloogilisel varieeruvusel
(https://biologicalvariation.eu/), ravijuhistel v&i on erialasiseselt kokku lepitud.

3.1 KLIINILISE KEEMIA JA HEMATOLOOGIA UURINGUD

KVANTITATIIVSED UURINGUD

KORDUSTAPSUS

Kordustdpsuse hindamise skeem soltub sellest, mitmel analilisaatoril voi kohas seda analiititi
madaratakse.

Uhe analiisaatori puhul:

Optimaalse maaratluse jargi teostatakse 2 kordusmddtmist 2 seerias 2 tasemel 20 paeva jooksul ehk
lihtekokku 160 tulemust.3 On vdimalik teha pdevas 1 seeria, siis tuleb korduste arvu pdevas
suurendada (3-4 kordust). Soovitusliku maaratluse jargi teostatakse 3 kordusmddtmist tihes seerias
20 paeva jooksul kahel erineval tasemel, kokku 120 tulemust. Minimaalse maaratluse jargi
teostatakse kahel erineval tasemel 2 kordusmdotmist 10 paeva jooksul kahes seerias, kokku 80
tulemust. Aktsepteeritav on teha ka lihes seerias 3 kordusmootmist 10 pdeva jooksul, kokku 60
tulemust.

Mitme analiisaatori v6i koha puhul:
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Uhel analiisaatoril tuleb rakendada iihe analiisaatori puhul soovitatud valideerimise plaani (20x2x2)
ja teistel anallisaatoritel voib rakendada verifitseerimise plaani (5x5), kokku 210 tulemust (2
analtisaatori puhul), (Vt Lisa 1, tabel 1).

Tulemuste esitamise viis

Statistiliste ebatdpsuste vahendamiseks on soovitav kasutada iithe komakoha vorra tdpsemat
tulemust kui patsienditulemuste valjastamisel.3

Valideerimisel saadud tulemused dokumenteeritakse protokollis. Soovitatav oleks hinnata enne
variatsioonikordaja arvutamist kordustulemuste hajuvust, et elimineerida arvutusest statistilised
erandid.

Kordustapsuse hindamisel tuleb kasutada eesmarke, mis pohinevad kas bioloogilisel varieeruvusel
(https://biologicalvariation.eu/,), ravijuhistel voi on erialasiseselt kokku lepitud.

Eesmarkvaartused lahtudes bioloogilisest variatsioonist

Labori Bioloogiline Soovituslik Optimaalne Minimaalne
andmed varieeruvus

CVlw CV; 0,5 CV; 0,25 CV; 0,75 CV;
CV2w CV; 0,5 CV; 0,25 CV; 0,75 CV;

CVi- individuaalne bioloogiline varieeruvus (within-subject biological variation)
CVw. -laborisisene varieeruvus (within-laboratory voi total precision)

TOESUS

TOesuse vOi meetodite erinevuse hindamisel voib kasutada sertifitseeritud materjale,
kontrollmaterjale ja/voi patsiendi proovimaterjale20, Kvaliteedi maadratlused tdesuse plaani
koostamiseks on toodud lisades (Vt Lisa 1, tabel 2)

Toesuse hinnang kontrollmaterjalidega

Kui kordustdpsust on hinnatud teadaoleva kontsentratsiooniga kontrollmaterjalidega, siis on vajalikud
andmed toesuse hindamiseks olemas. Labori keskmise véértuse ja kontrollmaterjali sihtvairtuse vaheline
erinevus ei tohiks iiletada 2 standardhélvet (<2SD).

Toesuse hinnang patsiendi proovimaterjalidega
Uue meetodi tdesust hinnatakse mdotetulemuste vordlemisel varem kasutatud laborimeetodiga voi
teise meetodiga (laborite vordluskatsed, valine kvaliteedikontroll).

Vordluses kasutatud analiitidi mdotetulemused peavad olema madramispiirkonna sees ning
korraparaselt hajutatud.

Kui meetodite vahel esineb statistiline erinevus, tuleb hinnata, kas leitud erinevus on kliiniliselt
oluline.
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Erinevuse hindamisel voib kasutada eesmairke, mis podhinevad bioloogilisel varieeruvusel,
ravijuhistel voi on erialasiseselt kokku lepitud.

Eesmarkvaartused lahtudes bioloogilisest variatsioonist

Labori | Bioloogiline Soovituslik Optimaalne Minimaalne
andmed | varieeruvus

Bias, % CVe Ba<0,250(CVi2+CV¢2)1/2 | Ba<0,125 (CV2+CV2)/2 | Ba<0,375 (CVi2+CV¢2)1/2

CVe- grupisisene bioloogiline varieeruvus (within-group biological variation)
CVi-individuaalne bioloogiline varieeruvus (within-subject biological variation)
Bias, % - meetodite vaheline keskmine erinevus, %.

LINEAARSUS
Lineaarsuse?22 hindamiseks tuleb analiilisida 9 proovimaterjali.

Tuleb valida korge kontsentratsiooniga proovimaterjal (suhteline kontsentratsioon, relative
concentration, RC=1) ja proovimaterjal , kus analiiiidi sisaldust ei ole (tiithiproov, Blank, RC=0).

Allpool tabelis on to6skeem, kuidas valmistada veel 7 lahjendatud proovimaterjali.

1 Blank, RC=0 + Korge, RC=1 = RC=0,5
maht=1/2 maht=1/2

2 Korge, RC=1 + RC=0,5 = RC=0,75
maht=1/2 maht=1/2

3 Blank, RC=0 + RC=0,5 = RC=0,25
maht=1/2 maht=1/2

4 Korge, RC=1 + RC=0,75 = RC=0,875
maht=1/2 maht=1/2

5 Korge, RC=1 + RC=0,25 = RC=0,625
maht=1/2 maht=1/2

6 Blank, RC=0 + RC=0,75 = RC=0,375
maht=1/2 maht=1/2

7 Blank, RC=0 + RC=0,25 = RC=0,125
maht=1/2 maht=1/2

Andmete analiitisil ja to6tlusel lahtuda dokumendis CLSI EP06 ED2:2020 toodust.

ANALUUTILINE SPETSIIFILISUS
Analiititilise spetsiifilisuse hindamiseks on vaja teostada interferentsi ja saagise katsed.

INTERFERENTS
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Tuleb hinnata viahemalt 3 segava faktori suhtes: hemoliitis, lipeemia ja hiiperbilirubineemia. Allpool
on toodud naide, kuidas lisatakse uuritavale proovimaterjalile interferentsiga materjal ning
hinnatakse interferentsi moju.

The Interference Experimert

Prepare Add Add
pairs of test terfer er water
samples

o
ITIT H. O
Mieasure A in
AAMAN AAAN
both samples W W
Calculate 7% T
difference 7A-7A = 0 bias

Interferentsi moju hindamiseks tuleb valida proovimaterjale kliiniliselt olulisel analiitidi vaartusel
(nt. referentspiirid voi otsustuspiirid). Interferentsi hinnang tuleb teha vahemalt kahel tasemel 5
kordusmdédtmist interferentsiga ja interferentsita proovimaterjalidel, kokku 20 tulemust. Kui
interferentsi moju on suurem kui lubatud (nditeks suurem kui lubatud koguviga), siis tuleb
interferentsi moju tdpsustada ning teostada interferentsiga proovi lahjendused (vdhemalt 3
lahjendust: 0,25, 0,5 ja 0,75, vaata tooskeemi lineaarsuse hinnangul).

SAAGIS
Maatriksi moju tuleks hinnata vahemalt 3 proovimaterjaliga lisades teise maatriksiga
proovimaterjale ning arvutada analiitidi saagis %. Allpool on toodud skeem ja saagise arvutuse
valem.

The Recovery Experiment

Prepare pairs Add Add
of test samples | Analyte water

Calculate "
A added AMA H.O

L Y LY
Neasure A in \ng) W
both samples

10A TA

Calculate 2o 10A-T7A
——-—— —— 100 = 100%

ANALUUTILINE TUNDLIKKUS
Analiititilise tundlikuse hindamiseks on vaja teostada LOB, LOD ja LOQ katsed. Allpool on toodud
skeem ja arvutuse valemid.
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Detection Limit Experiment

Prepare “blank™ Add low amount
and “spiked of analyte
samples

WIake replicate
measurements
and calculate

means and SDs

LLD = meanyy + L5,
Calculate EDL = LLD +Zsg,;,

detection limit FS = mean 5, (@ s4,~20%

LLD- lower limit of detection (LOB)
BLD-biologic limit of detection (LOD)

FS- functional sensitivity (LOQ)

Madalaim avastamispiir

Teostada 20 kordusmootmist tithiprooviga ja arvutada LOB.

Avastamispiir

Teostada 20 kordusmootmist madala analtitidi sisaldusega proovimaterjalist ja arvutada LOD.
Kvantiteerimispiir

Teostada 20 kordusmootmist 4 erineva madala analtitidi sisaldusega proovimaterjaliga.

Arvutada mé6tmiste keskvaartused ja SD ning CV%. Kvaniteerimispiir on analiilidi kontsentratsioon,
mille juures on varieeruvus 20%.

KVALITATIIVSED UURINGUD

KORDUSTAPSUS
Kordustdpsuse hinnang tuleb teha kahel (véimaluse korral kolmel) tasemel ehk negatiivse ja
positiivsega materjaliga (voimaluse korral otsustuspiiri cut-off lahedal, piiripealne materjal).

Optimaalse maaratluse jargi teostatakse kahel (kolmel) tasemel 2 kordusmoo6tmist 20 paeva jooksul
tthes seerias ehk kokku 80 (120) tulemust3 Soovitusliku maaratluse jargi teostatakse 2
kordusmd&dtmist 10 pdeva jooksul iihes seerias kahel (kolmel) tasemel, kokku 40 (60) tulemust.
Minimaalse maaratluse jargi teostatakse modtmised 5 pdeva jooksul (pdaevas 1 mddtmine lhes
seerias) kahel (kolmel) tasemel, kokku 10 (15) tulemust.

Saadud andmete pohjal arvutatakse tulemuste kokkulangevus.
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TOESUS
Toesuse hinnang kontrollmaterjalidega

Kui kordustapsust on hinnatud kontrollmaterjalidega, siis on vajalikud andmed tdesuse hindamiseks
olemas. Laboris saadud tulemusi vorreldakse kontrollmaterjali tootja infomaterjali andmetega.
Hinnang dokumenteeritakse.

Toesuse hinnang patsiendi proovimaterjalidega

Uue meetodi toesust hinnatakse tulemuste vordlemisel varem kasutatud laborimeetodiga voi teise
meetodiga (laborite vordluskatsed, viline kvaliteedikontroll). Analiitiside vaartused peavad olema
korraparaselt hajutatud (negatiivsed, piiripealsed ja positiivsed).

Vordluste tulemused

Meetod Y (uus)
Positiivsed Negatiivsed Kokku Kokkulangevus, %
Positiivsed a b a+b 100 xa/ (a+c)
Meetod X | Negatiivsed c d c+d 100 xd/ (b +d)
(eelmine) Kokku a+c b +d N 100 x (a +d) /N

Saadud kokkulangevust tuleb hinnata.
Kvaliteedi maaratlused tdesuse plaani koostamiseks on toodud lisas (Lisa 1, tabel 2).

3.2 ANTIGEENI JA ANTIKEHA UURINGUD

KVANTITATIIVNE MEETOD

KORDUSTAPSUS

Optimaalse maaratluse jargi teostatakse lihel analiisaatoril 2 kordusmdotmist 20 pdeva jooksul 2
seerias kahel tasemel ehk lihtekokku 160 tulemust.?2 On véimalik teha pdevas 1 seeria, siis tuleb
korduste arvu pdevas suurendada, vihemalt 4 kordusmootmist. Soovitusliku maaratluse jargi
teostatakse 3 kordusmddtmist lihes seerias 20 pdeva jooksul kahel tasemel, kokku 120 tulemust.
Minimaalse maaratluse jargi teostatakse 2 kordusmodtmist 10 pdeva jooksul kahel tasemel iihes voi
kahes seerias, kokku 40 (80) tulemust. Mitme analiisaatori korral maarata kordustdpsus vastavalt
Lisas 1, tabelis 1 toodule.

TOESUS

Toesuse hindamiseks kasutatakse referentsmaterjale, kontrollmaterjale vdi patsiendi materjale. Kui
kordustdpsust on hinnatud referentsmaterjalidega/kontrollmaterjalidega, siis on vajalikud andmed
toesuse hindamiseks olemas.

Labori keskmise vaartuse ja kontrollmaterjali sihtvaartuse vaheline erinevus ei tohiks tiletada 2
standardhalvet (<2SD).
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Kvaliteedi maaratlused tdesuse plaani koostamiseks on toodud lisas (Lisa 1, tabel 2).

Erandjuhtudel, kui ei ole vdimalik saada piisaval arvul vordlusproovimaterjali, siis otsustab
proovimaterjalide arvu erialaspetsialist.

ANALUUTILINE TUNDLIKKUS
Kvantitatiivsel meetodil tuleb minimaalselt madrata alumine kvantiteerimispiir (lower limit of
quantification, LLOQ) ja lUlemine kvantiteerimispiir (upper limit of quantification, ULOQ). LLOQ ja
ULOQ saab méaarata kontsentratsioonide pohjal kui intervalli l6pp-punkte, mille puhul CV% on teatud
tasemest madalamal.
1. Maara 10-20 viga madala analiiiidi kontsentratsiooniga proovi ja 10-20 vaga korge analiitidi
kontsentratsiooniga proovi kahes paralleelis.
2. Arvuta keskmine kontsentratsioon ja proovide CV%.
Koosta hajuvusdiagramm
4. LLOQ saab leida maarates kindlaks kontsentratsioonide madalaima keskmise taseme, millest
korgemal on enamike proovide CV% <20%
5. ULOQ saab leida maarates kindlaks kontsentratsioonide korgeima keskmise taseme, millest
madalamal on enamike proovide CV% < 20%
ANALUUTILINE SPETSIIFILISUS
Analuiitilise spetsiifilisuse hindamiseks on vaja teostada interfernsti ja saagise katsed (vaata 3.1).

w

PROOVIMATERJALI STABIILSUS

Kui ei ole teada sailitustingimusi, siis teha kindlaks, kas proovide erinevad sailitustingimused
pohjustavad siistemaatilist viga analiilidi maaramisel. Jaga analiilit 3 erineval tasemel (madal,
keskmine, korge) vordsetesse alikvootidesse. Hoia alikvoodid vajalike temperatuuride juures (nt
toatemperatuur, +2-8 °C, -20 °C, -70°C). Seejarel kiilmuta toatemperatuuril ja +2-8 °C juures hoitud
proovid ettendhtud ajavahemike jargi (nt 1 h, 2 h, 4 h .... jne). Sulata kéik proovid ja maara analiiiit
koikides proovides themomentselt 2 paralleelis.

Arvuta proovide keskmine, SD ja CV uuritavatele proovidel algkontsentratsiooni suhtes.

KVALITATIIVNE MEETOD

KORDUSTAPSUS

Optimaalse maaratluse jargi teostatakse 2 kordusmd6tmist 20 pdeva jooksul 1 seerias kahel tasemel
ehk tihtekokku 80 tulemust.3 Soovitusliku maaratluse jargi teostatakse 2 kordusmootmist 10 paeva
jooksul kahel tasemel iihes seerias, kokku 40 tulemust. Minimaalse maaratluse jargi teostatakse 2
kordusmodtmist 5 padeva jooksul kahel tasemel, kokku 20 tulemust. (Lisa 1, tabel 1).

TOESUS
Toesuse hindamiseks kasutatakse referentsmaterjale, kontrollmaterjale v6i patsiendi materjale. Kui
kordustdpsust on hinnatud kontrollmaterjalidega, siis on vajalikud andmed tdesuse hindamiseks
olemas.

ELMU kvaliteeditéériithma juhend analiiiitide valideerimiseks_v01 Page 10 of 16



EESTI LABORIMEDITSIINI UHING

ESTONIAN SOCIETY FOR LABORATORY MEDICINE

Kvaliteedi maaratlused tdesuse plaani koostamiseks valideerimisel on toodud lisas (Lisa 1, tabel 2).

ANALUUTILINE TUNDLIKKUS
Kvalitatiivsel meetodil tuleb minimaalselt maarata alumine kvantiteerimispiir kasutades
tithiproovide madaramist:

1. Analiisi 16 tithiproovi (negatiivne maatriks voi proovi lahjendaja)

2. Arvuta tulemuste keskmine ja SD

3. Maara kontsentratsioon pohinedes +10 SD tiithiproovi keskmisest

PROOVIMATERJALI STABIILSUS

Kui ei ole teada sailitustingimusi, siis teha kindlaks, kas proovide erinevad sailitustingimused
pohjustavad siistemaatilist viga analiilidi maaramisel. Jaga analiiiit 2 erineval tasemel (nork
positiivne, positiivne) vordsetesse alikvootidesse. Hoia alikvoodid vajalike temperatuuride juures
(nt toatemperatuur, +2-8 °C, -20 °C, -70°C). Seejdrel kiilmuta toatemperatuuril ja +2-8 °C juures
hoitud proovid ettendhtud ajavahemike jargi (nt 1 h, 2 h, 4 h .... jne). Sulata koik proovid ja maara
analiitit koikides proovides ithemomentselt 2 paralleelis.

3.3 NAKKUSTEKITAJATE UURINGUD NUKLEIINHAPETE AMPLIFITSEERIMISE TEHNIKAGA
(NAT)

Kordustdpsuse teostamiseks voib kasutada nii referentsmaterjale (RM), kontrolltive (KT),
kontrollmaterjale (KM) kui ka patsiendi materjale (PM). Tdéesuse hindamiseks kasutatakse
kontrolltiive (KT) ja/v6i kontrollimaterjali (KM) ja/voi referentsmaterjali (RM). Koiki neid materjale
nimetatakse valideerimismaterjalideks. Kui puudub eelnev, siis kasutatakse teise testsiisteemiga
teada oleva tulemusega voi kliiniliselt kinnitatud diagnoosiga patsientide proovimaterjale (PM).
Valideerida tuleks koik erinevat tiilipi proovimaterjalid, detekteeritavad patogeenide liigid,
genotlibid.” Valideerimise protsess peab holmama kogu tddévoogu alates proovimaterjali
kogumisest kuni vastuste télgendamiseni.

KVANTITATIIVSED UURINGUD

TOESUS

Sobilikud valideerimismaterjalid: RM, KT, KM. Optimaalse madaratluse jargi kasutatakse 15
positiivset, 15 piiripealset ja 9 negatiivset valideerimismaterjali, kokku 39 tulemust. Soovitusliku
madratluse jargi kasutatakse 10 positiivset, 10 piiripealset ja 6 negatiivset valideerimismaterjali,
kokku 26 tulemust. Minimaalse maaratluse jargi kasutatakse 5 positiivset, 5 piiripealset ja 3
negatiivset valideerimismaterjali, kokku 13 tulemust.

Kvantitatiivse NAT analiiiisi puhul vorreldakse omavahel logaritmilisi tulemusi, lubatud varieeruvus
peaks jadma 0.5 log piiresse.

KORDUSTAPSUS
Sobilikud valideerimismaterjalid: RM, KT, KM, PM.
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Kordustdpsuse hinnang tuleb teha erinevate tasemetega: korge kontsentratsiooniga positiivne
materjal (positiivne), lavivaartust pisut Tlletava Kkontsentratsiooniga ja/v6i madala
kontsentratsiooniga allpool lavivaartust materjal (piiripealne) ning negatiivse kontrollmaterjaliga.

Optimaalse maaratluse jargi kasutatakse 8 positiivset, 8 piiripealset ja 3 negatiivset
valideerimismaterjali, mida analiiiisitakse seeria siseselt kahes korduses 3 paeva jooksul, kokku 114
tulemust (Lisa 1, tabel 1).

Soovitusliku madratluse jargi kasutatakse 5 positiivset, 5 piiripealset ja 2 negatiivset
valideerimismaterjali, mida analiiiisitakse seeria siseselt kahes korduses 3 pdeva jooksul, kokku 72
tulemust (Lisa 1, tabel 1).

Minimaalse maaratluse jargi kasutatakse 3 positiivset, 3 piiripealset ja 1 negatiivset
valideerimismaterjali, mida analiiiisitakse seeria siseselt kahes korduses 3 paeva jooksul, kokku 42
tulemust (Lisa 1, tabel 1).

LINEAARSUS
Kvantitatiivse uuringu korral 2 positiivse referentsmaterjali lahjendusrida 2 paralleelis 2 pdeva (10 korda
lahjendusrida vihemalt 4 lahjendusastmega).

INTERFERENTS

Interferentsi moéju hindamiseks tuleb valida norgalt positiivsed proovimaterjalid. Segavad faktorid
peavad olema korgeimas véimalikus kontsentratsioonis, mis voiks leiduda paris proovimaterjalis.
Algset ja segajaga proovimaterjali tuleb testida sama analtitisi kdigus.

Kliiniliselt olulisel analiilidi vaartusel (nt. referentspiirid voi otsustuspiirid). Interferentsi hinnang
tuleb teha vahemalt kahel tasemel 5 kordusm66tmist interferentsiga ja interferentsita
proovimaterjalidel, kokku 20 tulemust. Kui interferentsi méju on suurem kui lubatud (naiteks
suurem kui lubatud koguviga), siis tuleb interferentsi moju tdpsustada ning teostada interferentsiga
proovilahjendused (vahemalt 3 lahjendust: 0,25, 0,5ja 0,75, vaata to6skeemi lineaarsuse hinnangul).

KVALITATIIVSED UURINGUD

TOESUS
Sobilikud valideerimismaterjalid: RM, KT, KM.

Optimaalse madratluse jargi kasutatakse 9 positiivset, 9 piiripealset ja 9 negatiivset
valideerimismaterjali, kokku 27 tulemust. Soovitusliku maaratluse jargi kasutatakse 6 positiivset, 6
piiripealset ja 6 negatiivset valideerimismaterjali, kokku 18 tulemust. Minimaalse maaratluse jargi
kasutatakse 3 positiivset, 3 piiripealset ja 3 negatiivset valideerimismaterjali, kokku 9 tulemust.

KORDUSTAPSUS

ELMU kvaliteeditéériithma juhend analiiiitide valideerimiseks_v01 Page 12 of 16



EESTI LABORIMEDITSIINI UHING

ESTONIAN SOCIETY FOR LABORATORY MEDICINE

Sobilikud valideerimismaterjalid: RM, KT, KM, PM.

Kordustapsuse hinnang tuleb teha erinevate tasemetega: korge kontsentratsiooniga positiivne
materjal (positiivne) ja lavivaartust pisut iletava Kkontsentratsiooniga ja/voi madala
kontsentratsiooniga allpool lavivaartust materjal (piiripealne) ning negatiivset kontrollmaterjali.

Optimaalse maaratluse jargi kasutatakse 6 positiivset, 6 piiripealset ja 3 negatiivset
valideerimismaterjali, mida analiiiisitakse seeria siseselt kahes korduses 3 paeva jooksul, kokku 90
tulemust (Lisa 1, tabel 1).

Soovitusliku madratluse jargi kasutatakse 4 positiivset, 4 piiripealset ja 2 negatiivset
valideerimismaterjali, mida analiiiisitakse seeria siseselt kahes korduses 3 paeva jooksul, kokku 60
tulemust (Lisa 1, tabel 1).

Minimaalse maaratluse jargi kasutatakse 2 positiivset, 2 piiripealset ja 1 negatiivset
valideerimismaterjali, mida analiiiisitakse seeria siseselt kahes korduses 3 pdeva jooksul, kokku 30
tulemust (Lisa 1, tabel 1).

ANALUUTILINE TUNDLIKKUS

Nii kvalitatiivse kui ka kvantitatiivse uuringu korral 10 positiivset ja 10 kuni 1logioiile testsiisteemi alumise
médramispiiri positiivset kontrollmaterjali.

Multipleks analiiiiside puhul tuleb hinnata ka teiste paneelis olevate sihtmirkide inhibeerivat mdju
(konkureeriv reaktsioon)

ANALUUTILINE SPETSIIFILISUS

Nii kvalitatiivse kui ka kvantitatilvse uuringu korral 20 negatiivset kontrollmaterjali samast
taksonoomilisest perekonnast v3i potentsiaalselt ristreaktsioone andvat (populatsioonis levinud) tekitajat.
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LisA1. KVALITEEDI MAARATLUSED ANALUUTIDE VALIDEERIMISE PLAANI KOOSTAMISEL

Tabel 1. Kordustipsuse plaan

Proovimaterjalide tasemed-ridade arv;
paevade arv x seeriate arv x korduste arv seerias

(3 negatiivset)

(2 negatiivset)

Optimaalne Soovituslik Minimaalne

Kliiniline keemia, Ag-Ak | 20 x 2(1) x 2(4)3 20x1x3 10x2 (1) x2(3)
(kvantitatiivne)-iihel 20x2(1)x2(4) 20x1x3 10x2(1)x2(3)
analtisaatoril (A1)
Kliiniline keemia, Ag-Ak | (A1)20x2x2 A1)20x1x3 A1)20x2x2
(kvantitatiivne)- kahel | (A1) 20x2x2 (A1) 20x1x3 (A1)20x2x3
analiisaatoril (Al ja A2) (A2)5x1x5 (A2)5x1x3 (A2)3x1x3

(A2)5x1x5 (A2)5x1x3 (A2)3x1x3
Kliiniline keemia, Ag-Ak | (An)5x1x5 (An)5x1x3 (An)3x1x3
(kvantitatiivne)- mitmel | (An) 5x1x5 (An)5x1x3 (An)3x1x3
analiisaatoril (An) n>3
Kliiniline keemia, Ag-Ak |20x1x 25> 10x1x2 5x1x2
(kvalitatiivne) 20x1x2 10x1x2 5x1x2

(20 x 1 x 2, cut-off) (10 x 1 x 2, cut-off) (5x1x 2, cut-off)
NAT (kvantitatiivne) (8x2)x3 (5x2)x3 (3x2)x3

(8 positiivset) (5 positiivset) (3 positiivset)
(valideerimismaterjali x| (8x2)x3 (5x2)x3 (3x2)x3
kordus) x paeval (8 piiripealset) (5 piiripealset) (3 piiripealset)

(3x2)x3 (2x2)x3 (1x2)x3

(1 negatiivne)

NAT (kvalitatiivne)

(valideerimismaterjali ~ x
kordus) x paeval

(6x2)x3

(6 positiivset)
(6x2)x3

(6 piiripealset)
(3x2)x3

(3 negatiivset)

(4x2)x3

(4 positiivset)
(4x2)x3

(4 piiripealset)
(2x2)x3

(2 negatiivset)

(2x2)x3

(2 positiivset)
(2x2)x3

(2 piiripealset)
(1x2)x3

(1 negatiivne)
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Tabel 2. Toesuse plaan (erinevuse hindamine, eelmise meetodiga vordlus ja/voi laborite

vahelised vordluskatsed/valine kvaliteedikontroll, referentsainete/konrolltiivede
analiiiisimine)
Optimaalne Soovituslik Minimaalne

Kliiniline keemia, Ag-Ak | 10020 40 10
(kvantitatiivne)
Kliiniline keemia, Ag-Ak | 100> 40 10
(kvalitatiivne)
NAT (kvantitatiivne)

39 26 13

(15 positiivset +
15 piiripealset +

9 negatiivset)

(10 positiivset +
10 piiripealset +

6 negatiivset)

(5 positiivset +
5 piiripealset +

3 negatiivset)

NAT (kvalitatiivne)

27
(9 positiivset +
9 piiripealset +

9 negatiivset)

18
(6 positiivset +
6 piiripealset +

6 negatiivset)

9
(3positiivset +
3 piiripealset +

3 negatiivset)
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