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Juhendi eesmérk on analiiitide verifitseerimistega seotud toimingute satestamine meditsiinilaborites, et verifitsee-
rimiste kavandamine, l8biviimine, tulemuste analtisimine ning hindamine toimuksid nduetekohaselt ja sarnastest
pohimotetest ldhtudes.

Kaesolev juhend annab meditsiinilaborile juhiseid CE-IVD méargisega toodete verifitseerimise protseduuriks, selleks
et téita standardis EVS-EN ISO 15189:2012 verifitseerimise nouet.



2. MOISTED

Analiiiit- on laborianallusiks voetud proovis olev aine (komponent), mille sisaldust méaéaratakse.

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

Valideerimine on objektiivsete tdendite abil kinnituse andmine, et néuded kindlal ettendhtud otstarbel kasuta-
miseks voi rakendamiseks on taidetud?.

Verifitseerimine (nduetekohasuse tdendamine) on objektiivse tdenduse esitamine, et maaratletud nduded on
téidetud?. See on kinnituse saamine selle kohta, et kdnealust meetodit asjaomastes tingimustes rakendades on
voimalik pisivalt saavutada soovitud tulemusi. Verifitseerimine viiakse |l&bi enne meetodi tavakasutusse v&tmist ja
verifitseerimise kaigus saadud patsienditulemusi ei véljastata.

Tdesus (trueness)- suure hulga modtmistulemuste saadud keskmise vaartuse ja tegeliku vaartuse vahel ldhedus.
Mo&dodetakse sustemaatilist viga (systematic error, SE)*.

Kordustépsus (precision)- séltumatute médtmistulemuste |dhedus Uksteisele antud tingimusel. M&odetakse ju-
huslikku viga (random error, RE)*

Korduvus (repeatability)- kordustépsus korduvuse tingimusel (aeg)*.

Vahelmine kordustédpsus (intermediate precision)- kordustapsus erinevatel tingimustel (aeg, kalibratsaioon,
operaator, analusaator)*

Tapsus (accuracy)- médtmistulemuse |dhedus méddetava vaartuse tdesele vaartusele. Moodetakse koguviga
(total error, TE)*.

Toesus, kordustdpsus ja tapsus on kvalitatiivsed mdisted. Téesuse kvantitatiivseks véljendamiseks on erinevus
voi nihe (bias). Kordustdpsuse kvantitatiivseks valjendamiseks on hajuvus (imprecision). Tépsuse kvantitatiivseks
véljendamiseks on vaja nii erinevuse kui hajuvuse andmeid, sest tdpsusele avaldavad mé&ju juhuslikud ja siistemaa-
tilised vead koos.

Reverifitseerimine ehk osaline verifitseerimine on kasutuskohasuse téendamine véhendatud ulatuses. Seda
rakendatakse siis, kui voetakse kasutusele verifitseeritud analtidi meetodi uus pélvkond (reaktiivide uus generat-
sioon) vdi uus anallsaator olemasoleva (verifitseeritud) anallisaatori asemel voi backup-iks voi kui analisaatori asu-
kohta laboris muudetakse. Analisaatori remondi vdi asukoha muutumise puhul tuleb teostada vajalikud tehnilised
kvalifitseerimisprotseduurid, mis kinnitavad analiisaatori t66kalblikkust (see on tootja hooldusinseneri paddevuses)
ning viia labi kvaliteedikontroll. ¢ Reverifitseerimisele peab eelnema verifitseerimine.

Retrospektiivne verifitseerimine ehk tagasivaateline verifitseerimine viiakse 1abi pikema perioodi véltel saadud
kontrollmaterjalide ja/voi patsiendiproovide méotmistulemuste alusel. See on pohjendatud selliste labori meeto-
dite korral, mida iseloomustab pikk katseandmete kogumise periood. Viiakse |&bi igapdevase t66 kaigus ja saadud
patsienditulemused kuuluvad valjastamisele.

Referentsmaterjal (RM) on kindlaksmé&éaratud kontsentratsiooniga ning sertifikaadiga varustatud materjal. Re-
ferentsmaterjal on seotud kindla jélgitavuse ahelaga, mille igal etapil on olemas nduded laiendm&dtemaéramatuse
osas. Uldjuhul kasutatakse referentsmaterjale sisestandardite v&i sisekontrollide tootmisel ja meetodi valideerimiseks.

Kontrollmaterjal (edaspidi: KM) on materjal, mis sisaldab (ihte v&i mitut analiiiti, millele kontrollmaterjali tootja
voi véline kontrollikeskus on avaldanud analiiidi sihtvaartuse ja kontrollvahemiku. Kontrollmaterjali voib valmistada
ise, lisades proovimaterjalile vajalikku analiiudi voi analuite.

Kontrolltiivi (edaspidi: KT) biokeemiliste, nukleiinhappelise jarjestusega voi muul viisil iseloomustatud mikroor-
ganismi (viirus, seen, bakter) tivi.

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

CE tdhis on vastavusmargis. Tootele voi selle pakendile lisatav visuaalne kinnitus, et vastavushindamine Euroopa
Liidus kehtivatele digusaktidele on tehtud ja toode vastab nduetele. Ei ole kvaliteedi ega paritolumark’®.

IVD tadhis on vastavusmaérgis. Tootele voi selle pakendile lisatav visuaalne kinnitus, et vastavushindamine on
tehtud ja toode vastab direktiivile The In vitro Diagnostics Directive. IVD-margistus néitab, et tootja on meetodi
valideerinud. Uut IVD-meetodit kasutusele vottes ja tootjajuhendit jargides tuleb laboris see meetod verifitseerida.

3. TEGEVUSKIRJELDUS

Meditsiinilabor koostab Idhtudes uuringutulemuste kavatsetud kasutamisviisist asjakohase verifitseerimisplaani ja
kehtestab verifitseerimise eesmérgid.

Verifitseerimisel tuleb teostada kordustépsuse ja tdesuse protseduurid’'®. Kordustdpsus peab olema tehtud voi-
malusel kahel analiitdi sisaldusel (madal ja kérge vi negatiivne ja positiivne), ménel analtidil aga kolmel analttdi
sisaldusel (nt otsustuspiiri Idhedal olev tase). Kui tdesust hinnatakse kahe meetodi vordluste |&biviimisel ning uue
meetodiga tehakse paralleelmaéramisi, siis on andmed uue meetodi kordustapsuse hindamiseks olemas. Kordus-
md&dtmiste ning hindamispdevade arv verifitseerimisel maaratakse ELMU td6riihma kvaliteediméaaratiustest (mi-
nimaalne, soovituslik, optimaalne) ldhtudes. Kui see on vdimalik ja otstarbekas, tuleb hierarhias optimaalset ja
soovituslikku taset eelistada minimaalsele tasemele. Minimaalse taseme kasutamine tuleb pohjendada. Kui méne
analiitidi puhul ei ole véimalik kasutada ELMU td6riihma kvaliteedimaaratlusi koostab labor verifitseerimise plaani,
pohjendades korduste ja vordluseks vajalike proovimaterjalide arvu vdhendamist.

Mitmeparameetriliste uuringute puhul (NAT, allergia, autoimmuniteet jne) peaks verifitseerimine hélmama kliini-
liselt olulisi ja/voi populatsioonis enam levinud parameetreid.

Analiutide verifitseerimiseks kasutatakse Gldjuhul patsientidelt saadud proovimaterjale (PM) ja/véi kommerts-
péritolu kontrollmaterjale (KM). Vajadusel voib meetodi (nt NAT) verifitseerimiseks kasutada ka referentsmaterjale
(RM) ja kontrolltive (KT).
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Verifitseerimiseks kasutatakse ainult kvaliteetseid (ei kasutata hemolitilisi, lipeemilisi, ikteerilisi proove) ja ndue-
tekohaselt séilitatud (aeg, temperatuur) proovimaterjale.

K&esolevas juhendis kéasitletakse kvantitatiivsete ja kvalitatiivsete analliitide verifitseerimist eraldi.

Verifitseerimise plaani kordustépsuse ja tdesuse kvaliteedi méaaratluste tabelid on toodud dokumendi I6pus ,,Lisa 1".

Ulemise verifitseerimise piiri ja statistiliste erandite arvutamise tabelid on toodud dokumendis ,Lisa 2.

Statistilise tulemuse hinnanguks on soovitav kvantitatiivsete meetodite puhul kasutada A.Kallneri Excel-i p&hist

tabelarvutustarkvara (www.acb.org.uk)

3.1 Kliinilise keemia ja hematoloogia uuringud

KVANTITATIIVSED UURINGUD

KORDUSTAPSUS  Optimaalse maaratluse jargi teostatakse 5 kordusmddtmist 5 paeva jooksul kahel erineval
tasemel ehk tGhtekokku 50 tulemust.* Soovitusliku méaéaratluse jérgi teostatakse 3 kordusmédtmist 5 paeva jooksul
kahel tasemel, kokku 30 tulemust. Minimaalse mé&éaratluse jargi teostatakse kordusmo&tmised 3 paeva jooksul kahel
tasemel, kokku 6+6=12 tulemust (Lisa 1, tabel 1).

Tulemuste esitamise viis

Statistiliste ebatépsuste vahendamiseks verifitseerimisel on soovitav kasutada ihe komakoha vérra tapsemat tule-
must kui patsienditulemuste valjastamisel.?

Tulemusi vorreldakse tootjajuhendi andmetega. Oleks soovitatav hinnata enne variatsioonikordaja arvutamist
kordustulemuste hajuvust, et elimineerida arvutusest statistilised erandid (arvutused on toodud lisas 2).

Optimaalse eesmargi puhul on lubatud vélja arvata 2 tulemust. Soovitusliku eesmérgi puhul on lubatud valja
arvata 1 tulemus. Minimaalse maératluse puhul ei ole lubatud vélja arvata Uhtegi tulemust. Piiridest valja ldinud
tulemuste puhul tuleb lisada korduste seeria.

Vajaduse korral tuleb teostada tiiendavad arvutused — nt {ilemise verifitseerimispiiri (UVP) arvutamine vai tu-
lemuste statistiliste erandite hindamine. UVP (iilemise verifitseerimispiiri) arvutamine pdhineb tootja avaldatud ja
kasutaja laboris saadud andmetel ning UVP vaartus véib olla kuni 30% kdrgem kui tootja juhendis esitatud CV%.
UVP arvutused on toodud Lisas 2.

Kui laboris saadud kordustépsuse tulemused iiletavad UVP, tuleb kasutada sihtmarke, mis pshinevad bioloogili-
sel varieeruvusel (www.westgard.com) ja ravijuhistel voi on erialasiseselt kokku lepitud.

Eesmaérkvaartused ldhtudes bioloogilisest variatsioonist

Labori andmed Bioloogiline varieeruvus Soovituslik Optimaalne Minimaalne
CV1,, cv, 0,5¢CV, 0,25 CV, 0,75CV,
Ccv2,, cv, 0,5CV, 0,25 CV, 0,75¢CV,

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

TOESUS Todesuse voi meetodite erinevuse hindamisel voib kasutada kontrollmaterjale ja/véi patsiendi proovima-
terjale. Kvaliteedi maéaratlused tdesuse plaani koostamiseks on toodud lisas (Lisa 1, tabel 2).

Toesuse hinnang kontrollmaterjalidega
Kui kordustédpsust on hinnatud kontrollmaterjalidega, siis on vajalikud andmed téesuse hindamiseks olemas. Labori
keskmise vaartuse ja kontrollmaterjali sihtvéartuse vaheline erinevus ei tohiks tletada 2 standardhélvet (<2SD).

Téesuse hinnang patsiendi materjalidega

Uue meetodi toesust hinnatakse vorreldes moodtetulemusi varem kasutatud laborimeetodiga.
Vordluses kasutatud anallilidi moStetulemused peavad olema méaaramispiirkonna sees ning korrapéraselt hajutatud.
Kui meetodite vahel esineb statistiline erinevus, tuleb hinnata, kas leitud erinevus on kliiniliselt oluline.
Erinevuse hindamisel voib kasutada sihtmarke, mis pohinevad bioloogilisel varieeruvusel ja ravijuhistel voi on

erialasiseselt kokku lepitud.

Eesmérkvaartused ldhtudes bioloogilisest variatsioonist

Labori Bioloogiline Soovituslik Optimaalne Minimaalne
andmed varieeruvus
‘ Bias, % CV, B, <0,250 (CV2 +CV "2 B,<0,125 (CV? +CV 3" B,<0,375 (CV? +CV )2

CV,_ grupisisene bioloogiline varieeruvus (within-group biological variation)
CV, individuaalne bioloogiline varieeruvus (within-subject biological variation)
Bias, % - meetodite vaheline keskmine erinevus, %



Erialasisene kokkulepe Kvaliteedi tase Bias
erinevuse hindamisel Optimaalne <10%
Soovituslik >10 <30%
Minimaalne |dhtudes varasema/uue meetodi omadustest

KVALITATIIVSED UURINGUD

KORDUSTAPSUS Kordustadpsuse hinnang tuleb teha kahel (vdimaluse korral kolmel) tasemel ehk negatiivse ja
positiivsega materjaliga (vdimaluse korral otsustuspiiri cut-off |ahedal).

Optimaalse maaratluse jargi teostatakse 3 kordusmootmist 5 paeva jooksul kahel (kolmel) erineval tasemel ehk
thtekokku 30 (45) tulemust. Soovitusliku maaratluse jargi teostatakse 2 kordusméotmist 3 pdeva jooksul kahel (kol-
mel) tasemel, kokku 12 (18) tulemust. Minimaalse maaratluse jargi teostatakse kordusmootmised 2 paeva jooksul
kahel tasemel, kokku 12 tulemust. Materjali piiratud séilivuse puhul voib teha kordusmootmist tihel paeval, kokku
6 tulemust (Lisa 1, tabel 1).

Saadud andmete pohjal arvutatakse tulemuste kokkulangevus.

Optimaalsel maaratluse puhul on lubatud valja arvata 2 tulemust, soovitusliku eesmérgi puhul on lubatud vélja
arvata 1 tulemus. Minimaalse mé&aratluse puhul ei ole lubatud vélja arvata Uhtegi tulemust. Piiridest valja lainud
tulemuste puhul tuleb lisada korduste seeria.

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

Toesuse hinnang patsiendi proovimaterjalidega
Soovitatav on vorrelda kaht meetodit patsientide proovimaterjalidega. Analiiliside vaartused peavad olema korra-

péaraselt hajutatud (negatiivsed, piiripealsed ja positiivsed).

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

Vordluste Meetod Y (uus)
|
tulemused Positiivsed Negatiivsed Kokku Kokkulangevus, %
Positiivsed a b a+b 100 x a/ (a +c)
Meetgd X Negatiivsed € d c +d 100 x d/ (b +d)
(eelmine)
Kokku a+c b +d N 100 x (a +d) /N

Saadud kokkulangevust tuleb hinnata.

Erialasisene kokkulepe Kvaliteedi tase Kokkulangevus
erinevuse hindamisel Gl 90-100%
Soovituslik 67-89%
Minimaalne |dhtudes varasema/uue meetodi omadustest

3.2 Immuunohematoloogia uuringud

Immunohematoloogia valdkonnas verifitseeritakse olemasolevaid (laboris kasutusel olevaid) manuaalseid ja au-
tomatiseeritud analllte té6protsessis labiviidud muudatuste jargselt eesmérgiga tdendada, et uuringuprotsess
on jatkuvalt kontrolli all. Verifitseerimine viiakse 18bi vdhemalt kolmel jarjestikusel péeval. Verifitseerimiseks tuleb
kasutada patsientide proovimaterjali vastavalt laboris uuritavate patsientide profiilile - naiteks vastsiindinud, ge-
riaatrilised patsiendid, hematoloogilised, luudi tivirakkude ja organtransplantatsiooni patsiendid, rasedad ning
maaratletud antigeense ja antikehade konfiguratsiooniga kontrollmaterjali. Uuringumaterjalid valitakse soovitusli-
kult lahknevate v&i kimaarsete tulemustega, ndrkade antigeenide/veregrupi alagruppide, nérkade ja komplekssete
antikehadega ning negatiivsete antikehade sdeltesti ja kindlaksmé&&ratud veregruppide jargi

KORDUSTAPSUS Kordustapsuse hinnang tuleb teha kahel tasemel (positiivne materjal ja negatiivne materjal) 3 paeva
jooksul (Lisa 1, tabel 1). Optimaalse maaratluse jargi teostatakse 3 kordusmodtmist 3 paeva jooksul kahel erineval ta-
semel ehk Ghtekokku 18 tulemust. Soovitusliku maaratluse jargi teostatakse 2 kordusméotmist 3 péeva jooksul kolmel
tasemel, kokku 18 tulemust. Minimaalse méaératluse jérgi teostatakse médtmised 3 paeva jooksul kahel tasemel, kokku 6
tulemust. Materjali piiratud sé&ilivuse puhul v&ib teha kordusméotmist Ghel péeval, kokku 6 tulemust.

TOESUS ABO-veregrupi verifitseerimiseks tuleb valida vereproove igast veregrupist O ja A, B vai AB. RhD kuulu-
vuse verifitseerimiseks on vaja RhD positiivset ja RhD negatiivset ning norga D ehk kinnitatud weak D variandiga
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uuringumaterijali. Teiste veregruppide antigeenide véi fenotiilipide méaramisel tuleb valida uuritava antigeeni suh-
tes heterosligootselt positiivset ja negatiivset uuringumaterjali. Alloantikehade maaramise verifitseerimiseks tuleb
kasutada kontrollmaterjale, mis sisaldavad anti-D, anti-C, anti-c, anti-E, anti-e, anti-K, anti-Fya, anti-Fyb, anti-Jka,
anti-Jkb, anti-S voi anti-s. Véimalusel tuleb valida kontrollmaterjal nii, et verifitseerimisel oleks kaetud iga eelpool
toodud kliiniliselt oluliseks loetava antikehaga uuringumaterjal, kuid mitte véhem kui 8 erineva antikehaga kontroll-
materjali. DATi verifitseerimiseks on vaja kinnitatud DAT positiivset ja DAT negatiivset vereproovi. Kui labor kasutab
monospetsiifilist anti-IgG, siis peab DAT positiivne kontrollmaterjal olema kinnitatud IgG positiivne. Sobivusproo-
vide verifitseerimiseks tuleb uurida teoreetiliselt ABO mittesobiva kombinatsiooniga vereproovi ja sobivusproovi,
kus ABO-mittesobivana sobitatakse norga ABO alagrupiga mittesobivat doonoriverd. Negatiivse sobivusproovi
kontrollina kasutatakse teoreetiliselt sobivat doonoriverd. Verifitseerimiseks sobivat kontrollmaterjali véib hankida
immunohematoloogia referentlaborist.

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

Tuleb hinnata saadud kokkulangevust. Kokkulangevus peab olema 100%. Lubatud erinevus on tépsustunud tulemus.

3.3 Antigeeni ja antikeha uuringud
KVANTITATIIVNE MEETOD

KORDUSTAPSUS Optimaalse méaaratluse jargi teostatakse 5 kordusmédtmist 5 pédeva jooksul kahel erineval
tasemel ehk tGhtekokku 50 tulemust®. Soovitusliku méaéaratluse jérgi teostatakse 3 kordusmédtmist 5 péeva jooksul
kahel tasemel, kokku 30 tulemust. Minimaalse mé&éaratluse jargi teostatakse kordusmoétmised 2 péeva jooksul kahel
tasemel, kokku 6+6=12 tulemust (Lisa 1, tabel 1).

Retrospektiivne verifitseerimine teostada optimaalsel tasemel (hinnang antakse 50-mo&tetulemuse alusel).

TOESUS T&esuse hindamiseks kasutatakse patsiendi ja/véi kontrollmaterjali. Kui kordustépsust on hinnatud kont-
rollmaterjalidega, siis on vajalikud andmed t&esuse hindamiseks olemas.

Labori keskmise vaartuse ja kontrollmaterjali sihtvaartuse vaheline erinevus ei tohiks tletada 2 standardhalvet (<2SD).

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

Erandjuhtudel, kui ei ole voimalik saada piisaval arvul vordusproovimaterjali, siis otsustab proovimaterjalide arvu
erialaspetsialist.

Retrospektiivsel verifitseerimisel voib tdesuse hindamiseks kasutada valise kontrolli andmeid.

Erialasisene kokkulepe Kvaliteedi tase Kokkulangevus
erinevuse hindamisel Eroteelie 90-100%
Soovituslik 67-89%
Minimaalne |ahtudes varasema/uue meetodi omadustest

KVALITATIIVNE MEETOD

KORDUSTAPSUS  Kordustépsuse hinnang tuleb teha kahel (véimaluse korral kolmel) tasemel ehk negatiivse ja
positiivsega materjaliga (vdimaluse korral otsustuspiiri cut-off lahedal).

Optimaalse mééaratluse jargi teostatakse 3 kordusmootmist 5 péeva jooksul kahel (kolmel) erineval tasemel ehk
Uhtekokku 30 (45) tulemust. Soovitusliku méaéaratluse jargi teostatakse 2 kordusmédtmist 3 paeva jooksul kahel (kol-
mel) tasemel, kokku 12 (18) tulemust. Minimaalse maaratluse jargi teostatakse kordusmédtmised 2 paeva jooksul
kahel tasemel, kokku 12 tulemust. Materjali piiratud séilivuse puhul voib teha kordusmdotmist hel paeval, kokku
6 tulemust (Lisa 1, tabel 1).

Saadud andmete p&hjal arvutatakse tulemuste kokkulangevus.

Optimaalsel maaratluse puhul on lubatud valja arvata 2 tulemust, soovitusliku eesmérgi puhul on lubatud vélja
arvata 1 tulemus. Minimaalse mé&aratluse puhul ei ole lubatud vélja arvata Uhtegi tulemust. Piiridest valja ldinud
tulemuste puhul tuleb lisada korduste seeria.

Retrospektiivne verifitseerimine teostada optimaalsel tasemel (hinnang antakse 30 (45)-md&tetulemuse alusel).

TOESUS Téoesuse hindamiseks kasutatakse nii patsiendi- kui ka kontrollmaterjali. Kui kordustépsust on hinnatud
kontrollmaterjalidega, siis on vajalikud andmed téesuse hindamiseks olemas.

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

Retrospektiivsel verifitseerimisel voib tdesuse hindamiseks kasutada valise kontrolli andmeid.

Erialasisene kokkulepe Kvaliteedi tase Kokkulangevus
erinevuse hindamisel @atieelo 90-100%
Soovituslik 67-89%
Minimaalne |dhtudes varasema/uue meetodi omadustest




3.4 Nakkustekitajate uuringud nukleiinhapete
amplifitseerimise tehnikaga (NAT)

Kordustépsust ja tdesust voib hinnata kasutades referentsmaterjale, kontrolltive, kontrollmaterjale (véline kvalitee-
dikontroll) ja/véi patsiendi proovimaterjale. Laboris kasutatavad erinevat tlipi proovimaterjalid on kaasatud koiki
uuringu etappe (alates algmaterjalist) holmavasse verifitseerimisse’.

KVANTITATIIVSED UURINGUD

KORDUSTAPSUS Kordustapsuse hinnang tuleb teha kahel (vdimalusel kolmel) tasemel (kérge kontsentratsiooniga
positiivne materjal, lavivaartust pisut lletava kontsentratsiooniga ja/voi madala kontsentratsiooniga allpool l&vi-
vaartust materjal ja negatiivne materjal) 3 pédeva jooksul. Optimaalse maératluse jargi teostatakse 3 kordusmoot-
mist 3 paeva jooksul kahel (kolmel) erineval tasemel ehk Ghtekokku 18 (27) tulemust. Soovitusliku maaratluse jargi
teostatakse 2 kordusm&aotmist 3 paeva jooksul kahel (kolmel) tasemel, kokku 12 (18) tulemust. Minimaalse mé&arat-
luse jérgi teostatakse mootmised 3 péaeva jooksul kahel (kolmel) tasemel, kokku 6 (9) tulemust. Materjali piiratud
sailivuse puhul voib teha kordusm&dtmist Ghel paeval, kokku 6 (9) tulemust (Lisa 1, tabel 1).
Retrospektiivne verifitseerimine teostada optimaalsel tasemel (hinnang antakse 18 (27)-mo&tetulemuse alusel).

TOESUS Toesuse hindamiseks kasutatakse nii patsiendi- kui ka kontrollmaterjali. Kui kordustépsust on hinnatud
kontrollmaterjalidega, siis on vajalikud andmed tdesuse hindamiseks olemas. Soovitatav on 3 tasemel kontrollma-
terjalid: kérge kontsentratsiooniga positiivne materjal, lavivaartust pisut tletava kontsentratsiooniga ja/v6i madala
kontsentratsiooniga allpool lavivaartust materjal ja negatiivne materjal. Kui kordustapsust on hinnatud kontrollmater-
jalidega, siis on vajalikud andmed téesuse hindamiseks olemas. Optimaalne maaratlus on 20 proovimaterjali, soo-
vituslik m&éaratlus on 10 proovimaterjali ja minimaalne on 6 materjali (nendest védhemalt 3 positiivset) (Lisa 1, tabel 2).

NAT puhul vorreldakse omavahel logaritmilisi tulemusi ja tulemuste télgendamisi.

Erialasisene kokkulepe Kvaliteedi tase Kokkulangevus
kf)kkula'ngevuse Optimaalne koik tulemuste télgendused on kokku langevad
hindamisel

Minimaalne |&htudes varasema/uue meetodi omadustest

KVALITATIIVSED UURINGUD

KORDUSTAPSUS Kordustapsuse hinnang tuleb teha kahel tasemel (positilvne materjal ja negatiivne materjal) 3
paeva jooksul. Optimaalse maaratluse jargi teostatakse 3 kordusmootmist 3 péaeva jooksul kahel erineval tasemel ehk
thtekokku 18 tulemust. Soovitusliku maaratluse jérgi teostatakse 2 kordusméootmist 3 paeva jooksul kolmel tasemel,
kokku 12 tulemust. Minimaalse maaratluse jargi teostatakse m&otmised 3 péaeva jooksul kahel tasemel, kokku 6 tule-
must. Materjali piiratud sailivuse puhul voib teha kordusm&&tmist thel paeval, kokku 6 tulemust (Lisa 1, tabel 1).

TOESUS  Soovitatav on 3 tasemel kontrollmaterjalid (tugevalt positiivne materjal, positiivne materjal alumise
maaramispiiri I1ahedal ja negatiivne materjal). Kui kordustdpsust on hinnatud kontrollmaterjalidega, siis on vajalikud
andmed toesuse hindamiseks olemas. Optimaalne maaratlus on 20 proovimaterjali (10 positiivset ja 10 negatiiv-
set), soovituslik maaratlus on 6 proovimaterjali (3 positiivset ja 3 negatiivset) ja minimaalne on 3 proovimaterjali
(nendest vahemalt 1 positiivne) (Lisa 1, tabel 2).

Erialasisene kokkulepe Kvaliteedi tase Kokkulangevus
kf)kkula'ngevuse Optimaalne 90-100%
hindamisel

Soovituslik 67-89%

Minimaalne lahtudes varasema/uue meetodi omadustest

3.5 Voolutsiitomeetria uuringud

KVANTITATIIVSED UURINGUD

KORDUSTAPSUS Optimaalse méératluse jargi teostatakse 3 kordusmddtmist 3 pdeva jooksul kahel tasemel,
kokku 18 tulemust. Soovitusliku mé&aratluse jérgi teostatakse 3 kordusm&dtmist 2 paeva jooksul kahel tasemel,
kokku 12 tulemust. Minimaalse maératluse jargi teostatakse kordusméotmised 1 péeva jooksul kolmel tasemel,
kokku 9 tulemust (Lisa 1, tabel 1).

Kordustépsust on voimalik hinnata retrospektiivselt igapaevase sisemise kvaliteedikontrolli andmete p&hjal.

TOESUS Toesuse hindamiseks kasutatakse nii patsiendi- kui ka kontrollmaterjali. Kui kordustépsust on hinnatud
kontrollmaterjalidega, siis on vajalikud andmed tesuse hindamiseks olemas.
Kvaliteedi maaratlused tdesuse plaani koostamiseks on toodud lisas (Lisa 1, tabel 2).
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Erialasisene kokkulepe Kvaliteedi tase Kokkulangevus
k.okkula'ngevuse Optimaalne 90-100%
hindamisel

Soovituslik 67-89%

Minimaalne |dhtudes varasema/uue meetodi omadustest

3.6 Mikrobioloogilised uuringud

Mikrobioloogia valdkonnas verifitseeritakse automatiseeritud anallise. Manuaalsed meetodid, millele on rakenda-
tud sisemine ja valine kvaliteedi kontroll ja antibakteriaalse tundlikkuse osas EUCASTi kokkulepped, ei vaja téienda-
vat verifitseerimist. Kui laboris ei ole manuaalsetel meetoditel neid néudeid taidetud, siis tuleb ka need meetodid
kohapeal verifitseerida.

3.6.1 Antibakteriaalse tundlikkuse maaramine analiisaatoriga

Mikroobitiived on soovitatav valida nii, et nad esindaksid antud laboris sagedamini esinevaid liike ja antibakte-
riaalse resistentsuse fenotilipe. Kasutada voib isolaate patsiendi materjalist (PM), kontrolltived ja valise kvaliteedi
kontrolli sisteemi kaudu omandatud tuved (KT).

KORDUSTAPSUS  Kordustapsuse jaoks kasutatakse 5 isolaati, millest vdhemalt kaks on resistentsed.
Optimaalse méératluse jérgi teostatakse 3 kordusmootmist 3 pdeva jooksul 5 isolaadiga, kokku 45 tulemust.™ Soo-

vitusliku maaratluse jérgi teostatakse 3 kordusmodtmist 2 paeva jooksul 2 isolaadiga, kokku 12 tulemust. Minimaalse

maaratluse jérgi teostatakse kordusméotmised 1 paeva jooksul kolme isolaadiga, kokku 9 tulemust (Lisa 1, tabel 1).

Hindamise kriteerium: aktsepteeritav tulemus kordustépsusel >95%.

Mootmise tépsuse (kordustdpsuse) arvutamine antibiootikumi minimaalse inhibeeriva kontsentratsiooni (MIK)
maaramisel:

Katsete koguarv

Tulemust voib valjendada koikide antibiootikumide ja mikroobiliikide kohta koos voi eraldi

M&&tmise tapsuse (kordustapsuse) arvutamine antibiootikumi tundlikkuse maaramise interpreteeritava tulemuse
(tundlik, méédukalt tundlik, resistentne) korral:

Katsete arv, milles AB tundlikkuse interpretatsioon vastas referentsinterpretatsioonile
Katsete koguarv

Tulemust voib valjendada koikide antibiootikumide ja mikroobiliikide kohta koos voi eraldi.

TOESUS Kvaliteedi maaratlused tdesuse plaani koostamiseks on toodud tabelis (Lisa 1, tabel 2).
Antibiootikumtundlikkuse EUCAST metoodika ja hindamiskriteeriumite sisseviimisel [dhtuda vastavast dokumen-
dist (http://www.eucast.org)

Erialasisene kokkulepe Kvaliteedi tase Kokkulangevus
k::)kkula'ngevuse Optimaalne 290%™
hindamisel

Minimaalne |dhtudes varasema/uue meetodi omadustest

3.6.2 Mikroobide identifitseerimine analiisaatoriga

KORDUSTAPSUS  Kordustapsuse jaoks kasutada isolaate (patsiendi materjalist isolaadid ja/voi kontrollmaterja-
lide isolaadid).

Optimaalse maératluse jargi teostatakse 3 kordusmootmist 3 pdeva jooksul 5 isolaadiga, kokku 45 tulemust.™
Soovitusliku m&aratluse jérgi teostatakse 3 kordusm&dtmist 2 paeva jooksul 2 isolaadiga, kokku 12 tulemust. Mi-
nimaalse maaratluse jargi teostatakse kordusmédtmised 1 p&deva jooksul kolme isolaadiga, kokku 9 tulemust (Lisa
1, tabel 1).

Hindamise kriteerium: aktsepteeritav tulemus kordustépsusel >95%.

TOESUS  Tdesust hinnatakse varem kasutatud laborimeetodi vastu, mis on laboris regulaarselt kontrollitud ja
millega labor osales vélises kvaliteedikontrollis.

Positiivseid ja negatiivseid proovimaterjale maaratakse paralleelselt uue ja vana meetodiga.

Kvaliteedi maéaratlused tdesuse plaani koostamiseks on toodud lisas (Lisa 1, tabel 2). Hindamiskriteeriumid on
kirjeldatud p.3.6.1.



Mikroobide tiivede automaatne identifitseerimine.
Meetodite verifitseerimiseks soovitatakse kasutada kliiniliselt olulist isolaate, lisaks tulptuved ja vélise kvaliteedi
kontrolli stisteemi kaudu omandatud tived.

Kvaliteedi maéaratlused tdesuse plaani koostamiseks on toodud lisas (Lisa 1, tabel 2). Hindamiskriteeriumid on
kirjeldatud p.3.6.1.

3.6.3 Verekiilvi siisteemid

Verifitseerimine on vajalik juhtudel, kui uuel siisteemil on erinevat tllpi verekilvi pudelid. Stisteemi riist- ja tarkvara
muutuste korral piisab sisteemi tédtamise tehnilisest tdestusest.

Valitakse veres sagedamini esinevad mikroobi vastavalt konkreetsele laborile. Verekilvipudelisse sustitakse
tootja poolt minimaalselt ndutud kogus antibiootikumivaba steriilset inimese verd ja mikroobisuspensiooni 0,1
PMU/ml vere kohta (umbkaudne mikroobikontsentratsioon sepsise korral).

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

Meetod on verifitseeritud, kui sisteemi tuvastab kaik organismid tootja poolt maaratud aja jooksul.

3.7 Geneetilised uuringud

3.7.1 Molekulaargeneetika uuringud

Molekulaargeneetiliste analtilside puhul arvestatakse, et siin on tegemist nii kvalitatiivsete, kvantitatiivsete kui ka
poolkvantitatiivsete analliisidega. Samuti arvestatakse sellega, et kvalitatiivsete anallitside puhul ei ole mitte ainult
positiivne, negatiivne analliusitulemus vaid ka heterostigoot, homosligoot voi wild type (WT). Kui verifitseerimise
kaigus on anallilisitulemused kas ,invalid” markega voi ei anna liheselt moistetavat tHemust, siis on lubatud tule-
must kas mitte arvesse votta voi interpreteerida spetsialisti poolt algandmete pohjal " .

KORDUSTAPSUS  Vdimalusel votta kordustédpsuse méaéramiseks heterostigoot, homostigoot ja WT. Kui tootja-
poolne kvaliteedikontroll on iiks eelnevalt nimetatutest, siis vib kasutada ka seda kordustapsuse méaaramiseks.
Juhul kui populatsioonis on vastava geeni mutatsioonide sagedus vaike, siis v&ib verifitseerimiseks kasutada ka
ainult WT uuritavaid proove.

Geneetiliste uuringute puhul viiakse kordusmoéotmised voimalusel [&bi kolmel péeval, olenevalt analiiisi teosta-
mise sagedusest. Paevade sisemine kordusmootmine ei anna geneetiliste uuringute puhul lisavaartust. Kvantitatiiv-
sete ja poolkvantitatiivsete uuringute puhul tuleb Idhtuda verifitseerimisplaani koostamisel sellest, kas meetod on
eelnevalt verifitseeritud voi millised on tootjapoolsed verifitseerimissoovitused ning piirid.

Sekveneerimisanalliiside puhul viiakse kordustapsus labi bioinformaatilise analtlsi ja sekveneerimise toorand-
mete faili abil. Bioinformaatiline anallilis voi sekveneerimisfailide jérjestuse analliis teostatakse kahe td6taja voi
erinevatel pdevadel sama to6taja poolt ning tulemuse osas peab saama sama arvu referentsjarjestusest erinevaid
muutusi voi sama genotuibi.

TOESUS  Juhul kui analtitsi teostamiseks on lubatud erinevad proovimaterjalid, siis peab teostama tdesuse eri-
nevate materjalidega (v.a. juhul kui anallis on lubatud teostada nii proovimaterjalist kui ka sama kitiga eraldatud
DNAst). Kui tegemist on kitiga, mis maarab samaaegselt mitut mutatsiooni (N: EGFR 59 mutatsiooni), siis kontrol-
lida ainult Eestis enim levinud mutatsioonid/polimorfisme. Téesuse kontrollimiseks voib kasutada nii kliinilise diag-
noosiga patsiendi proove, teise meetodiga kinnitatud analtisitulemusega proovimaterjale, konsensustulemusega
vélise kontrolli proovimaterjale voi kontrollmaterjale.

3.7.2 Tsiitogeneetilised uuringud

Geneetiliste analttside puhul arvestatakse sellega, et mutatsioonide/polimorfismide esinemissagedus vdib popu-
latsioonis olla madal.

3.7.2.1 Submikroskoopilised uuringud

KORDUSTAPSUS  Submikroskoobiline anallitsi katsele jargneb katsetulemuse bioinformaatiline analtis, mille
abil formuleerub analtisi tulemus. Arvutatakse paevade vaheline kordustdpsus algmaterjalist alates koos bioin-
formaatilise anallisiga. Juhul kui muudetakse ainult bioinformaatilise analiiusi I&biviimise programmi, siis viiakse
kordustapsus labi ainult bioinformaatilisele analtisile, korrates seda erinevate td6tajate poolt 1 tsitokiibi (12 proo-
vimaterjali) analGs.

TOESUS Toesuse maaramiseks kasutatakse voimalusel kontrollmaterjali voi siis patsiendi materjale. Kui tegemist
on meetodi uuendamisega, siis vorreldakse omavahel vana meetod vs uuendatud meetod. Kui tegemist on uue
meetodiga, siis tdesuse hindamiseks kasutatakse kas kliiniliselt tdestatud juhtu voi alternatiivset meetodit, millega
saab leidu kinnitada.

Minimaalselt teostatakse 5 vordlust kas algmaterjalist voi kui algmaterjali ei ole piisavalt, siis punktist, kus ma-
terjali saab jagada kaheks.

3.7.2.2 FISH meetodil uuringud

KORDUSTAPSUS FISH meetodi puhul méératakse kordustapsus 5 preparaadi analiitsimisel 2 erineva teostaja vahel.
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TOESUS Kui tegemist on meetodi uuendamisega, siis vorreldakse omavahel vana meetod vs uuendatud meetod.
Kui tegemist on uue meetodiga, siis tdesuse hindamiseks kasutatakse kas kliiniliselt tdestatud juhtu v&i alternatiiv-
set meetodit, millega saab leidu kinnitada. Minimaalselt teostatakse 5 vordlust kas algmaterjalist voi kui algmaterjali
ei ole piisavalt, siis punktist, kus materjali saab jagada kaheks.

Lisa 1. Kvaliteedi maaratlused verifitseerimise plaani koostamisel

TABEL 1. Kordustdpsuse plaan

Proovimaterjalide tasemed-ridade arv; korduste arv péevas- n;
péevade arv- ki n,+ n+....+n,
Optimaalne Soovituslik Minimaalne
Kliiniline keemia, Ag-Ak 5+5+5+5+5 3+3+3+3+3 3+3
(kvantitatiivne) 5+5+5+5+5 3+3+3+3+3 3+3
Kliiniline keemia, Ag-Ak 3+3+3+3+3 2+2+2 3+3
(kvalitatiivne) 3+3+3+3+3 2+2+2 3+3
(3+3+3+3+3, cut-off) (2+2+2, cut-off)
NAT (kvantitatiivne) 3+3+3 2+2 T+1+1
3+3+3 242 1+1+1
(3+3+3, cut-off) (2+2, cut-off) (14141, cut-off)
NAT (kvalitatiivne), 3+3+3 2+2 T+1+1
immuunohematoloogia 3+3+3 2+2 1+1+1
Voolutsitomeetria 3+3+3 3+3 3
3+3+3 3+3 3
3
Mikrobioloogia 3+3+3 3+3 3
3+3+3 3+3 3
3+3+3 3
3+3+3
3+3+3
TABEL 2. Téesuse plaan (erinevuse hindamine, eelmise meetodiga vordlus)
Optimaalne Soovituslik Minimaalne
Kliiniline keemia, Ag-Ak (kvantitatiivne) 40 20 6
Kliiniline keemia, Ag-Ak (kvalitatiivne) 20 10 6
NAT (kvantitatiivne) 20 10 6
NAT (kvalitatiivne) 20 6 3
Voolutsiitomeetria, 10 6 3
immuunohematoloogia
Mikrobioloogia 20 10 6

Lisa 2. Ulemise verifitseerimise piiri ja statistiliste erandite arvutamine

1. Ulemise verifitseerimispiiri (OVP) arvutamine

1. UVP arvutus pohineb*:

erinevate kordustdpsuse kategooriate nii korduvuse (repeatability) kui laborisisese (within laboratory imprecision)
kordustipsuse vabadusastme (degree of freedom, df) hindamisel

2. UVP faktori F leidmisel

3. UVP arvutamisel leitud UVP faktori F ja tootja avaldatud andmete alusel.

Korduvuse vabadusastme (df) ja F leidmine

Korduvuse puhul vabadusastme(df,) hinnang baseerub laboris kasutusel oleval eksperimendi péhiméttel ehk see-
riate ja korduste arvu = N-k, kus N on tulemuste koguarv ja k seeriate arv. Tabelis 1 on toodud df, ja F vastavalt

valitud maaratlusele.

TABEL 1. Korduvuse F erinevate méaratluste puhul.

Maaratlus Tasemed N, tulemuste arv k, seeriate arv df, F (korduvuse)
optimaalne PM1 voi KM1 25 5 20 1,31

PM2 voi KM2 25 5 20 1,31
soovituslik PM1 voi KM1 15 5 10 1,43

PM2 voi KM2 15 5 10 1,43
minimaalne PM1 v6i KM1 6 3 3 Ei ole avaldatud

PM2 voi KM2 6 3 3 Ei ole avaldatud
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Kordustédpsuse vabadusastme (df, ) ja F leidmine >
Kordustépsuse (within-laboratory imprecision) hindamine pohineb tootja avaldatud andmeid. 2 ((
Tuleb arvutada tooja andmete puhul suhe (p) jargmise valemi jargi: ' -
ELMU
p=SD,,/ SD, v6i CV,,/ CV,
SDw. ja CVw. on tootja valideerimise protokolli kordustdpsuse (within-laboratory, intermediate imprecision) stan-
dardhélve ja variatsiooni kordaja
SD,, ja CV, on tootja valideerimise protokolli korduvuse (repeatability) standardhélve ja variatsiooni kordaja.
TABEL 2. p suhte hindamine ldhtudes tootja avaldatud andmetest
Tootja andmed Repeatability Within-laboratory imprecision p-suhe
PM1 v&i KM1 SD1, véi CV1, SD1,, v&i CV1,,, SD1,,/ SD1, vai CV1,,/ CV1,
PM2 v&i KM2 SD2, véi CV2, SD2,, véi CV2,, SD2,,/ SD2, véi CV2,,/ CV2,
Pérast suhte p arvutamist tuleb leida tabelist 3 vastav vabaduse aste (df,) ja kordaja F.
TABEL 3. Kordustépsuse vabaduse aste df,, ja kordaja F l&htudes tootja p= SD,,,/ SD, arvust ning optimaalse eesmérgi siht-
margi puhul (5 paeva ja 5 kordust iga p&dev), kui on kasutatud vdhemalt 2 tasemel materjale (PM1/KM1 ja PM2/KM2).
P 2,74 1206 1,78 1,62 1,51 1,41 137 1,32 1,28 1,24 1,21 1,19 1,16 (1,14 (1,12 1,10
df,, 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
e 160 (155 (151 148 145 143 141 1,39 11,38 1,37 1,35 1,34 1,33 (1,32 1,31 (1,31
Ulemise verifitseerimispiiri (UVP) arvutamine
UVP tuleb arvutada valemi SD x F vai CV x F jargi korduvuse ja kordustipsuse kohta eraldi.
TABEL 4. Ulemine verifitseerimispiir
PM1 voi KM1 PM2 v&i KM2
Tootja andmed SD1, v6i CV1, SD2, v6i CV2,
Leitud F (korduvus) Tabel 1 Tabel 1
UVPR (korduvuse) SD1, x F v6i CV1 x F SD2, x F v6i CV2, x F
Leitud F (kordustapsus) Tabel 3 Tabel 3
UVPWL (kordustépsus) SD1,, x Fvoéi CV1,, x F SD2,, x Fvoi CV2, x F
2. Statistiliste erandite hindamine optimaalse mé&aratluse puhul
TABEL 5. Statistiliste erandite hindamine optimaalse m&aratluse puhul
Keskmine vaartus Standard hélve Grubbsi faktor | Grubbsi piirid Statistilised erindid
PM1 voi KM1 | 25 tulemuste keskmine, | 25 tulemuste SD | 3,135 G1,__X1-3,135xSD G1,<X1,...X1,, > G1,
X1 G1,.X1+3,135xSD
PM2 voi KM2 | 25 tulemuste keskmine, | 25 tulemuste SD | 3,135 G2 _X2-3,135xSD G2 < X2,...X2,, > G2,
X2 G2, X2+3,135xSD
E ©
<
He N
Kasutatud kirjandus 8. CLSI MM19-A Establish of molecular 14. CLSI M52 Verification of Commercial .!6 o)
1. Tervishoiut o korraldarmi d testing Microbial Identification and Antimicro- :o o
. erv(:_Tcl:;) e;;;z; ;g;g:jr:?ne;;zs L;Sr 9 Verhl‘icstior; anci va;lidati?n.ofldiégrostic bial Susceptibility Testing System?. H
128 , Tervishoiuteenuste kvaliteedi aboratory tests In cliinical viro'ogy. 15. CLSI M58-A1 Methods for the Identi- o—
tagamise néuded” Rabenau et al J.Clin. Virol. 2007. fication of Cultured Microorganisms o)
T . ) - . Oct;40(2):93-8. Epub 2007 Sep 4 Using Matrix-Assisted Laser Desor- )
2. Med't§"P'|ab°r'd' Kvaliteedi ja kompetentsi 19 LS| MM 06-A2 Quantitative molecular ption/lonization Time-of-Flight Mass o
erinduded (ISO 15189:2012) methods for infectious diseases Spectrometry. -
3. CLSI EP05-A3 Evaluation of precision of 11. Kenny D, Fraser CG, Hytolf Petersen 16.Tibbetts, R. J. Verification and Validation =
quantitative measurement procedures P, Kallner A. Consensus agreement. of Tests Used in the Clinical Microbio- ©
4. CLSI EP15-A3 User verification of precision Scand J Clin Lab Invest 1999; 59:585 logy Laboratory. Clinical Microbiology >
and estimating of bias 12.Clark, R. B., M. A. Lewinski, M. J. Loeffel- Newsletter, 2015; 37, 19 -
5. CLSI EP12-A2 User protocols for evalua- ho'i’ andR. J:fT|bt?etts, 2009|‘_ Cumi- ; 17. Molecular Diagnostics: For the Clinical )
tion of qualitative test perfomance tech 31A, V?” ication ?nd V‘? |dat.|on ° Laboratorian Coleman et al, 2006
Procedures in the Clinical Microbiology E
6. CLSI GP 37-A Quality management sys- Laboratory. Coordinating ed., S. E. 18. RT 11999,92,825 Toote nduetele vasta- 1
tems: equipment Sharp. ASM Press, Washington, DC. vuse téendamise seadus. w

7 CLSI MM17 Verification and validation of
multiplex nucleic acid assays

13. CLSI M100-522 Performance standards
for antimicrobial susceptibility testing

19. CLSI I/LA26-A2 Perfomance of single cell
immune response assays.

Y
o



