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1. FORORD

Dokumentet er en omarbejdet version af den tidligere DANAK retningslinje RL6, som nu er udgaet. Doku-
mentet kan betragtes som et hjeelperedskab til validering af analysemetoder og anbefales af Dansk Selskab

for Klinisk Biokemi (DSKB). DANAK har deltaget i bearbejdelsen og er af den holdning, at efterlevelse af
denne vejledning svarer til kravene i akkrediteringsstandarderne ISO 17025 og ISO 15189.

2. FORMAL OG GYLDIGHEDSOMRADE

Denne hjazlpevejledning fastleegger en fortolkning af kravene i DS/EN ISO/IEC 17025:2005 og DS/EN 1SO
15189:2008 for Kklinisk biokemiske laboratorier vedrgrende metodedokumentering — herunder isgr laborato-
riernes stillingtagen til ngdvendig validering af anvendte analysemetoder, samt til vurdering af resultaterne af
et sadant valideringsarbejde. Hjeelpevejledningen bygger pa den tidligere RL6 og er tilrettet med hjaelp fra
DANAK.

Analysemetoder, der omhandler nominalegenskaber, er ikke medtaget her.

3. BEGREBER, DEFINITIONER OG HENVISNINGER

Henvisninger til punkter i ISO 17025 og ISO 15189 er markeret med [ ]. Henvisninger til litteraturreferencer
er markeret med ().

ISO 17025 [5.4.5.1]: *Validering bekrafter ved undersagelse og tilvejebringelse af objektivt vidnesbyrd, at
de specielle krav til den givne anvendelse er opfyldt’ (1).

ISO 17025 [5.4.5.2]: ’Laboratoriet skal validere ikke-standardiserede metoder, selvudviklede metoder, stan-
dardiserede metoder, der anvendes uden for deres tilsigtede anvendelsesomrade, og @ndringer af standardise-
rede metoder for at bekreefte, at metoderne er egnede til det givne formal. Valideringens omfang skal svare
til, hvad der er ngdvendigt for den konkrete anvendelse eller det aktuelle anvendelsesomrade. Laboratoriet
skal registrere de fundne resultater, proceduren, der er anvendt ved valideringen, samt en erklaering om,
hvorvidt metoden er egnet til det givne formal.’

ISO 15189 [5.5.2]: ‘Laboratoriet ma kun benytte validerede procedurer til bekraeftelse af, at undersggelses-
procedurerne er egnede til det forudsatte formal. Valideringerne skal vare tilstraekkelig omfattende til at op-
fylde behovet for den givne anvendelse eller det givne anvendelsesomrade. Laboratoriet skal registrere de
opnaede resultater og den procedure, der er anvendt ved valideringen.

De metoder og procedurer, som laboratoriet valger at benytte, skal evalueres og konstateres at give tilfreds-
stillende resultater, inden de anvendes til medicinsk undersggelse’.

I ISO 15189 anvendes begrebet undersggelsesprocedure. | nerveerende dokument anvendes i stedet den i kli-
nisk biokemiske laboratorier ofte anvendte betegnelse analysemetode.

Som led i valideringen skal der udfares et estimat over den samlede maleusikkerhed knyttet til maleveerdien,
jvf. Pkt. 8.11. Denne usikkerhed, sammenholdt med de kliniske krav til anvendelsen af maleresultatet, indgar
i grundlaget for beslutningen om at anvende metoden i rutineproduktion.
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Som led i valideringen bgr der ogsa tages stilling til, hvilke referenceintervaller der kan anvendes sammen
med de valgte analysemetoder (1ISO 15189 [5.5.5])

4. OMFANG

I 1ISO 17025 [5.4.5.2] omtales standardmetoder og ikke-standardiserede metoder (1). Standardmetoder udfg-
res efter anerkendte specifikationer og er feerdigvaliderede. Laboratoriets eneste opgave er da kun at verifice-
re, at metoden fungerer lokalt. Inden for klinisk biokemi findes ingen metoder, som kan betragtes som stan-
dardmetoder. De anvendte metoder er oftest videnskabeligt publicerede metoder, der er tilpasset af diagno-
stikaproducenten eller af laboratoriet, eller de kan veere udviklet af laboratoriet. Det kan ogsa dreje sig om
metoder, der anvendes uden for deres oprindelige applikationsomrade eller er &ndret pa anden vis. Alle sa-
danne metoder skal valideres.

Valideringen eller dele af den kan veere udfart af diagnostikaproducenten eller af andre laboratorier. Med
ikrafttraeden af ”Bekendtgerelse om medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik™ (3) (CIVD-direktivet’) er
diagnostikaproducenten siden december 2003 lovmassigt forpligtiget til at udfere en omfattende validering,
hvorfor laboratoriets egne praktiske undersggelser kan reduceres tilsvarende. Laboratoriet skal dog altid sik-
re, at metoden fungerer efter hensigten i eget laboratorium, hvilket betyder, at analysemetoden skal leve op
til de, af laboratoriet, opstillede krav.

CE-merkede analyser

CE-maerkede metoder er valideret af leverandgren til det af leverandgren opstillede formal.

Det er EA/DANAK’s og DSKB’s holdning, at for CE-merkede analyser er det almindeligvis tilstraekkeligt at
udfere en verifikation af, om leveret udstyr/analysemetoder lever op til de opstillede krav til analyserne.

| praksis kreeves verifikation af falgende:
e Imprecision
o Korrekthed
e Maleusikkerhed
o Referenceintervaller, vejledende terapeutiske intervaller eller beslutningsgreenser

Bestemmelse af korrektheden bgr udfares ved undersggelse af sporbart materiale, eksempelvis eksternt kva-
litetskontrolmateriale som HK fra DEKS, eller, hvis muligt, referencematerialer med velegnet matrix (f.eks.
serum X eller CRM470): Hvis materialet ikke er tillagt en sand vaerdi, ma konsensusveerdien bruges som det
bedste udtryk herfor. Korrektheden kan kun bedgmmes ved sammenligning med tidligere metode, safremt
denne er en ”’sand og absolut” metode. | praksis betyder det, at den nye metodes korrekthed kun kan bedgm-
mes ved sammenligning med tidligere metode, safremt korrektheden for den tidligere metode er kendt og le-
ver op til laboratoriets krav.

Laboratoriet skal opstille krav til analysemetodens maleusikkerhed og estimere dens starrelse pa kvantitative
analysemetoder (4). Estimatet bgr sa vidt muligt indeholde den intermedizre imprasicion beregnet over sa
lang tid, at der indgar dag til dag variation, flere apparater, reagenslot skift og kalibreringer. Desuden kan
firmaets oplyste usikkerhed pa kalibratoren inkluderes. Man bgr angive en ekspanderet maleusikkerhed med
en deekningsfaktor pa 2.

Andre faktorer bar inkluderes i maleusikkerheden, safremt usikkerhedsbidraget vurderes til at veere af betyd-
ning. Hvis gnsket kan preeanalytisk usikkerhed estimeres ud fra ”Blodprgvetagning som kilde til preeanaly-
tisk variation”(5).
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Test for evt. skred bar udfgres med patientprgver sammenlignet med tidligere eller tilsvarende analysemeto-
de udfart andetsteds (viser at metoden lever op til klinisk anvendelighed) og indgar i bedemmelsen af det an-
vendte referenceinterval.

Inspiration til verifikation kan hentes pa The Association for Clinical Biochemistry’s hjemmeside
(http://www.ach.org.uk/An%20Ver/Measurementl.asp), hvor der ogsa findes ferdige regneark til at lgse op-
gaven.

Validerings/verifikationsproceduren for CE-markede analyser er saledes veesentlig mindre omfattende end
fremgangsmaden ved ikke-CE-markede analysemetoder. DSKB anbefaler imidlertid altid, at der foretages
en grundig vurdering af mulige analyser far indkab mhp. om de er velegnede til at lgse de kliniske problem-
stillinger i dagligdagen. Dette kan eksempelvis geres ved at vurdere analyserne ud fra oplysninger fra kolle-
ger, eksterne kvalitetskontrol-udsendelser eller oplysninger fra leverandgren. Der bar serligt legges vaegt pa
impraecision, korrekthed samt maleomrader, og om der findes formelle krav til en given analysemetode.

Ikke CE-maerkede analyser

For analyser, der ikke er CE-markede, skal der udfares en egentlig validering, se nedenfor. Dette geelder og-
sa safremt en CE-markning brydes i anvendelsen af en egentlig CE-market analysemetode, eksempelvis ved
anvendelse af kit pa andet instrument/platform end valideret af producenten.

5. INDHOLD AF VALIDERINGSPLAN OG -RAPPORT

I ISO 17025 [5.4.5.2] anfares, at *Valideringens omfang skal svare til, hvad der er nedvendigt for den kon-
krete anvendelse eller det aktuelle anvendelsesomrade’ (1). Det anbefales, at der udarbejdes en validerings-
plan (eller -protokol) med udgangspunkt i formalet med malingen og en beskrivelse af de relevante kvali-
tetsmal (se nedenfor).

En valideringsplan eller protokol vil omfatte en detaljeret beskrivelse af, hvordan relevante metodeegenska-
ber (se nedenfor) planlaegges undersggt, f.eks. ved fremskaffelse af dokumentation fra diagnostikaproducen-
ten, udfarelse af undersggelser i eget laboratorium, videnskabelig litteratur m.v. Efterfalgende frembringer
laboratoriet dokumentation for: Specificerede kvalitetsmal, metodens egenskaber, og hvorvidt metoden til-
fredsstiller kvalitetsmalene eller populzrt sagt: Hvor god skal metoden vare, hvor god er den, og er det godt
nok? Nedenfor er opstillet en raekke kvalitetsmal og metode-egenskaber for klinisk biokemiske analysemeto-
der.

Det anbefales, at de praktiske undersggelser afsluttes med en valideringsrapport, der indeholder plan eller
protokol, bearbejdede data samt konklusioner. Alternativt kan man anvende skemaet ”Erklering om validitet
af metoden til bestemmelse af system, komponent, egenskabsart”, som findes pa www.danak.dk under Eks-
tranet.

Under alle omsteendigheder skal valideringsproceduren afsluttes med en dokumenteret stillingtagen til, om
planens mal er naet, og konklusioner om, hvorvidt analysemetoden er egnet til det givne formal.

6. KVALITETSMAL FOR ANALYSEMETODER | KLINISK BIOKEMI

Nedenfor er i ikke-prioriteret raeekkefalge angivet et seet modeller eller komponenter til at fastseette specifika-
tioner for analytisk kvalitet (6,7). En sa hgj grad af — og niveau for — opfyldelse som muligt ber tilstreebes.

Kvalitetsmal sat af:
e Myndigheder.
o Organisationer, der udbyder prestationspravningsprogrammer (ekstern kvalitetsvurdering).


http://www.acb.org.uk/An%20Ver/Measurement1.asp
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e Kilinikere, subsidieert laboratoriets ledelse.

Publicerede anbefalinger:
e Franationale eller internationale ekspertgrupper.
e Lokale ekspertgrupper.

Kvalitetsmal ud fra aktuel ’state of the art’:
o Data fra ekstern kvalitetsvurdering.
o Data fra nylige publikationer.

Evaluering af analysekvalitetens indvirkning pa kliniske beslutninger generelt:
e Data baseret pa biologisk variation, iser den intraindividuelle.

e Data baseret pa klinikernes vurdering.

Evaluering af analysekvalitetens indvirkning pa specifikke kliniske beslutninger, baseret pa studier af det en-

delige kliniske resultat (’clinical outcome”’).

7. FORHANDSVEDTAGELSER

Inden den praktiske del af valideringen pabegyndes, kan det vaere hensigtsmaessigt at fastleegge og beskrive

nedenstaende, der under alle omstaendigheder skal dokumenteres:

¢ Analysens/metodens navn (System—Komponent; kvantitetsart), enhed (hvis relevant) samt evt. 1U-

PAC / IFCC / DNK-kode.
Apparatur/udstyr.

Kalibrator.

hedsbudget, punkt 8.11.
Kravspecifikationer fra rekvirenterne.

Miljafaktorer (f.eks. temperatur, fugtighed, krav i forbindelse med DNA-undersagelser).
Patientprgver, kontrolmateriale, dvs. korrekthedskontrolmateriale, praecisionskontrolmateriale, m.m.

Acceptgraenser for den maksimalt tilladelige kombinerede standardmaleusikkerhed, jf. maleusikker-

o Biologisk referenceinterval (kilde samt vurdering af intervallet i forhold til egen population og me-

tode).
e Sikkerhed og miljg.

8. METODEEGENSKABER FOR MALINGENS KVALITET

Der kan ikke angives en fast procedure for alle analysemetoder, i stedet mé valg af metodeegenskaber vurde-
res fra analysemetode til analysemetode. En reekke metodeegenskaber er omtalt i ISO 17025 [5.4.5.3] og
ISO 15189 [5.5.3] — og ved udarbejdelse af valideringsplanen udveelges, suppleres og veegtes disse efter be-

hov og relevans.

8.1 Metrologisk sporbarhed

Definition: Egenskab hos et maleresultat eller vardien for en normal (malestandard), hvorigennem malere-
sultatet eller veerdien kan relateres til givne referencer, seedvanligvis nationale eller internationale normaler,

gennem en ubrudt kaede af sammenligninger, der alle har en oplyst usikkerhed (8,9).
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Toppen af kalibreringshierarkiet skal angives. Dette hierarki vil oftest starte med en Sl-enhed eller anden en-
hed og/eller en metode og/eller kalibrator og evt. ga gennem flere lignende lag til rutineanalysemetoden og
resultatet.

8.2 Korrekthed og metodesammenligning

Definition af korrekthed: Grad af overensstemmelse mellem middelvardien for en stor serie af maleresultater
0g en accepteret referenceveerdi (10).

Metodens korrekthed kan vurderes ved:
o analysering af certificeret korrekthedsmateriale eller lignende
¢ genfindingsforseg
¢ sammenligning med andre laboratorier, der anvender samme eller anden metode. Den metode, der
sammenlignes med, ber vere en anerkendt, veldokumenteret metode, og prevematerialet bar sa vidt
muligt veere patientpraver.

Identificeres en Klinisk betydende bias, skal der tages stilling til eventuelle forholdsregler inklusiv korrekti-
on.

8.3 Maleinterval

Definition: Et lukket interval af mulige maleverdier, der er tilladt med en analysemetode, er afgreenset af den
nedre malegraense og den gvre malegranse, og som har en angivet maksimal maleusikkerhed (modificeret
efter 9).

Maleintervallet ma veere passende i forhold til klinikernes behov. | praksis fremkommer maleomradet ofte
som et primert maleinterval — daekket af kalibreringskurven — og et udvidet maleinterval, der fremkommer
ved manuel eller maskinel fortynding, hhv. opkoncentrering af pravematerialet. | disse tilfelde skal det do-
kumenteres ved malinger inkl. kalibrering ogsa i det udvidede omrade, at maleveerdierne har en usikkerhed
mindre end den maksimale verdi. Den funktionelle sensitivitet (defineret som CV ved intermedizr preecisi-
onsundersggelse pa f.eks. mindre end 20%) kan indga i fastsattelse af nedre ende af maleomradet.

For metoder, hvortil anvendes CE-markede reagenser og kalibratorer, er producenten lovmaessigt forpligti-
get til at angive maleintervallet og den tilhgrende maksimale maleusikkerhed.

8.4 Detektionsgraense

Definition: Maleresultat med en given maleprocedure, som er signifikant forskellig fra 0, for hvilket sand-
synlighed for et analytisk falsk negativt resultat er 3, givet sandsynligheden o for et falsk positivt resultat
(12).

Detektionsgraensen bestemmes — hvis det er relevant — ved gentagne malinger pa patientprgver med meget
lav maleveerdi, subsidizert ved gentagne malinger pa nul-kalibratoren. Koncentrationen svarende til malesig-
nalets middelveerdi + 5SD vil vaere et praktisk anvendeligt mal for detektionsgraensen, som den er defineret
ovenfor.
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8.5 Analytisk specificitet
Definition: Analysemetodens evne til alene at male malestgrrelsen (modificeret efter 9).

Materialer med kendt indhold af beslaegtede stoffer (krydsreaktionsforsgg) eller potentielt interfererende
stoffer (tilseetningsforsgg) kan testes.

8.6 Linearitet

Definition: Direkte proportionalitet mellem maleveerdi og veerdi af malestgrrelsen inden for maleintervallet
(12).

Linearitet kan f.eks. valideres ved at anvende fortyndingsreekker fremstillet af praver med kendte koncentra-
tioner neer gvre, hhv. nedre malegraense og blandet i forskellige forhold.

8.7 Intermedier precision

Definition: Grad af overensstemmelse mellem uafhangige maleresultater, opnaet med samme analysemetode
pa identisk prgvemateriale i samme laboratorium, men angivet under forskellige malebetingelser (13).

Den intermedizaere preecision bar estimeres ved reprasentative koncentrationer inden for maleintervallet.
Koncentrationer i nerheden af kliniske beslutningsgraenser er specielt vigtige. Undersggelserne kan foretages
pa patientprever eller preecisionskontrolmateriale. Det er vasentligt, at undersggelserne, for at kunne veere
repraesentative, skal forega over et langere tidsinterval for at fa vigtige elementer med i dag-til-dag variatio-
nen. Hvis flere instrumenter og/eller operatarer anvendes valgfrit, skal disse variationskilder inkluderes.

8.8 Robusthed

Ved validering af en analysemetodes robusthed er det vigtigt at fremkalde a&ndringer i ydre forhold, som kan
teenkes at have indflydelse pa malingerne — f.eks. skift af reagenslot og kalibratorlot, temperatur og operater.
Starrelsen af evt. observerede afvigelser bar angives, men i praksis vil en fuldsteendig vurdering af metodens
robusthed ikke kunne nas inden for den tidsperiode, en validering seedvanligvis omfatter. Er analysemetoden
CE-market i overensstemmelse med "IVD-direktivet’ (som en del af et system til in vitro-diagnostik), ber
validering af robusthed kunne baseres pa diagnostikaproducentens oplysninger.

8.9 Afsmitning

Afsmitning kan deles i reagensafsmitning og preveafsmitning. Reagensafsmitning ses iser ved *random ac-
cess’ udstyr, og Vil ofte veere beskrevet af diagnostikaproducenten. Pa grund af de mange kombinationsmu-
ligheder bliver denne type afsmitning dog tit farst opdaget, nar apparaturet er taget i anvendelse i daglig drift.
Prgveafsmitning ses iser ved batch-analysering og kan undersgges ved at male patientprgver med lave og
hgje koncentrationer i defineret reekkefglge.

8.10 Praanalytiske forhold
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Valideringen kan ogsé omfatte praeanalytiske forhold, der kan have indflydelse pa maleresultaterne, f.eks.
patientforberedelse, pravetagning, prevehandtering, opbevaring og transport.

8.11 Maleusikkerhedsbudget

Usikkerhedsbudgettets formal er at orientere brugerne om den samlede maleusikkerhed for en given veerdi
samt at vise laboratoriet, hvor meget hver faktor bidrager til den samlede usikkerhed og dermed fokusomrade
for forbedring af den samlede kvalitet.

Usikkerhedsbudgettet skal omfatte alle kendte betydende bidrag til usikkerheden. Disse kan med fordel
grupperes for at gare beregningen simplere (4,14). Almindeligvis vil fglgende elementer veere til stede:
1) Usikkerhedskomponenter ved praeanalytiske forhold.

2) Usikkerheden pa bestemmelse (tilskrivelse) af kalibratorens veerdi.

3) Usikkerhed pa bias-korrektioner.

4) Usikkerheden pa selve malingen (seedvanligvis den intermediare pracision).

Budgetterne bar, safremt der ikke pa overkommelig vis kan etableres eksperimentelle data, baseres pa valide
skan.

Usikkerhed fra sa mange betydende faktorer som muligt skal veere indeholdt i usikkerhedshudgettet.
| praksis mangler der ofte gode data for usikkerhedskomponenter ved praeanalytiske forhold, men hvis gnsket
kan praeanalytisk usikkerhed estimeres ud fra ”Blodprgvetagning som kilde til praeanalytisk variation” (5).

DANAK finder det derfor indtil videre tilstraekkeligt, at usikkerhedsbudgetter kun daekker punkterne 2, 3 og 4
i de tilfeelde, hvor palidelige data for usikkerheden for de praeanalytiske forhold ikke er let tilgeengelige.

Den intraindividuelle biologiske variation (15) kan veere relevant ved vurdering af maleresultatet, men kan
opgives serskilt til klinikerne. Det skal dog bemaerkes, at tilgeengelige tal for intraindividuel biologisk varia-
tion kun deekker raske individer, og det er ofte uklart, om prevetagningsusikkerhed indgar i tallene.

9. KONKLUSION

Valideringen afsluttes med en vurdering af resultaterne og en konklusion om, hvorvidt metoden kan godken-
des til brug i laboratoriet.
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