


Definition

* Validering eller verifiering av en analys/metod innebar:
* att visa att analysen/metoden uppfyller krav enligt given specifikation (validering)
 att analysen/metoden presterar enligt de specifikationer tillverkaren anger (verifiering)



Varfor?

* For att sakerstélla att analysen/metoden fungerar som forvantat
* For att fa erfarenhet av analysen/metoden

 Krav for ackreditering av analysen/metoden



Ar det verkligen nodvandigt?

* Ja, om ditt laboratorium ar ackrediterat enligt ISO/IEC 17025, ISO 15189
eller nagon annan adekvat standard och analysen/metoden ska
ackrediteras.

* Ar det verkligen nddvindigt nar analysen ar CE- och IVD/IVDR-mérkta eller
FDA-godkanda?
* | teorin ska inom EU CE- och IVD/IVDR racka, men i praktiken inte!

 Alla tillverkare ar inte “arliga” i sina underlag. T. ex kan patientpaneler
vara selekterade for att passa analysen.

* Din population skiljer sig fran den population foretaget anvant (t ex.
gallande seroprevalens, interagerande faktorer m. fl.).
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* Beror pa analysens ursprung:

* Alternativ 1l

* Metod/procedur som dr utvecklad och validerad for ett speciellt instrument/apgaratur (avser dven
”kitbundna” manuella metoder). Leverantérens validering kan accepteras efter bedémning av
leverantorens bifogade dokumentation.

* | férekommande fall kan annan extern instans validering accepteras, t ex ett annat laboratoriums
validering, efter beddmning av valideringsprotokollet.

* Det finns referensmetodik angiven utifran en standard, forfattning eller expertgrupp
(t ex. FKM:s referensmetodik)

* Har kan det racka med en verifierinﬁ dar man visar att analysen/metoden Presterar enligt av
tillverkaren redovisade prestanda eller enligt krav i standard/forfattning eller referensmetodik.
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Vad ska vi gora2?

Alternativ 2

Metod som anpassas till ett instrument/matstation och som avser vedertagen
metod dar fler an en leverantor alternativt egna program/moment/komponenter
forekommer.

Om validerade komponenter fran flera leverantorer anvands aligger det
laboratoriet att verifiera att specificerade krav i metoden uppfylls i sin helhet. Om
komponenter inte ar validerade ska laboratoriet genomfora en tillrackligt
omfattande validering.

Alternativ 3
Tillampning av en metod publicerad i vetenskaplig litteratur eller modifiering av

tidigare ackrediterad metod. | detta fall maste valideringen/verifieringen vanligen
ges en storre omfattning an i fall 1 och 2.

| de fall dar metoden &r allmant etablerad inom professionen kan validering/
verifiering ges en mindre omfattning (motsvarande den for niva 1).
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e Alternativ 4

* Egenutvecklad metod. For egenutvecklade metoder kravs en utforlig validering.

* Har har laboratoriet tagit over tillverkarens ansvar och med nu gdllande regler torde det innebara en validering
enligt riktlinjer angivna for CE och IVD/IVDR.



Praktisk tillampning

e Validering:
Egentillverkad. Kommersiell metod med egna modifieringar.
 Verifiering:
Tillverkaren eller annat “tillforlitligt” laboratorium har utfort en bra
validering/verifiering.
» Korrelation:

* Instrumentbyte till ett nytt likadant instrument eller ny version av
instrument med samma reagens.

* Mindre forandringar i sammansattning av reagens — t ex. ny tvattbuffert



Planera verifiering/validering

* Se vad andra gjort som publikationer, validerings-/verifieringsrapporter fran andra (svenska)
laboratorier/tillverkarens insert).

 Valj alternativ enligt SWEDAC-dokumentet.

* Planera provpaneler.



Provpaneler 1

Blodgivarpanel (serologi):
* Finns rekommendation fran lakemedelsverket, referensgrupp etc — folj denna!
* Blodgivarscreening 200-400 blodgivare
Immunologiska analyser som ANA, ds nDNA: se KITM:s rekommendationer.
Anvands ofta for att beddma specificitet (vid Iag seroprevalens).

Inte nagon stor vits vid serologier med hog seroprevalens som CMV IgG, VCA IgG, EBNA IgG,
borrelia IgG i vissa omraden.

Panel av patientprov som har/inte har sjukdom ar idealt. Kan ibland tillampas for
odlings- och molekylardiagnostik men for serologi ofta svart med undantag av
kroniska infektioner som HIV, kronisk hepatit B/C.

Panel med prov som ar positiva i olika nivaer, gransvarde eller negativa med
nuvarande analys/metod.

Problemprov/utmanande prov: falskt lagreaktiva i serologi, svarodlade bakterier
etc.



Provpaneler 2

Konsekutiva prover — ar viktigt for att bedoma analysens prestanda i daglig
rutin. Antalet inkluderade prov bestams utifran prevalens.

Standarder (internationella, nationella). Finns for odling (typstammar)
serologi och molekylar diagnostik.

Prov fran kvalitetssakringsutskick. Finns sadana sparade ar det bra att ha
med ett antal av dem.

| vissa fall finns bra kommersiella paneler, t ex serokonversions-paneler for
t ex. HIV, paneler for HTLV.

Paneler fran andra laboratorier.

Spadningar av (ofta starkt positiva) prov, dels for bedomning av detektions-
niva (odling, molekylar diagnostik, immundiffusions-/lateral flow-tester)
dels for dynamik (serologi).



Provpaneler 3

Beddma interferens:
e Serologi — spika positiva och negativa prov med t ex. triglycerider,
hemoglobin, bilirubin och samkor “ospikat” och spikat prov.
Korsreaktivitet

e Serologi: Panel med prov positiva for antikroppar som ofta korsreagerar,
t ex CMV-, EBV-, Borrelia-IgM, RF-IgM, ANA samt narbeslaktade agens.

* Molekylar: Panel med smittamnen genetiskt narbeslaktade med det
agens som ska pavisas. Kan till viss del anvandas inom bakteriologi for
t ex. agglutionationstester.

CV-berakning kitoberoende kontroller
Carry over-panel
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Sparbarhet (till internationell eller
annan standard).

WHO-standard Rubella IgG RUBI-1-94

.. . (1,5-251U/mL)
(Seroprevalens galler serologi

(blodgivare) om relevant. Jamfor med .

litteratur/ andra lab. Hog = 1,12020- 0,565
seroprevalens kan medfdra att vardet s i
av ett positivt prov ar ringa vid

diagnostik av aktuell sjukdom). 2

15

LoD (level of detection) kan ofta ,
beddmas utifran spadningsserie av
standard.

10

Alinity i lU/mL
@

Cut off-niva? Beddms utifran 0
spadningsserie (standard eller starkt
positivt prov).

0 5 10 15 20
WHO - berdknad 1U/mL



Vad ska utvarderas 2°? Linjaritet (serologi)

~ Spédningsserie starkt positivt prov 13IM00595

e Cut off-nivan i linjar fas ar bra. Om GBM-antikroppar

den ligger i avplaningsfas kan en a5 ———— 2
stor skillnad i koncentration ge T~
obetydlig skillnad i resultat. Kan £ 30 =
mojligen behovas ett gransvardes- :§§
intervall. g ST
 Ska skillnad i antikroppsniva )
beddmas maste resultat ligga i S
analysens linjara fas (spad )  spadning
eventuellt).

* Resultat over eller under den
linjara fasen bor svaras > eller <.
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Sensitivitet,
specificitet,

positivt och negativt
prediktivt varde.

* Om panel med prov fran kliniskt
diagnosticerad sjukdom anvands kan klinisk
sensitivitet och specificitet beraknas.

* Anvands paneler dar man jamfér med annan
analys (blodgivare, positiv och negativ panel,
konsekutiva prover): analytisk sensitivitet
och specificitet.

 Vardefullt att ocksa berdakna positivt och
negativt prediktivt varde.
Ett hogt negativt prediktivt varde innebar att
man inte falskskyltar sjuka som friska!



Vad ska utvarderas 4a”? Korsreaktivitet

e Korsreaktivitet

e Viktigt att kanna till nar man ska tolka resultat. H6g grad av kors-
reaktivitet ger samre specificitet och paverkar analysens anvand-
barhet.

Korsreaktivitet for 2 TBE-IgG-analyser

Enzygnost TBE-lgG {Siemens) FSME IgG (Progen)
Reaktivitet Antal Positiv Gransvirde Positiv Grinsvirde
EBV IgiG+igM 5 4 Z 4
CMV lgG+igM 5 1 1
RFE-lgM 5 2 2
ANA IgG 5 2 2
Gula febern IgG 10 3 5
Dengue IgG 10 5 8
Japansk encefalit IgG 10 6 3 10




e Paverkar nagra substanser som
hemoglobin, bilirubin, triglycerider

Vad ska utvarderas testen?

4b7? |Interferens * Om tillverkaren redovisar en sadan
enligt gallande riktlinjer kan denna

accepteras.
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7
&

Riktighet

Har anvander man till exempel prov fran
utskickspaneler. Hittar vi det som vi forvantas
hitta?

Precision

Hur bra fungerar analysen nar vi analyserar den
upprepat vid olika analysomgangar med olika
instrument av samma typ med olika loter osv.

Anges med CV%. Finns olika riktlinjer for hur
manga, nivaer etc.

Har betydelse for till exempel att folja t ex.
lotbyten, jamforelse mellan prov.
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* Om man jamfor tva analyser
som ger numeriska varden.

* Om man jamfér samma analys
mellan tva olika instrument.

* Finns mer utvecklad variant av
analys (Bland Altman plot)
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* Samstammighet/konkordans

* Vid jamforelse av analyser dar inte korrelationsberdkning ar mojlig
(positiv/negativ odling, semikvantitativa tester osv) fér att bedéma hur
samstammiga de kvalitativa resultaten ar.

* Samstammighet = antal prov dar resultatet &r detsamma/totala antalet prov.

* En del utesluter gransvarden fran berdkningen men da anser jag att man inte
far en korrekt bild av hur val analysen presterar.

Karlstad samstammighet 151 prov med i Sverige rekommenderade granser

Positivt Negativt Indeter- Samstam-
Positivt
gransvarde

Quantiferon Tb DiaSorin Liaison XL enligt tillverkaren 435
Cut off 0,35 (enligt tillverkaren)

Positiv.  gransvarde gransvarde Negativ minant mighet
39 9

Referenstest

Positiv Negativ Indeterminant Samstammighet i 14 10
Positiv_[NETY 9 0 Negativt
m ; - 0 gransvarde 1 2 2
61 4
o 0 9 9,3%

Indeterminant 2 7 81,4%



Vad ska utvarderas 8? Diverse punkter

* Carry over? Finns risk for sadan t ex. fast pipett som tvattas av mellan proven (utan pipettspets som
byts mellan varje prov). Férekommer i t ex. Architect-instrumenten och i Liason. Sallan av betydelse
for serologiska resultat men kan paverka resultat om nukleinsyra-analyser (PCR) utfors pa samma ror
efter att det korts i instrumenten.

» Verifiering av interface — kontroll att data fran instrument overfors korrekt till LIS och till
journalsystem.



Skriva en rapport — nagra punkter

e SWEDAC staller utifran standard vissa krav:

* Plan ska finnas. Denna ska innehalla en beskrivning om varfor
validering/verifiering ska utforas, planerad omfattning och vilka
krav som ska uppfyllas for godkdannande (mal).

* | rapporten ska data och resultat presenteras, en
sammanfattning och ett beslut redovisas.



Skriva rapport 2 — Exempel

* Visas separat.



