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1 Uvod

Kvalitativni analyza je uzce spojena s feSenim tfi hlavnich otazek:

- pfitomnost ¢&i nepfitomnost urCité substance (analytu); tento
problém je obvykle feSen jednoduchou méfici metodou, pfi které je
signal (odezva) transformovana na binarni veli¢inu — positivni Ci
negativni hodnota

- tzv. limitni test (threshold test), pfi kterém je hodnota méfené
veliCiny srovnavana s pfedem urCenou hranicni, limitni hodnotou
(threshold value)

- pfifazeni molekulové struktury Ci urcité substance testovanému
analytu

VySe naznacené problémy kvalitativni analyzy nam dovoluji formulovat
obecnou definici kvalitativni analyzy:

Kvalitativni analyza se zabyva klasifikaci objektii podle specifickych kriterii
za ucelem splnéni dohodnutych poZzadavkd.

Specificka kriteria jsou velice rozmanita, napf. shoda barvy objektu
s testovaci Skalou, shoda spektralniho profilu piku s posici a intensitou,
expertni nazor, prekroCeni kvantitativnino limitu, atd. S klasifikaci
v kvalitativni analyze jsou rovnéz spojeny riizné statistické techniky, které
zavisi na charakteru dat ¢&i udaju. Data mohou mit charakter binarni
(ano/ne), mohou to byt kategorizovana data (Cerveny, zeleny, modry;
nemocny, zdravy) nebo mohou byt vyjadfeny pofadové (0,1,..10).
Statistické testovani kvalitativnich metod je neobvyklé a obtizné z toho
divodu, Ze se nejedna o normalni rozdéleni a musime tedy pouzivat
jinych, vhodnych testu.

Dulezity rozdil mezi kvantitativni a kvalitativni analyzou je i tzv.
vykonovych charakteristikach (performance characteristics). Kvantitativni
metody analyzy jsou charakterizovany takovymi parametry, jako
pravdivost, spravnost, pfesnost, robustnost, analyticka selektivita,
analyticka citlivost, mez detekce (LOD), linearita, pracovni rozsah.
Kvalitativni analyza pouzivd uplné jiné vykonové charakteristiky.
positivnich a negativnich odezev. Této charakteristice neodpovida zadny
z parametry, charakterizujicich kvantitativni analyzu. Pouze mez detekce
tvofi jakousi spojnici obou méficich postupu.

Dulezitym aspektem kvalitativnich metod je skuteCnost, ze vzdy
méfime analyticky signal (kvantitativni veli€ina) a konstruujeme filtr pro
prevod kvantitativnich udaju na kvalitativni, vyjadifené riiznymi zpUsoby:

ano/ne, detekovan/nedetekovan, positivni/negativni.

Je zfejmé, Ze i v pfipadé kvalitativni analyzy mame metody d&i
postupy interniho a externiho fizeni kvality, jako jsou regulacni diagramy a



mezilaboratorni testy. Oba prvky fizeni kvality a jejich posuzovani musi byt
v souladu s postupy a pravidly, které jsou bézné pro kvantitativni méfeni.
Vysledky mezilaboratornich postupl téchto méficich postupl také musi
byt vyhodnoceny a posouzeny z hlediska jejich pfijeti Ci odmitnuti



2 Terminologie

Definujme si nejprve nékteré zakladni pojmy™?. Necht A je jev,
ktery oznacuje pfitomnost analytu ve vzorku, —A (non A) je jev, ktery
oznacCuje nepfitomnost analytu ve vzorku, e budiz jev, ktery oznacuje

dlkaz analytu ve vzorku (positivni vysledek testu). P(A) je apriorni
pravdépodobnost toho, Ze analyt je pfitomen (pfed provedenim testu!).
Plati jednoduchy vztah:

P(A) +P(-A)=1

P(e/A) je pravdépodobnost kladného dikazu analytu za pfedpokladu,
Ze analyt je pfitomen.

P(—e/A) je pravdépodobnost faleSné negativniho vysledku (vysledek testu
je negativni, i kdyz analyt je pfitomen).

P(e/ —A) je pravdépodobnost faleSné positivniho vysledku (vysledek
je positivni, i kdyz analyt neni pfitomen).

Pravdépodobnost toho, Ze analyt je ve vzorku pfitomen po
provedeni testu (aposteriorni pravdépodobnost), kdy vysledek testu je
kladny, P(A/e) , je dan Bayesovym vztahem

~ P(e/ A).P(A)
~ P(e/ A).P(A) + P(e/—A).P(—A)

P(A/e)

Nasledujici kontingencni tabulka a obrazek znazoriuji vSechny situace,
které mohou v kvalitativni analyze nastat.

Tab. 1 Kontingencni tabulka pro kvalitativni mérici metodu

Redalna situace: analyt pfitomen analyt nepritomen total

Dukaz:

positivni TP = P(e/A) FP = P(e/-A) Npos,méF

negativni FN = P(—e/A) TN = P(—e/-A) Nneg,mé&F
total Npit Nneprit




Obr. 1 Grafické zobrazeni kontingencni tabulky

oblast nepfitomnosti analysu oblast pfitomnosti analytu
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A
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—

c=0 c>0 koncentrace

Prehled definic:

P(A/e) aposteriorni pravdépodobnost pfitomnosti analytu za pfedpokladu
positivniho dikazu

P(=Ale) aposteriorni pravdépodobnost nepfitomnosti analytu za
predpokladu positivniho dikazu

P(e/A) podminéna pravdépodobnost positivniho dikazu za predpokladu
pfitomnosti analytu

P(—e/A) podminéna pravdépodobnost negativniho dukazu za
prfedpokladu pfitomnosti analytu

P(e/-=A) podminéna pravdépodobnost positivniho dikazu za predpokladu
nepfitomnosti analytu

P(—e/-=A) podminéna pravdépodobnost negativhiho dikazu za
predpokladu nepfitomnosti analytu

Citlivost (sensitivity) v kvalitativni analyze, SEN, je pravdépodobnost, Ze
vzorek, ktery obsahuje analyt, je testovaci metodou identifikovan jako
positivni TP

" TP+ FN

Specificita (specificity) v kvalitativni analyze, SP, je pravdépodobnost, Ze
vzorek, ktery neobsahuje analyt, je testovaci metodou identifikovan jako
negativni

SEN

o__TN
TN + FP



FaleSné positivni pomér (false positive rate) je definovan pomoci
pravdépodobnosti vztahem:

FP

FPR=———
TN + FP
Je to vlastné pomér nekorektnich vysledku, ziskanych na vzorcich, které
neobsahuji dany analyt (viz pfedchozi tabulka).
V literatufe najdeme i jinou definici faleSné positivnihno poméru,
definovaného na zakladé poctu faleSné positivnich vysledkd experimentu:

YFEP — pocet _ falesneé _ positivnich _vysledkii

pocet _vsech _vysledkii

Fale$né negativni pomér (false negative rate) je definovan pomoci
pravdépodobnosti vztahem:

FN

FNR=———
TP +FN

V literatufe najdeme i jinou definici faleSné negativniho poméru,
definovaného na zakladé poctu faleSné negativnich vysledkt experimentu:

%EN — pocet _ falesné _negativnich _vysledkii

pocet _vsech _vysledkii
Spolehlivost (v%) se da vyjadfit jako

Spolehlivost (%) = 100 — FP (%) — FN (%)

Pravdépodobnostni pomér (likelihood ratio) je definovan vztahem:

_1-FNR
FPR

LR

Positivni pomér odpovédi (Positive response rate), P(x), vzhledem k limitni
(apriorné ur¢ené) hodnoté je definovan vztahem:

pocet _vysledkit _nad _limitni _hodnotou

P(x) =
pocet _vSech _vysledkii

Negativni pomér odpovédi (Negative response rate), N(x), vzhledem
k limitni hodnoté je definovan vztahem:

pocet _vysledkii _ pod _limitni _hodnotou

N(x) =
pocet _vsech _vysledkii



Positivni prediktivni hodnota (positive predictive value), PPV, je
definovana vztahem

TP

PPV =
TP + FP

Negativni prediktivni hodnota (negative predictive value), NPV, je
definovana vztahem

TN

NPV = ————
TN + FN

Méfici schopnost (mez detekce), LOD, je definovana jako nejmenSi
mnozstvi (obsah, koncentrace) latky, ktera muize byt detekovana,
identifikovana nebo stanovena v daném vzorku (matrice!) s danou chybou
Il. druhu (B chyba). Jinymi slovy: s pravdépodobnosti (1 - B) je dana
metoda schopna potvrdit pfitomnost latky ve vzorku.




3 Charakteristiky méricich postup
3.1 Typy kvalitativni analyzy

Kvalitativni analyza ma binarni charakter: pfitomnost/nepfitomnost,
positivni vzorek/negativni vzorek, ano/ne. Tento binarni charakter je
zavisly na pfedem urcené prahové hodnoté kvantitativni veliiny, pfevazné
analytického signalu.

Musime vSak rozliSovat dva typy kvalitativni analyzy:

Prvni typ kvalitativni analyzy se tyka identifikace analytu (méfené
veli€iny, angl. measurand). Pro tento typ analyzy pouzivame analytickych
technik, jako spektroskopickych a chromatografickych metod, popfF.
kombinovanych (hyphenated) metod.

Druhy typ kvalitativni analyzy se vztahuje ke klasifikaci vzork( a
pouziva predem urCenych limitnich hodnot danych legislativou nebo
zdkaznikem. Pro kvalitativni analyzu tohoto typu mame dva druhy
analytickych méficich postupl. Pouzivame bud tzv. testovaci soupravy
(kity), které poskytuji pfimo binarni odezvu nebo pouzivame meéficich
technik, které produkuji hodnoty kvantitativnich veliin. Tyto potom
pfevadime pomoci filtru“ na binarni odezvu.

3.1.1 Identifikace analytu

V této metodické pfirucce se nebudeme =zabyvat zjiStovanim
molekulové struktury sloucenin, ale identifikaci neznamého analytu ve
vzorku. Jednim ze zpUsobU je pouziti hmotnostni spektrometrie (MS) pfi
identifikaci s vyuZitim databazi MS spekter. Podle pravidla EU® pro
konfirmaéni analyzu pouzivame 3 — 4 ionty (pfi 3 — 4 pomérech m/z).
Dulezitym identifikaénim prvkem je vySe relativni intensity v MS spektru.

Jiny zpUsob se vyuziva v identifikaci drog, at v dopingové kontrole
nebo v kriminalistice. Tento zpusob vyuziva Bayesovské analyzy a
vychazi z velikosti faleSné positivnich a faleSné negativnich vysledku
(odvozenych zinstrumentalni odezvy), které poskytuji rizné analytické
techniky. Ukazme si postup pfi testovani drog v moci. Laboratof ma
z validace postupu tyto informace: velikost faleSné positivnich a faleSné
negativnich vysledkl (false positive, false negative) a prevalenci
jednotlivych drog (a priorni pravdépodobnost vyskytu drog ve vzorcich
moci). A posteriorni pravdépodobnost, vypoctena podle Bayesova vztahu
(viz Terminologie) ukazuje jistotu, s jakou positivni odezva vzorku indikuje
pfitomnost drogy.

3.1.2 Klasifikace

V tomto oddile Metodické pfiru¢ky si pouze ukazeme teoretické
postupy, které vedou k tomu, abychom spravné klasifikovali neznamy
vzorek. Jedna se o konstrukci filtru“, ktery pouZijeme k pfevodu
kvantitativnich dat na binarni, kvalitativni data.

Experimentalni postup je jednoduchy: sestrojime kalibracni kfivku
s poCtem opakovani kazdého méfeni signalu 2 — 3, podle standardnich
statistickych postupl vypocéteme rozhodovaci hladinu (cut-off) a mez



detekce (LOD). Ze znalosti téchto hodnot muzeme vytvofit filtr pro pfevod
kvantitativnich udaju na kvalitativni. PodrobnéjSi postup a vyhodnoceni
bude ukazan v dalSi casti.

3.2 Navaznost v kvalitativni analyze

Navaznost je zakladni vlastnost vysledki z metrologického
hlediska. Metrologicka definice se vaze Kk vysledkim ziskanych
kvantitativni analyzou, da se vSak aplikovat i do oblasti kvalitativni analyzy
s pouzitim referenCnich materialll a kalibraci instrumentt, poskytujici
kvantitativni signal.

Pro identifikacni postupy pouzivame chemicky Cisté latky
(individua), které povazujeme z metrologického hlediska za standardy.
Tyto standardy charakterizujeme vhodnou instrumentalni technikou (napf.
MS). Namérfené charakteristiky slouzi potom pfi analyze neznamych
vzorkl. VétSinou se toto déje automaticky pomoci knihoven, které jsou
soucasti instrumentalniho software. Vhodné pfiznaky v knihovné a
pravdépodobnost spravné identifikace jsou hlavnimi spojkami v fetézci
navaznosti. Dulezitou c&asti fetézce navaznosti jsou také matricové
referenni materialy s charakterizovanou limitni rozhodovaci hodnotou.

Pyramida navaznosti se sklada ze screeningovych metod (pravé
popsanych), konfirmatornich metod a referenénich metod, které jsou
vétSinou primarnimi metodami.

3.3. Spolehlivost v kvalitativni analyze

V kvantitativni analyze je spolehlivost (reliability) uzce svazana
s nejistotou  vysledku. V kvalitativni analyze nemlizeme tuto miru
spolehlivost  pouzivat. V této oblasti je spolehlivost svazana
s pravdépodobnosti rizika nespravného binarniho rozhodnuti. Tato
pravdépodobnost je svazana s terminy false positive rate, false negative
rate a s tzv. Bayesovym teorémem (viz oddil Terminologie).

V kvalitativni  analyze budeme misto nejistoty hovofit o
nespolehlivosti, ktera je charakterizuje oblast signalu, ve které je vysoka
pravdépodobnost chyb®.

V nasledujici tabulce jsou ukazany podobnosti a rozdily mezi nejistotou a
nespolehlivosti.

Tab. 2 Nespolehlivost a nejistota

Metrologicky termin Vlastnost Rozmezi Interval, kde
je ocekdvany jsou produkovany
kvant. vysledek binarni vysledek vysledek chyby
nespolehlivost + + +
nejistota + + +




Binarni odezva je v souladu s pozadavky zakaznika, nebot se Casto
vztahuje ke koncentracni urovni urcitého analytu, dané legislativou nebo
doporu€ovanou tim, kdo vysledky pouziva.

Predpokladejme, ze prfedem urCena koncentraCni uroven, ma
hodnotu C a je pro laboratof, ktera analyzuje vzorek, externi hodnotou.
Prvnim krokem laboratofe je vybrat vhodny meéfici postup, ktery ma
vhodnou mez detekce, Cp. a ktery poskytuje vhodnou ano/ne odezvu
(vzhledem k C). Rozdil (C — Cp.) je tim kriteriem, na zakladé néhoz
vybirame méfici postup kvalitativni analyzy.

PoloZzme si otazku: jaka je minimalni hodnota (C — Cp) pro
zabezpeceni spolehlivé informace?

V pfipadé kvantitativni analyzy je odpovéd v pfimém vztahu
k nejistoté méfeni a souvisi s pravdivosti metody. V pfipadé kvalitativni
analyzy souvisi odpovéd s mirou nespolehlivosti méficiho postupu.

V podstaté mame dvé moznosti, jak odhadnout oblast

nespolehlivosti.

a) v pripadé ,Cisté“ kvalitativni analyzy, kdy je pfima binarni odezva
(napf. klasicka kvalitativni anorganicka a organicka analyza), je
metoda charakterizovana tzv. citlivosti, ktera muaze byt
pfevedena na detekéni limit., Cp.. Koncentraéni rozmezi Co — C;
kolem Cp. charakterizuje zénu nejistoty (nespolehlivosti) ve
kterém nelze rozliSit mezi positivnim (ano, analyt pfitomen) a
negativnim (ne, analyt nepfitomen) signalem. Podminka vybéru
méficiho postupu vzhledem ke standardni koncentraci C je
vyjadfena rovnici:

C> [CDL + (C1 - Co)]

b) v pfipadé, kdy binarni odezva je ziskana transformaci (pomoci
filtru) kvantitativnich signall vzhledem k signalu, odpovidajici
standardni koncentraci C, muzZeme formulovat podobnou
podminku, ovSem s pouzitim nejistot méreni, U(Cp.) a U(C):

C> [CDL + U(CDL) + U(C)]
Ve vétsiné pripadu plati: (C; — Co) .>> [U(Cpy) + U(C)].

V dalsim si ukazeme, jak se da odhadnout nespolehlivost binarnich
signalu z experimentalnich dat.

Predpokladejme opét, Ze C je apriorné urceny rozhodovaci limit, x
je skute€na koncentrace analytu ve vzorku. Veli¢inou P(x) definujeme tzv.
,positive response rate“, N(x) je ,negative response rate“. Z téchto hodnot
mulzeme konstruovat zavislost P(x) na koncentraci x, tedy
pravdépodobnostni graf. V idealnim pfipadé je tento graf ukazan na obr. 2.
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Obr. 2 Pravdépodobnostni graf pro binarni odezvu idealni
screeningové metody

100% —
P(x)=0% P(x)=100%
P(x) N(x)=100% N(x)=0%
0%

Idealni kvalitativni méfici metoda poskytuje binarni odezvu se 100%
pravdépodobnosti positivniho poméru odpovédi (positive response rate),
je-li skute€na koncentrace ve vzorku vyssi nez C. Takova méfici metoda
ma odhad nespolehlivosti, U, U = 0.

Realna kvalitativni metoda poskytuje ponékud jiny obrazek, ktery je
znazornén na obr. 3.

Uroveri nespolehlivosti m(ze byt definovana jako rozpéti
koncentraci Cy az Cy, ve kterém plati:

0% < P(x)<100% a 100% > N(x) > 0%.
Jestlize ap je faleSné positivni pomér (false positive rate) a o je faleSné

negativni pomér (false negative rate), potom interval (Co, C;), ve kterém
plati P(Co) = av a N(x) = a4, definuje nespolehlivost méfici metody.

11



Obr. 3 Pravdépodobnostni graf pro binarni odezvu redlné
screeningové metody

100%

Pix)

50%=

Na jiném obrazku, obr. 4., si nyni ukazme vztah mezi oblastmi
nespolehlivosti a koncentracemi analytu ve vzorku vzhledem ke
standardni (pfedem uréené) koncentraci C.

Obr. 4 Oblasti charakterizujici binarni odezvu

v

&
<«

oblast nespolehlivosti oblast spolehlivosti

oblast spolehlivosti

skute€né positivni
odezva

faleSné positivni | faleSné negativni

skute€né negativni
odezva

zona zoéna

CO C Cl

Odezva analytu

v

Derivujeme-li pravdépodobnostni kfivku na obr. 3, dostaneme Gaussovu
kfivku, jak je ukazano na obr. 5. Z této kfivky je rovnéz patrna souvislost
nespolehlivosti kvalitativnich testl a nejistoty kvantitativnich testu.
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Obr. 4 Prvni derivace pravdépodobnostni krivky binarni odezvy

d[P({x)] / dx

Teoretické principy popsané vySe jsou zakladem pro odhad
nespolehlivosti méfici metody.

3.4 Experimentalni postupy zjiStovani nespolehlivosti méfici metody-
validace kvalitativni mérici metody

3.4.1 Prostfedky pro validaci kvalitativni méfici metody

Reagenc¢ni blanky a blanky vzork( jsou zakladni prostfedky pro
pfifazeni signalu jednotlivym analytim, které je dulezité jednak pro
identifikaci, jednak pro klasifikaéni ucely. Dostupnost vhodnych blanku
vzorkUl je jednou ze slabych stranek validace.

Ruzné typy vzorku, jako jsou testovaci vzorky, spikované vzorky a
vzorky s pfirozenymi obsahy analytl, které jsou potom spikovany

Referenéni standardy (RM, CRM) s rlznymi koncentracnimi
arovnémi analytad.

Ruzné normy, psané standardy.

Statistika, chemometrika.

3.4.2 Flexibilni validacni protokol

Stanoveni analytické selektivity (interference!)

Stanoveni vytéznosti (je-li to nutné)

Stanoveni LOD

Stanoveni spolehlivosti (nespolehlivosti)

Stanoveni robustnosti kvalitativni méfici metody pfi rdznych
koncentracnich urovnich analysu

Ovéfeni na CRM (kvalitativni!)

Stanoveni navaznosti

arwnE

No
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3.4.3 Variantni experimentalni postupy pri ur¢ovani spolehlivosti
(nespolehlivosti)

Postup A

Postup experimentalniho stanoveni rozsahu nespolehlivosti
vzhledem k pfedem ur€ené limitni hodnoté koncentrace (threshold), C,
spociva v pfipravé péti roztokl (vzorkl) s rGznym obsahem urCovaného
analysu a zméreni odpovidajicich signalu (odezev). Kazdou z koncentraci
méfime v 10ti opakovanich. Dulezity je experimentalni plan, ktery spociva
v pfipravé dvou vzorku o nizSi koncentraci nez C a dvou vzorkd o vySsi
koncentraci nez C. Koncentracni rozsah musi byt nastaven v blizkém okoli
C. Pro kazdou z koncentraénich urovni vypoéteme hodnotu P(x) (positive
response rate) a z grafického zobrazeni P(x) = f( ¢) odhadneme hranicni
hodnoty Co a C1. Na obr. 5 je grafické zobrazeni tohoto postupu? .

Obr. 5 Grafické zobrazeni postupu A
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P{x)
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Postup B

Tento postup vyuziva urCeni meze detekce, ktery je podle I1SO
11843:2000° nazyvan méfici schopnosti (capability detection). Je vyrazné
vyuzivan v posuzovani potravin a krmiv (tzv. zero tolerance limit).

Odhad méfici schopnosti se déje ve péti krocich:

- volba apriornich pravdépodobnosti e a f (obvykle o = 3 =5 %)

- odhad nejistoty méreni blanku (nejistota se zaméfuje Spjank )

- sestrojeni kalibraCni kfivky v tésné blizkosti predpokladané meze

detekce
- vypocet DL (CC,) podle vztahu:
S =2
cc, =t oty C

(n-1);(1-a) * E

3> (¢, -T)?

i=1

ve kterém n je poCet méfeni signalu na kalibracni kfivce, J je pocet
opakovani méreni signalu pfi kazdé koncentraci (vyvazeny model!), | je
poCet koncentraCnich urovni, Tje pramérna koncentrace na kalibraCni
kfivce, b; je smérnice kalibraéni kfivky. V pfipadé heteroskedasticity
signall musime pouzit vazenou linearni regresi.

- vypocet LOD (CCg) podle vztahu:

S 1 c?
_ ¥X
CC/, _5n—l);a,/5"_ 1+ —+ |

( n
J Z(Ci - 6)2
i=1
Sty = Loniaa)
kde ¢ je parametr necentrality.

o)

Postup C

Tento postup vypocitava nékteré vykonnostni parametry kvalitativni
analyzy na zakladé experimentalniho ovéfeni kontingenéni tabulky.
Pouziva takovych meéficich metod, které poskytuji instrumentalni signal
pfimo vypovidajici o tom, zda koncentrace daného analytu je nad ¢i pod
specifikovanym limitem. Klasickym pfikladem takové méfici metody je
ELISA, pfi které méfime zbarveni i absorbanci po imunologické reakci
v kazdé reakcni desticky.

Postup si ukazeme na hypotetickém pfikladu stanoveni urcitého
analytu. Specifikovany limit je pfedem ur€en (apriori) a ma hodnotu 2 ug/g.
Vysledek testovaného vzorku bude positivni, jestlize hodnota je nad timto
limitem, negativni, jestlize hodnota je pod limitem. Projevem imunologické
reakce bude zbarveni, které v pfipadé positivniho vysledku bude
charakterizovano barvou B, v pfipadé negativniho vysledku barvou B..
Test bude aplikovan na 300 vzorkd, znichz 150 je positivnich
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(konfirmovano jinou technikou!), 150 je negativnich.
experimentu vypada kontingencni tabulka takto:

Po provedeném

Realna situace

nad limitem | pod limitem total
vysledek | positivni 135 (TP) 21 (FP) |156 (TP+FP)
testu negativni 15 (FN) 129 (TN) [144 (FN+TN)
total 150 (TP+FN)|150 (FP+TN)| 300 (N)

Spolehlivost je dana vypoctem citlivosti, selektivity, PPV a NPV

SEN = TP/(TP+FN) = 135/(135+15) = 0,9 = 90%
Citlivost je mirou sily testu g, coz je pravdépodobnost chyby II.
druhu (ziskani faleSné negativnich vysledkl). V naSem pfipadé
p=1-0,9=0,1=10%.

SP = TN/(TN+FP) = 129/(129+21) = 0,86 = 86%
Specificita je mirou hladiny vyznamnosti o, cozZ je pravdépodobnost
chyby |. druhu (ziskani fale$né positivnich vysledku). V naSem pfipadé
a=1-0,86=0,14 = 14%

PPV = TP/(TP+FP) = 135/(135+21) = 0,865 = 86,5%
Positivni prediktivni hodnota odhaduje podil skuteCné positivnich
vysledkl na vSech positivnich vysledcich.

NPV = TN/(TN+FN) = 129/(129+15) = 0,9 = 90%
Negativni prediktivni hodnota odhaduje podil skute¢né negativnich
vysledkl na v8ech negativnich vysledcich.

FP(%) = 21/300 = 0,07 = 7%
FN (%) = 15/300 = 0,05 = 5%

SPOLEHLIVOST (%) =100 -7-5 = 88%

VSechny charakteristiky jsou produktem validace méfici kvalitativni metody
a slouzi jako apriorni informace o vykonnosti metody. DalSi pouziti téchto
apriornich charakteristik je pfi srovnavani rlznych meéficich postupu,
pouzitych pro stejny vzorek. Tento postup je nejvice pouzivan pfi
hodnoceni bioanalytickych metod, jako imunologickych, mikrobiologickych
a klinickych analyz.

Experimentalni postup C muize byt i vychodiskem pro zpracovani
binarnich vysledkl Bayesovskou analyzou, zalozenou na vztahu (viz
Terminologie):

P(e/ A).P(A)

P(Ale) = P(e/ A).P(A) + P(e/—A).P(—A)
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Pro nas hypoteticky priklad:

A je jev, ktery bychom mohli definovat jako hodnota obsahu nad limitni
mez 2 ug/g, —A je jev, ktery definujeme jako hodnota obsahu pod limitni
mezi 2 pg/g, e je positivni vysledek testu, P(A) je apriorni
pravdépodobnost toho, Ze hodnota obsahu je nad 2 ug/g, P(-A ) je
apriorni pravdépodobnost toho, Ze hodnota obsahu je pod 2 ug/g. Tyto
dvé apriorni pravdépodobnosti jsou velice obtizné zjistitelné. Mohou byt
odhadnuty z historickych dat (tak, jak se to déje v medicinském vyzkumu),
ze zkuSenosti s vyskytem pfislusného analytu ve vzorcich. Nejjednodussi
feSeni je pouzit stejnych pravdépodobnosti s hodnotou 0,5 (50%).

Podminéna pravdépodobnost P(A/e) vyjadfuje spolehlivost testu,
nebot je to pravdépodobnost toho, Ze hodnota obsahu je nad 2 ng/g za
predpokladu positivniho vysledku testu.

Pfedchozi vztah si mizeme upravit na:

(1- FNR).P(A)

P(Ale) = (1— FNR).P(A) + FPR.P(—A)

Po dosazeni dostaneme:
P(A/e) = (0,9.0,5)/(0,9.0,5+0,1.0,5) = 0,865 = 86,5%
Tento Bayesuv test nam, na rozdil od kontingenénich tabulek, dava

moznost informace o tom, jaka bude spolehlivost testu pfed tim, nez bude
proveden.

3.4.4 Srovnani kvalitativni mérici metody s konfirmatorni (referencni)
metodou®

Referenéni metoda poskytuje oCekavané vysledky vzhledem k pfedem
danému limitu. Navrh experimentu je ukazan v nasleduijici tabulce.

nova metoda total
positivni vysledek|negativni vysledek
referenéni[positivni vysledek N11 N12 N1
metoda [negativni vysledek N21 N22 N2
total N 1 N 2 N

Test pro vyznamny rozdil mezi dvéma metodami (ovéfeni nulové hypotézy
Ho = neni rozdilu) mizeme provést dvéma zpusoby.
1. McNemarovym testem (y° test)

2

~(N12-N21j-12)?
~ N12+N21

Ho plati na hlading vyznamnosti 5%, je-li < 3,84
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2. Vypoctem kappa koeficientu, k
Pro vypocet koeficientu k potfebujeme znat nékteré veli€iny:

Po= (N11 +N22)/N Pe = ((N1_.N_1)+(N2_.N_2))/N?

po_pe

K=

- 1_pe

Hodnoceni Hy:

k<0,20 neshoda

k €{0,21 -0,40} Spatna shoda

k € {0,41 -0,60} mirna shoda
k€ {0,61-0,80} dobra shoda
k> 0,80 vynikajici shoda

3.4.5 Robustnost kvalitativni méfici metody

Experimentalni plan je podobny Youdenové planu v kvantitativnich
méficich metodach’. Vybereme 7 apriorné kritickych parametréi metody a
jejich nominalni a alternativni metody. Pfipravime 8 identickych alikvotnich
podili banku a spikujeme je do vySe zvolené koncentrace (nejlépe limitni
hodnota). Potom aplikujeme kvalitativni test a zaznamenavame positivni a
negativni odpovédi (vzhledem k signalu limitni hodnoty). Vypocitame FPR
a FNR pro vSech 8 pokust a vypocteme diference (kontrasty podle
stejnych pravidel Youdenova schématu. NejvétsSi kontrast svédci o Spatné
robustnosti metody.
Experimentalni schéma je ukazano v nasledujici tabulce 3 .

Tab. 3 Experimentalni schéma pro testovani robustnosti

hodnoty
€. |zvolenych parametr( FPR(%) | FNR(%)
1 A B C D E F G FP1 FN1
2 A B Cc D e f g FP2 FN2
3 A b C d E F g FP3 FN3
4 A b c d e F G FP4 FN4
5 a B C d e F g FP5 FN5
6 a B c d E f G FP6 FN6
7 a b C D e f G FP7 FN7
8 a b c D E f g FP8 FN7

Priklad vypoctu:
FPa — FP, = (FP1+FP2+FP3+FP4) — (FP5+FP6+FP7+FP8)
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3.5 Mezilaboratorni testy

Mezilaboratorni testy (MZT) se i v oblasti kvalitativni analyzy musi
fidit stejnymi pravidly, jakymi se fidi testy pro kvantitativni stanoveni.
Né&které zvlastnosti jsou zdliraznény v nasledujicich bodech?® :

- MZT jsou organizovany v oblasti nizkych koncentraci nebo
v oblastech legislativnich limitd, kde jsou pravdépodobné faleSné
positivni a faleSné negativni vysledky

- FP a FN vysledky jsou zahrnuty do zpracovani pomoci z-skore

- Ugastnici MZT musi presentovat vysledky jednoznaéné v binarnim
vyjadfeni (ano/ne, pod limitem/nad limitem)

- Statisticka expertiza vysledku je povinnou soucasti MZT

Je duleZite distribuovat vice vzorku s uritym pomérem positivnich a
negativnich vzorkd. Uc€astnici musi znat rozsah nespolehlivosti (Co, Cj)
pro danou analyzu, aby mohli spravné klasifikovat jednotlivé vzorky.

Nasledujici tabulka 4 ukazuje vysledky hypotetického testu pro 4
laboratofe. Spravna klasifikace je uvedena v zavorce u jednotlivych
vzorku.

Tab. 4 Simulované vysledky MZT (0 — spravna odpovéd’; 1 — chybna

odpovéd)
Vzorek | Lab#1 | Lab#2 | Lab#3 | Lab#4
A(+) 0 0 0 1
B(+) 0 0 1 0
C(-) 0 1 0 0
D(-) 0 0 0 1
E(-) 0 0 0 0
F(-) 0 0 0 0
G(+) |0 0 0 0
H(-) 0 0 1 0
I(-) 0 0 0 1
J(-) 0 0 0 0

Kromé klasického zpracovani pomoci z-skére a odvozenych veli€in, je
vyhodné posuzovat laboratofe podle uspésnosti positivhich odpovédi (%T)

V nasledujici tabulce 5 jsou vypoclteny nékteré parametry posuzovani
MZT.

cvoson

vypocteny z hodnoty X z (%), coz je re-Skalovana hodnota X z.
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Tab.5 Z-skoére a dalSi parametry posuzovani

Lab.#1 Lab.#2 Lab.#3 Lab.#4

Xz 0 1 2 3
RSZ= 3z/\Nyzorks 0 0,32 0,63 0,95
SSZ =7 0 1 2 3

%T 100 90 80 70

T 7 (%) 0 10 20 30
RSZ(%) 0 1 2 3
posouzeni vyborné | akceptovatelné | akceptovatelné nevyhovujici

Posuzovani se déje podle stejnych pravidel, jako v kvantitativni analyze.

3.6 Regulaéni diagramy®

Monitorované parametry jsou FPR a FNR v %. Regulaéni mez je
napf. hranice 15%, varovna mez hranice 10%. Akceptovatelna hranice je
5%. Experimentalni plan spociva v pfipravé dvou kontrolnich vzorkd A, B,
jejichz koncentrace jsou v tésné blizkosti hranic nespolehlivosti (Co, C1)
nebo hranicni, limitni hodnoty. Vzorky musi byt homogenni a matrice musi

representovat

realné matrice méfenych vzorkd.

Velice dulezitym

pozadavkem je, aby vzorek A poskytoval teoreticky 100% negativnich
odpovédi, potom je tento vzorek pouzivan pro detekci faleSné positivnich
odpovédi. Vzorek B by mél poskytovat teoreticky 100% positivnich
odpovédi, potom je tento vzorek pouzivan k detekci faleSné negativnich
odpovédi. V Casové fadé zaznamenavame positivni €i negativni odpovédi,
které potom zaznamenavame grafu jako zavislost %FP €i %FN na Case.
Hypoteticky pfiklad je ukazan na nasledujicim obrazku 6.

Obr. 6 Regulacni diagram kvalitativni metody

Regulaéni diagram kvalitativni metody
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