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Identifikace a zohlednéni podstatnych zdroju nejistoty jsou dulezitéjSi, nez samotny

zpusob vypoctu

B. Friedecky, J. Kratochvila, SEKK spol. s r.o. Pardubice

Hlavni pricinou problémd jsou jejich Fedeni
(John. D. Barrow)

GUM, top-down, analyticka kontrola
kvality, souvislosti s metrologickou
navaznosti, referenci a validaci

Zakladni pramen pro vypocet nejistot, pokyn ISO
Guide for Uncertainty Measurement - GUM [1- 3], ro-
zeznava dva pfistupy ke stanoveni odhadu nejistot vy-
sledk’ méreni. Prvni z nich je postup ,top-down®, ktery
pocita nejistotu z hodnot preciznosti a bias a pouziva
prfitom data ziskana pfi validacich, verifikacich, vnitini
kontrole kvality a externim hodnoceni kvality. Druhy
zpUsob (,bottom-up®) vyZaduje vypracovat model hod-
noceného méreni, ktery zpracovava matematickym pfi-
stupem hodnoceni stochastickych jevi Monte Carlo.
Tento zpUlsob je exaktngjsi a presnégjsi, ale pro rutinni
klinické laboratore je nevhodné narocny.

ZUstanme zatim u jednodussiho pristupu top-down.
Jiz definice predmétu méreni, ktera je nutnou pocated-
ni podminkou pred vlastnim vypoc&tem odhadu nejistot,
je pfi své zdanlivé banalité obcas neproveditelna s do-
stateCnou exaktnosti. (Soudobym Slagrem je v okamzi-
ku, kdy je psan tento text tfeba problém s identitou
parathormonu jakozto predmétu méreni). Identifikace
v8ech vyznamnych zdrojl nejistoty, pouZiti certifikova-
nych referenénich materidll a poznatk( metrologické
navaznosti, pouziti dat z fizeni analytické kvality a z va-
lidaci jsou kliCovymi body vypoctu odhadu nejistoty.
Tyto entity je tfeba identifikovat, ndlezité vyhodnotit
a také prakticky aplikovat. Jinak zlstaneme jen u vice,
¢i méné povedené hry s &isly a daty, transformuijicimi se
v procesu akreditace na hru s auditorem o certifikat.

K &emu viastné slouzi informace o nejistoté vysledku
meéreni v laboratorni mediciné? V zasadé k rozhodo-
vani, zda vysledek méreni v klinické laboratofi Ize
prijmout jako uziteénou informaci nebo zda je ne-
zbytné ho odmitnout [3]. Tedy k posouzeni ,pfimére-
nosti shody” vysledku méfeni s pozadavkem (napriklad
diagnostickym), Casto i formulovanym jako pravni pred-
pis (tfeba u potravin &i environmentalnich analyz aj.). For-
malné je vypocet odhadu nejistoty jednim z poZadavkd
akreditace Klinické laboratore podle normy ISO 15189.
Rozhodné jde o mnohem vice, nez o pouhé srovnani
dosazenych dat méfeni s daty, inzerovanymi vyrobci
diagnostik, kde jde navic o data, u nichz nelze vyloucit
jejich pripadné zkresleni obchodni reklamou vyrobce.

Zatimco mezinarodni Usili o formulaci obecnych po-
stupl vypoctu nejistot bylo kodifikovano znamym dopo-
ru¢enim GUM v roce 1995 [1] a pribézné upravovano
a upresnovano [2], americky pristup k vypodtu odhadu

nejistot byl dlouhou dobu liknavy a jesté zcela nedav-
no davali ameriCti autofi jednoznacné prednost pristupu
k hodnoceni pomoci celkové chyby pred nejistotou [4].
Je pfiznacné, ze velmi agiini J. O. Westgard, ktery se
pojeti nejistoty méreni nikterak nevénuije, svéfil pojednani
0 ni na svych strankach (www.westgard.com) autorovi
australského doporudeni o nejistotach (verze GUM, va-
rianta top-down) Whitemu. Nové doporuceni CLSI (Cli-
nical Laboratory Standard Institute) o vypoctu nejistoty
C 51-A vydané v roce 2012 a popisované v tomto Cisle
neni rozhodné néjaky principiainé novy predél v historii
vypod&tu nejistot. Je poctivym, ale s doporucenim GUM
zcela konformnim textem. VSak také na jeho tvorbé majf
Ivi podil evropsti a australsti ostfileni matadofi nejistot
Kallner, Giroud, White, Tholen za vydatné asistence
amerického kruhu pratel nejistot Kleeho, Loa, Boyda.
Lze prosté uzavrit, ze doporuceni CLSI a Doporuceni
CSKB jsou mezi sebou pomé&mé kompatibilni. Jak by
ne, kdyZ baziruji na stejnych metodickych zakladech.
V zadném piipadé nebudi doporuceni CLSI C 51-A do-
jem v&tSi jednoduchosti. Prosté se v obou pfipadech
vkladaji identicka data do ponékud odlignych programdi
(matematicky popis v praci Ambrozové je snad dosta-
teCnym varovanim pred manualnimi vypocty). Pokud
jsou vioZena spravna, redlna a dostate¢né Uplna data,
obdrzi se také obéma doporuCenimi identické vysledky
pfi vynaloZeni identického pracovniho usili.

Obdobny postup jako u doporuceni CSKB pro vy-
pocet nejistoty zvolili pfed nékolika lety v Austrdlii a na
Novém Zélandu. Jde i zde o kombinaci nahodné chyby,
nejistoty bias a nejistoty kalibracni/referenéni hodnoty.
Ta je ziskana bud z certifikatu referenéniho materialu,
nebo jako hodnota SEM stfedni hodnoty replikatd rutin-
nich méfeni [5]. Zjednoduseni v praci Whiteho je dopo-
ru¢eno moznym zanedbanim bias, jestlize ¢inib < 10%
hodnoty nejistoty z preciznosti, nebo jestlize plati vztah:
b <U_. (Bias je mensi, neZ nejistota hodnoty referencni-
ho materidlu). Také skandinavska doporuceni, vypraco-
vana formou pfislusného Doporuceni/guidelines (Nord-
test) preferuji vypolet nejistoty z dat fizeni analytické
kvality. Pouzivaji dat mezilehlé preciznosti a dat nejistoty
bias, pocCitané kombinaci RMS bias (Root Mean Squa-
re)-odmocniny souctu diferenci jednotlivych méreni refe-
ren¢niho materidlu od referenéni nebo stfedni hodnoty
a nejistoty referenéni (stfedni) hodnoty samotné [6]. Pou-
zivaji také dat z vnitfni kontroly kvality a externiho hodno-
ceni kvality. Prakticky stejng, jako v doporugeni CSKB.
Totozny zplsob (nejistoty preciznosti, bias a hodnoty
referenéniho materialu) pouzili pfi nedavném hodnoceni
nejistoty méfeni sérového albuminu v Italii a Zjistili pomér-
né typickou situaci pro pomeéry v klinické biochemii. Totiz
velky, az dominujici podil systematické chyby jakozto dil-
¢i slozky celkové nejistoty [7].
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Bottom-up pristup a rozpadita uroven
nejistot svétovych referencénich
laboratori

Hodi se k vypocCtu nejistot referencnich postupl
a certifikovanych referencnich materiéld. Pokud se né-
kdo detailngji zajima o pfistup Monte Carlo pfi rfeSeni
problém laboratorni mediciny, Ize k precteni doporucit
praci o vyhodnoceni nejistoty prealbuminu v pracovnim
kalibratoru Beckman Coulter nebo neméné zajimavou
praci o vypoctu nejistoty pomoci vyhodnoceni kalibrac-
niho modelu stanoveni cholesterolu na pfistroji Modular
Roche. V prvni praci je vycislena nejistota hodnoty pre-
albuminu v pracovnim kalibratoru vyhodnocenim dilCich
nejistot, vznikajicich pfi pfenosu hodnot z certifikované-
ho referencniho materidlu CRM 470 pres firemni ,master
kalibrator” az po pracovni kalibrator (product calibrator).
Konkrétné Slo o nejistoty navazovani, davkovani, dilu-
ce, variability mezi dvéma Sarzemi a Ctyfmi pfistroji [8].
V druhém pfipadé byl modelovan a pfistupem Monte
Carlo hodnocen kalibra¢ni model méfeni cholesterolu
na pristroji Modular Roche, vyhodnocuijici nejistotu kali-
brace, nejistotu pristroje a kombinujici obé slozky do vy-
sledné nejistoty [9]. Nejistota kalibrace byla hodnocena
jako zavislost na koncentraci kalibratoru, mezilahvickové
variabilité a stabilité po rekonstituci. Druha série dil¢ich
nejistot byla spjata s nejistotami pfistroje pfi davkova-
ni vzorku, davkovani reagencii a nejistota spektrofoto-
metrie. Je jasné, Ze tyto dlkladné postupy, se mohou
(a musi) uplathovat v referencni analytice a ze je vSak
miziva nadgje K jejich uplatnéni v rutinnich mérenich.

Program externiho hodnoceni kvality referencnich la-
boratofi IFCC, znamy jako RELA ((http://www.dgkl-rfb.
de:81/index.shtml), a provadény pravidelng jiz fadu let,
vyzaduje po Ucastnicich uverejhovat kromeé vysledk mé-
feni i jejich nejistoty. Prestoze se jedna o akreditované re-
ferencni laboratore (akreditace dle ISO 15195), které maiji
predstavovat odbornou analytickou Spicku, pouzivajic
k méreni referencnich méficich postupl, certifikovanych
referencnich materidlt a vysoce kvalifikovaného persona-
lu, jsou intervaly uvadénych nejistot prekvapive Siroké. Za
rok 2011 je to pro draselny kation 0,8% az 3,7 %, pro
glukdzu 1% az 2,6 %, pro ALT 1,5% az 2,5%, pro glyko-
vany hemoglobin HbA1c 2,5% az 3,5%. To ukazuje, ze
problém vypoctu nejistot neni piné zviadnuty a naprosto
standardni ani u referencnich méreni. Jsou tyto rozdily
snad disledkem rliznych metod pouzitych vypodtd nebo
(a coz je mnohem pravdépodobngjsi) disledkem riizné-
ho stupné podchyceni vSech podstatnych dicich zdrojl
celkové nejistoty? Je Ukolem analytikd spi$ zlepsit droven
vypoctl, nebo je snad cllem vypocty ziednodusit a jejich
kvalitou se zas az tak nevzruSovat?

Nejistoty hodnot referenénich materialt
a pracovnich kalibratoru

Pro vypocet odhadu celkové nejistoty je diileZité znat
nejistoty referencnich a kalibragnich hodnot. Tyto nejis-
toty jsou napriklad vyhledatelné u kalibratord Roche na
webovych strankach firmy v oddile ,Pfibalové letaky"

a u kontrolnich materialé RfB DGKL Bonn v jejich certi-
fikatech, které byvaji soudasti vyhodnoceni kontrolnich
cykll SEKK (AKS, PRO, KD, ABR, CRP aj.), takZe jsou
pIné pfistupné a archivované. Hodnoty odhadu nejistot
u obou jsou velmi podobné a patrné pochazeji z ,diiny”
stejnych pracovnikl. V mnoha dalSich cyklech SEKK,
zabyvajicich se analyty, kde chybi standardizace, me-
trologické ndvaznost a hodnoty referenénich postupd,
jsou uvedeny odhady nejistoty vztaznych hodnot (U, ),
kalkulované z vysledkd Ucastnikl podle normy ISO
13528 a rovnéz pouzitelné pro vypocet laboratornich
odhad nejistot. Ve sdéleni Ambrozové nejsou tyto ne-
jistoty ani zminény, ani pouzity.

Nova verze ISO 15189/2012 (11)
a odhady nejistot

Je jiz prelozena do Ceského jazyka a bude publi-
kovana na jafe 2013 v tisku a bézné dostupna pres
UNMZ Praha (Ustav pro technickou normalizaci, met-
rologii a statni zkusebnictvi; http://www.unmz.cz/urad/
unmz). Mimo jiné zmény inovuje pfistup k nejistotam
(a zejména se Kk jejim vypodtim vyjadrfuje jasnégji, nez
ve starsi verzi z roku 2007) a doporucuje pro rutinni
klinické laboratore pfistup, vychazejici z kontroly analy-
tické kvality (mezilehla preciznosti a nejistoty kalibracni
referencni hodnoty). To se zda velmi logické, protoze
postup vychazi ze standardnich, v kazdé laboratofi pffi-
stupnych dat, které by mély byt velmi Uzce provazané
s kazdodenni laboratorni &innosti a v takové logické
provazanosti i hodnoceny auditory. V. novém znéni
této zakladni normy pro klinické laboratore je nejistoté
vénovan Odstavec 5.5.1.4 - Negjistota méfeni hodnot
mérené veliCiny (kalibraci a metrologické navaznosti
pak odstavec 5.3.1.4.). Hlavni zéasady Ize shrnout na-
sledovné:
® (Odhad nejistoty se stanovuje u kazdého meéficiho
postupu daného laboratorniho vySetieni
® Hodnota odhadu nejistoty se pravidelné prezkou-
mava

® DoporuCuje se k vypoCtu pouzivat dat validace,
vnitfni kontroly kvality a EHK

® Zahmuji se primérenym zplsobem hlavni rutinni
zmeény pfi standardnim provadéném mereni, zejmé-
na pak zmény Sarzi kalibratord, zmény Sarzi reagen-
cii, zmény personalu, zmény v dlsledku planované
udrzby.

Je na postupu CLSI néco zasadné
nového

Proces interpretovany v CLSI C 51-A J. Ambro-
zovou [10] je v principu podobny (nezahrnuje ale bias
a slozky nejistot z reference) s procesem, popsanym
v doporuceni CSKB a pii viozeni stejnych dat mizeme
oCekavat i pfiblizné podobné hodnoty odhadu nejistot.
Neni jasny dlvod, pro¢ by mél byt postup CLSI pova-
zovany za jednodusSSi a lepSi, nez postupy ostatni, jak
je v textu se zavidénihodnym sebevédomim tvrzeno.
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Pokud pouzijeme u kalkulatoru nejistot, zalozeném
na postupu CSKB stejnych dat, jako J. A., obdrzime
hodnotu nejistoty Uc pro mocovinu 3,4 % oproti hod-
noté U, = 3,2 %, uvadéneé v clanku. Tento nevelky rozdil
(D =0,2%) je dan zfejmé prevazné faktem, ze autorka
nevzala v Uvahu nejistotu referencni hodnoty mocoviny
(pouzili jsme hodnoty U, =1% pro kontrolni material
RfB DGKL Bonn (http://www.dgkl-rfb.de/) z kontrolni-
ho cyklu SEKK AKS 1/13). Pokud by byla zapodtena
i hodnota nejistoty bias, pak by se realisticka hodnota
rozsifeného odhadu nejistoty stanoveni mocoviny U,
v Ceskych laboratofich pohybovala mezi 7% az 8%
a hodnota 13, uvadéna autorkou by byla znamkou
vazné kalibraéni chyby, kterda nebyla z nejasnych dd-
vodU laboratofi korigovand. Zkrétka nejistota uvedené
velikosti by byla zfejmé dlvodem k odmitnuti vysledku
méreni.

Pouziti metody vypoctu ANOVA je jisté elegantni
a neni dvod ho odmitat nebo zlehcovat (napr. ze-
jména pii hodnoceni podill rliznych druhl preciznosti
opakovatelnosti a mezilehlé preciznosti), ale dle naseho
nazoru zadny zasadni pokrok oproti souéasnym pouzi-
vanym postuplm nepredstavuje. Navic existuji i mnohé
moderngjsi statisticka software (Varcomp, S-plus, SAS,
SPSS a.), t6z dobre vyuzitelna pro vypodty odhadu ne-
jistot vysledkd méreni.

Za pozornost stoji uvaha, nastolena autorkou, zda
ma byt validaéni postup vzdy co nejiednodussi. Myslime
si, ze vysledky validace maji poskytnout realistické hod-
noty odhadu nejistot jako spolehlivé zakladni paramet-
ry analytické kvality laboratorniho vySetfeni a jeho miry
schopnosti podilet se na diagnostice a terapii a ne jen
prezentovat jednodussi vypoclty nejistot tak, abychom
si maximalné ulehcili proces validace, a to i za cenu
nedobre odhadnuté hodnoty nejistoty. Samotné prak-
tické provedeni vypodtu je u obou postupd zaloZeno
na v podstaté stejné pracovni operaci, totiz na viozeni
dat do programu pocitaCe/kalkulatoru. Jde jen o kvali-
tu a kompletnost téchto dat. Myslime si, ze Uvaha au-
ukazatelem analytické kvality vysledkd méreni je shoda
Udajl Klinickych laboratofi s daty preciznosti, udavany-
mi vyrobci IVD. Neni vSak logiCtéjsi zadat po vyrobcich,
aby bylo mozné dosahovat nejistot, vhodnych pro péci
0 pacienty, nez jen potvrzovat Udaje, proklamované vy-
robci? Velmi dllezita, v ndvrhu nového znéni normy ISO
15189-2012, je potreba pribézné kontroly a v pripadé
potfeby Uprava hodnoty nejistoty pfi vymeéné Sarzi a po
udrzbé. Tento fakt je v praci Ambrozoveé pominut a snad
hlavné timto je vsugerovano Ctendfi faleSné zdani vyssi
jednoduchosti procesu. Navic je chronicky znamé, ze
vyrobci nevénuiji dostateCnou pozornost systematickym
chybam svych viastnich analytickych systémd. Vysled-
ky externiho hodnoceni kvality referencnich laboratofi
v cyklech RELA (program EHK pro referencni laboratore
IFCC a kalibracni laboratofe vyrobcll) a zavazné kalib-

racni diference u teoreticky dobfe standardizovanych
analytd varuiji pfed podcenovanim systematickych dife-
renci. Cely postup, navrhovany J. Ambrozovou se vSak
o systematickeé chyby jako podstatny a nékdy hlavni po-
dil celkové nejistoty zajima jen okrajove. A pfitom i u vel-
mi dobre standardizovanych analyt’ zakladniho vySetre-
ni krevniho séra nejsou tyto diference 5% az 11 % vibec
neobvyklé [12].

Situace, v niz se souCasny stav analytiky v klinic-
kych laboratofich nachazi, nedovoluje zadna podcené-
ni hodnot systematickych diferenci (viz napfiklad data
webové stranky www.westgard.com). Myslime si tedy,
Ze soucasné doporuceni CSKB o nejistotach Ize i na-
dale doporudit jako zaklad jejich seridzniho hodnoceni
a odhadu, které je pfitom plné kompatibilni s novou
normou ISO 15189/2012 (ISO CSN 15189/2013).
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