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HLAVNI TEMATA PREDNASKY

I. Preanalyticka faze vySetteni
Il. Analytické znaky metod

lll. Kontrola kvality

IV. Analytické a laboratorni cile

V. Laboratorni dokumentace

TFi faze laboratorniho vyS$etfeni

Vsechnyfaze ovliviuji nejistotu laboratornich vysledka

Cim preanalyticka faze
ovliviiuje vysledek

Pacient

Typ a odbér biologického vzorku
Transport vzorku

Pfijem a uloZeni vzorku pfed analyzou

(Ptiprava analytického vzorku)

Uchovavani vzorkt po analyze

Pfiprava analytického vzorku

Preanalytické vlivy jsou

« obtizné kvantifikovatelné veliginy

« znaéné nepfedvidatelnym zdrojem
FALESNE POZITIVNICHA FALESNE NEGATIVNICH
vysledkll vysetteni 111
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Pohlavi (7 1+ GGT, CK, UREA, Fe, 17-OH steroidy)
Etnikum &ernosi: 1 TP, IgG o 40%, CK, LD,
| CHOI, TAG, Hb, leu

asiaté: 1 AMYL, KM (N. Zéland)
Vék (déti: 1 ALP, ACP, P, | KREA, TAG, UREA)
Biologické cykly (hormony, KREA, Fe)
Gravidita (1 hCG, a1FP, CHOL, | Hb, KREA, UREA)
Soucasné choroby (jaternichoroby vs IM)
Biologicky poloéas analytu (Alb vs pre-alb)

Pacient
faktory ovlivniteiné preanalyticky

Fyzicka aktivita (poceni, hemokoncentrace - 1 Alb, 1 CK,
AST, LD, MYO, anaerobic - 1 laktat, | pH, nedostatek Zivin -
| TAG, GLU, MK 1 ketony, < hormony, nedostatek tekutin a
centralizace ob&hu — 1 KREA, UREA)

Psychicky stres (1 nadledv. hormony, GLU, NEMK)
Strava («+» GLU, TAG, NEMK, UREA, KM, P, pH mo¢i)

Tekutiny (hemokonc., avitaminosy, alkohol — 1 TAG, AST,
ALT, GGT, | GLU, 1 KM)

Koufenf (1 cHb, fibrinogen, ALP, Hb, CEA, ery)
Léky (<> metabolismus, interference, parent. vyZziva)
Operaéni vykon (léky, 1 CK, AST, LD, Myo, hormony)

Zakladni informace pro
pacienta pred odbérem

« odbérmezi 6-8 hodinouranni

+ 24-48H bez intenzivnifyzické aktivity

« den pied odbérem vynechat léky, které nejsou
nezbytné

¢ 10-12H pied odbérem lacnit, ale doplfiovat tekutiny !

< rano bez vétsifyzické aktivity (béh, kolo)

« pred odbérem nepit alkohol ani kavu

« 15 min pied odbérem v klidu sedét

< uspecialnich testi dodrzovat pfedepsanou pfipravu

Typy biologického materialu v KBch

« Krev (venézni, kapilarni, arterialni)

« Plasma

« Sérum

+ Mog

- Stolice

« Pot

« Tekutiny: synovialni, likvor, amniova, pleuralni,

perikardialni, z bfi$ni dutiny

» Vzorek pevné tkané (kostni drefi, nador,

biopsie, ...)

Odbér biologického materialu

« Identifikace zkumavky = identifikace zadanky

« Primarniodbérové soupravy eliminuji lidskou chybu a
kontaminaci pfi manipulaci se vzorkem

« Cas srazeni(30min) pro pipravu séra |
« Odbérovy plast (PP, PE) —kaolin | ¢as srazeni
« Plast — propustny pro plyny !!

(=> na vzduchu 1 pO,, | pCO,) < 7
* Inertnigel(silikon, PE) — rozhrani sérum-krvinky  #
=104 gl -
=25 po centrifugaci pfi 1000-1500g 10 min

20-25 °C, stabilita 2-3 dny

Sérum versus Plasma

Po sraZeni krve a separaci krvinek ziskame sérum
PFi manipulaci se srazlivou krvi dbat na dodrzeni
doby srazeni= 30 min !l{
sérum obsahuje mnohonasobné niz&i zastoupeni
koagulaénich faktordl (Ca?", fibrinogen,...)
a Mg?* (sorpce na vznikajici fibrin, stejné Ca2*)

srazeni krve — obsah rozpadlych trombocytll a
erytrocytll => 1 ACP, K* v séru
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+ Vy83i hodnoty v plasmé:
TP (0 4%), LD (0 2,7%), vapnik (0,9%), chloridy (0,2%)

+ Vy83i hodnoty v séru:
draslik (0 8,4%), fosfaty (7%), GLU (5,1%), CK (2,1%),
uhii¢itany (1,8%), ALP (1,6%), Alb (1,3%), AST (0,9%),
UREA (0,6%), KM (0,2%), sodik (0,1%)

PR

Antikoagulancia

princip: vazba Ca2* (i Mg?*) z krve,
aktivace antitrombinu Il (heparin)

« heparinat lithny, amonny, draselny, sodny (!)
» Na,EDTA; K,EDTA; K;EDTA

« citrat sodny, draselny, amonny, ACD

« oxalat draselny, amonny (+ NaF u GLU v krvi)

Antikoagulancia

« pro vySetfeni z plné krve (ISE elektrody, POCT)
« vySetfeni v plasmé (fibrinogen, statimy)
vy&etieni krvinek (hematologie)

« promyti krvinek (HbA1c), separace leukocytll
« analyza DNA

(e el--Ry]

Odbér vendzni krve

odbér vsedé aZ pololeze .
stajvs leh po 15 min aZ o 15%

! vstoje hemokoncentrace, 1krev. bilkovin
Desinfekce kiize (alkohol, hemolyza)
Stazeni paze < 1 min (hemokonc., | pH, 1 laktat, K, CK)
Il stazenou rukou necvigit !!l (radéji zatnout pést)
Il hematomy, jizvy
Il rychlé naséavani krve (hemolyza)
! odbér z inflzniho vpichu (mineraly, GLU, leky,

pH, efekt lokalniho naredéni plasmy)

Kapilarmi krev absahuje
cean 1% vice K+, GLU a
ccan 2-4% mené Na, Ca, Cl,
BIL a TP nez krev Zinf

Odbér kapilarni krve

* DM, AB rovnovaha
— opakované odbéry
* novorozenci (prsty, patika, lalicek)
- Setrn&jsi piistup
+ | prochladnuti koné. — lokalni | ob&hu, hypoxie
+ ! hemolyza bunék pfi styku s desinf. I,
+ | mackani prstu — hemolyza, 1 tkaf. mok

magiiet

Heparinizovana krev

Odbér arterialni krve

+ pro vysetfeni krevnich plyni, AB
rovnovahy a amoniaku

+ arterializovana kapilarni krev (lalicek, pata)

+ heparinizované zkumavky a kapilary

+ Ca-titrovany heparinat lithny

+ anaerobni odbér (bez bublin v kapilate)
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« uzaviené standardni odbérové nadobky

« transport pi 20-37 °C a ve tmé

« 1 teplota (> 40 °C): denaturace enzymd, | GLU
« | teplota (< 0 °C): hemolyza, 1 K*

« stanoveni amoniaku — transport pfi 0 °C

« svétlo: | bilirubinu

11 stanoveni hodnot analytl v piipadé sraziivé krve
nejpozdéji do 1H po odbéru (1 K+, | Cl-, | GLU)

> 2H: radé&ji transport séranez piné krve!l!

Hemolyza = erytrolyza

in vitro: mechanicky, osmoticky, tepeiné, chemicky

Ceévnilumen

Interference
fotometricka (hem)

Interference
pfimereni bilirubinu

Na+ ApH
Na+fK+ ATPasa

Uchovavani (skladovani) vzork(
krve
=> < 1H: oddéleni plasmy (séra)od krvinek, 4°C

=> kapilarni krev pro ABR: ha ledu a méfit do 1H
=> NaF: | glykolyzy na 24H: pro glykémii a laktat

Co se déje po 1 hoding pfi 20-40°Cv plné krvi:

glykolyza v Ery — | ATP — | membranové Na,K-ATPazy
— hyperkalémie, hyponatrémie

Leu | O, 1CO, Ery |pH 1 laktatu

Uchovavani vzorkl sér a plasmy
4°C: cca3-5dni
-20°C:  mésice az roky
-80°C:  roky

lyofilizaty: pro kontrolni vzorky

Uchovavani vzorkd modi

AMYL, TP, UREA, Na, K, Cl, Ca, Mg, KREA, Glu, ...

« VySetfeni do 1 hodiny, poté do chladu
4 °C po 3-4 dnech: precipitace minerald (soli Ca, Mg, P)

« Chemicka konzervace a stabilizace moci:

acidifikace moc¢i 6M HCI pH < 2: Ca, Mg, P, Na, K, UREA
alkalizace 5M NaOHpH =>7,5. KM, K, Cl, UREA, KREA

-20°C: tydny az mésice  -80 °C: roky

T

ik i v
ki s Hrdos Kbl
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m Diagnosticka citlivost a specifiénost
m Analyticka citlivost

= Mez detekce a mez stanovitelnosti
m Analyticka specifiénost

m VytéZnost

m Linearita

m Pracovni rozsah

m Pfesnost a spravnost (validita)

m Porovnatelnost

= Proveditelnost

Analytické znaky metody
jsou testovany v ramci
valida¢niho procesu

ithin:run precision)
metemn za zeela stejnych podminek: (stejny

kalibrace, operator, zafizeni) v jedne sérit

(betweenrun precision)
seviemi, dny (VKK): meziluboratornt (EHEK)

hodnoceni metody za malych 74 odlignych
podminek a parametri metody:

Statisticky vyjadtovana jako
oton skla, ¢istotol reagen;

1 velkeho poctu meren kuteenon hodnotou:
dohodnutoin) v méfeném yrork

@ citlivé metody:
i ottt abili

VKK nadvonhlads

Presnost Kodak vs Hitachi

sérovy cholesterolv mmol/l

Opakovatelnost Reprodukovatelnost
Stroj: Kodak Hitachi Kodak Hitachi
n: 74 74 5x6 5x6
X: 55 56 52 52
SD: 0,19 0,17 0,19 0,20
CV (%): 34 3,1 3,6 3,8

Referenéni material

« Nativnipoolované sérum zamrazené na—70st.C

« Lyofilizované nativni poolované sérums kryoprotekci

« Lyofilizované nativni poolované sérum

« Lyofilizované bovinnisérum
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Navaznost laboratornich metod !

Komutabilita referen¢nich materialu
(co nejvice nativni charakter) !

Neinfekcnost !

Kontrola kvality
(prace v laboratofi)

m Vnitini kontrola kvality (VKK, IQC)
Informuje o stabilité analytického systému
Zakladem dlouhodobé hodnoceni CVa (%)

m Externi kontrola kvality (EHK, EQA)
Informuje o porovnatelnosti laboratofe, tedy o
systematicke chybé

Zakladem hodnoceni bias (a vypocet z skore)

Vhitini kontrola kvality

VKK, IQC/

m Zajistuje stabilitu vSech fazi laboratorniho méfeni a
spolehlivost vysledku

® 2 materialy nejlépe 2x denné na zac¢atku smeény

m Referenéni meze analytl

m Pouzivat stejnou pfedem otestovanou Sarz po 6-12M
Testovani v sérii 20 méfeni (primér, bias, CV,, £3s)

m 1x mésicné primér a SEM

m Pribézné diagram Levey-Jenningstv

Levey-Jenningsuv graf VKK

Koncentrace analytu

Série (m&sicni priméry méieni)

Externi kontrola kvality
/EHK, EQA/

m Zajistuje porovnatelnost laboratofi: metodickou a
vysledkovou

m Zjistuje systematickou chybu meéfeni porovnanim s
referenénim vzorkem

m Slouz k vyjadieni nejistoty analytické ¢asti méfeni
m Nelze ji pouzit k hodnoceni vlivu preanalytické faze
m Mezinarodni a narodni spolecnosti

m 1-Zxroéné

Organizator EHK
—

l

*Hodnoceni ti¢astnika
Hodnoceni kontrolniho cyklu

E (mezilaboratorni, peer group,

k referen¢ni metode)

* Identifikace chyb

*Hodnoceni ¢asovych trend

*Doklad o tiasti

* Certifikat ispésnosti

Klinické laboratofe CR
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Cilova hodnota (TV) = 2 SD
(interval spolehlivosti 95%)

Toleranéni rozpéti TE,,,, (HL — DL)
UTV

Umax i Umax
&0+ 018

DL Cilova hodnota HL

Jak se hodnoti Uspésnost laboratofe?
- dle odchylky od cilové hodnoty

n Cilova hodnota RM ziskand zmérenim analytu
referenéni metodou (napr. giukosa)

Cilova hodnota RM ziskané v nékolika expertnich
laboratorich metodou doporu€enou IFCC (enzymy)

Cilova hodnota ziskana jako primér u¢astnikl EHK
(nelze hodnotit spravhost metody !!) (hormony)

m Cilova hodnota ziskana jako primér ugastniktl EHK

pouzivajicich tutéZ analytickou metodu

(hormony metodou RIA firmy Amersham)

Organizitor EHK e

—_—
CERTIFIKAT

"SYSTE EXTER KORTROLY WUALITY.

E | OSVEDCEN{ 0 UCASTI

Klinické laboratofe CR

Celkova chyba laboratofe

Odchylka od TV = celkova chyba laboratofe
(pro méfeni v dany ¢as a za danych podminek)
= rozdil vysledku méFeni od hodnoty veli€iny v RM.

Nejistota metody Uc (anal. faze)

= matematicky odhad rozsahu vysledku vyuZivajici
vdechny zdroje nejistot této faze vySetieni

Validita (platnost, spolehlivost)

“Celkova nejistota analytické faze* (Uc)

Kvantifikace systematické chyby (bias) a nahodné
chyby analyzy (CV,) méfeni (statist. spolehlivost 95%)

Uc = 2*CV, + |b|

Uc = 2*V(CV,2 + b 2)

Priklad hodnoceni Uc (%)

m Odhaduje nejistoty rutinniho méfeni glukosy v
séru dle vysledktt VKK a EHK

1. Reprodukovatelnost pii VKK:

CV, =1,2%

2. Pravdivost (spravnost, bias) pfi EHK: b =3,0%
CVy=1[b|/V¥3=1,7% (3... n-dni m&feni)

3. Nejistota hodnoty glukosy v RM: Ugy = 0,5%

4. Uc =2x ¥ (CV2 + CV2 + Up?) = 4,3%





[image: image9.png]Zakladem standardni laboratorni
prace je predevsim:

1. Provadét kontrolu kvality (IQC EQA)
2. Pedlivé ist pfibalové informace vyrobce

3. Vést zaznamy o technickém stavu
pristrojii

4. Vést peclivou laboratorni dokumentaci

Provozni dokumentace o
fizeni kvality

Valida¢ni dokumentace

Validace = ovéfenia potvrzenipravdivosti
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pro spinéni poZadavkl ke kiinicko-laboratorni pouZiti
m Validovat:

CcO? metodu, vzorkovani, pfistroj, soupravu, SW

KOHO? Kiinické laboratore, vyrobce souprav, ...

&iM?  zkouseni (testovani) a hodnoceni dostupnych véd.
a technickych informaci, vysledkdl EHK a VKK

KDO? sama laborator, Kiinik, RL, CSKB, auditor

PODLE CEHO? &SN IS0 8402

Analytické znaky metod

m Diagnosticka citlivost a specifiénost

m Analyticka citlivost

= Mez detekce a mez stanovitelnosti

m Analyticka specifiénost

m VytéZnost

m Linearita

m Pracovni rozsah

m Pfesnost a spravnost (validita)

m Porovnatelnost

= Proveditelnost IVD-MD

IVD MD - In Vitro Diagnostic Medical Devices
Evropska direktiva 98/79EC

ce~ | mass L [

e caer

m EU od 1.1.2001 zakonna povinnost vyrobed IVD vyrobkd
poskytovatinformace zakaznikim k zajist&ni jakosti mé&feni a
navaznosti (znacka CE):

Vyrobce

Vyrobek —rizika, Sarze, exspirace, obsah, udel, podminky

Hodnoty kalibratord a kontrol s nejistotami

Navod k pouZiti (sloZeni, stabilita, aditiva, SOP, vypodty,
kalibrace, VKK, prostfedi, EHK, navaznost, Uc RM

m Referenéniintervaly, citace

m Datum vydani dokumentace

m PIna platnost pro nové i vyrabé&né vyrobky od ledna 2006

Soucast dokumentace laboratofe

Provozni dokumentace o
fizeni kvality





[image: image10.png]Metodické polozky v provozni
dokumentaci (v SOP)

m Preanalytické procesy

m Analytické procesy — VKK, realizace
navaznosti, U¢ast v EHK, validaéni a
verifikaéni dokumentace

m Postanalytické procesy — vysledkové
protokoly, funkce LIS, interpretace a
konsultace, zplsoby komunikace s ,klienty".

Technicka dokumentace

Instalaéni protokoly k pfistrojam
Néavod k obsluze

Zaruénia pozaruéniservis
Preventivni udrzba (technik, operator)

Pfistrojové karty (inventarni &., amortizace,
provozni hodiny)

Protokol o zaskoleniobsluhy

Protokol kalibrace a kontroly pipet

Revize elektro, vzducho, vody, plynu, PC...
Hygienicka opatfeni, preventivni prohlidky
Biologicky a chemicky odpad

Provozni dokumentace o
fizeni kvality

Akreditace zkuSebnich a kalibraénich laboratofi

m {fedni uznani odborné trovnd (zplisobilosti) provadst
zkousky nebo kalibracni mefeni

m Audit, auditor (ifedné povéfena osoba)

m Casova omezenost platnosti

m Kritéria pro akreditaci dana mezinarodnimi normami
pro systém fizeni kvality v laboratofi

CSN-ISOIEC 17025 (1999) — obecné pozadavky na

zplisobilost chemické laboratofe

ISO DIS 15189 (2001) — norma pro akreditci
klinickych zkuSebnich laboratoii

Navaznost na ISO 9000 a ISO 9001 — fizeni kvality
vyroby a sluzeb

Provozni dokumentace o
fizeni kvality

Provozni dokumentace o
fizeni kvality
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m Diagnosticka citlivost a specifiénost
m Analyticka citlivost

= Mez detekce a mez stanovitelnosti
m Analyticka specifiénost

m VytéZnost

m Linearita

m Pracovni rozsah

m Pfesnost a spravnost (validita)

m Porovnatelnost

= Proveditelnost

Analytické cile

m Rozvoj technologie — pfesnéjsi analyzy
(cv)
m Nové techniky a komutabiln&j$i materialy — vy3$i
navaznost (| bias)
m Nové statistické metody a vypocetni technika
m Snizovani nejistoty v pre- a post-analyt. fazi
m Snizovani nejistoty vs. cena vysetfeni
... existuji smyslupiné hranice ?

E 51 nales
IR R R F RN

Analytické cile — odvozeni sloZek nejistot
z biologickych rozptyli analyti

CV; = intraindividualni biologicKky rozptyl
vypoditany tzv. chronobiologickymi studiemi

CV, = interindividualni (skupinovy) rozptyl

CV, = celkovy biologicky rozptyl = CV; + CV,

cv,<05+cvi|  [m<0as=cv,

&
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IDEALNI LABORATORNI METODA

=, Fyziologickamez

Meéi'ena velicina





