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Abstrakt

Tato bakalarska prace se tyka pomoci pfi pfipravé Laboratorni pfirucky
pro sérologicky usek Oddéleni klinické biochemie a hematologie, Panochovy
nemocnice, s.r.o., Turnov a dal8i dokumentace nutné k akreditaci laboratofe.

Zpracovani prirucky a dokumentu probiha ve specializovaném programu
SLP (Spravna laboratorni prace). Tato prace se spiSe zabyva standardnimi
operacnimi postupy, validaci a verifikacnimi protokoly pro nejfrekventovanéjsi
metody v laboratofi.

V této praci uvadim pouze ukazku téchto dokumentu vzhledem k velkému
mnozstvi metod a obsahlému textu.

Teoreticka ¢ast pojednava o obecnych vécech tykajicich se laboratore,
validace, akreditace, systému SLP a standardnich operac¢nich postupd.

Prakticka Cast je zamérena na praktické véci tykajici se pfipravy labora-
torni pfirucky. Na ukazku zde uvadim postup zpracovani verifikace a jeji pfikla-

dy pro biochemickou i imunochemickou analyzu.



Abstract

This bachelor thesis relates to an assistance in the preparation of labora-
tory manuals for the serology section of the Department of Clinical Biochemistry
and Hematology, Panocha’s hospital, s.r.o. Turnov and other documentation
necessary for the accreditation of the laboratory.

Development of manuals and documents takes place in a specialized
program, GLP (Good Laboratory Practice). This work deals with the standard
operating procedures, validation and verification protocols for the most frequent-
ly used methods in the laboratory.

| only show a few of these documents due to the large amount of
methods and comprehensive text in them.

The theoretical part deals with general matters relating to the laboratory,
validation, accreditation, GLP system and standard operating procedures.

The practical part is focused on practical matters relating to the prepa-
ration of laboratory manuals. The progress of verification and the examples of

biochemical and immunochemical analysis are also mentioned there.
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1 Zadani - cil prace

Cilem prace bylo pro ucel akreditace laboratofe Oddéleni klinické bio-
chemie a hematologie Panochovy nemocnice, s.r.o., Turnov pomaoci s pfipravou
laboratorni pfiruc¢ky, vypracovat standardni operacni postupy pro nejfrekvento-
vanéjSi metody v biochemické laboratofi a k nim nalezici verifikacni protokoly,

diky kterym se zjistila validita metody.



2 Uvod

V dnedni dobé je nezbytné, aby kazda laboratof méla vypracovanou
vlastni laboratorni pfiruCku. Laboratofe jsou kontrolovany nadfizenymi organy,
které dohlizi na to, aby vydavaly pravdivé vysledky. Proto je nutné, aby labora-
tof méla v poradku fizenou dokumentaci (napf. standardni operacni postupy) a
spravné validované ¢i verifikované metody.

Zpracovani fizené dokumentace a pfiprava laboratorni pfirucky probiha
ve specializovaném programu SLP (Spravna laboratorni prace).

Pro akreditaci laboratofe je nutné mit vypracovanou laboratorni pfirucku,
standardni operacni postupy a verifikacni protokoly pro 20% nejfrekventovanéj-

Sich metod provadénych v laboratofi.



3 Zkratky

APTT
b
CAL
CMIA

CVv
EDTA
GTT

aktivovany parcialni tromboplastinovy test
bias

kalibrator

chemiluminiscencni imunoanalyza na mikrocas-
ticich

variacni koeficient
ethylendiamintetraoctova kyselina
glukézo-tolerancni test

imunoanalyza

imunoglobulin G

imunoglobulin M

international unit (mezinarodni jednotka)
iontové selektivni elektrody

draselny kation
2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina
Oddéleni klinické biochemie a hematologie
protrombinovy test

vytéznost

relativni svételné jednotky

smérodatna odchylka

Spravna laboratorni prace

standardni operacni postup

tabulka

tris(hydroxylmethyl)aminomethan v HCI

kombinovana nejistota



4 Teoreticka cast

4.1 Laboratorni prirucka

,Laboratorni pfiru¢ka reprezentuje laboratof, pfinasi zakladni informace o
jejich nabidkach, podminkach a o nabizené paleté laboratornich testl. Mize
byt pfipravovana v papirové i hypertextové podobé.“ (web 1)

OKBH Panochovy nemocnice, s.r.o. Turnov pfipravuje laboratorni pfirucku

v systému SLP (Spravna laboratorni prace).

4.2 Systém SLP

e SLP je informacéni systém pouzivany klinickymi laboratofemi, klinickymi
obory s laboratorni slozkou a pro podporu informacénich systémua spolu-
pracujicich s laboratofemi.

o SLP predstavuje koncepci moderni klinické laboratofe, ktera musi splnit
akreditaci, pfesné definovat podminky své Cinnosti a rovnéz obhajit vy-
sledky a zpusob své prace pred auditorem, pacientem ¢&i jeho pravnikem.

o SLP umoznuje definovat pravidla a vzajemné vztahy mezi subjekty spo-
lupracujicimi s laboratofi, at' se jedna o |ékafe a sestry, jiné laboratore Ci
samotné pacienty.

e« V SLP najdeme vSe, co je nutné pro zasady spravné laboratorni prace
pro kazdodenni provoz laboratofe po strance technickeé, analyticke, or-
ganizacné provozni, personalni i informatické. (web 2)

V systému SLP pracujeme s Narodnim ¢i lokalnim Ciselnikem laborator-
nich polozek, s dokumenty jako jsou napfiklad pfiruCka jakosti, standardni ope-
racni postupy, smérnice, vyhlasky, atd. Jedna se o systémovy pfistup k datim
v klinickych laboratornich oborech. V SPL je mozno pribézné doplriovat data
provazané vnitfnimi vazbami.

Autorsky kolektiv nékolika odbornych spoleénosti Ceské Iékafské spoled-
nosti Jana Evangelisty Purkyné vytvari datovou zakladnu, dalSi potfebna data si

doplni sam uzivatel. (web 2)
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4.3 Laborator

Laboratof Oddéleni klinické biochemie a hematologie (OKBH), Panocho-
vy nemocnice, s.r.o., Turnov se sklada ze ¢tyf usekl — odbérové mistnosti,
useku biochemie, useku hematologie a useku transfuzni sluzby. Biochemie se
sklada z Casti biochemie, imunochemie a mocCova laboratof. Hematologie
z useku morfologie a koagulace. Transfuzni sluzba z ¢asti imunohematologické

a krevniho skladu.

OKBH
Odbérova || Usek biochemie Usek Usek
mistnost hematoloaie transfuzni sluzby
~Odbéry Mod&ova || Usek mor- || Usek ko-|| Usek imuno- || Krevni
Usek auto- || laboratof fologie agulace hematologie sklad
transfuzi

OKBH se zabyva biochemickym, sérologickym a hematologickym vySet-
fenim humannich materiald (krev, mo¢, mozkomisni mok, dalsi télesné tekutiny
a biologické materialy). Jde predevéim o zakladni (Na*, K*, Ca®*, CI, ureu,
kreatinin, atd.) a specializovana biochemicka vysSetfeni (stanoveni nadorovych
markerq, protilatek, kostnich marker(, slozek humoralni imunity, proteinovych
frakci a dalSich vySetfeni v riznych biologickych materidlech, funkéni testy —
GTT), zakladni (krevni obraz, APTT, PT, atd.) a specializovana hematologicka
vySetfeni (D-dimery), zakladni imunohematologickda vySetfeni, distribuce
transfuznich pripravkl, odbéry a vyroba autotransfuzi, zajisténi odbérl biolo-
gického materialu a konzultaéni sluzby. (Drobnikova, 2011).

Za normalniho stavu v laboratofi pracuje primaf, vedouci laborantka, 9

specializovanych laborantek a 1 odbérova sestra.
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4.4 Akreditace laboratore

Akreditace je ufedné potvrzené uznani zpUsobilosti laboratofe vykonavat
uréitou &innost. Akreditace provadi akreditaéni organ, v Ceské republice jsou to
organy dva — Cesky institut pro akreditaci (CIA) a Narodni akreditaéni stfedisko
pro klinické laboratofe (NASKL). (Racek, 2006)

45 Validace a verifikace

Validace
Validace slouzi k ziskani objektivnich dikaz( o tom, Zze metoda, postup
nebo pristroj vykazuji vlastnosti, které jsou po ném pozadovany. Rlizné metody
vyzaduji rdzny rozsah validace, proto je nutné nejprve vypracovat validacni
plan. Podle valida¢niho planu vyhledame a zpracujeme pfislusné externi udaje,
ke kterym pfidame vlastni vysledky experiment( a vypracujeme validaéni proto-
kol, ktery se stane soucasti standardnich operacnich postupu (SOP). SOP vy-
pracovava laboratof pro kazdou metodu i pfistroj. Validace metod a pfistroji pro
klinickou praxi je vyzadovana zakonem. PfestoZe vyrobce garantuje validitu, je
nutné vyrobek pfed uvedenim do provozu verifikovat, aby se ovéfilo, Ze udaje
vyrobce plati v podminkach dané laboratofe. (Racek, 2006)
Valida¢ni parametry
e Presnost — schopnost zméfit totoznou hodnotu u jednoho vzorku béhem
opakovanych méfeni
e pravdivost (bias) — odchylka nalezené stfedni hodnoty dané veli€iny od
hodnoty zméfené referenéni metodou
e mez detekce — nejniz§i koncentrace analytu, ktera je stanovena
s dostate¢nou jistotou
e linearita — rozsah, ve kterém je metoda aplikovatelna bez modifikaci
e kriteria vnitfni kontroly kvality
e mez stanovitelnosti — nejmensi mnozstvi latky, které jsme schopni stano-
vit
e selektivita
e specificnost — schopnost stanovovat pouze tu veliinu, ktera ma byt sta-

novovana
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e citlivost — schopnost vyvolat zménu signalu vztaZzenou ke zméné mnoz-

stvi

e navaznost a nejistota (Novak, 2002; web 3)

Verifikace

Verifikace neboli ovéfovani schopnosti poskytnout objektivni dikaz, Ze
urcita polozka splfiuje dané pozadavky. (Pecka a kolektiv, 2010)

K verifikaci je nutné vybrat vhodny referenni material, nejlépe s udanou
nejistotou. Referencni hodnota, ktera mize byt hodnotou ziskanou referenéni
metodou, hodnotou ziskanou skupinou expertnich laboratofi ¢i hodnotou pru-
meéru laboratofi u€astnici se kontroly, musi byt uvedena ve validacnim protoko-
lu. Méfeni se provadi nejméné na dvou hladinach, pokud mozno klinicky ¢i la-
boratorné vyznamnych a reprezentujicich cely rozsah méfeni (napf. fyziologicka

a patologicka hladina). (web 4)

4.6 Beckman Coulter

4.6.1 Pristroj Beckman Coulter Dx1800 a DxC880

Biochemické analyzatory rady UniCel® DxC

Jde o pIné automatické biochemické analyzatory pro in vitro analyzu §i-
rokého spektra rutinnich metod, drog, I€ka a dalSich analytl. Jako analyzovany
material se pouziva plna krev, sérum, plazma, moc ¢i likvor v zavislosti na dané
metodé. Tyto analyzatory Ize pouzit pfi konsolidaci pracovnich stanic a analyza-
tord vyuZzivajici maximalni efektivitu prace v laboratofi. Systém je jednoduchy
na obsluhu, je vybaven &teckou Earovych kédu a vyhodou muze byt i kontinual-
ni vkladani vzork( a reagencii za provozu ¢i snadna komunikace s laboratornim

informacnim systémem. (web 5)

UniCel DxI 800

Unicel DxI® 800 je automaticky uzavieny systém vyuzivany k provadéni
imunoanalytickych stanoveni tumorovych markeru, srde¢nich markerd, hepatal-
nich markerd, infekEnich onemocnéni, parametrt $titné zlazy a dalSich. Princi-

pem tohoto imunochemického systému je luminiscencni detekce, pouzivajici
13



alkalickeé fosfatazy jako markeru a paramagnetické ¢astice jako nosice protilatek
(resp. antigenu). Vyhodou tohoto systému je dobra pfesnost a reprodukovatel-
nost vysledku, vysoka citlivost pfi Sirokém koncentraCnim rozmezi a moznost
propojeni s biochemickymi analyzatory Synchron LX® 20 a UniCel® DxC. (web
6)

4.6.2 Standardni operacni postup pro analyzu drasliku
Beckman Coulter Draslik (zdroj Beckman Coulter, 2005)
Méreni koncentrace drasliku slouzi k diagnostice a 1é¢bé hyperkalémie

(renalni insuficience, nedostatek mineralokortikoidl, Sok, acid6za) a hypokalé-
mie (prujmy, diuretika, hyperaldosteronismus, diabeticka ketoaciddza), pfi se-
Ihani ledvin, poruch acidobazické rovnovahy, srdecCni arytmie i chronického

srde¢niho selhani. (Kessler, 1993; Masopust, 1998)

Princip

Koncentrace draselnych iontu se stanovuje nepfimou potenciometrii, kte-
ra pouziva draselnou elektrodu jako iontové selektivni a sodikovou jako refe-
rencni. Pfesny objem vzorku (40 pl) se smicha s tlumivym roztokem, pouziva se
pomér 1:33 (vzorek:tlumivy roztok). Pro stanoveni konstantniho aktivniho koefi-
cientu draselnych iontl se pouziva tlumivy roztok s vysokou molarni koncentra-
Ci.

Draselna iontové selektivni elektroda se sklada z valinomycinové polyvi-
nylchloridové membrany na pevném podkladé. Kavita ionoforu valinomycinu se
rovna praméru K*, ¢imz vznikaji komplexy K* s valinomycinem. Jakmile se elek-
troda dostane do styku se smési vzorku a tlumivého roztoku, zméni se poten-
cial elektrody. Na tyto zmény potencialu reaguje sodikova referenc¢ni elektroda.

Pomoci Nernstovy rovnice vypocteme koncentraci drasliku ve vzorku.

Vzorek

Pro vySetfeni Ize pouZzit sérum, plazmu nebo sesbiranou mo¢. Nedopo-

ruCuji se pouzivat vzorky piné krve.
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Oddélené sérum nebo plazmu Ize skladovat maximalné 8 hodin pfi poko-
jové teploté, pro delSi Casovy interval plati teplota +2°C az +8°C. V pfipadé, Ze
stanoveni provadime déle nez za 48 hodin, vzorky zmrazime pfi teploté -15°C
az -20°C. Tyto vzorky bychom méli rozmrazit pouze jednou. U vzorkd s moci by
mélo stanoveni probéhnout do dvou hodin od odbéru, u ¢asové omezeného
sbéru by se méla nadoba uchovavat v ledni¢ce €i na ledu. Optimalni objem

vzorku je 0,5 ml.

Reagencie

Obsah soupravy

ISE Electrolyte Buffer Reagent (2 lahve, 2 x 2I)

ISE Electrolyte Reference Reagent (2 lahve, 2 x 2I)

Objemy pro stanoveni
Objem vzorku 40 pl, objem ISE Electrolyte Buffer 1,27ml, ISE Electrolyte
reference 3,23ml.

DalSi potfebné materialy (kalibratory)

SYNCHRON® Systems AQUA CAL 1,2 a3

Skladovani

Reagencie je mozné skladovat v uzaviené lahvi pfi laboratorni teploté az
do data exspirace, po otevieni je reagencie stabilni 30 dnl pfi laboratorni teplo-
té. Kalibratory skladujeme pfi +2 az +8 °C v uzaviené lahvi do data exspirace,

po otevieni 30 dnu pfi laboratorni teploté.

Pracovni postup

e Do systému vlozime reagencie.
e Provedeme kalibraci.
e Naprogramujeme vzorky a kontrolni vzorky pro analyzu.

e Dale postupujeme podle protokolu pro obsluhu systému.
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Vypodcty
Systémy SYNCHRON® provadéji véechny vypoéty a vydavaji koneény
vysledek. Systém vypocita konecny vysledek pro fedéni vzorku pfipraveny ob-

sluhou, jestlize se béhem programovani vzorku vlozi do pristroje faktor fedéni.

Charakteristika spolehlivosti

Citlivost

Citlivost je definovana jako nejnizSi meéfitelna koncentrace, kterou je
mozné odlisit od nuly se spolehlivosti 95%. Citlivost stanoveni drasliku ve vzor-

cich séra nebo plazmy je 1,0 mmol/l a ve vzorcich moci 2,0 mmol/l.

Presnost

Spravné fungujici systém SYNCHRON® by mél vykazovat hodnoty ne-
presnosti nizSi nebo shodné s maximalnimi limity funkéni charakteristiky stano-

veni uvedenymi v nasledujici tabulce.

tab. 1: Tabulka pfesnosti pro draslik

TYP HRANICNI
BES. TYP 1Sb HODNOTA 0
PRES %CV
VZORKU
NOSTI
mmol/l mmol/l
Vramci | Sérum/plazma 0,10 5,0 2,0
stanoveni
(Within- Mod 2,0 50,0 4.0
run)
Sérum/plazma 0,20 6,67 3,0
Celkova
Mod 3,0 50,0 6,0

Analytické rozmezi

Metoda SYNCHRON® pro stanoveni drasliku poskytuje tato analyticka

rozmezi hodnot.




tab. 2: Analyticka rozmezi

TYP VZORKU OBVYKLE JEDNOTKY S.l. JEDNOTKY
Sérum nebo plazma 1,0 az 15,0 mmol/l 1,0 az 15,0 mmol/l
Moc 2 az 300 mmol/l 2 az 300 mmol/Il

Vzorky, jejichz koncentrace pfevySuje horni limit analytického rozmezi, je tfeba

naredit deionizovanou vodou a analyzovat znovu.

Vypocty
Systémy SYNCHRON® provadgji véechny vypoéty a vydavaji koneény
vysledek. Systém vypocita kone¢ny vysledek pro fedéni vzorku pfipraveny ob-

sluhou, jestlize se béhem programovani vzorku viozi do pfistroje faktor fedéni.

4.7 Abbott

4.7.1 Analyzator Abbott Architect i1000SR

ARCHITECT i1000SR® je nejnovéjsi analyzator pro imunologicka stano-
veni, sdilejici ziskané vyhody z ostatnich pfistroja typu Architect. Tento pfistroj
je navrzen pro malé a stfedni laboratofe, a také jako moZznost integrace s bio-
chemickym analyzatorem ARCHITECT c400. i1000SR® nabizi uleh&eni od
dennich rutinnich operaci. Mezi vyhody patfi pouziti ¢arovych kodua, nepretrzity
pFistup ke vzorkim a reagenciim, detekce hladin kapalin, bublin a srazenin, sta-

timové vySetfeni a dalSi. (web 7; web 8)

4.7.2 Standardni operaéni postup pro stanoveni protilatek proti Toxo-
plasma gondii

ARCHITECT Toxo IgG (zdroj Abbott, 2009)
Specifické protilatky 1gG nenaznacduji pfitomnost Cerstvé infekce, jsou

pozitivni za 1 — 2 tydny a jejich titr je prokazatelny celoZivotné, ukazuji tedy na
chronickou ¢i jiz probéhlou infekci. Pokud jsou pfitomny protilatky IgM a 1gG

jedna se o akutni infekci. (Kessler, 1993; Kopac, 2004)
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Princip

Metoda ARCHITECT Toxo IgG je dvoukrokova imunoanalyza ke kvalita-
tivni detekci protilatek Toxo IgG v lidském séru a plazmé vyuzivajici technologii
chemiluminiscenéni imunoanalyzy na mikrocasticich (CMIA).

Béhem prvniho kroku se pfida vzorek k fedicimu roztoku a paramagne-
tickym mikroCasticim, které jsou potazené rekombinantnim antigenem Toxo-
plasma gondii. Protilatky pfitomné ve vzorku se navazou na rekombinantni an-
tigen Toxoplasma gondii na mikro€asticich a vytvofi se komplex. Po promyti se
béhem druhého kroku pfida konjugat anti-humannich protilatek s akridinem,
ktery se vaze na komplex vznikly v prvnim kroku. Po dalSim promyvacim cyklu
se do reak¢ni nadobky (RV - Reaction Vessel) pfidaji roztoky Pre-Trigger a Tri-
gger. Vysledna chemiluminiscenéni reakce se méfi v relativnich svételnych jed-
notkach (RLU - Relative Light Units). MnoZstvi protilatek pfitomnych ve vzorku
je pfimo umérné jednotkdm RLU detekovanym optickym systémem ARCHI-

TECT i* (*i = imunoanalyza).

Vzorek

Pro vySetfeni metodou ARCHITECT Toxo IgG Ize pouzit lidské sérum
(v€etné séra odebraného do separacnich zkumavek) nebo plazmu odebranou
do draselné soli EDTA, sodné soli heparinu, lithné soli heparinu a citratu sod-
ného. Pouziti jinych antikoagulantl nebylo pro metodu ARCHITECT Toxo IgG
ovéfeno. Dodrzujeme pokyny vyrobce odbérovych zkumavek na sérum nebo
plazmu.

Vzorky Ize prepravovat pfi teploté okoli, pfi teploté 2 — 8 °C (chlazené le-
dem) nebo pfi teploté -20 °C a niz8i (na suchém ledu). NepiekraCujeme vySe
uvedenou dobu skladovani. Pfed pfepravou se doporucuje oddélit vzorky od
koagula, separatoru séra nebo erytrocyta.

Tato metoda byla vyvinuta a validovana pro vySetfovani vzorkl lidského
séra nebo plazmy od jednotlivych pacientd a darcu krve. K vySetfeni nelze pou-
Zivat smésné vzorky, jelikoz nebyla potvrzena spravnost ziskanych vysledku.

Nepouzivame tepelné inaktivované vzorky, silné hemolytické vzorky ani

vzorky obsahuijici bubliny.
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Vzorky mohou byt skladovany separované i neseparované od koagula Ci
erytrocytl pfi teploté 2 — 8 °C maximalné 14 dni.

Budou-li vzorky vySetfeny za delSi dobu nez 14 dni, oddélime sérum Ci
plazmu od koagula, separatoru séra nebo erytrocytll a uskladnime je zmrazené
(pfi teploté -20 °C nebo nizSi). Po Sestinasobném opakovaném zmrazovani a
rozmrazovani nebyly zjistény mezi zkuSebnimi kontrolami s 24 nereaktivnimi a
24 obohacenymi reaktivnimi vzorky zadné kvalitativni rozdily. Pfesto se opako-

vaného zmrazovani a rozmrazovani vzorku vyvarujme.

Pristroje a pomuUcky
Systém Abbott Architect i1000SR

Pipety nebo pipetovaci $picky (volitelné) pro davkovani objemu uvede-

nych na obrazovce Objednavka vzork(l od pacientu (Patient Order) nebo Ob-

jednavka kontrol (Control Order).

Reagencie
6C19 Reagenéni souprava (ARCHITECT Toxo IgG Reagent Kit)

1 lahvi¢ka nebo 4 lahvicky (6,6 ml na 100 testd / 27,0 ml na 500 testu) -
mikrocCastice potazené Toxoplasma gondii antigen v MES pufru s bilkovinnymi
stabilizatory. Minimalni koncentrace: 0,03 % pevnych &astic. Konzervacéni Cini-
dlo: ProClin 300.

1 lahvi¢ka nebo 4 lahvicky (5,9 ml na 100 testd / 26,3 ml na 500 testd) -
konjugat mySich anti-humannich protilatek s akridinem v MES pufru
s bilkovinnymi stabilizatory. Minimalni koncentrace: 0,05 pg/ml. Konzervacni
Cinidlo: antimikrobialni latka.

1 lahvi¢ka (10 ml na 100 testd / 50,9 ml na 500 testd) — Toxo IgG diluent
obsahujici TRIS pufr s bilkovinnymi stabilizatory

Konzervacni €inidlo: ProClin 300.

Ostatni reagenty: pre-trigger roztok, trigger roztok a promyvaci pufr

Podminky skladovani
Reagencni soupravu, kalibratory a kontroly ARCHITECT Toxo IgG skla-
dujeme pfi teploté 2 — 8 °C ve svislé poloze. Mizeme je pouzit ihned po vyjmuti

z chladiciho zafizeni nastaveného na tuto teplotu.
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Reagen¢ni souprava ARCHITECT Toxo IgG muZze byt v pfistroji ARCHI-

TECT i pouzivana maximalné 30 dni. Po 30 dnech se musi vyradit.

Spotfebni material

ARCHITECT i Pre-Trigger Solution obsahujici 1,32% (w/v) peroxid vodiku.
ARCHITECT i Trigger Solution obsahujici 0,35 molarni hydroxid sodny
ARCHITECT i Wash Buffer obsahuijici fyziologicky roztok s fosfatovym pufrem.

Konzervacéni ¢inidlo: antimikrobialni latka.

Pracovni postup
Objedname testy. Informace o objednavani vzorku od pacientd, kalibrato-

ri a kontrol a udaje o obecnych postupech pfi zpracovani nalezneme v UZiva-
telské pfiruc¢ce systému ARCHITECT.

Vlozime reagencni soupravu ARCHITECT Toxo IgG do pristroje ARCHI-
TECT i. Ovéfime, Ze mame k dispozici vSechny potifebné reagencie. Ujistime
se, Ze jsou na vSech reagencnich lahvickach nasazena septa.

Minimalni objem vzorku ve vzorkové nadobce je vypocteny systémem a
zobrazi se na vytisku objednavky (Orderlist Report). Z jedné vzorkové nadobky
Ize provést maximalné 10 opakovani. Pfed zahajenim vySetfeni se ujistime, Ze
je ve vzorkovych nadobkach dostatecny objem vzorku, aby doSlo jen k minimal-
nimu odpareni.

Pfednostni zpracovani: Pro prvni test Toxo 1gG je pozadovano 75 pl
vzorku a pro kazdy dalSi test Toxo IgG provadény z téZze vzorkové nadobky je
tfeba dalSich 25 pl vzorku.

Méné nez 3 hodiny po vlozeni: Pro prvni test Toxo IgG je pozadovano
150 pl vzorku a pro kazdy dalSi test Toxo IgG provadény z téze vzorkové na-
dobKky je tfeba dalSich 25 ul vzorku.

Vice nez 3 hodiny po vloZeni: Je poZzadovan pfidavny objem vzorku.

Kalibrator a kontroly ARCHITECT Toxo IgG pfed pouzitim promichame
opatrnym prevracenim. Pro ziskani pozadovaného objemu kalibratoru a kontrol
ARCHITECT Toxo IgG drzime lahvicky ve svislé poloze a do pfislusnych nado-
bek nadavkujeme 6 kapek kalibratoru nebo 4 kapky jednotlivych kontrol.

Vlozime vzorky.
« Stiskneme klavesu RUN (Zahajeni zpracovani).
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Postup pfi fedéni vzorku
Pfi vySetfeni metodou ARCHITECT Toxo IgG se vzorky o koncentraci

vetsi nez 200,0 IU/ml Fedi podle diluéniho protokolu 1:10.

Struény popis postupu

Vlozime vzorky. Stiskneme klavesu RUN (Zahajeni zpracovani).

Kalibrace a navaznost

Pfi kalibraci metody ARCHITECT Toxo IgG zméfime ve dvou opakova-
nich kalibrator A az F Toxo IgG. Pro vyhodnoceni kalibrace metody musi byt
jedenkrat zanalyzovany v8echny hladiny kontrol Toxo IgG. Ovéfime, Ze se hod-
noty kontrol metody nachazeji v rozmezich uvedenych v pfibalovém letaku
soupravy kontrol (0-2001U/ml). Kalibratory vkladame pfednostné.

Jakmile je kalibrace metody ARCHITECT Toxo IgG akceptovana a uloZzena
do paméti, mohou byt vSechny nasledujici vzorky vySetfovany bez dalsi kalibra-
ce az do okamziku, kdy:

o Je pouzita reagencni souprava nove vyrobni Sarze

e Hodnoty kontrol se nachazeji mimo stanovena rozmezi

Charakteristika spolehlivosti

Pfesnost

Pfesnost metody ARCHITECT Toxo IgG byla stanovena béhem Klinic-
kych studii za pouziti dvou Sarzi reagencii. Panel obsahuijici Sest specifickych
vzorku byl testovan ve Ctyfech opakovanich s kazdou Sarzi reagencii jednou
denné po dobu péti dni na tfech pracovistich. Na za¢atku a na konci kazdé
denni série vySetieni byly také v duplikatu vySetfeny pozitivni kontroly ARCHI-
TECT. Smérodatna odchylka (SD - Standard Deviation) a variacni koeficient
vyjadieny v procentech (% CV - Coefficient of Variation) pfi stanoveni analytu v
jedné davce (Intra-assay) a pfi stanoveni analytu ve vice davkach (Inter-assay)
byly zjistény pomoci analyzy komponent rozptylu pro model nahodnych vysled-
ka (tab. 3).
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tab. 3: Pfesnost metody ARCHITECT Toxo IgG

Podet Pramér Béhem analyzy Celkem?
Vzorky -
opakovani | (1IU/ml) SD % CV sSD % CV
Negativni | ;g 0.1 0,03 N/A 0,03 | NA
kontrola
Pozitivni
kontrola 576 6,4 0,14 2,17 0,16 2,55
1
Pozitivni
kontrola 576 119,2 3,69 3,10 4,74 3,98
2
Lidsky 192 3,3 0,09 2,74 0,10 | 3,10
vzorek

& Celkova variabilita metody zahrnuje variabilitu béhem procesu, mezi procesy a

béhem dne

Referenéni a varovna rozmezi

Systém ARCHITECT i vypoc&te primérnou hodnotu chemiluminiscenc-
niho signalu ze dvou opakovanych méfeni kalibratoru A az F Toxo IgG a vysle-

dek uloZi do paméti.
Vypocet

Metoda ARCHITECT Toxo IgG vypocte vysledek na zakladé poméru
IU/ml.

Interpretace vysledku, konzultaéni ¢innosti a hlaseni

Interpretace vysledki

Vzorky s hodnotami nizSimi nez 1,6 1U/ml jsou metodou ARCHITECT
Toxo 1gG povazZovany za nereaktivni.

Vzorky s hodnotami, které jsou vy$Si nebo rovny 3,0 IU/ml, jsou metodou
ARCHITECT Toxo IgG povazovany za reaktivni a znaci prodélanou ¢i akutni
infekci.

Vzorky v intervalu 1,6 do 3,0 IU/ml se nachazi v Sedé zéné.

Rizeni jakosti

Pro ovéreni kalibrace metody ARCHITECT Toxo IgG se doporucuje za-

nalyzovat pozitivni a negativni kontrolu.
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Doporuceny kontrolni poZzadavek pro metodu ARCHITECT Toxo IgG je
provést jedenkrat test vSech hladin kontrol v prubéhu 24 hodin kazdého dne
provozu. Jestlize systém kontroly kvality v laboratofi vyZaduje k ovéfeni vysled-
ki vySetrfeni CastéjSi pouzivani kontrol, postupujeme v souladu s timto poza-
davkem. Ovéfime, Zze se hodnoty kontrol metody nachazeji v rozmezich uvede-

nych v pfibalovém letaku soupravy kontrol.
Poznamka

Podrobné informace nalezneme v pfibalovém letaku ¢i v UZivatelské pfi-
ru¢ce systému ARCHITECT.
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5 Prakticka cast

5.1 Verifikace pro stanoveni drasliku

5.1.1 Verifikace

Stanoveni drasliku na pfistroji Beckman Coulter DxC880 je kvantitativni
metoda, ma k dispozici referencni material validovany minimalné v ramci Exter-
ni kontroly kvality.

P¥i verifikaci kvantitativnich metod stanovujeme:

¢ mezilehlou pfesnost — pfesnost méfeni v delSim ¢asovém useku
e opakovatelnost — pfesnost béhem jedné analyzy
e bias - rozdil mezi prumérem ziskanym z méfeni a referenéni hodnotou

e kombinovanou nejistotu — dalSi slozky nejistoty

Mezilehlou pfesnost stanovime idealné z dat vnitini kontroly kvality, kterou
si provadi laboratof sama. Jedna se o jednotlivé hladiny kontrol proméfované
na stejném pfistroji, stejnym postupem v del$im &asovém Useku. Cim vice hod-
not, tim lépe. Ze ziskanych hodnot naméfenych na analyzatoru vypocitame
aritmeticky pramér, smérodatnou odchylku a variacni koeficient. V§e zadame
v systému SLP do protokolu.

Opakovatelnost se provadi referencnim materialem na stejném pfistroji,
stejnou metodou, jednim C&lovékem v kratkém Casovém useku. Béhem jedné
analyzy zméfime minimalné 10krat vzorek, jednotlivé hodnoty zadame do pro-
tokolu. Systém SLP si dale sam vypocita aritmeticky pramér, smérodatnou od-
chylku a varia¢ni koeficient.

Kombinovana nejistota zahrnuje dalSi sloZky nejistoty (nejistota pipeto-

vani, kalibratoru, atd.). (web 9)

5.1.2 Pracovni postup verifikace

e Nejprve zméfime vzorek pro opakovatelnost
o Jeden vzorek nechame béhem jedné analyzy zméfit 10x
e Zjistime naméfena data pro mezilehlou presnost

o Vysledky vypiSeme z dat Vnitfni kontroly kvality
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V programu SLP si v menu ,Vypocty“ vybereme polozku ,verifikaéni pro-

tokol”

Zalozime novy protokol

Vyplnime pole:

O

O

O

O

metoda — nazev verifikované metody, kterou provadime
analyzator — udaje o analyzatoru
datum — den, kdy se hodnoceni provadélo

vyhodnotil — osoba, ktera vyhodnotila protokol

Dale vypliujeme udaje o mezilehlé presnosti

O

@)

@)

O

O

@)

u kazdého vzorku datum od kdy do kdy méfeni probihalo
pouzity material (nejlépe ve 3 hladinach)

poCet hodnot zméfenych za dany Casovy usek
vypoctenou smérodatnou odchylku z naméfenych hodnot
vypocteny variacni koeficient

pfipadné variacni koeficient vyrobce (neni nutné)

poté vyplnime hodnoty pro opakovatelnost, bias a biologickou variabilitu

O

O

O

proved| — osoba, ktera provedla vlastni pokus opakovatelnosti
pouzity material — stejny jako u mezilehlé pfesnosti

vysledné hodnoty — jednotlivé hodnoty nhaméfené na analyzatoru
béhem jedné analyzy

SD, CV, nejistota a bias se vypocitaji automaticky

hodnoty intraindividualni a interindividulani variability — nalezené
na (web 10)

zbylé hodnoty (celkova biologicka variabilita, pfesnost, bias a cel-
kova chyba odvozené z biologickych variabilit) se vypocitaji

Vv programu automaticky

kombinovanou nejistotu si program sam vypocita pomoci jednotlivych

druhu nejistot

dale muzeme v textovém editoru slovné vyhodnotit:

O

ostatni znaky metody

o senzitivita, specificnost — ur€eno pouze pro kvalitativni metody

nakonec slovné vypiSeme zavér verifikace
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5.1.3 Verifika€ni protokol pro stanoveni drasliku

Verifikaéni protokol ze dne 15. 11. 2010 — draslik

Metoda: draslik
Analyzator: Beckman Coulter Unicell DxC 880i

Vyrobce: Beckman Coulter

Vyhodnotil: Barbora Faltusova

1 Mezilehla pfesnost

Nazev soupravy: ISE electrolytes

Katalogové Cislo: T002034
Datum: 15. 11. 2010

Datum (od | Pouzity ma- | Pocet N CV vy-
—do) terial hodnot Pramer SD cv robce
Vzorek 30.07.2010 | SYNCHRON
1 - CONTROL 30 2,450 0,095 | 3,677 3,800
12.11.2010 Level 1
Vzorek 22.07.2010 | SYNCHRON
5 - CONTROL 30 4,877 0,131 | 2,729 2,700
11.11.2010 Level 2
Vzorek 22.07.2010 | SYNCHRON
3 - CONTROL 30 7,460 0,177 | 2,373 2,300
15.11.2010 Level 3

2 Opakovatelnost, bias

Provedl: Barbora Faltusova

Datum: 28. 03. 2011

Pouzity material: Vzorek A = SYNCHRON CONTROL Level 1
Vzorek B = SYNCHRON CONTROL Level 2
Vzorek C = SYNCHRON CONTROL Level 3

Intraindividualni biologicka variabilita (CV;) = 2,4
Interindividualni biologicka variabilita (CVg) = 5,6

Celkova biologicka variabilita = 6,0

Pfesnost odvozena z biologickych variabilit (Inio)) = 1,2

Bias odvozeny z biologickych variabilit (Bpio)) = 1,5

Celkova chyba odvozena z biologickych variabilit (TEpi) = 3,5
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Vysledné hodnoty:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Vzirek 24 | 24 | 24 | 24 | 24 | 24 | 24 | 25 | 25 | 25
Vzgek 49 | 49 | 49 | 49 | 49 | 49 | 50 | 50 | 50 | 50
Vzorek
C 7,4 7,5 7,6 7,5 7,5 7,7 7,7 7,7 7,8 7,7
Vyhodnoceni:
Vzorek A Vzorek B Vzorek C Jednotky
Primér 2,430 4,940 7,610 mmol/|
Cilova hodnota 2,500 4,900 7,500 mmol/|
Nejistota ref. 0
g Y%
Materialu
SD 0,048 0,051 0,128
CV 1,987 1,045 1,690 %
CV vyrobce 6,000 4,400 4,000 %
R () 97,200 100,816 101,466 %
b -2,800 0,816 1,466 %

Cilova hodnota nejistoty (%) : 6,000
Pramen: SEKK - tfetina
Vysledek verifikace: (*) Vzorek A vyhovuje

(*) Vzorek B vyhovuje

(*) Vzorek C vyhovuje

3 Kombinovana nejistota

Vysledek méfeni se pohy-

Kriticka diferen-

Ur o0 (%) Pro cilovou buje v tomto intervalu_ (pfi | ce dvou nasled-
ot hodnotu 95% intervalu spolehlivos- nych méfeni
ti) (hodnota CD%)
Vzorek A 4,664 2,500 2,266 — 2,733 7,4
Vzorek B 2,867 4,900 4,618 — 5,181 9,3
Vzorek C 2,840 7,500 7,073 —7,926 9,3
4 Zaver

Verifikace splnila vSechny podminky, pouze je tfeba zjistit nejistotu referenéniho

materialu — jednani s vyrobcem.
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5.2 Verifikace pro stanoveni protilatek proti Toxoplasma gondii

5.2.1 Verifikace

Stanoveni protilatek IgG proti Toxoplasma gondii na pfistroji ARCHI-

TECT i1000SR provadime stejnym zpusobem jako metodu kvantitativni s vy-

jimkou opakovatelnosti, ktera se nestanovuje. Navic se zde vyplfiuje senzitivita

a specificnost metody, ktera je ur€ena pro metody, které Ize verifikovat pomoci

porovnani s jinou metodou.

5.2.2 Pracovni postup

Pracovni postup probiha stejné jako u stanoveni drasliku kap 5.1.2, pouze

bez méreni opakovatelnosti.

5.2.3 Verifika€ni protokol pro stanoveni Toxo IgG

Verifikaéni protokol ze dne 14. 1. 2011 — Toxo 1gG

Metoda: Toxo IgG
Analyzator: ARCHITECT i1000SR
Vyrobce: Abbott

Vyhodnotil: Barbora Faltusova

1 Mezilehla presnost

Nazev soupravy: Toxo IgG

Katalogoveé €islo: 6C19 - 10
Datum: 14. 1. 2011

Datum (od Pou2|_ty Pocet Pramar SD cV CV vy-
—do) material | hodnot robce
27.05.2010

Vzirek — Iggor:‘gg_ 20 0,100 | 0,049 | 40,825 | 10,000
15.12.2010

Vzorek 27.05.2010 Toxo

> - IgG 20 7,285 0,766 10,513 10,000
05.01.2011 | Pos.1

Vzorek 27.05.2010 Toxo

3 - IgG 20 141,283 | 29,073 | 20,578 | 10,000
12.01.2011 | Pos. 2
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Vyhodnoceni:

Vzorek A Vzorek B Vzorek C Jednotky
Primér 7,200 141,260 [U/ml
Cilova hodnota 6,000 120,000 IU/ml
Nejistota  ref. 10,000 15,000 %
Materialu
SD 0,720 28,958
CVv 10,000 20,500 %
CV vyrobce 10,000 10,000 %
R (X) 120,000 117,716 %
B 17,716 %

Cilova hodnota nejistoty (%) : 20,000

Pramen:

Vysledek verifikace:

Vzorek B vyhovuje

Vzorek C nevyhovuje

3 Kombinovana nejistota

Vysledek méfeni se pohy- | Kriticka diferen-
Ur ot (%) Pro cilovou buje \ tomto intervalu_ (pfi | ce dvou nasled-
ot hodnotu 95% intervalu spolehlivos- nych méfeni
ti) (hodnota CD%)
Vzorek A
Vzorek B 17,621 6,000 3,885 -8,114
Vzorek C 37,183 120,000 30,760 — 209,239

4 Ostatni znaky metody

Vzorek A lIze jen obtizné hodnotit jako kvantitativni parametr. Jeho cilova

hodnota je < 0,5 Ul/ml. Ve v8ech kontrolnich méfenich se vysledek pohyboval

v pozadovaném rozmezi. Ostatni vzorky jsou nadale testovany a po ziskani

statisticky vyznamnych poctl bude validace dokonc¢ena.

5 Senzitivita,

specificnost

Senzitivita udavana vyrobcem je 99,7 pfi kofidencnim intervalu 95%.

Specifi¢nost udavana vyrobcem je 99,5 pfi kofidenénim intervalu 95%.

6 Zavér

Verifikace nevysla, jedname s vyrobcem o dalSich podkladech pro verifi-

kaci metody.
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6 Diskuze

Verifikace metod je velmi dulezita pfi validaci a kontrole metod, ktera se
provadi jednou rocné. Jak je uvedeno v praktické Casti, ne vSechny vysledky
verifikaci lezi v danych rozmezi referen¢nich hodnot.

U verifikacniho protokolu pro stanoveni drasliku muzeme vidét, jak by
spravna verifikace méla vypadat a jaké vysledky by méla dana metoda posky-
tovat. Tato verifikace vySla na vybornou. Verifikovana metoda splfiuje vSechny
pozadavky.

U stanoveni protilatek IgG proti Toxoplasma gondii se vzorek C nevesel
do referen¢nich rozmezi, protoZe bylo stanovovano pouze malé mnoZzstvi vzor-
ki a hlavni pfFic¢inou byla vysoka hodnota kombinované nejistoty pro tento vzo-
rek. Zde je nutné proméfit kontrolni material znovu nebo objednat kontrolni a

referencni material z jiné firmy.
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7 Zavér

Sepsani této bakalarské prace pro mé bylo velmi pfinosné. Nejen, Ze
jsem se naucila pracovat v programu SLP, vyhodnocovat vysledky verifikaci a
vypracovavat standardni operaéni postupy pro rizné metody a pfistroje, ale
svoji praci jsem pomohla vypracovat Laboratorni pfiru¢ku pro oddéleni Klinické
biochemie a hematologie Panochovy nemocnice, s.r.0., Turnov a dalSi doku-
mentaci potfebnou pro akreditaci laboratofe. Diky této praci jsem se mohla za-
pojit do normalniho provozu laboratofe, sama si proméfit vysledky riznych me-

tod a zaroven se naucit véci, které se mi budou hodit do budouciho povolani.

Standardni operaéni postupy jsme vypracovavali z pfibalovych letaku pfi-
loZzenych k reagenciim nebo z informaci uvedenych v manualu pro pfistroj Ci
metodu. Nékteré ze standardnich operacnich postupl jsme vyuzili pfimo od

vyrobce, zejména se jednalo o nékteré materialy od firmy Beckman Coulter.

Pomoci verifikaci jsme se snaZili dokazat validitu metod. U biochemic-
kych metod se méfila mezilehla presnost, opakovatelnost a kombinovana nejis-
tota. U biochemické metody se jedna o kvantitativni stanoveni, proto je nutné
proméfit vSechny parametry. U imunochemickych metod, které jsou vétSinou
kvalitativniho charakteru, stadi proméfit pouze mezilehla pfesnost a kombino-
vana nejistota a navic senzitivita a specificnost. Ve vétsiné verifikaci se vysled-
ky vesly do referen¢nich rozmezi, avSak nasly se zde i pfipady, které nesplfo-

valy nékteré dané podminky.
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8 PFilohy

Analyzator Beckman
Coulter

Analyzator ARCHITECT
i1000
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