Lekarska mikrobiologie
pro ZDRL

Tyden 28:

Management kvality, elektronicka evidence
vzorku, jina nez klinicka mikrobiologie

Upraveno podle Ondreje ZahradniCka



Co nas dnes ceka

= Povidani o managementu kvality v klinickeé
mikrobiologii

= Povidani o laboratornich elektronickych
systémech v mikrobiologii

" Povidani o mikrobiologii jiné nez klinicke



Management kvality
a klinicka mikrobiologie



Management kvality — QM

= Diagnostika nejen v mikrobiologii je stale
komplikovangjsi. To prinasi | problemy: je Cim
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diagnostika provadi spravne
= | aboratore jsou take pod ekonomickym

tlakem a je nutno zabezpecit, aby tento tlak
neznamenal zhorseni kvality vysetrovani

® | pro moznost mezinarodniho srovnavani se
uplatnuje mezinarodni systém managementu
kvality (QM), opirajici se o evropské normy,
které maji platnost i pro Cesko



Akreditace laboratori

Laboratofe mohou mit rtizné typy certifikati o
poskytovanych sluzbach

Cim dal vice je v8ak poZadovana akreditace podle
mezinarodnich kritérii

Obecné principy akreditace jsou spoleCné nejen pro
mikrobiologické, biochemické, hematologicke a jine
laboratore, ale napr. i pro laboratore analytické chemie,
metrologické ustavy a nejruznéjsi dalSi zkusebni instituce
V Cesku je narodni certifikacni autoritou Cesky institut
pro akreditaci (CIA) — osvédéeni o akreditaci

Narodni autorizacni stredisko pro klinicke laboratore
pii Ceské lékarské spoleénosti Jana Evangelisty
Purkyne — NASKL - osvédceni o registraci
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Akreditacni normy

= Chemické a mikrobiologicke laboratore

se mohou akreditovat podle normy CSN EN
ISO/IEC 17025: 2005 (za dvojtecCkou je rok
vydani aktualizované podoby teto normy)

= Zdravotnické laboratore se akredituji podle
normy platné pro zdravotnicke laboratore, ktera
je specifict&jsi. Jde o normu CSN EN ISO
15189:2013.

= Obé normy maji ovsem spolecné zakladni
rysy, a v obou pripadech je nutna neustala
kontrola dodrzovani podminek udéeleni
akreditace



Hlavni rysy akreditovane laboratore

= Akreditovana laborator pracuje podle
standardnich operacnich postupu - SOP.
Tyto postupy se zabyvaji vsSemi fazemi
vysetreni (pro které se zde zpravidla pouziva
pojem ,zkouska") — tedy od prijmu materialu az
po format vysledku a zpusob jeho zaslani

= Akreditovana laborator musi dokumentovat
Jpapirové” Ci elektronicky cely prubéh
,Zkousky", vCcetne dokumentace pouzitych sarzi
chemikalii, diagnostickych souprav Ci evidence
toho, ktefi pracovnici se na ,zkousce™ podileli



Zajisteni odborne kvality

= Nekdy to vypada, ze to podstatne je ,mit papiry
v poradku®. Takto by vsak akreditace vypadat
nemela. Zakladem musi byt odbornost.

= Soucasti akreditace je proto | dokumentace
vzdelavani a zaskolovani jednotlivych
pracovniku pro konkrétni ukoly

= Spravné fungovani pristroju kontroluje ustavni
metrolog, ktery je pravidelne skolen. Na cely
system pak dohlizi manazer kvality.

= | aborator pravidelne prochazi externim
hodnocenim kvality (EHK)



Standardni operacni postupy (SOP)

= SOP je soupis vSeho, co je potreba k tomu, aby
mohla byt provedena urcCita zkouska. Kazdy
SOP nutne obsahuje predevsim
= ucel zkousky a situace, kdy se pouzije
* soupis osob, ktere se na zkousce mohou podilet
* soupis materialu, ktery je potreba
= popis jednotlivych kroku postupu
» souvisejici dokumentace
= zapis o vsech zmeénach a doplincich SOP




Prirucka kvality

Prirucka kvality ma stejny vyznam jako SOP, ne
vsak ve vztahu ke konkretni zkousce, ale
k celému vysetrovacimu postupu. Zabyva se
vsemi ridicimi procesy, ktere v laboratori
probihaji, vCetné vnejsSich vztahu laboratore (ve
vztahu napr. k vedeni nemocnice, jiz je casti)

Manazer kvality

Manazer kvality sleduje cely proces,
pripravuje prirucku kvality a jeji nove verze,
laboratorni prirucku, koordinuje tvorbu SOP,
komunikuje s CIA a podobné



Meridla v laboratori

= Kategorizace meridel Zakon €. 505/1990 sb., o
metrologii — posledni novelizace v r. 2015

= Metrologie — zabyva se merenim

= Metrologicke zabezpecCeni - soubor Cinnosti,
které zajisti:
* Jednotne mereni
= Spravnost a pfesnost méreni
* Vysledky méreni jsou uvadény v jednotkach Sl
= Soucasti vysledku je nejistota méreni

= Metrologickou navaznost na etalony jednotek
soustavy Sl



Rozdéleni méridel

= etalony

* Pracovni méridla stanovena (stanovena meridia)
— podlehaji overovani — stanovena vyhlaskou
Ministerstva prumyslu a obchodu ¢. 345/2002 sb.

» Pracovni meéridla nestanovena (pracovni meridia)
— podléhaji kalibraci

= Certifikované referencni materialy

= Ovéerovani a kalibraci provadi kalibracni
laboratore — akreditované u CIA



NejCastejsi meridla ve
zdravotnicke laboratori
= VVahy
= Tonometry (odbery)

= Teplomery (sledovani teploty v lednicich,
termostatech , mrazacich apod.)

= Pipety
= Kalibrovaneé sklo



Pouzivané pristroje (vCetne napr.
automatickych pipet!)

VSechny pfistroje musi mit doklad svého plivodu s
uvedenim, jakym zpusobem a za jakych podminek
maji byt pouzivany

Pristroje musi mit take svuj pristrojovy denik, kam se
zapisuji ti, kteri je pouzivaji a udrzuji

U pfistroju se vedou provozni deniky — kdo a kdy na
ném/s nim pracoval,

u ledniCek a termostatu, musi byt pravidelné
kon(tjr;alovéna teplota Ci jiné parametry (tenze CO,
apod.

Pristroje musi byt pravidelné (zpravidla 1x rocne
kontrolovany, servisnim technikem a musi
potvrzena jejich funkCnost (validace pristroje), nekdy
se mluvi o BTK — bezpecnostne-technicke kontrole



VALIDACNI LIST
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Externi hodnoceni kvality (EHK)

= Ve stanovenych intervalech (zpravidla jednou
az Gtyfikrat rocné&) organizuje SZU rozesilani
,vzorku“, které jsou laboratoremi vysetreny
a vysledky odeslany zpét do SZU

= Nasledne jsou vysledky vyhodnoceny a
laborator je informovana o tom, zda uspeéla
Ci neuspela. Neni nutna stoprocentni
uspesnost, ale uspesnost nad stanovenym
limitem, ktery je dan vysledky vsech laboratori

= Odborni hodnotitelé v SZU hodnoti vysledky
laboratori anonymneé (pod Cislem)



Audity

EHK samozrejme neresi veskeré aspekty spravne prace v
mikrobiologické laboratofi, je dulezity také systém auditu.

* Interni audit je proces, ktery probiha v ramci laboratore.
Zajistuji ho povéreni auditofi z fad pracovniku laboratore
(obvykle vSak audit vede nékdo z jiného oddéleni Ci
useku).

= Externi audit se kona v urCenych intervalech a provadeji
ho pracovnici CIA &i jiného dozor&iho organu
Horizontalni audit mapuje fungovani napr. jedné
laboratore.

Vertikalni audit naopak sleduje pruchod jednoho vzorku
laboratori (prijem, vlastni zpracovani, vysledek apod.)



Neshody

=\ prirucce kvality je také definovana tzv.
neshodna prace, a rfizeni neshodné prace je
také zpravidla vénovan cely jeden SOP.

= Neshodna prace je takova ktera se neni ve
shode s tim, co je popsano v prirucce kvality a
jednotlivych SOP. Napr. chybne popsany
vzorek, znehodnocena zkumavka, ale napr. |
neuspech laboratore v EHK. O kazde neshodée
musi byt sepsan protokol o neshode, jehoz
soucasti je navrh opatreni k naprave. Posleze
je kontrolovano, zda byla opatreni uskutecnéena.



Zvlastnosti mikrobiologickych
laboratofi v ramci QM

= U sérologickych a vetsiny virologickych
zkousek (vCetné prukazu virovych antigenu) je
pristup podobny jako v biochemii, ale | napr.
analyticke chemii: vzorek je prijat, zpracovan
vice mene automaticky, a vysledkem je urcita
hodnota (absorbance, mnozstvi neceho atd.)

= U jinych mikrobiologickych zkousek je vSsak
zpravidla vetsi podil ,,lidského faktoru®,

zkouska probiha algoritmicky, neni mozno
predem rici, co vsechno bude potreba



Jak ridit mikrobiologicke zkousky

= S ohledem na charakter prace je trochu jiny
zpusob osetreni spravnych postupu

= ,Zakladni“ SOP (napr. Vysetreni moce,
VySetreni stolice) stanovi zakladni postupy,
které jsou provedeny u vsech vzorku

=" Pripadné nasledné kroky jsou jiz zpravidla ve
,specialnich®“ SOP, napr. Blizsi urCeni
mikrobu, kde je popsano, jakymi
diagnostickymi postupy Ize patrat po
jednotlivem druhu bakterie, kvasinky apod.



Standardizace v ramci Ceska a EU

= Zakladem QM je, aby kazda laborator méla
Zzpracovana svuj obhajitelny systém operac€nich
postupul, pouzitelny v jejim konkrétnim pfipadé (s
ohledem na typy vzorku)

= Na druhou stranu je zadouci i postupné
sjednocovani pristupu mezi laboratoremi
navzajem, napr. i kvuli stanoveni ceny zkousky v
systemu zdravotnich pojistoven

= Snaha o standardizaci v mikrobiologickych laboratori
(bakteriologie), problém

= doporuéeni Ceské lékaiské spoleénosti J. E.
Purkyne



Priklad malé standardizace

= \/ nasi laboratori probiha kvasinek na
Sabouraudove agaru ve zkumavce. Negativni
vysledky se expeduji za 4-5 dni (podle
laboratore).

= V. mikrobiologické laboratori Nemocnice na
Homolce probiha kultivace kvasinek na
Sabouraudove agaru v Petriho misce.
Negativni vysledky se expeduji za 2 dny.
Kolegove jsou toho nazoru, ze klinicky
vyznamny nalez kvasinky se do 48 h projevi.



Na druhou stranu ale...

= Nebylo by ucelne, kdyby laboratore vzdy postupovaly
podle jednotnych standardu. Urcité normy a postupy
musi byt jednotne, ale existuji i logické odchylky,
plynouci napriklad
= z odlisSneho pristrojoveho vybaveni laboratori
= 7 rtzného personalniho vybaveni laboratore
= 7 ruzného spektra zasilajicich klientu

Napriklad: laborator A vysetruje pro obvodni lekare a
ambulantni specialisty. Vytery z krku kultivuje jen na
krevnim agaru, vysledky na Endu by byly nahodné
nalezy. Laborator B vySetruje pro nemocnici véetné
ARO a JIP. Endova puda je tu nezbytna, zejména
S ohledem na enterobakterie jako nozokomialni

patogeny



| aboratorni
iInformacni

systemy pro

mikKrobiologil



Co je to laboratorni informacni system (LIS)

LIS je dnes uz nepostradatelny system
evidence vzorku, popfr. i kmenu, a vysledku
zkousek jednotlivych vysetreni

" Dfive se vysledky zapisovaly do protokolu, a
odtud prepisovaly na zadanky, coz bylo
pracne, neslo to s sebou riziko chyb a velmi
obtizne se vyhledavala zpracovana data pro
statistiky, vyzkumneé ucely apod.

= | IS navic dava moznost automatického
prevedeni do NIS (nemocnicniho informacniho
systemu), takze klinik ma vysledek elektronicky
dfive nez papirové, a navic i on ho muze
statisticky zpracovavat.



LIS v biochemii a serologil

" Pro biochemicke, ale | serologické ucely je
idealni LIS se systémem pozadavku na
jednotlivych radcich, kde vlevo je uveden
pozadavek (metoda, vysetreni) a vpravo se
zapise vysledek (kvantitativne — Ciselne,
pripadne kvalitativhe — nalez ano/ne)

= Pro bakteriologické ucely lze tento typ LIS
adaptovat, avsak jeho pouziti neni idealni

= Pri bakteriologickém vysetreni se do
,pozadavkové“ ¢asti prubézné dopisuji dalsi
metody, ktere vsak nejsou logicky setrideny



Zjednodusena ukazka — neprehledne

Vopicka Ferdinand, 352413/7890, diagnosa: Z01.7,
pojidtovna: 111: ICZ 72 012 345 Klinika Dychaci,
MUDr. Staleozraly. Vzorek: sputum Cislo: X-01234

Mikroskopie sputa

Ku
Da
Da

tivace sputa
Si mikrob

Si mikrob

Optochin
Atb test ,STR"
Hajn — MIU

Epit ++, leu +, G+koky ve shlucich +
Bézna flora dutiny ustni
Streptococcus pyogenes
Escherichia coli ojedinéle

pozitivni

SRPY: PNC + AMP + ERY 0 DOX +
Escherichia coli




Lepsi system pro bakteriologil

= Pro bakteriologii je lepsi takovy system, ktery
respektuje ,,algoritmicky“ zpusob prace
bakteriologa a umoznuje identifikaci nejen
jednotlivych vzorku, ale i jednotlivych kmenu
patogennich bakterii

= Takto identifikované kmeny jsou pak
nezamenitelne napr. | pro dalsi zpracovani dat,
statisticke ucely apod.

= Zaroven takovy systém umoznuje prehledné
znazorneni, ktera pouzita metoda patri ke
kteremu kmeni
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http://www.Iumen.luc.edu/lumeﬁ/me
d/mech/cases/case9/sputum1.jpg

Vzorek P-12345

http: www.mm.u .edu/~gulig/mmid
/mmid-lab/labimage/spy_a.jpg

Kmen P-12345/2



Ukazka takoveho LIS

Vopicka Ferdinand, 352413/7890, diagnosa: Z01.7,
pojistovna: 111: ICZ 72 012 345 Klinika Dychaci,
MUDr. Staleozraly. Vzorek: sputum Cislo: X-01234

Sputum — mikroskopie
Epit ++ Leu + G+ koky
ve shlucich +

Sputum — kultivace

X-01234/1 Hajn — MIU:

Escherichia coli ojedingle | —>cnernchia col

X-01234/2 PYR test: PNC + AMP +

Streptococcus pyogenes e ERY 0 DOX +



Prace z LIS v praxi

= Zapisovani vzorku (rucni, popf. automatizace
pomoci CteCky carovych kodu), elektronické
zadanky

= Odecet vysledku — odecitajici hlasi, co vidi,
laborant zapisuje po pocitace, pripadne hiasi
odecitajicimu udaje z anamnezy, predchozi
nalezy apod. (u ,opacek” téz z prvniho dne)

= Tisk pracovnich listu — napfr. u mikroskopii se
vytiskne pracovni list, do nej se rucne zapise
vysledek a prepise do pocitace

" Tisk nalezu — po ukonceni diagnostického
procesu, pro klinika, popr. i pro hygienu apod.



LIS a automatizace

= VVyhodou LIS je moznost prevedeni dilcich
vysledku pfimo do pocitace. Napft. je-li
vysledek biochemickeho identifikacniho testu
odecitan pomoci spektrofotometru, Ize vysledek
primo prevést do LIS. Vyhodou je, ze v LISu
jsou v tom pripade ulozeny i dilCi vysledky
(napr. fermentace jednotlivych cukrt) pro
pripadnou budouci kontrolu.

" Prevedeni vysledku z bioanalyzatoru primo do
LIS, nutna kontrola laboratornim pracovnikem

= automatickeé odecitani zon citlivosti, opét s
prevadénim vysledku do LIS.



ProcC je uziteCne mit v LIS
velikost zon citlivosti
= Pokud laborator eviduje pouze citlivé (C) a

rezistentni (R) kmeny, dostava se Casto do

problémul.

= Napriklad: odbornici se sejdou a upravi referencni
mez ze 20 mm na 18 mm, takze zoéna 19 mm se
nyni ma interpretovat jiz jako citlivost.

= Laborator, ktera eviduje jen R/C, ma problém —
nove statistiky se nedaji srovnat s temi starymi,
protoze se liSi kritérium.

» Takeé u evidovani jen R/C nelze srovnat vysledky
s Jinou laboratori, ktera se treba drzi jiného
doporuceni a pouziva jinou mez jako referencni



Perspektivy automatizace u LIS

= Jiz nyni existuji systemy, umoznujici ukladat do
LIS primo napr. fotografie kolonii Ci
mikroskopii, test citlivosti s velikostmi, ale |
tvary zon apod.

= Takove systemy jsou idealni pro zpétne
posouzeni a treba i dokazovani, ze se nestala
chyba, také Ize optimalne porovnavat napr. dva
nalezy od stejneho pacienta apod.

= Podobny system take umoznuje vznik
.telemikrobiologie®, tedy konzultace
odborniku na dalku s vyuzitim webkamer a jiné
techniky (u rentgenu to takto jiz bézné funguje)



Jina nez
klinicka
diagnhosticka
mikrobiologie



Jsou ruzné mikrobiologie

= Zjednodusene si mikrobiologie muzeme
rozdelit zhruba takto:

= Badatelské mikrobiologie zkoumayji struktury a
vlastnosti mikrobu a jejich vztahy jednak vzajemné,
jednak vuci prostredi a hostitelum

= Technologické mikrobiologie vyuzivaji mikroby
(k vareni piva a mnoha jinych potravin,

k odstranovani ropnych skvrn, k vyrobé chemikalii)

* Diagnostické mikrobiologie hledaji mikroby
v ruznych vzorcich, pripadné stanovuiji jejich
kvantitu a pokouseji se jejich nalezy interpretovat



Ukoly mikrobiologickych badatelt

= Mikrobiologicky badatel v zakladnim vyzkumu je tvor,
ktery sedi zavreny ve sve laboratori, umistene obvykle
na mikrobiologickem pracovisti prirodovedecke

fakulty ¢i na sbirce mikrobu (v Brné jsou obé tyto instituce
v jednée budové; v pripade mikrobiologie jde o zruseni katedry o

mikrobiologické oddéleni Ustavu experimentaini biologie), pOpripade v
ustavu Akademie ved aj.

= Zabyva se overenim rodovych a druhovych
pribuznosti mikrobu, zkoumanim jejich genotypu,
fenotypovych vilastnosti, odolnosti viuci riznym
podminkam apod. v laboratornich podminkach

Badatel je podivny tvor, je vsak uzitecny. Bez néj by
dalsi (aplikovani) mikrobiologové nemohli byt.



Mikrobiologie v biotechnologi

= Velkou skupinou mikrobiologu jsou aplikovani
biotechnologicti mikrobiologové

= O zakladnich vlastnostech svych mikrobu vedi
temer vse, pouzivaji zasadne nepatogenni
mikroby, popr. avirulentni kmeny mikrobu

= Mikroby vyuzivaji k produkci potravin a
chemikalii, pripadneé k biodegradaci
odpadu. Jejich vyzkumna prace spociva
v konkretnim provereni, ktery kmen a za
Jakych podminek nejlépe splni zadany ukol



Diagnosticke mikrobiologie

= Diagnosticke mikrobiologie, mezi ktere patri i
humanni klinicka mikrobiologie, se zabyvaji
pritomnosti ruznych (obvykle skodlivych)
mikrobu v ruznych typech vzorku
= Vedle humanni klinicke mikrobiologie je to
predevsim
= veterinarni klinicka mikrobiologie — jeji metody
prace jsou velice blizké humanni

* rostlinolekarska mikrobiologie — ta je jiz ponekud
vzdalengjsi

= mikrobiologie vody, potravin, ovzdusi apod.



Mikrobiologie
vody



Voda a jeji kvalita

=" VVody behem uplynulych desetiletich
zaznamenaly nekolik zmen trideni. Nyni
existuje voda kojenecka, pitna, pramenita,
pramenita mineralizovana apod. (urCene na
piti), a vedle nich dalsi typy vod, urcene ke
koupani, k ruznych technologickym ucelum aj.

" Pro kazdou vodu jsou definovany pozadavky,
které musi byt splnéeny, a to predevsim
* chemicke, vcetné napr. radioaktivity

= biologické (pritomnost nepatogennich prvoku)
= mikrobiologicke



Mikrobiologicke pozadavky na
pitnou vodu

= \/ pripadne pitné vody neni striktni pozadavek
absolutni nepritomnosti mikroorganismu.

= VVoda vsak nesmi obsahovat patogenni
mikroby, a také obsah nepatogennich mikrobu
nesmi presahovat urcitou mez (protoze je-li ve
vodeé pfilis mnoho nepatogennich mikrobu, je
zpravidla jen otazkou Casu, kdy se objevi |
mikroby patogenni)

= Pro ucely mikrobiologie vody se pouziva
zpravidla zvlastni tridéni mikroorganismu



Trideni bakterii v mikrobiologii vody

= Psychrofilni bakterie jsou takove, které rostou
pri teplote vnejsiho prostredi. Jsou to tedy
vesmes nepatogenni druhy, ktere nejsou
adaptované na télesnou teplotu obratlovcu.
Proto je vuci nim norma nejtolerantnéjsi

= Mezofilni bakterie jsou takove, které rostou pri
télni teploté obratlovcu (pfriblizne). Mohou to byt
kozni symbionti Cloveka Ci zvirat, napr.
koagulaza negativni bakterie. Norma je vuci
nim prisngjsi, ale mala mnozstvi jsou povolena

= Koliformni bakterie, enterokoky Ci jiné
zavazne patogeny ve vode byt nesmeji
(znamenaji jednoznacne znecisteni zdroje)



Mikrobiologické vysetreni vzorku vody

= Vzorek musi byt odebran do striktné sterilni
nadoby, popsan presnym mistem odberu (pfipadné
oznacenim odbéerniho kohoutu Ci stojanu), Casem
odberu a jménem odebirajiciho

= \/zorek musi byt dopraven co nejrychleji do
laboratore, ktera vysetreni vody provadi

= \/zorek se centrifuguje, sediment se kultivuje na
ruznych pudach za ruznych teplot a hodnoti se
Kvantitativni zastoupeni ruznych bakterii.

= Hodnoti se predepsanym zpusobem, ktery ma
aborator definovan ve sve SOP, ale je uveden |
v prislusnych vyhlaskach.




Mikrobiologie
potravin



Mikrobiologie potravin a jeji vyznam

= Mikrobiologie potravin souvisi s klinickou
mikrobiologii, zejména co se tyCe patogenu
prenosnych fekalne-oralni cestou

= Odesilateli vzorku jsou zpravidla pracovnici
hygieny vyzivy, kteri odebiraji vzorky v terenu
(tovarny na potraviny, jidelny, restaurace)
= v ramci bézneho dohledu (preventivne)
= pfi epidemickych vyskytech (napr. salmoneloz)

= \/zorek se odebere obdobnym zpusobem

jako u vzorku vody a opet se co nejrychleji
dopravi do laboratore



Mikrobiologické zpracovani
vzorku potravin

= Potravina se homogenizuje, jeji cast
hmotnostne Ci objemove definovana se
prenese na vhodné kultivacni pudy

= Zjist'uje se pritomnost patogenu podobnym
zpusobem jako v klinické mikrobiologii, vice
se tu vsak vyuziva kvantitativni hodnoceni

= Castgji nez v klinické mikrobiologii se vyuziva
chromogennich pud. Testy zalozené na
chromogennich pudach si v ramci vnitfni
kontroly provadeji casto | sami vyrobci



Nashledanou u zkousky nebo
na podzim na praxi!

www.medmicro.info




