Kalibrace, kontroly kvality v
koagulacni laboratori
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Kalibracni material

=>Komercni kalibracni plazmy
A presne udana hladina vysetrovane slozky

N navaznost na mezinarodni referencni
materialy

N nekteré parametry navaznost na ,pool”
normalni plazmu (aPTT, PT,..)

=2>Smesna normalni plazma (PT, aPTT)



1/ Vysetreni Kal | b race

N Ruznych fedéni kalibracni plazmy s udanou hladinou
parametru(100%, 50 %, 25 %....)

N Neékolika kalibracnich materialu s ruznou hladinou
parametru

=» a vyneseni namerenych hodnot (Cas, A...) pro jednotlive
hladiny do grafu

N Zavislost lin/lin, lin/log, log/log,nelinearni(polynom)

2/ VVysetreni referencniho casu (Casu normalu) pro vypocet
R, INR

3/ Nacteni kalibrace carovym kodem u predkalibrovanych
metod



Redéni kalibraéni plazmy

= Automaticke
N naprogramovano

= Manualni



Typy redeni

= Geometrickou radou

100 % 100 % plazma (neredena/redena)
50 % 1 dil 100% plazmy + 1 dil pufru
25 % 1 dil 50 % plazmy + 1 dil pufru

12,5 % 1 dil 25 % plazmy + 1 dil pufru

6,25 % 1 dil 12,5 % plazmy + 1 dil pufru




Typy redeni

= Jiny zpusob
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Kalibraéni kfivka

Graficka zavislost mereneho parametru na hladine
vysetrovane slozky

=» mereny parametr (osa y)
N koagulacni cas (s)
N absorbance (A, AA/min).....

=>» hladina vysetrovane slozky (osa x)
N aktivita (%, IU/ml...)

3 koncentrace (g/l, ng/ml...)



Kalibracni kfivka - pozadavky

= minimalne tribodova
M zavisi na typu vysetreni

= musi pokryt rozsah normalnich i patologickych
hodnot

= linearita kalibracni krivky (idealni r = 1,00)

= pokud namérena hodnota mimo kalibrovanou
oplast v oblasti s klinickyrn vyznamem je
nezbytne opakovat vysetreni s jinym redenim
(mensim nebo v&tsim) vySetfované plazmy



Odecteni vysledku

= Automaticke

= Manualni

=» prime odecteni

N stejné fedéni kalibracni i vySetfované plazmy

=» odecteni + vynasobeni dilucnim faktorem

N odlisné redeni kalibracni a vysetrované plazmy



Provedeni kalibrace
=» pri zmene sarze setu
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= pri zme e sarze jednotlivych reagencii, v
pripade ze nejsou soucasti jednoho setu

=» po kalibraci musi nasledovat provedeni kontrol
kvality s deklarovanym rozmezim v normalnim |
patologickém rozsahu



Kalibrace rutinnich koagula¢nich
vysSetfeni PT, APTT, Fbg, AT, D-DI

=» Kalibracni material
N komercni kalibracni plazmy
N smesna normalni plazma (PT, aPTT)
=» Provedeni kalibrace
N pri zmene sarze setu
N pri zmene sarze jednotlivych reagencii,
V pripade, ze nejsou soucasti jednoho setu



Kalibrace specialnich koagulac¢nich
vysetreni

=» Kalibracni material
N komercni kalibracni plazmy

= Provedeni kalibrace

N s kazdou serii vysetreni vzhledem k omezené
stabilite reagencii a vysoke citlivosti

N za obzvlaste citlive metody vyzadujici kalibraci s
kazdou serii jsou povazovana vysetreni FF VIII,
IX, Xl a XlIl, PC a PS



Typy kontrol

=» Spravnost/pravdivost

=» Preciznost v case/ reprodukovatelnost
=» Preciznost v serii/ opakovatelnost

= Porovnatelnost pristroju/metod



Pozadavky na kontrolni vzorky

= Meéreni v jednom behu soucasne se vzorky
pacientu

= Analyzovane slozky musi byt dostatecne stabilni

=» Slozeni co nejvice podobne vysetrovanym
vzorkum

= /Zcela nezavislé na kalibracnich materialech

= Material nesmi byt pouzit ke kalibraci
analytickych metod




Kontrolni vzorky

= Firemni komercni plazmy (lyofilizovane)

N v referencnich mezich (,normalni“ — N) a mimo
referencni meze (patologicke — P)

N atestovane a neatestovanée

= Plazmy pripravenée laboratori (Cerstve |
zamrazene po alikvotech)

A ,normalni* a patologicke



Kontrolni vzorky atestované

=>» Atestovane (=certifikované) kontrolni materialy

S Maji presne udanou hladinu mereneho
parametru s udanim povolenych odchylek

N Nutno pouzit vice kontrolnich vzorku s ruznou
hladinou mereneho parametru, aby byl pokryt
cely mereny rozsah

N OdliSné hladiny nelze ziskat ruznym fedénim
tehoz kontrolniho materialu!!!



Kontrolni vzorky neatestované

> Neatestovane kontrolni materialy
N komercni kontrolni materialy, které
N nemaji udanou hladinu mereného parametru

N maji uvedeno pouze

parametry, pro které je kontrolni material urcen

orientacni vymezeni hladiny mereneho
parametru

e ,normalni” a patologicke



Presnost

=> \Vyjadruje tesnost shody mezi namerenou
hodnotou a ,pravou hodnotou® udanou
vyrobcem kontrolniho materialu

=» Kontrolni materialy s presne udanou hladinou
stanovovane slozky a s udanim povolenych
odchylek/rozmezi



Presnost

= Atestovany komercni kontrolni material

=» Pouzit minimalne dva nezavisle kontrolni vzorky
S normalni
N patologicky
= Odchylky/rozmezi uvedené na kontrolnich
materialech nesmi byt prekroceny

= Pokud k tomu dojde, je nutne hledat pricinu a a
cely beh analyz vcetne analyzy kontrolniho
vzorku zopakovat



Presnost

=» Rutinni koagulace
N pri zmene sarze reagencie
N po kalibraci
A 1x mesicne minimalne

= Specialni koagulace
N po kalibraci
N s kazdou serii vysetreni



Presnost

= VVyhodnoceni
N porovnani s deklarovanymi hodnotami

= Vedeni protokolu
N vysledky mereni
N deklarovane rozmezi
N autorizace
S schvaleni



Preciznost

=>» Je vyjadrenim tesne shody mezi vysledky
opakovanych mereni tehoz vzorku

=>» ciselnym vyjadrenim = smerodatna
odchylka(SD) od aritmet. pruméru (x)

X(X; - X)*



Preciznost

= relativni smerodatna odchylka = variacni
koeficient
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Stanoveni preciznosti

= Opakovana analyza stejneho kontrolniho
materialu, ktery nemusi mit udany obsah
stanovovanych slozek (neatestovany kontrolni
material)
N zajisteni dostateCneho mnozstvi kontrolnich
vzorku

N zajisténi stability vysetfovanych parametru



Stanoveni preciznosti

=» Preciznost metody v serii

N |e to souhlas mezi vysledky opakované analyzy
tehoz kontrolniho vzorku, analyzovanych
opakovane (napr. 10x) stejnou metodou ve
stejném case

=» Preciznost metody v Case

N lisi se od presnosti v sérii tim, ze se kontrolni
vzorek analyzuje kazdy den v provoznich
podminkach soucasne s ostatnimi vzorky



Preciznost v ¢ase/reprodukovatelnost

=» Rutinni koagulace (PT,APTT,Fbg, TC,AT)

A Kontrolni material
komercni neatestovany
pripraveny laboratori

N Vhodne dva kontrolni vzorky
N
P

N Provadet minimalné 1-2x denné

pred zahajenim denniho provozu (a pred pohotovostni
sluzbou)

pro kazdy parametr
pro kazdy pristroj, ktery je v provozu



Preciznost v ¢Case - vyhodnoceni

=>» Statisticke programy
N koagulacni automat
N LIS

N samostatné
vystup na Levey - Jenninsonovy grafy
= \Westgardova pravidla
neni bezne



Preciznost v ¢Case - vyhodnoceni
= Nutno provadét prubézné

N prumér, SD, CV (%CV doporuc¢ené nebo
vlastni)

N kontrolni rozmezi (prumér £ 2 SD)

N varovné rozmezi maxim.(prumér £ 3 SD)



Preciznost v ¢Case - vyhodnoceni

= Pokud vysledek mimo povolene meze

N musi se najit pricina a celou serii vCetne kontrol
Zopakovat

=» Pokud vysledky na jedné strane od x nebo
vykazuji stoupajici nebo klesajici trend, velky
rozdil oproti predchozimu vysledku...

N je nutno analytickou metodu opravit



Preciznost v ¢ase/reprodukovatelnost

= VVedeni protokoll
N prubézné
vysledky mereni, kontrolni a varovne
rozmezi,CV, autorizace, schvaleni

N zaver (sarze kontroly, reagencie, kalibrace)
CV, (pocet prekroceni kontrolninho rozmezi)

=> Primarni dokumentace
N tisk vysledku kontrol, graft



Kontroly preciznosti pro AT - N
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Kontroly preciznosti AT - P
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Preciznost v case/reprodukovatelnost

= Specialni koagulace

N Kontrolni material

komercni atestovany
e V pripade vice mereni v ramci kontroly presnosti

pripraveny laboratori
e provadet s kazdou serii vysetreni

= VVyhodnoceni
N prumér, SD, CV (%CV doporucené nebo vlastni)
N kontrolni rozmezi (prumér + 2 SD)



Preciznost v sérii /opakovatelnost

= Nepatri mezi bezné kontroly v koagulaci

= Provadi se
N pri validaci pristroje
N pro overeni spravne funkce pristroje
N pri zavadeni novych metod
= PocCet mereni 5 — 10
= VVyhodnoceni
N prumér, SD, CV (%CV doporuceng)



Porovnatelnost pfistroju

=» Rutinni koagulace (PT,APTT,Fbg,AT)
N Cerstvé odebrané vzorky pro dané parametry
(N a P)

vzorky zmerit 1x denne na vsech
pristrojich,ktere jsou v provozu

N Komercni atestovane kontroly (N a P)
vzorky zmerit na vsech pristrojich
e po kalibraci
e pfi zmene sarze reagencie
= VVyhodnoceni
N CV (%CV doporucené nebo vilastni)



Porovnatelnost pfistroju

= Specialni koagulace

A bezne se nedela vzhledem k provadeni
kalibrace s kazdou sérii vysetreni

N neprovadi se u vSech specialnich testu

= VVyhodnoceni
N CV (%CV doporucene nebo viastni)



