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Z.akladni informace o oboru klinicka biochemie
Analyzovany biologicky material

Odbér a zachazeni s biologickym materialem

|

Rizeni kvality a akreditace laborato¥i
Kazuistiky




* Vlivna 70 - 80 % zdravotnickych
rozhodnuti v nemocnicni péci

pri relativne nizkych nakladech, které Cini

3 - 5 % nakladu na zdravotni péci

Obor klinicke biochemie a laboratorni
diagnostiky se rozviji predevsim s rozvojem:

v Analytickych technik
v' Informacnich technologii
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Definice

Klinicka biochemie je
Klinicko-laboratorni obor poskytujici
vyznamne informace pro:

preventivni,

diagnostickou

a léCebnou peci

napric vsemi lekarskymi obory




Definice (IFCC)

Klinicka chemie je aplikaci
chemickych, molekularnich a
bunécnych principu a technologii

s ucelem porozumet lidskemu zdravi a
nemoci a umoznit jejich hodnoceni

International Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine (IFCC)




Laboratorni obory ve zdravotnictvi

Klinicka:
Biochemie Genetika
Hematologie Toxikologie
Mikrobiologie Soudni 1ékarstvi
Imunologie Alergologie
= | Histologie
Patologie

Nuklearnt medicina




Laboratorni medicina?

Klinicka patologie (USA)
Laboratorni medicina (D)
Klinicka chemie

Klinicka biochemie
Laboratorni diagnostika (SR)




Laboratorni medicina nebo
separovaneé obory?

Moderni technologie budou vyzadovat s velkou
pravdepodobnosti integraci laboratornich sluzeb
spojenim centralizovanych laboratori se systemy
POCT (point of care testing) nejenom u luzka

nemocného, ale i vdomaci peci

Laboratorni obory musi spolupracovat nejen mezi
sebou, ale predevsim s klinickymi lekari o




Japonsko:

plne automatizovane
laboratore

ostatni:
modularni automatizace
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Zakladni trendy v laboratorich

+» Laboratorni automatizace a robotika
“* Informacni systémy

LIS (laboratorni informacni system)

NIS (nemocnicni laboratorni systém)




Personaini zajisteni

« VS vzdélani pracovnici
e |Ekari
e analytici, biochemici,farmaceuti,...
e dalsi
» Stredoskolsky vzdelani pracovnici
e zdravotni laboranti

» Ostatni pracovnici
e NiZSi zdravotnicti pracovnici
e pomochni zdravotnicti pracovnici
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* Analyza biologického materialu

» Véasna dostupnost vysledku

 Pozadovana kvalita vysSetreni
(aplikace ISO 15189:2007)

* Interpretace vysledku




2. Analyzovany biologicky
material




_ VENOZNI / ZILNI
— ARTERIALNI

_ KAPILARNI




e S-krevni SERUM

_SRAZLIVA krev
doba srazeni 30min a vice

centrifugace 10 min, 1500x g




e P-krevni PLAZMA

NESRAZLIVA krev
HEPARIN-Li,Na,NH4,
EDTA

CITRAT
OXALAT




e U- MOC

JEDNORAZOVA
SBIRANA




MOZKOMISNI MOK (likvor)

STOLICE
MOCOVY KAMEN
VYPOTEK

SLINY

POT




3. Odber a zachazeni s
biologickym materialem




* |nformovanost pacienta
 Rezim pred odberem
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Nacasovani odberu
Misto odberu
Poloha pri odbéru

Zpusob odberu a odberove systemy
Turniket

Odbér: Krev

\Y,[o]e

Mozkomisni mok

Stolice

Sliny, Pot, ...




. JEDNORAZOVE

« SERUM gel x aktivator srazeni
N 4 0. VA\' V.
heparinNH,,Li,,EDTA,NaF,

SARSTEDT




Misto vpichu

skrtidlo na stafeni pa‘fe
polofit cca. na Sifi dlané
nad mistem vpichu




Odbér vzdy po hyperemizaci




Preanalyticka faze —

Kapilarni krev Arterialni krev  SmiSena zilni krev

Odbér musi byt
= anaerobni
= bez bublin

= s dokonalym promichanim krve s protisrazlivym Cinidlem
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Vojenski nemaocnice Broo
Oddélend ldiniclych laborator
636 00 Broa, Zabrdovicks 3,

Smémice OEL £ 00 2010

LABORATORNI
PRIRUCKA

ODDELENI KLINICKYCH LABORATORI

C. Manual pro edbéry primarnich vzorki
C-1 Zakladni informace
C-2 Pozadavkove listy (zadanky)
C-3 Ustni pozadavky na vyietieni (dodatetna a opakovana vyietieni)....
C-4 Pouzivany odbérovy systém
C-5 Pitprava pacienta pied vysetfenim, odbér vzorku
C-6 Identifikace pacienta na Zadance a oznaceni vzorku
C-7 Mnozstvi vzorku
C-8 Nezbyine operace se vzorkem, stabilita

C-9 Likladni informace k bezpetnosti pii praci se vzorky
C-10 Informace k dopravé vzorki a k zajiSténi svozu vzorki
D. Preanahvtické procesy v laboratoii
D-1 Pidjem Zadanek a vzorkad
D-2 Kritéria pro piijeti nebo odmitnuti vadnych (koliznich) primarnich vzorkid .
D-3 Postupy pii nespravne identifikaci vzorku nebo zadanky
D-4 Vyietiovani smluvnimi laboratofemi




Povinné udaje na laboratorni
Zadance

Odbomost

Den Mésic Rok
199

Platc¢ (kédpojistovny)’

Nakl. stredisko Hodina Minuta

Oddéleni




 Donaska
* Automobilova a jina preprava
* Potrubni posta

Casova odezva (TAT, turnaround time)
je doba, za kterou je k dispozici vysledek
 TAT laboratorni

* TAT celkovy




Automatizace laboratorni preanalyticka
VLS
vstup vzorku a jejich 1dentifikace ! zazatkovani

centrifugace roztridéni alikvoti

odzatkovani tridéni vzorku (rerun)

alikvotace

ozna¢ovani ¢arovymi kody Modular Preanalytics,

P i R R R T




Cetnost preanalytickych chyb

Nevhodny vzorek 19 — 46%
Chybna 1dentifikace 1 -2%

(znaceni odbérovych nadobek/zkumavek 50%,
zadavani dat do LIS 22%)







> 1n vitro > 98%
> invivo <2%

ovliviiuyje minimalné 40 analytu




Z.achazeni

Skladovani (mimo 1 v laboratori)




* Uvolnéni hemoglobinu a dalSich
intracelularnich latek do séra nebo plazmy

- zvySeni koncentrace (K, LD,...)
- snizeni koncentrace (Glukoza, Na,...)

Chemicka interference (ovlivnéni CK
adenylatkinazou,...)

* Spektrofotometricka interference




4. Vyvoj klinicke biochemie




Pokrok v laboratornich technologiich

Od manualnich metod




1930 — 1950

Metabolismus glukozy (Meyerhof)
pH metry
Citratovy cyklus (Krebs, Szent-Gyorgyi)

Koenzymy NAD, FMN, FAD (Warburg)
Ultracentrifugy (Svedberg)

UV-VIS spektrofotometry

Rozdelovaci chromatografie
Mikroskopy




1950-60:

laboratore jako soucast interni mediciny,
neurologie, patologie,...
TitraCcni metody

Vazkova analyza

Plamenové emisni fotometry
Elektroforéza

Alfa-sroubovice proteinu (Pauling)
Struktura glykogenu




1960-70

3D struktura proteinu (Phillips)

Geneticky kod

Polarografie

Atomova absorpcni spektrofotometrie (AAS)
Prvni automaticke analyzatory (Technicon)

Rozvoj enzymove diagnostiky
Vysetrovani vnitrniho prostredi
Zavadeni mikrometod a mechanizace




AutoAnalyzer (Technicon)

Prutokovy systém, nejprve 1 kanal = 1 metoda



SMA 6/60 a 12/60 (Technicon)

6 kanalu (6 metod)
12 kanala (12 metod)



1970-90

Metabolicke cesty a jejich regulace
Sekvenovani NK (Sanger)

Nove enzymy

munoanalytické metody (RIA, |IEF, ELISA,...)
R0zvV0oj enzymologie

Rozvoj automatickych analyzatoru

SE elektrody

| aboratorni informacni ¢

Rozvoj HPLC
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Prutokova cytometrie
Kapilarni elektroforéza —§
Modularni systemy |
LIS, NIS, carové kody
MikrocCipy

Automatizace preanalytickeé faze Z
Automatizace imunoanalytickych metod Ri{EH=
Luminiscenéni metody "*
Akreditace a certifikace laboratori [ | | e
objev PCR a dalsich technik DNA a RNA analyzy

44




Automatizace a pouzivaneé
analyticke techniky
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A

Specific

klinicko - biochemicke analytlky

Pozadavek — Vysledek (informace)

Analyticka faze

/

Preanalyticka faze Postanalyticka fize

Analyticka faze nemuize korigovat chyby faze preanalytické (G.von



m Chybna identifikace Zadanek a vzorkU

Preanalyticke chyby
m Chybny odbér vzorku (50'80% vSech lab. ChYb)

(hemolyza, vysrazeni, objem...)

m Transport vzorkU

284.270 prijatych Zzadanek
(# 35.530 mésicne)
344 odmitnutych Zadanek: o]

1

m 33 % chybi zkumavka =
m 23 % chybi Zadanka T &
= 21 % neoznadend zkumavka = ||
|
|

12 % neoznacéena Zzadanka

75,6% -
h laboratori nebo lékaF 9 % nesouhlasi identifikace = 1 | _
® Zacnyceno laboratorl nebo IeKarem sadanka/zkumavka L H -

m Nevhodna |éc¢ba 0,60/0 m 4 % odbér do Spatné zkumavky :
m moznost fatalnich nasledk( = 0.7 % dodana prazdna zkumavka
m Zdrzeni terapie 5,6%
m dusledky pro zdravi i ekonomiku
m Opakovani vysetreni 16,9%
m v dnesni ekonomické situaci velmi neprijemné

m Bez poskozeni




Laboratorni automatizaci muzeme rozdelit
do dvou hlavnich smeru:

Uplna Modularni
laboratorni laboratorni
automatizace automatizace




 CHEMICKE (homogenni analyza)

Prutokové (historie) — Centrifugacni (historie) — Diskretni —

Sucha chemie

« IMUNOCHEMICKE (heterogenni analyza)




Automaticke ana !/ ato ory

J NI w1 1 16GA I l\ Al 1 GA

Selektivni = provadéji jen pozadované
analyzy

Programovatelné (fizene PC, tj. postup
analyzy, udrzba, vypocty, QC.,...)
identifikace reagencii 1 vzorkil carovymi
kody

Komunikace analyzatoru on-line s LIS
Moznost spojeni s preanalytickymi procesy




rychlost: ( nejcastéji 100 - 2 000 analyz/ h

e objemy: analyzovanych vzorku 1 - 30 ul
reakéni smési 80 - 300 ul

* myci stanice (kyvety,davkovace, michadla)
e fidici jednotka (PC)
* specialni software

 odvickovani, centrifugace, alikvotace,
1dentifikace, uskladnéni vzorku



OKBH FN Brno

* Vice nez 2000 vzorkl denné¢, cca 4 miliony testu
rocn¢, provoz 24 hod. denn¢

* Automatizace analytické ¢asti od r.1989

* Automatizace perianalyticke ¢asti od r.2008

Naruist poctu vysetieni
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H 911 (Hitachi)




Cobas 8000 (Roche)




Ir1Cell (Ir1s)

mocovy analyzator
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Uring Sample

— Lamina /
o
Microscope =1 cco
;,j Objective = [|Camera g
/ Collimator = Ocular :
Strobe Flow Cell

Light Computer

Waste EF



6. Rizeni kvality a akreditace
laboratori




Kvalita

Definice kvality je orientovana na splnéni pozadavkd
zakaznika (ordinujiciho Iékare)

e ™ Casto vnimame kvalitu subjektivng
| o B Kvalitu musime prokazovat
i (‘

A &/ (pozadavek platcu zdravotni peCe =ZP)

@ Pozadavky na kvalitu se méni

., @l ©® Chyby nevznikaji jen v laboratoi1 !
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£ Vazeammarnn bLrsralitsr v7a 2l zeaax7 e
Garance Kvality ve zaravotnictvi

uznavaneée VZP

. Akreditace podle CSN EN 1SO 15189:2007

. Certifikace podle CSN EN ISO 9001:2009

Narodni akreditacni systém dle SAK (Spojena
akreditacni komise MZ CR)

Mezinarodni akreditacni systém JCI (Joint
Commission International)

. e-ISO (Ceska spole¢nost pro akreditaci ve zdravotnictvi)



ALzanditacn
ARICUILALC

o«

Akreditace = oficialni uznani, ze laborator je
zpusobila provadét zkousky
> norma CSN EN ISO 15189:2007) je zakladni normou
pro posouzeni zpusobilosti klinickych laboratori
Podstata akreditace spociva ve:

e Standardizaci (= presny popis procesl, nastaveni presnych pravidel,
kontrolnich mechanismi,.....)

e Vybudovani funkCéniho systému managementu
* Posouzeni kompetence pracovniku
* Neustalem zlepSovani sluzeb



Alrevendidnn ~
AKreaitace, cer

= Akreditacni organ v CR: é|A,(v3esky institut pro akreditaci

= NASKL, Narodni autorizaéni stredisko klinickych laboratofi CLS
JEP) Audit | a ll

*» Certifikace = ovéreni fungovani vybudovaneho
systemu rizeni (CSN EN 1SO 9001:2009)

s Interni a externi audit



Jake vySetrovaci metody

miuzeme pouzivat? c €

» Laborator smi pouzivat pouze produkty se
znackou CE (Evropska unie; Od 7.12.2005 )

* Vyrobce zarucuje, ze vyrobek splnuje direktivu
IVD 98/79 EC, tj. pozadavky na zdravotnické
prostifedky in vitro

* Vyrobek je validovany a ma mit metrologickou
navaznost hodnot kalibratort a kontrolnich
pripravku



Validace a verifikace

v' Validace

-Sp
na

-du

néni pozadavku na mérici postup s ohledem

jeho zamyslené pouziti

kaz ve formé dokumentace, Zze metoda bude

poskytovat vysledky odpovidajici predem urcCene
specifikaci

- validuje vyrobce diagnostik (direktiva IVD 98/79 EC),

Ly 1YY

pripadne i Iaborator (je to obtizné)
v’ Verifikace

-potvrzeni, ze laborator je schopna validovany
merici postup spravne provadet

-verifikuje laborator



Co se validuje a verifikuje

Analytické znaky metody
Preciznost a vychylenl' (ndhodné a systematické chyby)
Pracovni rozsah/ linearita
Citlivost (mez detekce/ stanovitelnosti)
Interference
Robustnost
Porovnani s jinou metodou

Pri verifikaci overujeme, ze jsme v laboratori schopni
dodrzovat uvedene analytickée znaky metody



Nejistota (Uncertainty)

* Nejistota = kombinace nahodne a
systematicke chyby




Navaznost

provazani rutinnich mereni s referencnimi
metodami a referencnimi materialy

Realizace navaznosti v klinicke laboratori je velmi
obtizna (u biologickych analytu je k dispozici
referenéni material/metoda pouze u10 - 20%
analytu)

Jak ji muzeme zjistit?—> rozborem dokumentace
vyrobce



Detekce laboratornich chyb
* Vnitrni kontrola kvality (VKK, IKK)

Postupy uplatnovan¢ pracovniky laboratofe s cilem ziskat
co nejvetsi miru pravdépodobnosti, 7€ vydavane vysledky
1sou maximalné vérohodné

Software: - v fidici jednotce analyzatoru
- v LIS

- externi programy

e Externi hodnoceni kvality (EHK)
— Detekce systematicke chyby (vychyleni,bias)
— Srovnani preciznosti (presnosti) s jinymi

— Prispiva k odhadu nejistoty vysledku méreni
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Empiricky (state of art)

Biologicke variability, TE,,
Klinické pozadavky

Doporuceni odbornych spolecnosti
Data vyrobcu IVD (z validace)
Systém six sigma (60)

Celkova analyticka chyba, TE,



Priklad: Vypoéet TMU (cilové nejistoty méieni)
z biologicke variability pro stanoveni S-kreatininu

Intraindividualni biologicka variahilita 53 Ffesnost odvozena z biologickych variabilit 2,?
Interindividualni hiologicks variahilits 14,2 Bias odvozeny z hiologickych variabilit 3,8
celkovd hiologicks variabilita 15,2 Celkovd chyba odvozena z hiologickych variabilit 8,2
waswy westgard.com Tearetickd TMU{%) 8,2




. Kazuistiky



Kazuistika I

DIABETES MELLITUS

mellitus ,,sladky*

diabetes ,,propousteét*



PriCina

Organismus nevytvari dostatek inzulinu nebo
neni schopen inzulin patficné vyuzit

» Charakteristicka je chronicka hyperglykemie
(= zvySena koncentrace glukozy v krvi)

 Je to onemocnéni s n€kolika zcela odlisSnymi
mechanismy vzniku



Gestacni diabetes mellitus

(t€¢hotenska cukrovka)

» Kazda porucha metabolismu glukozy, ktera se
projevuje nedostateCnym pusobenim inzulinu v
téle diagnostikovana u t€hotné Zeny, pt1 ktere
dochazi ke zvySeni koncentrace glukozy v krvi

» GestaCni diabetes je laboratorné diagnostikovan,
je-l1 dosazeno aspon jednoho ze dvou uvedenych
kriterii:

 FPG (Fasting Plasma Glucose) > 5,6 mmol/l

* P-glukoza po 2 hodinach > 7,7 mmol/l

74



Gestacni diabetes mellitus

> - 4 -

* Nebezpeci pro plod, ktery na zvysenou koncentraci glukézy v
matcin€ krvi reaguje zZvysenou produkci vlastniho inzulinu (patii
k rustovym faktortim) a zacne pribyvat rychleji na vaze (defekty
nervove trubice, fetalni obezita, hypoglykémie po porodu,
nebezpeci vzniku diabetu v dospelostl)

Vysetieni oGTT:
“* mezi 24.-28.tydnem gravidity
¢ pr1 vysokém riziku v prvnim trimestru gravidity

« VeEtSin€ zen s t€hotenskou cukrovkou staci dieta (do konce
té¢hotenstvi 1 v Sestined¢€li), vyjimecné€ nasazeni inzulinu.

Po ukonceni gravidity je nutné provést rekvalifikaci gestacniho
diabetu
75



oGTT u téhotnych - kazuistiky

Kazuistika - A

P-glykémie nalacno 5,8 mmol/l

Zaver: Glykémie nala¢no u téhotné svédci pro
gestacni diabetes mellitus. Opakujte odbér Zilni
nesrazlive krve nalacno.

oGTT neproveden.

Kazuistika - B

P-glykémie nalacno 4,8 mmol/l, za 2 h 7,9 mmol/l
Zaver: Glykémie 2 h po zatéZi u t€hotné sveédci pro
gestacni diabetes mellitus



doporuceni CDS a CSKB ) ,
Algoritmus pro laboratorni screening gestacniho DM

Téhotna vysoce rizikova Kazda téhotna 24. - 28. tyden
(pfitomny alespon dva rizikove gravidity
faktory) (s vyjimkou tehotnych
co nejdiive v prvnim trimestru s nizkym rizikem Téhotna vysoce rizikova,
gestacniho diabetu) negativni oGTT v prvnim
| trimestru

Glukéza v plazmé opakuj oGTT 24. - 28. tyden
Zilni krve nalacno

PR ——
|~»55mmc.|| < 5 6 mmol/l N\

oGTT - WHO /

Opakuj odbé (zatéz 75 g glukédzy, N\
s, Zilni krve nalat‘,no standardni oGTT, -

odbér vendzni krve nalaéno

< 5,6 mmol/| a dvé hodiny po zatézi)
_ ‘ l \_r‘xx‘ _ _ J
>5B mrnDI.-"I‘ (f , _ | - — "
—— J L,r Glukdza v plazmé Zilni krve Glukoza v plazme Zilni krve
= 5 6 mmolf =7 T mmal/|
nalano ) .__nijwé: hodiny po zatézi glukézou,

Spinéno alespon 1 kriterium

Ny Gestacni diabetes mellitus g
3" (IFG, DM - 4
—/ diagnostikovano u tehotne) SN 1



Kazuistika 11

TDM

Terapeutické monitorovani I€ékovych hladin



I Proc¢ se u n€kterych 1¢ku stanovuje I
jejich koncentrace?

Hrozi jejich toxicky ucinek pri predavkovani
napf. nefrotoxicita, ototoxicita

Ncktere maji uzke terapeuticke rozmezi (Rozmezi
ucinek a nejvyssi koncentraci, pi1 které se jesté neobjevuje
toxicky ucinek 1¢ku)

L¢kar pozoruje nedostateCny ucinek

Je potieba kontrolovat terapii

Je podezreni, ze pacient Ieky neuziva

(compliance = spoluprace pacienta)




L¢ky jsou metabolizovany

» U stanovovanych leku je jejich
metabolizmus znam

» Priblizn¢ u 20% osob probiha odbouravani
1¢C1v jinou rychlosti, nez u vétSiny osob

— vznika problém pi1 stanoveni davky 1¢ku




Co to zpusobuje?

Dlouhou dobu se to nevédélo: 1€k se vysadil
nebo zménil

* U pomalych metabolizatoru je to Casto
tickvy:

WA W AR r °

vrozene ,,chybeni‘® nebo zmeénena funkce
nektercho enzymu (napr. cytochrom P450
se podili na metabolismu asi 30%
pouzivanych lekir)




Profylaxe dalSich fazi maniodepresivniho
onemocneni

Mala terapeuticka Site
ZvysSena konc. lithia — hyponatremie, snizena
glomerularni filtrace

Kontrola v tydennich intervalech, pozdéji jednou za
mesic

Bez pravidelné kontroly hladiny 1éC1va je terapie
nepripustna
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Frederick Sanger

(* 13. srpna 1918, § 19. listopadu 2013)
* britsky biochemik

* dvojnasobny nositel Nobelovy ceny :




