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Laboratorni testy 1. Obor klinicka biochemie

Vliv na 70 - 80 % zdravotnickych
rozhodnuti v nemocnicéni péci
pfi relativné nizkych nakladech, které €ini

3 - 5 % nakladil na zdravotni péci

Obor klinické biochemie a laboratorni
diagnostiky se rozviji pfedevsim s rozvojem:
www.cskb.cz

v’ Analytickych technik
v Informacnich technologii

Definice Definice (IFCC)

Klinicka biochemie je Klinicka . I
.. , . inicka chemie je aplikaci
klinicko-laboratorni obor poskytujici chemickych, molekularnich a
vyznamné Informace pro: buné&énych principt a technologii
preventivni, s Uc¢elem porozumét lidskému zdravi a
diagnostickou nemoci a umoznit jejich hodnoceni

a léCebnou pécdi
vrv v Y v o International Federation of Clinical Chemistry and
napfic¢ vSemi Iékafskymi obory Laboratory Medicine (IFCC)
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Laboratorni obory ve zdravotnictvi

Klinicka:

Biochemie Genetika

Hematologie Toxikologie

Mikrobiologie Soudni 1ékarstvi

Imunologie A?erg()lo.g‘e

N ; Histologie
Patologie

Nuklearni medicina

Laboratorni medicina nebo
separované obory?

Moderni technologie budou vyzadovat s velkou
pravdépodobnosti integraci laboratornich sluzeb
spojenim centralizovanych laboratofi se systémy
POCT (point of care testing) nejenom u llzka
nemocného, ale i v domaci péci :

Laboratorni obory musi spolupracovat nejen mezi
sebou, ale predevsim s klinickymi lékafi 9

Zakladni trendy v laboratorich

<+ Laboratorni automatizace a robotika
“Informacni systémy

LIS (laboratorni informacni systém)

NIS (nemocniéni laboratorni systém)
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Laboratorni medicina?

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

Klinicka biochemie
Laboratorni diagnostika (SR)

Zakladni trendy v laboratorich
«»Laboratorni automatizace a robotika

Japonsko:

plné automatizované
laboratore

ostatni:
modularni automatizace

Personalni zajisténi

« VS vzdélani pracovnici

o |ékari

e analytici, biochemici,farmaceuti,...

S |
+ StfedoSkolsky vzdélani pracovnici

e zdravotni laboranti
» Ostatni pracovnici

e nizsi zdravotnicti pracovnici

e pomocni zdravotnicti pracovnici




Charakteristické pro zdravotnické 2. Analyzovany. Pi°|°9iCkY
laboratorni obory je: material

 Analyza biologického materialu
» Véasna dostupnost vysledku

* Pozadovana kvalita vySetreni
(aplikace 1ISO 15189:2007)

* Interpretace vysledk

ANALYZOVANY MATERIAL
« B-KREV e S-krevni SERUM

—SRAZLIVA krev

VAT OPAN FATEN] doba srazeni 30min a vice

— ARTERIALN{

N centrifugace 10 min, 1500x g
— KAPILARNI

o P-krevni PLAZMA * U-MOC

NESRAZLIVA krev JEDNORAZOVA
HEPARIN-Li,Na,NH4, SBIRANA

CITRAT
OXALAT
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3. Odbér a zachazeni s
biologickym materialem

MOZKOMISNI MOK (likvor)
STOLICE

MOCOVY KAMEN
VYPOTEK

SLINY

POT

Ptiprava pacienta pred odbérem Odbér biologického materidlu
biologickeho materialu

Nacasovani odbéru
» Informovanost pacienta Misto odbéru

* Rezim prfed odbé&rem Poloha pfi odbéru
Zpusob odbéru a odbéroveé systémy
Turniket
Odbér:  Krev
Mod
Mozkomi$ni mok
Stolice
Sliny, Pot, ...

« JEDNORAZOVE

« SERUM gel x aktivator srazeni
+ PLAZMA
heparinNH,,Li, EDTA,NaF,

ODBEROVE SOUPW - Odbér Zilni krve

E SARSTEDT
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Kapilarni odbér — mista odbéru

Odbér vzdy po hyperemizaci

Oznaceni vzorku a Zadanky

» Laboratorni pfirucka

deth emim, odbér voerku
adance a scnatend vaorl

LABORATORNI

PRIRUCKA

(ODDELEN] KLINICKVCH LABORATORI

Transport biologického materialu

* Donaska
» Automobilova a jina pfeprava
» Potrubni posta

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

» TAT celkovy

PF uvod KB 2006

Preanalyticka fize —

Kapilarni krev Arterialni krev  SmiSena Zilni krev

Odbér musi byt
= anaerobni

= bez bublin
= s dokonalym promichanim krve s protisrazlivym ¢inidlem

Povinné udaje na laboratorni
Zadance

Odbornost

Den  Mésic Rok
1/9(89
Hodina Minuta

Automatizace laboratorni preanalyticka
faze

vstup vzorku a jejich identifikace | zazatkovani

centrifugace

odzatkovani




Cetnost preanalytickych chyb

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

(znaceni odberovych nadobek/zkumavek 50%,

zadavani dat do LIS 22%)

Vznik hemolyzy (in vitro)

» in vitro > 98% Odber
» invivo <2% Transport
Zachézeni

ovlivitluje minimalné 40 analytt Skladovani (mimo i v laboratofi)

Mechanismy piisobeni hemolyzy

4. Vyvoj klinické biochemie

* Uvolnéni hemoglobinu a dalsich
intracelularnich latek do séra nebo plazmy

- zvySeni koncentrace (K, LD,...)

rw ’ I3
—ShtZeiit k()“ee“tlaee ‘(iluk(’fa 143'

e Chemicka interference (ovlivnéni CK
adenylatkinazou,...)

» Spektrofotometrickd interference
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Pokrok v laboratornich technologiich

Od manualnich metod

1930 — 1950

Metabolismus glukézy (Meyerhof)

pH metry

Citratovy cyklus (Krebs, Szent-Gyorgyi)
. C m Koenzymy NAD, FMN, FAD (Warburg)
k automatizované analyze e g Ultracentrifugy (Svedberg)
UV-VIS spektrofotometry
Rozdélovaci chromatografie

a POCT

Mikroskopy

1960-70
1950-60: 3D struktura proteint (Phillips)
Geneticky kéd
Polarografie
Atomova absorpéni spektrofotometrie (AAS)
Prvni automatické analyzatory (Technicon)
Rozvoj enzymoveé diagnostiky
Vysetfovani vnitfniho prostredi
Zavadéni mikrometod a mechanizace

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

Titracni metody

Véazkova analyza

Plamenové emisni fotometry

Elektroforéza

Alfa-Sroubovice proteint (Pauling)

Struktura glykogenu

AutoAnalyzer (Technicon) SMA 6/60 a 12/60 (Technicon)

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

Prutokovy systém, nejprve 1 kanal = 1 metoda
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1970-90 1990 - dneSek
Metabolické cesty a jejich regulace Prutokova cytometrie
Sekvenovani NK (Sanger) Kapilarni elektroforéza —>

Nové enzymy Modularni svsté
Imunoanalytické metody (RIA, IEF, ELISA....) ng E?é”gﬁ;”& "

Rozvoj enzymologie
O it Mikrogipy

Rozvoj automatickych analyzatort : | -
ISE elektrody Automatizace preanalyticke faze
Laboratorni informaéni systémy (LIS) Automatizace imunoanalytickych metod

Rozvoj HPLC - Luminiscen¢ni metody
7 Akreditace a certifikace laboratofi

5. Automatizace a pouzivané Specifické rysy (procesy)
analyticke techniky klinicko - biochemické analytiky

Pozadavek — Vysledek (informace)

/ Analyticka faze

Preanalyticka faze Postanalyticka faze

Analyticka faze nemuze korigovat chyby faze preanalytické (G.von

Laboratorni automatizaci muzeme rozdeélit
Preanalytické chyby do dvou hlavnich sméru:
(50-80% vsech lab. chyb)

= Chybna identifikace 2adanek a vzorku

= Chybny odbér vzorku
{hemolyza, vysrazeni, objem...)

= Transport vzorku

» Bez poskozeni 75,6% . 12 - - -
. zafhyceno laboratafi nebo lekarem * °* I i Ul’»'lna Modularni

= Nevhodna lecba  0,6% -4 . s ik laboratorni laboratorni
= moZnost fatalnich nasledku F - - 3 A

= Zdrzeni terapie  5,6% automatizace automatizace
m disledky pro 2dravi | ekonomiku

» Opakovani vySetieni 16,9%
= v dnesni ekonomicke situaci velmi nepfijemne
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Rozdéleni automatickych analyzatora
+ CHEMICKE (homogenni analyza)

Priitokové (historie) — Centrifugaéni (historie) — Diskretni —
Sucha chemie

« IMUNOCHEMICKE (heterogenni analyza)
+ Jiné: :
CHROMATOGRAFICKE
MOCOVE
POCT

Automatické analyzatory

Selektivni = provadéji jen pozadované
analyzy

Programovatelné (tizené PC, tj. postup
analyzy, udrzba, vypocty, QC,...)
identifikace reagencii i vzorkl carovymi
kody

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

rychlost: ( nejcastéji 100 - 2 000 analyz/ h

* objemy: analyzovanych vzorka 1- 30 ul

OKBH FN Brno

* Vice nez 2000 vzorkd denné, cca 4 milidny testll
ro¢né, provoz 24 hod. denné
*Automatizace analytické ¢asti od r.1989

2

reakéni smési 80 -300 ul » Automatizace perianalytické ¢asti od r.2008
» myci stanice (kyvety,davkovace, michadla) Nérist poctu vySetieni
» fidici jednotka (PC) T Semom 7
g 2500 000 7
* specialni software § fomoe /
2 1000000 #—X/’A’.
* odvickovani, centrifugace, alikvotace, -
identifikace, uskladnéni vzorka rok
H 911 (Hitachi) Cobas 8000 (Roche)
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IriCell (Iris)

mocovy analyzator

Urine Sample

—Lamina
= Il ;L —
1[0 icroscope |||

l | “ ' ‘4\ Objective [3 h E‘Camera g

L [l
/ Collimator Ocular i
Strobe Flow Cell :
s omputer
Light Waste -

6. Rizeni kvality a akreditace Kvalita

laboratori

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

Casto vnimame kvalitu subjektivné
B Kvalitu musime prokazovat
(pozadavek platcti zdravotni péce =ZP)

Pozadavky na kvalitu se méni

Chyby nevznikaji jen v laboratofi !

Garance kvality ve zdravotnictvi
uznavané VZP

1. Akreditace podle CSN EN ISO 15189:2007

2. Certifikace podle CSN EN ISO 9001:2009

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

4. Mezinarodni akreditacni systém JCI (Joint
Commission International)

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

Akreditace

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

 Standardizaci (= pfesny popis procest, nastaveni presnych pravidel,
kontrolnich mechanismu,..... )

* Vybudovani funkéniho systému managementu
» Posouzeni kompetence pracovnikti
 Neustalém zlepsovani sluzeb

PF uvod KB 2006
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Akreditace, certifikace, audit

= Akreditaéni organ v CR: CIA Gesky institut pro akreditaci

= NASKL, Narodni autorizaéni stfedisko klinickych laboratofi CLS
JEP) Audit 1 a Il

+ Certifikace = ovéfeni fungovani vybudovaného
systému Fizeni (€SN EN 1SO 9001:2009)

«»Interni a externi audit

Jaké vySetrovaci metody

muZeme pouZzivat? c €

Laboratof smi pouzivat pouze produkty se
znackou CE (Evropska unie; Od 7.12.2005 )
Vyrobce zarucuje, ze vyrobek spliiuje direktivu
IVD 98/79 EC, tj. pozadavky na zdravotnické
prostiedky in vitro

Vyrobek je validovany a ma mit metrologickou
navaznost hodnot kalibratort a kontrolnich
pripravka

Validace a verifikace

v Validace
-splnéni pozadavku na méfici postup s ohledem
na jeho zamyslené pouZiti
-diikaz ve formé dokumentace, Ze metoda bude
poskytovat vysledky odpovidajici pfedem uréené
specifikaci
- validuje vyrobce diagnostik (direktiva IVD 98/79 EC),
pfipadné i laborator (je to obtizne)

v'Verifikace
-potvrzeni, ze laboratof je schopna validovany
méfFici postup spravné provadét
-verifikuje laborator

Co se validuje a verifikuje

Analytické znaky metody
Preciznost a vychylem’ (nahodné a systematické chyby)
Pracovni rozsah/ linearita
Citlivost (mez detekce/ stanovitelnosti)
Interference
Robustnost
Porovnani s jinou metodou

P¥i verifikaci ovéfujeme, Ze jsme v laboratofi schopni
dodrzovat uvedené analytické znaky metody

Nejistota (Uncertainty)

* Nejistota = kombinace nahodné a
systematické chyby

Navaznost

provazani rutinnich méreni s referenénimi
metodami a referenénimi materialy

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

Jak ji mdzeme zjistit?—> rozborem dokumentace
vyrobce

PF uvod KB 2006
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Detekce laboratornich chyb

* Vniti'ni kontrola kvality (VKK, IKK)

Postupy uplatiiované pracovniky laboratofe s cilem ziskat
co nejvetsi miru pravdépodobnosti, ze vydavané vysledky
jsou maximalné vérohodné

Software: - v fidici jednotce analyzatorti
-v LIS
- externi programy
* Externi hodnoceni kvality (EHK)
— Detekce systematické chyby (vychyleni,bias)
— Srovnani preciznosti (pfesnosti) s jinymi
— Ptispivé k odhadu nejistoty vysledki méfeni

Regulacni diagramy

S| +-—mwmapn: | x v &= a
el =

182 -
1220

1176 =
12 'MA’VM“-MM
1ar

017
A

"y
'

Target value: 107.00, Target deviation: 5.30

Cumnulative N: 115, Mean: 112.12, 30: 1.97, CV%: 1.76 =)

Bri | Cocd |

Stanoveni pozadavki na kvalitu

« Empiricky (state of art)

* Biologické variability, TE,,

+ Klinické poZadavky

» Doporuceni odbornych spole¢nosti
 Data vyrobcUl IVD (z validace)

» Systém six sigma (60)

» Celkova analyticka chyba, TE,

Priklad: VypocCet TMU (cilové nejistoty méfeni)
z biologické variability pro stanoveni S-kreatininu

{biologickd varlabiied  §.3 Plesnost odvozend 2 biokogickich vanabilit 2,7
civarisbiied 142 | Bias ocvozeny varisniln 3.8
15.2

7. Kazuistiky

Kazuistika I
DIABETES MELLITUS
mellitus »sladky*
diabetes ,,propoustet*

PF uvod KB 2006
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Pticina

Organismus nevytvari dostatek inzulinu nebo
neni schopen inzulin patficné vyuzit
 Charakteristickd je chronicka hyperglykémie
(= zvySena koncentrace glukozy v krvi)
+ Je to onemocnéni s nékolika zcela odlisnymi
mechanismy vzniku

Gestacni diabetes mellitus
(t€hotenska cukrovka)

» Kazda porucha metabolismu glukozy, ktera se
projevuje nedostatecnym pusobenim inzulinu v
téle diagnostikovana u téhotné zeny, pii které
dochazi ke zvyseni koncentrace glukdzy v krvi

Gestacni diabetes je laboratorné diagnostikovan,
je-li dosazeno aspon jednoho ze dvou uvedenych
kriterii:

FPG (Fasting Plasma Glucose) > 5,6 mmol/l
P-glukéza po 2 hodinach > 7,7 mmol/l

Gestacni diabetes mellitus

* Nebezpeci pro plod, ktery na zvysenou koncentraci glukézy v
mat¢iné krvi reaguje zvySenou produkei vlastniho inzulinu (patii
k ristovym faktorim) a za¢ne piibyvat rychleji na vaze (defekty
nervové trubice, fetalni obezita, hypoglykémie po porodu,
nebezpeci vzniku diabetu v dospélosti)

VySetieni oGTT:

¢ mezi 24.-28.tydnem gravidity

¢ pii vysokém riziku v prvnim trimestru gravidity

« Vétsing€ Zen s t€hotenskou cukrovkou sta¢i dieta (do konce
t¢hotenstvi i v Sestined¢li), vyjimecné nasazeni inzulinu.

Po ukonceni gravidity je nutné provést rekvalifikaci gestacniho

diabetu
75

oGTT u téhotnych - kazuistiky

Kazuistika - A

P-glykémie nala¢no 5,8 mmol/l

Zaver: Glykémie nalaéno u t€hotné sveédci pro
gestacni diabetes mellitus. Opakujte odbér zilni
nesrazlivé krve nala¢no.

oGTT neproveden.

Kazuistika - B

P-glykémie nala¢no 4,8 mmol/l, za 2 h 7,9 mmol/l
Zaveér: Glykémie 2 h po zatézi u téhotné sveédci pro
gestacni diabetes mellitus

doporuteni CDS a CSKE .
Algoritmus pro laboratorni screening gestatniho DM

Tahoma Fizikova Kazda whotna 24. - 28 tyden
{pfitomny akspod dva rizikow araiity
faktary) s vijimbou tehotnych
£ rjdéive v prenim trimastn & nizkym rizikem Tehowd vysecs rizkovi,
@estatniha diabetn negativel oGTT v prvmim
rienastiu
Glukezs v plazmé cpaku) oGTT 24, = 28. tycen

Gestacni diabetes mellitus
(IFG, DM -

diagnostikovane u téhotné)

Kazuistika II

TDM

Terapeutické monitorovani 1ékovych hladin

PF uvod KB 2006
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Proc se u ne¢kterych 1€kt stanovuje
jejich koncentrace?

Hrozi jejich toxicky ucinek pri preddvkovant
napf. nefrotoxicita, ototoxicita

Nekteré maji uzké terapeutické rozmezi (Rozmezi
ucinek a nejvyssi koncentraci, pfi které se jesté neobjevuje
toxicky ucinek 1éku)

Lékat pozoruje nedostateény ucinek

Je potieba kontrolovat terapii

Je podeziieni, ze pacient Ieky neuziva

(compliance = spoluprace pacienta)

Co to zpusobuje?

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

» U pomalych metabolizatort je to Casto
zapric¢inéno geneticky:
vrozene ,,chybeni® nebo zmenena funkee
nektereho enzymu (napr. cytochrom P450
se podili na metabolismu asi 30%
pouzivanych leki)

De¢kuji za pozornost

PF uvod KB 2006

Léky jsou metabolizovany

+ U stanovovanych 1€kt je jejich
metabolizmus znam

* Ptiblizné u 20% osob probiha odbouravani
1€¢iv jinou rychlosti, nez u vétSiny osob
— vznika problém pfi stanoveni davky 1éku

Profylaxe dalSich fazi maniodepresivniho
onemocnéni

Malé terapeuticka Site

Zvysena konc. lithia — hyponatremie, snizena
glomerularni filtrace

Kontrola v tydennich intervalech, pozdéji jednou za
mésic

Bez pravidelné kontroly hladiny 1é¢iva je terapie
neptipustna

Frederick Sanger
p 3, T 19. listopadu 2013)

* dvojnasobny nositel Nobelovy ceny :
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