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Spravnost laboratornich vysledku

* Faktory
» objektivni
* subjektivni
* Faktory
* preanalytické
 analytické
e postanalytické



Preanalyticke faktory

 Priprava pacienta
* Odbér vzorku
 Transport vzorku

« Zpracovani vzorku
« Skladovani vzorku



Priprava pacienta

» Odbér na lacno nebo po lehké snidani bez tuku
» DostateCny prijem tekutin

« Uvedeni Casu odberu

« Uvedeni lecCby

» Uvedeni komplikace pri odberu



Odber vzorku

* Minimalni zatazeni paze

* Do plastikovych nebo silikonovanych sklenénych zkumavek

* Prvni 2-3 ml nelze pouzit

* Antikoagulacni roztok pro nesrazlivou krev- citrat sodny v redéni 1:10
* Setrné promichani krve s citratem (5-10x)



Antikoagulancia

e Citrat sodny
* 0,109 mol/I (3,2 %) doporuceno
e 1,129 mol/I (3,8 %)

e CTAD zkumavky

 brani aktivaci trombocyt(
* doporuceno pro testy PAI-1, heparin, PF4...



NedostateCne promichani krve s citratem

* Nebezpecdi aktivace a srazeni vzorku

e Koncentrovani citratu u hladiny
* automaty pipetuji tésné pod hladinou
naredénou plazmu s nadbytkem citratu
e Spatné vysledky
* ovéreni po stazeni plazmy a promichani



Spravny odber vzorku

Vyradit vzorky
* Srazené
* S chybnym objemem krve (rozdil 10%)

* Hemolytické, ikterické a chylézni
* hemolyticky a iktericky vzorek
e ovliviuje vyrazné fotometricka stanoveni
 chyldzni vzorek

* ovliviuje vyrazné koagulacni stanoveni na optickych koagulometrech a imunochemicka
stanoveni vyhodnocovana opticky



Spravny odber vzorku

Mnozstvi krve
* Méné
 prodlouZeni koagulacnich ¢asu

e APTT citlivé od 90 % objemu
* PT citlivé od 80 % objemu

* Vice
 zkraceni koagulacnich casu??



Spravny odber vzorku

* Hematokrit
* <30 % nebo >60 % upravit objem citratu

100 - hematokrit

ml citratu = - x ml plné krve
595 - hematokrit



Transport vzorku

e Cas (max 2 hod)
* Teplota (18-25°C)

* Mechanické vlivy (potrubni posta)



Zpracovani vzorku

e Odstranéni krevnich bunék centrifugaci
* Stazeni plazmy
 VétSina testli do 1 - 4 hod po odbéru

* \lyjimka EGT, EF (15 - 30 min), heparin, PAI-1, LA, vysetreni fci
trombocytu



Vysetrovany material

* Plazma
* plazma bohata na trombocyty
» centrifugace 10 minut 150 - 250 g, sedimentace
* plazma chuda na trombocyty
e centrifugace 15 minut 2500 g
* bezdestickova plazma
* dvojnasobna centrifugace

* PIna krev

e Sérum



Centrifugace

* \/lypocet otacek pro danou centrifugu
eg=1,118 x 10> x r x N2

r = polomér otaceni v.ecm, N = otacky/min

Priklad:
r=15cm, 2500g 3860 otacek/min



Skladovani primarnich vzorku

 Laboratorni teplota 18 - 25 °C
* PT 6 hodin
* APTT 4 hodiny
* APTT (lécba heparinem) 1 hodinu
e Ostatni vySetreni: 4 hod
* \/yssSi teplota ne

* Ulozeni v lednici (aktivace FF VII a XII) ne



Zamrazovani vzorku

* Plazma chuda na desticky/bezdestickova
* Objem > 500 pl

* Zkumavka se zatkou

* Spravna velikost zkumavky

e Zkumavka naplnéna do 3/4

e Rychlé zamrazeni (-70 °C, -196 °C)

 Skladovani zamrazenych vzorkd
* kratkodobé -20 °C, dlouhodobé: - 70 °C



Rozmrazovani vzorku

* Pfi 37 °C min. 5 minut
* Dobre promichat
* Opakované zamrazeni neni mozné



Analyticke faktory

* Dodrzovani metodickych postup(

e Spravné pracovni navyky

 Spravna funkce a kalibrace pfistroju

 VVybér diagnostickych setl a reagencii

 Spravna volba kalibracnich a kontrolnich materiald
e Spravné provedena kalibrace a kontroly kvality



Postanalyticke faktory

* Rozmeazi fyziologickych hodnot
* Terapeutické rozmezi

* Vlyjadrovani vysledk

* V'vhodnoceni vysledku

* Interpretace vysledkU



Kalibracni material

* Komercni kalibracni plazmy
*presne udana hladina vysetrovane slozky

* navaznost na mezinarodni referencni
materialy

* nékteré parametry navaznost na , pool”
normalni plazmu (APTT, PT,..)

*Smésna normalni plazma (PT, APTT)



Kalibrace

1/ Vysetreni
* riznych redéni kalibracni plazmy s udanou hladinou
parametru(100%, 50 %, 25 %....)

* nékolika kalibracnich materialt s rdznou hladinou parametru

* a vyneseni nameérenych hodnot (€as, A...) pro jednotlivé hladiny
do grafu
e zavislost lin/lin, lin/log, log/log,nelinedrni(polynom)

2/ Vysetreni referencniho ¢asu (€asu normdlu) pro vypocet R, INR
3/ Nacteni kalibrace ¢arovym kddem u predkalibrovanych metod



Redéni kalibraéni plazmy

 Automatickeé
* naprogramovano

* Manualni



Typy redéni

* Geometrickou radou

100 % 100 % plazma (nerfedéna/redéna)

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



Typy redéni
e Jiny zpusob

1:1 100 % plazma (nefedéna/fedéna) 100%
1:2 1dil 100% plazmy + 1 dil pufru 50 %
1:4 1dil 100 % plazmy + 3 dily pufru 25 %
1:8 1dil 100 % plazmy + 7 dild pufru 12,5 %
1:16 1dil 100 % plazmy + 15 dilt pufru 6,25 %



Kalibracni krivka

Graficka zavislost méreného parametru na hladiné vysetrované slozky

* méreny parametr (osay)
* koagulacni cas (s)
 absorbance (A, AA/min).....

* hladina vySetfované slozky (osa x)
* aktivita (%, IU/ml...)

* koncentrace (g/l, ug/ml...)



Kalibra¢ni kfivka - poZzadavky

* minimalné tribodova

e zavisi na typu vysetreni
e musi pokryt rozsah normalnich i patologickych hodnot
e linearita kalibra¢ni kfivky (idealni r = 1,00)

* pokud namérena hodnota mimo kalibrovanou oblast v oblasti s
klinickym vyznamem je nezbytné opakovat vysetreni s jinym redénim
(mensim nebo vétsSim) vySetfované plazmy



Odecteni vysledku

 Automaticke

* Manualni

e pfimé odecteni

¢ stejné redéni kalibra¢ni i vysetrované plazmy

e odecteni + vynasobeni dilu¢nim faktorem

e odliSné redéni kalibra¢ni a vySetfované plazmy



Provedeni kalibrace

Ve

* pfi zméne Sarze setu

* pfi zméné Sarze jednotlivych reagencii, v pripadé ze nejsou soucasti
jednoho setu

* po kalibraci musi nasledovat provedeni kontrol kvality s
deklarovanym rozmezim v normalnim i patologickém rozsahu



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

e Kalibra¢ni material
* komercni kalibracni plazmy
e smésna normalni plazma (PT, aPTT)

* Provedeni kalibrace
* pfi zméneé Sarze setu
* pfi zméneé Sarze jednotlivych reagencii,
* v pripadé, Ze nejsou soucasti jednoho setu



Kalibrace specialnich koagulacnich vysetreni

e Kalibra¢ni material
e komercni kalibraéni plazmy

* Provedeni kalibrace
* s kazdou sérii vysetreni vzhledem k omezené stabilité reagencii a vysoké citlivosti

* za obzvlasté citlivé metody vyzaduijici kalibraci s kazdou sérii jsou povazovana
vysetreni FF VIII, IX, Xl a XIl, PC a PS



Typy kontrol

* Preciznost v ¢ase (mezilehla preciznost, reprodukovatelnost)
* Kontroly s deklarovanym rozmezim

* Porovnatelnost pfistroju/metod

* Preciznost v sérii (opakovatelnost)

* Pravdivost (spravnost)



Pozadavky na kontrolni vzorky

* Méreni v jednom béhu soucasné se vzorky pacientu

* Analyzované slozky musi byt dostatecné stabilni, slozeni co
nejvice podobné vysetfovanym vzorkim

e Zcela nezavislé na kalibracnich materialech, nesmi byt
pouzity ke kalibraci analytickych metod

* Nutno poutzit vice kontrolnich vzorku s riznou hladinou
mereného parametru, aby byl pokryt cely méreny rozsah

* OdliSné hladiny nelze ziskat riznym redénim téhoz
kontrolniho materialul!l!



Kontrolni material

* Firemni komercni material (lyofilizované)
 referencni material (cilovda hodnota, navaznost)
* material s deklarovanym rozmezim hodnot

* atestovanad kontrola

 material bez deklarovaného rozmezi hodnot

* neatestovana kontrola

V laboratori pripraveny kontrolni material
* Sokové zmrazeny nebo Cerstvy

e Kontrolni materialy v rozmezi

e fyziologickych i patologickych hodnot (,normalni“ a
patologické)



Preciznost

* je tésnost shody mezi navzajem nezavislymi vysledky opakovanych
mereni téhoz vzorku

* Ciselnym vyjadrenim = smérodatna odchylka(SD) od aritmet. pridméru

(x)



Preciznost

* relativni smérodatna odchylka = variacni koeficient (CV)

SD x 100
CV



Stanoveni preciznosti

* Opakovana analyza stejného kontrolniho materialu, ktery nemusi mit
udany obsah stanovovanych slozek (neatestovany kontrolni material)

* zajiSténi dostatecného mnozstvi kontrolnich vzork

* zajisténi stability vySetfovanych parametr(



Stanoveni preciznosti

* Preciznost metody v sérii (opakovatelnost)
* je to souhlas mezi vysledky opakované analyzy téhoz kontrolniho vzorku,

analyzovanych opakované (napr. 10x) stejnou metodou ve stejném case

* Preciznost metody v case (reprodukovatelnost)

* |iSi se od presnosti v sérii tim, Zze se kontrolni vzorek analyzuje kazdy den v
provoznich podminkach soucasné s ostatnimi vzorky



Preciznost v ¢ase/reprodukovatelnost

e Rutinni koagulace (PT,APTT,Fbg,TT,AT,D-Di,aXa)
* Kontrolni material

* komercni (neatestovany)
* pripraveny laboratori

« Dvé hladiny (N a P)
* Provadét minimalné 1-2x denné
 pred zahajenim denniho provozu (a pred pohotovostni sluzbou),
pro kazdy parametr a pro kazdy pfristroj, ktery je v provozu
* Specialni koagulace
* jen u vysetreni provadénych s vétsi frekvenci



Preciznost v Case - vyhodnoceni

e Statistické programy
* koagulacni automat
* LIS
e samostatné

 vystup na Levey - Jenninsonovy grafy

* Westgardova pravidla

* neni bézné



Preciznost v Case - vyhodnoceni

* Nutno provadeét pribézné

* primeér, SD, CV (CV/SD doporucené nebo vlastni)
* kontrolni rozmezi (prdmeér £ 2 SD)

* varovné rozmezi maxim.(pramer £ 3 SD)



Kontroly preciznosti pro AT - N
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Kontroly preciznosti AT - P
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Preciznost v ¢ase - vyvhodnoceni

* Pokud vysledek mimo povolené meze
* musi se najit pric¢ina a celou sérii véetné kontrol zopakovat

e Pokud vysledky na jedné strané od x nebo vykazuji stoupajici nebo
klesajici trend, velky rozdil oproti predchozimu vysledku...
* je nutno analytickou metodu opravit



Preciznost v ¢ase/reprodukovatelnost

 Vedeni protokol(
e prubéiné
» vysledky méreni, kontrolni a varovné rozmezi, CV / SD autorizace, schvaleni

 zaver (Sarze kontroly, reagencie, kalibrace)
* CV / SD, (pocet prekroceni kontrolniho rozmezi)

* Primarni dokumentace
* tisk vysledk(d kontrol, grafu



Kontroly s deklarovanym rozmezim

* Atestovany komercni kontrolni material

e Pouzit minimalné dva nezavislé kontrolni vzorky
* normalni
 patologicky

* Odchylky/rozmezi uvedené na kontrolnich materialech nesmi byt
prekroceny

* Pokud k tomu dojde, je nutné hledat priCinu a a cely béh analyz vCetné
analyzy kontrolniho vzorku zopakovat



Kontroly s deklarovanym rozmezim

e Rutinni koagulace
* pfi zméne Sarze reagencie
* po kalibraci
* Ix mésicné minimalné

 Specialni koagulace
* po kalibraci

* s kazdou sérii vySetreni



Kontroly s deklarovanym rozmezim

* \yvhodnoceni

e porovnani s deklarovanymi hodnotami

 Vedeni protokolU
* vysledky méreni
* deklarované rozmezi
* autorizace
e schvaleni



Preciznost v sérii /opakovatelnost

* Nepatri mezi bézné kontroly v koagulaci

* Provadise
e  privalidaci pristroje
e  pro ovéreni spravné funkce pristroje
e  pfizavadéni novych metod

e Pocet méreni6—-10

* Vyhodnoceni
prlmeér, CV / SD ( doporucené)



Porovnatelnost pristroju

* Rutinni koagulace (PT,APTT,Fbg, TT,AT,D-Di,aXa)
* Vzorky pacientu Cerstvé (N a P)

* 1x denné na vsech pristrojich, které v provozu

* Komercni atestované kontroly (N a P)
* po kalibraci a pfi zméné Sarze reagencie
 Specialni koagulace — bézné se neprovadi
* \\yvhodnoceni
* D% (procentualni odchylka vysledk( méreni analyzator( vuci referenénimu
analyzatoru)
* D% = (v - AV/AV) x 100

* v =vysledek méreni analyzatoru
* AV =vztaznda hodnota referen¢niho analyzatoru



Pravdivost

* Je tésnost shody mezi primérnou hodnotou vysledkd vice méreni a
uvedenou cilovou hodnotou referencniho kontrolniho materialu

* min.6 méreni za podminek opakovatelnosti

* \yvhodnoceni

* Bias% (odchylka aritmetického priméru série vysledkl méreni od cilové
hodnoty kontroly
* bias% = (x - AV/AV) x 100
* x = aritmeticky primér vysledkl méreni
* AV =vztazna hodnota referenCniho materialu



