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Uvod

Mikrobiologicka vySetfeni nejsou standardizovatelna z né€kolika diivodii. Vzorky jsou
obvykle nehomogenni a nestabilni, proto zjistovat opakovatelnost vysetieni je ¢asto
zavadgjici. Nejsou k dispozici nezavislé kontroly, sbirkové kmeny jsou vhodné jen na
dil¢i kontrolu nékterych technologii. I kdyz je vysledek nékterych vysetieni Ciselné
vyjadien, mé charakter semikvantitativniho nalezu a za podstatné povazujeme slovni
hodnoceni nalezu. Vzhledem k tomu, Zze mikrobiologické vysetieni popisuje proces
interakce mezi makro a mikroorganizmem, je zasadni Casti vysledku jeho interpretace.
Proto pro odbornost 1é¢kaiska mikrobiologie (a souvisejici odbornosti) mame nizsi
pozadavky na kontrolu analytické ¢asti vysledku a vyssi pozadavky na interpretaci
vysledku.

Zikladni poznamky k validaci kultiva¢nich metod

Vybér metod se opird o

- odbornou literaturu

- narodni standardy

- doporucené postupy odbornych spolecnosti

Charakteristika metod

- vétSinou neopakovatelné
- variabilné¢ citlivé
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- interpretace vysledkt vychazi z odborné erudice a zkusenosti mikrobiologa
- absence biologickych referen¢nich rozmezi
- nejistoty méteni jsou biologicky variabilni

Kultivace — metodika a provedeni

Validace
Validace se provadi odkazem na relevantni literaturu (nikoliv ucebnice) nebo odkazem na
narodni standardy (v pfiprave). Literarni odkazy jsou soucasti SOP.

Verifikace

Provadi se 1-2x ro¢né testovanim celého postupu od zpracovani biologického vzorku po
identifikaci infek¢nich agens a antibiogram soucasné se sbirkovym kmenem v téch ptipadech,
kdy je sbirkovy kmen k dispozici.

Je veden jmenny seznam sbirkovych kmenii s katalogovym cislem, s datem exspirace.

V ptipadech, kdy neni dostupny sbirkovy kmen, Ize za verifikaci postupu povazovat uspesnou
ucast v EHK nebo vysledky mezilaboratorniho porovnani.

Tam, kde lze sledovat opakované vysetieni validnich vzorki u téhoz pacienta, je nutné
monitorovat diskrepantni nalezy v souladu s klinickym stavem, popt. téz s aktualni 1é¢bou
pacienta. Je nezbytné mit zdokumentovany postup feseni diskrepantnich nalezl a zpracovana
pravidla pro reakci na neshodu.

Testovani kultiva¢nich a diagnostickych pud
Validace ptd s CE znackou se nemusi provadét, sta¢i dohledatelny aktualni atest dodavatele.

Verifikace

Je nutné provést vstupni kontrolu kazdé Sarze, pokud dodavatel neprokaze, ze byl vyrobek
monitorovan po celou dobu 1 béhem skladovani a transportu a pokud neni schopen uzivatel
dolozit stabilitu podminek pii skladovéni, véetné dokladu o prevzeti a ulozeni pid. (Zapis o
prevzeti dodavky od dodavatele s datem, hodinou, podpisem piebirajiciho a zapis s podpisem,
datem a hodinou o ulozeni Sarze do monitorovaného chladiciho boxu.)

Pokud toto neni splnéno, musi se kontrolovat kazda Sarze pted uvedenim do provozu
nao¢kovanim doporuc¢eného piislusného sbirkového kmene na 3 kusy ptd.

Validace a verifikace ptid bez CE znacky

Validace
musi byt doloZzena relevantni literaturou s piesnym znénim receptury slozeni a ptipravy pudy.

Veritikace
Musi se kontrolovat kazda Sarze pred uvedenim do provozu naockovanim ptislusného

doporuc¢eného sbirkového kmene nejméné na 3 kusy piid u ¢asto
pouzivanych a nejméné na 1 kus ptidy u sporadicky pouzivanych kultivacnich médii.

Testovani ATB diski
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Kontrola ucinnosti antibiotickych diski pomoci referen¢nich kment
- u kazdé nova Sarze pred uvedeni do laboratorniho procesu
- nejmén¢ jednou tydné u nejcastéji prave pouzivanych antibiotickych diskl
v laboratornim procesu
Je veden jmenny seznam sbirkovych kmenii s katalogovym cislem, s datem exspirace.

Mikroskopické metody

Validace
Validace se provadi odkazem na relevantni literaturu (nikoliv ucebnice) nebo odkazem na
narodni standardy (v pfiprave). Literarni odkazy jsou soucasti SOP.

Verifikace

Zpracovani: 1-2x ro¢né, podle frekvence vykonu, dvojim nezavislym zpracovanim vzorku.
Lze pouzit i EHK nebo mezilaboratorni srovnani.

Odecitani: 2x ro¢né 3-5 preparatt (podle frekvence vysetfeni) odectou vSichni pracovnici,
ktefi v prubéhu roku s danou metodou pracovali. Preparaty vybere vedouci laboratote, o
vysledku musi byt proveden zapis. U sezonnich infekci neni obvykle mozné dodrzet frekvenci
2x rocné, lze zvysit pocet testovanych preparati.

Validace a verifikace metod prikazu protilatek a prikazu antigenu

Vychodiska

Metody priikazu protilatek a antigenu nejsou v mikrobiologii standardizované. Zadnou z
metod nelze povazovat za standard, ke kterému by se mély ostatni metody vztahovat.
Neexistuji nezavislé standardni vzorky, podle kterych by bylo mozné provést validaci nebo
verifikaci. Jednotky u takzvané kvantitativnich metod maji charakter arbitrarnich jednotek a
neshoduji se mezi soupravami riznych firem. Neni mozné prevadét jednotlivé arbitrarni
jednotky analytu mezi metodami napi. pomoci koeficientii. Proto metody validace a
verifikace, pouzivané v jinych laboratornich odbornostech, nejsou pro mikrobiologii
jednoduse prenosné.

Ptesto, Zze n¢které metody maji jako vystup Cislo (arbitrarni jednotky, titr, cut - off index),
nejedna se o kvantitativni hodnoceni v pravém slova smyslu. Vysledek proto musi byt vzdy
vyjadien slovné, a pokud je to mozné musi byt dale slovné interpretovan. Pomocna ¢iselna
hodnota mize byt rovnéz udavana, samotné Cislo jako vysledek vSak nestaci ani v ptipadé, ze
laboratof stanovuje pro danou metodu takzvané referencni meze.

CE metody

Metody typu ELISA

Validace

Tyto metody validuje vyrobce. Vyrobce dodéava i relevantni literaturu a ma dostupné
protokoly. Laboratoi mtize bez dalsiho pievzit validaci vyrobce. V ptipad¢, ze laboratot
provede jakoukoliv zménu v metodice predepsané vyrobcem, musi provést validaci, jakoby se

nejednalo o CE metodu.

Verifikace
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Verifikaci neni mozné provadét nezavislymi séry, jelikoz nejsou obvykle k dispozici. Stabilita
vlastnich vySetfovanych vzorkl neni zaru¢ena. Pouziti kontrol z jiné soupravy obvykle neni
vyrobcem doporuceno. Proto ma laboratof omezené moznosti provadéni verifikace metod a
odborna spolecnost vyzaduje nasledujici kontroly.

Jako verifikace interassay doporucujeme pouzit kontroly, které¢ jsou soucésti soupravy a které
zarucuji stabilitu vzorku. Laboratof musi kontroly pfedepsané vyrobcem pouzit pro kazdé
provedeni. Musi zkontrolovat, zda jsou splnéna kritéria pro platnost testu a zapsat to do
protokolu o méteni. Musi mit zpracovany postup, jak postupovat v ptipadé neshody. Tyto
kontroly lze povazovat za hodnoceni interassay reprodukovatelnosti.

Kontrola pfesnosti (intraassay) se provadi opakovanym vysetfenim pozitivniho a negativniho
vzorku (kazdy 3x) 1-2x ro¢né v zavislosti na poctu vysetfeni nebo na sezénnim vyskytu
infekce.

CE metody s hodnocenim mikroskopickym

Validace je provadéna vyrobcem, laboratoi miize validaci vyrobce pievzit, pokud pouziva
metodu podle pokynii vyrobce.

Verifikace odecitani se provadi opakovanym (2x) vyhodnocenim minimaln¢ 3 riznych
vzorkll a zdznamu o ném 1-2x ro¢né*. Vyhodnoceni by mélo byt pro odecitajiciho pracovnika
zaslepené, kontrolu provadi vedouci laboratofe. Na verifikaci by méli participovat vSichni
pracovnici, ktefi odecitani v pritbehu roku provadéji.

Ostatni metody bez CE znacky

Validace

Je nutné dolozit citaci relevantni literatury piipadné nékterymi standardnimi postupy (v CR
drive ptilohy Acta Hygienica, zahrani¢ni standardni postupy apod.) validitu zvolené metody.
Neni mozné porovnat s referenéni metodou, nebot’ pro vétSinu mikrobiologickych vySetieni
neexistuje referencni metoda. Je mozné prokazat validitu metody na srovnani souboru
vlastnich (pfipadné komer¢nich) sér, pokud mame k dispozici soubor napt. sérokonverznich
sér. Je mozné prokazat validitu mezilaboratornim porovnanim.

Verifikace

Pro interassay verifikaci je nutné pouzivat komer¢ni nebo vlastni kontroly v kazdém béhu.
Intraassay verifikace se provadi 1-2x ro¢né nebo podle moznosti, vySetfenim pozitivniho a
negativniho vzorku v duplikétu nebo triplikatu.

Specialni ¢ast kontroly mikrobiologického vySetieni

Zvlastni zfetel je nutné brat na kontinuitu vySetfeni. Tvorba protilatek je proces, ktery se
Optimalni metodou monitorovani protilatkové odpovéedi v Case je vySetieni tzv. parovych sér,
odebranych s rozestupem obvykle 7 az 21 dnt. Je nutné provéfit, zda laboratot sleduje vyvoj
nalezu v Case u jednotlivého pacienta, zda ji to jednoduse umoziuje informaéni systém a jak
reaguje na neocekavané nebo netypické nalezy a neshody mezi jednotlivymi nalezy vzhledem
ke klinické diagnéze. Neshody nebo neobvyklé nalezy musi byt komentovany na
vysledkovém listu, zjevné zavady musi byt feSeny a zapsany na vysledkovém listu a

v zdznamu o neshodach.
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Dalsi dulezity faktor je spravna interpretace vysledku a to zejména slovni interpretace nalezu,
piipadné dalsi doporuceni pro osetiujiciho 1ékare.

Mikrobiologické spolecnosti povazuji validaci a verifikaci za diilezitou, nikoliv v§ak
postacujici slozku kontroly kvality. Za podstatnou ¢ast laboratorniho vysledku povazuji slovni
hodnoceni a komplexni interpretaci nalezu v klinickém kontextu u konkrétniho pacienta.

Diagnostika sezonnich infekei, jako je napt. chiipka nebo klistova encefalitida, se provadi

v dobé¢, kdy agens necirkuluje pouze okrajovée. Proto bez ohledu na pocet vySetieni ma smysl
provadét verifikaci u téchto infekci pouze v obdobi, kdy se infekce vyskytuje. U nékterych
infekei Ize ziskat pozitivni sérum pouze v ramci EHK, u nékterych infekci nedodavaji
pozitivni kontroly v rdmci CR ani referenéni laboratoie. Proto neni mozné v ramci validace
trvat na vysetieni pozitivnich sér.
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