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Preambule

Molekularné biologické metody predstavuji speci-
fickou, pomeérné heterogenni skupinu analytickych po-
stupd, které jsou sdileny rGiznymi obory laboratorni me-
diciny. V sou¢asné dobé jsou soucasti béznych vySet-
fovacich postup(i ur€enych pro diagnostické ucely v 1é-
karské genetice, hematologii, imunologii, klinické bio-
chemii, klinické mikrobiologii, farmakologii i jinde. Ze-
jména s nastupem kvantitativnich metod vyuzivanych
pfedevsim pro monitorovani 1é¢by pacientli vznika po-
tfeba sjednotit postupy u téchto metod tak, aby byla
zajiSténa mezilaboratorni porovnatelnost vysledku. Pro-
cesy standardizace a navaznosti méfeni vSak na tom-
to poli zaostavaji za moznostmi a potfebami moder-
nich vysetrovacich postupt. V sou¢asné dobé proto neni
aktualni fesit intenzivné problémy pravdivosti méreni.
Z tohoto divodu v Dopliiku nejsou uvazovany bias a vy-
téznost jako analytické znaky méreni.

Pfedkladany text ma ambici v souladu s normami
fizeni kvality pomoci laboratofim provozujicim moleku-
larnébiologické metody zalozené na praci s extrahu-
mannim genomem validovat a ovéfovat analytické zna-
ky a vykonnost jejich metod.

Obsah Doplriku je doporucujici, nikoli zavazuijici. Po-
dileli se na ném odbornici z nejriznéjsich oblasti labo-
ratorni mediciny a formulace Doplfku shrnuiji jejich spo-
le¢né nazory. Doplnék se nezabyva preanalytickymi pod-
minkami vySetfeni, ani interpretaci vysledku.

Zakladni pojmy, nazvoslovi a souvisejici literarni
zdroje v Doplfiku pouzité Ize nalézt v publikacich:

* Validace a verifikace analytickych metod v kli-
nickych laboratofich (Doporuéeni Ceské spoled-
nosti klinické biochemie CLS JEP, dostupné na
www.cskb.cz).

* Metrologicka terminologie v analytické laboratofi.
SEKK, 20083.

1. Cil a ucel dopliku

Hlavnim cilem Doplriku k doporuéeni vyboru CSKB
o validaci a verifikaci analytickych metod v klinickych

Marcela Drazdakova, Vratislav Némedek

laboratofich (dale jen Doplfiku) je vypracovani osnovy
pro validaci (verifikaci) komerénich souprav s CE zna¢-
kou a tzv. in-house molekularné biologickych metod pro-
vadénych na bazi analyz extrahumanniho genomu pro
diagnostické ucely, a to v souladu s pozadavky norem
ISO 17025 a ISO 15189.

Zakladnim vychozim materialem pro tento Doplnék,
na ktery se v textu odkazujeme, je doporuceni vyboru
Ceské spolecnosti klinické biochemie: Validace a veri-
fikace analytickych metod v klinickych laboratofich (da-
le jen Doporucéeni).

2.Validace (verifikace) molekularné
biologickych metod na bazi
extrahumanniho genomu — kategorie
podle rozsahu a obsahu validaénich plant

I Verifikace kvalitativnich metod provadénych pomoci

prostiedku IVD vybavenych znaé¢kou shody CE
U této skupiny metod by meély byt dodrzovany na-

sledujici pozadavky:

a) Striktni dodrzovani pracovnich postuptli podie
pokyni vyrobce bez jakékoliv modifikace, zejmé-
na s ohledem na: druh materialu (vzorku), proces
izolace nukleovych kyselin (neni-li izolace soucasti
soupravy, pouziti pouze doporu¢eného postupu), ob-
jem pipetovanych komponent a amplifikacni profil.

b) Pouzivani diagnostické soupravy v prisném sou-
ladu se zamyslenym pouzitim, které je vyrobcem
jasné deklarovano.

c) Ustaveni systému vnitini kontroly kvality a je-
ho dodrzovani. Podle znéni Smérnice 98/79 ES
i podle jejiho Ceského ekvivalentu NV 453, 2004
ma vyrobce IVD doporu€ovat, dodavat a charak-
terizovat vhodné kontrolni materidly. Je zadouci ana-
lyzovat jeden pozitivni a jeden negativni kontrolni
vzorek, pokud vyrobce nedoporucuje jinak. Navic
by méla byt s kazdym klinickym vzorkem a uve-
denymi kontrolnimi vzorky provadéna tzv. interni
kontrola izolace (a amplifikace, je-li tato provadé-
na), pokud je soucasti diagnostické soupravy.
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d) Ué&astv programech mezilaboratorniho porovna-
vani zkousek (externi hodnoceni kvality, EHK),
jsou-li tyto zkousky dostupné pro vySetfovany pa-
rametr — viz Pfiloha Il: Systémy EHK v oblasti mo-
lekularnébiologickych metod analyzy extrahumanni-
ho genomu.

II. Verifikace kvantitativnich metod provadénych po-

moci prostredkt IVD vybavenych znackou shody CE

a) Striktni dodrzovani pracovnich postupti podle
pokynl vyrobce bez jakékoli modifikace — viz
bod I.

b) Pouzivani diagnostické soupravy v pfisném sou-
ladu se zamyslenym pouzitim, které je vyrobcem
jasné deklarovano.

c) Ustaveni systému vnitini kontroly kvality a jeho
dodrzovani — viz bod 1.

d) Urceni parametrli pfesnosti (opakovatelnosti,
reprodukovatelnosti) méreni. Jako vychozi material
doporuc€ujeme pouzit nativni vzorek nebo plasmid
s vlozenou cilovou sekvenci. Pro kvantifikaci na-
hodné chyby méfeni Ize vyuzit nasledujici postup:
— Pocet vzorkt: Pro stanoveni opakovatelnosti pro-

vést minimalné 10 méfeni na tfech koncentrac-
nich hladinach, pfi¢emz jeden vzorek by mél mit
koncentraci v oblasti meze stanovitelnosti me-
tody, dal$i v oblasti odpovidajici stfedni koncen-
traci rozsahu kalibraéni zavislosti a dalsi v ob-
lasti nejvysSiho bodu kalibrace (nejvyssi koncent-
race kalibratoru). Méfeni reprodukovatelnosti pro-
vést v 10 po sobé nasledujicich pracovnich
dnech, Ize akceptovat i 10 po sobé nasleduji-
cich stanoveni provedenych v riznych dnech.

— Statistické vyhodnoceni: Vlypocitat primeér,

smérodatné odchylky opakovatelnosti a repro-
dukovatelnosti, variacni koeficienty opakova-
telnosti a reprodukovatelnosti — postup je po-
psan v Doporuceni, kap. 9. 1.

e) Ovéreni meze stanovitelnosti — postup je popsan
v Doporuceni, kap. 9. 5.

f) Ug&astv programech mezilaboratorniho porovna-
vani zkousek (externi hodnoceni kvality, EHK) —
viz bod I.

Vzhledem k prozatim neuspokojivé standardizaci
méreni a nedostupnosti referenénich materialt a postu-
pU s navaznosti na metrologické standardy (a z toho
pramenici obtizné mezilaboratorni porovnatelnosti vy-
sledk(l) v oblasti kvantitativnich molekularnébiolo-
gickych metod neni v této kategorii strikiné vyzadova-
no ustaveni minimalniho validaéniho planu, ktery kro-
mé vyhodnoceni pfesnosti vyzaduje také uréeni vy-
téznosti jako kvantifikace hodnoty bias. Z tohoto diivo-
du ani nelze vycislit systematickou slozku kombinova-
né nejistoty vysledkd méreni, popf. celkovou kombino-
vanou nejistotu.

lll. Verifikace kvalitativnich a kvantitativnich metod
provadénych pomoci prostiedkd IVD vybavenych
znackou shody CE, s modifikovanym postupem

V pfipadé jakékoli zmény ¢i modifikace vyrobkl IVD
MD je nezbytné provést tzv. kfizovou verifikaci, pro-

stfednictvim které je tfeba dolozit, Ze modifikaci nedo-

§lo k vyznamnému zhor$eni analytickych znak( meto-

dy. V oblasti metod molekularni biologie jde nejcastéji

o0 pouziti soupravy pro jiny typ vychoziho materialu,

zménu izolaéni procedury, zménu objem( pipetovanych

komponent, zménu amplifikacniho profilu metody apod.
V ramci této kategorie testl se doporucuje provést
zejména nasleduijici:

a) Ustaveni systému vnitini kontroly kvality a jeho
dodrzovani — viz bod I.

b) Urceni parametra pfesnosti méreni (jen v pfipadé
kvantitativnich metod) — viz bod II.

c) Ovéreni meze stanovitelnosti (jen v pfipadé kvan-
titativnich metod) — nutno ovéfit vhodnym postu-
pem popsanym v Doporuceni, kap. 9. 5.

d) Ovéreni meze detekce (jen v pfipadé kvalitativnich
metod) — nutno ovéfit vhodnym postupem popsa-
nym v Doporuceni, kap. 9. 5.

e) Uéastv programech mezilaboratorniho porovna-
vani zkousek (externi hodnoceni kvality, EHK) —
viz bod I.

IV. Verifikace rozliSovacich (typiza¢nich) kvalita-
tivnich metod provadénych pomoci prostredkii IVD
vybavenych znac¢kou shody CE

Jde o skupinu metod, jejichz cilem je identifikovat,
popt. rozlisit, rizné subtypy ¢i genotypy vySetfovaného
patogenu (genotypizace HCV, typizace HSV1/2 apod.).

U této skupiny metod Ize postupovat podobné jako v bo-

de |, avSak s modifikaci vnitfni kontroly kvality.

a) Striktni dodrzovani pracovnich postupti podle
pokynl vyrobce bez jakékoliv modifikace — viz
bod I.

b) Pouzivani diagnostické soupravy v pfisném sou-
ladu se zamysSlenym pouzitim, které je vyrobcem
jasné deklarovano.

¢) Ustaveni systému vnitini kontroly kvality a jeho

dodrzovani — je zadouci analyzovat jeden pozitivni
a jeden negativni kontrolni vzorek. Navic by méla
byt s kazdym klinickym vzorkem a uvedenymi kon-
trolnimi vzorky provadéna tzv. interni kontrola izola-
ce (a amplifikace, je-li tato provadéna).
Jako kontroIni materialy Ize doporucit nativni vzorek
nebo plasmid s vioZzenou cilovou sekvenci, popt. bu-
nécnou kulturu s vySetfovanym patogenem, které jed-
noznacné identifikuji urovany subtyp (genotyp).

d) Uéastv programech mezilaboratorniho porovna-
vani zkousek (externi hodnoceni kvality, EHK) —
viz bod I.

V. Validace kvantitativnich metod provadénych
pomoci tzv. in—house postuptl (bez CE znacky)
Jde o kategorii metod, které byly vyvinuty v labora-
tofi nebo byly pfejaté z jiné laboratore, popf. o metody
provadeéné soupravami uréenymi pouze pro védecké
ucely, bez CE znacky. Pro tyto metody je nutné stano-
vit komplexnéjsi validacni plan, ktery zahrnuje tyto pa-
rametry:
a) Urceni parametril pfesnosti metody — viz bod Il.
b) Ovéreni linearity (pracovniho rozsahu) — k tomu-
to ucelu je mozno pouzit napf. modifikované postu-
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py z Doporuceni, kap. 9. 4, kde je uvedeno téz je-

jich vyhodnoceni. Jako kontrolni material Ize pouzit

nativni vzorky se znamymi koncentracemi méfené-
ho parametru, nejsou-li dostupné, Ize pouzit plasmidy

s vhodnym insertem cilové sekvence.
¢) Ovéreni meze stanovitelnosti — postup je popséan

v Doporuceni, kap. 9. 5.

d) Uéastv programech mezilaboratorniho porovna-
vani zkousek (externi hodnoceni kvality, EHK) —
viz bod I.

e) Ustaveni systému vnitini kontroly kvality a jeho
dodrzovani — je zadouci analyzovat jeden pozitivni
a jeden negativni kontrolni vzorek. Navic by méla
byt s kazdym klinickym vzorkem a uvedenymi kon-
trolnimi vzorky provadéna tzv. interni kontrola izola-
ce (a amplifikace, je-li tato provadéna).

Jako kontroIni materialy Ize doporudit nativni vzo-
rek, plasmid s vlozenou cilovou sekvenci, popf. bunéc-
nou kulturu s vySetfovanym patogenem.

U béznéjsich analytickych postupl se vyZaduije ta-
ké porovnani s jinou metodou, ovéreni specifi€nosti me-
feni, ur€eni vlivu interferenci apod. (viz Doporuceni).
Nechavame laboratofim k posouzeni, zda tyto parametry
validovat.

VI. Validace kvalitativnich metod provadénych po-
moci tzv. in-house postupti (bez CE znacky)

Jde o kategorii metod, které byly vyvinuty v la-
boratofi nebo byly pfejaté z jiné laboratore, popf. o me-
tody provadeéné soupravami uréenymi pouze pro vé-
decké ucely, bez CE znacky. Za zasadni povazuje-
me nize uvedené ovérfeni zpusobilosti a pouzitelnosti
metody. Posledni uvedeny bod d) je komentovan
v Pfiloze 111
a) Ustaveni systému vnitini kontroly kvality a jeho

dodrzovani — viz bod V.

b) Ugastv programech mezilaboratorniho porovna-
vani zkousek (externi hodnoceni kvality, EHK) —

viz bod I.

c) Ovéreni meze detekce —podle Doporuceni, kap. 9. 5.
d) Ovéreni specificnosti metody provedenim po-
rovnavaci studie proti ,,zlatému standardu“ —viz

Priloha Il1.

VIl. Validace rozliSovacich (typiza€nich) kvalita-
tivnich metod provadénych pomoci tzv. in-house
postupt (bez CE znacky)

Jde o skupinu metod, jejichz cilem je identifikovat,
popf. rozlisit rizné subtypy i genotypy vySetfovaného
patogenu. V takovém pfipadé se ve srovnani s bézny-
mi kvalitativnimi testy méni provadéni vnitini kontroly
kvality co do povahy kontrolniho materialu, a neni strikt-
né vyzadovano ovéreni meze detekce.

a) Ustaveni systému vnitini kontroly kvality a jeho

dodrzovani — viz bod IV c.

b) Ugastv programech mezilaboratorniho porovna-
vani zkousek (externi hodnoceni kvality, EHK) —

viz bod I.

c) Ovéreni specificnosti metody provedenim po-
rovnavaci studie proti ,,zlatému standardu“- viz

Priloha Il1.

3. Izolace nukleovych kyselin

Proces izolace nukleovych kyselin je — stejné
jako detekce produktd — nedilnou souéasti vySetio-
vaciho postupu, pokud je v ném pouzit. Z tohoto
davodu neni potifeba posuzovat jej zvlast, ale
v ramci konkrétni metody. V kazdém pfipadé by
mél existovat SOP pro pouzitou izola¢ni proceduru,
at se jedna o komeréni soupravu nebo tzv. in-house
metodu. Pokud jde o pouziti souprav s certifikatem
shody CE nebo i bez néj, je nezbytné nutné strikt-
né dodrzovat pracovni postup podle pokynu vyrob-
ce a pouzivat soupravu v pfisném souladu se za-
myS$lenym pouzitim. l1zolaéni metody typu in-house
by mély byt podlozeny mimo SOP také dokumenta-
ci o kvalité (Cistoté, vytéznosti) ziskanych nukleo-
vych kyselin.

4. Praktické provadeéni validace
(verifikace)

Valida¢ni (verifikaCni) studie by méla byt provedena

v nasleduijicich pfipadech:

— pred zavedenim nové metody do praxe;

— pfi zméné diagnostické soupravy nebo zméné pfi-
strojové techniky;

— pfi roz8ifeni aplikace metody pro dalSi ucely (napf.
pro dal$i typy material(l), tedy v pfipadé rozsifeni
rozsahu zamysSleného pouziti;

— pfi pfetrvavajicich problémech;

— po uplynuti urcité doby (revalidace/reverifikace), napt.
po jednom roce.

5. PFilohy

Soucasti tohoto Dopliiku jsou tfi pfilohy. Prvni
z nich je vzorovy analyticky standardni operacni po-
stup (SOP), ktery je adaptovan pro metody moleku-
larni biologie provadéné na extrahumannim genomu
a dava laboratofim osnovu pfi koncipovani jejich vlast-
nich SOP. Druhou pfilohou je soupis nékterych —
v soucasnosti dostupnych — systému externiho hod-
noceni kvality v oblasti molekularnébiologickych me-
tod provadénych na extrahumannim genomu. Treti pfi-
loha odkazuje na provedeni tzv. porovnavaci (eva-
lua¢ni) studie pro validaci kvalitativnich metod typu
in-house.

Soupis pfiloh:

e Pfilohal: Standardni operacni postup analyticky pro
molekularnébiologické metody provadéné na extra-
humannim genomu — vzor.

e P¥iloha Il: Systémy EHK v oblasti molekuldrnébio-
logickych metod na extrahumannim genomu.

e Pfiloha lll: Ovéreni specificnosti metody provede-
nim porovnavaci studie proti ,zlatému standardu”.
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PRILOHA I:
Standardni operaéni postup analyticky pro mole-
kularné biologické metody provadéné na extrahu-
mannim genomu - vzor

Cislo SOP: ... /molbiol/patogeny

Standardni operacni postup (SOP) pro priikaz
DNA......ccovneens v biologickém materialu
molekularné biologickymi metodami

Nazev a adresa pracovisté:

Misto a rok vydani:

Autor: (jméno/datum/podpis)
Schvalil: (jméno/datum/podpis)
Verze dokumentu:

Platnost dokumentu od:

Vytisk €.: 0 manazer jakosti
1 laboratof

Diavémost: interni

Revize:

Zmény:

Obsah:

1. Nazev vySetfeni

2. Diagnostika popisovaného mikroorganismu

3. Princip vySetfeni

4. Odbér a uchovavani biologického materialu
5.PrlikazDNA .................. v biologickém materialu —
pracovni postup

5.1. Izolace DNA

5. 2. Amplifikace metodou polymerazové fetézové re-
akce (PCR)

5. 3. Detekce

6. Validace metody

6. 1. Citlivost metody — mez detekce

6. 2. Specificita metody

7. Vydavani vysledku

8. Kontrola kvality

8. 1. Vnitfni kontrola kvality

8. 2. Externi hodnoceni kvality

9. Prilohy

Zadanka (nazev pracovisté), usek molekularni biologie
Pracovni protokol ,Prikaz ....... metodou PCR*
Izolace € ...

Amplifikace € ...

Gelova elektroforéza nukleovych kyselin
10. Literarni zdroje

1. Nazev vySetieni
Prikaz DNA ........ metodou PCR

Na centralnim pfijmu ...... je material pfijat k vySetfeni
—zapsan do Laboratorniho informacniho systému (LIS).
Cislo metody v lokalnim &iselniku LIS: ...

Nazev metody ..... v lokalnim &iselniku: Pfimy prakaz
DNA........ metodou PCR

Nazev a Cislo metody v globalnim &iselniku LIS: .......

Koéd vysetfeni podle Seznamu zdravotnich vykond
(o T , odbornost ...... , hazev: Prikaz DNA
mikroorganismu v klinickém materialu hybridizacni son-
dou s amplifikaci.

2. Diagnostika popisovaného mikroorganismu

Onemocnéni:
Epidemiologie:

Vyskyt:

Klinika:

Laboratorni diagnostika:
1. pfimy prikaz

2. nepfimy prikaz

3. Princip vySetreni

K priikazu izolované DNA/RNA ...... se pouziva meto-
da polymerazove fetézové reakce (PCR).

Detekce je provadéna elektroforeticky na agar6zovém
gelu barveném ethidium bromidem. (Uvést princip kon-
krétni pouzivané metodiky.)

4. Odbér a uchovavani biologického materialu

VySetfeni se provadi z ........ (vyjmenovat konkrétni
biol. materialy).

K vySetfeni je nutno zaslat ......... ml nesrazlivé krve,
....ml likvoru, ......

Preanalyticka faze:

Pfiprava pacienta (je-li nutné ji uvést):

Typ odbérové soupravy (zkumavky):

Podminky odbéru (je-li nutné je uvést):

Transport materialu do laboratore (zpUlisob a ¢asovy in-
terval pro dodani do laboratofe).

Kazdy material musi byt doprovazen kompletné vypiné-
nou originalni zadankou.

Uchovavani a stabilita materidlu v laboratofi:

Material je nutno uchovavat pfi 4 °C po dobu.... Pokud
neni material zpracovan do .... hod, je nutno ho ucho-
vat pfi -20 °C (-70 °C), pfi této teploté je stabilni po
dobu.... Pfed zamrazenim je nutno z piné krve separo-
vat leukocyty, ty pak zamrazit.

5.PriilkazDNA. ....... v biologickém materialu — pra-
covni postup

Pfed izolaci DNA je nutno vyplnit pracovni protokol s na-
zvem Priikaz DNA ...... Po vydani vysledku je pracov-
ni protokol ulozen do Laboratorniho deniku pro dané
vySetreni.

5.1.1zolace DNA

Izolace DNA ....... Z o (konkrétni biologicky
material) se provadi podle izola¢niho protokolu ...........
v mistnosti €. ....

Izolovana DNA je skladovana do provedeni PCR a vy-
deje vysledku v lednici v mistnosti €. .. ve Stitkem ozna-
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¢enych 1,5 ml zkumavkach. Na Stitku musi byt uvede-
no jméno, material a datum odbéru.

Archivace DNA: Po vydeji vysledku je DNA skladova-
na v oznacené krabicce (.....) pfi -20 °C (-70 °C) po

5. 2. Amplifikace metodou PCR

Pro prikaz DNA ..... se pouziva amplifikace ........ (uvést
oblast genu, event. genomu).

Sekvence pouzitych primera:

LB -3

U S R -3

Rozpis amplifikacni smési (,master mixu®) — v pfiloze.
Amplifikaéni smés se pfipravuje v laminarnim boxu
v mistnosti ....

Chemikalie a jejich uchovavani:

1. Tag DNA Polymeréaza (rekombinantni, koncentrace
5 U/ul), PCR pufr (10krat koncentrovany), uchovani:
-20 °C, krabi¢ka s chemikaliemi, mrazak v mistnosti
€. ..., vyrobce: .., dodavatel: ...

2. 50 mmol/l MgCl, , uchovani: -20 °C, krabiCka s che-
mikaliemi, mrazak v mistnosti €. ...., vyrobce: ...., do-
davatel: ...

3. Smés dNTPs (2,5 mmol/l kazdy nukleotid): uchova-
ni: -20 °C, krabi¢ka s chemikaliemi, mrazak v mistnos-
ti €. ..., vyrobce: ... dodavatel: ...

4.Voda: Aqua pro injectione, 10 ml, uchovani: pfi labo-
ratorni teploté, vyrobce: ..., dodavatel: ...

5. Primery: Syntézu oligonukleotidd podle pozadované
sekvence zajistuje firma .... Primery jsou dodavany
v lyofilizované formé s privodnimiinformacemi o jejich
koncentraci a Gistoté, uchovani téchto primer( je pfi
pokojové teploté. Zakladni fedéni primer( provadime
na koncentraci 100 pmol/pl (0,1 mmol/l) vodou (Aqua
pro injectione). Tyto zasobni roztoky primer( jsou ucho-
vavany pfi teploté -20 °C. Ze zasobnich roztokd nasledné
pfipravujeme pracovni roztoky primerd o koncentra-
ci 10 pmol/ul (0,01 mmol/l) uchovavané rovnéz pfi
teploté -20 °C. Primery jsou ulozeny v krabi¢ce ozna-
¢ené ..... v mrazicim boxu v mistnosti €. ...

Amplifikace probiha v termocyklérech znacky ....

od firmy ....

Nazev programu: ...

Teplotni profil:

Uvodni denaturace 94 °C 3 min.

PCR—-  denaturace 94°C30s
annealing 60°C 30s
extenze 72°C30s

denaturace, annealin, extenze 40krat

Zavéretna extenze 72 °C 7 min.

Chlazeni 10°C

5. 3. Detekce

Produkt amplifikace oblasti ... genu o velikosti .... bp
je vizualizovan na ....% agarozovém gelu barveném
ethidium bromidem. K uréeni délky fragmentd se po-

uziva vhodny velikostni marker. Elektroforeticka detekce
je provadéna v mistnosti €. ..... Agarozové gely jsou
pfipravovany podle navodu Elektroforeticka detekce
(pfiloha).

Fotodokumentace gelu je provadéna systémem ....
Zaznamy jsou pfikladany k pracovnim protokoltm
a ukladany do Laboratorniho deniku pro dané vysetreni
v mistnosti .....

6.Validace metody

Metoda je validovana podle Doplfiku k doporuceni o va-
lidaci a verifikaci analytickych metod v klinickych la-
boratofi ze dne ...Validuji se nize uvedené parametry:
6. 1. Citlivost metody (mez detekce)

6. 2. Specificita metody

(popf. dalsi validacni parametry)

7.Vydavani vysledk

Hodnoti VS pracovnik zodpovédny za vydej a interpre-
taci vysledka.

8. Kontrola kvality
8. 1. Interni kontrola kvality

Kazda analyticka série musi obsahovat uvedené kon-
troly:

a) pozitivni kontrola amplifikace (nutno uvést konkrétni
material),

b) negativni kontrola (nutno uvést konkrétni material),
¢) inhibi€ni kontrola (nutno uvést konkrétni material).

8. 2. Externi hodnoceni kvality

Laboratof se u€astni mezilaboratorniho porovnavani
zkou$ek v ramci dostupnych systémi EHK (napf.
QCMD — kontrola kvality v molekularni diagnostice), a to
jedenkrat rocné.

Certifikaty o ucasti v externim hodnoceni kvality a Cer-
tifikaty externiho hodnoceni kvality jsou uloZzeny v mist-
nosti ....ve slozce ,Kontrola kvality*.

9. PFilohy

Zadanka (nazev pracovistg), usek molekularni biologie
Pracovni protokol ,,Priikaz ...metodou PCR*

Izolace €. ...

Amplifikace €. ...

Gelova elektroforéza nukleovych kyselin

10. Literarni zdroje
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PRILOHA II:
Systémy EHK v oblasti molekularné biologic-
kych metod na extrahumannim genomu (udaje
aktualizovany pro rok 2005)

I. Externi hodnoceni kvality molekularné biolo-
gickych metod:

A) Ceska republika:

Narodni referenéni laboratof (NRL) pro hepatitidy,
SzU Praha

Hepatitis B (HBV DNA), Hepatitis C (HCV RNA). Pro-
béhla pilotni studie, od roku 2006 bude probihat oficialné
jako systém mezilaboratorniho porovnavani zkousek.
Kontakt: www.szu.cz

B) Evropska unie:

Quality Control for Molecular Diagnostics (QCMD)
Nezavisla neziskova organizace se sidlem
v Glasgow, vznikla v roce 2001 s cilem pokracovat
v kontrole kvality molekularné biologickych technik, za-
hajené z iniciativy ESVD a ESCMID po schvaleni ko-
misi EU v kvétnu 1998 v ramci Quality Control Concer-
ted Action. Je jednou z nejvétSich organizaci tohoto dru-
hu ve svété a jeji produkty a sluzby vyuzivaji ve vice
nez 60 zemich. Do programu externiho hodnoceni se
muze pfihlasit kterakoli diagnostické laboratof, ale i ve-
decké instituce, krevni banky, vyrobci diagnostik aj.
Ugast v programech je zpoplatnéna — pro téastniky z EU
300 euro za program + naklady na postovné, pro
ucastniky mimo EU 600 euro.
Programy: HSV 1/2, VZV, Chlamydia trachomatis,
Neisseria gonorrhoeae, HIV, Hepatitis B, Hepatitis C,
Hepatitis C genotypizace, Cytomegalovirus, EBV, Ente-
rovirus, Mycobacterium tuberculosis komplex
Pilotni studie k programim: Toxoplasma gondii, JC/BK
virus, West Nile virus, RSV, Legionella pneumophila,
Bordetella pertusis, Noroviry
Kontakt: www.qcmd.org

Instand e. V., (Institut fir Standardisierung und Do-
kumentation im medizinischen Laboratorium) Diis-
seldorf

Poskytuje externi kontrolu na zékladé uzaviené
smlouvy.

V oblasti molekularni diagnostiky jde o tato agens:
HSV 1/2, CMV, VZV, Parvovirus B19, Influenzavirus
A/B, adenoviry, enteroviry, Human Papillomavirus,
Neisseria gonorrhoeae, Chlamyda trachomatis, Borde-
tella pertusis, Helicobacter pylori, Borrelia burgdorferi,
Legionella pneumophilla, Salmonella enterica, Listeria
sp., Chlamydia pneumoniae, Hepatitis B, Hepatitis C,
HIV-1.

Vzorky Ize hodnotit kvalitativné i kvantitativné.
Bakterialni genom — v setu jsou dodany 4 lyofilozova-
né vzorky (0,3 ml) — 133 euro/set.

Virovy genom — v setu jsou dodany 2 x 4 lyofilozované
vzorky, (0,5 -1 ml) — 139,60—146,20 euro/set.
Kontakt: www.instand-ev.de

VQC (Viral Quality Control)

Organizovéana pfi holandském Cerveném kfizi, po-
skytuje kontrolni materidly také pro sérologii, validaéni
panely, zkousky zpusobilosti apod.

Kontakt: www.vqgc.nl

Il. Valida€ni panely a vzorky pro interni kontrolu
kvality:

QCMD
Poskytuje pro tento ucel validaéni panely z pro-
béhlych studii do vy€erpani zasob.

Instand e. V.

Nabidka: HBV, HCV genotyp 1b, HCV genotyp 2a/2c,
HIV1 subtyp B, Parvovirus B19, Cytomegalovirus,
HSV1, HSV2, VZV, adenoviry, enteroviry, lidské papillo-
maviry, viry chripky A a B.

ABI (Advanced Biotechnologies Inc)

Ma nejSirsi nabidku kontrol a v USA nejvétsi podil
na trhu v tomto oboru, zastoupeni ma také v 7 zemich
EU. Kontroly jsou kvantifikovany na 10%-10°kopii DNA
v 1l
Nabidka zahrnuje tato agens: Adenovirus 2, Adenovi-
rus 5, BK virus, C. pneumoniae, C. trachomatis LGV
typ Il, CMV, EBV, H. pylori, HCV typ 1a, HHV-6 B
z29, HHV 7 h7—4, HHV 7 ji, HHV 8 ks1, HSV 1, GHSV
2, HTLV I, HTLV II, JC virus, Mycoplasma pneumo-
niae, N. gonorrhoeae, SV—40, Toxoplasma gondii, Vacci-
nia virus, VZV. Kromé toho je v nabidce i spektrum pu-
rifikovanych vird a virovych lyzata.
Kontakt:www.abionline.com

BBI/SeraCare Diagnostics

Ma v nabidce jak spektrum kontrol Accurun, tak va-
lida¢ni panely pro kvalitativni stanoveni, genotypizaci
i kvantifikaci.
Genotypizacni panely: HCV RNA typy 1-6, HBV DNA
typy A-F, HIV RNA skupina M typy A-H PRD 201
a PRD 202, HIV1 skupina O typ O PRD 301.
Kvalitativni panely: HIV-1 RNA, HBV DNA, HCV RNA,
West Nile virus RNA, HIV-1 a HCV kombinovany,
C. trachomatis, N.gonorrhoeae, Parvovirus B19, Hepa-
titis A virus, West Nile virus.
Kvantifikacni panely: HIV, HBV, HCV, CMV.
Kontakt: www.seracare.com

PRILOHAIII:
Ovéreni specificnosti metody provedenim po-
rovnavaci studie proti ,,zlatému standardu”

V pfipadech validace kvalitativnich metod a/nebo
rozliSovacich kvalitativnich metod provadénych pomo-
ci tzv. in-house postupl je doporuceno oveéfit specific-
nost metody provedenim vyhodnocovaci (evaluaéni)
studie.

Evaluace metod detekujicich DNA/RNA infekéni-
ho agens — kategorie studii:
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e Evaluace v pfipadé, kdy je k dispozici metoda pfi-
meého prlikazu infekéniho agens, povazovana za tzv.
zlaty diagnosticky standard.

* Evaluace v pfipadé, kdy je k dispozici vice alterna-
tivnich metod, z nichz vSak zadnou nelze povazo-
vat za tzv. zlaty diagnosticky standard.

* Evaluace v pfipadé neexistence spolehlivé alterna-
tivni metody pfimého priikazu infekéniho agens.

Popisy provadéni jednotlivych kategorii evaluacnich
studii nejsou pfedmétem Dopliiku, jejich vlastni realiza-
ce je vSak povazovana za zasadni podminku validace.

P¥i praktickém provadéni téchto studii doporucuje-
me vyuzit postup pouzivany v SRN, viz pfedpis MiQ 1
(Némecka spolecnost pro hygienu a mikrobiologii).

Pozn.: Specificnost metody je zasadni charakteris-
tikou pouzité zkousky. Z informaci tykajicich se speci-
ficnosti musi byt mozZno odvodit, do jaké miry umoz-
riuje metoda provedeni v danych podminkach. Shoda
mezi vysledky ziskanymi in-house metodou a techni-
kou povaZovanou za ,zlaty standard” musi byt jedno-
znacna. Pro realizaci téchto srovnani je vhodné pouZi-
vat referen¢ni materidl.

makladatel Fady Oirac

Jan Mach a Kolektiv

~LexisMexis C7 s, r. o,

Publikace vychazejici v druhém,
upraveném a rozsifeném vydani,
obsahuje komentovany prehled sou-

Casné legislativy ve zdravotnictvi,

Z D RAVOTNI CTVi Ktery je uréen predevaim sirokému
A PRAVO

komentované predpisy

spektru jeho pracovnik{i (soukromi
Iékafi, manazefi nemocnic, distri-
butofi [éCiv a podobné), jisté bude
ale vhodna i pro advokaty, zabyva-
jici se touto oblasti, pracovniky pfi-
slusnych komor a odborovych sva-
zU a dalsi. Novinkou v tomto vyda-
ni jsou dva v roce 2004 prijaté za-
kony o zpUsobilosti k vykonu zdra-
votnického povolani.

6 LeXiSNeXiS CZ s.r.o.

LexisNexis CZ s.r. 0.,
Limuzska 2110/8
100 00 Praha 10
tel.: 274 013 268
fax: 274 013 256
e-mail: obchod @lexisnexis.cz
www.lexisnexis.cz
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