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Stanoveni glykovaného hemoglobinu metodou HPLC

Abstrakt

Tato bakalaiska prace je vénovana stanoveni glykovaného hemoglobinu pomoci metody
HPLC na dvou analyzatorech D-10 firmy Bio-Rad. V ramci prace byly zméieny a
vyhodnoceny hodnoty vzorka interni kontroly kvality na dvou pfistrojich v obdobi
listopad 2019 az biezen 2020. Byla provedena pravidelna verifikace metody na dvou
ptistrojich. Dale byly zméteny vzorky SEKK v planovaném cyklu EHK Kompenzace
diabetu KD 1/20.

Kazdy mésic bylo provddéno pravidelné srovnani obou pfistroji na laboratornich
vzorcich, celkem 50 vzorkd.

Vysledky této prace jsou soucasti sledovani kontroly kvality laboratorniho stanoveni a

podkladem pro zlepSovani kvality prace v laboratofi.

Kli¢ova slova
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Determination of glycated hemoglobin by HPL.C method

Abstract

This bachelor thesis deals with the determination of the glycated hemoglobin by the
HPLC method at two analyzers D-10 from the company Bio-Rad.

The sample values for the internal control quality were measured and evaluated for two
devices in the period from November 2019 to March 2020 in this bachelor thesis. The
regular verification of the method was realized for both analyzers. The SEKK samples
were measured in the planned survey of external quality assesment SEKK
Compensation of diabetes KD 1/20. The regular comparation of both analyzers was
performed by the measurement of laboratory samples once in the month. Overall 50
samples were measured in this period.

The results of this bachelor thesis are part of a monitoring of the laboratory
determination quality control and they are the base for the improving of the work
quality in the laboratory and the base for the increase of the effectiveness of the

laboratory’s quality management system.
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1. Uvod

Diabetes je zavazné chronické onemocnéni, které se vyskytuje, jak u déti, tak i u
dospélych jedinci. Toto onemocnéni je charakteristické poruchou metabolismu
sacharidii a hlavnim znakem je hyperglykémie. Zname nékolik typii diabetu mellitu:
diabetes mellitus 1. typu, diabetes mellitus II. typu, gesta¢ni diabetes mellitus a dalsi

specifické typy.

Pficinou tohoto onemocnéni je porucha B — bunék Langerhansovych ostravki
pankreatu. To ma za nasledek deficit inzulinu v krvi anebo jsou cilové bunky viici
inzulinu rezistentni. Lécba diabetu zahrnuje upravu stravovacich navyku a jejich ptisné

dodrzovani. Dale je ptistupovano k podavani peroralnich antidiabetik a inzulinu.

Vhodnym nastrojem pro sledovani kompenzace diabetu je hladina glykovaného
hemoglobinu, jenz vznikd neenzymatickou glykaci hemoglobinu. Hodnota glykovaného
hemoglobinu ukazuje stav glykémie za obdobi 8 — 12 tydnd. Jako glykovany
hemoglobin se stanovuje jeho frakce HbAlc. Pozadavky na metodu z pohledu presnosti
a dostupnosti vysledki se stale zvysSuji jako pocet pacientl s prokdzanou diagndézou

diabetes mellitus.

V této praci byl stanovovan glykovany hemoglobin metodou HPLC na pfistroji D-10
firmy Bio-Rad. V obdobi od listopadu 2019 do konce biezna 2020 bylo monitorovano
méteni kontrolnich materidli, bylo provedeno pravidelné mési¢ni porovnani dvou
pfistroji D-10 na pacientskych vzorcich. V bfeznu probéhl planovany cyklus EHK.

Zaroven byla provedena pravidelna verifikace metody v laboratofi.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus je zavazné chronické onemocnéni, jenz se projevuje poruchou
metabolismu sacharidi. Hlavnim znakem je zvySena hladina krevniho cukru, neboli

hyperglykémie, zpiisobena absolutnim nebo relativnim nedostatkem hormonu inzulinu.

Pro urceni diagnozy diabetu byly stanoveny koncentrace glukozy v plazmé Zilni krve na
lacno = 7,0 mmol/l, kdykoli béhem dne > 11,1 mmol/l, nebo koncentrace glukdzy ve
120. minuté oralniho gluk6zového toleran¢niho testu > 11,1 mmol/l. Pied vyslovenim
diagndzy diabetu je nutné nahodny zachyt hyperglykémie potvrdit opakovanym
méfenim z dal§iho odbéru v nasledujicich dnech (Diabetes Care 2011).

Podle pficin a pribéhu rozliSujeme nékolik typt diabetu

Tabulkac.1 Klasifikace diabetes mellitus podle WHO a ADA

DIABETES MELLITUS
I. | Diabetes mellitus I. typu

Imunitné podminény

Idiopaticky

Il. | Diabetes mellitus Il. typu

lll. | Ostatni specifické typy diabetu
Geneticky defekt funkce B-bunék
Genetické defekty Gcinku inzulinu

Onemocnéni exokrinniho pankreatu

Endokrinopatie

Chemicky a léky indukovany diabetes

Infekce

Neobvyklé formy imunologicky podminéného diabetu

Genetické syndromy asociované s diabetem

IV. | Gestacni diabetes mellitus

(Zamrazil 2007)

2.1.1 Diabetes mellitus I. typu

Pti¢inou diabetu I. typu je nedostatecnd nebo chybéjici tvorba inzulinu v B-bunkéach
pankreatu. Tento typ byva oznaCovan jako inzulinodeficientni, u kterého dochazi

autoimunitnimi  procesy a pusobenim vngjSich vlivi kdestrukci  B-bunék



Langerhansovych ostrivkll. Autoimunitni poskozovani B-bunék pankreatu spusti

obvykle prodé¢lana infekce, nejéastéji virového ptivodu (Perusi¢ova 2017).

S timto typem diabetu se setkavame piedevsim u déti a dospivajicich jedinct. Nastup
choroby byva vétsinou rychly s klasickymi ptiznaky, jako je hubnuti, zizen a Spatné
prospivani. Diabetes mellitus I. typu se vyskytuje i u dospélych jedincu.

Diabetes mellitus Ltypu, ktery se projevi az v dospélosti jedince, se oznacuje jako typ
LADA . Jedna se o latentni autoimunitni diabetes dospé€lych. Tito pacienti byvaji
zpocatku Casto povazovani za diabetiky Il.typu, ale jsou u nich prokazany protilatky
proti dekarboxylaze kyseliny glutamové (anti-GAD), které jsou charakteristické pro
diabetes mellitus l.typu (Rybka 2006). Typ LADA se velmi Casto vyskytuje spolu
s autoimunitnim onemocnénim §titné zlazy (Perusi¢ova 2017). Nedostacujici sekrece
inzulinu je nasledné potvrzena vySetfenim C-peptidu nala¢no a po stimulaci (Carlsson

et al.,2000).
Zakladni 1é¢ba spociva v podavani injekénich preparatl inzulinu dle potieb pacienta.

Jednou z moznosti podani inzulinu jsou inzulinové pumpy, jenz dopliuji inzulin
kontinualn¢. Dal§im feSenim deficitu inzulinu je transplantace bunék Langerhansovych
ostrivki, ale tato metoda je momentalné financné velmi naro¢na. Vzhledem
K autoimunitnimu charakteru onemocnéni by fesenim mohla byt 1é¢ba monoklonalnimi

protilatkami (Perusi¢ova 2017).
2.1.1.1. Inzulin, C- peptid

Inzulin je hormon produkovany B-bunikami Langerhansovych ostruvkil pankreatu
snizujici glykemii. Je nezbytny pro udrzeni normalni hladiny glykémie. Chemicky se
jedna o peptid, ktery obsahuje celkem 51 aminokyselin. Aminokyseliny jsou
uspofadany do dvou fetézci A a B, které jsou spojeny dvéma disulfidovymi mustky.
Retézec A je stabilizovan tietim disulfidovym mistkem (Barevny atlas biochemie

2012).

C-peptid je soucasti molekuly proinzulinu, ze které se uvoliiuje pfi Sté€peni na inzulin a
C - peptid. Mnozstvi C - peptidu odpovida mnozstvi uvolnéného inzulinu. C - peptid je
stabilngj$i nez inzulin a zaroven neni obsazen v injekéné podaném inzulinu, proto je ke

stanoveni vhodn¢jsi (Prisa et al. 2012).
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2.1.2 Diabetes mellitus Il. typu

Diabetes mellitus II. typu patfi mezi nejrozsifenéjsi civilizacni choroby, je téz
ozna¢ovan jako non-inzulindependentni diabetes mellitus. V Langerhansovych
ostruvcich nedochazi k destrukci B-bun¢k, ale postupné se zhorSuje jejich funkce,
nedostatek inzulinu je relativni. Tvorba inzulinu mize byt normalni nebo dokonce

zvysenad, ale cilové bunky vykazuji viici inzulinu snizenou citlivost (Perusi¢ova 2017).

Primarni pfi¢inou byva cCasto oznaCovdna obezita, jenz je zpusobend nadmérnym
pfijmem kalorii, nevyhovujicim slozenim stravy a nedostatecnou télesnou aktivitou. Pti

snizeni hmotnosti dochazi obvykle i k upravé hladiny glykémie.

Diabetes Il.typu se objevuje v dospé€losti, mnohdy bez typickych pfiznakid a zachyt
hyperglykémie je ¢asto ndhodny. Diky skrytému prubéhu ma fada nemocnych v dobé
zjisténi diagnézy mnoho komplikaci, které 1ze zahrnout do metabolického syndromu.
Mezi komplikace patii hypertenze, porucha metabolizmu lipidi, hyperurikémie,
abdominalni obezita a dalsi (Rybka 2006).

Dlouhodoba hyperglykémie je jednim z hlavnich faktord rozvoje cévnich komplikaci u
pacienta s diabetem. Podle mista postizeni cévy mluvime o diabetické retinopatii,

nefropatii nebo neuropatii (Karen,Svacina 2011).
2.1.3. Gestacni diabetes mellitus

Porucha glukézové tolerance, ktera vznikla v pribéhu téhotenstvi a po porodu
spontanné¢ mizi, je oznacovana jako gestacni diabetes mellitus. Pokud vSak

hyperglykémie pietrvava i po porodu, jde o diabetes Il.typu.
Gestacni diabetes se objevuje v priméru zhruba u 7 % tehotenstvi (King 1998).

Pro zachyt gestaniho diabetu se pouziva vySetfeni oralniho gluk6zového toleranéniho
testu (0GTT), provadéného mezi 24.— 28. tydnem gravidity. Test se provadi zatézi 75g
glukézy. Odebira se vendzni krev do zkumavek s ptidavkem fluoridu sodného nala¢no,
hodinu po zatézi a dvé hodiny po zatézi. Glykémie nala¢no nesmi presdhnout hodnotu
5,1 mmol/l, po 60. minut¢ 10,0 mmol/l nebo ve 120. minuté¢ 8,5 mmol/l. Pacientky
s patologickym vysledkem oGTT jsou odesilany na diabetologické ambulance, kde jsou

sledovany az do konce téhotenstvi (Haluzik 2009).
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Sledovani pacientek je velmi dilezité i po porodu. V prvnich letech po porodu se zhruba
u jedné tietiny pacientek vyvine klasicky diabetes mellitus. Celkové se objevi do konce
zivota diabetes u vice nez poloviny pacientek S diagnézou gestacniho diabetu

(Skrha et al. 2009).
2.1.4. Ostatni specifické typy diabetu

Mezi nejcastéjsi specifické typy diabetu patii diabetes vznikly na zakladé onemocnéni
zevné sekretorické cCasti slinivky bfiSni. Ke vzniku diabetu maze dojit 1 pfi dalSich
onemocnénich pankreatu, kam patfi napf. Cushingiv syndrom, akromegalie nebo

glukagonom (Skrha et al. 2009)

Dalsi skupinu tvoii diabetes MODY (diabetes mellitus charakteru dospélych vznikly
v mladi). MODY diabetes vznikd jako nasledek geneticky podminéného defektu
B — bunék pankreatu.  Jednd se o  autosomalné¢  dédicné  onemocnéni

(Shepherd et al. 2001)
2.1.5. Prediabetes

Prediabetes je stav, kdy je hladina glykemie vyss§i nez je normalni hodnota, ale jesté
nedosahuje hodnot diagnostickych pro diabetes mellitus. Jedna se o hodnoty glykemie
vV rozmezi 5,6 - 6,9 mmol/l. Tyto hodnoty ptedstavuji riziko vzniku jakéhokoli typu
diabetu. (Skrha et al.2009) Jedna se o stav, ktery diabetu pfedchazi a kromé rozvoje
diabetu zvySuje riziko kardiovaskularnich onemocnéni. U neléCenych pacientii

s prediabetem hrozi vznik nemoci do deseti let (www.szu.cz).

O porusené glukozové toleranci mluvime tehdy, jestlize ve 120. minuté oGTT je

hodnota glykemie v rozmezi 7,8 - 11,0 mmol/l (Karen, Svacina 2011).
2.1.6. Sledované parametry u diabetika

U pacienta s diabetes je dulezité nejen stanoveni hladiny glykémie a glykovaného

hemoglobinu, ale i sledovani dalSich parametrti.

Pro v€asné odhaleni diabetického onemocnéni ledvin se uplatituje vySetfeni albuminu
v moci, které¢ odhali zvySené vyluCovani proteinii ledvinami nezachycené kvalitativnimi
metodami. Ke stanoveni je doporuc¢eno pouzit prvni ranni moc¢ a pocitat pomeér albumin/

kreatinin, popfipad¢ protein / kreatinin (National Kidney Disease Education Program).

12


http://www.szu.cz/

Pii sledovani stavu diabetika je dale vhodné alespon jedenkrat ro¢né kontrolovat
hladinu mineralt, kreatininu, kyseliny mocové, TSH a lipidi v séru a chemické a

morfologické vySetfeni moce (Karen, Svac¢ina 2011).

2.2  Glykovany hemoglobin

Ke sledovani stavu diabetika mizeme mimo jiné pouzit stanoveni glykovaného

hemoglobinu. Glykovany hemoglobin vznika neenzymovou glykaci hemoglobinu.

2.2.1 Hemoglobin

Hemoglobin je ¢ervené barvivo erytrocytu slouzici k transportu krevnich plynt. Je
tvofen dvéma pary globinovych fetézct, ctyimi cyklickymi protoporfyriny IX a ¢tyfmi,

centralné ulozenymi atomy dvojmocného zeleza.

Protoporfyrin spolu s centralné ulozenym zelezem oznacujeme jako hem, globin tvofi
vétsSinou dva pary fetézci o a dva pary fetézcti B (97%), jen zhruba 3% tvoii
tetramer a2 82 viz Obr. ¢. . Fetalni hemoglobin je tvoren fetézci typu B a y. Struktura
hemoglobinu se b&hem embryondlniho, fetdlniho a postnatadlniho Zivota méni.
Embryonélni a fetdlni hemoglobin maji vyssi afinitu ke kysliku nez hemoglobin u

dospélych (Penka, Tesafova 2011).

Obrazek ¢. 1 Molekula hemoglobinu

globinove fetézce

globinove retézce

www.studiumbiochemie.cz
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2.2.2  Glykace hemoglobinu

Glykaci nazyvame proces, pii kterém se aldehydicka skupina gluk6zy navéze na volné
aminoskupiny bilkovin. Tato reakce neni katalyzovéana Zzadnym enzymem, proto je
oznacovana jako neenzymatickd. Rychlost reakce zavisi na koncentraci glukézy,

protoze koncentrace bilkovin v krvi je téméft konstantni.

Glykace ma dvé faze. Nejprve dochazi kondenzac¢ni reakci ke vzniku Schiffovy baze.
Tato reakce je zvratna a pii poklesu piechodné hyperglykémic se glukdza z vazby
uvolni. Je-li vSak hyperglykémie dlouhodobéjsi, dochazi k intramolekularnimu
pfesmyku a vzniké tzv. Amadoriho produkt viz Obr.¢. 2. Tento krok je jiz nezvratny a

molekula glukdzy zistava na bilkoviné po celou dobu jeji existence (Racek 2006).

Obrazek ¢. 2 Glykace hemoglobinu

H

Hib-MH 2 « 0O Hix-N., Hb-M

o —H C—H CH2

He—g —0H H— —H C=0
L . — |

H——H = HO—C —H — HO—(—H

-H
H—C—OH 2 H—C—oH Amadoriho ¢ oy
| presmyk

H—C-—0OH H—i—OH H—C—OH
CHz2DH CHzOH - HzOH

Glukasa Aldimin Ketoamin

{Schiffova baze)

(www.is.muni.cz)

Glykaci podléha rovnéz hemoglobin v erytrocytu. Pii glykaci vynikaji tfi derivaty, které
oznac¢ujeme jako HbAla, HbAlb a Hbalc viz Obr. ¢.3 . Jako glykovany hemoglobin

stanovujeme frakci HbA I¢, ktera piedstavuje vlastni stabilni ketoamin (Racek 2006).
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Obrazek ¢. 3 Typy hemoglobint

Slozen ze 4 podjednotek
2a+2B=HbA(95%)
2a+26=HbA2(2-3%)
/ 1 \2 o+ 2y = HbF (<2 %)
NormalniHby Ay, HbA2
u dospélych «ap i
Fetalni Hb

95 % (2-3%) (<2 %)

Neglykovanl' / lﬂ Glykovany
94 % / 1 \

Hlavni glykovany Hb
_ ) J<Z >20 et VyuZivan pro

kontrolu glykémie
5 % gly

(Www.is.muni.cz)

2.2.3  PouZiti glykovaného hemoglobinu

Glykovany hemoglobin Hbalc udava dlouhodoby stav glykemie za obdobi 8 az 12
tydni v zavislosti na dob€ Zivota erytrocytll. Primérna doba Zivota erytrocytu se uvadi

120 dnti (doporu¢eni CSKB 2019).

Stanoveni glykovaného hemoglobinu se zatim nevyuZziva k ur€eni diagnézy diabetu
mellitu, ale jeho koncentrace je vhodnym nastrojem pro kontrolu kompenzace diabetu.
Pti ndhodném nalezu vysSi hodnoty glykovaného hemoglobinu je nutné diagnoézu
diabetu potvrdit nebo vylouc¢it pomoci stanoveni glykémie na la¢no ¢i provedenim
oGTT.

Koncentrace glykovaného hemoglobinu se udava v mmol/mol hemoglobinu. Starsi
literatura udava hodnoty koncentrace v % z celkového hemoglobinu (Racek 2006).
Hodnoty v % byly v Ceské republice pouzivany do 31. 12. 2011. Pro piepolet na

jednotky mmol /mol se pouziva vypocet:

X (mmol/mol) =10 x X (%) (doporuceni CSKB 2019)
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2.2.4  Stanoveni glykovaného hemoglobinu

Glykovany hemoglobin se stanovuje z plné krve s pfidavkem Kz EDTA (draselnéa stl
kyseliny ethylendiamintetraoctové). Stabilita odebraného materidlu je 2-3 dny pfi
teploté 18-26 °C, 5-7 dni pii teploté 2-8°C. Ke stanoveni jsou k dispozici rizné metody,
které jsou zalozeny na rozdilnych separacnich principech nebo imunochemické metody.

(Encyklopedie laboratorni mediciny).
2.2.4.1. Vyhody stanoveni

Pti stanoveni glykovaného hemoglobinu nemusi byt pacient nalacno, odbér 1ze provést
kdykoli béhem dne bez piedeslé piipravy. Preanalytické podminky pro stanoveni jsou
jednodussi nez u stanoveni glykémie, analyt je stabilni a vysledek neni ovlivnén

glykolyzou.

ZvySena hodnota glykovaného hemoglobinu ukazuje na chronickou hyperglykémii,

zatimco pii zjisténi hyperglykémie miZe jit jen o pfechodny stav (Skrha et al. 2009).
2.2.4.2. Nevyhody stanoveni

Nevyhody stanoveni vychazeji ze zmény délky zivota erytrocytu. Pacient, jehoz
prumérna doba zivota erytrocytu je krat$i nez uvedenych 120 dni, bude mit i snizenou

hodnotu glykovaného hemoglobinu a naopak.
Tyto zmény jsou ukéazany v nasledujici tabulce ¢. 2.

Tabulka ¢.2 Zmény hodnot HbAlc pro stiedni hodnotu HbAlc =53 mmol/mol pfi

zvolené stifedni délce Zivota erytrocyti 120 dnil

Stredni doba Zivota erytrocyti 110 dnd 120 dni 130 dni
Hodnota HbAlc 46 mmol/mol |53 mmol/mol |60 mmol/mol
(doporuceni CSKB 2019)

Hodnotu glykovaného hemoglobinu mohou ovliviiovat 1 skutecnosti nesouvisejici
s diabetem jako napiiklad hemoglobinopatie, t€hotenstvi nebo hemolytickd anemie

(Skrha et al. 2009).
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Mezi dalsi faktory, které mohou ovlivnit hladinu glykovaného hemoglobinu, patii
hyperbilirubinémie, hypertriacylglycorolémie, alkoholismus nebo uzivani nekterych

1€k, jako jsou salicylaty nebo vitamin C (Goldstein et al. 2004).

Z hodnoty glykovaného hemoglobinu nelze zjistit pfitomnost ndhodnych hyperglykemii
nebo hypoglykemii. Velké kolisani mezi témito hodnotami neni pro diabetika optimalni,
ale glykovany hemoglobin ukaze primér téchto glykemii, ktery mize byt v poradku
(Lebl et al. 2016).

Frekvence stanoveni glykovaného hemoglobinu zalezi na typu diabetu, pouzité 1é¢bé a
aktudlni kompenzaci. Doporucuje se stanovit glykovany hemoglobin alespoii jednou
ro¢né u vSech pacientt s diagnozou diabetes mellitus. U pacientd 1é¢enych inzulinem je
doporuceno vysetiit glykovany hemoglobin kazdé tfi mésice, u pacientli, kterym jsou
podavana perordlni antidiabetika jednou za 3-6 mésici dle stavu pacienta

(Hazulik 2009).

Tabulka ¢.3 Sledovani stavu diabetika

HbAlc (mmol/l) Interpretace

20 az 42 referen¢ni interval (dospéli, negravidni)

43 az 53 kompenzovany diabetes (dospéli, negravidni)

>53 dekompenzovany diabetes, signal ke zméné terapie a
rezimu

<59 kompenzovany diabetes v détském véku

(doporudeni CSKB 2019)

Udaje v literatuie, které se tykaji rozhodovacich mezi, se &asto lisi. Tyto rozdily jsou

zavislé na zvolené metodé stanoveni.
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2.3 Metody stanoveni glykovaného hemoglobinu

Glykovany hemoglobin Ize stanovit pomoci imunochemickych metod, iontoveé-
vyménné chromatografie, afinitni chromatografie, HPLC, elektroforézy nebo
izoelektrické fokusace. K dispozici je vice nez 30 raznych metod vhodnych ke

stanoveni glykovaného hemoglobinu (Encyklopedie laboratorni mediciny).

2.3.1 Chromatografie

Chromatografie je separacni analyticka metoda poskytujici kvalitativni i kvantitativni
informaci o analytu. Vyuziva rozdéleni latek mezi dvéma nemisitelnymi fazemi. Jedna
je vzdy pohyblivd (mobilni), druha nepohyblivd (staciondrni). Mobilni fazi je
pohybujici se kapalina nebo plyn, stacionarni fazi je sorbent, pevna latka nebo kapalna
latka fixované na povrchu pevné latky. Rozdélovani mize probihat v separacni koloné

nebo na plose-tenké vrstve (Pertile E. 2017).

2.3.1.1. Rozdeleni chromatografii

Chromatografie Ize rozdé€lit podle typu mobilni faze na plynovou nebo kapalinovou.
Dalsim kritériem pro rozdéleni chromatografii je zptisob provedeni, bud’ na plose, kam

patii tenkovrstevna nebo papirova chromatografie, anebo chromatografie v koloné.

Chromatografie lze rozdélit i podle principu separace na rozdélovaci, adsorpéni,

iontoménic¢ovou, gelovou a afinitni.

2.3.1.2. Chromatogram

Vysledek analyzy je detektorem zaznamenan na chromatogramu v podobé¢ pikii. Pokud
je analyzovand smés dobie rozdélena, pak kazdy pik znazoriiuje jednu slozku smési.
Poloha piku na ose x urcena pomoci reten¢niho €asu udava, o jakou latku se jedna.
Pomoci plochy piku nebo jeho vysky urCujeme koncentraci analytu. Za idedlni

povaZzujeme uzky a symetricky pik.
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Obrazek ¢.4 Chromatogram
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Zakladni pojmy pouzivané v chromatografii:

e Retencni Cas, je doba, kterd ub&hne od naneseni vzorku na kolonu do prichodu
stanovované latky detektorem

e Pik- graficky zdznam detektoru pfi prichodu stanovované latky

e Vyska piku- vzdalenost mezi zakladni linii chromatogramu a vrcholem piku

o Siika piku- $itka piku u zékladni linie chromatogramu

e Plocha piku- plocha, kterou ohranicuje pik na chromatogramu, idealnim tvarem
piku je Gaussova kiivka

e Utinnost kolony- udavéd, jak kvalitng lze na koloné oddélit rozné latky,
matematicky se vyjadiuje poctem teoretickych pater, coZ je bezrozmérna

veli€ina, ktera tika, kolikrat je dany analyt na koloné& rozdélen (Dastych 2014).

2.3.1.3. Detektory

Nejcastéji uzivanym detektorem je spektrofotometr pro méfeni absorbance ve viditelné
a ultrafialové oblasti. Podminkou pouZiti spektrofotometru je schopnost rozdélenych
analyti absorbovat svétlo urcCité vinové délky. Pii plynové chromatografii se nejvice
pouziva plamenovy ioniza¢ni detektor. Hmotnostni spektrometr identifikuje jednotlivé

analyty na zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti (Dastych 2014).
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2.3.1.4. Derivatizace

Nekteré analyty je nutné pro chromatografické stanoveni upravit, je potfeba provést
derivatizaci vzorku. Derivatizaci tvoii soubor reakci, které vedou k tvorbé derivata
analytil, jenz maji vhodnéjsi vlastnosti pro separaci nebo detekci. Tyto reakce mohou
probihat pfed nebo v pribéhu separace ¢i po ukonceni separace pied vstupem do

detektoru (Cibi¢ek, Vacek 2014).

2.3.2 HPLC

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) patii Vv klinickych laboratofich
K nejcastéji pouzivané metod¢. Jedna se o rychlou a piesnou metodu, kterda je

v kombinaci s hmotnostnim spektrofotometrem povazovana za referenéni.

Mobilni fazi u HPLC je kapalina. Pokud je po celou dobu déleni pouzitd mobilni faze
konstantni, je eluce rozd€lenych latek oznacovana jako izokraticka. Méni-li se sloZeni

mobilni fize béhem déleni, potom je tento zpiisob oznacovan jako gradientovy.
2.3.2.1. Konstrukce kapalinového chromatografu

Kapalinovy chromatograf se sklada z vysokotlaké pumpy, injektoru, délici kolony,

detektoru a vyhodnocovaciho zatizeni (pocitacova jednotka) viz obr. €. 5 .

Vysokotlakd pumpa musi zajistit konstantni pritok mobilni faze kolonou bez kolisdni
tlaku a objemu mobilni faze. Vyuzivaji se tlaky az 40 MPa. K zamezeni kolisani tlaku

pii pohybu pistu je mozno vyuzit dvoupistové pumpy.
Kvili vysokému tlaku v délicim systému chromatografu se pro nastiik vzorku pouziva
injektor, ktery 1ze mechanickym pootocenim ptipojit nebo odpojit od délici kolony.

vvvvvv

pohybuje kolem 25 cm. Novéjsi pristroje jsou vybaveny kolonami o délce 3-5cm. Na
kratSich kolonach probiha rozdéleni rychleji (Dastych 2014).

Vnitini povrch kolony musi odolavat chemickému puisobeni pohyblivé faze, aby
nedoSlo k ovlivnéni vysledkii analyzy. Komeréné dodavané kolony maji vnitini primér
2,1- 5 mm a jsou plnény ¢asticemi o velikosti 1-10 um (Novakova 2013).

Pii kapalinové chromatografii 1ze vyuzit vSechny detektory popsané v kapitole 4.1.3.
Vybér detektoru zavisi na povaze stanovovaného analytu.
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Obrazek ¢. 5 Schéma kapalinového chromatografu
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2.3.2.2. Vyuziti HPLC v medicine

V klinickych laboratofich patii chromatograf mezi casté vybaveni. Kromé glykovaného
hemoglobinu se chromatografie pouziva ke stanoveni koncentrace katecholamin,
aminokyselin, steroidd a vitamini. Chromatografii lze vyuzit i ke stanoveni hladin

podavanych 1ékt pro spravné nastaveni terapeutické davky (Cibicek, Vacek 2014).

2.3.3  Ostatni metody pro stanoveni Hbalc

2.3.3.1. Imunochemické metody

Imunochemické metody stanovuji glykovany hemoglobin pomoci monoklonalnich nebo
polyklonalnich protilatek, které rozeznavaji aminokyseliny na amino-konci B-fetézce
nebo glukoézovy zbytek, pfipadné oboji. Vyuzivaji se ov¢i polyklondlni protilatky.
Vznikly komplex je méfen pomoci imunoturbidimetrie, méfime zménu absorbance.
Zména absorbance je pfimo umérna koncentraci glykovaného hemoglobinu ve vzorku

(BioVendor).
2.3.3.2. lontové-vymenna chromatografie

Iontové-vyménnad chromatografie vyuzivda méné kladn€ nabitych frakci glykovaného
hemoglobinu pfi neutrdlnim pH. Tyto frakce maji slabsi vazbu k negativné nabité

pryskyfici a jsou eluovany diive. U nemocnych s B-talasemii nelze tato metoda pouzit,
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poskytuje falesn¢ zvysené vysledky. Ke stanoveni je vyuzita fotometrie. (Encyklopedie

laboratorni mediciny)
2.3.3.3. Afinitni chromatografie

Pii afinitni chromatografii se vyuzivaji kolony s kyselinou boronovou, na kterou se
glykovany hemoglobin véaze. Nejprve dojde k eluci neglykovaného hemoglobinu,
nasledné je glykovany hemoglobin z boronatové vazby vytésnén sorbitolem a posléze

eluovan. Jednotlivé frakce jsou detekovany fotometricky (Bulletin FONS.cz).
2.3.3.4. Elektroforéza

Elektroforetickd separace glykovaného hemoglobinu se provadi na agaru. Je vyuzita
schopnost volnych N-koncovych skupin neglykovaného hemoglobinu reagovat
snabitymi skupinami Vv agaru nebo pufru. V kyselém prostiedi neglykovany
hemoglobin putuje k anodé, vétsina glykovanych hemoglobinti ke katodé a frakce

Hbalc ztistava v misté aplikace. Jednotlivé frakce se vyhodnocuji denzitometricky.
2.3.3.5. Izoelektricka fokusace

Jednotlivé frakce hemoglobinu jsou pii izoelektrické fokusaci separovany na zakladé
jejich rozdilné migrace v polyakrylamidovém gelu s gradientem pH 6-8. K detekci je

vyuZit denzitometr (Encyklopedie laboratorni mediciny).

2.4 Vlastnosti analytické metody

Pro pouziti metody V klinické laboratofi je potieba splnit n€kolik parametrd. Tyto
parametry jsou denné sledovany pomoci interni kontroly kvality a ctvrtletné v ramci

externi kontroly kvality.

Metody pro stanoveni glykovaného hemoglobinu musi splilovat poZadavky uvedené

V nasledujici tabulce.

Tabulka €. 4 PoZadavky na analytickou kvalitu méteni

Mezilehla preciznost Pravdivost (bias) Celkova chyba

CV<3% b<20% TE < 5 mmol/mol

(doporuceni CSKB 2019)
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2.4.1 Preciznost

shody mezi nezéavislymi vysledky analyz ziskanych za predem urCenych podminek.
Pokud je metoda precizni, potom vysledky opakovanych analyz nejsou vyznamné
rozdilné. Tésnost shody nezdvislych vysledkd ovliviiuji ndhodné chyby, které nelze
zcela vyloucit. Nahodné chyby odchyluji vysledek od skute¢né hodnoty nepravidelné

K niz8im i vy$§im hodnotam (Mezinarodni metrologicky slovnik).

Mira preciznosti se vypocitavd jako smeérodatnd odchylka opakovanych vysledkl
analyzy. Cim je preciznost mensi, tim vétsi je smérodatna odchylka. Casto se preciznost
vyjadfuje terminem variani koeficient, ktery se vypocitdva jako pomér smeérodatné

odchylky a praiméru vysledkt opakovanych analyz.

Pokud analyzu opakujeme za stejnych analytickych podminek ve stejny Cas, stejnou
osobou na témze analyzatoru v sérii, mluvime o opakovatelnosti metody. Jestlize vsak
opakovani provadime mezi dny po sobé jedenkrat denné za stejnych podminek,

pouzivame termin reprodukovatelnost metody (www.sekk.cz).

Mezilehla preciznost (CV) je opakovatelnost ve stejné laboratofi, v §ir§im casovém
useku, kdy doslo ke zméné kalibrace, Sarze reagen¢ni soupravy nebo zméné obsluhy

(Hercova 2012).

Pro vypocet mezilehlé preciznosti pouzivame vzorec:
S

CV(%) =—* 100
X

kde s je smérodatna odchylka, x je aritmeticky pramér

Vypocet pro smérodatnou odchylku:

kde n je pocet méfeni vzorkd, x; je i-té méfeni (vysledek), X je aritmeticky pramér
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2.4.2 Pravdivost

Pravdivost ukazuje, jak tzce se shoduje primér zmétenych koncentraci analytu pii
opakovanych meéfenich se skuteCnou hodnotou koncentrace analytu ve vzorku.
Pravdivost kvantitativné vyjadiujeme jako velikost odchylky — bias, kterou pocitime

podle vzorecku:

X — X
X0

bias (%) — * 100

X, ve vzorecku predstavuje dohodnutou referen¢ni hodnotu

Pravdivost metody vymezuji systematické chyby, které vychyluji vysledek vzdy jednim
smérem (Racek 2006).

2.4.3 Piesnost

Metoda nemize byt jen precizni nebo pravdiva, musi platit oboji soucasné. Presnosti
tedy rozumime kombinaci preciznosti a pravdivosti. Matematicky je piesnost vyjadiena
jako celkova chyba meéfeni TE (total error), ktera je rovna souétu nahodné a

systematické chyby méteni (Westgard,J. O., Westgard, S. A.).

TE = 1,96-s + bias

2.4.4 Validace a verifikace

Validaci se rozumi proces, pii kterém se ziskavaji nezaujaté dikazy, ze metoda, postup
nebo pfistroj maji takové vlastnosti, které jsou pro zamyslené pouziti vyZzadovany.
Klinickd laboratof nesmi pouzivat metody, které by nebyly validované. Pro

certifikované metody validaci zajist'uje vyrobce.

Pojem verifikace se pouziva pro ovéfeni, zda valida¢ni idaje vyrobce jsou totozné i

ve specifickych podminkach konkrétni laboratofe (Racek 2006).

2.45 Interni kontrola kvality

Interni kontrola kvality patii mezi nastroje k zajisténi bezpeci pacient. Diky kontrole

kvality v laboratofi je zajisténo vydani validniho vysledku, ktery je pouzitelny pfi
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diagnostickém a terapeutickém rozhodovacim procesu. Cilem kontroly kvality je urcit a

minimalizovat analytické chyby.

Interni kontrola kvality se v klinickych laboratofich provadi denné analyzou obvykle
dvou kontrolnich vzorkd o rozdilnych koncentracich analytu. Koncentrace kontrolnich
materiald by se m¢ly blizit klinicky rozhodovacim hladindm. Na zakladé¢ vysledkt
kontrol se laboratoi rozhoduje, zda je metodu mozné pouzit na méfeni pacientskych
vzorktl. Jestlize vysledky interni kontroly nejsou uspokojivé, musi dojit k napravé —
napf. kontrola reagencii, nova kalibrace metody a opakovani méfeni kontrolnich vzorkt

(Encyklopedie laboratorni mediciny).

2.4.6  Externi kontrola kvality

Externi hodnoceni kvality EHK je periodicka kontrola kvality probihajici zpravidla
ctvrtletné na zdkladé mezilaboratorniho srovnani. Po uspé$ném absolvovani EHK
dostane laborator certifikat platny jeden rok, kterym se udé€luje osvédceni pro
srovnatelnost vysledki ve skupiné nebo névaznost vysledkli na vztaznou hodnotu
referenéniho materidlu u provadéné metody. Pro akreditované laboratofe je Ucast

v systému EHK povinna (www.sekk).

EHK je soucasti ¢innosti zajisténi kvality v biochemickych laboratofich je organizovano
a zhodnocovano poskytovateli EHK, vtomto pfipadé firma SEKK  spol sr.o.
Pardubice. Firma SEKK vramci provadéni mezilaboratorni kontroly rozesila
ucastniktim kontrolni vzorky, které nasledné vyhodnocuje podle pfedem danych kritérii
a zasila ucastnikiim certifikdty a osvédceni o ucasti v jednotlivych cyklech. Kazdy
cyklus ma stop termin pro odevzdani vysledkd. Pokud tcastnik do tohoto terminu
neodesle pozadované namétené hodnoty, nebude zahrnut do mezilaboratorniho srovnani

a neobdrzi certifikaty.
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3. Cile prace

Pti zpracovani mé bakalaiské prace jsem si stanovila nékolik cil a k tomu odpovidajici

hypotézy.

Cil 1: Sledovéni interni kontroly kvality v obdobi listopad 2019 — biezen 2020 a

statistické zpracovani naméfenych dat.

Hypotéza 1 : Sledované analytické znaky metody odpovidaji pozadavkim uvadénym

v Doporuéeni CSKB.

Cil 2: Verifikace metody na dvou pfistrojich D - 10 a vypracovani verifika¢nich
protokolti, posouzeni analytickych vlastnosti metody z hlediska pouziti dané metody v

laboratofi

Hypotéza 2 : Metoda je vhodna ke klinickému pouziti.

Cil 3 : Ugast v cyklu EHK, méfeni kontrolniho materialu.

Hypotéza 3 : Ziskani certifikatu platného 1 rok, 100 % tspésnost v cyklu EHK.

Cil 4 : Srovnani obou piistroji na 50 laboratornich vzorcich, porovnani pacientskych

vzorkd metodou linearni regrese.

Hypotéza 4 : Mezi piistroji se nebudou na méfenych vzorcich vyskytovat statisticky

vyznamné rozdily.
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4. Metodika

Vsechna méteni byla provadéna na piistroji D-10 firmy Bio-Rad na Odd¢leni klinické
biochemie Nemocnice Piibram a.s.. Méfeni byla provadéna v obdobi listopad 2019 az

bfezen 2020, bylo porovnano 50 pacientskych vzorkl na dvou piistrojich D-10.

Obrazek ¢.6 Analyzator D-10 firmy Bio-Rad

(uzivatelsky manual D-10)

Jedna se o pln¢ automatizovany analyzator, ktery se sklada zjednoho modulu a
zajistuje pripravu vzorkd, jejich separaci i detekci jednotlivych frakei. Analyzator
pracuje na principu HPLC.

K separaci vzorku dochazi v iontoménicové koloné€ diky interakci iontli mezi vzorkem a

kolonou, mobilni fazi je pufr s rostoucim gradientem iontové sily. Detekce je provadéna

fotometricky, zména absorbance je métena pii 415 nm.

4.1 Popis pristroje

Obrazek ¢.7 Cast pro zpracovani vzorki (uzivatelsky manual D-10)

o © © ©




V této Casti piistroje se nachazi pipetovaci jehla obr.c.7 (¢.2), kterd po propichnuti
primarni zkumavky nasaje vzorek a pienese ho do jamky na vzorky obr.¢.7 (¢.3), kde
dojde k fedéni vzorkd. Pro zabranéni kontaminace vzorkid je pipetovaci jehla i jamka
mezi jednotlivymi vzorky oplachovana. Drzdk na zkumavky obr.C.7 (¢.4) ptfidrzuje
primarni zkumavku pfi propichovani jehlou. V této Casti analyzatoru se nachdzi i ctecka

¢arovych kodu obr.€.7 (€.5), slouzici pro identifikaci vzork.

Obrazek &. 8 Cast pro analVyzu vzorki

(uzivatelsky manual D-10)
Dalsi casti pristroje je dvoupistové vysokotlaké Cerpadlo obr.c.8 (€.2). Vstiikovaci
ventil obr.¢.8 (¢.3) tidi nasati a vzorku a jeho pienos do analytické cesty pfistroje.
Vstiikovaci ventil je propojen s tficestnym ventilem, smyckou vzorku, pipetovaci
jehlou, proplachovanim pistu a tlakovym senzorem obr.¢.8 (¢.4), ktery monitoruje tlak
Vv analyzatoru. Proporciondlni ventil obr.€.8 (¢.5) reguluje binarni gradient. Ohfivac
kolony obr.c.8 (€.6) zajistuje konstantni teplotu béhem analyzy vzorku. V této Casti
analyzatoru se nachézi 1 detektor pro méfeni absorbance, ktery vSak na obrazku neni

zobrazen.

28



Obrazek ¢.9 Boc¢ni ¢ast analyzatoru

(uzivatelsky manual D-10)

Zde se nachazeji ventily obr.€.9 (¢.3) regulujici vakuum v jamce na vzorky a promyvaci
stanici. Vnitini odpadni lahev obr.¢.9 (¢.4) zajistuje sbér roztokd z jamky na vzorky a
promyvaci stanice. Stfikacka obr.¢.9(¢.5) se vyuziva pro nasati potfebného mnozstvi
vzorku a fediciho roztoku. Dal§im vyuzitim stfikacky je odméfeni a dopraveni
promyvaciho i fediciho roztoku do pipetovaci jehly a jamky a poté k néslednému
proplachovani Cerpadla. K odstranéni rozpusténych plynt v eluénich roztocich slouzi
odvzdusnovac, ktery na snimku neni zobrazen. Tticestny ventil obr.¢.9 (¢.7) je propojen
se stiikackou tak, aby nasavala promyvaci a fedici roztok nebo plnila jamku na vzorky

(uzivatelsky manual D-10).

4.2  Pracovni postup

K vysetieni pouzivame vzorky plné krve odebrané do zkumavky s protisrdzlivym
¢inidlem, v naSem ptipadé KsEDTA. Lze vyuzit i kapilarni odbér, oba materialy jsou
rovnocenné. Pfi kapilarnim odbéru se odebird krev do sklenéné kapilary o objemu 5 pl a
ihned po odbéru je kapilara vlozena do mikrozkumavky s 1500 ul ftediciho roztoku.
Mikrozkumavka s kapilarou musi byt dikladné promichana, aby doslo k uvolnéni krve

z kapilary a nedoSlo k tvorbé sraZeniny.

Vzorky jsou do analyzatoru vkladany v zasobniku na vzorky. Na jedno spusténi

analyzatoru je moZno zpracovat jeden zasobnik, ktery obsahuje maximalné 10 vzorkd.
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Pokud je vzorek nabran do mikrozkumavky, je potieba ji do zasobniku vlozit v adaptéru
s magnetem. Vzorky plné krve jsou fedény ve dvou krocich, u mikrozkumavek

v adaptéru je prvni krok vynechan.

Pred zacatkem méfeni pacientskych vzorkd je nutné nejprve zkontrolovat mnoZzstvi
reagencii a zméfit hladinu kontrolniho vzorku. Pokud je hodnota kontroly mimo
stanovené rozmezi je potieba analyzator ptekalibrovat a znovu provést méieni

kontrolniho vzorku. Pfistroj kalibrujeme vzdy pti kazdé vymeéné reagen¢ni soupravy.

Vsechny vzorky jsou opatfeny Stitkem s carovym kdédem, pod kterym je vzorek
analyzovan a vysledek je automaticky pfeposlan do LISu. Pokud vzorek ¢arovy kod
nema, je mozné tento vzorek do analyzatoru zadat manualné¢ pred zacatkem analyzy.

Tento vysledek vSak musi byt ru¢né prepsan i do LISu.

Po vlozZeni kazdého zdsobniku se vzorky do pfistroje si nejprve analyzétor ptipravi pH
gradient pufru potfebny pro analyzu vzorkll. Tento proces trvd 3 minuty. Poté je

zahdjena vlastni analyza vzorki.

Zasobnik se vzorky se vlozi do analyzétoru skrze dvitka zadsobniku a po nacteni vzorki
se spusti test pomoci START. Po ukonceni analyzy se vysledky vytisknou a archivuji
Vv softwaru pfistroje. Odeslani vysledkit do LISu probiha automaticky, kde podléhaji

lékafské kontrole.

Po nacteni vzorku pipetovaci jehla propichne vicko primarni zkumavky, nasaje vzorek a
prenese jej do jamky, kde je vzorek ziedén. Poté pipetovaci jehla nasaje ¢ast fedéného
vzorku, zbytek je z jamky odsat. Nasledn¢ je nasaty vzorek vracen do prazdné jamky a
probiha druhé fedéni. Cést dvakrat fedéného vzorku je opét nasita jehlou a vstiiknuta
do proudu promyvaciho roztoku. Tato smés protéka kolonou, kde je vzorek rozdélen na
jednotlivé frakce. Rozdé€lené frakce prochazeji detektorem, kde je méfena zména
absorbance pii 415 nm. Nakonec je cely systém proplachnut promyvacim roztokem, aby

nedoslo ke kontaminaci nasledného vzorku.

Analyza zasobniku pln€ obsazeného vzorky (10) i s vytvofenim gradientu trva 33 minut.
Poté je zasobnik z analyzatoru vyjmut a cely proces se muze opakovat s dalSi sérii

pacientskych vzorku. (uzivatelsky manual D-10)
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4.2.1 SloZeni reagencni soupravy

Souprava D-10 Hemoglobin Alc kat.¢. 220-0101 firmy Bio-Rad obsahuje:

e Buffer 1- eluéni pufr 1 — kat.¢. 220-0110 — bis-tris fosfatovy pufr pH 6,0

e Buffer 2- eluéni pufr 2 — kat.¢. 220-0111 — bis-tris fosfatovy pufr pH 6,7

e Wash solution — promyvaci / fedici roztok — kat.¢. 220-0112 — deionizovana
voda

e Souprava kalibrator / diluent — kat.¢. 220-0118

e Primer (hemolyzat) — kat.¢. 220-0148

Mezi spotiebni materidl dodavany vyrobcem V reagencnim setu patii:

e Chromatograficka kolona (katexova) — kat.¢. 220-0113

e Disketa s parametry programu D-10 HbAlc — kat.¢. 220-0115
e Mikrozkumavky — kat.¢. 220-0149

e Adaptér na zkumavky — kat. 220-0297

e Termopapir

(SLP, SOPT-OKB-06)

4.3 Kalibrace pristroje

Kalibrace se provadi vzdy pifi vyméné kolony nebo pokud jsou vysledky kontroly mimo
povolené rozmezi. Kalibratory hemoglobinu v soupravé jsou navazany na sadu

kalibratorti Kyoto 2002, ptipravenou pracovni skupinou IFCC pro standardizaci HbAlc.

Stanoveni glykovaného hemoglobinu na pfistroji D — 10 firmy Bio-Rad je certifikovano

dle NGSP a ma navaznost na IFCC referenc¢ni metodu.

Kalibratory jsou dodévané lyofilizované a obsahuji hemolyzat lidskych erytrocytii
s gentamicinem, tobramycinem a EDTA jako konzervanty. Pied pouzitim je nutné
kalibratory nafedit diluentem obsahujicim deionizovanou vodu s obsahem méné

nez 0,05 % azidu sodného s pH 7,0.

Pro kazdou kalibraci jsou urCeny dva kalibratory CAL 1 a CAL 2, které je potieba
piipravit k pouziti dle navodu vyrobce. Kalibratory jsou dodavany vyrobcem

lyofilizované. Kalibratory nafedime pomoci sklenéné pipety 7 ml diluentu (je soucasti
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kalibra¢ni soupravy) a nechdme rozpoustét 5—10 minut, poté je n€kolikrat promichame.
Takto pfipraveny kalibrator je nachystdn k pouziti. Rekonstituovany kalibrator je
stabilni 7 dni pti 2—8°C. Ptid€lené hodnoty IFCC jsou soucasti kazdého setu a je nutné

je zadat do analyzatoru.

Kalibratory CAL 1 a CAL 2 napipetujeme do mikrozkumavek oznacenych Carovym
kédem a v adaptéru s magnetem vlozime na prvni dvé pozice zasobniku. Na dalsi
pozice umistime kontroly. Vlozime zasobnik do analyzatoru a spustime kalibraci. Po

ukonceni kalibrace je nutné zkontrolovat jeji prab¢h a spravnost vysledka kontrol.

Pro svou kalibraci jsem pouzila CAL 1 Sarze AA90242 o hodnoté 36 mmol/mol a
CAL 2 sarze AA90243 o hodnoté 88 mmol/mol a jeji pribéh je zaznamendn na

nasledujicim obrazku.
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Obrazek ¢. 10 Prabéh kalibrace

Calibration report
Blo-Rad DATE: 05/20/2020
D-10 TIME: 10:05 AM
Calibration report SMN:#DC2F728007 Software version: 4.30-2
Blo-Rad DATE: 05/20/2020 Callbrator ID: AAG0243
D-10 TIME: 10:06 AM Injection date D3/0472020 02:41 PM
SN: #DC2F728007 Software version: 4.30-2 Injection #: 3 Method: HbATc
Calibrator ID: AAZD242 Rack# — Rack position: 2
Injection date 03/0472020 02:38 PM 0.087
Injection #: 2 Method: HbA1 ¢ |
Rack# — Rack position: 1
0.071
0.08 v
1 3
P
0.06 E
0.07 g
T F4
]
0.05 >
0.06
| 0.04
¥
0.057
- 0.031
004 k)
3
8
3 - 0.02
0031 o8 £
e = »
s F 0.0 1:00 200 3.00
0.021 1
0:0 1:00 200 3:00
By p Peak table - ID: CAL2
/ZQ// Peak Rime Helght Area  Area %
Aa 020 7037 21585 08
Peaktable - ID: CAL1 Ab 028 9311 43412 186
Peak Riime Height Area Area % @ Unknown 0.37 4028 15019 05
) ]
Ala 020 5544 18273 06 s F 048 6431 47484 1.7
Alb 0.29 7428 36964 13 S LA1/CHb-2 0.75 3753 28376 1.0
F D46 2030 17737 06 AMc 080 18217 225651 102
LAICCHb-2 0.76 2990 23795 08 P3 140 36617 181445 6.5
Mc 083 8777 110844 54 A 147 550286 2225813 79.8
P3 140 28969 150770 6.3 Total Area: 2788795
] 147 609954 2467401 87.3

Concentration:[% | mmolmol
Ac 102 88

o Rl o New New

Slope Intercept Slope Intercept
Alc 109 1.08 112 o048

Total Area: 2825783

Concentration:| % | mmolmol
Alc 54 36

(zdroj vlastni)
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4.4  Kontrola kvality

Ke kontrole kvality jsou pouzivany kontrolni vzorky firmy Bio-Rad Lyphocheck
Diabetes 1 a 2. Kontrolni vzorek 1 ma normalni hodnotu hladiny HbA 1c, v kontrolnim

vzorku 2 je hodnota HbA 1¢ patologicka.

Kontrola kvality se provadi denné alespoin na jedné hladiné a po kazdé kalibraci
pristroje se mé&fi obé hladiny kontroly. Vysledky kontrol se zapisuji do LISu, kde jsou

dlouhodob¢ sledovany a hodnoceny.

Pokud by vysledek kontrolniho vzorku byl mimo povolené rozmezi, je potfeba provést

novou kalibraci a poté opakovat méfeni kontrolniho vzorku.
Stabilita kontrol je do data expirace, po rekonstituci maximalné 7 dni pii 2 — 8°C.

Pribéh analyzy kontrolnich vzorkli po pifedeslé kalibraci je zndzornén na dal$im
obrazku. K méteni byly pouzity kontroly Lyphocheck Diabetes 1 Sarze 33971 s atestem
35 mmol/mol a Lyphocheck Diabetes 2 Sarze 33972 s atestem 86 mmol/mol.

Tyto kontroly jsem méfila denné v rozmezi listopad 2019 aZz biezen 2020 na dvou
pristrojich D-10. Tato data jsem vyhodnotila a pouzila pro zpracovani verifika¢nich
protokolll pro oba pfistroje. Prvni pfistroj (pracovné novy) ma vyrobni Ccislo

DB/B108218, druhy (pracovné stary) DC2F728007.

Rozdily v poctu kontrol jsou zplsobeny stiidanim analyzatord, oba analyzatory jsou

V provozu zaroven pii vét§im objemu pacientskych vzorkd.
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Obrazek ¢. 11 Analyza kontrolniho vzorku 1 a 2

Patient report
Blo-Rad DATE: 056/20/2020
D-10 TIME: 10:05 AM
SN:#DC2F728007 Software version: 4.30-2 5
Sample ID: CTRL 3
o
Injection date 03/04/2020 02:44 PM z
Injection #:4 Method: HbA1C §
Rack#: — Rack position: 3
0.08
0.07
0.06
0.05 ®
Q
2
0.04 9

0.03

0.02

0:0

1:00

Peaktable - ID: CTRL

Peak Rime Height Area
Ala 020 9983 49708
Alb 0.28 10768 32420
Unknown 037 3466 13087
F 045 3353 26444
LA1/CHb-2 0.74 4804 38285
Alc 0.0 12643 162548
P3 138 46033 210761
A 146 841416 3504715
D, S-window 1.61 111162 473745
Total Area: 4511714
Concentration:|% | mmolmol

Alc 54 36

2:00 3:.00

1.1
07
03
06
08
54
47
7
105

NI Q31NIHd

35

Patient report

Blo-Rad DATE: 05/20/2020
D-10 TIME: 10:05 AM
SN:#DC2F728007 Software version: 4.30-2
Sample ID: CTRH

Injection date 03/04/202002:47 PM
Injection #: 5 Method: HbA1c

Rack#: — Rack position: 4

0‘08(

L

007 J

0.06

0.05 3

0.04

S
A
0031 9 o
]
g
0.02
0.0 1:00 2:00

Peaktable - ID: CTRH
Peak Riime Height Area Aea %
Ala 020 9165 30807 08
Alb 0.28 10308 45688 12
Unknown 037 4338 18477 05
F 044 3531 27420 07
LA1d/CHb-2 0.72 5410 39359 1.0
Alc 087 25396 314418 98
P3 140 43679 219501 5.7
AD 147 765281 3178042 82.0

Total Area: 3873712

Concentration:| %

mmolmol

Alc 8.8

84

(zdroj vlastni)
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Tabulka €. 5 Piehled naméfenych kontrol

(zdroj vlastni)

Prehled namérenych kontrol HBA1c 1.11.2019 - 31.3.2020

D-10 DB/B108218

D-10 DC2F728007

HBAlc 1 HBA1lc 2 HBA1C 1 HBA1C 2
Nazev QC no Nazev QC no Nazev QC st Nazev QC st
Sarze 33971 Sarze 33972 Sarze 33971 Sarze 33972
Atest Atest Atest Atest
(mmol/mol) 35 (mmol/mol) 86 (mmol/mol) 35 (mmol/mol) 86
Atest (vyp) 36 Atest (vyp) 86 Atest (vyp) 36 Atest (vyp) 85
s (mmol/mol) 3 s (mmol/mol) 6 s (mmol/mol) 3 s (mmol/mol) 6
s (vyp) 1 s (vyp) 2 s (vyp) 1 s (vyp) 2
Hodnota Hodnota Hodnota Hodnota
(mmol/mol) (mmol/mol) (mmol/mol) (mmol/mol)
05.11.2019 35 04.11.2019 82 01.11.2019 37 04.11.2019 83
11.11.2019 35 06.11.2019 81 04.11.2019 35 06.11.2019 82
19.11.2019 37 12.11.2019 83 07.11.2019 36 18.11.2019 82
21.11.2019 38 15.11.2019 82 14.11.2019 35 20.11.2019 84
05.12.2019 38 18.11.2019 83 19.11.2019 34 02.12.2019 85
11.12.2019 38 19.11.2019 85 22.11.2019 36 04.12.2019 86
18.12.2019 36 25.11.2019 88 26.11.2019 36 06.12.2019 86
20.12.2019 37 28.11.2019 86 09.12.2019 38 10.12.2019 87
03.01.2020 36 29.11.2019 86 11.12.2019 36 11.12.2019 83
09.01.2020 37 04.12.2019 86 18.12.2019 36 17.12.2019 83
15.01.2020 38 13.12.2019 89 23.12.2019 36 31.12.2019 83
17.01.2020 35 17.12.2019 89 30.12.2019 37 08.01.2020 84
23.01.2020 37 18.12.2019 82 07.01.2020 36 13.01.2020 85
27.01.2020 37 19.12.2019 85 10.01.2020 37 20.01.2020 85
30.01.2020 37 27.12.2019 83 14.01.2020 36 22.01.2020 86
31.01.2020 37 02.01.2020 82 15.01.2020 38 23.01.2020 81
05.02.2020 35 06.01.2020 83 21.01.2020 39 24.01.2020 82
19.02.2020 38 08.01.2020 83 23.01.2020 36 29.01.2020 83
24.02.2020 38 16.01.2020 83 03.02.2020 36 12.02.2020 84
25.02.2020 38 22.01.2020 83 05.02.2020 37 25.02.2020 85
04.03.2020 37 23.01.2020 84 06.02.2020 37 26.02.2020 86
05.03.2020 37 28.01.2020 82 11.02.2020 36 28.02.2020 86
19.03.2020 37 29.01.2020 84 11.02.2020 36 02.03.2020 85
23.03.2020 37 04.02.2020 84 14.02.2020 36 03.03.2020 85
24.03.2020 37 07.02.2020 82 19.02.2020 36 04.03.2020 84
26.03.2020 37 10.02.2020 85 20.02.2020 36 20.03.2020 86
19.03.2020 37 12.02.2020 84 27.02.2020 38 31.03.2020 82
23.03.2020 37 14.02.2020 85 04.03.2020 36
24.03.2020 37 17.02.2020 86 09.03.2020 37
26.03.2020 37 18.02.2020 86 11.03.2020 37
20.02.2020 85 13.03.2020 37
21.02.2020 86 17.03.2020 38
25.02.2020 83 30.03.2020 36
26.02.2020 83
03.03.2020 83
06.03.2020 84
10.03.2020 84
12.03.2020 83
16.03.2020 84
18.03.2020 84
25.03.2020 84
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Tabulka ¢.6 Vypocty z hodnot uvedenych v tab.¢.5

D-10 DB/B108218 D-10 DC2F728007
HBAlc 1 HBAlc 2 HBA1C 1 HBA1C 2
Nazev QC no Nazev QC no Nazev QC st Nazev QC st
primér primeér prameér primér
(mmol/mol) | 36,885 | (mmol/mol) | 84,122 (mmol/mol) | 36,455 | (mmol/mol) | 84,185
s s s s
(mmol/mol) 0,993 (mmol/mol) 1,86 (mmol/mol) 1,003 (mmol/mol) 1,618
CV (%) 2,7 CV (%) 2,2 CV (%) 2,8 CV (%) 1,9
S smérodatna odchylka (mmol/mol)
Cv varia¢ni koeficent (%)
Tabulka ¢.7 Statistika kontrol , LIS
Statistika kontrol 1.11.2019 - 31.3.2020 LIS
v o Dmax
~ Sarze | Atest kontr. S Vyp. Priim. s CV | TEa
C.m. | mat. | Kontrola kontr. | (mmol/mol) | (mmol/mol) SzE/I:;( N (mmol/mol) | (mmol/mol) | (%) | (%)
HBAlc 1
165|B no 33971 35 3 12 |26 (36,885 0,993 2,69 10,77
HBA1C 1
165|B st 33971 35 3 12 |33 |36,455 1,003 2,75 9,66
HBAlc 2
165 |B no 33972 86 6 12 [4184,122 1,860 2,21 16,61
165 | B HBA1C 2 st | 33972 86 6 12 27 184,185 1,618 1,92 5,95
S smérodatna odchylka (mmol/mol)
Ccv variaéni koeficent (%)
Dmax povolena chyba uvadéna v SEKK (%)
N pocet méteni
TEa celkova analyticka chyba, total error (%)
4.5  Verifikacni protokol

Verifika¢ni protokol je v klinické laboratoti dilezitym dokumentem, ktery doklada

platnost 1daji poskytnutych vyrobcem ve specifickych podminkdch konkrétni

laboratote. Platnost protokolu je jeden rok. Z vysledki svych méfeni jsem vypracovala
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verifikacni protokoly pro oba pouzivané piistroje. Pro verifikaci jsem pouzila vzorovy

verifikaéni protokol ze SLP (SEKK) viz Obr.¢.13 a ¢.14.

V prvni casti verifikaéniho protokolu je zhodnocena mezilehla preciznost. Na tento
vypocet byly pouzity hodnoty kontrolnich vzorkti méfenych na obou hladinach na dvou
pfistrojich D-10 v obdobi 1.11.2019 — 31.3.2020 uvedenych v tabulce €. 5 .

Na ptistroji D-10 DC2F728007 (stary) bylo za uvedené obdobi zméfeno 33 kontrolnich
vzorkit HBA1c 1 a 27 kontrolnich vzorkit HBA 1c 2.

Na pfistroji D-10 DB/B108218 (novy) bylo za stejné obdobi zméfeno 26 kontrolnich
vzorkit HBAlc 1 a 41 kontrolnich vzorkt HBA1c 2.

Z téchto hodnot byl vypocitan aritmeticky primér, smérodatna odchylka a mezilehla
preciznost. Vsechny tyto idaje jsou zaznamenany v tabulce ¢.6 . Vysledek mezilehlé
preciznosti nepiekrocil ani v jednom pripadé doporuc¢enou hodnotu CV < 3 % uréenou

v Doporucéeni CSKB.
Druha ¢ast protokolu je vénovana opakovatelnosti.

Pro vypocet opakovatelnosti a nasledné pro vypocet bias byly pouzity certifikované
referen¢ni materialy firmy SEKK, vzorek A = SEKK KD 5184 a vzorek B = SEKK
KD 5185. Kazdy vzorek byl na obou pfistrojich zméten desetkrat v sérii a vypocitan
aritmeticky pramér, smérodatna odchylka, variacni koeficient a bias. Zméfena data jsou

soucasti verifika¢niho protokolu.

Pro vypocet bias je potieba znat hodnotu referen¢niho materialu, ktera je uvedena
vV dodaném Validacnim protokolu pro vzorky pouzité vcyklu EHK Glykovany

hemoglobin 5184-revize 1 a Glykovany hemoglobin 5185-revize 1., viz ptiloha ¢. a €. :

Tabulka ¢. 8 Atesty referencnich materiald Glykovany hemoglobin 5184 a 5185,

viz ptiloha ¢. a ¢.:

Vzorek A 5184 | VVzorek B 5185

Atest Hbalc (mmol/mol) 44,2 58

Nejistota referenéniho materialu U,..r (%) 0,792 0,689
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Atest hodnoty referencniho materialu je ve verifikatnim protokolu uveden jako cilova

hodnota referen¢niho materialu.

Vysledek bias splituje ve viech piipadech doporu¢enou hodnotu CSKB B < 2% viz
tab.c. 9.

Tabulka ¢. 9 Vypocitané hodnoty bias pro HbAlc (verifika¢ni protokol)

Vzorek A 5184 | Vzorek B 5185

Piistroj D-10 DC2F728007 st | B = 0,452 % B=-1724%

Pristroj D-10 DB/B108218 no | B=-0,904 % | B =-1,896 %

(zdroj vlastni)

Tteti ¢ast protokolu se zabyva pojmem kombinovana nejistota. Nejistota je udaj, ktery
charakterizuje rozmezi, v némz se vysledek méteni s danou pravdépodobnosti nachazi.

Rozsah nejistoty je zjistén experimentalné.

Kombinovana nejistota zahrnuje vSechny dil¢i nejistoty a pocita se podle vzorce:

Ur,ceI:\/CVA2 + B2 + U,?ef-i- Uz%r

kde CVa je mezilehla preciznost kontrolniho vzorku, B je bias, Uy nejistota

referen¢niho materialu a Upr nejistota primeéru referencniho materialu.

Hodnota kombinované nejistoty nesmi pfesdhnout hodnotu cilové nejistoty uvadénou
v SEKK , pro rok 2020 Dmax < 12 %. Tato hodnota od roku 2012 neustale klesa.

Tento trend je ukdzan v nasledujicim grafu.
Obrazek ¢. 12 Hodnota cilové nejistoty pro HbAlc podle SEKK

0 Povolena chyba Dmax (%) pro HBA,c podle
SEKK
20%

18% 18%
20 ’ ’ 16%

14% 14%
I 12%
0 I I

2012 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Dmax (%)

[y
o

(www.sekk)
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Kriticka diference (CD %) je rozdil mezi dvéma po sob¢ jdoucimi méfenimi u pacienta,
ktery je z klinického hlediska vyznamny. Piekroceni kritické diference vyzaduje zasah
Iékafe napf. zménu lécebného planu. Tato hodnota by neméla byt piekrocena ani

v piipadé, kdy tentyz vzorek zméfime na dvou riznych piistrojich.

Hodnota kritické diference KD (%) je soucasti vypocti provadénych ve verifikaénich

protokolech viz Obr. ¢.13 a €. 14.

Vypocet kritické diference

KD (%) = 2,77 \/CV} + CV}
CVa analytick4 chyba laboratote

CV, intraindividudlni variabilita (www.westgard.com)
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Obrazek ¢. 13 Verifika¢ni protokol D-10 DC2F728007

Verifikaéni protokol: Verifikacni protokol ze dne 31.3.2020 HBA1c st

Metoda: HBA1c
Analyzator:

Vyhodnotil: Naprstkova
Datum: 31.03.2020

1. Mezilehla preciznost

D-10 DC2F728007 st

Néazev soupravy: HBA1c
Vyrobce: BioRad
Katalogové &islo: AD40035

Datum (od - do) Pouzity material Pocet hodnot Prumér SD! CV| CV vyrobce
Vzorek 1 |01.11.2019 - 31.03.2020 |HBA1c 1 33 36,455 1,003 2,751 10,000
Vzorek 2 [01.11.2019- 31.03.2020 |HBA1c2 27 84,185 1,618 1,921 10,000
Vzorek 3
2. Opakovatelnost, bias Intraindividuaini biologicka variabilita (CV, ) = 19
Proved!: Kunikova Interindividualni biologicka variabilita (CVg )= 57
Datum: 24.03.2020 Celkova biologicka variabilita = 6,0
Pouzity material. Vzorek A= SEKK KD 5184 Presnost odvozena z biologickych variabilit (Ib»ol )= 0,9
Vzorek B= SEKK KD 5185 Bias odvozeny z biologickych variabilit (B, ) = 1,5
Vzorek C = Celkova chyba odvozena z biologickych variabilit (TE"Iol )= 3,0
Vysledné hodnoty:
1 2 3 4 5 6 T 8 9 10
Vzorek A 44,000 45,000 45,000 44,000 44,000 45,000 44,000 44,000 44,000 45,000
Vzorek B 56,000 58,000 57,000 57,000 57,000 57,000 57,000 57,000 57,000 57,000
Vzorek C
Vyhodnoceni:
Vzorek A| Vzorek B| Vzorek C| Jednotky Cilova hodnota nejistoty (%) : 12,000
Pramér 44,400 57,000 Pramen: SEKK
Cilova hodnota 44,200 58,000
j ref. materialu 0,792 0,689 % < i ) 3
SD 0516 0.471 Vysledek verifikace:  Vzorek A vyhovuje
CcV 1,163 0,827 % Vzorek B vyhovuje
CV vyrobce 0,000 0,000 %
R(x) 100,452 98,275 %
b 0,452 -1,724 %

3. Kombinovana nejistota

Vysledek méfeni se pohybuje v tomto intervalu

Kriticka diference dvou naslednych

U __ (%) |pro cilovou hodn. (pfi 95% intervalu spolehlivosti) méfeni (hodnota CD %)
Vzorek A 5,773 44,200 41,648 - 46,751 Vzorek A 8,2
Vzorek B 4,463 58,000 55,411 - 60,588 Vzorek B 4.6
Vzorek C Vzorek C
4. Ostatni znaky metody:
5. Senzitivita, specifi¢nost:
6. Zaveér:
Metoda je vhodna ke klinickému pouziti. Hodnota kombinované nejistoty je vyhovujici vzhledem k pozadavkim TMU SEKK.
Datum schvaleni: 31.03.2020 Schvalil: ing.Naprstkova Iveta
Platnost do: 31.03.2021
1 SLP -verze 3.73.01 z 11. "B.
Strana 1z 2 11.10.2019 (*B - Naprstkova [SLD])) 20.05.2020
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Obrazek ¢. 14 Verifikaéni protokol D-10 DB/B108218

Verifikacni protokol: Verifikaéni protokol ze dne 31.3.2020 HBA1c no

Metoda:
Analyzator:
Vyhodnotil:
Datum:

HBA1c

D-10 DB/B108218 nov

Naprstkova
31.03.2020

1. Mezilehla preciznost

Nazev soupravy: HBA1c

Vyrobce:

BioRad

Katalogové &islo: AD40035

Datum (od - do) Pouzity material Pocet hodnot Pramér SD CV| CV vyrobce
Vzorek 1 [01.11.2019 - 31.03.202C |HBA1c 1 26 36,885 0,993 2,692 10,000
Vzorek 2 [01.11.2019-31.03.2020 |HBA1c2 41 84,122 1,860 2,211 10,000
Vzorek 3
2. Opakovatelnost, bias Intraindividudini biologicka variabilita (CV, ) = 19
Proved!: Kunikova Interindividualni biologicka variabilita (CVg )= 57
Datum: 24.03.2020 Celkova biologicka variabilita = 6,0
Pouzity material: Vzorek A=  SEKK KD 5184 Presnost odvozena z biologickych variabilit (i) = 09
Vzorek B= SEKK KD 5185 Bias odvozeny z biologickych variabilit (B ) = 1.5
Vzorek C = Celkova chyba odvozena z biologickych variabilit (T beol )= 3,0
Vysledné hodnoty
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Vzorek A 43,000 43,000 44,000 44,000 44,000 44,000 44,000 44,000 44,000 44,000
Vzorek B 56,000 57,000 56,000 58,000 57,000 57,000 57,000 57,000 57,000 57,000
Vzorek C
Vyhodnoceni:
" Vzorek A] ~ Vzorek B]  Vzorek C[ Jednotky Cilova hodnota nejistoty (%) : 12,000
Prumér 43,800 56,900 Pramen: SEKK
Cilova hodnota 44,200 58,000
Nejistota ref. materiaiu 0,792 0,689 % , z X
SD 3.421 0.567 Vysledek verifikace: ~ Vzorek A vyhovuje
cV 0,962 0.997 % Vzorek B vyhovuje
CV vyrobce 0,000 0,000 %
R(x) 99,095 98,103 %
b -0,904 -1,896 %

3. Kombinovana nejistota

Vysledek méfeni se pohybuje v tomto intervalu

Kriticka diference dvou naslednych

U, . (%) |pro cilovou hodn. (pfi 95% intervalu spolehlivosti) méfeni (hodnota CD %)
Vzorek A 5,645 44,200 41,704 - 46,695 Vzorek A 6,8
Vzorek B 5,044 58,000 55,074 - 60,925 Vzorek B 4,9
Vzorek C Vzorek C
4. Ostatni znaky metody:
5. Senzitivita, specificnost:
6. Zaveér:
Metoda je vhodna ke klinickému pouziti. Hodnota kombinované nejistoty je vyhovujici vzhledem k pozadavkim TMU SEKK.
Datum schvaleni: 21.03.2020 Schvalil: ing.Naprstkova Iveta
Platnost do: 31.03 2021

SLD) 20.05.2020
SLP - verze 3.73.01 2 11.10.2019 (‘B - Naprstkova [

Strana 1z 1
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46 Meéreni EHK

V ramci méfeni externiho hodnoceni kvality zasila firma SEKK v kazdém cyklu
,Kompenzace diabetu SEKK KD dva vzorky o neznamé koncentraci glykovaného
hemoglobinu, oznafené kdodem cyklu a pismenem (méfené vzorky SEKK KD 1/20 A,
SEKK KD 1/20 B). Vzorky jsou dodavané v lyofilizovaném stavu. Vzorky je nutné
pted zpracovanim uchovavat pii teploté¢ 2 — 8° C a po rekonstituci jsou pfi téze teplote

stabilni 48 hodin.

Pted vlastnim méfenim je potfeba vzorky ptipravit. Pfed pfipravou vzorki je nechame
vytemperovat na laboratorni teplotu. Pokud na gumové zatce lahvicky ulpiva Cast
lyofilizovaného materidlu sklepneme jej ke dnu lahvicky jesté pted otevienim. Poté
lahvicku opatrné otevieme a piiddme 0,2 ml redestilované vody. Opét uzavieme
gumovou zatkou a nechame stat pfi laboratorni teploté 15 minut. Po uplynuti této doby
lahvicku opatrné promichame krouzivym pohybem a nechdme dalSich 15 minut stat a
znovu promichdme. Pii michani je dualezit¢ zabrénit kontaktu ftedéné¢ho vzorku
s gumovou zatkou, aby se kapalina nezachytila v jejich zahybech, protoze vzorku je

velmi malé mnozstvi.

Takto pfipraveny vzorek nafedime do mikrozkumavky v poméru 1500 pl fediciho
roztoku a 5 pl kontrolniho vzorku a dobfe promichdme. Mikrozkumavku vloZime
Vv adaptéru s magnetem do zasobniku vzorkd a vsuneme do analyzatoru. Pfed spusténim

analyzy je potieba kontrolni vzorky do pfistroje zadat ru¢né.

Pfed méfenim vzorki EHK provedeme nejprve interni kontrolu kvality, abychom
vyloucili pfipadnou chybu analyzatoru. Pokud by vysledky kontrolnich vzork byly

mimo piipustné meze, provedeme novou kalibraci pfistroje.

Zmeéfené vysledky zaslanych vzorkl odesleme zpét ke zhodnoceni do firmy SEKK. Je
doporu¢eno vysledky zadavat ke zhodnoceni pomoci webové aplikace Cibule.
PtihlaSovaci idaje do aplikace jsou soucasti pritvodniho listu. Vysledky je nutné odeslat
do dne, ktery je oznacen jako stop termin. Pokud neni k odeslani vysledkli pouzita
aplikace Cibule, 1ze vysledky odeslat doporucené s pritvodnim listem na adresu firmy

SEKK.

Po uspésném absolvovani kontrolniho cyklu obdrzi laboratot certifikat a vysledkovy

list. Na vysledkovém list¢ je uveden nazev cyklu, stop termin, naméiené vysledky
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odeslané laboratofi, vztaznd hodnota a dolni a horni mez pro Uspé$né absolvovani

cyklu.

Mnou naméfené hodnoty byly pouzity v cyklu EHK: SEKK KD 1/20 glykovany

hemoglobin

Vzorek A =75 mmol/mol

Vzorek B = 40 mmol/mol

Oba vysledky byly v povoleném rozmezi a tudiz aspésnost v cyklu EHK SEKK
KD 1/20 glykovany hemoglobin byla 100%.

Kompletni vysledkovy list je uveden jako ptiloha ¢. .

4.7 Méreni pacientskych vzorki

Bylo zméteno celkem 50 pacientskych vzorkli na obou pfistrojich D-10 a porovnany
rozdily mezi naméfenymi hodnotami. Nebylo zjistovano pohlavi ani vék pacienti.
Vzorky byly vybirdny nahodné pouze podle hodnoty glykovaného hemoglobinu tak,
nekompenzovaného diabetu. Zastoupeny byly bez rozdilu jak odbéry do zkumavek
s EDTA tak i kapilarni odbéry do mikrozkumavek. VSechny vzorky byly zpracovany

V den odbéru.

Vzorky byly méfeny za rtiznych analytickych podminek, tzn. po vyméné nového setu,

pied vycerpanim reagencniho setu a pfi riiznych Sarzich setl 1 pracovnich roztokd.

Byla provedena regresni analyza laboratornich vzorki zméfenych na dvou pfistrojich.

Z klinického hlediska byla posouzena tzv. kriticka diference dvou naslednych meéteni.

4.7.1 Linedrni regresni analyza

Linearni regresni analyza je metoda pro vyhodnoceni linearity. Hodnoty x jsou v této
metod¢€ brany jako nezavislé proménné a hodnoty y za zavisle proménné. Pfedpokladem
je konstantni smérodatna chyba v celém rozmezi métenych hodnot. Pfi jednoduché

regresi hleddme pfimku ve tvaru y = ax + b. Jednoduchou linearni regresni analyzu lze
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pouzit jen v ptipad¢, kdyz je vztah mezi obéma metodami méfeni linearni. Koeficienty
regresni piimky jsou velmi citlivé k vychylenym hodnotam, které se v porovnavanych

datech nachazeji (Pfirucka k vnitini kontrole kvality).

4.7.2 Korelacni koeficient

Korela¢ni koeficient popisuje vztah mezi dvéma hodnotami, kdy zména jedné ovliviiuje

druhou. Hodnota korelacniho koeficientu by méla byt co nejvyssi, optimalné > 0,95.

Vyhodou pouziti korelacniho koeficientu je jeho citlivost k odhaleni nahodné chyby,
k nevyhodam patii neodhaleni pfitomnosti proporcionalni nebo konstantni systematické

chyby (Ptirucka k vnitini kontrole kvality).
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Tabulka ¢. 10 Mé&feni pacientskych vzorkt

Srovnani pristrojui D-10 (pacientské vzorky)

Srovnani pristrojl D-10 (pacientské vzorky)

DC2F728007 |DB7B108218 DC2F728007 |DB7B108218
vzorek |st no rozdil | vzorek |st no rozdil
jednotky | mmol/mol mmol/mol % |jednotky| mmol/mol mmol/mol %

1 56 56 0,0 26 71 70 1,4
2 83 83 0,0 27 66 65 1,5
3 65 66 1,5 28 60 59 1,7
4 61 62 1,6 29 32 31 3,1
5 33 32 3,0 30 77 77 0,0
6 38 38 0,0 31 39 38 2,6
7 42 41 2,4 32 43 42 2,3
8 38 38 0,0 33 36 34 5,6
9 72 72 0,0 34 67 66 1,5
10 72 72 0,0 35 73 71 2,7
11 59 61 3,4 36 51 48 5,9
12 55 57 3,6 37 50 51 2,0
13 65 68 4,6 38 62 63 1,6
14 61 62 1,6 39 65 67 3,1
15 35 36 2,9 40 50 50 0,0
16 49 50 2,0 41 48 48 0,0
17 64 66 3,1 42 63 63 0,0
18 83 84 1,2 43 41 42 2,4
19 103 105 1,9 44 70 70 0,0
20 43 45 4,7 45 43 45 4,7
21 75 74 1,3| 46 64 64 0,0
22 60 60 0,0 47 50 52 4,0
23 45 45 0,0 48 86 88 2,3
24 66 65 1,5 49 62 63 1,6
25 65 64 1,5 50 60 59 1,7
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4.7.3 Porovnani méienych vzorkii na dvou pristrojich

Pomoci funkce linedrni regresni analyzy jsem porovnavala méfeni vzorkl zpracovanych
na dvou piistrojich D—10. Hodnoty na ose x odpovidaji vysledkim zméfenych na
starém pfistroji. Tyto hodnoty jsou v této metod¢ povazovany za nezavislé proménné.
Hodnoty na ose y jsou brany jako zavislé proménné a ptfedstavuji hodnoty ziskané

Z nového pfistroje.
Vysledkem srovnavaciho méteni je rovnice regrese a korelacni koeficient viz obr.¢. 15.
Obrazek €. 15 Srovnani vzorka HbA ¢ na dvou piistrojich D-10, N=50

Srovnani HBA1c vzorkud na dvou pfistrojich
D-10

[ =
o N
o O

*

o

D-10 DB/B108218 no
(o))
o

‘-
40 '.'
y =1,0045x
20 R? =0,9932
0
0 20 40 60 80 100 120

D-10 DC2F728007 st

(zdroj vlastni)

Korela¢ni koeficient 0,9932 ukazuje na velmi dobrou shodu obou porovnavanych
ptistroji D-10 DC2F728007 (stary) a D-10 DB/B108218 (novy). Dobra korelace je
také zietelnd z vypocitané rovnice regrese y = 1,0045x, kde smérnice pfimky se blizi

hodnoté 1 (a =1,0045) a tsek na ose y je nulovy.
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5. Diskuze

Tématem mé bakalarské prace bylo stanoveni glykovaného hemoglobinu metodou
HPLC. Pii psani této prace jsem se sezndmila s principem a ptistrojovou technikou pro
stanoveni glykovaného hemoglobinu v klinické laboratofi. Hlavni diiraz v této praci byl
kladen na dlouhodobé sledovani kvality v laboratofi, dale verifikaci metody a ovéteni
pozadovanych analytickych znakii. Metoda nebyla hodnocena pouze pomoci
kontrolnich materiali, ale 1 na zakladé srovnani pacientskych vzorkl na dvou pfistrojich
D-10 firmy Bio-Rad. Soucasti sledovani kvality v laboratofi je také tcast v cyklu SEKK
Kompenzace diabetu KD 1/20.

Pomoci stanoveni hladiny glykovaného hemoglobinu sledujeme stav kompenzace
diabetes mellitus. Laboratorni stanoveni ma tii faze: preanalytickou, analytickou a
postanalytickou. Nejvétsim zdrojem chyb v klinické laboratofi je faze preanalyticka.
V této fazi vznikaji chyby diky nedostate¢né identifikaci pacienta, Spatné oznacenému
biologickému materidlu nebo pouziti zkumavky snevhodnym protisrazlivym
prostfedkem. Dalsi chyby mohou vzniknout pii transportu biologického materialu a jeho

skladovani.

Pti odbéru krve do K3sEDTA je nutné dbat na spravné promichani vzorku. Pokud
nebude vzorek po odbéru fadné promichan s KsEDTA mohou ve zkumavce vzniknout
srazeniny, které znehodnoti analyzu. Pii odbéru do zkumavky musi byt dodrzen pomér
odebrané krve a protisrazlivého ¢inidla. Pti kapilarnim odbéru do mikrozkumavky musi
byt dodrzen objem krve v kapilate (5 pl). I v tomto piipadé je dllezité vzorek po odbéru
fadn€ promichat, jinak by doSlo ke srazeni vzorku V kapilafe a nemohl by byt pouZit

k dal$imu zpracovani.

Pti kalibraci mtze dojit k chybé, pokud nebude kalibrator spravné pfipraven nebo
budou-li kalibratory v zasobniku S$patné oznaeny a umistény. Dal§i zdroj chyb
Vv analytické fazi muize byt technického charakteru. Srazené vzorky zpisobuji
nepruchodnost vzorkové jehly, kdy dojde k podsati vzorku nebo k tvorbé bublin ve
zkumavce. Pii neSetrném zachazeni s pracovnimi roztoky dochazi k zabubleni
analytickych cest v piistroji, kdy nasleduje problém s tlakem v méfici koloné. Resenim
je odstranéni bublin, jak ze vzorkd, tak z analytickych cest. Analyza vzorkd musi byt

zopakovana.
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Vysledky mohou byt zkresleny patologickou délkou stfedni doby Zivota erytrocytu a

ptipadné vyskytujicimi se hemoglobinopatiemi.
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6. Zavér

Cilem préace bylo dlouhodobé sledovani kontroly kvality pro stanoveni glykovaného
hemoglobinu metodou HPLC na dvou pfistrojich D-10 Bio-Rad, verifikace metody pro
oba pfistroje, ucast v cyklu externiho hodnoceni kvality a porovnani obou pfistroji

méienim pacientskych vzorkt.
Na zakladé téchto cilti jsem si stanovila predpoklady pro Ctyfi hypotézy.

Hypotéza 1 byla potvrzena. Sledované analytické znaky metody odpovidaji
pozadavkiim uvadénym v Doporudeni CSKB a Ceské diabetologické spoletnosti —
Laboratorni diagnostika a sledovani stavu pacientti 2019. V Doporuceni je povolena
mezilehla preciznost pro stanoveni glykovaného hemoglobinu CV < 3%. Mezilehla
preciznost ziskand z méteni kontrolnich vzorkli na dvou hladinach na obou pfistrojich

Vv obdobi listopad 2019 — biezen 2020 nepiesahla hodnotu 2,8%.

Hypotéza 2 byla potvrzena. Metoda je vhodna pro vyuziti v klinické laboratofi pro oba
pfistroje. Hodnota kombinované nejistoty nesmi piesahnout hodnotu cilové nejistoty

pro glykovany hemoglobin uvadénou v SEKK jako Dmax. Pro rok 2020 Dmax < 12%.

Ve verifikacnich protokolech byla vypoctena kombinovana nejistota pro oba pfistroje
na dvou hladinach referencniho materidlu. Ani v jednom piipadé nebyla piekroc¢ena

hranice 6%.

Dle Doporuceni CSKB a Ceské diabetologické spole¢nosti — Laboratorni diagnostika a
sledovani stavu pacientli 2019 nesmi bias piekrocit hodnotu 2%. Nejvyssi vypocteny
bias byl u vzorku B 5185 méfeny na ptistroji D-10 DB/B108218 byl -1,896% a tim je

pozadavek doporuceni splnén.

Hypotéza 3 byla potvrzena. Uspé&$nost v planovaném cyklu externiho hodnoceni kvality
Kompenzace diabetu 1/20 byla 100%. Laboratot ziskala osvéd¢eni o tcasti v cyklu a
certifikat platny do 21.3.2021. Viz ptiloha €. a €.

Hypotéza 4 byla potvrzena. Mezi piistroji D-10 nebyly statisticky vyznamné rozdily u
naméfenych vzorkil pacientli. Srovnani bylo provedeno pomoci funkce linearni regresni

analyzy. Dobra korelace je patrnd z rovnice linearni regrese y = 1,0045x, kde smérnice
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ptimky se blizi hodnoté 1 a posun na osy y je nulovy. Korela¢ni koeficient je 0,9932.

Tim je splnéna podminka, Ze korela¢ni koeficient ma byt vyssi nez 0,95.
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8. Seznam zkratek

ADA americka diabetickd asociace

anti- Gad protilatky proti dekarboxylaze kyselyny glutamové
CV mezilehla preciznost

CSKB ¢eska spolecnost klinické biochemie

EHK externi hodnoceni kvality

HbA ¢ stanovovana frakce glykovaného hemoglobinu

HPLC vysokotlaka kapalinova chromatografie

IFCC The International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
K3EDTA draselna stl kyseliny etylendiamintetraoctové

KD kriticka diference

LADA latentni autoimunitni diabetes dospélych

LIS laboratorni informacni systém

MODY diabetes mellitus charakteru dospélych vznikly v mladi
oGTT oralni glukdézovy toleran¢ni test

OKB odd¢leni klinické biochemie

pH zaporny dekadicky logaritmus vodikovych ionti

SEKK systém externi kontroly kvality

SEKK KD cyklus SEKK Kompenzace diabetu

SLP Spravna Laboratorni Prace, informacni systém pro klinické laboratofe
SOPT standardni opera¢ni postup technicky

TE total error, celkové chyba

TSH thyreotropni hormon, thyreotropin

WHO Svétova zdravotnicka organizace
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9. Pfilohy

Seznam pfiloh:

Ptiloha ¢.1 Vysledkovy list SEKK cyklu EHK: KD1/20 glykovany hemoglobin
Ptiloha ¢.2 Valida¢ni protokol pro vzorek glykovany hemoglobin 5184
Ptiloha ¢.3 Valida¢ni protokol pro vzorek glykovany hemoglobin 5185
Ptiloha ¢.4 Certifikat cyklus EHK : KD1/20 Glykovany hemoglobin

Ptiloha ¢.5 Osvédéeni o ucasti v cyklu EHK: KD1/20 Glykovany hemoglobin
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Ptiloha ¢.1 Vysledkovy list SEKK cyklu EHK: KD1/20 glykovany hemoglobin

o B853

PN .
SEKK s.r.o., Divize EHK, Za Pasazi 1609, 530 02 Pardubice, Ceska republika Z 7002

Poskytovatel zkouSeni zpiisobilosti & 7004 akreditovany CIA dle CSN EN ISO/IEC 17043,
Podrobnosti o pfedmétu a rozsahu akreditace naleznete na http:/www.sekk.cz

VYSLEDKOVY LIST (kvantitativni vysledky)

Cyklus EHK: KD1/20 - Glykovany hemoglobin
Stop termin (uzavérka cyklu EHK): 20.03.2020
Odbornia garance: Ceska spole¢nost klinické biochemie CLS JEP

Utastnik: Oblastni nemocnice Pfibram, a.s., Odd&leni klinické biochemie
Gen. R. Tesatika 80,261 01 Pfibram, Ceska republika
Prim. MUDr. Miroslava Kopecké

Legenda: Vz. ... vzorek C ... celkové hodnoceni zkousky AV ... vztazna hodnota
VU ... vysledek ucastnika + ... Usp&ina zkouska LL ... dolni mez
- ... neusp&ina zkoudka UL ... horni mez
* ... nehodnoceno D[%] ... rozdil v procentech (VU a AV)
Zkouska [lednotka]  Zakladni informace, které o zkousce uved! Uéastnik
Navaznost Uspésnost
Vz. Hodnocena skupina vu c AV LL uL D[%)] | Za2roky
Hemoglobin Alc [mmol/mol] M=1=HPLC, LC, R=14=Bio-Rad, P=14=Bio-Rad, $=352=Bio-Rad D-10 serics
A Viechny vysledky 75 + 70,1 60,2 80 7,0| 100%
B Viechny vysledky 40 38,2 32,8 43,6 4,7
VaSe celkové iisp&nosti v jednotlivych cyklech tohoto programu za posledni 2 roky: B853

= 100%

VaSe celkovi tspénost v tomto programu za posledni 2 roky: 100 % (poget hodnocenych zkousek: 4)
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Ptiloha ¢.2 Valida¢ni protokol pro vzorek glykovany hemoglobin 5184

Validaéni protokol pro vzorky pouzité v ceyklu EHK SEKK
Glykovany hemoglobin 5184+~ revize 1

Vzorek byl pouzit v cyklu KD3/18 Jjako vzorek B.
Pfi zpracovani vysledki, které jste ziskali m&fenim validovanych vzorkd, vzdy nahlédnéte do vyhodnoceni pfislusného cyklu EHK
(kde byl vzorek pouzit) a do komentére k vyhodnoceni tohoto cyklu.

Skladovani vzorku a bezpeénostni pokyny
Lyofilizat skladujte pri teploté +2 °C az +8°C.
Rekonstituovany vzorek je stabilni 1 den pfi teploté +2 °C az +8 °C za predpokladu, Ze byl patfi¢né uzavien.

S materidlem zachazejte jako s potencialng infekénim.

Zpracovani vzorku
1. Rekonstituce probiha za teploty laboratofe.
- Pokud na gumové zitce lahvicky ulpiva ¢ast lyofilizovaného materiélu, sklepnéte jej jedté pred otevienim ke dnu lahvicky.
- Odstraiite kovové vitko a opatrné sejméte gumovou zétku tak, 7e nejprve jemnym nadzvednutim gumové zatky v misté jejiho
vykrojeni vpustite do lahvicky vzduch a teprve potom vytahnete gumovou zitku z lahvicky.

[

4. Pridejte 0,2 mL redestilované vody. Opét uzaviete gumovou zatkou a ponechejte stat 15 minut.

UZivateltim systémii Roche doporu¢ujeme, aby pro dosazeni optimélni viskozity vzorku, kterou jejich systémy potfebuji,
pouzili k rekonstituci objem 0,25 mL redestilované vody. Vysledky pak pouzijte tak, jak je vyda vas analyzator,
nepfepocitavejte je.

5. Drzte lahvicku pod thlem 45° a jemnym krouzivym pohybem lahvickou otacejte po dobu 30 sekund tak, aby nedoslo ke
kontaktu kapaliny s gumovou zitkou. Zabranit kontaktu se zatkou Je nezbytné proto, aby se kapalina nezachytila v zahybech
gumové zitky, protoze kapaliny je velmi malé mnoZstvi.

6. Lahvitku ponechte stat po dobu 15 minut.

. Zopakujte bod 5.

8. Pro zajisténi homogenity vzorku promichejte tésng pred méfenim obsah lahvicky.

B

-

Upozornéni: s materialem zachézejte jako s potencialng infekénim.
Stanoveni hodnot v dodanych materidlech provadgjte stejnym zpiisobem jako u rutinnich vzorki.

Validovana hodnota

Referen¢ni hodnota (RV) s metrologickou navaznosti na referen¢ni metodu IFCC (viz www.sekk.cz oddil Infoservis)
Hodnoty stanovila European Reference Laboratory for Glycohemoglobin, Winterswijk, Nizozemsko

(vedoucim laboratofe je Dr. CasWeykamp).

[ Uc
Analyt Jednotka RV k=2
‘ HbAlc mmol/mol 44,2 0,7 /{

Datum: 4.4.2018

Vvnracovala: Marie K adnarava

SEKK s.r.0., Za Pasazi 1609, 530 02 Pardubice
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Ptiloha ¢.3 Valida¢ni protokol pro vzorek glykovany hemoglobin 5185

Validaéni protokol pro vzorky pouzité v cyklu EHK SEKK
Glykovany hemoglobin 5185« revize 1

Vzorek byl pouzit v cyklu KD3/18 jako vzorek A,
PFi zpracovéni vysledku, které jste ziskali m&Fenim validovanych vzorkii, vzdy nahlédnéte do vyhodnoceni prislusného cyklu EHK
(kde byl vzorek pouzit) a do komentafe k vyhodnoceni tohoto cyklu.

Skladovani vzorki a bezpe&nostni pokyny
Lyofilizat skladujte pfi teploté +2 °C az +8°C.
Rekonstituovany vzorek je stabilni 1 den pfi teploté +2 °C az +8 °C za predpokladu, Ze byl patfi¢né uzavien.

S materidlem zachazejte jako s potencialng infek&nim.

Zpracovani vzorku
1. Rekonstituce probiha za teploty laboratore.
. Pokud na gumové zitce lahvicky ulpiva &ast lyofilizovaného materidlu, sklepnéte jej jeste pred otevienim ke dnu lahvicky.
- Odstraiite kovové vicko a opatrné sejméte gumovou zétku tak, Ze nejprve jemnym nadzvednutim gumové zitky v mist& jejiho
vykrojeni vpustite do lahvicky vzduch a teprve potom vytihnete gumovou zatku z lahvicky.

L

4. Pridejte 0,2 mL redestilované vody. Opét uzaviete gumovou zatkou a ponechejte stat 15 minut.

UZivatelim systémii Roche doporucujeme, aby pro dosaeni optimalni viskozity vzorku, kterou jejich systémy potrebuii,
pouzili k rekonstituci objem 0,25 mL redestilované vody. Vysledky pak pouzijte tak, jak je vyda va$ analyzator,
nepfepoditivejte je.

5. Drzte lahvicku pod Ghlem 45° a jemnym krouZivym pohybem lahvickou otacejte po dobu 30 sekund tak, aby nedoslo ke
kontaktu kapaliny s gumovou zatkou. Zabranit kontaktu se zitkou je nezbytné proto, aby se kapalina nezachytila v zéhybech
gumové zatky, protoZe kapaliny je velmi malé mnoZstvi.

6. Lahvi¢ku ponechte stat po dobu 15 minut.

. Zopakujte bod 5.

8. Pro zajisténi homogenity vzorku promichejte tésné pred mefenim obsah lahvicky.

-

Upozornéni: s materidlem zachézejte jako s potencidlng infekénim.
Stanoveni hodnot v dodanych materidlech provadgjte stejnym zpiisobem jako u rutinnich vzorkii.

Validovana hodnota

Referenéni hodnota (RV) s metrologickou navaznosti na referenéni metodu IFCC (viz www.sekk.cz oddil Infoservis)
Hodnoty stanovila European Reference Laboratory for Glycohemoglobin, Winterswijk, Nizozemsko

(vedoucim laboratofe je Dr. CasWeykamp).

Uc
Analyt Jednotka RV k=2
| HbAlc mmol/mol 58,0 0,8
Datum: 4.4.2018 K s.r.0., Za Pasizi 1609, 530 02 Pardubice ]

Vimracavala: Maria K anaraud 4 S . OV —
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Ptiloha ¢.4 Certifikat cyklus EHK : KD1/20 Glykovany hemoglobin

°
]
SEKK s.r.o., Divize EHK, Za Pasazi 1609, 530 02 Pardubice, Ceska republika 27004
Poskytovatel zkou3eni zpiisobilosti & 7004 akreditovany CIA dle CSN EN ISO/IEC 17043,

Podrobnosti o pfedmétu a rozsahu akreditace naleznete na http://www.sekk.cz

CERTIFIKAT

Cyklus EHK: KD1/20 - Glykovany hemoglobin
Stop termin (uzavérka cyklu EHK): 20.03.2020
Odborns garance: Ceska spolecnost klinické biochemie CLS JEP

Ukastnik: Oblastni nemocnice Pribram, a.s., Oddéleni klinické biochemie
Gen. R. Tesafika 80, 261 01 P¥ibram, Ceské republika
Prim. MUDr. Miroslava Kopecka
OsvédEujeme, e vyse uvedeny Gcastnik se Gspésné zacastnil cyklu externiho hodnoceni kvality pro nasledujici zkousky:
Certifikace navaznosti na vztaznou hodnotu
referen¢niho materialu

Hemoglobin Alc

Tento certifikat plati do 21.03.2021.

___:1«4&\/’/

Ing. Marek Budina prof. MUDr. Jaroslav Racek, DrSc.
feditel spolegnosti SEKK piedseda CSKB
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Ptiloha ¢.5 Osvédceni o ucasti v cyklu EHK: KD1/20 Glykovany hemoglobin

¥ )
SEKK s.r.0., Divize EHK, Za Pasazi 1609, 530 02 Pardubice, Ceska republika Z 7004
Poskytovatel zkouSeni zpusobilosti & 7004 akreditovany CIA dle CSN EN ISO/IEC 17043.

Podrobnosti o pfedmétu a rozsahu akreditace naleznete na http://www.sekk.cz

OSVEDCENI O UCASTI
Cyklus EHK: KD1/20 - Glykovany hemoglobin
Stop termin (uzavérka cyklu EHK): 20.03.2020

Odborns garance: Ceské spolecnost klinické biochemie CLS JEP

Ukastnik: Oblastni nemocnice Pribram, a.s., Odd&leni klinické biochemie
Gen. R. Tesafika 80, 261 01 Piibram, Ceska republika
Prim. MUDr. Miroslava Kopecka

Osvédeujeme, ze vyse uvedeny Gcastnik se zicastnil cyklu externiho hodnoceni kvality pro néasledujici zkousky:

Hemoglobin Alc

Toto osvédeeni plati do 21.03.2021.

Ing. Marck Budina prof. MUDr. Jaroslav Racek, DrSc.
feditel spolecnosti SEKK predseda CSKB

61



