Meetodite verifitseerimine kliinilises mikrobioloogias versioon 2 (marts 2018)

Antud dokument on Uldine juhend kliinilise mikrobioloogia laboritele laboris kasutatavate meetodite
verifitseerimiseks. Kuna Kkliinilise mikrobioloogia meetodite verifitseerimine pole Euroopa Liidus
reglementeeritud, vdib niidistena kasutada Ameerika Uhendriikides vilja té6tatud CLSI (Clinical and
Laboratory Standard Institute) ja ASM (American Society for Microbiology) dokumente.

Kliinilise mikrobioloogia alla kuulub nakkustekitajate laboratoorne diagnoosimine erinevatel
meetoditel sh kiilv koos mikroobi samastamise ja antibiogrammi maaramisega, mikroskoopia,
antigeeni mairamise metoodikad, antikehade mairamine, mikroobi DNA/RNA maaramine.

Mikrobioloogilise diagnostika eripara (meetodid enamasti kvalitatiivsed voi poolkvantitatiivsed, mis
nouavad subjektiivset interpretatsiooni; mikroobide bioloogiline variatsioon) t6ttu on verifitseerimise
nouded paindlikud. Samuti puuduvad mitmetel juhtudel referentsmeetodid ning verifitseeritav
meetod vdib olla pohimotteliselt teistsugune ning parem kui traditsiooniliselt kasutatav.

Verifitseerimine — on Uhekordne protsess enne uue kommertsiaalse meetodi kasutuselevottu
laboris, mille kaigus selgitatakse, kas meetodi eeldatav tulemus on laboris saavutatav

Uue meetodi sisseviimise etapid kliinilise mikrobioloogia laboris
1. Uue meetodi eesmargi kindlakstegemine (skriining, diagnostiline, kinnitav)
2. Uue meetodi omaduste hindamine ilmunud teaduspublikatsioonide pdhjal
3. Vastavalt meetodi omadustele hindab labori juhtiv valdkonna spetsialist uue meetodi
verifitseerimise vajadust ja ulatust kinnitades verifitseerimise plaani ja aktsepteeritava
tulemuse.

Verifitseerimise eesmargid
1. Tdéendada, et testslisteem toimib tootja spetsifikatsioonile vastavalt
2. Tdendada labori suutlikust saada tapseid ja korratavaid tulemusi
3. Regulatsioonidest, standarditest tulenevate nduete tditmine (nditeks akrediteerimiseks,
sertifitseerimiseks, t66loa saamiseks, kehtivate seadusandlikke aktide taitmiseks etc)

Verifitseerimise parameetrid
1. MOoo6tmise toesus (vordlemine referents-meetodiga, selle puudumisel katsed simuleeritud voi

eelnevalt kirjeldatud proove kasutades). Hinnatakse vastavust saavutatud ja oodatud
tulemuse vahel.

2. Mootmise tapsus ja kordustdpsus. Hinnatakse Uhe katse jooksul, erinevate katsete kaigus
(erinevatel pdevadel) ja erinevate tOoOtajate (vdhemalt kaks) poolt teostatuna. Igas katses
kasutatakse mitmeid erinevaid proove (positiivsed ja negatiivsed)

Verifitseerimise ndidustused
Verifitseerimine on soovitatav jargnevatel juhtudel:

o Kommertsiaalsete meetodite sisseviimine, mille t66 pohimdte erineb varem kasutatud
meetodist. Eelkdige on soovitatav verifitseerida automatiseeritud tundlikkuse maaramise,
mikroobide samastamise ja verekilvi siisteemid. Nimetatud slisteemide verifitseerimiseks on
valjatootatud ka spetsiifilised nduded.



e Muudatused kommertsiaalsete meetodite rakendamisel, mille kdigus muudetakse t60
pohimotet

Verifitseerimine pole dldjuhul vajalik jargnevatel juhtudel:
e Sootmed, reagendid (mida kasutatakse komponendina diagnostilises protsessis)
e Meetodi Uhe osa/etapi asendamine pohimd&ttelt sarnase osaga/etapiga

Spetsiifilised verifitseerimise ndidustused/néited:

e Kui antibiootikumtundlikkuse paneeli lisatakse uued antibiootikumid, siis verifitseerimisele
kuuluvad vaid need (mitte kogu paneel uuesti)

o Interpreteerimis- ja ekspert tarkvara muutuste korral kuuluvad testimisele ainult
konkreetsete muudatustega seotud komponendid/testid. Taksonoomiliste muutuste
tegemine pole naidustus verifitseerimiseks.

e Kui antibiootikumi paneeli lisatakse uued lahjendused pole verifitseerimine vajalik juhul kui
interpreteerimiskriteeriume ei muudetud.

e Verifitseerimine pole vajalik peale rutiinset seadme hooldust, parandamist ning seadme vai
tarkvara uuendamist (kui testpaneel jai samaks). Rutiinne kvaliteedi kontroll 1-5 padeva on
piisav peale seadme remonti.

e Kui seade teisaldatakse teise asukohta on piisav Gihekordne kvaliteedikontroll enne patsiendi
proovide testimist.

Igal konkreetsel juhul otsustab verifikatsiooni vajaduse ja ulatuse kliinilises mikrobioloogias padev
vastutav arst/spetsialist/labori juht, arvestades nii meetodi (teiste laborite kogemused meetodi
kasutamisel), labori (testimisele kuluv aeg, raha, t66j6ukulu) kui patsiendi (testi ebakorrektse
tulemuse mdju patsiendile) poolseid faktoreid. Vajadusel saab pédrduda ELMU Kliinilise
mikrobioloogia sektsiooni poole ekspertarvamuse saamiseks.

Verifitseerimisel vGib kasutada nii olemasolevaid mikroobide tllptivesid (ATCC jt) kui valise
kvaliteedi kontrolli kdigus omandatud mikroobitivesid.

Kommertsiaalsete meetodite verifitseerimine

1. Antibakteriaalse tundlikkuse maaramine analiisaatoriga

Mikroobitlived on soovitatav valida nii, et nad esindaksid antud laboris sagedamini esinevaid liike ja
antibakteriaalse resistentsuse fenotllpe. Testitavate isolaatide arvu ja aktsepteeritava tulemuse
otsustab labor (CLS/ soovitus 30 isolaati antibiootikumipaneeli kohta s.h. tundlikud ja resistentsed.
Kordustopsuse jaoks soovitab CLSI soovitatab kasutada 5 isolaati, millest vihemalt kaks on
resistentsed; kolmes korduses véhemalt 3 pédeva ning aktsepteeritav kordustulemus >95%).

Ms&Otmise  tdpsuse  (kordustdpsuse) arvutamine antibiootikumi minimaalse inhibeeriva
kontsentratsiooni (MIK) madramisel:

Katsete arv, milles MIK vaartus =1 lahjendus, vérreldes referents MIK
x 100

Katsete koguarv

Tulemust voib valjendada kdikide antibiootikumide ja mikroobiliikide kohta koos vai eraldi



Mootmise tdpsuse (kordustdpsuse) arvutamine antibiootikumi  tundlikkuse maéaaramise
interpreteeritava tulemuse (tundlik, m&ddukalt tundlik, resistentne) korral:

Katsete arv, milles AB tundlikkuse interpretatsioon vastas referentsinterpretatsioonile
x 100

Katsete koguarv
Tulemust voib valjendada kéikide antibiootikumide ja mikroobiliikide kohta koos voi eraldi.

Antibiootikumtundlikkuse EUCAST metoodika ja hindamiskriteeriumite sisseviimisel Idhtuda
vastavast dokumendist:

http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST files/Disk test documents/Check list fo
r implementation of EUCAST susceptibility testing v1.0.pdf

2. Diagnostiline mikrobioloogia ja mikroobide identifitseerimine analiisaatoriga

Verifitseerimise protsess on sarnane nii diagnostilise mikrobioloogia meetodite (mikroobide, nende
antigeenide, nukleiinhapete ja antikehade maaramine) kui mikroobide identifitseerimise meetodite
(antiseerumid, antigeenid, instrumendid, kitid jne) osas.

Diagnostiline mikrobioloogia. Mddtmise tdesus: kommertsiaalsete meetodite verifitseerimiseks
kasutatavate proovide arvu otsustab labor. CLSI soovitab kasutada 20 proovi (vordselt positiivseid ja
negatiivseid), mida mddratakse paralleelselt uue ja vana véi referentsmeetodiga ning soovituslik
kokkulangevus vihemalt 90%. Teostatakse mdGtmise tdpsuse (kordustdpsuse) uuringud. Kvalitatiivse
diagnostilise testi korral tuleks saavutada sarnased vGi vérreldavad tulemused. Kvantitatiivse
(numbrilise) tulemuse korral arvutada variatsiooni protsent Gihes katses, katsete vahel ja kokku.

Mikroobtiivede automaatne identifitseerimine. Meetodite verifitseerimiseks soovitatakse kasutada
kliiniliselt olulist isolaate (CLSI soovitus vihemalt 20 erinevat, soovituslik kokkulangevus vihemalt
90%), lisaks tutptlved ja vilise kvaliteedi kontrolli siisteemi kaudu omandatud tived.

3. Verekilvi siisteemid

Verifitseerimine on vajalik vaid juhtudel, kui uuel siisteemil on erinevat tllpi verekilvi pudelid.
Susteemi riist- ja tarkvara muutuste korral piisab slisteemi té6tamise tehnilisest tdestusest.
Verifitseerimiseks soovitatakse kasutada lhte variantidest:

Verekiilvipudelite inokuleerimine mikroobidega. Valitakse veres sagedamini esinevad mikroobid
(CLSI soovitus 20 tiive) vastavalt konkreetsele laborile. Verekilvipudelisse sistitakse tootja poolt
minimaalselt ndutud kogus antibiootikumivaba steriilset inimese verd ja mikroobisuspensiooni 0,1
PMU/ml vere kohta (umbkaudne mikroobikontsentratsioon sepsise korral). Meetod on
verifitseeritud, kui slisteemi tuvastab kdik organismid tootja poolt maaratud aja jooksul.

Alternatiivse variandina voib kasutada paralleelset verekiilvi uuringut. Patsiendilt vdetud veri
uuritakse paralleelselt uue ja vana verekiilvi slisteemiga kuni saadakse soovituslikult 20 positiivset
tulemust. Meetod on verifitseeritud kui tundlikkus vorreldes referentsmeetodiga on vahemalt 95% ja


http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Disk_test_documents/Check_list_for_implementation_of_EUCAST_susceptibility_testing_v1.0.pdf
http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Disk_test_documents/Check_list_for_implementation_of_EUCAST_susceptibility_testing_v1.0.pdf

ei esine olulisi erinevusi maaramisele kulunud ajas. Nimetatud meetod on komplitseeritum, mistottu

ei sobi kdigile laboritele.
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