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Diplomova prace se zabyva postupy v pfipadé vymény biochemického
analyzatoru za podminek bézné laboratorni klinické praxe v biochemické laboratofi.
Experimentalni ¢ast je zamérena na porovnani analytickych systéma COBAS Integra 800
a COBAS 6000 a posouzeni miry shody v méreni biochemickych metod pomoci
statistickych nastrojli (diferencidlni analyza dle Bland —Altmana a regresni analyza dle
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1. UVOD

Na uvod své prace bych rad citoval ¢ast definice World Health Organization
tykajici se kontroly kvality v laboratofi. Definice dobfe vystihuje, pro¢ je nutné mit
spravné nastaveny analyticky systém a znat jeho parametry. ,,Soustifedéni se na chyby v
laboratorni mediciné je dlleZitou soucasti mezindrodnich snah tykajicich se bezpeci
pacientd. V¢asné a spravné sdéleni laboratornich vysledkl je jednim z pilifh efektivni
diagnostiky a IéCby. Témér dvé tretiny rozhodnuti o pfijeti ¢i propusténi pacientl z
nemocnice, stejné jako o predepsani lékl, jsou zaloZzeny na laboratornich vysledcich”
[1]. Povinnost porovnani analytickych systém( pfi prechodu na jiny analyzator a
naslednd verifikace metod je podminkou ziskani akreditace laboratofe vyplyvajici
z normy CSN EN SO 15189:2013 [2].Porovnani analytickych systém0 a verifikace metod

je také soucasti fizeni kontroly kvality laboratore.

V laboratofi AeskulLab Hradec Krdlové doslo koncem roku 2017 k ukonéeni
technické a servisni podpory biochemického analyzatoru COBAS Integra 800 od firmy
ROCHE. Z tohoto dlivodu byl nutny pfechod na novéjsi typ od stejného vyrobce - COBAS
6000, ktery vyZzadoval porovnani metod stanovovanych v biologickém materidlu na obou
analyzatorech. Tytéz metody byly nasledné verifikovany na analyzatoru COBAS 6000.
Metody, které vykazovaly urcitou miru diference, byly: alaninaminotransferaza,
antistreptolyzin-O, aspartdtaminotransferaza, C-reaktivni protein, HDL-cholesterol,
horéik, kreatinkindza a LDL-cholesterol. Porovnani a verifikace téchto metod byly

podkladem pro tuto préci.



2. CiIL PRACE

Cilem prace bylo porovnat a statisticky vyhodnotit osm metod na dvou
analytickych systémech za podminek béiného provozu v biochemické laboratofi
s ohledem na klinickou praxi, sprdvnou laboratorni praxi, systém kvality a doporuceni
odbornych spolec¢nosti. Souédsti zavedeni nového analyzatoru byla téz verifikace vSech

metod a posouzeni jejich vhodnosti ke klinickému poufZiti.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Principy méreni a pribéhy analytickych reakci

Kapitola popisuje obecné principy metod pro stanoveni analytd. Konkrétni premény a reakce
jsou uvedeny v kapitole 3.3.

3.1.1 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je jedna z nejbéznéji pouzivanych metod stanoveni analytu u
biochemickych analyzator( v souc¢asnosti [3]. Tato metoda patfi mezi spektralni optické
metody zaloZené na principu pohlceni (absorpce) zafeni o urcité vinové délce. Kazda
latka pohlcuje zareni o dané vinové délce, coz umoznuje selektivni (kvalitativni) méreni
konkrétni latky. Zareni s konkrétni vinovou délkou je ziskano z polychromatického svétla
pomoci monochromatoru. Princip kvantitativniho stanoveni je zaloZen na Lambert-
Beerové zakoné, ktery fika, Ze absorbance (méfena pfi urcité vinové délce) je pfimo
umérna koncentraci latky ve vzorku. Zakon vychdzi z udbytku intenzity zareni

prochdzejiciho vzorkem.

— A. Princip spektrofotometrie

bilé svétlo monochromatické monochromatické

svétlo, intenzita |0 svétlo, intenzita |
Q
L

| absorbance

zdroj svétla monochromator detektor displej
absorpce roztok vzorku
svétla o koncentraci ¢
absorbance A =-log + —=g-c-d Lambertdv-Beer(v zakon
0

Obr. 1. Princip spektrofotometrie; absorbance (A), intenzita zareni po prlichodu
vzorkem (l), intenzita plvodniho zafeni (lp), molarni absorpcni koeficient (g),

koncentrace vzorku (c), tloustka absorbujici vrstvy (d) [3]
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3.1.2 Turbidimetrie

Je optickd metoda zalozend na principu méreni prochdzejiciho svétla, jez je
zeslabeno rozptylem na ¢asticich. Tato metoda vyuZiva tzv. TyndallQv jev: , Rozptylené
zareni na Casticich ma stejnou vinovou délku jako zareni dopadajici na koloidni ¢astice®.
Kromé rozptylu dochazi i k absorpci zareni casticemi. U turbidimetrie se pouziva
absorpéni spektrofotometr jako detektor v pfimém sméru, tedy v ose svételného

paprsku.

Zavislost intenzity proSlého zareni na vlastnostech absorbujiciho prostredi je

exponencialni:
lt=1o.exp (-TL)

kde It = intenzita prosSlého zafeni, lp = intenzita svételného zdroje, t = turbiditni

koeficient, L = tloustka kyvety [4, 5].

ZDRO)  j— P o b = DETEKTOR

Obr. 2. Turbidimetrie [6]
Imunoturbidimetrie

Imunoturbidimetrie je turbidimetrické méreni roztoku obsahujici suspenzi
imunoprecipitatl — komplexy antigen + protildtka. Spektrum analytd zahrnuje
predevsim plazmatické proteiny. Urcitou limitaci metody pfindsi fakt, Ze rozptyl svétla
nezavisi pouze na koncentraci analytu, ale i na velikosti ¢astic precipitatu a na slozeni

matrice[7].
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3.1.3 Prubéhy analytickych reakci

3.1.3.1 End-point metoda

VyuZiti end-point postupu kvantitativniho méreni predpokladd stanoveni
méreného parametru (detekce) az po probéhnuti reakce (tvorba komplexu, tvorba
barevného produktu) a ustanoveni reakéni rovnovahy po definovaném case. Napftiklad
dojde k zaznamu absorbance po 5 minutach inkubace vzorku s reagenciemi, jak je
uvedeno na obrazku 3. Koncentrace analytu je ndsledné odvozena prepoctenim

z kalibra¢ni ktivky [7, 8].

A

05 Fy

o4
AA za

03 5 Easowych
jednotek

02

01 v

0 1 2 3 4 5 -] 7 cas
____________________ "

Obr. 3. End-point reakce [8]
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3.1.3.2 Kinetické méreni

V pfipadé kinetického méreni se zaznamenava rychlost reakce neboli rychlost
zmény koncentrace v ¢ase. Kinetickd metoda je hojné vyuZivana v pfipadé stanovovani
enzym( [7]. Obrazek 4 znazorfiuje méreni zmény absorbance (AA) v daném case za 3
minuty. Podminkou poutZitelnosti tohoto zplsobu méreni je, aby byl prlibéh zavislosti
absorbance na case linearni. V pfipadé kinetického méreni enzymu je tolerovana

maximalni odchylka od linearity 15% [8].

0.8
0,7
0,6
0,5
0,4

03

0,2
o —

0,1 o
3 min

4] 1 2 3 q 5 6 7 B k]
o 7

Obr. 4. Kinetické méreni [8]
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3.2 Biochemické analyzatory

3.2.1 COBAS Integra 800

Obr. 5. — COBAS Integra 800 [9]

3.2.1.1 Specifikace

Moznost az 72 testl na palubé
AZ 855 testl za hodinu

Spektrofotometrie, turbidimetrie, fluorescenéni polarimetrie, lontové selektivni

elektrody

Spotfeba mnoZstvi vzorku 2 az 10ul per test, iontové selektivni elektrody (ISE)

20pl
Vaha 512 kg

Spotfeba 7 | vody za hodinu [9]
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3.2.2 COBAS 6000 — biochemicky modul c501

cobas’ 6000

Obr. 6. — COBAS 6000 biochemicky modul ¢501 s podavacem stojank(i [10]

3.2.2.1 Specifikace

Moznost az 63 testll na palubé

AZ 1000 testll za hodinu

Fotometrické metody, lontové selektivni elektrody
Spotfeba mnozstvi vzorku 1 az 35ul per test

Vaha 510 kg

Spotfeba 15 | vody za hodinu [10]
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3.3 Charakteristika vybranych analyti a jejich stanoveni

V této kapitole jsou stru¢né popsany vybrané analyty. Kazdy analyt je struc¢né
charakterizovan, jsou uvedeny nejcastéjsi klinické indikace, interference stanoveni a

uveden princip méreni.

3.3.1 Alaninaminotransferaza

Charakteristika

Alaninaminotransferaza  (ALT, dfivéjsi ndzev  glutamat-pyrohroznova
transaminaza [11], glutamat-pyruvat transaminaza [12], GPT) je enzym katalyzujici
pfenos aminoskupiny mezi L-alaninem a 2-oxoglutaratem a naopak. Jednd se o
cytoplazmaticky enzym vyskytujici se v rGznych tkanich (erytrocyty, kardiomyocyty,
myocyty, pankreas a ledviny), s nejvyssi aktivitou v hepatocytech. Polocas katabolismu
alaninaminotransferdzy v krevnim obéhu je 48 hodin. Pfi transaminaci je koenzymem
ALT pyridoxal-5'-fosfat, ktery aktivitu enzymu vyrazné zvySuje. Reagencie s obsahem
pyridoxalfosfatu predchazi falesné niz§im namérenym hodnotam ve vzorcich pacientd s

deficitem vitaminu B6 [11-15].

Referencni meze ALT u dospélych muzd jsou 0,17 — 0,83 pkat/I, u Zen jsou 0,17

—0,58 pkat/I [13].

Pozadavek na vysetreni

Aktivita ALT je indikovana v diagnostice jaternich onemocnéni. Elevace ALT se
nachazi jiz pti snizeném energetickém prisunu hepatocytll (hypoxie). Prognostickym
ukazatelem je pomér aspartataminotransferazy (AST) a alaninaminotransferazy (ALT) —
deRitistv kvocient — (AST/ALT) stanovujici zavaznost poSkozeni hepatocytu (AST
v mitochondriich opousti hepatocyt az pfi nekréze). Vysledek vyssi nez 2 je ukazatelem
napriklad alkoholického poskozeni, mensi nez 1 je typicky pro virové hepatitidy a vice

nez 1 je ukazatelem jaterni cirhézy [14].

Pri¢inou sérové elevace mlze byt napriklad poskozeni jater (virova hepatitida,
infekéni mononukledza, bilidrni kolika, cirhdza, alkohol, cholestaza, karcinom jater a
dalsi), nebo srdecni selhani s méstnanim v jatrech. ALT je pro jaterni onemocnéni vice

specificka nez AST [11, 12, 14].
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Interference

Zakladni déleni faktord zvysujicich aktivitu ALT je na neovlivnitelné (vék) a
ovlivnitelné (hmotnost, poziti alkoholu, fyzicka zatéz, léky, odbérova poloha, hemolyza
atd.). Hemolyza zdsadnim zplUsobem ovliviiuje stanoveni, nebot aktivita ALT
v erytrocytech je az 6x vys$si nez v séru. Z Iékl jsou to predevsim antibiotika, statiny,
nesteroidni antiflogistika, sulfonované léky a jiné. Snizenou aktivitu vykazuje podavani

metronidazolu [16].

Princip metody stanoveni ALT

Kvantitativni stanoveni alaninaminotransferdzy se provadi in vitro s aktivaci
pyridoxalfosfatem z lidského séra. ALT katalyzuje reakci mezi L-alaninem a
2-oxoglutaratem. Vytvareny pyruvat je ndsledné redukovan NADH v reakci katalyzované
laktatdehydrogenazou (LDH) na L-laktat a NAD+. Jako koenzym pfi prenosu

aminoskupiny slouzi pyridoxalfosfat (zajistuje Uplnou aktivaci enzym).

ALT

L-Alanin + 2-oxoglutarat — pyruvat + L-glutamat
LOH

Pyruvat + NADH + H* - L-laktat + NAD+

Rychlost oxidace NADH je pfimo Umérna katalytické aktivité ALT. Stanovuje se

mérenim poklesu absorbance pfi vinové délce 340 nm [13].

3.3.2 Antistreptolyzin-O

Charakteristika

Streptolyzin O je exotoxin produkovany skoro vSemi pyogennimi kmeny
streptokoka a kmeny skupiny C a G. ,,0“ v ndzvu je odvozeno od vratné inhibice tohoto
toxinu kyslikem. Titr protilatek proti streptolyzinu O (ASLO, ASO) vzr(istd po dobu 3-6

tydn( po streptokokové infekci a k normalizaci dochazi za 6-12 mésict [17].
Referencni meze ASLO u dospélych jsou do 200 IU/ml [18].

PoZzadavek na vysetreni
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Vzhledem k dynamice nar(stu a poklesu hodnot nemad, dle MUDr. Pavelky [17],
vySetfeni ASLO opodstatnény vyznam v diagnostice akutnich streptokokovych infekci
krom akutni revmatické horecky. U diagnostiky poststreptokokové glomerulonefritidy je
vyznam omezeny (propukd kolem 10. dne po infekci). ZvySené hodnoty ma 85 %

pacientd s akutni revmatickou horeckou [17, 18].
Interference

Vliv na vysledek ma vék a sezénni vykyvy (zima a jaro vyssi nez v 1été). Falesné
vysSi vysledek pro stanoveni ASLO byl zaznamendn pfi zvySené hladiné beta-
lipoproteind. Snizené hodnoty lze ocekdvat pfi uzivani Intralipidu (Cistény sojovy olej),

nékterych antibiotik a kortikosteroidd [16].

Princip metody stanoveni ASLO

Kvantitativni imunoturbidimetrické stanoveni antistreptolysinu O se provadi in
vitro z lidského séra. Lidské protilatky proti antistreptolysinu O precipituji s latexovymi
Casticemi s navazanym antigenem antistreptolysinu O. Precipitat je stanoven

turbidimetricky pfi vinové délce 700 nm [18].

3.3.3 Aspartataminotransferaza

Charakteristika

Aspartataminotransferdza (AST, drive glutamat-oxaloctova transamindza [11]) je
enzym katalyzujici pfenos aminoskupiny z aminokyseliny (kyselina L-asparagovd) na
ketokyselinu (kyselina 2-oxoglutarovd) za vzniku kyseliny oxaloctové a glutamové a
naopak. Jedna se o plazmaticky a mitochondridlni (70%) enzym s vyskytem v myocytech,
myokardu a hepatocytech. Polocas katabolismu aspartdtaminotransferazy v krevnim
obéhu je 17 hodin. Stejné jako u ALT je koenzymem zvySujicim aktivitu pyridoxal-5-
fosfat. Je proto nezbytné pouZiti reagencnich souprav s obsahem tohoto koenzymu

k vylouceni falesné nizsSich hodnot u pacientu s deficitem vitaminu B6 [12, 14, 16, 19].

Pozadavek na vysetieni

AST je spole¢né s ALT markerem hepatobilidrnich poruch. V praxi se vyuziva
pomér AST/ALT, jak bylo vysvétleno vyse v kapitole 3.3.1. ZvySend aktivita AST je

pritomna i v pripadé poskozeni myokardu (operace, infarkt myokardu, u anginy pectoris
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je AST v normé), poskozeni kosternich svalli (ndmaha, zhmozdéni, Sok atd.) a po podani

morfinu (heroinismus) [11, 14, 19].

Referencni meze AST u dospélych muz( jsou 0,17 — 0,85 pkat/l, u Zen jsou 0,17

— 0,60 pkat/I [20].
Interference

Zakladni déleni faktorl zvysSujicich aktivitu AST je na neovlivnitelné (vék) a
ovlivnitelné (hmotnost, poziti alkoholu, fyzicka zatéz, léky, odbérova poloha, hemolyza
atd.). Hemolyza zdsadnim zpUsobem ovliviiuje stanoveni, nebot aktivita AST
v erytrocytech je az 40x vysSi nez v séru. Z |ékl, které zvysuji aktivitu AST, jsou to
predevsim antibiotika, nesteroidni antiflogistika, kontraceptiva, kyselina askorbova a

jiné. Snizeni aktivity AST vykazuje poddavani cyklosporinu, progesteron aj. [16].

Princip metody stanoveni AST

Kvantitativni stanoveni aspartataminotransferdzy se provadi in vitro s aktivaci
pyridoxalfosfatem z lidského séra. AST ve vzorku katalyzuje pfenos aminoskupiny mezi
L-aspartatem a 2-oxoglutaratem za tvorby oxalacetatu a L-glutamatu. Oxalacetat poté
reaguje s nikotinamidadenindinukleotidem (NADH) v pfitomnosti malatdehydrogendzy
(MDH) a vytvari NAD+. Pyridoxalfosfat slouzi jako koenzym pfi pfenosu aminoskupiny

v reakci a zajistuje Uplnou aktivaci enzym.

AST
L-Aspartat + 2-oxoglutarat — oxaloacetat + L-glutamat
MDH
Oxalacetat + NADH + H* —— L-malat + NAD*

Rychlost oxidace NADH je pfimo umérna katalytické aktivité AST. Stanovuje se

mérenim poklesu absorbance pfi vinové délce 340 nm [20].
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3.3.4 C-reaktivni protein

Charakteristika

C-reaktivni protein (CRP) je protein akutni faze slouzici jako ¢asny ukazatel zanétu
nebo infekce. Je syntetizovan jatry a v krvi je béZzné v koncentracich mensich nez 10 mg/I.
Vzestup hladiny pfi bakterialnich infekcich je jiz v prvnich cca 6 hodindch s maximem po
48 hodinach, pfi uzdravovani klesa o pfiblizné 50% denné. Funkce CRP je rozpozndvaci i
efektorovd. Aglutinuje antigenni struktury, aktivuje komplement klasickou cestou,
indukuje edém bakteridlniho pouzdra a opsonizuje mikroorganismy pro fagocyty [19,

21-23].

Pozadavek na vysetreni

Ke zvySeni hodnot CRP dochazi pfi zanétech infekéni (bakteridlni onemocnéni)
neinfekéni etiologie (autoimunitni, nadorové onemocnéni) a pti tkanové nekréze
(ischemie, embolie, operacni vykon) a pfimo koreluje s rozsahem poskozeni. CRP ma
souvislost s kardiovaskuldarnim rizikem, se stupném endotelidalni dysfunkce a
s nedostateénou syntézou oxidu dusnatého. U revmatoidni artritidy je ukazatelem
aktivity onemocnéni. V neposledni fadé také slouzi jako rozhodovaci faktor pfi terapii

ATB a nasledné monitorovani terapie [14, 19, 22, 23].
Referenc¢ni meze CRP u dospélych jsou < 5 mg/I [24].
Interference

Zakladni déleni faktor( majicich vliv na hladinu CRP je na neovlivnitelné (vék) a
ovlivnitelné (fyzickd zatéz, téhotenstvi, obezita, koufeni, nadmorska vyska, odbérova
poloha, hemolyza, lipémie atd.). Koncentraci ddle zvySuje hormondlni substitucni
terapie, hemodialyza, interleukiny 2 a 6, TNF-alfa, cholecystektomie a revmatoidni

faktor. Neni ovlivnén uzivanim imunosupresiv a nesteroidnich antiflogistik [16, 22].

Princip metody stanoveni CRP

Kvantitativni imunoturbidimetrické stanoveni CRP se provadi in vitro z lidského
séra. CRP aglutinuje s latexovymi ¢asticemi potazenymi monoklonalnimi protilatkami

proti CRP. Agregaty se méfi turbidimetricky. Vinova délka zareni je 570 nm [24].
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3.3.5 HDL cholesterol

Charakteristika

Lipoproteiny o vysoké hustoté (HDL, high density lipoprotein) jsou tvoreny
v jatrech a stfevni sliznici. Jejich Ulohou je transport cholesterolu z perifernich tkani a
z lipoproteind jinych tfid zpét do jater, kde dochazi k odbouravani a vyluCovani

z organismu, jak je ukazano na obrazku 7 [11, 14, 25].

Krev
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Obr. 7. Metabolismus HDL v organismu [26]

Pozadavek na vysetreni

Monitorovani hladiny HDL-cholesterolu ma vyznam predevSim v prevenci
kardiovaskularnich chorob (rozvoji aterosklerézy, ischemické choroby srdecni (ICHS)),
dale pUsobi antitrombogenné, vazoprotektivné, vykazuje protizanétlivé a antioxidacni
ucinky. ZvySend koncentrace HDL pUsobi snizenim rizika rozvoje aterosklerdzy, lisi se ale
optimalni hladina HDL-cholesterolu s ohledem na hladinu celkového cholesterolu.
Izolované méreni hladiny HDL ne vidy koreluje s mirou rizika kardiovaskularnich chorob.

Dulezitd je v tomto ohledu i struktura a funkénost ¢astic HDL [11, 14, 19, 27].

Referencni meze HDL cholesterolu u dospélych muzi jsou 1,00 — 2,10 mmol/I, u

Zen jsou 1,20 — 2,70 mmol/I [28].
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Interference

Zakladni déleni faktord zvysujicich koncentraci HDL je na neovlivnitelné (pohlavi,
vék) a ovlivnitelné (poziti alkoholu, fyzicka zatéz, léky, odbérova poloha, hemolyza atd.).
Koncentraci HDL zvySuje napfiklad hemodialyza, omega-3-mastné kyseliny, estrogen a

naopak snizuji ethanol, estradiol, gravidita, koureni, aj. [11, 16].

Princip metody stanoveni HDL

Kvantitativni stanoveni koncentrace HDL-cholesterolu se provadi in vitro z
lidského séra. Jednd se o homogenni enzymaticky fotometricky test. Lipoproteiny jako
LDL, VLDL a chylomikrony se poji s polyanionty a detergentem za vzniku ve vodé
rozpustného komplexu. V tomto komplexu je enzymovd reakce lipoproteint
s cholesterolesterazou (CHER) a cholesteroloxidazou (CHOD) zablokovana. CHER a CHOD
mohou reagovat pouze s HDL-¢asticemi. Estery cholesterolu jsou kvantitativné stépené

pomoci CHER na volny cholesterol a mastné kyseliny.

CHER

Estery — = HDL-cholesterol + RCOOH
HDL-cholesterolu + H.O

V pfitomnosti kysliku je cholesterol oxidovan cholesteroloxiddzou na

A4-cholestenon a peroxid vodiku.

CHOD
HDL-cholesterol + O, —_— A%-cholestenon + H.0O,

V  pfitomnosti peroxiddzy reaguje vytvoreny peroxid vodiku s
4-aminoantipyrinem a N-ethyl-N-(3-methylfenyl)-N’-sukcinylethylenediaminem (EMSE)
za tvorby rizovo-Cerveného zbarveni. Reakce je modifikaci Trinderovi reakce. Intenzita
zbarveni je pfimo Umérna koncentraci cholesterolu a méri se fotometricky pfi vinové
délce 600 nm [25].

Perowdaza
2 H,0; + 4-amino-antipyrin + — = barevny pigment + 5 H,0
EMSE + H* + H:0
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3.3.6 Hofrcik

Charakteristika

Hofcik je hned po drasliku hlavnim intraceluldarnim kationtem a ctvrtym
nejb&zné&jdim kationtem v téle. Cast hotéiku v plazmé je vazana na bilkoviny (30%), ¢ast
v komplexech (15%) a Cast ionizovana (55%). Vice nez polovina horciku je uloZena
v kostni tkani. Hof¢ik slouZi jako kofaktor pfiblizné 300 enzymd, je dlleZity pro normalni
bunéénou permeabilitu, nervosvalovou funkci a je potfebny pro syntézu a sekreci
parathormonu. Regulace plazmatické koncentrace probiha prostfednictvim ledvin [29-

31].

Pozadavek na vysetreni

Deficit hofciku se vyskytuje zfidka (vyskyt magnezia je v rostlinné i Zivocisné
stravé hojné zastoupen, ledviny dokdazi horcik resorbovat (95%) a omezit vylu¢ovani).
Riziko deficitu je u osob s déletrvajicimi prijmy, osob uzivajicich klickova diuretika, nebo
u malabsorb¢nich stava (chronicky alkoholismus). Riziko hypermagnezémie hrozi hlavné

u selhdvani ledvin [11, 19, 29, 32].
Referenc¢ni meze hofciku u dospélych jsou 0,66 — 1,07 mmol/I [31].
Interference

Koncentraci hot¢iku zvySuje napfriklad cvi¢eni pazi pred odbérem, histamin,
menses aj. Stanoveni rusi hemolyza, chyldza i ikterita. Snizeni koncentrace zplsobuje
napriklad ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), ethanol, glukagon, téhotenstvi aj.

[16].

Princip metody stanoveni horciku

Kvantitativni stanoveni horciku se provadi in vitro z lidského séra. Fotometricka
end-point metoda je zaloZzend na reakci mezi horcikem a xylidylovou modfi v alkalickém
roztoku obsahujicim ethylenglykoltetraoctovou kyselinu (EGTA) kvali maskovani
vapniku ve vzorku. V alkalickém roztoku vytvari horcik s xylidylovou modfi barevny
komplex diazoniové soli. Koncentrace horciku je vypoctena na zakladé fotometricky

méreného poklesu absorbance xylidylové modfi. Méfeno pfi vinové délce 600 nm [31].

alkalické pH
horcCik + xylidylova modi ——— barevny komplex
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3.3.7 Kreatinkinaza

Charakteristika

Kreatinkindza (CK — creatine kinase, drfivéjsi oznaceni fosfokindza) je
intracelularni enzym pfitomny v hojné mire v kosternim svalstvu, myokardu a mozku,
v mensi mire v dalSich organech. CK je dimerni molekulou, kterd se vyskytuje ve 3
isoformach (CK-MM, CK-MB, CK-BB) se strukturou kombinace podjednotek (M-muscle,
svalova; B-brain, mozkovd). CK-BB se vyskytuje v malém mnozstvi ve vSech tkanich, nebo
je produkovan ndadory, a nepouZiva se k diagnostice. CK-MM se s prevahou (98 %)
vyskytuje v kosternim svalstvu, kde se nachazi i CK-MB (1 %). V srdecni svaloviné je
pomér zastoupeni isoforem CK-MM a CK-MB odlisny (70: 30, %). Isoforma CK-MB je
vyuzivana v diagnostice infarktu myokardu. Kreatinkindza je enzym katalyzujici

fosforylaci kreatinu na kreatinfosfat pomoci ATP a naopak [11, 15, 19, 33, 34].

Pozadavek na vysetreni

Dle Vohanky [34] je v soucasnosti hladina CK povazovdna za nejcitlivéjsi
laboratorni ukazatel svalového resp. neuromuskuldrniho poskozeni. ZvySena hladina CK
se vyskytuje i po fyzické namaze, svalovych poranénich, téhotenstvi, abuzu alkoholu,
onemocnéni stitné Zlazy, diabetu, ¢i medikaci. Extrémni hodnoty CK se objevuji naptiklad
u bézcl po maratonu nebo béhu na 100 km. P¥i nekréze myokardu dochazi k nardstu po
4-6 hodinach od pocatku ischemie. ZvySeni hladiny CK je tedy pouze nespecifickym
ukazatelem poskozeni myokardu. Vohanka [34] navic uvadi i variantu idiopatické

hyperCKemie [11, 19, 34, 35].

Referenc¢ni meze CK u dospélych muzd jsou 0,12 — 3,20 pkat/l, u Zen jsou 0,12 —

2,85 pkat/I [36].
Interference

Hodnoty CK jsou zavislé na rase, pohlavi, véku a svalové hmoté. Zvyseni je
zpusobeno fyzickou zatézi, intramuskuldrnimi injekcemi, pooperac¢né. Elevaci CK
zpUsobuje i fada latek jako amfetamin, néktera antibiotika, steroidy, inzulin aj. Stanoveni

CK rusi silnd hemolyza [16, 19].

Princip metody stanoveni CK
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Kvantitativni stanoveni kreatinkinazy se provadi in vitro z lidského séra

fotometricky. Reakce ma nékolik kroka:

CK katalyzuje konverzi kreatinfosfatu a adenosindifosfatu (ADP) na kreatin a

adenosintrifosfat (ATP).

CK
Kreatinfosfat + ADP  —— kreatin + ATP

Vznikly ATP reaguje s glukdzou za katalyzy hexokinazy (HK) na ADP a glukdza-6-
fosfat (G6P).

HK
ATP + D-glukdza = ADP + G6P

Katalyticka koncentrace CK je pak vyhodnocena detekéni reakei glukdza-6-
fosfatu s NADP* za katalyzy glukdza-6-fosfat dehydrogenazy na NADPH. Stejné
mnozstvi NADPH a ATP je vytvareno stejnou rychlosti. Fotometricky mérena rychlost
tvorby NADPH je pfimo umérna aktivité CK. Absorbance mérena pfi vinové délce 340
nm [36].

G6PDH
G6P + NADP* ———= D-6-fosfoglukonat + NADPH + H*

3.3.8 LDL cholesterol

Charakteristika

Nizkodenzitni lipoproteiny (LDL, low density lipoprotein) jsou hlavni ¢astice
prendsejici cholesterol v plazmé. Nejvice jich je tvoreno preménou z VLDL (lipoproteiny
s velmi nizkou hustotou), nékteré jsou syntetizovany pfimo. Metabolizace LDL probiha
v rlznych typech bunék. Kontakt s burikou mizZe byt jak receptor-dependentni, tak
receptor-nondependentni (v pripadé makrofagd, tzv. zametacich ,,scavenger” bunék).
LDL pohlceny bunkou je dezintegrovdn. Uvolnény cholesterol inhibuje HMG-CoA-

reduktdzu, coz je klicovy enzym v syntéze cholesterolu [14, 37].

Pozadavek na vysetieni
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LDL (ptedevsim modifikované oxidaci) je velmi vyznamnym faktorem pfi tvorbé
a rGstu ateromovych platl (vétSina cholesterolu v platu pochazi pravé z LDL), jak je vidét

na obrazku 8 [11, 37].

LDL, Makrofag pénova

Adventicie

Obr. 8. Tvorba ateromového platu [38]

Masopust [14] vSak uvadi, Ze samostatné stanoveni LDL nema pfiliS valnou
hodnotu v predikci rizika. Snizeni hladiny LDL je terapeutickym cilem v prevenci

aterosklerdzy, jeji progrese a ruptury plattd [37].
Referencni meze LDL u dospélych jsou 1,20 — 3,00 mmol/I [28].
Interference

Zakladni déleni faktor( zvysujicich koncentraci LDL je na neovlivnitelné (pohlavi,
vék) a ovlivnitelné (menstruacni cyklus, gravidita, koufeni, menopauza, obezita, stres
atd.). Snizeni hladiny LDL lze zaznamenat napfiklad u hypertyredézy, malabsorbce,
malnutrice, pfi bezlepkové dieté, konzumaci ¢esneku, alkoholu, rybiho tuku, uzivani

heparinu aj. [16].

Princip metody stanoveni LDL

V béZné praxi se pro stanoveni hodnoty LDL-cholesterolu pouZivaji 2 metody.
Pfimé stanoveni a vypocet. K vypoctu slouzi konvencné zavedeny FriedewaldUv vztah,
ktery vychazi z predpokladu konstantniho pomeéru triacylglycerolli a cholesterolu. Tento
predpoklad nese v radé pripadd (chorobnych stav(l) miru pochybnosti. Nejznaméjsim
faktorem, ktery limituje spolehlivost vysledku je koncentrace triacylglycerold (TAG)

v séru. Horni mez TAG pro pouZiti vypoctu je 5,0 mmol/I. Tato hranice je diskutovana —
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napriklad ze studie dat z externiho hodnoceni kvality v roce 2005 bylo laboratoremi (80

Ucastnikd) pouzito 11 rliznych pristupl [39, 40].
Rovnice dle zdroje [39]: LDL cholesterol = Cholesterol - Triglyceridy*0,4537 - HDL cholesterol

Pti ziskdvani dat k porovnani analyzator( v této praci byla pouZita metoda in vitro
pro kvantitativni stanoveni LDL-cholesterolu v lidském séru, homogenni enzymatické
fotometrické stanoveni. Estery cholesterolu a volny cholesterol v LDL se méfi na zakladé
enzymatické metody pro cholesterol pouzitim cholesterolesterazy a cholesteroloxidazy
v pritomnosti surfaktantli, které selektivné rozpousti pouze LDL. Reakce enzym( na

lipoproteiny jiné nez LDL jsou inhibovany surfaktanty a cukernou slozkou.

detergent cholesterol + volné mastné

- —_— . Ly vex s
Estery LDL-cholesterolu + H,0 kyseliny (selektivné rozpusténé v

Chalesteralesterdza micelach)

Estery cholesterolu jsou kvantitativné Stépeny cholesterol esterazou na volny

cholesterol a estery.

cholesterol oxidéaza
LDL-cholesteral + O, —_— A*-cholestenon + H,0,

V pritomnosti kysliku je cholesterol oxidovan cholesteroloxidazou
na A*-cholestenon a peroxid vodiku.

peroxidiza
2 H;0; + 4-aminoantipyrin + EMSE?) + HO+H* @ —— =
rudo-fialove barvivo + 5 H.O

V  pfitomnosti peroxiddazy reaguje vytvofeny peroxid vodiku s
4-aminoantipyrinem a N-ethyl-N-(3-methylfenyl)-N-succinylethylenediaminem (EMSE).
Reakce je modifikaci Trinderovy reakce. Dochazi k tvorbé rudo-fialového zbarveni, jehoz
intenzita je pfimo umérna koncentraci cholesterolu. Absorbance mérena pfri vinové

délce 600 nm [37].
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3.4 Charakteristika metod

V této Casti prace je pojedndno o pouzitych statistickych metoddch v postupech
porovnani analyzator( (kapitoly 3.4.1. a 3.4.2.), verifikaci jednotlivych metod (kapitoly

3.4.3. a2 3.4.9.) a kontrole kvality.

3.4.1 Diferencialni analyza dle Bland - Altmana

Analyza Bland-Altman (B&A) slouzi ke kvantifikaci shody mezi dvéma
kvantitativnimi mérenimi pomoci studie primérného rozdilu téchto méfeni a
sestavovanim limitl shody. Tato analyza umoZznuje urcit, zda je diference mezi dvéma
metodami vyznamna, €i nikoliv. V rdmci analyzy se stanovi bias mezi prGméry diferenci
a stanoveni intervalu shody, do které spada 95% diferenci metody 2 v porovndni
s metodou 1. Analyza definuje pouze interval shody, nikoliv zda je tento interval vhodny
nebo ne pro zamyslené poutziti. Vysledkem je graf vykresleni rozptylu, kde je na ose Y
diference mezi dvéma porovnavanymi mérenimi (A-B) a na ose X je primér téchto
hodnot ((A+B)/2). Jinymi slovy, diference dvou porovnavanych méfeni je vynesena
v grafu proti prdméru téchto méreni. B&A doporucuji, aby 95% hodnot lezelo v rozmezi

+/- dvé smérodatné odchylky od primérné diference [41].

3.4.2 Regresni analyza dle Passing — Babloka

Regresni analyza dle Passing-Babloka slouZi ke zjisténi zavislosti dvojice metod.
Umoznuje odhadnout shodu mezi metodami a odhalit pfipadny bias. Tato analyza je
robustni, neparametrova metoda, necitlivd k odlehlym (outlier) hodnotam. Diky
intervalu spolehlivosti Ize urcit, zda hodnoty prochazeji nulou nebo hodnotou jedna, coz

ukazuje na shodu metod nebo nutnost pripadné korekce.

Pokud interval spolehlivosti (Cl, confidential interval) metody A neobsahuje 0, je
zde pritomna systematicka diference mezi metodami. Pokud Cl metody B neobsahuje 1,

je zde proporciondlni diference mezi metodami [42, 43].

3.4.3 Verifikace metody

Verifikace, neboli ovéreni, je poskytnuti objektivniho dlikazu, Ze metoda splnuje
dané pozadavky. Jinymi slovy se jedna o potvrzeni dosazeni funkénich vlastnosti (nebo
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zdkonnych pozadavkd) méficiho systému prostfednictvim objektivnich dlikaz(. Je to
ovéreni, Zze je laboratof schopna dosdahnout u validovanych metod deklarovanych
vykonnostnich parametrl, které uvadi vyrobce (nejcastéji v dokumentaci). Verifikace
poskytuje potfebnd data pro odhad nejistoty méreni. Minimalni ¢etnost verifikace je dle

doporuéeni CSKB 1 krat roéné [44, 45].

Zaveér vyplyvajici z pojmu verifikace je zhodnoceni, do jaké miry je laborator s
vyslednou kombinovanou nejistotou ve shodé s referencné mérenym certifikovanym
materidlem. V ramci verifikace se vyhodnocuje a porovnava se Rozsifend kombinovana
nejistota zjisténa laboratofi, s Pfijatelnym rozdilem (oznaceni Dmax, %), vydavanym

dodavatelem referencniho certifikovaného materialu.

Odlisnost validace od verifikace je nasledujici - Validace je potvrzeni, Ze metoda
spliuje poZadavky na ni kladené a od ni ofekdvané (Urovern méreni je dostatecna,
vyhovuje zamyslenému pouziti atd.). Validace se pouziva v pfipadé zavadéni novych
metod vyvijenych v laboratofi [46]. V diplomové praci jsou popsané verifikaci jiz
vyrobcem validovanych biochemickych metod. Vzor verifikacniho protokolu je uveden

v pfiloze Cislo 1.

3.4.4 Nejistoty méreni

V Doporuceni [47] je vysvétleno spravné chapani méreni a vydavani vysledka. Je
znamo, Ze absolutné presny vysledek méreni neexistuje a kazdé méreni je spjato
s urcitou nejistotou. Nejistotou se rozumi parametr, ktery charakterizuje miru rozptyleni
hodnoty vysledku méreni. Z toho vyplyva, zZe vysledkem méreni neni jedna hodnota (jak
by se mohlo z vysledku méfeni zdat) ale interval, jak je ukdzano na obrazku 9, ve kterém

se vysledek méreni s urcitou pravdépodobnosti nachazi [47-50].

Spravna piedstava: Vysledek se nachazi v néjakém ——i

intervalu s ur¢itou pravdépodobnosti.

Nespravna predstava: Vysledek je bod. [ ]
i ! t
0 5 10

Obr. 9. Spravna predstava vysledku méreni
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Nejistota se vzdy tyka pouze vysledku méreni (ne metody, systému atd.). Celkova
nejistota (Kombinovana nejistota, oznaceni uc) je souborem diléich nejistot (kazdy krok
procesu s sebou nese ¢ast nejistoty od preanalytické pfes analytickou a postanalytickou

fazi).

u, = |uf+ ui+ ...+ u

v v

V praxi se béiné pouZiva rozSifend kombinovana nejistota (Uc), coZ je
kombinovana nejistota vynasobend faktorem rozsifeni k (obvykle k = 2, odpovida 95%

intervalu spolehlivosti pro normalni rozdéleni dat).
U.=k. u,

Vyjadfuje se bud v absolutnich (v jednotce méreni, oznaceni abs) nebo

relativnich (v %, oznaceni rel) jednotkach [47].

3.4.5 Opakovatelnost metody

Opakovatelnost metody je preciznost méfeni stanovena za specifickych
podminek (stejny personal obsluhujici systém, stejné pracovni podminky, stejné misto,
méreni na stejnych nebo podobnych objektech) v kratkém casovém useku (v sérii) [51,

52].

3.4.6 Mezilehla preciznost méreni

Mezilehld preciznost méreni (MPM) je dil¢i slozkou nejistoty. Mezilehla
preciznost méfeni je tésnost shody mezi naméfenymi hodnotami ziskanymi
opakovanym meérenim za specifickych podminek méreni. MPM byva vyjadiena mirami
nepreciznosti (smérodatnou odchylkou, rozptylem, variaénim koeficientem). Rozdil

oproti opakovatelnosti tkvi v delSim ¢asovém Useku, nikoliv tedy méreni v sérii [48, 52].
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3.4.7 Intraindividualni a interindividualni variabilita

Intraindividudlni biologicka variabilita (CVi, %) (Westgard [53] pouzivd oznaceni
CVw = within biological variation) udava biologickou proménlivost hladiny analytu

v ramci jedince (cirkadialni rytmy, vék, pohlavi atd.).

InterindividudlIni biologicka variabilita (CVs, %) (general biological variation)

udava biologickou proménlivost hladiny analytu mezi jedinci [1].

V rdmci diplomové prace, hodnoty intraindividualnich a interindividualnich

biologickych variabilit byly ¢erpany z databaze Westgarda [53].

3.4.8 Bias

Bias neboli vychyleni je v literature definovan jako hodnota odhadu systematické
chyby méreni. Je to rozdil mezi namérenou a ocekdavanou hodnotou. Je nutno bias
zahrnout do celkové povolené chyby. Bias metody se zjistuje méfenim vzorku o znamé
koncentraci za podminek mezilehlé preciznosti méfeni. K tomuto ucelu se nejcastéji
pouzivaji komeréni vzorky s patficnou dokumentaci, nebo vzorky proslé cyklem
externiho hodnoceni kvality (EHK). Ne vidy je mozné zjistit bias ptfimo, tedy mérenim
certifikovaného materidlu a i v pfipadé radné provedené kalibrace se mlze bias projevit.
Tento bias se navic mUZe ménit v zavislosti na Sarzich kalibratoru a reagencnich souprav.
Vyznamny (nebo také Nekorigovany) bias ovlivni vysledek a neni mozné ho pfi vypoctu
nejistoty vysledku nezapocditat. Bias je povazovan za nevyznamny, a lze ho pti vypoctu

pominout, pokud plati:

ref,abs Xp,abs

|baps| < 2\/1{2 + u?

e baps je bias vyjadieny v jednotce méreni;
®  Urefabs j€ standardni nejistota hodnoty vzorku o zndmé koncentraci;

® Uxpabs je standardni nejistota priméru vysledkG méfeni vzorku o znamé
koncentraci.

Bias Ize také zanedbat, pokud je o mnoho mensi nez nejistota vypocitana z mezilehlé
preciznosti. Je-li napfiklad bias mensi nez 1/3 MPM, pfispiva ke kombinované nejistoté

méné nez 5% [47, 51, 54].
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Interindividualni a intraindividudlni biologicka variabilita jsou veli¢iny, ke kterym se
pfihlizi pfi stanovovani referencnich mezi. Obé tyto veli¢iny lze vyjadfit formou

variac¢nich koeficientl (CV, %).

Celkovou biologickou variabilitu Ize nasledné vyjadfit vztahem:

Nel/A e

kde CV,je intraindividualni a CVg interindividudlni biologicka variabilita.

Bias (Ba) by mél byt mensi nez % uvedené celkové biologické variability. Pfipustny

je vsak i bias 3/8.

B, <0375CV, +CV,’

Za idedlni hodnotu se povaZzuje Ba 1/8 uvedeni celkové biologické variability [54].
B, <0,125\/CV,’ +CV,’

3.4.9 Vypocty nejistot méreni

Dle Doporuceni [47] je moZné pouzit nasledujici 4 postupy pro vypocet nejistot
méreni. MoZnosti je samozfejmé vice, ale tyto 4 zakladni jsou nejéastéji pouzivané
v klinické praxi, jeden z nich je dokonce doporucen pro vypocet nejistot pro ucastniky

EHK.

3.4.9.1 Postup 1 - jedina dilci nejistota

Postup ,Jedind dil¢i nejistota” Ize zvolit, pokud neni k dispozici Zadny referencni
materidl, ani material se vztaznymi hodnotami a nelze tudiz urcit bias. Jedinou dilci
nejistotou je zde MPM. Alespon 15 opakovanych méreni jednoho vzorku se provede za

podminek mezilehlé preciznosti. Z vysledkl méreni je vypocéten aritmeticky pramér

(XMPM)I
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Xmpm =

Sl
(Ngh
&

=1

e n pocet méreni;
° X jednotlivé vysledky méreni.

Smérodatna odchylka (SDmewm):

n
1
SDypm = HZ(H — Xmpm)?
i=1

Variacni koeficient (CVmpm):

)
CViypy = 100 - ﬁ [%]

Vzhledem k tomu, Ze jiz nejsou dalsi dil¢i slozky kombinované nejistoty, je

vypocet nejistoty vysledku nasleduijici:
Uc,abs = UmpM,abs = SDmpm
Ucrel = UMPM,rel = CVuMpm [%]

3.4.9.2 Postup 2 — kombinace MPM a méreni vzorku o znamé koncentraci,
bias je nevyznamny

Pokud jsou k dispozici vzorky s ovéfenou vztaznou hodnotou (certifikovany

materidl, vzorky EHK, komercni vzorky), Ize uréit bias. Vysledna kombinovana nejistota

(relativni, v %, oznaena ucrel) bude sloZena ze 3 dil¢ich nejistot:

— 2 2 2 0
Ucrel = JHMPM,rel + uref,rei + uXp.re{ ["4]]
®  UnpmMre nejistota vypocitana z MPM (viz postup 1);
®  Urefrel nejistota koncentrace vzorku se zndmym obsahem (uvedena

v dokumentaci ke vzorku);
®  Uxprel nejistota priméru méreni (Xp) vzorku se znamym obsahem.



Nejistotu priiméru (relativni) vypocitava se z absolutni nejistoty priiméru vysledkd

méreni vzorku o zndmé koncentraci:

SD
Uy = —
p.abs \/ﬁ
ux
_ . p.abs 0
Uy, = 100 —= [%]
p
®  Uxprel relativni nejistota priméru;
®  Uxpabs absolutni nejistota praméru;
e Xp aritmeticky pramér (vypocet viz postup 1);
e SD vybérova smérodatné odchylka (vypocet viz postup 1);

e n pocet méreni.

3.4.9.3 Postup 3 - kombinace MPM a méreni vzorku o znamé koncentraci, bias
je vyznamny

Vychozi podminky tohoto postupu jsou shodné s postupem 2. Rozdil je vtom, zZe

bias neni zanedbatelny (viz kapitola 3.4.8. Bias). Pro¢ vyznamny bias do nejistoty

vysledku zahrnout?

Pokud mame vysledek méreni x, ktery je doprovdzen urlitou (stanovenou)
celkovou rozsitenou nejistotou Uc, pak dle obecného konceptu nejistot vysledek lezi
vintervalu x £ Uc s 95% pravdépodobnosti. Jestlize je vysledek zatizen vyznamnym bias,
v uvedeném intervalu se témér jisté nenachazi, nebo s Uplné jinou pravdépodobnosti.
Doporuceni SEKKu [47] uvadi 3 pouzitelné postupy pro zaélenéni vyznamného bias do
nejistoty vysledku méreni. Vzhledem k tomu, Ze prvni postup obsahuje oboustranné
rozsiteni nejistoty (bias predstavuje vychyleni jen na jednu stranu) a prispévek bias
k celkové nejistoté je nasoben koeficientem rozsiteni, neni tento zplsob nejvhodnéjsi.
Treti postup nese nevyhodu v podobé asymetrické vysledné nejistoty a komplikuje tim
vyjadreni vysledku. Z téchto divod byl v experimentdlni ¢asti diplomové prace pouzit
pouze druhy postup, ktery je také doporucen ucastniklim EHK.

v rv

Slouceni bias s kombinovanou rozsifrenou nejistotou

Tento postup zahrnuje bias do nejistoty vysledku méreni tak, Ze jej slouci

s rozsifenou kombinovanou nejistotou.

Ucrel = \/(k u(bez bias),rel)2 + Drel?
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Ucrel kombinovana rozsifena nejistota;

o k koeficient rozsiteni (obvykle hodnota 2, odpovida 95% intervalu
spolehlivosti pro normalni rozlozeni);
®  U(bez bias)rel nejistota bez zahrnutého bias (vypocet viz Postup 2);
®  Drel relativni bias, vypocet :
babs = Xp - Cref
bap
brer =100 - —= [%]
Cref
®  Dbabas absolutni bias;
e Xp aritmeticky pramér vysledk( méreni vzorku o zndmé koncentraci;
®  Cref hodnota koncentrace vzorku o znamé koncentraci (uvedena

v dokumentaci) [47].

3.4.10 Interni kontrola kvality

Interni kontrola kvality, oznac¢ovana téz IKK, VKK (vnitini kontrola kvality), IHK
(interni hodnoceni kvality), je dle definice WHO: , VKK jsou postupy, které jsou
provadény personalem laboratofi ke kontinudlnimu hodnoceni laboratorni prace a
zejména patologickych vysledk(, aby se rozhodlo, zda jsou vysledky dostatecné validni
k uvolnéni Iékarim (bud k podpore klinickych zavéri nebo pro epidemiologické nebo
vyzkumné ucely). Postupy VKK maji okamzity efekt na laboratorni praci a mély by vést
ke kontrole, popf. k vylouceni analytické série laboratornich vysledk(. Soustfedéni se na
chyby v laboratorni mediciné je dllezitou soucdsti mezinarodnich snah tykajicich se
bezpedi pacientl. Vcasné a spravné sdéleni laboratornich vysledkl je jednim z pilifQ
efektivni diagnostiky a |é¢by. Témér dvé tretiny rozhodnuti o pfijeti ¢i propusténi
pacientd z nemocnice, stejné jako o predepsani lékl, jsou zaloZeny na laboratornich

vysledcich [1]“.

VKK je systém zvySujici pravdépodobnost vydavani validnich a pro lékare
pouzitelnych vysledk( v procesu diagnostiky a rozhodovani. Cilem je odhalit a snizit
analytické chyby, jez mohou mit negativni vliv. Praktické provadéni VKK je méreni
kontrolnich vzorkd a porovnavani vysledkl s ocekavanou hodnotou. Kontrolni material

by idedlné mél, dle doporuceni CSKB [54], splfiovat tyto parametry:
1. Byt pokud mozno na bazi lidské matrice;

2. Vhodnéjsi je kapalnd forma (niZsi riziko chyby pti fedéni);
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3. Minimalné 2 nejlépe 3 hladiny (nizkd, normalni, vysoka);
4. Koncentrace blizici hladindm s klinickym rozhodovanim.

Frekvence méreni vSech hladin kontrolniho materidlu je minimalné jednou za
analytickou sérii odpovidajici jedné pracovni sméné. Maximalni pfipustnd doba série je
24 hodin. Kontrolni vzorky je potfeba vidy pfemérovat po kalibraci, vyméné reagencii,
po servisnim zdsahu do méfici ¢asti analyzatoru, ¢i pfi pochybdch o spravné funkci

analytického systému.

Je tfeba dbat zvysSené pozornosti na vyhodnocovani vysledkl kontrol a na nasledné
nastaveni systému. Pro hodnoceni slouzi rizné regula¢ni diagramy (napfiklad Levey —
Jenningsovy grafy). K vyjadreni kvality se pak pouziva termin celkovd povolend chyba
(Total Error Allowable = TEA) nebo pojem cilova nejistota méreni (Target Measurement
Uncertainity = TMU). TMU lze odhadnout z biologické variability, nebo lze pouzit
hodnoty doporucené odbornymi spole¢nostmi pro EHK (Dmax, %). Vhodnost nastaveni
VKK je nasledné ovéreno pfi cyklech EHK. V ptipadé neshody je tfeba provéfit cely
systém. Vysledky ziskané z VKK je moiné pouzit pro verifikaci metod a pfi odhadu

nejistot vysledkd méreni [1, 54].

3.4.10.1 Postupy pro hodnoceni VKK

Pro praxi nejen klinické laboratore lze pouzit systém pravidel, které jiz v roce
1981 publikoval profesor Westgard [53]. Soubor téchto pravidel slouzi k detekci chyb
v analytickém procesu. Zakladni schéma ma 6 pravidel, ktera Ize pouZit samostatné nebo
v kombinaci, jako takzvana multi-pravidla. Zakladni dlvody pouziti téchto pravidel jsou
snizit zbyte¢na opakovani méreni, zvysSit pravdépodobnost zachytu chyb a vyuzit

pravidla pro odliseni ndhodné a systematické chyby.
Zakladni pravidla pro poutziti 2 hladin kontrolnich vzorku:

e 1-2s.Varovné pravidlo. Jedna hodnota VKK pfesahne primérnou hodnotu o 2 SD

na libovolnou stranu.

e 1-3s. Jedna hodnota VKK presahne prlimérnou hodnotu o 3 SD na libovolnou
stranu. Je vidy ddvodem k odmitnuti daného méfeni. Pravidlo odhalujici

neakceptovatelnou nahodnou, nebo pocéatek systematické chyby.
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e 2-2s.Poruseni pravidla 1-2s dvakrat za sebou na stejnou stranu. Je vidy divodem
k odmitnuti daného méreni. Odhaluje systematickou chybu. Aplikuje se pro

jednu hladinu i mezi hladinami.

e R-4s. Pravidlo identifikujici ndhodnou chybu. PouzZitelné pouze pro aktualni sérii.
Opakovani série se provede v pfipadé rozdilu 4 SD mezi dvéma kontrolnimi
mérenimi v jedné sérii. Pfiklad: méreni VKK na 2 hladinach. Vysledek 1 hladiny
byl 2,3 SD nad primérem a vysledek hladiny 2 byl 1,8 SD pod primérem. Celkovy
rozdil je vétsi nez 4 SD: (2,3 SD — (-1,8 SD))=4,1 SD

e 4-1s. Varovné pravidlo. Posledni 4 hodnoty VKK jsou o vice nez 1 SD stejnym
smérem vzdaleny od priiméru. Hodnoti se jak pro jednu hladinu (systematicka
chyba v mensi oblasti méficiho rozsahu), tak mezi hladinami (systematicka chyba

v celém méficim rozsahu).

e 10-x. Pokud je 10 vysledkd méfeni na stejné strané od priiméru, je toto pravidlo
poruseno. Hodnoti se jak pro jednu hladinu (systematicka chyba v mensi oblasti
mériciho rozsahu), tak mezi hladinami (systematicka chyba v celém méficim

rozsahu).

Opakovani se obecné provadi az po upravé metody. Je vSak tfeba zjistit, kde se
problém nachazi. Problém se mulZe vyskytovat v metodé, ale i jinde (nespravné

pfipraveny kontrolni materidl, chyba obsluhy analyzatoru, chyba pfistroje atd.).

V soucasnosti jiz vétsSina program( obsahuje vhodny software na implementaci
téchto pravidel a jejich optimalni kombinaci pro danou metodu, coZ sniZuje riziko

zbytecnych opakovani analyz a plytvani drahym kontrolnim materidlem [54].

3.4.11 Externi kontrola kvality

Externi hodnoceni kvality neboli EHK, je soucast procesl zajistujicich kvalitu
méreni. Podstatou je provadéni mezilaboratorniho porovnavani vysledkli méreni
referenénich materidl(. Organizaci a vyhodnocovani zajistuje organizator EHK.
Vyhodnoceni vysledkl poskytuje ucastnikovi moznost odhalit chyby nebo nejistoty,
vede ke zlepsSovani kvality, mlzZe byt pouZito pfi verifikaci metody a zajisténi navaznosti

vysledk méfeni. Data Ize vyuZit k odhadu nejistot vysledkd méfeni. Uéast v programu
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EHK je dle pozadavk( norem ISO 15189 a ISO 17025 povinnd. Z hlediska poskytovani

zdravotni péce nese mezilaboratorni porovnani velky vyznam.

Organizace EHK probiha formou predem naplanovanych cykl(. Cyklus ma z pohledu
Ucastnika nasledujici prabéh:

e rozeslani pro ucastnika neznamych kontrolnich vzorkd;

e zpravovani téchto vzork( (uskladnéni, rozpousténi, alikvotace, méreni);

e predani vysledkd organizatorovi;

e zpracovani, vyhodnoceni a rozeslani vysledkd daného cyklu.

Cilové hodnoty jednotlivych zkousek jsou ucastnikim sdéleny az ve vysledcich cyklu.
Pro vybrané analyty jsou v systému EHK vyddavany certifikdty Uspésnosti. Pokud jsou
podminky pro udéleni certifikatu splnény, pracovisté obdrzi dany certifikat s vyslednou
zpravou. Platnost certifikatu je jeden rok. Osvédceni o Ucasti obdrzi pracovisté, které

splnilo podminky pro udéleni osvédcéeni [55].

Pozadavky na kontrolni materidly EHK cyklu:
e matrice musi vykazovat shodu s matrici redlného vzorku;
e garance dostate¢né homogenity a stability.

Zpusoby ziskani Cilové hodnoty kontrolniho materialu:
e referencnim méricim postupem;

e validované kalibracnimi laboratoremi vyrobcl na podkladé jejich kalibrac¢niho

protokolu;
e prumeér vysledkd vsech ucastnikl (s vyloucenim odlehlych hodnot);

e primér méreni stejnorodych skupin Ucastnikl (stejné méfici postupy nebo

méfrici systémy) [55].
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité analyzatory
e Analyzator 1 : COBAS Integra 800
o Vyrobce: Hitachi Corporation, Tokyo, Japan
o Dodavatel: Roche s.r.o.
e Analyzator 2 : COBAS 6000 (modul c501)
o Vyrobce: Hitachi Corporation, Tokyo, Japan

o Dodavatel: Roche s.r.o.

4.2 Pouiity software

Pro statistické vyhodnoceni dat byl pouzit software - Method Validator verze

1.1.10.0, od firmy Metz — France, Philippe Marquis 1999.

4.3 Pouzité reagencie, pomocné a promyvaci roztoky

PouZité reagencie, pomocné a promyvaci roztoky (kromé deionizované vody) byly
origindlni baleni od firmy ROCHE doporucené pro In Vitro Diagnostiku a s prislusnou

certifikaci.

Reagencni kazety

= ALTLP (Alaninaminotransferdza s aktivaci pyridoxal fosfatem)

= ASLOT (Tina-quant Antistreptolysin O)

= ASTLP (Aspartataminotransferdza s aktivaci pyridoxal fosfatem)
= CRPL3 (C-reaktivni protein 3.generace)

= HDLC4 (HDL cholesterol 4.generace)

* MG2 (Magnesium 2.generace)

= CK (Kreatinkinaza)

= LDLC3 (LDL cholesterol 3.generace)
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Pracovni roztoky — pomocné a promyvaci

Deionizovana voda — vyrobnik od firmy GORO s.r.o.
NaOH-D kazeta — slouZi k promyvani reagencni jehly béhem EWC

NaOH-D/Basic kanystr — slouZi k alkalickému myti reakénich

kyvet

Acid Wash Solution — slouzi ke kyselému myti reakénich kyvet
Eco-D — detergent, pridava se do vodni lazné

Sample Cleaner 1 — pouziva se pro alkalické myti vzorkové jehly
SMS/Acid Wash — pouziva se pro kyselé myti vzorkové jehly
SMS — kazeta, pouziva se pro kyselé myti reagencni jehly

9% roztok NaCl — pro fedéni pacientskych vzork( a kalibratord

9% roztok NaCl — pro sérové indexy

4.4 Pouzity spotrebni materidl

primarni zkumavky s gelem 16x100 mm, 13x100 mm, 13x75 mm,

plastové zkumavky 15x75 mm
vzorkové nadobky Hitachi 0,5 ml nebo 1,5 ml

reakéni kyvety

4.5 Poulity kalibracni a kontrolni material

o Kalibracni material

C.f.a.s. (Calibrator for automated systems)
C.f.a.s. PAC (Prealbumin-ASLOCeruloplasmin)
C.f.a.s. Proteins

C.f.a.s. Lipids
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o Kontrolni material

=  PCCM1 (PreciControl ClinChem Multi 1)

=  PCCM2 (PreciControl ClinChem Multi 2)

4.6 Pouzité (mérené) vzorky

4.6.1 Vzorky mérené pro porovnavani metod

Kazdou metodou bylo méreno cca 40 vzorkl sér pacient(l. Pacienti byli muzi a
patologickych i fyziologickych hodnot. Casové obdobi vybéru a analyzy vzorkd na obou

analyzatorech bylo 04.09.2017 — 15.11.2017.

4.6.2 Vzorky mérené pro verifikaci metod

Mérenymi vzorky pro verifikaci metod byl kontrolni material na 2 hladinach
(normalni a patologicka) od vyrobce ROCHE s ozna¢enim PCCCM1 a PCCCM2. Mezilehl3
preciznost méfeni byla vypoctena jako variaéni koeficient (%) ze souboru méreni
(minimalné 20 hodnot) certifikovaného kontrolniho materidlu a nasledné porovnana

s variaénim koeficientem uvedenym v dokumentaci vyrobce.

Opakovatelnost jednotlivych metod byla hodnocena pomoci 10 méreni (v sérii)
referencniho certifikovaného materialu od firmy SEKK. Z porovnani priiméru méreni
s cilovou hodnotou referenéniho materidlu byl stanoven bias a zjistén jeho vyznam.
Z rozsifené nejistoty vztazné hodnoty (Uav, uvadi poskytovatel referenéniho materialu

v absolutnich hodnotach) je vypoctena relativni nejistota vztainé hodnoty (urefrer).
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5. VYSLEDKY

5.1 Statistické vyhodnoceni a verifikace

alaninaminotransferazy

5.1.1 Porovnani metody na analyzatorech COBAS Integra 800 a COBAS

6000

Pro porovnani metod stanoveni alaninaminotransferdzy byla provedena Bland —

Altmanova diferencidlni analyza. Vysledky analyzy jsou uvedené na obrdzku 10. Z grafu

je patrna priimérna diference mezi obéma metodami, kterd dosahuje hodnoty 0,289

ukat/l, coZz odpovidd 14,99%. Intraindividudlni biologickd variabilita je dle Westgarda

[53] 19,40%.

Dale byla provedena Passing — Bablokova regresni analyza s vysledky, které jsou

uvedené na obrdzku 11, z niZ je patrno, Ze interval spolehlivosti smérnice (slope)

neobsahuje hodnotu 1, coZ svédci o pritomnosti proporcionalni diference. Interval

spolehlivosti useku (intercept) obsahuje hodnotu 0, coz vylu€uje pfitomnost konstantni

diference.
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Obr. 10. Bland - Altman rozdilovy graf pro
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Obr. 11. Passing — Bablokova regresni
analyza pro metody stanoveni ALT
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5.1.2 Verifikace metody na analyzatoru COBAS 6000

Verifikace metody stanoveni alaninaminotransferazy zahrnovala méreni na
dvou hladinach — normalni PCCCM1 a patologické PCCCM2. Vysledky mezilehlé

preciznosti méreni pro stanoveni metody jsou shrnuté v tabulce 1.

Tabulka 1. Stanoveni mezilehlé preciznosti méreni pro metodu stanoveni ALT

PCCCM1 PCCCM2
Pocet méieni 23 23
Primér méreni 0,77 1,94
Smérodatné odchylka 0,01 0,03
CVmem (%) 1,53 1,57
CVyyrobee (%) 1,60 1,00
Srovnani CVwem @ CVyyrobee Vyhovuje Nevyhovuje
Intraindividualni biologicka 194
variabilita CV; (%) ’

Z vysledkl uvedenych v tabulce 1 je patrné, Zze vypocteny variacni koeficient je
vyssi nez koeficient uddvany vyrobcem v pripadé patologické hladiny kontrolniho
materidlu PCCCM2. Vzhledem k biologické variabilité je dosahovana preciznost

vyhovuijici.

Verifikace metody stanoveni alaninaminotransferazy dale zahrnovala méreni
opakovatelnosti na dvou hladinach referenéniho materialu — patologické (vzorek A) a

normalni (vzorek B). Vysledky méreni opakovatelnosti metody jsou shrnuté v tabulce 2.
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Tabulka 2. Stanoveni opakovatelnosti metody stanoveni ALT

Pofradi méreni Vzorek A* Vzorek B*
1 1,25 2,29
2 1,26 2,28
3 1,23 2,27
4 1,23 2,29
5 1,26 2,26
6 1,23 2,25
7 1,25 2,25
8 1,25 2,29
9 1,26 2,28
10 1,25 2,30
Pramér méreni 1,25 2,28
Smérodatna odchylka 0,01 0,02
Nejistota prdméru méreni Uy, re(%) 0,3 0,2
Vztazna hodnota referenéniho
materialu 1,259 2,355
Nejistota Urefrel (%) 1,191 1,104
Bias (%) -0,953 -3,355
Bias vyznamny ne ano

*Referencni material EHK firmy SEKK, cyklus AKS 4/17 (analyty krevniho séra) o neznamé

koncentraci

Z vysledkd uvedenych v tabulce 2 je patrné, ze Ze smérodatné odchylky méreni
obou vzorkl nepresahovaly 0,02. Bias byl vyznamny pouze u vzorku B. Ziskané vysledky

byly zahrnuty do vypoctu vysledné nejistoty.

Vypocet vyslednych nejistot

Na zakladé vypoctu dil¢ich nejistot, uvedenych v tabulce 1 a 2, byla vyhodnocena

velikost rozsifené kombinované nejistoty Uc el pro vzorek A (3,93%) a vzorek B (5,12%).

Obé hodnoty byly porovnavany s pozadavky mezni nejistoty (Dmax) uvedené

v dokumentaci EHK od firmy SEKK z roku 2017, kterd méla hodnotu 15%. Vysledné

rozSirené kombinované nejistoty jsou nizsi nez mezni nejistota, z ehoz Ize ulinit zavér,

Ze metoda stanoveni alaninaminotransferazy vyhovuje zamyslenému pouziti.
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5.2 Statistickeé vyhodnoceni a verifikace antistreptolyzinu-O

5.2.1 Porovnani metody na analyzatorech COBAS Integra 800 a COBAS

6000

Pro porovnani metod stanoveni antistreptolyzinu-O byla provedena Bland —

Altmanova diferencidlni analyza. Vysledky analyzy jsou uvedené na obrazku 12. Z grafu

na obrazku je patrnd primérna diference mezi obéma metodikami, ktera dosahuje

hodnoty -24 IU/ml, coZ odpovidd -10,87%.

Dale byla provedena Passing — Bablokova regresni analyza s vysledky, které jsou

uvedené na obrazku 13, z niZ je patrno, Ze interval spolehlivosti smérnice (slope)

obsahuje hodnotu 1, coz vyluduje pfitomnost proporciondini diference. Interval

spolehlivosti Useku (intercept) obsahuje hodnotu 0, coZ vylucuje pfitomnost konstantni

diference.
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Obr. 12. Bland - Altman rozdilovy graf pro
metody stanoveni ASLO
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Obr. 13. Passing — Bablokova regresni
analyza pro metody stanoveni ASLO

5.2.2 Verifikace metody na analyzatoru COBAS 6000

Verifikace metody stanoveni antistreptolyzinu-O zahrnovala méreni na dvou

hladinach — normalni PCCCM1 a patologické PCCCM2. Vysledky mezilehlé preciznosti

méreni pro stanoveni metody jsou shrnuté v tabulce 3.
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Tabulka 3. Stanoveni mezilehlé preciznosti méfeni pro metodu stanoveni ASLO

PCCCM1 PCCCM2
Pocet méreni 32 32
Primér méreni 125,25 262,03
Smérodatné odchylka 2,62 1,08
CVviem (%) 2,09 1,56
CVuyrobee (%) 2,50 1,70
Srovnani CVyem @ CVyyrobee Vyhovuje Vyhovuje

Intraindividualni biologicka
variabilita CV; (%)

neuvedeno

Z vysledkl uvedenych v tabulce 3 je patrné, Ze vypocteny variacni koeficient je

nizsi nez koeficient udavany vyrobcem. Preciznost metody je vyhovuijici.

Verifikace metody stanoveni antistreptolyzinu-O dale zahrnovala méreni

opakovatelnosti na dvou hladinach referenc¢niho materialu — patologické (vzorek A) a

normalni (vzorek B). Vysledky méreni pro stanoveni metody jsou shrnuté v tabulce 4.

Tabulka 4. Stanoveni opakovatelnosti metody stanoveni ASLO

Poradi méreni Vzorek A* Vzorek B*
1 479,00 205,00
2 478,00 200,00
3 489,00 206,00
4 477,00 213,00
5 487,00 208,00
6 480,00 205,00
7 489,00 207,00
8 500,00 208,00
9 487,00 208,00
10 495,00 205,00
Primér méreni 486,10 206,50
Smérodatna odchylka 7,65 3,31
Nejistota priméru méreni uxp, re(%) 0,5 0,5
Vztazna hodnota referenéniho
materidlu 485 198
Nejistota RH Uretrel (%) 0,969 0,732
Bias (%) 0,227 4,293
Bias vyznamny ne ano

*Referenéni materidl EHK firmy SEKK, cyklus RF 1/18 (Diagnostika revmatoidni artritidy

a ASLO) o neznamé koncentraci
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Z vysledk( uvedenych v tabulce 4 je patrné, Ze smérodatné odchylky méreni
obou vzorkd nepresahovaly 0,5. Bias byl vyznamny pouze u vzorku B. Ziskané vysledky
byly zahrnuty do vypoctu vysledné nejistoty.

Vypocet vyslednych nejistot

Na zdkladé vypoctu dil¢ich nejistot uvedenych v tabulce 3 a 4 byla vyhodnocena
velikost rozsifené kombinované nejistoty vysledku méreni Ucre pro vzorek A (4,71%) a
vzorek B (5,60%). Obé hodnoty byly porovnavany s pozadavky mezni nejistoty (Dmax)
uvedené v dokumentaci EHK od firmy SEKK z roku 2018, kterd méla hodnotu 24%.
Vysledné rozsifené kombinované nejistoty jsou nizsi nez mezni nejistota, z ¢ehoi lze

ucinit zavér, Zze metoda stanoveni antistreptolyzinu-O vyhovuje zamyslenému pouZiti.

5.3 Statistické vyhodnoceni a verifikace
aspartataminotransferazy

5.3.1 Porovnani metody na analyzatorech COBAS Integra 800 a COBAS
6000
Pro porovnani metod stanoveni aspartataminotransferazy byla provedena Bland
— Altmanova diferencialni analyza. Vysledky analyzy jsou uvedené na obrazku 14. Z grafu
na obrazku je patrna primérna diference mezi obéma metodikami dosahuje hodnoty
0,0493 pkat, coz odpovida 3,44%. Intraindividualni biologicka variabilita je dle
Westgarda[53] 12,3%.

Dale byla provedena Passing — Bablokova regresni analyza s vysledky, které jsou
uvedené na obrdzku 15, z niZ je patrno, Ze interval spolehlivosti smérnice (slope)
neobsahuje hodnotu 1, coZ svéd¢i o pfitomnosti proporciondlni diference. Interval
spolehlivosti Useku (intercept) obsahuje hodnotu 0, coz vylu€uje pritomnost konstantni

diference.
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Obr. 15. Passing — Bablokova regresni analyza
pro metody stanoveni AST

5.3.2 Verifikace metody na analyzatoru COBAS 6000

Verifikace metody stanoveni aspartdtaminotransferazy zahrnovala méreni na

dvou hladinach — normalni PCCCM1 a patologické PCCCM2. Vysledky mezilehlé

preciznosti méreni pro stanoveni metody jsou shrnuté v tabulce 5.

Tabulka 5. Stanoveni mezilehlé preciznosti méreni pro metodu stanoveni AST

PCCCM1 PCCCM2
Pocet méreni 23 23
Pramér méreni 0,78 2,38
Smérodatné odchylka 0,01 0,03
CVwviem (%) 1,42 1,08
CVyyrobee (%) 1,60 0,80
Srovnani CVyiem @ CVyyrobee vyhovuje Nevyhovuje
Intraindividudlni biologicka 13
variabilita CV; (%) ’

Z vysledk( uvedenych v tabulce 5 je patrné, Zze vypocteny variacni koeficient je

vyssi nez koeficient udavany vyrobcem v pripadé PCCCM2. Vzhledem k biologické

variabilité je dosahovana preciznost vyhovuijici.
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Verifikace metody stanoveni aspartataminotransferdzy dale zahrnovala méreni
opakovatelnosti na dvou hladindch referenéniho materialu — patologické (vzorek A) a

normalni (vzorek B). Vysledky méreni pro stanoveni metody jsou shrnuté v tabulce 6.

Tabulka 6. Stanoveni opakovatelnosti metody stanoveni AST

Poradi méreni Vzorek A* Vzorek B*
1 3,28 2,42
2 3,28 2,42
3 3,26 2,41
4 3,29 2,43
5 3,28 2,43
6 3,32 2,42
7 3,24 2,42
8 3,24 2,46
9 3,29 2,44
10 3,32 2,47
Primér méreni 3,28 2,43
Smérodatna odchylka 0,03 0,02
Nejistota priméru méreni uxp re(%) 0,3 0,3
Vztazna hodnota referenéniho
. 3,267 2,474
materialu
Nejistota RH Uref,rel (%) 1,102 1,213
Bias (%) 0,398 -1,698
Bias vyznamny ne ne

*Referenéni materidl EHK firmy SEKK, cyklus AKS 4/17 (analyty krevniho séra) o neznamé
koncentraci

Z vysledk( uvedenych v tabulce 6 je patrné, Ze smérodatné odchylky méreni
obou vzork( nepresahovaly 0,03. Bias byl u méreni obou vzork(l nevyznamny. Ziskané
vysledky byly zahrnuty do vypoctu vysledné nejistoty.

Vypocet vyslednych nejistot

Na zakladé vypoctu dil¢ich nejistot uvedenych v tabulce 5 a 6 byla vyhodnocena
velikost rozsifené kombinované nejistoty vysledku méreni U el pro vzorek A (3,63%) a
vzorek B (3,29%). Obé hodnoty byly porovnavany s pozadavky mezni nejistoty (Dmax)
uvedené v dokumentaci EHK od firmy SEKK z roku 2017, ktera méla hodnotu 15%.
Vysledné rozsirené kombinované nejistoty jsou nizsi nez mezni nejistota, z ¢ehoz lze
ucinit zavér, ze metoda stanoveni aspartataminotransferdzy vyhovuje zamyslenému

pouziti.
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5.4 Statistickeé vyhodnoceni a verifikace C-reaktivniho proteinu

5.4.1 Porovnani metody na analyzatorech COBAS Integra 800 a COBAS
6000
Pro porovnani metod stanoveni C-reaktivniho proteinu byla provedena Bland —
Altmanova diferencidlni analyza. Vysledky analyzy jsou uvedené na obrazku 16. Z grafu
na obrazku je patrna primérnd diference mezi obéma metodikami dosahuje hodnoty
5,22 mg/l, coz odpovidd 10,59%. Intraindividualni biologickd variabilita je dle
Westgarda[53] 42,2%.

Dale byla provedena Passing — Bablokova regresni analyza s vysledky, které jsou
uvedené na obrdzku 17, z niZ je patrno, Ze interval spolehlivosti smérnice (slope)
neobsahuje hodnotu 1, coZ svédcéi o pritomnosti proporcionalni diference. Interval
spolehlivosti Useku (intercept) obsahuje hodnotu 0, coz vyluc€uje pfitomnost konstantni

diference.
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Obr. 17. Passing — Bablokova regresni
analyza pro metody stanoveni CRP
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5.4.2 Verifikace metody na analyzatoru COBAS 6000

Verifikace metody stanoveni C-reaktivniho proteinu zahrnovala méreni na dvou

hladinach — normalni PCCCM1 a patologické PCCCM2. Vysledky mezilehlé preciznosti

méreni pro stanoveni metody jsou shrnuté v tabulce 7.

Tabulka 7. Stanoveni mezilehlé preciznosti méfeni pro metodu stanoveni CRP

PCCCM1 PCCCM2
Pocet méieni 23 23
Primér méreni 71 35,02
Smérodatné odchylka 0,08 0,67
CVwem (%) 1,07 1,92
CVyyrobee (%) 2,90 1,90
Srovnani CVwem @ CVyyrobee vyhovuje nevyhovuje
Intraindividualni biologicka 499
variabilita CV; (%) ’

Z vysledkd uvedenych v tabulce 1 je patrné, Ze vypocteny variacni koeficient je

vy$si nez koeficient udavany vyrobcem v pripadé PCCCM2. Vzhledem k biologické

variabilité je dosahovana preciznost vyhovuijici.

Verifikace metody stanoveni C-reaktivniho proteinu dale zahrnovala méreni

opakovatelnosti na dvou hladinach referenéniho materialu — patologické (vzorek A) a

normalni (vzorek B). Vysledky méreni pro stanoveni metody jsou shrnuté v tabulce 8.
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Tabulka 8. Stanoveni opakovatelnosti metody stanoveni CRP

Poradi méreni Vzorek A* Vzorek B*
1 70,83 40,39
2 70,78 40,10
3 71,57 39,72
4 73,26 40,48
5 72,36 40,04
6 73,31 40,07
7 72,96 39,95
8 72,91 39,51
9 72,46 40,19
10 72,16 40,72
Pramér méreni 72,26 40,12
Smérodatna odchylka 0,93 0,36
Nejistota prdméru méreni Uy, re(%) 0,4 0,3
Vztazna hodnota referenéniho
materialu 778 438
Nejistota RH Uretrel (%) 0,617 0,594
Bias (%) -7,121 -8,409
Bias vyznamny ano ano

*Referencni material EHK firmy SEKK, cyklus CRP 3/17 (C-reaktivni protein) o neznamé
koncentraci

Z vysledk( uvedenych v tabulce 8 je patrné, Ze smérodatné odchylky méreni
obou vzorkd nepresahovaly 0,4. Bias byl vyznamny u obou méreni vzork(. Ziskané
vysledky byly zahrnuty do vypoctu vysledné nejistoty.

Vypocet vyslednych nejistot

Na zdkladé vypoctu dil¢ich nejistot uvedenych v tabulce 7 a 8 byla vyhodnocena
velikost rozsitené kombinované nejistoty vysledku méreni U.re pro vzorek A (7,58%) a
vzorek B (9,34%). Obé hodnoty byly porovndvany s pozadavky mezni nejistoty (Dmax)
uvedené v dokumentaci EHK od firmy SEKK z roku 2017, kterd méla hodnotu 24%.
Vysledné rozsifené kombinované nejistoty jsou nizsi nez mezni nejistota, z ¢ehoz lze
ucinit zavér, Ze metoda stanoveni C-reaktivniho proteinu vyhovuje zamyslenému

poutziti.
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5.5 Statistické vyhodnoceni a verifikace HDL cholesterolu

5.5.1 Porovnani metody na analyzatorech COBAS Integra 800 a COBAS
6000

Pro porovnani metod stanoveni HDL cholesterolu byla provedena Bland —
Altmanova diferencidlni analyza. Vysledky analyzy jsou uvedené na obrazku 18. Z grafu
na obrdzku je patrna priimérna diference mezi obéma metodikami dosahuje hodnoty -
0,115 mmol/l, coz odpovida -8,05 %. Intraindividualni biologicka variabilita je dle

Westgarda [53] 7,3 %.

Dale byla provedena Passing — Bablokova regresni analyza s vysledky, které jsou
uvedené na obrazku 19, z niZ je patrno, Ze interval spolehlivosti smérnice (slope)
neobsahuje hodnotu 1, coZ svéd¢i o pritomnosti proporciondini diference. Interval
spolehlivosti Useku (intercept) neobsahuje hodnotu 0, coZ svéd¢i o pritomnosti

konstantni diference.
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5.5.2 Verifikace metody na analyzatoru COBAS 6000

Verifikace metody stanoveni HDL cholesterolu zahrnovala méreni na dvou

hladinach — patologické PCCCM1 a normalni PCCCM2. Vysledky mezilehlé preciznosti

méreni pro stanoveni metody jsou shrnuté v tabulce 9.

Tabulka 9. Stanoveni mezilehlé preciznosti méreni pro metodu stanoveni HDL

PCCCM1 PCCCM2
Pocet méreni 23 23
Primér méreni 0,7 1,76
Smérodatné odchylka 0,01 0,02
CVem (%) 1,24 0,95
CVyyrobee (%) 1,00 1,40
Srovnani CVwem @ CVyyrobee nevyhovuje vyhovuje

Intraindividualni biologicka
variabilita CV; (%)

7,3

Z vysledkd uvedenych v tabulce 9 je patrné, Ze vypocteny variacni koeficient je

vy$si nez koeficient udavany vyrobcem v pripadé PCCCM1. Vzhledem k biologické

variabilité je dosahovana preciznost vyhovuijici.

Verifikace metody stanoveni

HDL cholesterolu dale zahrnovala meéreni

opakovatelnosti na dvou hladinach referenéniho materialu — patologické (vzorek A) a

normalni (vzorek B). Vysledky méreni pro stanoveni metody jsou shrnuté v tabulce 10.
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Tabulka 10. Stanoveni opakovatelnosti metody stanoveni HDL

Poradi méreni Vzorek A* Vzorek B*
1 1,32 1,97
2 1,33 1,98
3 1,32 1,99
4 1,32 1,97
5 1,32 1,98
6 1,32 1,99
7 1,30 1,99
8 1,31 1,98
9 1,32 1,99
10 1,31 2,00
Primér méreni 1,32 1,98
Smérodatna odchylka 0,01 0,01
Nejistota prdméru méreni Uy, re(%) 0,2 0,2
Vztazna hodnota referenéniho
materialu 1,33 2,04
Nejistota RH Uretrel (%) 3,459 0,368
Bias (%) -0,977 -2,745
Bias vyznamny ne ano

*Referencni materidl EHK firmy SEKK, cyklus RFA 2/17 (rizikové faktory aterosklerdzy) o
neznamé koncentraci

Z vysledkl uvedenych v tabulce 10 je patrné, Ze smérodatné odchylky méreni
obou vzork( nepresahovaly 0,01. Bias byl vyznamny pouze u vzorku B. Ziskané vysledky
byly zahrnuty do vypoctu vysledné nejistoty.

Vypocet vyslednych nejistot

Na zakladé vypoctu dil¢ich nejistot uvedenych v tabulce 9 a 10 byla vyhodnocena
velikost rozsifené kombinované nejistoty vysledku méreni U re pro vzorek A (7,36%) a
vzorek B (3,43%). Obé hodnoty byly porovnavany s pozadavky mezni nejistoty (Dmax)
uvedené v dokumentaci EHK od firmy SEKK z roku 2017, kterd méla hodnotu 15%.
Vysledné rozsifené kombinované nejistoty jsou nizsi nez mezni nejistota, z ¢ehoz lze

ucinit zavér, Zze metoda stanoveni HDL cholesterolu vyhovuje zamyslenému pouziti.
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5.6 Statistickeé vyhodnoceni a verifikace horciku

5.6.1 Porovnani metody na analyzatorech COBAS Integra 800 a COBAS
6000

Pro porovnani metod stanoveni hofciku byla provedena Bland — Altmanova
diferencidlni analyza. Vysledky analyzy jsou uvedené na obrazku 20. Z grafu na obrazku
je patrnd primérnd diference mezi obéma metodikami dosahuje hodnoty -0,0178
mmol, coz odpovida -2,17%. IntraindividudIni biologicka variabilita je dle Westgarda [53]

3,6 %.

Dale byla provedena Passing — Bablokova regresni analyza s vysledky, které jsou
uvedené na obrazku 21, z niZ je patrno, Ze interval spolehlivosti smérnice (slope)
obsahuje hodnotu 1, coz vyluduje pfitomnost proporciondini diference. Interval
spolehlivosti Useku (intercept) neobsahuje hodnotu 0, coZ svédci o pritomnosti

konstantni diference.
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Difference plotN = 40 Passing-Bablok regression N = 40
Mean difference : -0,0178 [ -0,0372 10 0,00169 ] Slope 1 0,800 0,625 t0 1,000]

Intercept : 0,172 [ 0,005 to 0,306 ]

Obr. 20. Bland - Altman rozdilovy graf Obr. 21. Passing — Bablokova regresni
pro metody stanoveni horciku analyza pro metody stanoveni hofciku
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5.6.2 Verifikace metody na analyzatoru COBAS 6000

Verifikace metody stanoveni hofciku zahrnovala méfeni na dvou hladinach —

normalni PCCCM1 a patologické PCCCM2. Vysledky mezilehlé preciznosti méreni pro

stanoveni metody jsou shrnuté v tabulce 11.

Tabulka 11. Stanoveni mezilehlé preciznosti méreni pro metodu stanoveni horciku

PCCCM1 PCCCM2
Pocet méieni 23 23
Primér méfeni 0,81 1,32
Smérodatné odchylka 0,01 0,01
CVwiem (%) 1,29 0,75
CVyyrobee (%) 1,00 1,00
Srovnani CVwem @ CVyyrobee Nevyhovuje vyhovuje

Intraindividualni biologicka
variabilita CV; (%)

3,6

Z vysledk(l uvedenych v tabulce 11 je patrné, zZe vypocteny variacni koeficient je

vy$si nez koeficient udavany vyrobcem v pfipadé PCCCM1. Vzhledem k biologické

variabilité je dosahovana preciznost vyhovujici.

Verifikace metody stanoveni hof¢iku dale zahrnovala méreni opakovatelnosti na

dvou hladinach referen¢niho materialu — patologické (vzorek A) a normalni (vzorek B).

Vysledky méreni pro stanoveni metody jsou shrnuté v tabulce 12.

57



Tabulka 12. Stanoveni opakovatelnosti metody stanoveni horciku

Poradi méreni Vzorek A* Vzorek B*
1 1,41 2,01
2 1,39 1,97
3 1,40 1,98
4 1,43 1,99
5 1,41 2,00
6 1,42 2,00
7 1,40 1,99
8 1,41 2,00
9 1,42 2,00
10 1,41 2,00
Primér méreni 1,41 1,99
Smérodatna odchylka 0,01 0,01
Nejistota prdméru méreni Uy, re(%) 0,3 0,2
Vztazna hodnota referenéniho
materialu 1,383 1,970
Nejistota RH Uretrel (%) 0,759 0,761
Bias (%) 1,952 1,218
Bias vyznamny Ano ne

*Referencni material EHK firmy SEKK, cyklus AKS 4/17 (analyty krevniho séra) o neznamé
koncentraci

Z vysledkl uvedenych v tabulce 12 je patrné, Ze smérodatné odchylky méreni
obou vzorkd nepresahovaly 0,3. Bias byl vyznamny pouze u vzorku A. Ziskané vysledky
byly zahrnuty do vypoctu vysledné nejistoty.

Vypocet vyslednych nejistot

Na zdkladé vypoctu dilcich nejistot uvedenych v tabulce 11 a 12 byla
vyhodnocena velikost rozsifené kombinované nejistoty vysledku méreni U rel pro vzorek
A (3,61%) a vzorek B (2,17%). Obé hodnoty byly porovnavany s pozadavky mezni
nejistoty (Dmax) uvedené v dokumentaci EHK od firmy SEKK z roku 2017, kterd méla
hodnotu 15%. Vysledné rozsifené kombinované nejistoty jsou nizsi nez mezni nejistota,

z ¢ehoz Ize ucinit zavér, Ze metoda stanoveni horciku vyhovuje zamyslenému pouziti.
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5.7 Statistickeé vyhodnoceni a verifikace kreatinkinazy

5.7.1 Porovnani metody na analyzatorech COBAS Integra 800 a COBAS

6000

Pro porovnani metod stanoveni kreatinkinazy byla provedena Bland — Altmanova

diferencidlni analyza. Vysledky analyzy jsou uvedené na obrdzku 22. Z grafu na obrazku

je patrnd prlimérna diference mezi obéma metodikami dosahuje hodnoty 0,0723 pkat,

coz odpovida 2,53%. Intraindividudlni biologickd variabilita je dle Westgarda [53] 22,8%.

Dale byla provedena Passing — Bablokova regresni analyza s vysledky, které jsou

uvedené na obrazku 23, z niZ je patrno, Ze interval spolehlivosti smérnice (slope)

obsahuje hodnotu 1, coz vyluduje pfitomnost proporciondini diference. Interval

spolehlivosti Useku (intercept) neobsahuje hodnotu 0, coZ svéd¢i o pritomnosti

konstantni diference.
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Obr. 22. Bland - Altman rozdilovy graf pro

metody stanoveni CK
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Passing-Bablok regression N = 40
Slope - 1,000[0,988101,012]
Intercept : 0,080 [ 0,057 to 0,111]

Obr. 23. Passing — Bablokova regresni
analyza pro metody stanoveni CK

5.7.2 Verifikace metody na analyzatoru COBAS 6000

Verifikace metody stanoveni kreatinkinazy zahrnovala méreni na dvou

hladindch — normalni PCCCM1 a patologické PCCCM2. Vysledky mezilehlé preciznosti

méreni pro stanoveni metody jsou shrnuté v tabulce 13.
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Tabulka 13. Stanoveni mezilehlé preciznosti méfeni pro metodu stanoveni CK

PCCCM1 PCCCM2
Pocet méreni 23 23
Pramér méreni 2,47 4,55
Smérodatné odchylka 0,04 0,05
CVwirm (%) 1,69 1,07
CVuyyrobee (%) 1,10 0,90
Srovnani CVwem @ CVyyrobee nevyhovuje nevyhovuje
Intraindividudlni biologicka )28
variabilita CV; (%) ’

Z vysledk(l uvedenych v tabulce 13 je patrné, Ze vypocteny variacni koeficient je
vy$si neZ koeficient udavany vyrobcem v pripadé obou materiall. Vzhledem k biologické

variabilité je dosahovana preciznost vyhovuijici.

Verifikace metody stanoveni kreatinkindzy ddale zahrnovala méreni
opakovatelnosti na dvou hladinach referen¢niho materialu — patologické (vzorek A) a

normalni (vzorek B). Vysledky méteni pro stanoveni metody jsou shrnuté v tabulce 14.

Tabulka 14. Stanoveni opakovatelnosti metody stanoveni CK

Poradi méreni Vzorek A* Vzorek B*
1 3,43 8,19
2 3,41 8,10
3 3,42 8,14
4 3,40 8,12
5 3,41 8,13
6 3,42 8,12
7 3,41 8,16
8 3,42 8,14
9 3,43 8,19
10 3,44 8,11
Primér méreni 3,42 8,14
Smérodatna odchylka 0,01 0,03
Nejistota priméru méreni uxp re(%) 0,1 0,1
Vztazna hodnota referenéniho
N 3,692 8,705
materidlu
Nejistota RH Uref rel (%) 1,192 1,206
Bias (%) -7,394 -6,491
Bias vyznamny ano ano

60



*Referencni material EHK firmy SEKK, cyklus AKS 4/17 (analyty krevniho séra) o neznamé
koncentraci

Z vysledk(l uvedenych v tabulce 14 je patrné, Ze smérodatné odchylky méreni
obou vzorkd nepresahovaly 0,1. Bias byl vyznamny u méreni obou vzorku. Ziskané
vysledky byly zahrnuty do vypoctu vysledné nejistoty.

Vypocet vyslednych nejistot

Na zdkladé vypoctu dilcich nejistot uvedenych v tabulce 13 a 14 byla
vyhodnocena velikost rozsifené kombinované nejistoty vysledku méreni U rel pro vzorek
A (8,48%) a vzorek B (7,25%). Obé hodnoty byly porovnavany s pozadavky mezni
nejistoty (Dmax) uvedené v dokumentaci EHK od firmy SEKK z roku 2017, ktera méla
hodnotu 20%. Vysledné rozsifené kombinované nejistoty jsou nizsi nez mezni nejistota,
z ¢ehoz lze ucinit zavér, Zze metoda stanoveni kreatinkindzy vyhovuje zamyslenému

pouziti.

5.8 Statistické vyhodnoceni a verifikace LDL cholesterolu

5.8.1 Porovnani metody na analyzatorech COBAS Integra 800 a COBAS
6000

Pro porovnani metod stanoveni LDL cholesterolu byla provedena Bland —
Altmanova diferencidlni analyza. Vysledky analyzy jsou uvedené na obrazku 24. Z grafu
na obrazku je patrna priamérnd diference mezi obéma metodikami dosahuje hodnoty
0,062 mmol/l, coz odpovidd 1,34 %. Intraindividuaini biologicka variabilita je dle

Westgarda[53] 7,8 %.

Dale byla provedena Passing — Bablokova regresni analyza s vysledky, které jsou
uvedené na obrazku 25, z niZ je patrno, Ze interval spolehlivosti smérnice (slope)
obsahuje hodnotu 1, coZz vyluéuje pfitomnost proporcionalni diference. Interval
spolehlivosti Useku (intercept) obsahuje hodnotu 0, cozZ vylucuje pfitomnost konstantni

diference.
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Obr. 24. Bland - Altman rozdilovy graf

pro metody stanoveni LDL
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Obr. 25. Passing — Bablokova regresni
analyza pro metody stanoveni LDL

5.8.2 Verifikace metody na analyzatoru COBAS 6000

Verifikace metody stanoveni LDL cholesterolu zahrnovala méfeni na dvou

hladindach — normalni PCCCM1 a patologické PCCCM2. Vysledky mezilehlé preciznosti

méreni pro stanoveni metody jsou shrnuté v tabulce 15.

Tabulka 15. Stanoveni mezilehlé preciznosti méfeni pro metodu stanoveni LDL

PCCCM1 PCCCM2
Pocet méreni 23 23
Priimér méreni 1,41 2,42
Smérodatné odchylka 0,02 0,02
CViem (%) 1,22 1,00
CVuyrobee (%) 2,30 2,10
Srovnani CVwem @ CVyyrobee Vyhovuje vyhovuje

Intraindividudlni biologicka
variabilita CV; (%)

7,8

Z vysledk(i uvedenych v tabulce 15 je patrné, zZe vypocteny variacni koeficient je

nizsi nez koeficient udavany vyrobcem a dosahovana preciznost je vyhovuijici.

Verifikace metody stanoveni

LDL cholesterolu dale zahrnovala méreni

opakovatelnosti na dvou hladinach referenéniho materidlu — patologické (vzorek A) a

normalni (vzorek B). Vysledky méreni pro stanoveni metody jsou shrnuté v tabulce 16.
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Tabulka 16. Stanoveni opakovatelnosti metody stanoveni LDL

Poradi méfeni Vzorek A* Vzorek B*
1 2,86 4,11
2 2,86 4,12
3 2,85 4,10
4 2,82 4,16
5 2,81 4,13
6 2,81 4,13
7 2,83 4,19
8 2,82 4,16
9 2,83 4,15
10 2,82 4,12
Primér méreni 2,83 4,14
Smérodatna odchylka 0,02 0,03
Nejistota prdméru méreni Uy, re(%) 0,2 0,2
Vztazna hodnota referenéniho
materialu 2,99 4,33
Nejistota RH Uretrel (%) 0,502 0,563
Bias (%) -5,318 -8,675
Bias vyznamny ano ano

*Referencni materidl EHK firmy SEKK, cyklus RFA 2/17 (rizikové faktory aterosklerdzy) o
neznamé koncentraci

Z vysledkll uvedenych v tabulce 16 je patrné, Ze smérodatné odchylky méreni
obou vzorkd nepresahovaly 0,2. Bias byl vyznamny u méreni obou vzorkl. Ziskané
vysledky byly zahrnuty do vypoctu vysledné nejistoty.

Vypocet vyslednych nejistot

Na zdakladé vypoctu dilcich nejistot uvedenych v tabulce 15 a 16 byla
vyhodnocena velikost rozsifené kombinované nejistoty vysledku méfeni U e pro vzorek
A (5,95%) a vzorku B (8,98%). Obé hodnoty byly porovndvany s pozadavky mezni
nejistoty (Dmax) uvedené v dokumentaci EHK od firmy SEKK z roku 2017, kterd méla
hodnotu 15%. Vysledné rozsifené kombinované nejistoty jsou nizsi nez mezni nejistota,
z ¢eho? lIze ucinit zavér, Ze metoda stanoveni LDL cholesterolu vyhovuje zamyslenému

poutziti.
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6. DISKUSE

V obdobi zafi az listopad 2017 bylo provedeno srovnani analyzatori COBAS
Integra 800 a COBAS 6000. Ke kazdé metodé bylo vybrano cca 40 realnych vzorkd sér
pacientl a kazdy vzorek byl zméfen na obou analyzatorech. Vybér vzorkl byl proveden
patologicky zvySené). Pro porovndni analyzatord bylo vybrano 8 metod, u kterych se
porovnaval jiny typ reagencni soupravy, ¢i u nich byla zjisténa diference s klinickym
vyznamem nebo bez néj. VSechny metody byly po naméreni na obou analytickych

systémech vyhodnoceny jako porovnatelné.

U vSech metod byla provedena verifikace. Vysledky verifikaci metod na

nahrazujicim analyzatoru COBAS 6000 byly vyhodnoceny jako vyhovujici.

6.1 Porovndni metod na analyzatorech COBAS Integra 800 a
COBAS 6000

Vyhodnoceni porovnani jednotlivych metod shrnuje tabulka 17. U kazdé metody
Ize posoudit vyskyt proporciondlni a konstantni diference a porovnat primérnou

diferenci s intraindividualni variabilitou.

Tabulka 17. Vyhodnoceni porovnatelnosti metod

Metoda odlignost Proporciona’lm’ Kf)nstantni Prﬁmérné Intr:aiqdjviduélni
diference diference diference variabilita[53]

ALT Jina reagencie ANO NE 14,99 19,40

ASLO Jina reagencie NE NE -10,87 neuvedeno

AST Jina reagencie ANO NE 3,44 12,3

CRP Jina reagencie ANO NE 10,59 42,2

HDL Jina reagencie ANO ANO -8,05 7,3

Mg Jina reagencie NE ANO -2,17 3,6

CK Jina reagencie NE ANO 2,53 22,8

LDL Jina reagencie NE NE 1,34 7,8

Z tabulky 17 je patrné, Ze u porovnavanych metod (kromé HDL) byla pramérna

diference nizSi nez jejich intraindividualni biologickd variabilita,

coz dokazuje
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dostateCnou srovnatelnost vysledki méfeni na obou analytickych systémech.

Porovnanim metod byl spInén poZadavek normy [2] na fizeni kvality v laboratofi.
ALT

Metodiky pro stanoveni alaninaminotransferdzy v séru na analyzatorech COBAS
Integra 800 a COBAS 6000 vykazovaly proporciondlni diferenci zejména pfi hodnotdch
> 0,5 pkat/l. Rozdil byl zplisoben zménou reagencie s obsahem pyridoxal fosfatu. Z
toho dlvodu bylo nutné aktualizovat referenéni meze a informovat o této zméné

lékare.
ASLO

Metodiky pro stanoveni antistreptolysinu-O v séru na analyzatorech COBAS
Integra 800 a COBAS 6000 byly porovnatelné, jelikoZz nevykazovaly proporcionalni ani
konstantni diferenci. Rozdil byl tedy klinicky nevyznamny a lékare nebylo nutné o této

zméné informovat.
AST

Metodiky pro stanoveni aspartataminotransferdzy v séru na analyzatorech
COBAS Integra 800 a COBAS 6000 byly porovnatelné, i kdyz vykazovaly mirnou
proporcionalni diferenci. Rozdil byl klinicky nevyznamny, avSak na zakladé doporuceni

vyrobce byly aktualizovany referenéni meze. O této zméné byli Iékafi informovani.
CRP

Metodiky pro stanoveni C-reaktivniho proteinu v séru na analyzatorech COBAS
Integra 800 a COBAS 6000 byly porovnatelné, i kdyz vykazovaly mirnou proporcionalni
diferenci. Rozdil byl vsak klinicky nevyznamny a lékare nebylo nutné o této zméné

informovat.
HDL

Metodiky pro stanoveni HDL cholesterolu v séru na analyzatorech COBAS Integra
800 a COBAS 6000 byly porovnatelné, i kdyZz vykazovaly mirnou proporciondlni a
konstantni diferenci hlavné v hodnotach nad 1,2 mmol/l. Tyto hodnoty odpovidaly
nizkému nebo negativnimu rizikovému faktoru ICHS a z toho dlvodu nebylo nutné

lékare o této zméné informovat. V oblasti hodnot nizsich nez 1,2 mmol/I jevila metoda
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HDL nizkou diferenci, a tedy dobrou porovnatelnost. Referencéni meze zlstaly

nezménény vzhledem k doporuceni Ceské spole¢nosti klinické biochemie [28].

Mg

Metodiky pro stanoveni hor¢iku v séru na analyzatorech COBAS Integra 800 a
COBAS 6000 byly porovnatelné, i kdyZ vykazovaly mirnou konstantni diferenci. Rozdil

vsak byl klinicky nevyznamny a Iékare nebylo nutné o této zméné informovat.
CK

Metodiky pro stanoveni kreatinkindzy v séru na analyzatorech COBAS Integra 800
a COBAS 6000 byly porovnatelné, i kdyz vykazovaly mirnou konstantni diferenci. Rozdil
byl klinicky nevyznamny, avSak na zakladé doporuceni vyrobce byly aktualizovany

referencni meze. O této zméné byli Iékafi informovani.
LDL

Metodiky pro stanoveni LDL cholesterolu v séru na analyzatorech COBAS Integra
800 a COBAS 6000 byly porovnatelné, jelikoz nevykazovaly proporcionalni ani konstantni
diferenci. Rozdil byl tedy klinicky nevyznamny a lékare nebylo nutné o této zméné

informovat.
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6.2 Verifikace metod na analyzatoru COBAS 6000

V tabulce 18 jsou uvedene mezilehlé preciznosti jednotlivych metod s polovinou

hodnoty intraindividudlni biologické variability a rozSifené kombinované nejistoty

jednotlivych metod s doporuc¢enymi meznimi nejistotami (Dmax).

Tabulka 18. Souhrn vysledk( verifikace

Metoda CVmpm CVimpm CVi/2 Ucreivz. A | Ugreivz. B | Mezni
PCCCM1 (%) | PCCCM2 (%) | (%) (%) (%) nejistota (%)

ALT 1,53 1,57 9,7 3,93 5,12 15
ASLO 2,09 1,56 neuvedeno 4,71 5,60 24
AST 1,42 1,08 6,15 3,63 3,29 15
CRP 1,07 1,92 21,1 7,58 9,34 24
HDL 1,24 0,95 3,65 7,36 3,43 15
Mg 1,29 0,75 1,8 3,61 2,17 15
CK 1,69 1,07 11,4 8,48 7,25 20
LDL 1,22 1,00 3,9 5,95 8,98 15

CVmpm PCCCM 1,2

CV;

UC,rel VZ. A, B
Mezni nejistota

SEKK

mezilehla preciznost vzorku PCCCM

intraindividualni biologicka variabilita
rozsitend kombinovana nejistota vysledkl méreni
odpovidd Dmax (pfijatelny rozdil v procentech) dle EHK firmy

Ztabulky 18 je patrné, Ze byl u vSech metod na obou hladinach variaéni koeficient

mezilehlé preciznosti méreni (CVmem) niZsi nez polovina intraindividualni biologické

variability (CVi) tzn. CVmpm < 0,5 * CV;[1]. Byla tim ovérena dostate¢na preciznost méreni

pro dand stanoveni. Rozsitena kombinovana nejistota vysledkli méreni referencnich

vzorkd byla u vSsech metod nizsi, neZ mezni nejistota uvedena v dokumentaci k témto

vzorkim od firmy SEKK. Bylo ovéfeno (verifikovano), Ze metody jsou vhodné pro

zamyslené pouziti. Zaroven tim byl splnén pozadavek normy [2] na fizeni kvality v

laboratofri.
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7. ZAVER

Porovnani analyzatortd v klinické praxi biochemické laboratofe bylo nutné z
nékolika diivod(. Jednak je to vyslovné pozadovano normou CSN EN 1SO 15189:2013 [2]
a dale je pro laboratof, potaimo pro lékafe, nezbytné znat odchylky méreni mezi
analytickym systémem pUvodnim a novym a je treba tyto odchylky kvantifikovat.
Laborator je téZ povinna dle normy [2] periodicky provadét verifikace jiz zavedenych
metod a vysledky téchto verifikaci poskytnout Iékarfliim k nahlédnuti. V pozadavcich
normy [2] na Fizeni kvality v laboratofi je i srovnatelnost vysledk(l vysetfeni a

mezilaboratorni porovnani (Ucast v cyklech EHK).

Na zakladé dat ziskanych v rdmci diplomové prace byla prokdzand moznost
vyuziti nového analyzdtoru COBAS 6000 pro porovnavané metody ke stanoveni
alaninaminotransferdzy, antistreptolyzin-O, aspartataminotransferdzy, C-reaktivni
proteinu, HDL-cholesterolu, hofciku, kreatinkindzy a LDL-cholesterolu v séru. Z vyse
uvedenych metod dosSlo k uUpravé referenénich mezi u stanoveni
alaninaminotransferdzy, aspartataminotransferazy a kreatinkindzy. O této zméné byly

|ékari informovani.

Verifikace metod alaninaminotransferaza, antistreptolyzin-O,
aspartataminotransferaza, C-reaktivni protein, HDL-cholesterol, horcik, kreatinkindza a
LDL-cholesterol na analyzatoru COBAS 6000 byla ve shodé s vyslednou kombinovanou
nejistotou uvedenou vyrobcem referenéniho materialu. RozSifené kombinované
nejistoty referencniho materidlu zjisténé laboratofi byly nizs$i nez mezni nejistoty
uvadéné vyrobcem tohoto materiadlu. Byla prokazana vhodnost metod pro zamyslené

poufziti.
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8. SEZNAM ZKRATEK

ADP - adenosindifosfat

AKS — analyty krevniho séra

ALT —alaninaminotransferaza

AP —angina pectoris

AST- aspartataminotransferaza

ASO — Antistreptolyzin O (pouZivany v anglické literature)
ASLO — Antistreptolyzin O (pouzivany v Ceské literature)
ATP - adenosintrifosfat

Bs— bias

babs - bias vyjadreny v jednotce méreni

Cl —interval spolehlivosti, confidential interval

CK — kreatinkinaza

CRP — C-reaktivni protein

CV —variaéni koeficient

CV|, CVw - intraindividualni biologicka variabilita
CVg - interindividualni biologicka variabilita

CSKB — Ceska spole¢nost klinické biochemie

EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina

EGTA - ethylenglykoltetraoctovoa kyselina

EHK — externi hodnoceni kvality

EMSE - N-ethyl-N-(3-methylfenyl)-N-succinylethylenediamin
G6P — glukdza-6-fosfat

HDLC4 — reagencni kazeta pro stanoveni HDL, ¢tvrta generace
HK - hexokinaza

IFCC — International Federation of Clinical Chemistry
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ICHS — ischemickd choroba srdecni

IKK,IHK,VKK — vnitfni kontrola kvality

IM — infarkt myokardu

ISE — iontové selektivni elektroda

KVO — kardiovaskularni onemocnéni

LDL — low-density lipoprotein, lipoprotein o nizké hustoté

MPM — mezilehld preciznost méreni

RFA —rizikové faktory aterosklerézy

SD — smérodatnd odchylka

TAG — triacylglycerol

TEA —total error allowable (celkova povolena chyba)

TMU - target measurement uncertainity (cilova nejistota méreni)
uc. — kombinovana nejistota

U. — rozsifend kombinovana nejistota

Uref,abs - Standardni nejistota hodnoty vzorku o zndmé koncentraci

Uxp,abs- Standardni nejistota priméru vysledkl méreni vzorku o znamé koncentraci

WHO - World Health Organisation, Svétova zdravotnicka organizace
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9. PRILOHY

Pfiloha 1. Vzor verifika¢niho protokolu laboratore AeskulLab Hradec Kralové

AeskulLab
Hradec Kralove

Metoda:

Jednotky:

ProvedI:

Datum zpracovani:

VERIFIKACNI PROTOKOL

Stanoveni mezilehlé preciznosti méreni

Nazev materialu
Sarze materialu
Datum mefeni (od - do)

Analyzator:
Nazev soupravy:
Vyrobce:
Katalogove cislo:

F-005

verze: 10.02.2017

Stanoveni opakovatelnosti metody
Nazev materialu - vzorek A

Nazev materialu - vzorek B

Datum méreni:

Vzorek A | Vzorek B Pof. €. méreni Vzorek A | Vzorek B
Pocet méreni (n) 1
Prumér méfeni 2
Smérodatna odchylka 3
CV ypum (%) 4
cv vyrobce t%‘] 5
Srovnani CVypwa CV,,, 6
7
Komentar v pripadé , ze CV wem > CV vyrobee: 8
9
10
Pocet méreni (n) 0 0
Pramér méfeni HHHERRRE | EERERRR
Smeérodatna odchylka | #HHEHHAH AR
CV pak (%) e R EET
Cilova hodnota (ref materialu)
Nejistota RH Usef, rel H#HH
BIAS (%) | HHHRHERN | HRHERRER
le BIAS vyznamny? s neni uréenjs neni uréen
Vypocet vyslednych nejistot C.rel1 “C.relz Vysled:—zr:::;::‘h:buje v ne:::zmr::i .| Verifikace
Vzorek A 0,00 0,00 12 Vyhovuje
Vzorek B 0,00 0,00 Vyhovuje

! roziifend kombinovand nejistota U crer (%)

* kombinovand nejistota U ¢ (%)

Zaveér verifikace:

? pii 95% intervalu spolehlivosti

* mezni nefistota cdpovidd D ., SEKK z aktuginiho roku (%)

Velikost kombinované nejistoty ug o je vyhovujici vzhledem k poZadavkim D,., SEKK z roku 2017 a slouZi pro potfeby
klinickych zadatell. Metoda je vhodna ke klinickému pouziti. Velikost rozsifené kombinované nejistoty Ug o slouzi pro

ucely hodnoceni v EHK.

Priloha:

Zpracoval:

Platnost do:

ypocet nejistoty - vystup z SW Kalkulatka nejistot v elektronické podobé uloZzena na PC.

\Vypoéat nefistoty metody by proveden za vwuditi SW Kalkuladka nejistot (viz wew.sekk_cz). Vypodet wychazi z doporugeni odbomé spolenosti: Doporugeni k vipotu nejistot
lvantitativnich visledkl méfeni v kiinickych laboratofich, ze dne 11.11.2014.
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