UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

Katedra biochemickych véd

OPTIMALIZACE NOVEHO ANALYTICKEHO SYSTEMU
PRO VYBRANE BIOCHEMICKE A IMUNOCHEMICKE
METODY

DIPLOMOVA PRACE

Vedouci diplomové prace: prof. RNDr. Lenka Skalova, Ph.D.
Konzultant: Mgr. Martina Hrdinova

Hradec Kralové 2022 Bc. Kristyna Dvorakova



Podékovani

Rada bych podé&kovala své kolegyni a konzultantce Mgr. Martiné Hrdinové za
trpélivost, drahocenné rady a vybornou spolupraci. Chcei také podékovat vedouci mé préace, pani
profesorce Lence Skalové za celkovou a formalni apravu. Dale bych chtéla podékovat kolegiim
z odd¢leni klinické biochemie z EUC Laboratofe s.r.o., své roding a pftiteli za obrovskou

moralni podporu.



ProhlasSeni

,Prohlasuji, ze tato prace je mym plvodnim autorskym dilem, které jsem vypracovala
pod vedenim konzultanta. VeSkera literatura a dal$i zdroje, z nichZ jsem pfi zpracovani Cerpala,
jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a v praci jsou fadné citovany. Prace nebyla pouZita

k ziskéni jiného nebo stejného titulu®.

V Hradci Kralové 11. 5. 2022 Bc. Kristyna Dvotakova



Lo UVIOD ..ottt ettt ettt et e et e s st e s e ese e e st et e ensesseeseenteeneeseensenneans 8
2. TEORETICKA CAST ....ccooovvimmriirieiiriiieceieseissessies s sesses s sssssessesess s ssssssssssessses 9
2.1 Piedmeét validace a VETIfIKACE ..........oeiuiiiiiiiiiiiiciecee e 9
2.1.1 VAIAACE ..ottt et 9
2.1.2 VITIKACE ...ttt ettt ettt ettt e e ea 10
2.2 Vykonnostni charakteristiky pro validaci a verifikaci............cccceevvieeviieecieeeie e, 11
2.2.1 Pravdivost METENT .....co.eeriiiiiiiiiieieeiteseee ettt sttt et 12
2.2.2 Preciznost METFENT ......eeveriieiieieriieie ettt ettt ettt ettt sae et eneeseeens 12
2.2.3 PIESNOST METENT .....eeiiiiiiieiieiieeie ettt ettt ettt st e s ens 13
2.2.4 Porovnatelnost dvou Metod..........ocueviirieiiiiienieieeieieee e 14
2.2.5 Dalsi analytické vlastnosti laboratornich metod ............ccoeeievviiiiiiniiienieniecieeees 15
2.3 NEJIStOtA METENI...ceuvieiieeiieiieeieeeiie ettt e et esteeteesteeebeessaeeseessaeesseesssesseessseeseesssesnses 18
2.3.1 VYPOCEY NEJISTOL ..veeeiieiieeiiieiieeiieesieeeeteeteeesteeseeseaeeseesseeeseessseenseessseenseesssesnseessseans 18
2.3.2 Vypocet kombinovang NEJISTOLY.......ceeuerruierireriienieeiiesteeite e eiee et ee e ens 19
2.3.3 Minimalni a maximalni pfipustnd velikost Nejistoty........cccceevvuerriieniienienienieenens 19
2.4 Interni a externi hodnoceni kvality KOntrol ............ccccooiiiiiiiniiniiieeee 20
2.4.1 Interni Kontrola KVality.........coceoiiiiiiiniiieieeeneceee e 20
2.4.2 Externi hodnoceni KVality ........coccociriiiiiiiiniiniiieicceeeeceseee e 21
2.5 Vybrané biochemické a imunochemické metody...........cocevvueriiniiiiiniininninicnecenee 22
2.5.1 MOCOVING ...ttt ettt ettt et ettt e bt et e s bt e s bt e sbeeeabeenbeeeabeenaeeens 22
2.5.2 KICAIMII ..euttiiiieiiieiie ettt ettt ettt et sbt e et esbt e et e s bt e s bt e sateeabeesbeesabeenaeeens 23
2.5.3 AlaninaminotranSferaza ..........oooueiiiiriiiiieiiieeceee e 23
2.5.4 CelkoVY DIITUDIN ...ooiiiiiiiiieciecceece ettt e et e et e e esaee e ebeeeenaee s 24
2.5.5 LDL-ChOIESIETOL ...ttt ettt 25
2.5.6 C-1€aKtIVIT PIOLEIN ..eeuvvieeiiieiiiieeiieecieeeeiee et e et e e steeetaeeeeaeeessaeesssaeessseeessseeennseens 26

2.5.7 Vysoce senzitivii Troponin T........coccviiriiiriiiiieeiiie et 26



2.5.8 Thyreotropni hormon............c.cc........
2.5.9 Volny thyroXin.........ccceeeveeeveerieenneennen.

3. CIL PRACE .........coooommrmrinercreerirecrieneens
4. EXPERIMENTALNI CAST .....cccooovvvvnnns
4.1 Metodika stanoveni..........ccccecevverueeneennnene
4.1.1 Spektrofotometrie ..........c.ccccveeveennennne.
4.1.2 Imunoturbidimetrie ...........ccccceceevueennee
4.1.3 Elektrochemiluminiscence..................

4.2 Automatické analyzatory............ccceeneene.
4.2.1 Cobas 8000.........ccceereereerrrererrenieannans
4.2.2 Cobas 6000..........ccceeveerierrrererrenieannans

4.3 Reagencie a pomocné roztoky ...................
4.4 Kalibra¢ni a kontrolni materidl..................
4.5 Pouzity software .......cccceeveevieenienieeiene,
4.6 Testovany soubor vzorki.............cccueennenne.
5. VYSLEDKY .....coooooiviriiriirierisneeeneeeseeonne

5.1 VerifiKace w.oeeeeeeeeeieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee

5.1.1 Verifikace metod analytického systému Cobas 8000 ............cccecuveeriieenciieeniieeennnenn.

5.1.2 Verifikace metod analytického systému Cobas 6000 .............ccccveevciieenrieenieeennnenn.

5.2 Opakovatelnost ........ccocveeerieeeeieeecieeeinenns
5.2.1 Opakovatelnost metod pro analyticky

5.2.2 Opakovatelnost metod pro analyticky

systém Cobas 8000 ..........ccceeeeveeerieeenreenns

systém Cobas 6000 ............cccceevverieennennen.

5.3 Porovnani metod na analyzatorech Cobas 8000 a Cobas 6000 ............cccceceereeruereennnnne

5.3.1 Statistické vyhodnoceni metody UREA ..........ccoooiiiiiiiiiiiceceeeeeee e

5.3.2 Statistické vyhodnoceni metody CREA...........ccoooiiiiiiiiieeee e

5.3.3 Statistické vyhodnoceni metody BILT

5.3.4 Statistické vyhodnoceni metody ALT



5.3.5 Statistické vyhodnoceni metody LDL ........ccooieiiieeiiiieieeeeeeeeeeee e 56

5.3.6 Statistické vyhodnoceni metody CRP.........cccoovieiiiiiiiiiiiiiieeceee e 58
5.3.7 Statistické vyhodnoceni metody TINT .......cccoeeiiiiiiiiiiiiieeitee e 60
5.3.8 Statistické vyhodnoceni metody TSH........cccoiiiiiiiiiiiiiiciieeeeee e 62
5.3.9 Statistické vyhodnoceni metody FT4.........coovviiioiiiiiieiecitee et 64
6. DISKIUZE ........oiiiiiiieeeeee ettt ettt ettt e et et st et sae st et e st et ensensenseee 66
T ZAVER .....coooiviiiee e 70
8. SEZNAM ZKRATEK .......ccoooiiiiiiiiieeeeee ettt 71
9. SEZNAM OBRAZKU ...t 73
10. SEZNAM TABULEK .........oooiiiiii ettt e e et e e e erne e e e snaaae e ennneas 74

11. LITERATURA ...ttt st sne e 75



ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Bc. Kristyna Dvorakova

Vedouci diplomové prace: prof. RNDr. Lenka Skélova, Ph.D.
Konzultant: Mgr. Martina Hrdinova

Nazev diplomové prace: Optimalizace nového analytického systému pro vybrané biochemické

a imunochemické metody

Specifické pozadavky na validaci a verifikaci analytickych metod dle normy CSN EN
ISO 15189:2013 musi spliovat kazdd zdravotnickd laboratot. Cilem prace bylo vyhovét
pozadavkim verifikace pfi zavedeni nového analytického systému Cobas 8000 a porovnat

vysledky s témi ziskanymi na star§im analyzatoru Cobas 6000 v laboratofi klinické biochemie.

Pro analyzu biochemickych a imunochemickych metod jsme pouzili diagnostické
soupravy od stejného dodavatele Roche s.r.o. Vybrané klinicko-biochemické markery jsme
stanovili zdkladnimi metodami s vyuzitim spektrofotometrie, imunoturbidimetric a
elektrochemiluminiscence. V ramci verifikace metod jsme pouzivali certifikovany kalibra¢ni a
kontrolni material. Pro opakovatelnost a porovnatelnost metod jsme pouZzili smésna séra

pacientd.

Verifikace a opakovatelnost metod jsme vyhodnotili pomoci programu Microsoft Excel.
Vysledné nejistoty métfeni a variacni koeficienty mezilehlé preciznosti jsme porovnali s
maximalnimi hodnotami pfijatelnych rozdili z dokumentace externiho hodnoceni kvality od
firmy SEKK s.r.0. pro rok 2022. Pro porovnani 9 vybranych metod jsme pouZili statistické

nastroje regresni analyzu dle Passing-Babloka a rozdilovy graf dle Bland-Altmana.

Vysledky verifikace, opakovatelnosti a porovnatelnosti vybranych metod pro oba
automatické analyzatory vyhovovaly nas$im pozadavkim pro zamyslené pouziti v klinické

praxi.

Kli¢ova slova: validace, verifikace, nejistota méefeni, mezilehld preciznost, opakovatelnost,

porovnatelnost



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Bc. Kristyna Dvorakova

Thesis supervizor: prof. RNDr. Lenka Skéalova, Ph.D.
Consultant: Mgr. Martina Hrdinova

Title of diploma thesis: Optimization of a new analytical system for selected biochemical and

immunochemical methods

Specific requirements for validation and verification of analytical methods according to
the CSN EN ISO 15189: 2013 standard must be met by every medical laboratory. The aim of
the work was to meet the requirements of verification in the introduction of a new analytical
system Cobas 8000 and also to compare the results with those obtained using older analyzer

Cobas 6000 in the laboratory of clinical biochemistry.

For the analysis of biochemical and immunochemical methods, we used diagnostic kits
from the same supplier Roche s.r.o. We determined the selected clinic-biochemical
markers by the basic methods using spectrophotometry, immunoturbidimetry and
electrochemiluminiscence. We used certified calibration and control material in the process of
method verification. The mixed patient serum was used for the evaluation of repeatability and

comparability of the methods.

We evaluated the verification and repeatability of methods using Microsoft Excel
software. We compared the resulting measurement uncertainties and coefficients of
intermediate precision with the maximum values of acceptable differences from the
documentation of the external quality assessment from the company SEKK s.r.o. for 2022. To
compare 9 selected methods, we used statistical tools regression analysis according to

Passing-Bablok and a difference graph according to Bland-Altman.

The results of verification, repeatability, and comparability of selected methods for both

automatic analyzers met our requirements for the intended use in clinical practice.

Keywords: validation, verification, uncertainty of measurement, intermediate precision,

repeatability, comparability



1. UVOD

Snahou vétSiny klinicko-biochemickych laboratoii je v soucasnosti zavadéni novych
vysetiovacich metod a technologii do rutinni praxe. Pro interpretaci a vyuziti laboratornich
vySetieni v diagnostice a monitorovani 1écby pacientli je nutné pravidelné kontrolovat
spolehlivost pouzivanych metod. Kazdy nové zavedeny analyticky systém nebo metoda musi
splnovat urCitd kritéria a parametry. Plnéni téchto pozadavki je predmétem validace a
verifikace kazdé zdravotnické laboratote. Prvotni validaci provadi vyzkumna a dale klinicka
laboratot, po které nasleduje optimalizace podminek analytického systému u vyrobce.
Nasleduje trvalé sledovéni, ovéfovani a hodnoceni parametri diagnostickych metod pomoci
interniho a externiho hodnoceni kvality a klinického auditu. Vysledkem téchto procesti je plné
funkéni analyticky systém, ktery je schopny plnit pozadavky pro klinické ucely. Tato prace se
opira o nova doporuceni k provadéni validace a verifikace v€etné nejistot meteni analytickych

metod v klinickych laboratofich.

Teoretick4 Cast prace popisuje predmét validace, verifikace a detailni charakteristiku
analytickych metod. Dale se zamétuje na nejistotu méteni a jeji vypocet dle novych doporuceni
CSKB a také na interni a externi hodnoceni kvality kontrol. Jsou zde stru¢né popsany vybrané

biochemické a imunochemické metody pro experimentalni ¢ast prace.

Experimentalni ¢ast obsahuje praktické provedeni verifikace, opakovatelnosti a vypoctu
nejistoty pro vybrané metody na dvou rozdilnych analyzatorech. Déle jsme se zaméfili na
porovndni pacientskych vzorkli mezi analyzdtorem Cobas 6000 a nové zavedenym
analyzatorem Cobas 8000. Vysledky jsme zaznamenali do tabulek a statisticky zpracovali

v programu MedCalc.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Predmét validace a verifikace

Specifické pozadavky na validaci a verifikaci analytickych metod a postupti
laboratornich vySetfeni musi splnovat kazda zdravotnickd laboratof. Tyto pozadavky, podle
které jsou zdravotnické laboratofe akreditovany, definuje norma CSN EN ISO 15189:2013
(Zdravotnické laboratofe — pozadavky na kvalitu a zpisobilost). DalSimi dokumenty
zabyvajicimi se detailn¢ validaci a verifikaci metod v laboratotich je také nova prepracovana

piirucka EURACHEM (dostupné na http://www.eurachem.org).

Validace i verifikace analytickych metod je velmi dilezitd z hlediska diagnostiky a
lécby pacienta. Také zajiStuje kvalitu pro danou laboratof v rutinnim provozu. Provadét tyto
postupy je nedilnou souc¢ésti kazdého analytického pracovnika na oddé€leni klinické biochemie.
Odpovédnost za fadné provedenou validaci ¢i verifikaci vSak nese sama zdravotnicka laboratof,
ktera by se méla fidit standardnimi opera¢nimi postupy (SOP) spliiujici natizeni IVD 98/79 EC
2017. Laboratof, ktera splituje fadné validované a verifikované metody, ma zajisténé potvrzeni

odborné kompetence neboli akreditaci (Plzak et al., 2021).

2.1.1 Validace

Obecné¢ validaci definujeme jako proces, kterym zdravotnicka laboratof prokazuje, zda
je analytickd metoda vhodna pro zamyslené pouziti (Obr. 1). Validace tedy potvrzuje, Ze je
méfici systém ¢i analytickd metoda schopna plnit poZzadavky pro klinické ucely. Ve vétSing
laboratofi jsou jiz validované diagnostické soupravy provadéné vyrobcem. V takovém ptipadé
jsou soupravy oznaceny certifikditem IVD v souladu s evropskou smérnici pro diagnostiku a
piistroje IVD 98/79 EC 2017. Validaci metody muZe provadét i sama laboratof, ale vysledkem
vzdy musi byt validaéni protokol. Validace se pifedev§im provadi za Gi¢elem pouZivani nové
analytické metody nebo meéfictho systému. Dale pokud chceme rozsitit momentalné
pouzivanou metodu, zménit instrumentaci pristroje, pfevzit metodu z jiné laboratote, nebo dle

valida¢niho planu.

Mezi nejCastéjs$i vykonnostni charakteristiky zkoumané pfi vlastni validaci metody
v laboratofi lze zatadit nejistotu méfeni, preciznost, pravdivost, piesnost, analytickou citlivost,
specifi¢nost, linearitu, mez detekce a stanovitelnosti, méfici rozsah (Magnusson et al., 2014;

Plzak et al., 2021).



[ UrZete analytické poZadavky |
Zvalte/upravte existujici metodu nebo vypracujte novou metodu ‘
|

v
Vyhodnot'te
vykonnost metody

Metodu dale upravte «——

NEF

Je daléi vyvoj
metody mozny?

Snizit analyticke

Vypracujte validacni || Urcete nové analytické
Zpravu pozadavky

LPnuiiitememdu} [ Metoda neni }

Obrazek 1 Postup validace metody

Zdroj obréazku: http://www.eurachem.cz/user-files/files/ml24-mv-leaflet-cz.pdf

2.1.2 Verifikace

Verifikaci definujeme jako proces ovétovani platnosti zavéra validace. Ovétujeme tedy
metodu v pritbéhu jejiho pouzivani pro klinické ucely, a to zpravidla 1x ro¢né. Cilem verifikace
je diikaz, ze je laboratof schopna dosahnout pozadavkl na métici systém ¢i metodu, které uvadi
vyrobce. Vysledkem verifikace je pln€ funkéni analyticky systém. Verifikace se pravidelné
provadi dle planu verifikaci, pokud se projevi v fizeni procesu kvality problém, nebo pokud
chceme zahdjit pouZivani nové metody, ktera je jiz validovana vyrobcem. VétSina laboratofi
provadi verifikaci validovanych kvantitativnich zkouSek, tzn. Ze se provede zakladni verifikace
predem validovanych parametrti. Tyto metody jsou opatiené znackou CE a potvrzuji shodu

jejich vlastnosti s deklarovanymi vlastnostmi od vyrobce.

vvvvvv

preciznost, pravdivost, pracovni rozsah, stabilitu, rozhodovaci meze, interference a
porovnatelnost s jinou metodou. Pro zdkladni odhad nejistoty vysledki méfeni je pro vystup

verifikace nezbytna preciznost, bias a pracovni rozsah (Beranek, 2013; Plzak et al., 2021).
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2.2 Vykonnostni charakteristiky pro validaci a verifikaci

Analytické vlastnosti laboratornich metod nebo také vykonnostni charakteristiky pro
validaci a verifikaci jsou v této praci definovany dle Metrologické terminologie ve zdravotnické
a analytické laboratofi ze zdroje SEKK s.r.o. a EURACHEM-CR (Plzék, 2022). Dle doporuéeni
pro validace a verifikace zroku 2021 vychazejici znormy CSN EN ISO 15189, jsou zde
Vysledky verifikace ¢i validace musi byt zdokumentovany odbornym pracovnikem a musi

vyhovovat béznym podminkam rutinni ¢innosti zdravotnické laboratote (Plzék et al., 2021).

Tabulka 1 Vykonnostni charakteristiky pro validaci/verifikaci analytického postupu

VALIDACE VERIFIKACE
e Pravdivost méfeni e Preciznost méfeni — opakovatelnost
e Pfesnost méfeni e Mezilehla preciznost
e Preciznost méfeni véetné e Pravdivost méfeni — bias
opakovatelnosti méfeni a mezilehlé e Pracovni rozsah, mez detekce
preciznosti méteni e Stabilita

[ ) 11 St 1 ror o
Nejistota méfeni e Porovnani s jinou metodou, pokud

¢ Analyticka specifi¢nost véetné je to mozné

interferujicich latek e Klinické rozhodovaci meze

e Referenéni interval a klinické
e Interference

rozhodovaci meze .. s
e Nejistota mefeni
e Analyticka citlivost
e Mez detekce a mez stanovitelnosti
e ME¢€fici rozsah
¢ Diagnosticka specifi¢nost

e Diagnosticka citlivost (senzitivita)

Zdroj dat: (Plzék et al., 2021)
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2.2.1 Pravdivost méreni
Pravdivost méfeni (,,measurement trueness®) je tésnost shody mezi aritmetickym primérem
nekone¢ného poctu opakovanych namétrenych hodnot veli¢iny a referencni hodnotou veliciny

(Plzak, 2022).

Pravdivost tedy vyjadiuje shodu méfeni se skute¢nou hodnotou, kterou urcujeme
referenéni metodou. Pravdivost méfeni se nepiimo vztahuje pouze k systematické chybé.
Nepravdivost vyjadiujeme jako bias (vychyleni). Jednd se o hodnotu odhadu systematické
chyby, kterou charakterizuje aritmeticky prumér. Systematicka chyba miize byt konstantni, kdy
pii procesu méieni klesaji nebo stoupaji vysledky vzdy o stejnou hodnotu. Miize se ale naopak
jednat o chybu proporcionalni, kdy se stoupajici koncentraci zaroven klesa nebo stoupa i
velikost chyby. Systematické chyby obecné vznikaji z nedokonalosti pouzité metody méfeni,
nebo chyby méficiho pfistroje, ale také jsou to chyby zplsobené lidskym faktorem. Bias
muizeme urcit opakovanym mefenim materidlu se znamou koncentraci a vypocita se jako stfedni
hodnota (primér) namétenych hodnot, od kterého odecteme skute¢nou (referencni) hodnotu

(Racek, 2021).

2.2.2 Preciznost méieni
Preciznost méfeni (,,measurement precision®) je té€snost shody mezi indikacemi nebo
naméfenymi hodnotami veli¢iny ziskanymi opakovanymi méfenimi na stejném objektu nebo

na podobnych objektech za specifikovanych podminek (Plzak, 2022).

Preciznost v praxi vyjadfuje schopnost metody poskytovat stejné vysledky opakovanym
méfenim vzorku o stejné koncentraci analytu. Preciznost na rozdil od pravdivosti zavisi pouze
na rozdéleni ndhodnych chyb. Preciznost miizeme testovat za riznych specifickych podminek
(podminky opakovatelnosti, reprodukovatelnosti, mezilehlé preciznosti) a je vyjadiena
smérodatnou odchylkou, rozptylem, nebo variacnim koeficientem. Varia¢ni koeficient (CV)
popisuje, jaké procento z priiméru tvoii smerodatné odchylka (SD). SD ziskdme odmocnénim
hodnoty rozptylu pii opakovaném meéfeni kolem priméru. CV maji pro referencni metody
hodnotu 1 %, pro fotometrické obvykle 10 % a imunochemické v rozmezi 10-30 % (Beranek,

2013; Racek 2021).
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Opakovatelnost neboli méfeni v sérii, obvykle zahrnuje méieni jedné metody 10x za
sebou za stejnych analytickych podminek (stejny den, ptistroj, postup, osoba, Sarze reagencie).
Mezilehla preciznost méreni (CV,) je preciznost pii odlisSnych podminkéch (jiny den, osoba,
Sarze reagencie apod.) v ramci né¢kolika méfeni v sérii nebo béhem nékolika dni. Jedna se o
dlouhodobé méfeni kontrolnich vzorkl jako soucast vnitini kontroly kvality. Preciznost, ktera
se zjist'uje mezilaboratornimi porovnavacimi zkouskami v ramci externiho hodnoceni kvality
oznaCujeme jako reprodukovatelnost. Podminky reprodukovatelnosti zahrnuji odliSna

pracoviste, jiny persondl a métici systémy. (Beranek, 2013; Pospisil, 2010).

2.2.3 Presnost méreni
Pfesnost méteni (,,measurement accuracy) je tésnost shody mezi namétenou hodnotou veli¢iny

a pravou hodnotou métené veli¢iny (Plzak, 2022).

Presnost méfeni kombinuje preciznost a pravdivost (Obr. 2), tzn. nahodné a
systematické chyby. Nahodna chyba je tedy ovlivnéna preciznosti stanoveni, systematicka
pravdivosti a zvyrazné casti ndvaznosti diagnostické soupravy. Méfeni povaZujeme za
presnéjsi, pokud ndm nabizi mensi chybu méfeni. Chyba méfeni se obecné vyjadiuje jako rozdil

skute¢né namétené hodnoty a referencni hodnoty (Jabor, 2020; Pospisil, 2010).

pravdivé a neprecizni pravdivé a precizni

nepravdivé a neprecizni nepravdivé a precizni

Obrazek 2 Rlizné kombinace pravdivosti a preciznosti

Zdroj obréazku: (Racek, 2021)
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2.2.4 Porovnatelnost dvou metod

Porovnani je dilezitou soucasti procesu validace a verifikace analytickych metod a
ptistroji. Pokud zavddime novy analyticky systém, nebo novou vySetfovaci metodu, je
dalezitym krokem provést srovnani s dosud pouzivanym systémem/metodou na pracovisti.
Diivodem pro optimalizaci miize byt levné;si stanoveni, zlepSeni analytickych vlastnosti metod,
nebo modernégjsi typ analyzatoru. Cilem jsou srovnatelné vysledky u obou zkoumanych slozek.
Vzdy se snazime porovnat takovy soubor vzorki, ve kterém budou zastoupeny nizké, stiedni i
vysoké hodnoty. Pro vyhodnoceni vysledkli méfeni se pouzivaji metody regresni analyzy:

Passingova-Bablokova regrese a rozdilovy Bland-Altmantiv graf (Racek, 2021).

Regresni analyza dle Passing-Babloka (Obr. 3) je statisticky postup, ktery umoznuje
odhad shody analytickych metod a identifikuje mozné systematické i ndhodné chyby. Jedna se
o robustni, neparametrickou regresi, jejiz vysledky jsou odolné vici odlehlym hodnotdm.
Predpokladem spravné aplikace regrese je linedrni vztah mezi naméfenymi daty
prostfednictvim dvou analytickych metod. Vysledky jsou prezentovany jako korelacni

(bodovy) graf s regresni ptimkou a rovnici (Zulle, 2011).

| systematickd chyba | proporciondini chyba |

(intercept) _ (smérnice) I

40— i | e
regresni rovnice ;- ;___ﬂ‘ y=0,0179 + 0,612 x ] B | \ )
A54— == | pfimka shody | .~ |
_ S 1

30 - 1= | - *\ regresni primka

’ | ’ | porovnani obou metod
2.5+ | =

, |

2.0 4 95% interval spolehlivosti
* regresni primky .
154 b - i L I

3
K

srovnavand metoda (mmol/l)

10—} P
( odizhia hodnota |
05 - — 1
00 | - ; ' ‘
0 1 i 2 )

piivodni metoda (mmol/)
Obrazek 3 Grafické znazornéni regresni analyzy dle Passing-Babloka

Zdroj obréazku: (Racek, 2021)
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Blandiv a Altmaniv rozdilovy graf (Obr. 4) graficky vyjadiuje zavislost mezi
praméry a rozdily vysledki dvou metod. Na ose x jsou primery a na ose y rozdily namétenych

hodnot. Z grafu mlizeme zjistit bias testované metody vii¢i srovnavané (Dastych, 2015).

1,6 1
] o _ o
14 - o +1,96 SD
N o T AT 1,37
1,2 1 959% interval spolehlivosti
- T 59 | priméru rozdild (limity shody)
=" I e
£ S
.E; 0,8 1 i L | primér rozdil
é 0,6 - Cj“ 0 © 0,64~
] ] an
E {]‘4 1 o o o]
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0,2 4° " primka shody
e eee et meeerm et sen st e eee e seseeeen et e een e s eemreeen e nee s reartsemreneereeresrenmapezan
o K1)
0,2 : . . . -5
0,5 1,0 1,5 2 25 3,0 35
prumér xa y (mmol/l)

Obrazek 4 Grafické znazornéni pro Bland-Altmantv rozdilovy graf

Zdroj obréazku: (Racek, 2021)

2.2.5 Dalsi analytické vlastnosti laboratornich metod
Mez detekce (LoD, Lp — ,,limit of detection®) je definovéana jako naméfend hodnota veli¢iny
ziskand danym postupem méfeni, pro kterou je pravdépodobnost nepravdivého tvrzeni o

nepiitomnosti slozky v materidlu B, pfiCemzZ pravdépodobnost nepravdivého tvrzeni o jeji

pfitomnosti je a (Plzak, 2022).

Mez detekce je nejmensi koncentraci analytu, kterou 1ze danou metodou prokazat. Je to
takova koncentrace, ktera mlize byt detekovana, ale ne nutné kvantifikovana. Tuto koncentraci
1ze bezpecné odlisit od ptistrojového Sumu. LoD je parametrem limitnich testd. Naproti tomu
mez stanovitelnosti (LoQ, Lq) uruje nejmensi koncentraci analytu, kterou lze metodou
prokézat spolu s pozadovanou hodnotou nejistoty méteni. LoQ je parametr kvantitativnich test
pro nizké hladiny slou¢enin v matricich vzorkd. U imunochemickych metod byva hodnota LoQ
pomoci priméru hodnot Sumu a SD: LoD = prumér + 3SD; LoQ = prumér + 6SD (Beranek,
2013; Sengul, 2016).

15



Pracovni/mérici rozsah (,,working/measuring interval) definujeme jako uzavieny interval

hodnot mnozstvi ¢i obsahu méfené veliiny ve vzorku, pro ktery bylo validaci potvrzeno, ze

metoda (postup) je v ném aplikovatelna (Plzdk, 2022).

Pracovni rozsah méfeni je v podstaté¢ interval koncentraci ohraniceny zdola mezi
stanovitelnosti. Horni konec rozsahu je definovan koncentraci, pii které dochazi k vyraznym

anomaliim v analytické citlivosti (Magnusson et al., 2014).

Analyticka specifi¢nost (,,analytical specifity”) je schopnost méficiho postupu stanovovat

pouze tu métenou velicinu, ktera ma byt stanovena (Plzak, 2022).

Specifita je schopnost metody, kterd umoziiuje zjistit analyt v piitomnosti jinych slozek.
Pokud metoda zachyti v pribéhu méfeni i jinou slozku, miiZze to znamenat negativni ovlivnéni
vysledku. V takovém ptipadé mluvime o interferenci. Interference mohou byt exogenniho
puvodu (kyselina askorbovd, 1éky) 1 endogenniho plvodu (bilirubin, hemoglobin,
triacylglyceroly). Na analyzétorech jsou u kazdého vzorku stanoveny tzv. sérové indexy, které
testuji pritomnost endogennich interferujicich latek (ikteritu, hemolyzu a chylozitu). Vysledky
mohou ovlivnit i protilatky v ptipad¢ zkiizenych reakci u imunochemickych metod (Dastych,

2015; Racek, 2021).

Citlivost mériciho systému (,,sensitivity of measuring systém*) definujeme jako podil zmény

indikace méficiho systému a odpovidajici zmény hodnoty veli€iny, kterd je métena (Plzak,

2022).

Analytickou citlivost mizeme chépat jako nejmensi rozdil koncentraci, ktery jesté l1ze
rozliSit. Citlivost je ur€ena smérnici kalibracni kiivky tzn., ¢im je kiivka strméjsi (odezva

detektoru vétsi), tim je metoda citlivéjsi (Dastych, 2015).

Klinicka specifi¢nost (,,clinical specifity”) znamena Cetnost negativnich vysledkl u populace

bez choroby, tzn. skute¢né negativni vysledky (Plzak, 2022).

Klinicka citlivost (,.clinical sensitivity) je definovana jako Cetnost pozitivnich vysledkd u

populace s chorobou, tzn. skute¢né pozitivni vysledky (Plzak, 2022).

Klinicka/diagnosticka specifi¢nost a citlivost dané metody nés informuji o schopnosti
potvrdit nebo vyloucit konkrétni diagndzu. Senzitivita/citlivost se vyjadiuje jako procento
spravné pozitivity u vS§ech nemocnych. Specifi¢nost je vyjadienim spravné negativity u vSech

zdravych pacienti (Durovcova, 2020).
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Referencni interval (,,reference interval®) je specifikovany interval rozlozeni hodnot ptevzaty

z biologického referencniho zédkladniho souboru (Plzak, 2022).

Referencni interval (RI) je takova hodnota, se kterou miizeme srovnavat laboratorni
vysledky a podle které jsme schopni posoudit zdravotni stav pacienta. V praxi se intervaly
ziskavaji méfenim velkého mnozstvi zdravych pacienti a naslednym statistickym
vyhodnocenim meétfeného parametru v referencni populaci. VéEtsina laboratofi piebira RI od
vyrobcl diagnostickych souprav, ktery je definovan jako 95% interval. Kromé& RI se v praxi
vyuzivaji klinické rozhodovaci meze (cutt-off), které piedstavuji horni nebo dolni mez RI.
Tyto mezni hodnoty se vyuZzivaji v diagnostice a 1é€bé pacienta v laboratorni medicing.
Standardnim nastrojem k uréeni cutt-off hodnot jsou postupy ROC analyzy (Durovcova et al.,

2020; Salek et al., 2016; Sprongl, 2014).

Stabilita analyti patfi mezi neméné dulezité znaky laboratorni mediciny. Stabilitu
muzeme Vv klinické biochemii chépat jako casovy prostor, ve kterém je udrZzena hodnota ve
stanovenych mezich tim, Ze stabilizuje vzorek, ve kterém jsou analyty analyzovany za urcitych
specifickych podminek. Zmény zptisobené nedostatecnou nebo nizkou stabilitou se odrazi na
vysledcich laboratornich testd pouzivanych lékati pro terapii pacientll. Pro laboratorni méteni
je pii poruSeni stability séra/plazmy dlouhodoby kontakt s ostatnimi bunécnymi slozkami

Castou pricinou variability vysledkt testd (Flores et al., 2020).

Mezi hlavni zdroje variability laboratornich vysledkl fadime chyby v odbéru, transportu
a zpracovani vzorku, dale ndhodné a systematické chyby v analytickém procesu, pfitomnost
nemoci pacienta, ale pfedev§im biologickou variabilitu. Intraindividualni biologicka
variabilita je dana rozptylem hodnot analytu u jednoho ¢lov€ka. Lze ji minimalizovat
dodrZzenim podminek pii odbéru, ne vSak zcela eliminovat. Pfikladem muze byt vliv polohy
téla, cirkadidnnich rytma, pfijmu potravy. Naproti tomu je interindividualni biologicka
variabilita diana rozptylem hodnot analytu u riiznych jedincii z populace. Prikladem muze byt
vliv pohlavi, véku a rasy. Variabilitu mizeme odhadnout z referenniho rozmezi, ale 1ze ji také
hodnotit dle evropského seznamu kritérii. Tato databaze z roku 2019 je pod zéstitou Evropské
federace pro klinickou chemii a laboratorni medicinu (EFLM). Variabilita se také pouziva
k nastaveni analytickych cilt kvality a k porovnani dvou po sobé jdoucich méteni, tzv. kritické
diferenci. Diferenci mizZeme vypocitat, pokud chceme zjistit vyznamnou odliSnost dvou

namétenych hodnot po sobé u stejného testu a pacienta (Jabor, 2020; Racek, 2021).
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2.3 Nejistota méreni
Nejistota meéfeni (,,uncertainty of measurement) je dle terminologie definovana jako
nezaporny parametr charakterizujici rozptyleni hodnot veli¢iny pfifazenych k méfené veli¢iné

na zakladé pouzité informace (Plzak, 2022).

Tento nezaporny parametr je vztazen ke kazdému vysledku méteni a vyjadiuje omezené
teoretické 1 praktické moznosti analytického procesu méieni. Pfesny vysledek méteni, ktery ma
nulovou nejistotu, v klinické praxi neexistuje. Kazda namétena hodnota je odhadem skute¢né
hodnoty, kterd se s ur¢itou pravdépodobnosti nachazi pravé v okoli dané naméfené hodnoty.
Nejistota zahrnuje vlivy, které mohou ovliviiovat vysledky, jako je systematickd a ndhodna
chyba. Pro ziskani potfebnych dat pro vypocet nejistoty je nutné provést nékolik méteni. Tento
proces se provadi 1x ro¢né v rdmeci verifikace na stabilnim méticim systému. Vysledky nejistot
by mély byt vydavany na 2 platné Cislice. Pro jedno laboratorni vySetfeni vyuzivame nejistoty
ze snadno dostupnych dat, vypocitame tedy nejistotu pro jednotlivé koncentrace odpovidajici

materidlim pouzivanym pro interni kontrolu kvality (Bartos$ et al., 2021; Ramsey ef al., 2019).

2.3.1 Vypocty nejistot
Dle nového doporuéeni CSKB k vyjadfovani nejistot z roku 2021 se nové do nejistoty
nezapocitava bias (vychyleni). Pfedpokladdme, ze bias neni vyznamny. Nejistotu mizeme

vyjadfit jako absolutni (v jednotce méteni) nebo relativni (v %).

Zakladni nejistoty:

Standardni nejistota (n) je slozka, ktera ptispiva ke kombinované nejistoté vysledku méteni a
vyjadiuje se ve formé¢ smérodatné odchylky (SD).

Relativni standardni nejistota (ure) je nejistota vyjadiena v % a odpovidd varia¢nimu
koeficientu (CV).

Relativni kombinovana nejistota (ucyrel) se vypocita z dil¢ich nejistot jako:

— 2 2 2 )
Horel = \/ul,rel T U e T T Uyrer [70]

kde je: Ue,rel. ..Telativni kombinovana nejistota
Ul rel Z Ungrel. . .dil¢1 relativni standardni nejistoty
Relativni kombinovana rozsirend nejistota (Ue,rel) se vypocita jako:
Uc,rel =k. Uc,rel [%]
kde je: Ut rel...relativni kombinovana rozsifena nejistota
k...koeficient rozsiteni, k = 2, coz odpovida intervalu pokryti 95 %

Ucrel...Trelativni kombinovana nejistota
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2.3.2 Vypocet kombinované nejistoty

V ramci tohoto doporuceni je cilem kazdé zdravotnické laboratofe vypocet praveé
relativni kombinované rozsifené nejistoty, kterd se neuvadi v rutinnich laboratornich zpravach,
ale méla by byt k dispozici klinikiim na vyzadani. Ze vSech vypoctenych nejistot vybereme a
prezentujeme pouze jednu, a to sice nejistotu, ktera je nejveétsi (nejhorsi). Dil¢i nejistoty, které
zahrnujeme do vypoctu celkové kombinované nejistoty, jsou nejistota charakterizujici
mezilehlou preciznost méteni (urw,rel) a nejistota kalibratoru (ucairel). Jako diléi nejistoty se
tedy nezapocitavaji nejistoty spojené s preanalytickou a postanalytickou ¢asti méfeni a intra a

interindividudlni biologickou variabilitou (Bartos et al., 2021).

Vypocet relativni standardni kombinované nejistoty se vypocita z dosazeni dil¢ich nejistot:

_ 2 2 )
Uc,rel = JuRw,rel + ucal,rel [A’]

kde je: Uc,rel. . .relativni kombinovana standardni nejistota
URrw,rel. . .re€lativni standardni nejistota
Ucalrel. . .relativni standardni nejistota kalibratoru ziskana z dokumentace

Relativni standardni nejistotu vypocitdme jako podil smérodatné odchylky a pruméru:
_SD
CV,= o 100 [%]

kde je: CV,...variaéni koeficient mezilehlé preciznosti méteni
SD...smérodatna odchylka naméfenych hodnot

Xp...aritmeticky primér namétenych hodnot

Pro klinickou interpretaci je findlnim vysledkem vypocet: Ucret =2 . Uc,rel

2.3.3 Minimalni a maximalni pripustna velikost nejistoty

Ptipustna velikost nejistoty méfeni informuje laboratot o tom, jakd velikost nejistoty
konkrétniho parametru ma byt pifijatelnd. Minimalni pfipustné nejistoty se prakticky nelze
dopracovat, protoze nejistota je vZzdy vétsi nez nula. Naopak maximalni pfipustna nejistota
(Ucrel max) by méla odpovidat klinickym potfebam. Muzeme pouzit hodnoty odvozené
z biologickych variabilit, tedy urcit kombinovanou nejistotu jako polovinu intraindividualni
variability. Piehled o velikosti nejistot lze ziskat také ze zprav poskytovateli EHK a to
odvozenim od velikosti Dmax. Je doporuceno kritérium pro maximalni pfipustnou velikost

nejistoty jako Ucrel max = % Dmax . Tento vztah poskytuje 90% Sanci na uspech, pokud

systematickd chyba méteni neptesahne tfetinu Dmax (Bartos et al., 2021).
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2.4 Interni a externi hodnoceni kvality kontrol

Pokud jsou splnény podminky validace a verifikace v konkrétni laboratoti, mize byt
analyticky systém pouzivan k diagnostickym ucelim. Vysledky stanoveni analyti musi byt i
pii dlouhodobém pouzivani analytickych metod spolehlivé a kvalitni. Kvalita zajistuje
schopnost produktu vyhovét danym pozadavkim. Mezi dilezité prvky zabezpeceni kvality
fadime vhodné laboratorni prostiedi, zkuSeny persondl, kalibrovana zafizeni, kalibracni a
kontrolni materidly a standardy, dokumentace metod, navaznost vysledki, programy fizeni
kvality a interni audity. Kvalitu v laboratofi klinické biochemie kontrolujeme v ramci systému
hodnoceni kvality. Pozadavky na kontrolu kvality uréuje norma CSN EN ISO 15189:2013.
RozliSujeme interni kontrolu kvality (IKK), kterou provadéji a vyhodnocuji pracovnici
laboratote, a externi hodnoceni kvality (EHK), které poskytuji narodni instituce v ramci
mezilaboratorniho porovndvani rutinnich metod. Pro hodnoceni kvality se vyuzivaji kontrolni
materialy, které maji vlastnosti podobné realnym biologickym vzorkim (Beranek, 2013; Stern,

2011).

2.4.1 Interni kontrola kvality

Interni nebo také vnitini kontrola kvality (IKK) zahrnuje méfeni zndmé koncentrace
analytu z kontrolniho materialu. IKK je néstrojem prokazani stability analytického systému a
zaji$téni validity laboratornich vysledkil. Cilem je detekce a minimalizace analytickych chyb.
Vysledky IKK jsou vyuzivany pro validaci a verifikaci metod, stejné jako k odhadu nejistot
meéfeni. Pro kontrolni materialy by méla byt zajisténa dlouhodobé stabilita v rdmci pouzivanych
Sarzi. Kontrolni material je do laboratofe dodavany v kapalné nebo lyofilizované formé od
vyrobce analytickych souprav. Obvykle méfime minimalné dvé hladiny kontrol (negativni a
pozitivni), idedlné az tfi (nizkd/normdlni/vysokd). Pro rutinni stanoveni provadime méfeni
kontrol vzdy pted zahdjenim méfeni pacientskych vzorkd, a to minimalné 1x denné. Dale je
nutné métit kontrolni vzorky vzdy po kalibraci, vymeéné reagencii, servisnim zdsahu nebo jiném
funkénim problému v analytickém systému. Vysledné hodnoty kontrolniho materidlu jsou
graficky znazornény pomoci Levey-Jenningsova diagramu (Obr. 5), kde na ose x je ¢as a na
ose y hodnota kontroly. Pro vyhodnoceni grafu a detekci chyb pouzivame tzv. Westgardova
pravidla. Pomoci pravidel zjistime, zda je metoda stabilni a lezi uvniti tolerancnich mezi, které
jsou v grafu charakterizovany smérodatnou odchylkou (Braga et al., 2021; Jabor, 2020; Sprongl
etal., 2022).
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2.4.2 Externi hodnoceni kvality

Externi hodnoceni kvality (EHK) ovétuje porovnatelnost vysledkli mezi rliznymi
laboratofemi. EHK je ndstrojem monitorovani kvality analytickych systémi z hlediska
harmonizace a mezilaboratorni reprodukovatelnosti. Principem je rozesilani totoznych
neznamych vzorkl riznym laboratotim zucastnénym v cyklu EHK, od kterych je pozadovano
stanoveni koncentraci hodnocenych analytl. Vysledky se zaznamenaji do formulafe a odeslou
do firmy SEKK s.r.o. (pro CR), kde se porovnaji vysledky vsech laboratofi s referenénimi
hodnotami. Cykly EHK probihaji dle ro¢niho planu a jsou vyhodnoceny poskytovatelem.
Uspésné absolvovani EHK v daném cyklu znamend, Ze rozdil mezi naméfenou hodnotou
v dané laboratofi a referencni hodnotou je mensi nez ptijatelny rozdil (Dmax). Laboratot obdrzi
osveédCeni o Ucasti, dale certifikat, vysledkovy list, souhrnnou statistiku a zavére¢nou zpravu

(Zima, 2020; Racek, 2021).
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2.5 Vybrané biochemické a imunochemické metody

V této kapitole jsou struéné popsany nekteré biochemické a imunochemické metody,
které byly vybrany pro experimentalni ¢ast prace. Jednotlivé principy testi a referencni meze
jsou pievzaty z ptislusnych piibalovych letakl pro dané metody. Z oblasti diagnostiky funkce
ledvin je zde zminéna mocovina a kreatinin. Pro funk¢ni vysetfeni jater je charakterizovan
celkovy bilirubin a enzym alaninaminotransferaza. Jako zastupce lipidového souboru je uveden
LDL cholesterol a jako marker pro odhaleni zanétlivého procesu v organismu C-reaktivni
protein. Z imunochemickych metod jsou zde popsany nejcastéji vysetfované markery funkce
Stitné zlazy, thyreotropin a volny thyroxin. Jako posledni je zminén ukazatel srde¢niho

poskozeni vysoce senzitivni troponin T.

2.5.1 Mocovina

Mocovina (UREA) je organickd dusikata sloucenina syntetizovana v jatrech
z amoniaku (Obr. 6). Urea je hlavnim koncovym produktem metabolismu dusiku. Je
vylucovana piedevsim ledvinami, a proto je spolu s kreatininem béZnym testem pro diagnostiku
funkce ledvin. ZvySena hladina mocoviny mize zplsobit uremickou neuropatii, poSkozeni
nervi, glomerularni nefritidu, tubularni nekrozu i Sokové stavy. Rizikovym vedlej$im ti€¢inkem
je obstrukce mocovych cest, gastrointestindlni krvaceni az selhani ledvin. Niz§i hladiny

mocoviny mohou pfispivat ke kachexii, nefritickému syndromu nebo selhani jater (Pfibalovy

letak UREAL, 2022; Saravjeet, 2021).

NH,
ot + H,0 — CO0,+2NH,
" NH,

Gz

Obrazek 6 Syntéza mocoviny za katalyzy enzymem ureazou

Zdroj obréazku: https://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/files/50/5251.jpg

Princip stanoveni: Mocovina + 2 H,O — 2 NH4" + COs*

NH4" + 2-oxoglutarat + NADH — L-glutamat + NAD" + H,O

Prvni reakce mocoviny s vodou je hydrolyzovéna enzymem uredzou na amoniak a uhlicitan.
Druha reakce je katalyzovana enzymem glutamatdehydrogenazou (GLDH) za vzniku NAD™
(nikotinamidadenindinukleotidového kationtu), vody a L-glutamatu. Koncentrace NADH je

pfimo timé&rna koncentraci mocoviny ve vzorku, ktera je stanovena fotometricky.

Referen¢ni meze: dospéli 2,76 — 8,07 mmol/l (Ptibalovy letdk UREAL, 2022)
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2.5.2 Kreatinin

Kreatinin (CREA) se syntetizuje ve svalech metabolizaci kreatinu a kreatinfosfatu a je
voln¢ filtrovan v glomerulech. Tzv. glomeruldrni filtraci je vyluCovan do moci a jeho
koncentrace v séru i moci je zcela zasadni pro diagnostiku akutniho a chronického onemocnéni
ledvin. K odhadu glomerularni filtrace se v praxi pouziva stanoveni clearance kreatininu, které
je senzitivnéj$i pro ranné stddium akutniho poskozeni ledvin. Hodnoty sérového kreatininu
byvaji vyrazné nizS§i u Zen, u nemocnych se svalovou atrofii, pfi jaterni cirhoze, nebo
malignitach. ZvySena hladina kreatininu je pfedevsim ukazatelem poSkozeni glomerul a mtize

vést k chronickému selhani ledvin (Zima, 2017).

Princip stanoveni:  Kreatinin + kyselina pikrova — Zlutooranzovy komplex

Reakce probihd v alkalickém prostiedi a rychlost zabarveni vzniklého komplexu je pifimo
umérna koncentraci kreatininu ve vzorku. Jedna se o fotometrické stanoveni zaloZené na tzv.

Jaftého metodé.

Referen¢ni meze: zeny 44 — 80 pmol/l; muzi 62 — 106 umol/l (Piibalovy letak CREJ2,
2022).

2.5.3 Alaninaminotransferiaza

Alaninaminotransferdza (ALT), dfive zndma jako glutaméatpyruvattransaminaza, je
enzym specificky pro jaterni tkan, ktery citlivéji reaguje na posSkozeni jaternich bunék. Na
rozdil od aspartitaminotransferazy (AST) je enzym ALT (Obr. 7) lokalizovan v cytosolu
hepatocytil. V diagnostice chronickych jaternich chorob hladina ALT vyrazné pievysSuje AST.
U alkoholismu byva naopak vyssi hladina AST. Vysoké hladiny transaminaz jsou citlivé na
poskozeni jater, ale mohou byt také zvySeny u jinych stavi, jako je onemocnéni §titné zlazy,
celiakie a onemocnéni svalii. Hlavnimi diivody extrémné vysokych hladin ALT u poSkozeni
jater jsou akutni virové horecky, cirhoza, hepatitida, 1éky a toxiny (Mohammed, 2017; Urbanek

2018).

Obrazek 7 Struktura enzymu ALT a AST
Zdroj obréazku: https://www.wikiskripta.eu/w/Aminotranster%C3%A1zy
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Princip stanoveni:  L-alanin + 2-oxoglutarat — pyruvat + L-glutamat

Pyruvat + NADH + H" — L-laktat + NAD"

Prvni reakce je katalyzovana enzymem ALT za vzniku pyruvatu, ktery je poté redukovan
enzymem laktatdehydrogenazou (LDH) na L-laktat a NAD'. Rychlost oxidace NADH
(nikotinamidadenindinukleotidfosfatu) je pfimo umérnd koncentraci aktivity ALT, ktera je
stanovena poklesem absorbance. Aby nedochédzelo k faleSnému snizeni aktivity ALT ve
vzorcich pacientl, piidava se k metodé¢ stanoveni pyridoxalfosfat. Ten zajisti uplnou aktivaci

enzymt.

Referencni meze: zeny 0,17 — 0,58 pkat/l; muzi 0,17 — 0,83 pkat/l (Pfibalovy letak ALTPM,
2021).

2.5.4 Celkovy bilirubin

Bilirubin (BILT) je produktem rozkladu hemu, ktery se uvoliiuje pii lyze erytrocyta.
Narusuje fetézové reakce volnych radikali, a proto plisobi jako G€inny antioxidant. Extrémné
zvySena koncentrace bilirubinu v séru ma za nasledek nazloutlé zbarveni kiize, skléry a sliznice
— hepatitidu. Celkovy bilirubin (Obr. 8) je spolu s konjugovanym bézné vyuzivany
v diagnostice novorozenecké zloutenky. ZvysSené hladiny bilirubinu byvaji u dédi€nych poruch
jako je Gilbertiv syndrom a Crigler-Najarrv syndrom. U téchto poruch nedochazi ke
konjugaci bilirubinu s UDP-glukuronovou kyselinou. Diisledkem vysSich hladin je také
intoxikace léky, alkoholem, zanét jater a zluCovodu, hemolytickd anémie nebo poskozeni
mozku. Hypobilirubinémie, nizka hladina bilirubinu, mize vést ke kardiovaskularnim

komplikacim, mrtvici, artritidé, kolitid€, kognitivnim poruchdm (Creeden et al., 2021).

Obrazek 8 Vzorec bilirubinu

Zdroj obréazku: https://www.wikiskripta.eu/w/Bilirubin#/media/Soubor:Bilirubin.png

Princip stanoveni:  Bilirubin + 3,5-DPD — azobilirubin

Bilirubin reaguje v kyselém prostiedi s 3,5-dichlorofenyldiazoniem za vzniku Cerveného

zbarveni, jehoz intenzita je pfimo imérnd celkovému bilirubinu a lze ji méfit fotometricky.

Referencni meze: dospéli 0 — 21 umol/l (Ptibalovy letdk BILT3, 2022).
24




2.5.5 LDL-cholesterol

Lipoproteiny o nizké hustoté (low density lipoproteins, LDL) patii spolu s lipoproteiny
o vysoké hustot¢ (HDL), cholesterolem a triacylglyceroly (TAG) mezi stanovované slozky
lipidového souboru. LDL jsou syntetizované v jatrech a jejich funkci je transport cholesterolu
krvi do okolnich bungk a tkani k dalSimu vyuziti. V jadie téchto lipoproteint jsou vyhradné
estery cholesterolu, na povrchu fosfolipidy, volny cholesterol a jedna molekula apolipoproteinu
B-100. Normalné je LDL rychle vylu¢ovén jaternimi LDL receptory, ale pokud se hromadi v
plazmé, uklada se do cévni stény, kde jeho cholesterolova slozka spousti rozvoj aterosklerozy
(Obr. 9). Proto je LDL-cholesterol oznacovan jako hlavni rizikovy faktor aterosklerdzy.
Zvysené hladiny LDL sledujeme zejména u nemocnych s diabetem, chorobami ledvin a
kardiakti. Kromé fotometrického stanoveni mizeme LDL vypocitat pomoci Friedewaldovy

rovnice pro koncentraci TAG pod 4,5 mmol/l (Racek, 2021; Wolska, 2020), ktera zni:

LDL-cholesterol = celkovy cholesterol — HDL-cholesterol — TAG/2.2

Zdroj obrazku: https://zdravi.euro.cz/leky/wp-content/uploads/2019/04/Ateroskleroza-1.jpg

Princip stanoveni: ~ Estery LDL-cholesterolu + H2O — cholesterol + volné mastné kyseliny

LDL-cholesterol + O — A*-cholestenon + H,O»
2 H>0; + 4-aminoantipyrin + EMSE + H>O + H" — barvivo + 5 H,O

Prvni reakce je katalyzovana enzymem cholesterolesterazou, ktera §tépi estery cholesterolu na
estery a volny cholesterol. Ten je dale v pfitomnosti kysliku oxidovan enzymem
cholesteroloxidazou. Vznikly peroxid vodiku reaguje za ptitomnosti peroxidazy s vodou,
EMSE (N-ethyl-N-(3-metylfenyl)-N-succinyletylendiamin) a 4-aminoantipyrinem za tvorby

rudo-fialového zbarveni, jehoZ intenzita je ptimo imérna koncentraci cholesterolu.

Referencni meze: dospéli 1,2 — 3 mmol/I (Ptibalovy letak LDLC3, 2021).
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2.5.6 C-reaktivni protein

C-reaktivni protein (CRP) je homopentamerni zanétlivy protein akutni faze, ktery se
v mistech infekce nebo zanétu zvySuje az 1000x. Je syntetizovan primarné v jaternich
hepatocytech, ale také v bunkach hladkého svalstva, makrofazich, endotelidlnich bunkéch,
lymfocytech a adipocytech. Je tradicn€ uzivan jako marker pro odliseni bakterialni a virové
infekce a u kardiovaskularnich chorob. CRP hraje dulezitou roli v zanétlivych procesech a
reakcich hostitele na infekci, véetné drahy komplementu, apoptodzy, fagocytdzy, uvoliiovani
oxidu dusnatého a produkce cytokinli (interleukin 6 a tumor-nekrotizujici faktor a). ZvySené
hladiny CRP jsou pozorovany u pacientti s akutni pankreatitidou, apendicitidou a meningitidou,

u revmatoidni artritidy a kardiovaskularnich onemocnéni (Sproston, 2018).

Princip stanoveni: ~ Imunoturbidimetrie. CRP aglutinuje s latexovymi ¢asticemi, které jsou

potazené monoklonalnimi protilatkami proti CRP. Vzniklé agregaty se méfi turbidimetricky.

Referen¢ni meze: 0 — 5 mg/l (Ptibalovy letak CRP4, 2021).

2.5.7 Vysoce senzitivni Troponin T

Vysoce senzitivni troponin T (hs-TnT) je citlivym markerem pro poskozeni myokardu.
Fyziologicky se jednd o bilkovinu, kterd je slozkou kontraktilniho apardtu kosterniho i
srde¢niho svalu. Troponin T (TnT) se vSak vylucuje béhem nekrézy kardiomyocytl, proto je
specificky vyhradné pro srdce. Existuje ve tfech komplexech: T (naseda na tropomyosin), I
(inhibi¢ni troponin) a C (vaze Ca*"). V klinické praxi se vyuZzivaji pro diagnostiku akutniho
infarktu myokardu (AIM) pouze troponiny T a I. Diagnostickd souprava hs-TnT umoziuje
detekovat hladinu troponinu dfive a stanovit tak koncentraci troponinu témét u vSech zdravych
lidi. Koncentrace TnT mtze byt zvysena kromé AIM u stavi jako je kardiotoxicita zptisobena

1éky, myokarditida, plicni embolie, onemocnéni ledvin (Park et al., 2017; Racek, 2021).

Princip stanoveni: =~ ECLIA (elektrochemiluminiscence): Béhem 9minutové inkubace reagu;ji

antigen ve vzorku, biotinylovand monoklonalni protilatka specificka pro TnT, monoklonalni
protilatka znacena rutheniovym komplexem a mikrocastice potazené streptavidinem. Vznika
sendviCovy komplex navézany na pevnou fazi. Reak¢ni smés je nasita do méfici cely
s mikro¢asticemi komplext, které jsou zachyceny magnetickym polem. Slozky, které se
nenavazi jsou odstranény roztokem ProCell II M. Podstatou ECLIA je napéti na pracovni

elektrod¢, které vyvola chemiluminiscen¢ni emisi fotoni métenou fotonasobicem.

Referen¢ni meze: 0 — 14 ng/1 (Ptibalovy letdk Elecsys Troponin T hs, 2021).
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2.5.8 Thyreotropni hormon

Thyreotropin (TSH), hormon stimulujici Stitnou zldzu, je glykoprotein (Obr. 10)
vyluovany specializovanymi buiikami (thyrotrofy) sidlicimi v pfedni hypofyze. Pisobenim
vazby na receptor stimuluje produkci a sekreci hormont, diferenciaci a rist §titné zlazy.
Klinicky se TSH vyuziva jako primarni screeningovy test dysfunkce stitné zlazy. Pokud je jeho
koncentrace v normdlu, mizeme dysfunkci s jistotou vyloucit. Dale jeho hladina slouzi
k monitorovani hormondlni substitu¢ni terapie Stitné zlazy u pacientll s hypotyredzou, nebo
karcinomem odvozenym z folikularnich buné¢k. U hypotyredzy neboli snizené funkci Stitné
zlazy, jsou koncentrace TSH zvysSené a u hypertyredzy naopak vzdy snizené (Grasberger, 2017;

Esfandiari, 2017).

N\/NH HN\(O
< ;NH

\O
Obrazek 10 Vzorec thyreotropinu

Zdroj obrazku: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/{/f8/Thyrotropin-

releasing_hormone.svg/800px-Thyrotropin-releasing_hormone.svg.png

Princip stanoveni: =~ ECLIA: 30 pl vzorku + biotinylovana monoklonalni protilatka proti TSH

+ monoklonalni protilatka znacena rutheniovym komplexem — sendvi¢ovy komplex. Interakci
mezi biotinem a streptavidinem se komplex vaze na pevnou fazi, smés je dale nasata do métici
cely, kde se mikrocastice zachyti pomoci magnetického pole. Napéti vyvola emisi fotonil

méfenou fotonasobi¢em.

Referencni meze: dospéli 0,27 — 4,20 mU/1 (Ptibalovy letak Elecsys TSH, 2022).

2.5.9 Volny thyroxin

Volny thyroxin (FT4) je ufinnou volnou frakci thyroxinu (T4, tetrajodthyroninu).
Analytickym tkolem je méfit samotny FT4 bez naruSeni rovnovahy T4 a jeho vazebnych
proteinti. FT4 klinicky stanovujeme spolu s TSH pti podezieni poruchy §titné zlazy. Vztah mezi
nimi je logaritmicko-linearni tzn., Ze malé zmény FT4 vedou ke zmén¢ koncentrace TSH (Tab.
2). Hladina TSH obvykle sta¢i k vyloueni onemocnéni S§titné Zlazy, méteni FT4 je vSak
diagnosticky vyuzivano k pfimému monitorovani 1é¢by a odliSeni subklinické hyper nebo

hypotyredzy od té zjevné (Kratzsch et al., 2021).
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Tabulka 2 Laboratorni ndlezy TSH a FT4 u poruch funkce §titné zlazy

Hypofyzarni adenom = Hypofyzarni adenom
FT4: 1 Hyperthyreéza ) )
produkujici TSH produkujici TSH
Subklinicka o
Normalni funkce Subklinicka
FT4: normalni hyperthyreoza
) Stitné Zlazy hypothyreoza
T3-thyreotoxikoza
FT4: | Hypopituitarismus Hypopituitarismus Hypothyreoza
TSH: | TSH: normalni TSH: 1
Zdroj dat: (Racek, 2021)
Princip stanoveni: =~ ECLIA: 9 ul vzorku reaguje se specifickou protilatkou proti T4 znac¢enou

rutheniovym komplexem. Po piidani biotinylového T4 a streptavidinem potazenym
mikrocasticemi vznika komplex protilatka-hapten, ktery se vaze na pevnou fazi prostiednictvim
interakce biotin-streptavidin. Smeés je nasata do méfici cely, kde jsou mikroc¢astice zachyceny

magnetickym polem a pfivedené napéti vyvola emisi fotoni métenou fotonasobi¢em.

Referen¢ni meze: dospéli 12 — 22 pmol/I (Ptibalovy letdk Elecsys FT4 III, 2022).
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3. CIL PRACE

Cilem teoretické casti této prace bylo popsat validaci a verifikaci a s nimi spojené

vykonnostni charakteristiky analytickych metod se zaméfenim na vypocet nejistoty méieni dle

nového doporuceni CSKB.

Cilem experimentalni casti prace bylo praktické provedeni verifikace vybranych
biochemickych a imunochemickych metod na dvou analytickych systémech v laboratofi
klinické biochemie. Nas§im zamérem bylo zjistit, zda metody vyhovuji zamysSlenému pouziti
pro klinickou praxi. Ukolem prace bylo také stanovit vybrané markery ve vzorcich séra pacienti
na dvou automatickych analyzatorech a nasledné porovnat a statisticky zhodnotit dosazené

vysledky.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Metodika stanoveni

Ve vétsing klinicko-biochemickych laboratofi jsou v soucasnosti na automatickych
analyzatorech rutinn€é méfeny klinicko-biochemické markery pomoci zakladnich
biochemickych nebo imunochemickych metod s vyuzitim napf. spektrofotometrické,

turbidimetrické ¢i chemiluminiscenc¢ni detekce.

4.1.1 Spektrofotometrie

Spektrofotometricka analyza zahrnuje stanoveni koncentrace biomolekul v roztoku a je
bézné vyuzivana v klinické biochemii i molekularni biologii. Obecné fadime spektrofotometrii
mezi optické metody zabyvajici se kvantitativnim hodnocenim zmény intenzity zafeni, které
prochazi analytickym prostiedim. Zékladnim vztahem je Lambert-Beertv zékon, ktery fika, ze
vysledna absorbance je ptimo imérna latkové koncentraci a tloust'ce absorbujici vrstvy. V praxi
se bézn¢ vyuzivaji pro méfeni UV/VIS oblasti spekter fotometry a spektrofotometry.
Spektrofotometry vyuzivaji miizkovy monochromator, ktery méni vinovou délku v Sirokém
intervalu. Jsou tvofené zdrojem zafeni (Zarovka, vybojka), mfizkou pro izolaci pdsma zativé
energie a detektorem, ktery méfi zareni propusténé vzorkem a prevadi energii na elektrickou
(napt. detektor s diodovym polem). Mezi miizku a detektor je vkladana kyveta s méfenym
vzorkem (Obr. 11). Spektrofotometry snimaji spektra béznych biochemickych metod, jako je
v ptipad¢ nasi prace UREA, CREA, BILT, ALT a LDL (Trumbo et al., 2013; Zima, 2017).

detektor

wvystupni Stérbina

lyveta se vzorkem

vstupni stérbina

o X

zdroj zérenf

disperznf prvek

Obrazek 11 Schéma spektrofotometru

Zdroj obrazku:
https://is.muni.cz/el/1411/jaro2017/BVCP0222¢c/um/UV_Vis_spektrometrie.pdf
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4.1.2 Imunoturbidimetrie

Turbidimetrie je optickd metoda zalozend na meéteni prochdzejiciho svétla, které je
zeslabené rozptylem na casticich v koloidnich roztocich ¢i suspenzich (Obr. 12). Absorpce
zéafeni je métena spektrofotometry a fotometricka citlivost stanoveni je nepiimo itmérna vinové
délce. Turbidimetrickd imunoanalyza, zkracené¢ imunoturbidimetrie, detekuje mnozstvi
agregatu, které jsou tvofeny aglutinaci antigenu a monoklonalni protilatky vazané na latexové
Castice. Antigeny jsou kvantifikovany detekci poklesu prochéazejiciho svétla prostfednictvim
zmén absorbance (turbidity). Mezi metody, které jsou zaloZzené na méteni stupné zakalu, fadime
kromé typického zanétlivého markeru CRP také imunoglobuliny, nebo trombofilni marker

D-dimer (Hiraoka et al., 2019; Zima, 2017).

(e 17

kyveta s méfenym detektor

zdroj svétla roztokem

Obrazek 12 Schéma imunoturbidimetrie

Zdroj obrazku:

https://www.wikiskripta.eu/images/{/f7/Imunoturbidimetrie a_imunonefelometrie.png

4.1.3 Elektrochemiluminiscence

Chemiluminiscence patii mezi luminiscen¢ni metody, kdy dochéazi na zékladé chemické
reakce k excitaci fotond. Pokud dochazi k aktivaci €inidel oxidaci na anod€ hovoiime o
elektrochemiluminiscenci (ECLIA). Metoda vyuZziva elektrochemické potencialy k produkci
fotoluminiscence. Klicovou souc¢ésti analyzy jsou luminofory pouZzivané jako signalni sondy a
elektrodova zafizeni, kterd indukuji chemické reakce. Mezi nejbéznéjsi luminofory fadime
ruthenium a luminol. Podstatou ECLIA je tedy elektrické napéti na pracovni elektrodé, které
vyvold chemiluminiscenéni emisi fotoni méfenou fotonasobiCem. Mezi imunochemické
metody stanovované principem ECLIA tadime kostni, tumorové, kardialni markery a hormony.

Z naSich vybranych metod jsou to markery §titné zlazy TSH, FT4 a srde¢ni marker hs-TnT
(Hiramoto et al., 2020; Zima, 2017).
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4.2 Automatické analyzatory

Meéfteni vzorki pro verifikace, opakovatelnost a porovnatelnost jsme provadéli na dvou
automatickych analyzatorech v laboratofi klinické biochemie na pracovisti EUC Laboratofe
s.r.0. Pouzivali jsme pfistroje Cobas 8000 a 6000 od stejného dodavatele Roche s.r.0., vyrobce

Hitachi Corporation.

Cobas 8000 je v porovnani se starSim typem 6000 vykonnéjsi, rychlejsi a umoZiluje

behem hodiny provést mnohem vice testi.

4.2.1 Cobas 8000
Automaticky analyzator Cobas 8000 je slozen z ISE jednotky, dvou biochemickych
moduld ¢702 a ¢502 a jednoho imunochemického modulu e801 (Obr. 13). Specifikace pro
jednotlivé moduly: €702 — 2000 testi/hod, fotometrické stanoveni, 70 reagencnich pozic
¢502 — 600 testti/hod, fotometrické stanoveni, 60 reagencnich pozic

€801 — 300 testii/hod, ECLIA, 48 reagencnich pozic

Obrazek 13 Cobas 8000 (ISE, ¢702, ¢502, e801)

Zdroj obrazku: EUC Laboratofe s.r.0., vlastni foto
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4.2.2 Cobas 6000

Automaticky analyzator Cobas 6000 je sloZzen z biochemického modulu c501 a
imunochemického modulu e601 (Obr. 14). Zékladni specifikace pro jednotlivé moduly:
¢501 — 1000 testli/hod, ISE a fotometrické stanoveni, 60 reagen¢nich pozic
€601 — 170 testi/hod, ECLIA, 25 reagen¢nich pozic

Obrazek 14 Cobas 6000 (c501, e601)

Zdroj obrazku: EUC Laboratofe s.r.0., vlastni foto
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4.3 Reagencie a pomocné roztoky

Reagencni kazety pro stanoveni vybranych markeri s vyuzitim biochemickych (Obr.
15) a imunochemickych metod (Obr. 16), které byly pouzity v ramci verifikace a
opakovatelnosti pro oba analyzatory, shrnuje tabulka 3. Dalsi pomocné a promyvaci roztoky,
které jsou soucasti automatickych analyzator a bez kterych by jednotliva stanoveni nebyla

proveditelnd, jsou shrnuty v nasledujicim ptehledu (Tab. 4).

Tabulka 3 Pouzité reagen¢ni kazety

COBAS 8000 COBAS 6000
Test Sarze Expirace Test Sarze Expirace
UREA 583200 31.7.2022 UREA 579537 30.6.2022
CREA 591167 31.7.2023 CREA 579387 30.6.2023
BILT 567728 28.2.2023 BILT 561813 31.1.2023
ALT 580810 31.12.2022 ALT 586412 31.1.2023
LDL 554157 30.4.2023 LDL 535837 31.1.2023
CRP 576796 30.9.2022 CRP 576792 30.9.2022
TNT 523685 31.7.2022 TNT 512050 31.5.2022
TSH 583118 31.3.2023 TSH 581577 30.11.2022
FT4 572941 30.9.2022 FT4 579081 31.10.2022

Tabulka 4 PouZité pomocné a promyvaci roztoky

Reagencie, roztoky Modul Popis
Sample Cleaner 1, 2 c702, ¢502,c501  Myci roztoky vzorkové jehly
CellCln 1 NaOH-D c702,¢c502,c501  Alkalicky roztok pro reakéni kyvety
CellCln 2 Acid Wash c702,¢c502,c501  Kysely roztok pro myti reakénich kyvet
NaOH-D, SMS c702, ¢502,c501 | Myci roztoky reagencni jehly a kyvet
ECO-D c702,¢c502, c501  Detergent, brani tvorbé bublin
NaCl 9% c702, ¢502, ¢501 Roztok pro fedéni vzorku
Diluent Universal, Multiassay €601, e801 Roztoky pro fedéni vzorki
PreClean II M e601, e801 Roztok pro odstranéni interferujicich latek

pfi detekcei signalu

ProCell I M e601, e801 Roztok pro vytvareni elektrochem. signalu

CleanCell M e601, e801 Roztok pro cisténi systému hadicek a
méfici cely po kazdém méteni

ProbeWash M e601 Roztok pro €isténi reagencni jehly
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Obrazek 15 Reagencie pro biochemické metody

Zdroj obrazku: EUC Laboratofe s.r.0., vlastni foto

Pro biochemické metody jsou vyuzZivany stejné reagencni soupravy. OdliSnosti je
reagencie testu ALT na obrazku 15 dole pro modul c702, kterou musime pied vlozenim na
palubu pfipravit promichanim pyridoxalfosfatu s pufrem a prenést do reagencni pozice B. CRP

pted vlozenim na palubu také promichédvame, a to z divodu promiseni latexovych ¢astic.

Obrazek 16 Reagencie pro imunochemické metody

Zdroj obrazku: EUC Laboratofe s.r.0., vlastni foto

Reagencie na obrazku 16 vlevo se pro modul e601 vkladaji do reagen¢niho kruhu
pooteviené, naproti tomu reagencie pro imunochemicky modul e801 vkladame do reagencniho
vytahu vzdy zaviené. Reagencni kazety musi byt ve svislé poloze nepromichané a pred

vlozenim na palubu vzdy kontrolujeme a ptipadné odstranime piitomnost bublin.
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4.4 Kalibracni a kontrolni material

Veskeré kalibra¢ni (Obr. 17) a kontrolni materialy (Obr. 18), které jsme pouzili pro
meéieni verifikace a opakovatelnosti na obou analyzatorech, byli od stejného dodavatele firmy
Roche s.1.0. a jsou shrnuty v tabulce 5. Kalibrator C.f.a.s. (,,Calibrator for automated systems*)
se vyuziva pro kalibraci zdkladnich biochemickych metod, v naSem piipadé pro metody CREA,
UREA, BILT a ALT. Proteinovy kalibrator ,,C.f.a.s. Proteins* se specidln¢ vyuziva pro metodu
CRP a ,,C.fa.s. Lipids*“ pro kalibraci lipoproteini LDL. Imunochemické metody maji své
vlastni kalibratory oznaCovany CalSet, které jsou dodavany kromé lyofilizované formy také
v kapalné formé. Lyofilizovand forma kalibracnich a kontrolnich vzorkli sebou nese riziko
chybovosti pfi fedéni laboratornim pracovnikem, proto se doporucuji pouzivat kapalné vzorky.
Pro vSechny biochemické metody jsme pouzili kontrolni material ,,PreciControl ClinChem
Multi“ 1 a 2 (PCCC1, PCCC2), pro markery $§titné zlazy kontrolni material ,,PreciControl
Universal“ (PC U1, PC U2) a pro hs-TnT ,,PreciControl Troponin®“ (PC TN1, PC TN2).

Tabulka 5 Pouzity kalibracni a kontrolni material

COBAS 8000 COBAS 6000

Kalibrator Sarze Expirace Kalibrator Sarze Expirace
CFAS 499017 28.2.2023  CFAS 479241 31.8.2022
CFAS proteins 518756 31.5.2023 CFAS proteins 471492 31.10.2022
CFAS lipids 502643 31.5.2022  CFAS lipids 502643 31.5.2022
CalSet TNT 560459 31.1.2023  CalSet TNT 481682 31.1.2022
CalSet TSH 575647 31.1.2023  CalSet TSH 523681 30.4.2022
CalSet FT4 541052 31.8.2022  CalSet FT4 586657 30.4.2023
Kontrola Sarze Expirace Kontrola Sarze Expirace
PCCCl1 494173 30.6.2023  PCCClI 410110 31.10.2022
PCCC2 461595 31.1.2023  PCCC2 410105 31.10.2022
PC TN1 534562 31.10.2022  PC TN1 534562 31.10.2022
PC TN2 534576 31.10.2022  PC TN2 534576 31.10.2022
PC U1 506211 28.2.2023  PCUI1 506211 28.2.2023
PC U2 506213 28.2.2023  PCU2 506213 28.2.2023
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Obrazek 17 Pouzity kalibra¢ni material

Zdroj obrazku: EUC Laboratofe s.r.0., vlastni foto

Kalibratory pro biochemické metody C.f.a.s. a ,,C.f.a.s. Lipids® jsme pied pouZitim
rozpustili v destilované vodé¢. ,,C.fa.s. Proteins“ je dodavan v kapalné formé. Pro
imunochemické metody jsou vétSinou dodavany kalibratory v kapalné forme, avsak CalSet pro
hs-TnT bylo také nutné rozpustit. Rozpusténé imunochemické kalibratory byly uchovavany
v chladni¢ce pifi 2-8 °C po dobu maximalné 3 mésicii, biochemické po rozpusténi byly

rozpipetovany do mikrozkumavek a zamrazeny pfi (-15)-(-25) °C pro dalsi pouziti.

Obrazek 18 Pouzity kontrolni material

Zdroj obrazku: EUC Laboratofe s.r.0., vlastni foto

Kontrolni materidly pro nase vybrané metody po rozpusténi lyofilizované formy byly

také rozpipetovany do mikrozkumavek a zamrazeny pfi (-15)-(-25) °C pro dalsi pouziti.
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4.5 Pouzity software

Pro zpracovani vysledka verifikace a opakovatelnosti jsme pro oba automatické
analyzatory pouzili vypocty a tabulky zhotovené v programu Microsoft Excel (Office 365). Pro
zpracovani vysledkl porovnatelnosti metod mezi analyzatory jsme pouzili statisticky program

MedCalc, ktery je vyuzivany v biomedicinskych védach.

4.6 Testovany soubor vzorki

Pro verifikaci metod na obou analyzatorech jsme pouzili kontrolni material PCCC1/2
pro biochemické metody a PC U1/2, PC TN1/2 pro imunochemické metody od firmy Roche
s.r.0o. Méfeni jsme provadéli na dvou kontrolnich hladinach (negativni a pozitivni) kazdy den

po dobu jednoho mésice. Hodnotili jsme celkem 22 méfeni za obdobi mésice prosince 2021.

Pro opakovatelnost jsme na obou analyzatorech pouzili smésnd séra pacientti. Méfeni
jsme provadeéli také na dvou hladinach, a to 10x za sebou. Méfeni vzorki v sérii jsme provedli

pro analyzator Cobas 8000 dne 30.12.2021 a pro analyzator Cobas 6000 dne 31.12.2021.

Pro porovnatelnost mezi dvéma analytickymi systémy Cobas 8000 a 6000 jsme pouzili
100 smésnych pacientskych vzorkl. Séra byla vybrana pro muze a zeny v rozmezi véku 15-93
let s riznymi fyziologickymi a patologickymi hodnotami. Méfeni jsme provadéli priibézné za

obdobi unor-biezen 2022.
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5. VYSLEDKY

5.1 Verifikace

Vysledky verifikace pro oba analyzatory Cobas 8000 a 6000 jsme zpracovali

v programu Microsoft Excel. Provedli jsme zakladni vypocty z celkového poctu métenych

kontrolnich vzorkl (n) pro aritmeticky primér (xp), smérodatnou odchylku (SD) a variaéni

koeficient mezilehlé preciznosti méteni (CV,). Pro vypocet dil¢i nejistoty kalibratoru (ucatrel)

dané¢ metody jsme pouzili dokumentaci z portdlu Roche Dialog dle katalogového ¢isla pro

jednotlivé kalibratory. Vyslednou nejistotu méfeni (Ucrl) jsme porovnavali s maximalni

piijatelnou hodnotou rozdilu Dmax v dokumentaci EHK od firmy SEKK s.r.0. pro rok 2022

(dostupné na https://www.sekk.cz). Zhodnotili jsme, zda je metoda vyhovujici pro zamyslené

pouziti.

5.1.1 Verifikace metod analytického systému Cobas 8000

Vysledky verifikace metod pro automaticky analyzator Cobas 8000 jsme zaznamenali

do tabulek, zvlast’ pro negativni (Tab. 6) a pozitivni hladinu kontrol (Tab. 7).

Tabulka 6 Verifikace metod (negativni hladiny kontrol) na analyzatoru Cobas 8000

COBAS 8000 — VERIFIKACE (negativni hladina)

Sarze
583200
591167
567728
580810
554157
576796
523685
583118

572941

Test

UREA

CREA

BILT

ALT

LDL

CRP

TNT

TSH

FT4

Jednotky
mmol/l
umol/l
pmol/l
pkat/l
mmol/l

mg/1
ng/l
mU/1

pmol/l

n

22

22

22

22

22

22

22

Xp
6,5
98
17,2
0,81
1,65
9,5
25
1,3

15

SD
0,16
2,65
0,32
0,02
0,02
0,11
0,61
0,03

0,32

(%)

2,39
2,69
1,84
2,47
0,93
1,16
2,43
2,03

2,14

Ucal,rel

(%)
0,93

0,71
0,42
0,31
0,56
1,07
0,46
0,56

0,77

Uc,rel
(%)

5,1
5,6
3,8
5
22
3,2
4,9
42

4,5

Dmax
(%)

15
13
21
15
15
24
22
14

13

Dmax
2/3(%)

10

8,7
14,1

10

10
16,1
14,7
9,4

8,7

n = pocet méfeni; Xp = aritmeticky primér méfeni; SD = smérodatna odchylka

CVp (%) = variaéni koeficient mezilehlé preciznosti méfeni

Ucalrel (%) = relativni standardni nejistota kalibratoru

Ucrel (%) = relativni kombinovana rozsifena nejistota

Dmax (%) = ptijatelny rozdil

39

Vyhovujici
ANO/NE

ANO
ANO
ANO
ANO
ANO
ANO
ANO
ANO

ANO



Tabulka 7 Verifikace metod (pozitivni hladiny kontrol) na analyzatoru Cobas 8000

COBAS 8000 — VERIFIKACE (pozitivni hladina)

Sarze
583200
591167
567728
580810
554157
576796
523685
583118

572941

Test

UREA

CREA

BILT

ALT

LDL

CRP

TSH

FT4

Jednotky
mmol/l
pmol/l
pmol/l

ukat/1

mmol/l
mg/l
ng/l
mU/1

pmol/l

n

22

22

22

22

22

22

22

22

22

Xp
19,9
378
63,9
2,06
2,79
52,9
1914
8,40

34,4

SD
0,30
6,58
0,64
0,02
0,02
1,12
42,6
0,13

0,57

CVv,
(%)

1,50
1,74
0,99
1,18
0,63
2,12
2,23
1,58

1,66

Ucal,rel

(%)
0,93

0,71
0,42
0,31
0,56
1,07
0,46
0,56

0,77

Uc,rel
(%)

3,5
3,8
2,2
2,4
1,7
4,7
4,6
3.4

3,7

Dmax
(%)

15
13
21
15
15
24
22
14

13

Dmax
2/3(%)

10

8,7
14,1

10

10
16,1
14,7
9.4

8,7

Vyhovujici
ANO/NE

ANO
ANO
ANO
ANO
ANO
ANO
ANO
ANO

ANO

Na zaklad¢ vypoctu dilé¢ich nejistot uvedenych v tabulce 6 a 7 jsme vyhodnotili velikost

relativni kombinované rozsitené nejistoty Ucrel pro negativni a pozitivni hladinu kontrol

vybranych metod pro analyzator Cobas 8000. Jako piisnéjsi kritérium pro hodnoceni nejistoty

méteni jsme vypocitali 2/3 z celkové hodnoty Dmax, kterou jsme ziskali z dokumentace EHK.

S hodnotami Dmax jsme porovnali vSechny naSe ziskané vysledky Ucrel. Vysledné nejistoty

jsou mens$i, nez maximalni piijatelné hodnoty. Z vysledka verifikace vyplyva, Ze metody

vyhovuji zamyslenému pouZiti.
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5.1.2 Verifikace metod analytického systému Cobas 6000
Vysledky verifikace metod pro automaticky analyzator Cobas 6000 jsme také

zaznamenali do tabulek, zvlast’ pro negativni (Tab. 8) a pozitivni hladinu kontrol (Tab. 9).
Tabulka 8 Verifikace metod (negativni hladiny kontrol) na analyzatoru Cobas 6000

COBAS 6000 — VERIFIKACE (negativni hladina)

CV, Ualra Ucra Dmax Dmax  Vyhovujici

Sarze Test Jednotky n  x; SD %) (%) (%) (%) 23(%) ANO/NE

579537 UREA mmoll 22 6,5 0,08 1,19 0,93 3 15 10 ANO
579387 CREA  pmol/l 22 95 222 234 0,71 4,9 13 8,7 ANO
561813 BILT pumol/l 22 17,3 0,25 1,47 042 3,1 21 14,1 ANO
586412 ALT pkat/l 22 0,78 0,01 1,79 0,31 3,6 15 10 ANO
535837 LDL mmol/l 22 1,71 0,02 1,16 0,56 2,6 15 10 ANO
576792  CRP mg/1 2289 0,18 2,05 1,07 4,6 24 16,1 ANO
512050 TNT ng/l 22 244 046 1,90 046 3,9 22 14,7 ANO
581577 TSH mU/1 22 1,35 0,03 243 0,56 5 14 9.4 ANO
579081  FT4 pmol/l | 22 149 0,38 2,57 0,77 5,4 13 8,7 ANO

Tabulka 9 Verifikace metod (pozitivni hladiny kontrol) na analyzatoru Cobas 6000

COBAS 6000 — VERIFIKACE (pozitivni hladina)

CVp Uara Ugra Dmax Dmax  Vyhovujici

Sarze Test Jednotky n Xp SD %) (%) (%) (%) 253(%) ANO/NE

579537 UREA mmoll 22 199 0,15 0,75 093 24 15 10 ANO
579387 CREA  pumoll 22 341 4,52 133 071 3 13 8,7 ANO
561813 BILT  umoll 22 634 098 154 042 32 21 14,1 ANO
586412 ALT  pkatl 22 2,04 0,04 181 031 3,7 15 10 ANO
535837 LDL  mmoll 22 269 0,03 122 056 27 15 10 ANO
576792 CRP mgl 22 525 088 1,67 107 4 24 16,1 ANO
512050 TNT ng/l 22 1855 363 195 046 4 22 14,7 ANO
581577 TSH  mU/1 22 845 0,12 142 0,56 3,1 14 9,4 ANO
579081 FT4  pmoll 22 341 0,73 2,15 0,77 4,6 13 8,7 ANO

41



Na zéklad¢ vypoctu dil¢ich nejistot uvedenych v tabulce 8 a 9 jsme vyhodnotili velikost
relativni kombinované rozsitené nejistoty Ucrel pro negativni a pozitivni hladinu kontrol
vybranych metod pro analyzator Cobas 6000. Pro hodnoceni nejistoty méteni jsme rovnéz
vypocitali 2/3 z celkové hodnoty Dmax, kterou jsme ziskali z dokumentace EHK. S hodnotami
Dmax jsme porovnali vSechny nase ziskané vysledky U 1. Vysledné nejistoty jsou mensi, nez
maximalni pfijatelné hodnoty. Z vysledk verifikace vyplyvd, Zze metody vyhovuji

zamyslenému pouZiti.

Pokud si Iékar pfeje dokumentaci vysledné nejistoty pro jakoukoliv metodu na
vyzadani, vzdy vydavame takovou nejistotu, ktera je nejvyssi (nejhorsi) bez ohledu na negativni
nebo pozitivni hladinu. Prehled vSech vyslednych nejistot méfeni uvadi tabulka 10. Nejhorsi
nejistotu podle pesimistického ptistupu 5,6 % mé pro Cobas 8000 metoda CREA. Pro Cobas
6000 vysla nejvyssi nejistota metody FT4 5,4 %.

Tabulka 10 Piehled vyslednych nejistot méfeni

COBAS 8000 COBAS 6000
Uc,rel Uc,rel Uc,rel na Uc,rel Uc,rel Uc,rel na
Test Jednotky negativni  pozitivni = vyZadani negativni  pozitivni = vyZadani
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
UREA mmol/l 5,1 3,5 5.1 3 2,4 3
CREA umol/l 5,6 3,8 5,6 4.9 3 4,9
BILT umol/l 3.8 22 38 3.1 3.2 3.2
ALT pkat/l 5 2,4 5 3,6 3,7 3,7
LDL mmol/l 2,2 1,7 2,2 2,6 2,7 2,7
CRP mg/l 3,2 47 4,7 4.6 4 4,6
TNT ng/l 4.9 4,6 4,9 3,9 4 4
TSH mU/1 42 3,4 4,2 5 3,1 5
FT4 pmol/l 4.5 3,7 4,5 5,4 4.6 5.4
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5.2 Opakovatelnost

Vysledky opakovatelnosti pro oba analyzatory Cobas 8000 a 6000 jsme také zpracovali
v programu Microsoft Excel. Provedli jsme zakladni vypocty z celkového poctu métenych
vzorki (n) pro aritmeticky prameér (x,) a smérodatnou odchylku (SD). Vypocitali jsme variacni
koeficienty pro mezilehlou preciznost méteni (CVp) a tyto hodnoty jsme rovnéz porovnavali
s Dmax hodnotami z dokumentace EHK od firmy SEKK s.r.o. pro rok 2022. Zhodnotili jsme,

zda jsou metody vyhovujici a jaka je chybovost pii méfeni v sérii.

5.2.1 Opakovatelnost metod pro analyticky systém Cobas 8000
Vysledky opakovatelnosti metod pro automaticky analyzator Cobas 8000 jsme

zaznamenali do tabulek, zvIast’ pro negativni (Tab. 11) a pozitivni hladinu vzorkl (Tab. 12).
Tabulka 11 Opakovatelnost metod (negativni hladiny vzorkii) na analyzatoru Cobas 8000

COBAS 8000 — OPAKOVATELNOST (negativni hladina)

CV, Dmax Dmax  Vyhovujici

Test Jednotky n Xp SD (%) (%) 23(%) ANO/NE
UREA mmol/l 10 5.5 0,07 1,22 15 10 ANO
CREA umol/1 10 174 3,65 2,10 13 8,7 ANO

BILT pmol/1 10 14,9 0,24 1,58 21 14,1 ANO

ALT pkat/l 10 0,51 0,02 4,51 15 10 ANO

LDL mmol/l 10 1,66 0,01 0,51 15 10 ANO

CRP mg/1 10 2,7 0,07 2,67 24 16,1 ANO

TNT ng/l 10 26,7 0,19 0,71 22 14,7 ANO

TSH mU/1 10 1,62 0,01 0,61 14 9,4 ANO

FT4 pmol/l 10 15,6 0,33 2,09 13 8,7 ANO

n = pocet méfeni

Xp = aritmeticky primér meéteni

SD = smérodatna odchylka

CVy (%) = variacni koeficient mezilehlé preciznosti méteni

Dmax (%) = pfijatelny rozdil
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Tabulka 12 Opakovatelnost metod (pozitivni hladiny vzorkil) na analyzatoru Cobas 8000

COBAS 8000 — OPAKOVATELNOST (pozitivni hladina)

Test

UREA

CREA

BILT

ALT

LDL

CRP

TNT

TSH

FT4

Jednotky

mmol/l
pmol/1
pmol/1
pkat/1
mmol/l
mg/1
ng/l
mU/1

pmol/l

n

10

10

10

10

10

10

10

10

10

Xp
16,6
438
66,9
1,72
3,33

9,9
1804
8,42

35,3

SD
0,14
5,30
0,47
0,01
0,02
0,03
14,8
0,11

0,23

(%)

0,87
1,21
0,70
0,49
0,66
0,32
0,82
1,32

0,64

Dmax
(%)

15
13
21
15
15
24
22
14

13

Dmax
2/3(%)

10
8,7
14,1
10
10
16,1
14,7
9,4

8,7

Vyhovujici
ANO/NE

ANO
ANO
ANO
ANO
ANO
ANO
ANO
ANO

ANO

Na zéklad€ vypoctu priméri a odchylek uvedenych v tabulce 11 a 12 jsme vyhodnotili

velikost variacniho koeficientu mezilehlé preciznosti méteni CV, pro negativni a pozitivni

hladinu vzorkli vybranych metod pro analyzator Cobas 8000. Pro hodnoceni koeficientu

mezilehlé preciznosti jsme také pouzili vypocet 2/3 z celkové hodnoty Dmax, kterou jsme

ziskali z dokumentace EHK. S hodnotami Dmax jsme porovnali v§echny nasSe ziskané vysledky

CV,. Vysledné variacni koeficienty mezilehlé preciznosti méfeni jsou mensi neZ maximalni

piijatelné hodnoty. Z vysledkii opakovatelnosti vyplyva, ze metody vyhovuji zamySlenému

pouziti. Nejvétsi chybovost pii opakovatelnosti, neboli méfeni vzorktli v sérii, jsme zaznamenali

pro metodu ALT, jejiz hodnota 4,51 % byla nejvyssi. Nejmensi chybovost vykazovala s 0,32
% metoda CRP.
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5.2.2 Opakovatelnost metod pro analyticky systém Cobas 6000
Vysledky opakovatelnosti metod pro automaticky analyzator Cobas 6000 jsme také

zaznamenali do tabulek, zvlast’ pro negativni (Tab. 13) a pozitivni hladinu vzorkt (Tab. 14).
Tabulka 13 Opakovatelnost metod (negativni hladiny vzorki) na analyzatoru Cobas 6000

COBAS 6000 — OPAKOVATELNOST (negativni hladina)

CV, Dmax Dmax  Vyhovujici

Test Jednotky n Xp SD (%) (%) 23(%) ANO/NE
UREA  mmol/l 10 5,5 0,06 1,15 15 10 ANO
CREA pumol/1 10 178 2,88 1,62 13 8,7 ANO

BILT umol/l 10 14,6 0,19 1,27 21 14,1 ANO

ALT pkat/1 10 0,45 0,02 4,43 15 10 ANO

LDL mmol/l 10 1,68 0,03 1,70 15 10 ANO

CRP mg/l 10 2,5 0,05 1,91 24 16,1 ANO

TNT ng/l 10 25 0,29 1,15 22 14,7 ANO

TSH mU/1 10 1,58 0,01 0,95 14 9,4 ANO

FT4 pmol/l 10 16,3 0,39 2,40 13 8,7 ANO

Tabulka 14 Opakovatelnost metod (pozitivni hladiny vzorkil) na analyzatoru Cobas 6000

COBAS 6000 — OPAKOVATELNOST (pozitivni hladina)
CV, Dmax Dmax  Vyhovujici

Test Jednotky n Xp SD (%) (%) 23(%) ANO/NE
UREA = mmol/l 10 16,7 0,15 0,90 15 10 ANO
CREA umol/1 10 449 6,09 1,36 13 8,7 ANO

BILT pumol/1 10 65,3 0,33 0,51 21 14,1 ANO

ALT pkat/l 10 1,68 0,01 0,69 15 10 ANO

LDL mmol/l 10 3,43 0,03 0,99 15 10 ANO

CRP mg/l 10 9,8 0,03 0,32 24 16,1 ANO

TNT ng/l 10 1789 11,4 0,64 22 14,7 ANO

TSH mU/1 10 7,99 0,13 1,58 14 9,4 ANO

FT4 pmol/l 10 35,8 0,32 0,91 13 8,7 ANO
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Na zaklad¢ vypoctu primért a odchylek uvedenych v tabulce 13 a 14 jsme vyhodnotili
velikost variacniho koeficientu mezilehlé preciznosti méteni CV,, pro negativni a pozitivni
hladinu vzorkli vybranych metod pro analyzitor Cobas 6000. Pro hodnoceni koeficientu
mezilehlé preciznosti jsme pouzili vypocet 2/3 z celkové hodnoty Dmax, kterou jsme ziskali
z dokumentace EHK. S hodnotami Dmax jsme porovnali v§echny naSe ziskané vysledky CV),.
Vysledné variacni koeficienty mezilehlé preciznosti méfeni jsou men$i neZ maximalni
ptijatelné hodnoty. Z vysledkli opakovatelnosti vyplyva, ze metody vyhovuji zamyslenému
pouziti. Nejveétsi chybovost pti opakovatelnosti jsme stejné jako pro analyzator Cobas 8000

zaznamenali pro metodu ALT, jejiz hodnota 4,43 % byla nejvyssi a pro metodu CRP, jejiz

[AA4
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5.3 Porovnani metod na analyzatorech Cobas 8000 a Cobas 6000

Vysledky porovnani metod vybranych pacientskych vzorkt pro oba analyzatory Cobas
8000 a 6000 jsme statisticky vyhodnotili v programu MedCalc. Zpracovali jsme regresni
analyzu dle Passing-Babloka a rozdilovy graf dle Bland-Altmana pro vSechny metody. Na
zaklade statistické analyzy a grafického zpracovani jsme zhodnotili, zda jsou vybrané metody
pro oba analyzatory srovnatelné. Oba automatické analyzatory musi byt v klinické praxi

pouzitelné a vzajemn¢ zastupitelné.

5.3.1 Statistické vyhodnoceni metody UREA
Vysledky statistického vyhodnoceni Passing-Bablokovy regresni analyzy pro metodu

UREA mezi dvéma analyzatory jsme zaznamenali do tabulky 15. Zhotovili jsme graf regrese

(Obr. 19) a rozdilovy graf dle Bland-Altmana (Obr. 20).

Tabulka 15 Vyhodnoceni Passing-Bablokovy regrese pro metodu UREA

UREA (mmol/l) Proménna X = ¢6000 Proménna Y = ¢8000

Pocet vzorku (n) 100 100
Nejnizsi hladina 1,6 1,9
Nejvyssi hladina 28,2 29,1
Aritmeticky primér (Xp) 6,89 7,17
Median 5,3 54
Smérodatna odchylka (SD) 4,94 5,14
Standardni chyba praméru 0,49 0,51

Rovnice Passing-Bablokovy regrese: y =-0,0210 + 1,033 x

Intercept A -0,0210
95% interval spolehlivosti (CI) -0,1385az0,1101
Smérnice B 1,0327
95% interval spolehlivosti (CI) 1,0135az 1,0513
Zbytkova smérodatna odchylka (RSD) 0,2565

Z4dna vyznamna odchylka od

Cusum test pro linearitu linearity (P = 0,96)

Proménna X = pro Cobas 6000, piivodni metoda

Proménna Y = pro Cobas 8000, srovnavana metoda

Intercept A = pokud plati hypotéza A =0 v 95% intervalu spolehlivosti (CI), metoda
nezahrnuje systematickou konstantni diferenci

Smérnice B = pokud plati hypotéza B = 1 v 95% intervalu spolehlivosti (CI), metoda
nezahrnuje systematickou proporcionalni diferenci

Cusum test = pokud je P <0,05, metoda neni linearni
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Obrazek 19 Grafické znadzornéni Passing-Bablokovy regrese pro metodu UREA
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Obrazek 20 Bland-Altmaniv rozdilovy graf pro metodu UREA
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Na zéklad¢ statistického zpracovéani Passing-Bablokovy regrese jsme dle vysledné
rovnice vyhodnotili pfitomnost systematickych chyb. Vysledny interval spolehlivosti pro usek
A zahrnuje hodnotu 0, proto jsme vyloucili systematickou konstantni diferenci. Interval
spolehlivosti pro smérnici B nezahrnuje hodnotu 1, proto je zde pfitomna proporcionalni

diference.

Vysledky stanoveni u pacientskych vzorkii jsme porovnali také pomoci
Bland-Altmanova rozdilového grafu, kdy jsou na osu x vyneseny priiméry vysledkii a na osu y
diference vysledki obou metod. Primér odchylek pro metodu UREA je v 95% intervalu
spolehlivosti -0,28 % a je tedy potvrzena nulova hypotéza pro hodnotu P, Ze mezi metodami
neni vyznamny statisticky rozdil. Z grafu (Obr. 20) je patrné nerovnomérné rozlozeni hodnot,

coz naznacuje ptitomnost proporcionalni diference.

Na zékladé vysledka vyhodnoceni regrese a rozdilového grafu jsme potvrdili vhodnost

vyuziti metody UREA pro oba automatické analyzatory.
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5.3.2 Statistické vyhodnoceni metody CREA
Vysledky statistického vyhodnoceni Passing-Bablokovy regresni analyzy pro metodu
CREA mezi dvéma analyzatory jsme zaznamenali do tabulky 16. Zhotovili jsme graf regrese

(Obr. 21) a rozdilovy graf dle Bland-Altmana (Obr. 22).

Tabulka 16 Vyhodnoceni Passing-Bablokovy regrese pro metodu CREA

CREA (umol/l) Proménna X = ¢6000 Proménna Y = ¢8000

Pocet vzorki (n) 100 100
Nejnizsi hladina 35 47
Nejvyssi hladina 448 466
Aritmeticky pramér (Xp) 97,5 109
Median 79 90
Smérodatna odchylka (SD) 64 65
Standardni chyba priméru 6,4 6,5

Rovnice Passing-Bablokovy regrese: y = 13,109 + 0,977 x

Intercept A 13,1092
95% interval spolehlivosti (CI) 9,8397 az 17,4643
Smérnice B 0,9770
95% interval spolehlivosti (CI) 0,9286 az 1,0204
Zbytkova smérodatna odchylka (RSD) 6,4364

Z4dna vyznamna odchylka od

Cusum test pro linearitu linearity (P = 0,70)
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Obrazek 21 Grafické zndzornéni Passing-Bablokovy regrese pro metodu CREA
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Obrazek 22 Bland-Altmantyv rozdilovy graf pro metodu CREA

Provedli jsme Passing-Bablokovu regresni analyzu pro metodu CREA. Vysledny
interval spolehlivosti pro usek A nezahrnuje hodnotu 0, proto je zde pfitomna systematicka
konstantni diference. Interval spolehlivosti pro smérnici B zahrnuje hodnotu 1, proto jsme

vylou¢ili proporciondlni diferenci.

Vysledky stanoveni u pacientskych vzorkl jsme porovnali pomoci Bland-Altmanova
rozdilového grafu. Primér odchylek pro metodu CREA je v 95% intervalu spolehlivosti -11,5
% a je zde tedy vyznamny statisticky rozdil. Z grafu (Obr. 22) je patrné rovnomérné rozloZeni

hodnot s minimem odlehlych hodnot.

Na zaklad¢ vysledkti vyhodnoceni regrese a rozdilového grafu jsme potvrdili mozné

pouziti metody CREA pro oba automatické analyzatory.
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5.3.3 Statistické vyhodnoceni metody BILT
Vysledky statistického vyhodnoceni Passing-Bablokovy regresni analyzy pro metodu
BILT mezi dvéma analyzatory jsme zaznamenali do tabulky 17. Zhotovili jsme graf regrese

(Obr. 23) a rozdilovy graf dle Bland-Altmana (Obr. 24).

Tabulka 17 Vyhodnoceni Passing-Bablokovy regrese pro metodu BILT

BILT (pmol/l) Proménna X = ¢6000 Proménna Y = ¢8000

Pocet vzorki (n) 100 100
Nejnizsi hladina 1,4 2,3
Nejvyssi hladina 58,1 58,8
Aritmeticky pramér (Xp) 11,6 12,1
Median 8,8 9,1
Smérodatna odchylka (SD) 10,1 10,1
Standardni chyba priméru 1,01 1,01

Rovnice Passing-Bablokovy regrese: y = 0,400 + 1,000 x

Intercept A 0,4000
95% interval spolehlivosti (CI) 0,3489 az 0,5364
Smérnice B 1,0000
95% interval spolehlivosti (CI) 0,9921 az 1,0075
Zbytkova smérodatna odchylka (RSD) 0,3031

Z4dna vyznamna odchylka od

Cusum test pro linearitu linearity (P = 0,47)
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Obrazek 23 Grafické znazornéni Passing-Bablokovy regrese pro metodu BILT
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Obrazek 24 Bland-Altmaniv rozdilovy graf pro metodu BILT

Provedli jsme Passing-Bablokovu regresni analyzu pro metodu BILT. Vysledny interval
spolehlivosti pro usek A nezahrnuje hodnotu 0, proto je zde pfitomna systematickd konstantni
diference. Interval spolehlivosti pro smérnici B zahrnuje hodnotu 1, proto jsme vyloucili

proporcionalni diferenci.

Vysledky stanoveni u pacientskych vzorkl jsme porovnali pomoci Bland-Altmanova
rozdilového grafu. Primér odchylek pro metodu BILT je v 95% intervalu spolehlivosti -0,52
% a je tedy potvrzena nulova hypotéza bez statisticky vyznamného rozdilu. Z grafu (Obr. 24)

je patrné rovnomérné rozloZeni hodnot s n€kolika odlehlymi hodnotami.

Na zaklad¢ vysledkti vyhodnoceni regrese a rozdilového grafu jsme potvrdili mozné

pouziti metody BILT pro oba automatické analyzatory.
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5.3.4 Statistické vyhodnoceni metody ALT
Vysledky statistického vyhodnoceni Passing-Bablokovy regresni analyzy pro metodu
ALT mezi dvéma analyzatory jsme zaznamenali do tabulky 18. Zhotovili jsme graf regrese

(Obr. 25) a rozdilovy graf dle Bland-Altmana (Obr. 26).

Tabulka 18 Vyhodnoceni Passing-Bablokovy regrese pro metodu ALT

ALT (pkat/l) Proménna X = ¢6000 Proménna Y = ¢8000

Pocet vzorki (n) 100 100
Nejnizsi hladina 0,08 0,08
Nejvyssi hladina 6,22 7,45
Aritmeticky pramér (Xp) 0,57 0,73
Median 0,36 0,43
Smérodatna odchylka (SD) 0,79 1,08
Standardni chyba priméru 0,08 0,11

Rovnice Passing-Bablokovy regrese: y =0,0162 + 1,188 x

Intercept A 0,0162
95% interval spolehlivosti (CI) 0,0026 az 0,0357
Smérnice B 1,1875
95% interval spolehlivosti (CI) 1,1429 az 1,2258
Zbytkova smérodatna odchylka (RSD) 0,1762

Z4dna vyznamna odchylka od

Cusum test pro linearitu linearity (P = 0,85)
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Obrazek 25 Grafické zndzornéni Passing-Bablokovy regrese pro metodu ALT
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Obrazek 26 Bland-Altmaniv rozdilovy graf pro metodu ALT

Provedli jsme Passing-Bablokovu regresni analyzu pro metodu ALT. Vysledny interval
spolehlivosti pro sek A zahrnuje hodnotu 0, proto zde neni pfitomna systematicka konstantni
diference. Interval spolehlivosti pro smérnici B nezahrnuje hodnotu 1, proto jsme potvrdili

pfitomnost proporcionalni diference.

Vysledky stanoveni u pacientskych vzorkil jsme porovnali pomoci Bland-Altmanova
rozdilového grafu. Primér odchylek pro metodu ALT je v 95% intervalu spolehlivosti -0,16 %
a je tedy potvrzena nulova hypotéza bez statisticky vyznamného rozdilu. Z grafu (Obr. 26) je

patrné rovnomé&rné rozlozeni hodnot s minimem odlehlych hodnot.

Na zékladé€ vysledkli vyhodnoceni regrese a rozdilového grafu jsme potvrdili mozné

pouziti metody ALT pro oba automatické analyzatory.
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5.3.5 Statistické vyhodnoceni metody LDL
Vysledky statistického vyhodnoceni Passing-Bablokovy regresni analyzy pro metodu
LDL mezi dvéma analyzatory jsme zaznamenali do tabulky 19. Zhotovili jsme graf regrese

(Obr. 27) a rozdilovy graf dle Bland-Altmana (Obr. 28).

Tabulka 19 Vyhodnoceni Passing-Bablokovy regrese pro metodu LDL

LDL (mmol/l) Proménna X = c6000 Proménna Y = ¢8000

Pocet vzorki (n) 100 100
Nejnizsi hladina 0,23 0,38
Nejvyssi hladina 8,89 9,21
Aritmeticky pramér (Xp) 2,66 2,94
Median 2,32 2,72
Smérodatna odchylka (SD) 1,35 1,32
Standardni chyba priméru 0,14 0,13

Rovnice Passing-Bablokovy regrese: y = 0,312 + 0,991 x

Intercept A 0,3119
95% interval spolehlivosti (CI) 0,1908 az 0,4260
Smérnice B 0,9912
95% interval spolehlivosti (CI) 0,9498 az 1,0301
Zbytkova smérodatna odchylka (RSD) 0,1748

Z4dna vyznamna odchylka od

Cusum test pro linearitu linearity (P = 0,26)
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Obrazek 27 Grafické zndzornéni Passing-Bablokovy regrese pro metodu LDL

56



LDL

0,4
i o +1.96 SD
0,2 ¢ )
: (;6 o o 0,21
an o %%29 e om o v
S [ o J © o ?
§ 0,2 B ooV 0 ° ° Mean
Yool % Q@;OS o % ° 0,28
§ e B © O ~0O © ’
©  -0,6 09
° ! ©o0 © -1.96 SD
08 o ° 20,76
-1,0_— . ©
'1,2 [ 1 ! | ! | ! | ! | ! ] ! ]
0 2 4 6 8 10 12
Mean of ¢6000 and c8000

Obrazek 28 Bland-Altmaniv rozdilovy graf pro metodu LDL

Provedli jsme Passing-Bablokovu regresni analyzu pro metodu LDL. Vysledny interval
spolehlivosti pro usek A nezahrnuje hodnotu 0, proto je zde pfitomna systematickd konstantni
diference. Interval spolehlivosti pro smérnici B zahrnuje hodnotu 1, proto jsme vyloudili

pfitomnost proporcionalni diference.

Vysledky stanoveni u pacientskych vzorkl jsme porovnali pomoci Bland-Altmanova
rozdilového grafu. Primér odchylek pro metodu LDL je v 95% intervalu spolehlivosti -0,28 %
a je tedy potvrzena nulovéa hypotéza bez statisticky vyznamného rozdilu. Z grafu (Obr. 28) je

patrné rovnomé&rné rozlozeni hodnot, kde se nachazi celkem 5 odlehlych hodnot.

Na zaklad¢ vysledkti vyhodnoceni regrese a rozdilového grafu jsme potvrdili mozné

pouziti metody LDL pro oba automatické analyzatory.
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5.3.6 Statistické vyhodnoceni metody CRP
Vysledky statistického vyhodnoceni Passing-Bablokovy regresni analyzy pro metodu
CRP mezi dvéma analyzétory jsme zaznamenali do tabulky 20. Zhotovili jsme graf regrese

(Obr. 29) a rozdilovy graf dle Bland-Altmana (Obr. 30).

Tabulka 20 Vyhodnoceni Passing-Bablokovy regrese pro metodu CRP

CRP (mg/l) Proménna X = ¢6000 Proménna Y = ¢8000

Pocet vzorki (n) 100 100
Nejnizsi hladina 0,7 0,7
Nejvyssi hladina 146 150
Aritmeticky pramér (Xp) 16,3 16,7
Median 4,55 4,65
Smérodatna odchylka (SD) 29.4 30,1
Standardni chyba priméru 2,94 3,01

Rovnice Passing-Bablokovy regrese: y = 0,0263 + 1,024 x

Intercept A 0,0263
95% interval spolehlivosti (CI) -0,0066 az 0,0536
Smérnice B 1,0240
95% interval spolehlivosti (CI) 1,0201 az 1,0289
Zbytkova smérodatna odchylka (RSD) 0,2900

Z4dna vyznamna odchylka od

Cusum test pro linearitu linearity (P = 0,26)
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Obrazek 29 Grafické zndzornéni Passing-Bablokovy regrese pro metodu CRP
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Obrazek 30 Balnd-Altmaniv rozdilovy graf pro metodu CRP

Provedli jsme Passing-Bablokovu regresni analyzu pro metodu CRP. Vysledny interval
spolehlivosti pro usek A zahrnuje hodnotu 0, proto zde neni pfitomna systematickd konstantni
diference. Interval spolehlivosti pro smérnici B nezahrnuje hodnotu 1, proto jsme potvrdili

pfitomnost systematické proporcionalni diference.

Vysledky stanoveni u pacientskych vzorkil jsme porovnali pomoci Bland-Altmanova
rozdilového grafu. Primér odchylek pro metodu CRP je v 95% intervalu spolehlivosti -0,4 %
a je tedy potvrzena nulova hypotéza bez statisticky vyznamného rozdilu. Z grafu (Obr. 30) je

patrné nerovnomeérné rozloZeni hodnot, coz naznacuje pfitomnost proporcionalni diference.

Na zaklad¢ vysledkti vyhodnoceni regrese a rozdilového grafu jsme potvrdili mozné

pouziti metody CRP pro oba automatické analyzatory.
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5.3.7 Statistické vyhodnoceni metody TNT
Vysledky statistického vyhodnoceni Passing-Bablokovy regresni analyzy pro metodu

TNT mezi dvéma analyzatory jsme zaznamenali do tabulky 21. Zhotovili jsme graf regrese

(Obr. 31) a rozdilovy graf dle Bland-Altmana (Obr. 32).

Tabulka 21 Vyhodnoceni Passing-Bablokovy regrese pro metodu TNT

TNT (ng/l) Proménna X = ¢6000 Proménna Y = ¢8000

Pocet vzorki (n) 100 100
Nejnizsi hladina 3,0 3,0
Nejvyssi hladina 1098 1315
Aritmeticky pramér (Xp) 64,9 75,3
Median 8,8 10,7
Smérodatna odchylka (SD) 199 226
Standardni chyba priméru 19,9 22,6

Rovnice Passing-Bablokovy regrese: y =-1,650 + 1,268 x

Intercept A -1,6500
95% interval spolehlivosti (CI) -2,0683 az -1,2597
Smérnice B 1,2683
95% interval spolehlivosti (CI) 1,2196 az 1,3436
Zbytkova smérodatna odchylka (RSD) 20,0690

Z4dna vyznamna odchylka od

Cusum test pro linearitu linearity (P = 0,10)
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Obrazek 31 Grafické zndzornéni Passing-Bablokovy regrese pro metodu TNT
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Obrazek 32 Bland-Altmaniv rozdilovy graf pro metodu TNT

Provedli jsme Passing-Bablokovu regresni analyzu pro metodu TNT. Vysledny interval
spolehlivosti pro usek A nezahrnuje hodnotu 0, proto je zde pfitomna systematickd konstantni
diference. Interval spolehlivosti pro smérnici B nezahrnuje ani hodnotu 1, proto jsme potvrdili
pfitomnost také systematické proporcionélni diference. Vyhodnocenim naSich vysledkl jsme

potvrdili rozdily pfi porovnani troponint diky analytickym interferencim biotinu.

Vysledky stanoveni u pacientskych vzorkli jsme porovnali pomoci Bland-Altmanova
rozdilového grafu. Primér odchylek pro metodu TNT je v 95% intervalu spolehlivosti -10,4 %
a je zde tedy vyznamny statisticky rozdil. Z grafu (Obr. 32) je patrné nerovnomérné rozlozeni

hodnot, kde se nachazi n¢kolik odlehlych hodnot.

Na zdkladé¢ vysledkli vyhodnoceni regrese a rozdilového grafu jsme i pies pfitomné

systematické diference potvrdili mozné pouziti metody TNT pro oba automatické analyzatory.
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5.3.8 Statistické vyhodnoceni metody TSH
Vysledky statistického vyhodnoceni Passing-Bablokovy regresni analyzy pro metodu

TSH mezi dvéma analyzétory jsme zaznamenali do tabulky 22. Zhotovili jsme graf regrese

(Obr. 33) a rozdilovy graf dle Bland-Altmana (Obr. 34).

Tabulka 22 Vyhodnoceni Passing-Bablokovy regrese pro metodu TSH

TSH (mU/) Proménna X = ¢6000 Proménna Y = ¢8000

Pocet vzorki (n) 100 100
Nejnizsi hladina 0,005 0,005
Nejvyssi hladina 65,6 70,8
Aritmeticky pramér (Xp) 491 5,51
Median 1,69 2,02
Smérodatna odchylka (SD) 11,6 12,8
Standardni chyba priméru 1,16 1,28

Rovnice Passing-Bablokovy regrese: y = 0,0460 + 1,081 x

Intercept A 0,0460
95% interval spolehlivosti (CI) -0,0076 az 0,1009
Smérnice B 1,0815
95% interval spolehlivosti (CI) 1,0445 az 1,1674
Zbytkova smérodatna odchylka (RSD) 0,8970

Z4dna vyznamna odchylka od

Cusum test pro linearitu linearity (P = 0,53)
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Obrazek 33 Grafické zndzornéni Passing-Bablokovy regrese pro metodu TSH
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Obrazek 34 Bland-Altmantv rozdilovy graf pro metodu TSH

Provedli jsme Passing-Bablokovu regresni analyzu pro metodu TSH. Vysledny interval
spolehlivosti pro usek A zahrnuje hodnotu 0, proto zde neni pfitomna systematickd konstantni
diference. Interval spolehlivosti pro smérnici B nezahrnuje hodnotu 1, proto jsme potvrdili

pfitomnost proporcionalni diference.

Vysledky stanoveni pacientskych vzorkli jsme porovnali pomoci Bland-Altmanova
rozdilového grafu. Primér odchylek pro metodu TSH je v 95% intervalu spolehlivosti -0,6 %
a je tedy potvrzena nulova hypotéza bez statisticky vyznamného rozdilu. Z grafu (Obr. 34) je

patrné rovnomeérné rozlozeni hodnot s minimem odlehlych hodnot.

Na zakladé¢ vysledkli vyhodnoceni regrese a rozdilového grafu jsme potvrdili mozné

pouziti metody TSH pro oba automatické analyzatory.
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5.3.9 Statistické vyhodnoceni metody FT4
Vysledky statistického vyhodnoceni Passing-Bablokovy regresni analyzy pro metodu

FT4 mezi dvéma analyzatory jsme zaznamenali do tabulky 23. Zhotovili jsme graf regrese (Obr.

35) arozdilovy graf dle Bland-Altmana (Obr. 36).

Tabulka 23 Vyhodnoceni Passing-Bablokovy regrese pro metodu FT4

FT4 (pmol/l) Proménna X = ¢6000 Proménna Y = ¢8000

Pocet vzorki (n) 100 100
Nejnizsi hladina 0,73 0,56
Nejvyssi hladina 49,8 52,0
Aritmeticky pramér (Xp) 16,7 17,0
Median 15,9 16,3
Smérodatna odchylka (SD) 5,88 6,26
Standardni chyba priméru 0,58 0,62

Rovnice Passing-Bablokovy regrese: y = -0,465 + 1,041 x

Intercept A -0,4647
95% interval spolehlivosti (CI) -1,1911 az 0,1000
Smérnice B 1,0406
95% interval spolehlivosti (CI) 1,0000 az 1,0807
Zbytkova smérodatna odchylka (RSD) 0,6614

Z4dna vyznamna odchylka od

Cusum test pro linearitu linearity (P = 0,38)
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Obrazek 35 Grafické zndzornéni Passing-Bablokovy regrese pro metodu FT4
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Obrazek 36 Bland-Altmaniv rozdilovy graf pro metodu FT4

Provedli jsme Passing-Bablokovu regresni analyzu pro metodu FT4. Vysledny interval
spolehlivosti pro isek A zahrnuje hodnotu 0, proto zde neni pfitomna systematicka konstantni
diference. Interval spolehlivosti pro smérnici B nezahrnuje hodnotu 1, proto jsme potvrdili

pritomnost proporcionalni diference.

Vysledky stanoveni u pacientskych vzorkli jsme porovnali pomoci Bland-Altmanova
rozdilového grafu. Primér odchylek pro metodu FT4 je v 95% intervalu spolehlivosti -0,3 % a
je tedy potvrzena nulovéa hypotéza bez statisticky vyznamného rozdilu. Z grafu (Obr. 36) je

patrné rovnomeérné rozlozeni hodnot s minimem odlehlych hodnot.

Na zakladé¢ vysledkti vyhodnoceni regrese a rozdilového grafu jsme potvrdili mozné

pouziti metody FT4 pro oba automatické analyzatory.
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6. DISKUZE
Pii procesech validace a verifikace se v souladu s normou CSN EN ISO 15189:2013

prokazuje vhodnost metod k zamysSlenému pouziti. VétSina vyrobcl provadi validaci
analytického systému ¢i metod v souladu s evropskou smérnici pro diagnostiku a ptistroje IVD
98/79 EC 2017. Soucasti procesu verifikace musi byt hodnoceni preciznosti a nejistoty méfeni
u jednotlivych metod. Pfi hodnoceni preciznosti metody je nutné posoudit opakovatelnost a
mezilehlou preciznost méteni (Ambrozova, 2012). Podle Berlinské studie z roku 2019 termin
»,zamyslené pouziti* 1€katrského vysetfovaciho postupu zahrnuje klinicky stav a/nebo indikaci
k postupu, i zplsob, jakym ma byt postup véetné piipravy proveden. Laboratof musi mit
k dispozici informace od vyrobce analytického systému, aby mohla potvrdit v procesu
ovefovani funkéni charakteristiky metod. Pokud se k méfeni veliiny pouziva vice analyzatord,

musi se overit spravna funkce kazdého jednotlivého systému (Beer et al., 2019).

Nejistoty méteni jsou zdkladem pro zabezpeceni kvality vysledkli méfeni a doprovazeji
kazdy vysledek bez vyjimky. Ze studie doktora Friedeckého z roku 2019 je vyslovné dle normy
pozadovano, aby zdravotnické laboratofe dokumentovaly hodnoty nejistot svych méfeni.
Postupy jejich stanoveni vSak nejsou specifikovany, a proto vétSina klinickych laboratofi
provadi tzv. odhad vypoctu nejistot na zakladé¢ teoretickych principt. Pti vypoctu nejistot u
analyti s referencnim systémem se zapocitava do hodnoty kombinované nejistoty bias. U
ostatnich analyz se néktefi autofi z jiné studie prezentované doktorem Friedeckym domnivaji,
ze nejistotu lze vycislit pouze jako hodnotu preciznosti. Toto tvrzeni doklada 1 noveé doporuceni
CSKB, dle kterého se do vypoltu nejistot bias jiz nezapoéitiva. Preference nejistot pred
systematickymi chybami je tedy duleZitym néstrojem posouzeni klinickych dopadi

laboratornich vysledkti.

Z jiné zahrani¢ni studie vyplyva, Ze nejistota by neméla byt povazovana za parametr,
ktery maji vypocitat 1ékatské laboratofe jen pro splnéni akreditacnich standardii, ale musi se
stat klicovym ukazatelem kvality pro popis jak vykonnosti in vitro diagnostiky meéticiho
systému, tak laboratofe samotné. Pro odhad nejistoty byly navrzeny dva pfistupy. Ptistup
,bottom-up“ je navrzeny v pravodci vyjadieni nejistoty méfeni (GUM) a vyuzivaji ho
referencni laboratote. Ptistup ,,top-down* je jednodussi a predstavuje dobrou alternativu k
piedchozimu piistupu. Odhaduje nejistoty laboratornich vysledka pomoci dat IKK k odvozeni
nahodnych slozek nejistoty a informaci komer¢nich kalibratori. Nyni je oficidlné schvalen
technickou specifikaci ISO 20914, které poskytuje prakticky ndvod pro pouziti v laboratornich

podminkach za ucelem méfeni biologickych métenych veli¢in (Braga, 2020).
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Ze studie Farrance a Frenkela z roku 2021 se také spekuluje o dilezitosti zahrnuti
korelacniho koeficientu do vypoctu nejistot. Znaménko korelacniho koeficientu i znaménka
vstupnich proménnych v rovnici nejistoty méfeni spole¢né urcuji, zda nejistota spojend s
vystupni veli¢inou v disledku korelace vzroste nebo klesne. Zahrnuti korela¢niho ¢lenu do
vypoctu nejistoty mtize ve skutecnosti poskytnout niz$i hodnotu nejistoty pro uvazovanou

hodnotu méfené veliciny.

Je tedy ziejmé, Ze neni k dispozici jednotny a podrobny algoritmus vypoctu nejistot pro
zdravotnické laboratofe. Proto se vyuziva piistup ,,top-down* zalozeny na datech IKK, EHK a
nejistotach referencnich (kontrolnich nebo kalibra¢nich) materidlii, ktery jsme pro tuto praci
také pouzili. Spolu s preciznosti a bias je nejistota jednim ze zékladnich indikatora analytické
kvality. NaSe vysledky nejistot byly v ramci dokumentace EHK s porovnanim hodnot Dmax od
firmy SEKK s.r.o. pro rok 2022 velmi dobré, a proto byla verifikace metod pro oba analyzatory

vyhodnocena jako vyhovujici.

V této praci byli pro verifikace metod pouzivané certifikované kalibra¢ni a kontrolni
materidly. Vybrané metody jsme verifikovali pro dva analytické systémy Cobas 8000 a Cobas
6000. V ramci verifikace byla také provedena opakovatelnost metod. Tu jsme vyhodnotili
métfenim smésnych sér pfi méfeni v sérii 10x za sebou na dvou rozdilnych hladinéch pro oba
analyzatory. Je vypocitdna jako variacni koeficient mezilehlé¢ preciznosti méteni a hodnoti
pfesnost métfeni tim, ze poukazuje na podil odchylek, které se mohou znovu objevit
v opakovanych testech. Vyhodnoceni opakovatelnosti je nezbytnou podminkou pro jakykoliv
nove zavadeény analyticky systém ¢i metodu v klinické diagnostice (Hao ef al., 2021). Vysledky
variacnich koeficientli pro mezilehlou preciznost méfeni jsme také porovnali s hodnotami
Dmax dostupnych z dokumentace EHK. Opakovatelnost metod na obou analyzatorech v ramci

verifikace byla také vyhodnocena jako vyhovujici.

Srovnavani vysledkl kvantitativnich metod v laboratofi klinické biochemie provadime
vzdy v ptipad¢ porovnani jedné dvojice metod, z nichZ je jedna nové zavadéna a druhi jiz
pouzivana. V naSem piipad€¢ jsme porovndvali vybrané metody mezi dvéma analytickymi
systémy, nové zavedenym analyzatorem Cobas 8000 a jiz vyuzivanym analyzatorem Cobas
6000. Dobra porovnatelnost na riiznych analytickych systémech je zdrukou kontinuity vysledka
opakovaného laboratorniho vySetfeni pacienta, jak uvadi studie doktorky MikuSkové et al.,
z roku 2017. Pii zavadéni nového analytického systému je nutné znovu nainstalovat veskeré
aplikace, provést kalibrace a kontroly jednotlivych metod, porovnat vysledky vcetné
statistického vyhodnoceni a samoziejmeé provést verifikaci metod. Pro statistické vyhodnoceni
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je nejvhodnéjsim pouzivanym biomedicinskym softwarem program MedCalc, coz potvrzuje i
doktorka Boteckd ve své studii z roku 2021, ktera se zabyva vyménou hlavnich analyzatorti
v laboratofi. Program zahrnuje mnoho statistickych nastrojt, ale pfedevs§im pro porovnatelnost
vhodnou regresni analyzu dle Passing-Babloka a grafické hodnoceni pomoci rozdilového grafu

dle Bland-Altmana.

Passing-Bablokova regresni analyza fesi problémy spojené s distribuci dat a s detekei
konstantniho nebo proporcionalniho rozdilu mezi dvéma metodami. Ve srovnani s dalsi Casto
navrhovanou metodou, Demingovou regresi, by Passing-Bablokova regrese mohla byt
uptednostiiovana pro srovnani klinickych metod, protoze nepiedpoklada, ze chyba méfeni je
normalné rozlozena, a je robustni vic¢i odlehlym hodnotdm. Pro Gplnou interpretaci vysledki
regrese vSak potfebuje analyzu rezidui, rozloZeni rozdilu kolem proloZené regresni piimky
(Giavarina, 2015). Grafickym zhodnocenim je pro regresni analyzu vhodny rozdilovy graf
Bland-Altmanovy metody, ktera je vyuzivana pro hodnoceni shody mezi dvéma metodami
méteni. Rozdily dvou metod jsou vyneseny proti jejich primérim. Piedpokladem horniho a
dolniho limitu metody shody je, Ze hodnoty rozdilti vyplyvajici ze dvou méteni by mély mit
ptiblizn¢ normalni rozdé€leni, konstantni rozptyl a Zadné proporcionalni vychyleni (Lu et al.,

2016).

Systematické chyby méfeni, které jsme pfi porovnatelnosti metod zachytili, mohou mit
nckolik pfi¢in. MiZe se jednat o neadekvatni Uroven kalibrace, matricové vlivy nebo
nedostateCnou analytickou specificnost metody (Friedecky, 2015). Z naSich vysledki
porovnatelnosti vykazovala jednoznacné nejvyssi systematickou konstantni diferenci metoda
CREA (A = 13 %). VSechny ostatni vyhodnocené systematické chyby se pohybovaly
maximalné¢ do 1,5 %. Vysoké hodnoty bias jsou u kreatininu zplisobené pouzivanim
nespecifické metody na bazi Jaffého reakce. Z doporuéeni CSKB z roku 2012 jednoznaéné
vyplyvéa, ze laboratofe vyuzivaji metodu Jaffého reakce z diivodu financni ndroc¢nosti
enzymatického stanoveni kreatininu. Pro nizké koncentrace kreatininu zejména u déti je vSak
pouziti enzymatické metody nejlepSim feSenim. Ze zahrani¢ni studie z roku 2021, ktera se
zabyvala porovnanim tfi typt analyzy kreatininu, jasné vyplynul fakt, Ze Jaffého metoda mize
poskytovat faleSné zvysené vysledky diky pfitomnosti nekreatininovych chromogent, jako je
bilirubin, proteiny, glukdza a ketolatky. Enzymatickd metoda neni témito materialy ovlivnéna,

proto vyrobci dirazn€ doporucuji laboratofim pfechod na tuto variantu metody (Ji ez al., 2021).
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Nase vysledky porovnatelnosti metod vykazovaly vzdy alespon jednu ze
systematickych chyb méteni. Chyby byvaji z nejvétsi ¢asti zplisobené zménou stability analyt
a omezeni analyzy kvalitou vzorku analytickymi interferencemi. U biochemickych metod jsou
interference zpisobeny piedevSim vlivem hemolyzy, ikterity a chylozity. V pfipadé
imunochemickych metod jsou potencialnim zdrojem interferenci zvySené koncentrace
exogenniho biotinu pfi reakci streptavidin-biotin. ZvySeni koncentraci biotinu v séru vlivem
terapie n¢kterych nemoci, pouzivani fady dopliikt stravy a kosmetickych ptipravkti mizou byt
extrémne¢ vysoké. Dle studii doktora Friedeckého z roku 2020 a 2022, jsou ovlivnény piredevsim
hormony S§titné zlazy a také kardidlni troponiny. U thyroidnich hormont je situace
komplikovana, protoze pro analyty FT4 jsou paralelné pii procesu méfeni vyhodnoceny
pozitivni interference a pro TSH negativni. Interference biotinu také snizuji hodnoty 99.

percentilll a tim méni diagnostickou klasifikaci AIM pfi stanoveni hs-TnT.

Pti porovnatelnosti metody hs-TnT jsme diky statistickému vyhodnoceni dosli k zavéru,
7e jsou mezi metodami konstantni i proporcionalni systematické diference. Z tohoto diivodu 1
na zakladé doporuceni od firmy Roche s.r.o. se laboratot rozhodla ptejit na novou verzi metody
se zvySenou rezistenci proti interferenci s biotinem. Do budoucna se tedy pii procesu
analytickych méfeni mizeme vyhnout pfitomnym interferencim zptsobenych biotinem, které

vyrazné ovliviiuji vysledky stanoveni.
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7. ZAVER
V ramci své diplomové prace jsem charakterizovala proces validace a verifikace ve
zdravotnické laboratofi. Dale jsem popsala nékteré vlastnosti analytickych metod se zamétenim

na vypocet nejistoty méteni dle nového doporuéeni CSKB.

V experimentalni ¢asti prace jsem vyhodnotila verifikace a opakovatelnost vybranych
biochemickych a imunochemickych metod na dvou automatickych analyzatorech. Z vysledka
verifikace a opakovatelnosti vyplyva, ze metody vyhovuji nasim pozadavkim pro zamyslené
pouziti v klinické praxi. Také jsem porovnala a statisticky vyhodnotila stanoveni vybranych
markerti ve vzorcich séra pacientti. Grafické a statistické zpracovani potvrdilo vyuzitelnost

vSech testovanych metod pro oba analytické systémy.

70



8. SEZNAM ZKRATEK
3,5-DPD = 3,5-dichlorofenyldiazonin

AIM = akutni infarkt myokardu

ALT = alaninaminotransferaza

AST = aspartataminotransferaza

BILT = celkovy bilirubin

CalSet = kalibrac¢ni set pro analytické metody

C.f.a.s. = kalibrator pro automaticky systém

CI = 95% interval spolehlivosti

CREA = kreatinin

CRP = C-reaktivni protein

cutt-off = klinické rozhodovaci meze

CV = varia¢ni koeficient

CVp = variacni koeficient mezilehlé preciznosti méteni
CSKB = Ceska spole¢nost klinické biochemie

Dmax = piijatelny rozdil

ECLIA = elektrochemiluminiscence

EFLM = Evropska federace pro klinickou chemii a laboratorni medicinu
EHK = externi hodnoceni kvality

EMSE = N-ethyl-N-(3-methylfenyl)-N-succinyletylendiamin
FT4 = volny thyroxin

GLDH = glutamatdehydrogenaza

GUM = privodce vyjadieni nejistoty méteni

HDL = lipoproteiny o vysoké hustoté

hs-TnT = vysoce senzitivni troponin T

IKK = interni kontrola kvality

IVD = in vitro diagnostika

k = koeficient rozSifeni, k = 2

LDH = laktatdehydrogenaza

LDL = lipoproteiny o nizké hustoté

LoD, Lp = mez detekce

LoQ, Lo = mez stanovitelnosti
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n = pocet métenti

NAD* = nikotinamidadenindinukleotidovy kation
NADH = nikotinamidadenindinukleotidfosfat
PCCC1/2 = kontrolni material pro biochemické metody
PC U1/2 = kontrolni material universal

PC TN1/2 = kontrolni material troponin

RI = referenc¢ni interval

RSD = zbytkova smérodatna odchylka

SEKK = Ceska spole¢nost poskytujici sluzby pro klinické laboratote
SD = smérodatna odchylka

SOP = standardni operacni postupy

T4 = thyroxin, tetrajodthyronin

TAG = triacylglyceroly

TnT = troponin T

u = standardni nejistota

ut,rel...Unrel = dil¢i relativni standardni nejistoty

uc,rel = relativni kombinovana nejistota

Uere = relativni kombinovana rozsifena nejistota

Uc,rel max = maximalni pfipustna nejistota

ucal,rel = relativni standardni nejistota kalibratoru

UREA = mocovina

urw,rel = relativni standardni nejistota mezilehlé preciznosti méteni
UV/VIS = ultrafialova a viditelna oblast spektra

Xp = aritmeticky primér méteni
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