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ZAKLADNI UDAJE O FUNKCNI
ZPUSOBILOSTI

Citlivost Specificita (anal.)
- analyticka - Zkrizené reakce

- funkéni Rozsah stanoveni
Opakovatelnost Omezeni metody

- intra-assay Kontrola interferenci
Reprodukovatelnost * Zachazeni se vzorkem
- inter-assay Kontrola ‘hook’ efektu

Spravnost




,Klidné muzeme porovnavat hrusky s jablky,

ale pfi pouzitim korektnich nastroju
zustanou hrusky hruSkami a jablka jablky."




NENi ANALYT JAKO
ANALYT

Hodnoceni
vykonnosti

TSH

Free T4

Anti-hTg




Stanoveni TSH

»> Velmi citlivé stanoveni (< 1 nM)

= Dobre definovany antigen (+)
= Zanedbatelna variabilita (+)
= Dostatecny vyber vhodnych protilatek (+)







Stanoveni FT4

» Extremne citlive stanoveni (< 1 pM)

= Dobre definovany antigen (+)

=» Vazana (99,97 %) a volna forma (-)

- analyticky systém je ve stalé nerovnovaze (-)
- individualni variabilita vazebnych
proteinu (-)




Tyroxin (M, =777)
(3,5,3°,5" tetrajodtyronin)
















Stanoveni anti-hTg

> Citlivost stanoveni neni kriticka

= ,,Vagné“ definovany analyt (-)

= Individualni ,,pool* protilatek (-)
- limitovana doba assaye vs. radove delsi
Cas pusobeni v organismu (-)
- variabilni antigen — hTg - ()




KONTROLA VYROBCU
A VYROBKU?

= Vladni agentury (Competent Authorities)

(v CR je to Ministerstvo zdravotnictvi a SUKL)

= Notifikované osoby (Notifired Bodies) — Priloha 2
(Fada pravnickych osob uznanych EU s pusobnosti v celé unii)

Viadni agentury mohou sledovat
kvalitu IVD ve své kompetenci.




Systémy EHK
(externi hodnoceni kvality)
» Hodnoceni kvality prace laboratori
» Comp. Authorit.” pri hodnoceni IVD

vysledky EHK nepouzivaji (alespori v
pripade immunochemickych stanoveni)

Pro kontrolu kvality IVD je mozno
pouzit pouze opét IVD (CE) nebo
referencni material / metodu (smérnice 9879/s)




Systémy EHK

(externi hodnoceni kvality)

.- Uumele, analyticky irelevantni a
s koncepci navaznosti nekonsistentni deleni
referenénich materialu na materialy, které
jsou soucasti Smernice ... a na materialy,
které do sféry zajmu Smeérnice nepatri ...”“

Metrologie chemickych mereni v laboratorni medicine,
str. 16, CSKB CLS JEP & SEKK, Praha, 2006




CO JE TO KOMUTABILITA

NEBOLI
,MATRICNI PRIMERENOST ?¢




commutability [eng.]

zamenitelnost [C. }.]




,ochopnost referencniho
materialu (kalibratoru,
kontrolniho materialu)

vykazovat pri méereni stejneé
chovani jako realne vzorky.“

Metrologie chemickych mereni v laboratorni medicine,
str. 69, CSKB CLS JEP & SEKK, Praha, 2006




KOMUTABILNI

Referencni Rutinni
Vzorek metoda metoda

Kalibrator

nebo 52,3 nM 51,8 nM

kontrolni vzorek

Pacientsky
oorok 51,2 nM 52,7 "M




NEKOMUTABILNI

Referencni Rutinni
\Virde](=]4 metoda metoda

Kalibrator
nebo 52,3 nM

kontrolni vzorek

Pacientsky
\Vzorek 4 51,2 nM




KDY NEMA SMYSL ZKOUMAT KOMUTABILITU ?

Metrologie chemickych méreni v laboratorni mediciné,
str. 51 — 52, CSKB CLS JEP & SEKK, Praha, 2006

,Vychyleni odhadnuté Bland-Altmanovym diagramem:
Zmérenim 80 nativnich krevnich sér pacientu. Jako ,,referen¢ni metoda“ zvolen
analyticky systém Roche Elecsys pro CA 19-9. Vi¢éi nému pak:*“

Analyticky systém Prameér [%)] Rozsah [%]

Architect Abbott 7,1 87 az 101
DiaSorin 38 54 az 130

»Vychyleni odhadnuté z vysledkil EHK SEKK
Cykly TM v roce 2004 a 2005 (celkem 16 vzorku). Jako ,,referenéni metoda“ zvolen
analyticky systém Roche Elecsys. Vuc¢i nému pak bias:“

Architect Abbott |  DiaSorin

Bias £ 2SD 9,6 +36,4 69 98,4
0 az +158,9

Interval EHK -54,4 az +60,5

Dle Bland-Altmana 101 az +87,1 -130 az +54




KDY NEMA SMYSL ZKOUMAT KOMUTABILITU ?

Metrologie chemickych méreni v laboratorni medicine,
str. 51 — 52, CSKB CLS JEP & SEKK, Praha, 2006

»Zaver

Obrovské rozdily v hodnotach vychyleni jsou prakticky totozné pro
kalibratory a kontrolni séra. Zde pri hodnoceni pripadnych rozdili
u vysledki EHK neni smysluplné argumentovat nekomutabilitou
kontrolnich materiali - disparatnost vychyleni koresponduje spisSe
s disparatnosti hodnot kalibratoru, nez s matri€nimi problémy. Ty, pokud
se zde vyskytuji, jsou zrejmé dokonale prekryty. Problémem, ktery
naprosto dominuje, je velmi nizka uUroven harmonizace analytickych
postupu, zac€inajici zjevné jiz od velmi pochybené definice mérené veli¢iny
(nezname dostatecné strukturu méreného analytu, nemame k dispozici
skalu exaktnich méricich jednotek).

1) Neexistuje referenéni material/metoda.

2) Vyrobci upozortiuji, Zze vysledky nejsou
srovnatelné s jinymi systémy.




CO NA TAKOVOUTO SITUACI LEGISLATIVA ?
(Smeérnice 98/79/ES)

Vyrobek musi byt ,,state-of-art*

Prospéch pacienta musi prevazovat

nad rizikem spojenym s pouzivanim
vyrobku

Neexistuje-li referencni material, musi
byt popsan zpusob kalibrace

Vyrobce musi upozornit na omezeni spojena s
uzivanim vyrobku




JSOU ,,ARTIFICIALNI“ VZORKY DOSTATECNE KOMUTABILINI ?

Metrologie chemickych méreni v laboratorni mediciné, str. 52, CSKB CLS JEP & SEKK, Praha, 2006

»otupen komutability souvisi s urovni standardizace méreni.

Porovnani provadéno na analytickych systémech 10 vyrobcii,
produkujicich celkem 24 vlastnich ,,subsystému“ (Smérnice IVD 98/79
vyzaduje srovnatelnost subsystému minimalné v ramci jednoho vyrobce
analytického systému).

Rozsah vychyleni (nativni vs. artificialni) uvadi tabulka:*

Nativni vzorky [%] Artificialni vzorky [%]

-13,4 az +21,0

-12,6 az +23,7

-9,4 az +11,4

-8,4 az +5,2

-21,7 az +15,3

-23,5 az +45,2

-7,8 az +9,8

-15,7 az +50,8

-21,2 az +16,4

-19,9 az +96,7




JAKE VYCHYLENI JE PRI STANOVENI
KONKRETNIHO ANALYTU ADEKVATNI ?

Metrologie chemickych mereni v laboratorni medicine,
str. 52, CSKB CLS JEP & SEKK, Praha, 2006

,5.4. ZAVER

Vyznamnou ¢ast pri¢in neadekvatné vysokého vychyleni pfri
stanoveni analytu a parametri mizeme v klinické laboratori hledat
uz v hodnotach a matriéni primérenosti pracovnich kalibratoru

vyrobcu. Aplikace Smérnice 98/79/EC musi vénovat z vySenou
péci harmonizaci mezi kalibratory riznych vyrobcu a Sarzi.“

1) Adekvatnost vychyleni zavisi, kromé jiného,
na nejistotach vysledku ziskavanych konkrértni
analytickou metodou.

2) V pripadé urditych typu stanoveni je zdroj
rozdili zejména v samém principu metody.




JAKE VYCHYLENI JE PRI STANOVENI
KONKRETNIHO ANALYTU ADEKVATNI ?

Metrologie chemickych mereni v laboratorni medicine,
str. 52, CSKB CLS JEP & SEKK, Praha, 2006

Nativni vzorky [%] Artificialni vzorky [%]
-13,4 az +21,0 -12,6 az +23,7

-9,4 az +11,4 -8,4 az +5,2

-21,7 az +15,3

-7,8 az +9,8

-21,2 az +16,4




JAKE JSOU KOMBINOVANE ROZSIRENE NEJISTOTY
NEKTERYCH STANOVENI ?

Stanoveni kortisolu (10" nM): 4,0 %
Zprava k ERM DA451 / IFCC (metoda ID-GC-MS), 2004
Stanoveni kortisolu (10" nM): 18 — 22 %

Imunochemicka stanoveni

Stanoveni cholesterolu (1 mM): 6,7 %

Metrologie chemickych méreni v laboratorni mediciné,
str. 55, CSKB CLS JEP & SEKK, Praha, 2006

Stanoveni TSH, Immulite (< 1 nM): 14,4 %

Metrologie chemickych méreni v laboratorni mediciné,
str. 55, CSKB CLS JEP & SEKK, Praha, 2006

Stanoveni TSH, IRMA (< 1 nM): 14,8 %

Immunotech, nepublikované vysledky

Stanoveni PSA, IRMA (< 10 pM): 13,2 %

Immunotech, nepublikované vysledky

Stanoveni FT4, RIA (<1 pM): 14,6 %

Immunotech, nepublikované vysledky




JAKE JSOU KOMBINOVANE ROZSIRENE NEJISTOTY
NEKTERYCH STANOVENI ?

Nejistotra Nejistota Kombinovana
kalibratoru | reprodukovatelnosti rozsirena
[%] [%] nejistota [%]




6 Neni to tak spatne'!

Nativni vzorky [%] Artificialni vzorky [%]
-13,4 az +21,0 -12,6 az +23,7

-9,4 az +11,4 -8,4 az +5,2

-21,7 az +15,3

-7,8 az +9,8

-21,2 az +16,4




JAKE JSOU ROZDILY NEJISTOT
STANOVENI RUZNYMI TECHNIKAMI ?

Stanoveni kortisolu (10" nM):

4,0 %

Zprava k ERM DA451/IFCC (metoda ID GC-MS), 2004

1. Pridavek vnitrniho standardu ke 6.
vzorku - [1a,20-?H,]-kortisol 7.

Alkalizace 8.
Extrakce séra CH,CI,

Odpareni 9.
Rozpusténi

Stanoveni kortisolu (10" nM):

RIA, manualni

50 uL vzorku + 500 pL radioindikatoru
60 min. inkubace p¥i trepani

Odsati

Méreni na y-Citaci

Purifikace na Sephadexu LH20
Odpareni frakce obsahuijici kortisol

Derivatizace HFB (CF,CF,CF,COO") nebo
MOX-TMS [(CH,),SiCH=NOH]

ID GC-MS

20,6 %




STANOVENiI STEROIDU

Kortisol (M = 362,5) Testosteron (Mg = 288,4)




1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
)
11)
12)
13)

ZAKLADNI UDAJE
O ZKRIZENYCH REAKCICH

Cortisol
11-Desoxycortisol
Corticosterone
21-Desoxycortisol
Desoxycorticosterone
Prednisolone
17a-hydroxyprogesterone
Dihydrocortisol
5a-Dihydrocortisone
5b-Dihydrocortisone
Progesterone
Cortisone
Pregnenolone

14) Allotetrahydrocortisone

15)
16)

21-Desoxycortisone
Prednisone

17) 6b-Hydroxycortisol

18) 6a-ethylprednisolone

19) b-Cortolone

20) 20a-Dihydrocortisol

21) Tetrahydrocortisone

22) b-Cortol

23) Substance U

24) Tetrahydrocortisol

25) Tetrahydro-11desoxycortisol
26) Dexamethasone

27) Substance E

28) a-Cortolone

29) Hydrocortisone-21-sulfate
30) Cholesterol

31) Etiocholanolone

32) 11b-Hydroxyetiocholanolone




ZAKLADNI UDAJE
O ZKRIZENYCH REAKCICH

Prégnenolone sulfate
Estradiol

Estriol

Estrone

DHEA-sulfate
Androstenedione
Spironolactone
18-ydroxycorticosterone
Aldosterone

Danazol
5a-Dihydrotestosterone
19-Norethisteron
Testosterone




UVOLNENI KORTISOLU
Z VAZEBNYCH PROTEINU

Kortisol Danazol

Vysledna koncentrace v reakcni smesi




MAME NA VYBER

Stanoveni kortisolu (10" nM): 4,0 %

Zprava k ERM DA451/IFCC (metoda ID GC-MS), 2004

1. Pridavek vnitrniho standardu ke 6. Purifikace na Sephadexu LH20
vzorku - [1a,20-°H,]-kortisol 7.  Odpareni frakce obsahuijici kortisol

Alkalizace 8. Derivatizace HFB [CF,CF,CF,COO ] nebo
Extrakce séra CH,CI, MOX-TMS [(CH,),SiCH=NOH]

Odpareni . ID GC-MS
Rozpusténi

Stanoveni kortisolu (10" nM): 20,6 %

RIA, manualni

50 uL vzorku + 500 pL radioindikatoru
60 min. inkubace p¥i trepani

Odsati

Méreni na y-Citaci




PROBLEM MERENI V OBLASTI MEDICINY

Metrologie chemickych meéreni v laboratorni medicineé,
str. 22, CSKB CLS JEP & SEKK, Praha, 2006

,Odjakziva plati ve fyzice jako samozrejmost, ze zpusob
provedeni experimentu nesmi ovlivhovat jeho vysledek.
Srovnatelnost vysledku je tedy jejich kliCovou vlastnosti
umoznujici smysluplné porovnani vysledku, vlastnosti a jevu

bez ohledu na to, kde byly pozorovany, méreny a ziskany (¢as,
hmotnost, délka aj.).

Pracovnici zdravotnickych laboratori na tento princip,
umoznujici popsat a pochopit viastnosti sveta, casto rezignovali
a rezignuji a povazuji za naprosto normalni stav, kdy vysledek
méreni je zavisly na zpusobu, jakym byl ziskan — tedy na
mericim postupu / metodé. Jde o tézky dusevni zkrat.”







1. Vysledek meéreni, presnéji receno jeho nejistota, je
samozrejmeé na postupu, jakym byl ziskan zavisly.

. Laboratorni vysledek neni konecny, resp. jediny
vstup pro stanoveni diagnozy Ci postupu léceni.

. , --. odliSné postupy pouzité pri mereni stejné
veliciny mohou ve skutecnosti u konkrétniho
vzorku nebo referencniho materialu poskytovat
rizné vysledky. 1s0 17511:2003




LEGISLATIVNI ASPEKT KVALITY

,2Kvalita* IVD coby shodného

vyrobku spociva v neposledni rade

v tom, ze poskytuje uzivateli pravni
oporu, nhebot’ vyrobce nese za

vyrobek ,legislativni® odpovednost.




JAKE ‘IVD’ SE MOHOU POUZIVAT ?

Metrologie chemickych mereni v laboratorni medicine,
str. 68, CSKB CLS JEP & SEKK, Praha, 2006

,Poznamka: Od 7. 12. 2003 musi byt pro zdravotnictvi
statu EU dodavany nové vyrobky pouze v souladu s
prislusnym zakonem a oznaceny vzdy znaCkou CE.
Od 7. 12. 2005 uz musi byt vSechny vyrobKy in-vitro
pouzivané ve zdravotnictvi statiu EU oznaceny CE."

Toto tvrzeni je naprosto chybne !!!




JAKE ‘IVD’ SE MOHOU SKUTECNE POUZIVAT!

Zakon c¢. 123/2000 Sb., NV 453/2004 Sb. (Smernice 98/79/ES)

7/12/03 7/12/05
(Placing on market)
Uvadéni na trh Uvadéni na trh
l Uvadéni na trh — pouze s « CE « l
« CE « nevyzadovano | Uvadéni do provozu — bez « CE « pouze s « CE «

A

(pro IVD uvedené¢ na trh 1
do 7/12/03)

Uvadéni do provozu Uvadéni do provozu
(Putting into service)
w X
Jako v EU do 7/12/03 [ Stejné v celé EU Stejné v celé EU

1/5/04 7/12/05



DEKUJI

ZA
POZORNOST
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