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Abstrakt

Triglyceridy patii do velké skupiny lipid. Jsou to biologicky velmi vyznamné
latky pro lidsky organismus. Z chemického hlediska se jedna o glyceroly, na které jsou
esterovou vazbou navazany mastné kyseliny. Triglyceridy piijimame potravou, a aby
nas organismus triglyceridy stravil, musi byt Stépeny na glycerol a mastné kyseliny,
a teprve potom jsou resorbovany a transportovany ke tkanim. Stanoveni triglycerida
ze séra, popi. zplazmy, je dualezité predevSim v prevenci aterosklerdzy, coz je
nejCastéj$i pfi¢ina kardiovaskuldrniho onemocnéni, dale pii obezit¢ nebo
diagnostikovani diabetu mellitu.

Pro zavedeni metody stanoveni triglyceridi druhé generace na biochemickych
analyzatorech Advia® 1800, na useku klinické biochemie Centralnich laboratofi
Nemocnice Strakonice, a.s., byla potfeba provést verifikaci dané metody. Tato
verifikace se ¥idi pozadavky CSN EN ISO 15189 Zdravotnické laboratofe — Zvlastni
pozadavky na kvalitu a zpisobilost, podle které¢ jsou Centralni laboratofe Nemocnice
Strakonice, a.s., akreditovany. A dale se tidi Postupem pfi validaci/verifikaci metody,
SOPO-C-06, vypracovaného nasi laboratofi. Vysledky verifikace/validace slouzi
pro hodnoceni nejistot méfeni a ke stanoveni navaznosti a porovnatelnosti vysledkl
mefeni. Na zékladé uvedeného dokumentu bylo provedeno méfeni triglycerid v séru
na dvou biochemickych analyzatorech Advia® 1800. Tato méfeni vedla k vyhodnoceni
preciznosti za podminek opakovatelnosti, preciznosti za podminek reprodukovatelnosti
a presnosti. Preciznost za podminek opakovatelnosti byla proméfovana na dvaceti
pacientskych vzorcich o dvou koncentrac¢nich hladindch. Pro hodnoceni preciznosti
za podminek reprodukovatelnosti byly pouZity kontrolni materidly validované v procesu
EHK, a to Liquid Assayed Multiqual 1 Sarze 45651, druhou kontrolou byla Liquid
Assayed Multiqual 2 Sarze 45662 od vyrobce BIO-RAD. Tyto referencni materialy byly
proméfovany kazdy den v singletu po dobu dvaceti dnil. Ze zmétenych hodnot byly
dopocitany zékladni statistické parametry a analyticky variatni koeficient.

Pro vyhodnoceni pravdivosti byly méfeny kontrolni materidly od firmy SEKK, s.r.o.



Na zékladé téchto méfeni byly vypocteny opét zakladni charakteristiky, bias a celkova
analytickd chyba laboratofe. Srovnani této chyby s celkovou maximalni chybou

doporucenou firmou SEKK, s.r.o. vedlo k vyhodnoceni pouzitelnosti metody pro dané

ucely.

Klitova slova: triglyceridy, lipidy, biochemicky analyzator Advia® 1800,
spektrofotometrie, validace, verifikace



Abstract

Triglycerides belong to a large group of lipids. They are biologically very important
substances for the human body. Chemically they are glycerols which are bound by ester
bonds to fatty acids. Triglycerides are feeding, and that our organism has spend
triglycerides must be broken down into glycerol and fatty acids, and then they are
absorbed and transported to tissues. Determination of triglycerides in serum,
respectively plasma, is particularly important for the prevention of atherosclerosis
which is the leading cause of cardiovascular diseases, but also to diagnose and prevent
such diseases as obesity or diabetes mellitus.

To introduce method for the determination of the second-generation triglycerides
via the biochemical analyzers Advia® 1800 to be used in the ward of clinical
biochemistry of Central Laboratories of Hospital Strakonice, a. s. there was need to
carry out a verification of the method. This verification is subject ot the requiremets of
CSN EN ISO 15189 Medical laboratories — Special requirements for quality and
eligibility, according to which the Central Laboratory of Strakonice Hospital, a s. is
accredited. It is further governed by the procedures for the validation/verfication
methods, SOPO-C-06, drawn up by our laboratory. The results of the
verification/validation are used for the evaluation of measurement uncertainties and to
establish continuity and comparability of measurement results. On the basis of
document mentioned above, the measurement of triglycerides in serum was conducted
in two biochemical analyzers Advia® 1800. These measurement led to the evaluation of
the precision under repeatability conditions, precisions under conditions of
reproductibility and accuracy. Precision under repetability condition was measured at
twenty patients' samples in two concentration ranges. For evaluation of precisions under
reproducibility conditions we used control materials validated in the EHK processes,
exactly Liquid Assayed Multiqual 1 Lot 45651, the second check was with the help of
Liquid Assayed Multiqual 2 Lot 45662 from the manufacturer BIO-RAD. These

reference materials were measured every day in a singlet for twenty days. From the



measured values the basic statistical parameters and analytical coefficient of variation
were calculated. To evaluate the truthfulness they were also measured with the help of
control materials from the manufacturer SEKK, s. r. 0. Based on these measurements
the basic characteristics were again calculated together with bias and total laboratory
analytical error. Comparison of this error with a maximum mistake reccommended by

the company SEKK, s. r. 0. led to the evaluation of the method for the present purposes.

Keywords: triglycerides, lipids, biochemic analyzer Advia® 1800, spectrophotometry,

validation, verification.
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Seznam pouzitych zkratek

VLDL - very low density lipoproteins (lipoproteiny o velmi nizké hustot¢)
TAG — triacylglyceroly (triglyceridy)

HDL cholesterol — high density lipoprotein (vysokodenzni chol.)

LDL cholesterol — low density lipoprotein (nizkodenzni chol.)

EDTA — ethylenediaminetetraacetic acid (kyselina etylendiaminotetraoctova)
VIS zareni — viditelné zareni

UV zafeni — ultrafialové zafeni

IR zafeni — infracervené zafeni

CCD kamera — charge-coupled device (charge-coupled zatizeni)

ELISA — enzyme-linked immuno sorbent assay (enzymova imunnoadsorp¢ni analyza)
MS — mass spectroscopy (hmotnostni spektroskopie)

FDA — Food and Drug Administration (Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv)
IVD — in vitro diagnostic (in vitro diagnostika)

EHK — externi hodnoceni kvality

VKK (IKK) — vnitini (interni) kontrola kvality

ISE — iontové selektivni elektroda

SVP — spravna vyrobni praxe

CV — varia¢ni koeficient

TE — celkové chyba

10



Uvod

V poslednich letech je ve zdravotnictvi kladen veliky diraz na kontrolu kvality
a Stim souvisejici rozvoj nejen laboratorni techniky, ale i diagnostiky. Pozadovana
akreditace zavedla nutnost standardizace prace do vétSiny laboratofi, tedy
i do Centrélnich laboratoii — klinické biochemie Nemocnice Strakonice a.s., za jejiz
podpory tato bakalaiska prace vznikla. Tato laboratof je akreditovana podle normy
ISO 15189 od roku 2010.

Na zékladé pozadavku od vyrobce diagnostiky, byla potieba zavést 2. generaci
stanoveni triglyceridii. Nové soupravy pro stanoveni maji totiz oproti pivodnim ur¢ité
vyhody, a to stabilitu kalibrace az 60 dni a tyto reagencie jsou kapalné, tedy pfipravené
k okamzitému pouziti. Aby mohla byt tato akreditovana analytickd metoda zavedena
do provozu laboratofe, musela byt nejprve na tamnim biochemickém analyzatoru
Advia® 1800 verifikovana.

Triglyceridy patii do velké skupiny lipidd, které jsou pro lidsky, a nejen lidsky,
organismus nezbytnou souéésti.! Jsou to biologicky velmi vyznamné latky, které mohou
byt rostlinného, zivociSného 1 mikrobidlnitho plvodu. Z hlediska vyzivy jsou
a v mensim mnoZstvi dalsi lipidy.2

Lipidy slouzi hlavné jako zdroj a zasobarna energie, proto by mély byt soucasti
naSeho jidelnicku. Navic obsahuji esencidlni mastné kyseliny, které jsou pro nas
organismus nepostradatelné. Dale je organismus vyuzivd jako tepelny izolator
a mechanickou ochranu nékterych organt a, co je také dilezité, jsou soucasti bunéénych
membran a nervovych tkani.®*

ZvysSené hladiny lipidd, resp. cholesterolu a triglycerida jsou vSak pro organismus
Skodlivé. Dilezitost jejich stanoveni zaklada fakt, Ze jsou tyto latky rizikovymi faktory
rozvoje aterosklerdzy, coz je nejcastéjsi pricina kardiovaskuldrniho onemocnéni, které

je v nasi republice jednou z nejéastéjsich pfi¢in morbidity obyvatelstva.
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Cile této prace jsou shrnuty v nasledujicich bodech:

Vysvétleni pojml validace/verifikace analytickych metod a jejich vyznam
v klinické laboratofi

Samotné provedeni verifikace analytické metody stanoveni triglycerida
druhé generace na statimovém a rutinnim biochemickém analyzéatoru
Advia® 1800

Zpracovani a vyhodnoceni vysledkli, ovéfeni reprodukovatelnosti,

stanoveni analytické chyby, pravdivosti a celkové chyby stanoveni
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1. Teoreticka cast

1.1 Triglyceridy

Zcela obecné lze o lipidech fici, ze jsou to derivaty mastnych kyselin jednosytného
nebo trojsytného alkoholu. Vyskytuji se ve formé jednoduchych nebo slozitych
molekul, které mohou obsahovat i nelipidovou ¢ast.

Nejrozsifenéjsi skupinou lipidi obsahujicich glycerol jsou triglyceridy (TAG)
patfici do skupiny neutrdlnich tukd. Jsou to nepoldrni molekuly majici hydrofobni
charakter, to znamend, ze se nerozpousti ve vodé, ale dobfe se misi s nepolarnimi
rozpoustédly.>® Z chemického hlediska jsou to glyceridy, kdy jsou na glycerol navazany
esterovou vazbou tfi mastné kyseliny.” Tyto mastné kyseliny mohou byt stejné, nebo
rozdilné. I délka fetézce muze byt rizn4, nejcastéji vSak s 16, 18, nebo 20 atomy uhliku.
Ptiklad triglyceridu je znadzornén na Obr. 1.

Na esterové vazby plisobi enzym pankreatickd lipaza, vazby jsou hydrolyzovany
a mastné kyseliny uvolnény. Jako monoglyceridy nebo diglyceridy jsou jiz

pro organismus vstiebatelné.®

Obr. 1 Priklad triglyceridu

(prrevzato z 9)



1.1.1 Metabolismus triglyceridi

Metabolismus zahrnuje anabolické i katabolické procesy.

Traveni — Traveni je zahajeno jiz Vustech, i kdyZ pouze v malé mife,
a to slinnou lipazou, pokracuje v zaludku zalude¢ni lipazou, vétSina triglyceridii je vSak
travena v duodenu. Tady pusobi pankreaticka lipézal.10 Pankreatickd lipaza Stépi
triglyceridy na mastné kyseliny a monoacylglycerol.

Vstiebavani — Monoacylglyceroly, mastné kyseliny, popf. i cholesterol postupuji
do bunék sliznice (difizn¢). Mastné kyseliny se tady ,,d€li na 2 skupiny — na mastné
kyseliny, které obsahuji méné nez 10-12 atomt uhliku piechazejici piimo
do krve a jsou pfenaseny navazané na albumin K ostatnim tkanim ptimo, a na mastné
kyseliny, které obsahuji vice nez 10-12 atomu uhliku, ty jsou opét esterifikovany
na triglyceridy."* Tomuto nové vzniklému triglyceridu obalenému proteiny a dal$imi
latkami (cholesterol, fosfolipidy apod.) fikame chylomikrony, diky nimz maji umoznén

vstup do krve.*

1.1.2 Syntéza triglyceridi

Endogenni triglyceridy vznikaji pfevazné v jatrech a tukové tkdni. Tady probiha
syntéza cestou glycerol-fosfatu. 'V enterocytech jsou syntetizovany cestou
monoacylglycerolti, které organismus ziskava St€penim z po'[ravy.8

Pro endogenni syntézu triglyceridi jsou zdrojem mastné kyseliny v krvi nebo
mastné kyseliny syntetizované z glukozy v hepatocytech. Takto vzniklé triglyceridy se
zabuduji do VLDL (z angl. ,,very low density lipoprotein®), a tak jsou transportovany
opét krvi ke tkanim.

Exogenni triglyceridy organismus pfijima potravou. Jsou Stépeny v tenkém stievé
na mastné kyseliny a monoacylglycerol, dale jsou absorbovany a opét resyntetizovany
na triacylglyceroly. Ty se poté stavaji soucasti chylomiker a jsou transportovany krvi
do tkani."?

Z potravy organismus takto vstfeba pies 90 % triglyceridd, coz je v priméru
80-170 mmol den™."®
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1.1.3 Vyznam TAG v organismu

Triglyceridy tvofi vétSinu tuki v potrave. Ty, které obsahuji pouze nasycené
mastné kyseliny, jsou piedev§im v zivociSnych produktech, jako je maso, Zloutky,
mlécné produkty apod. TAG obsahujici i nenasycené mastné kyseliny s riznym poctem
dvojnych vazeb jsou zejména v rostlinnych produktech.™

Jejich hlavnim vyznamem je =zdroj energie. Jsou jednim ze zakladnich
energetickych latek. Clovék s normalni vahou ma asi 15 kg TAG (u muzi cca 20 %
hmotnosti t&la, u Zen cca 25 %).* Z triglyceridi je metabolicky produkovano vice
energie neZ pii metabolismu cukrii a proteint.*!

Dalsim ukolem této skupiny lipida je fizeni télesné teploty. Tukova tkan v podkozi
totiz slouzi jako tepelna izolace proti ztratam tepla.

A neméné vyznamna uloha triglyceridd je strukturalni. Tukova tkéan udrzuje organy
dutiny bfi$ni a nitrohrudni ve spravné poloze. Tuk je téz hlavni strukturalni soucasti

prsu.*®

1.1.4 Triglyceridy v séru

Po rozstépeni vtenkém stfevé plsobenim enzymu pankreatickd lipaza
na esterove vazby se glycerol a mastné kyseliny dostavaji do krevniho obéhu. Tady jsou
opét re-syntetizovany na TAG. V krvi jsou transportovany ve formé lipoproteint,
nejvice triglyceridu je obsazeno v chylomikrech a VLDL ¢asticich.

Koncentrace triglyceridli v séru je dand vzajemnou interakci mezi syntézou
triglyceridd, resorpci triglyceridd v tenkém stievé a aktivitou intravaskularniho
metabolismu.® Zakladem vydavani optimalnich hodnot je spoledny postoj odbornych
spolecnosti a jejich doporuceni byvaji vydadvana formou ,,guidelines®. Z doporuceni

vyplyva, Ze je optimalni hodnota TAG u zdravého ¢loveka pod 1,5 mmol It
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1.1.5 Preanalyticka faze a patofyziologické mechanismy ovliviiujici koncentraci
TAG V séru

Preanalyticka faze je souhrn ¢innosti od indikace vysetieni az po samotnou analyzu,
tedy vlozeni vzorku do analyzatoru, popt. zacatku manudlni metody. Preanalytickd faze
ma 2 ¢asti. Mimolaboratorni, kterd zahrnuje pfipravu pacienta k odbéru, samotny odbér
vzorku a jeho uchovani a transport do laboratore.™

Fyziologicky koncentrace TAG stoupd v postprandialnim stavu, proto je nutné
provadét stanoveni za standartnich podminek. Pfed odbérem krve je tedy dulezité
12ti hodinové la¢néni, kdy se nesmi veCer pfed odbérem jist maso, pit mléko, koufit
a pit alkohol.>*2

V piipad¢ stanoveni ze séra se pacientsky vzorek odebira do zkumavky
bez antikoagulac¢ni pfisady. Odbérovy systém s pfidavkem EDTA nebo heparinu
lithného byva pouzit v piipadé stanoveni z plazmy.

Druhou ¢asti je faze laboratorni.'® Tato &ast je zahajena piijmem vzorku a konci

zahajenim analyzy.

1.1.6 Primé nasledky zvySené koncentrace TAG

Koncentrace triglyceridic je stanovovana pfedevSim  k diagnostikovani
kardiovaskularnich onemocnéni. Vysokd koncentrace TAG je oznacovana jako
hypertriacylglycerolémie. Ta je vysledkem nadprodukce triglyceridli, nadprodukce
lipoproteinti, jako jsou chylomikron nebo VLDL obsahujici triglyceridy nebo slaba
aktivita enzymt, které katalyzuji lipoproteiny obsahujici triglyceridy, tedy zminované
chylomikrony nebo VLDL.%°

Mnozstvi triglyceridi stoupa nasledkem zvySeného piijmu cukrii a bilé mouky,
fyzickou necinnosti, koufenim, nadmérnym piijmem alkoholu a nadvahou. Rovnéz
fyziologicky stoupa hladina triglycerida v tshotenstvi.>*?

Je-li koncentrace TAG vy3si nez 1,5 mmol I"* nalagno, pfedznamenava to vyskyt

malych denznich LDL ¢astic, coz znamend zvySené riziko kardiovaskularnich

onemocnéni.”’ Zvysena hladina TAG je dale spojovana s vyskytem diabetu mellitu.

16



Tzv. aterogenni tridda, tj. vyS$i koncentrace triglyceridii, niz$i koncentrace HDL
cholesterolu a vyssi koncentrace cholesterolu, je typicka pravé pro diabetiky a pacienty
s metabolickym syndromem.lg‘19

Pokud se koncentrace TAG v krvi pohybuje nalaéno pies 11 mmol I, zvysuje se

riziko vzniku akutni pankreatitidy.zo’21

Hyperchylomikronémie zptisobuje ¢asto bolesti
bticha. Pfedpoklada se, ze hyperchylomikronémie ma za nasledek zpomalenou cirkulaci
pies pankreat. Chylomikrony jsou rozkladany pankreatickou lipazou, mastné kyseliny
jsou uvolnéné a zptsobuji lokalni zanst.'®

Nizka nebo snizena koncentrace triglyceridii nema pfilis velky klinicky vyznam.

1.2 Principy stanoveni TAG

Triglyceridy jsou nejCastéji stanovovany enzymaticky. Dal$i moznosti je stanoveni
chemickymi metodami, ale toho se dnes jiz v praxi nevyuZziva.

Pti enzymatickém stanoveni jsou TAG S§tépeny na glycerol a volné mastné kyseliny
pomoci enzymu lipaza. Glycerol dal reaguje s glycerolkindzou, vznika glycerol-3-fostat
a nasleduje konverze pomoci glycerol-3-fosfat-oxidazy na peroxid vodiku. Peroxid
vodiku, 4-aminofenazon a 4-chlorofenol katalyzuje peroxiddzou a vznikd barevny
4,22

komplex.

Rovnice enzymového §tépeni:

TAG +3H,0 —PAZA , glycerol + mastné kyseliny

ATP + glycero| —SLYCEROLKNAZA o gjycero] - 3 - fosfat + ADP

0, + glycerol - 3 - fosfat —CLYCEROLE-FOSFATOXIDAZA , oy, + dihydroxyacetonfosfét

2H,0, + 4 - aminofenazon + 4 - chlorofenol —ER2XIPAZA_, chingnimin ové barvivo + H,0

17



Pii stanoveni muze dochazet k interferencim, a to tehdy, pokud jsou kyselina

askorbova a bilirubin v koncentraci nad 340 pmol I, Mohou tak falesng snizit

koncentraci triacylglycerolt (reaguji s HgOg).12

1.2.1 Spektrofotometrie

Absorpéni spektrofotometrie je opticka metoda zaloZena na interakci svételného
zafeni s analyzovanym vzorkem pii urcit¢ vlnové délce. Tato metoda slouzi
ke kvantitativnimu stanoveni koncentrace latek v analyzovaném vzorku.

Stanoveni probiha na tzv. spektrofotometru na zaklad¢é pohlceni svétla riznych
vlnovych délek, a pokud méfeni probiha jen pfi jedné vinové délce, mluvime o metodée
zvané fotometrie.?

U spektrofotometrickych méfeni je sledovana intenzita zeslabeného
monochromatického zareni pii prichodu zkoumanou latkou ve vodném roztoku,
tzv. absorpénim prostfedi, kdy intenzita zéafeni klesa exponencidlné v zavislosti
na koncentraci analytu a délce vrstvy absorbujici létky.24

Vztah mezi koncentraci analytu vroztoku a jeji absorbanci je dan
Lambert — Beerovym zakonem, jehoZ nejcastéjsi matematické znazornéni je uvedeno
nize.

A=¢-l-C

A je absorbance v nm, ¢ je molarni dekadicky extink&ni koeficient v I mol*em™, 1 je
tloustka kyvety v cm a ¢ je koncentrace absorbujici latky (analytu) v mol 1™,

Z toho vyplyva, Ze je absorbance piimo Umérna koncentraci analytu ve vzorku
a tloust'ce kyvety.'#%0%

Jako zdroj zateni pro viditelnou oblast slouzi wolframova Zarovka nebo halogenova
lampa, pro UV zafeni se pouziva deuteriova lampa.24 K usmérnéni paprski svétla slouzi
coCky a zrcadla, a paprsek dopadd na monochromator. To je zafizeni, které propousti
jen svétlo ur€ité vinové délky. Pro VIS se pouziva nejcastéji hranol ze skla, pro UV

oblast hranol z kiemenného skla, ale miiZe se pouZit i opticka miizka.?® M¥izka ma

. sy ’ v 7 7 24 . L _rw
stejnou rozliSovaci schopnost pro vSechny vlnové délky.”” Monochromatické zaieni tak
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vstupuje do prostoru, kde je ulozena kyveta se vzorkem. Pro VIS oblast se pouzivaji
sklenéné kyvety, pro UV oblast kiemenné kyvety, pro IR solné kyvety.27 Vzorkem
Vv kyveté projde paprsek, nékteré fotony jsou pohlceny, ale ty které ze vzorku vychazi,
jsou zachyceny detektorem, ktery je umistén za kyvetovym prostorem. Detektorem
mize byt CCD kamera nebo fotodioda.?® Detektor zméfend data posila dal
do vystupniho zatizeni, dnes do pocitace se specialnim softwarem na analyzu dat.

Zakladni schéma spektrofotometru je znazornéno na nasledujicim Obr. 2.
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1 B
2
1. Zdroj svitla 5. Fotorezistor
2. Monochromator 6. Zedlovad
3. Mastawvitelna dona 7. Detelitor

4. Kvveta s2 vzorkem

Obr. 2 Schéma spektrofotometru

(prrevzato z %)

1.3 Biochemicky analyzator - Advia® 1800

Advia® 1800 od spolenosti Siemens je plné automatizovany biochemicky
analyzator znazornény na Obr. 3, 4 a 5. Je urcen pro diagnostické pouziti in vitro. Tento
analyzator méii na zékladé¢ absorpéni spektrofotometrie, fluorescencni polarizace,
turbidimetrie nebo na principu potenciometrického méteni iontové selektivnimi

elektrodami (ISE). Je mozno analyzovat vzorky z lidského séra, plazmy, moce nebo
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likvoru. Kapacita analyzatoru je 1200 fotometrickych testd a 600 ISE testii za hodinu.
Pro stanoveni rtiznych analytii v analyzatoru lze soucasn¢ analyzovat az 52 metod. Jako
zdroj zéteni je pouzita halogenova lampa o vykonu 50 W, ktera méa vodni chlazeni.
Analyzator dokdze méfit az na 14 riznych vinovych délkach i bichromaticky. Je zde
instalovana konkavni difrakéni mfizka s diodovym polem.

Méieni absorbance probihd v plastovych kyvetach o tloustce 1 cm, které jsou
umistény v reakc¢nim kole a jsou vyhiivané olejovou lazni na 37 °C £ 0,1 °C. Do téchto
kyvet je pipetovano 2 — 30 ul vySetfovaciho objemu biologického materialu. Pipetovaci
jehla je opatfena detektorem pro srazeniny a detektorem pro kontrolu hladiny
kapaliny.®® Objem reagencii, ktery se do kyvet také pipetuje, se pohybuje v rozmezi
80 — 120 pl. Kazdych 6 sekund je v téchto kyvetach zmétena absorbance. V zavislosti
na typu metody byvéa primérnd doba prvniho vysledku 10 — 15 min.”® Po dokon&eni
analyzy jsou reakcni disky s kyvetami promyty myci stanici. Je tak umoznéno dalsi

pouZiti bez rizika kontaminace.*

Obr. 3 Biochemicky analyzdtor Advia® 1800

(prevzato z %%
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1. Tladtko rotace a pauzy vzorky 8. Reakni disk

2. Vzorkovv disk 10. Reagendni pipetor 2
3. Pipetovaci jehla na fedéni vzorki 11. Reagencni michadlo 2
4. Disk fedicich @nidel 12 Feagencni disk 2

3. Vzorkovy pipetor 13 Reagendni jehla 1

6. Redid michadlo 14 Reagenini disk 1

7. Redid promyvacka 15. Reagenéni michadlo 1
8. Promvvadka reakiniho disku 16. Speltrofotometr

Obr. 4 Pohled shora na biochemicky analyzator Advia® 1800 s popisem

(prevzato z 32)
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1. Vn& & vzorkovy disk na vzorky
2. Vnitimi disk na kalibratory a kontrolv
3. Ceka carového kédu

Obr. 5 Advia®™ 1800 — pohled na vzorkovy disk

(prrevzato z *%)

1.4 Interni kontrola kvality

Systém dany Vv klinické laboratofi, ktery zabezpecuje spolehlivost laboratornich
vysledkli a méa detekovat a minimalizovat analytické chyby, a tak zajistit bezpeci
pacientll, je tzv. interni (vnitini) kontrola kvality. V praxi to znamena, Ze laboratof
provadi analyzu kontrolnich vzorkl s riznymi hodnotami, obsahem nebo koncentraci
analyti pred kazdou sérii pacientskych vzorki a vysledky jsou porovnavany
s o¢ekavanymi hodnotami.**3*

Soucasti interni kontroly kvality je kalibrace, coz je proces, kdy je hledan vztah

mezi méfenym signalem a méfenou jednotkou (pf. mezi absorbanci a koncentraci latky

v roztoku). Pro kazdy test, kde se vyhodnocuje koncentrace nebo aktivita, je potieba
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sestavit kalibracni kfivku. Jsou pouzivany tzv. standardy se znamou koncentraci
analytu.*%* Tyto sety se vyuzivaji pro linearni kalibraci jak jednobodovou, tak

1 vicebodovou.

1.5 Statistické charakteristiky a analytické vlastnosti metody

K prvotnimu zpracovani analytickych dat patii vypocet zakladnich charakteristik,
které 1ze rozdélit do tfi skupin. V prvni jsou veliiny urcujici urovenn €ili polohu
statistického znaku, tzv. stfedni hodnoty. Ve druhé pak jsou miry jejich rozptylenosti
nebo-li variability, tzv. miry rozptylenosti. Kazda analytickA metoda ma urcitou
variabilitu, ktera je déna analytickou, neanalytickou a intraindividudlni biologickou
variabilitou (biologické vlivy a jejich ¢asové ptisobeni u biologického jedince). VSechny
variability maji normalni Gaussovo rozdéleni.*’ Charakteristiky patfici do tieti skupiny
jsou nejméné pouzivané, jsou to tzv. miry koncentrace.

Mezi zakladni statistické charakteristiky, které se nejCastéji pouzivaji, patii
aritmeticky primér, smérodatna odchylka a varia¢ni koeficient.

Kazdd metoda ma analytické vlastnosti, mezi které je zahrnuta napf. pravdivost
metody, vychyleni, pfesnost a preciznost metody, na jejichz zéklad€ 1ze danou metodu

oznacit jako validovanou pftip. verifikovanou.
1.5.1 Pravdivost

Tato vlastnost je definovdna jako tésnost souhlasu mezi primérnou hodnotou
ziskanou z velkého poctu vysledki méfeni a danou referenéni hodnotou. Mirou

pravdivosti je vychyleni — bias.®
1.5.2 Bias

Bias neboli vychyleni ptfedstavuje rozdil mezi primérem ziskanym z velkého poctu

mefeni a referenéni hodnotou. Na zdkladé této hodnoty lze odhadnout systematické
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chyby méfeni. Nespravnost méfeni lze vyjadiit jako chybu absolutni, bias (X — Xp) nebo

chybu relativni, ktera se vztahuje ke spravné hodnoté.® Vztah je znazornén nize.

X - X,
XO

B = -100

Kde X je hodnota referen¢niho (kontrolniho) materialu a X je znama hodnota slozky.

1.5.3 Presnost

Presnost je definovana jako mira shody mezi vysledky ziskanymi opakovanou
analyzou téhoZ vzorku za pfedem specifikovanych podminek38 Pocet téchto opakovani
musi byt dostateCny, aby bylo mozné statistické hodnoceni, za dostatecné je

povazovano 20 a vice analyz.*®

1.5.4 Preciznost

Tésnost shody mezi naméfenou hodnotou veliiny a spravnou (vztazenou)
hodnotou méfené veli¢iny ziskanymi opakovanymi meétfenimi stejného souboru nebo

na podobnych souborech za specifikovanych podminek.38

1.6 Validace a verifikace metod

V laboratorni mediciné ma validace, respektive verifikace znany vyznam.
Vysledky méfeni jsou efektivnim nastrojem diagnostiky, terapie i prevence.

Validace metod je vyZadovdana normami fizeni kvality (ISO 15025,
ISO 15189).39404142

V praxi maji vysledky velmi silny dopad. V klinické laboratofi maji rozhodny vliv,
nékdy i fatalni, na zdravi a kvalitu Zivota pacienta.

Mimo to pouZzivani validovanych resp. verifikovanych méfeni vyzaduje akreditace

. ,y , p . 4
(akreditace = ufedni potvrzeni kompetence laboratofe).***
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1.6.1 Validace

Validace je proces nezbytny k tomu, aby bylo prokazano, ze je analyticka metoda
vhodnd kdanému Gcelu pouzivini a tim budou nabizeny pfesné
a reprodukovatelné¢ vysledky. Proto je validace klicovym krokem v biochemické
analyze (a nejen tam), je zasadni pro laboratote, aby byla dodrzovéana spravna vyrobni
praxe (SVP), spravnd laboratorni praxe a mezinarodni piedpisy ISO 17025
a ISO 15189. Dikaz o spravnosti validace je ziskdn kombinaci laboratornich udajt
pomoci experimentll a externich daji z dokumentd od vyrobce nebo odbornych
publikaci.gg’43

Validace je tedy proces prokazujici spolehlivost metody pro stanoveni analytu ve
vzorku. Pro rGzné metody je vyzadovana rtiznd hloubka a rtzny rozsah validace.
O tom rozhoduje management laboratofe.®**** Proces validace se podle obsahlosti
rozde€luje na 3 typy validace, a to plnou, ¢aste¢nou a cross-validaci (kﬁiovou).46

Je-li proces aplikovan poprvé (validace probih4 poprvé) nebo je zavadéno stanoveni
nového analytu, je povinnd plna validace. Plna validace by méla zahrnovat vSechny
parametry (selektivitu, kalibra¢ni kiivky, pesnost, reprodukovatelnost apod.).*’

Jsou-li provedené pouze mensi zmény jako napt. pfevedeni metody z laboratofe do
laboratofe, zména v rozsahu, zména pii zpracovani vzorku apod., staci k ovéfeni pouze
Gastecna validace.®®

Poslednim typem je cross-validace, resp. kiizova. Jde o porovnani parametrii
validace dvou nebo vice riiznych analytickych postupii. Srovnavat lze bud’ rtzné
analytické metody (pf. ELISA vs. MS) anebo stejné metody mezi laboratofemi.
Vysledky se nesmi liSit o vice jak 15 %.4°

Analyticka metoda je validovana tehdy, pokud se vysledky méfeni nachézeji uvnitt
pozadovaného intervalu nejistoty.

Validaci mohou provadét vyrobci diagnostik. Na trh musi byt uvadény pouze
validované méfici systémy. Postup a rozsah je dan normou EN 13612:2002.3%°

Dalsi moznosti, kdo wvalidaci provadi, je profesiondlni organizace analytiki

(organizace AOAC). Cilem této organizace je prispct k celosvétové duavéryhodnosti
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analytickych vysledkl. Spolupracuje s organizaci FDA, ¢imz svym zpiisobem zasahuje
1 do oboru laboratorni mediciny.gg‘46
Posledni instituci provadé¢jici validaci je samotna laboratof. Ta nakonec nese

odpovédnost za adekvatni validaci.*®

1.6.2 Verifikace

Tento proces ovéfeni poskytuje dikaz o tom, Ze jsou dosazeny funkcni vlastnosti,
ale 1 zékonné pozadavky na méfici systém a potvrzeni objektivnimi dikazy, Ze data
deklarované vyrobci nebo referencni instituci jsou v dané laboratofi s pouzitim méticiho
systému dosazena. V podstaté jde o zkracenou validaci. Proces verifikace je nutny pied
uvedenim do provozu laboratore. 44

Analytickd metoda ma byt verifikovdna v pravidelnych intervalech.*® Je
doporucovano 1 krat roéné. Dale musi byt verifikace provedena také pfi zasadni inovaci
téhoz vyrobku IVD nebo opakuji-li se neshody konkrétniho vysetfeni (netuspéch v EHK,
popi. VKK, stiznosti 1€kaiti nebo pacientt apod.)

Obsah a rozsah verifikace je ddn managementem laboratofe stejné, jako
u validace. VZdy je bran ohled na diivod provadéni verifikace a specifika konkrétniho
Vy§etfeni.51'52

Verifikace a jeji prubéh musi byt samoziejmé dokumentovany stejné jako
u validace metody.

Rozdil mezi validaci a verifikaci je uveden v prehledné Tab. 1
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Tab. 1 Vykonnostni parametry validace a verifikace analytického postupu

(prrevzato z )

Validace Verifikace
* opakovatelnost * opakovatelnost
* mezilehla preciznost * mezilehld preciznost
* vychyleni (bias) * vychyleni (bias)
* pracovni rozsah * pracovni rozsah

» mez detekce a mez stavitelnosti

* ostatni (matricové interference, srovnani s
jinou metodou, srovnani pomoci vysledkt
EHK, robustnost, vytéznost...)
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2. Experimentalni ¢ast

Na tuseku klinické biochemie Centralnich laboratoii Nemocnice Strakonice, a.s.
akreditovanych podle CSN EN ISO 15 189:2007, se fidi proces verifikace/validace
pfi pofizeni a pted aplikaci nového analytického méficiho systému do laboratoie podle
SOPO-C-06 Postup pii validaci/verifikaci metody. Tento postup je vypracovan

manazerem kVality.40’53’54

2.1 Chemikalie a diagnostika

e Fyziologicky roztok (Baxter Czech spol. s. r. 0.)

e Promyvaci rozok (BIOVENDOR — Laboratorni medicina, a.s.)

e Kyvetovy kondicionér (BIOVENDOR — Laboratorni medicina, a.s.)

e Lamp coolant additive (Siemens, spol. s. r. 0.)

e Reagent wash probe 1 (Siemens, spol. s. r. 0.)

e Reagent wash probe 2 (Siemens, spol. s. r. 0.)

e Reagent wash probe 3 (Siemens, spol. s. r. 0.)

e Chemistry calibrator (Siemens, spol. s. r. 0.), Sarze 335823B

e Liquid Assayed Multiqual 1, 2, 3 (BIO-RAD, spol. s. r. 0.), Sarze 45651, 45662
e ADVIA Chemistry Triglycerides_2 (Siemens, spol. s. r. 0.)

e ADVIA Chemistry Triglycerides_2 concentrated (Siemens, spol. s. r. 0.)

2.2 Instrumentace

Biochemicky analyzator Advia® 1800 (rutinni, statimovy), Siemens, Japonsko

VersaCell (SMS) systém na zpracovani vzorkti, Siemens, USA

Digitalni centrifuga Eppendorf 5702, Medesa spol s. r. 0., CR

RO stanice Resta 25 pfistroj na vyrobu deonizované vody, Resta spol. s.r.o., CR
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e Laboratorni vybaveni bézné pouzivané (reakéni zkumavky, pipety, Spicky,

laboratorni sklo)

2.3. Pouzity software

e Ovladaci software k analyzatorim Advia® 1800
e Microsoft Office Excel 2010
o Statisticky software MedCalc

2.4 Interni kontrola kvality

Pro nase ucely byl ke kontrole kvality triglycerida v séru vyuzit jako kalibra¢ni set
Chemistry Calibrator spolecnosti Siemens, spol. s. r. 0. Jako kontrolni material byly
pouzity kontroly Liquid Assayed Multiqual 1, 2, 3, spole¢nosti BIO-RAD, spol. s. r. 0.

Po splnéni podminek IKK byl analyzator pfipraven k analyze biologického

materialu, ktery mezitim prochazel laboratorni preanalytickou fazi.

2.5 Laboratorni preanalyticka faze

Pro verifikaci nové metody byl mimo jiné pouZit soubor pacientskych vzorki.

Pied vlastni analyzou biologického materidlu byly vzorky nejprve zcentrifugovany
(odsttedeny), jelikoz bylo vyzadovéano sérum. Pro naSe ucely se vzorky centrifugovaly
10 min pti 2500 g. Az poté byly jednotlivé zkumavky s oddélenym sérem vlozeny

do analyzatoru a byla zahéjena analyza.
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2.6 Proces analyzatoru

Samotna méfeni preciznosti za podminek opakovatelnosti, preciznosti
za podminek reprodukovatelnosti a pravdivosti pro ucel verifikace byla provedena
fotometricky na statimovém a rutinnim biochemickém analyzatoru Advia® 1800
spolecnosti Siemens, spol. s. 1. 0.

Vzorky byly umistovany do vzorkového disku na pfislusnou pozici vnéjsiho kruhu.
Do vzorkového disku, ale vnitiniho kruhu, se vkladali i kontroly a kalibratory. Toto
plati pro statimovy analyzator. Pfi méfeni na rutinnim analyzdtoru je vyuzivdno
tzv. Versacell (SMS).

Ve chvili, kdy se vzorek napipetoval do kyvety a smichal s reagenciemi, zacal
probihat sled reakci, které jsou jiz popsany v kapitole 1.2. Absorbance vzniklého
komplexu byla nasledné métena fotometrem pti vinové délce 505/694 nm.

Vsechna méfeni byla zaznamenana a zanesena do formulafe F-C-32 vypracovaného

nasi akreditovanou laboratofi. Jeho nalezitosti jsou zobrazeny na Obr. 6.
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Centralni laboratore Nemocnice Strakonice, a.s

S || | Nazev:

—=J F-C-32 Verifikace metody

Cil valégace

Metoda 2 vymezeni aplikace validovans
metody

Nazev diag. soupravy

Vyrobes

Katé.

Prmcip stanoveni

Specifikace vzorki

Analyticky systém pouzity k validaci:

Nazev. typ

Vvyrobee

Rok vyroby

Kalibratni material pouzity pro
kalibract:

Nazzev

Vvrobes

Kat cislo, sarze
Kontrolni materialy, pouzivane pfi
méfeni vvkonnostnich parametr

Nazev

Vvrobes

Katc, sarze

Nazev

Vvrobee

Kat ¢, Sarze

Nazev

Vvrobee

Katé., sarze

Jiné dulezité udaje

Obr. 6 Uvodni list formuldre F-C-32 Verifikace metody

(prevzato z *°)
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3. Vysledky

Zméiené hodnoty byly zpracovany pomoci programu Microsoft Office Excel 2010.
Zde se vytvorili uvedené tabulky a vypocitali potiebné statistické charakteristiky
(aritmeticky pramér, smérodatna odchylka, varia¢ni koeficienty, bias).

Jelikoz se metoda stanoveni triglyceridi druhé generace zavadéla na dvou
biochemickych analyzatorech Advia® 1800, byly pro tento G&el oznadeny jako Advia 1
(rutinni) a Advia 2 (statimovy analyzator). Vysledky se hodnotily pro kazdy analyzator

zvl1ast.

3.1 Advial

Variaéni koeficienty opakovatelnosti CVo a reprodukovatelnosti CVg jsou
kombinované koeficienty variace rtiznych hladin opakovatelnosti a reprodukovatelnosti.
Kombinovany koeficient opakovatelnosti byl vypocten z obou méfenych hladin vzorki

opakovatelnosti. Pouzity vzorec je uvedeny nize.

oV +Cv;?
Vo =y~

3.1.1 Preciznost za podminek opakovatelnosti (Advia 1)

K méfeni opakovatelnosti byly pouzity pacientské vzorky nesrazlivé krve
smérodatné pro rozhodovani Iékafe pohybujici se v normalnich a vysokych
fyziologickych hodnotach (Tab. 2). Tyto vzorky byly proméfeny 20 krat za sebou

V jedné sérii.
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Tab. 2 Opakovatelnost pro Advii 1

Opakovatelnost

Cislo mé&feni Vzorek 1 Vzorek 2

1. 1,40 513
2. 1,39 511
3. 1,39 5,06
4, 1,39 5,10
5. 1,40 514
6. 1,39 5,15
7. 1,40 5,09
8. 1,39 5,09
9. 1,41 511
10. 1,41 5,18
11. 1,39 5,10
12. 1,40 512
13. 1,41 5,15
14, 1,39 517
15. 1,40 517
16. 1,38 5,14
17. 1,40 512
18. 1,43 5,10
19. 1,41 5,12
20. 1,43 5,12
Pramér 1,40 512
SD 0,01 0,03
CV % 0,94 0,60
CVo % 0,79
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3.1.2 Preciznost za podminek reprodukovatelnosti (Advia 1)

Pro méfeni reprodukovatelnosti se pouzily kontrolni materidly z IKK o dvou
ruznych hladinach v oblasti smérodatnych pro rozhodovani l1ékaita (Tab. 3). Jako prvni
kontrola se pouzivala Liquid Assayed Multiqual 1 Sarze 45651, druhou kontrolou byla
Liquid Assayed Multiqual 2 Sarze 45662, oboji od firmy BIO-RAD. V prub¢hu 20 dnti

se vzdy zm¢tily oba referencni materialy.

Tab. 3 Mezilehla preciznost pro Advii 1

Mezilehla preciznost

Den Kontrolni materidl 1 Kontrolni material 2

1. 1,05 1,47
2. 1,03 1,48
3. 1,05 1,46
4, 1,06 1,50
5. 1,02 1,48
6. 1,05 1,46
7. 1,05 1,45
8. 1,04 1,47
9. 1,06 1,45
10. 1,05 1,45
11. 1,05 1,47
12. 1,04 1,49
13. 1,04 1,49
14. 1,06 1,47
15. 1,03 1,46
16. 1,05 1,48
17. 1,04 1,48
18. 1,04 1,45
19. 1,05 1,45
20. 1,05 1,46
Primér 1,05 1,47
SD 0,01 0,02
CV % 1,00 1,04
CVp % 1,02
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Analyticky variacni koeficient CVa se vypocetl z kombinovaného koeficientu

variace opakovatelnosti a kombinovaného koeficientu variace reprodukovatelnosti.

CV, =/CV2 +CV2,

CVa=129%

3.1.3 Pravdivost (Advia 1)

K meéfeni pravdivosti byl pouzit referencni materidl méfeny za podminek
opakovatelnosti (Tab. 4). Pro potfebu tohoto méfeni nam poslouzil kontrolni material
pouzivany pii méfeni vykonnostnich parametrii SEKK Analyty krevniho séra, AKS
3752 a AKS 3754.

Pro oba referencni materidly byl vypocten aritmeticky primér, smeérodatna

odchylka, varia¢ni koeficient a z toho byl nasledné vypocten bias.

Tab. 4 Pravdivost pro Advii 1

Pravdivost

C. méfeni Hodnota signalu ref. mat. ¢. 1 Hodnota signélu ref. mat. €. 2
1. 1,06 2,27
2. 1,06 2,46
3. 1,05 2,27
4, 1,17 2,28
5. 1,07 2,27
6. 1,08 2,28
7. 1,07 2,29
8. 1,07 2,28
9. 1,07 2,28
10. 1,06 2,28
Prumér 1,08 2,30
Cil.hodnota 0,97 2,22
SD 0,03 0,06
CV % 3,17 2,52
BIAS 11,16 3,66
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Bias analyticky ba byl vypoéten nasledujicim vztahem.

2
ba =8,30 %

Pro stanoveni celkové chyby TE s byl pouzit nize uvedeny vypocet.

TE,, =b, +2CV,
TE|ab = 10,88 %

Piehled ziskanych dat pro hodnoceni metody stanoveni TAG na Advii 1 uvadi Tab. 5.

Tab. 5 Prehled hodnot diilezitych K hodnoceni metody na Advii 1

Vysledné hodnoty v %
CVa 1,29
ba 8,30
TE 10,88
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3.2 Advia 2

3.2.1 Preciznost za podminek opakovatelnosti (Advia 2)

Tab. 6 Opakovatelnost pro Advii 2

Opakovatelnost

Cislo m&feni Vzorek 1 Vzorek 2

1, 0,98 2,70
2. 0,95 2,71
3. 0,98 2,72
a, 0,97 2,73
5, 0,98 2,70
6. 0,95 2,70
7. 0,97 2,73
8. 0,96 2,73
9. 0,97 2,72
10. 0,99 2,72
11. 0,97 2,73
12. 0,97 2,75
13. 0,99 2,73
14, 0,97 2,74
15. 0,99 2,72
16. 0,99 2,75
17. 0,98 2,72
18. 0,98 2,71
19. 0,97 2,71
20. 0,96 2,74
Priimér 0,97 2,72
SD 0,01 0,02
CV % 1,26 0,56
CVo % 0,97
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3.2.2. Preciznost za podminek reprodukovatelnosti (Advia 2)

Tab. 7 Mezilehla preciznost pro Advii 2

Mezilehlé preciznost

Den Kontrolni material 1 Kontrolni material 2

1. 1,03 1,43
2. 1,04 1,42
3. 1,02 1,41
4, 1,05 1,44
5. 1,03 1,43
6. 1,04 1,46
1. 1,03 1,44
8. 1,05 1,46
9. 1,04 1,47
10. 1,04 1,47
11. 1,03 1,45
12. 1,05 1,42
13. 1,05 1,46
14. 1,04 1,45
15. 1,02 1,45
16. 1,05 1,44
17. 1,04 1,44
18. 1,03 1,47
19. 1,03 1,45
20. 1,02 1,43
Pramér 1,04 1,45
SD 0,01 0,03
CV% 1,00 1,9
CVmpr % 1,12

Analyticky variacni koeficient CVa se vypocetl z kombinovaného koeficientu

variace opakovatelnosti a kombinovaného koeficientu variace reprodukovatelnosti.

CV, =/CVZ +CV2,

CVa=148%
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3.2.3 Pravdivost (Advia 2)

Pro oba referentni materidly byl vypoclten aritmeticky prumér, smérodatna

odchylka, varia¢ni koeficient a vychyleni.

Tab. 8 Pravdivost pro Advii 2

Pravdivost

C. méfeni  Hodnota signalu ref. mat. ¢. 1 Hodnota signalu ref. mat. ¢. 2
1. 1,41 2,37
2. 1,37 2,27
3. 1,37 2,29
4, 1,38 2,27
5. 1,38 2,29
6. 1,42 2,37
7. 1,38 2,29
8. 1,38 2,35
9. 1,38 2,32
10. 1,43 2,35
Primér 1,39 2,32
Cil. hodnota 1,31 2,20
SD 0,02 0,04
CV % 1,55 1,73
BIAS 6,11 5,32

Bias analyticky b by