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Abstract

Verification of glucose assessment analytical method

The topic of laboratory accreditation as well as validation and verification of
analytical methods has been very current in recent years. Because of the serious impact
of analytical results of the measurement on practice, it is required that the results of the
analytical measurements were as accurate as possible. This paper deals with the
verification of the analytical method determination of glucose, as proof of achieving
optimum measurement uncertainties. The verification of spectrofotometric glucose
determination was performed using the Cobas Integra 800 analyzer by enzymatic
hexokinase method. For the measurement in time the control materials of internal
quality control were used and for the measurement in series the control materials of
external quality control were used. From the measured values we specified the
necessary statistical data (the arithmetic mean, standard deviation, the coefficient of
variation, bias, yield) and using these we specified the values of combined and extended
uncertainty. The combined uncertainties of both samples shouldn't be higher than 10 %,
according to the SEKK association. The combined uncertainty of our first sample was
6.81 % and the second one had 6.45 %. The extended uncertainty of the first sample
was 13.62 % and the second one had 12.90 %. From these data, we can conclude that

the verification of analytical methods for the determination of glucose succeeded.



Prohlaseni

ProhlaSuji, ze jsem bakaléafskou praci na téma Verifikace analytické metody
stanoveni glukosy vypracovala samostatné pouze s pouZitim prament a literatury

uvedenych v seznamu citovane literatury.

ProhlaSuji, Ze v souladu s § 47b zdkona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni
souhlasim se zvefejnénim své bakalarské prace, a to v nezkracené podobé¢ elektronickou
cestou ve veiejné pristupné ¢asti databaze STAG provozované JihoCeskou univerzitou

v Ceskych Bud&jovicich na jejich internetovych strankach.

V Ceskych Budgjovicich ....................

podpis studenta



Podékovani

Timto bych chtéla pode€kovat piedevsim svému vedoucimu prace MUDr.
Miroslavu Kloudovi za ¢as, trpélivost a odborné rady, které mi vénoval pfi sestavovani
této prace. Dale bych chtéla pod€kovat kolektivu biochemicko-hematologické
laboratofe Laboma s.r.o za pomoc pii analyze vzorkl a zpracovani vysledkd, predev§im

pani Ing. Hané Zahradnikové a panu Ing. Jifimu Kronikovi.



UVOD .ttt bbbt n ettt ettt 7
1. SOUCASNY STAY ..ot 8
1.1, AKFEAITACE ..oveeeeeieeiie ettt nneas 8
1.2, VAlIHACE ...t 8
1.3 VEITIKACE ... e 9
1.3.1. Nejistota vysledkit MEFEni .............cccccvevesieeiieiie e 10

1.3.2. PFOSTOST w.vvveeeiiieee ettt ae e e st e e e naae e e naa e e e 10

1.3.3. VPHEZNOSE ..o 11

1.3.4. Kombinovana NejJiStota .........ccocvvervieiinieieiesesie e 11

1.4, GIUKOSA ..t bbbt 12
1.4.1. Vyznam stanoveni gIUKOSY ..........cccovveierieeieeireie e 12

1.4.2. Metody Stanoveni QIUKOSY ........cccoereieieneiiisieiene e 13

1.5. Diabetes Mellitus .........ooveiiiiiiee e 14

2. CILE PRACE A HYPOTEZY ..ovvitieiniieeseeineissesessessssssssesssessssssssssseens 16
A O ] 1= o] = o= OSSPSR 16
2.2. HYPOTBZY ..ottt 16

3. MATERIAL A METODY ..o esteses e ses s sesas s senasses s s 17
3L MALETTAL ... e 17
3.1.1. Analyty Krevnino SEra ........ccccevvieiiiisieieiese e 17

3.1.2. Precinorm U a Precipath U ........cccccooviiiieii e 17

B0 |V 1= (o | SSR 18
3.2.1. SPeKLrofOtOMELIIe .......covveiieiieie e 18

3.2.2. Cobas INtegra 800 ..........cceeiuiriiiieieeie e 18

3.2.3. HexoKinasova Metoda .........cccevveiiieninieieieesie e 21

3.2.4. PracovNi POSTUP .....eeiueeieiieerieeieseesieeeesseesseesaesseesseessesseessesssesseessens 22



3.3. Statistické zpracovani naméienych hodnot .....................c..ccccccevveeinnn. 22

3.3.1. ZPracovaANT At .......ccecververieiieieeie e 22

3.3.2. Aritmeticky primeér a smérodatna odchylka ..............cccccouvvvunennnn. 22

3.3.3. Variacni kOefiCient .................cccoouviiiiiiiiiiiiiiicii e 23

3.3.4. BIAS @ VYIEZROSE ..o 23

3.3.5. Kombinovana NejJistota .........cccevveveiieieec e 24

3.3.6. ROZSIFENA NEJISIOIA «....vvveivieiiiiie i 24

B VYSLEDKY .ottt 25
4.1. Méieni v Case - vzorek o koncentraci v referencnim limitu .................. 26

4.2. Méieni v ¢ase - vzorek o koncentraci nad horni hranici
referencniho IMITU ..........cooovviiiiecc e 27
4.3. Méieni v sérii - vzorek o koncentraci v referencnim limitu .................. 30

4.4. Méieni v sérii - vzorek o koncentraci nad horni hranici

referencniho lIMITU ..........coooeiiiiic e 32
B DISKUSE ..o et e et e e e ee et e e s e e s et e e et e e ereeer et eenane 36
6. ZAVER ... ettt 41
7. SEZNAM POUZITE LITERATURY oo oot eeee e eeee e e en e, 42
8. KLICOVA SLOVA .....ooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee et e e er et e ee s er e eeenenana, 46



Uvod

Téma akreditace laboratofi a s nim souvisejici validace a verifikace analytickych
metod je v poslednich letech velmi aktudlni. Automatizace analytickych postupt, ke
které doslo v poslednich desetiletich, je bezpochyby vyraznym pokrokem v laboratorni
biologickych materidlti s kvalitnéjSimi vysledky. Toto ale na druhou stranu také
vyzaduje mnohem propracovanéj$i systém pro analytickou kontrolu spravnosti vysledka
meéteni. Je pozadovano, aby vysledky analytickych méfeni byly co nejpiesnéjsi, zvlaste
proto, ze tyto vysledky jsou nedilnou soucasti poskytované zdravotni péce a méli by byt
efektivnim nastrojem diagnostiky, terapie a prevence. Tato prace se zabyva
problematikou verifikace analytickych metod jakozto duleZitou soucasti systému

kontroly kvality v procesu akreditace laboratofi.



1. Soucasny stav

1.1. Akreditace

Akreditace piedstavuje mechanismus, ktery by mél pomoci snizovat variabilitu
mezi jednotlivymi zdravotnickymi zafizenimi. Akreditace je Ufedni uznéni zptisobilosti
laboratotfe vykonavat urcitou ¢innost a zahrnuje mimo jiné posouzeni shody zavedeného
systému managementu kvality laboratofe se vSemi kritérii mezinadrodni normy fizeni
kvality 1ISO 15189, resp. ISO 17025 (Uras 2009, Guzel and Guner 2009). Témito
normami fizeni kvality je vyZzadovana validace metod v klinickych laboratofich.
O akreditaci si musi laboratof zazadat u akreditaéniho organu, v Ceské republice je to
Cesky institut pro akreditaci (CIA). Akreditaéni proces trva nékolik mésict az let,
vytvaii se pii ném potiebna dokumentace a zavadi se uceleny systém fizeni kvality.
Akreditaéni orgédn sleduje a posuzuje stav laboratofe prostfednictvim auditi nejen
v prubéhu ptipravy na akreditaci, ale i po jejim ziskani, pfi tzv. reakreditacich (Racek et

al. 2006).

1.2. Validace

Validace je proces, pii kterém se ziskavaji objektivni ditkkazy, Ze metoda, postup
¢i pristroj vykazuji vlastnosti, které jsou k danému pouZiti pozadovany. Je nezbytnym
krokem k ukonceni vyvoje ve vSech analytickych laboratofich a od roku 2003 je
povinnd pro vSechny laboratorni metody. Hlavnim cilem validace je hodnoceni
analytickych a vykonnostnich znakt metod, a ziskani prukazu, Ze bylo dosazeno
pozadované trovné téchto znakd, tedy Ze vysledky méfeni jsou efektivnim néstrojem
diagnostiky, terapie a prevence (Panteghini 2009, Walton 2001). Dalsi informace jsou
uvedeny na webové adrese www.eurachem.org.

Validace provadi vyrobci diagnostik, profesionalni organizace analytikd
1 samotné laboratote (Friedecky et al. 2004). Vyrobci diagnostik musi uvadét na trh EU
pouze validované méfici systémy, pficemz postup a rozsah validace je dan normou EN

13612: 2002. Vyrobci uvadéjici své produkty na trh v USA se musi fidit dokumentem



Guidance for Industry: Bioanalytical Method Validation, dostupném na webové adrese
http://www.fda.gov.

Vyrobci diagnostik VD MD (In vitro diagnostic - medical device) a profe-
sionalni organizace analytikii provadi validace jesté pfed uvedenim vyrobku na trh.
Validace se také provadi pii zavadéni nové metody do laboratote, pii rozSifovani pouZiti
stavajici metody o novy ucel, pii pfevzeti metody z jiné laboratofe atd. Produktem
uspesné validace je referencni rozmezi, specificita a senzitivita metody a dalsi dilezité

analytické znaky (Friedecky et al. 2004, Nichols 2009).

1.3. Verifikace

Verifikace znamena potvrzeni ziskané prostiednictvim zkoumani a poskytnutim
objektivnich dikazt, Ze data o analytickych znacich poskytnuta vyrobcem jsou v dané
laboratofi s pouzitim konkrétniho méficiho systému dosazena (Friedecky et al. 2004,
Friedecky and Kratochvila 2007). Validované vyrobky IVD MD musi byt pted
uvedenim do provozu znovu verifikovany, pravé za ucelem ovéteni platnosti
valida¢nich udaji vyrobce v konkrétni laboratofi (Brdicka et al. 2007). Analytické
znaky, které jsou predmétem verifikace (ale i validace), tvofi osnovu verifika¢niho
(validaéniho) planu. Verifikace se v laboratofi provadi vzdy pii zavedeni nové metody,
nového analytického méficiho systému, nového diagnostického kitu, pifi rozSifeni
pouziti stavajici metody, napt. na dal$i druh biologického materidlu, dale pii prevzeti
metody z jiné laboratote a pii dlouhodobych problémech s kontrolou kvality. Mimo to
se vzdy po jednom roce provadi reverifikace (Friedecky et al. 2004). Trendem
moderniho analytického méfeni je pouzivat validované kity a méfici systémy a pienést
hlavni pozornost laboratoii na odhady nejistot meéteni, kontrolu kvality, edukaci,
soustavné sledovani informaci, implementaci novych poznatki do praxe laboratorni
¢innosti (Kallner 2001).

Vystupem verifikace by méla byt co nejpiesnéji odhadnutd nejistota méieni. Je
to dulezité zvlasté kvuli dopadu analytickych vysledkd méfeni na praxi, kdy vysledky
mohou ovlivnit zdravi, kvalitu zivota, pfipadné i Zivot pacienta. ProtoZe laboratorni

testy tvofi jednu tfetinu az tfi Ctvrtiny informaci, které ovliviiuji rozhodnuti 1ékate



o diagnoze, vyzaduje se, aby vysledky analytickych méfeni byly co nejpiesnéjsi

(Westgard and Darcy 2004, Panteghini and Forest 2005, Gonzalez and Herrador 2007).

1.3.1. Nejistota vysledku merent

Vysledek méfeni analytu ¢i parametru danou metodou je v laboratorni medicing,
stejné jako vysledek kazdého méficiho procesu, jen odhadem skute¢né koncentrace.
Tento vysledek méfeni tedy nemiize predstavovat vlastni exaktni hodnotu bez znalosti
pridruzeného udaje, kterym je nejistota vysledku. Nejistota vysledku méteni piedstavuje
interval, ve kterém se nach&zi s deklarovanou mirou pravdépodobnosti skuteény
vysledek méfeni. Bez znalosti nejistoty neni mozné odhadnout spolehlivost vysledku pii
jeho pouziti v klinické praxi. Z hlediska validace metody lze nejistotu ztotoznit
s intervalem, ktery charakterizuje, zda byly splnény pozadavky plynouci z daného tcéelu
meéfeni (Suchanek et al. 2006, Brdicka et al. 2007).

1.3.2. Presnost

Verifikacni plan obsahuje minimalné 2 analytické znaky - piesnost a vytéznost.
Pfesnost metody je definovana jako mira shody mezi navzajem nezavislymi vysledky
méfeni ziskanymi opakovanou analyzou téhoz vzorku za pfedem stanovenych
podminek. Odhad se provadi méfenim rozptylenosti vysledki vhodného poctu
stanoveni (Ambrozova 2005). Je nutné dbat na to, aby byl poCet opakovani dostatecné
velky, obvykle 20 a vice analyz. Pfesnost se vyjadiuje jako opakovatelnost
a reprodukovatelnost a kvantifikuje ndhodnou chybu méfeni. Opakovatelnost se také
oznacuje jako ptresnost v sérii, protoze se analyzy provadi najednou v kratkém ¢asovém
obdobi, na stejném zafizeni a jednou obsluhou. Pro reprodukovatelnost se uziva
oznaceni piesnost v ¢ase. Stanoveni se provadi postupné, 1x denné, na stejném zatizeni,
pfipadné i jinymi pracovniky a nejméné 20 dni po sob&. Je nutné zajistit stabilitu
analytu v kontrolnim vzorku po celou dobu méfeni. Vysledky je tfeba statisticky
zhodnotit a urcCit aritmeticky pramér, smérodatné¢ odchylky vybéru a varia¢ni koe-
ficienty, pfipadn¢ dalsi veli¢iny (Brdicka et al. 2007, Friedecky et al. 2004, Ambrozova

2005). Dalsi informace jsou uvedeny na webové adrese www.eurachem.org.
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1.3.3. Vyteznost

Vytéznost je definovana jako pomeér vysledku méfeni k pfijaté referencni
hodnot¢ a vyjadiuje kvantifikaci hodnoty bias (vychyleni metody). Cilem urceni bias je
odhadnout systematické chyby méfeni pomoci analyzy referenéniho nebo vhodného
kontrolniho materialu. K tomu je tfeba minimalizovat ndhodnou chybu méteni pouzitim
dostate¢ného poctu opakovanych méteni. NejlepSimi vzorky pro stanoveni bias méteni
jsou matricové certifikované referenéni materialy, ve kterych jsou hodnoty analytd
ziskané referen¢nimi postupy meéteni. Tyto vzorky jsou vSak pro rutinni laboratof
nedostupné, proto se v praxi pouzivaji kontrolni materidly pouzité predtim
v programech externiho hodnoceni kvality. Tyto materidly se méti za podminek
opakovatelnosti. Hodnota bias ziskana za podminek opakovatelnosti je vhodna pro
vyhodnoceni nejistoty méfeni. Kromé piesnosti a vytéznosti mize laboratot v piipadé
potieby verifikovat dalsi analytické znaky, jako jsou linearita, pracovni rozsah méfent,
mez detekce, mez stanovitelnosti atd. (Brdi¢ka et al. 2007, Friedecky et al. 2004). Dalsi

informace jsou uvedeny na webové adrese www.eurachem.org.

1.3.4. Kombinovana nejistota

Kombinovana nejistota se skldda z ndhodnych a systematickych sloZek nejistoty
vysledku méfeni. Ndhodné slozky (nejistota typu A) se zjiStuji pfimym meéfenim
v laboratornim experimentu a vyhodnocuji se s pouzitim statistickych metod. Zahrnuji
hodnoty varia¢niho koeficientu ziskaného za podminek reprodukovatelnosti, standardni
nejistotu  (smérodatnou odchylku priméru) a hodnoty bias. Systematické slozky
(nejistota typu B) jsou ziskavany z externich zdroji (obvykle z pracovni dokumentace
je nejistota referenéniho materidlu. Dil¢i hodnoty nejistoty se musi vyjadfit stejnym
zpusobem, nejlépe jako smérodatné odchylky nebo relativni smérodatné odchylky,
a poté se prevedou do formy kombinované nejistoty metodou kovariance (Suchanek et
al. 2006, Ambrozovéa 2005).
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1.4. Glukosa

Glukosa je monosacharid ze skupiny aldohexos, pfirozené¢ se vyskytuje jako
D-izomer a je hlavnim sacharidem pfitomnym v periferni krvi. Oxidace glukosy je
hlavnim zdrojem energie pro buriky lidského téla, kromé toho se glukosa také podili na
intermedialnim metabolismu. Glukosa, pochézejici z potravy, je v jatrech pied uloZenim
preménéna na glykogen nebo na mastné kyseliny a skladovana v tukové tkani.
Koncentrace glukosy v krvi je udrzovana v pomémé Uzkych mezich a to
prostiednictvim mnoha hormonti, z nichz nejdulezitési jsou produkovany pankreatem.
Nejcastejsi pricinou hyperglykémie je diabetes mellitus, vznikajici z nedostatecné
sekrece nebo ucinkl insulinu. Ke zvySené hladin€ glukosy v krvi pfispiva i fada dalSich
faktorti, napt. pankreatitis, dysfunkce Stitné zlazy, rendlni poskozeni a jaterni choroby.
Hypoglykémie je pozorovdna méné Casto a jeji pfiCinou muze byt napi. insulinom,
hypopituitarismus nebo hypoglykémie indukovana insulinem.

Stanoveni glukosy v krevni plasmé se pouZiva v diagnostice a sledovani poruch
uhlovodikového metabolismu, tedy predevSim diabetes mellitus a idiopatické
hypoglykémie. VySetieni glukosy v moci je pouzivano k vyhledavani diabetes mellitus
a také jako méfitko k posouzeni glykosurie, dale k odhaleni rendlnich tubularnich
poruch a pii 1écbé diabetes mellitus. VySetfeni glukosy v CSF je pouzivano pfti
hodnoceni meningitidy, komplikaci u mozkovych tumorti a jinych neurologickych

poruch. Dalsi informace jsou uvedeny na webové adrese www.roche-diagnostics.cz.

1.4.1. Vyznam stanoveni glukosy

Diivodem pro zvoleni pravé metody stanoveni glukosy je jeji vyuzivani pii
diagnostice a sledovani vySe zminénych poruch sacharidového metabolismu. Klinické
laboratofe maji velkou roli jak v diagnostice diabetu, tak v celozivotnim sledovani
ucinnosti 1écby diabetickych pacientli a vyhledavani pacientii se zvySenym rizikem

rozvoje diabetu (Racek et al. 2006).
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1.4.2. Metody stanoveni glukosy

Metody stanoveni glukosy rozdélujeme na redukéni, kondenzacni, enzymatické
a elektrochemické (Cerny et al. 1998, Dastych et al. 2008).

Redukéni metody patii mezi plivodni metody stanoveni glukosy a zakladaji se na
redukénich vlastnostech latek, které vznikaji z monosacharidl varem v siln¢ alkalickém
prostiedi. Tyto latky reaguji s ionty Cu®* nebo Fe?* nebo s kyselinou pikrovou a nejsou
specifické, protoze stejné jako glukosa reaguje napft. 1 fruktosa, kyselina askorbova nebo
kyselina mocova. Mezi redukéni metody patii napf. Hagedorn-Jensenova metoda,
nejstarsi a nejdéle pouzZivana metoda stanoveni glukosy. PouZiva KsFe(CN)g a mnoZstvi
zredukovaného Fe?* se stanovuje jodometricky nepiimou titraci. Tyto metody se viak
v bézné praxi jiz nepouzivaji.
nejprve z glukosy v  horkém prostiedi koncentrovanych kyselin  tvoii
hydroxymethylfural, ktery se poté kondenzuje s vhodnym fenolem nebo primarnim
aromatickym aminem na barevnou latku podobnou trifenylmethanu. Intenzita této latky
je pfimo imeérna koncentraci ptivodni glukosy a méfi se spektrofotometricky.

Nejspecifictéjsimi metodami jsou metody enzymatické. Patfi mezi né¢ metody
s glukosaoxidasou, s glukosodehydrogenasou a s hexokinasou. U glukosaoxidasové
reakce se glukosa pritomna ve vzorku oxiduje glukosaoxydasou na glukonolakton
a peroxid vodiku. Peroxid vodiku se poté stanovi napi. Trinderovou reakci s fenolem
a 4-aminoantipyrinem v pfitomnosti peroxidasy za vzniku chinonmonoiminového
barviva. Glukosodehydrogenasova metoda je zalozena na oxidaci glukosy v pfitomnosti
NAD" pomoci glukosodehydrogenasy na glukonolakton a redukci a NAD" na NADH.
Tato metoda ale neni piili§ vyuzivana. DalSi enzymatickou metodou je hexokinasova
metoda, kterd byla pouZita ke stanoveni glukosy v ramci této prace. Podrobné je
popsana v kapitole 3. Material a metody (v podkapitole 3.2.3. Hexokinasova metoda).

Poslednim typem metod stanoveni glukosy jsou elektrochemické metody. Patii
sem naptiklad biosenzory s membranou se zakotvenou glukosaoxidasou, u kterych
dochazi k oxidaci glukosy na peroxid vodiku na platinové elektrodé elektrometrického

¢lanku a proud elektrody je pfimo umérny koncentraci glukosy ve vzorku. Kromé toho
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existuji glukometry, coz jsou pfenosné piistroje vyuzivajici elektrochemické metody

s detekci specifickymi enzymovymi metodami.

1.5. Diabetes mellitus

Termin diabetes mellitus popisuje skupinu zévaznych metabolickych
onemocnéni z ruznych pfi¢in, charakterizovanych chronickou hyperglykémii
s poruchami metabolismu sacharidi, tukd a bilkovin (WHO 1999). Tyto poruchy
vyplivaji ze snizené sekrece a/nebo tcinnosti insulinu. Prevalence tohoto onemocnéni se
ve stiedoevropské populaci pohybuje v rozmezi 6 - 7,5 % a ptedpoklada se, ze v obdobi
od roku 1995 do roku 2025 vzroste celosvétova prevalence az o 35 % (Reinauer et al.
2002). V soucasné dobé neni diagnostikovano az 50 % lidi s diabetem.

Béznym a zéaroven nejlepsSim indikatorem pro screening diabetu je stanoveni
koncentrace glukosy nala¢no (stanoveni glykémie, FPG - fasting plasma glucose).
NejobvyklejSim biologickym materidlem pro stanoveni glykémie je plazma vendzni
krve, kterou je tieba odebrat do odbérové nadoby s protisrazlivym cinidlem (EDTA)
a stabilizatorem (NaF), ktery brani enzymatickému rozkladu glukosy v krvi (Friedecky
2006).

Referenéni hodnoty pro koncentraci glukosy nala¢no jsou 4,1 - 5,5 mmol/l. Ve
snaze o jednotu a piehlednost postupu pii laboratorni diagnostice diabetu u dospélych
byl vypracovan algoritmus laboratorni diagnostiky diabetu u dospélych (Fig.1),
vychazejici z doporu¢eni WHO a schvaleny vyborem Ceské spoleénosti Klinické
biochemie a vyborem Ceské diabetologické spole¢nosti. Podle spoleéného doporuéeni
téchto spolecnosti je diagnoza diabetu stanovena, jestliZze koncentrace glukosy v plazmé
nala¢no je vetsi nebo rovna 7,0 mmol/l, ndhodné stanovena glykémie v plazmée piesahne
11,0 mmol/l (pti soucasné pritomnosti klinickych symptomu) nebo koncentrace glukosy
v plazmé 2 hodiny po provedeni peroralniho glukosového toleranéniho testu ptresdhne
11,0 mmol/l. K uéinéni zavéru o diagndze je nezbytné vysledek potvrdit méfenim
z dalsiho odbéru za nékolik dni. Hodnota glykémie v séru ¢i plazmé, kterd naopak
vylucuje diabetes mellitus, je niz§i nez 5,6 mmol/l nala¢no nebo niZsi nez 7,8 mmol/l

dvé hodiny po jidle. Plazmaticka glykémie v rozmezi 5,6 - 6,9 mmol/l se nazyva
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hrani¢ni glukosa nala¢no (dfive se uzival pojem porusend glukosova tolerance)
a charakterizuje osoby se zvySenym rizikem diabetu (Friedecky 2006, Franekova 2005,

American Diabetes Association 2005).

Glukéza <5,6 mmol/l ~ Vylouceni
postprandialné diabetes mellitus

’ Glukdza v plazmé
(nahodny odbér) zilni krve nalaéno

+ klinické pfiznaky
DM 4[ >5,6 a < 7,0 mmolll ]—) o
I * + I Hranicni

(<56 mmol, ale glukozl?: galacno
{s 11,1 mmol/l l <11,1 mmol/l “ 27,0 mmol/l I pacient s rizikem DM, )
L nebo IGT v anamnéze

N

Glukdza v plazmé zZilni krve

oGTT - WHO < 7,8 mmol/l dvé hodiny
Opakuj odbér (zatéz 75 g glukozy, po zatézi
Zilni krve nalaéno odbér Zilni g
| L 7 krve nalacno Glukéza v plazmé Zilni krve
a dvé hodiny 27,8 < 11,1 mmol/l
27,0 mmolfl || <7,0 mmolil }—) po zatézi) dvé hodiny po zatézi

l

Diabetes mellitus Glukéza v plazmé zilni krve Porusena glukoézova
(DM) 2 11,1 mmol/l tolerance
dvé hodiny po zatézi (IGT)

Fig.1 Algoritmus laboratorni diagnostiky DM u dospélych podle CDS a CSKB, popisujici

diagnosticky postup z levého horniho rohu (Franekova 2005).
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2. Cile prace a hypotézy

2.1. Cile préce

Cilem prace je vysvétleni pojmt validace a verifikace analytickych metod
a jejich vyznamu pro praxi klinické laboratoie, samotné provedeni verifikace analytické
metody stanoveni glukosy a nasledné zpracovani a zhodnoceni vysledkli vcetné
statistickych vypocti nésledované porovnanim vysledkl s validacnimi udaji vyrobce

a dalSi dostupnou literaturou.

2.2. Hypotézy
Ptredpoklada se, ze vysledky provedené verifikace budou piiblizné shodné
s valida¢nimi udaji, které udava vyrobce, i s dalSi dostupnou literaturou. Druhym

predpokladem je, Ze verifikace analytické metody stanoveni glukosy probéhne tspésné.
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3. Material a metody

3.1. Material

K verifikaénimu méfeni byli pouZiti 2 typy materialu. Pro méteni v sérii jsme
pouZili validovany kontrolni material Analyty krevniho séra (AKS) 2333 a 2337
pouzivany v ramci externi kontroly kvality. Pro méfeni v Case jsme pouzili kontrolni
material Precinorm U (PNU) a Precipath U (PPU) ze sady COBAS INTEGRA Glucose
HK Gen.3 dodavané firmou Roche Diagnostics, ktery se pouziva pro interni kontrolu

kvality.

3.1.1. Analyty krevniho séra

AKS je kontrolni materidl, ktery byl validovdn na zéklad¢ Certifikatu
referen¢nich méfeni materialu, vydaného Referen¢nim institutem pro bioanalytiku
DGKL v Bonnu, a Vyhodnoceni pouziti kontrolniho materidlu v kontrolnim cyklu
AKS3/09 v ramci externi kontroly kvality. Typem kontrolniho materialu je
lyofilizované lidské sérum, které obsahuje validované hodnoty 32 analytd, vcetné
glukosy. Kontrolni material AKS 2333 obsahuje 4,31 mmol/l glukosy s rozsifenou
nejistotou 0,043 mmol/l, ktera odpovida 1%. Kontrolni material AKS 2337 obsahuje
11,01 mmol/l glukosy s rozsifenou nejistotou 0,11 mmol/l, coz odpovida 1%.

Kontrolni materiél se skladuje v lednici pfi teploté +2°C az +8°C. Pted pouzitim
je tteba lahvicku s lyofilizatem vytemperovat na teplotu laboratofe a rozpustit. Princip
rozpousténi spociva v ptidani 5 ml redestilované nebo deionizované vody stejné teploty,
poté se lahvicka uzavie a nechd 30 minut rozpou$tét mimo piimé osvétleni za
obCasného promichdni pomalym krouzenim. Takto rozpusStény kontrolni materidl se

uchovava za laboratorni teploty a pouZije tyZz den. (Friedecky et al. 2009)

3.1.2. Precinorm U a Precipath U
Precinorm U (PNU) a Precipath U (PPU) se pouZivaji ke kontrole kvality pro in
vitro test pro kvantitativni stanoveni glukosy na systémech Cobas Integra. Jedna se opét

o lyofilizované lidské sérum, které je tfeba pted pouzitim rozpustit stejnym zplsobem
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jako AKS. Precinorm U obsahuje mnozstvi glukosy, které se nachazi v referencnim
rozmezi, v nasem piipad¢ to je hodnota 5,09 mmol/l. V materidlu Precipath U se
koncentrace glukosy pohybuje v patologickém rozmezi, tedy nad horni hranici
referen¢niho rozmezi, zde konkrétné jde o hodnotu 13,40 mmol/l. Kromé glukosy tyto
kontrolni materidly obsahuji dalSich 26 analyt, maji niz§i navaznost nez Analyty
krevniho séra a nemaji stanovenou nejistotu. DalSi informace jsou uvedeny na webové

adrese www.roche-diagnostics.cz.

3.2. Metody

3.2.1. Spektrofotometrie

Absorpeni spektrofotometrie je jeden z nejcastéji vyuZivanych obori analytické
chemie. Jednd se o optickou metodu kvantitativniho stanoveni latek absorbujicich
elektromagnetické zaieni ve viditelné, ultrafialové nebo infracervené oblasti.
Spektrofotometry odecitaji hodnotu absorbance, kterd je pfimo umérnd koncentraci

stanovované latky, pfi dvou vinovych délkach (Stern et al. 2004, Cerny et al. 1998).

3.2.2. Cobas Integra 800

Samotné méfeni vzorku bylo provedeno na biochemickém analyzatoru Cobas
Integra 800 od spolecnosti Roche Diagnostic Systems (Fig.2). Jedna se o pfistroj
s uzavienym systémem, ktery provadi vSechny pozadavky na testy automaticky a je
opatfen méficimi moduly pro absorban¢ni fotometrii, fluorescenéni polarizaci,
turbidimetrii a potenciometrické méfeni ion-selektivnimi elektrodami (ISE). Pfistroj
vyuziva 72 riznych metod na palubé s vice nez 150 aplikacemi. Analyzator se sklada
z vlastniho pfistroje a datové stanice slozené z PC, LCD monitoru, klavesnice, mysi,
tiskarny a software. Soucasti vlastniho pfistroje jsou schematicky znazornény na Fig.3.
Dalsi informace jsou uvedeny na webové adrese www.roche-diagnostics.cz.

Posloupnost analyzy v pfistroji pfi stanoveni glukosy je nésledujici. Pted

zahdjenim analyzy je zalozena nova kyveta a stanovena jeji absorbance v ramci métici
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otacky rotoru. Do ni je napipetovano 28 pl reagencie 1, mezitm probihd dal$i méftici
otacka a poté je kyveta protiepana. Nasleduje pfidani 1281 diluentu, kteym je H ,0,
meéfici otacka a dalsi protfepani kyvety. Poté jsou do kyvety napipetovany @ vzorku
a 16 pl diluentu, je provedena dtici otacka a kyveta je opét protiepana. Poslednim

krokem je ptidani 1Qul startovni reagencie a 2Qul diluentu a prdiepani. Poté jeste

nasleduje posledni méfici otaCka, pii které je zméfen narust absorbance vzorku pfii

vinovych délkach 340 a 652 nm.

Fig.2 Biochemicky analyzator Cobas Integra 800 od spole¢nosti Roche Diagnostic Systems.

Prevzato z www.cobas.at.
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Systém kapalin
Pipetovaci modul
Vzorkova ramena
Reagenéni ramena

Plosina pro kazety

m o m o O @ P

Rotor analyzatoru s pracovnimi
stanicemi, mérici moduly

Prostor pro stojanky L Elektronické soucasti
Transporini systém kyvet M Zéasobnik na kyvety
Karusel N Odpadni nadoba
) (pro kyvety a ISE kapaliny)
Plogina
O [SE modul

Pozice pro STAT stojanek

Fig.3 Schéma analyzatoru Cobas Integra 800 s popisem jednotlivych soudasti.
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3.2.3. Hexokinasova metoda

Hexokinasovd metoda je enzymatickou referencni metodou pro stanoveni
glukosy. Hexokinasa (HK) katalyzuje fosforylaci glukosy pomoci adenosin trifosfatu
(ATP) za ptitomnosti Mg** na glukoso-6-fosfat a adenosin difosfat (ADP). V néasledné
reakci se druhy enzym - glukoso-6-fosfatdehydrogenasa (G6PDH) - uZiva ke katalyze
oxidace glukoso-6-fosfatu pomoci oxidovaného nikotinamid adenin dinukleotid fosfatu
(NADP") za vzniku 6-fosfoglukonatu a redukovaného NADPH. Koncentrace
vytvofeného NADPH je pfimo umérnd koncentraci glukosy. Stanovuje se méifenim

nartstu absorbance pii 340 nm. Analyzator automaticky spocita koncentraci analytu ve

vzorku.
- HK ~ L] /c
+ L —_— +
N M
D-glukosa ATP D-glukoso-0-fosfear ADP
. [
e . '_n -:-" s o’
- “ v o o, Y 4 o 9
. PN ! s GPDH ‘ 4+ o LY HY
AN, Pw: [
1/. -, . & =
D-glukoso-6-fosfdir NADP D-6-fosfaghikondr NADPH
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3.2.4. Pracovni postup

Prvnim krokem je zaddni udaje o vzorku a volba typu testu do pocitace. Poté se
napipetovany vzorek o objemu 300 ul vl@i do stojanku na pozici ur¢enou pocitaem.
Nasledné se otevie kryt ploSiny urcené pro stojanky se vzorky, vlozi se stojanek a kryt
se opét zavie. Kliknutim na tlacitko Start se spusti vlastni méteni. Po skonceni méfeni

se automaticky vytisknou vysledky.

3.3. Statistické zpracovani naméienych hodnot

3.3.1. Zpracovani dat

Nameéfené hodnoty byli zpracovani pomoci aplikace Microsoft Office Excel
2003. Byli zde vytvofeni tabulky a grafy a vypoclteny potiebné charakteristiky
statistického souboru - aritmeticky prumér, smérodatna odchylka, variaéni koeficient,
vytéznost a bias. Kombinovana nejistota byla vypoctena pomoci kalkulatoru nejistot,

dostupném na www.naskl.cz.

3.3.2. Aritmeticky primeér a smerodatna odchylka

Aritmeticky primér AM byl vypoéten podle vzorce:

_LIx

n

AM

Pti verifikacnich méfenich pouzivame smérodatnou odchylku vybéru, ktera
vyjadiuje miru piesnosti (Ambrozova 2005). Cim je pfesnost mensi, tim je vybérova
smérodatna odchylka vétsi. Smérodatna odchylka vybéru se znaci SD, udava se ve

stejnych jednotkach jako naméfené hodnoty (zde mmol/l) a vzorec pro jeji vypocet zni:

2(x; — AM)?

0 = n-—1

kde X; = naméfena hodnota koncentrace,

n = pocet méfeni.
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3.3.3. Variacni koeficient
Varia¢ni koeficient neboli relativni smérodatna odchylka se znaci CV, nejéastéji
je udavan v procentech a vyjadiuje podil smérodatné odchylky a aritmetického primeéru

podle vzorce:

CV =100 5D
N AM

3.3.4. Bias a vytéznost

Bias B je diference aritmetického priméru opakovanych méfeni v sérii od
uznavané referenéni hodnoty (Suchanek et al. 2006). Stanovuje se analyzou
validovaného (certifikovaného) referencniho materidlu za podminek opakovatelnosti
a vyjadfuje se v procentech. Pfedstavuje miru pravdivosti, tedy ¢im nizsi je bias, tim je

vetsi je pravdivost. Vypocet se provadi podle vzorce:

AM — RMP
B=——.

RUP 100

kde RMP = referen¢ni hodnota.

Vytéznost R vyjadiuje jinym zpiisobem stejny parametr jako bias. Jednd se

o procentudlni pomér aritmetického priimeéru a referencni hodnoty podle vzorce:

R = AM 100
" RMP
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3.3.5. Kombinovana nejistota
Kombinovana nejistota Uryt je univerzalni mirou k vyjadfovani nejistoty
vysledku méfeni. Vypoclte se kombinaci odhadl dil¢ich nejistot, vyjadienych

v procentech, metodou kovariance podle vzorce:

— 2 2 2 2
Uy tot = Jur_ repro + Br + Uy ref + uy Xp

kde Uy repro = variacni koeficient ziskany za podminek reprodukovatelnosti,
Br = bias,
Uy ref = relativni nejistota referenéniho materialu,
Urxp = relativni standardni nejistota priméru.
Relativni standardni nejistota priméru Uyy, je dana opakovatelnosti méfeni

a jejich poctem a je vypoctena podle vztahu:
Uy,
Uy, =—+ 100
r ‘p xp

kde uy, = standardni nejistota (smérodatna odchylka priméru) = SDAn,

Xp = aritmeticky primér.

3.3.6. Rozsirend nejistota

Rozsifena nejistota U UdAVA miru nejistoty jako interval v okoli vysledku
méieni, ve kterém lezi skute¢nd hodnota veli¢iny s urcitou pravdépodobnosti. Touto
pravdépodobnosti je nejcastéji hodnota 0,95, odpovidajici 95% intervalu spolehlivosti.

Rozsitenou nejistotu ziskame z kombinované nejistoty podle vzorce:
Ur,tot =k- Uy tot

kde k = koeficient rozsiteni a voli se obvykle k = 2, ktera odpovida oboustrannému testu

na hladin€ vyznamnosti o = 5 % pro normalni rozdéleni.

Hodnota vysledku méfeni x; spolu s nejistotou méteni se uvadi ve tvaru x; = Uy .
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4. Vysledky

Provedli jsme verifikaci analytické metody stanoveni glukosy. Naméfili jsme
hodnoty koncentrace glukosy v kontrolnich vzorcich za podminek reprodukovatelnosti
a opakovatelnosti, ze ziskanych vysledku stanovili potiebné charakteristiky statistického
souboru a vytvorili verifikaéni protokol (Fig.9), ktery je nedilnou soucasti celého
procesu verifikace. V nasledujicich podkapitolach jsou uvedeny tabulky s naméfenymi
hodnotami a z nich vypoctenymi statistickymi veli¢inami a dale grafy znazorfiujici

kolisani téchto namétenych hodnot.
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4.1. Méieni v Case - vzorek o koncentraci v referencnim limitu

V kontrolnim vzorku PNU o koncentraci glukosy v referenénim limitu, ktery
jsme méfili v 36 po sob¢ jdoucich pracovnich dnech za podminek reprodukovatelnosti
5,25 mmol/l. Zmény namétenych hodnot jsou patrné v grafu Fig.4, ktery obsahuje také
chybové usecky o velikosti dvou smérodatnych odchylek. Vypocetli jsme statistické
veli¢iny pro méfeni v Case (Tab.2). Aritmeticky prumér naméfenych hodnot se rovnal
4,84 mmol/l, smérodatna odchylka 0,13 mmol/l a variatni koeficient 2,63 %.

Referencni hodnota koncentrace glukosy v tomto vzorku byla 5,09 mmol/I.

Tab.1 Hodnoty koncentrace glukosy naméiené v ramci verifikatniho méieni za podminek
reprodukovatelnosti v po sobé jdoucich 36 dnech u kontrolniho vzorku o koncentraci

glukosy v referenénim limitu.

den koncentrace [mmol/l] den koncentrace [mmol/l]
1 4,86 19 5,25
2 5,00 20 4,93
3 5,00 21 4,95
4 4,89 22 4,72
5 4,98 23 4,89
6 4,86 24 4,78
7 4,85 25 4,91
8 4,76 26 4,87
9 4,76 27 4,59
10 4,94 28 4,81
11 4,74 29 4,79
12 4,97 30 4,91
13 4,70 31 4,67
14 4,69 32 4,89
15 4,73 33 4,68
16 4,75 34 4,72
17 5,00 35 4,73
18 4,85 36 4,88
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Fig.4 Zmény koncentrace glukosy naméfené v ramci verifikaéniho méfeni za podminek
reprodukovatelnosti v po sobé jdoucich 36 dnech u kontrolniho vzorku o koncentraci

glukosy v referenénim limitu.

Tab.2 Charakteristiky statistického souboru ziskané z hodnot namérenych v ramci
verifika¢niho méieni za podminek reprodukovatelnosti v po sobé jdoucich 36 dnech

u kontrolniho vzorku o koncentraci glukosy v referené¢nim limitu.

veli¢ina hodnota
pocet méteni 36
AM [mmol/l] 4,84
RMP [mmol/I] 5,09
SD [mmol/l] 0,13
CV [%] 2,63

4.2. Méiteni v ¢ase - vzorek o koncentraci nad horni hranici referenéniho limitu
V kontrolnim vzorku PPU o koncentraci glukosy nad hodnotou horni hranice

referencniho limitu, ktery jsme méfili v 36 po sob¢ jdoucich pracovnich dnech za

naméfend hodnota pak 13,64 mmol/l (Tab.3). Zmény naméfenych hodnot jsou
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vyjadfeny v grafu Fig.5, ktery obsahuje také chybové useCky o velikosti dvou
smérodatnych odchylek. Vypocetli jsme statistické veli¢iny pro méteni v Case (Tab.4).
Aritmeticky primér naméfenych hodnot byl 13,20 mmol/l, smérodatnd odchylka
0,31 mmol/l a variacni koeficient 2,34 %. Referen¢ni hodnota koncentrace glukosy
v tomto vzorku byla 13,40 mmol/l. Z analyzatoru jsme ziskali souhrnny graf (Fig.10)
pro méfeni v Case, ktery znazoriiuje rozptyl hodnot kolem hodnoty aritmetického

pruméru (x).

Tab.3 Hodnoty koncentrace glukosy namérené v ramci verifikaéniho méreni za podminek
reprodukovatelnosti v po sobé jdoucich 36 dnech u kontrolniho vzorku o koncentraci

glukosy nad hodnotou horni hranice referen¢niho limitu.

den koncentrace [mmol/I] den koncentrace [mmol/I]
1 12,95 19 12,45
2 13,47 20 13,37
3 13,40 21 13,62
4 12,99 22 12,78
5 13,29 23 13,37
6 13,45 24 13,64
7 13,29 25 13,29
8 13,37 26 13,14
9 13,23 27 12,74
10 13,50 28 13,07
11 13,54 29 13,21
12 13,29 30 12,81
13 13,02 31 12,49
14 13,50 32 13,24
15 13,34 33 13,19
16 13,46 34 13,24
17 13,30 35 12,67
18 12,85 36 13,64
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Fig.5 Zmény koncentrace glukosy naméiené v ramci verifikaéniho méreni za podminek

reprodukovatelnosti v po sobé jdoucich 36 dnech u kontrolniho vzorku o koncentraci

glukosy nad hodnotou horni hranice referen¢niho limitu.

Tab.4 Charakteristiky statistického souboru ziskané z hodnot naméienych v ramci

verifikaéniho méfeni za podminek reprodukovatelnosti v po sobé jdoucich 36 dnech

u kontrolniho vzorku o koncentraci glukosy nad hodnotou horni hranice referen¢niho

limitu.

veli¢ina hodnota
pocet méteni 36
AM [mmol/l] 13,20
RMP [mmol/l] 13,40
SD [mmol/l] 0,31
CV [%] 2,34
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4.3. Méieni v sérii - vzorek o koncentraci v referencnim limitu

V kontrolnim vzorku AKS 2333 o koncentraci glukosy v referen¢nim limitu,
ktery jsme méfili v 10 naslednych méfeni provedenych za podminek opakovatelnosti
(Tab.5). Zmény naméfenych hodnot ukazuje graf Fig.6, ktery obsahuje také chybové
useCky o velikosti dvou smérodatnych odchylek. Vypocetli jsme statistické veliiny pro
méfeni v sérii (Tab.6). Hodnota aritmetického priméru nameétenych hodnot byla
4,04 mmol/l, smérodatnd odchylka méla hodnotu 0,01 mmol/l a varia¢ni koeficient
0,35 %. Referen¢ni hodnota koncentrace glukosy v tomto vzorku byla 4,31 mmol/l pti
nejistoté referenéniho materialu 0,5 %. Dale jsme urcili vytéznost R, ktera byla rovna
93,74 % a bias B, ktery byl -6,26 %. Pomoci téchto veli¢in jsme stanovili
kombinovanou nejistotu, kterd byla 6,81 %. RozSifena nejistota, ziskand z kombi-
nované nejistoty po vynasobeni koeficientem rozsifeni, méla hodnotu 13,62 %. Z toho
vyplyva, ze skutecnd hodnota koncentrace lezi s 95% pravdépodobnosti v intervalu

3,72 - 4,90 mmol/l.

Tab.5 Hodnoty koncentrace glukosy naméiené v ramci verifika¢niho méfeni za podminek
opakovatelnosti v 10 mérenich u kontrolniho vzorku o koncentraci glukosy v referenénim

limitu.

¢islo méreni koncentrace [mmol/I]
1 4,02
4,03
4,03
4,03
4,05
4,05
4,06
4,06
4,04
4,06

O© 00 N O O b W DN

[EEN
o
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Fig.6 Zmény koncentrace glukosy naméiené v ramci verifikaéniho méreni za podminek

opakovatelnosti v 10 méi‘enich u kontrolniho vzorku o koncentraci glukosy v referenénim

limitu.

Tab.6 Charakteristiky statistického souboru ziskané z hodnot naméienych v ramci
verifika¢niho méfeni za podminek opakovatelnosti v 10 méienich u kontrolniho vzorku

o koncentraci glukosy v referen¢nim limitu.

veli¢ina hodnota
pocet méteni 10
AM [mmol/l] 4,04
RMP [mmol/I] 4,31
nejistota referen¢niho materialu [%] 0,50
SD [mmol/l] 0,01
CV [%] 0,35
R [%] 93,74
B [%] -6,26
kombinovana nejistota [%] 6,81
rozsitena nejistota [%] 13,62
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4.4. Méieni v sérii - vzorek o koncentraci nad horni hranici referencniho limitu

V kontrolnim vzorku AKS 2337 o koncentraci glukosy nad hodnotou horni
hranice referen¢niho limitu, ktery jsme méfili v 10 naslednych méteni provedenych za
hodnota pak 10,41 mmol/l (Tab.7). Zmény naméfenych hodnot ukazuje graf Fig.7, ktery
obsahuje také chybové tsecky o velikosti dvou smérodatnych odchylek. Vypocetli jsme
statistické veliCiny pro méfeni v sérii (Tab.8). Hodnota aritmetického pruméru
naméfenych hodnot byla 10,35 mmol/l, smérodatna odchylka se rovnala 0,03 mmol/Il
a variacni koeficient 0,33 %. Referen¢ni hodnota koncentrace glukosy v tomto vzorku
byla 11,01 mmol/l pfi nejistoté referen¢niho materidlu 0,5 %. U méfeni v sérii jsme dale
ur€ili vytéznost, ktera Cinila 94,01 % a bias, ktery byl -5,99 %. Pomoci téchto veli¢in
jsme stanovili kombinovanou nejistotu, ktera byla 6,45 %. Rozsifena nejistota méla
hodnotu 12,90 %. Z toho vyplyva, Zze skutecnd hodnota koncentrace lezi s 95%
pravdépodobnosti v intervalu 9,59 - 12,43 mmol/I.

Tab.7 Hodnoty koncentrace glukosy namérené v ramci verifikaéniho méfeni za podminek
opakovatelnosti v 10 méirenich u kontrolniho vzorku o koncentraci glukosy nad hodnotou

horni hranice referenéniho limitu.

¢islo méreni koncentrace [mmol/l]
1 10,34
10,32
10,31
10,31
10,33
10,35
10,39
10,35
10,41
10,39
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Fig.7 Zmény koncentrace glukosy naméiené v ramci verifikaéniho méreni za podminek
opakovatelnosti v 10 méienich u kontrolniho vzorku o koncentraci glukosy nad hodnotou

horni hranice referen¢niho limitu.

Tab.8 Charakteristiky statistického souboru ziskané z hodnot naméienych v ramci
verifikaéniho méfeni za podminek opakovatelnosti v 10 mérenich u kontrolniho vzorku

o koncentraci glukosy nad hodnotou horni hranice referencniho limitu.

veli¢ina hodnota
pocet méteni 10
AM [mmol/l] 10,35
RMP [mmol/I] 11,01
nejistota referen¢niho materialu [%] 0,50
SD [mmol/l] 0,03
CV [%] 0,33
R [%] 94,01
B [%] -5,99
kombinovana nejistota [%] 6,45
rozsitena nejistota [%] 12,90
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Verifikaéni protokol: Stanoveni glukézy v séru protokol ze dne 29.03.2010

Metoda: Glukéza v séru MNézev soupravy: GLUC3
Analyzétor, Cobas Integra 800-1 Vyrobce Roche
Vyhednotil: Katalogove ¢islo: 0440 4483
Datum: 29.03.2010

1. Mezilehla presnost

Datum (ed - do) Pouzity material Pocet hodnot Primeér SD CV| CV vyrobce
Vzorek 1 ]01.02.2010 - 22.03.2010 | PNU 36 4,840 0.130 2,630 0,000
Vzorek 2 |01.02.2010 - 22.03.2010 | PPU 36 13,200 0,310 2,340 0,000
Vzorek 3
2. Opakovatelnost, bias Intraindividualni biclogické variabilita (CV, ) = 57
Proved|: Interindividuaini biclogicka variabilita {C\u"g) = 69
Datum: 17.03.2010 Celkova biologicks variabilita = 89
Pouzity material; Vzorek A= AKS 2333 Presnost odvozena z biologickych variabilit (1 } = 28
Vzorek B = AKS 2337 Bias odvozeny z biclogickych variabilit (BM. )= 22
Vzorek C = Celkova chyba odvozena z biologickych variabilit (TEhinl )= 6,9
Vysledné hodnaoty:
1 2 3 4 5 ] 7 8 9 10
Vzorek A 4,020 4,030 4,030 4,030 4,050 4,050 4,060 4,080 4,040 4,060
Vzorek B 10,340 10,320 10,310 10,310 10,330 10,350 10,390 10,350 10,410 10,390
Vzorek C
\-"yhddnoceni:
Vzorek A | Vzorek B| Vzorek C| Jednotky Mezni hodnota nejistoty (%) : 10,000
Primeér 4,043 10,350 mmol/| Pramen: TMU SEKK
Cilovéa hodnota 4,310 11,010 mmol/|
m = =
:gjrstota L] ggfg gggg i ol Vysledek verifikace:  Vzorek A vyhovuje
cv 0,351 0,326 % Vzorek B vyhovuje
CV vyrobece 0,000 0,000 %
R{x) 93,735 94,005 k3
b -6,265 -5.995 %

3. Kombinovana nejistota

u_, (%) | procilovou hodn. | Vysledek méfeni se pohybuje v tomto intervalu (pfi 85% intervalu spolehlivosti)
Vzorek A 6,810 4,310 3,723 - 4897
Vzorek B 6,450 11,010 9,590 - 12,430
Vzorek C

4. Ostatni znaky metody:
5. Senzitivita, specificnost:

6. Zavér:

Kombinovana nejistota je wyhovujici vzhledem k pozadavkim TMU SEKK. Metoda je vhodna ke klinickému vyuZiti.

Platnost do:
Fig.9 Verifika¢ni protokol pro stanoveni glukosy v séru, obsahujici data o méfeni ¢ase

a v sérii, vyhodnocené statistické veli¢iny vfetné kombinované a rozSifené nejistoty

a vysledek provedené verifikace.
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Fig.10 Rozptyl hodnot koncentrace glukosy naméfenych v kontrolnich materialech PNU
a PPU za podminek reprodukovatelnosti, nachazejici se v intervalu aritmeticky priamér

(x) £ 2 smérodatné odchylky (s).
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5. Diskuse

Oblast klinické biochemie zaznamenala v poslednich 50 letech velky pokrok.
V padesatych letech minulého stoleti se ve vétsiné zdravotnickych zafizeni mnoho
laboratornich testi nedélalo (Masopust 2003). VétSinou se jednalo pouze o kvalitativni
testovani moce, stolice a krve. Kvantitativni analyza vychéazela z metod anorganické
chemie, vyzadovala velké mnoZzstvi biologického materidlu a jeji piesnost se zdaleka
nepiiblizovala té dneSni. Az rozvoj kolorimetrickych a fotometrickych technik rozsitil
moznosti analyzy biologickych materidlti. Lékati si podle svého uvézeni volili rtizné
metody, sami si je upravovali, pfipravovali si v laboratofi potiebné reagencie a také
vyvijeli metody nové. Metody ovSem byly pracné, Casové narocné a v nékterych
pfipadech vyzadovaly po laboratornich pracovnicich manipulaci s nebezpe¢nymi
latkami, nckteré reakce také probihaly pii vysSich teplotach (var). V prubéhu dalSich
desitek let dochazelo k vyznamnym zménam. Vicestupiiové reakce byly postupné
nahrazeny reakcemi jednostupfiovymi. Postupné byla vyloucena agresivni Cinidla
a vysoké reakéni teploty a zavedla se Cinidla enzymatickd s vysokou specificitou.
V pfistrojové technice se prechdzelo z manualnich metod na mechanické, které byly
v poslednich letech nahrazeny v procesech automatizace a robotizace inteligentnimi
automatickymi analyzatory.

Také metody stanoveni glukosy proSly v prabéhu let velkym vyvojem.
Od puvodnich nespecifickych redukénich metod (napt. metody Hagedorn-Jensenova
nebo Nelsonova), pouzivajicich k detekei titrace a kolorimetrické techniky, pies metody
kondenzaéni, vyuZivajici varu s kyselinami a kondenzace s fenoly a aminy, az po dnesni
vysoce specifické enzymatické metody, mezi které patii casto pouzivana
glukosooxidasova a referenéni hexokinasova metoda (Cerny et al. 1998, Dastych et al.
2008).

Jednim z cilt prace bylo porovnat vlastni vysledky s valida¢nimi udaji, které
udava vyrobce, protoze toto srovnani hodnot zjisténych v laboratofi je vlastni podstatou
verifikace (Friedecky 2007). Valida¢éni udaje jsou dostupné pouze pro kontrolni

materidly PNU a PPU. Ziskané hodnoty smérodatné odchylky a varia¢niho koeficientu
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musi byt niZ8i nez hodnoty dané vyrobcem. U konkrétni Sarze 180425 materialu PNU
vyrobce uvadi referenéni hodnotu 5,09 mmol/l, smérodatnou odchylku 0,25 mmol/I
a variacni koeficient 4,9 %. U Sarze 150415 materialu PPU je uvedena referen¢ni
hodnota 13,40 mmol/l, smérodatnd odchylka 0,70 mmol/l a varia¢ni koeficient 5,2 %.
Jiné veli¢iny vyrobce neuvadi. Srovnani danych hodnot s hodnotami ziskanymi
vlastnim méfenim je znazornéno v Tab.9. Je zde patrné, ze naméfené hodnoty a z nich
ziskané statistick¢ veli¢iny maji niz§i hodnotu nez validované udaje vyrobce.
To znamend, Ze data poskytnuta vyrobcem jsou v konkrétnich podminkéch laboratoie

a s pouzitim konkrétniho analytického systému splnéna.

Tab.9 Srovnani valida¢nich idaji od vyrobce pro kontrolni materialy PNU a PPU s

hodnotami ziskanymi vlastnim meéienim.

validované hodnoty naméfené hodnoty

PNU PPU PNU PPU
RMP/AM [mmol/l] 5,09 13,40 4,84 13,20
SD [mmol/l] 0,25 0,70 0,13 0,31
CV [%] 4,9 5,2 2,63 2,34

Kontrolni materidly AKS 2333 a 2337 byly pouZity v kontrolnim cyklu externi
kontroly kvality AKS3/09 provozovaném spolecnosti SEKK (Friedecky et al. 2009).
Vysledky tohoto cyklu jsou dostupné online na www.sekk.cz. Primérné vysledky
skupiny ucastnikt cyklu, ktera vyuZzivd metodu s hexokinasou a analyzator firmy
Roche, jsou nésledujici. Pro kontrolni materidl AKS 2333 byl zjistén aritmeticky
prumér 4,22 mmol/l, smérodatnd odchylka 0,088 mmol/l a variacni koeficient 2,08 %.
Kontrolni material AKS 2337 mél hodnotu aritmetického priméru 10,74 mmol/l,
smérodatné odchylky 0,234 mmol/l a varia¢niho koeficientu 2,17 %. Kombinované
nejistoty nebyly uréeny pro jednotlivé skupiny, stanoveny byly pouze celkové
kombinované nejistoty pro vSechny pouzité metody stanoveni glukosy. Celkova
maximalni kombinovana nejistota pro AKS 2333 byla 5,90 % a pro AKS 2337 byla

7,60 %. Hodnoty bias a vytéznosti zdroj neuvadi. VSechny uvedené statistické veli¢iny
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maji hodnoty vyss$i nez veli¢iny naSeho méfeni s vyjimkou kombinované nejistoty

materialu AKS 2333, ktera je niZzSi (Tab.10). To ovSem mulze byt zpusobeno

nesourodosti metod stanoveni.

Tab.10 Srovnani vysledkd kontrolniho cyklu externi kontroly kvality pro kontrolni

materialy AKS 2333 a AKS 2337 s hodnotami ziskanymi vlastnim mérenim.

SEKK

AKS 2333  AKS 2337

vlastni méfeni
AKS 2333 AKS 2337

AM [mmol/l]

SD [mmol/l]

CV [%]

kombinovana nejistota [%]

0,088

10,35
0,03
0,33
6,45

Dokument Laboratorni diagnostika a sledovani stavu diabetes mellitus udava

nasledujici pozadavky (Friedecky 2006). Pfesnost vyjadiend jako reprodukovatelnost by

me¢la mit variaéni koeficient mensi nebo roven 2,5 %, pravdivost vyjadiena jako

hodnota bias by neméla ptesahnout hodnotu 2 % a celkova kombinovana nejistota by se

meéla pohybovat v rozmezi 5 - 7 %. Pfi dosazeni téchto hodnot reprodukovatelnosti

a bias je dosazeno vysoké pravdépodobnosti, Ze cCetnost faleSnych diagnostickych

Klasifikaci nepiekro¢i hodnotu 5 %, pokud jsou provedena dvé nezdvisla méteni

u jednoho pacienta. Témto pozadavkim nevyhovuje varia¢ni koeficient ziskany

z métfeni kontrolniho materidlu PNU a bias obou materiald AKS (Tab.11). Variacni

koeficient se ovSem od poZadované hodnoty liSi pouze o 0,13 %. Oproti tomu

kombinované nejistoty lezi v poZadovaném intervalu a jsou pro hodnoceni kvality

rozhodujici.
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Tab.11 Srovnani hodnot ziskanych vlastnim méfenim s poZadavky uvedenymi v ¢lanku

Laboratorni diagnostika a sledovani stavu diabetes mellitus.

vlastni méfeni

Friedecky
PNU/AKS 2333 PPU/AKS 2337
CV [%] <2, 2,63 2,34
B [%] <2 -6,26 -5,99
kombinovana nejistota [%] 5-7 6,81 6,45

V Doporuceni pro urcéeni odhadi nejistot vysledki méteni/klinickych testi
v klinickych laboratofich je uveden piiklad odhadu nejistot u stanoveni koncentrace
glukosy v krevnim séru (Suchanek et al. 2006). Hodnoty reprodukovatelnosti zde byly
stanoveny vyhodnocenim vysledk vnitini kontroly kvality za rok 2004. Primérny
variacni koeficient ziskany ze dvou kontrolnich materiald byl 2 % a smérodatna
odchylka vybéru byla 0,114 mmol/l. Vysledky meéfeni referenéniho materidlu za
podminek opakovatelnosti byly ziskany v sérii 10 méfeni, kdy hodnota vytéznosti byla
100,5 % a hodnota bias 0,5 %. Nejistota referencniho materidlu méla hodnotu 0,3 %
a relativni standardni nejistota priméru byla 0,41 %. Kombinaci dil¢ich nejistot byla
ziskana hodnota kombinované nejistoty 2,1 % a rozSifené nejistoty 4,2 %. Porovnani
s hodnotami vlastniho méfeni jsou patrné v Tab.12. Vétsina veli¢in je menSich nez
veliCiny ziskané z vlastniho verifikacniho métfeni, kromé hodnoty relativni standardni
nejistoty, z cehoz se da soudit, ze méteni provedené pro potieby vyse zminéného ¢lanku
je presnéjsi. Neni zde ovSem uvedeno, kterda metoda a ptistroj byly pouzity, proto miize

byt porovnavani téchto hodnot zavadéjici.
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Tab.12 Srovnani hodnot ziskanych vlastnim méFenim s prikladem odhadu nejistot

uvedenym v Doporuceni pro urceni odhadi nejistot vysledki méfeni/klinickych testi

v klinickych laboratotich.

vlastni méfeni

Suchéanek
PNU/AKS 2333 PPU/AKS 2337

CV [%] 2,3 2,63 2,34
SD [mmol/1] 0,114 0,13 0,31
R [%] 100,5 93,74 94,01
B [%] 0,5 -6,26 -5,99
nejistota referenéniho materialu [%] 0,3 0,5 0,5

relativni standardni nejistota [%0] 0,41 0,1 0,1

kombinované nejistota [%] 2,1 6,81 6,45
roz§itena nejistota [%] 4,1 13,62 12,90
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6. Zavér

Provedli jsme verifikaci analytické metody stanoveni glukosy hexokinasovou
metodou na analyzatoru Cobas Integra 800 opakovanym méfenim kontrolnich vzorkt
v Case a v sérii. Z naméfenych hodnot jsme vypocetli potiebné charakteristiky
statistického souboru - aritmeticky pramér, smérodatnou odchylku, varia¢ni koeficient,
vytéznost, bias, kombinovanou nejistotu a rozsifenou nejistotu. Z porovnani
s dostupnou literaturou a z hodnot kombinovanych nejistot jsme vyvodili zavér, Ze
verifikace probéhla Gspésne.

Ukazali jsme, jak slozity proces verifikace je a co vSechno je potieba k ziskani
odhadu nejistoty méfeni. Z tohoto zjisténi vypliva, ze je velmi dulezité, aby mél
laboratorni personal dostate¢né znalosti v oblasti této problematiky, k ¢emuz miize tato

prace piispét.
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