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ZZáákladnkladníí biomarkery  biomarkery  
srdesrdeččnníího poho pošškozenkozeníí

Charakter EBMCharakter EBM

1.1. Troponiny cTnT, cTnI (akutnTroponiny cTnT, cTnI (akutníí
popošškozenkozeníí))

2.2. BNP, NTBNP, NT-- proBNP (chronickproBNP (chronickáá
popošškozenkozeníí))



PoPožžadavky na padavky na přřesnost a EHKesnost a EHK
cTn I/TcTn I/T
cutcut--off off -- 99 percentil99 percentil

CV CV ≤≤ 10 %10 %

BNP/NTBNP/NT--pro BNPpro BNP
Cut off (pracovnCut off (pracovníí dokumentace výrobcdokumentace výrobcůů a a 
dle ldle léékakařřských doporuských doporuččeneníí) ) 

CV  CV  ≤≤ 15 %15 %

Programy EHK majProgramy EHK majíí být zambýt zaměřěřeny i na eny i na 
koncentrace blkoncentrace blíízkzkéé hodnothodnotáám cutm cut--off!off!



ExperimentExperimentáálnlníí data  CV %data  CV %

ExperimentExperimentáálnlníí provprověřěřovováánníí ppřřesnostesnostíí
mměřěřeneníí cTnI/T i BNP/NTcTnI/T i BNP/NT-- proBNP proBNP 
poskytuje poskytuje ččasto v oblasti hodnot cutasto v oblasti hodnot cut--off  off  
hodnoty CV vyhodnoty CV vyššíšší, ne, nežž 10% a10% ažž 15% 15% 

ClinClin Chem Chem LabLab Med 2008  46 1489Med 2008  46 1489--1500 a dal1500 a dalšíší prpráácece



UltrasensitivnUltrasensitivníí stanovenstanoveníí cTncTn

UltrasensitivnUltrasensitivníí cTnT mcTnT máá hodnotu 99hodnotu 99
percentilu percentilu << 0,01 0,01 µµgg..ll--11

UltrasensitivnUltrasensitivníí cTnIcTnI (Beckman, (Beckman, 
Siemens Bayer) majSiemens Bayer) majíí cutcut off cca 0,03 off cca 0,03 
µµgg..ll--11 (30 ng(30 ng..ll--11))
SkuteSkuteččnnáá koncentrace cTn u zdravkoncentrace cTn u zdravéé
populace je jepopulace je ješšttěě o o řřáád nid nižžšíší (cTnI (cTnI 
metodou TMS mmetodou TMS máá mez detekce mez detekce ~ ~ 1,7 1,7 
ngng..ll--11



ZvýZvýššenenáá citlivost a ncitlivost a náároky roky 
na pna přřesnost mesnost měřěřeneníí

ObtObtíížžnnéé splnsplněěnníí popožžadavkadavkůů na pna přřesnostesnost
PPřři cuti cut--off  cTnT (off  cTnT (ultrasensitivnultrasensitivníí) 0,01 ) 0,01 
µµg.lg.l--11 je hodnota CV= 10% = 0,001 je hodnota CV= 10% = 0,001 µµg.lg.l--11

Je nutnJe nutnéé zazaččíít dt důůslednsledněě pracovat s pracovat s 
hodnotami meze blanku, meze detekce hodnotami meze blanku, meze detekce 
a meze stanovitelnosti dle dokumentu a meze stanovitelnosti dle dokumentu 
CLSI EP17CLSI EP17--AA
Jinak nelze v tomto pJinak nelze v tomto přříípadpaděě ppřřesnost esnost 
CV CV << 10% spolehliv10% spolehlivěě odliodliššit od it od 
ppřřesnosti CV > 10%esnosti CV > 10%



PPřřesnost cTn v EHK esnost cTn v EHK 
programechprogramech

Výsledek je striktnVýsledek je striktněě zzáávislý na kitu a pvislý na kitu a přříístroji stroji ––
skupinskupiněě (peer(peer--group)group)-- v pv přříípadpaděě cTnI cTnI ––
hodnocenhodnoceníí po systpo systéémechmech
ČČasto pak i na jen asto pak i na jen „„malmaléé inovaciinovaci““ ppřříístroje a stroje a 
kitu (kitu („„novnováá generacegenerace““))
MusMusíí být posuzovbýt posuzováán pro kan pro kažždou skupinu dou skupinu 
laboratolaboratořříí a a analanal. platforem zvl. platforem zvlášášťť
Výrobci by mVýrobci by měěli peli peččlivlivěěji regulovat výmji regulovat výměěnu nu 
„„generacgenerací“í“ tak, aby nebyly v soutak, aby nebyly v souččasnasnéém m 
uužžíívváánníí daldalšíší podskupiny u stejnpodskupiny u stejněě definovandefinovanéé
skupinyskupiny



PPřřesnost cTnTesnost cTnT--SEKKSEKK

Z let 2003Z let 2003 aažž 2008 2008 je je hodnoceno 12 hodnoceno 12 
vzorkvzorkůů
Z Z ššesti vzorkesti vzorkůů o koncentraci o koncentraci cTnT cTnT 
≤≤ 0,1 0,1 µµg.lg.l--11 nedosnedosááhl hl žžáádný z nich dný z nich 
CV CV ≤≤ 10%10%

CV (prCV (průůmměěr) pro r) pro << 0,1 0,1 µµg.lg.l--11 = 17,1%= 17,1%
CV (prCV (průůmměěr) pro r) pro >> 0,1 0,1 µµg.lg.l--11 = 7,95%= 7,95%



PPřřesnost cTnTesnost cTnT-- UK NEQAS 2008UK NEQAS 2008

8 vzork8 vzorkůů s koncentracs koncentracíí cTnT < 0,1 cTnT < 0,1 
µµg.lg.l--11

U Elecsysu ani jeden s CV < 10 %U Elecsysu ani jeden s CV < 10 %
U U ModularuModularu 5 (62,5%) výsledk5 (62,5%) výsledkůů pod pod 
CV =10%CV =10%



PPřřesnost cTnTesnost cTnT-- DGKL 2008DGKL 2008

4 kontroln4 kontrolníí cykly (8 vzorkcykly (8 vzorkůů))

RozmezRozmezíí koncentrackoncentracíí
0,52 a0,52 ažž 3,99 3,99 µµg.lg.l--11 cTnTcTnT

Ani v jednom pAni v jednom přříípadpaděě nebylo nebylo 
dosadosažženo hodnoty CV < 10 %eno hodnoty CV < 10 %



PPřřesnost cTnI esnost cTnI -- SEKK 2008SEKK 2008

7 hodnocených skupin s pr7 hodnocených skupin s průůmměěrnou rnou 
hodnotou hodnotou << 0,1 0,1 µµg.lg.l--11 cTnIcTnI
29%29% výsledkvýsledkůů ss hodnotouhodnotou CVCV >> 1010 %%



cTnI UK NEQAS cTnI UK NEQAS úúnor 2009nor 2009

Koncentrace Koncentrace 
cTnI ~[cTnI ~[µµg.lg.l--11]]

PoPoččetet
~ [%]~ [%]

CVCV
~ [%]~ [%]

< 0,1< 0,1 3333 < 10< 10

0,11 0,11 –– 0,50,5 5050 < 10< 10

> 0,5> 0,5 7979 < 10< 10



PPřřesnost cTnI RIfB DGKL esnost cTnI RIfB DGKL –– 20082008

I u vysokých koncentracI u vysokých koncentracíí cTnI je cTnI je řřada metod ada metod 
s ps přřesnostesnostíí nad ponad požžadovanou hodnotu 10 %adovanou hodnotu 10 %

Rozsah hodnotRozsah hodnot
~[~[µµg.lg.l--11]]

CV < 10 %CV < 10 % CV > 10 %CV > 10 %

0,6 a0,6 ažž 5,45,4 6666 3434

Rozsah hodnot = Mediány



Vývoj kvality stanovenVývoj kvality stanoveníí cTnT cTnT 
v v ččasease

NejlepNejlepšíší reprodukovatelnosti bylo reprodukovatelnosti bylo 
dosadosažženo v roce 2004 (CV = 5,9%)eno v roce 2004 (CV = 5,9%)
V roce 2008 se pohybovala V roce 2008 se pohybovala 
reprodukovatelnost podle koncentrace reprodukovatelnost podle koncentrace 
cTnI dle CV v intervalu 10,1% acTnI dle CV v intervalu 10,1% ažž 23,1%23,1%
ZvýZvýššeneníí produkce (poprodukce (poččtu tu ššararžžíí) a po) a poččtu tu 
instrumentinstrumentáálnlníích platforem je dch platforem je důůvodem vodem 
jevujevu



Vývoj reprodukovatelnosti cTnI Vývoj reprodukovatelnosti cTnI 
v v ččasease

RokyRoky RIfB DGKLRIfB DGKL
~ [%]~ [%]

SEKKSEKK
~ [%]~ [%]

20052005 47,4 a47,4 ažž 51,451,4 37,1 a37,1 ažž 48,248,2

20082008 30,7 a30,7 ažž 47,147,1 46,3 a46,3 ažž 57,257,2

Velmi omezený pozitivní vliv SRM 2921 NIST USA



ČČetnost kontrolnetnost kontrolníích vzorkch vzorkůů
v rv růůzných programech EHKzných programech EHK

NEQAS 12 cyklNEQAS 12 cyklůů po 3 vzorcpo 3 vzorcíích roch roččnněě

DGKL     4 cykly po 2 vzorcDGKL     4 cykly po 2 vzorcíích roch roččnněě

SEKK     2 cykly po 2 vzorcSEKK     2 cykly po 2 vzorcíích roch roččnněě



ÚÚččast laboratoast laboratořříí v EHKv EHK
VVššechny laboratoechny laboratořře se e se úúččastnastníí vvššech ech 
kontrolnkontrolníích cyklch cyklůů v UK NEQAS i RIfB v UK NEQAS i RIfB 
DGKL BonnDGKL Bonn
V programu SEKK se V programu SEKK se úúččastnastníí obou obou 
cyklcyklůů stejný postejný poččet laboratoet laboratořříí aažž od roku od roku 
20072007
DDřřííve bylo v druhve bylo v druhéém rom roččnníím cyklu jen m cyklu jen 
cca 50% cca 50% úúččastnastnííkkůů cyklu prvncyklu prvníího ho 



Vliv matrice kontrolnVliv matrice kontrolníího ho 
materimateriáálu cTn lu cTn -- 20052005

NativnNativníí materimateriáál (Labquality Finsko)l (Labquality Finsko)
CV = 51,5%CV = 51,5%

KomerKomerččnníí lyofilizlyofilizááty (DGKL Nty (DGKL Něěmecko)mecko)
CV = 47,4% aCV = 47,4% ažž 51,4%51,4%

KomerKomerččnníí lyofilizlyofilizááty (SEKK ty (SEKK ČČR)R)
CV = 37,1% aCV = 37,1% ažž 48,2%48,2%

Vliv matrice nenVliv matrice neníí nutnnutnéé ppřřeceeceňňovat ve ovat ve 
srovnsrovnáánníí s vlivem protils vlivem protiláátek a svtek a svěětovtovéé
standardizacestandardizace



Vliv kalibraceVliv kalibrace
PPřři mi měřěřeneníí nníízkých koncentraczkých koncentracíí analytanalytůů
(bl(blíízko meze stanovitelnosti) mzko meze stanovitelnosti) můžůže být e být 
chyba pouhchyba pouhéého proloho proložženeníí kalibrakalibraččnníí
kkřřivky aivky ažž 15% !!!!15% !!!!
Výrobci by mVýrobci by měěli pouli použžíívat dostatevat dostateččnněě
velký povelký poččet kalibraet kalibraččnníích bodu pch bodu přři i 
kalibraci  rutinnkalibraci  rutinníích mch měřěřeneníí a to zejma to zejmééna na 
v oblasti cut off v oblasti cut off 
SouSouččasnasnáá situace: v oblasti cut off 1 asituace: v oblasti cut off 1 ažž
2 kal. body  (z toho jeden nulový 2 kal. body  (z toho jeden nulový 
kalibrkalibráátor) tor) 



Celá kalibrační funkce

0 – 124 µg/l
Detail kalibrační funkce

0 – 1,0 µg/l

cTnI – SEKK 
KM2/07

cTnI pcTnI přřííklad klad –– polynpolyn. t. třřetetíího stupnho stupněě



KontrolnKontrolníí limity TMU pro cTnlimity TMU pro cTn
Z poZ požžadavkadavkůů doporudoporuččeneníí
NACB/IFCC/ESC/ACCNACB/IFCC/ESC/ACC

TMUTMU =  3 . CV = 3 .10 = =  3 . CV = 3 .10 = 30%30%
RIfB DGKL      TMU = RIfB DGKL      TMU = 33% 33% 

(od roku 2009 (od roku 2009 -- Neue Neue RillibRillibääkk 20082008 -- McDonald)McDonald)

Bio Rad     TMU =    Bio Rad     TMU =    30% a30% ažž 50%50%
SEKK pSEKK půůvodnvodníí TMU = TMU = 30%30%
SEKK po zapoSEKK po započčtenteníí nejistoty prolonejistoty proložženeníí
kalibrace kalibrace TMU = TMU = 34%34%



RRůůznznéé metody cTn = rmetody cTn = růůznost znost 
diagnostických rozhodnutdiagnostických rozhodnutíí

ClinClin Chem Chem LabLab Med 2008 46,1489Med 2008 46,1489--
15001500

Osm rOsm růůzných metod mzných metod měřěřeneníí cTnI a cTnI a 
cTnTcTnT
poskytlo 53% aposkytlo 53% ažž 78% výsledk78% výsledkůů nad nad 
99 percentil!!!99 percentil!!!



BiologickBiologickéé variace a kritickvariace a kritickéé
diferencediference

Nutnost  nNutnost  něěkolika opakovaných stanovenkolika opakovaných stanoveníí
troponintroponinůů u pacientu pacientůů s podezs podezřřeneníím na akutnm na akutníí
koronkoronáárnrníí syndromsyndrom
BiologickBiologickáá variabilita v rozmezvariabilita v rozmezíí 0 a0 ažž 4 4 

hodiny hodiny CVCVii = 9,7 %= 9,7 %
OdpovOdpovíídajdajííccíí kritickkritickáá diference (RCV) v diference (RCV) v 

rozmezrozmezíí --32% a32% ažž +46%+46%
BiologickBiologickáá variabilita 0 avariabilita 0 ažž 8 týdn8 týdnůů CVCVii = 14%= 14%
OdpovOdpovíídajdajííccíí kritickkritickáá diference diference 

--45% a45% ažž +81%+81%



NTNT-- proBNP proBNP -- SEKK 2008SEKK 2008

Reprodukovatelnost u dominantnReprodukovatelnost u dominantníích ch 
kitkitůů Roche a Dimension DPC  byla v Roche a Dimension DPC  byla v 
intervalu CV 3,5% aintervalu CV 3,5% ažž 6,5%6,5%
VVěěttššina chyb zpina chyb způůsobena zsobena záámměěnou nou 
molmoláárnrníích jednotek s hmotnostnch jednotek s hmotnostníímimi



BNP v italskBNP v italskéém programu m programu 
CardioOrmocheckCardioOrmocheck

((clinclin chem chem lablab med 48/6 2009)med 48/6 2009)
Reprodukovatelnost BNP (mezi kity) Reprodukovatelnost BNP (mezi kity) 
CV = CV = 46,4%46,4%
Reprodukovatelnost mezi kity NTReprodukovatelnost mezi kity NT--
proBNP CV = proBNP CV = 7,3%7,3%
SystematickSystematickéé diference mezi kity BNP diference mezi kity BNP 
aažž 170%170%
SystematickSystematickéé diference mezi kity NTdiference mezi kity NT--
proBNP  aproBNP  ažž 20%20%



NPNP--ppřřesnost u cutesnost u cut--off koncentracoff koncentracíí
Anal. systAnal. systéém m BNP ~[%]BNP ~[%] NTNT--proBNP [%]proBNP [%]

ElecsysElecsys 1212

ModularModular 7,57,5

DimensionDimension 3030

AxSYMAxSYM 4646

Advia CentaurAdvia Centaur 4343

AccessAccess 1414

TriageTriage 3030



ShrnutShrnutíí
KontrolnKontrolníí limity EHK jsou zejmlimity EHK jsou zejmééna v na v 
oblastech kolem cutoblastech kolem cut--off toff těžěžko splnitelnko splnitelnéé
Tento stav je u rTento stav je u růůzných programzných programůů EHK velmi EHK velmi 
podobný a lze jej povapodobný a lze jej považžovat za obecnýovat za obecný
Diference mezi rDiference mezi růůznými znými ššararžžemi a emi a 
ppřříístrojovými platformami, poustrojovými platformami, použžíívanými v vanými v 
rrůůzných laboratozných laboratořříích  pch  přřispispíívváá ke snke sníížženeníí
reprodukovatelnostireprodukovatelnosti
Situace se velmi liSituace se velmi lišíší u ru růůzných kitzných kitůů a systa systéémmůů
OptimOptimáálnlníí kontrolnkontrolníí materimateriáály jsou velmi ly jsou velmi 
obtobtíížžnněě dostupndostupnéé, p, přříípadnpadněě i (u BNP) zati (u BNP) zatíím m 
nedostupnnedostupnéé



ŘŘeeššeneníí

ZvýZvýššit hodnotu kontrolnit hodnotu kontrolníího limitu ho limitu 
TMU aspoTMU aspoňň pro koncentrace pod pro koncentrace pod 
nejninejnižžšíším kalibram kalibraččnníím bodem?m bodem?
ZvýZvýššeneníí ččetnosti kontrolnetnosti kontrolníích cyklch cyklůů??
ZohlednZohledněěnníí biologických variacbiologických variacíí
zvýzvýššeneníím pom poččtu odbtu odběěrrůů??
PodstatnPodstatnéé zlepzlepššeneníí kalibrace (pokalibrace (poččty ty 
kalibrakalibraččnníích bodch bodůů v oblasti meze v oblasti meze 
stanovitelnosti a cut off)!stanovitelnosti a cut off)!



DDěěkujeme Vkujeme Váámm za pozornostza pozornost
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