B. Friedecky

V souladu se souc¢asnym pochopenim obrovského
klinického a diagnostického vyznamu vitaminu D
se v posledni dobé prudce zvysuje pocet pozadavka
na jeho laboratorni vySetfovani. Dotaznikova akce
Americké asociace klinické chemie konstatuje,
Ze narust pozadovanych vySetfeni za jeden rok
(v obdobi 2008-2009) byl u vétsiny dotazanych
laboratofi o vice nez 50% a u 27 % dotazanych
pracovist dokonce o vice nez 100 %. Uvazujeme-li
o vitaminu D, musime specifikovat veli¢inu, kterou
vlastné métime. Podle tdajti respondentti dotazniku
78 % z nich poskytovalo vysledky celkového 25-hyd-
roxyvitaminu D (dale 25-OH-D), 25% laboratoti
poskytovalo i vysledky 1,25-dihydroxyvitaminu D
a 32 % poskytovalo vysledky bud frakce 25-OH D2
nebo 25-OH- D3, respektive jejich sumu (zejména
laboratofe, pouzivajici metod LC-MS/MS). Z vy-
sledku $etfeni (a i dalsich pramentl) plyne nejasnost,
jakého specifikovaného analytu by vlastné mélo byt
pouzivano. (Rollins G, Clinical Laboratory News
2009, pristupné na http://www.aacc.org).

Soucasné s timto enormnim nartstem pozadavk se
objevila fada indicii, svéd¢icich o velmi vyznamnych
systematickych diferencich mezi metodami a labora-
tofemi. To vede k zavaznym klinickym rozpaktm pti
interpretaci vysledkt a k nasledné pottebé urychlené
standardizace stanoveni.

Kriticky nedostatek standardizace méfenti je napros-
to ztejmy z vysledka programu externich hodnoceni
kvality. Patrné nejautoritativnéjsi program EHK pro
vitamin D, britsky DEQAS (http://www.deqas.org)
pouziva smési nativnich sér pacienttl. Jsou rozesilany
¢tvrtletné a v kazdém cyklu je pét kontrolnich vzor-
ki Vysledky jsou hodnoceny ve skupinach podle
pouzitych diagnostik. Nedavno byly demonstrovany
typické hodnoty reprodukovatelnosti uvnitf téchto
skupin: CV % =15-20 a typické intervaly praméra
jednotlivych skupin: 31-43, 75-94 a 94-125 nmol/l
(Carter GD. Clin Chem. 2009, 55 :1300-1302).

Kontrolni program CAP USA (Ligand) vykazuje po-
dobné vysledky: primér metody LC-MS/MS 31 pg/l
se velmi liil od netinosné sirokého intervalu priméra
chemiluminiscen¢nich imunochemickych stanoveni
41-96 ug/l (Singh R. Clin Chem 2008, 54 :221-222).

Také v programu Némecké spole¢nosti klinické
chemie a laboratorni mediciny (DGKL) je situace
velmi podobnd. V cyklu VIT 2/09 bylo dosazeno
reprodukovatelnosti CV %= 19-26 a intervalu mezi
priméry (u vzorku B) 76-126 ug/l. Kone¢né v pro-
gramu SEKK v roce 2009, kde je vitamin D hodno-
cen jako jeden z kostnich markert, bylo dosazeno
reprodukovatelnosti CV %=15-18 a diference mezi
priméry dvou dominantné pouzitych diagnostik
(Roche a Immunodiagnostics) byly 90-104 nmol/l,
resp. 197-267 nmol/l. Je tedy na misté otazka, zda
kvalita vysledkii méfeni, poskytovanych laboratore-
mi odpovida jejich klinickému vyznamu.

Problém zacind u zptsobu hodnoceni vysledka
programt EHK, které vice, nez 20 let (DEQAS)
hodnotily analytickou zptisobilost laboratofi posu-
zovanim jejich vysledkil po metodickych skupinach.
Nyni si situace vynucuje hodnoceni systematickych
chyb (bias) a k tomu zatim nemaji organizatoii EHK
nastroje a kriteria. Pfedev$im chybi cilové hodnoty
na bazi mezindrodné schvélené referen¢ni metody.
Stéle narustd pocet laboratofi, které pouZivaji na-
misto malo specifickych imunochemickych metod
vyspélejsi analytické technologie LC-MS/MS. Ani
to nepfindsi zatim zaddouci zlep$eni. Divodem
je neexistence referen¢nich materiala patfi¢né
metrologické tfidy a referen¢nich metod, a z toho
plynouci nemoznost navaznosti pracovnich kali-
bratord na né.

Pracovnici programu DEQAS nedévno organizovali
experiment, pfi némz porovnali vysledky ucastnika,
pouzivajicich metodu LC-MS/MS, dosazené kalibra-
ci ,in house®a s pouzitim jednotného, organizitory
poskytnutého kalibratoru firmy Chromsystems.
Vysledkem aplikace jednotného kalibratoru bylo
zlepSeni reprodukovatelnosti z 16,4 % na 10,4 %
(Carter GD, Jones JC, Annals of Clinical Biochemis-
try 2009, 46:79-81). Experimentalné tak potvrdili
logicky oc¢ekavany zavér, Ze k zlep$eni srovnatelnosti
ma kli¢ovy vyznam zlepSeni kalibrace. Z hlediska
programil EHK a pouziti pracovnich kalibratort
je zajimavé, Ze v experimentu se shodné chovaly
nativni a lyofilizované materialy.

Nadéji na oc¢ekavané a tolik potrebné zlep$eni lze
ocekavat od nedavno vytvoreného certifikovaného
referen¢niho materidlu NIST-SRM 972, s hodno-
tami, certifikovanymi metodou LC-MS/MS, ktery
obsahuje jak 25-0H D2, tak i 25-OH D3 (http://www.
nist.gov) az vyrobci zaénou odvozovat hodnoty
jejich pracovnich kalibratort od ného.

V Ceské republice dominuje pouziti méficiho sys-
tému Roche. V kontrolnim programu SEKK byla
ovéfena jeho velmi dobra reprodukovatelnost a finsti



autofi prokazali jeho velmi dobrou srovnatelnost
s metodou LC-MS/MS ( Leino A a spol. Clin Chem
2008, 54:2059-2062). Nicméné systém Roche méri
pouze 25-OH D3. Jini autoti (Massart C, Souber-
bielle JC. Clin Chem 2009, 55, 1247-1248) vSak
poukazuji na to, Ze k suplementaci se ¢asto pouziva
125-OH D2, a Ze by proto bylo vhodnéjsi méfit sumu
25-OH D2+D3. Reagencni protilatky nékterych dia-
gnostickych kitii na bazi metod RIA patrné reaguji
s D3 i1 D2, coz muze byt dalsi pri¢inou systematic-
kych diferenci a interpreta¢nich nejasnosti.
Jestlize analytické metody stanoveni 25-OH-D
nejsou dosud na zadouci urovni, jsou naopak jeho
preanalytické vlastnosti velmi dobré. Jak 25-OH D2,
tak i 25-OH D3 vykazuji vysokou stabilitu jiz pfi
pokojové teploté (Wielders JPM, Wijnberg FA. Clin
Chem 200955:1584-1585), vynikajici odolnost pti
transportu vzorkd, vici svétlu i UV zafeni a vzorky
snesou bez thony i mnohonasobné zamrazovani
a rozmrazovani (Lewis JG, Elder PA. Clin Chem
2008, 54, 1931-1932). Jak pisi Wielders a Wijnberg,
jde o analyt ,,solid as rock®

JenZze nartst poznatkil je neustdly a pfinasi fadu
prekvapeni. Stejni autofi, popisujici neobvyklou
stabilitu 25-OH D, nedéavno zjistili, Zze odbér do
gelovych zkumavek SST BD ptisobi falesné a vysoké
zvy$eni zdanlivé koncentrace 25-OH D2, pfic¢emz
hodnota 25-OH D3 neni viibec ovlivnéna (Elder
PA, Lewis JG, King RJ, Florkowski CM. Clin Chim
Acta 2009, 410, 95). Lze to brat jako dobry priklad
potieby neustalé validace preanalytické a analytické
faze vysetfovani pro véechny, zdanlivé i nepatrné
varianty provedeni analyz.

Nedostate¢na troven srovnatelnosti zptisobuje ne-
dostate¢nou znalost referen¢nich intervald, rozho-
dovacich mezi a potfebnych davek k suplementaci.
Situaci neni v tomto ohledu radno podceiiovat.
Ve zcela recentni publikaci (St6ckl D a spol. Clin
Chim Acta, 2009, 408:8-13) vypocetli autofi, ze
bias -10 % patrné pusobi narust fale$né pozitivnich

klinickych klasifikaci o 40-60% (podle zvolené
hodnoty rozhodovactho limitu), zatimco bias +10 %
naopak pusobi nartist falesné negativnich klasifikaci
0 14-23 %. Autoti odhadli, Ze by bylo nezbytné, aby
reprodukovatelnost méreni neprevysila hodnotu
CV % = 10 a bias méfeni neptekrocil hodnotu 5 %.
Jedinou cestou k tomu je standardizace méreni
prostiednictvim kalibratort, ndvaznych na certi-
fikovany referen¢ni materidl a referen¢ni metodu.
Prvni podminka by mohla byt splnéna pomoci jiz
zminéného materidlu NIST-SRM 972, referencni
metoda je ve stavu vyvoje.

Soucasny stav stanoveni vitaminu D je divérné
znamym modelem stale se opakujici situace, kdyz
pti enormnim vzestupu klinického vyznamu analytu
se nasledné zjisti zavazné analytické a nékdy i prea-
nalytické a postanalytické nedostatky. To navozuje
situaci dodate¢né a urychlené potieby standardizace,
ustanoveni navaznosti vysledktl méteni, zdokonalo-
vani programu externiho hodnoceni kvality a také
jasngjsi specifikaci méfeného analytu.

Zaveéry

25-hydroxyvitamin D je analyt dostate¢né stabilni
a odolny vici preanalytickym vliviim. Srovnatelnost
vysledkd, dosaZenych riiznymi metodami v rdznych
laboratorich je neakceptovatelné nizkd. Divodem je
neexistence navaznosti méteni v dtsledku absence
certifikovaného referenéniho materidlu a mezi-
narodni referen¢ni metody. Recentné vyrobeny
material NIST-SRM 972 miize byt slibnym a sil-
nym néstrojem zlepSeni analytické faze vySetfeni
25-hydroxyvitaminu D. V postanalytické fazi je
predmét méfeni a zda jde o0 25-OH vitamin D3, nebo
smés vitamint D2 a D3 se zndimym pomérem obou
slozek. Z hlediska analytické specifi¢nosti a znalosti
charakteru analytu je nejvhodnéjsi k stanoveni po-
uziti metody LC-MS/MS.

Podpoteno projektem MZO 00179906.
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