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Úvod

V listopadu 2007 jsme se pokusili o odhad míry pub-
likační aktivity, týkající se výsledků programů externí-
ho hodnocení kvality (EHK) ve světě. Při zadání „EQA
in PCR“ na stránkách www. ncbi.nlm.nih.gov (PubMed)
jsme nalezli pouze 18 odkazů týkajících se organizace
a výsledků rutinních programů EHK. Údaje v těchto
publikacích poskytly zajímavé, avšak nijak optimistic-
ké informace o kvalitě vyšetření v molekulární biologii.

Výpověď EHK o kvalitě vyšetření v molekulární
biologii

Obecně lze shrnout, že výsledky dosažené v EHK
jsou nedostatečně srovnatelné. I srovnatelnost výsled-
ků dosažených v různých laboratořích s použitím iden-
tických systémů měření/metod je málo uspokojivá.

V edukačním evropském programu EQUAL mělo
20–30 % účastníků problematické výsledky procesů
extrakce a amplifikace DNA, jmenovitě se jedná o ne-
dostatečnou přesnost a/nebo správnost při určení po-
čtu kopií. Dále 20–30 % účastníků chybovalo v hodno-
cení jednoho nebo více vzorků, dokonce při použití
stejného systému (detekční formát TaqMan)
s vyloučením účasti metod in house [1, 2].

Italský národní program EHK z roku 2003 klasifiko-
val pouze u 4 laboratoří výsledky jako excelentní,
u 13 jako dobré, u 15 jako akceptovatelné, 3 laboratoře
prokázaly špatnou úroveň a 4 další byly označeny jako
zcela neakceptovatelné [3]. O dva roky později byla
četnost výsledků s nižší než požadovanou kvalitou
v tomtéž systému stále ještě vysoká. Ačkoli účastníci
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použili pro analýzu 3 neznámých vzorků stejný analy-
tický systém (TaqMan) včetně primerů a byly jim po-
skytnuty stejné sady kalibrátorů (cDNA), získané vý-
sledky byly neuspokojivé. 12 účastníků z celkového
počtu 42 dosáhlo u všech vzorků požadované přes-
nosti a pravdivosti, oproti tomu stejný počet laboratoří
nebyl schopen provést kvantifikaci u materiálu
s nejnižším počtem kopií DNA [4].

U sekvenování DNA, kde by bylo apriori možné před-
pokládat vysokou kvalitu laboratoří, bylo v programu
EQUAL dosaženo více než 30% četnosti neuspokoji-
vých výsledků [5].

Problémy se způsobilostí laboratoří jsou pozorová-
ny také u detekcí a genotypizací speciálních virových
onemocnění. Při provedení prvního mezinárodního pro-
gramu EHK pro genotypizaci viru West Nile pouze
27 % laboratoří detekovalo virus ve všech pozitivních
vzorcích a 10 % laboratoří mělo dokonce falešně pozi-
tivní výsledky [6].

Velkým problémem, který je opakovaně konstato-
ván při hodnocení výsledků EHK, je nedostatečnost
a nekvalita postanalytické interpretační fáze. Často se
laboratoře soustřeďují na analytickou techniku (a ani
to ne se suverénní úspěšností) a pomíjejí poskytování
interpretačních informací [2, 5]. V programu EQUAL,
zaměřeném na hodnocení kvality sekvenování PCR
produktů [5], neposkytlo více než 30 % účastníků žád-
ná interpretační data k identifikaci genových sekvencí
nebo mutací. Stejné problémy s nedostatečností nebo
absencí interpretačních dat jsou uváděny např.
v komentářích organizátorů cyklů Německé společnosti
klinické chemie a laboratorní medicíny (DGKL).
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Informace o evropských programech
EHK v molekulární biologii 

• QCMD (www.qcmd.org)
Program organizují Evropská společnost klinické

virologie (ESCV) a Evropská společnost klinické mik-
robiologie a infekčních chorob (ESCMID). Účastníkům
z přibližně 60 zemí jsou rozesílány panely kontrolních
materiálů obsahující 8–12 vzorků. Program používá
pestré spektrum matric vzorků, které jsou často použí-
vány paralelně v jedné sadě vzorků.

• UKNEQAS (www.ukneqas.org.uk)
Jedná se o EHK pro klinickou molekulární genetiku.

Jsou organizovány dva cykly za rok a v každém se
rozesílá 4–5 vzorků zhruba 30 účastníkům. Předmě-
tem hodnocení jsou genotypizace, interpretace, admi-
nistrativní chyby a výsledkové protokoly.

• Instand (www.instand-ev.de)
Organizace zabývající se EHK mikrobiologických

metod poskytuje i několik kontrolních cyklů pro mo-
lekulárně biologické metody v rámci extrahumánní-
ho genomu.

• DGKL (www.dgkl-rfb.de)
Poskytuje 2 odlišné typy programů. Cyklus SQ –

sekvenace – se dělí na technickou a lékařskou in-
terpretační část. V technické části se provede sek-
venace PCR produktů včetně identifikace sekvencí
a mutací. V lékařské části se požaduje provedení
interpretace výsledků a doporučení pro ordinujícího
lékaře. K příslušným vzorkům jsou dodány kazuis-
tiky. Cyklus FV – molekulární biologie – zahrnuje 15
různých panelů, ve kterých se provádějí genotypi-
zace a klasifikace alel klíčových genetických cho-
rob a mutací.

• EQUAL (www.ec-4.org/equal, www.dgkl-rfb.de)
Jedná se o EHK program organizovaný Evropskou

unií jako finální část edukačního procesu v moleku-
lární biologii. Zahrnuje 3 různá schémata: EQUAL-qual
– kvalitativní PCR, EQUAL-quant – kvantitativní PCR
a EQUAL-seq – sekvenace PCR produktů. Rozesílají
se vzorky, primery a u kvantitativních měření také
kalibrátory.

Kritéria a metody hodnocení výsledků

V řadě případů postačí k hodnocení výsledků EHK
kvalitativní stupnice pozitivní/negativní. Z výsledků
účastníků EHK lze dobře odhadnout senzitivitu a spe-
cificitu testů vyhodnocením počtu falešných pozitivit
a negativit (tab. 1). Stále častěji je však vyžadováno
kvantitativní hodnocení výsledků, např. z důvodu kont-
roly průběhu terapie. V tomto případě je možné
z výsledků EHK odhadnout a verifikovat hodnoty mezí
detekce a stanovitelnosti používaných metod. Jednot-
kou kvantitativního hodnocení je počet kopií DNA/ml,
počet organismů/ml nebo počet IU/ml. Cílovou hodno-
tou je obvykle průměr výsledků měření účastníků nebo
předem daná hodnota. Velikost správného rozmezí hod-
not představuje 80% (nebo 95%) interval spolehlivosti,
eventuálně interval ohraničený ± 1 SD (± 2 SD). Vý-
sledky v tabulce 2 demonstrují podstatně nižší úspěš-
nost a vyšší problematičnost kvantitativních měření ve
srovnání s kvalitativním hodnocením. Šíře rozpětí po-
čtu kopií DNA, daná 95% intervalem spolehlivosti, se
často pohybuje v rozmezí dvou řádů (tab. 3).

Table 1. True positivity (TP) and true negativity (TN) in qualitative

in house PCR (example of bacteriology – Programme Instand

2007, introduced in %)

Velké mezinárodní programy EHK používají
k hodnocení způsobilosti laboratoří skórovací systémy.
Předmětem hodnocení jsou nejen výsledky měření, ale
i jejich interpretace. Jako příklad uvádíme systém hod-
nocení v programu UKNEQAS, který přiděluje 2 body
za správné vyhodnocení vzorku, zatímco za chybné
vyhodnocení 0 bodů. V případě panelu s 8 vzorky je
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1 2.18 0.87 5.19 0.001 7.46

2 7.59 1.59 7.59 0.09 1.49

3 7.59 7.29 7.59 0.001 2.88

4 4.79 6.79 7.59 0.001 1.49

5 8.35 5.91 4.98 0.06 2.14

6 2.78 0.87 9.79 0.001 1.67

7 3.29 7.29 6.39 0.09 0.001

Table 2. Acceptance (%) in quantitative PCR reaction. Example of hepatitis C virus in programme QCMD 2006. % results within 95%

confidence interval
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maximální počet získaných bodů 16. Při hodnocení
genotypizace se požaduje minimálně dosažení 1,6ná-
sobku maxima a při hodnocení interpretace minimálně
0,7násobku průměru skóre dosaženého všemi účast-
níky. Přetrvávající neakceptovatelná kvalita výsledků
účastníka je konstatována při méně než třech úspěš-
ných nebo při dvou po sobě následujících neúspěšných
cyklech z 6 po sobě jdoucích. V tabulce 4 je demon-
strováno, nakolik je doposud technická způsobilost la-
boratoří vyšší než způsobilost klinická.

Table 4. Demonstration of score in sequencing of PCR products

(programme DGKL-2007), 24 participants

Závěr

Přínosem EHK v molekulární biologii je možnost
verifikace mezí detekce a stanovitenosti, klinické sen-
zitivity a specificity, propojení technického a klinické-
ho hlediska. Velký počet zúčastněných laboratoří je
umožněn mezinárodním charakterem EHK. Funkční
programy EHK mohou být používány jako nástroje
monitorování srovnatelnosti, ale také jako prostředky
edukace laboratorních pracovníků, s cílem dosáhnout
jejich lepší odborné způsobilosti.

V současné době by měla mít každá laboratoř, za-
bývající se molekulárně biologickými metodami, po-
vinnost účastnit se vhodné EHK. Podle našeho názo-
ru by bylo užitečné preferovat účast ve velkých
mezinárodních programech s dostatečným počtem
účastníků schopných poskytnout dostatečně robustní
statistická data a s možností hodnotit jak výsledky
kvalitativní, tak i kvantitativní analýzy. Na druhé stra-
ně by měly organizace, zabývající se přípravou EHK
cyklů a jejich vyhodnocením, rozšiřovat spektrum

Table 3. Results of quantitative measurement in QCMD EQA pro-

gramme. 95% confidence interval of HBV DNA (copies number/ml)
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3 20+E63.1 40+E88.3
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5 20+E52.1 30+E49.3

6 20+E83.7 40+E87.3

7 30+E63.5 50+E66.4
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nabízených panelů a zároveň poskytovat více infor-
mací o vyhodnocení jak analytických, tak i klinických
aspektů včetně individuálního hodnocení jednotlivých
laboratoří.
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Table 5. List of important analytes assessed in routine EQA programs
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