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SOUHRN

Cil studie: Ovéreni vyrobcem udavaného referenéniho intervalu pro stanoveni tyreotropinu, volného trijodtyroninu a volného
tyroxinu imunoanalytickymi metodami na analyzatoru DxI 800 firmy Beckman Coulter.

Typ studie: pGvodni prace.

Nazev a sidlo pracoviste: Institut klinické a experimentalni mediciny, Videnska 1958/9, 140 21 Praha 4

Material a metody: K ovéreni referenéniho intervalu pro metody Access TSH (3 IS), Access free T3 a Access free T4 firmy
Beckman Coulter bylo zméreno celkem 110 vzorkd sér zdravych dobrovolnikd (55 muzd a 55 Zen). K vylouc¢eni dosud
nemanifestovaného onemocnéni §titné Zlazy byla séra probandl testovana na pritomnost protilatek proti tyreoperoxidaze
metodou Access TPO Antibody taktéz od firmy Beckman Coulter. Vysledné hodnoty byly statisticky vyhodnoceny pomoct
robustni metody CLSI C28-A3 a Box-Cox transformace v programu MedCalc Statistical Software version 17.2.

Vysledky: V pripadé TSH byl stanoven referencni interval 0,67 - 4,31 mlU/I (firemni Udaj 0,38 - 5,33 miIU/l), pro metodu fT3
4,99 - 7,49 pmol/l (firemni tdaj 3,8 - 6,0 pmol/l) a pro metodu fT4 7,46 - 13,04 pmol/| (firemni Udaj 7,86 - 14,41 pmol/l).
Zavér: Referencni interval udavany vyrobcem reagencii pro metodu TSH Ize povazovat za ovéreny a platny. Nami stanoveny
referencni interval pro metodu fT3 se neshoduje s doporu¢enym referencnim intervalem vyrobce, zjistili jsme vyssi hodnoty
dolni'i horni referenéni meze. Pred zavedenim metody do rutinniho provozu je vhodné tento interval upravit dle nameérenych
dat. V pripadé metody pro stanoveni fT4 je vhodna drobna modifikace doporuceného referenéniho intervalu vyrobce smé-
rem k nizSim hodnotam.
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SUMMARY

Vaingatova S., Franekova J., Jabor A.: Verification of the reference range for examination of thyroid parameters
(TSH, fT3 a fT4) on the analyzer DxI 800 from Beckman Coulter

Objective: Verification of the reference ranges given by the manufacturer for the determination of thyrotropin (TSH), free
triiodothyronine (fT3), and free thyroxine (fT4) by immunoanalytical methods on a Beckman Coulter DxI 800 analyzer.
Design: Original Article.

Settings: Institute for Clinical and Experimental Medicine, Viderniska 1958/9, 140 21 Praha 4

Materials and methods: A total of 110 samples of healthy volunteer sera (55 men and 55 women) were measured to verify
the reference interval for Beckman Coulter’s Access TSH (37 IS), Access Free T3, and Access Free T4 methods. To exclude
an unmanifested thyroid disease, proband sera were tested for the presence of thyroid peroxidase antibodies by the Access
TPO Antibody method (Beckman Coulter). The resulting values were statistically evaluated using the robust CLSI C28-A3
method and the Box-Cox transformation in the MedCalc Statistical Software version 17.2.

Results: For the TSH method, a reference interval of 0.67 - 4.31 mlU/I (company figures 0.38 - 5.33 mlU/l) was establis-
hed, for the fT3 method 4.99 - 7.49 pmol/l (company figures 3.8 - 6.0 pmol/l) and for the fT4 method 7.46 - 13.04 pmol/|
(company figures 7.86 - 14.41 pmol/l).

Conclusion: The reference interval specified for the TSH method by the reagents” manufacturer can be considered as veri-
fied and valid. The reference interval we determined for the fT3 method does not match the reference interval recommended
by the manufacturer - we found higher values for both the lower and upper reference limits. We would recommend adjusting
this interval according to the measured data prior to routine implementation. As for the fT4 determination method, we would
suggest to shift the recommended reference interval towards lower values.

Keywords: TSH, fT3, fT4, DxI 800, reference interval (RI).

Uvod

Obecné plati, Ze hodnoty referenénich interval(
u parametrd ziskanych pomoci rdznych imunoche-
mickych metod nejsou shodné. Tyto rozdily mohou
byt zplsobeny mnoha faktory, kdy nejvyznamnéjSim
je obwykle pouziti réiznych monoklondlnich protila-
tek namifenych proti odliSnym epitopldm stanovo-

vaného analytu v reakéni smési. Velkym problémem
je soucCasné také omezena dostupnost Ci dokonce
neexistence mezinarodné pouzitelnych referencnich
standard(l a navaznost kalibracnich roztokd vyrobc(
reagencii k témto standardim, piipadné neexistence
referenéni metody pro stanoveni daného analytu. Cle-
nové Committee for Standardization of Thyroid Fun-
ction Tests (C-STFT) zaloZzené IFCC vyzvali vSechny
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zUCastnéné strany (odborné spole¢nosti, Iékare i labo-
ratorni pracovniky) k posouzeni vyhod, rizik a zplsobu
implementace harmonizovanych a standardizovanych

metod [1]. V laboratorni praxi uzivatelé bézné prejimaj

referencni intervaly z pribalového letaku dané metody.
Cilem préce bylo zjistit, zda jsou referencni intervaly
pro jednotlivé parametry stitné zlazy ziskané na ame-
rické populaci aplikovatelné pfi pouziti téze metody i na
populaci nasich pacient.

Material a metody

Pro ovéreni referencniho intervalu TSH, fT3 a fT4
na analyzatoru DxI 800 firmy Beckman Coulter bylo
vybrano celkem 110 vzork( sér (55 muzd a 55 Zen) ze
souboru biologickych material’ od zdravych dospélych
jedinct (déle Biobanka). Vékové rozmezi muzt bylo 18
az 48 let s primérem 32 let, vékové rozmezi zen 18 az
40 let s primérem 29 let, Zeny v dobé odbéru nebyly
t&hotné ani kojici. Zilni krev od t&chto jedincd byla ode-
bréana vsedé, nalacno a standardizovanym zptsobem
pomoci uzavieného odbérového systému (Vacuette
Greiner), centrifugovana a sérum bylo nasledné ucho-
vavano v kryozkumavkach pfi teploté -70 °C.

Pouzita metodika

Vzorky byly méfeny na analyzatoru UniCel DxI 800
(Beckman Coulter, Inc.) ve dvou samostatnych sériich,
vzorky muz( a zen zvlast. S kazdou sérii byly zmére-
ny vzorky interni kontroly kvality na tfech resp. dvou
hladinach. Jednalo se o nezavisly kontrolni material
Liquichek Immunoassay Plus Control od firmy Bio-
Rad (kat. &. 360 Sarze: 40940, Exp: 6/2019) pro TSH,
fT3 a fT4 a Liquichek Specialty Immunoassay Control
taktéz od firmy Bio-Rad (kat. €. 364 (L1) a kat. ¢. 365
(L2) Sarze 60220, Exp:7/2019) pro anti-TPO. VSechny
tfi parametry byly stanoveny soucasné vzdy v kazdém
vzorku. V rdmci pripravy k analyze byly alikvoty vzork(
rozmrazeny za laboratorni teploty. Po rozmrazeni byly
vzorky centrifugovany 10 minut pfi 10 000 otackach/
min, supernatanty napipetovany do pripravenych kepd
a neprodleng analyzovany.

TSH, fT3 afl4 byly stanoveny pomoci metody
Access TSH (3rd IS) s katalogovym Cislem B63284,
Access Free T3 (kat. ¢. A13422), resp. Access Free
T4 (kat. ¢. 33880) [2-4]. Pri stanoveni koncentrace TSH

je vyuzivano tzv. sendvi¢ového usporadani reakce, kdy
TSH ze vzorku reaguje s mysi protilatkou znacenou
alkalickou fosfatézou obsazenou v reagencii a s dalsf
mysi monoklonalni protilatkou imobilizovanou na povr-
chu paramagnetickych ¢astic. Cely komplex je nasled-
né oddélen od reakéni smési pomoci magnetického
pole a kvantifikovan. Volny trijodtyronin je stanoven
kompetitivnim zptisobem reakce. fT3 ze vzorku reaguje
s monoklonalni protilatkou proti T3 znacenou alkalic-
kou fosfatazou. Nasledné jsou do reakéni smesi pri-
dany paramagnetické Castice potazené streptavidinem
s navazanym biotinylovanym analogem T3, ktery se
vaze na neobsazend mista konjugatu. Paramagnetické
Castice s navazanou znacenou protilatkou jsou ze smési
separovany magnetickym polem a kvantifikovany. Vol-
ny tyroxin je stanovovan dvoukrokovou imunoanalyzou,
kdy v prvnim kroku dochazi k navézani biotynylované
monoklondlni protilatky proti T4 na paramagnetické
Castice potazené streptavidinem a na volny tyroxin ve
vzorku. Po separaci a promyti jsou volna vazebna mis-
ta protilatky proti T4 obsazena pfidanym T3, znacenym
alkalickou fosfatazou. Vznikly komplex je po inkubaci
opét separovan pomoci magnetického pole a kvantifi-
kovan. Ke kvantifikaci je ve vSech pripadech vyuzivano
luminiscendni zafeni vzniklé jako nasledek reakce alka-
lické fosfatazy a chemiluminiscenéniho substratu Lumi-
Phos* 530 (derivat adamantanu). Méfici rozsahy jed-
notlivych metod jsou uvedeny v Tabulce 1. V pripadé
TSH se jedna o metodu teti generace s pozadovanou
funkeni citlivosti < 0,01 mlU/l. VS8echny tyto metody
jsou kalibrovany na firemni kalibratory na Sesti kon-
centracnich hladinach. Kalibrator pro metodu TSH ma
deklarovanou metrologickou ndavaznost na specifikaci
WHO 3rd International Standard 81/565, u ostatnich
kalibrator( (fT3 a fT4) je deklarovana navaznost pouze
k pracovnim kalibratoréim vyrobce [5-7]. V pripadé TSH
vyrobce v pribalovém letéku deklaruje vzdy dvé rlizné
hodnoty pro LoD iLoQ. Tzv. ,uréenda“ hodnota LoD
< 0,005 mlU/I' je shodné s dolni mezi méficiho rozsahu
metody, hodnotu LoD 0,001 mIU/I udava vyrobce na
zakladé vlastnich experimentd. Metoda by soucasné
méla dosahnout LoQ < 0,01 mlU/I pfi variacnim koefi-
cientu mezi sériemi CV < 10 %. Experimentalnim firem-
nim ovérenim byla stanovena hodnota LoQ 0,001 miU/I
pri GV <10 % [2].

V rémci stanoveni nami sledovanych parametr byly
u vSech vzork( soucasné méreny protilatky proti tyreo-
peroxidaze (anti-TPO) z divodu eventuélniho vylouceni
probandd ze studie pri pozitivnim nélezu téchto protila-

Table1: Analytical characteristics of methods for the determination of TSH, fT3 and fT4 on a Beckman Coulter DxI 800 ana-

lyzer
TSH (3 IS) (mIU/L) Free T3 (pmol/L) Free T4 (pmol/L)
Measuring range 0.005 -50.0 1.4-46.0 32-77.2
LoD 0.001* 1.4 3.2
LoQ 0.001* 1.4 3.2
Total precision <10 % <12 % <10 %
Number of calibration points 6 6 6

*The data were recieved from as study based on CLSI EP17-A2 as described in [2]
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tek (hodnoty vyssi nez 9 IU/ml). Ke stanoveni anti-TPO
byla pouzita opét imunochemickd metoda firmy Bec-
kman Coulter Access TPO Antibody s katalogovym
Cislem A12985 na analyzatoru DxI 800 [8].

Vysledné hodnoty pro jednotlivé parametry byly
statisticky zpracovany s vyuzitim robustni metody CLSI
(C28-A3 a Box-Cox transformace v programu MedCalc
Statistical Software version 17.2 [9]. Vysledky byly hod-
noceny po skupindch dle pohlavi testovanych jedincd,
zaroven bylo provedeno statistické zpracovani vSech
hodnot pro kazdy parametr jako celku.

Vysledky

Rozmezi hodnot TSH, které jsme ziskali ve skupi-
né muzd, Zen av celém souboru vzorkl je uvedeno
v Tabulce 2. Vysledky vzorkd, u kterych byla zjisténa
koncentrace protilatek proti tyreoperoxidaze vyssi nez
91U/l (4 muzi a 7 zen), byly ze statistického zpracovani
vyloucéeny. Pro celou testovanou populaci byl vypocten
95% referencni interval 0,67-4,31 mlU/l, 90% konfi-
dencni interval doIni a horni referenéni meze je rovnéz
uveden v tabulce Tabulce 2.

Zmefené hodnoty fT3 byly vrozmezi uvedeném
v tabulce Tabulce 2. Kvyhodnoceni dat byla opét
pouzita robustni metoda s transformaci dat. Vysledny
95% referencni interval je 4,99 — 7,49 pmol/I.

Poslednim hodnocenym parametrem byl fT4. Ziskané
rozmezi hodnot u muz i u Zen je uvedeno v Tabulce 2.
Statistickym zpracovanim s pouzitim stejné metodiky
jako u predchozich parametrd byl stanoven referenéni
interval 7,46 — 13,04 pmol/I.

Vysledky vzorkUd interni kontroly kvality se nachézely
v obou sériich u vSech testovanych parametr( v povo-
leném rozmezi vyrobce kontrolniho materialu.

Diskuse

Nami stanovené referenéni intervaly jsme v prvé
fadé porovnavali s intervaly vyrobce, to byl hlavni cil
nasi studie. Porovnavali jsme je vSak také s dalSimi
referencnimi intervaly Cerpanymi z literatury a s dopo-

rudenim CSKB [10] (Tabulka 3). Referenéni intervaly
v tomto doporuceni vznikly spojenim ocCekavanych
hodnot uvadénych jednotlivymi vyrobci diagnostik
a doporuceni NACB 2002. Na intervalech uvedenych
v tomto doporuceni je patrna velka variabilita mezi jed-
notlivymi vyrobci diagnostik. Jak bylo feCeno v Uvodu,
ddvodd mUze byt vice. Neshody ve vysledcich paci-
entl, vySetfovanych v rlznych laboratofich pomoci
rliznych technologii, mohou vést k nejasnostem v dia-
gnostice a zbyteCnému ekonomickému zatézovani
léCebné péce. Standardizace &i harmonizace metod by
vyrazné prispéla k vétsi porovnatelnosti hodnot, a tim
i k lepsi orientaci oSettujicich lékard ve vysledcich paci-
enta ziskanych v rliznych laboratorich. Potfebou stan-
dardizace (pro stanoveni hladin fT3 a fT4) a harmoniza-
ce (pro stanoveni TSH) se dlouhodobé zabyva védecka
skupina v rdmci IFCC Committee for Standardization of
Thyroid Function Tests (C-STFT). Pilotni studie procesu
standardizace metod pro stanoveni fT3 a fT4 je popsa-
na v publikaci [11]. Pro fT4 byl vyvinut a validovan refe-
rencni mérici postup zalozeny na rovnovazné dialyze
a LC-MS/MS s isotopovou diluci [12]. 13 vyrobcl IVD
nasledné pod vedenim této védecké skupiny provedio
rekalibraci svych metod pomoci matematického mode-
lu. Byl sledovan vliv rekalibrace jednotlivych metod na
moznost sjednoceni referencniho intervalu [13]. Tato
prace prokazala pfinos rekalibrace metod, postup vsak
neni zatim obecné aplikovatelny pro vSechny klinické
situace a vyzaduje provedeni dalSich studii. V pripadé
TSH bohuzel referenéni méfici postup k dispozici neni.
Vyrobci IVD podilejici se na studii (tentokrat 14 vyrob-
cl) tedy rekalibrovali své metody na upravené hodnoty
svych master-kalibrator(. Tyto upravené hodnoty byly
ziskany pomoci robustni faktorové analyzy. Studie opét
prokazala, ze harmonizace méfeni TSH je cestou ke
sjednocent referencnich intervalt mezi vyrobci [14].
Porovnanim rozmezi zmérenych hodnot parametru
TSH na naSem pracovisti mezi skupinou muz{ a skupi-
nou zen jsme Zzjistili, ze mezi pohlavimi nejsou vyznam-
né rozdily. Vysledky méfeni fT3 a fT4 imunoanalyticky-
mi metodami na analyzatoru DxI 800 firmy Beckman
Coulter vykazuiji vy$si rozsah mérenych hodnot u muzd
nez u zen, nicmeéné na zakladé nameérenych hodnot Ize
stanovit spole¢ny referencni interval pro obé pohlavi.

Table 2: Results of the TSH, T3 and T4 values in 48 males and 51 females (after exclusion of samples with positive anti-

TPO)

TSH (mlU/L) fT3 (pmol/L) fT4 (pmol/L)
Men —measred values 0.635 - 4.434 4.83-8.98 6.50 - 13.76
(minimum — maximum)
Men - median 1.747 6.04 10.71
Wormen —measured values 0.654 - 4.673 4.95-6.91 7.57 -12.14
(minimum — maximum)
Women - median 1.968 5.825 10.195
All values - median 1.808 5.96 10.36
Lower reference range 0.666 4.99 7.46
(90% confidence interval) (0.572 - 0.780) (4.89-5.12) (7.03-7.91)
Upper reference range 4.306 7.49 13.04
(90% confidence interval) (8.834 - 4.791) (7.18 -7.84) (12.66 — 13.40)
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Table 3: Comparison of manufacturer (Beckman Coulter) reference intervals, refe[ence intervals determined in this study,
reference intervals recommended by the Czech Society for Clinical Biochemistry (CSKB) and reference interval taken from

literature.
Method Manufacturer | Determinated | Reference in- Reference Reference Reference
(Beckman reference terval recom- interval interval interval based
Coulter) refer- | interval (this mended by —Clinical - Laboratorni on NACB
ence interval study) the CSKB Laboratory diagnostika Criteria and
Diagnostics -T.Zima Regular Ultra-
- L. Thomas -[18] sonography
[15] of the Thyroid
- J. Kratzsch
[19]
0.36 - 3.44
_ 2 _ (0.35-0.4) _ _ (Males)
TSH (mIU/L) 0.38-5.33 0.67 — 4.31 _(25-5.5) 0.4-4.0 0.37-5.0 0.44 -394
(Females)
4.09 - 6.80
_AQ _ (8.2-3.6) 54-12.39 _ (Males)
fT3 (pmol/L) 3.8-6.0 4.99 - 7.49 _(6.1-65) 54-889 3.4-6.3 3.84—6.70
(Females)
13.0-214
3 9 3 (9.0-11.0) B 3 (Males)
fT4 (pmol/L) 7.86 — 14.41 7.46 - 13.04 _(21.0-24.0) 10.0-23.0 9.8-23.1 199200
(Females)

a) Rl was defined as the mean reference interval of 97.5 % apparently healthy adult subjects (n = 393) with the correct function of the thyroid

gland.

b) Rl was determined based on serum measurements of 200 healthy probands after processing by non-parametric method as a 95 % value

range.

c) Rl was determined based on the measurement of serum of 300 subjects without any known toroid disease as a 95% interval of values.
d) Values for the 2.5 — 97.5" percentile range [16]. The values were obtained using different test kits.
e) The 5 - 95" percentile range [17]. The values were obtained using the test kit of one manufacturer.

To je ve shodé& s doporucenim CSKB, podle kterého je
referencni interval platny pro celou dospélou populaci
nezavisle na pohlavi (vyjimku tvofi téhotné zeny, jimiz
jsme se v3ak v ramci této prace nezabyvali).

Z Tabulky 3 je patrna dobra shoda referenc¢niho
intervalu TSH vyrobce s doporu¢enim CSKB. Nami
stanoveny referencéni interval je uzsi nez udava vyrob-
ce, referencni interval vyrobce Ize nicméné povazovat
za ovefeny a platny. V pfipadé stanoveni fT3 je situa-
ce zcela jind. Referencni interval udavany vyrobcem je
v dobré shodé s doporucenim CSKB, nami stanovené
hodnoty vSak tento interval nepotvrdily. Kdybychom
ziskané hodnoty porovnavali s intervalem vyrobce dia-
gnostické soupravy, 45 probandl (27 muzd a 18 Zen)
z celkového poctu 99 testovanych (tj. 45 % vysledkd)
bychom hodnoatili jako fale$né zvysenych. VySSihodnoty
referencniho intervalu stanovili i autofi, jejichz vysledky
byly pouzity jako podklady k soubornému dilu L. Tho-
mase Clinical Laboratory Diagnostics [15]. Mirné vySsi
hodnoty jsme nalezlii v publikaci J. Kratzsch a kol. [19],
zde ale autofi referencni interval stanovovali s pouzi-
tim reagencii a analyzatoru firmy Roche. Porovname-li
v8ak napr. vysledky ziskané metodou firmy Beckman
Coulter v poslednim cyklu EHK SEKK E11/18 [2Q]
u obou testovanych vzorkl s vysledky ostatnich vyrob-
cl reagencii (skupina metod CLIA, CMIA, ECLIA), patii
tato metoda spiSe mezi metody vydavajici nizSi hod-
noty. V ramci stanoveni referenéniho intervalu pro fT4
jsme ziskali interval s dolnim referenénim limitem mirné
posunutym k niz§im hodnotam, nez udava vyrobce.

V porovnani s doporucenim CSKB i s intervaly ziskany-
mi z literatury se oba tyto intervaly pohybuii spiSe okolo
spodniho referencniho limitu doporuceni. Z vyhodno-
ceni zminéného cyklu SEKK vyplyvd, ze robustni prd-
meér skupiny tohoto vyrobce koreluje s nasim zjisténim
nizsich vysledkl u stejnych vzork( mérenych pomoct
reagencii rfznych vyrobcl, zejména v oblasti fyziolo-
gickych hodnot. To mlze souviset s odliSnym uspora-
danim reakce (jedna se o dvoukrokovou imunoanalyzu)
¢i s pouzitim jinych monoklondlnich protilatek.

Zavér

Overili jsme, Ze vyrobcem uvedeny referenéni inter-
val pro stanoveni TSH je vyhovuijici pro nasi populaci,
Vv pfipadé stanoveni fT4 je potfeba vyrobcem udany
referencni interval mirné posunout k nizsim hodnotam.
Referendni interval vyrobce pro stanoveni fT3 je v3ak
nastaven na znatelné nizsi hodnoty, nez se vyskytuj
v nasi zdravé populaci, a proto je nutné ho pred zave-
denim metody do rutinniho provozu upravit.
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