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Kritéria EuroMRD

Kritéria pro specifitu
Problémem v pfiípadû RQ-PCR detekce Ig/TCR genÛ mÛÏe b˘t pozadí zdrav˘ch lymfocytÛ. Aby se zabránilo vzniku fale‰nû pozitivních

v˘sledkÛ, pouÏívá se jako negativní kontrola DNA izolovaná ze vzorkÛ periferní krve odebrané od dárcÛ, ideální poãet je 10 (stejná
smûsná DNA, do které se fiedí standardní kalibraãní kfiivka) a to minimálnû v ‰esti replikátech do reakce, coÏ v pfiípadû amplifikace udá-
vá hodnotu pozadí.

Kritéria pro senzitivitu
Senzitivitu urãuje nûkolik faktorÛ jako je typ Ig/TCR pfiestavby, velikost a sloÏení N úseku a mnoÏství DNA. Senzitivita RQ-PCR systému

je nejvy‰‰í fiedûní, které:
• se specificky amplifikuje
• má nejménû jeden vzorek z replikátu pozitivní
• má nejvy‰‰í Ct replikátÛ v rozmezí 20 cyklÛ od Ct 100% infiltrovaného (diagnostického) vzorku
• nejménû jedna hodnota Ct je o nejménû jeden cyklus niÏ‰í neÏ nejniÏ‰í hodnota Ct pozadí

Kritéria pro rozmezí kvantifikace
Rozmezí kvantifikace je nejniÏ‰í fiedûní, které:
• se specificky amplifikuje a rozdíl Ct replikátÛ je 1,5
• jeho prÛmûrná hodnota Ct je o 2,6-4,0 cykly vût‰í neÏ pfiedchozí 10x niÏ‰í fiedûní nebo o 0,5-1,5 cyklu vût‰í neÏ pfiedchozí 5x niÏ‰í fiedûní
• standardní kfiivka má sklon mezi -3,1 a -3,9 a korelaãní koeficient je 0,98 a zahrnuje nejménû 3 fiedící body pfies dvû logaritmická fiedûní
• jeho prÛmûrná hodnota Ct musí b˘t nejménû o 3 cykly niÏ‰í neÏ nejniÏ‰í Ct hodnota pozadí

Hodnocení MRN v reziduálních vzorcích
Hladinu MRN lze vyjádfiit ze standardní kalibraãní kfiivky s normalizací ke kontrolnímu genu, jestliÏe:
• prÛmûrná hodnota Ct replikátÛ  nejvy‰‰í Ct rozmezí kvantifikace a rozdíl Ct replikátÛ je 1,5
• v‰echny pozitivní hodnoty pod hodnotou rozmezí kvantifikace by mûly b˘t uvádûny pouze jako pozitivní, bez uvedení ãíselné hodnoty
• vzorek je dále pokládán za pozitivní, pokud Ct hodnota nejménû jednoho z replikátÛ je v rozmezí 4 cyklÛ od senzitivity a Ct hodnota

nejménû jednoho z replikátÛ je o 1,0 niÏ‰í neÏ nejniÏ‰í Ct pozadí. Toto pravidlo vzhledem k moÏnosti fale‰né pozitivity je nejspornûj‰í
a nejdiskutovanûj‰í, proto bylo roz‰ífieno podle následné klinické aplikace: Ménû pfiísná kritéria jsou aplikována tam, kde je nutné vy-
hnout se fale‰né negativitû, napfi. u protokolÛ s redukcí léãby (Ct hodnota nejménû jednoho z replikátÛ je o 1,0 niÏ‰í neÏ nejniÏ‰í Ct po-
zadí-stejné jako v˘‰e). Pfiísnûj‰í kritéria jsou aplikována tam, kde by bylo moÏno fale‰nou pozitivitou s následnou aplikací léãby (napfi.
infuzí dárcovsk˘ch lymfocytÛ) po‰kodit pacienta (Ct hodota nejménû jednoho z replikátÛ je o 3,0 niÏ‰í neÏ nejniÏ‰í Ct pozadí) (50,51).


