Klinicko-biochemicka vysetreni
Enzymy v klinické diagnostice 2

Faktory preanalytické a analytické faze vySetfeni ovliviiujici vysledek a jeho interpretaci
— pfesnost, normalni rozlozeni dat, pravdivost, spravnost, bias, nejistota, referencni
hodnoty, kriticky rozdil. Diagnosticka spravnost testu — specifi¢nost a citlivost. Enzymy v
klinické diagnostice, faktory ovliviiujici mnozstvi enzymu v krvi. Isoenzymy.

Faktory ovliviiujici vysledek a interpretaci biochemického vySetieni
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1. Uvedte a charakterizujte tfi faze laboratorniho vysetfeni.



Faktory preanalytické faze
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Prodiskutujte, které¢ faktory preanalytické faze mohou ovlivnit vysledek laboratorniho vySetieni.
Charakterizujte biologické vlivy: a) ovlivnitelné b) neovlivnitelné.

Uved'te, jak mize byt vysledek laboratorniho vySetfeni ovlivnén nésledujicimi faktory:

a) pohlavi b) vek (dospéli, déti) c) fyzicka aktivita ~ d) hmotnost organismu (obezita)
e) strava (napft. dlouhodoba vegetarianska strava) f) 1éky, alkohol.

Ctyficetilety muz zkolaboval v priibéhu rekreacniho fotbalového zapasu. Krev pro laboratorni
vySetfeni byla odebrana hned po jeho rychlém pievezeni do nemocnice. Markery srde¢niho
infarktu v krvi byly negativni. Byla zjisténa zvySena koncentrace bilkovin a hemoglobinu,
hypoglykémie a mirna acidosa. Jak 1ze vysvétlit tyto hodnoty? Jsou zavaznym nalezem?

Fyziologické rozmezi koncentrace albuminu v séru je 35-53 g/l. U t€hotnych Zen klesaji tyto
hodnoty &asto az na 32 g /l. Objem krve u téhotnych je zvysen az o 1 500 ml. Cim lze vysvétlit
pokles koncentrace albuminu?

Jaky vliv ma dehydratace organismu na hodnotu hematokritu?

Pfi imobilizaci pacienta dochazi k retenci tekutin. Jak se tato skutecnost projevi na koncentraci

albuminu v krvi?

U pacienta byla stanovena vyS$8i koncentrace cholesterolu pii odbéru vsedé¢ v porovnani

s odbérem na lizku. Vysvétlete.

V séru byla stanovena koncentrace bilkovin o hodnoté 75 g/l, pficemz odbér krve byl proveden
standardnim zpisobem (vsed€). Odhadnéte, jakou lze ocekavat koncentraci bilkovin v séru,
jestlize by byl proveden odbér krve ve stoje.

Uved'te mozné pficiny, které¢ by mohly vést k hemolyze vzorku.

Odebrana nesrazliva krev byla v laboratofi odstiedéna pti 10 000 otackach/min. Je mozné timto

zpusobem ziskat vzorek plazmy vhodny k analyzam?

Jakym zptisobem se maji transportovat a skladovat (piipadné stabilizovat) vzorky krve?

Faktory analytické faze
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Které parametry jednozna¢né€ popisuji normalni rozlozeni dat? Popiste Gaussovu kiivku.

Nakreslete do obrazku Gaussovu kifivku pro data, kterd byla ziskana s vétsi presnosti (tj. mensi

nepfesnosti) a stejnou pravdivosti.

U dvou experimentalné ziskanych souborti (albumin v séru a glukosa v séru) rozhodnéte, jaké
maji rozloZeni Cetnosti a uved'te, ktery soubor ma normalni rozloZeni Cetnosti. Prvni soubor dat —
koncentrace albuminu (g/1): 35 (naméfeno 2x), 43 (1x), 33 (1x), 40 (4x), 41 (3x), 35 (2x), 37
(3x), 42 (2x). Druhy soubor dat — koncentrace glukosy (mmol/l): 3,7 (naméteno 2x), 3.9 (4x), 4,2
(1x), 3,6 (1x), 3,8 (3x), 4,0 (3x), 4,1 (2x).

Urcete interval, v némz se nachazi ptiblizné¢ 95 % hodnot (tzv. 95% konfidenc¢ni interval) pro
aritmeticky pramér 40 a smérodatnou odchylku 5,0. (30-50)

Jaky rozmér ma smérodatna odchylka?
Jakym zptisobem vypocteme relativni smérodatnou odchylku?

U referen¢ni skupiny byl zjiStén aritmeticky primér koncentrace albuminu v séru 44 g/l a
smérodatna odchylka 4,6 g/l (normalni rozlozeni dat). UrCete a) dolni referen¢ni mez; b) 97,5%
kvantil; ¢) referen¢ni interval. (a) 35,0 g/l; b) 53,0 g/1; ¢) 35-53 /)
V krevnim séru byla u 10 dospé€lych osob zméfena koncentrace albuminu (g/1): 45; 46; 52; 39; 50;
40; 55; 48; 36; 39. Smérodatna odchylka je 6,3 g/l, bias metody 0,5 g/l. Urcete a) aritmeticky
pramér; b) 95% konfiden¢ni interval; c) variani koeficient; d) median; e) celkovou chybu;
f) dohodnuta referen¢ni hodnota. (a) 45 g/1; b) 32,7-57,3 g/1; ¢) 14 %; d) 45,5 g/l; ) 12,8 g/l; f) 44,5 g/l)
U dvou souborl vySetfovanych osob byla stanovena v krevnim séru hodnota glykémie. Prvni
soubor mél 9 osob, naméfené hodnoty glykémie (mmol/l): 4,5; 3,8; 5,6; 4,1; 8,2; 5,4; 5,5; 6,1;
3,9. Druhy soubor mél 10 osob, naméfené hodnoty glykémie (mmol/l): 6,5; 4,2; 5,8; 8,3; 3,4;
4,8; 3,8; 7,8; 8,5; 5,3. U obou souborti vyhodnot'te median. (5,4 mmol/l a 5,6 mmol/l)
Jaky je rozdil mezi pojmy pravdivost a spravnost?

Doplite k uvedenym tercikiim parametry analytické variability:

Jaky typ chyb se podili na vysledku, ktery je a) nespravny b) nepiesny?
Vysvétlete pojmy a) interni kontrola kvality b) externi kontrola kvality.

Je mozné, ze zdravy jedinec ma hodnotu urcitého parametru lezici mimo referencni rozmezi?
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Kazda laboratof ma povinnost provadét interni kontrolu kvality. Pii méfeni glukosy byl pouzit
kontrolni vzorek, s ocekavanou hodnotou koncentrace glukosy 3,5 mmol/l a smérodatnou
odchylkou 0,10 mmol/l. V sérii méfeni, do které byla kontrola zatazena, byla naméfena hodnota
3,9 mmol/l. Prodiskutujte uvedeny priklad.

Nejistota vymezuje hranice, v nichz je vysledek povazovan na urcité hladiné spolehlivosti za
spravny, tj. presny a pravdivy. Na zakladé dlouhodobych meéfeni byly urCeny odhady
kombinované standardni nejistoty U.. Vypocltete rozSifené nejistoty pro 95 % hladinu

spolehlivosti.
Analyty Ue (%) I?f)zﬁii"ené Navméf:ené, Rozsirena nejistota
nejistota (%) mnozstvi v séru

Sodik 0,95 140 mmol/l + mmol/l
Draslik 1,2 5,5 mmol/l * mmol/l
Vépnik 1,69 2,74 mmol/l | mmol/l
Albumin 1,77 48 g/l + g/l
Cholesterol 2,24 4,48 mmol/l + mmol/l
Glukosa 1,55 5,6 mmol/l * mmol/l
Kreatinin 2,74 118 umol/l * umol/l
Mocova kyselina 2,45 360 mmol/l = mmol/l
ALT 231 081 pkal | * nkat/]

Kritickd hodnota glykémie v krvi (nalaéno) pro diagnostiku diabetu je dle doporuceni Ceské
diabetologické spolecnosti 7,0 mmol/l. Koncentrace glukosy byla 7 mmol/l a byla stanovena

s kombinovanou standardni nejistotou 2,1 %.

a) UrcCete rozsifenou nejistotou pro 95% hladinu spolehlivosti. (4,2 %, £ 0,3 mmol/l)
b) Od jaké hodnoty by se nemélo uvazovat o diabetu (s 95% pravdépodobnosti)? (< 6,7 mmol/l)
¢) Od jaké hodnoty uz by se mélo uvazovat o diabetu (s 95% pravdépodobnosti)? (= 6,7 mmol/l)

Kriticky rozdil hodnot
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Uved'te vzorec vypoctu kritického rozdilu a klinicky vyznam jeho vyuziti.

V séru byla u pacienta stanovena koncentrace LDL-cholesterolu 2,8 mmol/l a po mésici bylo
meéfeni zopakovano s vysledkem 3,2 mmol/l. Rozhodnéte, zdali jsou tyto hodnoty vyznamné
0dlisné(CD pro LDL-cholesterol je 26 %). Mizeme hovofit o zmén¢ klinického stavu pacienta?

V séru byla stanovena koncentrace mocoviny 6,5 mmol/l. Pro tento parametr uréete meze, které
musi byt pfekroceny, abychom mohli dvé po sobé jdouci hodnoty u téhoz pacienta hodnotit jako
statisticky odlisné (CD 30 %). (< 4,6 mmol/l nebo > 8,4 mmol/l)



34. Vypoctéte kriticky rozdil pro uvedené analyty v séru (S) nebo moci (U).
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Analyt CV; (%) CV, (%) CD (%)
pH krve 0,2 0,1
S-Sodik 0,7 0,4
S-Albumin 3,1 0,8
U-Albumin, prvni ranni mo¢ 36 18
S-Glukosa 5,7 2.9
S-Cholesterol, celkovy 6,0 3,0
S-ALT, katal. koncentrace 243 0,9
S-Kortisol 21 11
S-Adrenalin 48 24

CV, ... biologicka intraindividuélni variabilita, CV, ...analyticka variabilita, CD ... kriticky rozdil

Porovnejte hodnoty CD v tabulce pro jednotlivé analyty a zamyslete se, ktery parametr vyznamné
ovliviiuje velikost kritického rozdilu.

Pacientovi byla zjisténa fyziologicka koncentrace celkového cholesterolu v séru 4,5 mmol/l.
Intraindividualni variabilita (CV;) cholesterolu v séru ¢ini 6,0 % a vysledek byl v laboratofi
zjistén metodou charakterizovanou opakovatelnosti mezi dny (CV,) 2,8 %. Urcete interval
hodnot, v jakém mtzeme s 95% pravdépodobnosti ocekavat koncentraci cholesterolu zjisténou za
2 tydny. (3,7-5,3 mmol/1)

U pacienta byla zjisténa koncentrace celkového cholesterolu v séru 7,0 mmol/l. Jakou zménu
koncentrace cholesterolu budeme pokladat po 4 tydnech vySetieni za statisticky vyznamnou (na
95% hladiné spolehlivosti), pokud pro cholesterol je intraindividualni variabilita 6,0 % a jeho

analyticka variabilita v dané laboratofi ¢ini 3,0 %. (< 5,7 mmol/l nebo > 8,3 mmol/l)

Diagnosticka spravnost laboratorniho testu
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Definujte pojmy diagnostickd sensitivita a specifi¢nost. Jakym zplsobem lze tyto parametry
zjistit?
Pti screeningovych vySetfenich je tieba zachytit vSechny nemocné osoby. Ktery z parametrt

validity testu musi byt roven 100 %?

Nacrtnéte do grafu rozdéleni vysetfovanych osob pro test jehoz senzitivita i specificita se rovnaji
100 %.



41. Jak ovlivni zvySeni diskriminacni hodnoty (viz obr.): a) specificitu testu; b) senzitivitu testu?

pocet
vySetfenych

bez
nemoci

hodnota testu

42. Vypocteéte diagnostickou senzitivitu a specificitu imunochemického stanoveni srdecniho

troponinu I jako markeru infarktu myokardu, pokud jsou znamé tyto tidaje:

Pocet vySeti‘enych osob S nemoci Bez nemoci Celkem
S pozitivnim testem 197 8

S negativnim testem 3 505

Celkem

43. Vyplite 2x2 tabulku, pokud laboratorni vysetfeni vykazuje diagnostickou senzitivitu 70 % a
specificitu 80 %.

Pocet vySetienych osob S nemoci Bez nemoci Celkem

S pozitivnim testem

S negativnim testem

Celkem 400 . 1000

44. Téehotensky test byl testovan na skupiné 800 zen, pficemz 300 Zen bylo téhotnych a 500 nebylo
téhotnych. Vysledky téhotenského testu byly nasledujici: Pozitivni test byl prokazan u 250
téhotnych Zen a také u 4 zen, které nebyly téhotné. Negativni t€hotensky test byl zjistén u 50
téhotnych Zen a dale u 496 Zen, které nebyly téhotné. Dopliite pravdivostni tabulku a vyhodnot'te
senzitivitu a specificitu testu. Lze tento t¢hotensky test bez vyhrad pfijmout jako kritérium pro

stanoveni t€hotenstvi? (senzitivita 83 %, specificita 99 %)
45. Rozhodnéte, jak ovlivni zména hrani¢ni (cut-off) hodnoty pocet FN (nemocni s negativnhim

testem) a FP (zdravi s pozitivnim testem). Jaky dopad na sensitivitu a specificitu testu ma vyssi a

niz$i cut-off hodnota?



Enzymy v klinické diagnostice
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Jakym zptisobem vyjadiujeme mnozstvi enzymu v télnich tekutinach?
Uved'te jednotku katalytické koncentrace enzymu.

Uved'te, které faktory ovliviiuji enzymovou aktivitu.

Vysvétlete pojem biologicky polocas.

Enzymy, které se nachazi v krvi délime na enzymy podle mista vzniku a u¢inku. Doplnte tabulku:

. Enzymy se specifickou . .
Enzymy v krvi , . Sekrecni enzymy Bunééné enzymy
funkei v plazmé

Priklady
Misto vzniku .. pankreas, parotis
Misto pasobeni v misté vzniku

Zména aktivity v krvi
pfi poskozeni organu

Uved'te rozdily mezi sekre¢nimi, bunénymi a specifickymi enzymy plazmy.

Jaky vliv bude mit vazné poskozeni jater na hemokoagulaci?

Pro¢ se i u "zdravych" lidi daji zjistit nizké aktivity intracelularnich enzymt v plazmé?

Napiste rovnice reakcei (vCetn€ vzorcil), katalyzovanych enzymy: a) ALT; b) AST; c) LD; d) CK.

Dopliite v tabulce nazvy enzymu a na zakladé rozdilného zastoupeni enzymu v tkanich piitad'te
v tabulce k enzymiim organy ¢i tkané s jejich pfevladajicim vyskytem: jatra, myokard, sval,

ledviny, kosti, prostata, pankreas, parotis, Zlu¢ovod, erytrocyty.

Enzym Niazev enzymu | Pievazujici lokalizace — organ , tkan

AST

ALT

LD

LD,

CK

GMT

ALP

ACP

AMS

LPS

CHS
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Uvedte priklady enzymd, které jsou specifické pro a) osteoblasty; b) osteoklasty; c) prostatu;
d) kardiomyocyty; e) jatra.

Které enzymy nelze vyuzit pro diagnostické tcely pfi jejich stanoveni v hemolytickém séru?
Uved'te, které¢ enzymy se uvoliluji pii a) lehkém; b) té¢zkém poskozeni jaterni buniky. Vysvétlete.
Pokuste se odhadnout velikost poméru aktivit enzymi AST/ALT v plazmé pfi: a) lehkém
poskozeni hepatocytil; b) tézkém poskozeni hepatocytt.

Definujte pojmy isoenzym a isoforma.

Uved'te vyznam stanoveni isoenzymu v klinické diagnostice.

Ktery isoenzym LD pifevazuje v a) myokardu; b) jatrech?

Porovnejte enzymy ALP a ACP, jaky vyznam maji jejich isoenzymy v diagnostice?

Popiste kvartérni strukturu a) LD; b) CK.

Uved'te podjednotkové slozeni LD;.

Aktivita vétSiny enzymt je u novorozencti a kojenct zvySena. U kterého enzymu vyrazné zvyseni
pretrvava az do puberty?

Vysvétlete divod zvySeni hladin nékterych enzymii v krvi a) pfi télesné namaze; b) v obdobi
t€hotenstvi.

Hepatotoxicita je nezadoucim ucinkem nékterych 1ékt. Které enzymy je nutno sledovat pfi jejich
dlouhodobém podavani?

Které enzymy se bézné sleduji pii podezieni na akutni pankreatitidu?

Ktery enzym je velmi snadno indukovatelny a je vhodnym testem chronické konzumace
alkoholu?

Ktery enzym lze stanovit nejen v séru, ale i v moci?

Ktery enzym je mozné hodnotit jako ukazatel jaterni
proteosyntézy. Jak se méni jeho aktivita?

V tabulce doplite nazvy kompartmenti. Na zakladé
rozdilného zastoupeni enzymil v jednotlivych
kompartmentech jaterni buniky dopliite do tabulky typicky
(pfevazn€) se vyskytujici enzymy: ALT, AST, CAST,
mAST, ALP, LD, GMD, GMT, AMS, ACP.

Symbol Kompartment Enzym
1
2
3 Golgiho aparat, ER
4 Lyzosom
5




